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Atualmente, as doencgas cardiovasculares estdo entre as principais causas de
diminuicdo da qualidade e expectativa de vida na populagdo mundial. Qualquer influéncia da
dieta, de exposicdes e de habitos de vida sobre o sistema cardiovascular tem implicacbes
importantes sobre a saude publica. Deve-se considerar ainda que varias doencas que
ocorrem durante o desenvolvimento do individuo sdo provavelmente determinadas durante
os primeiros estagios da vida, sob o efeito da exposicdo ou dieta preferencial da mae
durante a gravidez.

O chumbo (Pb) é um contaminante ambiental conhecido, ocorrendo em diferentes
concentragdes no ar, abastecimento de agua, solos, alimentos e outros. Assim, a exposigcao
ao Pb constitui-se num risco significativo para a populacdo em geral e um importante
problema de saude publica, particularmente para os organismos em desenvolvimento.
Intoxicagado crénica pelo Pb, como consequiéncia da exposicdo ambiental e ocupacional,
ocorre em regides altamente industrializadas e, geralmente, determina alteracdes
enddcrinas, hematolégicas, disfuncdes gastrointestinais, neurobiolégicas e comportamentais
em adultos e criangas (HAMMOND; DIETRICH, 1990; LOCKITCH, 1993; NIETO-
FERNANDEZ et al, 2006).

Embora o sistema cardiovascular ndo seja normalmente visto como um alvo primario
da toxicidade ao Pb, altas concentragdes, como aquelas que ocorrem durante a exposi¢ao
ocupacional, sao toxicas para o coragao e vasos (MALVEZZI et al., 2001; PROZIALECK et
al., 2008; VAZIRI, 2008). Ainda, dados epidemiolégicos sugerem que a exposicédo ao Pb tem
papel importante no desenvolvimento de hipertensdo arterial em individuos
ocupacionalmente expostos (SELEVAN et al., 1985; KHALIL-MANESH et al., 1994;
KASPERCZYK et al., 2009) e na populagdo em geral (PIRKLE et al., 1985; BOST et al.,
1999).

Em ratos adultos, a hipertensao arterial induzida pela exposicdo ao Pb durante a vida
pos-natal €& caracterizada por aumento na reatividade vascular as catecolaminas
(SKOCZYNSKA et al.,, 1986), aumento no nivel plasmatico de noradrenalina, bem como

diminuicdo de receptores beta-adrenérgicos (TSAO et al., 2000). Entretanto, Purdy et al.
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(1997) ndo relataram qualquer alteracdo de reatividade da aorta, quer para agentes
vasoconstritores (noradrenalina e fenilefrina) quanto para agentes vasodilatadores
(acetilcolina - ACh e nitroprussiato de sodio) associada a hipertensao induzida pelo Pb em
ratos.

A maioria dos estudos concentra-se no conceito de que este metal pesado interage
com: 1) processos regulatorios envolvendo ions calcio, GMP ciclico como segundo
mensageiro e da proteina quinase C (KHALIL-MANESH et al., 1993; WATTS; CHAI; WEBB,
1995; VAZIRI, 2008), 2) sistemas renina-angiotensina-aldosterona, calicreina-cininas e
outros autacoides (endotelina, por exemplo) e transducional (por exemplo, o éxido nitrico,
NO) (KHALIL-MANESH et al., 1993; VAZIRI, 2008; GRIZZO; CORDELLINI, 2008); 3)
proliferacdo de musculo liso e células endoteliais (FUJIWARA et al., 1995; KAJI et al., 1995;
VAZIRI, 2008); 4) estresse oxidativo (DING; GONICK; VAZIRI, 2000; VAZIRI, 2008); 5)
aumento da participagcdo de prostandides constritores derivados da ciclooxigenase
(SILVEIRA et al., 2014).

Embora um grande progresso tenha ocorrido em relagdo as alteragdes
neuroquimica, comportamentais e outras induzidas pela exposicdo perinatal ao Pb
(DEARTH et al., 2002; LASLEY; LANE, 1988; MOREIRA; VASSILIEFF; VASSILIEFF, 2001;
TROMBINI et al., 2001), os efeitos da exposicao pré-natal a este metal sobre o sistema
cardiovascular ainda nao foram completamente esclarecidos.

Enquanto muitos estudos examinam os efeitos do Pb isoladamente, sua exposicao,
assim como qualquer outra, geralmente ocorre no contexto de inimeros fatores de risco,
incluindo fatores genéticos e ambientais capazes de modificar o impacto da exposi¢cao ao Pb
sobre o organismo (CORY-SLECHTA et al., 2008). Um fator de risco susceptivel de interagir
com a exposicédo ao Pb é o consumo de etanol.

Assim como a exposicdo ao Pb, o consumo cronico de etanol acarreta alteragdes
significativas das fun¢des cardiacas e circulatérias, figurando como um importante fator de
risco no desenvolvimento de doengas cardiovasculares (SUN; MAYHAN 2001; HUSAIN et

al., 2005, 2008; TIRAPELLI et al., 2007, 2008a; PARKINGTON et al., 2010). Em seres
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humanos, o consumo crénico de etanol tem sido associado a elevagao da pressao arterial.
Nesse sentido, Miller et al. (2005) relataram aumento da pressdo arterial em homens e
mulheres que consumiam etanol regularmente, independentemente de outros fatores
associados como fumo e obesidade. Outros estudos também mostraram que o consumo
regular de etanol, isoladamente, eleva a pressédo arterial no homem (ABDEL-RAHMAN;
MERRILL; WOOLES, 1987; MOORE et al., 1990; PUDDEY; BEILIN, 2006). Em 2007,
Tirapelli et al. observaram aumento da pressao arterial sistélica e diastélica de ratos Wistar
apos a segunda e sexta semanas de tratamento com etanol a 20%. Ainda, Husain et al.
(2010) mostraram que ratos Fisher tratados com 20% de solug¢ao de etanol por 12 semanas
manifestam elevacao da pressao arterial.

Dentre as alteracdes associadas a elevagado da pressao arterial apés consumo de
etanol temos: 1) aumento da resposta vascular a agentes vasoconstritores (noradrenalina e
PHE) (HATTON et al., 1992; LADIPO et al., 2002; TIRAPELLI et al., 2006; TIRAPELLI et al.,
2008a); 2) aumento das espécies reativas de oxigénio (EROs) (LI et al., 2001; DEY;
CEDERBAUM, 2006; HUSAIN et al., 2007); 3) aumento dos niveis de angiotensina Il no
plasma e na aorta (HUSAIN et al., 2008); e 4) reducao da expressao da oxido nitrico sintase
endotelial com consequiente diminuicdo da biodisponibilidade de NO (HUSAIN et al., 2008;
TODA; AYAJIKI 2010). Corroborando estes achados, Toda e Ayajiki (2010) também
relataram que a ingestdo crénica de etanol em altas doses induz disfuncdo endotelial
associada a redugao na biodisponibilidade de NO.

Contrariamente, diminuicdo da pressao arterial associada a baixas doses de etanol
tem sido relatada como consequéncia da producdo aumentada de NO (TODA; AYAJIKI,
2010), do aumento na expressao da sintase de 6xido nitrico endotelial e na reatividade a
ACh (KLEINHENZ et al., 2008), bem como do aumento nos niveis da sintase de 6xido nitrico
induzivel (TIRAPELLI et al., 2008b).

Sabe-se que disfungdes do eixo hipotalamo-hipdéfise-adrenal estdo intimamente
relacionadas com uma variedade de disfungdes e patologias, incluindo doengas

cardiovasculares e hipertensao arterial, doencas metabdlicas como obesidade e diabetes,


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Puddey%20IB%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Beilin%20LJ%22%5BAuthor%5D
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depressao, entre outras (SECKL; HOLMES, 2007). Ambos, exposi¢do ao Pb e consumo de
etanol, atuam sobre o eixo hipotalamo-hipéfise-adrenal (VYSKOCIL et al., 1990; VYSKOCIL
et al.,, 1991; ZHANG et al., 2005; CORY-SLECHTA et al., 2004; WEINBERG et al, 2008).
Assim, o potencial para a interacdo entre exposicdo ao Pb e consumo de etanol pode ser
postulado no contexto de diversos modelos, por ex., situagdes nas quais multiplos fatores de
risco afetam um sistema comum levando a danos sustentados ou cumulativos. Entretanto, a
literatura ainda apresenta poucos estudos focando os efeitos cardiovasculares da exposicao
ao Pb e do consumo de etanol, isoladamente e em associagao, principalmente durante o
desenvolvimento pré-natal.

A literatura relata que o numero de mulheres que bebem alcool durante a gravidez
nao mudou substancialmente ao longo do tempo, de acordo com um estudo de 15 anos
realizado pelo Centro de Controle e Prevengdo de Doengas-USA (CDC) onde,
aproximadamente 1 em cada 8 mulheres ingeriu alcool durante a gravidez (CDC, 2009). A
maior prevaléncia de consumo de alcool € observada entre as mulheres mais jovens,
fumantes atuais e solteiras em idade fértil. Devem-se considerar ainda as seguintes
condicdes: 1) qualquer uso de alcool - definido como uma dose de qualquer bebida alcodlica
nos ultimos 30 dias e 2) binge drinking - definido como cinco ou mais doses de bebida
alcodlica em pelo menos uma ocasido nos ultimos 30 dias. Sendo que, estudos mostram
que a ocorréncia de binge drinking durante a gravidez é particularmente danosa para o
desenvolvimento cerebral (MAIER; WEST, 2001).

