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O ser humano sempre esteve exposto aos metais toxicos através de
concentragbes naturais no solo e na agua. Em areas com elevadas
concentragdes, a contaminagdo metalica dos alimentos e da 4gua provavelmente
deu origem aos primeiros casos de envenenamento. Os metais oriundos dos
utensilios empregados para a preparacao e consumo de alimentos aumentaram
este risco. O surgimento da era industrial e da mineracdo em grande escala criou
doencas profissionais causadas por varios metais toxicos.

Os metais pesados, que obviamente ndo podem ser biotransformados,
permanecem no organismo e exercem seus efeitos téxicos através de sua
combinagcdo com um ou mais grupos reativos essenciais para as funcgdes

fisioldgicas normais (ligantes).

Alguns metais como o ferro, o zinco, 0 magnésio, e o cobalto, em doses
peguenas sao essenciais para a vida, enquanto outros, como o chumbo (Pb), o
mercurio, 0 cadmio, 0 cromo e o arsénio podem estar presentes nos organismos,
mas nao tém utilidade biologica. Os metais téxicos presentes no ambiente e,
principalmente, a utilizacao destes pelos humanos sdo potencialmente perigosos
a saude dos organismos vivos. Os principais usos que condicionam as fontes de
exposicao estdo relacionados as industrias: extrativa, petrolifera, de baterias, de

tintas e corantes, de ceramica, cabos, tubula¢cées e municdes.

Mesmo com o reconhecimento atual dos perigos dos metais toxicos, a
incidéncia de intoxicagdes permanece significativa, havendo grande necessidade

de tratamento eficaz.



O Pb é o principal metal encontrado na natureza como contaminante
ambiental e as suas concentragbes no meio ambiente foram amplamente
aumentadas com a industrializagdo. Atualmente, a Organizagdo Mundial da Saude
(OMS) reconhece o Pb como um dos elementos quimicos mais perigosos a saude
humana (Vanz et al., 2003). No setor industrial, além do Pb metdlico, sdo comuns
os compostos de acetato, cloreto, cromato, nitrato, fosfato, sulfato e 6xido de
chumbo. Em muitos paises, o chumbo tetraetila e o tetrametila sdo usados como
aditivos de combustiveis.

O principal minério de chumbo é a galena, porém uma importante fonte de
obtencao é a recuperacgao de sucatas do metal.

As utilizagbes industriais do Pb, em razdo principalmente de suas
propriedades fisicas e quimicas, determinam exposicées a médio ou em longo

prazo e, excepcionalmente, em curto prazo.

Em 1987, foram relacionadas 113 atividades industriais que expunham
seus trabalhadores ao Pb e que podiam servir como fonte de contaminagao
ambiental. Entre estas atividades, destacamos: fundicdo (sulfeto de chumbo),
fabricacdo de tintas e vernizes (cromato de chumbo), esmaltacdo e raspagem
(mondxido e tetréxido de chumbo), solda e polimento (liga chumbo e estanho),
Oleos lubrificantes (naftelato de chumbo) (Silva & Moraes, 1987). Embora a
exposicao aguda a altas concentragbes de Pb tenha diminuido nos ultimos 20
anos, a exposicao crbnica a baixas concentragcdes de chumbo contaminando o
ambiente ainda é um problema de saude publica em muitos paises, inclusive nos

desenvolvidos. Segundo a Organizacao Mundial de Saude (Bulletin of the World



Health Organization, 2000), tem-se conseguido uma diminuicdo no uso de
chumbo principalmente no petréleo, em paises desenvolvidos nos ultimos anos.
Ja nos paises em desenvolvimento o chumbo continua a ser um importante
problema de saude publica, com varias formas de exposicdo. Na América Latina,
a exposicao € pequena atraves de tintas, mas é grande através de ceramicas. A
exposicdao por diversas fontes parece ser até mais importante do que pelo
petréleo, especialmente na populagdao pobre — mineracgao, fabricas de baterias,
artesanato, fundicées. Paises como Jamaica e Albania tiveram suas populacoes
expostas (residentes de é&reas perto de fabricas) estudadas tendo sido
demonstrado uma concentracido sanglinea duas vezes maior do que as pessoas
nao expostas. A China também contribui com dados parecidos, sendo que houve
grande numero de criangas com taxas sangiineas altas mesmo morando longe
de fabricas, 0 que sugere ser devido a exposicao ao petréleo (combustiveis) que
tem grande quantidade de chumbo naquele pais. No México, o risco de exposi¢cao
ao chumbo esteve relacionado com o tipo de ceramica utilizada para o preparo da
alimentacao, concentragcdo de chumbo do ar devido a emissao por veiculos e na
sujeira e poeira com as quais as criancas tém contato. A Africa tem um petréleo
com as maiores concentragées de chumbo do planeta. O nivel de chumbo no solo
também é grande. A exposicdo as criangas é um problema sério de saude
publica, que esta relacionado com o nivel cultural dos pais e a situagdo socio-
econO6mica. Na Tailandia, apés a retirada do chumbo dos combustiveis, houve

uma melhora importante nas concentragbes atmosféricas locais.



Apesar da falta de dados sistematizados sobre as intoxicacoes
ocupacionais pelo chumbo no Brasil, as informacdes disponiveis apontam para
uma prevaléncia relativamente alta desses casos. Estudos realizados em Bauru,
SP, entre 1985 e 1987, identificaram seiscentos casos de saturnismo entre
trabalhadores de fabricas de baterias (Cordeiro, 1988), e em 2002 a existéncia de
314 criangas com taxas de plumbemia superiores aquelas aceitaveis pela
Organizacdo Mundial de Saude (10ug Pb/dl sangue), devido contaminag&o
ambiental por chumbo em uma érea residencial (Tomita, et al., 2005). Em Belo
Horizonte, MG, em 1987 de um total de 154 trabalhadores de fébricas e
reformadoras de baterias estudados, 52% apresentaram sintomas de intoxicacao
profissional pelo Pb (Rocha & Horta, 1987). Em 1989 encontrou-se uma
prevaléncia de intoxicacao pelo Pb de 38% na maior fabrica de acumuladores

elétricos da cidade de Campinas (Prefeitura Municipal de Campinas, 1989).

A ACGIH-2002 (American Conference of Governamental Industrial
Hygienists, USA) e a ABHO-2002 (Associagcdo Brasileira de Higienistas
Ocupacionais, Brasil) recomendam o valor de 30 ug/dl de Pb no plasma como
indice Biolégico de Exposicdo, i.e, valor de referéncia tido como guia para
avaliagcdo do risco potencial a saude na pratica da Higiene Industrial (ACGIH,
2002). Mulheres em idade fértil, cujo Pb no sangue exceda 10 ug/dl, estdo em
risco de gerar uma crianga com uma taxa de Pb no sangue acima de 10 pg/dl que
€ guia estabelecido pelo Centro de Controle de Doengas (CDC-USA).

As principais vias de absor¢do do chumbo sédo a gastrintestinal e o sistema

respiratério (Klaassen, 2001; Sadao, 2002). No local de trabalho a absorcéo



gastrintestinal pode ser significativa e é estimada em 10%. As criancas e as
mulheres gravidas exigem observagdes adicionais, pois, em relacdo aos adultos,
as criangas sao mais susceptiveis ao Pb, ingerem mais Pb nos alimentos por quilo
de peso corpéreo (fator de 2 a 3) e absorvem mais Pb através do trato
gastrintestinal, e o metal atravessando a barreira placentaria pode afetar o
desenvolvimento fetal (Salgado, 2003).

Alguns compostos de Pb sdo absorvidos percutaneamente, como os sais
de Pb de acidos organicos, por exemplo, naftenato de chumbo, chumbo metalico
finamente dividido e solucdo de nitrato de chumbo. Os compostos organicos,
como o chumbo tetrametila, sdo absorvidos através da pele intacta, por serem
lipossoluveis (Salgado, 1996; Sadao, 2002; Vaziri, 2008).

No sangue, o Pb liga-se aos eritrocitos na proporcdo de 90 a 95%. Apds a
absorcéo, nas primeiras 24 horas, estabelece-se equilibrio entre o Pb plasmatico e
o eritrocitario. Cerca de 5 % ou até menos do metal encontram-se no plasma livre
ou ligado a albumina e a alfa2- globulina (Salgado, 1996).

Depois da absorcéo, o Pb inorganico é distribuido inicialmente pelos tecidos
moles, principalmente no epitélio tubular do rim (Sadao, 2002) e no figado. Com o
tempo, o chumbo é redistribuido e depositado nos ossos, dentes e cabelo
(Klaassen, 2001; Kosnett, 2003; Sadao, 2002).

Estudos cinéticos indicam trés compartimentos para o Pb corpéreo. O
primeiro representado pelo sangue e alguns 6rgaos parenquimais de troca rapida,
com meia-vida da cerca de 35 dias; 0 segundo compartimento representado pelos

tecidos moles, com meia-vida de 40 dias; e o terceiro representado pelos 0ssos,



com meia-vida de 20 anos (Salgado, 1996; Kosnett, 2003). Nos o6rgaos é
encontrado em diferentes gradientes, em funcao da afinidade com os tecidos.

Além dos 0sso0s, 0s niveis mais elevados sdo observados na aorta, figado,
rins, adrenal, tiredide e jejuno. O total de Pb presente no organismo de individuos
nao expostos é de 100 a 400 mg, e mais de 90% estao depositados nos ossos
(Salgado, 1996; Sadao, 2002).

Cerca de 76% do Pb absorvido sdo excretados na urina, 16 % pelo trato
gastrintestinal, e menos de 8% por outras vias como cabelo, unhas e suor. No
homem a excrecao pelo leite € da ordem de 12 ug/l (Salgado, 1996).

Em animais de laboratério, o Pb € excretado para a bile, e muito mais Pb é
excretado nas fezes do que na urina (Gregus & Klaassen, 1986). Em seres
humanos, a excrecdo urindria € a via mais importante (Kehoe, 1987), e a
concentracdo de Pb na urina é diretamente proporcional a do plasma (Zielhuis,
1971; Moreira & Moreira, 2004). Entretanto, como a maior parte do Pb no sangue
se encontra nos eritrocitos, muito pouco é filtrado.

A ingestao diaria normal de Pb é de aproximadamente 0,3 mg, ao passo
que o equilibrio positivo do Pb comega com uma ingestdo diaria de
aproximadamente 0,6 mg. Esta quantidade geralmente ndo produz toxicidade
manifesta durante toda a vida. Entretanto, o tempo de acumulo de quantidades
toxicas diminui desproporcionalmente a medida que aumenta a quantidade
ingerida; enquanto que uma ingestao diaria de 2,5 mg de Pb exige quase 4 anos

para acumular uma carga toxica, uma ingestdo diaria de 3,5 mg exige poucos



meses, ja que a deposicdo nos 0ssos é lenta demais para proteger os tecidos
moles durante o acumulo rapido (Klaassen, 2001).

Acredita-se que o ambiente intra—uterino exerce um papel importante na
origem de muitas doengas no individuo adulto. Tais doencas incluem: hipertensao,
diabetes, doencas cardiacas, coronarianas e derrame. Atuando na predisposicao
genética, o0s processos intra-uterinos parecem programar o metabolismo do
individuo e sistema enddcrino e, apds o nascimento, estes fatores de risco séo
entdo amplificados ou minimizados por influéncias ambientais (Newnham, 2001).

Os fetos, 0os neonatos e as criangas sao muito susceptiveis a intoxicacao
pelo Pb porque o sistema nervoso central em desenvolvimento apresenta alta taxa
de mitose e migracdo celular (Burdette & Goldstein, 1986), que sdo processos
bastante sensiveis a disturbios causados por substancias téxicas. A exposigcao de
fetos e neonatos ao Pb pode ocorrer ndo somente quando a mae se expde ao Pb
durante a gestacdo, mas também pela transferéncia de Pb proveniente do
armazenamento ésseo. Tem sido relatado que, durante a gestacao, o Pb que se
acumulou nos ossos da mae, pode ser mobilizado e atingir os fetos e neonatos
pela placenta e leite, respectivamente (Silbergeld, 1991; Dorea & Donangelo,
2006).

Além do desenvolvimento incompleto do sistema nervoso central, as
criangas lactentes sdo mais susceptiveis a intoxicagdo por Pb devido a pouca
massa corporal, a maior absorcao intestinal e menor taxa de eliminacéo, e por nao
apresentarem uma barreira hematoencefalica completamente funcional (Goyer,

1990; Lockitch, 1993; Vega et al., 1999).



Numerosas evidéncias demonstram que o desenvolvimento neural se
estende do periodo embrionario até o periodo poés-natal. Os roedores tém um
desenvolvimento mais consideravel do sistema nervoso no periodo pés-natal,
enquanto que os humanos tém consideravel maturacdo do seu sistema nervoso
no periodo pré-natal. Em outras palavras, o desenvolvimento cerebral de ratos
neonatos corresponde aos estagios fetais em humanos (Seidler et al., 1995; Rice
& Barone, 2000).

