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RESUMO

Inimeros estudos ja foram realizados com o objetivo de investigar as modificacfes
decorrentes de intoxicacdo por mercurio nos diversos sistemas do corpo humano. Com
isso, temos cada vez mais assegurado que a exposicdo ao mercurio, mesmo em baixas
concentragdes, é considerada um fator de risco a saude humana. O rim, 6rgdo de suma
importancia na funcdo depuradora e na homeostase da pressao sanguinea, € um dos
mais afetados nas intoxicacdes por esse metal, embora pouco se saiba a respeito dos
seus impactos sobre a hemodindmica renal. Com base nessas informagfes, nosso
objetivo foi avaliar os efeitos da infusdo aguda de HgCl, a 30nM, concentragdo
normalmente identificada em individuos expostos, sobre o leito vascular renal e analisar
seus possiveis efeitos toxicos sobre as respostas vasoconstritoras e vasodilatadoras.
Para tanto, removemos e isolamos o rim esquerdo de ratos Wistar, apos procedimento
cirurgico, para perfusdo do mesmo e andlise da reatividade vascular num sistema de
perfusdo com fluxo constante (5,5 ml/min). Uma vez que o fluxo era constante, as
variacoes na pressao de perfuséo indicava mudancas na resisténcia vascular, de acordo
com a F = P x R. Fizemos infus6es de 03 e 30 minutos de solugéo nutriente de Krebs-
Helseleit (KH) somente, para os grupos CT, e KH adicionada de HgCl, para os grupos
Hg. A infusdo por 03 minutos de HgCl, ndo alterou a resposta contrétil a fenilefrina (FE),
porém reduziu moderadamente o relaxamento endotélio-dependente a acetilcolina
(ACh). Todavia, apds exposicao por 30 minutos de HgCl,, houve significante reducéo na
resposta contratil a FE e no relaxamento a ACh. Nao houve alteracdo da resposta de
contracdo maxima ao KCI entre os grupos, porém, houve menor resposta dilatadora ao
NPS, na presenca de HgCl,. A inibicdo da sintese do NO com L-NAME aumentou a
resposta contratil a FE e reduziu o relaxamento a ACh nos rins do grupo CT. Entretanto,
reduziu a resposta contratil a FE e ndo modificou o reduzido relaxamento a ACh nos rins
do grupo Hg. O aumento do fluxo promoveu aumento equivalente da pressdo de
perfusdo em ambos os grupos, mas a perfusdo com L-NAME promoveu amplificagéo
desse efeito de maneira mais intensa no grupo Hg. Em conclusdo, nossos dados
indicam efeitos significantes do HgCl, agudamente sobre a reatividade do leito vascular
renal, com a sugestdo de efeitos diretos sobre a modulacdo endotelial do tdnus
vascular, seja durante aquela mediada por agonistas, seja aquela mediada pelo fluxo
(isto é, pelo shear stress). Esses efeitos parecem envolver, primariamente, a
producéo/acéo do 6xido nitrico.

Palavras-chave: Acetilcolina. Cloreto de mercurio. Fenilefrina. Oxido nitrico. Ratos.

Reatividade vascular. Rim.



ABSTRACT

Numerous studies have been conducted with the objective of studying changes induced
by mercury poisoning in the various biological systems. In this regard, it is assured that
exposure to mercury, even at low concentrations, should be considered a risk factor to
human health. The renal system, of importance in purifying function and homeostasis of
blood pressure, is one of the most affected by mercury, although little is known about its
impact on renal hemodynamics. Thus, our goal was to evaluate the effects of acute
infusion HgCl, at 30nM, concentration found in exposed people, on the renal vascular
bed reactivity. For this purpose, we isolate and remove the left kidney of Wistar rats after
surgery, which was perfused by renal artery at a constant flow with a Krebs-Henseleit
(KH) nutrition solution for the analysis of the vascular reactivity. Since flow was constant,
changes on the perfusion pressure indicated changes on the vascular resistance,
according to F = P x R). Then, we infused for 03 or 30 minutes with KH only, in the CT
group, and with KH and HgCl; in the Hg group. Infusion for 03 minutes did not affect the
contractile response to phenylephrine (FE), but moderately reduced the endothelium-
dependent relaxation to acetylcholine (ACh). However, after exposure for 30 minutes
with HgCl,, there was a significant reduction in the contractile response to FE and
relaxation to ACh. In the presence of HgCl,, there was no change of the maximum
contraction to KCI, but there was a reduced dilatory response to NPS. Inhibition of NO
synthesis by L-NAME perfusion increased the contractile response to PHE and reduced
relaxation to ACh in the CT group. Notwithstanding, in the Hg group, L-NAME reduced
the contractile response to PHE and did not change the already impaired relaxation to
ACh. At increasing flows, there were equivalent increases in the perfusion pressure in
both groups. However, infusion with L-NAME promoted an amplification of this response
more intensively on the Hg group. In conclusion, our data indicate significant effects of
acute HgCl, perfusion on the reactivity of the renal vascular bed, suggesting direct
effects on endothelial modulation of the vascular tone, either during those mediated by
agonists is that flow-mediated (i.e., shear stress). These effects appear to involve
primarily the production/action of nitric oxide by the endothelium and the response of
vascular smooth muscle.

Key-words: Acetylcholine. Kidney. Mercuric chloride. Nitric oxide. Phenylephrine. Rats.
Vascular reactivity.
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1 INTRODUCAO

1.1 O MERCURIO E SUA APLICACAO

O termo “metais pesados” compreende aqueles metais de alto/médio peso
molecular como cobre, cadmio, prata, arsénio, cromo, estanho, selénio, antiménio,
chumbo e mercurio, e que sdo toxicos em concentracdes relativamente baixas. O
uso de metais pesados como, por exemplo, 0 mercurio, esta ligado a histéria dos
seres humanos. H& mais de 2.500 anos atrds os homens utilizavam o cindbrio
(sulfeto de mercurio), para desenhar nas paredes das cavernas e realizar pinturas
faciais (Hylander & Meili, 2003; Clarkson et al., 2007, Ekino et al., 2007).

Nesse sentido, desde a antiguidade até os dias de hoje, o mercurio é
empregado em varios processos. Durante muitos anos o mercurio foi usado como
ingrediente de numerosos medicamentos, como, por exemplo, os diuréticos, 0s
bactericidas, os antissépticos, os laxantes e 0s unguentos, no entanto, os sinais de
intoxicacdo causados por estes medicamentos sao relativamente raros. Em
contrapartida, os casos de intoxicacao por mercurio devido a poluicdo ambiental tém
trazido maior preocupacao tal como revisado por Vassalo et al. (1996). Com a
utilizacéo intensificada do mercurio pelo homem nas diversas areas tecnoldgicas e
cientificas, como por exemplo, na producdo de gas cloro e soda caustica, em
termdmetros e pilhas, e principalmente na atividade mineradora, houve-se um
grande aumento nas taxas de intoxicacdo de pessoas e animais.
Consequentemente, isso trouxe uma maior demanda de pesquisas e estudos,
devido ao alto poder de intoxicacdo que o mercurio pode trazer para a populagao

mundial.

1.2 MERCURIO: METAL TOXICO E POLUENTE AMBIENTAL

Segundo Alexandre (2006), o mercurio é considerado atualmente como um
poluente ambiental de alto risco a saude publica devido a sua elevada toxicidade e
mobilidade nos ecossistemas. Sua exposi¢cdo pode ocorrer por meio de origens
naturais, como, por exemplo, liberacdo de gas da crosta terrestre, evaporacédo dos
oceanos e queima de combustivel féssil; e artificiais, como, por exemplo, produzido
por mineradoras, refinarias, industria de cosméticos, despolpamento de madeira,
amalgama dentario, hospitais, medicamentos, entre outros (Davidson et al., 2006;
Lindberg et al., 2007; Vassalo et al., 1996; WHO, 1990). O mercurio, uma vez
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despejado no ambiente, ndo pode ser destruido e € altamente reativo do ponto de
vista quimico, o que explica a dificuldade de encontra-lo em estado puro na
natureza. Quando lancado em rios, é absorvido pelos tecidos dos animais e
vegetais. Uma vez que os rios desaguam no mar, este poluente pode alcancar as
aguas salgadas e, em parte, depositar-se no leito oceanico. Além disso, este metal
contido nos tecidos dos organismos vivos que habitam os mares acaba também se
depositando, cedo ou tarde, nos sedimentos, representando um estoque
permanente de contaminacdo para a fauna e a flora aquaticas, consequentemente,
causando a morte de espécies ou a bioacumulagéo, que potencializa o efeito nocivo
desta substancia através das cadeias alimentares. O mercuario também deposita-se
no solo ou em corpos d'agua de regides mais distantes, gracas a movimentacao das
massas de ar. Assim, ele pode se acumular em todos 0s organismos que constituem
a cadeia alimentar do homem (Mendonga, 2010).

Acerca do ciclo do mercurio no meio ambiente, tanto a Agéncia de Protecao
Ambiental dos EUA - EPA (1997) quanto Boening (2000), mostram que, compreende
desde a sua emissdo por meio de processos naturais ou artificiais, até a sua
circulacado atmosférica por meio de seus vapores e pela precipitacdo que ocorre com
as chuvas, realizando o seu retorno as terras e as aguas.

