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RESUMO 

 

Alguns estudos mostram a associação entre exposição ao chumbo e o risco de 

doenças cardiovasculares. A exposição crônica a baixas concentrações produz 

hipertensão e, no entanto, os mecanismos subjacentes não estão totalmente 

esclarecidos. Assim, o objetivo desse trabalho foi analisar se a exposição crônica a 

baixa concentração de chumbo, durante 30 dias, afeta a função vascular de aorta e 

mesentéricas de resistência, e avaliar o papel do estresse oxidativo, das vias 

dependentes da ciclooxigenase-2 e das MAPKs, nas alterações vasculares 

induzidas pela exposição ao chumbo. Para isso, foram utilizadas aortas e 

mesentéricas de ratos Wistar tratados com chumbo (1a dose: 10 µg/100 g; doses 

subsequentes: 0,125 µg/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 µg/dL). Os níveis de chumbo no sangue dos ratos 

tratados atingiu uma concentração de 21,7 ± 2,38 µg/dL. Esta exposição aumentou a 

pressão arterial sistólica e a resposta contrátil à fenilefrina em anéis de aorta e 

mesentéricas, reduziu o relaxamento induzido pela acetilcolina em anéis de aorta e 

não afetou o relaxamento ao nitroprussiato de sódio. A remoção do endotélio e o L-

NAME (100 µM), deslocaram mais a resposta à fenilefrina em aorta dos animais não 

tratados do que dos tratados com chumbo, no entanto, não foi observada diferença 

nos anéis de mesentéricas. A apocinina (30 µM) promoveu redução da resposta à 

fenilefrina que foi maior em aorta de ratos tratados com chumbo do que as não 

tratadas. Em anéis de mesentéricas a apocinina não alterou a reatividade vascular, 

porém a SOD (150 U ml-1) levou a uma pequena redução da resposta 

vasocontrictora à fenilefrina. A indometacina (10 μM) promoveu uma maior redução 

na resposta à fenilefrina em anéis de aorta e mesentérica tratada com chumbo em 

relação as não tratadas. O antagonista de receptores EP1, SC-19220 (10 μM) 

também reduziu a resposta à fenilefrina em mesentéricas de ratos expostos ao 

metal. O tratamento com chumbo promoveu aumento da expressão proteica 

vascular da gp91phox, SOD-Cu/Zn, SOD-Mn e COX-2. Em cultura de CMLVs o 

chumbo promoveu 1) aumento da produção de ânion superóxido, aumento da 

atividade da NADPH oxidase e da expressão gênica e/ou proteica de NOX1, NOX4, 

SOD-Mn, SOD-EC e COX-2 e 2) ativação das MAPKs ERK1/2 e p38. Tanto os 



 

 

antioxidantes (mito-TEMPO, 5 μmol/L; tempol, 10 μmol/L e ML171, 0,5 μmol/L) como 

os inibidores COX-2 (Celecoxib, 10 μM e Rofecoxib, 10 μmol/L) normalizaram a 

produção de ânion superóxido, a atividade da NADPH oxidase e os níveis de mRNA 

de NOX1, NOX4 e COX-2. O bloqueio das vias de sinalização de ERK1/2 e p38 

aboliram a indução da expressão de NOX1, NOX4 e COX-2, causada pelo chumbo. 

Em conclusão, os resultados aqui apresentados demonstram que o tratamento com 

baixas doses de chumbo aumenta a pressão arterial sistólica, promove disfunção 

vascular e ativa vias de sinalização das MAPKs. Estes efeitos estão associados com 

a ativação de proteínas inflamatórias tais como a NADPH oxidase e COX-2 que 

atuam em conjunto para contribuir com a disfunção vascular.  

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

ciclooxigenase-2, reatividade vascular, pressão 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 

MAPKs, in vascular changes induced by lead exposure. 

For this, aortas and mesentéric arteries were used from lead-treated Wistar rats (1st 

dose: 10 μg/100 g; subsequent doses: 0.125 μg/100 g, intramuscular, 30 days) and 

aortic vascular smooth muscle cells (VSMCs) from Sprague Dawley rats stimulated 

with lead (20 µg/dL) were also used. After treatment, the blood levels attained 21.7 ± 

2.38 µg/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 µM), 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 μM) 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 μmol/L, tempol-10 μmol/L 

e ML171-0,5 μmol/L) and COX-2 inhibitors (Celecoxib- 10 μM e Rofecoxib-10 

μmol/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 INTRODUÇÃO 

1.1 O CHUMBO 

Historicamente, a humanidade está intimamente relacionada com a utilização de 

metais pesados, como chumbo, mercúrio e cádmio. Há existência de relatos da 

utilização do mercúrio e chumbo para fabricação de utensílios e ferramentas datados 

dos séculos XV e XVI a.C (Español Cano, 2001).  

O chumbo pertence à família química dos metais do grupo IV b da tabela periódica. 

Seu número atômico é 82, seu símbolo químico é o Pb (Paoliello & Chasin, 2001). É 

um metal cinza-azulado, brilhante, inodoro, maleável, insolúvel nos solventes 

orgânicos e muito resistente à corrosão. Encontra-se em estado sólido à 

temperatura ambiente, se funde a 327 ºC, com temperatura de vaporização a 1725 

ºC. É encontrado na natureza tanto na forma livre como em associação com 

diversos outros metais. Estas propriedades determinam sua ampla aplicação na 

indústria e grande importância comercial no mercado mundial (WHO, 1995; IUPAC, 

2003).  

O chumbo inorgânico pode apresentar estados de oxidação +2 e +4. O íon estável 

do chumbo é o Pb2+ 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 extraído quase todo 

o chumbo primário (DNPM, 2001). O Pb4+ forma os compostos orgânicos 

tetrametilchumbo Pb(CH3)4 e tetraetilchumbo Pb(C2H5)4, os mais importantes do 

ponto de vista comercial, visto que já foram amplamente empregados como aditivos 

em combustíveis (Conterato, 2007). 

 

1.2 FONTES DE EXPOSIÇÃO E UTILIZAÇÃO 

O chumbo é relativamente abundante na crosta terrestre, sendo o quinto metal mais 

abundante no planeta (Matos, 2007). Sua concentração média no solo é de 10 a 20 

mg/kg. Na atmosfera, essa concentração foi estimada em cerca de 0,0005 μg/m3 no 

ar e em águas superficiais a concentração natural do metal é em torno de 0,02 μg/L 

(WHO, 1995).  

As maiores fontes naturais de chumbo são as emissões vulcânicas, intemperismo 

geoquímico e névoas aquáticas, e as fontes geológicas de chumbo são as rochas 
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ígneas e metamórficas (WHO, 1995; Paoliello & Chasin, 2001). As fontes 

antropogênicas são obtidas principalmente a partir da recuperação do metal de 

sucatas e rejeitos. A contaminação do solo pode se dá por todas essas fontes: 

natural, geológica ou através de atividades exercidas pelo homem (antropogênicas) 

(Paoliello & Chasin, 2001). No Brasil, o chumbo secundário é obtido, principalmente, 

da reciclagem de baterias automotivas, industriais e de telecomunicações, em 

usinas refinadoras nos estados de Pernambuco, São 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 é empregado na fabricação de produtos de alta tecnologia como, 

por exemplo, proteção de reatores nucleares, finas placas de componentes 

eletrônicos, bem como de baterias, tintas e corantes, cerâmicas, cabos e munição 

(Kreusch, 2005). Cerca de 40% do chumbo é usado como um metal, 25% em ligas e 

35% em compostos químicos (ATSDR, 1993; Parmeggiani, 1983).  

Na forma de ligas, o chumbo é utilizado nos processos de soldagem. Na indústria 

eletrônica, além de promover a adesão de componentes à superfície de placas, têm 

a importante função de propiciar a ligação elétrica entre os componentes e os 

circuitos eletrônicos (Kreusch, 2005). O chumbo metálico é usado na forma de 

lâmina, canos ou cabos, proporcionando maior flexibilidade e resistência à corrosão. 

Serve como protetor contra radiações ionizantes e também é utilizado como 

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

Os óxidos de chumbo são 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 indústria química utiliza amplamente o chumbo. O arseniato de chumbo é 

empregado na fabricação de inseticida; o carbonato de chumbo é empregado na 

síntese do cloreto de polivinila (PVC); o acetato de chumbo tem importante uso 

como impermeabilizador, verniz, antiferrugem em pinturas, reagente analítico; o 

naftenato de chumbo é um secativo (de Capitani et al., 2009; Paoliello & Chasin, 

2001). Este metal também é utilizado em fertilizantes ou adubos agrícola, 

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 

países têm restringido seu uso. Nos Estados Unidos concentrações de chumbo em 

tintas e pigmentos acima de 0,06% e na Nova Zelândia acima de 0,5% não são 

permitidas (WHO, 1995). Após anos sem regulamentação no Brasil, em agosto de 

2008 foi publicada a Lei nº 11.762, que regulariza o uso de pigmentos e secantes à 

base de chumbo em tintas imobiliárias. A lei estabelece que tintas imobiliárias não 

possam conter chumbo em concentração igual ou superior a 0,06%, em peso (Brasil, 

2008). 

O chumbo tetraetílico durante muito tempo no Brasil (1922) foi usado na gasolina 

para aumentar a potencia dos motores de carros e obter maior economia de 

combustível (Landrigan, 2002). Porém desde 1978 foi proibido e no seu lugar utiliza-

se o etanol (Paoliello & Chasin, 2001). Esta proibição levou a uma redução drástica 

da população em geral ao contato com o chumbo (Pirkle et al., 1998). Entretanto, em 

vários países, ainda há locais em que a gasolina é fonte permanente de exposição a 

este metal. 

Frente a várias fontes de exposição ao chumbo, alguns países estabeleceram 

concentrações máximas de chumbo no sangue para pessoas expostas e não 

expostas. A Agency for Toxic Substances and Disease Registry (ATSDR) 

recomenda como segura uma concentração de chumbo sanguínea inferior 30 µg/dL 

em adultos não expostos e 60 µg/dL em adultos expostos ocupacionalmente. No 

Brasil, a Norma Regulamentadora nº 7 (1988) do Ministério do Trabalho, estabelece 

os valores de referência, para pessoas não ocupacionalmente expostas e os Índices 

Biológicos Máximos Permitidos (IBMP) em trabalhadores expostos, de 40 µg/dL e 60 

µg/dL de sangue, respectivamente (Brasil, 1988; Jacob et al., 2002). A NR-7 

(Portaria nº 24, de 29/12/94), também determina o monitoramento anual dos efeitos 

tóxicos do chumbo através de exames médicos em trabalhadores expostos. 

Entretanto, é comprovado que níveis de chumbo no sangue, inferiores aos fixados 

por estes órgãos, podem provocar alterações de humor, disfunções da memória, da 

associação verbal, da inteligência visual e da atenção em trabalhadores expostos ao 

metal, assim como alterações cardiovasculares (Cordeiro et al., 1996; Kasperczyk et 

al., 2009). 

Nos países desenvolvidos, o controle das fontes de poluição de chumbo vem sendo 

implementado gradativamente, com uma intensa atuação dos órgãos ambientais e 
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da saúde pública. No Brasil, o controle é praticamente inexistente, devido à falta de 

dados sobre a real exposição da população brasileira e interesse dos órgãos 

nacionais de fiscalização. Por isso, se faz necessário, estudos que mostrem os 

riscos desta exposição para maior conhecimento da nossa realidade e, desse modo, 

incentivar os órgãos de saúde pública e de meio ambiente nas ações de controle 

(Moreira & Moreira, 2004). 

 

1.3 CINÉTICA DO CHUMBO NO ORGANISMO  

Em virtude da ampla utilização, o chumbo é um dos contaminantes mais comuns do 

ambiente, como relatamos anteriormente. Esta grande utilização proporciona a 

contaminação direta de pessoas ocupacionalmente expostas e, indiretamente, à 

população em geral. Assim, todos os seres humanos têm chumbo em seus 

organismos como resultado da exposição às fontes exógenas (Moreira & Moreira, 

2004). No entanto, este metal não possui nenhuma função fisiológica conhecida no 

organismo e seus efeitos tóxicos já são conhecidos há muito tempo por afetarem 

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

Sabendo-se que o chumbo é um elemento tóxico que se acumula no organismo, e 

como o propósito de correlacionar a quantidade de chumbo no ambiente aos seus 

efeitos tóxicos nos diversos órgãos e sistemas, é importante entender a cinética 

deste metal no organismo: sua absorção, distribuição, armazenamento e eliminação. 

O chumbo inorgânico entra no organismo por inalação (principal forma da exposição 

ocupacional) ou ingestão (via predominante para a população em geral). Já os 

compostos orgânicos de chumbo são capazes de penetrar através da pele íntegra, e 

os compostos de chumbo tetra alquila podem ser absorvidos por estas três vias. No 

organismo o chumbo não é metabolizado, e sim, complexado por macromoléculas, 

sendo diretamente absorvido, distribuído, armazenado e excretado (Paoliello & 

Chasin, 2001). 

A absorção de chumbo proveniente de fontes ambientais é dependente da 

quantidade de metal, do seu estado físico e químico, além de ser influenciado por 

fatores relacionados ao hospedeiro (idade, genética, estado fisiológico) e condições 

nutricionais (Paoliello & Chasin, 2001). Uma vez absorvido, o chumbo se distribui 

entre o sangue, os tecidos moles (rins, medula óssea, fígado e cérebro) e os tecidos 
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mineralizados (ossos e dentes) (ATSDR, 1993). Como o chumbo é qualitativamente 

um análogo biológico do cálcio, o seu sítio primário de armazenamento no 

organismo é o osso, que contém aproximadamente 90% a 95% do conteúdo 

corpóreo total de chumbo (Moreira & Moreira, 2004). A concentração de chumbo no 

sangue é menor do que 2% do seu total no organismo, sendo que 90% a 99,8% 

deste metal estão ligados à membrana e a frações de proteínas (principalmente à 

hemoglobina) das células vermelhas e o restante está no plasma ligado à albumina, 

α2-globulina ou como íons livres (Goyer, 1991; Sanín et al., 1998). O plasma é o 

componente do sangue que contém chumbo livre para cruzar as membranas 

celulares e possivelmente causar seus efeitos tóxicos (Moreira & Moreira, 2004). 

A eliminação do chumbo no organismo humano é extremamente lenta (Moraes, 

2014). Sua excreção pode ocorrer por várias vias, porém a excreção renal e a 

gastrointestinal são as de maior importância prática. A excreção gastrointestinal 

acontece por secreção pancreática e biliar, possivelmente na forma de um complexo 

chumbo-glutationa. O chumbo não absorvido pelo trato gastrointestinal é eliminado 

nas fezes (cerca de 15 %) e o que foi absorvido é amplamente excretado pela urina, 

por filtração glomerular (75-80 %). No entanto, os mecanismos de eliminação pela 

bile e urina ainda não estão completamente elucidado (Moreira & Moreira, 2004). 

Outras possíveis formas de eliminação do chumbo se dão através do suor, 

descamação cutânea, cabelo, unhas (< 8 %) e através do leite materno, estas em 

quantidades muito pequenas (Tsalev & Zaprianov, 1985).  

Abordaremos a seguir, acerca dos efeitos tóxicos desse metal nos diferentes 

sistemas do organismo. 

 

1.4 EFEITOS DO CHUMBO NOS DIVERSOS ÓRGÃOS E SISTEMAS 

O chumbo é capaz de promover efeitos adversos no organismo humano, devido a 

sua alta toxicidade e capacidade cumulativa. A intoxicação aguda pelo chumbo é 

bastante rara, mas muito perigosa, podendo levar a morte, enquanto que a 

intoxicação crônica é mais comum e bastante danosa ao organismo. A cronicidade 

da exposição ao chumbo pode gerar distúrbios 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 vários processos bioquímicos, 

principalmente os que estão relacionados ao funcionamento de membranas 

celulares e enzimas. As alterações no funcionamento de enzimas estão 

principalmente relacionadas às interações desse metal com os grupamentos sulfidril 

(-SH) de proteínas que estão intimamente relacionadas à ativação de proteínas 

quinases C, fazendo desse um dos principais mecanismos de toxicidade. Outro 

importante mecanismo de toxicidade do chumbo se dá pela sua capacidade de 

mimetizar o íon cálcio e interagir com diversas proteínas, como sua interação com a 

calmodulina através da interação com os grupamentos carboxilas (Moreira & 

Moreira, 2004). 

O sistema nervoso é o sistema mais sensível à intoxicação por chumbo, sendo a 

encefalopatia um dos mais sérios desvios tóxicos induzidos por este metal em 

crianças e adultos (Moreira & Moreira, 2004). Os sintomas de neurotoxicidade 

incluem irritabilidade, dor de cabeça, diminuição de atenção, perda de memória, 

déficit cognitivo, cefaléia, tremor muscular, alucinações, redução na velocidade de 

transmissão do impulso nervoso, tontura, fraqueza e parestesia (Paoliello & Chasin, 

2001; Moreira & Moreira, 2004). 

Hanninen et al. (1998) estudaram 54 trabalhadores de uma fábrica de baterias e 

concluíram que as alterações neuropsicológicas encontradas nos sujeitos com 

exposições passadas altas e presentes baixas indicam que concentrações de 

chumbo no sangue na faixa de 51,8 a 101,4 μg/dL podem causar danos 

prolongados, ou mesmo permanentes na função do sistema nervoso central. Outros 

estudos, controlados, demonstraram associação entre os altos valores de chumbo 

no sangue de crianças, com aumento de delinquência na juventude observada no 

final da infância e início da fase adulta (Needleman et al., 1996; Dietrich et al.,  

2001). Contudo, ainda não são bem conhecidos os níveis em que as primeiras 

anormalidades neurofisiológicas aparecem, mas alguns trabalhos sugerem que 

alterações leves já podem aparecer em concentrações abaixo do que se considera 

seguro pelo Índice Biológico Máximo Permitido para trabalhadores expostos (60 

µg/dL) e pessoas não ocupacionalmente expostas (40 µg/dL). 

O sistema renal também é alvo do chumbo. Seus efeitos tóxicos ocorrem na 

presença de níveis 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 redução da função renal e na maioria das vezes é acompanhada 

por hipertensão (Saryan & Zen, 1994; WHO, 1995). As alterações funcionais são 

semelhantes às encontradas em casos de lesões nos túbulos proximais, sendo 

caracterizada por diminuição da absorção de aminoácidos, glicose, ácido cítrico e 

fosfato (Moraes, 2014). Clinicamente a toxicidade é verificada por proteinúria, 

hematúria e presença de cilindros na urina (Kosnett, 2003). A nefropatia aguda 

ocorre principalmente em crianças sob exposição aguda ao chumbo, sobretudo pela 

via oral e a nefropatia crônica é descrita principalmente em trabalhadores expostos, 

cuja exposição primária é por inalação (Paoliello et al., 2003; Moreira & Moreira, 

2004).  

Também, segundo a Agency for Research on Cancer (IARC), há evidências relativas 

à carcinogenicidade do chumbo e seus compostos em animais, porém em humanos 

ainda é incerto. Essas evidências foram comprovadas em animais mediante estudos 

que 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 carcinogênicos 

para humanos” (WHO, 1995). 

Além destes, os sintomas intestinais que caracteriza a exposição ao metal aparecem 

como a cólica, caracterizada por espasmos intestinais que provocam dor abdominal 

intensa, associada com náuseas, vômito e perda de peso (Paoliello, 2003). 

Quanto ao sistema hematológico, a forte ligação do chumbo ao grupamento sulfidrila 

de proteínas, leva a alterações da via de síntese do heme, na molécula de 

hemoglobina, uma vez que cerca de 99% do chumbo sanguíneo está ligado às 

células vermelhas (Lawton & Donaldson, 1991). Estas alterações são observadas 

nas enzimas ácido delta-aminolevulínico desidratase (ácido delta-ALAD), 

ferroquelatase e coproporfirinogênio oxidase, todas envolvidas na biossíntese do 

heme (Paoliello & Chasin, 2001). A interferência na produção do heme e a 

subseqüente redução da sua quantidade corporal é uma das principais causas da 

patologia relacionadas ao chumbo, principalmente a inibição da eritropoiese, 

provocando anemias (Souza & Tavares, 2009). 

 

1.5 EFEITOS NO SISTEMA CARDIOVASCULAR  
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A hipertensão arterial é um dos principais fatores de risco para doenças 

cardiovasculares, cerebrovasculares e renais, sendo essas doenças atualmente 

responsáveis por um grande percentual de morbi-mortalidade em vários países. 

Estima-se que 20 % da população mundial apresenta hipertensão arterial, e no 

Brasil esse percentual pode chegar em torno de 40 % em algumas regiões do país 

(VI Diretrizes Brasileiras de Hipertensão Arterial).  

Dentre os fatores que contribuem para gênese e/ou manutenção da hipertensão 

estão incluídos fatores extrínsecos como se pode citar: obesidade, sedentarismo, 

consumo de álcool, tabagismo, aumento do consumo de sal (Bakris & Mensah, 

2002) e a exposição a metais pesados como o chumbo (Vaziri et al., 1997, 1999), 

mercúrio (Vassallo et al., 1999; da Cunha et al., 2000) e cádmio (Massó et al., 2007; 

Gonick, 2008). E fatores intrínsecos, que incluem alterações funcionais do sistema-

renina-angiotensina, aumento da atividade simpática, resistência à insulina, 

hereditariedade (Harrap, 1994); modificações dos parâmetros hemodinâmicos 

(alterações no débito cardíaco e na resistência vascular periférica) (Folkow, 1982); e 

raça (Freis, 1973).  

Como descrito anteriormente, a exposição a agentes tóxicos, incluindo chumbo e 

outros metais, é um fator de risco e pode contribuir para o surgimento ou agravo da 

hipertensão e de doenças cardiovasculares. Entretanto, após cem anos dos 

primeiros estudos que correlacionam a exposição ao chumbo às alterações nos 

parâmetros cardiovasculares, o papel do chumbo nos mecanismos envolvidos 

nestas alterações ainda não está completamente elucidado (Navas-Acien et al., 

2007). Estudos experimentais e epidemiológicos sugerem uma relação entre 

exposição por chumbo, hipertensão e doenças cardiovasculares (Schwartz, 1991; 

Moller & Kristensen, 1992; Maheswaran et al., 1993; Cheng et al., 1998; Lustberg 

and Silbergeld, 2002). Sabe-se que seus efeitos na saúde humana dependem dos 

níveis sanguíneos e da duração da exposição. Diante disso, vários estudos são 

necessários para determinar a correlação entre concentrações sanguíneas de 

chumbo e aumento da pressão arterial; as diferenças entre os efeitos das 

exposições agudas e crônicas sobre a pressão arterial; as alterações promovidas 

pelo chumbo no sistema cardiovascular e os mecanismos intracelulares pelos quais 

o chumbo provoca estas alterações. 
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Em acordo com o exposto, estudos in vivo e in vitro com animais vêm mostrando 

que a exposição crônica ao chumbo causa hipertensão e doenças cardiovasculares 

por alterar o sistema renina-angiotensina, principalmente por aumentar a atividade 

da ECA (Carmignani et al., 1999; Sharifi et al., 2004; Simões 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 cálcio na via de sinalização 

do cálcio por interagir com calmodulina, PKC (proteína kinase C), com canais para 

potássio dependentes de cálcio (Goldstein, 1993; Watts et al., 1995), além de 

estimular a proliferação das células do músculo liso vascular (Fujiwara et al., 1998).   

Estudos de Vaziri e colaboradores (1999) demonstraram que o tratamento crônico 

por 12 semanas com 100 ppm de acetato de chumbo em água de beber, foi capaz 

de aumentar a pressão arterial sistólica (PAS) no grupo de ratos que recebeu o 

metal. Em outro trabalho, pesquisadores encontraram aumento de pressão arterial 

sistólica a partir da segunda semana de tratamento com 100 ppm de acetato de 

chumbo. Houve aumento progressivo da pressão arterial sistólica 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 

pressão arterial sistólica e diastólica de ratos tratados por 10 meses com 60 ppm de 

acetato de chumbo na água de beber. Corroborando com estes achados, Roncal e 

colaboradores (2007) também demonstram que ratos submetidos ao tratamento 

crônico com 150 ppm de acetato de chumbo na água de beber, por 16 semanas, 

obtiveram aumento da pressão arterial sistólica. 