Em ratos, os neurdnios catecolaminérgicos desenvolvem-se nos estagios
iniciais da ontogénese (Oliff & Gallardo, 1999). Em 1992, Wakatsuki et al.,
mostraram uma correlagao positiva entre a idade gestacional e a porcentagem de
decréscimo da freqUéncia cardiaca basal de ovinos, sugerindo um importante
papel do sistema nervoso autbnomo sobre o desenvolvimento cardiovascular.
Posteriormente, demonstrou-se que o SNA desempenha importante papel sobre a
adaptacao circulatéria e metabdlica de fetos ovinos a alteragées no seu meio intra-
uterino e apds o nascimento (Segar et al., 1994).

Os efeitos do Pb constituem provavelmente a doenga ocupacional mais
antiga. Este metal é capaz de formar complexos com varios compostos e interferir
na atividade de enzimas, causando anormalidades estruturais e funcionais de
multiplos sistemas do organismo. Sao efeitos atribuidos ao saturnismo: anorexia,
constipacao, paralisia, nefropatia, hipertensdo ou hipotensao, distarbio do sistema
nervoso central, reprodutor, hematoldgico e imunolégico (Karmakar & Anand 1989;
Kempinas et al, 1991; Nowack et al., 1993; Moser et al., 1995; Taylor 1996;
Klaassen 1996, Malvezzi & Cordellini 2001; Anis et al., 2007; Babu et al., 2007;

Zhang et al., 2007).



A hipertens@o é provavelmente o efeito critico na intoxicagao pelo Pb no
individuo adulto. Se uma relagcao causal entre exposicdo ao Pb e hipertensao
existe, 0s mecanismos propostos devem incluir a interferéncia do Pb sobre o
transporte i6nico através das membranas, as interacées dos processos mediados
pelo calcio, as agbes vasomotoras diretas e/ou potencializagdo da estimulagao
simpatica, entre outros (Piccinini et al., 1977; Watts et al., 1995; Heydari et al,,
2006; Prozialeck et al., 2008; Vaziri, 2008).

A severidade na extenséo dos efeitos do Pb sobre o sistema cardiovascular
parece ser diretamente influenciada pela dose e pela duragdo da exposicao do
organismo a este metal (Nowack et al., 1993; Heydari et al., 2006; Robles et al.,
2007; Vaziri & Gonick, 2008).

As alteracbes de pressdao arterial causadas pelo Pb sdo devidas,
principalmente, a acdo desse metal no coragdo, nos vasos, nos rins e no sistema
renina-angiotensina-aldosterona (Kopp et al.,1988; Zerbino et al.,1990; Novak et
al., 1995; Taylor,1996; Carmignani et al., 1999; Vaziri, 2008; Prozialeck et al.,
2008; Vaziri & Gonick, 2008).

Em ratos adultos, a hipertenséo induzida pela exposicdao ao Pb durante a
vida poés-natal é caracterizada por um aumento da reatividade vascular as
catecolaminas (Skoczynska et al.,1986; Heydari et al., 2006), um aumento dos
niveis de noradrenalina no plasma, e uma diminuicdo dos receptores beta-
adrenérgicos (Tsao et al., 2000; Vaziri, 2008). Contrariamente, Purdy et al. (1997)
nao observaram alteracdes de reatividade a agentes vasoconstritores (fenilefrina e
noradrenalina) ou vasodilatadores (acetilcolina e nitroprussiato de sdédio)

associadas com a hipertensao arterial em ratos expostos ao Pb. A discrepéancia de



resultados para os agentes vasoativos demonstra que as alteracdes de reatividade
vascular relacionadas ao saturnismo é ainda uma questao em aberto, merecendo
maiores investigacoes.

Sabe-se que as alteracdes de reatividade vascular podem ser determinadas
por uma disfun¢do tanto do musculo liso vascular quanto da célula endotelial ou
ainda uma associagao de ambas.

A literatura tem mostrado que o Pb, e outros metais como mercurio e
cobalto inibem a producao de 6xido nitrico (NO) em macroéfagos in vitro (Tian &
Lawrence, 1995). A inibicao da NO-sintase pelo Pb foi também descrita em células
endoteliais cerebrais (Blazka et al., 1994, Mittal et al., 1995) e neurdnios (Selvin-
Testa et al,, 1997). Ainda, o Pb pode aumentar a producdo de espécies reativas
de oxigénio que, além da atividade vasoconstritora, participam na degradacao do
NO (Gonick et al., 1997, Ding et al., 1998, Vaziri et al., 1999; Flora et al, 2008;
Vaziri & Gonick, 2008). Ao lado do NO, a célula endotelial produz e libera o fator
hiperpolarizante derivado do endotélio (EDHF). A exposi¢cao crdnica ao Pb inibe a
hiperpolarizagdo dependente do endotélio induzida pela acetilcolina (ACh) em
artéria mesentérica de ratos, sugerindo que esse metal € um inibidor do EDHF
(Qishi et al., 1996). O Pb pode ainda determinar anomalias na sintese de
prostaciclinas (Stojek & Skoczynska, 2003). Estes dados corroboram as
observagdes de Khalil-Manesh et al. (1993), que mostraram o envolvimento dos
fatores endoteliais na hipertenséo induzida pelo Pb.

Os efeitos do Pb sobre a reatividade vascular podem ser devidos, ainda, a
uma agao direta deste metal sobre o musculo liso vascular. Sabe-se que o Pb

interfere em processos regulatérios que envolvem o ion calcio (Favalli et al., 1977;
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Piccinini et al., 1977; Webb et al., 1981; Vaziri & Gonik, 2008). O Pb pode bloquear
correntes de Ca* sensiveis a voltagem que determina um aumento na
concentragdo de Ca* intracelular (Kopp et al, 1988; Watts et al, 1995;
Carmignani et al., 2000); interagir com a proteina quinase C (Novak & Banks,
1995; Vaziri & Gonik, 2008); e substituir o Ca*™ na ativacdo da calmodulina
(Habermann et al., 1983; Richardt et al., 1986; Vaziri &Gonik, 2008). Ainda, este
metal pode inibir o transporte enzimatico Na*-K* ATPase, que contém grupo
sulfidrila o qual se liga facilmente ao Pb, prejudicando o transporte de sddio e,
secundariamente, a saida de calcio da célula muscular lisa (Hart & Titus, 1973,
Weiler et al., 1990; Prozialeck, et al., 2008).

Dados anteriores em nosso laboratério mostraram que as alteragbes de
reatividade vascular induzidas pelo saturnismo, no individuo adulto, envolvem
disfuncéo tanto do musculo liso vascular quanto da célula endotelial ou ainda uma
associagao de ambas, dependendo do grau de intoxicagao (Malvezzi & Cordellini,
1998).

Ao lado das alteragbes funcionais acima descritas, o Pb é responsavel
ainda por varias alteracées morfoldgicas nos vasos. Assim, a exposicdo ao Pb
produz um efeito estimulante sobre a proliferacdo de células musculares lisas
(Fujiwara et al., 1995), e um efeito inibitério sobre a proliferacdo de células
endoteliais em cultura (Kaji et al., 1995). A aterosclerose em artérias de pequeno e
médio calibre foi também descrita no processo patolégico da intoxicagao pelo Pb
(Zerbino & Pospishiliu, 1990; Vaziri & Gonick, 2008).

O tratamento usual na intoxicacao pelos metais pesados é a administracao

de agentes quelantes. Estes compostos formam ligagdes covalentes com o atono
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do metal, formando assim um complexo (quelato) que é excretado pelo organismo.
Os agentes quelantes mais utilizados nas intoxicagbes pelo Pb sdo o acido
etilenodiamina-tetracético (EDTA) e o acido dimercaptossuccinico (DMSA).

O DMSA é um agente quelante efetivo em animais e humanos (Cory-
Slechta, 1988; Counter et al.,, 2003; Rademacher et al., 2003; Kalia & Flora,
2005), e parece mobilizar primariamente o Pb do tecido liquido como o sangue, e
tecidos moles como o figado, os rins e o cérebro (Cory-Slechta 1988; Kalia &
Flora, 2005; Flora et al, 2008). Além disso, 0 DMSA nao causa a redistribuicao de
Pb dos ossos para o sistema nervoso central no inicio do tratamento (Cory-
Slechta, 1988), que parece ser a maior desvantagem da terapia com o EDTA
(Cory-Slechta et al., 1987; Flora et al., 1995). Diferentemente do EDTA, o DMSA
pode ser administrado via oral sem facilitar a absorcdo do Pb pelo trato
gastrintestinal (Kapoor et al., 1989; Kalia & Flora, 2005). Ainda, o DMSA é mais
seletivo para o Pb do que o EDTA, resultando em menor perda de metais
essenciais, como 0 zinco, e outros ions durante o tratamento (Freidheim et al.,
1978; Graziano et al., 1985, 1988; Flora et al., 2008 ).

Ao lado das propriedades quelantes, o DMSA é um sequlestrador de ROS
(Khalil-Manesh et al., 1994; Ding et al., 1998; Flora et al, 2008; Vaziri et al., 2008).
Dessa forma, o DMSA poderia contrabalancar o aumento das ROS produzido pelo
Pb. Ainda, a literatura relata que o efeito do DMSA sobre as ROS reduz a pressao
arterial média de ratos espontaneamente hipertensos e com hipertensao induzida
pelo Pb (Khalil-Manesh et al., 1994; Gonick et al., 1996; Vaziri et al., 2008).

Dados da literatura mostram que, um aumento nas ROS e uma

diminuicdo do agente vasodilatador NO participam na hipertensao induzida pelo
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Pb (Gonick et al., 1997; Ding et al., 1998; Malvezzi et al., 2001; Vaziri & Gonick,
2008). Dessa forma, um tratamento alternativo para a hipertensao induzida pelo
Pb seria a administragdo do precursor do NO, L-arginina. Visto que o NO age
como um sequestrador de ROS (Kanner et al., 1991; Vaziri & Gonick, 2008), este
tratamento, além de aumentar o vasodilatador NO, poderia resultar na diminuicao
das ROS, bem como da hipertensdo induzida por este metal. Assim, Ding et al.
(1998) mostraram que a administracao in bolus de L-arginina seguida da infusédo
continua por 30 min foi capaz de reduzir a pressao arterial de ratos intoxicados
pelo Pb. Trabalhos anteriores em nosso laboratério tém confirmado o potencial
terapéutico de ambos DMSA e L-arginina na reversao das alteragdes de pressao
arterial induzidas pelo saturnismo (Malvezzi et al., 2001). Ainda, o tratamento com
a associacdo DMSA/L-arginina mostrou-se mais efetivo do que os tratamentos
isolados em mobilizar Pb dos tecidos e em reduzir a pressao arterial aumentada
de ratos intoxicados pelo Pb (Malvezzi et al., 2001).

O Pb parece ainda aumentar a atividade simpatica por mecanismos
centrais, aumentando conseqlientemente o0s niveis plasmaticos de NA e
adrenalina (Carmignani et al., 2000). Ainda, a exposi¢ao crénica ao Pb aumenta
drasticamente as atividades da enzima conversora de angiotensina | (ECA) e
cininase Il e os niveis de aldosterona e renina (Carmignani et al., 1999; Vaziri,
2002). Dessa maneira, poder-se-ia aventar um beneficio da terapia com enalapril,
inibidor da ECA, na prevencao das alteragdes cardiovasculares induzidas pela
exposicao ao Pb.

Embora haja inUmeros estudos sobre as alteracbes comportamentais,

neuroquimicas e outras induzidas pela exposicao ao Pb nas fases pré-natal e/ou
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de amamentacado (Dearth et al., 2002; Wang et al., 2006; Babu et al., 2007;
Lamadrid et al., 2007; Szczerbak et al., 2007), a literatura ainda é falha sobre as

alteragdes cardiovasculares e de reatividade vascular nestas condicoes.

OBJETIVOS

Os objetivos do presente trabalho foram investigar (1) as alteragdes de
pressao arterial e de reatividade vascular de ratos recém-desmamados e adultos,
expostos ou ndo ao Pb nos periodos pré-natal e de amamentagdo, com enfoque
sobre a célula endotelial; e (2) o potencial terapéutico do DMSA, da L-arginina, do
enalapril, administrados de forma isolada ou em associagcédo, sobre as alteracdes

de presséao arterial e de reatividade vascular apds exposicao perinatal ao chumbo.
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GRUPOS EXPERIMENTAIS
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DELINEAMENTO EXPERIMENTAL
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ABSTRACT

The combined therapy could play a significant role in abating the number of
toxic effects of Pb and recovery cardiovascular alterations. To investigate this,
Wistar rat dams received 500 ppm of Pb or sodium acetate in the drinking water
during pregnancy and lactation. Pups with 22 and 70 days-old intoxicated or not
with Pb during pregnancy and lactation received DMSA, L-arginine, enalapril and
the combination of these compounds for 30 additional days. Curves to
noradrenaline were obtained in intact and denuded aortas, from pups with 23, 52,
70 and 100 days-old, exposed or not to Pb, treated or not. Systolic blood pressure
(SBP) were higher in intoxicated than control pups [SBP (mmHg) 23, 52, 70 and
100 day-old, respectively: control 107.1+1.8, 118.8+2.1, 126.1+1.1, 120.5+2.2; Pb
117.8+3.9%, 135.2+1.3", 139.6+1.6*, 131.7+2.8*; *P < 0.05, n = 5-20]. Increased
reactivity to noradrenaline was observed in intact, but not denuded, aortas from 52,
70 and 100 days-old intoxicated rats related to control groups. Maximum response
(g of tension) 52 day-old: Pb 3.43+0.16*, control 2.38+0.33; 70 day-old: Pb
4.32+0.18*, control 3.37+0.13; 100 day-old: Pb 4.21+0.23*, control 3.22+0.21, *P <
0.05 relate to the respective control, n= 10-13. All treatments restored the vascular
reactivity alterations to NA in rats perinatally exposed to Pb. Independently of age,
the combined therapy induced an earlier restoration in blood pressure of Pb-
exposed rats compared to the isolated treatments. These findings represent a new
approach to the development of therapeutic protocols for the treatment of lead

intoxication.
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INTRODUCTION

Lead (Pb) acquires greater importance every year as both an industrial and
environmental hazard. This has led to concern about the impact of increased Pb
burden on blood pressure and cardiovascular diseases.

