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Introducdo



Alguns metais como o zinco, ferro e magnésio, em pequenas doses, sdo essenciais
para a vida, enquanto outros, como o chumbo (Pb), mercurio, cadmio e arsénio nao tem
utilidade bioldégica. Entretanto, a utilizacdo destes metais pelo homem ¢é potencialmente
perigosa a saude dos organismos vivos.

O chumbo adquire maior importancia a cada ano como risco industrial e ambiental. A
exposicdo ocupacional é a principal fonte de contaminacgao e esta relacionada as industrias:
extrativa, petrolifera, de baterias, de tintas e corantes, de ceramicas, cabos, tubulacdes e
munic¢des (Cordeiro 1996; Poreba, 2011; ).

A ACGIH (American Conference of Governamental Industrial Hygienists, USA) e a
ABHO (Associagao Brasileira de Higienistas Ocupacionais, Brasil) recomendam o valor de
referéncia de normalidade até 40 upg/dl e o valor de exposicdo ocupacional até 60 ug/dl
(indice Bioldgico de Exposigéo) de Pb no sangue total. Mulheres em idade fértil, cujo Pb no
sangue exceda 10 pg/dl, estdo em risco de gerar uma crianga com taxa de Pb no sangue
acima de 10 ug/dl que é guia estabelecido pelo Centro de Controle de Doengas (CDC-USA).
Se a taxa de Pb permanecer elevada, ela pode afetar o desenvolvimento do feto (Cordeiro
1996).

Alguns dados epidemiologicos sdo compativeis com a idéia de que a exposigdo ao
Pb desempenha importante papel no desenvolvimento da hipertensao arterial em individuos
expostos (Glenn et al., 2003; Vaziri, 2008; Stojek and Skoczynska, 2003), bem como na
populagdo em geral (Bost et al., 1999; Vaziri, 2008). Isto leva a preocupagéo sobre o
impacto do aumento da carga corpérea de Pb sobre a pressao arterial e doencas
cardiovasculares (Alissa and Ferns, 2011; Vassallo et.al., 2011).

Em ratos adultos, a hipertenséo arterial induzida pela exposigcdo ao Pb durante a
vida pés-natal é caracterizada por um aumento na reatividade vascular as catecolaminas
(Skoczynska et al., 1986), um aumento no nivel plasmatico de noradrenalina (NA) bem
como uma diminuicdo de beta-adrenoceptores (Tsao et al., 2000), e uma redugao na
resposta vasodilatadora a acetilcolina e nitroprussiato (Marques et al., 2001).

Contrariamente, Purdy et al. (1997) ndo observaram qualquer alteragdo de reatividade da
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aorta a vasoconstritores (NA e fenilefrina) ou vasodilatadores (acetilcolina e nitroprussiato de
s6dio) associada a hipertensao arterial induzida pelo Pb em ratos. A maioria dos estudos
foca no conceito de que este metal toxico interage com: 1) processos regulatérios que
envolvem ions calcio, GMP ciclico como segundo mensageiro, e proteina quinase C (Khalil-
Manesh et al., 1993; Watts et al, 1995; Courtois et. al, 2003; Vaziri, 2008), 2) sitemas renina-
angiotensina-aldosterona, calicreina-cininas e outros autacéides (por exemplo: endotelina),
3) sistemas de transducao (por exemplo: 6xido nitrico - NO) (Khalil-Manesh et al., 1993;
Vaziri, 2008), 4) proliferagdo de células endoteliais e de musculo liso (Fujiwara et al., 1995;
Kaji et al., 1995), e 5) estresse oxidativo (Flora et al., 2008).

Alteracoes da funcdo da célula endotelial estdo envolvidas em uma variedade de
estadios hipertensivos, um fenémeno que provavelmente nao esta relacionado a diminuicao
da producdo e/ou liberacdo de fatores de relaxamento derivados do endotélio, mas a
liberagdo simultanea de fatores de contragcéo derivados do endotélio, por exemplo, produtos
da via da ciclooxigenase (Cordellini, 1999; Cordellini e Vassilieff, 1988; Grizzo e Cordellini,
2008). Na célula normal a producao relativa dos metabdlitos da via ciclooxigenase favorece
substancias vasodilatadoras, entretanto esta relacdo pode diferir em processos
fisiopatolégicos, como por exemplo, estadios hipertensivos (Cordellini et al., 1990) e
exposi¢ao ao Pb (Grizzo e Cordellini, 2008).

Uma importante consideracao é o fato de que varias doencas desenvolvidas durante
a idade adulta sao provavelmente determinadas durante os primeiros estagios da vida, sob
o efeito da exposicéo ou dieta preferencial da mae durante a gravidez. Neste contexto,
embora haja inumeros estudos sobre alteragdes comportamentais, neuroquimicas e outras
induzidas pela exposicdo ao Pb nas fases pré-natal e/ou de amamentagdo (Lasley and
Lane, 1988; Mello CF et.al., 1998; Rodrigues et al., 1996; Widzowski et al., 1994; Dearth et

al., 2002), a literatura ainda é falha sobre as alteragbes cardiovasculares nestas condigdes.



Deve-se considerar ainda que muitos contaminantes ambientais, em concentragdes
nao nocivas, podem determinar processos fisiopatoldgicos quando da presenca simultanea
de fatores diversos, como por exemplo: estressores fisicos ou quimicos, condigcbes
fisiopatoldgicas (desnutricao, estresse psicoldgico, obesidade) e condigao sécio-cultural.

Nos paises em desenvolvimento, a desnutricio materna representa importante
problema de saude publica. Esta condigdo pode afetar diversas fungdes fisioldgicas no
recém-nascido (Barker et al., 1993). Ainda, foram identificadas correlagdes entre a restricdo
de crescimento fetal em humanos e a susceptibilidade para doencas crbénicas, como
doencas coronarianas, acidente vascular cerebral e hipertensdo, na idade adulta (Hoy et al.,
1999). Tais disturbios derivam da adaptacao fetal in Utero a restricio materna que altera
permanentemente as caracteristicas de crescimento, e metabolismo e fisiologia pds-natal
(Barker et al., 1993).

As doencas vasculares ligadas a desnutricdo intra-uterina estdo relacionadas a
disfungdo endotelial, com prejuizo das respostas vasculares dependentes do endotélio
(Franco et al., 2002; 2003). Neste contexto, a perda da fungao moduladora do endotélio
pode ser um fator critico e inicial no desenvolvimento de processos fisiopatolégicos, como a
hipertensao arterial associada a desnutricdo materna (Nakazono et al., 1991; Franco et al.,
2003; Franco et al., 2007).