Ademais, trabalhos realizados por nosso grupo mostraram que o tratamento in vivo 

com o chumbo agudo, promove aumento da pressão arterial com aumento da 

participação do sistema renina angiotensina em apenas 2 horas de exposição 

(Simões et al., 2011). Vassallo et al., (2008) mostraram que a administração aguda 

de chumbo (100 µM) reduz a contratilidade miocárdica. Contudo, outro estudo com 

os ratos expostos agudamente a baixa concentração de chumbo (8 µM) mostrou um 

aumento na pressão sistólica ventricular esquerda (Fioresi et al., 2013).  

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

pesado. Webb et al. (1981), observaram aumento da força contrátil na presença de 
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norepinefrina e metoxamina em artéria caudal de ratos tratados com 100 µM de 

acetato de chumbo em relação ao grupo controle. Silveira et al. (2010) em leito de 

artéria caudal, mostraram que 100 µΜ de chumbo levou a alterações no endotélio, 

promovendo maior liberação de vasoconstritores derivados da ciclooxigenase e de 

espécies reativas de oxigênio, aumentando a reatividade vascular. Avaliando a 

hipertensão induzida pelo chumbo em ratos Marques e colaboradores (2001) 

mostraram que esta se relaciona com o prejuízo do relaxamento vascular endotélio-

dependente e não-dependente. Esse fato é acompanhado de aumento da expressão 

proteica que promove por um lado, ativação de proteínas que inibem a Ca2+,Mg+-

ATPase do retículo sarcoplasmático, da eNOS e “downregulation” da guanilato 

ciclase solúvel (sGC). Segundo esses autores, essas respostas parecem envolver as 

espécies reativas de oxigênio (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 estão aumentados nos animais 

tratados com o chumbo (Courtois et al., 2003).  

Para melhor compreender os efeitos da exposição ao chumbo sobre os vasos 

sanguíneos, é necessária uma breve revisão sobre os componentes vasculares e a 

regulação do tônus vascular.  

 

1.6 TÔNUS VASCULAR E SUA REGULAÇÃO 

Artérias são compostas basicamente por três camadas estruturais. A camada de 

células mais interna que envolve o lúmen, delimitada pela camada elástica interna, é 

túnica intima. Esta é composta por um arranjo linear e longitudinal de células 

endoteliais e membrana basal contendo tecido conjuntivo, células sub-endoteliais 

(pericitos) e esporádicas células musculares lisas vasculares (CMLVs). A túnica ou 

camada média é o tecido compreendido entre a lamina elástica interna e a externa, 

composto de um arranjo de células musculares lisas dispostas em forma 

circunferencial embebidas em matriz extra-celular rica em colágeno, elastina/fibrilina 

e proteoglicanos. A camada localizada externamente à lâmina elástica externa, ou 

túnica adventícia, é composta de fibroblastos arrumados longitudinalmente, inseridos 

na matriz extra-celular rica em colágeno e elastina, pequenos vasos e terminações 

nervosas (Hillebrands, et al., 2001). 



40 

 

Fisiologicamente, o endotélio atua como barreira semipermeável entre o sangue e a 

musculatura lisa vascular (Ross, 1995). Particularmente, um grande volume de 

investigações nas últimas décadas evidenciou um papel crucial do endotélio no 

controle parácrino da estrutura e função vascular. Este possui importante função na 

homeostase, modulação e regulação de várias funções fisiológicas, como a 

inflamação, agregação plaquetária, fibrinólise, angiogênese e mecanorecepção 

(Jaffe, 1985; Vane et al., 1990; Ramos, 1992). Além de manter o balanço entre 

vasodilatação e vasoconstricção, também exerce efeito sobre a inibição, promoção 

da proliferação e migração de células musculares lisas vasculares (Félétou, 2009). 

O músculo liso vascular (MLV) é responsável pelo controle da resistência periférica 

total, pelo tônus arterial e venoso e pela distribuição do fluxo sanguíneo. O tônus do 

músculo liso vascular é um fator determinante de resistência vascular. A regulação 

deste é realizada pelos fatores derivados do endotélio, pressão sanguínea, 

inervação e por estímulos hormonais. A ativação de receptores localizados na 

membrana do MLV, por neurotransmissores ou hormônios dá início a uma série de 

processos celulares que lideram a contração desse músculo. O principal 

determinante de mudança da resistência vascular é a alteração do diâmetro da luz 

do vaso. A alteração do lúmen arterial pode se dar por modificações estruturais ou 

do balanço de fatores vasodilatadores e vasoconstritores produzidos, 

principalmente, pelo endotélio vascular (Deussen et al., 2006).  

Para desencadear a contração, as células musculares lisas vasculares requerem um 

aumento na concentração de Ca+2 citoplasmático. Este aumento pode resultar tanto 

do influxo do Ca+2 através de canais específicos da membrana citoplasmática, 

quanto de liberação dos estoques intracelulares, como o retículo sarcoplasmático, 

aumentando a oferta do Ca+2 à maquinaria contrátil (Lincoln et al., 2001).  

Assim, para entender a ação do chumbo no sistema cardiovascular, em especial na 

regulação do tônus do músculo liso vascular através da liberação de substâncias 

vasodilatadoras e vasoconstritoras vamos discutir sobre algumas vias que participam 

do controle do tônus vascular. Ao final discorreremos em especial sobre a cascata 

de sinalização intracelular das proteínas quinases ativadas por mitógenos (MAPKs), 

um dos nossos objetivos de estudo neste trabalho. 
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1.6.1 Óxido Nítrico  

Furchgott e Zawadziki, em 1980, mostraram que o endotélio liberava um fator 

vasodilatador capaz de modular o tônus vascular, o qual denominou de fator de 

relaxamento derivado do endotélio (EDHF). Em 1984, estes mesmos pesquisadores 

demonstraram que um EDHF era o óxido nítrico (NO), um gás que se difunde 

facilmente pelas membranas celulares promovendo vasodilatação (Moncada et al., 

1991; Heller et al., 1999). 

Dentre os componentes vasodilatadores do endotélio, o NO é um dos mais 

importantes participantes, sendo um componente fundamental na manutenção da 

homeostase dos vasos, incluindo a modulação do tônus vascular através do seu 

potente efeito vasodilatador. Além disso, este radical livre está envolvido na 

regulação do crescimento celular, além de possuir ação inibitória sobre a adesão e 

agregação plaquetária (Moncada et al., 1991; Cannon III, 1998). 

O NO é sintetizado nas células endoteliais, por ação da sintase do óxido nítrico 

(NOS) pela conversão de L-arginina a L-citrulina e NO, necessitando de oxigênio, 

NADPH (nicotinamida adenina dinucleotídeo fosfato), FAD (flavina adenina 

dinucleotídeo), FMN (flavina mononucleotídeo) e BH4 (tetrahidrobiopterina) (Stuehr 

et al., 1991; Hevel et al., 1991; Michel & Vanhoutte., 2010). Existem três isoformas 

da sintase do NO: duas constitutivas, presentes em células endoteliais (eNOS) ou 

em células neuronais (nNOS), e que tem sua ativação dependente do complexo 

cálcio-calmodulina; e outra a iNOS, que não está presente constitutivamente mas 

que pode ser induzida por estímulos imunológicos, que pode ser expressa em 

macrófagos, células endoteliais e são ativadas pela concentração de cálcio 

intracelular (Forstermann et al., 1994).  

A produção de NO, sob condições fisiológicas, é realizada pelas células endoteliais 

estimuladas por vários fatores físicos e químicos, como estiramento vascular 

produzido por aumento da pressão arterial, estresse de cisalhamento, agregação 

plaquetária, histamina, catecolaminas, aldosterona, vasopressina, bradicinina, 

adenosina difosfato (ADP), serotonina (5-HT), acetilcolina (ACh) entre outras 

(Moncada et al., 1994; Marín & Rodriguez-Martínez, 1995). Para produzir 

relaxamento vascular o NO se difunde para o músculo liso vascular e por ativação 

da guanilato ciclase solúvel (GCs) promove aumento da concentração intracelular de 

GMPc (3`, 5`-monofosfato cíclico de guanosina). O GMPc ativa a proteína quinase G 
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(PKG) que fosforila diversas proteínas, reduzindo a sensibilidade das proteínas 

contráteis ao cálcio e assim o relaxamento vascular. Além disso, a PKG via canais 

para K+ dependentes de Ca2+ e voltagem hiperpolarizam a membrana plasmática 

promovendo relaxamento. Dentre todas as ações da PKG que também promovem 

relaxamento vascular podemos ressaltar a fosforilação do fosfolambam (PLB) que 

deixa de inibir a Ca+2-ATPase do retículo sarcoplasmático (SERCA), aumentando a 

recaptação de cálcio e a fosforilação da cadeia leve da miosina (MLCK) diminuindo 

sua sensibilidade ao Ca2+ (Marín & Rodríguez-Martinez, 1995; Lincoln et al., 2001). 

A PKG ativa canais para K+ dependentes de Ca+2, inibindo assim a entrada de Ca+2 

do conteúdo extracelular pelos canais de cálcio dependentes de voltagem, 

hiperpolarizando a membrana (Figura I). Todos estes mecanismos contribuem para 

a diminuição da Ca+2 intracelular, e conseqüentemente o relaxamento do músculo 

liso vascular (Moncada et al., 1991., Cannon III., 1998; Lincoln et al., 2001;Triggle et 

al., 2003 ). 

 

Figura I: Mecanismos de relaxamento induzidos pelo óxido nítrico. CML: célula muscular lisa; CGs: 

guanilato ciclase solúvel; 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: 

óxido nítrico; PKG: proteína quinase G; SERCA: Ca2+ATPase do retículo sarcoplasmático. 

 

Outra reação do NO é a formação de S-nitrosotiois (SNO) que tem propriedade de 

unir-se de forma covalente aos tióis ou aos metais de transição podendo modificar a 
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função destas proteínas. O NO também pode reagir com radicais livres derivados do 

oxigênio especialmente os ânion superóxido (O2•-) e perder sua atividade 

vasodilatadora e ainda produzir substâncias citotóxicas como o peróxido de nitrito 

(ONOO-) e radicais hidroxila (OH-) (Padmaja & Huie, 1993; Stoclet et al., 1999). 

Essa perda de atividade pode contribuir com os mecanismos fisiopatológicos 

associados à hipertensão (Kerr et al., 1999; Chatterjee & Catravas, 2008). Estudos 

com exposição crônica ao acetato de chumbo mostram indução da disfunção 

endotelial e redução da biodisponibilidade de NO devida à ação das espécies 

reativas de oxigênio (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 tônus vascular não apenas pela vasodilatação promovida pelo 

NO e pela prostaciclina. Estudos demonstraram que mesmo após a utilização de 

inibidores da sintase do NO e da via da COX, ainda há um relaxamento residual. 

Desta forma, concluíram que existia outro vasodilatador que não os derivados da L-

arginina e da COX (Cowan & Cohen, 1991; Zygmunt et al., 1994; García-Pascual et 

al., 1995; Mombouli et al., 1997).  

Após estudos que mostravam a existência de mudança do potencial de repouso da 

membrana plasmática do músculo liso vascular, concluíram que a hiperpolarização 

da membrana muscular lisa é outro mecanismo que explica o relaxamento 

dependente do endotélio (Nagao & Vanhoutte, 1991; Garland & McPherson, 1992). 

A ativação dos canais para potássio do músculo liso vascular, por fatores 

hiperpolarizantes derivados do endotélio (EDHF) leva a hiperpolarização por diminuir 

a atividade dos canais de Ca2+ tipo L voltagem dependente, reduzindo assim o cálcio 

intracelular [Ca2+]i promovendo o relaxamento (Nelson & Quayle, 1995). Atualmente 

sabe-se que os canais de potássio envolvidos na hiperpolarização promovida pelo 

EDHF são: os canais de K+ voltagem dependentes (Kv); os canais de K+ de larga 

condutância ativados por alterações de Ca+2 intracelular (BKCa); os canais de K+ 

retificador (Kir) e os canais de K+ sensíveis ao ATP (KATP) (Félétou & Vanhoutte, 

2006, 2010). Todavia, a natureza química do EDHF ainda não está bem 

estabelecida e muitos são os estudos que especulam qual seria a substância 

responsável pela hiperpolarização (Félétou & Vanhoutte, 2004). Alguns trabalhos 

apontam como possíveis candidatos a EDHF os produtos do ácido araquidônico pela 
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via da citocromo P450, o íon potássio, o óxido nítrico de estoques intracelulares, o 

peróxido de hidrogênio ou mesmo o acoplamento elétrico entre as células 

endoteliais e musculares lisas através de junções comunicantes (gap junctions) 

(Rabelo et al., 2003; Scotland et al., 2005; Félètou & Vanhoutte, 2006). A 

contribuição dos EDHF é significativamente maior em vasos de pequeno diâmetro 

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

Diante do exposto, vemos que as respostas mediadas pelos EDHFs são importantes 

na homeostase vascular, todavia podem ser alteradas em diversas condições 

patológicas, como na hipertensão arterial, aterosclerose e diabetes mellitus (Félétou 

et al., 2010). 

 

1.6.3 Prostanóides 

Outras substâncias liberadas pelo endotélio com poder vasomotor e antiplaquetário 

são os prostanóides (Wright et al., 2001). Os mais comuns são prostaciclina I2 

(PGI2), prostaglandina E2 (PGE2), prostaglandina D2 (PD2), prostaglandina F2ɑ 

(PGF2ɑ) e o tromboxano A2 (TXA2). Hoje se sabe que estes fatores constritores 

derivados do endotélio (EDCF) são prostanóides derivados do ácido araquidônico 

(AA), sendo este um constituinte dos fosfolipídios de membrana, que é liberado por 

ação da fosfolipase A2 (PLA2). Após sua liberação o AA será oxidado pela 

ciclooxigenase (COX), enzima chave na síntese de prostanóides, e convertido a 

prostaglandina H2 (PGH2), precursor imediato de muitos prostanóides (BOS, et al., 

2004) (Figura II).  

Existem inúmeros prostanóides derivados da via do AA-COX, como citados acima. 

Cada prostanóide exerce sua função vasoconstritora ou vasodilatadora quando 

acoplado a um receptor específico ligado à proteína Gs (estimulatória) ou Gi 

(inibitória), que quando ativados estimulam ou inibem a adenilato ciclase (AC), e, 

como consequência produzem, respectivamente, aumento ou redução dos níveis 

intracelulares de AMPc e, então, promovem o relaxamento do músculo liso vascular 

ou vasoconstrição (Félétou et al., 2010). 

Cada tipo de prostanóide possui seu receptor específico de membrana, acoplados a 

proteínas G. A PGI2, PGE2 e PGD2 se ligam aos receptores específicos IP, 

EP2/EP4 e DP, respectivamente, que estão acolpados a proteína Gs e sua ativação, 
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após toda a sinalização intracelular, produzirá vasodilatação. Moncada et al. (1977) 

descobriu a prostaciclina (PGI2), a primeira substância vasoldilatadora dependente 

do endotélio. A prostaciclina (PGI2), uma vez liberada induz o relaxamento da 

musculatura lisa vascular e agregação plaquetária mediados pela ativação da 

enzima adenilato ciclase e consequentemente aumento de AMPc (monofosfato 

cíclico de adenosina) formado a partir da quebra de ATP (adenosina trifosfato) 

(Davidge, 2001). Esta ação depende de receptores específicos acoplados a proteína 

G no músculo liso vascular. Esta interação também pode estimular a proteína 

quinase dependente de AMPc (PKA), que pode atuar abrindo canais de K+
 sensíveis 

a ATP hiperpolarizando a membrana das CML e estimulando a saída de Ca2+ do 

citosol, diminuindo a oferta deste íon à maquinaria contrátil causando relaxamento 

(Parkington et al., 1995). 

 

Figura II: Síntese de prostanóides e mecanismos de sinalização. AA: ácido araquidônico; AC: 

adenilato ciclase; AMPc: adenosina monofosfato cíclico; CML: célula muscular lisa; COX: 

ciclooxigenase; PLA2: fosfolipase A2; PLC: fosfolipase C. 
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A PGE2 quando se une ao receptor EP3, acoplado a proteína Gi, produz 

vasoconstricção. Em adição, a própria PGE2, a PGF2α e o TXA2 produzem 

contração por união aos receptores EP1, FP e TP, respectivamente, que estão 

acoplados a proteína Gq. Esta união ativa a fosfolipase C (PLC) formando os 

segundos mensageiros inositol trifosfato (IP3) e diacilglicerol (DAG), ativando a 

mobilização de cálcio intracelular e PKC (proteína quinase C) e iniciando a 

contração (BOS et al., 2004) (Figura II). A PGF2ɑ e o TXA2 estimulam a atividade 

contrátil do músculo liso vascular através do acoplamento com receptores 

específicos. Esta interação levará o aumento de cálcio intracelular e a maior 

sensibilidade às proteínas contráteis (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 é constitutiva nas maioria das 

células e está relacionada com as funções fisiológicas, e a segunda é a isoforma 

induzida pelas citocinas, fatores mitogênicos e por estímulos pró-inflamatórios em 

vários tipos de células. Em vasos sanguíneos saudáveis a maioria dos prostanóides 

são formados pela isoforma constitutiva (COX-1), entretanto estes mediadores 

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

O aumento da expressão vascular da COX-2 está relacionada com condições 

patológicas associadas com processos inflamatórios como aterosclerose e 

hipertensão (Antman et al., 2005; Álvarez et al., 2005). Estudos mostraram a co-

localização de COX-2 em CMLVs de aorta e artérias mesentéricas de rato (Bishop-

Bailey et al, 1999; Álvarez et al., 2007). Esta presença contribui principalmente para 

a alteração do tônus vascular (Bishop-Bailey et al., 1999), sendo este aumento da 

expressão vascular de COX-2 associado à hipertensão (Álvarez et al., 2007). Assim, 

não só o endotélio vascular contribui com a liberação de prostanóide derivados da 

COX, o músculo liso vascular também participa do aumento dos prostanóides, 

especialmente em situações patológicas de maior estímulo da COX-2. 

Em condições fisiológicas há um equilíbrio da formação de prostanóides 

vasodilatadores e vasoconstritores gerados pela COX participando, deste modo, da 

manutenção do tônus vascular. No entanto, em algumas doenças vasculares os 

prostanóides 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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produção vascular de prostanóides vasoconstrictores sintetizados por COX-2 em 

modelos experimentais de hipertensão.  

Estudos mostram que o acetato de chumbo interfere no metabolismo do ácido 

araquidônico (Grizzo & Cordelline, 2008; Courtois et al., 2003; Karimi et al., 2002). 

Corroborando com estes achados, estudo prévio em nosso laboratório mostrou o 

envolvimento de prostanóides vasoconstrictores derivados da COX no leito arterial 

caudal de ratos perfundidos com chumbo (100 μM) (Silveira et al., 2010), o que 

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

 

1.6.4 Espécies Reativas de Oxigênio (EROs) 

O termo estresse oxidativo descreve a condição que envolve um aumento na 

produção das espécies reativas do oxigênio, onde há uma incapacidade das 

enzimas antioxidantes controlarem essa produçãoo, ocasionando também um 

desequilíbrio na biodisponibilidade do sistema enzimático (Paravicini, 2008). O 

aumento do estresse oxidativo é evidenciado em várias doenças do sistema 

cardiovascular, sendo caracterizado por aumento de espécies reativas de oxigênio 

ou por uma redução das defesas antioxidantes (Suzuki et al., 1995; Hamilton et al., 

2001; Wu et al., 2001; Lassègue et al., 2012).  

Todos os tipos de células podem produzir EROs, que são moléculas derivadas do 

metabolismo do oxigênio, altamente reativas que podem tanto retirar elétrons, doar 

elétrons ou reagir com outras moléculas. Participam da ativação e inativação de 

muitas vias de sinalização. Em condições normais, estas espécies são encontradas 

em baixos níveis no interior da célula e são constantemente geradas e destruídas 

por sistemas endógenos e estímulos ambientais. O adequado equilíbrio entre a 

geração e a inativação das EROs é necessário porque estas espécies modulam a 

função vascular, seja por ação direta causada pelo estresse oxidativo ou por ativar 

vias de sinalização intracelulares que provocam a proliferação celular, 

remodelamento vascular, desenvolvimento de processo inflamatório e alteração no 

tônus vascular (Szasz et al., 2007). 

O ânion superóxido (O2•-), a mais importante EROs, é formado pela redução 

univalente do oxigênio que é mediada por enzimas como a NADPH oxidase e 

xantinas oxidases. Após ser formado o ânion superóxido além de exercer seus 
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efeitos em diferentes vasos e órgãos pode dar origem a outras EROs. O O2•- reage 

com o NO, inativa-o e da origem ao peroxinitrito (ONOO-), este contribui com a 

peroxidação lipídica (Stoclet et al., 1999). A SOD dismuta o O2•- em peróxido de 

hidrogênio (H2O2). O H2O2 pode ser convertido em água por ação da glutationa 

peroxidase (GPx) ou da catalase. O H2O2 também pode ser metabolizado pela 

mieloperoxidase e formar o ácido hipocloroso (HOCl) ou reagir com metais de 

transição e dar origem ao radical hidroxila (OH-). (Griendling et al., 2000; Szocs et 

al., 2002). Dentre as EROs, o O2•-, o peroxinitrito e o radical hidroxila são as mais 

instáveis e reativas enquanto o peróxido de hidrogênio é a mais estável (Droge, 

2002; Taniyama & Griendling, 2003).  

A mitocôndria além de ser fonte geradora de energia (ATP), pelo processo de 

fosforilação oxidativa é também a principal geradora de espécies reativas de 

oxigênio em condições fisiológicas e patológicas, pela adição de um elétron a 

molécula de oxigênio (Lee & Wei, 2007). Outras importantes fontes de EROs são as 

xantina oxidases, mieloperoxidases, ciclooxigenases, lipooxigenases, NOS na falta 

de substrato ou cofatores, isoenzimas da citocromo P450 e as enzimas da família 

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 ânion 

superóxido a nível vascular, é um heterodímero constituída por diferentes 

subunidades: gp91phox (mais conhecida como NOX, subunidade catalítica), 

p22phox, p47phox, p67phox, p40phox e rac2 (proteína G de baixo peso molecular). 

A p22phox é a subunidade essencial para o adequado funcionamento da NADPH 

oxidase, principalmente na formação de O2•- nas células. Subunidades homológas 

da gp91phox foram descritas, e estas fazem parte da família da NOX (vem de 

"Nonphagocytic NADPH oxidase"), composta pela NOX1, NOX2, NOX3, NOX4, 

NOX5, DUOX1 e DUOX2 que são expressas em vários tecidos e estão ligadas a 

funções biológicas relacionadas com a defesa e o crescimento celular (McIntyre et 

al., 1999; Lassègue & Clempus, 2003; Geiszt, 2006; Drummond et al., 2011). Dentro 

da parede vascular, a localização 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 células humanas (Drummond et al., 2011) 

(Figura III). 

Os principais componentes do complexo enzimático NADPH oxidase, NOX1 e 

NOX4, são altamente expressos nas células vasculares e o aumento da expressão 

de diferentes NOXs, incluindo a NOX1 e NOX4, tem sido implicada em várias 

doenças cardiovasculares, tais como aterosclerose, hipertensão, diabetes, 

isquemia/reperfusão, restenose ou aneurismas da aorta abdominal. Assim, ROS 

derivados de NOX contribuem para o stress oxidativo, inflamação vascular, 

disfunção endotelial e remodelação vascular observado nestas patologias 

cardiovasculares (Dikalova et al., 2005; Drummond et al., 2011; Lassègue et al., 

2012; Montezano & Touyz, 2014). 

As NADPH oxidases são ativadas e reguladas por diversos fatores, como forças 

mecânicas, hormônios e citocinas, dentre os 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). 

A B
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Figura III: Diagrama esquemático que mostra a localização intracelular das diferentes isoformas de 

NADPH-oxidase (à direita) e a sua localização em diferentes tipos de células da parede vascular (à 

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 geração de EROs enquanto a mieloperoxidase além de formar EROs 

utiliza o NO para gerar espécies reativas de nitrogênio provocando redução da 

biodisponibilidade do NO e aumento do estresse oxidativo (Harrison, 2002; Gaut et 

al., 2002). As três isoformas da NOS também podem promover a formação de O2•- 

quando estão desacopladas. Na eNOS o desacoplamento é causado pela ausência 

dos co-fatores L-arginina e tetrahidrobiopterina (BH4) (Vásquez-Vivar et al., 1998; 

Andrew & Mayer, 1999). As mieloperoxidases são fontes geradores de EROs, que 

além de produzir radicais livres, utilizam o NO em suas reações, diminuindo a 

biodisponibilidade  do mesmo e produzindo espécies reativas de nitrogênio 

(Taniyama & Griendling, 2003).  