Some epidemiological data are compatible with the idea that Pb exposure
plays a role in the development of the arterial hypertension in persons
occupationally exposed to Pb (Glenn et al.,2003; Vaziri, 2008) as well as in the
general population (Bost et al., 1999; Vaziri, 2008).

In adult rats, the arterial hypertension induced by Pb exposure during
postnatal life is characterized by an increase in vascular reactivity to
catecholamines (Skoczynska et al., 1986), an increase in plasma noradrenaline
(NA) level as well as a decrease in beta-adrenergic receptors (Tsao et al., 2000),
and a reduction in vasodilatory response to both acetylcholine and nitroprusside
(Marques et al., 2001). Contrarily, Purdy et al. (1997) reported no aorta reactivity
alteration to either vasoconstrictors (noradrenaline and phenylephrine) or
vasodilators (acetylcholine and sodium nitroprusside) associated with Pb-induced
hypertension in rats.

Several diseases developing during adulthood were probably determined
during early stages of life, under the effect of exposure or preferential maternal
diet during pregnancy. Although a great deal of progress has been made with

regard to neurochemical, behavioral and other alterations induced by perinatal
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exposure to Pb (Dearth et al., 2002; Lasley et al., 1988; Moreira et al., 2001a,b),
the effects of Pb exposure during pregnancy and lactation on cardiovascular
system remain to be completely clarified.

Most studies have focused on the concept that this heavy metal interacts
with: 1) regulatory processes involving calcium ion, cyclic GMP as second
messengers, and protein kinase C (Khalil-Manesh et al., 1993; Watts et al, 1995;
Vaziri, 2008); 2) renin-angiotensin-aldosterone, kallikrein-kinin and other autacoidal
(e.g., endothelin) and transductional systems (e.g., nitric oxide, NO) (Khalil-
Manesh et al., 1993; Vaziri, 2008); 3) endothelial cell and smooth muscle
proliferation (Fujiwara et al., 1995; Kaji et al., 1995); 4) and oxidative stress (Flora
et al., 2008).

Despite many years of research we are still far way from effective
treatment against toxicity caused due to exposure to toxic metals. The combined
therapy is a new and a better approach to treat cases of metal poisoning. As only
few experimental evidences are available and there is a need for in depth
investigation in this area. It is thus proposed to investigate combination therapy
against cardiovascular Pb.

Based on the above reports, it was investigated the effects of lead exposure
during pregnancy and lactation on blood Pb levels, blood pressure and rat aorta
reactivity to noradrenaline focusing on the endothelial and smooth muscle cells. In
another series of experiments, it was evaluated the beneficial effects of the
treatments with meso-dimercaptosuccinic acid (DMSA), L-arginine, and enalapril,
either individually or in combination, on the cardiovascular adverse effects of lead

poisoning. These studies advance understanding of the cardiovascular effects of
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perinatal Pb exposure and could aid in the development of proper therapies for

cardiovascular diseases caused by plumbism.

MATERIAL AND METHODS

Animals and Pb exposure

Wistar rats were obtained from University of Sao Paulo facilities and used as
the parent generation. The animals were mated at the age of 90 days (two females
and one male per cage). On pregnancy day 0 (determined by the presence of
sperm in vaginal smears), the dams were divided into non-intoxicated or Pb-
exposed groups and were housed singly. The drinking water of dams was altered
with 500 ppm Pb (as Pb acetate) or sodium acetate (Na*) to equalize acetate
exposure for the groups. The Pb exposure regimen was chosen based on previous
studies (Victery et al., 1982; Moreira et al., 2001a,b; Wang et al., 2006). To prevent
the formation of Pb precipitate, 0.5 ml of glacial acetic acid was added while stirring
to prepare 1000 ml of both solutions (sodium acetate and Pb). The Pb exposure
lasted throughout pregnancy and lactation. At birth, the number of pups per litter
was recorded and after which all litters were culled to eight pups. Whenever
possible, only male rats were kept within the litter and females were kept just to
maintain equal litter sizes. Pups were weaned at 22 days of age on tap water and
evaluated at 23 and 70 days of age. Aged matched-controls received Na*™ acetate
during the same periods of Pb exposure. Maternal body weights were measured
on pregnancy day 0, the day before delivery, after delivery and at weaning. Pup

weights were recorded at birth and weekly until the 100° day of age.
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Lights in the animal room were set on 12:12-h cycle with temperature
maintained at 22 + 1°C. The animals were fed with regular lab chow. Animal
procedures were in accordance with the principles and guidelines of the National

Council for Control of Animal Experimentation.

Measurement of Blood Pressure

Beginning at 22 days of life, systolic blood pressure was weekly determined
by using the tail-cuff plethysmographic method (Narco Bio-Systems, Inc., Houston,
TX) in conscious rats. The rats were prewarmed for 10 to 15 min and placed into a
restrainer for blood pressure measurement. Three consecutive recordings (~1 min

apart) were performed, and the mean of these three measurements was recorded.

Determination of Lead in Blood

Whole blood was collected from the heart of anesthetized (urethane 1.25
g/kg) dams at weaning and pups at 23, 52, 70 and 100 days of age.

Blood was prepared for Pb analysis by microwave dissolution procedure
utilizing a DGT-100 plus microwave digestion apparatus (Provecto, Brazil). Nitric
acid was added to the digestion vessels containing 1 ml of blood.

Lead content of whole blood was determined using an atomic absorption
spectrophotometer GBC AA 932 (EEA-flame) (Athanasopoulos, 1994). The
recovery of Pb that had been added externally to control samples was found to be

consistently greater than 96%. A standard additional method was applied for the
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determination to eliminate possible matrix interference. Whole-blood lead values

were expressed as micrograms per deciliter. The detection limit was 5 pg/dl.

Therapy

A group of pups with 22 and 70 days of age intoxicated or not with Pb during
perinatal life received DMSA, L-arginine, enalapril and the combination of these
compounds for 30 additional days. When administered, the 60 mg/kg dose of
DMSA was given, orally by gastric gavage, twice a day (30 mg/kg) for 5 days per
week. L-arginine (1.0%) as given in drinking water ad libitum. Enalapril was given

in drinking water 5 mg/day/rat. Aged matched-controls received tap water.

Experimental Protocols

Immediately after the blood had been collected, the descending thoracic aorta
was excised and trimmed free of adhering fat and connective tissue. Two
transverse rings of the same artery, each about 4 mm in length, were cut and
mounted at the optimal length for recording isometric tension in organ chambers.
One ring served as control, while the endothelium was mechanically removed from
the other by gently rubbing the luminal surface, intact and denuded aortas
respectively. The preparations were mounted in organ baths containing 7 ml of

Krebs-Henseleit solution, with composition in mM: NaCl 113.0, KCI 4.7, CaCl» 2.5,
NaHCO3 25.0, MgSO4 1.1, KHoPO4 1.2, ascorbic acid 0.11, and glucose 11.1.
The bathing fluid, kept at 37°C, was saturated with a gas mixture of 95% O» and

5% COo. The preparations were allowed to equilibrate for at least 1 h under a
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resting tension of 1.5 g, which is optimal for inducing the maximum contraction.
Tension was recorded by an F-60 microdisplacement myograph (Narco Bio-
Systems Inc., Houston, Texas, USA), and displayed on a physiograph.
Preparations with and without endothelium isolated from rats exposed or not to Pb
were studied in parallel.

Cumulative concentration-effect curves were constructed from the response
of the tissue to NA. Following completion of the determination of the concentration-
effect curves, acetylcholine (10 M) and sodium nitroprusside (10 M) were used

to test the integrity of endothelial and smooth muscle layers, respectively.

Drugs and Solutions

The following drugs were used: acetylcholine bromide, DMSA, enalapril
maleate, L-arginine, lead acetate, noradrenaline bitartrate, sodium nitroprusside,
urethane (all obtained from Sigma Chemical Co., St Louis, Missouri, USA). All
drugs were dissolved in Krebs-Henseleit solution and the concentrations were
expressed in molarity. Lead and sodium acetate were dissolved in acidified tap
water as described above. L-arginine and enalapril was dissolved in tap water. The
DMSA solution was freshly prepared by dissolving the compound in 5% NaHCO;

(sodium bicarbonate).

Data Analysis and Statistics
The litter was considered to be the experimental unit in all statistical analyses
performed. The concentration of vasoactive agent producing a response that was

50% of the maximum (EC50) was calculated in each experiment. Mean EC50s are
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presented as means with 95% confidence intervals. The maximal responses,
expressed as mean + SEM, and the EC50 values were compared by two-way
analysis of variance (SigmaStat 2.0). Lead and treatments were factors in the
analysis. A P value less than 0.05 was considered statistically significant. In order
to test differences among means, Tukey-Kramer’s multiple comparisons test was
used. The other parameters (blood pressure, body weight, number of pups and

lead determination) were compared by Mann-Whitney test (InStat 4.0).

RESULTS

Body Weight, Number of Pups, Blood Lead Concentration, and Blood

Pressure

The Pb regimen employed in the present study did not affect body weight of
dams and pups (Table 1). Similarly, the number of pups per litter was not altered
by Pb exposure (control: 11.3 £ 0.4, Pb: 10.5 £ 0.5, P > 0.05; n = 10-20).

The levels of blood Pb in dams and 23, 52, 70 and 100-day old pups were
significantly higher related to control groups (Table 2). After Pb discontinuation,
the blood levels of Pb in the intoxicated pups decreased, but remained higher
than the levels observed in controls. The different protocols of treatment
determined a significant decrease in the Pb blood levels in 52 and 100-day old
rats (Table 2). This decrease in the levels of Pb reached values similar to those
observed in control rats of the same age, except for treatment with L-arginine

where these levels have remained high related to control (Table 2).

34



'G0'0 < d "0Z = S|ewiue Jo Jaqunp ‘3S F sueaw jussaidal sanjep

ZLF909€ 9CF.LVLE G8F090C GGFOEY - - - AdeJay} uoneuiquod
8LFLLGE VCFLl0E CVvF8V6l 8L FVev - - - |udejeus/pes
CCT669E GCZFVGCE €¢¥GG0¢ €¢ ¥0¢Evy - - - auluibie-/pes
LLF1L6G9€  L'9F89¢E <2¢*¥0G6L <CCFl'ly - - - YSWaspes
CeEFL'LGE 98F6LCE L'VF986l gLF00y L'L+8G - - pean
L'C+0°LGE €GF1'€cE <20¥€80C GO0+1L6€ ¢0+29 - - [0jjuo) sdnd
- - - €GF¥vrGlc 0GF1L€6C 1L'8F€09€ 6V + 0692 peaT
- - - 9G6+69/¢ 0.*¥97%0€ 06+88.LE ¢9+ccle |013U0D swe(q
Aep 001 Aep 0.2 Aep g Aep 12 Aep | Rep 12 Aep 0
abe Buiueam -1so0d uonejoeT Aoueubald

() yybrem Apog

Adeuayy uoneuiquod Jo judejeus “suluiblie

-7 "VSINQ Yim jou Jo pajeal; ‘uoneloe| pue Aoueubaid Bulinp pes| 0} Jou Jo pasodxe sdnd pue swep Jo sjybiem Apog ‘| 9|ge|



Table 2. Blood lead concentration (ug/dl) of dams and pups, treated or not with DMSA,

L-arginine, enalapril, and combination therapy

Pb blood
Dams Pups
23 day 52 day 70 day 100 day
Control <5.0 <5.0 <5.0 <5.0 <5.0
Pb 53.39 £ 5.88* 35.61 +7.43* - - -
Pb/water - - 19.98 £6.31* 13,15+0,97*" 11.17 +2.11*"
Pb/DMSA - - <5.0% - <5.0%
Pb/L-arginine - - 10.65 + 2.12* - 6.55 £ 3.29*
Pb/enalapril - - <5.0° - <5.0°
Combination - - <5.0% - <5.0%
therapy

Values represent means + SE. P< 0.05 related to the respective control group. "P < related to Pb 23 day group.
P < 0.05 related to the respective Pb/water group. Number of animals = 5-6. Pb: 500 ppm lead acetate during
pregnancy and lactation. The experimental animals have controls receiving sodium acetate by the same periods
of intoxication. A group of pups with 22 and 70 days of age intoxicated or not with Pb during perinatal life
received DMSA, L-arginine, enalapril, or the combination of these compounds for 30 additional days. When
administered, the 60 mg/kg dose of DMSA was given, orally by gastric gavage, twice a day (30 mg/kg) for 5 days
per week. L-arginine (1.0%) was given in drinking water ad libitum. Enalapril was given in drinking water 5
mg/day/rat. Aged matched-controls received tap water.