Os indices de prevaléncia mundial da sindrome fetal alcodlica encontram-se entre
0,5 e 3 casos para cada 1.000 nascidos vivos em varias populag¢des. Dados epidemioloégicos
mostram que em populagdes vulneraveis, como os italianos das regides vinicolas,
populacdes em condigbes de pobreza e outras minorias, a sindrome fetal alcodlica alcancga
6:1.000 nascidos vivos, e em uma populagao sul-africana de alto risco pode atingir niveis
muito mais elevados, de até 68 a 89:1.000 nascidos vivos (ANDRADE et al., 2009).

Apesar da melhoria das politicas ambientais e das redugdes significativas dos niveis

médios de chumbo no sangue na populagdo mundial, ha evidéncias de que um numero
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significativo de mulheres gravidas e, presumivelmente, seus filhos, estdo sendo expostos ao
chumbo no mundo hoje. E claro que subgrupos expostos existem e alguns podem ser
altamente expostos, tais como os trabalhadores em determinadas ocupagbes de alto risco
(CALVERT; ROSCOE 2007); individuos envolvidos na renovagédo de casas antigas
(MARINO et al. 1990; JACOBS et al.2002); praticantes de certos comportamentos, tais
como pica (HACKLEY; KATZ-JACOBSON 2003; SHANNON, 2003); uso cultural de
remédios (por exemplo, alarcon, alkohl, azarcon, bali Goli, coral, ghasard, greta, liga, pay-
loo-ah, e rueda) e produtos especificos (CDC, 2004; SAPER et al. 2004, 2008); entre outros.
Mulheres que vivem préximo ao local de residuos perigosos, fundi¢gdes ativas, refinarias
(GARCIA-VARGAS et al.,, 2001) e residentes em paises que ainda usam gasolina com
chumbo (ALBALAK et al. 2003) também podem ser altamente expostas.

De acordo com o CDC, a exposi¢cdo ocupacional ao chumbo &€ comum entre os
policiais (munigdo), mecanicos de automéveis, artistas, trabalhadores da construgéo civil,
fabricantes de vidro, e muitos outros trabalhadores (porcelana, baterias, soldas, brinquedos,
velas, joias e bijuterias). Latas de alimentos importados costumam ter solda contendo
chumbo. O chumbo também pode ser encontrado em pecas de cristal e em algumas
ceramicas importadas ou velhos pratos de ceramica (por exemplo, pratos de ceramica do
México). Um estudo de 2003 (CDC, 2004) de casos de envenenamento por chumbo em
mulheres gravidas mostrou que 70% das pessoas afetadas eram hispanicas, a maioria das
quais tinha absorvido o chumbo através de sua ceramica. Além disso, o alimento pode ser
contaminado por chumbo na agua ou no solo e quantidades toxicas de chumbo podem ser
absorvidas de balas ou fragmentos de balas que permanecem no corpo. Finalmente, deve-
se considerar a intoxicagdo por chumbo devida a ingestdo de bebidas alcodlicas ilegalmente
destiladas e o uso de cosméticos tradicionais (Kohl, por exemplo) que contém altas
concentragdes de chumbo.

Mesmo mulheres gravidas que nao trabalham em ambiente contaminado podem ser
expostas ao chumbo através de seus maridos ou outros membros da familia que podem

carregar chumbo para casa através de suas vestimentas, por exemplo, mineradores,
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construtores civis, entre outros (Despress, 2011). Ressalta-se que baixas dose de exposi¢ao
ao Pb pode elevar a pressao arterial de mulheres gravidas, com niveis de chumbo no
corddo umbilical < 2 pg/dl, durante o trabalho de parto e ao nascimento (WELLS et al.,
2011). Ainda, o CDC (2007) relata que 0,08 a cada 100.000 mulheres ocupacionalmente
expostas entre 16 e 44 anos tem niveis de chumbo no sangue 2 40 ug/dl (valor de referéncia
para o individuo adulto em muitos paises, incluindo o Brasil). Se uma politica de avaliagdo
universal fosse aplicada, o nimero de casos relatados seria substancialmente maior. Deve-
se reconhecer que uma proporcado significativa de mulheres nao gravidas com niveis
sanguineos de chumbo = 40 pg/dl podem engravidar e potencialmente expor seus fetos aos
efeitos adversos do chumbo. Ainda, na auséncia de sinais e sintomas de intoxicacdo, as
mulheres gravidas expostas ocupacionalmente ao chumbo permanecem em seus postos de
trabalho, aumentando os riscos de exposigao dos fetos ao chumbo.

Pelo exposto, fica evidente que muitos subgrupos de populagbes podem estar
potencialmente expostos a associagdo de ambos os fatores de riscos cardiovasculares aqui
citados, consumo cronico de etanol e exposi¢cao ao Pb, representando um grave problema

de saude publica e socio-econdmico mundial.
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Objetivos
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Geral

Investigar possiveis alteragdes nas respostas cardiovasculares de ratos recém-
desmamados expostos pré-natalmente ao etanol e ao Pb, isoladamente e em associagao.

Ainda, avancgar na compreensao dos mecanismos envolvidos nestas alteragoes.

Especificos

Investigar, em ratos recém-desmamados expostos pré-natalmente ao etanol e ao Pb
isoladamente e em associagado: (1) alteragbes de presséo arterial; (2) alteragcdes de
reatividade da aorta toracica ao nitro L-arginina metil-éster (L-NAME), a ACh e nitroprussiato
de sédio, com enfoque sobre a célula endotelial e o musculo liso vascular; (3) alteragdes de
reatividade da aorta toracica a ACh na presenca de indometacina e/ou L-NAME; e (4) niveis

de etanol e Pb no sangue e/ou 0ssos.
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Material e Métodos
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1 Animais

Ratos Wistar machos e fémeas (12-16 semanas de idade) foram obtidos do Biotério
Central Campus de Botucatu-UNESP e usados para o acasalamento. Somente filhotes
machos desmamados com 25-28 dias foram utilizados para os estudos de reatividade
vascular. Como a ninhada é considerada a unidade experimental, irmaos nao 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 racao e também a agua filtrada,
com excecgao das fémeas em exposicao que receberam agua com Pb e/ou etanol ad libitum.

Todos os procedimentos experimentais foram submetidos & Comissdo de Etica na

Experimentagdo Animal do IB-UNESP-Botucatu (protocolo n° 384-CEUA).

2 Acasalamento

Para o acasalamento, foi colocado um macho dentro de cada gaiola contendo duas
fémeas, ao 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 alocadas em gaiolas individuais
e aleatoriamente separadas em quatro grupos:

2.1 Controle (CTRL): recebeu agua -ad libitum” durante a prenhez e a
amamentacao.

2.2 Chumbo (Pb): recebeu diariamente Pb 500 ppm na forma de acetato na
agua de beber durante a prenhez e agua durante a amamentacgao, -ad libitum”.

Dados anteriores do nosso laboratério, usando concentragdo de acetato de sédio
calculada de modo a fornecer para as ratas controles 0 mesmo numero de moléculas de
acetato fornecido para ratos expostos ao chumbo nido determinou qualquer alteracao de
pressao arterial ou de reatividade vascular na descendéncia. Assim, no presente estudo

ratas controles receberam agua filtrada pelo mesmo periodo de exposigao.
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2.3 Etanol (EtOH): recebeu diariamente uma solugéo de etanol a 10% na
agua de beber durante a prenhez e agua a partir do quinto dia de amamentacédo, -ad
libitum”.

O procedimento de exposi¢ao ao EtOH foi adaptado de Ojeda et al. (2008) e Akers er
al. (2011). Os animais a serem submetidos ao consumo de etanol passaram por um periodo
de adaptacao a ingestdo deste agente antes da prenhez. A concentragdo de EtOH na agua
de beber foi gradualmente aumentada, a saber, primeira semana, 2%; segunda semana,
5%; terceira semana, 10%. As ratas continuaram a receber EtOH 10% durante os quatro
dias do periodo de coabitagdo com o macho e durante toda a prenhez. Imediatamente apés
o nascimento dos filhotes, a concentracdo de EtOH foi gradualmente diminuida. Dois dias,
5%; dois dias, 2%; e entdo substituida por agua filtrada -ad libitum” até o desmame.

O procedimento de administracao liquida de EtOH oferece algumas vantagens sobre
outros métodos. Primeiro, a administracao de EtOH na agua ao invés de intubacgao gastrica
ou injecdo reduz o estresse materno. Segundo, as ratas tém livre acesso ao alimento
durante todo o periodo, ao invés de receber a dieta liquida como fonte de seu nutriente
s6lido. Terceiro, a diminuicdo de etanol durante os primeiros dias apés o nascimento,
permite a retirada gradual de EtOH sem comprometer o cuidado materno.

2.4 Chumbo e Etanol (Pb/EtOH): recebeu concomitantemente na agua de
beber Pb 500 ppm e etanol a 10% durante a prenhez e agua durante a amamentacgéo, -ad
libitum”. A semelhanga do grupo EtOH, as ratas passaram por um periodo de adaptacdo e
de retirada a ingestdo de EtOH, sendo o Pb introduzido no dia zero de prenhez e sua
remoc¢ao ocorrendo no dia do nascimento dos filhotes.