As três isoformas da SOD, a catalase e a glutationa peroxidase constituem o 

principal sistema antioxidante que se contrapõe a ação 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 reação que 

transforma de duas moléculas de ânion superóxido em H2O2 e oxigênio. Das quais a 

SOD-EC, uma glicoproteína produzida em fibroblastos e células gliais, é a isoforma 

mais encontrada em vasos (McIntyre et al., 1999). Outra enzima antioxidante é a 

glutationa peroxidase, importante em baixos níveis de estresse oxidativo, transforma 

o H2O2 em H2O. Enquanto a catalase, importante antioxidante intracelular, é mais 

efetivo quando o estresse oxidativo está em altos níveis e participa da reação que 

transforma o H2O2 em H2O e O2 (Sindhu et al., 2005; Cai, 2005). Em suma, a 

redução da atividade das enzimas antioxidantes resulta em aumento da formação de 

EROs levando à ações danosas aos vasos (Touyz & Schinffrin, 2004). 

Quando há um desequilíbrio entre estes fatores citados, ou seja, aumento de EROs 

e redução do sistema antioxidante, surgem alterações e doenças em vários sistemas 

e órgãos especialmente o sistema cardiovascular (Griendling & Fitzgerald, 2003; 

Valko et al., 2006). Segundo Patrick (2006) o aumento da produção de radicais livres 

e/ou depleção do sistema antioxidante podem ser os mecanismos pelos quais o 
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chumbo induz o estresse oxidativo. É descrito que o chumbo tem a capacidade de 

se ligar ao radical sufidril (-SH) de proteínas, alterando atividade enzimática como 

exemplo, da glutationa peroxidase, a qual é inibida em situações de exposição ao 

metal. Estudos relatam que a concentração sanguínea de glutationa encontra-se 

reduzida em animais experimentais e humanos expostos ao chumbo (Patrick, 2006). 

Corroborando estes achados, a expressão da catalase e glutationa peroxidase está 

reduzida na exposição ao chumbo, levando a maior formação de H2O2, contribuindo 

com a inflamação e remodelamento cardiovascular. Como o H2O2 é substrato para a 

produção de OH-, este radical também está aumentado em animais expostos ao 

metal (Ding et al. 2000). Gil-Longo & Gonzáles-Vazquez (2005) demonstraram em 

artérias mesentéricas que o H2O2 pode atuar tanto como fator vasoconstritor como 

vasodilatador. 

Alterações de fatores vasodilatadores e vasoconstritores observados na hipertensão 

podem estar relacionados com o aumento das EROs, uma vez que os radicais livres 

reagem com o NO provocando oxidação ou inativação 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 acúmulo de malondialdeído 

(MDA), produto de peroxidação lipídica, em rins de ratos expostos ao chumbo. Os 

radicais livres reagem com os ácidos graxos poliinsaturados da membrana celular e 

lipoproteínas, transformando-os em ácidos graxos peroxidados os quais sofrem 

redução de sua cadeia lateral liberando MDA, de maneira que sua concentração 

sérica é proporcional à quantidade de ácidos graxos poliinsaturados oxidados e, 

portanto um indicador de peroxidação lipídica. Esta observação sustenta a presença 

do estresse oxidativo em animais expostos ao chumbo. Em acordo, estudos em 

trabalhadores expostos ao chumbo com aumento significante da concentração 

sanguínea de chumbo evidenciaram o aumento da pressão arterial e das 

concentrações de MDA plasmáticas (Khan 2008; Kasperczyk et al., 2008).  

 

1.6.5 Relação recíproca entre espécies reativas de oxigênio e prostanoides. 

Por outro lado, a COX pode produzir diretamente ROS, em parte devido à sua 

capacidade para co-oxidar substâncias como o NADPH (Tang et al., 2007; Félétou 

et al., 2011). Além disso, os produtos derivados da COX podem funcionar como 

estímulos autócrinos de ROS (Hernanz et al., 2014). Inibidores selectivos da COX-2 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Kasperczyk%20S%22%5BAuthor%5D
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e a deleção da COX-2 diminui o estresse oxidativo vascular (Stichtenoth et al, 2005; 

Wu et al, 2005;. Wu et al, 2011;. Martínez-Revelles et al., 2013). No entanto, não 

está claro se este efeito é mediado pela inibição de COX-2 que está associada à 

produção de ROS ou por inibição da síntese de prostanóides que podem regular 

diretamente a expressão e a atividade de várias fontes de ROS.  

O nosso grupo e outros têm relatado uma relação recíproca entre COX-2 e NOX. 

Assim, em células de fígado humano de forbol 12-miristato 13-acetato inicia uma via 

na qual a ativação de NOX-1 controla a expressão e a atividade de COX-2, que por 

sua vez induz a expressão de NOX-4 através da ativação dos receptores EP4 

(Sancho et al., 2011). Ao nível vascular, tratamentos com antioxidantes diminuíram a 

expressão e atividade de COX-2 em modelos de hipertensão animais. Por outro 

lado, inibidores selectivos da COX-2 diminuiram o aumento do estresse oxidativo 

associado à hipertensão (Martínez-Revelles et al., 2013). Mais importante esta 

relação recíproca teve um papel na alteração da função vascular e hipertensão 

(Martínez-Revelles et al., 2013). No entanto, o impacto dessa relação na 

remodelação vascular é desconhecido. 

  

1.7 PROTEÍNAS QUINASES ATIVADAS POR MITÓGENOS - MAPK 

Proteínas quinases ativadas por mitógenos (MAPKs) são proteína Serina/Treonina 

quinases que convertem estímulos extracelulares em uma ampla gama de respostas 

celulares (Chang et al, 2001; Chen et ai, 2001). As MAPKs estão entre as mais 

antigas vias de transdução de sinal e são amplamente utilizadas ao longo da 

evolução em muitos processos fisiológicos (Widmann et al., 1999), regulando a 

proliferação celular, diferenciação, inflamação e apoptose (Yang et al., 2003). Sua 

regulação se dá por estímulos 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 (ɑ,β, γ e δ) e ERK5 (Chen et al., 2001; Kyriakis & Avruch, 2001; Pearson et al., 

2001), estando implicadas na modulação da sobrevivência ou morte celular, 

proliferação celular, diferenciação e adaptação. As MAPKs atípicas têm 
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particularidades e compreendem ERK3/4, ERK7 e quinase Nemo-like (NLK) 

(Coulombe & Meloche, 2007).  

Os grupos mais estudados de MAPKs em mamíferos são a ERK1/2, JNKs e as 

isoformas da p38. A fosforilação dessas proteínas é essencial para a atividade 

enzimática. ERK1 e ERK2 são ativadas por mitógenos incluindo principalmente 

fatores de crescimento, resposta a insulina e citocinas (Raman et al., 2007). Tem 

papel central na proliferação celular e sobrevivência celular (Ferrell, 1996), 

entretando, existem crescentes evidencias implicando essas quinases também na 

promoção da morte celular (Chu et al., 2004). ERK1/2 são expressas em graus 

diferentes em todos os tecidos, com níveis particularmente elevados no cérebro, 

músculo esquelético, timo e coração (Boulton et al., 1990). Sua regulação se dá 

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 têm uma localização 

citoplasmática, mas após estimulação extracelular, uma proporção significativa de 

ERK1/2 acumula-se no núcleo (Chen et al., 1992; Lenormand et al., 1993). A 

atividade de ERK1/2 é rapidamente estimulada por agentes mitogênicos, e em 

células normais, a ativação sustentada destas quinases é necessária para a 

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

Mecanismos de ativação de ERK1/2 envolve fator de crescimento ligando ao 

domínio do receptor tirosina quinase extracelular, resultando na dimerização do 

receptor e autofosforilação de resíduos de tirosina no domínio intracelular do 

receptor. Assim, promove ativação de Ras, proteína-G, Raf quinases, MEK1/2 e 

finalmente ERK1/2. MEK1/2 ativa ERK1/2 por fosforilação (Burkhard et al, 2009; 

Lewis et al., 1998). No núcleo, ERK1/2 são responsáveis pela fosforilação de 

múltiplos fatores de transcrição (Mayr and Montminy, 2001; West et al., 2002) 

regulando a expressão gênica e a plasticidade sináptica no sistema nervoso central 

(Kandel 2001; Sweatt, 2004). Foi demonstrado em células astrocitomas 1321N1 

humanas que o chumbo é capaz de induzir a síntese de DNA e proliferação celular 

por ativar MEK1/2 e ERK1/2, sendo este efeito dependente de PKC (Hailing et al., 

2001). 

As enzimas MAPKs p38 estão envolvidas em eventos apoptóticos e pro-

inflamatórios (Mielke & Herdegen, 2000). Sua ativação esta geralmente associada 

com estresse ambiental como temperatura, condição osmótica, estresse oxidativo, a 



54 

 

exposição à citocinas ou tóxicos, incluindo radiação UV, hipóxia, isquemia, 

interleucina-1 (IL-1) e fator de necrose tumoral alfa (TNF-alfa) (Mielke & Herdegen, 

2000). As isoformas da p38 estão presentes nos núcleos e citoplasmas das células 

quiescentes (Ben-Levy et al., 1998) e foi demonstrado que se acumulam nos 

núcleos das células sujeitas a certas tensões (Raingeaud et al., 1995). A MAPK p38 

também tem mostrado desempenhar funções na proliferação e sobrevivência 

celular.  

As isoformas JNK são fortemente ativadas em resposta a estresse celular, incluindo 

o choque térmico, radiação ionizante, o estresse oxidativo, agentes que danificam o 

DNA, citocinas, radiação UV, os inibidores de síntese de proteínas e de DNA e em 

menor extensão por fatores de crescimento (Bogoyevitch et al., 2010). JNK1 e JNK2 

são bem distribuídas pelos tecidos, enquanto JNK3 parece ser primariamente 

localizado em tecidos neuronais, testículo e miócitos cardíacos (Bode & Dong, 

2007). Vem sendo demonstrado que JNK1 e JNK2 desempenham papel importante 

no controle da proliferação celular e também estão associados com a promoção da 

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

Alguns estudos ligam a via dos prostanóides com a ativação das cascatas de 

sinalização das MAPK e a indução do estresse oxidativo (Chen et al, 2005; Kim et ai, 

2005). Segundo Schieven (2009) a expressão da COX-2 é induzida por inflamação e 

estímulos por mitógenos (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 pós 

nascimento), mostraram ativação de ERK1/2 e p38. Outros trabalhos têm 

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 não tem descrito na 

literatura.  

Diante do exposto, vimos que vários trabalhos relacionam a exposição ao chumbo 

com as alterações cardiovasculares (Sharifi et al., 2004; Vaziri, 2008). Estas 

alterações foram observadas em sua maioria em estudos crônicos com alta 

concentração de chumbo avaliando principalmente artérias de condutância. 

Portanto, faz-se necessário a análise das ações do chumbo sobre artérias de 

resistência uma vez que estas artérias contribuem de maneira importante para o 
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controle da resistência vascular, influenciado diretamente a pressão arterial. Assim, 

nosso trabalho mostra os efeitos de baixas concentrações de chumbo sobre a 

reatividade de artérias de condutância e de resistência. 

Além disso, e apesar da extensa documentação dos efeitos tóxicos do chumbo no 

sistema cardiovascular, uma elucidação 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, após exposição crônica a baixa 

concentração, em CMLVs especialmente o papel do estresse oxidativo e da 

ciclooxigenase-2. Os quais promoveram alterações na reatividade vascular de 

artérias aorta e mesentéricas induzida por 30 dias de tratamento com uma baixa 

concentração de chumbo. Investigando também a participação das MAPKs ERK1/2, 

p38 e JNK1/2 e suas implicações sobre o estresse oxidativo e via da ciclooxigenase-

2 nas alterações vasculares induzidas pelo chumbo. 
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2 OBJETIVO 

2.1 OBJETIVO GERAL 

 

Avaliar se a exposição crônica a baixa concentração de chumbo afeta a função 

vascular de aorta e mesentérica de resistência, e avaliar o papel do estresse 

oxidativo, das vias dependentes da ciclooxigenase-2 e das MAPKs, nas alterações 

vasculares induzidas pelo chumbo. 

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

1. Quantificar a concentração sanguínea de chumbo após exposição ao metal, 30 

dias (1a dose: 10 ug/100 g; doses subsequentes: 0,125 ug/100 g, por via 

intramuscular). 

2. Avaliar se a exposição ao chumbo altera a pressão arterial sistólica, a hipertrofia 

cardíaca e o peso corporal. 

3. Investigar em artérias de condutância e de resistência se a exposição ao chumbo 

produz alterações nas respostas vasoconstrictoras e vasodilatadores dependentes 

ou independentes do endotélio.  

4. Investigar se a exposição crônica ao chumbo altera a participação do óxido nítrico, 

do estresse oxidativo e dos prostanóides derivados da via da COX na resposta 

vasoconstrictora induzida pela fenilefrina.  

5. Investigar se a exposição crônica ao chumbo modifica a produção vascular de 

ânion superóxido e a expressão da SOD-Mn, SOD-Cu/Zn, gp91phox e COX-2. 

6. Avaliar, em células musculares lisas vasculares de aorta de ratos, se a exposição 

durante 48 horas a 20 μg/dL de chumbo modifica a produção de ânion superóxido 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 exposição ao chumbo altera a expressão gênica ou protéica da 

NADPH oxidase (NOX1 e NOX4), da ciclooxigenase (COX-1 e COX-2) e da 

superóxido dismutase (isorformas SOD-Mn, SOD-Cu/Zn e SOD-EC) em células 
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musculares lisas. Estudaremos também se existe uma regulação recíproca na 

expressão gênica de NOX e COX-2. 

9. Avaliar os efeitos do chumbo sobre a via de sinalização das MAPKs e seus efeitos 

sobre a expressão gênica de COX-2, NOX1 e NOX4. 

10. Avaliar os efeitos do chumbo sobre a migração e proliferação celular. 
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

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 Comitê de Ética Institucional da Universidade Federal do Espírito 

Santo (CEUA-UFES 063/2011) e pelo Comitê de Ética de Pesquisa da Universidade 

Autónoma 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 Laboratório publicados pelos Institutos Nacionais de Saúde (NIH 

publicação No. 85-23, revista em 1996) e com as atuais leis espanholas e europeias 

(RD 223/88 Ministério de Administrações Públicas, 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 à água e ração. Para realização dos 

protocolos de reatividade vascular, os ratos foram divididos aleatoriamente em dois 

grupos: controle (veículo-salina, i.m.) ou tratados com acetato de chumbo por 30 

dias (1ª dose: 10 µg/100 g, doses subsequentes: 0,125 µg/100 g, i.m., para cobrir as 

perdas diárias). O tratamento foi realizado com injeções intramusculares de acetato 

de chumbo na face interna das patas traseiras. No final do tratamento, os ratos 

foram anestesiados e eutanasiados. As aortas torácicas e mesentéricas de 

resistência foram cuidadosamente dissecadas e o tecido adiposo e conjuntivo 

removidos. As aortas foram divididas em segmentos cilíndricos de 4 mm de 

comprimento e as mesentéricas foram divididos em segmentos de 2 mm. Para 

realização dos protocolos em células musculares lisas vasculares (CMLVs), aortas 

torácicas foram isoladas e processadas para a obtenção de culturas primárias de 

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

 

3.1.1 Dosagem do chumbo sanguíneo. 

A concentração sanguínea do chumbo após 30 dias de tratamento foi analisada nas 

amostras sanguíneas de ratos por meio da técnica de espectrometria de massa com 

plasma indutivamente acoplado (NexIon 300D, PerkinElmer, USA) (ICP-MS) após 
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decomposição ácida das amostras de sangue como previamente descrito (Liu et al., 

1996). As amostras foram medidas em triplicata. Estas análises foram feitas no 

Departamento de Química da Universidade Federal do Espírito Santo. 

 

3.1.2 Avaliação da pressão arterial sistólica. 

Para avaliar o efeito da exposição ao acetato de chumbo sobre os valores 

pressóricos dos animais, a pressão arterial sistólica, 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, versão 1.35). Antes de fazer a primeira medida da PAS os animais 

foram submetidos a um período de três dias de adaptação para que os mesmos não 

ficassem estressados durante o procedimento. No dia da medida da PAS os animais 

eram colocados em um cilindro de acrílico (holter), a cauda era conectada ao sensor 

de pressão do manguito (cuff) que por sua vez estava conectado ao amplificador e 

este ao computador para obtenção dos dados pressóricos. Os cilindros com os ratos 

foram colocados em uma estufa a 37 °C, por um período de 15 minutos, a fim de 

promover dilatação da artéria caudal, possibilitando melhor aferição da PAS. Em 

seguida, um manguito de pressão com um sensor de pulso era conectado à 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 Avaliação 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 tórax foi aberto e o 

coração cuidadosamente removido para obtenção do peso do órgão, com a 

finalidade de se estimar a hipertrofia cardíaca. O comprimento da tíbia, obtido para 

estimar o crescimento ósseo, foi mensurado com paquímetro, sendo utilizado para 

normalização do peso do coração em relação ao crescimento do animal e, assim, 

determinar uma possível hipertrofia cardíaca. A razão entre o peso do coração e o 

comprimento da tíbia foi calculada. A tíbia foi removida após a extração da aorta, 

descrita a seguir. 
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3.2 REATIVIDADE VASCULAR 

3.2.1 Avaliação da função vascular – Aorta. 

Ao final dos 30 dias de tratamento com acetato de chumbo ou solução salina 

isotônica, a função vascular foi investigada através de estudos de reatividade 

vascular in vitro em segmentos de aorta em preparação de banho de órgãos com a 

finalidade de avaliar os efeitos de baixas concentrações de chumbo sobre a 

reatividade vascular. 

A aorta torácica descendente foi cuidadosamente removida e imersa rapidamente 

em uma placa de petri contendo solução de Krebs-modificado, composta por (em 

mM): NaCl 127; KCl 4,7; CaCl2.2H2O 2,5; MgSO4.7H2O 1,2; KH2PO4 1,17; NaHCO3 

24; Glicose 11; EDTA 0,01, aerada com mistura carbogênica contendo 5% de CO2 e 

95% de O2, como na Figura IV. Esta solução foi mantida com pH 7,4. Após a retirada 

do tecido conectivo e adiposo, a aorta torácica foi dividida em seis seguimentos 

cilíndricos de aproximadamente 4 mm de comprimento.  

 

 

Figura IV: Aorta torácica, de rato Wistar, imersa em solução fria de Krebs-Henseleit, após a remoção 

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 solução de Krebs-

Henseleit aquecida a 36 ± 0,5 ºC, continuamente gaseificada com mistura 

carbogênica, mantendo o pH estável em 7,4. Dois fios de aço inoxidável, em forma 

de triângulos, foram passados através do lúmen dos segmentos de forma a ficar 

paralelos na luz do vaso. Um fio foi fixado à parede do banho e o outro conectado 
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verticalmente a um transdutor de tensão isométrica. Assim, qualquer alteração do 

diâmetro do vaso era captada pelo transdutor de força (GRASS® Force- 

displacement transducer FT03, Mass) conectado a um sistema de aquisição de 

dados (MP 100 Biopac Systems, Inc; CA) e este a um computador (PC Pentium) 

(Figura V). 

transdutor de força

amplificador

cuba de vidro 

aquecida por 
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haste metálica 

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

órgãos para a realização de estudos de reatividade vascular in vitro (adaptado de Silveira, 2010). 

 

Após a montagem, os anéis aórticos foram submetidos a uma tensão de repouso de 

0,9 a 1,3 gramas, reajustada, quando necessário, durante 45 minutos de 

estabilização (Figura VI A). 

 

3.2.1.1 Avaliação da integridade do músculo liso vascular. 

Após o período de 45 minutos de estabilização, foi administrado ao banho cloreto de 

potássio (KCl) 75 mM para verificar a atividade contrátil do músculo liso vascular 

induzida por despolarização. Após atingirem uma variação de um grama de força a 

partir do valor basal, estes anéis eram lavados aproximadamente três vezes com 
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solução de Krebs-Henseleit até retornar a tensão de repouso (Figura VI B, C). 

Assim, os anéis que não obtiveram tal contração foram descartados. Após 30 

minutos de estabilização (Figura VI D), uma nova dose de KCl (75 mM) era 

adicionada ao banho para a aquisição de uma contração máxima do músculo liso 

vascular, aferida no período de aproximadamente 30 minutos, tempo necessário 

para atingir um platô no registro da contração (Figura VI E, F). Após este platô, os 

anéis foram novamente lavados três 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 à 

avaliação da integridade funcional do endotélio. 

 

3.2.1.2 Avaliação da integridade funcional do endotélio. 

A função endotelial foi avaliada através do relaxamento induzido pelo agonista 

muscarínico acetilcolina. Para tal, os anéis de aorta foram pré-contraídos com 

fenilefrina (1 μM). Uma vez atingido o platô, uma dose única de acetilcolina (10 μM) 

foi aplicada (Figura VI I, J, K). Os anéis que relaxaram menos que 80% do platô 

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

KCl e da avaliação da integridade funcional do endotélio. Teste da viabilidade do músculo liso 

vascular com KCl: A) Período de estabilização inicial (45 min com força basal de 1,5 gramas); B) 

Adição de KCl (75 mM) ao banho; C) Lavagem dos anéis com solução Krebs-Henseleit; D) Período 

de estabilização (30 min); E) Adição de KCl (75 mM) ao banho; F) Contração induzida pelo KCl (75 

mM); G) Lavagem dos anéis com solução Krebs-Henseleit; H) Período de estabilização (30 min). 

Avaliação da integridade funcional do endotélio: I) Contração com fenilefrina 1 µM; J) Contração 

induzida pela fenilefrina; K) Adição de acetilcolina 10 µM. O tempo foi registrado em minutos, 

representado no eixo horizontal (intervalo de 80 min) e a força registrada em gramas (g), observada 

no eixo vertical (adaptado de Dias, 2011). 

 

3.2.2 Avaliação da função vascular - Artéria mesentérica 

A análise da reatividade das artérias mesentéricas de ratos foi realizada de acordo 

com método descrito por Mulvany & Halpern (1977). O intestino dos animais (Figura 

VII) era removido para retirar o mesentério. Este era mantido em solução de Krebs 

Henseleit (em mM: NaCl 115, NaHCO3 25, KCl 4,7, MgSO4.7H2O 1,2, CaCl2.2H2O 

2,5, KH2PO4 1,2, glicose 11,1 e Na2EDTA 0,01) aerada com mistura carbogênica 

contendo 5% de CO2 e 95% de O2 a 4ºC e pH 7.4 durante o procedimento de 

dissecção. O terceiro ramo da artéria mesentérica foi isolado com o auxílio de um 

microscópio de dissecção e segmentos de, aproximadamente, 2 mm de longitude 

foram cortados e mantidos a 4º C. Após preencher as câmaras do miógrafo para 

vasos de resistência (Danish Myo Tech, Modelo 410A e 610M, JP-Trading I/S, 

Aarhus, Dinamarca) com Krebs Henseleit, dois fios de tungstênio (40 μm de 

diâmetro) foram inseridos no lúmen das artérias para medida de força isométrica. 

Um dos fios estava acoplado a um transdutor de força isométrica e o outro fio 
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conectado a um micromanipulador que permitia o estiramento das artérias. Esse 

miógrafo estava conectado a um sistema para aquisição de dados (Powerlab/800 

ADInstruments Pty Ltd, Castle Hill, Austrália) e a um computador (PC Pentium) 

(Figura VIII). 

 

 

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

 

Após período de 30 minutos de estabilização em solução de Krebs Henseleit 

gaseificada com mistura carbogênica (95% de O2 e 5% de CO2, pH 7,4, 37 º C), as 

artérias foram estiradas a uma tensão de repouso considerada ótima em relação ao 

seu diâmetro interno. Para isso, em cada segmento arterial a relação tensão: 

diâmetro interno foi calculada e então foi determinada a circunferência interna 

correspondente a uma pressão transmural de 100 mmHg para um vaso relaxado in 

situ (L100). Para a realização dos experimentos, as artérias foram mantidas com 

uma circunferência interna L1, calculada como L1= 0,90 x L100, circunferência na 

qual o desenvolvimento de força é máximo (Mulvany & Halpern, 1977). 
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Figura VIII: Esquema representativo do miógrafo de arame onde foram realizados os experimentos 

de reatividade vascular. 