Por causa de sua alta toxicidade, a exposicao ao mercurio tem trazido efeitos
maléficos a saude humana desde o0s tempos antigos, todavia as alteracdes
resultantes da exposicdo dos seres humanos ao mercurio sO atrairam a atencéo da
sociedade cientifica apds eventos tragicos que marcaram o mundo. Um exemplo
claro foi o acidente em Minamata na década de 1950, no Japéo, o qual causou a
contaminacdo das aguas e dos animais marinhos pelos dejetos de residuos
industriais (metilmercuario, a espécie mais toéxica do mercurio) lancados na baia de
Minamata, tendo como consequéncia a morte de mais de mil pessoas,
principalmente aquelas que residiam proximo a baia (Alexandre, 2006; Vassalo et
al., 1996). Neste ocorrido, foi diagnosticado o primeiro caso de lesdo do sistema
nervoso central causado por mercurio, além de enfermidades neuroldgicas
congénitas, denominadas “doenga de Minamata” ou “mal de Minamata”.

No Brasil, podemos citar, de acordo com Passos e Mergler (2008), que
especialmente na regido amazbnica, a intoxicacdo por mercurio iniciou-se por
intermédio da utlizacdo de métodos primitivos e perigosos na atividade

descontrolada de mineragcéo e extracdo de ouro. Esse tipo de atividade culminou
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com o langamento de mercurio no meio ambiente, aumentando o nivel desse metal
nas aguas e nos solos. Sabe-se que aproximadamente mais de 650 mil pessoas
estdo ou ja estiveram envolvidas nos processos de garimpo na Amazénia, resultado
uma descarga anual de aproximadamente 90 a 120 toneladas de mercurio langados
no ecossistema local (Nriagu et al., 1992).

1.3 CLASSIFICACAO DO MERCURIO

O mercurio € um elemento quimico de nimero atémico 80 (80 prétons e 80
elétrons) e massa atomica 200,59 u. E um dos seis elementos que se apresentam
liquidos a temperatura ambiente ou a temperaturas préximas; pertence ao grupo (ou
familia) 12 (anteriormente chamada 2B) e faz parte da classe dos metais de
transicdo (Webelements, 2015). No que diz respeito a sua categoriza¢cdo, o mercurio
é classificado em trés principais grupos: elementar, organico e inorganico. Sendo os
organicos também chamados de organometalicos, originados da ligacdo covalente
entre 0 mercurio e o carbono; e 0s inorganicos, oriundos da jungcéao do mercurio com
o cloro, enxofre ou oxigénio (HSDB, 2004).

O mercurio elementar € o mais volatil e a via mais importante de captacéo é a
respiratoria, sendo que 80% do vapor inalado € retido no organismo. Na forma de
vapor é rapidamente absorvido através dos pulmdes, podendo levar a danos no
organismo (Clarkson et al., 1997; ATSDR, 1999). Sofre completa absorcdo pelas
membranas alveolares, devido as suas caracteristicas de alta difusibilidade e
solubilidade em lipidios. Grande quantidade do vapor inalado permanece na corrente
sanguinea e atravessa as barreiras hemato-encefélica e placentaria. Em sua forma
liquida é pouco absorvido e representa pequeno risco a saude. Por possuir
expansao volumétrica uniforme, alta tensdo superficial e ndo possuir aderéncia as
superficies vitreas € utilizado em esfignomanémetro e termémetros. Por possuir
baixa resisténcia elétrica e alta condutividade térmica é empregado em materiais
eletro-eletrénicos. Devido ao seu alto poder de oxidacdo € usado em operacdes
eletroquimicas como na industria de cloro e soda. Devido a facilidade de formacéo
de amalgamas com outros metais, € utilizado na indulstria metallrgica, na
odontologia e no garimpo (Micaroni et al., 2000).

O mercurio organico € encontrado em compostos de mercurio que possuem
uma ligacdo covalente a um atomo de carbono. Trata-se de grupo bastante

heterogéneo, cuja poténcia varia de um composto para outro. A forma mais nociva
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sdo o0s sais alquilados (metil-mercurio). S&o mais absorvidos através do trato
gastrointestinal do que 0s inorganicos, porque possuem maior solubilidade em
lipidios e exercem agdo corrosiva menos intensa sobre a mucosa do intestino.
Alguns ja foram usados como pesticidas e antissépticos. (WHO, 1990).

O mercdario inorganico, antigamente usado como componente dos diuréticos,
atualmente é usado em larga escala na industria, fabricas de matéria plastica,
fungicidas e germicidas, assim como na confec¢do de amalgama dentéario. Apos ser
absorvido, distribui-se de forma bastante heterogénea, sendo encontrado em niveis
mais altos nos rins (Vassalo et al. 1996). Pode ser encontrado em diferentes estados
quando combinado com outros elementos quimicos, dentre eles se destacam o
cloreto de mercurio (HgCl,, utilizado em nossos estudos), que é altamente tdxico e
corrosivo; o cloreto mercuroso (Hg2Cly); o sulfeto de mercuario (HgS) que possui
coloracéo vermelha e devido a isso € utilizado como pigmento de tintas e o fulminato
de mercurio (Hg(CNO),) utilizado como detonador em explosivos (HSDB, 2004,
Azevedo, 2003; ATSDR, 1999).

1.4 EFEITOS TOXICOLOGICOS NOS SISTEMAS BIOLOGICOS DOS MAMIFEROS

1.4.1 Efeitos sobre o sistema cardiovascular

Inimeros estudos ja mostram que as altera¢des cardiovasculares decorrentes
do efeito do mercurio, como, por exemplo, o aparecimento de arritmias, reducédo da
atividade eletromecanica do coragcdo (conducdo atrioventricular e desenvolvimento
de forca) e a da pressao sistélica em coracdes isolados expostos a concentracdes
micromolares (Massaroni et al., 1992 e 1995; Vassallo et al., 1999). Em
concentra¢cfes mais altas de HgCl, (5 mg/kg) os estudos mostraram um aumento da
resisténcia vascular pulmonar e reducdo da pressdo arterial sistdlica (PAS) e
pressdo arterial diastdlica (PAD) em ratos anestesiados expostos agudamente
(Rossoni et al., 1999). Contraditoriamente, outros estudos demonstram que o
mercurio administrado agudamente em doses baixas provoca aumento da pressao
arterial (PA) e da frequéncia cardiaca (FC) de ratos (Machado et al., 2007).

Pesquisas envolvendo ratos expostos cronicamente com baixas doses de
mercurio tém demonstrado que ele afeta a estrutura dos vasos de resisténcia e

induz alteracdo na reatividade vascular em artérias mesentéricas e cerebrais,
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decorrente da reducéo da biodisponibilidade do NO pelo aumento da producéo de
O;", derivada da NADPH oxidase (Pecanha et al., 2008).

Estudos também relatam que a exposicdo ao cloreto de mercario em baixas
concentragbes representa um fator de risco para o desenvolvimento de doencas
cardiovasculares em ratos normotensos (Wistar) e um fator agregante aos riscos
pré-existentes em ratos hipertensos (SHR), e que produz condensacdo da
cromatina, indicando dano irreversivel nas células musculares lisas de aorta de ratos
Wistar (Giuberti et al., 2010).

Furieri et al (2011) demonstraram que a exposicdo ao mercurio em doses
baixas promove disfuncdo endotelial em artérias coronarias, evidenciado pela
reducédo da biodisponibilidade de NO relacionado ao aumento do estresse oxidativo.

Em suma, sabe-se que este metal potencialmente induz disfuncéo endotelial,
como resultado da diminuicdo da biodisponibilidade de oOxido nitrico (NO) por
aumentar o estresse oxidativo e producdo de prostandides contrateis, tendo a
enzima NADPH oxidase a principal fonte de espécies reativas de oxigénio (EROSs)

na vasculatura (Rizzetti et al., 2012).

1.4.2 Efeitos sobre o sistemarenal

O mercurio € uma substancia particularmente nefrotdxica, que induz a
degeneracdo de células glomerulares (Carmignani et al.,, 1989), com consequente
perda da funcdo glomerular (Carmignani et al., 1992); além da formacdo de
glomerulonefrite auto-imune (Pesce et al.,1977). Também é referida necrose tubular,
principalmente dos tubulos proximais (Clarkson, 1997; Zallups, 2000; Stacchiotti et
al., 2004). Sabidamente, todas as lesdes renais sdo dose-dependentes (Bohets et
al., 1995; Burton et al., 1995; Pelletier et al., 1987 e Bagenstose et al., 1999). As
alteracdes relacionadas a nefrotoxicidade renal sdo atribuidas a capacidade do
mercario em ligar-se aos grupos tiol na membrana plasmatica levando a uma
reducdo deste grupamento intracelular, predispondo a alteracées no metabolismo
celular e aumento do estresse oxidativo (Girardi & Elias, 1995), disfuncéo
mitocondrial, mudancas no metabolismo heme, apoptose e necrose celular (Zalups,
2000; Carranza-Rosales et al., 2005; Stacchiotti et al., 2006). Curiosamente, ndo ha
registros de estudos envolvendo os efeitos toxicos sobre a hemodinamica renal.