Os protocolos de exposi¢ao estdo apresentados na Figura 1.
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Figura 1. Protocolos de exposicao
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3 Procedimentos Pés-Natal e Evolugao do Peso Corpéreo materno

Para minimizar o estresse materno, o peso das maes foi avaliado uma vez por
semana. Ao nascimento, foram verificados 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
imediatamente antes do protocolo de reatividade vascular, a saber, 25-28° dia de vida pds-
natal.

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

numero de filhotes inferior a oito foram descartadas.

4 Determinacao da Pressao Arterial

Os ratos foram pré-aquecidos por aproximadamente 10 min. e colocados em tubo
plastico para contencdo e avaliagdo da pressao arterial. A pressao arterial sistolica e
diastélica caudal do filhote macho, ndo anestesiado, foi verificada através de um
eletroesfigmomandmetro (Insight, Ribeirdo Preto - SP), 24 horas antes da realizacdo do
protocolo de reatividade vascular. O valor da presséo arterial foi a média de trés registros

consecutivos obtidos a intervalos de 1 minuto.

5 Protocolos experimentais

Maes no dia do desmame e filhotes machos com 25-28 dias de idade foram
anestesiados com uretano (1,25 g/kg, i.p.). Em seguida, o fémur foi isolado e, apds
toracotomia, foram recolhidas amostras de sangue do ventriculo esquerdo. Posteriormente,

ambos seguiram para a dosagem de Pb e EtOH.
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5.1 Avaliagao do peso das adrenais, rins, figado e massa cardiaca

Imediatamente apdés a coleta de sangue, foram avaliados, em filhotes
machos, os pesos liquidos das adrenais, rins e figado e o grau de hipertrofia ventricular que
foi determinado através das seguintes variaveis: VE/PCF= relagdo entre o peso do
ventriculo esquerdo (VE) e o peso corporal final (PCF); VD/PCF= relagcado entre o peso do
ventriculo direito (VD) e PCF. Posteriormente, os animais seguiram para os protocolos de

reatividade vascular.

5.2 Analise Quantitativa de Pb

Os niveis de Pb foram quantificados no sangue de maes no dia do
nascimento dos filhotes, bem como na metade longitudinal dos filhotes machos inteiros ao
nascimento. Para a quali-quantificagdo do Pb, as amostras foram mineralizadas em forno de
microondas (DGT-100 Plus, Provecto, Brasil) seguindo o seguinte protocolo: 1,0-2,0 g de
amostra + 3 ml de acido nitrico 65%. Posteriormente, 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.

A concentracdo de Pb foi determinada em espectrofotdmetro de absorcao
atbmica GBC AA 932 (EAA-Chama) nos laboratérios do Centro de Assisténcia Toxicoldgica-
CEATOX-IB-UNESP-Botucatu. A calibragao foi averiguada empregando-se uma solucao do
padrao cobre na concentragdo de 5 ug/ml, conforme recomendacgao do fabricante. Para a
determinagao foi usada a metodologia de adicdo de padrao para a construgcao da curva de
calibragéo, a fim de se minimizar o efeito-matriz. O limite de detecgéo foi 5,0 ug/dl. Todas as

amostras foram analisadas em friplicata.
5.3 Determinagao dos niveis plasmaticos de etanol

Os niveis de etanol no sangue foram quantificados em maes ao desmame e

seus filhotes machos com 25-28 dias de idade. As amostras foram analisadas no CEATOX-
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IBB-UNESP por cromatografia gasosa utilizando-se o cromatografo GC modelo Trace 1310
(Thermo Scientific).

Amostras de 150 pl de sangue total (heparinizado) foram transferidas para
Vials de 20 ml contendo 1,0 ml do padrao interno n-propanol a 0,015% (v/v).

Os Vials foram colocados no amostrador automatico por head space, modelo
Versa, da marca Tekmar Teledyne e em seguida, aquecidos a 90°C por 10 minutos. 1,0 pl
dos vapores volatilizados foi injetado no CG, com coluna TR-WAX de 30m x 0,25mm x 0,25
pMm. O detector utilizado foi o FID (Flame lonization Detector) a 250°C.

A curva de calibragao foi feita com solugbes padrao de etanol P.A. (Anidrol)
nas concentracdes de 0,025%, 0,050%, 0,100%, 0,200% e 0,400%, diluidas em agua ultra
purificada por osmose reversa (Millipore).

O limite de deteccao encontrado foi 0,005% e o r2 = 0,9998.

5.4 Reatividade Vascular

Apods toracotomia, procedeu-se o isolamento da aorta toracica, que, livre de
tecido conjuntivo e gordura foi dividida em 2 anéis transversais. Indistintamente, um dos
anéis teve seu endotélio removido mecanicamente (aorta desnuda). Os anéis foram
suspensos em cuba para 6rgao isolado contendo solugdo de Krebs-Henseleit modificado
(composicao em mM: NaCl 113,0; KCI 4,7; CaCl, 2,5; KH,PO, 1,2; MgSO, 1,1; NaHCO;
25,0; Glicose 11,0; acido ascérbico 0,11). A solugao nutriente foi mantida a 37,0 £ 0,5°C e
saturada com carbogénio (95% O, e 5% CO,). Os anéis foram conectados a transdutores de
forgca isométricos, acoplados a um fisidgrafo (Ugo Basile, Italia). O periodo de estabilizacao
foi de 1h, sob uma tensao inicial de 0,5 g mantida ao longo de todo o experimento, com
trocas de solugdo nutriente e ajuste de tensdo a cada 15 min. Quando pertinente,
preparagdes com e sem endotélio dos diferentes grupos experimentais foram estudadas em
paralelo. Transcorridos 25 minutos de estabilizacdo as preparagdes foram pré-contraidas
com fenilefrina (10° M) e subsequentemente desafiadas com ACh (10 M) para se testar a

integridade da célula endotelial. Em seguida, os anéis foram lavados com solugdo Krebs-
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Henseleit e mantidos nesta condicdo até se completar o periodo de estabilizacdo. A
integridade do musculo liso foi avaliada ao término das curvas concentragéo-efeito (CCEs)
aos agentes vasoativos através da adigdo de (10 M) de nitroprussiato de sédio. O endotélio
e 0 musculo liso foram considerados intactos se o relaxamento induzido pela ACh e NP em
aorta pré-contraida foi maior do que 70 e 90%, respectivamente.

5.4.1 Liberagéo basal de NO

Ao término do periodo de estabilizagao, anéis com e sem endotélio de
aorta isolada de ratos CTRL, Pb, EtOH e Pb/EtOH foram pré-contraidos com fenilefrina em
concentracdo que induziu de 60 a 80% do efeito maximo (10° ou 3x107 M). Apds a
estabilizagdo desta resposta, CCEs cumulativas ao L-NAME (107-10° M, inibidor
inespecifico da sintase de o6xido nitrico) (REES et al., 1990; CIGNARELLA et al., 2000)
foram obtidas.

5.4.2 Liberacdo estimulada de NO e Participacdo da via

ciclooxigenase

Em outra série de experimentos, ao término do periodo de
estabilizagdo, CCEs cumulativas @ ACh (10" — 10® M), vasodilatador dependente do
endotélio, foram obtidas em anéis de aorta intacta isolada de ratos CTRL, Pb, EtOH e
Pb/EtOH pré-contraidos com fenilefrina em concentragéo que induziu de 60 a 80% do efeito
maximo (10 ou 3x10”" M) na auséncia e presenca de L-NAME (3x10™ M) e/ou indometacina
(10° M, inibidor inespecifico da ciclooxigenase) (VANE, 1971). A remocdo do endotélio

abole a resposta vasodilatadora da ACh.

5.4.3 Atividade da via guanilato ciclase/GMPc - resposta ao
doador exdgeno de NO

Ao se completar o periodo de estabilizacdo, CCEs cumulativas ao NP
(107"° - 10° M), vasodilatador independente do endotélio, foram ainda obtidas em anéis de

aorta, com e sem endotélio, isolada de ratos CTRL, Pb, EtOH e Pb/EtOH pré-contraidos
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com fenilefina em concentracdo que induziu de 60 a 80% do efeito maximo (10 ou

3x107 M).

6 Avaliagao dos dados

Ambas respostas vasodilatadora e vasoconstritora foram expressas em porcentagem

da pré-contracao a fenilefrina.

A reatividade vascular foi avaliada através das alteracbes da resposta maxima e
poténcia (concentragcdo eficaz 50% - CE50) do tecido aos agentes vasoativos em
experimentos individuais. A CE50 é definida como a concentragdo molar do agonista
responsavel pela obtencdo de um efeito igual a 50% do efeito maximo. As CE50s foram

obtidas através de determinacéo grafica.

7 Andlise estatistica

Os resultados foram expressos por média * erro padrdao da média ou desvio padrao.
Os resultados foram comparados através da analise de varidncia multifatorial. De modo a
testar as diferengas entre as médias, o teste de multiplas comparacdes de Tukey ou
Kolmogorov-Smirnov foi utilizado. Os fatores na comparacgao foram EtOH e Pb.

O nivel de significancia considerado para todas as variaveis foi de 5%

8 Drogas e Solugoes

As seguintes drogas foram utilizadas: acetato de chumbo (Vetec Quimica Fina Ltda.);
cloridrato de acetilcolina (Sigma Chemical Co); fenilefrina HCI (Sigma Chemical Co.);
indometacina (Sigma Chemical Co.); L-NAME (Sigma Chemical Co.); nitroprussiato de sddio
(Sigma Chemical Co.); e uretano (Sigma Chemical Co.).