A desnutricdo, pode alterar o funcionamento da barreira placentaria, e
consequentemente modificar a farmacocinética de distribuicdo do Pb, influenciando
diretamente na toxicidade deste para o feto. Ainda, uma quantidade significativa da mao de
obra exposta ocupacionalmente ao Pb é de mulheres e, destas, uma proporcao significativa
€ de gestantes desnutridas em risco associado de exposi¢dao (CDC, 2007). Assim, co-
ocorréncia de sobrecarga de Pb e desnutricdo durante o desenvolvimento fetal aumenta a
possibilidade de interagdes entre os fatores de risco e, embora haja alguns relatos sobre
alteragdes cardiovascular em condigdes de desnutricdo intra-uterina (Franco et al., 2002) e
de exposicao perinatal ao Pb (Grizzo and Cordellini 2008), isoladamente, torna-se
imprescindivel o conhecimento da adaptacéao circulatéria nestas condicbes em associacao.
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O presente estudo pretende contribuir para a avaliagdo do impacto da exposigcao
perinatal ao Pb sobre a saude de individuos provenientes de maes desnutridas ou nao,
auxiliando os gestores em saude publica na tomada de decisdes para o estabelecimento e
normatizacdo de indices biologicos de exposicdo e limites de exposicdo em gestantes,

especialmente aquelas desnutridas.



Objetivos



1 Objetivo geral

Examinar a hipotese de que a desnutricao materna e a exposi¢ao perinatal ao Pb, os
quais co-ocorrem como fator de risco cardiovascular na vida pés-natal, poderiam interagir de
modo que os efeitos dos fatores individuais sobre a modulagédo de ambos tono vascular e

pressao arterial pudessem diferir quando na presenca do outro.

2 Objetivos especificos

Investigar as alteragdes de pressado arterial e de reatividade a noradrenalina e ao
calcio da aorta toracica, com e sem endotélio, isolada de ratos machos recém-desmamados
submetidos a desnutricao intra-uterina e expostos perinatalmente ao Pb, isoladamente ou
em associagao e seus respectivos controles. Serdao ainda avaliados o peso da ninhada, a
evolucao do peso corporal de maes e filhotes, a distancia anogenital dos filhotes ao
nascimento, niumero e género de filhotes por ninhada, bem como o peso da aorta, rins,
figado, ventriculo esquerdo e a concentragdo plasmatica de Pb em ratos recém-

desmamados.



Material e Métodos



1 Animais

Ratos Wistar machos e fémeas foram obtidos do Biotério Central Campus de
Botucatu - UNESP e usados para o acasalamento. Somente filhotes machos com 23 — 25
dias (recém-desmamados) de idade foram utilizados. Como a ninhada é considerada a
unidade experimental, irmaos n&o 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 (23 + 2°C). Os animais tiveram livre acesso a ragéo e também a agua filtrada,
com excegao das fémeas em exposicao.

Os procedimentos experimentais foram submetidos & Comissdo de Etica na

Experimentacdo Animal do IB-UNESP-Botucatu e aprovados (protocolo n® 234-CEEA).

2 Acasalamento

Para o acasalamento, foi colocado um macho dentro de cada gaiola contendo duas
fémeas, no final da tarde. As ratas foram diariamente observadas e o dia em que se
detectou a presenca de espermatozdides e a fase estro do ciclo estral no esfregaco vaginal
foi nomeado dia zero de prenhez. Neste dia, as ratas foram alocadas em gaiolas individuais
e separadas em quatro grupos: controle (CTRL), exposto ao acetato de Pb (Pb), exposto a

desnutricao in utero (RA) e exposto a associagao dos dois ultimos procedimentos (AS).

GRUPOS
EXPERIMENTAIS

{Ratas Prenhes)
/
Expostas ao Pb

Desnutridas a
{prenhez e lactacao)

50% controle
durante a prenhez)



De modo a prevenir qualquer variacdo no crescimento dos neonatos devida a
disponibilidade de leite durante a amamentacéo, o tamanho da ninhada ao nascimento foi
padronizado em 8 filhotes, mantendo-se o maior nimero possivel de filhotes machos.
Filhotes fémeas foram mantidas somente para se completar a ninhada. Ninhadas com

numero de filhotes inferior a oito foram descartadas.

3 Regime de Exposigao

Ap6s confirmagao da prenhez, ratas dos grupos Pb e AS comegaram a receber na
agua de beber, 500 ppm de Pb na forma de acetato de Pb. A exposigao foi realizada durante
toda a prenhez e a amamentagéao.
Dados anteriores do laboratério, usando concentragao de acetato de sodio calculada de
modo a fornecer para as ratas controles 0 mesmo numero de moléculas de acetato, ndo
determinaram qualquer alteracdo de pressédo arterial ou de reatividade vascular na
descendéncia. Assim, no presente estudo ratas controles receberam agua filtrada pelo

mesmo periodo de exposicao.

4 Restrigao Alimentar — Desnutrigao in utero

Com o objetivo de estabelecer o protocolo de desnutricdo, avaliou-se o consumo
diario de racdo em ratas durante todo o periodo de prenhez, estabelecendo-se assim a
guantidade de racdo a qual maes desnutridas seriam submetidas a cada dia. Este protocolo
€ conhecido como pair feeding que considera o fornecimento ao animal desnutrido de uma
porcentagem da racao diaria ingerida pelo animal controle com livre acesso a ragao (Russell
et al., 2008).

Assim, apds a confirmacédo da prenhez, as ratas fémeas dos grupos RA e AS
passaram a receber a mesma dieta a 50% do consumo do grupo CRTL, estabelecido no
regime de pair feeding do 1° dia de prenhez até o parto, segundo protocolo de Franco et al.
(2002). Apos o nascimento, os filhotes de ambos os grupos receberam racdo e agua ad
libitum.
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5 Procedimentos Pés-Natal e Evolugdo do Peso Corpéreo e Peso dos Orgaos

O peso materno foi avaliado semanalmente. Procedeu-se a identificacao de filhotes
machos e fémeas. Verificou-se, assim, o numero total de filhotes, machos e fémeas, por

ninhada, bem como a distancia anogenital dos filhotes.

Cada ninhada foi pesada ao nascimento e cada filhote macho foi pesado no 23° dia

de vida pos-natal.

Foram também avaliados o peso de anéis de aorta e os pesos relativos do figado e
rins e o grau de hipertrofia ventricular avaliado através da seguinte variavel: VE/PCF=

relacéo entre o peso do ventriculo esquerdo (VE) e o peso corporal final (PCF).