 

3.2.2.1 Avaliação da integridade do músculo liso vascular. 

Após estabilização em sua tensão de estiramento ideal, os segmentos de artérias 

mesentéricas foram expostos a uma solução com concentração alta de potássio 

(120 mM, a composição é similar ao Krebs Henseleit, no entanto o NaCl foi 

substituído por KCl em concentração equimolar) para avaliar a capacidade contrátil 

dos segmentos (Figura IX). A solução foi novamente trocada para solução de Krebs-

Henseleit normal e após retorno à sua tensão basal, determinou-se a presença de 

endotélio.  

 

3.2.2.2 Avaliação da integridade funcional do endotélio. 

Para comprovar a integridade endotelial, as artérias foram pré-contraídas com uma 

concentração de fenilefrina (FE) suficiente para produzir 50% da contração 

produzida pela solução de Krebs-Henseleit com KCl 120 mM, e então o relaxamento 

vascular foi obtido por exposição a 10 μM de ACh, como se observa na Figura IX. 

Somente foram utilizadas nesse estudo as artérias com relaxamento superior a 80% 

da contração induzida pela FE. Os anéis sem endotélio relaxaram no máximo 10%. 
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Figura IX: Esquema geral representativo de protocolo experimental realizado para avaliar a 

reatividade vascular em artérias mesentéricas de resistência de ratos. ACh=acetilcolina (adaptado de 

Wiggers, 2008). 

 

3.3 PROTOCOLOS EXPERIMENTAIS – REATIVIDADE VASCULAR 

Após a avaliação da integridade do músculo liso e endotélio, os diferentes anéis de 

aorta e mesentérica seguiram protocolos diferentes. Neste caso, os anéis foram 

lavados três vezes e passaram por um período de estabilização de 30 minutos, 

mantendo a tensão basal. Os protocolos descritos a seguir, foram realizados nos 

dois leitos vasculares, aorta e mesentérica. 

 

3.3.1 Efeitos da exposição por 30 dias ao acetato de chumbo sobre a resposta 

constritora à fenilefrina, dilatadora a acetilcolina e ao nitroprussiato de sódio 

em artérias aorta e mesentérica de ratos. 

Após 30 minutos de estabilização, para investigar o efeito do tratamento com o 

chumbo sobre a resposta vasoconstritora à fenilefrina, agonista alfa-adrenérgico, 

foram realizadas curvas concentração-resposta à fenilefrina, na concentração de 0,1 

nM a 0,3 mM, de maneira cumulativa nos dois grupos estudados totalizando 14 

distintas concentrações (Figura X, A). O efeito frente a esta concentração crescente 

de fenilefrina foi normalizado em função da resposta contrátil máxima induzida pelo 

KCl (75 mM e 120 mM), que foi considerada 100% da resposta contrátil. 

Para estudar o efeito do tratamento sobre a resposta vasodilatadora dependente do 

endotélio, foram realizadas curvas concentração-resposta à acetilcolina (0,01 nM a 

0,3 mM). Para tal, os anéis de aorta e mesentérica com endotélio foram pré-

contraídos com fenilefrina 1 µM. Uma vez obtido o platô, foram realizadas as curvas 

concentração-resposta, cumulativas à acetilcolina (Figura X, B). O efeito 
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vasodilatador frente à acetilcolina foi calculado como percentual de relaxamento 

considerando o platô de contração à fenilefrina, sendo este platô considerado 100% 

da contração. 

A avaliação da vasodilatação não mediada pelo endotélio foi analisada através do 

relaxamento induzido pelo nitroprussiato de sódio. Em segmentos de artérias 

controles (sem fármacos) pré-contraídas com FE 1 µM (concentração suficiente para 

produzir 50% da contração ao KCl) foi realizado uma curva concentração resposta 

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

 

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

modulação do endotélio na resposta vasoconstritora à fenilefrina. 

Com a finalidade de avaliar a capacidade do endotélio em modular a resposta 

constritora à fenilefrina, foram utilizados nos protocolos experimentais anéis de aorta 

e mesentérica com endotélio íntegro (E+) e sem endotélio (E-).  

As células endoteliais de aorta foram removidas mecanicamente através do uso de 

fio polido e rígido de aço inoxidável, antes da adaptação dos anéis de aorta ao 

aparato experimental. Estes foram inseridos na luz do vaso e friccionados 

suavemente na parede interna do anel, ocasionando lesão do endotélio. A ausência 

do endotélio foi confirmada pela incapacidade da acetilcolina (10 μM) induzir o 

relaxamento, após a pré-contração com fenilefrina. Consideramos a incapacidade de 

relaxamento quando inferior a 10 %, calculada em relação ao máximo de contração 

à fenilefrina, como já descrito. A preparação foi lavada e, após 30 minutos de retorno 

à tensão basal, foram realizadas curvas concentrações-resposta à 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 solução de Krebs. Após a montagem das artérias na câmara do 

miógrafo de arames, o fio de cabelo era inserido no lúmen das artérias e 

movimentos de fricção contra a parede arterial eram realizados. Depois a câmara 

com o anel era adaptado no equipamento e um período de estabilização de 

aproximadamente 30 minutos era feito. 120 mM de KCl eram administrados às 

preparações com a finalidade de avaliar a viabilidade arterial e analisar uma possível 
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lesão muscular após a remoção mecânica do endotélio, o qual era confirmada pela 

incapacidade de contração após incubação com KCl. Após 30 min da contração ao 

KCl, as preparações eram pré-contraídas com fenilefrina e a ausência do endotélio 

comprovada pela incapacidade da acetilcolina (10 μM) induzir relaxamento. Após a 

confirmação da ausência do endotélio, as preparações eram lavadas e 30 minutos 

após o retorno à tensão basal, curvas concentração-resposta à 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 à 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 fármacos foram 

utilizados. Após o teste do endotélio e dos 30 minutos de estabilização da 

preparação, o fármaco a ser estudado era incubado por trinta minutos, e, logo após, 

realizada a curva concentração-resposta à fenilefrina (0,1 nM – 0,3 mM), (Figura X 

A). Este protocolo foi realizado nos dois leitos, aorta e mesentérica. 

curva ACh

(0,01 nM - 0,3 mM)

estabilização

(30 min)

Fe 1 µM

curva Fe
0,1 nM – 0,3 mM

estabilização

(30 min)

A) B)
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rç

a
(g

)

tempo (min)

 

Figura X: Esquema representativo dos protocolos experimentais. Incubação com o fármaco a ser 

estudado e depois de trinta minutos realizou-se a curva concentração-resposta à FE e/ou à ACh 

(adaptado de Batista, 2014). 
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3.3.3.1 Influência do tratamento por 30 dias com acetato de chumbo na via do 

óxido nítrico. 

Para avaliar se o tratamento com acetato de chumbo altera a participação do óxido 

nítrico na resposta contrátil à fenilefrina, os anéis de aorta e mesentérica foram 

incubados com um inibidor da enzima óxido nítrico sintase (NOS), o N-nitro-L-

arginina metil éster (L-NAME,100 µM). Para estimar a biodisponibilidade de NO, foi 

calculada a diferença das áreas abaixo da curva de fenilefrina, na ausência e na 

presença de acetato de chumbo, associada ao L-NAME (100 µM) em relação à 

situação controle. 

 

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

radicais livres na resposta contrátil à fenilefrina. 

Vários estudos mostram que o aumento da produção de EROs contribui para a 

disfunção endotelial na hipertensão arterial (Lassègue et al., 2012; Martínez-

Revelles et al., 2013; Dinh et al., 2014). Para verificar o envolvimento de EROs no 

efeito provocado pela exposição ao acetato de chumbo na resposta contrátil à 

fenilefrina, uma vez que a produção de espécies reativas altera a reatividade 

vascular, principalmente por reduzir a biodisponibilidade de NO, foram utilizados: a 

apocinina (Apo, 30 µM),  um inibidor seletivo da enzima NADPH oxidase, uma das 

principais enzimas formadoras de radicais livres; a superóxido dismutase (SOD, 150 

U ml-1), um importante anti-oxidante fisiológico, os quais foram colocados no banho 

30 minutos antes da realização das curvas com fenilefrina. A SOD foi utilizada 

apenas em artérias mesentéricas. 

 

3.3.4 Envolvimento dos prostanóides derivados do ácido araquidônico no 

tratamento por 30 dias com acetato de chumbo sobre a resposta contrátil à 

fenilefrina. 

Com a finalidade de investigar a participação dos prostanóides derivados da via do 

ácido araquidônico-ciclooxigenase na resposta contrátil induzida pela fenilefrina, os 

anéis isolados de aorta e mesentéricas foram incubados com indometacina (10 µM), 

um inibidor inespecífico da ciclooxigenase. Em mesentéricas, incubamos ainda um 

antagonista do receptor EP1 (de prostaglandina E2) o SC-19220 (10 µM).  
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3.6 CULTURA DE CÉLULAS MUSCULARES LISAS DE AORTA. 

A obtenção de células para cultura primária de células musculares lisas vasculares 

foi realizada pelo método de explante tissular, conforme descrito por Martín e 

colaboradores (2012), utilizando-se aortas de ratos Sprague-Doley (SD) controles. 

Cada cultivo celular procedeu de aortas de aproximadamente três ratos, de maneira 

a minimizar a variabilidade que existe entre os animais. 

 

3.6.1 Obtenção das células musculares lisas vasculares.  

Culturas primárias de CMLVs foram obtidas de aortas torácicas de ratos SD de 

quatro meses de idade. Após eutanásia dos animais com CO2, o tórax foi exposto e 

a aorta torácica 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 µg/mL de estreptomicina (Gibco, Invitrogen , 

Paisley, Reino Unido), a fim de reduzir a possibilidade de contaminação durante a 

manipulação. 

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 específica para cultura celular. Para permitir uma melhor manipulação 

das artérias, elas foram colocadas em uma placa de petri cuja superfície era 

recoberta com silicone (Sylgard- silicone elastomero, Dow Corning Corporation, 

Midland, MI, EUA), e fixadas nas extremidades com 2 agulhas. Assim, com auxílio 

de pinças de dissecção, foram delicadamente eliminados os tecidos conectivos 

perivasculares e adiposo da aorta. Uma vez limpo, e para facilitar a remoção 

mecânica da adventícia 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 antibióticos (Penicilina e 

estreptomicina - P/S), durante 30 min a 37 ºC em uma incubadora NU Autoflow 4750 

(NuAIRE, Plymouth, Minnesota, EUA) com 95% de ar comprimido e 5% de CO2.  

Em seguida, a camada adventícia vascular foi removida com o auxílio pinças. A 

artéria então foi cortada em fragmentos de 2 a 3 mm de longitude, os quais foram 

colocados em placas de 6 poços de 2 cm2 de área (6-well Tissue Culture Plate, 
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Sarstedt, Nümbrecht, 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 µg/mL).  

As placas, então, permaneciam na incubadora a 37 ºC, em atmosfera umidificada 

com 95% de ar comprimido e 5% de CO2, 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 primárias de células de músculo liso. 

Transcorridos 7-10 dias se comprovou o aparecimento de CMLVs aderidas à placa 

procedentes dos explantes de tecidos. Durante esse tempo, o meio de crescimento 

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

Uma vez que se tenha atingido 50% de confluência, 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 alcançou uma confluência 

de 60-70%, ou seja, quando formavam uma monocamada uniforme de células, e 

aproximadamente por volta do 15º dia após a extração, as células foram 

despregadas das placas. 

Para isto, as células foram lavadas três vezes com solução tampão fosfato-salino  

(PBS), sem cálcio (Ca2+) e sem magnésio (Mg2+) (Invitrogen), mantendo-se a 

terceira lavagem de 1 min a 37 °C. O PBS sem Ca2+ e sem Mg2+ favorece a 

separação das células da placa e de uma das outras, pois esses cátions são 

essenciais à atividade das integrinas, proteínas que promovem a adesão celular. À 

continuação, foi retirado o PBS das placas e foi adicionado tripsina-EDTA a 0,05% 

durante 1 minuto na incubadora a 37 oC, com o objetivo de facilitar a suspensão das 

células do fundo das placas. A tripsina é uma protease que digere proteínas de 

adesão, como as que aderem as células à placa. Por sua vez, o EDTA é um 

quelante dos cátions, impedindo-os de agir como co-fatores da atividade das 

proteínas de adesão. Em seguida, a tripsina foi neutralizada adicionando DMEM/F-

12 HAM com FBS a 10% e as células foram ressuspendidas em meio de cultura e 

colocadas em frascos de 75 cm2 (T-75 Cell Culture Flask, Sarstedt, Nümbrecht, 
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Alemanha), para estimular o crescimento celular e aumentar a quantidade de células 

viáveis para o trabalho.  

As células recém explantadas das aortas constituíam células em passagem zero (0) 

e a primeira vez que eram expostas a solução de tripsina e ressuspendidas 

tornavam-se células em passagem um (1) e assim sucessivamente. Cada 

tripsinização ou passagem foi realizada com uma frequência 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 transformação.  

 

3.6.3 Caracterização das células de músculo liso vascular. 

As CMLVs em cultura foram examinadas morfologicamente por microscopia ótica de 

contraste de fase (Zeiss microscópio invertido, Axiovert 25, Jena, Alemanha). 

Durante o seu crescimento, as células formaram várias monocamadas sobreposta, 

originando uma estrutura morfológica típico de músculo liso cultivado, chamada 

estrutura "montes e vales" (hills and valleys). As células mantiveram a morfologia do 

músculo liso ao longo do seu crescimento em todas as sub-culturas utilizadas para 

diferentes experimentos.  

O fenótipo das CMLVs em cultura foi determinado por técnicas de imunocitoquímica, 

que determinou a presença de α-actina, uma vez que é a primeira proteína que se 

expressa nas células do músculo liso. Para isso, as células foram incubadas com 

anticorpo primário anti-α-actina monoclonal específico, procedente de camundongo 

(1:200, Sigma Chemical Co.), seguido de incubação com o anticorpo secundário 

fluorescente anti-comundongo FITC (isotiocianato de fluoresceína) diluído 1:100 (Ex 

494 nm; Em 518 nm), possibilitando a visualização das fibras de α-actina, em verde. 

A fluorescência foi visualizada usando um microscópio confocal Leica TCS SP2 

(Leica Microsystem, Wetzlar, Alemanha), utilizando lente objetiva de imersão de 

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

 

3.6.4 Protocolos experimentais em células de músculo liso vascular. 

Um dia antes do experimento com os distintos fármacos 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, o 

meio DMEM/F-12 HAM com 10 % de FBS e antibióticos P/S foi removido e 

substituído por 2 mL de DMEM/F-12 HAM apenas com antibióticos P/S.  

Na primeira sequência de experimentos, as CMLVs receberam apenas estímulos 

com diferentes concentrações de acetato de chumbo (10 µg/dL, 20 µg/dL e 100 

µg/dL) durante 48h e 72h, ao final do jejum, para investigar a taxa de sobrevivência 

destas células na exposição ao metal e escolha da concentração de chumbo e 

tempo de exposição. Para isto, usamos o ensaio de redução de MTT (Brometo de 3-

[4,5-dimetiltiazol-2il]-2,5-difeniltetrazólio) seguindo o procedimento previamente 

descrito por Mosmann (1983). O ensaio de proliferação MTT é um ensaio 

colorimétrico para medir a atividade da redutase mitocondrial em células vivas. Ele 

se baseia na clivagem do sal amarelo tetrazólio (membrana permeável) para cristais 

de formazan azuis/púrpura por células metabolicamente ativas. Em resumo, após a 

incubação com acetato de chumbo em diferentes concentrações nos diferentes 

tempos, foi adicionado 0,5 mg/mL de MTT em cada poço e a incubação foi realizada 

a 37°C durante 2 h. O sal formazan formado foi dissolvido em dimetilsulfóxido 

(DMSO), e a determinação 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 exposição ao chumbo foi expressa como % do 

controle dentro de cada experimento. 

A concentração de 20 µg/dL foi então definida para os experimentos em células, pois 

está próxima da concentração de chumbo que encontramos no sangue dos animais 

tratados por 30 dias com acetato de chumbo intramuscular, e não foi observado 

diferenças na viabilidade celular com esta concentração. O tempo de 48h foi 

preferido, pois já se trata de uma exposição crônica para cultura de células.  

Para realização dos protocolos experimentais, após 24 horas de jejum (meio de 

cultura DMEM/F12 HAM livre de FBS e suplementado com BSA 0,1 % e 

antibióticos), as células quiescentes eram estimuladas com acetato de chumbo (20 

µg/dL) ou com veículo (células controles), na presença ou ausência dos fármacos de 

escolha. Estes fármacos eram colocados 30 minutos antes do estímulo com chumbo 

e permanecia durante todo o tempo de incubação, 48h. Os fármacos usados para 

investigar as vias de interesse foram: o varredor de ânion superóxido tempol (10 

μM), o inibidor de NOX-1 ML171 (0.5 μM), um varredor específico de ânion 

superóxido mitocondrial mito-TEMPO (5 μM) ou inibidores da COX-2 celecoxib (10 

μM) e rofecoxib (10 μM) (Figura XII). 

Em outro grupo de experimentos, células foram incubadas com chumbo em 

diferentes tempos de exposição (5 min-24 h) para avaliar o efeito do chumbo sobre a 

ativação das MAPK p38, ERK1/2, JNK e sobre a Akt. Por ultimo o efeito do inibidor 

de ERK1/2 U0126 (10 μM) e do inibidor da MAPK p38 SB203580 (10 μM) sobre os 

níveis de RNAm da COX-2, NOX-1 e NOX-4 foram avaliados em células expostas a 

20 µg/dL por 48h. 

 

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

músculo liso de aorta. 
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Sendo assim, diversos experimentos foram realizados com a finalidade de investigar 

a participação do chumbo em células de músculo liso de aortas de ratos 

normotensos. Tais experimentos serão descritos em seguida, sendo eles: 

quantificação de RNAm de NOX1, NOX4 e COX-2 por qRT-PCR; produção de ânion 

superóxido; atividade da NADPH oxidase; quantificação de proteínas por técnica de 

Western Blot; migração celular e proliferação celular. 

 

3.7 QUANTIFICAÇÃO DE RNA MENSAGEIRO 

Os níveis 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 extração de RNA de cultivos de CMLVs, uma vez finalizado os distintos 

estímulos/inibições, era retirado o meio de cultura contendo os fármacos e/ou 

inibidores das placas, sendo, em seguida, realizadas três lavagens com PBS frio 

com Ca2+ e com Mg2+. As placas eram então congeladas até a realização dos 

experimentos. No dia da análise dos níveis de RNAm, adicionou 1 mL de TRI-

Reagent (Sigma Chemical Co, St. Louis, MO, USA) aos poços das placas, 

pipetando-o para cima e para baixo continuamente, para a lise e suspensão das 

células. O TRI-Reagent é solução específica para a extração e preservação do RNA 

total, produz a ruptura das células ao dissolver lipídios e precipitar proteínas, 

preservando a integridade do RNA. 

Em seguida, foram adicionados 200 µL de clorofórmio. Esta mistura permaneceu em 

temperatura ambiente durante 5 minutos e então foi centrifugada a 12.000 xg, 

durante 15 minutos, a 4 oC. A adição do clorofórmio junto à centrifugação permite a 

separação das duas fases, uma orgânica e outra aquosa, na qual permanece o 

RNA. 

Para precipitar o RNA total foram adicionados 500 µL de isopropanol e 10 µg de 

glicogênio, cuja função é formar complexos com os ácidos nucléicos que permitam a 

formação de precipitados visíveis e facilmente manipuláveis. Essa mistura 

permaneceu 30 minutos a temperatura ambiente e foi posteriormente centrifugada a 

12.000 xg, durante 30 minutos, a 4 oC. Os precipitados foram lavados com 800 µL 

de etanol preparado a 75% em água tratada com dietilpirocarbonato (DEPC) e foram 
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centrifugados a 4 oC a 10.000 xg para os lisados celulares, favorecendo, assim, a 

adesão 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 eliminação do álcool, por se tratar de um potente inibidor 

das reações enzimáticas a que se submetem as amostras nos processos seguintes. 

Os precipitados foram ressuspendidos em 10-15 µL de água DEPC filtrada e a 

quantificação do RNA total extraído foi calculado medindo-se a absorbância a um 

comprimento de onda de 260 nm em um espectofotômetro (Eppendorf 

Biophotometer, Eppendorf, Hamburgo, Alemanha). As amostras foram armazenadas 

a -80 oC até realização da retrotranscrição. 

Para evitar possíveis contaminações com DNA genômico, 1 µg de RNAm total foi 

tratado com DNAse. O RNA foi, então, retrotranscrito a DNA complementar (DNAc) 

usando um kit comercial (High-Capacity cDNA Archive Kit, Applied Biosystems, 

Califórnia, EUA), sendo o protocolo desenvolvido de acordo com as instruções 

comerciais em 20 µL de volume de reação. A mistura foi processada em um 

termociclador (Marterclycler Gradient, Eppendorf, Hamburgo, Alemanha), durante 

dez minutos a 25 oC e a duas horas a 37 oC. Ao final, foi adicionado mais um passo, 

a 70 oC durante 5 minutos para inativar a retrotranscriptase. Finalizada a 

retrotranscrição, e assumida eficácia de 100% na conversão de RNA total em DNAc, 

os DNAc obtidos se mantiveram a -20 oC até sua utilização posterior. 

A PCR em tempo real foi desenvolvida utilizando o sistema ABI Prism 7000 

Sequence Detection System (Applied Biosystems, Califórnia, EUA) mediante corante 

fluorescente SyBR Green Supermix with ROX. 

Foram realizadas curvas de concentração para determinar a quantidade de DNAc 

necessário de cada gene, a qual foi adicionado a uma mistura com a sonda descrita 

acima e o primer específico 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 β2-microglobulin (FW: 

ACCCTGGTCTTTCTGGTGCTT; RV: TAGCAGTTCAGTATGTTCGGCTT), sendo 

todos SyBR Green (Bio-Rad LAboratories, California, EUA). 
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Os resultados da amplificação foram normalizados em relação aos dados obtidos da 

amplificação de genes cuja expressão é constante, independente da situação 

experimental dos tratamentos. Como controle endógeno foi utilizado o gene da β2-

microglobulina. 

O programa de amplicação usado foi: 1º) desnaturalização inicial a 95 oC, por 30 

segundos; e 2º) 40 ciclos a 95 oC por 5 segundos e a 60 oC por 30 segundos. No final 

da PCR, uma análise de curva de melting foi realizada para mostrar a especificidade 

do produto detectado. Para calcular o índice relativo da expressão gênica, foi 

empregado o método 2-ΔΔCt usando amostras não tratadas para calibração (Livak & 

Schmittgen, 2001). 

 

3.8 MEDIDA DA PRODUÇÃO DE ÂNION SUPERÓXIDO 

Para verificar a influência da exposição ao acetato de chumbo sobre a produção de 

O2
•− foi utilizado à técnica de medida de fluorescência produzida pela oxidação do 

dihidroetídeo (DHE). O DHE é um derivado do etídio que entra em contato com O2
•−, 

oxida-se, transformando-se em brometo de etídio e posteriormente se liga ao DNA 

das células emitindo fluorescência vermelha.  

A produção de ânion superóxido em CMLVs de ratos foi avaliada segundo Martín et 

al. (2012). As CMLVs utilizadas foram cultivadas conforme descrição anterior, 

entretanto, quando foram para a última passagem antes dos experimentos, após 

tripsinizadas, as células foram semeadas sobre lamínulas, as quais foram colocadas 

em pares dentro dos seis poços das placas (Figura XIII). 
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Figura XIII: Protocolo para mensuração da produção de ânion superóxido pela técnica de 

dihidroetídeo (DHE) (Adaptado de Batista, 2014). 

 

Foi dada continuidade à cultura das CMLVs sobre as lamínulas, e ao alcançar 60 a 

80% de confluência, as células foram estimuladas com tempol (10 μmol/L) e mito-

TEMPO (5 μmol/L) durante 30 min, antes da exposição ao chumbo 20 µg/dL por 

48h. Em seguida, as células foram lavadas e, então, incubadas com 10 µM de DHE 

diluído em meio de cultura celular (DMEM/F12 HAM, sem soro) durante 30 minutos, 

a 37 ºC, na incubadora úmida. O brometo de etídio foi excitado a 546 nm e tem 

comprimento de onda de emissão de 610 nm. 