O acetato de Pb foi diluido em agua filtrada. Para prevenir a precipitagédo do Pb foi
adicionado 0,5 ml de acido acético glacial em cada litro de solugdo de acetato de Pb. A

indometacina foi diluida em Na,CO; 0,1 M e o pH ajustado para 7,4. As demais solugdes
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foram preparadas utilizando-se solucdo Krebs-Henseleit e as concentragbes expressas em

molar.
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Resultados
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1 Caracteristicas gerais dos animais
O peso materno aumentou em fungéo da evolugcédo da prenhez, mas nao diferiu entre

0s grupos experimentais (Figura 2).
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Figura 2. Peso corpéreo materno durante a prenhez. Controle - recebeu agua de beber ad
libitum; Pb - recebeu chumbo 500 ppm ad libitum durante a prenhez; EtOH - recebeu
solucdo de etanol a 10% na agua de beber ad libitum durante a prenhez; e Pb/EtOH —
ambos protocolos em associacdo. Valores representam a média £ EPM. MANOVA/Tukey;

P > 0,05. Numero de animais por grupo = 7-9.
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O consumo de etanol, tanto isoladamente como em associagdo a exposicao
ao Pb durante a prenhez, determinou diminui¢ao significativa da ingestao de racéo e
liquidos ao longo de toda a prenhez (Figuras 3A e 3B).

Da mesma maneira, a exposicdo ao Pb durante a prenhez determinou
diminuicdo significativa da ingestdo de racao e liquidos, apenas na primeira semana

de gestacgéao (Figuras 3A e 3B).
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Figura 3. Consumo de racdo (A) e liquidos (B) durante a prenhez por maes dos grupos

controle - recebeu agua de beber ad libitum; Pb - recebeu chumbo 500 ppm ad libitum

durante a prenhez; EtOH - recebeu solugdo de etanol a 10% na agua de beber ad libitum

durante a prenhez; e Pb/EtOH — ambos protocolos em associacdo. Valores representam a

média + desvio padrdo. MANOVA/Kolmogorov-Smirnov; *P < 0,05 vs controle; *P < 0,05 vs

= 6-8.

Pb/EtOH. Numero de animais por grupo
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Nenhum dos protocolos de exposi¢do determinou qualquer alteragdo do numero de
filhotes machos e fémeas por ninhada bem como da distadncia anogenital (Tabela 1). O
mesmo foi observado para o peso dos filhotes machos ao 25° dia de vida pés-natal (Tabela
1). Entretanto, a exposi¢cdo ao Pb in utero determinou diminuicdo do peso corpoéreo de
filhotes fémeas ao nascimento em relagdo ao grupo controle, sem alterar o peso de filhotes
machos. Contrariamente, a exposi¢cao ao etanol in utero, isoladamente e em associacao ao

Pb, ndo determinou qualquer alteragao no peso dos filhotes ao nascimento (Tabela 1).

Tabela 1. Valores médios do numero de filhotes por ninhada, da distancia anogenital e
do peso corporeo ao nascimento e ao 25° dia de vida poés-natal de filhotes
provenientes de maes expostas ou ndo ao chumbo e etanol, isoladamente e em

associagao, durante a prenhez

Parametros Filhotes Grupos
Controle Pb EtOH Pb/EtOH

NGamero de Total 11,42+ 2,19 11,55+ 2,66 10,73+ 1,74 9,46 * 3,23
filhotes por
ninhada Machos 5,66 +2,23 5,73+ 1,68 5,82+2,14 4,92 +278
(n=11-13)

Fémeas 575+1,76 5,82 1,25 4,91+1,30 454 +1,71
Distancia Machos 3,07+£0,34 2,95+0,29 3,03+0,14 3,01+0,54
anogenital (mm)
ao nascimento Fémeas 1,40 £ 0,27 1,47 £ 0,43 1,58 £ 0,39 1,28 £ 0,24
(n = 54-81)

Peso dos filhotes Machos 6,88+ 0,75 6,51 0,50 7,11+0,52 6,89+ 1,08
(g) ao nascimento
(n = 54-81) Fémeas 6,71+0,59 6,05 + 0,26* 6,89 0,60 6,27 + 0,95

Peso dos filhotes Machos 85,64+9,79 93,07+14,10 90,60+ 13,02 83,56 + 12,23
(g) ao 25° dia de

vida pés-natal

(n=12)

Os valores representam a média + desvio padrdo. Controle - recebeu agua de beber ad libitum; Pb -
recebeu chumbo 500 ppm ad libitum durante a prenhez; EtOH - recebeu solugéo de etanol a 10% na agua
de beber ad libitum durante a prenhez; e Pb/EtOH — ambos protocolos em associagéo.
MANOVA/Kolmogorov-Smirnov; *P < 0,05 vs respectivo controle.



Nenhum dos protocolos de exposicao determinou qualquer alteragdo dos pesos
dos ventriculos, rins, adrenais e figado de filhotes recém-desmamados provenientes de
maes expostas ou ndo ao chumbo e etanol, isoladamente e em associacdo, durante a

prenhez (Tabela 2).

Tabela 2. Valores médios dos pesos dos ventriculos, rins, adrenais e figado de filhotes
machos recém-desmamados provenientes de maes expostas ou ndo ao chumbo e

etanol, isoladamente e em associag¢ao, durante a prenhez

Parametros Grupos

Controle Pb EtOH Pb/EtOH
VE/PCF x 100 0,30 £ 0,04 0,32 +0,11 0,29 + 0,06 0,30 £ 0,02
VD/PCF x 100 0,09 +0,03 0,09 0,05 0,09 0,01 0,09 £ 0,02
Rim direito (g) 0,42 + 0,06 0,43 0,11 0,41+ 0,05 0,46 £ 0,03
Rim esquerdo (g) 0,38 £0,05 0,41+0,12 0,39 £ 0,05 0,44 £ 0,03
Adrenal direita (g) x 100 1,33+0,31 1,47 £ 0,55 1,39 £ 0,61 1,77 £ 0,45
Adrenal esquerda (g) x 100 1,70 £0,43 1,75+ 0,71 1,50 £ 0,80 2,09 £ 0,48
Figado (g) 3,20+ 1,15 3,46 £ 0,96 3,38+0,77 3,47 £ 0,40

Os valores representam a média * desvio padrdao. VE/PCF e VD/PCF = peso dos ventriculos esquerdo e
direito, respectivamente, em relagdo ao peso corporal final Controle - recebeu agua de beber ad libitum;
Pb - recebeu chumbo 500 ppm ad libitum durante a prenhez; EtOH - recebeu solucédo de etanol a 10% na
agua de beber ad libitum durante a prenhez; e Pb/EtOH — ambos protocolos em associacgéo.
MANOVA/Kolmogorov-Smirnov; P > 0,05. Nimero de animais por grupo = 10.
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2 Dosagem de Pb e Etanol

A exposicdo ao Pb, na dose de 500 ppm durante a prenhez, determinou niveis
sanguineos de 37,57 + 2,39 pg/dl nas mées ao nascimento dos filhotes, n=6, e
correspondeu a 2,32 £ 0,17 pg/g nos filhotes machos ao nascimento, n=6.

Por sua vez, o consumo de etanol durante a prenhez determinou niveis sanguineos
em maes ao desmame e filhotes machos recém-desmamados abaixo do nivel de deteccéo
que foi de 0,005% (n = 8-10).

3 Pressao arterial

A pressao arterial de filhotes recém-desmamados provenientes de maes dos grupos
controle, EtOH e Pb foram semelhantes entre si. Entretanto, a associagéo dos protocolos de
exposicao ao Pb e etanol in utero determinou aumento significativo da pressao arterial, tanto
sistolica quanto diastdlica, em filhotes recém-desmamados (sistélica — controle 135,5 +
3,0, Pb 130,4 £ 3,7, EtOH 139,2 £ 5,2, Pb/EtOH 157,8 £ 4,6%; diastdlica — controle
97,5+ 1,4, Pb 96,0 + 2,3, EtOH 102,0 + 2,0, Pb/EtOH 125,9 + 3,2*. * P < 0,05 vs

controle, n = 11) (Figura 4).
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Figura 4. Pressao arterial caudal de ratos machos recém-desmamados provenientes de
maes dos grupos: controle - recebeu agua de beber ad libitum; Pb - recebeu chumbo 500
ppm ad libitum durante a prenhez; EtOH - recebeu solucado de etanol a 10% na agua de
beber ad libitum durante a prenhez; e Pb/EtOH — ambos protocolos em associagao. Valores
representam a média + EPM. MANOVA/Tukey; *P < 0,05 vs controle. NUmero de animais

por grupo = 11.
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4 Reatividade Vascular
4.1 Liberacdo basal de NO

Primeiramente, as respostas vasculares mediadas pela via NO foram avaliadas em anéis de
aorta pré-contraidos com fenilefrina. As repostas ao L-NAME (107 — 10 M) foram utilizadas
para avaliar a liberacdo basal de NO. Ambos, exposicdo pré-natal ao Pb e consumo de
etanol, isoladamente e em associacdo, ndo determinaram qualquer alteragdo de resposta

maxima ou CE50 ao L-NAME em aortas intactas e desnudas (Figura 5, Tabela 3).

