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RESUMO

J4 esta bem demonstrado que a exposicdo ao mercurio, seja ele organico ou
inorganico, € um fator de risco cardiovascular. No entanto, os mecanismos pelos
guais este metal promove alteragbes cardiovasculares ainda ndo estdo bem
esclarecidos. O presente estudo tem como objetivo analisar se a exposi¢cao crénica
a baixa concentracdo de HgCl,, durante 30 dias, afeta a modulacdo endotelial da

circulacd@o coronariana e da funcdo cardiaca.

Ratos Wistar foram tratados durante 30 dias com HgCl; (primeira dose: 4,6 mg/kg e
doses subseqientes: 0,07 mg/kg/dia IM) ou salina. Foram utilizadas artérias

coronarias esquerdas e coracdes ao final do tratamento.

O tratamento com mercurio aumentou a reatividade de artérias coronarias a 5-HT e
reduziu o relaxamento a acetilcolina. Em artérias isoladas encontramos menor
producéo de NO e também menor participacdo deste importante vasodilatador na
resposta a acetilcolina e a 5-HT em artérias de ratos expostos ao metal. Quando
utilizamos o tiron (1 mmol/L), varredor ndo enzimatico de O, e a SOD (150 U/mL)
observamos reducéo da resposta vasocontrictora a 5-HT e a utilizacdo de tiron (1
mmol/L) e apocinina (0,3 mmol/L) também aumentaram o relaxamento a ACh. Em
artérias coronarias houve maior producéo de anions superoxido, maior expressao
génica de NOX-1, NOX-4 e SOD-2. O inibidor ndo seletivo da COX, indometacina
(10 umol/L), diminuiu a resposta a 5-HT e aumentou o relaxamento a ACh em ratos
tratados. O TEA (2 mmol/L), inibidor de canais para potassio dependentes de célcio,

potencializou a resposta a 5-HT.

Em coracdes isolados de ratos expostos ao mercurio ndo houve modificacdo da
pressao de perfusédo coronariana e da pressao diastdlica, no entanto, houve reducéo
da presséao sistolica isovolumétrica do ventriculo esquerdo assim como da pressao
desenvolvida. Nestes coracgfes, a perfusdo durante 60 minutos com L-NAME (100
pmol/L) diminuiu a presséo desenvolvida e aumentou a presséao distolica. A presséo
de perfusdo aumentou em ambos o0s grupos apoés perfusdo com o inibidor da NOS,

no entanto, esse aumento foi maior em coragdes de ratos expostos ao metal.

O tratamento com HgCI, promoveu reducdo da expressdao da SERCA e do PLB
fosforilado na serina-16, aumentou a expressao do PLB. Como consequéncia vimos

reducdo da razdo SERCA/PLB. Também ha reducdo da expressdo do NCX, da



eNOS, INOS e da isoforma a-1 da NKA. A expresséo da isoforma a-2 da NKA nao

foi alterada.

Em concluséo, os resultados deste estudo demonstram que a exposicédo durante 30
dias ao HgCl, promove disfuncdo endotelial em artérias coronarias, evidenciado por
reducéo da biodisponibilidade de NO relacionado ao aumento do estresse oxidativo.
Essas alteracdes da funcéo coronariana aumentam a resisténcia ao fluxo, o que,
sobre condi¢Oes de sobrecarga, pode causar disfuncéo do relaxamento e contracao
do musculo cardiaco. Nossos achados reforcam as evidéncias que o mercurio,
mesmo em baixas concentracdes, € um fator de risco para o desenvolvimento de

doencas cardiovasculares.



ABSTRACT

Exposure to mercury is known to increase cardiovascular risk but the underlying
mechanisms are not well explored. We analysed whether chronic exposure to low
mercury doses affects endothelial modulation of the coronary circulation and cardiac

function.

Left coronary arteries and hearts from male Wistar rats treated with either HgCl; (first
dose 4.6 mg-kg-1, subsequent doses 0.07 mg-kg-1 day-1, 30 days IM) or vehicle
were used. Endothelial cells from pig coronary arteries incubated with HgCl, were

also used.

Mercury treatment increased 5-HT-induced vasoconstriction but reduced
acetylcholine-induced vasodilatation. It also reduced nitric oxide (NO) production and
the effects of NO synthase inhibition with L-NAME (100 mmol/L) on 5-HT and
acetylcholine responses. Superoxide anion production and mRNA levels of NOX-1
and NOX-4 were all increased. The superoxide anion scavenger tiron (1 mmol/L) and
SOD (150 U/mL) reduced 5-HT responses only in vessels from mercury-treated rats.
Tiron (1 mmol/L) and apocynin (0.3 mmol/L) increased acetylcholine responses in
treated group. In mercury-treated coronary arteries SOD-2 mRNA level was

increased.

The inhibitor of COX, indomethacin (10 pmol/L), decreased 5-HT responses and
increased acetylcoline responses in treated group. Also, the inhibitor of calcium-
dependent potassium channels, TEA (2 mmol/L), enhanced 5-HT responses in

mercury exposure animals.

In isolated hearts from mercury-treated rats, coronary perfusion and diastolic
pressure were unchanged, but developed isovolumetric systolic pressure was
reduced. In these hearts, L-NAME increased coronary perfusion pressure and
diastolic pressure, while it further reduced developed systolic pressure. Also, reduced
protein expression of SERCA and phosphorylated phospholamban on serine 16
while phospholamban expression increased; as a consequence
SERCA/phospholamban ratio reduced; reduced sodium/calcium exchanger (NCX)
protein expression and a-1 isoform of NKA, whereas a-2 isoform of NKA did not

change; cardiac eNOS and INOS were reduced.



Chronic exposure to low doses of mercury promotes endothelial dysfunction of
coronary arteries, as shown by decreased NO bioavailability induced by increased
oxidative stress. These effects on coronary function increase resistance to flow,
which under overload conditions might cause ventricular contraction and relaxation
impairment. These findings provide further evidence that mercury, even at low doses,

could be an environmental risk factor for cardiovascular disease.
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1 INTRODUCAO

1.1 O MERCURIO

Y

A histéria da humanidade esta intimamente relacionada a utilizacdo de metais
pesados, como chumbo, mercurio e cadmio. Existem relatos da utilizacdo do
mercurio e chumbo para fabricac@o de utensilios e ferramentas datados dos séculos
XV e XVI a.C (ESPANOL CANO, 2001).

O mercuario € um metal branco-prateado e esta localizado no grupo llb da tabela
periddica, juntamente com o cadmio e zinco. A larga utilizagdo do mercurio desde
tempos remotos até os dias de hoje é facilmente justificada por suas caracteristicas
fisico-quimicas. A temperatura ambiente encontra-se liquido e é o Unico metal que
permanece neste estado a 0° C. Tem uma densidade muito elevada, tensdo
superficial muito alta, baixa capacidade calorifica e a importante capacidade de
amalgamacao, ou seja, se combina facilmente com outros metais (AZEVEDO, 2003).

A temperatura ambiente € um mau condutor elétrico, no entanto, em altas
temperaturas se transforma em um 6timo condutor, principalmente na sua forma de
vapor. Por isso, é utilizado na manufatura de lampadas de vapor de mercurio, que
sdo usadas em larga escala na iluminacdo de ruas, jardins publicos, postos de
gasolina, garagens, campos de futebol, e possuem como caracteristica uma luz
branco-azulada agradavel a visdo e muito adequada para iluminacdo de ambientes
externos (ASANO et al., 2000).

O mercurio também é muito ulizado em aparelhos de medi¢cdo, como termdémetros e
bardmetros. Isso se da por seu coeficiente de dilatacdo praticamente uniforme numa
ampla faixa de temperatura (0° a 300° C) (AZEVEDO, 2003). Na medicina foi usado
durante anos na composicdo de pomadas para dermatites e como fungicidas e
diuréticos. Ainda hoje alguns paises, como o Brasil, utilizam o mercurio como
conservante em vacinas para inibir o crescimento de microorganismos em frascos
gue contém multiplas doses (CDC, 1999; BRASIL, 2001).

Devido a sua alta utilizacdo e também mobilidade ambiental, qualquer produto, seja
ele natural ou artificial ird conter, pelo menos, tracos de mercurio no seu contetdo
(ESPANOL CANO, 2001).
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1.2 EXPOSICAO POPULACIONAL E OCUPACIONAL

A exposicdo ocupacional ao mercurio, normalmente, resulta da exposi¢cado ao vapor
de mercurio e mercario inorgéanico. Dentistas, técnicos de consultérios
odontolégicos, trabalhadores de industrias de cloro e soda, mineiros, trabalhadores
de industrias de equipamentos de medicdo e de lampadas fluorescente sdo os
principais individuos expostos ocupacionalmente (MAHAFFEY, 2005; ZAVARIZ &
GLINA, 1992; ASANO et al., 2000).

A concentracdo de vapor de mercurio elementar considerada segura para inalacao
crénica pela OMS é de 0,2 pg/m*/Kg/dia. A inalacdo ndo deve exceder 1 ug/m*no ar
por ano e na agua a concentracdo nao deve ultrapassar 1 pg/L (WHO, 2000; WHO
2004).

Em encontro realizado em 2004 (The Joint FAO/WHO Expert Committee on Food
Additives (JECFA)) foi estabelecido que a concentracdo de ingestdo segura de
metilmercuario, sem que haja o aparecimento de desordens neurologicas, € de 1,6
Mg/kg de peso corporal. No entanto, em 2006, o JECFA esclarece que essa
concentracdo ndo € segura para exposicdo intrauterina, pois os fetos sdo mais
sensiveis ao aparecimento de desordens neurolégicas apOs exposicdo ao
metilmercurio (JECFA, 2006).

Atualmente, a populacdo em geral esta exposta ao mercurio por 3 principais fontes:
0 consumo de peixes contaminados, 0 uso e manipulacdo de amalgamas dentarios
e o timerosal contido em vacinas. Cada uma dessas fontes de exposi¢cdo contém

suas caracteristicas toxicoldgicas especificas (CLARKSON, 2002).

O timerosal € um composto organomercurial que desde 1930 vem sendo
amplamente utilizado como conservante em drogas bioldgicas, como vacinas e
soros (FDA, 2008). No Brasil, o0 manual de normas de vacinacdo do Ministério da
Saude, publicado em junho de 2001, mostra que o timerosal € utilizado em muitas
vacinas administradas. Essas vacinas previnem a gripe (vacina contra influenza), a
raiva (vacina anti-rabica), a infeccdo por meningococo do sorogrupo b e a hepatite B
(BRASIL, 2001).
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1.3 CONTAMINACAO AMBIENTAL

O primeiro relato de efeitos adversos decorrente de exposicdo ocupacional ao
mercurio é datado da era Romana na mina de Almadén, na Espanha, onde
trabalhadores sofreram intoxicagdo. Em 752 d.C, um caso de intoxicagcdo aguda foi
relatado em Nara city, no Japao: trabalhadores sofreram intoxicagdo aguda durante
a construcdo de um Buda gigante de bronze que foi revestido com mercurio e
estanho (ASANO et al., 2000; ESPANOL CANO, 2001).

Os casos de intoxicagdo mais graves ocorreram no Iraque e em Minamata (Japao).
Em Minamata, entre as décadas de 20 e 60, uma empresa japonesa especializada
na producédo de acetaldeido e PVC despejava metilmercurio diretamente na baia da
cidade. Estima-se que em quatro décadas foram despejados cerca de 150 toneladas
de metilmercuario na baia, levando a contaminacdo de peixe e a contaminacdo da
populagédo que comia esses peixes contaminados. No total, dois milhdes de pessoas
foram expostas, 900 pessoas morreram e 3000 pessoas sofreram a “Doencga de
Minamata” (ASANO et al., 2000).

Apoés a exposicao ao metilmercurio pelo consumo de peixes contaminados quatro
pessoas apareceram com sintomas neurolégicos, como convulsdes severas, surtos
de psicose, perda de consciéncia e coma. Inicialmente, e erroneamente, a doenca
foi diagnosticada de etiologia infecciosa, mas outras pessoas e também animais
domeésticos e passaros passaram a apresentar oS mesmos sintomas. Foi entdo
descoberto um fator comum entre todos os atingidos pela doenca: todas as vitimas
haviam ingerido grande quantidade de peixes da Baia de Minamata. A “Doenga de
Minamata” € uma doenca caracterizada por danos cerebrais, ataxia, retardo mental,
danos hepéticos, hipertensédo arterial, convulsées e distirbios metabdlicos (ETO,
2000; ETO, 2006). A figura 1 mostra imagens de criancas gque nasceram com

alteracdes congénitas decorrentes da exposicao intrauterina ao metilmercuario.


http://pt.wikipedia.org/wiki/Coma
http://pt.wikipedia.org/w/index.php?title=Ba%C3%ADa_de_Minamata&action=edit&redlink=1
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Figura 1. Fotos de criancas com alteracBes congénitas decorrentes da exposicéo intrauterina ao

metilmercurio presentes em peixes. (disponivel em http://nossoreidosreisjesus.blogspot.com/2010).

No Iraque, entre o fim da década de 60 e inicio da década de 70, outro caso de
intoxicacdo populacional por mercurio ocorreu. Grédos de soja e cevada foram
tratados com fungicidas mercuriais e deveriam ser utilizados exclusivamente para
plantio. No entanto, familias utilizaram esses graos para producao direta de pées e
de outros alimentos. Apés ingestdo de mercurio organico presente nos paes e outros
alimentos produzidos com o0s grdos contaminados, 6900 pessoas foram
hospitalizadas, 475 pessoas morreram e 15 crian¢cas nasceram com anormalidades
congénitas (BAKIR et al., 1973).

No Brasil, a bacia amazonica € o local onde ha maior contaminagao por mercurio. A
preocupacao decorrente da contaminacdo pelo metal surgiu na década de 80 pela
grande quantidade de metal lancado no ambiente pelas atividades de garimpo
iniciadas em 1979 (CLEARY, 1994). A exposicdo populacional se dava pela inalacédo
do vapor de mercurio pelos garimpeiros e pelo consumo de peixes contaminados
com metilmercuario (HACON, 1997; HACON, 2000).

Hoje a atividade garimpeira € muito pequena na bacia amazbnica, no entanto,
estima-se que foi lancado no ambiente, nas décadas de 80 e 90, cerca de duas mil
toneladas de mercurio (MALLAS & BENEDITO, 1986; CLEARY, 1994; LACERDA,

1995). Ainda, podemos somar a essa quantidade todo o mercurio langado pelos
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espanhdis durante os periodos colonial e pds-colonial na América do Sul e Central
(cerca de 200 mil toneladas) (NRIAGU et al., 1992).

Até pouco tempo todo o mercuario presente em peixes na bacia amazbnica era
atribuido a atividade garimpeira, ja que as rochas amazdnicas continham,
naturalmente, baixas concentracdes de mercurio. No entanto, pesquisadores
brasileiros e canadenses encontraram concentracdes muito elevadas de mercurio
nos solos da bacia amazonica (ROULETE & LUCOTTE, 1995). Segundo estes
pesquisadores mais de 90 % do mercurio presente na Amazonia teria origem natural
e ndo antropogénica como se imaginava anteriormente (ROULET et al., 2000).
Assim, 0 mercurio presente nos solos atinge os rios e, apés metilacdo, contamina os
peixes (ROULET et al., 1998; ROULET et al., 2000).

O consumo de peixes contaminados com mercurio € uma importante fonte de
exposicdo na bacia amazobnica. Estudos mostram que a concentragdo de mercurio
em musculos de peixes largamente consumidos na regido amazonica sao maiores
gue o limite estabelecido pela OMS como seguro para consumo humano (0,5 mg/kg-
limite maximo para consumo em peixes) (WHO, 1990; DOREA et al., 2009). E a
populacéo ribeirinha possui altas concentracdes de mercurio no cabelo (BOISCHIO
& BARBOSA, 1993) além de correlacédo positiva entre exposicdo ao mercurio e

pressao arterial sanguinea (FILLION et al., 2006).
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1.4 EFEITOS DO MERCURIO NOS SISTEMAS BIOLOGICOS

O mercurio elementar e seus compostos organicos e inorganicos podem causar
sérios danos aos diversos 6rgdos e tecidos do organismo humano, tanto apos
exposi¢cdo aguda quanto cronica. A alta afinidade com os grupamentos sulfidrilicos
(SH) presentes nos diversos sistemas enzimaticos das células é o principal
determinante da toxicidade do mercurio (NASCIMENTO & CHASIN, 2001). Os
efeitos adversos dependem da forma quimica do mercurio, da severidade e do

tempo de exposicao (ZAVARIZ & GLINA, 1992).

Outro sistema no qual o mercuario exerce alta toxicidade é no sistema renal.
Responsavel por lesdo glomerular, injuria tubular, insuficiéncia renal e apoptose
(PESCE et al., 1977; CARMIGNANI et al., 1989; YASUTAKE et al.,, 1989;
CARMIGNANI et al., 1992; ETO et al., 1997; ZALUPS, 2000; CARRANZA-ROSALES
et al., 2005).

No trato gastrointestinal, mesmo sendo pouco absorvidos, 0s compostos inorganicos
e 0 mercurio metalico provocam estomatites, nauseas, vomitos, dores abdominais,
anorexia, diarréias, colite, necrose da parede intestinal, hematémese, salivacéo
excessiva e até perda dos dentes (BERGLUND & MOLIN, 1997; GRAEME &
POLLACK, 1998).

No sistema nervoso central (SNC) os efeitos mais freqlentes da exposicdo ao
mercurio inorganico sao: irritabilidade, fadiga, mudangas comportamentais, tremores,
cefaléia, perda auditiva e cognitiva, disartria, incoordenacdo motora, alucinacdes e
pode até ocasionar a morte (GRAEME & POLLACK, 1998).

Muitos dos efeitos podem ser decorrentes da inibicdo de receptores, como 0s
muscarinicos, dopaminérgicos e nicotinicos, promovendo o bloqueio de canais para
Ca’®" em neurdnios ganglionares (WEINSBERG et al., 1995). E também por reducéo
da atividade da colinesterase e monoamino oxidase, que sdo enzimas importantes

na sintese e degradacao de neurotransmissores (BASU et al., 2007).

A exposicao ao metilmercurio leva as situacfes mais graves. Em criancas, o contato
com o mercurio promove importantes alteracdes no desenvolvimento do SNC
(GRAEME & POLLACK, 1998; NASCIMENTO & CHASIN, 2001).

A exposicdo a compostos de mercurio exercem efeitos também sobre os pulmdes,

sistema imunoldgico, reprodutor e alguns estudos relacionam a exposi¢cdo ao metal
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com aumento da incidéncia de cancer (GLEICHMANN et al., 1989; GOMEZ et al.,
2007). Estudo recente mostra que a exposi¢cdo a metais como chumbo, cadmio e
mercurio pode estar associada ao desenvolvimento de cancer de mama (FLOREA
& BUSSELBERG, 2011).
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1.5 EFEITOS CARDIOVASCULARES DO MERCURIO

Poucos estudos retratam os efeitos cardiovasculares do mercurio apds a exposi¢cao
a curtos periodos de tempo e a pequenas concentracdes. No entanto, varios sdo os
estudos, experimentais e populacionais, que mostram associagcdo entre exposi¢ao

ao mercurio, seja ele organico ou inorganico, e alteragfes cardiovasculares.

BASTOS e colaboradores mostraram, em populagbes que vivem na bacia
Amazénica, que as concentracbes de mercurio no cabelo chegaram a até 150 ug/g e
que quase a totalidade dos habitantes dos 40 municipios estudados possuem
concentracfes sanguineas acima dos valores de referéncia (BASTOS et al., 2006).
Nessa populacdo ja foi demonstrado que a exposicdo ao mercurio através do
consumo freqiiente de peixes, possui forte correlagdo positiva com o aumento da
pressdo arterial sanguinea (FILLION et al., 2006). Outros estudos também
correlacionam a exposicdo ao mercurio com aumento do risco de ocorréncia de
hipertenséo arterial, infarto do miocardio, disfuncdo coronariana e aterosclerose
(YOSHIZAWA et al.,, 2002; GUALLAR et al., 2002; VIRTANEN et al., 2005;
HOUSTON, 2007).

Alguns autores demonstram que mesmo 0 consumo de peixes sendo considerado
um fator protetor cardiovascular pela presenca de acidos graxos, como o 6mega-3, a
presenca de mercurio torna 0 consumo de peixes um importante fator de risco
cardiovascular. Estima-se que para cada 30 g de peixe contaminado com mercurio
consumido por dia hd um aumento de mais de duas vezes do risco de episédios
isquémicos do miocéardio (SALONEN et al, 1995; RISSANEN et al., 2000)

Estudos mostram diminuicdo da PAM, FC, aumento do intervalo PR do
eletrocardiograma, diminuicdo da resposta hipotensora e cronotropica negativa a
acetilcolina, elevada incidéncia de arritmias, pequena reducdo na pressao sistolica
do ventriculo esquerdo, aumento da presséo sistolica do ventriculo direito e da
pressao diastélica dos ventriculos esquerdo e direito apos infusdo endovenosa de 5
mg/kg de HgCIl, em ratos anestesiados (MASSARONI et al., 1995; ROSSONI et al.,
1999). Porém, a exposicdo aguda a concentracdo nanomolar aumentou a PAS,
PAD, FC e reatividade pressorica a fenilefrina (MACHADO et al., 2007).

Em coracdes isolados e perfundidos pela técnica de Langendorff, a exposicdo ao

metal promove aumento da presséo diastolica do ventriculo esquerdo de coracdes
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expostos agudamente a 20 nM de HgCl, (ASSIS et. al.,, 2003) e aumento
dependente da dose (0,1 a 3 uM de HgCl,), desse parametro em ventriculo direito
(DA CUNHA et al. 2001). O mercurio também promove diminuicdo da pressao
sistdlica isovolumétrica do ventriculo esquerdo imediatamente apds exposic¢ao a 0,5;
1; 2; 10 uM e apds 30 minutos de exposicao a 20 nM (MASSARONI et al., 1995;
ASSIS et al. 2003).

Estudos mostram que diferentes concentragdes de HgCIl, influenciam na forgca
contratil de musculos papilares e tiras de ventriculo direito, alteram a cinética do
calcio ativador, a atividade das proteinas contrateis, o funcionamento do reticulo
sarcoplasmatico (RS) e inibicdo a Na'/ K'-ATPase, da Ca®*-ATPase miosinica, da
SERCA e da Ca*/Mg?*-ATPase (SHAMOO & MACLENNAN, 1975; BRUNDER et
al., 1988; HALBACH et al.,, 1989; ANNER et al., 1990; HECHTENBERG &
BEYERSMANN, 1991; ANNER et al., 1992; ANNER & MOOSMAYER, 1992;
OLIVEIRA et al., 1994; DA CUNHA et al., 2001; ASSIS et al., 2003; FALCOCHIO et
al., 2005; MOREIRA et al., 2003. SU & CHEN (1979) mostraram que o metilmercurio
promove um efeito bifasico em tecido atrial de ratos, podendo causar efeito

inotrépico positivo ou negativo, dependo da dose de exposicao.