As imagens foram adquiridas com um microscópio Leica TCS SP2 sistema confocal 

(x40) e foram capturadas através de uma câmera spot digital (Diagnostic, Spectra 

Services, Nova Iorque, EUA). A intensidade da fluorescência foi quantificada de 10 a 

15 núcleos/experimento e imagem, utilizando um software de análise de imagem 

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

Como situação controle, foram utilizadas CMLVs sem estímulos ou tratamentos 

prévios, as quais tiveram suas imagens obtidas ao longo do estudo, em paralelo. Os 

efeitos das diferentes situações (Chumbo, Chumbo+mito-TEMPO e 

Chumbo+tempol) foram expressados como incremento sobre a situação controle, 

Controle 

Pb – 48h 

Lote 1 de  
células 

Lote 2 de  
células 

Lote 3 de  
células 
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sem estímulo ou tratamento, para a qual foi atribuído o valor de 1 (um) para a 

intensidade da fluorescência obtida. 

Em aorta, os segmentos foram retirados dos animais, em seguida, limpos e mantidos 

por 1 hora em solução Krebs-Henseleit com sacarose 30%. Posteriormente, estes 

segmentos foram congelados em meio adequado (meio de congelamento). Assim, 

as amostras foram mantidas a -800C até o dia do experimento. A produção de ânion 

superóxido em aorta foi avaliada segundo Wiggers et al. (2008). 

Os segmentos de aorta foram cortados no criostato em anéis com 10 µm de 

espessura. Posteriormente estes anéis foram recolhidos em lâminas gelatinizadas e 

secos em estufa a 37oC durante 30 minutos. Após este procedimento, as lâminas 

contendo os cortes foram lavadas e posteriormente incubadas com Krebs-HEPES 

(Para 100 mL de Krebs: 29,4mg de CaCl2, 759mg de NaCl, 41,7mg de KCl, 4,9 mg 

de MgCl2, 197,8mg de Hepes e 198,2 de glicose) por 30 minutos em uma câmara 

úmida à 37oC. Decorridos os 30 minutos, o Krebs foi escorrido e o excesso de água 

seco. Em seguida, foi realizada incubação com dihidroetídio (DHE) 2 µM  por duas 

horas na estufa com câmara fechada a 37oC. A luminescência emitida foi visualizada 

com microscópio fluorescência invertido (NIKON Eclipse Ti-S, x20 objective) e 

câmara fotográfica (NIKON digital sigth DS-U2) com filtro de fluorescência para DHE 

(verde). O etídeo unido ao núcleo das células foi visualizado com λexc= 546 nm e 

detectado com λem= 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 

quimioluminescência emitida pela reação entre lucigenina e ânion superóxido, de 

acordo com o protocolo descrito por San José e colaboradores (2009), modificado. A 

lucigenina (nitrato de bis-N-metilacridina) é um composto aromático que pode ser 

reduzido pelo ânion superóxido, produzindo emissão de luz, a qual pode ser 

detectada através de um luminômetro. 

Células musculares lisas vasculares foram cultivadas em placas de cultura de 6 

poços e estimuladas com acetato de chumbo (20 µg/dL). Após as lavagens, as 

células foram suspensas e homogeneizadas em um solução para lise celular 
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contendo 50 mM KH2PO4, 1 mM ácido etileno glicol tetraacético (EGTA), 150 nM 

sacarose, em pH = 7,4. 

A reação foi iniciada através da adição de uma mistura de 5 µM de lucigenina e 100 

µM de NADPH à amostra de proteína obtida das CMLVs, totalizando um volume final 

de 300 µL. A quimioluminescência foi determinada em um luminômetro de placa 

(Auto-Lumat LB 953, Berthold Technologies GmbH & Co. KG, Bad Wildbad, 

Alemanha) programado para registrar a quimioluminescência em unidades relativas 

de luz (URL) emitidas em intervalos de 2,4 segundos durante cinco minutos. A 

emissão específica de luz foi calculada após subtrair a leitura da atividade de fundo 

(branco), que foi determinada em tubos contendo todos os componentes, exceto o 

homogenato protéico, que foi substituído pela solução de lise celular em que 

estavam tratadas as amostras. 

Os dados obtidos (URL/mg proteína) foram expressados como incremento sobre a 

situação controle, assumida para o valor de 1 URL/mg proteína. 

 

3.10 EXPRESSÃO DE PROTEÍNAS PELO MÉTODO DE WESTERN BLOT 

A técnica de Western Blot foi utilizada para determinar a influência da exposição ao 

acetato de chumbo sobre a expressão proteica das isoformas COX-1 e COX-2; da 

isoforma da NADPH oxidase, a gp91phox; das isoformas da superóxido dismutase 

SOD-Mn, SOD-CU/Zn e SOD-EC. Para isto, foram usadas amostras de artéria aorta 

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

Para realização destas análises, as células eram incubadas ou não com acetato de 

chumbo durante 48 horas. Após estímulo com chumbo, as células foram então 

lavadas com PBS frio sem Ca2+ e Mg2+ e, depois de removido todo o PBS, foram 

retiradas das placas com um pequeno rodo, juntamente a 100-150 µL de uma 

solução denominada Radioimmunoprecipitation Assay (RIPA), composta por: 150 

mM NaCl, 1 % de octilfenoxipolietoxietanol (um detergente não desnaturante, o 

IGEPAL® CA-630), 0,5 % de deoxicolato de sódio, 0,1 % de dodecilsulfato de sódio 

(SDS), e 50 mM de tris(hidroximetil)aminometano (Tris), em pH=8,0. A solução RIPA 

é eficiente para a lise celular e para a solubilização da proteína, evitando que esta se 

degrade. À solução 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 sódio 

(Na3VO4), 20 mM de β-glicerolfosfato (BGP) e 10 mM de fluoreto de sódio (NaF). 

A concentração de proteína dos lisados celulares foi quantificada por colorimetria, 

utilizando o método de Micro BCA Protein Assay Kit (Pierce Biotechnology, Ilinóis, 

EUA). O volume da amostra necessário foi calculado em função da quantidade de 

proteína que se desejava colocar para análise, o qual foi misturado a um volume 

igual de solução de tampão de carga, o tampão Laemmli 5X [300mM Tris-HCl em pH 

= 6,8; 10 % dodecil sulfato sódico (SDS); 25 % β-mercaptoetanol; 0,5 % azul de 

bromofenol; 50 % glicerol]. Esta mistura foi incubada a 95 oC durante um minuto 

para desnaturalizar as proteínas. 

Os segmentos de aorta torácica e todo o mesentério a partir do primeiro ramo da 

mesentérica superior foram utilizados como amostra para esta análise. Estes eram 

congelados com nitrogênio líquido e mantidos a -80°C até o momento em que foram 

utilizados. A extração de proteínas foi procedida com a homogeneização das 

amostras, em temperatura de 4°C, com tampão de homogeneização contendo: Tris - 

HCl (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 

quantificação das proteínas pelo método Lowry (Peterson, 1977). Determinou-se a 

densidade óptica medindo a absorbância num espectrofotómetro multi-canal a λ = 

750 nm (Cary, Varian). Para a quantificação, foi realizada uma diluição da amostra 

(1:25). Em seguida foram aliquotados os volumes para uma carga de 50 µg de 

proteína, sendo este volume de amostra misturado, em partes iguais, com tampão 

de homogeneização. Alíquotas do homogeneizado foram diluídas em solução de 

Laemmli (Uréia 0,5 mM; SDS 0,17 mM; DTT 39 μM; Tris-HCl 0,01 M pH=8 e Azul de 

bromofenol 0,5 %) e após centrifugação foram mantidas à temperatura de 95 ºC 

durante 4 minutos.  

Para analisar a expressão proteica da COX-2, COX-1, gp91phox, SOD-Mn, SOD-

Cu/Zn, SOD-EC, β-actina e α-actina, 25 µL das amostras foram aplicadas 

(carregadas) em gel SDS-poliacrilamida 10% (acrilamida 40%, Tris HCl 1,5 M (pH = 

8,8), SDS 10%, persulfato amônico (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 solução tampão de eletroforese (Tris-HCl 25mM, glicina 190 

mM, SDS 0.1 %), que é um eletrólito com alta capacidade de tamponamento, sendo 

submetidas à eletroforese aplicando corrente constante de 80 V (PowerPacTM HC, 

BioRad, Singapura) durante aproximadamente 2 horas, fazendo com que as 

amostras (proteínas) passassem pelo gel. 

Uma vez separadas, as proteínas foram transferidas para uma membranas de 

difluoreto de polivinilo ou de nitrocelulose (Immun-Blot PVDF Membrane for Western 

Blotting 0,2 µm, BioRad Laboratories, EUA/ Amersham, GE Healthcare, UK, 

respectivamente) previamente ativadas com metanol/água. Para isso, o gel, a 

membrana e papel Whatman (GE Healthcare Life Sciences, Uppsala, Suécia) foram 

colocados em um sistema “sanduíche”. O método realizado foi o de transferência 

líquida na qual o sanduíche era montado em suporte Holder Cassete e acoplado à 

uma cuba (Trans-Blot SD Cell Bio-Rad, USA) contendo uma solução tampão de 

transferência (Tris 25 mM, glicina 190 mM, SDS 0,1% e Metanol 20%) à 8º C com 

uma corrente de 60 V por 2 horas.  

Uma vez transferidas às proteínas, as membranas foram deixadas durante uma hora 

a temperatura ambiente em agitação contínua com uma solução de bloqueio para 

evitar uniões inespecíficas do anticorpo. Esta solução de bloqueio continha 5 % de 

leite desnatado em pó ou 5 % de BSA, dissolvida em solução de lavagem das 

membranas: 10 mM de Tris-HCl a pH = 7,5; 100 mM de NaCl; e 0,1 % Tween-20 

(TBS-T).  

Em seguida, também sob agitação constante, as membranas foram incubadas por 

toda a noite a 4 oC com os anticorpos primários 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, MI, USA), gp91phox 

(1:1000, anticorpo monoclonal; BD transduction laboratories, San Jose, CA, USA), 

SOD-Mn  (células: 0.025μg/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-β-actina (1:10000; Transduction 

Laboratories, Lexington, UK); e α-actina (1:5000; anticorpo monoclonal; Sigma 

Chemical, CO, St. Louis, USA) diluídos em solução à 5% de leite desnatado em pó 

ou 5% de albumina com tampão TBS-T (Tris-HCl 10 mM, NaCl 100 mM, Tween 20 

0,1 %, pH 7,5).  

Uma vez finalizada a incubação com os anticorpos primários, foram feitas três 

lavagens sucessivas de dez minutos cada, com uma solução TBS-T,  para eliminar 

os restos do anticorpo primário que não se uniram. 

À continuidade, as membranas foram incubadas durante uma hora, a temperatura 

ambiente e agitação contínua, com o correspondente anticorpo secundário 

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). 

Após a incubação com o anticorpo secundário, as membranas foram novamente 

lavadas por 30 minutos para remoção do anticorpo secundário com a solução TBS-T 

e por mais 30 minutos com a solução TBS (Tris-HCl 10 mM, NaCl 100 mM, pH 7,5) 

(as soluções foram trocadas a cada 5 minutos no TBS-T e a cada 10 minutos no 

TBS).  

Os imunocomplexos foram detectados por reação de quimioluminescência por meio 

da exposição da membrana, durante 5 min a um sistema de detecção (ECL Plus, 

AmershamTM, GE Healthcare, UK). As membranas, então, foram expostas a 

autorradiografia (Medical Film, Konica Minolta Medical Imaging, Wayne, EUA / 

Hyperfilm, AmershamTM, UK), sendo as bandas impregnadas posteriormente 

reveladas. A análise densitométrica foi utilizada para quantificar as bandas das 

proteínas e, para isso, os filmes com as bandas proteicas impregnadas foram 

escaneadas. O programa ImageJ foi utilizado para quantificação da área e da 

densidade das bandas.  

Os dados de expressão proteica das proteínas (COX-2, COX-1, gp91phox, SOD-Mn, 

SOD-Cu/Zn e SOD-EC) foram expressos como razão da expressão proteica da β-

actina (células) e da α-actina (vaso), usadas como controle de carga. Para comparar 

os resultados de expressão de proteínas a partir de células, é atribuído um valor de 
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1 para a expressão em células não tratadas e, em seguida, utilizada para calcular o 

valor da densidade relativa de outras bandas a partir do mesmo gel.  

 

3.11 MIGRAÇÃO CELULAR 

Para verificar se o chumbo induz a migração celular foi realizado, in vitro, o ensaio 

Wound Healing (cicatrização de ferida), adaptado de Van Der Meer e colaboradores 

(2010). Para isto as CMLVs foram semeadas e cultivadas em uma placa de 24 

poços (24-well Tissue Culture Plate, Sarstedt, Nümbrecht, Alemanha) após 

tripsinização. Quando atingida a confluência aproximada de 90-100 %, o meio de 

cultura foi trocado pelo meio de jejum (DMEM livre de FBS, com antibióticos P/S), o 

qual permaneceu por 24h. 

Uma fina ferida vertical foi feita em cada poço 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/poço) para lavar todos os restos de células remanescentes da área da 

ferida. Uma linha foi desenhada no centro de cada poço, perpendicular ao sentido da 

ferida (sentido horizontal), por fora da placa, sobre o maior diâmetro de cada poço 

(Figura XIV B). Essas linhas foram desenhadas para que o mesmo ponto da placa 

fosse visualizado ao microscópio na captura das imagens. Uma imagem foi captada 

no tempo zero (Figura XIV C) no local exatamente acima de intersecção da linha 

desenhada e da ferida. Na sequência, as células foram tratadas com acetato de 

chumbo (20 µg/dL) durante 24 h. Ao final deste tempo, outra imagem foi captada na 

mesma região de cada poço. Na situação controle as células não recebiam 

tratamento com acetato de chumbo assumido o valor 1 (um) para esta condição.  

Para as análises foi utilizado um microscópio invertido (Zeiss, Axiovert 25, Jena, 

Alemanha) acoplado a uma câmera spot digital (Diagnostic, Spectra Services, Nova 

Iorque, EUA). O software Adobe Photoshop CS2 foi usado para determinar a área 

de fechamento da ferida comparado ao tempo zero de cada tratamento e em relação 

à situação controle, assumida como 1 (um). 
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Figura XIV: Esquema do protocolo de migração celular (método Wound Healing): A) ferida feita com 

ponta de pipeta P10; B) desenho, por fora da placa, da linha perpendicular à ferida; C) local da foto 

no tempo zero, antes dos estímulos; D) condição controle; E) condição estimulada com acetato de 

chumbo (Adaptado de Batista, 2014). 

 

3.12 PROLIFERAÇÃO CELULAR 

A proliferação celular foi avaliada usando o kit CellTiter 96 AQueous One Solution 

Cell Proliferation Assay (Promega, Madison, EUA), baseado na descrição de Aguado 

e colaboradores (2013). Este protocolo teve por objetivo de investigar se o acetato 

de chumbo estimula a proliferação de CMLVs . 

Para isso, após a tripsinização, as CMLVs foram semeadas em placas de 96 poços 

(96-well Tissue Culture Plate, Sarstedt, Nümbrecht, Alemanha) em meio de cultura 

DMEM. Diferentemente dos demais protocolos experimentais, os pequenos poços 

da placa de 96-well recebiam uma quantidade pré-determinada de 4.000 

células/poço. Para isso, após passagem e tripsinização, as células foram contadas 

utilizando-se uma câmera de Neubauer sob uma lupa Leica 6SD (Leica 

Microsystems, Wetzlar, Alemanha). Após calcular e realizar a devida diluição, as 

células eram distribuídas nos poços, onde cresciam por 3 a 4 dias, quando 

alcançavam a confluência ideal (80%). 

Após confluência, o meio de cultura das células foi trocado por meio de jejum 

(DMEM livre de FBS, suplementado com antibióticos P/S), por 24 horas. As células 

foram então tratadas com acetato de chumbo (20 µg/dL) ou veículo por 48h. 

D – condição:  
controle 

E – condição:  
Chumbo 
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A resposta proliferativa foi quantificada pela adição de 20 µL/poço de uma solução 

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 após 2 horas de incubação a 37 oC, a absorbância foi medida a 490 nm 

utilizando um leitor de microplacas (ASYS Hitech Gmbh, Eugendorf, Áustria). Os 

ensaios foram desenvolvidos em triplicado e ao controle, foi assumido o valor de 1 

(um). 
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3.13 EXPRESSÃO DOS RESULTADOS E ANÁLISE ESTATÍSTICA. 

Para análise dos dados e aplicação dos testes estatísticos foram utilizados os 

programas Microsoft Oficce Excel (Redmond, Washington, EUA) e GraphPad Prism 

Software 5.0 (San Diego, Califórnia, EUA).  

Os resultados encontram-se expressados como média ± erro padrão da média 

(EPM) do número de animais ou do número de cultivos celulares diferentes usados 

em cada experimento (n). 

Em relação aos experimentos de reatividade vascular, foram calculados os valores 

de resposta máxima (Rmax) e de pD2 (-log EC50) das curvas concentração-resposta à 

fenilefrina e à acetilcolina através da análise de regressão não-linear de cada curva 

individualmente. 

Para comparar o efeito da remoção do endotélio ou o efeito de alguns fármacos 

sobre a resposta vasoconstritora à fenilefrina, os resultados foram expressos através 

da diferença da área abaixo da curva (dAAC) de concentração-resposta nas 

situações controle (sem fármaco) e nas situações experimentais (remoção do 

endotélio ou na presença de fármacos). As diferenças das AACs entre os grupos 

foram expressas como porcentagem. 

Para variáveis de distribuição normal, as diferenças foram analisadas usando o 

Teste t de Student pareado ou não pareado para comparação de duas médias. Para 

comparar três médias ou mais, foi utilizada a análise de variância (ANOVA) uma ou 

duas vias para medidas repetidas ou completamente randomizadas. Quando o teste 

ANOVA detectava significância estatística, foi realizado o pós-teste (pos-hoc) de 

Bonferroni. 

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

- Acetato de chumbo (Sigma)  

- Acetilcolina, Cloridrato (Sigma)  

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

- Ácido acético glacial (Sigma)  

- Ácido aminoacético (Glicina) (Sigma) 

- Ácido bórico (Sigma) 

- Ácido Etilenodiaminotetraacético (EDTA) (Sigma)  

- Acido hidroxietilpiperazina etanosulfônico (HEPES) (Sigma)  

- Ácido 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-β-actina (Transduction 

laboratories) 

- Anticorpo monoclonal produzido em camundongo para α-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 secundário monoclonal conjugado com peroxidase de rabanete IgG anti-

camundongo (Stressgen Bioreagents)  

- Anticorpo secundário policlonal conjugado com peroxidase de rabanete IgG anti-

coelho (Stressgen Bioreagents)  

- Anticorpo secundário 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’, 5”-tetrabromofenolsulfoneftaleína, sal sódico (Sigma) 

- Bicarbonato de Sódio (Merck)  

- Carbogênio (95 % de O2 e 5 % de CO2) (White Martins) 

- Celecoxib (Pfizer)   

- CellTiter 96 AQueous One Solution Cell Proliferation Assay (Promega) 

- Cloreto de Cálcio Dihidratado (Merck)  

- Cloreto de magnésio (Merck) 

- Cloreto de potássio (Merck) 

- Cloreto de sódio (Merck) 

- Colagenase tipo II (Invitrogen-Gibco) 

- Dihidroetidio (Sigma) 

- Diidrogenofotato de amonio (NH4H2PO4) (VETEC) 

- Dodecil sulfato sódico (SDS) (Sigma)   

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

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

- DMSO (dimetilsulfóxido) (Sigma)  

- DNase I recombinante, RNase free (Roche) 

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

- Fosfato de Potássio Monobásico (Merck)  

- Fosfato diácido de sódio (NaH2PO4) (VETEC)  

- Glicerol (Sigma) 

- Glicina (Sigma)  

- Glicose (VETEC)  

- Heparina (Roche) 

- Hidóxido de sódio (Sigma) 

- Hidrogenofosfato de sódio (Na2HPO4) (Sigma)  

- Indometacina (ácido 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 pó (Nestlé) 

- L-Fenilefrina, Hidrocloridrato (Sigma)  

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

- Mito-TEMPO (Sigma) 

- ML171 (Sigma) 

- MgSO4.7H2O (sulfato de magnésio heptahidratado) (Merck) 

- N, N, N`, N`-Tetrametil-etilenodiamina (Temed) (Sigma) 

- NADPH (β-nicotinamida adenina dinucleótido fosfato reducido, sal tetrasódica)  

- Nitroprussiato de sódio, dihidratado (Fluka) 

- N-nitro-L-arginina metil éster (L-NAME) (Sigma)  

- OCT tissue-tek (Sakura) 

- Penicilina/Estreptomicina (Invitrogen-Gibco) 

- Persulfato de amônio (APS) (Sigma) 

- Polioxietileno sorbitam monolaurato (Tween 20) (Sigma) 

- Reagente para detecção de Western Blot (ECL Plus) (Amersham Life Science) 

- RIPA (radioimmunoprecipitation assay): Sigma-Aldrich Co. 

- Rofecoxib (LKT Laboratories)  

- Sacarose: Merck 

- SB203580 (Calbiochem)  

- SC 19220 (ácido 2-acetilhidrazida 10(11H)-carboxílico) (Sigma Chemical Co) 

- Soro bovino fetal (FBS) (Reactiva) 

- streptomycin (Invitrogen)  

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

- Solução tampão fosfato-salino (Phosphate Buffered Saline, PBS) com Ca2+ e com 

Mg2+ (Invitrogen-Gibco) 

- Solução tampão fosfato-salino (Phosphate Buffered Saline, PBS) sem Ca2+ e sem 

Mg2+ (Invitrogen-Gibco) 

- Sulfato de Magnésio Heptahidratado (Merck)  

- Superóxido Dismutase de eritrócito bovino (SOD) (Sigma)  

- SYLGARD (Silicone elastómero) (Dow Corning Corporation, Midland, MI, USA) 

- SyBR Green (iTaq 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-HCl (Sigma) 

- Tween 20 (polioxietileno sorbitano 20) (Sigma) 

- U0126 (Calbiochem) 

- Uréia (Sigma)  

- Uretana (Sigma)  

- β-mercaptoetanol (2-Hidroxietilmercaptano) (Sigma) 

 

 Todas as soluções e fármacos foram preparadas com água deionizada e 

mantidas no congelador a -20º C, com exceção do celecoxib, rofecoxib, SC 19220, 

U0126 e SB203580 que foram diluídos em DMSO. A indometacina foi diluída em 

tampão Tris 0,1M. 10 µl de DMSO não teve nenhum efeito sobre CMLs. Foi 

realizados testes para comprovar que estes solventes não modificavam as respostas 

vasomotoras nem a expressão de proteínas e RNAm em nossos experimentos. 
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4 RESULTADOS 

 

4.1 CONCENTRAÇÃO SANGUÍNEA DE CHUMBO 

Os animais expostos ao chumbo apresentaram concentração sanguínea de 21,7 

μg/dL ± 2,38 (n = 6). Os ratos controles (n = 5) apresentaram concentração abaixo 

do limite de detecção (0,5 μg/dL).  

 

4.2 PESO CORPORAL 

Os animais dos grupos controle e chumbo apresentaram peso semelhante no início 

e ao término do tratamento demonstrando que a exposição por 30 dias ao acetato 

de chumbo não influencia no ganho de peso corpóreo, 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 Início tratamento Final tratamento 

Ct 9 218 g ± 3,0 325 g ± 5,8 

Pb 9 217 g ± 2,5 328 g ± 7,3 

 

 

4.3 PESO DO CORAÇÃO E O CRESCIMENTO ÓSSEO DE RATOS.  

O peso do coração ou o comprimento da tíbia não foram diferentes entre os grupos 

estudados (Peso coração - controle: 0,676 ± 0,003 g (n = 6); chumbo: 0,703 ± 0,011 

g (n = 9) P>0,05), (Comprimento da tíbia - controle: 3,8 ± 0,1 cm (n = 6); chumbo: 3,4 

± 0,1 cm (n = 9) P>0,05). A razão peso coração/comprimento da tíbia, obtida para se 

estimar a hipertrofia cardíaca, também não foi diferente entre os grupos (controle: 

0,178 ± 0,006 g/cm; chumbo: 0,173 ± 0,003 g/cm).  

 

4.4 AVALIAÇÃO DA PRESSÃO ARTERIAL SISTÓLICA. 
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O efeito da exposição por 30 dias ao acetato de chumbo sobre a pressão arterial foi 

avaliada semanalmente em ambos os grupos. Antes de iniciar o tratamento os dois 

grupos apresentaram valores pressóricos 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 não foi alterada, o mesmo não foi observado nos animais 

chumbo que apresentaram aumento significante na PAS após a 1ª semana de 

tratamento mantendo-se elevada até a 4ª semana de tratamento (Figura 1), 

(Controle, 127 ± 0,57 mmHg vs chumbo, 144 ± 1,67 mmHg, ANOVA duas vias, P < 

0,05). 
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Figura 1: Valores da pressão arterial sistólica (PAS) obtidos por meio da pletismografia de cauda em 

ratos dos grupos controle (Ct) e chumbo (Pb) durante quatro semanas de tratamento. O número de 

animais usados está indicado entre parênteses. Os resultados estão expressos como média ± EPM. 