The systolic blood pressure of pups showed gradual increase during
postnatal development (Fig. 1 and 2). The values observed in Pb exposed rats
were significantly higher when compared to control (Fig. 1 and 2).

In young rats, all treatments decreased the Pb-induced increase in blood
pressure to near that of non intoxicated rats. This reversion in blood pressure
took place at the age of 49, 35, 28 and 28 days, respectively for L-arginine,
DMSA, enalapril and combination therapy (Fig. 1). Related to Pb-exposed adult

rats, similar reversals in blood pressure were observed for L-arginine, enalapril,

and the combination therapy at the age of 84, 84 and 77 days, respectively (Fig.

2). However, DMSA treatment decreased the Pb-induced increase in blood
pressure to near that of non intoxicated rats, but not statistically different from

values observed in intoxicated untreated rats (Fig. 2).
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Figure 1. Temporal evolution of arterial blood pressure (mmHg) of pups with 52 days of age
exposed or not to lead during pregnancy and lactation, treated or not with DMSA, L-arginine,
enalapril or combination therapy. Values are mean + SEM. *P < 0.05 related to control. P <
0.05 related to Pb/water. Animal number range 5-20.
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Figure 2. Temporal evolution of arterial blood pressure (mmHg) of pups with 100 days of age
exposed or not to lead during pregnancy and lactation, treated or not with DMSA, L-arginine,
enalapril or combination therapy. Values are mean + SEM. *P < 0.05 related to control. P <
0.05 related to Pb/water. Animal number range 5-27.



Vascular Reactivity

The reactivity of intact and denuded aorta was not altered by sodium acetate
administration compared to rats that received tap water (data not shown). Gavage
did not cause any change in vascular reactivity (data not shown). The different
treatments and Pb exposure did not alter the reactivity to noradrenaline of denuded
aortas (Figs. 3-7 and Tables 3-6).

The removal of the endothelium caused a leftward shift of the curve to
noradrenaline that was similar in aortas from both controls and Pb-exposed rats,
treated or not. This procedure also determined an increased maximum response to
noradrenaline in aortas from the different experimental groups. After endothelium
removal, the maximum response to NA was similar in aorta from all experimental
groups (Figs 3-7 and Tables 3 and 5).

With regard to intact aortas, no change in the maximum response to
noradrenaline was observed in 23 day-old pups exposed to Pb during pregnancy
and lactation (Fig. 3 and Table 3). In contrast, an increase in the reactivity of intact
aorta was observed in 52, 70 and 100 day-old rats perinatally exposed to Pb (Fig
3-7, and Table 3). Independently of the protocol, the sensitivity to noradrenaline did
not differ in the aorta with endothelium (Figs 3-7 and Table 4 and 6).

The different treatments did not alter the reactivity to noradrenaline of intact
aortas from non intoxicated rats (Figs. 4-7 and Tables 3-6). However, the data
also demonstrated that L-arginine, DMSA, enalapril and combination therapy
were effective in restoring Pb-induced increase in vascular reactivity to near that

of the respective controls.
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Figure 3. Curves to noradrenaline obtained in two rings, one with (full symbol) and the
other without (empty symbol) endothelium, of the same thoracic aorta from rats
exposed or not to lead during pregnancy and lactation. Values are mean + SEM.
Animal number range was 6-15. *P < 0.05 significant related to control.
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Figure 4. Curves to noradrenaline obtained in two rings, one with (full symbol) and the
other without (empty symbol) endothelium, of the same thoracic aorta from rats exposed
or not to lead during pregnancy and lactation treated or not with L-arginine or enalapril.
Values are mean + SEM. Animal number range was 5-12. *P < 0.05; NS: P> 0.05.
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Figure 5. Curves to noradrenaline obtained in two rings, one with (full symbol) and the
other without (empty symbol) endothelium, of the same thoracic aorta from rats exposed
or not to lead during pregnancy and lactation treated or not with L-arginine or enalapril.
Values are mean + SEM. Animal number range was 5-14. *P < 0.05; NS: P> 0.05.
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Figure 6. Curves to noradrenaline obtained in two rings, one with (full symbol) and the other
without (empty symbol) endothelium, of the same thoracic aorta from rats exposed or not to
lead during pregnancy and lactation treated or not with DMSA or combined therapy. Values
are mean + SEM. Animal number range was 5-7. *P < 0.05; NS: P> 0.05.
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are mean + SEM. Animal number range was 5-8. *P < 0.05; NS: P> 0.05.



Table 3. Maximal responses to noradrenaline obtained in aortas with and without

endothelium isolated from weaned and adult pups, exposed or not to lead during

pregnancy and lactation, treated or not with L-arginine or enalapril

Maximum response (tension g)

Groups
With endothelium Without endothelium
Not treated
23 day Control 1.79 £ 0.12 265+0.17"
Pb 2.06 £ 0.20 3.00+0.11"
52 day Control 2.38+0.33 4.10+0.41"
Pb 3.43 £ 0.16* 4.50 + 0.24"
70 day Control 3.37+£0.13 5.19 + 0.40"
Pb 432+0.18* 4.99 + 0.29"
100 day Control 3.22+0.21 5.33 +0.34"
Pb 4.21+0.23" 521+0.35"
Treated
L-arginine
52 day Control 2.79+0.10 4.52 +0.28"
Pb 2.69+0.13 4.31+0.28"
100 day Control 3.30+£0.23 4.82 +0.22"
Pb 3.19+0.40 4.94 + 047"
enalapril
52 day Control 2.72 £ 0.36 4.23+0.27"
Pb 273+0.19 4.25+0.23"
100 day Control 3.07£0.19 5.00 + 0.38"
Pb 3.20 £ 0.08 5.60 + 0.58"

Values are means + SE. P< 0.05 related to the respective control group. "P < 0.05 related to the
respective aorta with endothelium. Number of animals = 5-14. Pb: 500 ppm lead acetate during
pregnancy and lactation. The experimental animals have controls receiving sodium acetate by the
same periods of intoxication. A group of pups with 22 and 70 days of age intoxicated or not with Pb
during perinatal life received L-arginine or enalapril for 30 additional days. L-arginine (1.0%) was
given in drinking water ad libitum. Enalapril was given in drinking water 5 mg/day/rat. Aged
matched-controls received tap water.



Table 4. EC50 values to noradrenaline obtained in aorta with and without

endothelium isolated from weaned and adult pups, exposed or not to lead during

pregnancy and lactation treated or not with L-arginine or enalapril

'C50 x 10°M
Groups
With endothelium Without endothelium
Not treated
23 day Control 1.33 (0.52 - 3.41) 0.14° (0.03-0.64)
Pb 1.46 (0.44 — 4.86) 0.11 (0.01-3.75)
52 day Control 1.95 (0.35-10.84) 0.01° (6.35—2.75)
Pb 10.95 (5.91 — 20.28) 0.01* (4.16 — 0.34)
70 day Control 15.90 (7.14 —35.40) 0.50 (0.07 — 3.64)
Pb 4.76 (1.70 — 13.30) 0.13 (0.04 -0.42)
100 day Control 8.48 (4.61 — 15.59) 0.56 (0.14 -2.19)
Pb 4.29 (0.89 — 20.74) 0.38* (0.07 — 1.97)
Treated
L-arginine
52 day Control 3.31 (1.50-7.34) 0.16 (0.01 —2.90)
Pb 10.05 (4.14 — 37.27) 0.85* (0.10 — 7.52)
100 day Control 8.89 (5.46 -14.49) 0.92 (0.32 -2.63)
Pb 8.56 (2.34 — 31.40) 0.09 (0.02-0.43)
enalapril
52 day Control 3.04 (0.40 — 23.39) 0.04 (1.84 — 8.70)
Pb 6.15 (1.31 — 28.91) 0.62*(0.10 — 3.80)
100 day Control 5.36 (1.04 -27.54) 0.41 (0.06 — 2.59)
Pb 9.41 (2.95 - 30.06) 0.12 (0.02 - 0.93)

'EC50: concentration producing half-maximum response. Values represent means with 95%
confidence intervals. *P< related to the respective aorta with endothelium. Number of animals = 5-
14. Pb: 500 ppm lead acetate during pregnancy and lactation. The experimental animals have
controls receiving sodium acetate by the same periods of intoxication. A group of pups with 22 and
70 days of age intoxicated or not with Pb during perinatal life received L-arginine or enalapril for 30
additional days. L-arginine (1.0%) was given in drinking water ad libitum. Enalapril (5 mg/day/rat)
was given in drinking water. Aged matched-controls received tap water.
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Table 5. Maximal responses to noradrenaline obtained in aortas with and without
endothelium isolated from weaned and adult pups, exposed or not to lead during
pregnancy and lactation, treated or not with DMSA or combined therapy DMSA/L-

arginine/enalapril

Maximum response (tension g)

Groups
With endothelium  With endothelium
Not treated
52 day Control 2.82+0.40 410+0.41"
Pb 4.25 + 0.40* 470+0.34
100 day Control 2.68 +0.27 512 +0.35"
Pb 410+0.18* 5.39 +0.39"
Treated
DMSA
52 day Control 2.78 £0.27 4,50 +0.32"
Pb 2.67+0.28 4.31+0.36"
100 day Control 2.27 +0.22 4.55+0.38"
Pb 2.80+0.22 4.28 +0.48"
combined therapy
52 day Control 3.08 £0.25 4.90 +0.28"
Pb 2.40+0.26 3,90 + 0,56"
100 day Control 3.23+0.32 4.83+0.29"
Pb 2.78 £ 0.23 4.40+0.34"

Values are means + SE. P< 0.05 related to the respective control group. 'P < 0.05 related to the
respective aorta with endothelium. Number of animals = 5-8. Pb: 500 ppm lead acetate during
pregnancy and lactation. The experimental animals have controls receiving sodium acetate by the
same periods of intoxication. A group of pups with 22 and 70 days of age intoxicated or not with Pb
during perinatal life received DMSA or combined therapy for 30 additional days. Combined therapy:
L-arginine (1.0%, in drinkinig water) + Enalapril (5 mg/day/rat, in drinking water) + DMSA (60
mg/kg/day). DMSA was given, orally by gastric gavage, twice a day (30 mg/kg). Aged matched-
controls received tap water.



Tabela 6. EC50 values to noradrenaline obtained in aorta with and without
endothelium isolated from weaned and adult pups, exposed or not to lead during
pregnancy and lactation treated or not with DMSA or combined therapy DMSA/L-

arginine/enalapril

'C50 x 10°M
Groups
With endothelium Without endothelium
Not treated
52 days Control 9.04 (3.58 — 22.86) 1.28 (0.13 — 12.33)
Pb 11.51 (5.29 — 25.06) 0.27* (0.04 — 2.02)
100 days  Control 7.86 (2.20 — 28.05) 1.05 (0.03 —=34.91)
Pb 15.41 (2.79 — 31.47) 6.52* (0.04 — 0.96)
Treated
DMSA
52 days Control 13.68 (5.73 — 32.66) 1.39° (0.24 -8.10)
Pb 9.12 (3.82 — 21.78) 0.17* (0.01 - 6.71)
100 days  Control 18.06 (4.42 —73.79) 3.51 (0.36 — 34.12)
Pb 27.58 (11.61 — 65.61) 1.18 (0.01 - 154.17)
Associacéo
52 days Control 7.09 (3.71 - 13.52) 0.03°(0.01 - 0.78)
Pb 5.05 (2.81 —9.09) 0.01*(1.01 — 2.33)
100 days  Control 7.04 (2.20 -22.54) 0.47 (0.12-1.80)
Pb 9.72 (1.57 — 30.26) 0.62 (0.01 — 3.97)

'EC50: concentration producing half-maximum response. Values represent means with 95%
confidence intervals. *P< related to the respective aorta with endothelium. Number of animals = 5-
14. Pb: 500 ppm lead acetate during pregnancy and lactation. The experimental animals have
controls receiving sodium acetate by the same periods of intoxication. A group of pups with 22 and
70 days of age intoxicated or not with Pb during perinatal life received DMSA or combined therapy
for 30 additional days. Combined therapy: L-arginine (1.0%, in drinkinig water) + Enalapril
(5 mg/day/rat, in drinking water) + DMSA (60 mg/kg/day). DMSA was given, orally by gastric
gavage, twice a day (30 mg/kg). Aged matched-controls received tap water.



DISCUSSION

Public health authorities use high levels to define blood lead levels of
concerning in nonpregnant females (40 pg/dl, adult reference value in many
countries).