Estudo realizado no Brasil mostrou que a concentracdo de mercario em escolares
ap6s a vacinacgao contra hepatite B é de 4,2 a 21,1 pg/Kg (DOREA et al., 2009), que
estd associado ao aparecimento de desordens neurolégicas e cardiacas em
criancas (GEIGER & GEIGER, 2003). Estudo recente mostra que em lactantes
residentes em Madri, Espanha, a concentracdo de mercurio em leite materno oscila
entre 0,36 a 0,74 pg/L (GARCIA-ESQUINAS et al., 2011).

Ratos que recebiam doses diarias de 0,16 mg/kg de HgCl, por 30 dias
demonstraram diminuicdo da capacidade antioxidante plasmatica e aumento
significativo de radicais livres circulantes (GUTIERREZ et al., 2006). E aqueles que
foram submetidos a exposicdo crénica a pequena concentragcao tiveram aumento da
producéo vascular de anion superoxido, da expressao da eNOS (isoforma endotelial
da sintase do Oxido nitrico) e da concentracdo plasmatica de MDA (malondialdeido)
(WIGGERSP et al., 2008).

WIGGERS e colaboradores em 2008 também mostraram que baixa concentracde de

mercurio induz disfungdo arterial em aorta e artéria mesentéricas de resisténcia por
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aumento da geracdo de radicais livres pela NADPHoxidase e reducdo da
disponibilidade de NO. Em mesmo modelo de exposi¢do também foi demonstrado
aumento da contracdo arterial a fenilefrina por aumento da participacdo de
prostandides derivados da via do &cido araquidénico e ciclooxigenase em aorta
(PECANHA et al., 2010).

A exposicdo aguda a baixas doses de mercurio também foi capaz de induz a
vasoconstriccdo em artérias caudais, provavelmente por reducéo da biodisponilidade
de NO ocasionada por aumento do estresse oxidativo e também por aumento de
formacdo de Angiotensina Il, evidenciado por aumento da atividade da enzima
conversora de angiotensina (ECA) (VASSALLO et al., 1999; WIGGERS? et al.,
2008).

Existem efeitos do mercurio em vasos, que mostram tanto vasodilatagdo como
vasoconstriccdo induzida pelo metal (DA CUNHA et al.,, 2000; GOLPON? et al.,
2003). Os efeitos encontrados sdo atribuidos a alteragbes na via do 6xido nitrico,
geracdo de espécies reativas de oxigénio, alteracdes morfologicas e do ciclo de
célcio (OKA et al., 1979; GOLPONP® et al., 2003).

Em células endoteliais a exposicdo ao metilmercario promove efeito citotdéxico, que
diminui a producdo de NO (KISHIMOTO? et al., 1995), ativa a PLA2 por aumento
de calcio e EROs. O metilmercuario também ativa peroxidacéo lipidica e alteracbes
na morfologia das células (MAZERIK et al., 2007). A exposicdo de cultivos celulares
endoteliais ao mercurio i6nico, em altas concentracdes, produz citotoxidade, lesao
da monocamada de células, quase completa inibicdo da atividade de enzimas
antioxidantes, reducdo da atividade da NOS e acumulo de EROs. No entanto, a
exposicdo a baixa concentracdo do metal promove aumento compensatorio de

enzimas antioxidantes, como a glutationa peroxidase (WOLF & BAYNES, 2007).

Apesar de inUmeros estudos demonstrarem que o mercurio induz estresse oxidativo
com subsequente dano em varios 6rgaos e sistemas e alteracdes funcionais em
diversos leitos vasculares (WAKITA, 1987; CARMIGNANI et al., 1992; MILLER &
WOODS, 1993; KISHIMOTO" et al., 1995; HUANG et al., 1996; MAHBOOB et al.,
2001; TOUYZ, 2004; WOLF & BAYNES, 2007; PARK & PARK, 2007; HOUSTON
2007; HUANG et al., 2008), o efeito da exposicdo controlada, durante apenas 30
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dias, a baixa concentracdo de mercurio sobre a funcdo de artérias coronarias ainda

nao foi demonstrado.
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1.6 CIRCULACAO CORONARIANA

As artérias coronarias utilizadas nesse trabalho constituem um importante objeto de
estudo por serem responsaveis por suprir o coracdo com oxigénio durante atividade
basal e em todas as situacdes fisiolégicas de aumento ou reducdo de demanda
metabdlica (KREUZER et al.,, 1969). As pequenas artérias tém importancia
significativa para a resisténcia vascular, contribuindo de maneira importante para
regulacdo e manutencdo da resisténcia ao fluxo sanguineo para o miocardio
(CHRISTENSEN & MULVANY, 2001).

O tbnus vascular coronariano é regulado por varios fatores neuro-humorais.
Fisiologicamente, ocorre balango entre os fatores vasodilatadores e vasoconstritores
exercidos por influéncias do endotélio, do estado metabolico e de fatores neuro-
hormonais (DUNCKER & BACHE, 2008). A regulacdo do tbnus de artérias
coronarias de maior diametro tem maior dependéncia de fatores derivados do
endotélio, enquanto que em arteriolas os principais mecanismos envolvidos no
controle do ténus s&o o miogénico e metabdlico (MULLER et al., 1996; JONES et al.,
1995; FELICIANO & HENNING, 1999).

O leito vascular coronariano é dividido, simplificadamente, em artérias que oferecem
pouca resisténcia ao fluxo e participam pouco da regulacdo da perfusdo miocardica
e 0S vasos com menor diametro interno e que representam o maior local de
resisténcia ao fluxo (DUNCKER & BACHE, 2008).

CHILLIAN e colaboradores em 1986 mostraram que em artérias coronarias de gatos
25 % do total da resisténcia coronariana basal reside em artérias com diametro entre
175 e 200 um e, aproximadamente, 50 % em arteriolas com diametro proximo a 75 e
130 um. Em contraste, em condicdes de mudanca de tdnus arterial também
observamos modificacdes no controle da resisténcia vascular. Em situacdes de
vasoconstriccdo ha aumento da participacdo de artérias com diametros préximos a
200 pum. (CHILLIAN et al., 1986). Em 2008, DUNCKER & BACHE mostraram,
utilizando avancadas técnicas de medidas de pressao intravascular, que em
condicBes basais até 40% da resisténcia corondria total reside em pequenas artérias
entre 100 e 400 ym de didametro, e que durante a vasodilatacdo estes vasos
contribuem com maior fracdo da resisténcia coronaria total. Em contrapartida, as

grandes artérias epicéardicas no coracdo saudavel (diametro > 400 pm) sdo vasos de
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condutancia que contribuem com menos que 5% para a resisténcia coronaria total
(DUNCKER & BACHE, 2008).

O principal determinante de mudanca da resisténcia vascular € a alteracdo do
didmetro da luz do vaso. A alteracao do lumen arterial pode se dar por modificacdes
estruturais ou do balanco de fatores vasodilatadores e vasoconstritores produzidos,
principalmente, pelo endotélio vascular. Dentre as propriedades passivas dos vasos
podemos citar 0 nimero e organizacao das células musculares lisas, assim como a
area de seccdo transversal. Ja as mudancas ativas do lumen arterial ocorrem pelo
grau de ativacéo das células musculares lisas. Os principais responsaveis pelo tbnus
arterial coronariano sdo os fatores miogénico, metabdlico, neuro-humorais e
endoteliais (LEVY et al., 2009).

A maior producgédo de fatores vasoconstrictores aumenta a contragdo do musculo liso
vascular, diminuindo o diametro interno do vaso e, consequentemente, a pressao
arterial. Quando ha maior producédo de fatores vasodilatadores ocorre o inverso, o

gue leva a reducéo da pressao no interior do vaso (DEUSSEN et al., 2006).

O endotélio possui uma importante funcdo na homeostase, modulacdo e regulacao
de varias funcdes fisioldgicas, como a inflamacao, agregacao plaquetaria, fibrinolise,
angiogénese e mecanorecepcao (JAFFE, 1985; VANE et al., 1990; RAMOS, 1992;
WU & THIAGARAHAN, 1996). Além de manter o balanco entre vasodilatacdo e
vasoconstriccdo, também exerce efeito sobre a inibicdo, promocéo da proliferacdo e

migracéo de células musculares lisas vasculares (FELETOU, 2009).

O endotélio vascular sintetiza uma grande variedade de substancias paracrinas, que
sdo: os fatores relaxantes derivados do endotélio (EDRF), os fatores
hiperpolarizantes derivados do endotélio (EDHF) e os fatores contrateis derivados do
endotélio (EDCF), além de fatores de crescimento celular, que controlam a
agregacao plaquetaria e a coagulacdo sanguinea (VANE et al., 1990). A seguir
falaremos um pouco mais sobre alguns produtos derivados do endotélio que

possuem importante participacdo na modulacéo do ténus vascular.

1.6.1 Participacdo do 6xido nitrico

Em 1980 foi identificada a existéncia do EDRF por FURCHGOTT & ZAWADZKI. Eles

demonstraram a capacidade das células endoteliais liberarem um potente
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vasodilatador (FURCHGOTT & ZAWADZKI, 1980; FURCHGOTT, 1984; MONCADA
et al., 1994). Inicialmente se achava que o EDRF era um fator derivado da via do
acido araquidénico ou que era uma substancia labil produzida pelas reactes
redutoras em pH fisiologico (FURCHGOTT, 1984; MARIN & SANCHEZ-FERRER,
1990). Posteriormente, foi demonstrado, em cultura de células endoteliais de aorta
suina, que o EDRF é o radical livre biatdbmico 6xido nitrico (NO) (PALMER et al.,
1987; ANGUS & COCKS, 1989; MARIN & SANCHEZ-FERRER, 1990; MONCADA et
al., 1994; MARIN & RODRIGUEZ- MARTINEZ, 1995). O NO é um gas que possuli
reduzida solubilidade em &gua, concentracdo de cerca de 1,9 mmol/L em solucdo
saturada, curta meia vida e alta permeabilidade em membranas celulares (KERWIN
et al., 1995).

O NO é sintetizado por acéao da sintase do oxido nitrico (NOS) pela converséo de L-
arginina a L-citrulina e NO, necessitanto de oxigénio, NADPH (nicotinamida adenina
dinucleotideo fosfato), FAD (flavina adenina dinucleotideo), FMN (flavina
mononucleotideo) e BH, (tetrahidrobiopterina) (Figura 2). Existem trés isoformas da
sintase do NO: duas constitutivas, presentes em ceélulas endoteliais (eNOS) ou em
células neuronais (NNOS), e que tem sua ativacdo dependente do complexo célcio-
calmodulina; e outra que ndo esta presente constitutivamente mas que pode ser
induzida por estimulos imunoldgicos, que levam ao aumento de calcio intracelular e
ativacdo da expressdo em macrofagos, células endoteliais, cardiomiécitos, dentre
outros tipos celulares (FORSTERMANN et al., 1994).

A sintese de NO é induzida por varios estimulos fisicos e quimicos, como
estiramento vascular produzido por aumento da pressédo arterial, estresse de
cisalhamento, agregacdo plaquetaria, histamina, catecolaminas, aldosterona,
vasopressina, bradicinina, adenosina difosfato (ADP), serotonina (5-HT), acetilcolina
(ACh) entre outras (MONCADA et al., 1994; MARIN & RODRIGUEZ-MARTINEZ,
1995) (Figura 2).

Para produzir relaxamento vascular o NO se difunde para o musculo liso vascular e
por ativacdo da guanilato ciclase soluvel (GCs) promove aumento da concentracao
intracelular de GMPc (3", 5 -monofosfato ciclico de guanosina). O GMPc ativa a
proteina quinase G (PKG) que fosforila diversas proteinas, reduzindo a sensibilidade
das proteinas contrateis ao calcio e assim o relaxamento vascular. Além disso, a

PKG via canais para K' dependentes de Ca* e voltagem hiperpolarizam a
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membrana plasmatica promovendo relaxamento. Dentre todas as acdes da PKG que
também promovem relaxamento vascular podemos ressaltar a fosforilagdo do
fosfolambam (PLB) que deixa de inibir a Ca*™- ATPase do reticulo sarcoplasmatico
(SERCA), aumentando a recaptacao de célcio e a fosforilacdo da cadeia leve da
miosina (MLCK) diminuindo sua sensibilidade ao Ca?* (MARIN & RODRIGUEZ-
MARTINEZ, 1995; LINCOLN et al., 2001).

Bradicinina NA,
Fatores de Histamina 5-HT.
crecimento Trombina,
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osforilagcdo CaM

\s NADPH Estatinas

L-arginina BH, Horménios
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v . _
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Figura 2: Esquema dos possiveis mecanismos de regulagéo da producdo de oxido nitrico em células
endoteliais. O NO é produzido pela conversdo de L-arginina pela sintase endotelial do NO (eNOS). A
transcricdo da enzima é regulada genomicamente por hormdnios e fatores de crescimento. A
atividade normal da eNOS requer célcio, calmodulina, NADPH e 5,6,7,8-tetra-hidrobiopterina (BH,). A
ativacdo de outros receptores modulam a producédo de NO através das heat shock protein (HSP) ou
fosforilagdo da Akt. O ADMA, metabdlito da L-arginina, reduz a produgdo de NO por se ligar
competitivamente a eNOS (modificado de VANHOUTTE, 2009).

1.6.2 Espécies reativas de oxigénio

Os radicais livres sdo atomos ou moléculas que contém um ou mais elétrons
desemparelhados em sua 6rbita (BECKMAN et al.,, 1990; HALLIWELL, 1997;
BERGENDI et al., 1999). A maioria dos radicais livres de interesse em sistemas
biolégicos sédo aqueles derivados do oxigénio, por isso, muitas vezes, aparecem
simplesmente com a denominacdo de espécies reativas de oxigénio (EROs). As

EROs incluem o anion superéxido (O27), radical hidroxila (OH"), o peroxinitrito
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(OONO), dentre outros. O O, é produzido a partir do oxigénio molecular e possui
um elétron desemparelhado que o torna mais reativo e instavel. A acéo catalisada
pela enzima superéxido dismutase (SOD) reduz o O,  a H,O, (peréxido de
hidrogénio), que apresenta caracteristicas mais estaveis e com a meia-vida mais
longa que os radicais livres. O H,0O, por sua vez, pode ser hidrolisado pela catalase
ou glutationa peroxidase e pode também ser o precursor de outros radicais como
OH’ (TOUYZ & SCHIFFRIN, 2004).

Os radicais livres sédo permeaveis a membrana plasmatica e podem danificar o DNA,
proteinas, lipideos e outros componentes celulares. As EROs estdo presentes
normalmente um concentra¢gdes muito baixas no corpo humano (10° a 10™° mol/L)
pois cerca de 5 % de todo o oxigénio consumido € convertido em EROs. No entanto,
em condicOes fisioldgicas os sistemas antioxidantes biolégicos, como superéxido
dismutase (SOD), catalase (Cat) e glutationa peroxidase (GPx) sédo capazes de
manter as concentracdes sempre em niveis baixos (Figura 3) (HALLIWELL, 1996;
BERGENDI et al., 1999).

A SOD é a principal enzima responsavel por detoxificar os sistemas biologicos de
O." e representa a maior defesa celular contra a formacdo O," e peroxinitrito.
Existem trés isoformas bem identificadas da SOD: a forma citosolica que contém
cobre e zindo (Cu/ZnSOD ou SOD 1), a isoforma mitocondrial que contém em sua
estrutura o manganés (MnSOD ou SOD 2) e a isoforma extracelular (ecSOD ou SOD

3) que também contém cobre e zinco em sua composicdo (STRALIN et al., 1995).

A disfuncdo endotelial € um termo usado para se referir a varias condicfes
patolégicas, como alteracdes das propriedades anticoagulantes e antinflamatodrias
do endotélio, assim como sua capacidade de regular o crescimento e
remodelamento vascular. A diminuicdo da biodisponibilidade de NO pode se dever a
reducdo da expressado da sua sintase endotelial, reducédo dos co-fatores necessarios
para sua producéo, falha nos mecanismos de sinalizacdo que promovem adequada
ativacdo da eNOS e, por fim, aumento da degradacdo pelas EROs (HARRISON,
1997).

Dentre as espécies reativas de oxigénio a que influencia mais na reducdo de

biodisponibilidade de NO é o anion superéxido. A interacédo entre NO e O," ocorre
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numa taxa de 6,7 X 10° mol/L . s, sendo 3 vezes mais rapida que a reacédo do O;"
com a SOD (THOMSON et al., 1995).

Fatores como hipertenséo arterial, diabetes, hipercolesterolemia, tabagismo, dentre
outros, estdo diretamente relacionados com aumento da producdo de EROs. Varias
séo as vias de producdo de EROs em células humanas, dentre as principais fontes
podemos citar a respiracdo mitocondrial, lipooxigenases, ciclooxigenases, citocromo
p450s, xantina oxidase, NADH/NADPH oxidases, NO sintases, peroxidases e outras
hemoproteinas (CAI & HARRISON, 2010). O aumento da producao de radicais livres
reduz a biodisponibilidade de NO causando disfungéo endotelial por aumento da
agregacao plaquetaria, reducéo da vasodilatacdo e remodelamento vascular (Figura
3) (CAI & HARRISON, 2000).

Hipertensao :
Hipercolesterolemia Blloctes :
Tabagismo
Insuficiéncia cardiaca
Xantina Oxidase NADH/NADPH oxidase eNOS “desacoplada”
\ l / Oxidacao de BH,
TOZ /7
Estresse Oxidativo OON o

H,0, NO

R LOO"
w Lo.
| Biodisponibilidade de NO O

Remodelamento «— Disfuncao Endotel ial—Crescimento de CML

Agregacgao Plaquetaria Redugaoda Inflamag&o
Vasodilatagéo

Figura 3: Mecanismos envolvidos na disfuncdo endotelial induzida por estresse oxidativo. CML:
Células musculares lisas; NO: 6xido nitrico; O, Anion superéxido; OONO™: peroxinitrito; LOO e LO™:
radicais lipidicos; OH" :radical hidroxila (modificado de CAl e HARRISON, 2000).

Varios estudos demonstram que a principal fonte de EROs no sistema vascular é a
NADPH oxidase (GRIENDLING et al., 1994; BHUNIA et al., 1997; MARUMO et al.,
1997; DE KEULENAER et al., 1998; HOLLAND et al.,1998; GRIENDLING et al.,
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2000). A NADPH oxidase é uma enzima que catalisa a producdo de O, do oxigénio
e NADPH de acordo com a seguinte reacdo (AGO et al., 1999):

NADPH + 20, — NADP* + H' + 20,

A NADPH oxidase € a Unica via enzimatica que produz O," como fungao primaria a
partir do oxigénio molecular usando NADPH como um doador de elétrons. Diferente
de outras enzimas redox que produzem o O, como um bioproduto. Podemos citar a
xantina oxidase, que catalisa a oxidacao de hipoxantina em xantina para formar O;",
ou ainda, o desacoplamento da NOS. (Figura 4) (PARAVICINI & TOUYZ, 2008;
CHAN et al., 2009; SEDEEK et al., 2009).

A estrutura da NADPH oxidase possui em sua estrutura dois elementos de
membrana (gp91PHOX e p22PHOX) e trés componentes citosoélicos (p67PHOX,
p47PHOX e p40PHOX) (Figura 4) (BABIOR, 1999). A NADPH oxidase foi
identificada inicialmente em células fagociticas, como neutrofilos, eosindfilos,
macrofagos e mondcitos. Nessas células a subunidade gp91 PHOX é também
denominada NOX-2 (SEGAL et al., 1981). No entanto, posteriormente, a descoberta
de homodlogos da gp91 PHOX demonstrou que a NADPH oxidase estava expressa
também em outros tipos celulares. A partir de entdo os homologos da gp91 PHOX
passaram a ser denominados de familia NOX da NADPH oxidase que compreende 7
elementos (NOX-1, NOX-2, NOX-3, NOX-4, NOX-5, Duox1 e Duox2) expressos em
varios tipos celulares como rim, baco, coracdo, vasos, entre outros (CHENG et al.,
2001). Em células das trés camadas vasculares os principais elementos expressos
sdo NOX-1, NOX-2, NOX-4 e NOX-5. Em células endoteliais e em células do
musculo liso vascular a isoforma mais abundante é a NOX-4. Tanto NOX-1 quanto
NOX-2 estdo expressas em células do musculo liso vascular, mas a NOX-1 esta
mais presente em vasos de condutancia e a NOX-2 em vasos de resisténcia
(BEDARD & KRAUSE, 2007; CHAN et al., 2009).

Véarios sdo os fatores fisicos e humorais que regulam a atividade da NADPH
oxidase. O principal fator fisico responsavel por aumento da atividade da enzima e,
consequentemente, aumento do estresse oxidativo € 0 shear stress ou estresse de

cisalhamento na parede vascular. Os fatores humorais s&o: citocinas pro-
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inflamatorias, fatores de crescimento e substancias vasoativas (TOUYZ &
SCHIFFRIN, 2004).

NOX4 p22phox
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Figura 4. Participacdo da NADPH oxidase na producdo de radicais livres a partir do oxigénio
molecular nos diferentes tipos de células vasculares. Conformacéo das isoformas NOX-1 e NOX-4 da
NADPHoxidase (modificado de DRUMOND et al., 2011).

1.6.3 Prostandides

ApOs a descoberta em 1980 do EDRF, acreditava-se que o endotélio era
responsavel somente pela producéo de fatores relaxantes. No entanto, observou-se,
posteriormente, que o endotélio vascular também produzia fatores vasoconstrictores
além dos vasodilatadores (DE MEY & VANHOUTTE, 1982). O principal achado que
auxiliou na descoberta dos fatores vasoconstrictores derivados do endotélio foi a
inibicdo da contracdo vascular induzida por diversos inibidores da ciclooxigenase
(MILLER & VANHOUTTE, 1985). Hoje se sabe que os EDCF séo prostandides
derivados do &cido araquidénico (AA). O acido araquiddnico € um constituinte dos
fosfolipidios de membrana, que € liberado por acédo da fosfolipase A2 (PLA2). Apds
sua liberacdo o AA serd oxidado pela COX e convertido a prostaglandina H2

(PGH2), precursor imediato de muitos prostandides (BOS, et al., 2004).
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Existem inimeros prostanoides derivados da via do AA-COX. Cada prostanodide
exerce sua funcdo vasoconstritora ou vasodilatadora quando acoplado a um
receptor especifico ligado a proteina Gs (estimulatéria) ou Gi (inibitéria), que quando
ativados estimulam ou inibem a adenilato ciclase (AC), e, como consequéncia
produzem, respectivamente, aumento ou reducéo dos niveis intracelulares de AMPc
e, entdo, promovem o relaxamento do musculo liso vascular ou vasoconstricdo
(FELETOU et al., 2010).