6 Protocolos experimentais

Filhotes com 23-25 dias de idade foram anestesiados com uretano (1,25 g/kg, i.p.), e
apos toracotomia, amostras de sangue foram recolhidas do ventriculo esquerdo para
posterior dosagem de Pb. Posteriormente, os animais seguiram para os protocolos

experimentais:

6.1 Anéalise Quantitativa de Pb

Os niveis de Pb no sangue foram quantificados em maes e seus filhotes machos
com 23 - 25 dias de idade. Para a quali-quantificacdo do Pb, as amostras de sangue foram
mineralizadas em forno de microondas (DGT-100 Plus, Provecto, Brasil) seguindo o
seguinte protocolo: 1,0 - 2,0 g de sangue + 3 ml de acido nitrico 65%. As amostras foram
levadas ao microondas a 400 W por 5 min, a 790 W por 5 min, a 790 W por 2 min e 0 W por
mais 5 min para resfriar a amostra . O material mineralizado foi diluido com agua ultrapura

(Mili Q) para um volume final de 10 ml.
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A concentracao de Pb foi determinada em espectrofotdmetro de absorgcado atémica
GBC AA 932 (EEA-Chama) nos laboratérios do Centro de Assisténcia Toxicoldgica-
CEATOX-IB-UNESP-Botucatu. A calibracao foi averiguada empregando-se uma solucao do
padrdo cobre na concentracdo de 5 ug/mL, conforme recomendacao do fabricante. Para a
determinacgao foi usada a metodologia de adicao de padrao para a constru¢cao da curva de
calibracao, a fim de se minimizar o efeito-matriz. O limite de detecgao foi 5,0 ug/dl. Todas as

amostras foram analisadas em triplicata.

6.2. Reatividade Vascular

Apés a coleta de sangue, procedeu-se, entdo, o isolamento da aorta toracica que,
livre de tecido conectivo, gordura e sangue, foi dividida em dois anéis de aproximadamente
4 mm. Indistintamente, um dos anéis teve o seu endotélio removido mecanicamente. Os
anéis foram suspensos, em cubas para érgao isolado, contendo solugao de Krebs-Henseleit
modificado (composicao em mM: NaCl 113,0; KCI 4,7; CaCl, 2,5; KH,PO,4 1,2; MgSO,4 1,1;
NaHCO; 25,0; glicose 11,0 e acido ascorbico 0,1). A solugdo nutriente foi mantida a 37,0 +
0,5°C e saturada com carbogénio (95% 0., 5% CO,). Os anéis foram conectados a
transdutores de forca isométrica (F-60 Narco Bio-Systems), acoplados a um fisiégrafo
(Narco Bio-Systems) e uma tensao inicial de 1,0 g foi aplicada aos anéis de aorta e mantida
ao longo de todo o experimento. Para estudar o papel do endotélio, as respostas aos
agentes vasoconstritores foram obtidas em anéis de aorta com (+E) e sem (-E) endotélio,

estudados em paralelo.

Acoplador ~ Carbogénio
Universal &

Transdutor
[sométrico
de forca

Anel de aorta
toracica Fisiégrafo
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6.2.1. Curvas concentragdo-efeito ao calcio

Apods um periodo de estabilizagdo de 30 minutos, anéis de aortas isoladas de ratos
dos diferentes grupos experimentais foram pré-contraidos com noradrenalina (3x107 M) e
em seguida concentragdo Unica de acetilcolina (10 M) foi usada para testar a integridade da
célula endotelial. Ao se completar o periodo de estabilizagdo de 60 minutos, a solugao
nutriente foi substituida por solugdo de Krebs-Henseleit sem calcio contendo acido
etilenodiamino tetra-acético (EDTA 0,026 mM, um agente quelante de calcio). Ao se
completarem 20 minutos nesta condi¢do, a solugdo foi substituida por solugdo de Krebs-
Henseleit sem calcio e sem EDTA. Apds 15 minutos nesta condicéo, as preparagdes foram
desafiadas com KCL (60 mM) por 5 minutos e em seguida curvas concentracao-efeito
(CCEs) cumulativas ao CaCl, foram obtidas. Ao final das CCEs ao CacCl,, concentragao
Unica de nitroprussiato de sédio (10 M) foi adicionada para testar a integridade do musculo
liso vascular.

6.2.2. Curvas concentragdo-efeito a noradrenalina

Apés um periodo de estabilizacdo de 30 minutos, anéis de aortas dos diferentes
grupos experimentais foram desafiadas com KCI (60 mM) por 5 min apés o que foram
lavadas com solugdo de Krebs-Henseleit. Decoridos 25 min, CCEs cumulativas a
noradrenalina foram obtidas. Ao final das CCEs, concentragdes Unicas de acetilcolina (10°
M) e nitroprussiato de sédio (10 M) foram utilizadas para testar a integridade da célula

endotelial e do musculo liso vascular, respectivamente.

A reatividade vascular foi avaliada através das alteracdes de reatividade vascular, a
saber, resposta maxima (g de tensdo/100mg de tecido) e poténcia (concentragao eficaz 50%
- CE50) do tecido ao agente vasoativo, em experimentos individuais. A CE50 é definida
como a concentracdo molar do agonista responsavel pela obtencdo de um efeito igual a
50% do efeito maximo. As CES50s foram obtidas por andlise de regressdo ndo linear no

GraphPad Prism 5.
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7 Analise Estatistica
A analise estatistica utilizada foi a seguinte:
- Andlise de variancia multifatorial, com teste a posteriori de Tukey. Os
fatores considerados foram: desnutricao in utero e exposi¢cao ao Pb.
Os resultados foram expressos como média + erro padrdao da média (EPM) ou
intervalo de confianga de 95%. Em todos os experimentos, P < 0,05 foi considerada

estatisticamente significativa.

8 Drogas e Solugoes

As seguintes drogas foram utilizadas: acetato de chumbo (Vetec Quimica Fina
Ltda.); cloridrato de acetilcolina (Sigma Chemical Co.); nitroprussiato de sodio (Sigma
Chemical Co.); bitartarato de noradrenalina (Sigma Chemical Co.); uretano (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 solugdo de acetato de Pb. As demais
solugdes foram preparadas utilizando-se solugao Krebs-Henseleit e as concentragdes foram

expressas em mM.
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Resultados
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1 Caracteristicas gerais dos animais

A evolucao do peso materno esta apresentada na Tabela 1. O peso corporeo
materno aumentou em funcdo da idade. A exposicdo ao Pb durante a prenhez nao
determinou qualquer alteracdo do peso corpéreo materno. Entretanto a restricdo alimentar
isoladamente e em associagao a exposi¢cao ao Pb durante a prenhez induziu perda do peso

corpéreo que mostrou significancia apenas no 20° dia de prenhez.

Tabela 1. Valores médios do peso corporeo materno durante a prenhez.