In humans, the CDC’s Adult Blood Lead Epidemiology and Surveillance
program - United States, 2004 reported that 0.08 per 100,000 occupationally
exposed females aged 16-44 years had blood lead levels > 40 pg/dl (CDC, 2007).
If a policy of universal screening were employed, the number of reported cases
would be substantially higher.

We must recognize that a significant proportion of nonpregnant females with
blood lead levels > 40 ug/dl will become pregnant and potentially expose their
infants to a risk of adverse health effects from lead. Maternal and fetal blood lead
levels are nearly identical because lead crosses the placenta unencumbered. This
has provoked concern about elevated blood lead levels among all females of
childbearing age because a great proportion of pregnancies are unplanned. Finally,
pregnant women without symptoms frequently remain in contact with the source of
exposure during pregnancy and lactation, especially in developing countries.

In 2002, a total of 10,658 adults with blood lead levels of > 25 ug/dl were
reported to the CDC (CDC 2007). Of theses, 1,854 had levels of > 40 ug/dl. These
numbers are likely to underestimate the true magnitude of the problem because
many workers who should be in employer-sponsored surveillance programs to

follow their blood lead concentrations are not well monitored.
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The severity of effects and the extent to which the cardiovascular system is
affected by Pb appear to be influenced most directly by Pb concentration and the
duration of Pb exposure in addition to factors including route of exposure,
individual life phase, temperature, and dietary calcium intake level (Kopp et al.,
1988; Vaziri and Gonick, 2008). In the present work we investigated the vascular
alterations in rats exposed to Pb during pregnancy and lactation from dams with
blood Pb levels around 50 pg/dl. The Pb exposure regimen employed in the
present study caused no effect on the weight of dams and pups at birth, weaning
and postnatal life or on the number of pups per litter. All animals appeared healthy
and none of them showed signs of toxicity.

However, the same protocol of Pb exposure determined an increase in
systolic blood pressure associated with vascular reactivity alterations. These
results confirm previous reports showing a positive association between blood lead
levels and arterial hypertension (Malvezzi et al., 2001; Prozialeck et al., 2008;
Vaziri and Gonick, 2008). Behavioral and neurochemical alterations have also
been reported in rats presenting similar blood Pb levels (Deng and Poretz, 2001;
Devoto et al., 2001; Moreira et al., 2001).

Vascular endothelial and smooth muscle cells are principal components of
blood vessels and the way as Pb affects these structures was the goal of the
present study. The literature reports that alterations in the balance of the
endothelial contracting and relaxing factors contribute to the hypertension
associated with plumbism. A decrease in the vasodilator component, NO, and an

increase in the vasoconstrictor components, endothelin-3 and natriuretic hormone
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as responsible for arterial hypertension in low-level lead exposed rats have been
reported (Kalil-Manesh et al., 1993; Heydari et al., 2006; Patrick, 2006a; Grizzo
and Cordellini, 2008). The present findings corroborate these reports since the
hypertension induced by perinatal Pb exposure was shown to be associated with
an increase in the vascular reactivity to noradrenaline. Moreover, this hyperactivity
was a consequence of an endothelial cell dysfunction, since the endothelium
removal abolished this effect.

Vascular smooth muscle alterations in lead-induced hypertension have also
been reported in the literature, and were shown to be associated with: 1) alteration
in calcium exchangeability or distribution, leading to an elevation of intracellular
calcium (Piccinini et al., 1977; Kopp et al., 1988; Watts et al, 1995); 2) interaction
with protein Kinase C (Watts et al., 1995); 3) an inhibitory effect of Pb on the
transport enzyme, sodium-potassium-activated adenosine triphosphatase (Na,K-
ATPase) (Weiler et al., 1990) (which contains SH-groups to which lead binds
avidly) (Hart and Titus, 1973), leading to impaired transport of sodium, and
secondarily of calcium, out of vascular smooth muscle cells; and 4) an inhibitory or
stimulatory effect on various blood pressure-related humoral factors (Kalil-Manesh
et al., 1993). However, in the present study no vascular smooth muscle alteration
was observed after perinatal Pb-exposure. This controversy could be due to
differences in the Pb-exposure protocols related to doses and/or period of
exposure.

Another interesting observation was the time-dependent expression of the
vascular reactivity alterations induced by perinatal Pb exposure during the

postnatal life since 52, 70 and 100 day-old rats but not 23-day old pups presented
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these alterations. Probably, at this age, the hypertensive state induced by the
perinatal Pb exposure has been due to the presence of circulating factor (s) and
hemodynamic changes.

The ongoing and widespread problem of Pb intoxication is treated first by
removing the individual from the Pb-contaminated environment and thereafter by
administering a Pb® chelating agent. A new trend in toxic metals therapy has also
emerged recently, which is to use combination therapy instead of monotherapy
with chelating agents (Kalia and Flora, 2005; Patrick, 2006a; Flora et al., 2008).
Vitamins, essential metals or aminoacid supplementation during chelation therapy
has been found to be beneficial in increasing metal mobilization and providing
recovery in a number of altered physiological variables (Kalia and Flora, 2005).
Combination therapy is a new and novel strategy.

Similarly to previous data from our laboratory (Malvezzi et al., 2001), the body
Pb burden was significantly reduced simply by removing the Pb source although
these levels have not reached the values observed in rats not exposed to Pb. In
addition, this procedure was ineffective to recover the vascular reactivity and blood
pressure alterations induced by perinatal Pb exposure. Taking into consideration
these results, we evaluated the therapeutic potential of DMSA (chelanting agent),
L-arginine (the NO precursor) (Mayer and Hemmes, 1997) enalapril (angiotensin
converting enzyme), either individually or in combination, on both Pb mobilization
and cardiovascular adverse effects of perinatal Pb intoxication.

DMSA, enalapril and the combined therapy but not L-arginine were more
effective than the cessation of Pb administration in decreasing significantly blood

Pb levels. These data confirm previous reports from our laboratory demonstrating
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that L-arginine treatment is ineffective in decreasing blood Pb levels (Malvezzi et
al., 2001). The mobilization of Pb from tissues can provoke an undesirable
redistribution (Cory-Slechta et al., 1987). This may explain the maintenance of high
levels of Pb in blood after the L-arginine treatment which was capable of mobilizing
Pb from tissues like femur, liver and kidney (Malvezzi et al., 2001).

DMSA is a water-soluble compound that forms a strong complex with Pb** in
blood, which is thereafter secreted via the kidney (Hamidinia et al., 2006). The
literature has also shown that sulfur amino acids such as methionine and cysteine,
and amino acids metabolically related to them, increase the bioavailability of
glutathione, which is useful in chelating Pb, counteracting the toxic effects of the
metal and may be used as supportive therapy (Kachru et al., 1989; Quig 1998).
Moreover, in metalloregulatory proteins, metals are often conveniently located at
binding sites and bound to cysteine residues. Several lines of evidences indicate
that cysteine-rich metal-binding proteins, as well as redox-sensitive metal clusters
of metalloproteins, are natural sensors of bioradicals like NO (Drapier and Bouton,
1996). In fact, Misra et al. (1996) showed that NO mediates cadmium release from
metallothionein. Thus, an increase in NO levels by L-arginine treatment might
displace Pb from its cell binding sites.

An interesting observation was that treatment with enalapril was capable of
reducing blood Pb levels that reached values of those observed in nonintoxicated
rats. These results could be explained by an increase in Pb excretion, as a result of
increased glomerular filtration rate related to the inhibition of the angiotensin

converting enzyme.
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Related to the cardiovascular effects, all treatments, individually or in
combination, were able to restore the vascular reactivity alterations induced by
perinatal Pb exposure, independently of postnatal age. We speculate that lead-
induced vascular reactivity alterations may be caused by diminished NO and by
one species of ROS, and that provision of additional NO, through administration of
the substrate L-arginine, acts to scavenge the ROS and/or acts directly as a
vasodilator. In addition, besides the chelating action, DMSA also presents a
scavenger action of ROS that may contribute to improve the vascular reactivity
alterations induced by Pb-exposure (Khalil-Manesh et al., 1994; Patrick, 2006b).
Some other reported mechanisms by which Pb could contribute to the
development of arterial hypertension are the increase in the activity of angiotensin
converting enzyme and the increase in the levels of plasma renin, angiotensin I,
aldosterone and kininase | and Il (Prozialeck et al., 2008, Vaziri, 2008). In the
present study, the renin-angiotensin system inhibitor, enalapril, normalized the
functional changes in vascular reactivity induced by perinatal Pb exposure. This
result corroborates previous studies showing that strategies that interrupt the renin-
angiotensin system have also been shown to reduce the cardiovascular alterations
in a variety of hypertensive states (Baluchnejadmojarad et al., 2004; Ceravolo et
al., 2007).

The sustained increase in systolic blood pressure observed in weaned, young
and adult rats perinatally exposed to Pb confirms previous reports in the literature
showing that arterial hypertension is associated with plumbism (Patrick, 2006a;

Prozialeck et al., 2008; Vaziri, 2008; Vaziri and Gonick, 2008).
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Related to temporal evolution, L-arginine showed an increased latency for the
expression of beneficial effects on blood pressure in young rats related to adult
ones. Despite of that L-arginine treatment was shown to be more effective in
reverse the blood pressure of adult rats than DMSA treatment. Moreover, enalapril
treatment showed a lower latency than L-arginine for the expression of beneficial
effects on blood pressure in young rats. Finally, the combined therapy employed in
the present study induced an earlier restoration in blood pressure of Pb-exposed
rats compared to the isolated treatments, independently of age. One possible
explanation would be the additional effect of L-arginine, the NO precursor, the
effects of DMSA, a chelating agent and scavenger of ROS, and enalapril, a renin-
angiotensin system inhibitor, on blood pressure. However, differently from the other
therapies, the isolated treatment with DMSA was not effective in completely
normalizing the blood pressure of adult Pb-exposed rats. This result corroborates
previous data from our laboratory showing that 30-day DMSA treatment is unable
to completely abolish the sustained increase in systolic blood pressure observed in
rats exposed to Pb during adult life (Malvezzi et al., 2001). Contrarily, reports from
the literature have shown that DMSA treatment is capable of abolishing Pb-induced
hypertension (Khalil-Manesh et al., 1994; Ding et al., 1998). This discrepancy may
be due to differences in the protocols related to the doses and duration of the
treatment, since these parameters are important in reversing Pb-induced
hypertension (Pappas et al., 1995).

Most of the conventional chelators are compromised with many side effects
particularly their binding to essential metals within the system which reduce their

efficacy and there is no safe and effective treatment available for Pb poisoning
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(Khalia and Flora, 2005; Flora et al., 2008). Thus, the combined therapy used
could play a significant and important role in abating the number of toxic effects of
Pb compared to isolated treatments beside their impressive effects in terms of
recovery in reduction of blood pressure.

Finally, results of this study represent a new approach to the development of

a new therapeutic protocol for the treatment of lead intoxication.
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RESUMO

A exposicao ao chumbo (Pb) exerce papel relevante no desenvolvimento da
hipertensao arterial. Sabe-se que as vias NO/GMPc e AMPc e a Na*-K* ATPase
participam na modulagéo do tono e da contratilidade do musculo liso vascular.
Investigou-se as alteragdes de pressao arterial (PA) e de reatividade vascular a
acetilcolina, ao nitroprussiato e ao isoproterenol, bem como a atividade funcional
da Na*/K" ATPase vascular de ratos recém-desmamados e adultos expostos ou
ndo ao Pb nos periodos pré-natal e de amamentacédo, com enfoque sobre a célula
endotelial. Para tanto, curvas concentracao-efeito a acetilcolina, nitroprussiato,
isoproterenol e potassio foram obtidas em anéis de aorta toracica com e sem
endotélio de ratos recém-desmamados e adultos expostos ao chumbo durante a
prenhez e amamentacdo. A exposicao perinatal ao Pb determinou hipertensao
arterial em proles recém-desmamadas [PA (mmHg): controle 107,1 £ 1,8; Pb
117,8* £ 3,9] e proles adultas [PA (mmHgQ): controle 126,1 £ 1,1; Pb 139,6* + 1,6],
associada a uma diminuigao de sensibilidade ao K* [CE50 (M): controle 1,93 (1,67
—2,22); Pb 2,58%(2,14 — 3,11)]. *P < 0,05, n= 6-20. Contudo, nenhuma alteragao
do relaxamento induzido pelos demais agentes vasodilatadores foi observada.
Esses dados sugerem que a hipertensao arterial induzida pela exposi¢ao perinatal
ao Pb acontece independentemente de alteragdes nas vias de transdugéo para a
vasodilatagdo NO/GMPc e B-adrenoceptor/AMPc. Ainda, uma diminuigdo na
modulacao endotelial positiva sobre a bomba Na*-K™ ATPase parece contribuir
para o estadio hipertensivo de ratos recém-desmamados, mas nao adultos,

expostos ao Pb durante a prenhez e a amamentacgao. Estes achados podem
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ajudar na compreensao dos mecanismos envolvidos na etiologia e manutencéo do
estadio hipertensivo ap6s intoxicagao pelo Pb, conduzindo a vantagens
terapéuticas contra doengas cardiovasculares no saturnismo.