Os prostanéides mais comuns sao PGI2, PGE2, PGD2, PGF2a e o tromboxano A2
(TXA2). Cada tipo de prostandide possui seu receptor especifico de membrana
acoplados a proteinas G. A PGI2, PGE2 e PGD2 se ligam aos receptores
especificos IP, EP2/EP4 e DP, respectivamente, que estdo acolpados a proteina Gs
e sua ativacdo, apos toda a sinalizacdo intracelular, produzira vasodilatacdo. A
PGE2 se une ao receptor EP3, acoplado a proteina Gi, e produz vasoconstriccao.
Em adicdo, a prépria PGE2, a PGF2a e o TXA2 produzem contracdo por uniao aos
receptores EP1, FP e TP, respectivamente, que estdo acoplados a proteina Gq. Esta
unido ativa a fosfolipase C (PLC) formando os segundos mensageiros inositol
trifosfato (IP3) e diacilglicerol (DAG), ativando a mobilizacéo de célcio intracelular e

PKC (proteina quinase C) e iniciando a contracdo (BOS et al., 2004).

1.6.4 Fator Hiperpolarizante Derivado do Endotélio

A vasodilatacdo promovida pelo NO e pela prostaciclina ja esta bem demonstrada e
seus mecanismos elucidados. No entanto, estudos demonstraram que mesmo apés
a utilizacéo de potentes inibidores da sintase do NO e da via da COX, ainda ha um
relaxamento residual. Concluiu-se entdo que existia outro vasodilatador que néo os
derivados da L-arginina e da COX. Ainda, observou-se que essa vasodilatacdo néo
vinha acompanhada de aumentos dos niveis intracelulares de AMPc e GMPc em
células musculares lisas (TAYLOR et al., 1988; COWAN & COHEN, 1991;
ZYGMUNT et al., 1994; GARCIA-PASCUAL et al., 1995; MOMBOULI et al., 1997).

Desta forma, apés estudos que mostravam a existéncia de mudanca do potencial de
repouso da membrana plasmatica do musculo liso vascular, concluiram que a
hiperpolarizacdo da membrana muscular lisa € o mecanismo que explica o
relaxamento dependente do endotélio (NAGAO & VANHOUTTE, 1991; NAGAO et
al., 1992; GARLAND & McPHERSON, 1992). A hiperpolarizacdo das células
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musculares lisas induz relaxamento por reduzir a probabilidade de abertura dos
canais de influxo de céalcio (NELSON et al., 1990). Esse fator foi entdo denominado
Fator Hiperpolarizante Derivado do Endotélio (EDHF). O EDHF contribui para a
dilatacao vascular apos estimulos como o shear stress e acdo de fatores quimicos
(MOMBOULI & VANHOUTTE, 1997). Muitos sé@o os estudos que especulam qual é a
substancia responséavel pela hiperpolarizacdo, no entanto, a natureza quimica do
EDHF ainda néo esta bem estabelecida (FELETOU & VANHOUTTE, 2004).

A Figura 5 esquematiza a maneira como a hiperpolarizacdo das células endoteliais
leva ao relaxamento das células musculares lisas. O EDHF age aumentando o
conteudo de calcio intracelular via IP; em células endoteliais e, consequentemente,
promove a producdo de NO, PGIl,, EETs e anandamina. Esses compostos s&o
capazes de bloguear os canais para K*, o que reduz a probabilidade de sua abertura
e, desta maneira, ativacdo da contracdo muscular. As gap junctions também
auxiliam na propagacédo do potencial de membrana das células endoteliais para as
células musculares lisas (MOMBOULI & VANHOUTTE, 1997).

Existem 3 principais tipos de canais para K*: os canais para potassio dependentes
de: calcio, voltagem e ATP. Os trés subtipos de canais para potassio dependentes
de célcio (Kcs) séo os de alta, intermediaria e baixa condutancia (BKca, IKca € SKca,
respectivamente). Em artérias saudaveis os canais de larga condutancia sao
expressos preferencialmente no masculo liso vascular, enquanto que os de
intermediaria e baixa condutancia estdo presentes em células endoteliais
(FELETOU, 2009). E a contribuicdo do EDHF é significativamente maior em vasos
de pequeno diametro que em grandes artérias (WOOLFSON & POSTON, 1990;
HURAKAMI-HARASAWA et al.,1997)
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Figura 5: Esquema demonstrando a maneira pela qual a hiperpolarizagdo das células endoteliais leva
a hiperpolarizagdo e relaxamento de células do musculo liso vascular. PLA,: fosfolipase A,; G:
proteina G; PGI,: prostaciclina; EET: acido epoxiecosatriendico; COX: ciclooxigenase; EOX:
epoxigenase; TAc: EETs esterificados; PLD: fosfolipase D; AC: adenilato ciclase; CB1: receptor
canabinéide; GMPc: guanosina monofosfato ciclico; EP e IP: receptores de prostandides; GTP:
guanosina trifosfato; IPs: inositol (1,4,5) trifosfato; PLC: fosfolipase C; sGC: guanilato ciclase sollvel;
Vi voltagem de membrana (modificado de MOMBOULI & VANHOUTTE, 1997).
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1.7 CICLO DE CALCIO NO CARDIOMIOCITO

O mecanismo de acoplamento excitagdo-contracdo cardiaco compreende o0s
processos de ativacdo elétrica dos miécitos que desencadeiam a contracdo do
coracdo. O calcio é um ion intimamente envolvido na atividade elétrica cardiaca e,
por interagir diretamente com os miofilamentos, na contragdo muscular (ver reviséo
em BERS, 2002).

Durante o potencial de acédo cardiaco, o célcio entra na célula via canais ativados
por despolarizacdo, contribuindo para a formacgéao do platdé do potencial de acdo. O
influxo de céalcio promove liberacdo de célcio dos estoques intracelulares, sendo

) resulta

essa liberacdo denominada liberacdo de calcio induzida por calcio. A [Ca
da combinacdo do influxo de calcio pelo sarcolema e a liberagdo de calcio pelo
reticulo sarcoplasmatico (o principal reservatério intracelular de calcio) e é o ion que,
por ligacdo direta aos miofilamentos, sera o responsavel pela génese da forca e

encurtamento muscular (BERS, 2002).

No interior da célula miocéardica, o calcio se liga a troponina C. Essa interacao faz
com gue a tropomiosina deixe de bloquear o sitio de ligacdo entre actina e miosina.
A actina apresenta sitios ativos que sao capazes de interagir com a miosina, pra tal
a atividade ATPasica da miosina é ativada, quebrando ATP em ADP e Pi e liberando
energia necessaria para o0 deslizamento dos miofilamentos, ocasionando a
contracdo muscular. Entdo, a afinidade do calcio a troponina C modula a forca de

contracdo miocardica e sera discutida mais adiante (VASSALLO et al., 2008).

Para que ocorra o relaxamento do musculo cardiaco é necessario que o célcio se
desligue da troponina C e seja removido para o meio extracelular e para o0s
compartimentos intracelulares que estocam célcio. O transporte de calcio para fora
do citosol envolve quatro vias: a bomba de calcio do RS (SERCA), o trocador
Na‘/Ca®*, a bomba de calcio do sarcolema e o uniporte de célcio mitocondrial.
Alteracbes nos mecanismo de extrusdo de calcio também podem modificar a
contratilidade, visto que interferem na concentracéo intracelular de célcio (BERS,
2002).

A funcdo da NKA ¢ induzir a extrusdo de Na’ para fora da célula ao mesmo tempo
que o K" é transportado para o meio intracelular. O seu funcionamento é dependente

das concentracfes intra e extracelulares desses dois ions. A inibicdo da NKA
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ocasiona aumento da [Na'], visto que diminui sua extrusdo. O aumento da
concentracdo intracelular de Na promove diminuicdo da troca Na*/Ca®*, consequiente
aumento da concentracdo intracelular de calcio e efeito inotropico positivo

(BLAUSTEIN, 1988).

+

A troca Na‘/Ca®* funciona com a estequiometria de 3:1, ou seja, trés fons Na
entram para o meio intracelular a medida que um ion calcio é retirado do interior da
célula. O aumento da [Na®] por inibicdo da NKA diminui a atividade do trocador,
aumento a [Ca®'];, por ligacdo do Na* aos sitios intracelulares do trocador (BERS &
GUO, 2005)

Além de exercer papel fundamental na liberagdo de célcio ativada por calcio na
génese da contragdo miocardica, o reticulo também desempenha papel importante
na recaptagdo de calcio e diminuicAo do calcio mioplasmatico. A principal
responsavel pela recaptacdo de célcio nessa organela é a Ca®* ATPase (SERCA) do
reticulo sarcoplasmatico (RS). O fosfolambam (PLB) € um inibidor endogeno da
SERCA que quando fosforilado, devido ao aumento do AMPc (ativando PKA) ou
céalcio calmodulina quinase (CaCKIl), deixa de inibir a bomba e permite o influxo
ativo de calcio para dentro do reiculo sarcoplasmatico. Um dos locais de fosforilagao
do PLB é a serina 16 (SCHWINGER et al., 1999; BERS, 2002).

Todos os mecanismos envolvidos na entrada, liberacdo e extrusdo de calcio; e a
participacédo desse ion no potencial de acédo e contracdo miocardica estao ilustrados

na figura 6.
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Figura 6: Entrada e extrusdo do calcio no midcito cardiaco e participagéo do calcio no potencial de
acao miocardico (Modificado de BERS, 2002).
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1.8 EFEITOS PARACRINOS E AUTOCRINOS DO OXIDO NITRICO NO MUSCULO
CARDIACO

Existem complexas interacbes entre as células endoteliais do leito vascular
coronariano e 0s midcitos cardiacos, assim como ocorre entre as células endoteliais
e 0 musculo liso vascular. As células endoteliais liberam e metabolizam diversas
substancias que se difundem para o muisculo cardiaco e que modulam seu
funcionamento, sem necessariamente ocorrer alteracao do fluxo coronariano, como
o NO, endotelina-1, angiotensina-ll, dentre outras (BRUTSAERT et al., 1998).

O NO, principal produto gerado por células endoteliais, é capaz modular os aspectos
fisiologicos do funcionamento cardiaco, como o acoplamento excitacao/contragao,
relaxamento miocardico, funcéo diastolica, mecanismo de Frank-Starling, frequéncia
cardiaca, resposta inotropica B-adrenérgica e metabolismo energético (SHAH &
MACCARTHY, 2000).

Muitas acdes do NO no musculo cardiaco tém sido demonstradas. As diferengas
existentes entre os estudos que demostram diferentes efeitos séo: a fonte celular do
NO; a quantidade liberada ou experimentalmente utilizada; o “status” antioxidante;
fluxo coronariano e frequéncia cardiaca (que alteram o shear stress); o tecido alvo
(atrios ou ventriculos); as interacbes com estimulos neuro-humorais; a presenca de
ativacdo imune ou doencas; a ativacdo de vias de sinalizacdo dependentes ou
independentes de GMPc; e os diferentes doadores de NO (SHAH & MACCARTHY,
2000).

O o6xido nitrico (NO) liga-se a guanilato ciclase soluvel, levando a formacdo de
GMPc. O GMPc ativa proteinas quinases dependentes de GMPc (PKG), iniciando
uma gama de respostas intracelulares (ISOLDI & CASTRUCCI, 2008). Em
cardiomidcitos, a PKG fosforila a troponina |, diminuindo a afinidade da troponina C
ao célcio. A reducdo da sensibilidade dos miofilamentos também resulta da
acidificagdo citosolica induzida pela alteracdo da funcdo do trocador Na*-H* via
GMPc (Figura 7). A PKG também € capaz de suprimir o aumento da corrente de
célcio ocasionado pela fosforilagdo dos canais de calcio do tipo L pela PKA formada,

por exemplo, ap6s uma ativacao simpatica (LAYLAND et al., 2002)
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Figura 7: Agbes do 6xido nitrico no musculo cardiaco. O éxido nitrico (NO) esta envolvido no aumento
intracelular do GMPc, por se ligar a guanilato ciclase soltvel. Os principais alvos intracelulares do
GMPc sdo a proteinas quinase dependente de GMPc (PKG), e as fosfodiesterases inibidas e
estimuladas pelo GMPc (cGsPDE e cGiPDE). A proteina quinase G (PKG) modula a corrente de
célcio pelos canais de célcio do Tipo L, diminui a sensibilidade dos miofilamentos ao calcio, altera a
funcdo do RS, diminui o consumo de oxigénio, modula o potencial de acdo e o volume celular
(Modificado de SHAH & MACCARTHY, 2000).

O NO é capaz de promover tanto efeito inotrOpico positivo quanto negativo. Foi
demonstrado efeito inotropico positivo em midcitos cardiacos e papilares de gatos
apos uso de doadores de NO (KOJDA et al., 1996; VILA-PETROFF et al., 1999) e
em midcitos atriais de humanos apds uso de nitroprussiato sédico e milrinone
(inibidor da GMPc PDE) (KIRSTEIN et al., 1995). Em coracdes de ratos, perfundidos
pela técnica de Langendorff, o uso de L-NMMA deprimiu a contratilidade sem alterar
a pressdo de perfusdo coronariana (KLABUNDE et al., 1991). J4 os efeitos
inotrOpicos negativos ocorrem via ativacdo da PKG. Um estudo mostra aumento da
lca,L apOs exposicdo a L-NMMA (GALLO et al., 1998).

Um outra importante regulacdo paracrina do NO ocorre sobre a funcéo diastdlica. A
infusdo intracoronariana de NPS promove inicio precoce do relaxamento ventricular

e uma concomitante reducdo do pico e da presséo sistolica final, sem mudanca da
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dP/dt max. assim como uma queda da pressdo diastélica minima e da presséo
diastdlica final do ventriculo esquerdo (PDfVE), com aumento do volume diastélico
final. (PAULLUS et al.,, 1997). O NO também atua sobra a frequéncia cardiaca.
Alguns autores mostraram que baixas doses de doadores de NO aumentam a
magnitude da I e altas doses tém efeitos opostos (SEARS et al., 1998).

Inimeros trabalhos demonstram os diferentes e téxicos efeitos da exposicdo ao
mercurio, seja ele organico, inorganio ou elementar, sobre os varios 6rgdos e
sistemas e, em especial, sobre o sistema cardiovascular (WAKITA, 1987,
CARMIGNANI et al., 1992; MILLER & WOODS, 1993; KISHIMOTO? et al., 1995;
KISHIMOTOP et al., 1995; HUANG et al., 1996; MAHBOOB et al., 2001; TOUYZ
2004; WOLF & BAYNES 2007; PARK & PARK 2007; HOUSTON, 2007).

Mesmo existindo estudos que mostram os efeitos da exposicdo durante 30 dias
sobre a reatividade de diferentes leitos vasculares, como aorta e artérias
mesentéricas de resisténcia (WIGGERS?" et al., 2008; PECANHA et al., 2010), ainda
nao existem estudos que demostrem os efeitos de baixas concentracdes de HgCl,,
como as encontradas em trabalhadores expostos, em pessoas que consumem
peixes contaminados ou que retiraram amalgamas dentarios, sobre a reatividade de
artérias coronarias. E ainda que correlacionem os efeitos em artérias coronarias com

os efeitos cardiacos.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar os efeitos da exposicdo controlada durante 30 dias a baixa concentracéo de
HgCl, sobre a reatividade de artérias coronéarias de resisténcia e sobre a funcao

contratil de coracfes isolados.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Investigar possiveis alteracfes na resposta vasoconstrictora a serotonina (5-HT)

em artérias coronarias apos exposicao crénica ao HgCl..

- Averiguar se a exposicao cronica ao HgCl, altera a participacdo do Oxido nitrico,
dos prostandides derivados da via do AA-COX, dos canais para potassio e do
estresse oxidativo na resposta vasoconstrictora induzida pela serotonina (5-HT) em

artérias coronarias.

- Investigar se o tratamento alterou a resposta vasodilatadora a acetilcolina (ACh) e

ao doador de o6xido nitrico (DEA-NO) de artérias coronarias.

- Pesquisar se a exposi¢cdo durante 30 dias ao HgCl, modifica a participacdo do
oxido nitrico, dos prostandides derivados da via do AA-COX, dos canais para
potassio e do estresse oxidativo na resposta vasodilatadora promovida pela

acetilcolina (ACh) em artérias coronarias.

- Mensurar a producao local de éxido nitrico em artérias coronarias septais de ratos
expostos a salina e a HgCl,, assim como a quantidade plasmatica de nitritos/nitratos

nos dois grupos experimentais.

- Observar se o tratamento altera a producao local de anion superoxido de artérias

coronarias septais.

- Observar se o tratamento durante 30 dias a baixa concentracdo de HgCl, modificou
a expressao génica da superéxido dismutase (isorformas SOD-1 e SOD-2) e da
NADPHoxidase (subunidades NOX-1 e NOX-4).

- Avaliar, em células endoteliais de coronarias suinas, se a exposicdo durante 24

horas a 0,05; 0,5 e 5 pg/mL de HgCl, incrementa a producdo de espécies reativas
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de oxigénio. E também verificar os efeitos do tempol, da apocinina, da catalase, do
tiron e do L-NAME sobre a producdo de espécies reativas de oxigénio e de

nitritos/nitratos.

- Averiguar a expresséo protéica da subunidade endotelial da sintase do 6xido nitrico

em células endoteliais de coronarias suinas.

- Avaliar se o tratamento cronico com baixas concentracdes de HgCl, durante 30

dias altera a modulacao do éxido nitrico sobre a funcéo de coracdes isolados.

- Verificar se o tratamento com HgCl,, mesmo utilizando baixas concentracdes, foi
capaz de alterar a expressao protéica cardiaca da eNOS, iINOS, SERCA, PLB, PLB-
Ser16, NCX e NKA (isoformas a-1 e a-2).
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1 ANIMAIS EXPERIMENTAIS

Foram utilizados ratos Wistar (Rattus novergicus albinus), com trés meses de idade
ao final do tratamento e pesando entre 250 e 300 gramas. Os animais utilizados
foram obtidos de duas fontes distintas. Para realizacdo dos protocolos com coragao
isolado e de expressao protéica cardiaca os animais experimentais foram fornecidos
pelo biotério do Programa de PoOs-Graduacdo em Ciéncias Fisiologicas da
Universidade Federal do Espirito Santo. Os demais procedimentos foram realizados
utilizando ratos cedidos pelo biotério da Facultad de Medicina da Universidad
Auténoma de Madrid. Durante o tratamento 0s ratos permaneciam em gaiolas com
temperatura e umidade constantes, e ciclo claro-escuro de 12:12 horas. Os animais

tinham livre acesso a racao e agua.

Para a obtencdo das células endoteliais foram utilizados seis porcos que possuiam
entre sete e oito meses, obtidos do Servico de Cirurgia Experimental do Centro de

Pesquisa do Hospital La Paz (Madri, Espanha).

Todos os procedimentos experimentais utilizados estdo de acordo com os principios
eéticos de experimentacdo animal adotados pelo Colégio Brasileiro de
Experimentacdo Animal, e pelas leis espanholas e européias para experimentacao
animal (RD 233/88 Ministerio de Agricultura, Pesca y Alimentacion e 609/86). Os
protocolos experimentais realizados no Brasil foram aprovados pelo Comité de Etica
no Uso de Animais da Escola Superior de Ciéncias da Santa Casa de Misericérdia
de Vitéria (CEUA/EMESCAM/ no CEUA-EMESCAM 007/2007).
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3.2 GRUPOS EXPERIMENTAIS

Os ratos foram aleatoriamente divididos em dois grupos denominados: Controle e

Os ratos do grupo Controle recebiam, diariamente, inje¢cdes intramusculares de
solucéo salina isoténica (NaCl 0,9% - 0,33 mL/Kg) durante um periodo de 30 dias.

Os ratos pertencentes ao grupo HgCl, recebiam, no primeiro dia do tratamento, uma
injecdo intramuscular contendo 4,6 pug/Kg de cloreto de mercurio (HgCl,). Nos 29
dias subsequentes, levando em consideracédo que a meia-vida do HgCl, € de 37 dias
(AZEVEDO, 2003), os ratos recebiam doses diarias de reforco (0,07 pug/kg) contendo
somente a quantidade que eles excretariam em um dia, segundo protocolo
experimental desenvolvido por WIGGERS® et al. (2008). As solucdes contendo
cloreto de mercurio eram diluidas em solucao salina isotbnica. Como previamente
descrito, esse tratamento produz uma concentracdo sanguinea de 7,97 £ 0,59 ng/mL
de HgCl, (WIGGERS® et al., 2008).
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3.3 REATIVIDADE VASCULAR DE ARTERIAS CORONARIAS

O estudo da reatividade das artérias coronarias esquerdas de ratos foi realizado de
acordo com método descrito por MULVANY & HALPERN (1977). Para isso, ao final
dos 30 dias de tratamento com HgCl, ou solucdo salina isotbnica os ratos foram
sacrificados por decapitacdo. O térax foi aberto e o coracédo retirado e mantido em
solucdo de Krebs Henseleit (em mmol/L: 115 NaCl, 25 NaHCO3, 4,7 KCl, 1,2
MgS04.7H20, 2,5 CaCl2, 1,2 KH2PO4, 11,1 glicose e 0,01 Na,EDTA) a 4°C e pH
7.4 durante o procedimento de disseccdo. O ramo descendente anterior da artéria
coronaria esquerda foi isolado com o auxilio de um microscopio de dissecc¢do e
segmentos de, aproximadamente, 2 mm de longitude foram cortados e mantidos a 4°
C. Apos preencher as camaras do miografo para vasos de resisténcia (Danish Myo
Tech, Modelo 410A e 610M, JP-Trading I/S, Aarhus, Dinamarca) com Krebs
Henseleit, dois fios de tungsténio (40 um de diametro) foram inseridos no limen das
artérias para medida de for¢ca isométrica. Um dos fios estava acoplado a um
transdutor de forca isométrica e o outro fio conectado a um micromanipulador que
permitia o estiramento das artérias. Esse miografo estava conectado a um sistema
para aquisicao de dados (Powerlab/800 ADInstruments Pty Ltd, Castle Hill, Australia)

e a um computador (Macintosh ou Hewlett-Packard).
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Figura 8: Desenho esquemético mostrando a localizagdo do ramo descendente da artéria coronaria

esquerda (direita). Microfotografia de um coracdo mostrando a artéria em questao (esquerda).
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Figura 9: Desenho representativo mostrando o miégrafo de arames para pequenos vasos, gaseificado

com mistura carbogénica, ligado a um sistema de aquisi¢cdo de dados.

Apos periodo de 30 minutos de estabilizacdo em solucdo de Krebs Henseleit
gaseificada com mistura carbogénica (95% de O, e 5% de CO,, pH 7,4, 37° C), as
artérias foram estiradas a uma tensdo de repouso considerada 6tima em relacdo ao
seu diametro interno. Para isso, em cada segmento arterial a relacdo tensao:
didmetro interno foi calculada e entdo foi determinada a circunferéncia interna
correspondente a uma pressao transmural de 100 mmHg para um vaso relaxado in
situ (L10o). Para a realizac&o dos experimentos, as artérias foram mantidas com uma
circunferéncia interna L;, calculada como L;= 0,90 X Ligo, circunferéncia na qual o
desenvolvimento de forca € maximo. (MULVANY & HALPERN, 1977).