Tabela 3. Resposta maxima e CE50 ao L-NAME obtidas em anéis de aorta toracica,
com e sem endotélio, isolada de ratos machos recém-desmamados provenientes de

maes expostas ou nao ao chumbo e etanol, isoladamente e em associa¢ao, durante a

prenhez
®Resposta maxima ®CE50 (x107° M)
(% contracao em relacao a fenilefrina)
Grupos
Com endotélio Sem endotélio Com Sem endotélio
endotélio

Controle 243,15 + 25,39 141,70 + 8,42 0,80 0,86
(0,42 — 1,55) (0,26 — 2,84)

Pb 233,01 £ 14,95 142,50 £ 9,94 0,54 2,33
(0,17-1,70) (0,89 - 6,08)

EtOH 238,20 + 19,01 146,07 £ 6,67 0,64 0,52
(0,45 -0,91) (0,13 - 2,15)

Pb/EtOH 228,39 + 11,07 153,82 * 8,51 1,27 1,07
(0,57 — 2,83) (0,22 - 5,21)

CE50 = concentragdo que produz 50% do efeito maximo. Os valores representam a média + EPM® ou
intervalo de confianga 95%°". Controle - recebeu agua de beber ad libitum; Pb - recebeu chumbo 500 ppm
ad libitum durante a prenhez; EtOH - recebeu solugéo de etanol a 10% na agua de beber ad libitum durante
a prenhez; e Pb/EtOH — ambos protocolos em associagdo. MANOVA/Tukey; P > 0,05. Nimero de animais
por grupo = 7-8.
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Figura 5. Curvas concentracao-efeito ao L-NAME em anéis de aorta toracica, com (+E) e
sem (-E) endotélio, pré-contraidos com fenilefrina (10° e 3x10” M, respectivamente), isolada
de ratos machos recém-desmamados provenientes de maes dos grupos controle (CTRL) -
recebeu agua ad libitum; Pb - recebeu diariamente chumbo 500 ppm ad libitum durante a
prenhez; etanol (EtOH) - recebeu diariamente uma solugcédo de etanol a 10% na agua de
beber ad libitum durante a prenhez; e Pb/EtOH — ambos protocolos em associag¢ao. Valores

representam a média £ EPM. MANOVA/Tukey. P > 0,05. Numero de animais por grupo=7-8.
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4.2 Liberagao estimulada de NO

A resposta vasodilatadora da ACh (10" - 10 M), a qual evoca a liberagdo de NO
das células endoteliais, foi investigada em anéis de aorta intacta pré-contraidos com
fenilefrina na auséncia e presenca de L-NAME.

Na auséncia de inibidor a ACh promoveu um relaxamento concentragao-dependente
semelhante entre os diferentes grupos experimentais, a exce¢do do grupo etanol onde a
resposta maxima a ACh mostrou-se reduzida em relagdo ao grupo controle (Figura 6 e
Tabela 4).

A presenca de L-NAME (3x10* M) determinou diminuicdo de resposta maxima e
aumento de EC50 em anéis de aorta intacta que alcangaram valores semelhantes em todos

0s grupos experimentais (Figura 6 e Tabela 5).

Tabela 4. Resposta maxima a acetilcolina, na auséncia e presenca de inibidores, obtida em
anéis de aorta toracica intacta isolada de ratos machos recém-desmamados provenientes

de maes expostas ou ndo ao chumbo e etanol, isoladamente e em associagdo, durante a

prenhez
Resposta maxima
Grupos (% relaxamento em relacao a fenilefrina)
Sem inibidor Indometacina L-NAME L-NAME /indometacina
Controle 88,15 + 3,29 82,90 £ 3,62 16,39 + 1,69 13,83 + 1,56
Pb 83,35+ 1,92 76,81+ 1,33 24,74 £ 6,10 11,37 £ 1,44
EtOH 70,64 + 3,21* 88,58 + 2,89 17,57 £ 1,50 14,96 + 1,19
Pb/EtOH 77,76 £ 3,84 76,38 + 3,72 24,42 + 3,14 12,19+ 1,12

Os valores representam a média £+ EPM. Controle - recebeu agua de beber ad libitum; Pb - recebeu chumbo
500 ppm ad libitum durante a prenhez; EtOH - recebeu solugdo de etanol a 10% na agua de beber ad libitum
durante a prenhez; e Pb/EtOH — ambos protocolos em associagdo. MANOVA/Tukey; *P < 0,05 vs controle.
Numero de animais por grupo = 6-11.
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Tabela 5. CE50 a acetilcolina, na auséncia e presencga de inibidores, obtida em anéis

de aorta toracica intacta isolada de ratos machos recém-desmamados provenientes de

maes expostas ou ndo ao chumbo e etanol, isoladamente e em associagdo, durante a

prenhez
CE50 (x10° M)
Grupos
Sem inibidor Indometacina L-NAME L-NAME/indometacina
Controle 14,22 16,72 1071,38 517,95
(2,23 — 90,36) (3,03-92,26) (465,59 — 2466,04) (183,23 — 1465,55)
Pb 45,81 81,98*" 676,88 994,33"
(16,48 —127,35) (28,38 —236,59) (78,52 — 5834,45) (345,14 — 2864,18)
EtOH 15,22 1,19* 2796,12 846,90"
(1,70 - 136,14) (0,19-7,22) (946,24 — 8260,38) (505,82 — 1415,79)
Pb/EtOH 15,91 4,97 638,78 207,71
(1,53 —165,96)  (1,13-21,83) (231,74 — 1757,92) (107,15 — 402,72)

CE50 = concentragdo que produz 50% do efeito maximo. Os valores representam a média * intervalo de
confianga 95%. Controle - recebeu agua de beber ad libitum; Pb - recebeu chumbo 500 ppm ad libitum
durante a prenhez; EtOH - recebeu solugdo de etanol a 10% na agua de beber ad libitum durante a prenhez;
e Pb/EtOH — ambos protocolos em associacdo. MANOVA/Tukey; *P < 0,05 vs controle. "P < 0,05 vs
Pb/EtOH. Numero de animais por grupo = 6-11.
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Figura 6. Curvas concentracao-efeito a acetilcolina, na auséncia e presencga de inibidor, em
anéis de aorta toracica intacta (+E) pré-contraidos com fenilefrina (10 ou 3x10” M), isolada
de ratos machos recém-desmamados provenientes de maes dos grupos controle (CTRL) -
recebeu agua ad libitum; Pb - recebeu diariamente chumbo 500 ppm ad libitum durante a
prenhez; etanol (EtOH) - recebeu diariamente uma solucdo de etanol a 10% na agua de
beber ad libitum durante a prenhez; e Pb/EtOH — ambos protocolos em associagdo. Valores
representam a média + EPM. MANOVA/Tukey. *P < 0,05 vs controle. *P < 0,05 vs Pb/EtOH.
Numero de animais por grupo = 6-11.
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4.3 Participagéo da Via Ciclooxigenase

Alteragbes nos metabdlitos da via ciclooxigenase foram avaliados através do
relaxamento induzido pela ACh em aortas intactas na presenca de indometacina (10°M)
(Figura 6 e Tabela 4 e 5).

A presencga de indometacina determinou aumento de EC50 em anéis de aorta intacta
do grupo Pb em relagdo ao controle e Pb/EtOH. Por sua vez, o valor deste parametro
mostrou-se diminuido em anéis de aorta intacta do grupo EtOH em relagédo ao controle, mas
semelhante ao observado no grupo Pb/EtOH (Figura 6 e Tabela 4 e 5).

Contrariamente, a presencga deste inibidor ndo determinou qualquer alteragcao de
resposta maxima a ACh em todos os grupos experimentais, a saber, controle, Pb, EtOH e
Pb/EtOH (Figura 6 e Tabela 4 e 5).

A presenca concomitante de ambos inibidores, indometacina e L-NAME, nao
determinou qualquer alteragdo de resposta maxima a ACh em todos os grupos
experimentais (Figura 6 e Tabela 4 e 5). Entretanto, este procedimento determinou
diminui¢ao do valor de CE50 no grupo Pb/EtOH em relagao aos grupos Pb e EtOH, mas nao

em relagédo ao grupo controle (Figura 6 e Tabela 4).

4.4 Resposta ao Doador Exégeno de NO
A resposta vasodilatadora independente do endotélio induzida pelo doador
exogeno de NO, nitroprussiato de sédio (10 - 10° M), em aorta intacta e desnuda foi

semelhante em todos os grupos experimentais (Figura 7 e Tabela 6).