Devido a caracteristica lipossoluvel do mercurio, ele é altamente difusivel,

passando pelas membranas celulares, barreira hemato-encefélica e placentaria,
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chegando facilmente aos 6rgdos alvo. Quando presente na corrente sanguinea, o
mercurio sofre rpida oxidagdo nas hemacias e nos tecidos por meio da catalase e
peroxidase transformando-se em mercurio inorgénico (mercdrio mercdrio - Hg™) e
mercurio mercuroso (Hg"), limitando sua absorcdo (Halbach & Clarkson, 1978; Hursh
et al., 1988; Asano et al., 2000; Clarkson et al., 2007). O mercurio oxidado une-se
fortemente ao grupamento —SH e como consequéncia, inativa enzimas por sua
toxidade, o que pode levar a lesdo tecidual além de interferir em varios processos
metabdlicos (Malmstrom et al., 1992; Asano et al., 2000; Gilman et al., 2007).

1.5 FISIOLOGIA DA CIRCULAC}AO RENAL

O sistema renal também é conhecido com excretor ou excretério. Tem como
Orgaos principais os rins, e estes, por sua vez, tém quatro fungdes principais:

1) Depurar o0 sangue e promover excregédo de metabolitos proteicos;

2) Controlar o pH sanguineo;

3) Controlar o volume sanguineo e assim controlar pressao arterial;

4) Secretar dois hormonios: eritropoietina (induz producdo de hemacias na

medula 6ssea) e renina-angiotensina (promove vasoconstricdo e aumento de

pressao arterial).

1.5.1 Anatomiadosrins

O ser humano possui dois rins que trabalham concomitantemente. Cada rim
pesa cerca de 250 g e é composto pela pelve e os calices renais, a medula e o
cortex renal. Este ultimo € o local onde sdo secretados os horménios produzidos
nos rins. O sangue vai entrar nos rins através das artérias renais; estas se
subdividem em artérias arqueadas que vao dar origem a minusculos vasos, as
arteriolas aferentes, que, por sua vez, vao servir como porta de entrada de milhares
de pequenas estruturas tubulares chamadas néfrons, localizados nas piramides da
medula renal. Os néfrons sdo a unidade de filtracdo e funcionamento dos rins. Pode-
se dizer que cada néfron tem uma funcdo autbnoma e é capaz de filtrar alguns
mililitros de sangue. Portanto, se cada néfron filtrar alguns ml de sangue, milhares
de néfrons trabalhando juntos podem limpar todos os 5 litros de sangue que
possuimos, em média. Apos a passagem pelos néfrons, a urina ai formada segue

pelo tubulo coletor até os célices e a pelve renal, onde é levada até os ureteres.
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Estes desdguam na bexiga, que armazena a urina até sua excrecao pela uretra
(Santos, 2012).

1.5.2 Circulagéo renal

Pode-se afirmar que a principal funcao dos rins € a depuracéo ou filtragem do
sangue. A depuracdo serve para que 0s rins, mais especificamente os néfrons,
possam retirar do sangue e excretar todos compostos nitrogenados resultantes da
metabolizacdo das proteinas. Os principais compostos excretados sédo a ureia, 0
acido urico e a creatinina. Além disso, ao realizar essa depuragdo 0s rins excretam
jons H* e controlam pH sanguineo e excretam mais ou menos agua, regulando o
volume de sangue. Para tanto, passam pelos nossos rins cerca de 180 litros de
sangue por dia, 0 que equivale dizer que todo nosso sangue é purificado cerca de 36
vezes por dia. Assim o sistema renal trabalha com sobras, ja que nao seria a
depuracéo de tal quantidade de sangue diariamente. S&o excretados cerca de 60 ml
de ureia e 1,5 litros de urina todos os dias, medidas que evidentemente s&o

dependentes da quantidade de agua, Na" e proteinas ingeridas por dia.

1.6 ENDOTELIO VASCULAR

O endotélio vascular € uma camada de células finas que reveste a superficie
luminal de todos os vasos sanguineos. Sabe-se que sua funcdo nédo € de simples
barreira de difusdo passiva entre os elementos do sangue circulante e o tecido
intersticial. O endotélio intacto favorece a vasodilatacdo em diferentes condicfes de
fluxo e estresse parietal e sua integridade € essencial a regulacdo do fluxo
sanguineo. Pode ser considerado um 6rgdo enddcrino, que responde a varios
estimulos, produzindo e secretando localmente compostos metabolicamente ativos,
gue atuam nas células vizinhas; tem a capacidade de modular a motricidade
vascular, a coagulacdo sanguinea e o crescimento e proliferacdo vascular (Aires et
al., 2008; Cardoso et al., 1994; Furchgott et al. 1980, 1984).

1.6.1 Regulacao endotelial do tbnus vascular
O endotélio controla o tbnus da musculatura lisa vascular pela producao de
mediadores que podem produzir vasodilatacdo ou vasoconstricdo. O endotélio

vascular € capaz de produzir tanto substancias vasodilatadoras (6xido nitrico,

prostaciclina e fator hiperpolarizante derivado do endotélio), como também
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substancias vasoconstritoras (endotelina, prostaglandinas, angiotensina Il e
espécies reativas do oxigénio) (Aires et al., 2008; Cardoso et al., 1994).

Em condi¢Bes fisiologicas existe um equilibrio preciso entre a liberacédo
desses fatores, sendo mais importante a producdo dos fatores relaxantes,
superando o efeito dos agentes contrateis (Cardoso et al., 1994).

1.6.2 Vasodilatadores

1.6.2.1 Oxido nitrico

O principal fator vasodilatador de acéo fisiolégica liberado pelo endotélio é o
oxido nitrico (NO). Este € liberado em situagbes em que existe aumento da tenséo
de cisalhamento exercida pelo sangue na parede das células endoteliais como, por
exemplo, em situagdes de aumento do fluxo sanguineo para um determinado
territorio (Aires et al., 2008). Aléem de vasodilatacdo dependente do endotélio, o NO
tem como funcdo a regulacdo da pressdo arterial, a transmissao sinaptica e o
controle da adesdo dos elementos sanguineos ao endotélio, diminuindo a
permeabilidade vascular (Rizzetti et al., 2012).

O NO desempenha um papel de fundamental importancia na regulacédo do
tbnus vascular e da homeostasia, 0 que pode ser verificado através de varias
observacfes, como, por exemplo, na inibicho da sua sintese, que cursa com
diminuicdo drastica da vasodilatacdo dependente de endotélio e aumento da
vasoconstricdo (Cardoso et al., 1994).

A biossintese do NO ¢é feita pela o0xido nitrico sintase (NOS), uma enzima
dimérica que contém um grupamento heme e requer as flavinas FAD e FMN, bem
como o cofator pteridina para catalisar a oxidacdo da L-arginina (Cardoso et al.,
1994). O NO depende da expressédo da NOS e da biodisponibilidade de fatores que
regulam a sua atividade (Chatterjee & Catravas, 2008). A diminuicdo na producao ou
na biodisponibilidade de NO sugere ser o responsavel pelo aumento da resisténcia
vascular periférica e pelo surgimento de doencas cardiovasculares em modelos
experimentais in vivo (Higashi et al., 2002). A producdo excessiva ou nhao
compensada de espécies reativas de oxigénio (EROs) é considerada a principal
promotora das alteracdes de biodisponibilidade de NO. O endotélio vascular é muito
sensivel ao estresse oxidativo e a biodisponibilidade de NO pode ser reduzida pela

sua ligacdo ao anion superéxido (O;") produzido em excesso durante situacdes de
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estresse oxidativo. Grandes quantidades de O;" formadas, principalmente pela
enzima NADPH oxidase, captam o NO, promovendo a formag¢do de peréxido de
nitrito (ONOO") e reduzindo sua difusdo para o musculo liso vascular, gerando
diminuicdo da vasodilatacdo e alteracdes de reatividade vascular e presséo arterial
(Wolf & Baynes, 2007; Sharma, et al., 2009).

1.6.2.2 Prostaciclina

A prostaciclina (PGI;) é uma prostaglandina derivada da clivagem do acido
araquidonico por acdo da enzima ciclooxigenase (COX). A PGl possui discreta agéo
fisiologica vasodilatadora, porém tem potente acdo de antiagregante plaquetaria
(Aires et al., 2008). Sua acdo depende da presenca de receptores especificos
(receptores IP) na parede das células musculares lisas vasculares. A estimulacao
dos receptores da prostaciclina leva a uma estimulagdo da adenilil ciclase
produzindo um aumento de AMP ciclico e estimulacdo da proteina quinase
dependente de AMP ciclico (PKA) no musculo liso vascular. A PKA tem um efeito
semelhante & PKG, podendo ativar canais de K' sensiveis ao ATP induzindo
hiperpolarizac&o e estimula a saida de Ca?* do citosol inibindo a maquinaria contratil
(Cardoso et al., 1994).

1.6.2.3 Fator hiperpolarizante derivado do endotélio

O fator hiperpolatizante derivado do endotélio ou simplesmente EDHF possui
uma origem ainda desconhecida e tem gerado controvérsias, pois parece ser
representado por diferentes elementos na dependéncia do tipo de artéria e do
modelo animal estudado. Como seu proprio nome diz, o EDHF induz
hiperpolarizacdo das células do musculo liso vascular, principalmente via aumento
da probabilidade de abertura de canais para K* e/ou ativagdo da Na'/K'-ATPase,
entre outros mecanismos (Aires et al., 2008). Essa hiperpolarizacdo do musculo liso
vascular é geralmente resistente a inibidores da COX e inibidores da NOS.
Entretanto, em alguns tipos de leitos vasculares, o proprio NO pode promover
relaxamento por hiperpolarizacdo dependente da abertura de canais para K,
indicando sua atuacdo como EDHF. De maneira geral, sua contribuicio para a
vasodilatacao dependente do endotélio é maior nos vasos sanguineos de resisténcia

do que nas grandes artérias (Cardoso et al., 1994).
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1.6.3 Vasoconstritores

1.6.3.1 Endotelina

A endotelina (ET) é o mais potente fator vasoconstritor liberado pelo
endotélio, sendo capaz de induzir contracdo lenta, porém sustentada. A ET € um
peptideo formado por 21 aminoacidos, produzido e liberado pelas células endoteliais
guando estimuladas via tensao de cisalhamento, hipoxia, angiotensina Il e espécies
reativas do oxigénio, entre outros (Aires et al., 2008).