Apos estabilizacdo em sua tensdo de estiramento ideal, as artérias coronarias foram
expostas a uma solucdo com concentracdo alta de potassio (120 mmol/L, a

composicdo é similar ao Krebs Henseleit, no entanto o NaCl foi substituido por KCI
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em concentracdo equimolar) para avaliar a capacidade contratil dos segmentos. As
solucdo foi novamente trocada para solucdo de Krebs-Henseleit normal e apés
retorno a sua tensdo basal , determinou-se a presenca de endotélio. Para comprovar
a integridade endotelial, as artérias foram pré-contraidas com uma concentragcéo de
5-hidroxitriptamina (5-HT) suficiente para produzir 50 % da contracao produzida pela
solucdo de Krebs-Henseleit com KCI 120 mM, e entdo o relaxamento vascular foi
obtido por exposicéo a 10 uM de acetilcolina (ACh). Somente foram utilizadas nesse
estudo as artérias com relaxamento superior a 50 % da contracdo induzida pela 5-
HT.

3.3.1 Efeitos da exposicdo ao HgCl, sobre a resposta constritora a 5-
Hidroxitriptamina (5-HT) e dilatadora a acetilcolina (ACh) e ao diethylamine
NONOate (DEA-NO) em artérias coronarias de ratos.

Apos o teste de integridade endotelial as artérias permaneceram 60 minutos para se
estabilizarem e entéo foi realizada uma curva concentracao resposta a ACh (1 nM a
10 uM) em artérias pré-contraidas com 5-HT (concentracdo suficiente para produzir
50 % da contracdo maxima ao potassio). Apos igual periodo de estabilizacao foi
realizada uma curva concentragcao resposta a 5-HT (10 nM a 100 uM). As curvas de
relaxamento a ACh e de contracao a 5-HT foram realizadas também apds incubacao
por 30 minutos com alguns farmacos, no intuito de verificar a via pela qual o

tratamento com HgCl, foi capaz de alterar a reatividade de artérias coronarias.

Em segmentos de artérias controles (sem farmacos) pré-contraidas com 5-HT
(concentracao suficiente para produzir 50 % da contracdo ao KCI) foi realizado
também uma curva concentracdo resposta ao doador de NO, dietilamina NONOate
(DEA-NO - 1 nM a 10 um).
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3.3.2 Participacdo do oOxido nitrico, das espécies reativas de oxigénio, dos
prostandides e dos canais para 0 potassio na resposta contratil a 5-
Hidroxitriptamina (5-HT) em artérias coronarias de ratos expostos ou ndo ao
HgCl..

Com a finalidade de avaliar a via pela qual o tratamento com HgCl, modifica a
reatividade vascular, alguns farmacos foram utilizados. As artérias foram incubadas

por 30 minutos antes da realiza¢do da curva concentracao resposta a 5-HT.

Para avaliar se o tratamento com HgCI, altera a participagcdo do NO na resposta
induzida pela 5-HT utilizamos o L-NAME (L-NG-nitro-arginina metil éster- 100 pM),

um inibidor n&o seletivo da sintase de 6xido nitrico.

A producdo de espécies reativas altera a reatividade vascular, principalmente por
reduzir a biodisponibilidade de NO. Para verificar se o tratamento com HgCl, altera a
participagcdo das espécies reativas de oxigénio sobre a resposta contratil a 5-HT,
utilizamos o tiron (acido disulfénico 4,5-dihidroxi-1,3-benzeno - 1mM), um “varredor”
nao-enzimatico de anion superoxido e a superoxido dismutase (SOD- 150 U/mL),
uma enzima que converte anion superéoxido em peroxido de hidrogénio (H.0,) e

oxigénio molecular (Oy).

A participacédo dos derivados da via do acido araquidonico- ciclooxigenase sobre a
resposta contratil a 5-HT foi testada utilizando a Indometacina (10 uM), um inibidor

inespecifico da ciclooxigenase (COX).

Ainda, para avaliar a influéncia dos canais para 0 potassio sensiveis ao calcio sobre
a resposta contratil induzida por 5-HT as artérias coronarias foram incubadas com
tetraetilamoénio (TEA, 2 mM), um bloqueador nédo seletivo de canais para o potassio

ativados por calcio.

3.3.3 Participacdo do oxido nitrico, das espécies reativas de oxigénio, dos
prostanoides e dos canais para o potassio naresposta dilatadora a acetilcolina

(ACh) em artérias coronarias de ratos expostos ou ndao ao HgCl..

Para avaliar se o tratamento com HgCIl, altera a participacdo do NO na resposta
endotélio dependente induzida pela ACh utilizamos o L-NAME (100 uM), um inibidor

nao seletivo da sintase de 6xido nitrico.
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Para verificar se o tratamento com HgCl, altera a produgcdo e participacdo das
espécies reativas de oxigénio sobre a resposta contratil a 5-HT, utilizamos o tiron
(acido disulfénico 4,5-dihidroxi-1,3-benzeno - 1mM), um “varredor” nao-enzimatico
de anion superoxido e a apocinina (0,3 mM), inibidor da NADPHoxidase, que é uma

das principais fontes geradoras de radicais livres derivados do oxigénio.

A participagdo dos derivados da via do &cido araquiddnico- ciclooxigenase sobre a
resposta contratil a 5-HT foi testada utilizando a indometacina (10 uM), um inibidor

inespecifico da COX.

Ainda, para avaliar a influéncia dos canais para o potassio sensiveis ao célcio sobre
a resposta contrétil induzida por 5-HT as artérias coronarias foram incubadas com
tetraetilamonio (TEA, 2 mM), um bloqueador nédo seletivo de canais para o potassio

ativados por calcio.
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Figura 10: Representacdo esquematica do protocolo experimental realizado nos experimentos de
reatividade vascular em artérias coronarias. 5-HT (serotonina), ACh (acetilcolina), L-NAME (L-NG-
nitro-arginina metil éster- 100 pM), tiron (acido disulfénico 4,5-dihidroxi-1,3-benzeno- 1mM), TEA
(tetraetilamdnio- 2 mM), SOD (superdxido dismutase- 150 U/mL), Indometacina (10 pM).
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3.4 NITRITOS E NITRATOS PLASMATICOS

Apés decapitacdo, o sangue foi coletado em tubo contendo EDTA (&cido
Etilenodiaminotetraacético). Foi centrifugado a 1500 g durante 10 minutos a uma
temperatura de 4° C. Em seguida, o sobrenadante foi recolhido e armazenado a -80°

C até o momento de sua utilizagao.

Os nitritos sdo produtos finais estaveis da autodegradacdo do Oxido nitrico em
solucdo aquosa e sua concentracdo € proporcional a quantidade deste gas. No
entanto, no organismo o nitrito € facilmente oxidado a nitrato. A medida de nitritos
realizou-se mediante modificagdo do método de Griess (GREEN et al., 1982)
descrita por MIRANDA et al. (2001).

Para se realizar a medida de nitritos plasmaticos, o plasma deve estar livre de
proteinas, ja que a hemoglobina pode interferir na reagdo. Para isso as amostras de
plasma sdo mescladas com etanol em razdo 1:2. Em seguida, essa mistura €
agitada durante um minuto e as amostras centrifugadas a 1000 x g durante 10
minutos a 4° C e foi coletado somente o sobrenadante. As amostras foram
colocadas uma placa de 96 pocos em triplicata (ou seja, trés aliquotas de cada
amostra). Ja que os nitritos estdo em menor quantidade que os nitratos, a conversao
de nitratos em nitritos foi realizada com a adi¢cao de cloreto de vanadio (Ill) 8 mg/mL
em cada poco.. Entdo, os reagentes de Griess: sulfanilamida (2%) e N-(1
Naphthyl)ethylenediamina dihidrocloridrato (0.1%) foram rapidamente adicionados.
Esses reagentes se combinam com 0s nitritos presentes na amostra para formar um
composto nitrogenado colorido. A intensidade da cor produzida é proporcional a
guantidade de nitritos presentes na amostra. Apos 30 minutos de incubacdo das
amostras em temperatura ambiente (25° C) a absorbancia a 540 nm foi mensurada

usando um espectrofotdmetro apos 30 minutos de incubacéo.
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3.5 LIBERACAO LOCAL DE OXIDO NITRICO

A liberacdo de oxido nitrico (NO) foi medida de acordo com método descrito por
MARTIN e colaboradores (2005). Primeiramente, o ventriculo direito foi separado do
esquerdo e a artéria septal ficou exposta no septo interventricular. As artérias
coronarias septais foram dissecadas, retrando o maximo de miocardio quanto
possivel, e estabilizadas durante 60 minutos em tampdo HEPES (em mmol/L: NaCl
119; HEPES 20; CaCl; 1,2; KCI 4,6; MgS0O, 1; KH, PO, 0,4; NaHCO3 5; glicose 5,5;
NaH,PO,4 0,15; pH 7,4) a 37° C, entdo foram incubadas com o produto fluorescente
4,5-diaminofluoresceina (DAF- 2 ymol/L), uma sonda que se liga ao NO e emite
fluorescéncia, durante 1 h e o meio foi coletado para medida da liberacéo basal de
NO. Para medida da liberacéo ap6s estimulo, uma dose de 5-HT (1 uM) e ACh (10
MM) foi aplicada, simulando uma situgcdo de estimulo para liberagcéo local de NO. A
fluorescéncia do meio foi medida em temperatura ambiente usando um
espectroflorimetro (LS50 Perkin Elmer instruments, FL WINLAB Software) com
comprimento de onda de excitacdo a 492 nm e de emissdo a 515 nm. Da mesma
maneira foi medida a fluorescéncia, no entanto sem a artéria coronaria septal para
saber a emissao basal de fluorescéncia da DAF. A quantidade de NO liberado foi
expressa como unidades arbitrarias de fluorescéncia/mg de tecido (MARTIN et al.,
2005).
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3.6 PRODUCAO LOCAL DE ANION SUPEROXIDO

A producgédo local de anions superoxido foi medida em artérias coronarias septais
utilizando a quimioluminescéncia da lucigenina, como previamente descrito por
(MARTIN et al., 2005). As artérias septais de ratos dos grupos Controle e Mercurio
foram estabilizadas por 30 minutos em tampdo HEPES a 37° C, e transferidas a
tubos de teste contendo 1 mL de tamp&o HEPES (em mmol/L: NaCl 119; HEPES 20;
CaCl; 1,2; KCI 4,6; MgSO4 1; KH,; PO4 0,4; NaHCOg3 5; glicose 5,5; NaH,PO,4 0,15;
pH 7,4) a 37° C com lucigenina (250 mmol/L) e mantidas a 37° C. Medidas repetidas
foram obtidas durante 5 minutos com intervalos entre cada medida de 30 s. Apés as
medidas de producéo basal de anions superéxido, o Tiron (10 mmol/L), um varredor
de anions superéxido ndo enzimatico e permeavel a membrana celular, foi
adicionado para confirmar que a luminescéncia € dependente especificamente de
anions superoxido. Também, foi medida a luminescéncia de amostras da mesma
maneira, mas sem artérias septais, para medida de emissao basal de luminescéncia
da lucigenina (MARTIN et al., 2005). A producdo local de &nion superoxido foi

expressa em unidades arbitrarias de luminescéncia/ mg de tecido / minuto.
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3.7 EXPRESSAO GENICA DAS SUBUNIDADES NOX-1 E NOX-4 DA NADPH -
OXIDASE E DAS ISOFORMAS SOD-1 E SOD-2 DA SUPEROXIDO DISMUTASE.

A expressdo do RNAmM da NOX-1, NOX-4, SOD-1 e SOD-2 foi determinada em
segmentos de artérias coronarias descendente anterior esquerda e septal de
animais expostos ou ndo ao HgCl,. O RNA total foi obtido usando TRIzol (Invitrogen
Life Technologies, Philadelphia, PA), um tampao especifico de isolamento de
RNAm. A quantificacdo do RNA total foi calculada medindo-se a absorvancia a 260
nm. Na sequéncia, 0,5 pg do RNA total tratado com DNAase | foi transcrito a cDNA
utilizando-se um kit comercial (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). O
protocolo foi realizado segundo as instru¢des comerciais em 10 yL de volume de

reacao.

O PCR foi realizado em duplicada para cada amostra, utilizando 1 uL de cDNA como
modelo, 1x of TagMan Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems), e 10x de
Tagman Gene Expression Assays (Applied Biosystems) para cada 20 pL de reacao.
Foram utilizados primers (Assays-on-Demand™ deTaqgMan™- Applied Biosystems)
para amplificar o gen da NOX-1 (Rn 00586652 _m1), NOX-4 (Rn 00585380 _m1l),
SOD-1 (Rn00566938 m1l), SOD-2 (Rn00566942 gl) e 18S rRNA (4319413E), o

qual foi utilizado como controle enddgeno para normalizar os resultados.

A reacdo em cadeia da polimerase foi realizada em um sistema de deteccédo de
sequéncia ABI prism 7000 (Applied Biosystems), nas seguintes condi¢cdes: 50°C por
2 minutos, 95°C por 10 minutos, 95°C por 15 minutos durante 40 ciclos e 60°C por 1
minuto. Os niveis relativos de NOX-1 e NOX-4 foram determinados usando a

-AACt
2

equacao . Os resultados estdo demonstrados como expressao relativa de

RNAmM no grupo HgCl, comparado ao grupo Controle.
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3.8 ANALISE MORFOMETRICA DE VASOS CORONARIANOS

Para avaliar se o tratamento com HgCl; altera a morfometria de vasos coronarianos,
um total de 8 animais de cada grupo experimental foram analisados. O tecido
ventricular foi fixado em solucdo de formoldeido 4 % tamponado com sédio. As
amostras foram desidratadas e inseridas em parafina. O tecido imerso em parafina
foi cortado em secc¢bes de 4 um e entdo coradas com tricromio de Masson. Um total
de 48 vasos intramiocardicos (trés por rato) foram analisados individualmente
usando uma camera monocromatica de alta resolugdo CCD (Sony XC-75CE)
conectada a um microscopio (Leica DMRB). A analise morfométrica foi realizada
usando um sistema de analise de imagens (Leica Q500MC) com 8 bits de imagens
em escala de cinza (256 escalas de cinza: o valor O representa o preto ou branco e
mais 255 cores). Uma edicdo binaria foi utilizada para remover artefatos que néo
correspondem a area do vaso coronariano avaliado. As analises foram realizadas
em lentes que permitem um aumento de 40 X, para que os vasos fossem claramente
distinguidos. As mesmas condicfes de iluminacdo foram usadas em todas as
medidas e a calibracdo do sistema foi realizada usando um micrémetro (Leitz) que
permite a computacdo da area do objeto em unidade de pm?® A média foi obtida
subtraindo-se a area total do vaso externa a lamina elastica da area do lumen.
Somente um investigador realizou todas as medidas de ambos o0s grupos

experimentais.
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3.9 CULTURA DE CELULAS ENDOTELIAIS

Foram utilizados porcos de sete a oito meses de idade obtidos do Servigo de
Cirurgia Experimental do Centro de Pesquisa do Hospital La Paz (Madri, Espanha).
Os porcos foram sacrificados com uma injecao letal de cloreto de potassio, depois
de anestesiados com isoflurano inalatério, e os coragfes retirados e mantidos em
solucéo salina estéril (NaCl 0,9 %) a 4° C até o momento da dissecc¢ao das artérias

coronarias.

As artérias corondrias esquerda e direita foram adequadamente dissecadas em
Nutrient Mixture F-12-HAM contendo antibidticos e fungicidas para prevenir a
contaminacdo. ApoOs a retirada das artérias corondrias todo o tecido muscular
cardiaco e adiposo foi retirado cuidadosamente utilizando pequenas tesouras em
microscopio para disseccao para impedir a lesdo da camada endotelial do vaso.
Entdo, dentro de uma camara de fluxo laminar, as artérias foram cortadas em
fragmentos de 2 a 3 cm de longitude e abertas longitudinalmente. A face luminal foi
colocada em contato com solucdo Nutrient Mixture F-12-HAM contendo 0,2 % de
colagenase (Worthington Biochemical Corporation, Lakewood, NJ, USA) durante 5
minutos a 37° C. ApoOs esse curto periodo de digestao, as células endoteliais foram
retiradas mecanicamente com o auxilio de uma pinga com pontas curvas e
cultivadas em meio de cultura Iscove modified Dulbecco’s (Gibco, Invitrogen,
Carlsbad, CA, USA) com 20 % de soro bovino fetal (FBS, Biological Industries,
Kibbutz Beit Haemek, Israel) e antibiéticos (penicilina 100 U/mL, estreptomicina 100
pMg/mL), em pocos gelatinizados. As culturas celulares foram mantidas a 37° C em
uma incubadora umida e com 5 % de CO; e 0 meio de cultura foi trocado a cada 2 a
3 dias.

Quando as células encontravam-se confluentes, ou seja, formavam uma
monocamada uniforme de células elas eram incubadas com 0,1 % de tripsina e 0,1
% de EDTA e, ap6s se desprenderem do fundo dos pocos de cultivo,
ressuspendidas em meio de cultura mencionado anteriormente (DUFRESNE &
WAROCQUIER-CLEROUT, 2001). O objetivo desse procedimento é estimular o
crescimento celular e aumentar a quantidade de células viaveis para o trabalho.
Cada vez que as células eram expostas a solucéo de tripsina e EDTA (0,1 %) e
ressuspendidas considerava-se aumento de uma passagem das células. As células

recém explantadas das coronérias suinas constituiam células em passagem zero (0)
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e a primeira vez que eram expostas a solucéo de tripsina + EDTA e ressuspendidas
tornavam-se células em passagem um (1) e assim sucessivamente. Foram

utilizadas para o trabalho células até a passagem quatro (4).
3.9.1 Caracterizacao

O fendtipo das células endoteliais foi confirmado pela expressao do fator de Von
Willebrand (VWF- diluicho do anticorpo 1:100, Dako, Glostrup, Denmark), um
marcador especifico para células endoteliais. Um anticorpo secundario adequado
conjugado com fluoresceina isotiocianato (FITC) foi utilizado (diluicdo do anticorpo
1:200). As células foram examinadas em um microscépio de fluorescéncia (Nikon
Eclipse T300) e as imagens foram obtidas com uma camera digital (Diagnostic
Instruments, Inc.) (SERRANO et al., 2009).

3.9.2 Producéao de anion superoxido

As células endoteliais, quando confluentes, foram colocadas em jejum por 24 horas
em solucgéo Iscove modified Dulbecco’s contendo antibioticos (penicilina 100 U/mL,
estreptomicina 100 yg/mL) e 5% de soro bovino fetal. Entdo, foram expostas ao
HgCl, (0,05; 0,5 e 5 pg/mL) e a H20, (100 umol/L) por 24 horas. A incubacdo com
H,O, foi utilizada como controle positivo, ja que sabidamente, o peréxido de
hidrogénio é capaz de gerar espécies reativas de oxigénio (LI et al., 2001). Para
verificar se a producdo de anion superéxido era modificada por antioxidantes,
células foram incubadas com Tempol (10 umol/L), Apocinina (300 umol/L), Catalase
(1000 U/mL) e Tiron (1 mmol/L) 30 minutos antes de serem expostas ao HgCl, (5
pHg/mL). A producédo de anion superoxido (O2) em células endoteliais foi avaliada
pela fluorescéncia emitida pelo dihidroetideo (DHE) como previamente descrito
(JIMENEZ-ALTAYO et al., 2006). A hidroetidina, na presenca de O,, é oxidada em
brometo de etidio, que se une ao DNA emitindo fluorescéncia, o que indica a
presenca de anion superoxido. O brometo de etidio é excitado a 546 nm e possui um
espectro de emissdo de 610 nm. As células foram examinadas em um microscopio
de fluorescéncia (Nikon Eclipse T300) e as imagens foram obtidas com uma camera
digital (Diagnostic Instruments, Inc.). As imagens foram processadas usando o

programa para andlise e quantificacdo de fluorescéncia (Metamorph 7.1.0.0).
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3.9.3 Expresséo protéica da isoforma endotelial da sintase do Oxido nitrico
(eNOS).

A expressao protéica da eNOS foi medida em células primariamente isoladas de
coronarias suinas (entre os passes 2 e 4) apdés a exposicdo a diferentes
concentragcbes de HgCl,. As células endoteliais, quando confluentes, foram
colocadas em jejum por 24 horas em solugéo Iscove modified Dulbecco’s contendo
antibidticos (penicilina 100 U/mL, estreptomicina 100 yg/mL) e 5% de soro bovino
fetal. Entao, foram expostas ao HgCl; (0,05 e 5 pg/mL) por 24 horas. As células ndo
tratadas com foram utilizadas como controle. Apos o tratamento, o sobrenadante foi
coletado para medida de nitritos e as células foram lavadas com solugéo de PBS fria
(4° C) coletadas e lisadas utilizando tampao RIPA contendo um coquetel de
inibidores de proteases (Complete C, Roche, Barcelona, Espanha). A concentracéo
de proteina foi medida no lisado de células pelo método de Bradford (1976). Para a
realizacdo da medida protéica, um total de 40 mg de proteina de cada amostra
foram submetidas a uma eletroforese com 7,5 % SDS-PAGE em um sistema Mini-
Protean Il (BioRad) durante 2 horas e transferidas para uma membrana de polivinil
difluorida (Amersham International plc, Little Chalfont, UK). As membranas foram
incubadas durante 60 minutos, a temperatura ambiente, com uma solugéao
bloqueante (leite desnatado 5 %, soroalbumina bovina 5 %, Tris- 25 mM, NaCl 137
mM e Tween 20 0,2 %) para evitar a unido ndo especifica com reativos nédo
imunologicos. Em seguida estas mesmas membranas foram incubadas sob agitacéo
com solucao bloqueante contendo o anticorpo primario monoclonal de camundongo
para a eNOS (1:1000, BD Biosciences, San Jose, CA, USA). Apds este
procedimento, as membranas foram lavadas com solucdo de TBS-T (Tris 10 mM,
NaCl 100 mM e Tween 20 0,1 %) por 30 minutos, sob agitacdo. Depois de lavar a
membrana para remover o anticorpo nao ligado, a mesma foi exposta ao anticorpo
secundario anti-camundongo conjugado a horseadish peroxidase (1:5000,
StressGen, Ann Arbor, MI, USA), direcionado a por¢cdes espécies-especificas do
anticorpo primario. A proteina correspondente a eNOS foi detectada por uma
reacdo de quimiluminescéncia, utilizando um sistema de deteccdo (ECL Plus,
Amersham Life Science). As membranas foram colocadas em contato com um filme
fotografico (X-ray AX film - Konica Minolta) e posteriormente reveladas. As bandas

das proteinas foram quantificadas mediante andlise densitométrica. Os blots
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imunolégicos foram quantificados utilizando o programa de computador National
Institutes of Health Image V1.56. Este mesmo processo foi utilizado para determinar
a expressao da a-actina (anticorpo monoclonal de camundongo anti-B-actina, 1:200
000, Sigma Chemical Co, St. Louis, MO, USA) que foi utilizado como fator de
correcao da expressao protéica investigada.

3.9.4 Producdo de nitritos e nitratos em meio de cultivo de células endoteliais.

As células endoteliais cresceram em placas com 6 pocos e quando confluentes
foram mantidas por 24 horas em solugdo Iscove- modified Dulbecco’s culture
medium contendo 5% de soro bovino fetal e antibi6ticos. Apds esse periodo, as
células foram expostas por 24 horas ao HgCl, (0,05; 0,5 e 5 pg/mL).