Tabela 6. Resposta maxima e CES0 ao nitroprussiato de sodio obtidas em anéis de
aorta toracica, com e sem endotélio, isolada de ratos machos recém-desmamados
provenientes de maes expostas ou ndo ao chumbo e etanol, isoladamente e em

associacao, durante a prenhez

®Resposta maxima ®CES50 (x1072 M)
o . oo
Grupos (% relaxamento a fenilefrina)
Com endotélio Sem endotélio Com endotélio Sem endotélio

Controle 100 100 2,94 3,23
(0,87 —9,95) (0,76 — 13,80)

Pb 100 100 2,62 2,71
(1,60 —4,28) (0,87 — 8,45)

EtOH 100 100 5,75 2,76
(1,13 -29,10) (0,66 — 11,59)

Pb/EtOH 100 100 2,83 1,44
(0,43 -18,84) (0,94 — 2,18)

CE50 = concentragédo que produz 50% do efeito maximo. Os valores representam a média + EPM® ou
intervalo de confianca 95%°". Controle - recebeu agua de beber ad libitum; Pb - recebeu chumbo 500 ppm
ad libitum durante a prenhez; EtOH - recebeu solugéo de etanol a 10% na agua de beber ad libitum durante
a prenhez; e Pb/EtOH — ambos protocolos em associagdo. MANOVA/Tukey; P > 0,05. Numero de animais
por grupo = 6-8.
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Figura 7. Curvas concentracao-efeito ao nitroprussiato de sédio em anéis de aorta toracica,
com (+E) e sem (-E) endotélio, pré-contraidos com fenilefrina (10° e 3x107 M,
respectivamente), isolada de ratos machos recém-desmamados provenientes de maes dos
grupos controle (CTRL) -recebeu agua ad libitum; Pb - recebeu diariamente chumbo 500
ppm ad libitum durante a prenhez; etanol (EtOH) - recebeu diariamente uma solugdo de
etanol a 10% na agua de beber ad libitum durante a prenhez; e Pb/EtOH — ambos
protocolos em associacdo. Valores representam a média + EPM. MANOVA/Tukey. P > 0,05.

Numero de animais por grupo = 6-8.
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Discussao
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O consumo de alcool, bem como a exposi¢do ao Pb, durante a gravidez estdo
associados a problemas de saude que afetam de modo adverso a mae e o feto. Ainda,
eventos in utero sao determinantes para o fenétipo do individuo adulto (IGOSHEVA et al.,
2007).

O regime de exposicdo materna ao Pb e/ou etanol usados no presente estudo nao
causou qualquer alteragdo na evolugao do peso corpdreo das maes durante a gestacéo e
amamentacao ou no numero de filhotes por ninhada. Da mesma maneira, o peso de filhotes
machos ao nascimento e desmame e fémeas ao desmame foi semelhante entre os grupos,
embora o consumo de ragao de maes dos grupos EtOH e Pb/EtOH durante a gestacéo
tenha sido significantemente menor em relagéo ao grupo controle. Ainda, nao foi observada
qualquer alteracdo no peso dos érgaos, a saber, ventriculos, rins, figado e adrenais dos
filhotes dos diferentes grupos, ao desmame. Todos o0s animais tiveram a aparéncia saudavel
e nenhum deles mostrou sinais de intoxicagao.

O consumo de alcool é categorizado como leve (0,1 — 9,9 g/dia, ou < 1 dose diaria),
moderado (10,0 — 29,9 g/dia, ou 1 a 2 doses diarias), e pesado (= 30,0 g/dia, ou = 3 doses
diarias) (MUKAMAL et al., 2005). No presente estudo, o uso de 10% de etanol corresponde
a ingestao diaria de aproximadamente 3 a 4 g de etanol. Assim, o protocolo de exposi¢ao ao
etanol utilizado pode ser considerado como ingestdo diaria leve de alcool. Ainda,
considerando-se que o ty,; do etanol no sangue em humanos é cerca de 2-4 horas e que em
animais de pequeno porte é ainda mais rapido, a observacéo de niveis de etanol abaixo do
limite de detecgao no sangue de maes e filhotes ao desmame justifica-se (KLAASSEN et al.,
1986; CEDERBAUM, 2012).

Como anteriormente descrito, o CDC (2007) relata que 0,08 a cada 100.000
mulheres ocupacionalmente expostas entre 16 e 44 anos tem niveis de Pb no sangue = 40
pg/dl (valor de referéncia para o individuo adulto em muitos paises, incluindo o Brasil). Estas
mulheres podem engravidar e potencialmente expor seus filhos aos efeitos deletérios do

Pb. No presente estudo investigamos alteragdes cardiovasculares em filhotes machos
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provenientes de maes expostas ao Pb durante a prenhez com niveis sanguineos de
aproximadamente 40 pg/dl.

Sabe-se que o desenvolvimento do sistema nervoso simpatico €& suscetivel a
modificagdo por exposi¢des no inicio da vida de modo que a exposi¢ao a diferentes agentes
podem alterar o controle simpatico da presséo arterial ao longo do desenvolvimento pds-
natal (YOUNG, 2006).

No presente estudo, apenas a associacdo de ambos fatores de risco cardiovascular,
a saber, etanol e Pb, durante a prenhez determinou hipertensao arterial no inicio da vida
pos-natal. Este dado sugere que a exposi¢cdo ao Pb e o consumo de etanol durante a
prenhez se constituiram em fator de risco cardiovascular adicional. Ainda, os efeitos
cardiovasculares da exposicdo ao Pb e ao etanol estdo na dependéncia da dose, do
momento da exposi¢do ao longo do desenvolvimento, do tempo de exposi¢cao aos agentes,
entre outros (KOPP et al., 1988; HIPOLITO et al, 2011; PARKINGTON et al., 2010). Este
fato poderia assim explicar a ndo observagao de alteragbes na pressao arterial de proles de
maes submetidas aos protocolos de exposicao isolados.

A hipertensao arterial pode estar associada a um prejuizo na resposta vascular a
ACh que é frequentemente relacionada a alteragbes na via NO (GAO et al., 2007; KAGOTA
et al., 2007). Neste contexto, o consumo crénico de etanol durante a prenhez determinou
comprometimento da resposta vasodilatadora da ACh. Entretanto, o relaxamento
dependente do endotélio induzido pela ACh nao foi afetado pela exposi¢ao pré-natal ao Pb
nem por sua associacdo ao consumo crbnico de etanol. Apesar disso, experimentos
adicionais foram realizados para determinar se o componente NO do relaxamento-
dependente de endotélio estava alterado nestas condigdes.

A literatura concorda que os efeitos contrateis e de inibicdo do relaxamento
dependente do endotélio induzidos por analogos da L-arginina refletem a inibicdo da
atividade -basal” ou -estimulada” da NOS constitutiva, respectivamente. De modo a
investigar a hipétese de que os efeitos da exposi¢do pré-natal ao Pb e/ou etanol nas maes

pudessem estar relacionados a anormalidades vasculares na via NO em filhotes recém-
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desmamados, a resposta vasoconstritora ao L-NAME foi primeiramente usada para
investigar a liberacdo basal de NO. Ainda, o relaxamento induzido pela ACh, o qual libera
NO das células endoteliais, foi investigado na presenca de L-NAME. A mesma estratégia foi
utilizada para investigar tanto a liberagdo basal quanto a estimulada de NO em ratos
gonadectomizados (CIGNARELLA et al.,, 2000) e ratos perinatalmente expostos ao Pb
(GRIZZO ; CORDELLINI, 2008).

O procedimento acima relatado mostrou liberacdo basal de NO tanto no endotélio
quanto no musculo liso vascular de aorta de ratos recém-desmamados submetidos ou nao
aos protocolos de exposicao isolados e em associacido. Esta conclusido vem da observagao
de que, independentemente da integridade endotelial, o L-NAME induziu contracdo em
aortas de ratos de todos os grupos experimentais. Entretanto, a contracao induzida pelo L-
NAME nao diferiu entre os grupos, seja em aortas intactas ou naquelas desnudas, sugerindo
nao haver alteragdo na liberacao basal de NO entre os grupos. Diferentemente, Grizzo e
Cordellini (2008) mostraram que a exposicao perinatal ao Pb aumenta a liberagao basal de
NO e afeta esta via de forma mais acentuada no endotélio do que no musculo liso. Tal
discrepancia pode estar relacionada a diferencas no protocolo de exposi¢ao materna, ja que
a idade pds-natal dos filhotes em ambos estudos foram semelhantes.

As células endoteliais liberam ndo apenas NO e varias sinalizagbes
hiperpolarizantes, mas também podem gerar endoperéxidos, prostandides e EROs através
da via ciclooxigenase, conhecidos como EDCEFs, i.e, fatores de contragdo derivados do
endotélio (FURCHGOTT; VANHOUTTE, 1989; CORDELLINI, 1999; GRIZZO; CORDELLINI,
2008; VANHOUTTE et al., 2009; VANHOUTTE, 2011).

Ainda que a taxa de producdo de metabdlitos da ciclooxigenase em células normais
pareca favorecer substancias vasodilatadoras, é possivel que esta taxa possa diferir em
resposta a estados fisiopatoldgicos, por ex., hipertenséo arterial (CORDELLINI et al., 1990).
Ha uma concordancia na literatura de que o uso de inibidores especificos da ciclooxigenase,
por ex. indometacina, pode esclarecer o envolvimento de produtos vasodilatadores e/ou

vasoconstritores desta via, liberados pelas células endoteliais. De modo a investigar a
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hipotese de que os efeitos da exposicdo pré-natal ao Pb e/ou etanol nas maes pudessem
estar relacionados a anormalidades vasculares na via ciclooxigenase em filhotes recém-
desmamados, a reatividade a ACh em anéis de aorta intacta foi avaliada na presencga de
indometacina.