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

 

4.5 EXPERIMENTOS COM AORTA E ARTÉRIAS MESENTÉRICAS DE 

RESISTÊNCIA 

4.5.1 Efeitos da exposição crônica ao acetato de chumbo sobre a resposta 

contrátil ao cloreto de potássio em artérias aorta e mesentéricas de ratos. 

Com a finalidade de verificar a capacidade contrátil das artérias utilizadas, todos os 

segmentos arteriais, após procedimento de normalização, eram expostos a solução 

rica em KCl (Aorta – 75 mM e mesentérica - 120 mM). A contração máxima arterial, 

estimulada por alta concentração de KCl de cada artéria é um importante dado, já 
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que todas as contrações aos fármacos são expressos como porcentagem da 

contração máxima induzida pelo KCl. Adicionalmente, diferenças na contração ao 

KCl nos grupos experimentais podem ser um indicativo de lesão/alteração do 

músculo liso vascular. No entanto, a exposição à baixa concentração acetato de 

chumbo durante 30 dias não alterou a resposta ao KCl, 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 anéis 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 não 

prejudicou a capacidade contrátil do músculo liso vascular.  

 

4.5.2 Efeitos da exposição por 30 dias ao acetato de chumbo sobre a resposta 

contrátil a fenilefrina. 

A administração de fenilefrina aumentou de maneira concentração dependente o 

tônus basal tanto dos anéis de aorta quanto dos anéis de mesentéricas isolados de 

animais expostos ou não ao acetato de chumbo. No entanto, a resposta contrátil 

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 máxima como a pD2 em aorta e só alterou a resposta máxima em 

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

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 2: Resposta contrátil induzida por fenilefrina, em segmentos de artéria aorta torácica e artérias 

mesentéricas de resistência (AMR) de ratos dos grupos controle (Ct) e tratado com chumbo (Pb). Os 

resultados (média ± EPM) estão expressos como porcentagem da contração induzida por 75 mM 

(aorta) e 120 (mesentérica) mM de KCl. O número de animais usados está indicado entre parênteses. 
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Para análise comparativa da resposta máxima (Rmáx) e da sensibilidade (pD2) foi utilizado o Teste t 

não pareado: *P<0,05, Ct vs Pb. 

 

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

modulação do endotélio na resposta vasoconstritora à fenilefrina. 

A fim de avaliar a modulação endotelial na resposta vascular à fenilefrina, o 

endotélio foi mecanicamente removido e, a ausência desta estrutura foi confirmada 

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

A ausência do endotélio promoveu aumento significante da sensibilidade (pD2) e da 

resposta máxima (Rmáx) à fenilefrina em segmentos da aorta torácica em ambos os 

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

Em artérias mesentéricas de ratos controle a ausência do endotélio também induziu 

um significativo aumento da resposta máxima à fenilefrina, sem alterar a pD2. No 

entanto, a retirada do endotélio promoveu alteração na sensibilidade dos animais do 

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

A magnitude deste efeito, entre os grupos experimentais foi comparada utilizando-se 

a dAAC e, foi observado efeito de menor magnitude nos animais do grupo chumbo 

em aorta e não houve diferença na dAAC em artéria mesentérica (Figura 3C-F). 

Estes resultados sugerem que a exposição crônica a baixas doses de chumbo reduz 

a modulação 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 remoção do endotélio sobre a resposta contrátil induzida por fenilefrina, em 

segmentos de artéria aorta torácica (A-B) e artérias mesentéricas de resistência (AMR) (D-E) de ratos 

controle (Ct) (A-D) e tratados com chumbo (Pb) (B-E). Em C e F, diferença percentual da área abaixo 

da curva de concentração-resposta à fenilefrina (dAAC) em aorta e artéria mesentérica, 

respectivamente, de ambos os grupos experimentais. Os resultados (média ± EPM) estão expressos 

como porcentagem da contração induzida por 75 mM (aorta) e 120 mM (mesentérica) de KCl. O 

número de animais usados está indicado entre parênteses. Para análise comparativa da resposta 

máxima (Rmáx), sensibilidade (pD2) e dAAC foi utilizado o Teste t não pareado. *P<0,05 E+ vs E-; 

&P<0,05 Ct vs Pb. 

 

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

participação do óxido nítrico na resposta vasoconstritora à fenilefrina. 

Para analisar o papel do óxido nítrico na resposta vasoconstritora à fenilefrina, 

segmentos arteriais com endotélio intacto foram pré-incubados com um inibidor da 

sintase de óxido nítrico, o L-NAME (100 μM).  

O L-NAME provocou aumento da sensibilidade e da resposta máxima à fenilefrina 

nos anéis aórticos 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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que nos animais expostos ao acetato de chumbo, a modulação dependente do NO 

na resposta contrátil à fenilefrina está reduzida (Figura 4C). Já nas artérias 

mesentéricas o L-NAME induziu aumento da sensibilidade e resposta máxima à 

fenilefrina em ambos os grupos (Figura 4D-E, Tabela 3). Porém, como evidenciado 

pelos valores de dAAC (Figura 4F) o efeito da inibição da síntese de óxido nítrico 

com L-NAME foi de igual magnitude em ambos os grupos, sugerindo que o 

tratamento com chumbo não altera a via do NO sobre a resposta contrátil a 

fenilefrina em artérias mesentéricas. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  

 
 
 

Figura 4: Efeito do L-NAME (100 μM), inibidor da sintase do óxido nítrico, sobre a resposta contrátil 

induzida pela fenilefrina em segmentos de aorta e artérias mesentérica de resistância de ratos dos 

grupos controle (Ct) (A-D) e tratados com chumbo (Pb) (B-E). Em C e F, diferença percentual da área 

abaixo da curva de concentração-resposta à fenilefrina (dAAC) em aorta e artéria mesentérica, 

respectivamente, de ambos os grupos experimentais. Os resultados (média ± EPM) estão expressos 

como porcentagem da contração induzida por 75 mM (aorta) e 120 mM (mesentérica) de KCl. O 

número de animais usados está indicado entre parênteses. Para análise comparativa da resposta 
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máxima (Rmáx), sensibilidade (pD2) e dAAC foi utilizado o Teste-t não pareado. *P<0,05 Ct/Pb vs L-

NAME. &P<0,05 Ct vs Pb. 

 

4.5.5 Efeitos da exposição por 30 dias ao acetato de chumbo sobre a 

participação de espécies reativas de oxigênio na resposta vasoconstritora à 

fenilefrina. 

Sabemos que o aumento da produção de espécies reativas de oxigênio leva à 

redução da biodisponibilidade do NO e, assim, aumento da contração vascular. 

Dados da literatura evidenciam a participação das espécies reativas do oxigênio na 

disfunção endotelial e altereções cardiovasculares em modelos de exposição ao 

chumbo (Khalil-Manesh et al., 1993; Vaziri & Sica, 2004). Assim nosso próximo 

passo foi avaliar os efeitos das espécies reativas de oxigênio na reatividade vascular 

à fenilefrina em artérias de ambos os grupos experimentais. Os anéis de aorta e 

mesentéricas foram incubados com apocinina (30 µM), inibidor específico da 

NADPH oxidase (enzima que sintetiza do O2
•−). Em mesentéricas além da apocinina, 

os anéis foram também incubados com um “varredor” do ânion superóxido, a 

superóxido dismutase (SOD, 150 U/mL), para investigar se existiria a produção de 

anion superóxido por outra via que não a NADPH oxidase.  

A apocinina promoveu redução na resposta máxima à 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, não houve alteração de pD2 e Rmax 

quando 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 contrátil induzida pela 

fenilefrina (FE) em segmentos de artéria aorta torácica e artérias mesentéricas de resistência (AMR) 

de ratos dos grupos controle (Ct) (A-D) e tratados com chumbo (Pb) (B-E). Em C, diferença 

percentual da área abaixo da curva de concentração-resposta à fenilefrina (dAAC) em aorta de 

ambos os grupos experimentais. Os resultados (média ± EPM) estão expressos como porcentagem 

da contração induzida por 75 mM (aorta) e 120 mM (mesentérica) de KCl. O número de animais 

usados está indicado entre parênteses. Para análise comparativa da resposta máxima (Rmáx) e 

sensibilidade (pD2) e dAAC foi utilizado o Teste-t não pareado. *P<0,05 Ct/Pb vs Apocinina. &P<0,05 

Ct vs Pb. 

 

Por outro lado, nos experimentos com anéis de mesentéricas realizados na 

presença da SOD, foi observada uma pequena redução da resposta máxima à 

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 superóxido dismutase - SOD (150 U/mL) sobre a resposta contrátil induzida por 

fenilefrina em segmentos de artérias mesentéricas de resistência (AMR) de ratos dos grupos controle 

(Ct) (A) e tratados com chumbo (Pb) (B). Os resultados (média ± EPM) estão expressos como 

porcentagem da contração induzida por 120 mM de KCl. O número de animais usados está indicado 

entre parênteses. Para análise comparativa da resposta máxima (Rmáx) e sensibilidade (pD2) foi 

utilizado o Teste-t não pareado. * P<0,05 Pb vs SOD. 

 

4.5.5.1 Efeitos da exposição por 30 dias ao acetato de chumbo sobre a 

produção vascular de ânion superóxido (O2
•−).  

Para verificar a influência do tratamento com acetato de chumbo por 30 dias sobre a 

produção vascular de O2
•− foi utilizada a técnica de fluorescência produzida pela 

oxidação do DHE. Corroborando com os resultados funcionais encontrados, a 

produção de O2
•− foi significativamente maior nos anéis de aorta dos animais 

tratados com chumbo quando comparado aos animais controle (Figura 7).  

 

 

 

 

 

 

 

 

-9 -8 -7 -6 -5 -4 -3

0

30

60

90

120

150 Ct (n=9)

Ct + SOD (n=7)

A

FE log[M]

C
o
n
tr

a
ç
ã
o
 (

%
K

C
l)

-9 -8 -7 -6 -5 -4 -3

0

30

60

90

120

150

Pb + SOD (n=5)

Pb (n=8)B

FE log[M]

C
o
n
tr

a
ç
ã
o
 (

%
K

C
l)

*



104 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
                                
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 7: Imagens de micrografia representam a fluorescência emitida por dihidroetídio em cortes 

transversais de anéis de aorta de ratos controle (painel à esquerda) e tratados com chumbo (painel à 

direita). O gráfico representa a Intensidade de Fluorescência em unidade arbitrária (UA) emitida por 

DHE nos dois grupos experimentais. Os resultados (média ± EPM). O número de animais usados 

está indicado entre parênteses. Para análise comparativa foi usado o Teste-t não pareado.*P<0,05. 

Aumento de 40x para fotografar.  

 

4.5.5.2 Efeitos da exposição por 30 dias ao acetato de chumbo sobre a 

expressão protéica da gp91phox, Cu/ZnSOD e MnSOD.  

A isoforma da gp91phox se expressou em aorta dos animais dos dois grupos. 

Contudo, o tratamento com chumbo provocou aumento da expressão desta isoforma 

como pode ser observado na Figura 8 A. Avaliando o estado antioxidante local 

estudamos também a expressão gênica da SOD-Cu/Zn e SOD-Mn, que são 

importantes enzimas capazes de converter o ânion superóxido e água em oxigênio 

molecular e H2O2. Como observado na Figura 8 B-C, o tratamento com chumbo 

incrementou na expressão protéica tanto da SOD-Cu/Zn como da SOD-Mn.  
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Figura 8: Análise densitométrica da expressão protéica da gp91phox e de duas isoformas da 

superóxido 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 estão demonstradas as bandas representativas da 

expressão de gp91phox, SOD-CuZn, SOD-Mn e da α-actina. Os resultados (média ± EPM) estão 

mostrados como expressão proteica da gp91phox, SOD-CuZn e SOD-Mn em relação à α-actina. O 

número de animais usados está indicado entre parênteses. Para análise comparativa foi usado o 

Teste-t não pareado. *P<0,05 vs Ct. 

 

4.5.6 Efeitos da exposição por 30 dias ao acetato de chumbo sobre a 

participação dos prostanóides derivados da via da ciclooxigenase (COX) na 

resposta contrátil a fenilefrina.  

Para investigar se a exposição crônica ao acetato de chumbo altera a participação 

dos prostanóides derivados da via do ácido araquidônico-ciclooxigenase na resposta 

contrátil à fenilefrina em segmentos de aorta e artérias mesentéricas de resistência, 

incubamos essas artérias com o inibidor da COX, a indometacina (10 μM). Em aorta 

e artérias mesentéricas do grupo chumbo a indometacina promoveu redução da 
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resposta contrátil à fenilefrina (Figura 9B-D, Tabela 2-3), sem promover alterações 

em aortas do grupo controle (Figura 9A, Tabela 2). No entanto, houve redução da 

sensibilidade (pD2) em artérias mesentéricas do grupo controle (Figura 9C, Tabela 

3). Nas mesentéricas, podemos observar no gráfico da área 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 participação dos 

prostanóides vasoconstritores derivados da ciclooxigenase na resposta a fenilefrina.  

 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Figura 9: Efeitos da indometacina (10 μM), inibidor da ciclooxigenase, sobre a resposta contrátil 

induzida pela fenilefrina (FE) em segmentos de aorta e artérias mesentéricas de resistência (AMR) de 

ratos dos grupos controle (Ct) (A-C) e tratados com chumbo (Pb) (B-D). Os resultados (média ± EPM) 

estão expressos como porcentagem da contração induzida por 75 mM (aorta) e 120 mM 

(mesentérica) de KCl. O número de animais usados está indicado entre parênteses. Para análise 
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comparativa da resposta máxima (Rmáx) foi utilizado o Teste-t não 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 à 

participação do PGE2, por meio da incubação dos anéis de mesentéricas com SC-

19220 (10 μM), inibidor de receptor de prostaglandina (EP1). A presença deste 

fármaco reduziu a resposta contrátil à fenilefrina nos segmentos de artéria 

mesentérica dos ratos do grupo chumbo (Figura 10B, Tabela 3) sem promover 

alteração nos anéis do grupo controle (Figura 10A, Tabela 3). 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

Figura 10: Efeitos do antagonista de receptor de prostaglandina (EP1) (10 μM), sobre a resposta 

contrátil induzida pela fenilefrina (FE) em segmentos de artérias mesentéricas de resistência (AMR) 

de ratos dos grupos controle (Ct) (A) e tratados com chumbo (Pb) (B). Os resultados (Média ± EPM) 

estão expressos como porcentagem da contração induzida por 120 mM de KCl. O número de animais 

usados está indicado entre parênteses. Para análise comparativa da resposta máxima (Rmáx) e 

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

 

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

Os resultados funcionais evidenciam envolvimento de prostanóides vasoconstritores 

nos efeitos do chumbo sobre a reatividade vascular à fenilefrina em aorta e 

mesentéricas. Baseando neste resultado, foi avaliada a expressão protéica da 

isoforma da COX-2 através da técnica de Western Blot nos dois leitos vasculares. 

Como vemos na Figura 11 a expressão proteica desta isoforma encontra-se elevada 

nos segmentos aórticos e mesentéricos de ratos do grupo chumbo.  
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Figura 11: Análise densitométrica da expressão protéica da isoforma induzível da ciclooxigenase 

(COX-2) em aorta torácica 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 estão 

demonstradas as bandas representativas da expressão da COX-2 e da α -actina de ambos os grupos. 

Os resultados (média ± EPM) estão expressos como relação entre a densidade das bandas da COX-

2 e da α-actina. O número de animais usados está indicado entre parênteses. Para análise 

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

 

 

Tabela 2: Valores de pD2 e de resposta máxima (Rmáx, % de contração) obtidos através de curvas 
concentração-resposta à fenilefrina em artéria aorta de ratos controle e chumbo nas condições: 
controle, sem endotélio (E-) e após incubação com L-NAME, apocinina ou indometacina. 

 Controle  Chumbo  

 Rmax pD2 Rmax pD2 

Control 99±3,5 6,37±0,20 127±5,2* 7,26±0,22* 

E- 137±9,6* 7,11±0,07* 148±7,9†  7,87±0,30† 

L-NAME 133±8,2* 6,95±0,12 146±2,9†  7,91±0,16† 

Apocynin 84±5,54* 6,22±0,18 89±6,7† 7,39±0,25 

Indometacina 89±3,4 6,73±0,28 90±4,5† 7,65±0,25 

Valores expressos em média ± EPM. Teste t não-pareado para comparação de médias. *p<0,05  

vs Controle; †p<0,05 vs Chumbo. 
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Tabela 3: Valores de pD2 e resposta máxima (Rmáx, % de contração) obtidos através de curvas 
concentração-resposta à fenilefrina em artérias mesentéricas de resistência de ratos controle e 
chumbo nas condições: controle, sem endotélio (E-) e após incubação com L-NAME, apocinina, SOD, 
Indometacina ou SC-19220. 

 Controle  Chumbo  

 Rmax pD2 Rmax pD2 

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±4,6† 6,26±0,09† 

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* 88±5,40†  5,45±0,09† 

SC-19220 100±7,19 -5,43±0,03 78±6,37† -5,01±0,05† 

Valores expressos em média ± EPM. Teste t não-pareado para comparação de médias. *p<0,05 vs 

controle; †p<0,05 vs chumbo. 

 

4.5.7 Efeitos da exposição por 30 dias ao acetato de chumbo sobre a resposta 

dilatadora a acetilcolina (ACh) e ao nitroprussiato de sódio (NPS) em aorta e 

artéria mesentérica.  

Para avaliar se a exposição durante 30 dias ao chumbo seria capaz de alterar o 

relaxamento dependente ou independente do endotélio, foram realizadas, 

respectivamente, curvas concentração-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 concentração 

dependente nos dois grupos. Porém, o tratamento com chumbo mostrou um prejuízo 

da função endotelial. Assim, a resposta máxima a acetilcolina e a sensibilidade 

foram menores no grupo exposto ao chumbo (Figura 12A e Tabela 4). Entretanto, 

em artérias mesentéricas nenhuma observação estatisticamente significante foi 

observada nos valores de Rmáx e pD2 entre os grupos estudados (Figura 12B; 

Tabela 4).  
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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) estão 

expressos como porcentagem da pré-contração à FE. O número de animais usados está indicado 

entre parênteses. Para análise comparativa da resposta máxima (Rmáx) e da sensibilidade (pD2) foi 

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

 

Tabela 4: Resposta máxima (Rmáx) e 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 máxima está expressa como percentual de relaxamento após a pré-contração 
com a fenilefrina. 

 Rmáx (%) 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 não-pareado para comparação 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 músculo liso promovida pelo fármaco 

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 

alterações sobre o relaxamento vascular encontradas no grupo exposto ao chumbo 

são dependentes de disfunção do endotélio vascular, corroborando nossos achados 
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em aorta. Porém, ao avaliar a participação do endotélio nas mesentéricas, 

observamos pouca interferência nas alterações deste leito vascular. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 13: Resposta dilatadora induzida pelo nitroprussiato de sódio (NPS) em segmentos de artéria 

aorta (A) e artéria mesentérica (B) de ratos dos grupos controle e chumbo. Os resultados (Média ± 

EPM) estão expressos como porcentagem da pré-contração à FE. O número de animais usados está 

indicado entre parênteses. Para análise comparativa da resposta máxima (Rmáx) e da sensibilidade 

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

 

Tabela 5: Resposta máxima (Rmáx) e sensibilidade (pD2) induzidas pelo nitroprussiato de sódio em 
anéis isolados de aorta e mesentérica intactos de animais controle (NPS Ct) e tratados por 30 dias 
com chumbo (NPS Pb). A resposta máxima está expressa como percentual de relaxamento após a 
pré-contração com a fenilefrina. 

 Rmáx (%) 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 não-pareado para comparação de médias. *p<0,05 vs 
controle. 
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4.6 RESULTADOS OBTIDOS ATRAVÉS DE CULTURA DE CÉLULAS DE 
MÚSCULO LISO VASCULAR 

  

4.6.1 Efeitos da exposição 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 

alterações da reatividade vascular, utilizamos cultura de CMLVs. Primeiro, avaliamos 

a viabilidade celular, com as seguintes concentrações de acetato de chumbo 10, 20 

e 100 µg/dL, expondo as células durante 48 h, utilizando ensaio de viabilidade 

celular MTT. Este experimento foi realizado para definir a concentração de chumbo a 

ser usada em cultura de células.  

Após análise, não foram observadas alterações na viabilidade celular nestas 

concentrações (Figura 14). Diante deste resultado, escolhemos a concentração de 

20 µg/dL, por ser praticamente a mesma concentração 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. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 14: Efeito do acetato de chumbo na viabilidade das células do músculo liso de aorta de rato. 

As CMLVs foram cultivadas em meio de crescimento celular e depois foram tratadas com diferentes 

concentrações de chumbo (10, 20 e 100 µg/dL) durante 48 h. A porcentagem de sobrevivência das 

células foi avaliada pelo método de MTT. Resultados (média ± EPM) apresentados como valores 

relativos comparados ao controle (100%). Número de unidades experimentais utilizadas entre 

parênteses.  
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4.6.2 Efeitos da exposição ao acetato de chumbo na produção de ânion 

superóxido (O2
•−) em células musculares lisas.  

O aumento da produção de espécies reativas de oxigênio vem sendo demonstrado 

por vários autores, que está associam o efeito tóxico do chumbo sobre o sistema 

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

Baseados nestes estudos e nos resultados obtidos na reatividade vascular, esta 

sequência de experimentos em células musculares lisas, busca avaliar a produção 

de radicais livres, principalmente ânion superóxido, utilizando a técnica do DHE. A 

quantidade de espécies reativas é diretamente proporcional à intensidade de 

fluorescência induzida pelo DHE. As células incubadas com 20 µg/dL de acetato de 

chumbo durante 48 h mostraram uma emissão de fluorescência maior do que as 

células não expostas ao chumbo (controle) (Figura 15). Para verificar se a produção 

de ânion superóxido era modificada por antioxidantes, as células foram incubadas 

com o mimético da SOD o tempol (10 μmol/L) e um antioxidante mitocondrial 

específico o mito-TEMPO (5 μM/L) 30 minutos antes de serem expostas ao chumbo. 

Estes antioxidantes reduziram a emissão de fluorescência (Figura 15), o que está de 

acordo com a capacidade destes antioxidantes para reduzir os níveis de espécies 

reativas de oxogênio. 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 µg/dL) por 48 horas sobre a produção de ânions superóxidos (O2
•−

) 

em CMLVs, na presença ou ausência de mito-TEMPO (5 μmol/L) e Tempol (10 μmol/L). Na parte 

superior, encontram-se microfotografias representativas da fluorescência emitida pelo dihidroetídeo 

(DHE) em CMLVs em situação controle, exposta ao chumbo e expostas ao chumbo na presença de 

mito-TEMPO e Tempol. O gráfico representa a intensidade de fluorescência em unidade arbitrária 

(UA) emitida por DHE. Os resultados estão expressos em média ± EPM. *P<0,05 vs Ct, &P< 0,05 vs 

Pb. ANOVA uma-via e pós-teste de Bonferroni. Número de unidades experimentais utilizadas entre 

parênteses. 

 

Uma vez demonstrado o incremento na produção de EROs pela exposição 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 o aumento da produção de ânions superóxidos era via aumento da 

atividade da NADPH oxidase. A Figura 16 mostra que a atividade desta enzima se 

apresentara aumentada frente ao estímulo com chumbo (20 μg/dL, por 48h) e este 

aumento da atividade foi reduzido na presença do inibidor da NOX-1 (ML 171 – 0,5 

μmol/L) e com um antioxidante (Tempol - 10 μmol/L). Por outro lado, os inibidores da 
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COX-2 celecoxib e rofecoxib (10 μmol/L) também reduziram o aumento da atividade 

da NADPH oxidase induzido por chumbo (Figura 16). Sugerindo a participação dos 

prostonoides sintetizados pela COX-2 no mecanismo implicado neste efeito do 

chumbo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 16: Efeito do chumbo (20 µg/dL, 48h) sobre a atividade da NADPH oxidase em CMLVs, na 

presença ou ausência de ML 171 (0,5 μmol/L), Tempol (10 μmol/L), Celecoxib (10 μmol/L) ou 

Rofecoxib (10 μmol/L). 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 pós-teste de 

Bonferroni. Número de unidades experimentais utilizadas entre parênteses. 