Com a finalidade de verificar se a presenca de espécies reativas de oxigénio altera o
conteudo de nitritos e nitratos em sobrenadante de células endoteliais, as células
foram incubadas, 30 minutos antes da exposicdo a 5 pg/mL de HgCl,, com
Apocinina (300 pmol/L) e tiron (1 mmol/L).

Finalmente, as células tratadas foram incubadas com bradicinina (1umol/L) trinta
minutos antes de se coletar o sobrenadante. O sobrenadante foi coletado para a
medida direta de nitritos e nitratos. Apds essa coleta, as células foram lavadas e
coletadas utilizando tampéao RIPA (FURIERI® et al., 2011).

A producdo de NO foi determinada, indiretamente, pela medida do conteddo de
nitritos. As amostras (225 pL de cada amostra) foram colocadas em uma placa de 96
pocos e a conversao de nitratos em nitritos foi realizada com a adicao de cloreto de
vanadio (lll) 8 mg/mL em cada poco. Entdo, 75 pL do reagente de Griess
(sulfanilamida (2 %) e N-(1 Naphthyl)ethylenediamina dihidrocloridrato (0.1 %)) foram
rapidamente adicionados em cada poco. A absorbancia a 540 nm foi mensurada
usando um espectrofotbmetro apés 30 minutos de incubacdo. A concentracdo de
nitritos foi determinada utilizando a curva de calibracdo padréo de nitrito de sédio. As
concentragcfes de nitritos foram corrigidas pela concentracdo de proteina em cada
poco medida pelo método de Lowry e utilizando o BSA como padrdo. Os dados

estdo expressos como pg/mg de proteina.
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3.10 CORACOES ISOLADOS

ApOs o término do tratamento crénico, os animais foram anestesiados com uretana
sédica (1,2 g / kg) e uma injecao de heparina sodica (40 U) foi realizada para evitar a
formacdo de coagulos sanguineos durante a manipulacdo dos coracdes. Depois de
anestesiados, os ratos foram sacrificados por deslocamento cervical, o térax aberto
e 0 coracao exposto. As artérias derivadas do arco aértico foram amarradas com fio
de algoddo. O coracéo foi retirado e perfundido retrogadamente através da aorta
com solucéao Krebs-Henseleit (em mM): NaCl: 120, KCI: 5.4, MgCl,:1.2, CaCl,: 1.25,
NaH,PO,: 2, Na;SO4: 1,2, NaHCOg3: 24, glicose: 11; pH 7,4 e 34° C e gaseificada
com mistura carbogénica (5 % CO, e 95 % O,) através do coto aortico com fluxo
constante de 10 mL/min, de acordo com a técnica de Langendorff (SKRZYPIEC-
SPRING et al.,, 2007). Um transdutor de pressao (TSD 104A- conectado a um
sistema Biopac MP-100) ligado ao sistema de perfuséo foi utilizado para medida e
acompanhamento da pressdo de perfusdo coronariana (PPC). A pressao
coronariana é igual ao produto da resisténcia coronariana pelo fluxo. Como o fluxo é
mantido constante, mudancas na pressao coronariana retratam alteracbes na

resisténcia da circulacdo coronariana.

O éatrio direito (AD) foi retirado visando a remocdo do noédulo sinoatrial, e a
frequéncia de estimulacéo elétrica foi fixada em 200 bpm através de dois eletrodos
(Ag/AgCl) colocados em contato com o meio contendo a solucdo nutridora
previamente citada. Os pulsos elétricos eram retangulares, com intensidade de 10 V
e com duracdo de 10 a 12 ms. Os dados de frequéncia cardiaca foram obtidos
indireta e concomitantemente a partir dos registros de pressdo sistdlica
isovolumétrica do VE (PSIVE).

O éatrio esquerdo foi aberto e um balédo de latex inflavel, conectado a um transdutor
de pressao (TSD 104A- conectado a um sistema Biopac MP-100) foi introduzido na
cavidade ventricular esquerda para controle e medida da pressdo diastélica
isovolumétrica (PDIVE) e mensuracdo da PSIVE. O transdutor era mantido
conectado a um sistema de aquisicdo de dados (MP 100 Biopac Systems: Inc; CA) e
esses registrados em computador pelo software Biopac Student Lab utilizando taxa
de amostragem de 2000 amostras / segundo. A pressédo sistélica isovolumétrica
desenvolvida do VE representa a diferenca entre presséo sistolica isovolumétrica e

pressao diastdlica isovolumétrica desta cavidade ventricular
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A presséo diastolica isovolumétrica do ventriculo esquerdo foi fixada em 5 mmHg,
através da inflacdo do baldo de latex contido na cavidade ventricular, e a

preparacdo mantida por um periodo de estabilizacdo de 20 minutos.

Apés o periodo de estabilizacdo e também apds 15, 30, 45 e 60 minutos de perfuséo
com solucéo de Krebs Henseleit contendo o inibidor nao seletivo da sintase do NO,
L-NAME (100 ymol/L) foram realizadas medidas da FC, PPC, PDIVE e PSIVE.

Em coracbes de ratos dos grupos Controle e Mercurio foi avaliada a resposta ao
aumento da pressao diastdlica isovolumétrica do ventriculo esquerdo antes e 60

minutos depois da perfusdo com L-NAME (100 pmol/L).
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3.11 ANALISE MORFOMETRICA DOS MIOCITOS E QUANTIFICACAO DE
COLAGENO DE CORACOES DE RATOS EXPOSTOS OU NAO AO HgCl,.

No presente trabalho duas diferentes quantificacdes foram realizadas para avaliar se
o tratamento alterou a estrutura cardiaca. Primeiramente, foi investigado se o
tratamento modificou o tamanho ou morfologia dos midcitos cardiacos.

Posteriormente, investigamos se houve alguma variagdo no conteudo de colageno.
3.11.1 Morfometria dos cardiomiécitos.

Para avaliar se o tratamento com HgCl, altera o tamanho dos midcitos cardiacos, um
total de 8 animais de cada grupo experimental foram analisados. O tecido ventricular
foi fixado em solucdo de formoldeido 4 % tamponado com sédio. As amostras foram
desidratadas e inseridas em parafina. O tecido em parafina foi cortado em seccdes
de 4 um e entdo coradas com tricromio de Masson. Trés seccdes de cada animal
foram observados e analisados individualmente usando uma camera monocromatica
de alta resolugdo CCD (Sony XC-75CE) conectada a um microscopio (Leica DMRB).
A analise morfométrica foi realizada usando um sistema de analise de imagens
(Leica Q500MC) com 8 bits de imagens em escala de cinza (256 escalas de cinza: o
0 representa o preto ou branco e mais 255 cores). Uma edicéo binaria foi utilizada
para remover artefatos que nao correspondem ao corpo celular do cardiomidécito
avaliado. As analises de todos os cardiomiocitos (60 a 80 por animal) foram
realizadas em lentes que permitem um aumento de 40 X, que permite a clara
visualizacdo dos nucleos celulares. As mesmas condi¢cbes de iluminacdo foram
usadas em todas as medidas e a calibracdo do sistema foi realizada usando um
micrémetro (Leitz) que permite a computacdo da area do objeto em unidade de um?.
Somente um investigador realizou todas as medidas de ambos 0s grupos

experimentais.

3.11.2 Quantificacdo do coladgeno cardiaco.

Para avaliar o contetdo de colageno usamos o corante Picrius Sirius vermelho. Essa
técnica € amplamente utilizada para medida de coldgeno em diferentes tecidos. O
tecido ventricular foi fixado em solucdo de formoldeido 4 % tamponado com sédio.
As amostras foram desidratadas e inseridas em parafina. O tecido em parafina foi

cortado em secgOes de 4 um e entédo coradas com 0,5 % Sirius Red F3BA (Aldrich
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Chemical Company). A quantificacdo do colageno no ventriculo esquerdo foi
realizada usando um sistema de andlise de imagens (LEICA 500YW, Cambridge,
UK). Os dados estéo expressos como porcentagem da area total estudada. Somente

um investigador realizou todas as medidas de ambos 0s grupos experimentais.
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3.12 QUANTIFICACAO DE PROTEINAS REGULADORAS DO MOVIMENTO DO
CALCIO MIOCARDICO

Para avaliar se o tratamento altera a expressdo de proteinas envolvidas com o
movimento de calcio miocardico avaliamos, por meio da técnica de Western Blot, a
expressdo as seguintes protefnas: Ca®’- ATPase do reticulo sarcoplasmatico
(SERCA-2a); fosfolambam (PLB); fosfolambam fosforilado na serina-16 (fosfo-Ser16-
PLB); trocador sédio/calcio (NCX); e as subunidades a-1 e a-2 da Na'-K*- ATPase
(NKA). Apés os experimentos em coracdes isolados utilizando a técnica de
Langendorff, os coracbes foram congelados em nitrogénio liquido e mantidos a -80°
C até o momento de processamento das amostras para quantificacdo das proteinas.

Os coracgdes foram homogeneizados a 4° C, utilizando tampao de homogeneizacao
constituido de : Tris- HCI (10 mM, pH 7,4); NavVO3 (1 mM); SDS, 1 %; DTT (0,5 mM);
EDTA (5 mM, pH 8); PMSF (1 mM); NaF (10 mM) e inibidor de protease.

Apoés a homogeneizacéo as amostras foram centrifugadas (Eppendorf-Neitheir- Hinz,
Gmbh22331, Alemanha) a 4°C a 12.000 rpm durante 20 minutos. O sobrenadante foi
recolhido para utlizacdo. O total de proteina presente no sobrenadante foi
guantificado utilizando o método de Bradford (1976) através de espectrofotometria
(Fotdbmetro Bioquimica, Bio 2000, Brasil). As aliquotas contendo quantidade
especifica de proteina (50 ug para PLB, PLB- phospho-Serl6 e 100 ug for SERCA,
NCX, a-1, a-2 NKA) foram diluidas em solucdo de Laemmli (Uréia 0,5 mM; SDS
0,17 mM; DTT 39 uM; Tris-HCI 0,01 M pH=8 e azul de bromofenol 0,5 %). As

amostras foram centrifugadas e mantidas a 95 °C por 4 minutos.

As amostras foram carregadas em gel SDS-poliacrilamida a 10 % (acrilamida 40 %;
Tris HCI 1,5 M pH = 8,8; SDS 10 %; persulfato aménico —APS- 10 % e Temed). As
amostras para medida de proteinas de menor peso molecular (PLB e PLBser-16)
foram carregadas em gel SDS- poliacrilamida a 15 %. Os géis encontravam-se
imersos em uma cuba contendo tampéo de eletroforese (Tris-HCI 25 mM, glicina 190
mM, SDS 0,1 %) a 4° C. As amostras foram submetidas a uma eletroforese em um
sistema Mini-Protean Il (BioRad) durante 2 horas, aplicando uma corrente constante
de 80 V (PowerPac™ HC, BioRad, Singapura). Isto promoveu a separac¢do das

proteinas no gel de acordo com seu peso molecular.
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Apés o término da eletroforese as proteinas foram transferidas do gel para uma
membrana de nitrocelulose (Amersham, GE Healthcare, UK) previamente ativada
com agua durante 20 segundos. Para a transferéncia, o papel Whatman, a
membrana e o gel foram montados em um sistema de sanduiche banhados por uma
solucao tampéo de transferéncia (Tris-HCI 25 mM, glicina 190 mM, metanol 20 % e
SDS 0,1 %) a 4 °C por uma hora usando uma corrente de 25 V em um “Semi-dry”
(Trans-Blot SD Cell, Bio-Rad, U.S.A.).

Apés a transferéncia das proteinas, as membranas foram bloqueadas por 2 horas, a
temperatura ambiente, com solucdo de bloqueio (leite desnatado 5 %, Tris-HCI 10
mM, NaCl 100 mM, tween 20 a 0,1 %, pH 7,5) para evitar a unido inespecifica com
reativos ndo imunologicos. Em seguida, as membranas foram incubadas com
anticorpo primario durante toda noite a 4° C, sob agitacdo, com 0s seguintes
anticorpos primarios diluidos em uma solucéo a 5 % de albumina com tampé&o TBS-
T (Tris-HCI 10 mM, NaCl 100 mM, Tween 20 0,1 %, pH 7,5):

e SERCA-2a: anticorpos monoclonais de camundongo anti-SERCA-2a ATPase,
1:500, Affinity BioReagents, CO, USA.

e PLB: anticorpo monoclonal de camundongo anti-PLB, 2 pg/mL, Affinity
BioReagents, CO, USA.

e fosfo-Serie-PLB: anticorpo policlonal de coelho anti-fosfo-Seris-PLB, 1:5000,
Badrilla, West Yorkshire, UK.

e NCX: anticorpos monoclonais de camundongo anti-NCX, 1:200, Abcam
Cambridge, MA, USA.

e a-1 NKA: anticorpo monoclonal de camundongo anti-a-1 NKA, 1:1000,
Upstate, Billerica, MA, USA.

e a-2 NKA: anticorpo policlonal de coelho anti-a-2 NKA, 1:1000, Upstate,
Billerica, MA, USA.

e GAPDH (Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase): anticorpo monoclonal
de rato anti-GAPDH, 1:5000, Abcam Cambridge MA, USA. Usado para corrigir

a expressao das proteinas estudadas.

Em seguida as mesmas foram lavadas 3 vezes, durante 10 minutos cada lavagem

com TBS-T e incubadas por 2 horas com 0s respectivos anticorpos secundarios
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(anti-coelho ou anti- camundongo 1:5000, StressGen, Victoria, Canada) conjugados
a peroxidase. Apoés a incubagdo com o anticorpo secundéario, as membranas foram
novamente lavadas por 30 minutos para remocdo do excesso de anticorpo
secundario com a solugdo TBS-T e por mais 30 minutos com a mesma solucao sem

tween 20.

As proteinas correspondentes foram detectadas por uma reacdo de
guimioluminescéncia por meio da exposi¢cdo da membrana, durante 5 minutos, a um
sistema de deteccéo (ECL Plus, AmershamTM, GE Healthcare, UK). Em seguida, as
membranas foram colocadas em contato com um filme fotografico (Hyperfilm,
AmershamTM, UK), sendo as bandas impregnadas posteriormente reveladas e
escaneadas. As proteinas foram quantificadas pelo nimero de pixels pelo sistema
ImageJ, fornecido gratuitamente pela NIH (National Institutes of Health Image V1.56,
EUA) via internet. O gliceroldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH) foi utilizado

como normalizador.
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3.13 EXPRESSAO DOS RESULTADOS E ANALISE ESTATISTICA

Os resultados estao expressos como média + erro padrdo da média. Os valores de
“n” representam o numero de animais ou unidades experimentais utilizados em cada

protocolo experimental, como ocorre nos experimentos de células endoteliais.

Nos experimentos de reatividade vascular, a tensdo ativa a qual o vaso foi
submetido apds exposicdo a alta concentracdo de KCI foi calculada pela mudanca
produzida na forca da parede do vaso dividido por duas vezes o comprimento do

segmento arterial.

A resposta vasoconstritora induzida pela 5-HT foi normalizada em funcdo da
resposta maxima de contracdo induzida por 120 mM de KCI, que foi considerada
como 100% da resposta contratii do musculo. A partir deste valor, as respostas
contrateis a 5-HT foram normalizadas. Os resultados das respostas de relaxamento
induzido pela acetilcolina e DEA-NO estdo expressos como porcentagem de
relaxamento relacionada a contracdo previamente obtida utilizando a 5-HT. Para
cada curva concentragdo-resposta a acetilcolina e 5-HT foram calculados os valores
de pD2 (log EC50) e resposta maxima (Rmax). Para isso, foi realizada uma analise
de regressao nao linear, obtida através da analise das curvas concentragdo-resposta

a esses agonistas, utilizando o GraphPad Prism Software (San Diego, CA, U.S.A)).

Com a finalidade de comparar a magnitude de efeito dos farmacos sobre a resposta
contratil a 5-HT e a acetilcolina em artérias dos diferentes grupos estudados, alguns
resultados estdo expressos como diferenca da area abaixo da curva (dAUC) de
concentragao-resposta a 5-HT ou a acetilcolina em situacdo controle (sem farmacos)
e experimental (com inibidores). A AUC foi calculada para cada curva concentracao-
resposta e a diferenca esta expressa como porcentagem da diferenca da AUC
(dAUC) da curva controle correspondente (GraphPad Prism Software, San Diego,
CA, EUA).

A andlise estatistica dos resultados foi realizada por teste t, pareado e/ ou néo
pareado para comparacdo de médias, e analise de variancia (ANOVA), duas vias,
medidas repetidas ou completamente randomizada. Em caso de significancia foi
adotado o post-hoc de Tukey (seguido de ANOVA 1 via) ou Bonferroni (seguido de
ANOVA 2 vias) para comparacdo das médias individuais (GraphPad Prism Software,
San Diego, CA, EUA).
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A expressédo protéica de eNOS foi expressa pela relacédo entre a densidade Optica
da proteina em relagdo a B-actina. Em coragcfes, a expressao das proteinas
relacionadas com o ciclo de célcio (SERCA, PLB, fosfo-Seris-PLB, NCX, isoformas
a-1 e a-2 da NKA) foi expressa como a razdo entre a quantidade de proteina obtida
por andlise densitométrica e a expressdo da GAPDH.
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3.14 FARMACOS E REAGENTES

- 2-Hidroxietilmercaptano (-mercaptoetanol) (Sigma)

-3, 3", 57, 5”-Tetrabromofenolsulfoneftaleina, sal sédico (Azul de Bromofenol)
- 4,5-diaminofluoresceina (DAF) (Sigma)

- 5- Hidroxitriptamina, serotonina (5-HT) (Sigma)

- Acetilcolina, cloridrato (Sigma)

- Acido acético glacial (Probus)

- Acido aminoacético (Glicina) (Sigma)

- Acido borico (Sigma)

- Acido etilenodiaminotetracético (EDTA) (Sigma)

- Acido hidroxietilpiperazina etanosulfénico (HEPES) (Sigma)
- Acido orto-fosforico (Merck)

- Acido tiobarbitarico (Sigma)

- Acido tricloroacético (TCA) (Merck)

- Albumina bovina (Sigma)

- Anticorpo especifico para fator de Von Willebrand (VWVF- diluicAo do anticorpo
1:100, Dako, Glostrup, Denmark),

- Anticorpo produzido em camundongo para a eNOS (BD Biosciences).

- Anticorpo produzido em camundongo para fosfolambam (Affinity BioReagents)

- Anticorpo produzido em camundongo para NCX (Abcam)

- Anticorpo produzido em camundongo para SERCA-2 (Affinity BioReagents)

- Anticorpo produzido em camundongo para a-1 NKA (Millipore)

- Anticorpo produzido em camundongo para a-2 NKA (Millipore)

- Anticorpo produzido em coelho para fosfolambam fosforilado na serina 16 (Badrilla)

- Anticorpo produzido em rato para GAPDH (Abcam)
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- Anticorpo secundéario conjugado com fluoresceina isotiocianato (FITC)
- Apocinina (APO) (Sigma)

- Azul brilhante de coomassie G (Sigma, BioRad)

- Azul brilhante de Coomassie R (Sigma)

- Azul de bromofenol (Sigma)

- Bicarbonato de sddio (Pancreac)

- Catalase (1000 U/mL)

- Cloreto de célcio (Pancreac)

- Cloreto de calcio dihidratado - CaCl2. 2H20 (Merck)
- Cloreto de magnésio (Merck)

- Cloreto de Mercurio (Sigma)

- Cloreto de potassio (Merck, Pancreac)

- Cloreto de sodio (Merck, Pancreac)

- Cloreto de vanadio (lll) (Sigma)

- Colagenase (Worthington Biochemical Corporation)
- Complete C (Roche)

- Diethylamine NONOate (DEA-NO) (Sigma)

- Dihidroetideo (DHE) (Sigma)

- Diidrogenofosfato de aménio (NH4H2PO4) (VETEC)
- DL-Ditiotreitol (DTT) (Sigma)

- Dodecil sulfato sodico (SDS) (Sigma)

- Estreptomicina (Sigma)

- Etanol absoluto (Probus, Sigma)

- Eter sulfurico (Pancreac)

- Fenilefrina, hidrocloridrato (Sigma)

- Fosfato de potéassio (Pancreac)
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- Fosfato de sédio (Merck)

- Gelatina

- Glicerol (Sigma)

- Glicose (Merck)

- Heparina (Roche)

- Hidréxido de sodio (Sigma)

- Hip-His-Leu (Sigma)

- His-Leu (Sigma)

- Indometacina (Sigma)

- Lauril sulfato sodico (SDS) (BioRad)

- Leite desnatado (Nestlé)

- Lucigenina (Sigma)

- Meio de cultura Iscove modified Dulbecco’s (Gibco, Invitrogen, Carlsbad, CA, USA)
- Meio de imersao Fluoroguard, Glycerol: antifade (Biorad)

- Metanol (Sigma, Merck)

- N-(1 Naphthyl)ethylenediamina dihidrocloridrato (Sigma)

- N(W)-nitro-L-arginina metil éster (L-NAME), dicloridrato (Sigma)
- N, N, N', N'-tetrametil-etilenodiamina (Temed) (Sigma)

- N, N'-Metilenbisacrilamida 40% Solucéo 37, 5:1 (Acrilamida) (BioRad)
- Nitrato de magnésio Mg(NO3)2 (VETEC)

- Nutrient Mixture F-12-HAM

- O-phataldialdeido (OPA) (Sigma)

- Parafina

- Paraformaldeido (Merck)

- Penicilina (Sigma)

- Perdxido de hidrogénio (H20-) (Sigma)
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- Persulfato Amonico (APS) (Sigma)
- Picro Sirius F3B em solucéo saturada de &cido picrico (Aldrich Chemical Company)
- Polioxietileno sorbitam monolaurato (Tween 20) (BioRad)

- Primers (Assays-on-Demand™ deTagMan™- Applied Biosystems) - NOX-1 (Rn
00586652_m1), NOX-4 (Rn 00585380_m1), SOD-1 (Rn00566938 m1), SOD-2
(Rn00566942_g1) e 18S rRNA (4319413E).

- Reagente para deteccao de Western Blot (ECL plus) (Amersham Life Science,
Pharmacia biotech)

- Sacarose (Merck)

- Soro bovino fetal (Biological Industries, Kibbutz Beit Haemek, Israel)
- Sulfanilamida (Sigma)

- Sulfato de magnésio heptahidratado (Merck)

- Superoxido Dismutase (SOD) (Sigma)

- Tagman Gene Expression Assays (Applied Biosystems)

- TagMan Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems)

- Tempol - 4-hidroxi-2,2,6,6-terametilpiperidina-1-oxil (Sigma)
- Tetraetilamonio, cloridrato (TEA) (Sigma)

- Tranilcipromina (TCP — Sigma)

- Tripsina (Sigma)

- Tricrémio de Masson (Sigma)

- Tris (hidroximetil)-aminometano (Tris) (BioRad)

- Tris-HCI (Sigma)

- Tiron - &cido disulfénico 4,5-dihidroxi-1,3-benzeno (Sigma)
- Triton X-100 (Sigma)

- TRIzol (Invitrogen Life Technologies, Philadelphia, PA)

- Uréia (Sigma)

- Uretana (Sigma)
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4 RESULTADOS
4.1 REATIVIDADE VASCULAR DE ARTERIAS CORONARIAS

4.1.1 Efeitos da exposicdo cronica ao HgCl, sobre a resposta contrétil ao
cloreto de potassio (KCl 120 mmol/L) em artérias coronarias de ratos.