A presenga de indometacina determinou diminuicdo de sensibilidade a ACh em aorta
de ratos expostos pré-natalmente ao Pb em relagdo ao grupo controle na presenca deste
inibidor. Estes dados sugerem que a vasodilatagédo induzida pela ACh em ratos expostos ao
Pb in utero, mas ndo em ratos controles, é parcialmente modulada por metabdlitos
vasodilatadores da via ciclooxigenase, cuja identidade merece investigacao futura.
Interessantemente, estes fatores ndao se expressaram na auséncia de indometacina, uma
vez que a vasodilatagdo induzida pela ACh foi semelhante entre os grupos Pb e controle
nesta condigdo. A nado expressao destes fatores na auséncia de indometacina sugere uma
diminuicdo concomitante na producdo de EDRFs nao-prostandides em aorta de ratos
expostos ao Pb, a qual estaria mascarando os efeitos dos metabdlitos vasodilatadores da
via ciclooxigenase liberados na auséncia deste inibidor.

Embora uma vasodilatacdo a ACh semelhante entre os grupos Pb e controles na
auséncia de inibidores possa sugerir uma nao alteracao na liberacdo estimulada de NO
induzida pela exposicao pré-natal ao Pb, a presenca de L-NAME revelou um
comprometimento nesta via. Esta hipotese vem da observagdo de que a presenca deste
inibidor aboliu a diminuicdo de sensibilidade a ACh em aorta de ratos expostos pré-
natalmente ao Pb observada na presenca de indometacina, o que aponta o NO como o fator
de relaxamento comprometido na exposicédo ao Pb in utero. Todavia, maior investigagcao faz-
se necessaria para confirmar sua identidade.

Em conjunto, os resultados de reatividade vascular obtidos com o protocolo de
exposicao ao Pb in utero corroboram parcialmente estudos anteriores em nosso laboratério
onde a exposigcdo ao Pb durante a prenhez e a lactagdo determinou alteragdes na producéo
e/ou liberagdo basal e estimulada de EDRF-NO e produtos constritores da via

ciclooxigenase (GRIZZO; CORDELLINI, 2008). Recentemente, Silveira et al. (2014)
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relataram que a exposicdo ao Pb por 30 dias (12 pg/dl no sangue) aumenta a pressao
arterial e a vasoconstricdo induzida pela fenilefrina em aorta de ratos. Este efeito estava
associado com uma reducao na biodisponibilidade de NO, aumento na producido de EROS,
aumento da participacdo de prostandides constritores derivados da ciclooxigenase, e
aumento da atividade do sistema renina-angiotensina.

O presente estudo mostra ainda uma diminuigcdo na resposta vasodilatadora a ACh
em aorta de ratos expostos ao EtOH in utero em relagdo ao grupo controle na auséncia de
inibidores, sugerindo uma provavel diminuigdo da liberacdo estimulada de NO no grupo
EtOH. Ainda, a presenca de L-NAME aboliu esta hiporeatividade a ACh, confirmando o
envolvimento da via NO nesta alteracao.

Por sua vez, a presenca de indometacina determinou aumento de sensibilidade a
ACh em aorta intacta de ratos expostos pré-natalmente ao etanol, sem alterar a resposta
vasodilatadora a este agente em aorta de ratos controles na mesma condi¢do. Estes dados
sugerem que, na auséncia de indometacina, a vasodilatagcao induzida pela ACh em aorta
intacta de ratos expostos ao etanol in utero, mas ndao em ratos controles, é parcialmente
modulada por metabdlitos da via ciclooxigenase.

Sabe que a ciclooxigenase endotelial metaboliza o acido araquidénico em
endoperoxidos, que sao por si s6 EDCFs, ou sdo transformados em prostandides que
podem atuar como EDCFs ou EDRFs. Entretanto, em condigbes fisiopatolégicas como a
hipertensao arterial, a via ciclooxigenase parece ser uma fonte importante de EROs (TANG
et al., 2007). As EROs geradas no endotélio podem diminuir a biodisponibilidade de NO e/ou
alcancar as células musculares lisas através de juncbes gap mioendoteliais e ativar a
ciclooxigenase do musculo liso vascular levando a vasoconstricdo (TANG; VANHOUTTE,
2008; VANHOUTTE, 2011).

Uma vez que a presenga de L-NAME sugere um comprometimento da via NO em
aortas intactas do grupo EtOH, uma hipétese plausivel para a identidade dos metabdlitos da

via ciclooxigenase envolvidos na hiporeatividade a ACh em aortas de ratos expostos ao
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etanol in utero seriam as EROs, diminuindo a biodisponibilidade de NO. Entretanto, esta
hipétese necessita maior investigacao.

Pelo exposto, levanta-se a possibilidade de uma diminuicdo na biodisponibilidade de
NO como responsavel pela hiporeatividade a ACh na auséncia de inibidores, afastando-se a
idéia de uma provavel diminuicdo na sua liberagcéo estimulada, como inicialmente sugerido.

Surpreendentemente, embora a associacao da exposi¢cdo ao Pb e ao consumo de
etanol durante a prenhez tenha determinado aumento de presséao arterial em ratos recém-
desmamados, ndo se observou qualquer alteragcado da vasodilatacdo induzida pela ACh em
aortas destes animais na auséncia ou presencga de L-NAME, sugerindo ndo haver alteragao
na liberacao estimulada de NO nesta condicao.

Por sua vez, na presenca de indometacina, a sensibilidade a ACh em aorta de ratos
do grupo Pb/EtOH foi semelhante aquelas dos grupos EtOH e controle, mas
significativamente maior do que a observada em aorta do grupo Pb. Estes dados sugerem
que, na associacao dos protocolos de exposicdo, o provavel aumento das EROs induzido
pela exposicdo ao etanol isoladamente estaria prevalecendo sobre as alteragbes induzidas
pela exposicdo ao Pb isoladamente.

Ainda, a presenca concomitante de L-NAME e indometacina aboliu as alteracdes de
sensibilidade a ACh observadas na presenca de indometacina em aorta de ratos expostos
ao Pb e etanol in utero, isoladamente. Entretanto, este procedimento revelou um aumento
de sensibilidade a ACh em aorta de ratos do grupo Pb/EtOH em relacdo as exposicoes
isoladas, nao diferindo, contudo, do grupo controle. Em conjunto, estes dados sugerem o
envolvimento de outro EDRF, ndo sensivel a indometacina e ao L-NAME, como mecanismo
compensatorio aos efeitos cardiovasculares da exposi¢cado pré-natal ao Pb e etanol em
associacgao.

Neste contexto, Csanyi et al. (2012) sugeriram que o comprometimento do
relaxamento dependente de NO precede o desenvolvimento de arterosclerose em aorta, e
uma precoce upregulation das vias COX-2/PGl, e EDHF podem compensar a perda da

atividade bioldgica do NO. Omanwar, Ravi e Fahim (2010) relataram que a exposi¢éo
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crbnica ao mercurio compromete a via NO em aorta como consequéncia do estresse
oxidativo, enquanto que o EDHF é capaz de manter o relaxamento dependente de endotélio
em nivel reduzido. Ainda, Lépez-Miranda et al. (2010) demonstraram que a vasodilatagao da
aorta induzida pela metanandamida é dependente da geragdo de um fator de relaxamento
hiperpolarizante da via citocromo P450 epoxigenase do acido araquidodnico.

Considerando-se o acima exposto, nossos dados permitem sugerir o fator
hiperpolarizante como provavel EDRF em aorta de ratos do grupo Pb/EtOH, revelado na
presenga simultdnea de indometacina e L-NAME, cuja identidade merece ser investigada.

Sabe-se que o NO é gerado no endotélio e induz vasodilatacdo por estimular a
guanilato ciclase soluvel no musculo liso adjacente. Nitrovasodilatadores exdégenos também
induzem vasodilatagdo independentemente do endotélio, por ativar a formagdo de GMP-
ciclico no musculo adjacente. Dessa maneira, respostas semelhantes em aortas intactas e
desnudas para o nitroprussiato de sédio, o qual induz relaxamento independentemente da
liberacdo de NO pelo endotélio, sugere que a transducao da sinalizagdo NO-mediada no
musculo liso vascular nao foi afetada pelos diferentes protocolos de exposigéo in utero, quer
isolados ou em associagao.

O presente estudo avanga a compreensao dos efeitos cardiovasculares na
vida pés-natal induzidos pela exposigéo in utero ao Pb e ao etanol, isoladamente e
em associagdo, e pode levar a vantagens terapéuticas contra doencgas

cardiovasculares induzidas nestas condigdes.
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e A associacdo da exposicdo ao etanol e Pb in utero constituiu-se em fator de risco

adicional para o desenvolvimento de hipertensao arterial no inicio da vida pds-natal;

e Os protocolos de exposicao in utero ndo afetaram a liberacdo basal de NO pelo endotélio

e musculo liso vascular no inicio da vida pés-natal;

e O comprometimento na liberacdo de EDRF-NO em aorta de ratos expostos ao Pb in
utero, revelado na presenca dos inibidores da ciclooxigenase e da sintase de 6xido nitrico,
suscita preocupagao quanto a vulnerabilidade cardiovascular na vida pds-natal dos
individuos expostos ao Pb in utero quando em presenga de patologias associadas que

levem a disfuncbes da atividade do sistema NO;

o A expressdo, na vida pés-natal, de um comprometimento vascular na biodisponibilidade
de NO em ratos expostos ao etanol in utero, observado na auséncia de inibidores, revela
que este protocolo foi relativamente mais prejudicial a fungao vascular do que o protocolo

de exposicao ao Pb;

e A presenca de um EDRF, nido sensivel ao L-NAME e a indometacina, em aorta de ratos
expostos ao etanol e ao Pb in utero mostra a versatilidade das respostas orgénicas em se