Prenhez Controle RA Pb Associacao , Nl,v elﬁde ,
significancia

Dia0 242.4+9.38 283.2+19.6 271.8+x4.7 2709%x57 P=05

Dia6  257.8+93  258,5+14.6 280.1+4.7 252,7+3.6 P=0,05
Diall 273.9+11,7 261.4+16.1 298.4+14.3 248.1+6.2 P> 0,05

Dia20  337,7£16.4 279.0+12.7% 3413219 266,8£5.7* *P<0.05

Pb = ratas que receber 500 ppm de Pb na agua de beber, na forma de acetato a partir da
confirmacio de prenhez. F A= ratas que receberam 50% da quantidade de ragio ingerida pelo

grupo controle. Dados expressos como media £ EPM. *P = 0,05 em relagio aos grupos
controle. Nimero de animais = 4-9.

Nenhum dos protocolos experimentais determinou qualquer alteracdo no numero de
filhotes por ninhada e na distancia anogenital de machos ou fémeas (Tabela 2). Da mesma
maneira, a exposicdo ao Pb in utero nao determinou qualquer alteracdo no peso dos
filhotes machos e fémeas ao nascimento e de machos no 23° dia de vida pds-natal, bem
como no peso da ninhada/numero de filhotes (Tabela 2). Entretanto a restrigdo alimentar in
utero isoladamente e em associagcao a exposicao perinatal ao Pb induziu perda do peso
corporeo dos filhotes machos e fémeas ao nascimento e de machos no 23° dia de vida pos-

natal, bem como no peso da ninhada/numero de filhotes (Tabela 2).
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Tabela 2. Valores médios do numero de filhotes por ninhada, da distancia anogenital
e do peso ao nascimento de filhotes de maes expostas perinatalmente ao Pb e a
restricdo alimentar durante a prenhez, isoladamente ou em associagao.

Parametros Controle Pb RA As _Nivel de
significancia

Nomerode  Total 9310 95+16 123+11 120+12 P>005
Filhotes por
Tlnh?dfo) Machos 43109 43:09 38:01 47+03  P»>005
n= -

Fémeas 50+07 53+10 75:18 7,0£1,0 P>0,05
Distancia Machos 1,0+01 09+01 09+01 1,0+0,1 P>0,05
anogenital
(=14-44)  coieas 20:041 18+01 20%071 545,04 P>0.05
Pesofilhotes Machos 7,4+02 7,1+02 59+05° 58+02* P<0,05
nascimento
(n=14-44)  Fameas 66402 67+03 48:02° 55+02° P<0,05
Pesoda
ninhada/ n° de 69+04 72+07 55+08° 54+05° P<005
filhotes
(n=7-10)
Peso filhotes
ao 23°diade Machos 681+26 659+20 550+28* 527+46* P<0,05
vida pds natal
(n= 9-20)

Pb: ratas que receberam 500ppm de Pb na agua de beber, na forma de acetato de
Pb, a partir da confirmacédo de prenhez. RA: ratas que receberam 50% da quantidade
de racdo ingerida pelo grupo controle. Dados expressos como media + EPM. *P <

0,05 em relac&o ao grupo controle. N = Numero de animais. Distancia anogenital =
distancia anogenital/3-/peso corpéreo(mm)
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2 Avaliacao dos rins, figado e hipertrofia cardiaca

Nenhum dos protocolos experimentais determinou qualquer alteragdo na
pressdo arterial sistélica caudal. Semelhantemente, nenhuma alteragcédo no peso
relativo do figado e ventriculo esquerdo e dos rins no protocolo de restricao
alimentar foi observada apds os diferentes protocolos. Entretanto, a exposicdo ao Pb
isoladamente e em associagao a restricao alimentar induziu aumento significativo do

peso relativo dos rins (Tabela 3).

3 Pressao arterial
Nenhum dos protocolos experimentais determinou qualquer alteracdo na

pressao arterial sistélica caudal de filhotes ao 22° dia de vida pds-natal (Tabela 3).

4 Dosagem de chumbo

A exposicao perinatal ao Pb, isoladamente ou em associagao a desnutricao
durante a prenhez determinou aumento significativo deste metal no sangue de
filhotes com 23-25 dias de idade. Ainda, os valores aumentados mostraram-se
equivalentes, independentemente do protocolo experimental [nivel de Pb no sangue

(ug/dl): controle < 5,00 ; RA < 5,00; Pb 46,35 + 5,53 e As 71,70 + 13,36, n = 9-11].
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Tabela 3. Valores médios da relagdo peso do ventriculo esquerdo/peso corporeo,
relagcdo do peso dos rins esquerdos/peso corporeo e peso dos rins direitos/peso
corporeo, relagdo do peso do figado/peso corporeo e da presséo arterial sistolica
caudal de filhotes com 23 - 25 dias de idade, provenientes de maes controles,
expostas ao chumbo durante a prenhez e a lactagdo e submetidas ou nao a
restricao alimentar durante a prenhez.

Parametros Controle RA Pb Associacdo  Nivelde
significancia

Ventriculo
Esquerdo/ Peso
corporeo 3,11+ 0,15 3,45+ 0,084 3,06%0,47 3,50t 0,11 P>0,05
(x10%)

Rim direito/

Peso corpdreo 559+0,068 5,11+0,2 6,13+ 0,12* 5,96+ 0,12* P <0,05
{x107)

Rim esquerdo/

Peso corporeo 5,82+ 0,12 5,13%0,14 6,95 * 0,43* 6,62%0,26 * P <0,05
{x10%)

Figado/ Peso

corpéreo 43511061 41,85+113 457%1,14 44,07+1,10 P>0,05
(x10%)

Anéis de aorta +E 3,28+ 0,12 3,21+0,25 2,8810,17 2981012 P> 0,05
(mg)

Angis de aorta -E 254t0,22 3,1810,34 2,67t0,24 2,8t0,25 P > 0,05
(mg)

Presséo arterial 89,41+225  97,14%2,22  88,80% 3,35 84,56 £ 2,75 P >0,05

(mmHg)

Pb: ratas que receberam 500 ppm de Pb na agua de beber, na forma de acetato a partir da confirmacéo de
prenhez. RA: ratas que receberam 50% da quantidade de racdo ingerida pelo grupo controle. Dados

expressos como média + EPM. *P < 0,05 em relagdo aos grupos controle. Ndmero de animais = 7-10.
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5 Reatividade Vascular