Com a finalidade de verificar a capacidade contratil das artérias utilizadas, todos os
segmentos arteriais, apos procedimento de normalizacéo, eram expostos a solugéo
rica em KCI (120 mmol/L). A contracdo maxima arterial, estimulada por alta
concentracdo de KCI de cada artéria € um importante dado, jA& que todas as
contracfes aos farmacos sdo expressos como porcentagem da contracdo maxima

induzida pelo KCI.

Adicionalmente, diferencas na contracdo ao KCl| nos grupos experimentais podem
ser um indicativo de leséo/alteracdo do musculo liso vascular. No entanto, a
exposicao a baixa concentracado de HgCl, durante 30 dias néo alterou a resposta ao
KCI, ou seja, o tratamento nao prejudicou a capacidade contratili do musculo liso
vascular, ja que a resposta maxima das artérias do grupo Controle sdo semelhantes
a resposta maxima das artérias do grupo HgCl, (Figura 11). A resposta maxima é
expressa como contragdo maxima ao KClI em mN corrigido pelo comprimento da
artéria em mm. As artérias utilizadas também possuiam diametros semelhantes

entre 0s grupos experimentais (Figura 11A).

Todas as artérias utilizadas no presente estudo possuiam relaxamento dependente
do endotélio igual ou superior a 50 % apods pré-contracdo com 5-HT (concentragéo
suficiente para produzir 50 % da contracdo maxima ao KCI). Ainda, as
concentracfes de 5-HT necessarias para produzir 50% da contracdo maxima ao KCI

nao foram diferentes entre os grupos (Tabela 1).
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Figura 11: A- Diametro arterial e B- resposta maxima contratil induzida por 120 mM de KCl em
segmentos de artérias coronarias de ratos dos grupos Controle e HgCl,. Os resultados (Média *
EPM) estdo expressos como resposta contratil induzida por 120 mmol/L de KCI corrigido pela

longitude de cada segmento em mm. O nimero de animais usados esté indicado entre parénteses.

Tabela 1: Concentracdo de 5-HT necessaria para produzir aproximadamente 50%
da contracdo maxima induzida por 120 mM de KCI em artérias coronarias de ratos

expostos ou ndo ao HgCl,.

Controle (n=19) HgCl, (n=19)

Concentra¢fes de

5-HT (em pmol/L) 3,05+0,59 3,31 £ 0,70 pmol/L

Valores expressos em média + EPM.

4.1.2 Efeitos da exposicdo crénica ao HgCl, sobre a resposta contratil a 5-

hidroxitriptamina (5-HT) em artérias coronarias de ratos.

A administracdo de 5-HT aumentou, de maneira concentracdo-dependente o ténus
basal dos segmentos de artérias coronarias de animais expostos ou ndo ao HgCl,
(Figura 12). No entanto, a resposta contratil produzida pela 5-HT foi diferente entre
0S grupos. As artérias coronarias de ratos expostos ao HgCl, contraem mais do que
aquelas retiradas de ratos Wistar expostos somente a salina. A resposta foi diferente
em varias concentracdes (30 umol/L a 100 umol/L) e também quando avaliamos a
resposta maxima (Tabela 2). Porém, a sensibilidade, avaliada por meio do EC50, ao

farmaco nao foi diferente nos grupos estudados (Tabela 2).
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Figura 12: A- Resposta contratil induzida pela serotonina (5-hidroxitriptamina, 5-HT) em segmentos
de artérias coronarias de ratos dos grupos Controle e HgCl,. Os resultados (Média + EPM) estéo
expressos como porcentagem da contragdo induzida por 120 mM de KCI. ANOVA duas vias seguida
de post hoc de Bonferroni. *p<0,05 vs Controle. O nimero de animais usados esta indicado entre

parénteses.

Tabela 2: Valores de EC 50 (5-HT log [mol/L]) e Rmax (% da contracédo a 120 mmol/L
de KCI) obtidos através das curvas concentracdo resposta a 5-HT em artérias

coronarias de ratos expostos ou nédo ao HgCl,.

Controle HgCl,
n log EC 50 Rmax (%) n log EC 50 Rmax (%)
Contragdoa 19 5554009 697+4,1 17 5,62 + 0,07 101,2 + 4,5*

5-HT

Valores expressos em média = EPM. Teste t de Student para comparagéo das médias. *p< 0,05 vs

Controle.

4.1.3 Participacdo do oOxido nitrico sobre a resposta contratil a 5-

hidroxitriptamina (5-HT) em artérias coronarias de ratos.

Para entender de que maneira o tratamento durante 30 dias com HgCl, afetou a
resposta contratil de artérias coronarias, utilizamos o L-NAME, um inibidor nao
seletivo da sintase do NO. Ao avaliar a participacdo da via do NO sobre a resposta
contratil a 5-HT em artérias do grupo Controle e Mercurio, observamos que o L-
NAME aumentou a resposta contratii em artérias coronarias do grupo Controle

enquanto esse aumento no grupo Mercurio foi muito menor (Figura 13A e 13B). No
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grupo Controle houve diferenca na resposta maxima e na sensibilidade (Rmax €
EC50- Tabela 3), assim como em varias concentragdes de 5-HT.

A diferenca da participagdo da via do NO nos dois grupos estudados pode ser

claramente observada na diferenga de area abaixo da curva (Figura 13C).

A Controle B HgCl,
* 120
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Figura 13: Efeito do L-NAME (100 uM), inibidor inespecifico da sintase do éxido nitrico, sobre a
resposta contrétil induzida pela serotonina (5-HT) em segmentos de artérias coronarias de ratos dos
grupos Controle (A) e HgCl, (B). Diferenca percentual de area abaixo da curva nos dois grupos
experimentais (C). Os resultados (Média + EPM) estdo expressos como porcentagem da contragdo
induzida por 120 mM de KCI. ANOVA duas vias seguida de post hoc de Bonferroni e teste t de
Student para comparacdo de médias. *p<0,05 vs situagcdo controle (sem farmaco). O ndmero de

animais usados esta indicado entre parénteses.
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Tabela 3: Valores de EC 50 (5-HT log [mol/L]) e Rmax (% da contragdo a 120 mmol/L
de KCI) obtidos através das curvas concentragdo resposta a 5-HT na presenca de L-

NAME em artérias coronarias de ratos expostos ou ndo ao HgCl..

Controle HgCl,
n log EC 50 Rmax (%) n log EC 50 Rmax (%0)
Controle 7 5,60+ 0.14 71,9+64 9 5,57 £ 0.09 99,2+5.7
L-NAME 7 5,99 + 0,11* 117 +6,6* 9 5,84 + 0,07* 108 £4,3

Valores expressos em média = EPM. Teste t de Student para comparagdo das médias. *p< 0,05 vs

Controle.

4.1.4 Participacado de espécies reativas de oxigénio sobre a resposta contratil a
5-hidroxitriptamina (5-HT) em artérias coronarias de ratos.

Sabemos que o aumento da producdo de espécies reativas de oxigénio leva a
reducéo da biodisponibilidade do NO e, assim, aumento da contracao vascular. Por
isso, para elucidar a maneira pela qual o tratamento com HgCl, modifica a resposta
contratil foi necessario entender a participacdo das espécies reativas de oxigénio
nesse modelo experimental. Ao expor, por 30 minutos, as artérias ao tiron (“varredor”
nao enzimatico de anion superoxido) observamos que em artérias do grupo Controle
esse farmaco nao alterou a contracdo apos adicdo de concentracdes crescentes de
5-HT. Ja no grupo HgCl, a retirada do anion superoxido, sem producao
concomitante de subprodutos vasoativos, reduziu a resposta contratil (Figura 14 e
Tabela 4).
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Figura 14: Efeito do tiron (ImM), varredor ndo enzimatico de anion superdxido, sobre a resposta
contratil induzida pela serotonina (5-HT) em segmentos de artérias corondrias de ratos dos grupos
Controle (A) e HgClI, (B). Os resultados (Média + EPM) estdo expressos como porcentagem da
contragdo induzida por 120 mM de KCIl. ANOVA duas vias seguida de post hoc de Bonferroni. O

ndmero de animais usados esta indicado entre parénteses.

Tabela 4: Valores de EC 50 (5-HT log [mol/L]) e Rmax (% da contracédo a 120 mmol/L
de KCI) obtidos através das curvas concentracao resposta a 5-HT na presenca de

tiron em artérias coronarias de ratos expostos ou ndo ao HgCl..

Controle HgCl,
n log EC 50 Rmax (%) n log EC 50 Rumax (%)
Controle 5 5,66 £ 0,15 855+7,9 9 5,71 £ 0,09 109,3+6,1
tiron 5 5,81 + 0,06 93,4+3,4 9 5,61+0,10 84,5+ 5,4*

Valores expressos em média = EPM. Teste t de Student para comparagdo das médias. *p< 0,05 vs

Controle.

A superéxido dismutase € uma enzima que catalisa a dismutacdo do superoxido em
oxigénio e peréxido de hidrogénio e é o principal antioxidante enddégeno vascular
(MCCORD & FRIDOVICH, 1988). Assim, a utilizacdo da SOD é uma maneira de
avaliar a participacao do anion superéxido, mas com producédo de H,O,, um produto
também vasoativo. Em artérias do grupo Controle a incubag¢do com SOD néo alterou
a resposta contratil, mas em artérias coronarias do grupo Mercurio a SOD reduziu

muito a contracao dessas artérias (Figura 15).


http://pt.wikipedia.org/wiki/Enzima
http://pt.wikipedia.org/wiki/Dismuta%C3%A7%C3%A3o
http://pt.wikipedia.org/wiki/Super%C3%B3xido
http://pt.wikipedia.org/wiki/Oxig%C3%A9nio
http://pt.wikipedia.org/wiki/Per%C3%B3xido_de_hidrog%C3%A9nio
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Figura 15: Efeito da superoxido dismutase - SOD (150 U/mL) sobre a resposta contratil induzida pela
serotonina (5-HT) em segmentos de artérias coronarias de ratos dos grupos Controle (A) e HgCl, (B).
Os resultados (Média = EPM) estao expressos como porcentagem da contragdo induzida por 120 mM
de KCIl. ANOVA duas vias seguida de post hoc de Bonferroni. *p<0,05 vs situacdo controle (sem

farmaco). O namero de animais usados esté indicado entre parénteses.

Tabela 5: Valores de EC 50 (5-HT log [mol/L]) e Rmax (% da contracéo a 120 mmol/L
de KCI) obtidos através das curvas concentracao resposta a 5-HT na presenca de

SOD em artérias coronarias de ratos expostos ou nédo ao HgCl,.

Controle HgCl,
n log EC 50 Rmax (%) n log EC 50 Rumax (%)
Controle 7 5,42 £ 0,13 67,9+5,9 9 5,55+ 0,09 93,6 £5,8
SOD 7 550+0,19 80,4+10,1 9 5,42 £ 0,20 58,1+ 8,1*

Valores expressos em média = EPM. Teste t de Student para comparagéo das médias. *p< 0,05 vs
Controle.

4.1.5 Participacdo de prostandides derivados da via do acido araquiddnico e

ciclooxigenase (AA-COX) sobre a resposta contratil a 5-hidroxitriptamina (5-
HT) em artérias coronarias de ratos.

O tromboxano, as prostaciclinas e prostaglandinas s&do conhecidos como
prostandides e constituem importantes produtos vasoativos produzidos pela
ciclooxigenase (COX) a partir do acido araquidénico (BOS et al., 2004). Para avaliar
se o0s prostandides estariam envolvidos nas alteracdes desencadeadas pela

exposicdo ao HgCl, utilizamos a indometacina, um inibidor n&o seletivo da COX. Em


http://pt.wikipedia.org/wiki/Ciclooxigenase
http://pt.wikipedia.org/wiki/%C3%81cido_araquid%C3%B4nico
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artérias coronérias do grupo Controle a indometacina promoveu reducdo da resposta
contratil a 5-HT (Figura 16-A). Em artérias no grupo Mercurio esta reduc¢édo foi ainda
maior (Figural6-B), como podemos observar pela diferenca de area abaixo da curva
(Figura 16-C). No grupo Mercurio tanto a resposta maxima quanto a sensibilidade
estavam menores apos incubagdo com indometacina (Tabela 6).
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Figura 16: Efeitos da indometacina (10 uM), inibidor inespecifico da via do acido araquidénico e
ciclooxigenase, sobre a resposta contrétil induzida pela serotonina (5-HT) em segmentos de artérias
coronarias de ratos dos grupos Controle (A) e HgCI, (B). Diferenca percentual de area abaixo da
curva nos dois grupos experimentais (C). Os resultados (Média =+ EPM) estdo expressos como
porcentagem da contracdo induzida por 120 mM de KCI. ANOVA duas vias seguida de post hoc de
Bonferroni e teste t de Student para comparacdo de médias. *p<0,05 vs situac@o controle (sem

farmaco). O nimero de animais usados esta indicado entre parénteses.
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Tabela 6: Valores de EC 50 (5-HT log [mol/L]) e Rmax (% da contragdo a 120 mmol/L
de KCI) obtidos através das curvas concentracdo resposta a 5-HT na presenca de

indometacina em artérias coronarias de ratos expostos ou ndo ao HgCl..

Controle HgCl,
n log EC 50 Rmax (%) n log EC 50 Rmax (%0)
Controle 8 5,66 + 0,14 855+7,9 11 5,71 £ 0,09 109,3+6,1
INDO 8 5,48 + 0,13 74,6 £ 6,5 11 5,29 + 0,10* 62,5 + 4,6*

Valores expressos em média = EPM. Teste t de Student para comparagdo das médias. *p< 0,05 vs

Controle.

4.1.6 Participacdo dos canais para K* ativados por Ca?" sobre a resposta

contratil a 5-hidroxitriptamina (5-HT) em artérias coronarias de ratos.

Com a finalidade averiguar de qual maneira o tratamento com HgCl, esta alterando o
funcionamento vascular e principalmente sobre as vias endoteliais que participam da
resposta a 5-HT, também avaliamos o papel modulatério do EDHF sobre a resposta
contratil mediada pela 5-HT em artérias coronarias. Para isso, curvas concentracao-
resposta a 5-HT foram realizadas na presenca do tetraetiiaménio, TEA (2 mM), um
bloqueador dos canais para potassio ativados por calcio. Como observado na Figura
17 e Tabela 7 em artérias dos animais do grupo Controle, o TEA promoveu aumento
da sensibilidade e da resposta maxima a 5-HT. Entretanto, nas artérias coronarias
do grupo HgCl,, o TEA somente aumentou a sensibilidade, sem alterar a resposta
maxima. Ao analisar, ainda, a Figura 17-C podemos inferir que a participacdo do
EDHF é maior em artérias do grupo Controle em compara¢do ao grupo exposto ao
HgCls.
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Figura 17: Efeito do tetraetilamonio (TEA- 2 mM), inibidor dos canais para potassio (K*) dependentes
de célcio (Ca’"), sobre a resposta contratil induzida pela serotonina (5-HT) em segmentos de artérias
coronérias de ratos dos grupos Controle (A) e HgCIl, (B). Diferenca percentual de &rea abaixo da
curva nos dois grupos experimentais (C). Os resultados (Média =+ EPM) estdo expressos como
porcentagem da contracdo induzida por 120 mM de KCI. ANOVA duas vias seguida de post hoc de
Bonferroni e teste t de Student para comparacdo de médias. *p<0,05 vs curva controle. O nimero de
animais usados esta indicado entre parénteses.

Tabela 7: Valores de EC 50 (5-HT log [mol/L]) € Rmax (% da contracéo a 120 mmol/L
de KCI) obtidos através das curvas concentracao resposta a 5-HT na presenca de

TEA em artérias corondrias de ratos expostos ou ndo ao HgCl..

Controle HgCl,
n log EC 50 Rmax (%) n log EC 50 Rmax (%0)
Controle 6 5,60 £0,14 719+6,4 9 5,57 £ 0,09 99,2+ 57
TEA 6 6,12 +0,14* 104,8 £ 6,9* 9 5,85 £ 0,09* 1105+6

Valores expressos em media + EPM. Teste t de Student para comparac¢é@o das médias. *p< 0,05 vs
Controle.
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4.1.7 Efeitos da exposicao cronica ao HgCl, sobre a resposta dilatadora a
acetilcolina (ACh) e ao DEA-NO em artérias coronéarias de ratos.

Para avaliar se a exposicdo durante 30 dias ao HgCl, foi capaz de alterar o
relaxamento dependente ou independente do endotélio, foram realizadas,
respectivamente, curvas concentragdo-resposta a acetilcolina (1nmol/L - 10 ymol/L)
e ao DEA-NO (1 nmol/L — 10 pmol/L).

A acetilcolina promoveu relaxamento das artérias corondrias de maneira
concentracdo dependente nos dois grupos. Porém, o tratamento com HgCl, levou a
um prejuizo da funcdo endotelial. A resposta maxima a acetilcolina foi menor no
grupo exposto a baixa concentracdo de HgCl,, porém sem alterar a sensibilidade
(Figura 18-A e Tabela 8).

Ao avaliar a resposta relaxante independente do endotélio, utilizando o DEA-NO,
observamos que a resposta de relaxamento do musculo liso promovida pelo farmaco
foi igual entre os dois grupos estudados (Figura 18B). Desta forma, podemos sugerir
gue as alteracdes sobre o relaxamento vascular encontradas em artérias coronarias

do grupo exposto ao HgCl, sdo dependentes de disfuncédo do endotélio vascular.

254

ANOVA

504  P<0.0001 501

754

Relaxamento (%)

1 -~ Controle (20) -o- Controle (8)

1004

Relaxamento (%)

- HgCl, (19) -= HgCl, (9)
100-
0 9 -8 7 6 -5 -4 10 9 8 7 6 -5 -4
ACh log [mol/L] DEA-NO log [mol/L]

Figura 18: A- Resposta dilatadora induzida pela acetilcolina (ACh) e B- Resposta dilatadora induzida
pela dietilamina (DEA)-NONOate (NO) (DEA-NO) em segmentos de artérias coronarias de ratos dos
grupos Controle e HgCl,. Os resultados (Média + EPM) estdo expressos como porcentagem da pré-
contragdo a 5-HT. ANOVA duas vias seguida de post hoc de Bonferroni. *p<0,05 vs Controle. O

ndmero de animais usados esté indicado entre parénteses.
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Tabela 8: Valores de EC 50 (ACh log [mol/L] ou DEA-NO log [mol/L]) e Rméx (% de
relaxamento apos pré-contracdo a 5-HT) obtidos através das curvas concentracdo
resposta a ACh e DEA-NO em artérias corondrias de ratos expostos ou ndo ao
HgCl,.

Controle HgCl,
n Iog EC50  Rpax (%) n log EC 50 Rmax (%)
S‘Z'igfl‘g;mg 20 73+01  99%29 19 71202 83 +7,1*
Relaxamento g 64+02 120+115 9 6,6+ 0,2 113,5 + 10,3

ao DEA-NO

Valores expressos em média + EPM. Teste t de Student para comparacdo de médias. *p<0,05 vs

Controle.

4.1.8 Participagdo do oxido nitrico sobre a resposta dilatadora a acetilcolina
(ACh) em artérias coronarias de ratos.

Como observamos que a exposi¢cao ao HgCl, prejudicou o relaxamento dependente
do endotélio, investigamos alguns mecanismos que poderiam influenciar esta
resposta. Ao avaliar a participacdo do NO, observamos que o inibidor ndo-seletivo
da sintese de 6xido nitrico, L-NAME (100 uM), impediu a resposta vasodilatadora
induzida por acetilcolina em artérias coronarias do grupo Controle e reduziu de
maneira importante esse relaxamento em artérias coronarias do grupo exposto ao
metal (Figura 19 e Tabela 9). A diferenca da participacdo do NO nos grupos
estudados pode ser claramente visualizada na figura 19C, ou seja, no relaxamento
dependente do endotélio, ha maior participacdo do NO em artérias do grupo

Controle que em artérias do grupo HgCl..
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Figura 19: Efeito do L-NAME (100 pM), inibidor inespecifico da sintase do 6xido nitrico, sobre a
resposta relaxante induzida pela acetilcolina (ACh) em segmentos de artérias coronérias de ratos dos
grupos Controle (A) e HgCl, (B). Diferenca percentual de area abaixo da curva nos dois grupos
experimentais (C). Os resultados (Média + EPM) estdo expressos como porcentagem da pré-
contracdo induzida por serotonina (5-HT). ANOVA duas vias seguida de post hoc de Bonferroni e
teste t de Student para comparacdo de médias. *p<0,05 vs Controle na dAUC e *p<0,05 vs situacao

controle (sem farmaco). O nimero de animais usados esta indicado entre parénteses.

Tabela 9: Valores de EC 50 (ACh log [mol/L] ou DEA-NO log [mol/L]) e Rmax (% de
relaxamento apés pré-contracdo a 5-HT) obtidos através das curvas concentracao

resposta a ACh na presenca de L-NAME em artérias coronarias de ratos expostos
ou ndo ao HgCl,.

Controle HgCl,
n log EC 50 Rmax (%) n log EC 50 Rmax (%)
Controle 8 6,92 +0,12 103,4+6,4 7 6,79 + 0,09 86,9+4,4

L-NAME 8 Nao foi possivel  N&o foi possivel

7 6,98 + 0,48 41,4 +9,0*
calcular calcular

Valores expressos em média + EPM. Teste t de Student para comparacdo de médias. *p<0,05 vs
Controle.



RESULTADOS 109

4.1.9 Participagdo de espécies reativas de oxigénio sobre a resposta dilatadora
a acetilcolina (ACh) em artérias coronarias de ratos.

Como observarmos que as espécies reativas de oxigénio participam da maior
resposta contratil & 5-HT, investigamos também se o prejuizo no relaxamento
dependente do endotélio estaria relacionado a maior producédo de radicais livres.
Para isso utilizamos o tiron (1 mmol/L), um varredor ndo enzimatico de &nion
superoxido e também a apocinina (0,3 mmol/L), inibidor da NADPHoxidase. A
resposta de relaxamento vascular a acetilcolina foi avaliada na presenca desses
farmacos. Em coronarias do grupo Controle, nem o tiron nem a apocinina foi capaz
de modificar a resposta vasodilatadora produzida pela acetilcolina, enquanto que em
artérias do grupo exposto ao HgCl, observamos que tanto o tiron quanto a apocinina
foram capazes de potencializar a resposta vasodilatadora (Figura 20 e 21). O tiron
aumentou a resposta maxima de relaxamento (Rmax) e a apocinina modificou a
sensibilidade a acetilcolina (EC50), como demonstrado na Tabela 10. Vistos em
conjunto, estes resultados indicam que ha participacdo de espécies reativas de
oxigénio no prejuizo do relaxamento observado em artérias coronarias de ratos
expostos por 30 dias ao HgCl, e que esses radicais livres sdo gerados, em parte,
pela NADPHoxidase.
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254 P<0.0001
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Figura 20: Efeito do tiron (ImM), varredor ndo enzimatico de anion superéxido, sobre a resposta
relaxante induzida pela acetilcolina (ACh) em segmentos de artérias coronarias de ratos dos grupos
Controle (A) e HgCl, (B). Os resultados (Média + EPM) estao expressos como porcentagem da pré-
contragdo induzida pela serotonina (5-HT). ANOVA duas vias seguida de post hoc de Bonferroni.
*p<0,05 vs situacdo controle (sem farmaco). O nimero de animais usados estd indicado entre
parénteses.
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Tabela 10: Valores de EC 50 (ACh log [mol/L]) e Rmax (% de relaxamento apds pré-
contracdo a 5-HT) obtidos através das curvas concentracdo resposta a ACh na

presenca de tiron em artérias coronarias de ratos expostos ou ndo ao HgCl..