opor a perturbag¢des da homeostase biologica.
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Introduction: although the literature reports cardiovascular changes induced by exposure to
ethanol and lead (Pb) alone in adulthood, few studies focus on postnatal cardiovascular
effects of exposure to ethanol and/or Pb in utero. Objectives: it was to investigate possible
changes in the cardiovascular responses of weaned rats prenatally exposed to ethanol and
Pb, alone and in combination. Still, advancing our understanding of the mechanisms involved
in these changes. Materials and Methods: mothers were separated in 4 groups: control -
received drinking water ad libitum ; Pb - received lead 500 ppm ad libitum during pregnancy ;
EtOH - received a solution of 10% ethanol ad libitum in drinking water during pregnancy ,
and Pb / EtOH - both protocols in combination. Male Wistar rats (25 to 28-day old) from
exposed mothers were used. The animals were sacrificed and thoracic aortic rings were
collected and kept in organ bath containing Krebs- Henseleit solution, 37°C, pH 7.4,
saturated with 95% O, and 5% CO,. Concentration-effect curves to L-NAME, acetylcholine
(ACh) in absence and presence of indomethacin and/or L-NAME, and sodium nitroprusside
were obtained in intact and/or denuded aortas. It was also evaluated the blood pressure of
25-day old rats from all groups. Effective concentration 50% (EC50) and maximum response
(MR) were evaluated (MANOVA/Tukey). Results: association of Pb exposure and ethanol in
utero, but not the isolated protocols, determined hypertension on the 25th day of postnatal
life (systolic - control 135.5 + 3.0, Pb/EtOH 157.8 + 4.6*; diastolic - control 97.5 + 1.4,
Pb/EtOH 125.9 £ 3.2*, *P < 0.05, n=11). None of the protocols determined any change in
reactivity of intact and denuded aortas to L-NAME and sodium nitroprusside (MR and EC50)
and EC50 to ACh in intact aortas (data not shown). Removal of endothelium abolished
vasorelaxation to ACh. Unlike in utero exposure to Pb alone and in combination with ethanol,
ethanol exposure alone determined hyporeactivity to ACh (% relaxation - control 88.15 %
3.29, EtOH 70.64 + 3.21%, * P <005, n =5-7). None of the inhibitors determined any
change in MR to ACh in aorta of the different experimental groups (data not shown).
However, indomethacin presence in aorta from Pb and EtOH groups determined,
respectively , increase and decrease of the EC50 to ACh related to control as well as an
increase in this value in Pb group compared to Pb/EtOH [control 16.72 (3.03 - 92.26), 81.98
Pb (28.38 - 236.59)*", EtOH 1.19 (0.19 - 7.22)"; Pb/EtOH 4.97 (1.13 - 21.83); *P < 0.05 vs
control; *P < 0.05 vs Pb/EtOH, n = 6-11]. These differences were abolished in the presence
of L-NAME (data not shown). The combination of L-NAME and indomethacin determined a
decrease in EC50 to ACh in aorta from Pb/EtOH group compared to Pb and EtOH groups
[control 517.95 (183.23 - 1465.55); Pb 994.33 (345.14 - 2864.18), EtOH 846.90 (505.82 -
1415.79); Pb/EtOH 207.71 (107.15 - 402.72)"; P < 0.05 vs EtOH and Pb; n = 6-11].
Conclusions: The association of ethanol and Pb exposure in utero constituted an additional
risk factor for the development of hypertension in early postnatal life. The protocols of in
utero exposure did not affect the basal release of NO by the endothelium and vascular
smooth muscle cells in early postnatal life. An impairment in the release of EDRF-NO in
aorta of rats exposed to Pb in utero was unveiled in the presence of inhibitors of
cyclooxygenase and nitric oxide synthase. Exposure to ethanol in utero determined
impairment of NO bioavailability in rat aorta during postnatal life, which was observed in the
absence of inhibitors. Aorta of rats exposed to ethanol and Pb in utero releases EDRF not
sensitive to L-NAME and indomethacin as a compensatory mechanism to the deleterious
effects of in utero exposure to these compounds. This study advances the understanding of
the cardiovascular effects in postnatal life induced by in utero exposure to Pb and ethanol,
alone and in combination, and may lead to therapeutical benefits against cardiovascular
diseases induced in these conditions.
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Introdugao: embora a literatura relate altera¢des cardiovasculares induzidas pela exposigéo
ao etanol e ao chumbo (Pb) isoladamente na vida adulta, ha escassez de estudos focando os
efeitos cardiovasculares pds-natal da exposicdo ao etanol e/ou Pb in utero. Objetivos:
investigar possiveis alteragbes nas respostas cardiovasculares de ratos recém-desmamados
expostos pré-natalmente ao etanol e ao Pb, isoladamente e em associa¢do. Ainda, avangar
na compreensao dos mecanismos envolvidos nestas alteracdes. Materiais e Métodos: foram
utilizados ratos machos Wistar recém-desmamados (25-28 dias de idade) provenientes de
maes dos grupos: controle - recebeu agua de beber ad libitum; Pb - recebeu chumbo 500 ppm
ad libitum durante a prenhez; EtOH - recebeu solug¢ao de etanol a 10% na agua de beber ad
libitum durante a prenhez; e Pb/EtOH — ambos protocolos em associacdo. Esses animais
foram mortos e anéis de aorta toracica foram coletados e mantidos em banho isolado
contendo solugcao de Krebs-Henseleit, 37°C, pH 7.4, saturado com 95% de O, e 5% CO,.
Curvas concentragao-efeito ao L-NAME, a acetilcolina (ACh), na auséncia e presenga de
indometacina e/ou L-NAME, e ao nitroprussiato de sodio foram obtidas de anéis de aorta
intacta e desnuda. Avaliou-se ainda a pressdo arterial no 25° dia de vida pds-natal.
Concentragdo eficaz 50% (CE50) e resposta maxima (RM) foram avaliadas
(MANOVA/Tukey). Resultados: a associacéo da exposicédo ao Pb e ao etanol in utero, mas
nao os protocolos isolados, determinou hipertensédo arterial no 25° dia de vida pds-natal
(sistdlica - controle 135,5 + 3,0, Pb/EtOH 157,8 + 4,6%; diastdlica — controle 97,5 + 1,4,
Pb/EtOH 1259 % 3,2%; *P < 0,05, n=11). Nenhum dos protocolos determinou qualquer
alteracéo da reatividade da aorta intacta e desnuda ao L-NAME e ao nitroprussiato de sédio
(RM e CE50) e de CE50 a ACh em aorta intacta (dados ndo mostrados). A remogéo do
endotélio abole o relaxamento vascular a ACh. Diferentemente da exposicao in utero ao Pb
isoladamente e em associagdo ao etanol, a exposigdo ao etanol isoladamente determinou
hiporeatividade a ACh (% relaxamento - controle 88,15 + 3,29; EtOH 70,64 £ 3,21*; *P < 0,05,
n = 5-7). Nenhum dos inibidores determinou qualquer alteracdo de RM a ACh em aorta dos
diferentes grupos experimentais (dados ndo mostrados). Entretanto, a presenca de
indometacina determinou em ratos do grupo Pb e EtOH, respectivamente, aumento e
diminuicdo da CE50 a ACh em relagao ao grupo controle e aumento deste valor no grupo Pb
em relagdo ao grupo Pb/EtOH [controle 16,72 (3,03 — 92,26); Pb 81,98 (28,38 — 236,59)*";
EtOH 1,19 (0,19 — 7,22)*; Pb/EtOH 4,97 (1,13 — 21,83); *P < 0,05 vs controle; P < 0,05 vs
Pb/EtOH; n = 6-11]. Estas diferencas foram abolidas na presenca de L-NAME (dados nao
mostrados). A associagdo de L-NAME e indometacina determinou diminuicido da CE50 a ACh
em aorta do grupo Pb/EtOH em relacdo aos grupos Pb e EtOH [controle 517,95 (183,23 —
1465,55); Pb 994,33 (345,14 — 2864,18); EtOH 846,90 (505,82 — 1415,79); Pb/EtOH 207,71
(107,15 — 402,72) *; P < 0,05 vs Pb e EtOH; n = 6-11]. Conclusdes: a associagéo da
exposicdo ao etanol e Pb in utero constituiu-se em fator de risco adicional para o
desenvolvimento de hipertensdo arterial no inicio da vida pdés-natal. Os protocolos de
exposicao in utero ndo afetaram a liberacdo basal de NO pelo endotélio e musculo liso
vascular no inicio da vida pés-natal. Um comprometimento na liberacdo de EDRF-NO em
aorta de ratos expostos ao Pb in utero foi revelada na presenca dos inibidores da
ciclooxigenase e da sintase de o6xido nitrico. A exposicdo ao etanol in utero determinou
comprometimento da biodisponibilidade de NO em aorta de ratos na vida pds-natal observado
na auséncia de inibidores. A aorta de ratos expostos ao etanol e ao Pb in utero libera EDRF
nao sensivel ao L-NAME e a indometacina como mecanismo compensatério aos efeitos
deletérios da exposicao in utero a estes componentes. O presente estudo avanca a
compreensdo dos efeitos cardiovasculares na vida pds-natal induzidos pela exposi¢ao in
utero ao Pb e ao etanol, isoladamente e em associacdo, e pode levar a vantagens
terapéuticas contra doencas cardiovasculares induzidas nestas condicgées.