5.1 Curvas concentragdo-efeito ao CaCl,

Nenhum dos protocolos experimentais determinou qualquer alteracido de
resposta maxima ao CaCl, em aortas sem endotélio, a qual mostrou valor semelhante
aquele obtido em aorta com endotélio do grupo controle. Entretanto, um decréscimo
significativo na reatividade ao CaCl, foi observado em aortas com endotélio de ratos
machos expostos perinatalmente ao chumbo e a restricdo alimentar, isoladamente ou em
associagdo (Figura 1, Tabela 4). Nenhum dos protocolos experimentais determinou qualquer

alteragéo nos valores de CE50 ao CaCl, em aorta com e sem endotélio de ratos recém-

desmamados (Figura 1,Tabela 4).
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Figura 1. Curvas concentracao-efeito cumulativas ao cloreto
de calcio obtidas em dois anéis, com (+E) e sem (-E)
endotélio, da mesma aorta toracica isolada de ratos
controles, expostos ao chumbo (Pb 500 ppm) durante a
gestacdo e lactacdo e submetidos a desnutricido in utero,
isoladamente e em associacao. Dados expressos como media
+ EPM. Numero de animais 7-10. ¥*P<0,05.
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Tabela 4. VValores médios da resposta maxima e concentracao eficaz 50% ao calcio
em curvas concentracao-efeito consecutivas, obtidas em dois anéis, com e sem
endotélio, da mesma aorta toracica isolada de ratos machos de 23 - 25 dias de
idade, provenientes de mées controles, expostas ao chumbo durante a prenhez € a
lactacao e submetidas ou nao a restricdo alimentar durante a prenhez.

Ratos recem- 'Resposta maxima 2CES50 (mM)
desmamados tensao (g/100mg tecido)
23 -25dias de
idade Com endotelio Sem endotelio Com endotelio Semendotelio
Controle 56.08 + 14.74- 54.21416.67" 4.03 1.93
(2.25-7.23) (0,76-4.94)
Pb 30,87 £ 7 00 43.04 £17.63 1,40 1.44
{0.30-6.47) (0.75-2.77}
RA 3830+ 1129 53.95+£13.30 3.61 2.00
(1,27-10.28) (0,41-9.69)
Associacao 4310+ 1272 5238 £19.47 2.20 222
(1.10-4.37) (0.79-6.25}

105 dados representam a média + EPM. 20s valores representam a média, entre parénteses estdo os
intervalos de conflanga 95%. Restricao alimentar - RA: ratas que receberam 50% do controle de racao
por dia durante a prenhez Ph ratas que receberam 500 ppm de acetato de chumbo na agua de beber
durante prenhez e lactacio. Associacao dos protocolos anteriormente descritos. Letras iquais n&o sao
estatisticamente significantes (P = 0,05). Numero de animais = 8-10
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5.2 Curvas concentragdo-efeito a Noradrenalina
Nenhum dos protocolos experimentais determinou qualquer alteracido de
reatividade (resposta maxima e CE50) a noradrenalina em aortas com e sem endotélio

de ratos recém-desmamados (Figura 2, Tabela 5). Independentemente do protocolo
experimental, a remocdo do endotélio determinou desvio a esquerda das CCEs a

noradrenalina (Figura 2, Tabela 5).
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Figura 2. Curvas concentragao-efeito cumulativas a noradrenalina obtidas emn dois anéis,
com (+E) e semn (-E) endotélio, da mesma aorta toracica isolada de ratos recem-
desmamadas (23-25 dias de idade) submetidas a exposicdo ao chumba (Ph, 500 ppm na
agua de heber) durante a gestagio e a lactacao e & desnutricdo i wero (RA=50% do
consumo do controle) isoladamente ou em associagdo (As). Valores expressos Como
media + EPM . Numero de animais 7-10. NS=nao significante. *P<0,05.

22



Tabela 5. Valores médios da

resposta maxima e concentracdo eficaz 50% a

noradrenalina em curvas concentragao-efeito consecutivas, obtidas em dois anéis, com e
sem endotélio, da mesma aorta toracica isolada de ratos machos de 23 - 25 dias de
idade, provenientes de maes controles, expostas ao chumbo durante a prenhez e a

lactagao e submetidas ou nao a restricdo alimentar durante a prenhez

Ratos recém-

TResposta maxima

2CES50

desmamados tensao (gi100mg tecido)
23 - 25 dias de Com endotélio Sem endotélio Com endotélio Sem endotelio
idade {(x10°" M} {(x10 M)
Controle A4 AT + 413 48,96 + 9.23 07 1.76¢
({0.01-351 (0.05-5.58)
Pb 46,21+ 544 5478+ 723 .08 0.37°
(0.01-132) (0.06 - 2.29)
RA 3027 £ 508 48,03+ 5.44 0.02 013
(0.001 - 0.44) (0.01-1.57)
Associacao 60.30 + 14.49 57.08+7.73 0.18 013"
(0.001 = 7.95) (0.01=1.57)

10s dados representam a média + EPM. <05 dados representam amedia, entre parénteses estéo
apresentados os Intervalos de confianca 95%. Restricao alimentar - RA: ratas que receberam
50% do controle de ragdo por dia durante a prenhez Pb ratas que receberam 500 ppm de
acetato de chumbo na agua de beber durante prenhez e lactacao. Associagdo dos protocolos
anteriormente descritos P < 0,05 em relagéo a respectiva preparacao com endotélio. Nimero de

animais=7-10
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Discussao
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Em muitos paises, as autoridades publicas usam niveis elevados para definir o valor
de referéncia de normalidade, a saber, 40 ug/dl para adultos, incluindo mulheres nao
gravidas, e de aproximadamente 10 ug/dl para mulheres gravidas (ABHO 2010). Entretanto,
deve-se ter em consideragdo que uma proporgao significativa de mulheres em idade fértil
com niveis de Pb no sangue = 40 ug/dl irdo engravidar e expor seus descendentes aos
riscos adversos a saude impostos por este metal, antes que sintomas de toxicidade as
afastem da fonte de exposicao. No presente estudo, investigaram-se as alteragbes das
condicbes gerais, da pressao arterial e da resposta vascular de ratos recém-desmamados
expostos perinatalmente a 500 ppm de Pb, cujo nivel do metal no sangue das mées alcancga
valores maiores 50 pg/d e de filhotes entre 30 e 40 ug/d, como demonstrado em estudos
anteriores em nosso laboratério (Fresneda and Cordellini, 2005). Curiosamente, a
associacao mostrou uma tendéncia, embora nao significante, de aumento nos niveis de Pb
no sangue. Isto poderia ser uma consequéncia de possiveis alteragbes na farmacocinética
de absorcado do Pb frente a desnutricdo materna. Ainda, os resultados do presente estudo
indicam que a exposicdo ao Pb nao induziu toxicidade materna e dos filhotes. De fato, o
peso corpdéreo materno durante a prenhez e o peso dos filhotes ao nascimento e desmame,
bem como, o numero de filhotes machos e fémeas por ninhada foram semelhantes em
ambos 0s grupos controles e expostos ao Pb. Embora nenhuma alteracdo no peso relativo
dos 6rgaos como o figado, a aorta e o ventriculo tenha sido observada em ratos expostos
perinatalmente ao Pb, este procedimento determinou, a semelhanca do relatado na literatura
(Sivaprasad et al., 2004), um aumento significativo do peso relativo dos rins, fato que pode
ser justificado uma vez que este 6rgao constitui-se em alvo para metais téxicos como o Pb,
0 que leva a nefrotoxicidade associada ao plumbismo. Os dados sugerem que a par dos
6rgaos alvos diretos para o Pb, os demais 6rgaos parecem mais resistentes e/ou mais
protegidos dos efeitos deletérios deste metal em exposicao perinatal.