Existem trés isoformas de ET: ET-1, ET-2 e ET-3, porém o endotélio vascular
€ capaz de sintetizar somente a ET-1. A ET é sintetizada a partir da pré-pré-
endotelina, que é clivada por uma endopeptidase formando a pré-endotelina, a qual
sofre acdo da enzima conversora de endotelina (ECE) formando a ET (Aires et al.,
2008).

A ET pode mediar efeitos vasodilatadores ou vasoconstritores, na
dependéncia da localizacdo de seus receptores na parede vascular. Via receptores
ETa e ETsg, localizados no muasculo liso vascular, ela induz contragédo e proliferacéo
celular; porém esses mesmos receptores, quando localizados nas células
endoteliais, determinam a producéao de NO e PGl,, os quais induzem vasodilatacao.
O balanco das acdes da ET em seus receptores endoteliais e na musculatura lisa
vascular é que determina um efeito contratil de maior ou de menor magnitude (Aires
et al., 2008).

1.6.3.2 Prostaglandinas

Pela acdo da COX, além de prostaglandina vasodilatador (PGl,), existem
também a formacdo de pequenas quantidades de prostandides vasoconstritores,
como, por exemplo, a prostaglandina H, (PGH;), o tromboxano A, (TXA;) e a
prostaglandina F2a (PGF2a). Em circunstancias normais, o efeito vasoconstritor da
PGH, e do tromboxano A, € mascarado pelo efeito vasorelaxante da PGl,, do NO e
do EDHF. Entre os vérios estimulos que liberam TXA, e PGH; a partir das células
endoteliais, destacam-se a noradrenalina, a serotonina, a histamina, a trombina e a
hipéxia. Estes prostandides agem em receptores especificos de membrana do
musculo liso vascular, ativando a contracdo, e na membrana das plaquetas, ativando

a agregacdao plaquetéria (Aires et al., 2008).
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1.6.3.3 Angiotensina |l

A angiotensina Il (Angio Il) é formada por oito aminoacidos e assim como a
endotelina, € um potente vasoconstritor além de induzir crescimento e proliferacéo
celular. E um peptideo derivado da proteina precursora angiotensinogénio através
da acdo sequencial de vérias enzimas. Na via classica do sistema renina-
angiotensina (SRA), o angiotensinogénio é clivado pela enzima renina gerando
angiotensina | (Angio I) que, por sua vez, sofre acdo da enzima conversora de
angiotensina (ECA) originando a Angio Il. Essas reagdes ocorrem no plasma e em
varios tecidos como rins, cérebro, glandulas adrenais, ovarios, musculo liso vascular
e células endoteliais (Cardoso et al., 1994).

Existem trés subtipos de receptores para Angio Il conhecidos até o momento:
ATia, ATis € AT,. A maioria dos efeitos fisiologicos da Ang Il € mediada pela
ativacao de receptores do subtipo AT, enquanto poucos efeitos, geralmente opostos
aqueles desencadeados pela ativacdo de AT,, tém sido atribuidos a ativacdo de
receptores AT, (Cardoso et al., 1994).

As acOes da Angio Il sdo dependentes de sua ligacdo a receptores
especificos. Através do receptor AT, localizado no musculo liso vascular, a Angio |l
induz contracdo e proliferacdo celular. Através do receptor AT, localizado no
endotélio, a Angio Il exerce suas acdes antiproliferativas e de vasodilatacao,
mediadas pela formacédo de Oxido nitrico. Aléem das acdes vasoconstritoras diretas, a
Angio Il, via receptor AT, também ativa a sintese de endotelina, ativa a NADPH
oxidase (aumentando a producédo do O;", o qual inativa o NO) e libera noradrenalina
das terminacfes nervosas simpaticas. Além disso, como a enzima conversora de
angiotensina esta posicionada na superficie luminal da célula endotelial, ela também
age sobre a bradicinina circulante (potente vasodilatador endégeno), clivando este
peptideo ativo em outro peptideo sem atividade biolégica. Assim, através de acéo
muscular direta, do aumento da producéo e liberacdo de fatores vasoconstritores e
da reducdo de mediadores vasodilatadores, a Angio Il induz seu potente efeito
contratil (Aires et al., 2008).

1.6.3.4 Espécies reativas do oxigénio
O nosso organismo utiliza o O, e reacfes de oxidacao para o fornecimento de
energia e para a defesa contra invasores. A maioria do O, utilizado no metabolismo

aerobico é reduzida diretamente a H,O pelo complexo citocromo oxidase, que evita
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a formacdo de produtos intermediarios. No entanto, uma série de intermediarios
oxigenados reativos € formada através de uma outra via que envolve a producéo do
radical livre O, (&nion superéxido) pela reducdo de um elétron do oxigénio
molecular. O O;" pode agir como um agente oxidante, sendo reduzido a H,O,
(peroxido de hidrogénio), ou como agente redutor, doando o seu elétron extra ao NO
para formar ONOO- (peroxinitrito) (Cardoso et al., 1994).

Em condicbes fisiol6gicas, a quantidade de enzima superoxido dismutase
(SOD) assegura que a primeira reacdo ocorra preferencialmente. Contudo, em
condicdes de estresse oxidativo quando as células sdo expostas a niveis excessivos
de espécies oxigenadas reativas, quantidades significativas de O," reage com o NO
para formar ONOO". Nesse caso, havera uma diminuicdo da biodisponibilidade de
NO endotelial, diminuindo o seu efeito vasorelaxante, somado ao proprio efeito
vasoconstritor do O,”, além das consequéncias deletérias do ONOO" (Cardoso et al.,
1994).

1.7 MUSCULO LISO VASCULAR

O masculo liso é formado por células fusiformes, ndcleo central e maquinaria
contratil. Estdo descritos dois tipos de células musculares lisas: as do musculo liso
visceral, existente no tubo digestivo e demais 6rgdos musculares, e as do musculo
liso vascular (Aires et al., 2008).

O musculo liso vascular possui grande importancia na regulacdo da pressao
arterial e na hipertensdo. As membranas das células musculares contém varios tipos
de canais de K, Ca?’, e CI. A contracdo é produzida principalmente pelo
mecanismo de fosforilacdo da cadeia leve de miosina, no entanto, existem formas de
contracao prolongadas que determinam o ténus vascular (Ganong et al., 2012).

Fatores endoteliais estdo correlacionados com o musculo liso vascular, como
o NO, a PGI, e o EDHF derivados do endotélio. No caso do NO e PGI,, atuam
ativando uma guanilato ciclase soluvel e a acoplada a receptor, respectivamente,
gue leva a reducdo do célcio intracelular e promove o aumento da permeabilidade
de canais de potassio, hiperpolarizando a célula muscular lisa. Além disso, também
modificam a atividade de moléculas que, em ultima instancia, reduzem o célcio e a
fosforilacdo da cadeia leve da miosina. A endotelina, a angiotensina Il produzida

localmente e os prostandides vasoconstritores (TXA; e a PGH,), atuam através de
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receptores préprios, que ativam proteinas G e a fosfolipase C (Aires et al., 2008),

gue promovem efeitos opostos aos descritos acima.

1.8 CONSIDERAQ()ES IMPORTANTES

Sabendo que:

1) O mercurio é extremamente toxico ao sistema cardiovascular e renal;

2) Administrado agudamente em doses baixas causa aumento da pressao
arterial e da frequéncia cardiaca em ratos, bem como alteracbes na reatividade de
vasos sistémicos como aorta, artéria mesenterica, cerebral e coronaria;

3) A funcdo hemodinamica renal € imprescindivel ndo s6 para depuracdo do
plasma como também para homeostase do sistema cardiovascular.

Nosso trabalho buscou investigar as possiveis alteracdes no leito vascular
renal de ratos, causadas pela infusdo aguda do cloreto de mercario numa

concentragdo normalmente encontrada em individuos expostos a esse metal.