ABSTRACT

Exposure to lead (Pb) has a role in the development of hypertension. It is known
that the NO/cGMP and cAMP pathways and Na*-K* ATPase are involved in the
modulation of tone and contractility of vascular smooth muscle. It was investigated
the changes in blood pressure (BP) and vascular reactivity to acetylcholine,
nitroprusside and isoproterenol, as well as the functional activity of vascular Na*/K*
ATPase of weaned and adult rats exposed or not to Pb during pregnancy and
lactation, focusing on the endothelial cell. Concentration-effect curves to
acetylcholine, nitroprusside, isoproterenol and potassium were obtained in rings of
thoracic aorta with and without endothelium of weaned and adult rats exposed to
Pb during pregnancy and lactation. The perinatal exposure to Pb determined
arterial hypertension in weaned offsprings [BP (mmHg): control 107,1 £ 1,8; Pb
117,8* £ 3,9] and adult rats [BP (mmHg): control 126,1 +1,1; Pb 139,6* + 1,6],
associated with a decreased sensitivity to K* [EC50 (M): control 1,93 (1,67 — 2,22);
Pb 2,58*(2,14 — 3,11)]. *P < 0.05, n= 6-20. However, no change in relaxation
induced by other vasodilator agents was observed. These data suggest that the
hypertension induced by perinatal Pb-exposure occurs independently of changes
in the transduction pathways for NO/cGMP and B-adrenoceptor/AMPc vasodilation.
Moreover, a decrease in the positive endothelial modulation of the Na*™-K* ATPase

pump seems to contribute to the hypertensive state of weaned rats, but not adult
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ones, exposed to Pb during pregnancy and lactation. These findings may help in
understanding the mechanisms involved in the etiology and maintenance of the
hypertensive state after Pb-exposure, leading to therapeutic benefits against
cardiovascular diseases in plumbism.

INTRODUCAO

Dados epidemiolégicos sao compativeis com a idéia de que a exposicao ao
Pb exerce papel relevante no desenvolvimento da hipertensao arterial em pessoas
ocupacionalmente exposta ao Pb bem como na populagédo em geral.?’

Sabe-se que o ambiente intra-uterino, sob o efeito da exposicao ou da dieta
preferencial da mae durante a gravidez, exerce papel fundamental na origem de
muitas doencas no individuo adulto.®

Em exposicéo pos-natal, o Pb pode determinar aumento da reatividade
vascular as catecolaminas, aumento dos niveis de noradrenalina no plasma, bem
como diminui¢do da densidade de receptores beta-adrenérgicos e da produgao de
AMPciclico estimulada pelo isoproterenol (1ISO).>?222>27 Em 2001, Marques et al'*
relataram uma redugao na resposta vasodilatadora a acetilcolina (ACh) e ao
nitroprussiato (NP). Contrariamente, Purdy et al'® (1997) ndo observaram
alteracdes de reatividade a agentes vasoconstritores (fenilefrina e noradrenalina)
ou vasodilatadores (ACh e NP) associadas com a hipertensao arterial em ratos
expostos ao Pb. A discrepéncia de resultados para os agentes vasoativos
demonstra que as alteragdes de reatividade vascular relacionadas ao saturnismo é
ainda uma questdo em aberto, merecendo maiores investigagdes.

Muitos estudos tém focalizado no conceito que este metal pesado interage

com (1) processos regulatérios envolvendo o ion calcio, guanosina monofostato
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ciclica como segundos mensageiros, e proteina Kinase C;'"?”?° (2) renina-
angiotensina aldosterona, calicreina-cinina, e outros autacoides (ex: endotelina) e
sistema transducional (ex: NO, EDHF, prostaciclina);'"'"?*27 g (3) proliferagéo do
musculo liso e célula endotelial:®'° e (4) estresse oxidativo.” Ainda, este metal
pode inibir o transporte enzimatico Na*-K* ATPase, que contém grupo sulfidrila o
qual se liga facilmente ao Pb, prejudicando o transporte de sodio e,
secundariamente, a saida de calcio da célula muscular lisa.'®*'

Embora haja alguns estudos sobre as alterac6es comportamentais,
neuroquimicas e outras induzidas pela exposicéo perinatal ao Pb,>?*?0s efeitos
cardiovasculares da exposicao ao Pb durante a prenhez e a lactagdo permanecem
por ser completamente elucidados.

Pelo exposto, o objetivo do presente estudo foi investigar as alteracdes de
pressao arterial e de reatividade vascular a acetilcolina, ao nitroprussiato e ao
isoproterenol, bem como a atividade funcional da Na*/K* ATPase vascular de ratos
recém-desmamados e adultos expostos ou ndo ao Pb nos periodos pré-natal e de
amamentacao, com enfoque sobre a célula endotelial. Este estudo vem contribuir
para a avaliacao de risco cardiovascular, ampliando o conhecimento da adaptacao
circulatéria e de seus mecanismos a exposicao perinatal ao Pb.

METODOS
Animais
Ratos Wistar machos e fémeas foram obtidos do Biotério do ICB-USP/SP e

usados para o acasalamento. Somente filhotes machos com 23 dias (recém-

desmamados) e 70 dias (adultos) de idade foram utilizados. Como a ninhada é
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considerada a unidade experimental, irm&os ndo foram usados dentro de um
mesmo grupo.

Todos os animais foram mantidos no Biotério do Departamento de
Farmacologia do Instituto de Biociéncias de Botucatu, UNESP, com ciclo claro
escuro de 12 h e temperatura controlada (24 + 2°C). Os animais tiveram livre
acesso a racao e também a agua filtrada, com excecao das fémeas em
tratamento.

Procedimentos Experimentais

Todos os procedimentos experimentais foram submetidos a Comisséo de
Etica na Experimentacdo Animal do IB-UNESP-Botucatu e aprovados (processo n®
25/05), por estarem de acordo com os Principios Eticos na Experimentacéo
Animal adotado pelo Colégio Brasileiro de Experimentacao Animal (COBEA).

Acasalamento, Regime de Exposicao e Peso Corporeo

Para o acasalamento, foram colocadas duas fémeas dentro de cada gaiola
contendo um macho, no final da tarde. As ratas foram diariamente observadas e o
dia em que se detectou a presenca de espermatozéides e a fase estro do ciclo
estral no esfregaco vaginal foi nomeado dia zero de prenhez. Neste dia, as ratas
foram colocadas em gaiolas individuais e separadas em dois grupos: 0 exposto ao
acetato de sdédio e o0 exposto ao Pb.

As ratas comegaram entao, a receber, na agua de beber, 500 ppm de Pb na
forma de acetato, ou acetato de sédio. A concentracao de acetato de sédio foi
calculada de modo a fornecer para as ratas controles 0 mesmo numero de

moléculas de acetato presente na solugédo de acetato de Pb. A exposicao foi
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realizada durante toda a prenhez e a amamentacao. Apos o desmame, dia pds-
natal 22, os animais foram separados em 2 grandes grupos: um grupo foi morto ao
23¢ dia pds-natal o outro passou a receber agua filtrada até o 70° dia pds-natal,
quando foi morto.

Cada ninhada foi pesada ao nascimento e cada filhote foi pesado
semanalmente do nascimento até a morte do animal. O numero de filhotes em
cada ninhada foi reduzido para oito, mantendo-se o maior numero possivel de
filhotes machos. Filhotes fémeas foram mantidas somente para se completar a
ninhada.

Anadlise de Pb

Os niveis de Pb no sangue foram quantificados nas maes no dia do
desmame da sua ninhada e nos filhotes com 23 e 70 dias de idade.

Os animais foram anestesiados com uretano (1,25 g/kg, ip) e, ap6s
toracotomia, amostras de sangue foram recolhidas diretamente do ventriculo
esquerdo para dosagem de Pb. Apés a coleta de sangue 0s animais seguiram
para os estudos de reatividade vascular.

Para a quali-quantificacdo do Pb, a amostra foi mineralizada em forno de
microondas (DGT-100 Plus, Provecto, Brasil) e a concentracao de Pb foi
determinada em espectrofotdmetro de absorcéo atbmica GBC AA 932 (EEA-
Chama) nos laboratérios do Centro de Assisténcia Toxicolégica-CEATOX-IB-
UNESP-Botucatu. A recuperacéo de Pb que foi adicionado externamente as
amostras controles mostrou-se consistentemente superior a 96%. Método padréao
adicional foi aplicado para a determinagao, de modo a minimizar o efeito-matriz. O

limite de detecgéo foi 5,0 ug/dl. Todas as amostras foram analisadas em triplicata.
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Determinacao da Pressao Arterial

A presséo arterial (PA) sistélica caudal do animal nao anestesiado foi
verificada, através de um eletroesfigmomandmetro (Narco Bio-Systems)
semanalmente a partir do 22° dia. O valor da PA foi a média de trés registros
consecutivos obtidos a intervalos de 1 minuto.

Protocolos Experimentais

Reatividade Vascular

Apés a coleta de sangue, procedeu-se o isolamento da aorta toracica que,
livre do tecido conectivo, gordura e sangue, foi dividida em dois anéis de
aproximadamente de 4 mm. Indistintamente, um dos anéis teve o seu endotélio
removido mecanicamente. Os anéis foram suspensos, em cubas para érgao
isolado, contendo solugéao de Krebs-Henseleit modificado (composicado em mM:
NaCl 113,0; KCI 4,7; CaCl, 2,5; KH2PO4 1,2; MgSO4 1,1; NaHCO3 25,0; glicose
11,0, acido ascoérbico 0,1. A solugdo nutriente foi mantida a 37,0 £ 0,5°C e
saturada com carbogénio (95% O, 5% CO,). Os anéis foram conectados a
transdutores de forgca isométrica (F-60), acoplados a um fisiégrafo (Narco Bio-
System). O tempo de estabilizagdo das preparagdes foi de 1 h, sob uma tenséo
inicial de 1,5 g mantida ao longo de todo o experimento. Anéis de aorta com e sem
endotélio foram estudados em paralelo.

Curvas concentracao-efeito (CCE) cumulativas e consecutivas a ACh
(vasodilatador dependente do endotélio), e NP (vasodilatador independente do
endotélio) foram obtidas em anéis de aorta, com e sem endotélio de ratos jovens

(23 dias) e adultos (70 dias) expostos ou ndao ao Pb no periodo perinatal, com
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intervalo de 45 min. O relaxamento induzido pelo agente vasodilatador foi
expresso como porcentagem de resposta em relagdo a contragcao induzida pela
fenilefrina (PHE). A tensao (g) induzida pela PHE nos anéis controles e
experimentais, +E e -E, foi a mesma e correspondera a 60 — 80% da tenséo
maxima a este agonista.

Em outra série de experimentos, CCEs ao isoproterenol (1ISO, agente
vasodilatador parcialmente dependente da célula endotelial) foram obtidas em
anéis de aorta, com e sem endotélio de ratos jovens (23 dias) e adultos (70 dias)
expostos ou ndo ao Pb no periodo perinatal. Ao final das CCEs, a integridade do
endotélio e do musculo liso foram verificados pelo relaxamento & ACh (10° M) e
ao NP (10 M), respectivamente, em aortas pré-contraidas com PHE.

Avaliacdo da Atividade Funcional da Na’-K* ATPase

A atividade funcional da Na*-K* ATPase foi avaliada usando o relaxamento
induzido pelo K* como descrito por Webb & Bohr (1978).%° Ap6s um periodo de
estabilizagdo de 30 min, a integridade da célula endotelial foi verificada pelo
relaxamento induzido pela ACh 10® M em aortas pré-contraidas com PHE.
Transcorridos 45 min em solucao de Krebs-Henseleit normal, a solugdo nutriente
foi substituida por uma solucéo livre de potassio. Apds 30 min nesta ultima
condigao, as preparagdes foram pré-contraidas com PHE. Uma vez atingido o
platd, a concentragdo de KCI foi aumentada gradativamente (1, 2, 5 e 10 M), cada
uma com cinco minutos de duracédo e o relaxamento induzido por cada
concentragao foi mensurado. Ao final das CCEs ao K*, NP (10 M) foi adicionado

para se testar a integridade do musculo liso. A resposta de relaxamento ao KCl foi
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expressa como porcentagem de relaxamento em relacao a pré-contragdo com

PHE.

A reatividade vascular foi avaliada através das alteracdes da resposta
maxima (g de tensao) e/ou poténcia (concentracao eficaz 50% - CE50) do tecido
ao agente vasoativo, em experimentos individuais. A CE50 é definida como a
concentracao molar do agonista responséavel pela obtencao de um efeito igual a
50% do efeito méaximo.

As CE50s foram medidas por determinacao grafica e as médias
apresentadas como antilogaritimo da média aritmética dos log CE50 de cada
experimento, com os respectivos intervalos de confianga de 95%.

Analise Estatistica

As analises estatisticas utilizadas foram as seguintes:

- Teste de Mann Whitney ou Kruskal-Wallis: utilizado para a analise do nivel
de Pb no sangue e pressao arterial (INSTAT 4.1).