Controle HgCl,
n log EC 50 Rmax (%) n log EC 50 Rmax (%0)
Controle 6 7,10 £ 0,12 92,2+5,3 10 6,83+0,21 67,5+7,5
Tiron 6 7,10 + 0,09 925+14,1 10 7,44 + 0,25 97,7 +7,9*

Valores expressos em média + EPM. Teste t de Student para comparacdo de médias. *p<0,05 vs
Controle.
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£ 401 2 404
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10 9 -8 7 -6 5 -4 10 -9 -8 -7 6 5 -4
Achlog[M] Ach log[M]

Figura 21: Efeito da apocinina (0,3 mM), inibidor da NADPHoxidase, sobre a resposta relaxante
induzida pela acetilcolina (ACh) em segmentos de artérias coronarias de ratos dos grupos Controle
(A) e HgCl, (B). Os resultados (Média = EPM) estdo expressos como porcentagem da pré-contracao
induzida pela serotonina (5-HT). ANOVA duas vias seguida de post hoc de Bonferroni. *p<0,05 vs

situagdo controle (sem farmaco). O nimero de animais usados esta indicado entre parénteses.
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Tabela 11: Valores de EC 50 (ACh log [mol/L]) e Rméax (% de relaxamento apds pré-
contracdo a 5-HT) obtidos através das curvas concentracdo resposta a ACh na

presenca de apocinina em artérias coronarias de ratos expostos ou ndo ao HgCl..

Controle HgCl,
n log EC 50 Rmax (%) n log EC 50 Rmax (%0)
Controle 8 6,93 + 0,12 103,4 £ 6,5 7 6,80 + 0,09 86,9+4,4
Apocinina 7 7,28 + 0,19 96,9+ 7,3 7 7,36 £ 0,16* 94,2 +5,7

Valores expressos em média + EPM. Teste t de Student para comparacdo de médias. *p<0,05 vs

Controle.

4.1.10 Participagcdo de prostanodides derivados da via do AA-COX sobre a

resposta dilatadora a acetilcolina (ACh) em artérias coronarias de ratos.

Ja vimos anteriormente que a producdo de prostanodides derivados da via do AA-
COX possuem um importante papel no aumento da resposta contratil observada em
artérias coronarias de ratos expostos ao HgCl,. Por isso, avaliamos se essa
modulacdo ocorre também na resposta dilatadora vascular a acetilcolina. Apos
incubacédo por 30 minutos com indometacina (10 uM), as artérias coronarias nao
sofreram modificacdo da resposta dilatadora a acetilcolina (Figura 22A). Mas as
artérias do grupo HgCl, relaxaram muito mais na presenca do inibidor ndo seletivo
da COX (Figura 22B). Tanto a sensibilidade quanto a resposta maxima estao

aumentadas nessas artérias (Tabela 12).
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Figura 22: Efeitos da indometacina (10 uM), inibidor inespecifico da via do acido araquidbnico e
ciclooxigenase, sobre a resposta relaxante induzida pela acetilcolina (ACh) em segmentos de artérias
coronarias de ratos dos grupos Controle (A) e HgCI, (B). Os resultados (Média + EPM) estdo
expressos como porcentagem da pré-contracdo induzida pela serotonina (5-HT). ANOVA duas vias
seguida de post hoc de Bonferroni. *p<0,05 vs situagdo controle (sem farmaco). O nimero de animais

usados esta indicado entre parénteses.

Tabela 12: Valores de EC 50 (ACh log [mol/L]) e Rmax (% de relaxamento apds pré-
contracdo a 5-HT) obtidos através das curvas concentracdo resposta a ACh na

presenca de indometacina em artérias coronarias de ratos expostos ou nao ao
HgClz.

Controle HgCl,
n log EC 50 Rmax (%) n log EC 50 Rmax (%0)
Controle 9 7,10 £ 0,13 92,2+5,3 10 6,83+ 0,21 675+75
Indometacina 9 6,85 + 0,12 875+54 10 7,14 + 0,09 97 £ 4,0*

Valores expressos em média + EPM. Teste t de Student para comparacdo de médias. *p<0,05 vs
Controle.

4.1.11 Participacdo dos canais para potassio ativados por calcio sobre a

resposta dilatadora a acetilcolina (ACh) em artérias coronarias de ratos.

Além do 6xido nitrico, os fatores hiperpolarizantes derivados do endotélio também
exercem importante funcdo na vasodilatacdo, principalmente em vasos de
resisténcia. A liberacdo desses fatores faz como que ocorra a ativacdo de canais

para potassio e entdo a hiperpolarizacdo da membrana das células musculares lisas,
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diminuindo a probabilidade de contracédo vascular (NELSON et al., 1990). Para
avaliar a participacao desses canais para potassio dependente de calcio em artérias
coronarias de ratos expostos ou ndo ao HgCl,, incubamos as artérias durante 30
minutos com TEA, um inibidor ndo seletivo de canais para potassio. Em artérias
coronarias de ratos Controle o TEA reduziu o relaxamento a acetilcolina, como
mostrado na figura 23A. No entanto, ndo observamos diferenca na resposta maxima,
somente na sensibilidade (Tabela 13). Porém, em coronérias de ratos HgCl, o TEA
ndo teve nenhum efeito, sugerindo menor participacdo dos canais para potassio em
artérias de ratos expostos ao metal (Figura 23B).
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Figura 23: Efeitos do TEA (10 uM), bloqueador dos canais para potassio dependentes de célcio,
sobre a resposta relaxante induzida pela acetilcolina (ACh) em segmentos de artérias coronarias de
ratos dos grupos Controle (A) e HgCl, (B). Os resultados (Média + EPM) estdo expressos como
porcentagem da pré-contracdo induzida pela serotonina (5-HT). ANOVA duas vias seguida de post

hoc de Bonferroni. O nimero de animais usados esta indicado entre parénteses.
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Tabela 13: Valores de EC 50 (ACh log [mol/L]) e Rmax (% de relaxamento apds pré-
contracdo a 5-HT) obtidos através das curvas concentracdo resposta a ACh na

presenca de TEA em artérias coronarias de ratos expostos ou ndo ao HgCl..

Controle HgCl,
n log EC 50 Rmax (%) n log EC 50 Rmax (%0)
Controle 8 6,93 + 0,07 103,4 + 5,85 7 6,79 + 0,09 86,9 + 4,44
TEA 8 6,60 + 0,10* 98,7 £ 5,17 7 6,83+ 0,23 102 + 13,9

Valores expressos em média + EPM. Teste t de Student para comparacdo de médias. *p<0,05 vs

Controle.
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4.2 EFEITOS DA EXPOSICAO AO HgCl, SOBRE A QUANTIDADE PLASMATICA
DE NITRITOS.

Em artérias coronarias observamos que o tratamento com HgCl, reduz a
biodisponibilidade do NO, provavelmente, por aumento da producdo de radicais
livres derivados do oxigénio. As medidas de nitritos plasmaticos sdo uma maneira
indireta de avaliar a producéo total de NO, no entanto, pouco nos diz sobre sua
producdo local. Desta forma, mesmo os dados em coronaria sugerindo menor
biodisponibilidade de NO, quando avaliamos a quantidade de nitritos plasmaticos,
nao encontramos diferenca entre os grupos Controle e HgCl, (Figura 24).

Nitritos plasmaticos
(umol/L)
H
<

(8) ()

T T
Controle HgCl,

Figura 24: Medida da quantidade total de nitritos no plasma de ratos dos grupos Controle e HgCl, Os
resultados estdo expressos como Média £ EPM. O nimero de animais usados estd indicado entre
parénteses.
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4.3 EFEITOS DA EXPOSICAO AO HgCl, SOBRE A PRODUCAO LOCAL DE
OXIDO NITRICO EM ARTERIAS CORONARIAS DE RATOS.

Com a finalidade de reforcar os resultados encontrados em reatividade vascular, que
nos sugerem reducéo da biodisponibilidade de NO, realizamos medidas da producéo
local desse potente vasodilatador. Em artérias coronarias septais do grupo HgCl,
encontramos um reduzida producao/biodisponibiliadde de NO tanto numa situacao
basal, como apés estimulacdo com 5-HT e acetilcolina (situacdo que mimetiza o
teste de integridade endotelial) (Figura 25).
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Figura 25: Producdo de Oxido nitrico em artérias corondrias septais de ratos dos grupos Controle e
HgCl, em condicdo basal e apds estimulacdo com serotonina (5-HT- 1 uM) e acetilcolina (ACh- 10
pUM). Os resultados (Média + EPM) estdo expressos como porcentagem da producdo basal em
corondrias septais de ratos do grupo Controle. Teste t de Student. *p<0,05, **p<0,01 vs Controle. O

namero de animais usados esté indicado entre parénteses.
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4.4 EFEITOS DA EXPOSICAO AO HgCl, SOBRE A PRODUCAO LOCAL DE
ANION SUPEROXIDO EM ARTERIAS CORONARIAS DE RATOS.

A biodisponibilidade de NO esta diretamente relacionada a producdo de radicais
livres derivados do oxigénio, principalmente o anion superéxido, que se liga
rapidamente ao NO, formando o peroxinitrito. Por isso, para elucidar a forma pela
gual o tratamento com HgCI, reduz a produc¢éo/biodisponibilidade de NO, medimos
também em artérias coronérias septais a quantidade de anion superoxido. No grupo
exposto ao metal encontramos uma producao seis vezes maior desse radical livre

gue a encontrada no grupo exposto somente a salina, como mostrado na figura 26.

(U mg? tecido)

Anions Superéxido

J e
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Controle HgCl,

Figura 26: Producéo local de &nion superdxido em artérias coronérias septais de ratos dos grupos
Controle e HgCl, Os resultados estdo expressos como Média + EPM de unidades arbitrarias de

luminescéncia por mg de tecido. Teste t de Student. *p<0,05 vs Controle. O ndmero de animais
usados esta indicado entre parénteses.
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4.5 EFEITOS DA EXPOSICAO AO HgCl, SOBRE EXPRESSAO GENICA DAS
SUBUNIDADES NOX-1 E NOX-4 DA NADPH OXIDASE.

Vimos que a producdo de EROs estd aumentada e isso leva a menor
biodisponibilidade de NO. Para elucidar a fonte de producdo e geracdo dessas
espécies reativas avaliamos a expressao génica das subunidades NOX-1 e NOX-4
da NADPHoxidase que, sabidamente, € a principal fonte vascular de radicais livres.
Encontramos que tanto a expressao génica da NOX-1 como da NOX-4 estdo muito
aumentadas em artérias do grupo HgCl, (Figura 27).

NOX-1 NOX-4
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Figura 27: Medida quantitativa, realizada utilizando a técnica de RT-PCR, da expressdo génica da A-
subunidade NOX-1 da NADPHoxidase (NOX-1) e da B- subunidade NOX-4 da NADPHoxidase (NOX-
4) de artérias coronarias septais de ratos Controle e HgCl,. Os resultados (Média + EPM) estéo
expressos como expressdo génica da NOX-1 e NOX-4 em relacdo a expresséo génica da 18S. Teste
t de Student ndo pareado. *p<0,05 vs Controle. O nimero de animais usados estd indicado entre

parénteses.
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4.6 EFEITOS DA EXPOSICAO AO HgCl, SOBRE EXPRESSAO GENICA DAS
ISOFORMAS SOD-1 E SOD-2 DA SUPEROXIDO DISMUTASE.

Para avaliar o estado antioxidante local estudamos também a expressao génica da
SOD-1 e SOD-2, que sao importantes enzimas capazes de converter o anion
superoxido e dgua em oxigénio molecular e H,0,. A expressao génica da SOD-1
ndo foi alterada em artérias coronarias do grupo HgCl, (Figura 28A). No entanto, a
expressdo da isoforma 2 da SOD estd cerca de seis vezes maior em artérias
coronarias septais (Figura 28B).
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Figura 28: Medida quantitativa, realizada utilizando a técnica de RT-PCR, da expressdo génica da A-
isoforma SOD-1 da superéxido dismutase (SOD-1) e da B- isoforma SOD-2 da superéxido dismutase
(SOD-2) de artérias coronérias septais de ratos Controle e HgCl,. Os resultados (Média + EPM)
estdo expressos como expressdo génica da SOD-1 e SOD-2 em relacé@o a expresséo génica da 18S.
Teste t de Student ndo pareado. *p<0,05 vs Controle. O nimero de animais usados esta indicado

entre parénteses.



RESULTADOS 120

4.7 EFEITOS DA EXPOSICAO CRONICA AO HgCl, SOBRE A MORFOLOGIA

CORONARIANA

Para avaliar se o tratamento com HgCl, além de alterar a reatividade de artérias

coronarias também foi capaz de modificar a sua estrutura, vista histologicamente.

Medimos a area total do vaso, assim como a area do limen e da camada média. Na

figura 29 podemos observar fotomicrografias representativas e os resultados da

analise morfométrica. Tanto a area total dos vasos coronarianos estudados, quanto

a area do lumen estdo menores em coracdes de ratos expostos durante 30 dias ao

HgCl,. No entanto, ndo observamos diferenca na area da camada média.
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Figura 29: Analise morfométrico de vasos coronarianos de animais expostos ou ndo ao HgCl,. Area

total do vaso coronariano (A), area do limen do vaso (B) e &rea da camada média do vaso (C).

Dados expressos em Média £+ EPM. O nimero de animais usados esté indicado entre parénteses.
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4.8 EFEITOS DA EXPOSICAO AO HgCl, EM CULTURA DE CELULAS
ENDOTELIAIS DE CORONARIAS SUINAS.

4.8.1 Caracterizacao de células endoteliais

Apés retirada das células elas foram caracterizadas em todos as passagens
utiizadas para confirmacdo do fendtipo de células endoteliais. Na figura 30
(esqquerda) podemos observar células musculares lisas (SMC) incubadas com
anticorpo primario especifico para fator de Von-Willebrand e anticorpo secundario
fluorescente apropriado. Observamos entdo que as células musculares lisas ndo
expressam o fator que é especifico para células endoteliais. Diferente do que
observamos quando incubamos células endoteliais com os anticorpos primario e
secundario ja citados (centro). Ao microscopio de fluorescéncia observamos que o
fator de Von-Willebrand esta muito expresso em nossas células endoteliais (EC) de
coronarias suinas, confirmando o fendtipo para esse tipo celular. Realizamos ainda
uma incubacdo de células endoteliais somente com anticorpo secundario, para
excluirmos a possibilidade do sinal fluorescente ser decorrente de fundo produzido
por esse anticorpo. Vimos que o0 anticorpo secundario sozinho nao foi capaz de

produzir fluorescéncia, como demonstrado pela figura 30 (direita- CT-).

Figura 30: Painéis com microfotografias representativas de imunofluorescéncia emitida por células
endoteliais marcadas com anticorpo primario especifico para fator de Von-Willebrand e anticorpo

secundario fluorescein isotiocianate (FITC).

4.8.2 Producéo de anion superéxido em células endoteliais

Em células endoteliais avaliamos a producao de radicais livres, principalmente anion
superoéxido, utilizando o dihidroitideo (DHE). A quantidade de espécies reativas &

diretamente proporcional a intensidade de fluorescéncia. As células foram incubadas
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com concentragOes crescentes de HgCl,. Na figura 31 observamos os quadros com
microfotografias que mostram a fluorescéncia emitida pelas células estudadas.
Utilizando o programa para quantificacdo de intensidade de fluorescéncia
(Metamorph 7.1.0.0) podemos quantificar a fluorescéncia. O grafico presente na
figura 31 mostra a intensidade de fluorescéncia nos diferentes grupos estudados.
Vimos que a producdo de espécies reativas € concentracdo dependente, ou seja,
guanto maior a concentracdo de HgCl, que a célula foi exposta maior a intensidade
de fluorescéncia encontrada. Em células endoteliais expostas a 5 pg/mL temos uma
producdo de espécies reativas trés vezes maior que em células que ndo foram
expostas ao metal. A exposicdo ao H,O, foi utilizada para nos assegurar que 0
método utilizado é eficaz para avaliar a producdo de espécies reativas de oxigénio
(LI et al., 2001). Como mostrado nas microfotografias, a exposicéo ao H,O, aumenta

significativamente a intensidade de fluorescéncia apos exposi¢éo ao DHE.
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Figura 31: Painéis com microfotografias representativas da fluorescéncia emitida por dihidroetideo
(DHE) em células endoteliais de coronérias suinas em situacao controle e expostas a 0,05; 0,5e 5
pg/mL de HgCl,. A exposicdo a H,O, foi utilizada como controle positivo para producdo de anion
superéxido. O gréfico representa a intensidade de fluorescéncia em unidade arbitraria (UA) emitida
por DHE. ANOVA uma via seguida de post hoc de Tukey. Os resultados estdo expressos em média +

EPM. p<0,01 vs Controle. O nimero de animais usados esta indicado entre parénteses.

Para verificar se a producdo de anion superoxido era modificada por antioxidantes,
células foram incubadas com tempol (10 umol/L), apocinina (300 umol/L), catalase
(1000 U/mL) e tiron (1 mmol/L) 30 minutos antes de serem expostas ao HgCl, (5
pHg/mL). Encontramos que a exposi¢cao aos antioxidantes estudados reduz a emissao
de fluorescéncia, sugerindo reducdo da producéo de espécies reativas de oxigénio.
Podemos inferir que as principais vias envolvidas na producdo destas espécies
reativas de oxigénio sdo a NADPHoxidase e também a eNOS desacoplada, sendo a

NADPHoxidase com maior participacdo, ja que a incubacdo com apocinina reduziu
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muito a producdo de EROs e o L-NAME também foi capaz de reduzir a emissédo de

fluorescéncia, no entanto em menor magnitude (Figura 32).
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Figura 32: Painéis com microfotografias representativas da fluorescéncia emitida por dihidroetideo
(DHE) em células endoteliais de coronérias suinas em situacdo controle e expostas a HgCl, .5 pg/mL
e a HgCl, - 5 pug/mL + Tempol, Apocinina, Catalase ou Tiron. A exposi¢cao a H,O, foi utilizada como
controle positivo para producdo de &anion superdxido. O gréfico representa a intensidade de
fluorescéncia em unidade arbitraria (UA) emitida por DHE. ANOVA uma via seguida de post hoc de
Tukey. Os resultados estdo expressos em média + EPM. *p<0,05 vs Controle, #p<0,05 vs HgCl,. O

namero de animais usados esté indicado entre parénteses.

4.8.3 Producéo de nitritos e nitratos em meio de cultivo de células endoteliais

Para avaliar de que maneira o aumento de producdo de EROs estava influenciando

a producéao/biodisponibilidade de NO pelas células endoteliais de coronarias suinas,
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também medimos a producédo de nitritos e nitratos, subprodutos da degradacédo de
NO, em meio de cultivo celular, apés exposicdo a crescentes concentracfes de
HgCl, e concomitante ao uso dos antioxidantes estudados. Vimos que a exposi¢cao
ao metal € capaz de reduzir a quantidade de nitritos no meio de cultivo celular (figura
33). A exposicao aos antioxidantes 30 minutos antes da exposi¢éo ao HgCl, levou a
um aumento da quantidade de nitritos (Figura 33). Ou seja, 0 aumento da producgéo
de radicais livres derivados do oxigénio, seja via NADPHoxidase ou eNOS

desacoplada, € o principal responsavel pela reducdo da producdo de nitritos em

cultivos de células endoteliais.

1.0- #
_ : I
= 0.8
3 ]

g 0.6- #
8 0.4 * * *
£ 02
00 (5) ] ©)] K] (5 Q (4) Q
& OV OV OV Qo\\(\’b N @Q’
OO(\\*'\/Q\Q:\/ \29'\/ ) «QJ@ ro’\o QD : \g
$°\/ SQ\/ & ¥ 9
PP P

Figura 33: Efeitos do tempol (1 mmol/L), apocinina (300 pmol/L), tiron (1 mmol/L) e L-NAME (100
pmol/L) na producéo de nitritos em células endoteliais expostas a 5 pg/mL de HgCl,. A producéo de
nitritos também foi medida em células expostas a 0,05 e 0,5 ug/mL de HgCl,. Os resultados (Média +
EPM) estdo expressos como expressdo da eNOS em relacdo a B-actina. ANOVA uma via seguida de
post hoc de Tukey. *p<0,05 vs Controle; # p < 0,05 vs. 5 pg/mL HgCl,. O nimero de animais usados

esta indicado entre parénteses.

4.8.4 Expressdao protéica da isoforma endotelial da sintase do 6xido nitrico em

células endoteliais.

A principal fonte produtora de NO em células endoteliais € a eNOS, no entanto, na

falta de substrato para a producdo de NO (como por exemplo o tetrahidrobipterina-
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BH,4), a eNOS gera radicais livres. Em células endoteliais de coronérias suinas vimos
que a exposicao durante 24 horas a HgCl, aumenta 50 % da expressao protéica da
eNOS (Figura 34). Esse aumento pode ser compensatorio, devido & menor producao
de NO, evidenciado pela redugéo de nitritos no meio de cultivo celular. No entanto,
mesmo que compensatorio, pode estar contribuindo também para maior producdo

de radicais livres derivados do oxigénio.
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Figura 34: Analise densitométrica de Western blot para espressdo protéica da isoforma endotelial da
sintase de oxido nitrico (eNOS) em células endoteliais de coronarias suinas em situacéo Controle e
expostas a 0,05 e 5 pg/mL. As fotos acima mostram as bandas representativas da expressao da
eNOS e da B-actina. Os resultados (Média + EPM) estdo expressos como expressédo da eNOS em
relacao a B-actina. ANOVA uma via seguida de post hoc de Tukey. *p<0,05 vs Controle. O nimero de

animais usados esta indicado entre parénteses.
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4.9 AVALIACAO DA PARTICIPACAO DO OXIDO NITRICO NA FUNCAO DE
CORACOES ISOLADOS EXPOSTOS AO HgCl,.