A semelhanga do observado na literatura, a restrigdo alimentar 50% determinou
reducao do peso materno no 20° dia de prenhez, do peso da ninhada, do peso dos filhotes
ao nascimento e do peso dos filhotes ao 23° dia de vida pds-natal sem, contudo,
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comprometer o numero de filhotes (Carney et al., 2004). Ainda, a desnutrigdo in utero nao
afetou de modo significativo o peso relativo do figado, rins, ventriculo esquerdo e aorta
toracica sugerindo que estes orgaos estdo relativamente protegidos da restricdo de
nutrientes durante o desenvolvimento fetal.

Atualmente os 6rgaos publicos e o meio cientifico reconhecem o importante papel
dos metais téxicos e outros compostos quimicos como desreguladores endocrinos
(Guimaraes 2005). De fato, o Pb apresenta potencial tdéxico sobre o sistema reprodutor,
p.exe. redugao da testosterona sérica e concentragéo de esperma, entre outros (lavicoli et
al., 2009). No que diz respeito a desnutrigdo materna, esta determina graves consequéncias
no desenvolvimento das gonadas e alteragbes sexuais, em longo prazo, podem também ser
esperadas (Léonhardt et al., 2003; Teixeira et al., 2007). Dessa maneira, a distancia
anogenital, um marcador da diferenciacdo sexual, foi investigada em filhotes machos e
fémeas dos diferentes grupos experimentais ao nascimento. Diferentemente do observado
na literatura, no presente estudo ambas as exposicao perinatal ao chumbo e desnutricao in
utero, nao comprometeram de modo significativo o desenvolvimento sexual de filhotes
machos e fémeas, o que pode ser observado pela nao alteragdo da distancia anogenital.
Diferencas nos protocolos de exposicao e de desnutricdo poderiam justificar a contradigdo
destes resultados.

A possibilidade de que deficiéncias nutricionais possam exacerbar os efeitos
adversos de exposicdes ambientais a agentes toxicos, como os metais téxicos, nao foi ainda
suficientemente investigada.

No presente estudo, a associagédo entre desnutricdo in utero e a exposi¢ao perinatal
ao Pb nao se constituiu em fator de risco adicional para os parametros: peso corpoéreo de
maes e filhote, numero de filhotes machos e fémeas, peso relativo dos érgaos , peso da
ninhada e distancia anogenital.

Sabe-se que uma quantidade significativa da mao de obra exposta
ocupacionalmente ao Pb é de mulheres e, destas, uma proporcgéao significativa de gestantes
desnutridas em risco associado de exposi¢gao (CDC, 2007). A co-ocorréncia de sobrecarga
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de Pb e desnutricdo durante o desenvolvimento fetal aumenta a possibilidade de interagbes
entre os fatores de risco. Sendo assim, embora haja alguns relatos sobre alteragdes
cardiovascular em condi¢gbes de desnutricdo intra-uterina e de exposi¢cédo perinatal ao Pb,
isoladamente, torna-se imprescindivel o conhecimento da adaptacdo circulatéria nestas
condicbes em associacao. Deve-se considerar ainda que varias doencgas desenvolvidas
durante a idade adulta sdo provavelmente determinadas durante os primeiros estagios da
vida, sob o efeito da exposicao ou dieta preferencial da mae durante a gravidez.

Dados epidemioldgicos sao compativeis com a idéia de que a exposicdo ao Pb
desempenha papel fundamental no desenvolvimento de hipertensao arterial em individuos
ocupacionalmente expostos a este agente (Cooper and Gaffey, 1975), bem como na
populagdo em geral (Bost et al., 1999). Nowack et al. (1993) relataram efeito bifasico do Pb
na pressao arterial de ratos. Em ratos adultos, a hipertensao arterial induzida pela exposicéo
ao Pb durante a vida pds-natal é caracterizada por um aumento na reatividade vascular as
catecolaminas (Skoczynska et al., 1986), um aumento no nivel plasmatico de noradrenalina
bem como uma diminuicdo de beta-adrenoceptores (Tsao et al., 2000), e uma reducéo na
resposta vasodilatadora a acetilcolina e nitroprussiato (Marques et al., 2001).
Contrariamente, Purdy et al. (1997) ndo observaram qualquer alteracdo de reatividade da
aorta a vasoconstritores (noradrenalina e fenilefrina) ou vasodilatadores (acetilcolina e
nitroprussiato de sodio) associada a hipertensao arterial induzida pelo Pb em ratos.

Assim como a exposi¢cado ao Pb, a desnutricdo representa um importante problema
de saude publica, sendo que a desnutricdo materna pode afetar diversas fungdes
fisiolégicas do recém-nascido, aumentando a suscetibilidade do individuo a doengas na vida
adulta, por exe., doenga coronariana, acidente vascular cerebral e hipertensédo arterial
(Barker et al., 1993; Hoy et al., 1999).

No presente estudo, a exposicdo perinatal a 500 ppm de Pb e a desnutricdo in
utero, isoladamente ou em associacdo, nao determinaram qualquer alteracdo de pressao

arterial e reatividade vascular a noradrenalina em ratos recém-desmamados.
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Auséncia de alteragdes de reatividade a noradrenalina em aorta de ratos
perinatalmente expostos ao Pb corrobora estudos anteriores em nosso laboratério utilizando
0 mesmo protocolo de exposigdo, 0s quais sugerem que as alteragdes de reatividade
vascular a noradrenalina sdo dependentes da fase de desenvolvimento do individuo
(Fresneda and Cordellini, 2005). De modo que, nestes estudos uma hiperreatividade a
noradrenalina foi observada a partir do 52° dia de vida pés-natal (Fresneda and Cordellini,
2005; Fresneda and Cordellini, 2009).