- Andlise de variancia multifatorial com teste a posteriori de Tukey-Kramer:
para a andlise da resposta maxima e CE50 aos agentes vasoativos (SIGMASTAT
2.0). Idade e intoxicacao foram fatores na andlise.

Os resultados foram expressos com média * erro padrdo da média (EPM)
ou intervalo de confianga, ainda que os dados referentes ao nivel de Pb e pressao
arterial tenham sido analisados através de um teste ndo-paramétrico.

Em todos os experimentos, P < 0,05 foi considerada estatisticamente

significativa.
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Drogas e Solucoées

As seguintes drogas foram utilizadas: acetato de chumbo, acetato de sédio,
cloridrato de acetilcolina, hidrocloridrato de isoproterenol, nitroprussiato de sédio,
uretano (Todas obtidas da Sigma Chemical Co.)

O acetato de Pb foi diluido em agua filtrada. Para prevenir a precipitacdo do
Pb foi adicionado 0,5 ml de acido acético em cada litro de solugéo de acetato de
Pb e também na de s6dio. As demais solugdes foram preparadas utilizando-se
solucao de Krebs-Henseleit, e as concentragdes foram expressas em molar ou
mg/kg.
RESULTADOS

Peso corporeo

Em ambas as idades, o peso corpdreo das proles nao diferiu entre os ratos
controles e aqueles expostos perinatalmente ao Pb (Tabela 1).

Determinacao dos niveis de chumbo no sangue

A concentragcdo de Pb mostrou-se significativamente aumentada em maes
e proles de 23 e 70 dias de idade intoxicadas durante a prenhez e a amamentacao
em relacédo aos respectivos controles (Tabela 2).

A interrupgao da ingestao de Pb apds o desmame (Pb/agua) determinou,
em animais de 70 dias de idade, diminuigcdo dos niveis de Pb no sangue que se
mantiveram significativamente aumentados em relagcao aos respectivos grupos

controles (Tabela 2).
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Tabela 1. Valores médios do peso corporeo de ratos machos intoxicados ou

nao pelo chumbo durante a prenhez e a amamentacao

Peso corpoéreo (g)

Grupos / Idade 23 dias 70 dias
Controle 39,3+0,5 -
Na‘/agua - 3279+4,4
Pb 41,0+£0,8 -
Pb/agua - 325,2+8,8

Pb: 500 ppm de chumbo durante a prenhez e a amamentagdo. Os animais experimentais tiveram
controles recebendo acetato de sddio pelos mesmos periodos de intoxicagdo. Apds o desmame,
grupos de animais controles e intoxicados passaram a receber agua filtrada (grupos: Na+t/agua,
Pb/agua). Os valores representam a média = EPM. Nimero de animais = 6-20.



Tabela 2. Concentragéo sangiinea (ug/dl) de chumbo nas maes e seus filhotes

Grupos Experimentais

Maes Filhotes
23 dias de idade 70 dias de idade

Controle <50 <50 <50
Na*/agua <50 <5,0 <5,0

Pb 52,63 +7,14* 38,7 + 8,27 -
Pb/agua - - 12,38 +0,72*

Pb: 500 ppm de chumbo durante a prenhez e a amamentagdo. Os animais experimentais
tiveram controles recebendo acetato de sédio pelos mesmos periodos de intoxicagdo. Apds o
desmame, grupos de animais controles e intoxicados passaram a receber agua filtrada até 70°
dia de idade (grupos: Nat/agua, Pb/agua). Os valores representam a média + EPM. *P < 0,05
em relagdo aos respectivos controles. NUumero de animais = 5-6. Limite de detecgéo = 5,0 pg/dl.



Pressao arterial
A presséo arterial sistélica caudal de ratos recém-desmamados e adultos
expostos perinatalmente ao Pb mostrou-se significativamente aumentada quando

comparada aos respectivos grupos controles (Figura 1).

Reatividade vascular

As respostas vasodilatadoras a ACh, ao NP, e ao ISO, avaliadas tanto pela
resposta maxima quanto pela CE50, ndo se mostraram significativamente
alteradas em aortas, com e sem endotélio, de ratos recém-desmamados e adultos
intoxicados pelo Pb no periodo perinatal, quando comparadas as respostas
observadas em aortas de ratos nao intoxicados da mesma idade (Figuras 2-7;
Tabelas 3-8). Ainda, a resposta vasodilatadora ao KClI, avaliada pela resposta
maxima, nao se mostrou significativamente alterada em ratos de 23 e 70 dias
intoxicados pelo Pb no periodo perinatal guando comparada a de proles néo
intoxicadas na mesma idade (Figuras 8 e 9, Tabelas 9). Entretanto, em ratos de 23
dias, a intoxicagéo pelo Pb no periodo perinatal determinou diminuigao
significativa de sensibilidade ao KCI em anéis de aorta com endotélio quando
comparados aos ratos nao intoxicados na mesma idade (Figura 8, Tabelas 10).

A administragao de acetato de sddio ndo determinou qualquer alteragao na
mobilizagao de Pb, na pressao arterial ou na reatividade da aorta quando
comparada ao observado em ratos que apenas ingeriram agua filtrada (dados néao

apresentados). A remocao do endotélio abole a resposta a ACh.
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Figura 1. Evolucao temporal da presséo arterial sistélica caudal (mmHg) de proles
controles e intoxicadas com 500 ppm de chumbo (Pb) durante a prenhez e
amamentacdo. Apos o desmame passaram a receber agua filtrada. Os animais
experimentais tiveram controles recebendo acetato de sodio pelos mesmos
periodos de intoxicagdo. Os valores representam a média + EPM. *P < 0,05 em
relacdo aos grupos controles. Numero de animais = 20.
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Figura 2. Curvas concentragao-efeito a acetilcolina obtidas em anéis de aorta
toracica, pré-contraidos com fenilefrina e isolados de ratos recém-desmamados (23
dias de idade) controles e expostos ao chumbo (Pb: 500 ppm) durante a prenhez e a
amamentacdo. Os valores representam a média + EPM. NUmero de animais = 5-7. A
remocéo do endotélio abole o relaxamento a acetilcolina.
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Figura 3. Curvas concentracédo-efeito a acetilcolina obtidas em anéis de aorta
toracica, pré-contraidos com fenilefrina, e isolados de ratos adultos (70 dias de idade)
controles e expostos ao chumbo (Pb: 500 ppm) durante a prenhez e amamentacgao.
Apds o desmame passaram a receber agua filtrada até o 70° dia de idade. Os valores
representam a média + EPM. Numero de animais = 5-8. A remog&o do endotélio
abole o relaxamento a acetilcolina.
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Figura 4. Curvas concentracao-efeito ao nitroprussiato de sodio obtidas em anéis
da mesma aorta toracica, com (+E) e sem (-E) endotélio, pré-contraidos com
fenilefrina e isoladas de ratos recém-desmamados (23 dias de idade) controles e
expostos ao chumbo (Pb: 500 ppm) durante a prenhez e a amamentag&o. Numero
de animais = 5-7. Os valores representam a média + EPM.
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Figura 5. Curvas concentracao-efeito ao nitroprussiato de sodio obtidas em
anéis da mesma aorta toracica, com (+E) e sem (-E) endotélio, pré-contraidos
com fenilefrina e isoladas de ratos adultos (70 dias de idade) controles e
expostos ao chumbo (Pb: 500 ppm) durante a prenhez e amamentacéo. Apos o
desmame passaram a receber agua filtrada até o 70° dia de idade. Os valores
representam a média + EPM. Numero de animais = 5-8.
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Figura 6. Curvas concentragdo-efeito ao isoproterenol obtidas em anéis da
mesma aorta toracica, com (+E) e sem endotélio (-E), pré-contraidos com
fenilefrina e isoladas de ratos recém-desmamados (23 dias de idade) controles
e expostos ao chumbo (Pb: 500 ppm) durante a prenhez e a amamentacao.
Numero de animais = 7-12. Os valores representam a média + EPM.
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Figura 7. Curvas concentragdo-efeito ao isoproterenol obtidas em anéis da mesma
aorta toracica, com (+E) e sem endotélio (-E), pré-contraidos com fenilefrina e
isoladas de ratos adultos (70 dias de idade) controles e expostos ao chumbo (Pb:
500 ppm) durante a prenhez e a amamentagdo. Apos 0 desmame passaram a
receber agua filtrada até o 70° dia de idade. Os valores representam a média +
EPM. Numero de animais = 7-12.
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Figura 8. Curvas concentragéo-efeito ao KCI obtidas em anéis da mesma aorta
toracica, com (+E) e sem (-E) endotélio, pré-contraidos com fenilefrina e
isoladas de ratos recém-desmamados (23 dias de idade) controles e expostos
ao chumbo (Pb: 500 ppm) durante a prenhez e amamentagcédo. Os valores
representam a média £+ EPM. Numero de animais = 6-8.
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Figura 9. Curvas concentragédo-efeito ao KCl obtidas em anéis da mesma aorta
toracica, com (+E) e sem endotélio (-E), pré-contraidos com fenilefrina e isoladas de
ratos adultos (70 dias de idade) controles e expostos ao chumbo (Pb: 500 ppm)
durante a prenhez e a amamentacédo. Apés o desmame passaram a receber agua
filtrada até o 70° dia de idade. Os valores representam a média £ EPM. Numero de
animais = 6-8.



Tabela 3. Valores médios de resposta maxima a acetilcolina obtidos em
anéis da mesma aorta toracica, pré-contraidos com fenilefrina e isolados de
ratos recém-desmamados e adultos expostos ou ndo ao chumbo durante a

prenhez e a amamentacéao

Idade 'Resposta Maxima
(% relaxamento)

23 dias Controle 73,60 + 9,03
Pb 76,71 + 4,67
70 dias Controle 72,12 £ 4,67
Pb 85,12+ 5,15

"Resposta maxima: % de relaxamento em relagdo a pré-contragdo com fenilefrina. Pb: 500
ppm de acetato de chumbo (Pb) durante a prenhez e a amamentagdo (grupo Pb). Os
animais experimentais tiveram controles recebendo acetato de s6dio pelos mesmos periodos
de intoxicagdo. Ap6s o desmame, um grupo de animais controles e intoxicados passou a
receber agua filtrada até o 70° dia de idade, quando foram mortos. Outro grupo de animais
controles e intoxicados foi morto ao desmame. Os valores representam a média + EPM.
Numero de animais = 5-9. A remocdo do endotélio abole o relaxamento induzido pela
acetilcolina.



Tabela 4. Valores médios de sensibilidade a acetilcolina obtidos em anéis da
mesma aorta toracica, pré-contraidos com fenilefrina e isolados de ratos
recém-desmamados e adultos expostos ou ndo ao chumbo durante a

prenhez e a amamentacgéao

Idade 'CE50 x 10° M
23 dias Controle 4,68
(0,60- 36,44)
Pb 8,26
(0,10 — 48,77)
70 dias Controle 58,09

(5,25 — 142,69)

Pb 41,43
(6,18 — 108,44)

'CE50 = concentracgdo eficaz 50%. Pb: 500 ppm de acetato de chumbo (Pb) durante a
prenhez e a amamentagdo. Os animais experimentais tiveram controles recebendo acetato
de sbdio pelos mesmos periodos de intoxicagdo. Apés o desmame, um grupo de animais
controles e intoxicados passou a receber agua filtrada até o 70° dia de idade, quando foram
mortos. Outro grupo de animais controles e intoxicados foi morto ao desmame. Os valores
representam a média com intervalo de confianca de 95%. Numero de animais = 5-9. A
remocao do endotélio abole o relaxamento induzido pela acetilcolina.



Tabela 5. Valores médios de resposta maxima ao nitroprussiato de sodio
obtidos em anéis da mesma aorta toracica, com e sem endotélio, pré-
contraidos com fenilefrina e isolados de ratos recém-desmamados e adultos

expostos ou ndo ao chumbo durante a prenhez e a amamentacgao

Idade "Resposta Maxima
(% relaxamento)

Com endotélio Sem endotélio
23 dias Controle 76,8 £ 9,75 93,00 £ 4,29
Pb 83,5+ 5,84 72,6 £ 10,52
70 dias Controle 99,25 + 0,75 98,00 £ 1,22
Pb 84,50 £ 7,07 98,17 £ 1,83

'Resposta maxima: % de relaxamento em relagéo & pré-contragéo com fenilefrina. Pb: 500 ppm
de acetato de chumbo (Pb) durante a prenhez e a amamentagdo (grupo Pb). Os animais
experimentais tiveram controles recebendo acetato de sédio pelos mesmos periodos de
intoxicagdo. Ap6s o desmame, um grupo de animais controles e intoxicados passou a receber
agua filtrada até o 70° dia de idade, quando foram mortos. Outro grupo de animais controles e
intoxicados foi morto ao desmame. Os valores representam a média + EPM. Numero de
animais = 4 -5.