2 OBJETIVO

2.1 OBJETIVO GERAL
Este trabalho teve como finalidade avaliar, pela técnica de perfusdo do leito
vascular renal isolado, os efeitos da infusdo aguda de HgCI, (cloreto de mercurio)

sobre a reatividade vascular avaliada in vitro.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
1. Avaliar os efeitos da infusdo aguda com HgCl, sobre a presséo de perfusao e

na curva fluxo x pressao;

2. Avaliar os efeitos da infusdo aguda HgCl, sobre a resposta vasoconstritora e

vasodilatadora, dependentes ou ndo do endotélio vascular;

3. Verificar a participacdo do NO nas alteracdes vasculares renais promovidas

pela infusdo aguda com HgCl,.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 ANIMAIS EXPERIMENTAIS

Para a realizagdo dos protocolos experimentais foram utilizados ratos da
linhagem Wistar (Rattus norvegicus albinus), machos com aproximadamente trés
meses de idade, pesando entre 250 g e 300 g, disponibilizados pelo biotério do
Centro de Ciéncias da Saude da Universidade Federal do Espirito Santo (CCS —
UFES). Tais animais foram mantidos em gaiolas, sob condi¢ées controladas de
temperatura e um ciclo claro-escuro de 12 horas, tendo livre acesso a agua tratada e
a racao especial para roedores. Todos os procedimentos experimentais e 0 uso e
cuidado com esses animais foram realizados de acordo com as normas para
pesquisa biomédica que determinam os cuidados para o uso do animal de
laboratério em ensaios experimentais, como indicado pela Federacédo de Sociedades
de Biologia Experimental (FeSBE) e estabelecidos pelo Conselho Nacional de
Controle e Experimentacdo Animal (CONCEA). Todos o0s protocolos foram
analisados e aprovados pela CEUA-UFES n° 051/2011.

3.2 PROCEDIMENTO CIRURGICO E EQUIPAMENTOS UTILIZADOS

No presente estudo os ratos tiveram seus rins esquerdos isolados e
perfundidos para analise da reatividade vascular renal. Utilizamos a técnica de
perfusdo de leitos vasculares descrita por Franca et al (1997) e dos Santos et al
(2006), que foi adaptada e novamente padronizada para as metodologias presentes
hoje em nosso laboratério. Com o animal anestesiado com tiopental sédico na dose
de 50 mg/kg, e heparinizado (500 Ul, ip), foi realizado laparotomia mediana por uma
incisdo xifo-pubica para adequada visualizacdo e isolamento da aorta e 0Orgaos
retroperitoneais esquerdos. Em seguida, uma canula PE50 preenchida com solucéo
salina heparinizada foi colocada dentro da artéria renal esquerda, via aorta
abdominal, para perfusdo do rim esquerdo. Prontamente, o rim era cuidadosamente
separado, retirado e colocado em banho com temperatura controlada, onde era
perfundido via canula com solucdo nutridora de Krebs-Henseleit, cuja composicéo
em mM (milimolar) € NaHCO3 27; NaCl 119; NaH,PO4 1; MgSO, 1,2; KCI 5; CacCl,
1,25; Glicose 11; EDTA 0,03. Esta solucédo era mantida a temperatura constante de
36+ 0,5 °C, mantendo o pH estavel em 7,4 pelo borbulhamento constante de mistura

carbogénica (95% O, e 5% CO,). O fluxo foi mantido constante em 5,5 ml/min por
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meio de uma bomba peristaltica (Milan, Colombo, Parang, Brasil). A pressédo de
perfusédo do leito renal era constantemente captada por um transdutor de pressao
acoplado a um sistema de aquisicdo de dados (MP 100 Biopac Systems, Inc; Santa
Béarbara, CA, USA), que ficava situado entre a bomba peristaltica e a canula arterial.
Considerando a relacédo P = F x R (P = pressao, F = fluxo e R = resisténcia), e
sendo o fluxo constante, as variacbes de P indicavam as variacfes da resisténcia

vascular.

Figura 02 e 03: Rim na cuba sendo perfundido (foto do autor, 2014).
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Figura 04: Exposicao do rim esquerdo e da artéria renal (foto do autor, 2014).
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Figura 05: Esquema simplificado das preparacdes dos experimentos (elaborada pelo autor, 2015).

3.3 PROTOCOLOS EXPERIMENTAIS
Os rins foram distribuidos em 02 (dois) grupos experimentais: controle (CT) e

mercurio (Hg). No grupo mercurio, apos a estabilizacdo e teste da viabilidade do
endotélio, houve a infusdo de HgCI, (cloreto de mercurio) na concentracao final de
30 nM. No grupo controle, a perfuséo foi feita somente com solucédo nutridora padrao
de Krebs-Henseleit (KH).

Resumidamente, ao iniciar nossos estudos com o leito vascular renal,
realizamos como teste piloto, trés curvas de contracéo a fenilefrina (FE):

1) Curva de FE imediatamente apds estabilizacdo da preparacao;

2) Curva de FE ap6s 30 minutos ap0s a primeira;

3) Curva de FE ap6s 60 minutos ap0s a primeira.

Numa primeira etapa, como mostrado nos resultados, percebemos que o

tempo poderia interferir na analise dos efeitos do mercurio num desenho de curvas
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pré vs. pos perfusdo. Dessa forma, seguimos com os protocolos de infusédo de KH
normal ou com HgCl, separadamente.

Foi realizado:

1) Uma injegao in bolus de fenilefrina (FE) 0,3 pg/100 pl, para sensibilizar a
preparacao;

2) Pré-contracdo com FE na solucdo KH (concentracdo final 10 M), seguida
de relaxamento pela perfusdo com ACh (concentracdo final de 2x10° M),
para analisar a porcentagem de relaxamento dependente de endotélio.

ApOs isso, eram iniciadas as perfusdes contendo ou nao mercurio:

3) Infusédo de KH normal por 03 ou 30 minutos; ou KH com HgCl, 30 nM por 03
ou 30 minutos;

4) Pré-contracdo com FE na solucdo KH (concentracéo final 10° M), seguida
de relaxamento com ACh (concentracao final de 2x10° M;

5) Curva de contracédo a FE (0,01, 0,03, 0,1, 0,3, 1, 3, 10, 30 e 100 pg, por
injecdes in bolus de 100pl).

Numa segunda etapa realizamos 0s seguintes protocolos experimentais:

1) Estabilizacdo de 30 minutos e infusdo de KH com HgCl, 30 nM por 30
minutos nos grupos Hg, e somente estabiliza¢cdo nos grupos CT;

2) Infusdo de KCI (cloreto de potassio) na concentracdo de 75 mM (milimolar)
para analisar a contracdo ndo modulada pelo endotélio;

3) Pré-contracdo com FE na solucdo KH (concentracdo final 10° M), seguida
de relaxamento com nitroprussiato de sédio (NPS) (concentracdo final de
2x10® M), para analisar o relaxamento independente do endotélio.

Em outra série de experimentos, avaliamos o papel da sintese de NO nos
efeitos da perfusdo por 30 minutos com HgCl, pela adi¢cdo do inibidor ndo-seletivo da
NO sintase (L-NAME 10 M) na solucéo KH. Nesta etapa realizamos os seguintes
protocolos:

1) Uma injecédo in bolus de FE 0,3 pg/100 ul, para sensibilizar a preparagao;

2) Pré-contracdo com FE na solucdo KH (concentracdo final 10° M), seguida

de relaxamento com ACh (concentracéo final de 2x10° M);

3) Aumento do fluxo na bomba peristaltica de 2,5, 5,0, 7,5 e 10 ml/min, com

duracdo de 02 minutos cada, para analisar a resposta pressérica do leito

vascular ao aumento de fluxo;



4) Infusdo de KH com L-NAME (10 M) ou KH e HgCl, com L-NAME por 30
minutos;

5) Pré-contragdo com FE seguida de relaxamento com ACh na presenca de L-
NAME;

6) Aumento do fluxo de 2,5, 5,0, 7,5 e 10 ml/min, na presenca de L-NAME;

7) Curva de contracédo a FE na presenca de L-NAME.

3.4 ANALISE ESTATISTICA

Todas as analises estatisticas foram realizadas utilizando-se o programa Graph
Prism (San Diego, CA, USA). Os resultados foram considerados estatisticamente
significantes sempre que p < 0,05. Os resultados foram expressos como média *
erro padrédo da média (EPM). As respostas vasoconstritoras do leito vascular renal
foram expressas com variagdo na pressao de perfusdo (A), e as respostas
vasorrelaxantes, por percentual de relaxamento a pré-contragdo (% relaxamento). A
analise estatistica inferencial dos resultados foram realizada por teste t de Student
nao-pareado ou analise de variancia (ANOVA) de uma ou duas vias quando
adequado. Para localizar as diferencas na ANOVA, foi feito teste post-hoc de Tukey

ou pos-teste de Bonferroni.
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4 RESULTADOS

Sabemos que os efeitos toxicos dos metais dependem da concentracéo ou do
tempo de exposicdo, da forma fisica e quimica do elemento e da via de
administracdo e/ou absor¢cdo. Um elemento numa determinada forma fisica e
quimica especifica, possui seu carater toxico dependente da interacdo com o
organismo através da absorcdo e entrada do metal no organismo, pelo transporte,
distribuicdo, transformacéo e acumulagdo do metal no organismo e pela excregao
pelo organismo. Com a finalidade de aplicar este conhecimento tedrico, realizamos
infusBes de cloreto de mercurio no sistema de perfusdo renal em dois tempos (03 e

30 minutos), para avaliar seus efeitos e mecanismos envolvidos.

4.1 REATIVIDADE VASCULAR DO LEITO RENAL

4.1.1 Padronizacdo dos protocolos e das curvas dose-resposta a fenilefrina e a
acetilcolina

Primeiramente, ap0s uma longa série de procedimentos de padronizacdo dos
protocolos, de acordo com a adaptacdo necessaria, passamos a padronizacao das
doses ideais para construcdo da curva farmacoldgica completa (sigmoide) de dose-
resposta a fenilefrina. Ao fim, para analisar a reatividade vasoconstritora, foram
feitas infusbes de 0,01; 0,03; 0,1; 0,3; 1; 3; 10; 30 e 100 pg de FE in bolus, em
injecbes de 100 pl cada. ApoOs estabilizacdo da pressdo de perfusdo renal, os
protocolos foram iniciados, e para as infusdes de 0,01 e 0,03 pg de FE, a resposta
contratil foi insignificante (proximo a zero); para 0,1; 0,3; 1; 3 e 10 yug de FE, as
respostas foram crescentes, atingindo maior resposta contratil nas infusdes de 3 ou
10 pg de FE; as infusbes de 30 e 100 pg de FE demonstraram resposta igual ou
inferior as de 3 ou 10 ug de FE.