Por sua vez, uma hiporreatividade ao calcio, caracterizada por um decréscimo de
resposta maxima dependente da integridade da célula foi observada em ratos recém-
desmamados, expostos ao Pb e a desnutricdo in utero, isoladamente ou em associagao.
Estes dados sugerem um comprometimento no influxo de célcio extracelular através dos
canais de calcio voltagem-dependentes nestas condicbes. Pode-se ainda argumentar que a
hiporreatividade ao calcio representaria uma alteragdo vascular benéfica para
contrabalancar o desenvolvimento de ambos, hipertensao arterial e hiper-reatividade a
noradrenalina, frequentemente relatados apds exposicdo ao Pb e desnutricao in utero, na
vida adulta (Fresneda and Cordellini, 2005; Fresneda and Cordellini, 2009; Glenn et al.,
2003; Vaziri, 2008; Stojek and Skoczynska, 2003). Muitos estudos focam no conceito de
que o Pb interage e regula processos envolvendo o ion calcio, o GMP-ciclico e a proteina
quinase dependente de calcio (Khalil-Manesh et al., 1993; Watts et al., 1995). Metais téxicos
como Pb, mercurio e cobalto inibem a producao de éxido nitrico em macrdéfagos in vitro
(Tian & Lawrence, 1995; 1996). Contrariamente, em diferentes regides do cérebro, como
cortex frontal, e vasos, como a aorta, a intoxicagcao pelo Pb aumenta a producao de 6xido
nitrico (Chen et al., 2000; Skoczynska et al., 2003; Fiorim et al., 2011). Doencas vasculares
ligadas a desnutricao intra-uterina estao também relacionadas a disfungdo endotelial, com
prejuizo das respostas vasculares dependentes do endotélio (Franco et al., 2002; 2003).
Contrariamente, Chou et al., (2010) relataram que a restrigdo caldrica aumenta a expressao
da o6xido nitrico sintase endotelial. Dessa maneira, a alteracdo da fungdo moduladora do
endotélio pode representar um fator critico e inicial no desenvolvimento de diferentes
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processos fisiopatologicos. Sabe-se que os canais de calcio voltagem-dependente
representam a maior via de entrada de calcio nos vasos e sua inibicado por agentes que
estimulam a producdo de o6xido itrico e/ou GMP-ciclico intracelular contribui para a
vasodilatagao (Quignard et al., 1997). A abertura dos canais pode ainda ser modulada por
horménios, transmissores e segundos mensageiros. Dessa maneira, (Quignard et al. (1997)
mostraram que agentes que estimulam a geragéo de oOxido nitrico e GMP-ciclico podem
diminuir o influxo de calcio através dos canais de calcio voltagem-dependente. Este efeito
envolve a ativagdo dos canais K* diretamente ou por mediagéo através da proteina quinase
dependente de GMP (Quignard et al., 1997).

Neste contexto, o aumento da funcdo da célula endotelial observado em aorta de
ratos expostos perinatalmente ao Pb e submetidos a desnutricdo in utero, isoladamente ou
em combinacao, poderia envolver um aumento na producao e/ou liberacao de 6xido nitrico.
O aumento na biodisponibilidade de 6xido nitrico poderia, nestas condigcbes, exercer um
efeito negativo sobre a abertura dos canais de calcio voltagem-dependente resultando na
hiporreatividade da aorta ao cloreto de calcio. Entretanto, este ponto merece investigagao
futura.

Pelo exposto, podemos sugerir 0 aumento da funcdo endotelial como adaptagao
benéfica para contrabalancar as conseqliéncias cardiovasculares deletérias da exposicéo
perinatal ao Pb e da desnutricdo in utero, isoladamente ou em associagéo, principalmente
no que diz respeito a hipertensao arterial. Ainda, a auséncia de efeito adverso sinérgico
entre desnutricao in utero e exposigao perinatal ao Pb em ratos recém-desmamados sobre a
resposta cardiovascular sugere haver uma razoavel seguranga na exposi¢ao perinatal ao Pb
em associagao a deficiéncia nutricional materna como fator de risco adicional, no que diz
respeito ao sistema cardiovascular e considerando-se os primeiros estadios da vida poés-

natal.
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Conclusédes
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e Aumento da funcdo endotelial em ratos recém-desmamados expostos perinatal ao
Pb e a desnutricao in utero, isoladamente ou em associagao, surge como adaptacao
benéfica provavelmente para contrabalangar consequéncias cardiovasculares
deletérias frequentemente associadas a estas condigdes.

o No que diz respeito aos primeiros estadios da vida pds-natal, ndo se observou efeito
adverso sinérgico entre desnutricdo in utero e exposigao perinatal ao Pb sobre a

resposta cardiovascular.
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Resumo
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O saturnismo é considerado a doenga ocupacional mais antiga. Dentre os efeitos
fisiopatolégicos associados ao chumbo (Pb) estdo as alteragdes cardiovasculares. Muitas
doencas que se desenvolvem na vida adulta sdo determinadas durante os primeiros
estagios da vida, sob o efeito de exposigdo e dieta preferencial da mae. Ainda, deve-se
considerar que muitos contaminantes ambientais, em concentragdes ndo nocivas, podem
determinar processos fisiopatologicos se estressores fisicos ou quimicos e/ou condi¢des
patolégicas estiverem presentes. Neste contexto, a desnutricdo intra-uterina pode
representar um fator de risco adicional na exposicdo ao Pb durante a prenhez e a lactacao.
Pelo exposto, o objetivo do presente estudo foi avaliar o risco cardiovascular de ratos
recém-desmamados que sofreram exposicdo perinatal ao Pb e desnutricdo intra-uterina,
isoladamente ou em associagao.

Apés o acasalamento, ratas Wistar foram separadas em: controle (ctrl, racao ad
libitum), restricdo alimentar (RA, mesma dieta a 50% do consumo do grupo controle durante
a prenhez), exposto ao Pb (Pb 500 ppm na agua de beber durante a prenhez e lactagéo) e
associacao (As, receberam os dois ultimos procedimentos em associagdo). Curvas
concentragao-efeito (CCEs) cumulativas a noradrenalina e ao CaCl, foram obtidas em anéis,
com e sem endotélio, de aortas toracicas provenientes de ratos machos recém-
desmamados (23-25 dias de idade). Peso materno, peso da ninhada, peso e niumero de
filhotes ao nascimento, distancia anogenital, presséo arterial (PA) e peso dos tecidos (rins,
figado, aorta ventriculo esquerdo) foram avaliados. Alteragbes da reatividade vascular foram
avaliadas pela resposta maxima (RM) e concentragao eficaz 50% (CE50). Os dados foram
apresentados como média £+ EPM. A analise estatistica foi realizada através da analise de
variancia multifatorial e teste a posteriori de TuKey.