Tabela 6. Valores médios de sensibilidade ao nitroprussiato de sédio obtidos

em anéis da mesma aorta toracica, com e sem endotélio, pré-contraidos com

fenilefrina e isolados de ratos recém-desmamados e adultos expostos ou ndo

ao chumbo durante a prenhez e a amamentacao

Idade 'CE50 x 10°M

Com endotélio Sem endotélio

23 dias Controle 4,37 2,18
(0,98 — 31,44) (0,99 — 29,29)

Pb 3,01 5,04
(0,60 — 44,83) (1,04 — 13,39)

70 dias Controle 5,49 4,37
(1,07 — 33,19) (1,02 — 23,95)

Pb 4,93 6,22
(0,64 — 28,76) (1,13 — 30,04)

'CE50 = concentracdo eficaz 50%. Pb: 500 ppm de acetato de chumbo (Pb) durante a
prenhez e a amamentag¢do. Os animais experimentais tiveram controles recebendo acetato
de sodio pelos mesmos periodos de intoxicagdo. Apdés o desmame, um grupo de animais
controles e intoxicados passou a receber agua filtrada até o 70° dia de idade, quando foram
mortos. Outro grupo de animais controles e intoxicados foi morto ao desmame. Os valores
representam a média com intervalo de confianga de 95%. Numero de animais = 4-5.



Tabela 7. Valores médios de resposta maxima ao isoproterenol obtidos em

anéis da mesma aorta toracica, com e sem endotélio, pré-contraidos com

fenilefrina e isolados de ratos recém- desmamados e adultos expostos ou nao

ao chumbo durante a prenhez e a amamentacéao

Idade "Resposta Maxima
(% relaxamento)
Com endotélio Sem endotélio
23 dias Controle 95,82 + 1,51 92,29+4,12
Pb 97,50 + 1,72 98,33 + 1,11
70 dias Controle 72,42 +4,72 74,33 + 4,68
Pb 81,83+ 5,53 72,75+ 7,12

"Resposta maxima: % de relaxamento em relagdo & pré-contracdo com fenilefrina. Pb: 500
ppm de acetato de chumbo (Pb) durante a prenhez e a amamentacao (grupo Pb). Os animais
experimentais tiveram controles recebendo acetato de so6dio pelos mesmos periodos de
intoxicagdo. Apdés o desmame, um grupo de animais controles e intoxicados passou a receber
agua filtrada até o 70° dia de idade, quando foram mortos. Outro grupo de animais controles e
intoxicados foi morto ao desmame. Os valores representam a média + EPM. Numero de
animais = 7-12.



Tabela 8. Valores médios de sensibilidade ao isoproterenol obtidos em anéis
da mesma aorta toracica, com e sem endotélio, pré-contraidos com fenilefrina
e isolados de ratos recém- desmamados e adultos expostos ou ndo ao chumbo

durante a prenhez e a amamentacgao

Idade 'CE50 (M)
Com endotélio Sem endotélio
23dias Controle 1,21 x107"° 1,49 x107°
(0,30 — 45,29) (0,20 — 19,86)
Pb 1,34 x107° 1,18 x107"°
(0,40 — 11,23) (0,04 — 13,36)
70 dias Controle 6,64 x107 5,46 x107
(0,98 — 14,25) (0,66 — 29,18)
Pb 5,93 x107 4,63 x107
(1,47 —17,21) (0,24 — 21,45)

'CE50 = concentracéo eficaz 50%. Pb: 500 ppm de acetato de chumbo (Pb) durante a prenhez
e a amamentag¢do. Os animais experimentais tiveram controles recebendo acetato de sédio
pelos mesmos periodos de intoxicagdo. Apés o desmame, um grupo de animais controles e
intoxicados passou a receber agua filtrada até o 70° dia de idade, quando foram mortos. Outro
grupo de animais controles e intoxicados foi morto ao desmame. Os valores representam a
meédia com intervalo de confianga de 95%. Numero de animais = 7-12.



Tabela 9. Valores médios de resposta maxima ao KCI obtidos em anéis da
mesma aorta toracica, com e sem endotélio, isolada de ratos recém

desmamados e adultos expostos ou ndo ao chumbo durante a prenhez e a

amamentagao
Idade "Resposta Maxima
(% relaxamento)
Com endotélio Sem endotélio

23 dias Controle 80,25 + 5,06 92,17 £ 5,23

Pb 59,00 + 7,27 80,88 £ 7,18
70 dias Controle 55,75 £ 3,06 64,62 + 6,29

Pb 75,38 £ 5,88 79,33 £ 9,46

'Resposta maxima: % de relaxamento em relagéo & pré-contragéo com fenilefrina. Pb: 500 ppm
de acetato de chumbo (Pb) durante a prenhez e a amamentagdo (grupo Pb). Os animais
experimentais tiveram controles recebendo acetato de sédio pelos mesmos periodos de
intoxicagdo. Ap6s o desmame, um grupo de animais controles e intoxicados passou a receber
agua filtrada até o 70° dia de idade, quando foram mortos. Outro grupo de animais controles e
intoxicados foi morto ao desmame. Os valores representam a média + EPM. Numero de
animais = 6-8.



Tabela 10. Valores médios de sensibilidade ao KCI obtidos em anéis da
mesma aorta toracica, com e sem endotélio, pré-contraidos com fenilefrina e
isolados de ratos recém- desmamados e adultos expostos ou ndo ao chumbo

durante a prenhez e a amamentacgao

Idade 'CE50 x 10° M

Com endotélio Sem endotélio

23dias Controle 1,93 2,07
(1,67 - 2,22) (1,43 - 3,02)

Pb 2,58* 2,34
(2,14 - 3,11) (1,76 — 3,12)

70 dias Controle 1,68 1,62
(1,40 — 2,01) (1,41 - 1,86)

Pb 1,97 2,30
(1,54 — 2,52) (1,20 — 3,67)

'CE50 = concentragao eficaz 50%. Pb: 500 ppm de acetato de chumbo (Pb) durante a prenhez
e a amamentacdo. Os animais experimentais tiveram controles recebendo acetato de sédio
pelos mesmos periodos de intoxicagdo. Apds o desmame, um grupo de animais controles e
intoxicados passou a receber agua filtrada até o 70° dia de idade, quando foram mortos. Outro
grupo de animais controles e intoxicados foi morto ao desmame. Os valores representam a
meédia com intervalo de confianga de 95%. *P < 0.05 em relagdo ao respectivo controle.
Numero de animais = 6-8.



DISCUSSAO

As autoridades de saude publica utilizam-se de niveis elevados para definir
os niveis de referéncia de Pb no sangue de mulheres ndo gestantes (40 ug/dl,
valor de referéncia em muitos paises).

Em humanos, o Center for Disease Control and Prevention’s (CDC’s) Adult
Blood Lead Epidemiology and Surveillance program-United States, 2004 relata
que 0,08 por 100.000 mulheres expostas ocupacionalmente em idade de 16 a 44
anos tém niveis sangliineos de Pb > 40 pg/dl.2 Se uma politica universal de
avaliacao fosse empregada o numero de casos relatados poderia ser
substancialmente maior.

Devemos reconhecer que uma significante propor¢cao de mulheres nao
gestantes com niveis sanguineos de Pb > 40 ug/dl tornar-se-ao gestantes e
estardo expondo seus filhos aos riscos dos efeitos adversos do Pb a saude. Os
niveis sangliineos de Pb materno e fetal sdo praticamente idénticos, uma vez que
esse metal atravessa livremente a barreira placentéaria. Isso tem provocado
preocupacao com relacdo a elevada plumbemia entre as mulheres em idade fértil,
ja que uma grande proporcao de gestacdes nao é planejada.

A severidade dos efeitos e a extensao pela qual o sistema cardiovascular é
afetado pelo Pb parece ser influenciado mais diretamente pelas concentragbes de
Pb e a duragéo da exposi¢cao ao metal juntamente com outros fatores incluindo via
de exposicao, fase da vida do individuo, temperatura, e nivel de ingestao de célcio

na dieta.'? No presente estudo, investigou-se as alteracdes vasculares em proles
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expostas ao Pb durante a prenhez e a lactagdo de maes com niveis sanguiineos
proximos a 40 ug/dl.

O regime de exposicao utilizado no presente estudo nao afetou o peso
corpdreo das maes e dos filhotes ou o numero de filhotes por ninhada (dado néo
mostrado). Todos os animais mostraram-se saudaveis € nenhum deles mostrou
sinais de toxicidade.

Entretanto, 0 mesmo protocolo de exposi¢ao perinatal ao Pb determinou um
aumento na pressao arterial sistolica de ratos recém-desmamados que se
prolongou até a vida adulta. O aumento sustentado na pressao arterial de ratos
intoxicados confirmou relatos anteriores da literatura que mostraram uma
correlagao positiva entre niveis sanglineos de Pb e hipertensao arterial associada
ao saturnismo.'®% Ainda, alteracées comportamentais e neuroquimicas foram
também relatadas em ratos apresentando niveis sangiiineos semelhantes.'>?

Estudos anteriores em nosso laboratério mostraram que a hipertensao
arterial em proles expostas perinatalmente ao Pb é acompanhada de
hiperreatividade ao agente vasoconstritor noradrenalina (dados nao publicados),
corroborando achados da literatura para condigées de intoxicacéo pds-natal.®??
Entretanto, embora a literatura relate que as propriedades vasodilatadoras,
dependentes ou ndo da integridade da célula endotelial, estdo alteradas em uma

variedade de modelos de hipertensao arterial,* '3

o presente estudo mostrou que
a hipertenséo arterial induzida pela exposicao perinatal ao Pb nao foi
acompanhado de alteragdes de reatividade a agentes vasodilatadores,

dependentes ou ndo da célula endotelial. Esses achados corroboram relatos de
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Purdy et al (1997)° que ndo observaram qualquer alteragéo de reatividade da
aorta a ACh e ao NP em ratos expostos ao Pb durante a vida p6s-natal.

Uma vez que a reatividade vascular intrinseca a ACh - agente
vasodilatador dependente do endotélio via 6xido nitrico/GMPc, ao NP - agente
vasodilatador independente do endotélio e responsavel pelo acumulo de GMPc no
musculo liso vascular, e ao ISO - agente vasodilatador parcialmente dependente
do endotélio e responsavel pelo acimulo de AMPc¢ no musculo liso vascular, ndo
estd alterada na hipertensao arterial induzida pela exposicao perinatal ao Pb,
sugere-se que ambas as vias de transducao para a vasodilatacdo, NO/GMPc e j3-
adrenoceptor/AMPc, ndo foram susceptiveis a intoxicacdo pelo Pb no periodo
perinatal. Entretanto, a literatura relata redugcéo na densidade de adrenoceptores
beta e diminuicdo no acimulo de AMPc em aorta de ratos expostos a mesma
dose de Pb, 500 ppm/60 dias, na vida adulta.>® Provavelmente a divergéncia de
resultado seja devida a diferencas entre os periodos de exposicdo ao metal
utilizados nos diferentes estudos, a saber, periodo perinatal e vida adulta.

Sabe-se que a Na™-K* ATPase participa na modulagdo do tono e da
contratilidade do musculo liso vascular.'®*° Alteracées da atividade funcional da
bomba Na*-K* ATPase vascular ou sua regulacdo podem contribuir para o
desenvolvimento de hipertensdo ou ser um mecanismo compensatério contra a
elevacdo da pressao arterial.?° A vasodilatagdo que ocorre em resposta ao K* é
devida a um aumento da atividade da bomba Na*-K* ATPase, resultando num
aumento do transporte eletrogénico destes ions, consequentemente,

hiperpolarizagéo e relaxamento. A literatura sugere que fatores endoteliais podem
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estimular a bomba Na*-K* ATPase e uma modulagéo endotelial positiva sobre a
bomba de Na* em aorta de ratos foi confirmada por Rossini et al*® (2002). No
presente estudo observou-se uma diminui¢do na modulagédo endotelial da bomba
Na*-K* ATPase em aorta intacta de ratos recém-desmamados expostos
perinatalmente ao Pb, uma vez que o valor da EC50 ao K" foi significativamente
aumentado em aorta de ratos intoxicados quando comparado aos controles. Este
efeito mostrou-se reversivel com a idade uma vez que nenhuma alteragéo do
relaxamento induzido pelo K* foi observada em ratos intoxicados adultos. Ainda,
independentemente da idade, nenhuma alteragdo no relaxamento induzido pelo K*
foi observada em aorta sem endotélio de ratos intoxicados, sugerindo que a
hipertensao arterial induzida pela exposicéo perinatal ao Pb ndo envolve
alteragdes na atividade funcional da bomba Na*-K*™ ATPase presente no musculo
liso vascular.

Concluindo, o presente estudo mostrou que a exposi¢cao perinatal ao Pb
determina hipertensado arterial em proles recém-desmamadas e adultas sem,
contudo, alterar as vias de transducao para a vasodilatacdo NO/GMPc e -
adrenoceptor/AMPc. Ainda, uma diminuicdo na modulagédo endotelial positiva
sobre a bomba Na*-K" ATPase parece contribuir para o estadio hipertensivo de
ratos recém-desmamados, mas ndo adultos, expostos ao Pb durante a prenhez e
a amamentacéao. Estes achados podem ajudar na compreensao dos mecanismos
envolvidos na etiologia e manutengao do estadio hipertensivo na intoxicagao pelo
Pb, conduzindo a vantagens terapéuticas contra doengas cardiovasculares no

saturnismo.
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