Apés a padronizacdo da curva farmacologica a fenilefrina, passamos a
realizar uma série de experimentos de padronizacdo em relacdo a resposta
vasodilatadora a acetilcolina (vasodilatador dependente de endotélio). Foram
realizados testes para avaliar a resposta vasodilatadora a acetilcolina (ACh), em
preparacdes previamente pré-contraidas com fenilefrina adicionada a solucao
nutridora de Krebs-Henseleit (KH). Apds nova estabilizacdo, eram feitas as infusdes

de 10 M a 10° M de ACh. Todavia, foi necessario adicionar doses menos
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concentradas de acetilcolina, visto que a de 10 M ja conduzia a um efeito
hipotensor pronunciavel na preparagdo. Assim, adicionamos também injecdes de
acetilcolina 102 M e 10" M. Nessa configuracéo, ndo conseguimos uma avaliacdo
concreta de todas as infusdes de ACh, para diferenciar os valores de vasodilatacao
de cada infuséo, devido a dificuldade em se estabilizar a presséo de perfusdo renal
com a pré-contracdo com FE apds as primeiras doses de ACh. Entretanto, ha a
concluséo de que a fungéo vasodilatadora dependente do endotélio continua integra,
j& que obtivemos significante resposta hipotensora mesmo com baixas quantidades
de ACh (107° m).

Com isso, conseguimos padronizar a curva de contracao a fenilefrina e a
resposta vasodilatadora dependente do endotélio (a uma dose de ACh - 2x10°® M)
qgue foi utilizada nas séries de experimento em que o mercurio foi administrado

agudamente.
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Figura 06: Registro da pressdo de perfusdo renal; padronizagdo da pré-contracdo de FE e
relaxamento a ACh, e da curva de FE. Da esquerda para a direita — duas inje¢des in bolus de FE,

pré-contracdo com FE e relaxamento com ACh, curva FE.

4.1.2 Efeitos da exposicdo aguda ao HgCl, sobre a resposta contratil a
fenilefrina no leito vascular renal de ratos

Apés varias séries de protocolos de padronizacdo, comecamos a analisar 0s
efeitos do cloreto de mercurio no leito vascular renal, comparando grupos controle e
mercurio em dois intervalos de tempo de exposicao (perfusdo somente com solugéo
de KH durante 03 e 30 minutos, e perfusao de solucédo de KH contendo HgCl, 30nM
durante 03 e 30 minutos). Primeiramente, com a finalidade de verificar a capacidade
contratil do leito vascular renal, comparamos 0s grupos controle e mercurio 03

minutos, ao analisar as curvas de contracéo a fenilefrina, e como mostrado na figura
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07 A, percebemos que nao houve uma grande diferenga na resposta vasoconstritora
induzida por FE, apesar de sua tendéncia em reduzir. No entanto, a perfusdo com
HgCl, 30 nM, agora por 30 minutos (figura 07 B), foi capaz de prejudicar a resposta
contrati a FE, modificando principalmente a resposta maxima atingida na
preparacao (efeitos das ultimas doses — 3, 10, 30, 100 ug de FE, com diferencas de
39%, 40%, 37% e 42%, em relacdo ao CT, respectivamente as quatro ultimas

doses).
A B
3007 - CT 03 min (5) 3001 -e CT 30 min (5)
# Hg 03 min (5) 4 Hg 30 min (5)
% ? ANOVA
c 2001 £ 20071 p<0,001
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Figura 07: Resposta contratil induzida por fenilefrina no leito vascular renal nos grupos controle (CT)
e mercurio (Hg) em dois intervalos de tempos (03 e 30 minutos). Os resultados estdo expressos em
relacdo ao delta da contracdo da pressao de perfusdo média (PPM). ANOVA duas vias seguida de
post hoc de Bonferroni. *p<0,001 vs CT. O nimero de animais usados esta indicado entre

parénteses.

Dessa maneira, como o maior efeito foi detectado apds perfusdo por 30
minutos, seguimos a um teste do efeito do tempo sobre a resposta do leito vascular
renal, para avaliar se poderiamos fazer experimentos repetidos (no mesmo rim)
protocolos antes e depois do HgCl, ou de algum farmaco. Apds outra série de
procedimentos piloto, chegamos a uma conclusdo de que nao seria possivel fazer
analises de curvas dose-resposta a fenilefrina (agente alfa-adrenérgico constritor)
em medidas seriadas (antes e ap0s a exposi¢cao ao HgCl, ou a outros farmacos),
visto que, detectamos que as curvas realizadas apés determinado tempo de
experimento tem uma configuracdo diferente, sendo menos responsivas que as
primeiras, independente do uso ou ndo de qualquer farmaco entre elas, como

podemos observar abaixo (Figura 08).

22



2501
=)
T 2004
E 150- -O- 12curva (ap6s estabilizag&do)
= - 22curva (30 min apés a 19
E 100+ -0~ 32curva (30 min apés a 29
O 5o
<

0-

6 5 -4 -3 -2 -1
Log FE [mg]

Figura 08: Controle temporal das curvas dose-resposta a FE. Curva 1 no tempo zero, curva 2 em 30
minutos apoés a curva 1, curva 3 em 60 minutos apos a curva 1. Os resultados estdo expressos em

relacdo ao delta da contracdo de FE em relacdo a pressao de perfusao renal.

Assim, a melhor alternativa seria fazer os experimentos em séries separadas
de amostras (rins), curvas de contracédo dose-dependente a fenilefrina, com ou sem
a administracao prévia por 30 minutos de mercurio e/ou farmacos inibidores das vias

endoteliais de modulacéo do tonus vascular.

4.1.3 Efeitos da exposicdo aguda ao HgCl, sobre a resposta dilatadora a
acetilcolina no leito vascular renal de ratos

Para avaliar se a exposicdo aguda ao HgCl, foi capaz de alterar o
relaxamento dependente do endotélio estimulado por acetilcolina, foram realizadas
pré-contracées com FE na solugdo KH (concentracdo final 10° M), seguida de
relaxamento com ACh (concentracéo final de 2x10® M). Ao comparar 0s grupos
controle e mercurio 03 minutos (figura 09 A) percebemos uma significativa reducao
nas respostas vasodilatadoras induzidas por ACh (64% da capacidade relaxante
dependente do endotélio). Quando analisamos os grupos controle e mercurio 30
minutos (figura 09 B) percebemos uma maior reducdo do relaxamento a acetilcolina
(91% da capacidade relaxante dependente do endotélio) apds perfusdo por 30

minutos com KH contendo HgCl, 30nM.
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Figura 09: Resposta dilatadora dependente do endotélio induzida pela acetilcolina no leito vascular
renal de ratos nos grupos controle (CT) e mercurio (Hg) em dois intervalos de tempos (03 e 30
minutos). Os resultados estdo expressos em relacdo a porcentagem de relaxamento a ACh em
relacdo a pré-contracdo com FE. Teste t de Student para comparacdo de médias. *p<0,0001 vs

Controle. O numero de animais usados esta indicado entre parénteses.

Sabendo que os efeitos toxicos do mercurio dependem da sua concentracao
ou do seu tempo de exposicdo no organismo, e que apOs varios experimentos
pilotos as alteracdes causadas pelo HgCl, foram maiores quando comparamos a
infusdo por 30 minutos, passamos entéo a realizar os préximos protocolos somente

com perfusdes de 30 minutos.

4.1.4 Efeitos da exposicdo aguda ao HgCl, sobre a resposta contratil e
dilatadora, ao cloreto de potassio e nitroprussiato de sédio respectivamente,
no leito vascular renal de ratos

Com a finalidade de verificar a capacidade contratil do leito vascular renal de
ratos, sabendo que a contracdo de um vaso, estimulada por alta concentracdo de
KCI, é um importante dado e nédo é influenciado pela acédo do endotélio, representa a
funcdo contratil da musculatura lisa vascular. Como mostrado na figura 10 A, a
exposicao aguda ao HgCl, 30 nM por 30 minutos nado alterou a resposta ao KCI 75
mM, ou seja, a infusdo ndo prejudicou a capacidade contratii do musculo liso
vascular, jA que a resposta das preparacdes do grupo controle sdo semelhantes a
resposta das preparacdes do grupo mercurio (menos de 3% de diferenca entre a
contracdo maxima dos grupos controle e mercurio).

Posteriormente, analisamos o relaxamento ndo dependente do endotélio por

intermédio do doador de 6xido nitrico (NO), o nitroprussiato de sédio (NPS - 2x10°
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M). Percebemos que a exposicdo aguda ao HgCl, 30 nM alterou a resposta
vasodilatadora ao NPS (figura 10 B) tendo uma significativa redugdo quando
comparado com o grupo controle (43% da capacidade relaxante dependente do

endotélio).
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Figura 10: A - resposta contratil induzida por cloreto de potassio e, B - resposta dilatadora nao
dependente do endotélio induzida pelo nitroprussiato de sédio no leito vascular renal de ratos nos
grupos controle (CT) e mercurio (Hg). Os resultados estdo expressos em relacdo ao delta de
contracdo méaxima ao KCI (A) e a porcentagem de relaxamento ao NPS em relacéo a pré-contracao
com FE (B). Teste t de Student para comparacdo de médias. *p<0,05 vs Controle. O nimero de

animais usados esta indicado entre parénteses.