O peso corporeo materno nao diferiu entre os grupos experimentais, exceto no 20°
dia de prenhez onde o peso materno de maes submetidas a desnutricao associada ou ndo a
exposi¢cdo ao Pb mostrou-se reduzido em relagao ao grupo controle [peso corpoéreo (g): ctrl
337,7 + 16,4; Pb 341,3 + 21,9; RA 279,0 + 12,7*; associagdo 266,8 + 5,7*; *P < 0,05; n=7-
10]. O numero total de filhotes, bem como o numero de filhotes machos e fémeas por
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ninhada nao diferiu entre os grupos experimentais (dados ndo mostrados). O mesmo foi
observado para a distancia anogenital de filhotes machos e fémeas (dados ndo mostrados).
Entretanto, ao nascimento, tanto o peso de filhotes machos e fémeas quanto o peso da
ninhada mostraram-se reduzidos em ratos desnutridos em utero expostos ou ndo ao Pb
quando comparados ao grupo controle [peso médio dos filhotes (g) machos ctrl 7,4 + 0,2; Pb
7,1+0,2;, RA59+0,5% As 5,8 + 0,2%; fémeas ctrl 6,6 + 0,2; Pb 6,7 £ 0,3; RA 4,8 £ 0,2%; As
5,5 £ 0,2%; peso da ninhada (g) ctrl 6,9+ 0,4; Pb 7,2 + 0,7; RA 5,5 £ 0,8*; As 5,4 £ 0,5%; 8-10,
*P < 0,05, n=7-10 ]. A PA ao desmame nao foi diferente entre os grupos experimentais
(mmHg ctrl 89,2 + 3,6; Pb 88,8 + 3,3; RA 96,7 + 2,8; As 84,5 + 2,7; P > 0,05; n=10-14).
Nenhuma alteracdo de reatividade a NA, em aorta com e sem endotélio, bem como ao
CaCl,, em aorta sem endotélio, foi observada nos diferentes grupos experimentais.
Entretanto, a exposi¢cdo perinatal ao Pb e a desnutrigdo in utero, isoladamente ou em
associacao determinaram um decréscimo da RM, sem alteracdo da CE50 ao calcio em aorta
com endotélio de ratos recém-desmamados [RM tens&o (g/100 mg tecido): ctrl 56,1 + 14,7;
Pb 39,9 + 7,0%; RA 38,3 + 11,3*; As 43,1 + 12,7"; *P < 0,05 vs ctrl; P > 0,05 vs Pb ou RA;
n=5-10]. O regime de exposicdo ao Pb utilizado no presente estudo ndo resultou em
toxicidade de maes e filhotes como pode ser visto pela auséncia de alteragcbes no peso
corpéreo, numero de filhotes por ninhada, peso da ninhada e distancia anogenital dos
filhotes.

O presente estudo mostrou alteracdes na homeostase vascular ao calcio em ratos
recém-desmamados como consequéncia da exposicao perinatal ao Pb e da desnutricéo in
utero, sugerindo maior vulnerabilidade a doencas cardiovasculares nestes animais. Ainda, a
associacdo de ambos protocolos ndo se constituiu em fator de risco cardiovascular

adicional.
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Plumbism is considered the oldest occupational disease. Among the
pathophysiological effects associated with lead (Pb) are cardiovascular disorders. Many
diseases that develop later in life are determined during the early stages of life, under the
influence of exposure and preferred diet of the mother. Still, one should consider that many
environmental contaminants at levels not harmful can determine pathophysiological
processes if physical or chemical stressors and/or pathological conditions are present. In this
context, the intrauterine malnutrition may represent an additional risk factor in exposure to Pb
during pregnancy and lactation. For these reasons, the objective of this study was to
evaluate the cardiovascular risk of weaned rats that have suffered perinatal exposure to Pb
and intrauterine malnutrition, alone or in combination.

After mating, female rats were divided into control (ctrl, ad libitum), food restriction
(RA, the same diet 50% of consumption in the control group during pregnancy), exposed to
Pb (500 ppm Pb in drinking water during pregnancy and lactation) and association (As,
received the last two procedures in combination). Cumulative concentration-effect curves
(CECs) to CaCl, and noradrenaline (NA) were obtained in rings with and without endothelium
of the same thoracic aorta from male weaned rats (23-25 days old). Maternal weight, litter
weight, weight and number of pups at birth, anogenital distance, arterial blood pressure
(ABP) and weight of tissues (kidney, liver, aorta, left ventricle) were evaluated. Changes in
vascular reactivity were assessed by the maximum response (MR) and 50% effective
concentration (EC50). Data were presented as mean * SEM. Statistical analysis was
performed by multifactorial analysis of variance and Tukey's post test.

Body weight of dams did not differ between the experimental groups, except on the
20th day of pregnancy when the maternal weight of dams subjected to malnutrition
associated or not to Pb exposure was shown to be reduced compared to controls [body
weight (g): ctrl 337.7 £ 16.4; Pb 341.3 £ 21.9; RA 279.0 + 12.7*; As 266.8 + 5.7".
*P < 0.05, n = 7-10]. The total number of offspring, as well as the number of males and
females pups per litter did not differ among experimental groups (data not shown). The same
was observed for the anogenital distance of male and female offspring (data not shown).
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However, at birth, the weight of male and female pups and the weight of litters were reduced
in rats malnourished in utero exposed or not to Pb when compared to the control group
[weight of pups (g): males ctrl 7.4 £ 0.2; Pb 7.1 £ 0.2; RA 5.9 £ 0.5%; As 5.8 + 0.2%; females
ctrl 6.6 £ 0.2; Pb 6.7 £ 0.3; RA 4.8 £ 0.2*; As 5.5 + 0.2*; and weight of litters (g) ctrl 6.9 + 0.4;
Pb7.2+0.7, RA55%+08* As 54 + 0.5*. *P < 0.05, n = 7-10]. ABP at weaning was not
different among experimental groups (ctriL 89.2 + 3.6 mmHg; Pb 88.8 + 3.3; RA 96.7 £ 2.8;
As 84.5 £ 2.7; P > 0.05; n = 10-14). No change in the reactivity to NA in aortas with and
without endothelium, as well as the reactivity to CaCl, in aortas without endothelium was
observed among the different experimental groups. However, perinatal exposure to Pb and
malnutrition in utero, alone or in combination, caused a decrease in MR, without changing
the EC50 to CaCl, in the aorta with endothelium of weaned rats [MR tension (g/100 mg
tissue): ctrl 56.1 + 14.7; Pb 39.9 + 7.0*; RA 38.3 + 11.3*; As 43.1 + 12.7"; *P < 0.05 vs. ctrl,
P < 0.05 vs Pb ou RA; n=5-10]. The protocol of Pb exposure used in this study did not result
in toxicity to dams and pups as seen by the absence of changes in body weight, number of
pups per litter, litter weight and anogenital distance of pups.

The present study showed changes in vascular calcium homeostasis in weaned rats
as a consequence of perinatal exposure to Pb and malnutrition in utero, suggesting
increased vulnerability to cardiovascular disease in these animals. Still, the combination of

both protocols did not increase the cardiovascular risk.
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