  

4.6.3 Efeitos do chumbo sobre a expressão gênica de NOX1 e NOX4 em células 

musculares lisas. 

Uma vez observado que a exposição ao chumbo aumenta a produção de EROs e a 

atividade da NADPH oxidase o siguiente passo foi estudar o efeito do chumbo sobre 

os níveis de RNAm das duas principais isoformas da NADPH oxidase a nível 

vascular, NOX1 e NOX4. Após incubação com chumbo durante 48 h encontramos 

que tanto a expressão do RNAm da NOX1 como da NOX4 estão aumentadas em 

CMLVs (Figura 17 A-B). Este resultado sugere que em CMLVs NOX1 e NOX4 

podem ser a principal fonte de produção de espécies reativas após exposição ao 

chumbo. Adicionalmente, observamos que existe uma relação entre o aumento da 

expressão de NOX1 e NOX4 e prostanóides sintetizados por COX-2. Assim quando 

pré-incubarmos as CMLVs com os inibidores de COX-2 celecoxib (10 mM/L) e 
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rofecoxib (10 mM/L), o aumento da expressão do RNAm de NOX1 e NOX4 induzido 

pelo chumbo foi previnido (Figura 17 A-B). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 17: Efeito do chumbo (20 µg/dL, 48h) sobre os níveis de RNAm de NOX1 e NOX4 em CMLVs, 

na presença e na ausência 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 pós-teste de Bonferroni. Número de unidades experimentais utilizadas entre 

parênteses.  

 

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

células musculares lisas. 

Estudamos também se o tratamento com o chumbo poderia alterar a expressão das 

enzimas antioxidantes SOD-Cu/Zn, SOD-Mn e SOD-EC. Similar ao que 

encontramos em artéria aorta, a expressão da proteína SOD-Mn foi aumentada em 

CMLVs tratadas com chumbo (Figura 18A), assim como a expressão da SOD-EC 

(Figura 18C). No entanto, a expressão proteica da Cu/Zn-SOD não foi afetada 

(Figura 18B). 
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Figura 18: Efeito do chumbo (20 µg/dL, 48h) sobre expressão protéica das isoformas da superóxido 

dismutase (SOD) em CMLVs. Análise densitométrica para (A) SOD-Mn, (B) SOD-CuZn e (C) SOD-

EC. Na parte superior da figura estão demonstradas as bandas representativas da expressão de 

SOD-Mn, SOD-CuZn, SOD-EC e da β-actina em células com e sem estimulo. Os resultados (média ± 

EPM) estão mostrados como expressão proteica da SOD-Mn, SOD-Cu/Zn e SOD-EC em relação à β-

actina. . Número de unidades experimentais utilizadas entre parênteses. Para análise comparativa foi 

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

 

4.6.5 Efeitos do chumbo sobre a expressão gênica e proteica de COX-2 e COX-

1 em células musculares lisas. 

CMLVs tratadas com chumbo, durante 48 h, também apresentaram aumento dos 

níveis de RNAm de COX-2 (Figura 19A). Este aumento foi acompanhado por um 

aumento da expressão proteica da COX-2, sem causar alteração na expressão 

proteica da COX-1 (Figura 19B-C). Além disso, observamos uma relação entre 

EROs e produtos da COX-2. Assim quando pré-incubarmos as CMLVs com o 

antioxidante Tempol, o aumento da expressão gênica de COX-2 induzida pelo 

chumbo foi prevenido (Figura 19 A). 
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Figura 19: A: Efeito do chumbo (20 µg/dL) sobre os níveis de RNAm de COX-2 em CMLVs, na 

presença e na ausência de Tempol (10 μmol/L). B, C: Análise densitométrica de Western blot para 

expressão protéica das isoformas indusível (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 expressão proteica da COX-2 e COX-1 em relação à β-actina. 

Número de unidades experimentais utilizadas entre parênteses. Para análise comparativa foi usado 

ANOVA uma-via e pós-teste de Tukey e Teste-t não pareado. *P<0,05 vs Ct. &P<0,05 vs Pb. 

 

4.6.6 Via de sinalização das MAPK está envolvida no aumento dos níveis de 

RNAm de NOX e COX-2 induzido pelo chumbo.  

Para verificar os efeitos do chumbo (20 µg/dL) sobre a ativação das MAPKs e Akt, 

estudamos o efeito de diferentes tempos de exposição ao metal (0,15, 30 min e 1, 3, 

24h). Observamos que a estimulação de ERK1/2 pelo chumbo é tempo dependente, 

onde sua expressão aumenta nos tempos 30-60 min, mas não em tempos longos de 

exposição (Figura 20A). Em contraste, a MAPK p38 foi ativada pelo chumbo 

somente após longo tempo de exposição ao metal (24 h) (Figura 20B). Porém, a 
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exposição ao chumbo nesta concentração e neste tempo, não foi capaz de alterar a 

expressão da MAPK JNK nem da Akt (Figura 20C-D). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 20: Chumbo induz a fosforilação das MAPKs ERK1/2 e p38. Efeitos do chumbo sobre a 

ativação de (A) ERK1/2, (B) p-38 MAPK, (C) JNK e (D) Akt em CMLVs. Na parte superior da figura 

estão demonstradas as bandas representativas da expressão das MAPKs ERK1/2, p-38, JNK e da 

Akt nos tempos de exposição ao chumbo. Os resultados (média ± EPM) estão expressos como a 

razão entra MAPK fosforilada e o total da MAPK e normalizados para os valores obtidos em células 

controles não estimuladas. Número de unidades experimentais utilizadas entre parênteses. Para 

análise 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 modulação de COX-2 

e na produção de ROS (Ohnaka et al., 2000; Wang et al., 2013). Diante disso e 

sabendo que a exposição ao chumbo ativa à via das MAPKs, nosso próximo passo 
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os inibidores de p38 e de ERK1/2, SB203580 (10 μmol/L) e U0126 (10 μmol/L), 

respectivamente. 

A expressão gênica de NOX1 foi normalizada na presença do inibidor de p38 (Figura 

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

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

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

e a ciclooxigenase-2.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 21: Participação da MAPKs na modulação de COX-2 e NOX. Efeitos de U0126 (10 μmol/L) e 

SB203580 (10 μmol/L) sobre a expressão 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 Pb. ANOVA uma-via e pós-teste de 

Bonferroni. Número de unidades experimentais utilizadas entre parênteses. 

 

4.6.7 Efeitos do chumbo sobre a migração e proliferação de células 

musculares lisas. 

Evidências mostram que a cascata de ativação das MAPKs é a principal via de 

sinalização que regula a proliferação, migração, diferenciação, inflamação e 

apoptose celular (Yang et al., 2003). Baseados nestes estudos e nos nossos 

resultados de ativação das MAPKs pelo chumbo aqui apresentados, investigamos a 

participação do chumbo na migração e proliferação de células musculares lisas. 

Para quantificar a migração celular, fotos da área de ferida, como descrita 

anteriormente, foram capturadas no tempo zero (0) e, depois, foram comparadas 

com fotos obtidas 24 horas após o estímulo com chumbo. Os dados representam a 

área de fechamento da ferida comparado ao tempo zero da situação com estímulo 

(chumbo) em relação à situação controle (sem o estímulo do chumbo), assumida 

como 1 (um), como pode ser visto nas imagens da Figura 22. A quantificação da 

migração celular após 24 horas de exposição ao chumbo foi de 1,33 ± 0,38, 

mostrando que nesta concentração o chumbo não promove alteração na migração 

de células musculares lisas. 

Em relação à proliferação celular de CMLVs após incubação com chumbo (20 µg/dL, 

durante 48 horas), não foi observada diferença com relação ao grupo controle, 

assumido como 1 (um) (chumbo: 1,01 ± 0,03), como podemos observar na Figura 

23. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



122 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
Figura 22: Efeitos do acetato de chumbo (20 µg/dL, 24 h) na migração celular de CMLVs. Fotos 

capturadas com auxílio de microscópio invertido, no tempo zero e após 24 horas de estímulo com o 

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

(1). Número de unidades experimentais utilizadas entre parênteses. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 23: Efeito do acetato de chumbo (20 µg/dL, 48 h) sobre a proliferação celular de CMLVs. 

Resultados (média ± EPM) apresentados como valores relativos comparados ao controle (1). Número 

de unidades experimentais utilizadas entre parênteses. 
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5 DISCUSSÃO 

Neste estudo mostramos que baixa concentração sanguínea de chumbo após 30 

dias de exposição, foi capaz de aumentar a pressão arterial sistólica, a contração 

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 produção de radicais livres derivados do oxigênio, principalmente o 

ânion superóxido, ocasionando redução da biodisponibilidade de NO. E ainda, por 

aumento da participação de prostanóides vasoconstrictores derivados da via do 

ácido araquidônico-ciclooxigenase. Os nossos resultados também sugerem que as 

MAPKs p38 e ERK1/2 estão envolvidas no aumento dos níveis vasculares de COX-2 

e na produção de EROs após exposição ao chumbo, e estas atuam em conjunto 

para produzir as alterações vasculares que podem contribuir para a ocorrência de 

hipertensão arterial.  

 

5.1 AVALIAÇÃO DA CONCENTRAÇÃO SANGUÍNEA DE CHUMBO 

A “Agency for Toxic Substances and Disease Registry” (ATSDR) estabelece como 

referência, níveis de chumbo no sangue na concentração de 60 µg/dL para pessoas 

ocupacionalmente expostas. No Brasil, de acordo com a norma regulamentadora nº 

7 (NR7) do Ministério do Trabalho (1988), os valores de referência, o qual apresenta 

valor próximo de ser encontrado em uma população não-exposta ocupacionalmente 

e o Índice Biológico Máximo Permitido são respectivamente 40 μg/dL e 60 μg/dL.  

Estudos populacionais têm demonstrado um aumento da concentração sanguínea 

de chumbo variando de 30 à 60 µg/dL em pessoas ocupacionalmente expostas 

(Ehrlich et al., 1998; Bene et al., 2001). Corroborando esses achados, Barbosa Jr. et 

al. (2005) demonstraram concentrações médias de chumbo no sangue de 11,6 ± 9,6 

μg/dL em 40 voluntários de 18 a 60 anos de idade da cidade de Bauru (SP) 

residentes próximo a uma antiga fábrica de baterias.  

Neste trabalho, 30 dias de exposição controlada ao chumbo levou a uma 

concentração sanguínea de 21,7 µg/dL, valor muito menor do que é considerado 

seguro para pessoas expostas. Assim, este estudo se reveste de relevância para 

avaliar e elucidar os efeitos da exposição por 30 dias a baixas concentrações de 

chumbo (21,7 μg/dL) sobre o sistema cardiovascular.  
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5.2 EFEITO DO CHUMBO NO COMPORTAMENTO DA PRESSÃO ARTERIAL 

SISTÓLICA E SOBRE PARÂMETROS PONDERAIS. 

A Hipertensão Arterial é uma doença crônica, de etiologia multifatorial, considerada 

como um importante problema de saúde pública por ser um dos fatores de risco para 

doenças cardiovasculares (Yazbeck et al, 2009). Vem sendo demonstrado, que a 

exposição a substâncias químicas ambientais, incluindo o chumbo, está emergindo 

como um potencial fator de risco para a hipertensão (Weinhold, 2004; Mamtani et al 

2011; Simões et al 2011). Todavia, os mecanismos que o chumbo pode afetar a 

pressão arterial e causar hipertensão são complexos (Heydari et al 2006), e sua 

causa nem sempre é conhecida. 

Diversos estudos associam os níveis sanguíneos de chumbo com a hipertensão 

(Harlan, 1988; Glenn et al., 2003; Navas-Acien et al., 2007). Estudos prévios 

demonstram associação entre exposição ao chumbo e desenvolvimento de 

hipertensão 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 informações, investigamos o efeito 

da exposição a baixas concentrações de chumbo sobre a pressão arterial sistólica 

(PAS) nesse modelo experimental e observamos que a pressão aumentou 

significantemente no grupo tratado com chumbo ao final de trinta dias de exposição. 

É bem estabelecido que ratos tratados cronicamente com altas concentrações de 

chumbo apresentam aumento de PA. Estudos realizados por Carmignani et al. 

(1999) mostraram que a exposição a 60 ppm de chumbo em água 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 água de beber no período de 2 a 8 

semanas (Sharifi et al., 2004). Malvezzi et al. (2001) mostraram que ratos Wistar 

expostos ao chumbo em concentrações maiores (750 ppm em água de beber) por 

10 semanas, apresentaram uma concentração sanguínea de chumbo de 67,8 µg/dL 

e significante aumento da PAS a partir da 5ª semana quando comparados ao grupo 

controle.  

Corroborando estes estudos, Roncal et al. (2007) demonstraram que ratos 

submetidos ao tratamento crônico com 150 ppm de acetato de chumbo na água de 

beber, por 04 semanas, apresentavam uma concentração sanguínea de chumbo de 

26 µg/dL e obtiveram aumento na pressão arterial sistólica. Estudos em 
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trabalhadores expostos ao chumbo são 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). É interessante ressaltar que baixos valores e não altos valores de exposição 

ao chumbo também têm sido fortemente associados com o desenvolvimento de 

hipertensão, como demonstrado por nós neste estudo.   

A hipertensão arterial impõe ao miocárdio sobrecarga mediante o aumento da pós-

carga decorrente da elevação da resistência vascular periférica (RVP) (Kaito et al., 

1996). Autores relatam a correlação entre hipertrofia cardíaca e disfunção ventricular 

decorrentes dos elevados níveis pressórico da hipertensão arterial (Bing et al., 

1995). Em nosso estudo, apesar do aumento da PA, os animais tratados com 

chumbo não apresentam alterações no peso do coração (normalizado pelo 

comprimento da tíbia), estimando-se, assim, a hipertrofia cardíaca que se manteve 

inalterada entre os grupos.  

Nosso grupo vem demonstrando com sucesso em modelos experimentais com 

animais, que a exposição aguda e/ou crônica ao chumbo exerce efeitos prejudiciais 

sobre a função cardíaca e vascular (Simões et al., 2011; Silveira et al., 2014; Fiorim 

et al., 2011; Fioresi et al., 2014). Porém, apesar da existência de trabalhos que 

estudam os efeitos tóxicos deste metal, ainda não está claro os efeitos resultantes 

da exposição a baixas doses de chumbo sobre o sistema cardiovascular e seu 

comportamento na pressão arterial e função vascular.  

Avaliando o peso corporal dos animais tratados com chumbo, este não foi diferente 

entre os grupos analisados. Esse dado confirma outros estudos que também 

avaliaram o peso corporal dos ratos expostos cronicamente ao chumbo e não 

observaram alteração nesse parâmetro (Carmignani et al., 1999; Grizzo & 

Cordelline, 2008). Estudo do nosso laboratório (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 EXPOSIÇÃO POR 30 DIAS A BAIXA CONCENTRAÇÃO DE 

CHUMBO EM ARTÉRIAS AORTA E MESENTÉRICA. 

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 crônico com baixas concentrações de 

chumbo altera a função da aorta e das artérias mesentéricas de resistência. 

Observamos que a resposta à fenilefrina em segmentos de artéria aorta torácica de 

ratos do grupo chumbo revelou aumento da contração vascular, confirmada pelo 

aumento da sensibilidade (pD2) e da resposta máxima (Rmáx) desenvolvida.  

Semelhante aos nossos achados, Heydari et al. (2006), também documentaram que 

o tratamento com 100 ppm de chumbo em água de beber, foi capaz de aumentar a 

resposta máxima e a sensibilidade na presença de fenilefrina em anéis de aorta 

torácica de ratos tratados com chumbo por um período de 8 a 12 semanas, sendo 

esses valores mais expressivos no grupo tratado por oito semanas. Recentemente, 

estudo desenvolvido em nosso laboratório por Silveira e colaboradores (2014), 

utilizando o mesmo modelo experimental aqui apresentado, porém com 

concentração sanguínea 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 (concentrações de 10-8 até 10-4 mol/L) sobre anéis de aorta torácica de 

ratos com e sem endotélio, não registraram nenhuma mudança na contração pela 

norepinefrina. Karimi et al. (2002), também não encontraram diferença na 

sensibilidade e na resposta máxima à 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 exposição por 7 dias ao acetato de 

chumbo (9,98 µg/dL) promove redução da reatividade vascular em aorta de ratos. 

Assim, os resultados conflitantes provavelmente devem-se as prováveis diferenças 

nas concentrações de chumbo as quais os animais foram expostos e também ao 

tempo de exposição aos quais os animais foram submetidos.  

As artérias com diâmetro menor 500 μm, chamadas de artérias de resistência, tem 

um papel fundamental na resistência vascular total e, portanto na manutenção da 

homeostase pressórica (Mulvany & Aalkjaer, 1990). A resistência vascular periférica 

é inversamente proporcional ao raio do vaso à quarta potência e, portanto, 

diminuições no tamanho destas artérias, podem produzir importantes aumentos na 

resistência periférica e, por conseguinte na pressão arterial (Mulvany & Aalkjaer, 
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1990). Na literatura há poucos relatos de que o tratamento crônico com acetato de 

chumbo esta associado a alterações na função vascular de artérias mesentéricas de 

resistência. Por isso, neste estudo avaliamos a função vascular destas artérias de 

resistência de terceira ordem de ratos controle e tratados com chumbo. Observamos 

que a exposição ao chumbo induziu aumento da resposta contrátil máxima à 

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, não foi 

devido a um aumento na capacidade contrátil geral dos vasos, uma vez que as 

respostas ao cloreto de potássio não foram afetadas pelo tratamento com chumbo 

nem na aorta nem nas artérias mesentéricas.  

Diante dos resultados de reatividade, fomos então investigar se o endotélio vascular 

estaria envolvido nas alterações observadas, uma vez que este é o principal 

responsável por modular o fluxo sanguíneo vascular, através da liberação de 

substâncias vasodilatadoras e vasoconstrictoras. Em algumas doenças ou na 

presença de fatores de risco como a hipercolesterolemia, tabagismo, hipertensão, 

insuficiência cardíaca ocorre uma alteração na capacidade do endotélio vascular em 

controlar adequadamente a resistência vascular. Essa situação é conhecida como 

disfunção endotelial (Cai & Harrison, 2010). Recentes estudos mostraram que além 

dos fatores de risco citados acima, a exposição a metais pesados também é um 

importante deflagrador de doenças cardiovasculares por causar alterações no 

endotélio vascular (Silveira et al., 2010; Fiorim et al., 2011). 

Para avaliar a modulação endotelial na resposta contrátil a fenilefrina, estudamos o 

efeito provocado pela retirada do endotélio vascular. Assim, foi observado um 

aumento da resposta contrátil 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 liberação de fatores 

vasodilatadores e/ou aumentando a liberação de fatores vasoconstrictores 

dependente do endotélio. Este efeito poderia contribuir para o aumento da resposta 

vasoconstrictora à 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) não demonstraram diferenças na sensibilidade e 

na resposta máxima em anéis de aorta intactos e sem endotélio de ratos tratados 

por 28 dias com 100 ppm de chumbo. 

Em artérias mesentéricas, a eliminação do endotélio produziu um pequeno aumento, 

de igual magnitude, na resposta vasoconstritora à fenilefrina em segmentos de 

artérias de ratos controle e chumbo, não sendo estatisticamente diferente entre os 

grupos. Assim, podemos sugerir que a eliminação do endotélio não modificou a 

resposta contrátil a fenilefrina nas artérias mesentéricas de ratos expostos ao 

chumbo, sugerindo uma menor participação endotelial nas alterações vasculares 

observadas neste leito vascular. 

 

5.3.2. Efeito da exposição por 30 dias ao chumbo sobre o relaxamento 

dependente e independente do endótelio. 

Para comprovar se o tratamento com chumbo alterava as respostas vasodilatadoras 

dependentes do endotélio realizamos curvas concentração resposta a ACh em anéis 

de aorta e mesentérica. O tratamento com o chumbo induziu um prejuízo nas 

respostas vasodilatadoras à acetilcolina em aorta, todavia não houve alteração em 

artérias mesentéricas. Do que se sabe e está descrito na literatura, não há estudos 

que demonstrem o efeito do chumbo sobre as respostas vasodilatadoras à ACh em 

mesentéricas. Estes resultados preliminares mostram que nesta concentração e 

tempo de exposição, o chumbo não promove prejuízo no relaxamento dependente 

do endotélio no leito mesentérico. A vasodilatação dependente do endotélio se 

mostra prejudicada em aorta, ou seja, alterou a produção de NO estimulada pela 

acetilcolina, corroborando os dados de contração a FE. 

 De forma similar aos nossos achados em aorta, foi observado prejuízo na resposta 

vasodilatadora à ACh, em artéria caudal de ratos, após a perfusão do leito caudal 

com 100 μM de acetato de chumbo (Silveira et al., 2010). Silveira et al. (2014) 

também mostraram que a exposição crônica a doses baixas de chumbo (12 µg/dL) 

diminui o relaxamento induzido por ACh em aorta de ratos. Em adição, Marques et 

al. (2001) observaram prejuízo 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 µg/dL) que nenhuma alteração significante foi observada no 

relaxamento promovido pela ACh em anéis de aorta controle e chumbo, sugerindo 

que a vasodilatação dependente do endotélio estava preservada nestes animais. 

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

perinatal ao chumbo, em aortas de ratos Wistar jovens. 

Podemos inferir que as diferenças encontradas se devam as doses de chumbo 

administradas e ao tempo de exposição aos quais os 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 alteração nos mecanismos de relaxamento 

do NO poderia estar envolvido na diminuição das respostas vasodilatadoras a ACh, 

o que corroboraria também nosso achados de reatividade à fenilefrina. O incremento 

na síntese de prostanóides vasoconstritores derivados da COX-2 está associado à 

hipertensão arterial podendo, também, ser responsável pelo prejuízo 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 prejuízo no 

relaxamento do músculo liso vascular, foram realizados experimentos com o 

nitroprussiato de sódio (NPS). O NPS promoveu resposta vasodilatadora 

concentração dependente, semelhante em ambos os grupos experimentais tanto em 

aorta como em mesentéricas, sugerindo que neste modelo de exposição não 

modificou a capacidade de relaxamento do músculo liso vascular. Resultados 

semelhantes foram encontrados por Zhang et al. (2007) que mostraram não haver 

diferença no relaxamento induzido pelo NPS em anéis de aorta incubados por 0.5, 6, 

12 e 24 horas com 1ppm de chumbo. Em adição, Karimi et al. (2002)  não 

observaram diferença estatisticamente significante no relaxamento induzido pelo 

NPS em ratos tratados com 100 ppm de chumbo por 28 dias. Já Marques et al. 

(2001) observaram prejuízo na resposta vasodilatadora ao NPS, nos anéis de aorta 

de ratos expostos ao chumbo por 30 dias.   

 

5.3.3 Efeitos da exposição por 30 dias ao chumbo sobre a biodisponibilidade 

do óxido nítrico em anéis de aorta torácica e de artérias mesentéricas de ratos. 

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

óxido nítrico. É bem descrito que o NO endotelial participa no controle do tônus 
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vascular e estudos de exposição crônica ao chumbo mostram indução da disfunção 

endotelial e redução 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 exposição ao chumbo se a modulação pelo NO nas respostas 

contráteis a fenilefrina estavam alteradas, utilizamos o inibidor de sintase do óxido 

nítrico, L-NAME. De forma similar com o que ocorreu na retirada do endotélio, 

observou-se que a incubação da artéria aorta com o L-NAME produziu um aumento 

da resposta contrátil a fenilefrina em ambos os grupos experimentais; no entanto, a 

magnitude do efeito em artérias aorta com L-NAME foi menor nos ratos tratados com 

chumbo. Estes resultados sugerem diminuição da biodisponibilidade de NO pelo 

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

Diferentemente ao que encontramos em aorta, aincubação das artérias 

mesentéricas com L-NAME levou a um aumento da resposta contrátil à FE de igual 

magnitude nos dois grupos estudados. Estes resultados são condizentes com os 

dados de reatividade em anéis de mesentéricas sem endotélio. Diante disto, sugere-

se menor participação do NO nas alterações 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 vasodilatação dependente do endotélio nestas artérias, incluindo as 

artérias coronárias, hepáticas, cerebrais e renais (Parkington et al., 1995; Brandes et 

al., 2000; McNeish et al., 2002).  