4.1.5 Efeitos da exposicdo aguda ao HgCl, na curva fluxo x presséo

Com a intencdo de avaliar a exposi¢cdo aguda do HgCI, sobre a resposta do
leito vascular renal de ratos a estimulos fisicos, como o estresse de cisalhamento
(shear stress), realizamos aumentos de fluxo na bomba peristaltica, nas marcacoes
de 2,5, 5,0, 7,5 e 10 ml/min, com duracdo de 02 minutos de perfusdo para cada
marcacdo, analisando o aumento equivalente na pressdo de perfusdo média
desencadeada pelo aumento de fluxo, na presenca e auséncia de cloreto de
mercurio. Como esperado, cada aumento de fluxo na bomba peristaltica cursou com
aumentos na pressao de perfusdo renal. Porém, curiosamente ndo houve diferencas

na curva fluxo x pressao apos a infusdo por 30 minutos de HgCl, (figura 11).
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Figura 11: Curva fluxo x pressao no leito vascular renal de ratos nos grupos controle (CT) e mercurio

(Hg). PPM: pressao de perfusdo média. O nimero de animais usados esté indicado entre parénteses.

4.1.6 Participacdo do 6xido nitrico sobre a resposta contratil a fenilefrina no
leito vascular renal de ratos

Para entender a maneira pela qual a exposicdo aguda ao HgCl, afetou a
resposta contratil do leito vascular renal, utilizamos o L-NAME (10 M), (inibidor n&o
seletivo da enzima Oxido nitrico sintetase - NOS) para investigar a influéncia do
oxido nitrico (figura 12). Comparando as respostas vasoconstritoras a FE, podemos
observar que, ao inibir a sintese do efeito vasodilatador do NO, a infusdo com L-
NAME aumentou a sensibilidade da vasculatura renal ao agente vasoconstritor alfa-
adrenérgico, deslocando a curva para a esquerda (figura 12 A). Por outro lado,
percebemos que a resposta vasocontratii das preparacbes perfundidas com
mercurio sofreram alteracbes pela co-infusdo de L-NAME, porém com uma reducao

da resposta contratil frente ao blogueio da sintese de NO (figura 12 B).
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Figura 12: Efeito do L-NAME, inibidor da sintase do 6xido nitrico, sobre a resposta contratil induzida
pela fenilefrina no leito vascular renal de ratos nos grupos controle (CT) e mercurio (Hg). Os
resultados estao expressos em relacéo ao delta da pressao de perfusdo média (PPM). ANOVA duas

vias seguida de post hoc de Bonferroni. *p<0,05 vs CT ou vs. Hg. O nimero de animais usados esta

indicado entre parénteses.
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4.1.7 Participagdo do oxido nitrico sobre aresposta dilatadora a acetilcolina no
leito vascular renal de ratos

Como foi observado anteriormente, a exposi¢cdo aguda ao HgCl, prejudicou o
relaxamento dependente do endotélio. Assim, investigamos se essa diferenca seria
devido a alteragdes na acdo do NO. Como pode ser observado na figura 13 A o
inibidor n&o-seletivo da sintese de 6xido nitrico, L-NAME (10* M) reduziu
significativamente a resposta vasodilatadora induzida por acetilcolina no leito
vascular renal de ratos do grupo controle (71% da capacidade relaxante dependente
do endotélio). Entretanto, esse efeito foi perdido na presenca do HgCl; (figura 13 B).
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Figura 13: Efeito do L-NAME, inibidor da sintase do Oxido nitrico, sobre a resposta dilatadora
induzida pela acetilcolina no leito vascular renal de ratos nos grupos controle (CT) e mercurio (Hg).
Os resultados estdo expressos em relacdo a porcentagem de relaxamento a ACh em relacdo a pré-
contragdo com FE. Teste t de Student para comparacdo de médias. *p<0,0001 vs CT. O numero de
animais usados esta indicado entre parénteses.

4.1.8 Participacao do oxido nitrico na curva fluxo x presséao

No grupo CT (figura 14 A) a inibicdo da NOS potenciou o aumento ha pressao
de perfuséo frente a elevacédo do fluxo, em especial nos fluxos maiores (7,5 e 10
ml/min, com diferenca de 42% e 45%, respectivamente, em relacdo ao grupo CT
sem L-NAME). Por outro lado, no grupo Hg (figura 14 B) percebemos que houve um
consideravel aumento na curva fluxo x pressdo em praticamente todos os pontos de
aumento do fluxo (5, 7,5 e 10 ml/min). A fim de comparar os efeitos do L-NAME
sobre a resposta vascular ao estresse de cisalhamento dos dois grupos
experimentais, calculamos a diferenca entre as areas abaixo das curvas sem e com
a infusdo com L-NAME em ambos grupos. Como mostrado na figura 14 C o efeito do

L-NAME foi significativamente maior nas preparagdes expostas ao HgCl,, indicando
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provavel aumento na liberacdo de NO frente ao estresse de cisalhamento (shear

stress).
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Figura 14: Curva fluxo x pressdo na presenca de L-NAME no leito vascular renal de ratos nos grupos

controle (CT) e mercurio (Hg). PPM: pressao de perfusdo média. ANOVA duas vias seguida de post
hoc de Bonferroni. *p<0,001 vs CT (A) e ***p<0,001, *p<0,01, *p<0,05 vs Hg (B). Teste t de Student
para comparacdo de médias. *p<0,0001 vs CT (C). O numero de animais usados esta indicado entre

parénteses.
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5 DISCUSSAO

Neste estudo mostramos, pela primeira vez, os efeitos da exposi¢cao aguda do
HgCl, na concentracdo de 30 nM sobre a reatividade vascular do leito renal de ratos.
Descobrimos que mesmo em baixa concentragdo a exposi¢ao ao metal foi capaz de
alterar o funcionamento deste importante leito vascular.

Num primeiro momento, a nossa pesquisa teve como base investigar as
possiveis alteragBes na reatividade vascular renal de ratos normotensos (Wistar)
envolvendo a exposicdo aguda ao cloreto de mercurio (HgCl,), sabendo que baixas
concentracbes de HgCl, sobre o sistema cardiovascular podem causar fatores de
risco para o desenvolvimento de doencas cardiovasculares e que o mercurio
administrado agudamente em doses baixas provoca aumento da pressao arterial
(PA) e da frequéncia cardiaca (FC) de ratos (Machado et al., 2007), e muitas dessas
acOes sdo decorrentes de alteracbes na reatividade vascular. Vale lembrar também
gue as consequéncias cardiovasculares da toxicidade do mercurio incluem desde
riscos de doenca cardiaca coronariana até disfuncéo renal e mortalidade (Boffetta et
al., 2001), e que o mercurio sendo substancia nefrotoxica, induz a degeneracao de
células glomerulares com consequente perda da funcao renal e faléncia renal.

Numa primeira observacdo, percebemos que o HgCl, 30 nM né&o alterou a
resposta vasoconstritora a fenilefrina nas preparacées com exposicdo por 03
minutos ao HgCl,. Em relacdo ao efeito vasodilatador a acetilcolina, € percebivel que
existe uma queda na porcentagem de relaxamento, porém nao poderiamos afirmar
com exatiddo se o HgCl, aumenta, diminui ou inibe o efeito da ACh, lesionando o
endotélio. Por exemplo, num registro, a resposta a ACh foi 6tima, obtendo um
relaxamento de quase 100%, chegando quase perto da pressdo basal. Entretanto,
guando analisamos o efeito da ACh em outro registro com 03 minutos de infusédo de
HgCl, 30 nM, a ACh ndo conseguiu um vasorelaxamento , e por consequéncia a
pressao de perfusédo néo sofreu decréscimo.

Propondo que a hipotese do tempo de exposicdo do metal possa ser um fator
imperativo para os efeitos do cloreto de mercurio, tanto do ponto de vista quantitativo
guanto qualitativo, realizamos os protocolos com 30 minutos de infusdo de HgCl,
para 0s grupos mercurio e somente solucdo de KH para os grupos controle, e
padronizamos este tempo para os demais protocolos. Com isso, a perfusdo por 03
minutos de HgCI, parece reduzir somente a resposta vasodilatadora do endotélio,

sem alterar significativamente a resposta vasoconstritora, e a perfusdo por 30
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minutos de HgCl, parece alterar tanto liberagdo de vasodilatadores pelo endotélio,
guanto a vasoconstrigao.