Alterações na via do NO, têm sido descritas em outros estudos experimentais de 

exposição ao chumbo (Vaziri et al., 1999; Fiorim et al., 2011). Resultados similares 

aos nossos, foram encontrados em aorta de animais expostos ao chumbo com 

concentrações 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 concentrações de chumbo aumenta a biodisponibilidade de NO 

nos estágios iniciais de exposição ao chumbo (Fiorim et al 2011).  

A redução da biodisponibilidade de NO pode ser devida as alterações em sua 

síntese. Marques et al. (2001) comprovaram prejuízo na resposta vasodilatadora 
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dependente do endotélio em ratos tratados com acetato de chumbo (5 ppm na água 

de beber durante 30 dias) e revelaram, contudo, aumento na expressão protéica da 

eNOS na artéria aorta dos animais expostos ao chumbo. Este aumento da atividade 

da NOS poderia ser uma resposta compensatória à degradação de NO mediada por 

EROs (Vaziri et al., 1997). Outro relato mostrou que a expressão 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 exposição ao chumbo durante 7 

dias, não alterou a expressão proteica da eNOS em aorta, embora tenha aumentado 

a fosforilação da eNOS na Ser1177.  

No presente estudo, não foram realizadas medidas da atividade da NOS em aorta 

nem em mesentéricas, portanto não podemos descartar alterações destas isoformas 

como responsáveis por estes efeitos observados. Adicionalmente, a literatura não 

traz estudos que avaliam a expressão da NOS em artérias mesentéricas em outros 

modelos experimentais, assim, não se sabe como essas proteínas se expressam na 

exposição ao chumbo neste leito vascular.  

Contudo, sabe-se que o NO está envolvido nos efeitos vasculares do chumbo, 

embora os resultados obtidos ainda sejam controversos. Estudos prévios 

demonstram que exposição crônica ao chumbo está relacionada com a diminuição 

na concentração urinária 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 

que receberam 100 ppm de acetato de chumbo na água de beber durante 3 meses. 

Nessa pesquisa, a partir da 8ª semana de exposição ao metal, foi demonstrada 

diminuição significante na excreção urinária dos metabólitos do NO (nitrito e nitrato) 

e aumento na concentração plasmática do malondialdeido (produto da peroxidação 

lipídica - indicador indireto da ação dos radicais livres). É 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 óxido nítrico, 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 o momento, uma vez que 

o NO pode ser drasticamente reduzido pela sua reação com espécies reativas de 

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

sobre a reatividade vascular em artérias aortas e mesentéricas de ratos. 

Várias evidências mostram que o estresse oxidativo é um importante participante de 

desordens como hipercolesterolemia, hipertensão, arteriosclerose, diabetes, 

insuficiência cardíaca, alteração da estrutura e função vascular (Gao & Mann, 2009; 

Kim et al., 2006; Vaziri et al., 2004). Alguns autores relacionam o aumento da 

pressão arterial com o aumento do estresse oxidativo na exposição ao chumbo 

(Gonick et al., 1997; Silveira et al., 2014).  O aumento da geração de radicais livres, 

principalmente aqueles derivados do oxigênio, leva a redução da biodisponibilidade 

de NO e esta é a principal causa de disfunção endotelial (Cai & Harrison, 2010). A 

inativação de óxido nítrico por EROs pode resultar em diminuição da vasodilatação, 

aumento da vasoconstrição, aumento da adesão de plaquetas/leucócitos, 

proliferação/migração de células musculares lisas vasculares e acúmulo de matriz 

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

O ânion superóxido é produzido por uma variedade de enzimas, incluindo xantina 

oxidase, ciclooxigenase e a NADPH oxidase. Esta última desempenha maior função 

nas células vasculares, sendo a principal fonte vascular de O2
•− (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 produção de O2
•−. Estes pesquisadores 

demonstraram que o tratamento com apocinina em artérias isoladas de ratos 

diminuiu a produção 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 têm relatado diferentes 

ações da apocinina que são independentes da sua capacidade de inibir a NADPH 

oxidase (Heumüller et al., 2008; Riganti et al., 2008), ou seja, reduz a disponibilidade 

de EROs através de suas propriedades antioxidantes (Heumüller 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 produção de ânion superóxido em aorta de 

ratos. Ademais, a apocinina, usada em uma concentração 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 presença do chumbo, produzindo assim mais ânion 

superóxido. Nas artérias mesentéricas a apocinina não alterou a reatividade 

vascular, o que sugere pouca participação da NADPH oxidase na produção de ânion 

superóxido neste leito vascular. Contudo, a SOD foi usada em artérias mesentéricas 

e reduziu a resposta vasoconstritora à fenilefrina em anéis de ratos tratados com 

chumbo. Pode-se especular, através deste resultado, que apesar da NADPH 

oxidase participar pouco da produção de espécies restivas de oxigênio em 

mesentéricas, outra via produtora de O2
•− parece está estimulada na exposição ao 

chumbo, mesmo que em menor magnitude. 

Em acordo, Silveira et al. (2010) demonstraram a participação de radicais livres na 

reatividade vascular do leito caudal de ratos, perfundido com 100 μM de acetato de 

chumbo. Em um estudo mais recente Silveira et al. (2014) demonstraram aumento 

nas EROs em modelo de tratamento crônico com chumbo em baixas doses (12 

µg/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 geração de O2
•− e também de H2O2 em culturas de 

células endoteliais e musculares lisas de artérias coronárias de humanos, tratadas 

com acetato de chumbo durante um período que variou de 1 minuto até 60 horas de 

incubação. 

Para confirmar a maior participação da NADPH oxidase no aumento da produção de 

EROs em artéria aorta, a expressão proteica da gp91phox, 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 possível 

mecanismo que justificaria as alterações vasculares seria a redução das defesas 

antioxidantes, pois iria contribuir para aumentar a produção de superóxido. No 

entanto, a expressão proteica de SOD-Mn e SOD-Cu/Zn aumentou em artérias 

tratadas com chumbo. Este mecanismo antioxidante pode estar ativado na 

exposição ao chumbo para proteger contra o aumento do estresse oxidativo 

observado.  
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Os resultados funcionais e bioquímicos do presente estudo, anteriormente 

discutidos, comprovam que a exposição a baixas doses de chumbo cursam com 

alterações na reatividade vascular. Este fenômeno foi associado à menor 

biodisponibilidade de NO e, maior produção e liberação de espécies reativas de 

oxigênio em artéria aorta, especialmente ânion superóxido, e destaca que os efeitos 

do chumbo sobre a reatividade vascular neste leito, foram dependentes do endotélio. 

Já nas mesentéricas, vimos que o endotélio pouco participa das alterações 

promovidas pelo chumbo, e que as EROs produzidas neste leito se deve a outra via 

de produção que não a NADPH oxidase.  

Nosso próximo passo foi investigar a via dos prostanóides derivados da 

ciclooxigenase, pois o envolvimento dessa via também poderia explicar os efeitos do 

chumbo em aumentar a resposta contrátil à fenilefrina nos anéis de aorta e 

mesentérica dos animais do grupo chumbo. 

 

5.3.5 O papel dos prostanóides derivados da ciclooxigenase (COX) no efeito do 

chumbo sobre a reatividade vascular em artérias aortas e mesentéricas de 

ratos. 

Em determinados modelos de hipertensão se tem observado um aumento na síntese 

de fatores endoteliais contráteis derivados de COX (Vanhoutte, 1995; Taddei et al., 

1997; Davidge, 2001), os quais poderiam ser responsáveis pelo prejuízo no 

relaxamento (Dohi et al., 1996; Zhou et al., 1999), assim como o incremento da 

vasoconstrição induzida por agonistas (Taddei & Vanhoutte, 1993). Alguns estudos 

sugerem o efeito do chumbo no metabolismo do ácido araquidônico e suas 

alterações vasculares (Karimi et al., 2002; Courtois et al., 2003; Grizzo et al., 2008; 

Silveira et al., 2010). 

Portanto, analisamos o envolvimento de prostanóides nas respostas 

vasoconstritoras induzidas por chumbo, e vimos uma redução 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 

participação desta via nas alterações vasculares observadas. O mesmo resultado foi 

observado nas artérias mesentéricas, sugerindo que neste leito vascular as 
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alterações de reatividade podem ser causadas principalmente pela ativação da via 

da ciclooxigenase e seus derivados.  

Em acordo com nossos dados, Grizzo & Cordelline (2008) demonstraram que a 

incubação com indometacina em anéis expostos ao chumbo causou significante 

diminuição na pD2, mas não alterou a resposta máxima. Karimi et al. (2002) também 

mostraram diminuição da reatividade vascular à FE em anéis incubados com 

indometacina em ambos grupos experimentais. Entretanto, este decréscimo foi 

maior no grupo tratado com chumbo. Estes autores sugerem a participação da via 

da ciclooxigenase em ratos expostos ao chumbo por 28 dias. Ademais, estudo 

prévio em nosso laboratório mostrou o envolvimento de prostanóides 

vasoconstrictores derivados da COX no leito arterial caudal de ratos perfundidos 

com chumbo (100 μM) (Silveira et al., 2010). Outro trabalho realizado em nosso 

laboratório mostrou ativação de COX-2 na exposição ao chumbo, e esta ativação 

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

A expressão vascular de COX-2 está normalmente associada com processos 

inflamatórios em muitas condições, tais como aterosclerose e hipertensão (Antman 

et al., 2005; Álvarez Y et al., 2005; Adeagbo et al., 2005). Nossos resultados 

demonstram um aumento da expressão de COX-2 em artérias de ratos tratados com 

chumbo, corroborando os dados funcionais. Em acordo, Courtois et al. (2003) 

registraram aumento da expressão da COX-2 em anéis de aorta perfundidos com 

chumbo.  

Então, até o momento demonstramos que os efeitos desse metal sobre a resposta 

contrátil à fenilefrina em aorta envolvem aumento na produção de espécies reativas 

do oxigênio que por sua vez podem reagir com o NO diminuindo sua 

biodisponibilidade. Além disso, vimos que a ciclooxigenase esta ativada na 

exposição ao chumbo. Em artérias mesentéricas, demonstramos que há pequena 

produção de EROs, porém esta produção parece não ser dependente da NADPH 

oxidase. O aumento de EROs pode ser justificado pela ativação da COX na 

exposição ao chumbo neste leito vascular, o que corrobora os achados de Martínez-

Revelles et al. (2013), que mostram uma correlação entre COX-2 e EROs, onde uma 

estimula a produção e/ou atividade da outra. Outros estudos confirmam o papel das 

EROs em aumentar a expressão da COX-2 (Nakamura et al., 2001; Martínez-

Revelins et al., 2013). Da Cunha et al. (2000), evidenciaram em leito arterial caudal a 
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participação dos prostanóides vasoconstritores na resposta contrátil à fenilefrina 

mediados pelo aumento de EROs. 

Os resultados acima discutidos confirmam o envolvimento de mais uma importante 

via de controle do tônus vascular que justifica os efeitos deletérios do chumbo sobre 

as artérias aorta e mesentérica de ratos após 30 dias de exposição a esse metal.  
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5.4 EFEITOS DA EXPOSIÇÃO AO ACETATO DE CHUMBO EM CÉLULAS 

MUSCULARES LISAS EXPLANTADAS DE AORTA DE RATOS. 

Um dos mecanismos propostos para explicar os efeitos do chumbo sobre a gênese 

da hipertensão arterial justifica-se no fato de que esse metal promove alteração nas 

células endoteliais (Khalil-Manesh et al., 1993; Gonick et al., 1997) e nas células do 

músculo 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 à baixa concentração de chumbo. Observamos que há um 

aumento da reatividade vascular, causado por uma disfunção vascular por aumento 

da geração de EROs e prostanóides vasoconstrictores. Por isso, na tentativa de 

investigar os mecanismos subjacentes dos efeitos do chumbo sobre o estresse 

oxidativo e a expressão de COX-2 observados na reatividade vascular, utilizamos 

CMLVs explantadas de aorta de ratos cultivadas e expostas durante 48 horas a 20 

µg/dL de chumbo.  

Após 48h de exposição ao chumbo vimos que ocorreu aumento na geração de ânion 

superóxido, 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 emissão de fluorescência, 

sugerindo redução da geração desta espécie reativa de oxigênio. Assim, podemos 

concluir que a exposição ao chumbo induz ao estresse oxidativo, que é reduzido por 

agentes antioxidantes em CMLVs.  

Como evidenciamos aumento na produção de O2
•− e os dados funcionais em artéria 

aorta mostram disfunção vascular caracterizada principalmente pela redução da 

biodisponibilidade de NO e aumento da produção de EROs, mensuramos também, 

em células musculares lisas, a atividade da NADPH oxidase uma vez que esta têm 

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 níveis semelhantes aos 

encontrados em células não expostas ao chumbo. Vaziri & Ding (2001) também 
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mostraram que a exposição ao chumbo em cultura de células endoteliais de 

coronárias humanas, aumenta a geração e/ou reduz a dismutação do superóxido, 

que por sua vez promove estresse oxidativo, aumenta a inativação de NO e provoca 

um aumento da expressão da eNOS cuja expressão é regulada negativamente pelo 

NO. 

Além da atividade da NADPH oxidase, observamos um significativo aumento da 

expressão do RNAm das subunidades NOX1 e NOX4 desta enzima nas CMLVs. 

Condizentes com nosso trabalho, estudos demonstram que a exposição ao chumbo 

promove a geração de superóxido nos componentes celulares da parede vascular 

(Ni, 2004; Aguado et al., 2013). Assim, o aumento da geração de EROs pelas 

células vasculares talvez seja um elo importante para o desenvolvimento de 

doenças cardiovasculares em populações expostas ao chumbo. 

A redução das defesas antioxidantes pode também contribuir para o aumento do 

estresse oxidativo. Um grande sistema de defesa antioxidante contra O2
•− são as 

superóxido dismutases, que desempenham um papel importante na regulação da 

pressão arterial e da função endotelial por reduzir os níveis extracelulares de O2
•−, 

assim prevenindo a inativação oxidativa do NO liberado do endotélio (Oury et al., 

1994; Oury et al., 1996, Stralin et al., 1995). No entanto, a expressão proteica de 

SOD-Mn e SOD-EC esta aumentada em CMLVs expostas ao chumbo, sugerindo 

que mecanismos antioxidantes estão ativados em células musculares lisas 

provavelmente para proteger contra o estresse oxidativo que está aumentado na 

exposição 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 ânion 

superóxido e de peróxido de hidrogénio em células endotéliais e CMLVs de artérias 

coronárias humanas depois do 60 h de exposição a acetato de chumbo (1 ppm), 

sendo acompanhada por um aumento da expressão 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. 

A COX-2, fonte das prostaglandinas que medeiam à inflamação, é rapidamente 

induzida em resposta a diferentes estímulos, incluindo fatores de crescimento, 

citocinas pró-inflamatórias e estresse oxidativo (Feng et al, 1995;. Martínez-Revelles 

et ai, 2013;. Wang et al., 2013). Estudos anteriores demonstram a localização de 
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COX-2 em CMLVs de aorta de ratos (Bishop-Bailey et al, 1999; Álvarez et al., 2007). 

Esta presença de COX-2 na camada muscular das artérias contribui principalmente 

para a alteração do tônus vascular (Bishop-Bailey et al, 1999), e o aumento da 

expressão vascular de COX-2 está geralmente associada à hipertensão (Álvarez et 

al., 2005; 2007). Prostanóides derivados da COX-2 foram também implicados nos 

efeitos vasculares do chumbo (Silveira et al., 2014) e de outros metais pesados, 

como mercúrio (Peçanha et al., 2010).  

Com o objetivo de avaliar a participação da COX-2 na ativação da NADPH oxidase e 

produção de ânion superóxido, no mesmo grupo de experimento, incubamos as 

células com inibidores de COX-2, celecoxib e rofecoxib. Os resultados mostraram 

redução da expressão dos níveis de RNAm de NOX1 e NOX4 e da atividade da 

NADPH oxidase sugerindo a participação dos prostanóides da COX-2 na ativação 

desta enzima. Nossos resultados corroboram o trabalho de Martínez-Revelles et al. 

(2013) que mostraram em aorta de ratos tratados com angiotensina II, a existência 

de relação recíproca entre as EROs e os produtos derivados da COX-2, sendo estes 

responsáveis pela disfunção vascular observada neste modelo de hipertensão.  

De forma similar ao observado em artérias de ratos tratados com chumbo, a 

exposição das CMLVs ao chumbo aumentou os níveis da proteína e RNAm da COX-

2. Entretanto, a COX-1 em CMLVs expostas se apresenta inalterada. Estes achados 

poderiam estar relacionados com o aumento da participação dos prostanóides que 

observamos nas respostas vasoconstritoras induzidas pelo tratamento com chumbo. 

Em continuação, usamos um varredor de ânion superóxido, o tempol, e vimos uma 

redução na expressão gênica da COX-2, sugerindo a ativação desta por EROs. 

Corroborando estes achados, alguns estudos na literatura mostram que o estresse 

oxidativo tem sido relacionado com o aumento da expressão de COX-2 (Feng et al., 

1995; Garcia-Cohen et al., 2000; Álvarez et al., 2007) e tratamentos com 

antioxidantes mostram redução desta expressão (Wong et al., 2010; Feng et al., 

1995; Martínez-Revelles et al., 2013). Segundo Garcia-Cohen e colaboradores 

(2000) e Álvarez e colaboradores (2007), o excesso de EROs é visto como um 

possível mecanismo para o aumento da atividade vasomotora da COX-2 no 

desenvolvimento da hipertensão. 

Como alguns dos estímulos e das vias de sinalização intracelular que provocam a 

liberação de COX-2 e EROs são comuns em diversos casos, autores descrevem 
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uma relação recíproca entre ambos os mediadores (Martínez-Revelles et al., 2013). 

Neste sentido, a própria atividade da COX-2 constitui uma fonte de ânion superóxido 

devido à sua capacidade de oxidar substâncias, como a NADPH oxidase (Félétou et 

al., 2011) e alguns prostanóides podem aumentar a produção de ânion superóxido 

em artérias de animais hipertensos (García-Redondo et al., 2009). Essa interação 

recíproca entre as duas vias aumentaria os efeitos nocivos do chumbo ao nível 

vascular. Sancho et al. (2011) também mostraram uma regulação recíproca da 

NADPH oxidase e a via da COX-2 em células hepáticas sob condições inflamatórias. 

Outros estudos demonstraram recentemente que a administração crônica de 

chumbo induz a disfunção endotelial em aorta de rato, devido ao aumento da 

expressão de COX-2 e um aumento da produção de O2
•− derivada da NADPH 

oxidase (Silveira et al., 2010, 2014). 

Ademais, estudos anteriores indicam que as vias das proteínas quinases ativadas 

por mitógeno (MAPKs) desempenha um papel importante na modulação da COX-2 

(expressão e atividade) e produção de EROs (Ohnaka et al., 2000; Wang et al., 

2013). No entanto, o mecanismo molecular específico e a cascata de sinalização 

continuam a ser o foco de intensa pesquisa. Evidências mostram que cascatas das 

MAPKs são as principais vias de sinalização que regulam a proliferação celular, 

migração, diferenciação, inflamação e apoptose (Yang et al., 2003). Além disso, 

Aguado et al. (2013) relataram que o mercúrio, um metal pesado, induz ativação das 

MAPKs em CMLVs. Diante disso, nós especulamos se as vias de sinalização das 

MAPKs poderiam estar envolvidas nas alterações induzidas por chumbo em CMLVs, 

o que poderia explicar nossos achados funcionais. Nossos dados mostram que o 

chumbo induz ativação precoce de ERK1/2 e uma ativação mais tardia da MAPK 

p38 sem efeitos sobre a JNK. Posser et al. (2007) mostraram o efeito tóxico de 

chumbo em células C6 de glioma e uma ativação significativa das MAPKs p38 e 

JNK. Além disso, vimos que o chumbo não estimula a fosforilação 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 ativação da 

COX-2 e da NADPH oxidase nos efeitos mediados pelo chumbo, inibidores 

específicos destas MAPKs foram usados para observar os efeitos sobre a expressão 

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 níveis de RNAm 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 modulação da expressão e atividade da COX-2, e a inibição das MAPKs 

ERK e p38 atenua o aumento a expressão de COX-2 induzido por outro metal, o 

arsênio, em queratinócitos humanos. Leonard et al. (2004) demonstraram também 

que a ativação das MAPKs por metais pesados pode modular os mecanismos que 

induzem o stress oxidativo. Nossos achados mostram pela primeira vez que a 

ativação de proteínas inflamatórias, tais como: NADPH oxidase e COX-2 em 

resposta à exposição ao chumbo é mediada por vias de sinalização que inclui as 

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

No entanto, quando analisamos os efeitos do chumbo sobre migração e proliferação 

em CMLVs, nenhuma diferença foi observada neste modelo de exposição. Alguns 

trabalhos mostram que o chumbo pode aumentar a proliferação de células de fígado 

de rato (Liu et al., 1997), de CMLVs (Fujiwara et al., 1995) e células do baço 

(Razani-Boroujerdi et al., 1999). Estudos realizados por Lu et al. (2001) 

demonstraram que o chumbo induz proliferação de células de astrocitoma 1321N1 

em humano, mediado por ativação das vias de transdução de sinal de MEK1/2 e 

ERK1/2 de forma dependente da PKCɑ. As discrepâncias com os nossos dados 

pode ser devido às diferenças nos protocolos relacionados com doses e/ou duração 

da exposição ao chumbo. Todavia, um tempo maior de exposição ou uma dose 

maior poderiam levar a diferenças de proliferação e migração em CMLVs, como 

observado em outros tipos celulares. 
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6 SUMARIZAÇÃO DOS RESULTADOS 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 24: Sumarização esquemática dos resultados obtidos no presente estudo. A exposição ao 

chumbo, em baixas concentrações, ativa vias de sinalização das MAPKs (ERK1/2 e p38) que 

resultam na ativação da ciclooxigenase-2 (COX-2) e das subunidades da NADPH oxidase, NOX1 e 

NOX4, que atuam em conjunto para produzir as alterações vasculares que podem contribuir para a 

ocorrência de hipertensão arterial e doenças cardiovasculares. EROs: espécies reativas de oxigênio, 

CMLV: células musculares lisas vasculares. 
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7 CONCLUSÕES  

- O modelo experimental utilizado nesse estudo apresentou, ao término de 30 dias, 

baixas concentrações sanguíneas de chumbo, concentrações essas inferiores às 

consideradas limites pela ATSDR e permitidas pelo Ministério do Trabalho Brasileiro. 

Entretando, esta baixa concentração de chumbo já foi capaz de aumentar a pressão 

artéria sistólica dos ratos tratados. 

- Este tipo de tratamento induziu alteração na reatividade vascular em aorta e 

artérias mesentéricas de resistência, com aumento da resposta vasoconstritora e 

redução da resposta vasodilatadora. Estas alterações da função vascular parecem 

ser promovidas pela redução da biodisponibilidade do NO, pelo aumento da 

produção de O2
•− derivada da NADPH oxidase em aortas; e ainda sugere a 

participação dos prostanóides derivados da COX-2 em aorta e nas alterações 

vasculares observadas em mesentéricas de resistência. 

- Este tratamento promoveu o aumento da produção de ânion superóxido, da 

expressão da isoforma da COX-2 e da gp91phox nas artérias e ainda dispara 

mecanismos compensatórios para contrabalancear o aumento da produção de 

EROs, como o aumento da expressão de enzimas antioxidantes como a SOD. 

- A exposição 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 produção 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 expressão proteica da SOD-Mn e SOD-EC 

estão aumentadas em CMLVs expostas ao chumbo, possivelmente na tentativa de 

conter o estresse oxidativo elevado. A expressão gênica 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 regulação recíproca entre ativação de NOX e COX-

2. 

- De forma inédita, baixas doses deste metal ativaram as MAPKs, e estas parecem 

estar envolvidas na modulação de COX-2 e na produção de EROs após a exposição 

ao chumbo. Entretanto, a migração e proliferação 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 referência para pessoas expostas, 

foi capaz de aumentar a pressão arterial, promover disfunção vascular e ativar as 

vias de sinalização das MAPKs. Estes efeitos estão associados com a ativação de 

proteínas inflamatórias como NADPH oxidase e a COX-2, que agem em conjunto 

para promover a disfunção vascular. Nossos achados suportam fortemente que a 

exposição ao chumbo deve ser considerada como um fator de risco ambiental para 

doenças cardiovasculares.  
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ANEXO I 

Artigo científico publicado relacionado ao tema desta tese. 
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