ApOs a execucdo de novos experimentos e analisando os resultados
apresentados, podemos pressupor que o cloreto de mercurio esteja lesionando ou
destruindo o endotélio, inibindo a liberacdo de 6xido nitrico, de modo parcial ou até
total. Como mesmo apoés a inibicdo da sintese de NO em ambos os grupos ainda
exista certo grau de relaxamento a acetilcolina, é possivel que no leito renal, assim
como em outros leitos, o endotélio seja capaz de liberar outros vasodilatadores tais
como PGl; (prostaciclina) e EDHF (fator hiperpolarizante derivado do endotélio) que
ainda mantém o relaxamento do vaso. De fato, j& € bem conhecido que frente a
diferentes estimulos fisiolégicos tal como vasodilatadores endbégenos e o shear
stress (tensdo ou estresse de cisalhamento), o endotélio utiliza essas trés vias para
induzir o relaxamento no muasculo liso vascular (MLV), e que essas vias podem vir a
ser recrutadas ou superreguladas a fim de manter a homeostase vascular em
situagdes de danos em outras vias. A importancia relativa desses trés fatores
vasodilatadores derivados do endotélio, bem como sua interacdo, varia conforme o
sitio e também na dependéncia do estado patolégico envolvido, visto que é
frequente a identificacdo de exacerbacdo em uma ou mais das vias como
compensagcao ao prejuizo de outras (Aires et al., 2008; Batlouni et al., 2001;
Cerqueira et al., 2002).

Quando analisamos a viabilidade da musculatura lisa vascular através da
contracdo maxima ao cloreto de potassio e pelo relaxamento ndo dependente do
endotélio pelo nitroprussiato de sédio, percebemos que a infusdo aguda de HgCl,
nao alterou a capacidade contratil do musculo liso vascular, quando comparamos a
resposta maxima das preparacdes do grupo controle e a resposta maxima das
preparacdes do grupo mercurio. No entanto, houve diferencas no relaxamento pelo
nitroprussiato de sédio, nos sugerindo que o HgCl, possa estar modificando algum
mecanismo no musculo liso vascular. Dessa forma, ndo podemos descartar que o
mercurio, na concentracdo e tempo de exposicao utilizados, também exerca efeitos
sobre a fungéo e ou integridade da musculatura lisa vascular. Segundo Lemos et al
(2009) o NPS promoveu resposta vasodilatadora semelhante, em ambos 0s grupos
experimentais (CT e Hg) de sua pesquisa em aorta de ratos, sugerindo que a
exposicdo aguda de HgCl, ndo modifique a capacidade de relaxamento do musculo

liso vascular. Resultado semelhante foi encontrado por da Cunha et al (2000) em
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artéria caudal de ratos. Pecanha et al (2008) comprovou que em artérias
mesentéricas de resisténcia, os valores de contragdo ao KCI 120 mM dos grupos Hg
foram de similar magnitude quando comparados com 0s segmentos arteriais dos
grupos CT. Furieri et al (2011) mostrou que a exposi¢cdo a baixa concentracdo de
HgCl, durante 30 dias em artérias coronarias nao alterou a resposta ao KClI, ou seja,
o tratamento nado prejudicou a capacidade contratil do musculo liso vascular.

Na funcdo vascular, o Oxido nitrico exerce importante papel, como a
modulagdo do diametro e da resisténcia vascular pela sua habilidade em relaxar a
musculatura lisa vascular (Cerqueira et al., 2002). Quando incubamos as
preparagdes com L-NAME, obtivemos informagdes importantes. Percebemos que o
L-NAME diminuiu o efeito vasorelaxante da ACh, aumentou a sensibilidade da
contracao a fenilefrina, e potencializou os aumentos na presséo de perfusao frente a
aumentos no fluxo nas preparacdes controle (sem infusdo de mercurio). De certa
forma, isto jA € esperado para outros vasos na circulacdo sistémica, visto que a
liberagdo de NO pelo endotélio & essencial tanto para o relaxamento endotélio-
mediado frente a estimulos quimicos como a acetilcolina, quanto fisico, como no
caso do estresse de cisalhamento (shear stress), causados pelo aumento de fluxo,
guanto para modular negativamente as acfes vasoconstritoras, como no caso do
estimulo pela fenilefrina (Lemos et al., 2009; Ranjan et al., 1995; Smalt et al., 1997).

Além disso, também podemos concluir que estes efeitos parecem ser
importantes na vasculatura renal. Nossos resultados com a resposta a fenilefrina
frente a perfusdo com L-NAME reforcam essa linha de pensamento. No leito
vascular renal do grupo controle, o deslocamento para a esquerda da curva de
vasoconstricdo dose-resposta a fenilefrina apds incubacdo com L-NAME confirma
esse papel modulatério do NO proveniente do endotélio também no leito renal.
Todavia, a perfusdo com HgCIl, modificou substancialmente este padrdo da
modulacao nitrérgica sobre a reatividade vascular.

Como o relaxamento a acetilcolina nas preparacdes perfundidas com HgCl,
foi significantemente prejudicado, e se manteve o0 mesmo, independente da
presenca ou ndao do L-NAME, isso nos permite inferir que esta reducdo no
relaxamento a acetilcolina promovida pela perfusdo com mercuario por 30 minutos
deva ser, de fato, por uma perda da capacidade do endotélio em liberar NO, ou
ainda de maiores mecanismos envolvidos com a degradacdo do NO produzido pelo

endotélio. Na verdade, sdo bem descritos alguns efeitos adversos da exposi¢ao
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aguda e crdnica ao mercurio em outros tipos de vasos de ratos (Oliveira et al., 1994,
Furieri et al.,, 2011a, b). Os ensaios de reatividade vascular em aorta e artéria
mesentérica, por exemplo, também mostram disfungdo endotelial com a diminui¢do
da biodisponibilidade do NO, sendo este devido ao aumento do estresse oxidativo e
producdo de radicais livres derivados do oxigénio (&nion superoxido, radical
hidroxila, peroxinitrito, entre outros) (Wiggers et al, 2008b;.. Furieri et al, 2011b).
Dessa forma, uma possivel explicacdo para essa perda da modulacdo nitrérgica
sobre o relaxamento endotelial e a resposta ao shear stress no leito vascular renal
possa ser essa reducao da biodisponibilidade mediada pelo estresse oxidativo ja
conhecido do mercurio em outros leitos vasculares.

Em contrapartida, quando avaliamos o efeito da infusdo com L-NAME sobre a
curva fluxo x pressdo do grupo Hg, notou-se uma exacerbacdo da resposta em
relacdo ao grupo CT, indicando que, pelo menos numa resposta estimulatoria da
producéo de NO por meio de um estimulo mecéanico (shear stress), parece haver um
aumento na producdo/acédo do NO decorrente da exposicdo a esse metal pesado.
Embora contraditério em relagcdo a menor ou ausente acdo no NO nos protocolo da
acetilcolina, é possivel que frente a esses dois diferentes tipos de estimulos
(mediado por farmaco ou por agente fisico), o endotélio exposto ao mercurio possa
responder diferentemente.

Além disso, no estudo da contracdo a fenilefrina nos leitos vasculares renais
expostos ao HgCl,, a perfusdo com L-NAME nao potencializou essa resposta, mas
pelo contrario, reduziu a mesma significantemente. Isso significaria que a presenca
da NOS em atividade estaria teoricamente contribuindo para constricao frente ao
estimulo vasomotor da fenilefrina. Embora ndo tenhamos exatamente uma
explicacédo definitiva para esse fato, poderiamos tracar algumas especulacdes. Para
tanto, devemos levar em consideracdo que: 1) parece haver maior producdo de NO
no grupo Hg dependendo do estimulo aplicado (por exemplo, na curva fluxo x
pressao); 2) em diferentes leitos sob condicGes pro-oxidativas o NO é convertido em
ONOO’; 3) o ONOO pode exercer efeito vasoconstrictor (Carvalho et al., 2001;
Bahia et al., 2004); e finalmente 4) o endotélio pode responder em situacdes
adversas aumentando a producdo de outros vasodilatadores frente a reducdo da
disponibilidade de NO, como por exemplo EDHF e PGIl,. Tomados juntos, esses
fatores suportariam a especulacdo de que numa situagdo de estresse oxidativo

aumentado, em decorréncia do HgCl,, o NO seria degradado (formando ONOQO") e o
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endotélio produziria outros vasodilatadores, que se sobrepondo, reduziriam a
resposta contrétil a fenilefrina. Porém, a inibicdo da sintese de NO, retiraria essa
“fonte” para producdo de ONOO™ ao mesmo tempo em que permitira a liberagédo
excessiva dos vasodilatadores endoteliais, reduzindo assim ainda mais a resposta

contratil a fenilefrina.

33



6 CONCLUSAO

Em suma, o nosso trabalho mostra que a exposicdo aguda ao HgCl, em
concentracfes encontradas em individuos expostos é capaz de alterar a reatividade
vascular do leito renal de ratos, bem como causar disfuncdo endotelial e alterar o
padrao de modulacéao do tonus pelo NO, provavelmente por aumento da geracao de
espécies reativas de oxigénio que levariam a reducdo da biodisponibilidade deste
importante vasodilatador endotelial.

Por fim, sabendo da importancia da participacdo do estresse oxidativo e das
espécies reativas de oxigénio na modulacdo vascular, assim como, a participacdo de
prostandides vasoativos produzidos pela ciclooxigenase a partir do &cido
araquidonico (BOS et al., 2004), cabe a nés ainda investigarmos a participacao de
espécies reativas de oxigénio sobre o leito vascular renal de ratos, utilizando um
“varredor’” ndo enzimatico de anion superoxido (tiron) e também um inibidor da
NADPH oxidase (apocinina); bem como, a participacdo de prostanoides derivados
da via do acido araquiddnico e ciclooxigenase sobre o leito vascular renal de ratos,
por intermédio da indometacina (inibidor inespecifico da via do acido araquidénico e

ciclooxigenase).
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