4.9.1 Presséo sistdlicaisovolumétrica do ventriculo esquerdo

FURIERI e colaboradores 20112 mostram que a exposi¢ao a baixa concentracdo de
HgCl, durante 30 dias diminui a forca contratil de coracfes perfundidos pela técnica
de Langendorff. Esses dados foram repetidos neste trabalho, ja que quando
comparamos a PSIVE no momento imediatamente anterior ao inicio da perfusédo
com L-NAME encontramos menor PSIVE gerada em coracdes do grupo HgCl,. Para
elucidar se o NO estaria participando dessa diminuicdo de forca contrétil,
perfundimos os coracdes durante 60 minutos com L-NAME. Além de ser um
importante vasodilatador, o0 NO também €& capaz de modular a génese de forca
cardiaca. A perfusédo de corac¢des do grupo Controle com o inibidor ndo seletivo da
sintase do oxido nitrico ndo modificou a PSIVE e a pressdo desenvolvida (Figura
35A e 35C). Ja em coracOes de ratos expostos ao metal observamos queda da
PSIVE e também da pressao desenvolvida (Figura 35B e 35D). Para demonstracéao
dos dados utilizamos tanto a PSIVE quanto a pressdo desenvolvida, visto que
alteracoes na pressao diastolica poderiam alterar a PSIVE. A pressao desenvolvida
€ uma maneira clara de demonstrar o quanto de pressao 0 coracao gerou, pois é

calculada como a diferenca entre PSIVE e PDIVE.
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Figura 35: A e B- Pressao sistolica isovolumétrica do ventriculo esquerdo (PSIVE), C e D- Pressao
desenvolvida do ventriculo esquerdo de coracfes isolados de ratos dos grupos Controle e HgCl,
antes e durante 60 minutos de perfusdo com L-NAME (100 uM). Dados expressos em Média + EPM.
ANOVA uma via seguido de post hoc de Tukey. *p<0,05 vs 0. O niumero de animais usados esta

indicado entre parénteses.

4.9.2 Presséo diastélica isovolumétrica do ventriculo esquerdo

De maneira semelhante, como mostrado na figura 36, observamos que a perfusao
com L-NAME ndo modificou a PDIVE em coracbes do grupo Controle, mas
aumentou muito esse parametro em corac¢des do grupo HgCl,. O aumento chega a

guatro vezes apos 30 minutos de exposicao.
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Figura 36: Presséo diastolica isovolumétrica do ventriculo esquerdo (PDIVE) de coracdes isolados de
ratos dos grupos Controle (A) e HgCl, (B) antes e durante 60 minutos de perfusdo com L-NAME (100
pUM). Dados expressos em Média + EPM. ANOVA uma via seguido de post hoc de Tukey. *p<0,05 vs

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

4.9.3 Presséo de perfusdo coronariana

O NO é um potente vasodilatador, entdo a inibicdo de sua sintese esperadamente
causaria vasoconstriccdo. Como em coracdes isolados perfundidos com a técnica de
Langendorff utilizamos fluxo de solugcdo nutridora constante, o aumento de
resisténcia vascular levaria a um aumento de pressdo de perfusdo coronariana.
Nessa técnica estudada cabe salientar que a PPC também se torna dependente do
tecido miocardico subjacente, além do importante controle metabdlico presente
nesse leito vascular (DEUSSEN et al.,, 2006). Em coracdes de ambos os grupos
estudados encontramos aumento da PPC (Figura 37A e 37B), no entanto, esse
aumento esta mais evidenciado no grupo HgCl,, como demonstrado na Figura 36C,
gue mostra o incremento de PPC apo6s 60 minutos de perfusdo com L-NAME nos
dois grupos experimentais. No grupo Controle houve um incremento de cerca de 20
% (ndo significante), enquanto no grupo HgCl, esse incremento quase alcancou

60 %.

O aumento de pressao intraventricular durante a diastole pode estar participando
também do aumento da PPC observada em coracdes de animais expostos ao metal.
Os vasos coronarianos encontram-se inseridos em tecido miocéardico e se ha maior
pressdo durante a diastole, mais o tecido subjacente ira comprimir esses vasos

coronarianos.
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Figura 37: Pressdo de perfusdo coronariana (PPC) de cora¢Bes isolados de ratos dos grupos
Controle (A) e HgCl, (B) antes e durante 60 minutos de perfusdo com L-NAME (100 pM) em coragdes
isolados de ratos dos grupos Controle e HgCl,. Dados expressos em Média + EPM. ANOVA uma via
seguido de post hoc de Tukey. *p<0,05 vs Controle + L-NAME. O nimero de animais usados esta

indicado entre parénteses.

4.9.4 Incidéncia de alteracdes no ritmo cardiaco

Além da reducao na PSIVE e aumento da PDIVE, também observamos que apoés a
perfusdo com L-NAME os coragdes do grupo HgCl, mostram uma incidéncia
aumentada de alteracdes do ritmo cardiaco, mesmo a geracdo de estimulo sendo
extrinseca e controlada nessa técnica utilizada. As mudancas do ritmo cardiaco nao
foram quantificadas, no entanto, podemos observar com facilidade estas alteracbes

na figura 38.
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Figura 38: Registro tipico mostrando a incidéncia de alteracfes no ritmo cardiaco apés perfuséo com
L-NAME (100 uM) em coracg@es isolados de ratos dos grupos Controle e HgCl,.
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4.10 EFEITO DA EXPOSICAO AO HgCl, DURANTE 30 DIAS SOBRE A
EXPRESSAO PROTEICA EM CORACOES DE RATOS

4.10.1 Efeito da exposicdo ao HgCl, sobre a expresséo protéica de SERCA e

Fosfolambam cardiacos

Em corac¢des do grupo HgCl, observamos uma expressdo diminuida da SERCA
(Figura 39A), enquanto ha aumento da expressédo protéica do fosfolambam (Figura
39B). E, ainda, o fosfolambam fosforilado na serina-16 possui expressao reduzida
(Figura 39C). A razdo SERCA/PLB, que indiretamente nos permitem inferir sobre a
funcionalidade da bomba de calcio do reticulo sarcoplasmatico também esta
diminuido (Figura 39D), ou seja, sugerindo reducdo do funcionamento desse
importante mecanismo de recaptacdo de céalcio do mioplasma para o reticulo

sarcoplasmatico.
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Figura 39: A- Andlise densitométrica de Western blot para espressdo protéica da SERCA, B-
Fosfolambam (PLB), C- Fosfolambam fosforilado (PLB-Serl6) e D- Relacdo SERCA/PLB em
coracbes de ratos Controle e HgCl,. Os blots tipicos acima mostram as bandas representativas da
expressdo da SERCA, PLB e PLB-Serl6 e da GAPDH em corag¢fes de ratos de ambos grupos. Os
resultados (Média + EPM) estdo expressos como expressdo da SERCA, PLB e PLB-Serl6 em
relacdo a GAPDH. Teste t de Student ndo pareado. *p<0,05 vs Controle. O nimero de animais

usados esta indicado entre parénteses.
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4.10.2 Efeito da exposi¢cdo ao HgCl, sobre a expressao protéica da NKA e NCX

Quando avaliamos a expressdo protéica do trocador Na*/Ca®* do sarcolema
observamos reducgéo da expressdo dessa proteina de membrana no grupo HgCl,
guando comparado com o grupo Controle (Figura 40A). Para avaliar se o tratamento
durante 30 dias com HgCl, modificou a expressdo protéica da NKA, medimos,
utilizando o método de Western Blot, a expressao de duas das suas isoformas, a a-1
e a-2. A expressédo protéica da isoforma a-1 estd reduzida no grupo experimental
HgCl,, porém, ndo encontramos alteracdo na expresséao da isoforma a-2 (Figura 40B
e 400C).

M 2 NCX
A
S " GAPDH
1T
0.8
0.6

NCX/GAPDH

*
0.4
0.2
0.0-

Controle HgICI2

al- Na* K*- ATPase

. e ¢ N oo - aTPase
R -0
1
*

0.5 0.5+
g 0.4 g 0.4+
o 0.3- % 0.34
< O
9 o2 N 021
5 8

0.1 ‘S 0.1 6

0.0- 0.0~

T T T T
Controle HgCl, Controle HgCl,

Figura 40: A- Andlise densitométrica de Western blot para espresséo protéica do trocador Na“-Ca'”
(NCX), B- isoforma a1 da Na*-K'- ATPase (NKA) e C- isoforma a2 da Na*-K*- ATPase em coragdes
de ratos Controle e HgCl,. Os blots tipicos acima mostram as bandas representativas da expressao
do NCX e das isoformas a1 e a2 da NKA e da GAPDH em coragbes de ratos de ambos grupos. Os
resultados (Média + EPM) estdo expressos como expressdao do NCX, das subunidades a1 e a2 da
NKA em relagdo a GAPDH. Teste t de Student ndo pareado. *p<0,05 vs Controle. O nimero de

animais usados esta indicado entre parénteses.
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4.10.3 Efeito da exposicdo ao HgCl, sobre a expressao protéica da eNOS e
iNOS cardiaca.

Além de ser um importante vasodilatador, o0 NO também exerce efeitos paracrinos
no musculo cardiaco, e células do miocérdio e fibroblastos podem expressar a iINOS
e também células do endocardio expressam eNOS e iINOS (SHAH & MACCARTHY,
2000). Por isso, avaliamos a expressao protéica da eNOS e iINOS. Em coracbes de
ratos expostos ou ndo ao HgCl,. Observamos que tanto a expressdo da eNOS
guanto da iINOS esta diminuida em corag@es de ratos do grupo HgCl, (Figura 41A e
41B).
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Figura 41: A- Andlise densitométrica de Western blot para espresséo protéica da isoforma endotelial
da sintase de 6xido nitrico (eNOS) e B- isoforma induzivel da sintase do éxido nitrico (iINOS) em
coracles de ratos Controle e HgCl,. Os blots tipicos acima mostram as bandas representativas da
expressdo da eNOS, INOS e da GAPDH em coracdes de ratos de ambos grupos. Os resultados
(Média £ EPM) estéo expressos como expressao da eNOS e iNOS em relacdo a GAPDH. Teste t de
Student ndo pareado. *p<0,05 vs Controle. O nimero de animais usados estd indicado entre

parénteses.
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4.11 EFEITOS DA EXPOSICAO AO HgCl, SOBRE A MORFOLOGIA DE
CARDIOMIOCITOS E CONTEUDO DE COLAGENO EM CORACOES.

Furieri e colaboradores em 2011 mostraram que a exposi¢cdo durante 30 dias ao
HgCl, ndo altera o peso das camaras ventriculares em relagcéo ao peso corporal dos
animais. No entanto, nunca se havia avaliado se ocorria alteracdo dos parametros
morfométricos de cardiomiocitos e também do conteddo de coldgeno apos esse

periodo de exposicédo ao HgCl..

A figura 42 mostra que nenhum dos parametros morfométricos avaliados em
cardiomiécitos estavam diferentes no grupo HgCl,. O comprimento, o largura, o
perimetro e a area dos cardiomiocitos de cora¢cdes do grupo HgCl, sdo semelhantes

ao grupo Controle.

Ainda, nenhuma mudanca foi observada no conteuddo de coladgeno de ventriculo
esquerdo de ratos expostos ao mercurio quando comparado com 0s ratos expostos
somente a salina (Controle: 5,1 + 0,8 vs HgCls: 4,7 £ 0,6 % de area tecidual- Figura
43).
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Figura 42: Analise morfométrico de cardiomiécitos de animais expostos ou ndo ao HgCl,.
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Figura 43: Quantificacdo do colageno do ventriculo esquerdo de animais expostos ou ndo ao HgCl..

Os dados estdo (Média =+ EPM) estdo expressos como porcentagem do tecido total. O numero de

animais usados esta indicado entre parénteses.
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5 DISCUSSAO

Nesse estudo mostramos, pela primeira vez, os efeitos da exposicdo a baixa
concentracdo de HgCl, durante 30 dias sobre a reatividade de artérias coronarias de
ratos. Encontramos que mesmo em baixa concentracdo o tratamento foi capaz de
alterar o funcionamento desse importante leito vascular. As artérias coronarias
apresentaram maior reatividade & serotonina e também déficit de relaxamento a
acetilcolina. Os dados sugerem que esses efeitos observados se devem ao aumento
da producdo de radicais livres derivados do oxigénio, principalmente o anion
superoxido, ocasionando reducdo da biodisponibilidade de NO. Ainda, por aumento
da participacdo de prostandides vasoconstrictores derivados da via do acido
araquidonico-ciclooxigenase. Confirmando os resultados encontrados em reatividade
vascular, vimos que a producao local de NO em artérias coronarias septais esta
prejudicada, enquanto ha um importante aumento da geragcéo de anion superoxido.
A expressdo génica das duas principais isoformas geradoras de radicais livres da
NADPHoxidase, a NOX-1 e NOX-4 esta aumentada, sugerindo que essa € a
principal fonte de producdo de espécies reativas apos exposicdo ao HgCl,. A
expressao génica da SOD-2, uma importante enzima responsavel por transformar o
anion superoxido em H,O, e oxigénio molecular, também estd aumentada. Quando
avaliamos a morfologia dos vasos coronarianos, vimos que o tratamento com HgCl,
além de alterar o funcionamento vascular e promover disfuncédo endotelial, ainda foi

capaz de reduzir a area total do vaso e a area do lumen.

A fim de elucidar os mecanismos pelos quais ocorria a disfuncdo endotelial
encontrada, mostramos os efeitos da exposicdo durante 24 horas ao HgCl, em
células endoteliais explantadas de coronarias suinas. E observamos que nessas
células expostas ao metal h4 maior producdo de espécies reativas derivadas do
oxigénio e que 0 aumento da producado € concentracado dependente. Apds exposicao
concomitante a alguns conhecidos antioxidantes, como tempol, apocinina e tiron,
houve reducdo da producdo de EROs, sugerindo que a principal fonte geradora
desses radicais livres € a NADPHoxidase. Em células endoteliais, a maior producao
de EROs também esta relacionada com reducdo da producdo de NO, como foi
observado apés medida de nitritos e nitratos, produtos da degradacdo de NO, em
meio de cultivo celular. No entanto, a expressdo protéica da principal sintase

responsavel pela producdo de NO em células endoteliais, a eNOS, esta aumentada
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em células endoteliais expostas ao HgCl,. Esse dado visto em conjunto com a
reducéo da producgédo de EROs produzido pela incubacdo com L-NAME, inibidor n&o
seletivo das NOS, nos permite especular que além do aumento da expressao da

eNOS ser compensatério a reducdo de NO, também estd contribuindo para a
producéo de radicais livres por desacoplamento da eNOS.

Como encontramos que o tratamento com HgCl, promove disfuncdo endotelial,
avaliamos se a alteracdo na producao/biodisponibilidade de NO seria capaz de
alterar o funcionamento de coracdes isolados. Para isso, perfundimos coragfes de
ratos expostos ou ndo ao metal durante 60 minutos com L-NAME. Em coracfes de
ratos tratados a perfusdo com L-NAME reduziu a PSIVE, aumentou a PDIVE e a
incidéncia de arritmias. E o aumento observado na PPC foi muito maior em coracdes

de ratos expostos ao HgCl, que em ratos Controle.

O tratamento utilizado neste estudo, que visa a exposicédo durante 30 dias ao HgCl,
alcanca uma concentracdo igual a 7,97 = 0,59 ng/ml (WIGGERS et al., 2008). O
valor de referéncia recomendado pela agéncia norte americana Enviromental
Protection Agency (EPA, 2007) de concentracdo sanguinea de mercurio sem que
haja efeitos adversos para a saude € de 5,8 ng/mL ou ~ 21 nmol/L(National
Academy of Science, 2000). A OMS estipula uma concentracdo menor que 6 pg/g de

mercurio como aceitavel em cabelo de humanos.

As principais fontes de exposicdo populacional ao mercurio sdo o consumo de
peixes que bioacumulam metil-mercuario, a liberagdo de vapor de mercurio por
amalgamas dentarios e o timerosal utilizado como conservante em vacinas
(CLARKSON et al., 2002).

Em populacbes que vivem na bacia Amazbnica e que utilizam os peixes como
principal fonte protéica da alimentacdo as concentracdes de mercuario no cabelo
chegaram a até 150 ug/g, sendo que somente 2 dos 40 municipios estudados
possuem a concentracdo de mercurio média abaixo do valor recomendado pela
OMS (BASTOS et al., 2006). Em pacientes, a liberacdo diaria de mercurio por
amalgama é de, aproximadamente, 4 a 5 pg/dia e existe correlacdo positiva entre o
namero de amalgamas e a concentracdo sanguinea de mercurio. Estima-se que
cada amalgama dental libere de 3 a 17 ug de vapor de mercurio por dia e a

concentracdo sanguinea de mercurio apos a retirada da restauracdo pode alcancar
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até 5 nmol/L (HALBACH, 1995; SANDBORGH-ENGLUND et al., 1998; HALBACH et
al., 2008). Um estudo realizado na Universidade de Brasilia mostrou que a
concentracdo de mercurio em infantes apés a vacinagéo contra hepatite B é de 4,2 a
21,1 pg/Kg (DOREA et al., 2009). Mesmo sendo uma concentracdo abaixo da
recomendacdo existem fortes evidéncias que a exposi¢cao ao etil-mercurio, principal
componente do timerosal, estid associado ao aparecimento de desordens
neuroldgicas e cardiacas em criancas (GEIGER & GEIGER, 2003). Estudo recente
mostra que em lactantes residentes em Madri, Espanha, a concentracdo de mercurio
em leite materno oscila entre 0,36 a 0,74 ug/L (GARCIA-ESQUINAS et al., 2011).

Desta maneira, 0 nosso estudo contempla concentracdes, que mesmo um pouco
acima dos valores de referéncia, sado facilmente encontradas em populacdes
expostas. Sendo até consideradas baixas quando comparamos com concentracdes
sanguineas de humanos que vivem em areas potencialmente contaminadas ou com

tradigéo cultural de alto consumo de peixes.

A seguir discutiremos, separadamente, os resultados encontrados em artérias
coronarias, células endoteliais explantadas de coronarias suinas e em coracdes

isolados.
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5.1 EFEITOS DA EXPOSICAO DURANTE 30 DIAS A BAIXA CONCENTRACAO DE
HgCl. EM ARTERIAS CORONARIAS

Sabemos que as artérias coronarias constituem um importante leito vascular, pois
tém como funcdo nutrir o coragdo em situacao basal e também em situacdes onde
h& aumento da demanda metabdlica. Qualquer aumento do trabalho cardiaco ira
ocasionar aumento do fluxo coronariano para que haja manutencdo de um
adequado suprimento de O, (DEUSSEN et al., 2006).

O endotélio vascular é o principal responsavel por modular o fluxo coronariano,
através da liberacdo de substancias vasodilatadoras e vasoconstrictoras. No
entanto, em algumas doencas ou na presenca de fatores de risco como a
hipercolesterolemia, tabagismo, hipertenséo arterial, insuficiéncia cardiaca ocorre
uma alteracdo na capacidade do endotélio vascular em controlar adequadamente a
resisténcia vascular e, assim, o fluxo coronariano. Essa situacdo é conhecida como
disfuncéo endotelial (CAl & HARRISON, 2010).

Recentemente, estudos mostram que além dos fatores de risco citados acima a
exposicdo a metais pesados também € um importante deflagrador de doencas
cardiovasculares (EVANS & WEINGARTEN, 1990; SALONEN et al., 1995;
SALONEN et al., 2000; VIRTANEN et al., 2005; HOUSTON, 2007). Dentre os efeitos
vasculares da exposicdo ao mercurio podemos citar estresse oxidativo, inflamacéao,
trombose, disfuncdo do musculo liso vascular, dislipidemias, disfuncdo imune e
mitocondrial (HOUSTON, 2007). A exposic¢ao cronica aumenta a resisténcia vascular
e induz o desenvolvimento de hipertensdo arterial (TORRES et al., 2000). Em
células endoteliais o metil-mercurio apresentada citotoxicidade dependente da
concentracao e reducéo da atividade da NOS (KISHIMOTO? et al., 1995).

No Brasil, Fillion e colaboradores, em 2006 mostraram que existe correlacéo positiva
entre as concentracbes de mercurio no cabelo e pressdo arterial em populacfes
ribeirinhas da Amazé6nia. Na Espanha, mineiros expostos cronicamente ao mercurio
inorganico possuem risco aumentado para mortalidade por doencas
cardiocirculatérias, como hipertenséo arterial e doencas cerebrovasculares (GARCIA
GOMEZ et al., 2007).

WIGGERS® e colaboradores desenvolveram um 2008 o modelo experimental

utilizado neste estudo. Esses autores avaliaram a reatividade vascular de artérias de
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conduténcia e resisténcia. Os achados indicam que durante um periodo de somente
30 dias a exposicéo a baixa concentracao foi capaz de alterar a reatividade vascular
e funcéo endotelial em aorta e artérias mesentéricas de resisténcia. Essa disfuncéo
endotelial observada se deve a reducdo da biodisponibilidade de NO por aumento
do estresse oxidativo (WIGGERS et al., 2008, PECANHA et al., 2010). No entanto,
ainda ndo existem estudos que mostram como a exposicdo ao mercurio afeta a

funcdo de artérias coronarias.

Utilizando o mesmo modelo de exposicao de alguns autores (WIGGERS et al., 2008,
PECANHA et al., 2010) observamos que em artérias coronarias ha um aumento da
reatividade a serotonina (5-HT). Esse aumento de reatividade ja foi observado
anteriormente em outros leitos vasculares. Em artérias de peixes foi observada
aumento da vasoconstriccao apos exposicao ao mercurio (EVANS & WEINGARTEN,
1990) e a perfusdo com concentracdes crescentes de (0,5 a 10 pmol/L) de HgCl,
aumenta pressao de perfusdo de artérias caudais perfundidas em fluxo constante
(DA CUNHA et al., 2000). No entanto, em anéis de aorta e de artéria pulmonar pré
contraidas com noradrenalina, doses de mercario promoveram importante
vasodilatacdo (GOLPON et al., 2003).

O aumento da contracdo a 5-HT em artérias coronarias poderia ser ocasionado por
diferenca na capacidade contratil do musculo liso vascular. No entanto, as artérias
de ratos dos grupos Controle e HgCl, ndo apresentaram respostas contrateis
diferentes quando expostas a 120 mmol/L de KCl e também o relaxamento ao
doador de NO, DEA-NONOate foi igual entre os grupos, o que indica que a resposta
ao NO mantem-se preservada no musculo liso vascular. Desta forma, o que
explicaria a diferenca de reatividade nestas artérias € uma mudanca na modulagéo
do endotélio vascular, por diminuicdo da producdo de fatores vasorelaxantes ou

aumento de fatores contrateis.

Ainda observamos que a vasodilatacdo estimulada por concentracdes crescentes de
acetilcolina esta diferente em artérias coronarias de ratos expostos ao HgCl,. As
artérias desse grupo experimental apresentam reducédo do relaxamento vascular. A
alteracao deste relaxamento poderia ser decorrente de alteracdo da resposta do
musculo liso vascular ao NO e ndo necessariamente alteracdo da

producéo/biodisponibilidade de NO. No entanto, a resposta ao doador extrinseco de
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NO (DEA-NONOate) foi semelhante entre os grupos estudados. O mesmo foi
encontrado em outro estudo que mostra que em segmentos de aorta expostas
agudamente ao HgCl, ndo ha diferenca na resposta dilatadora induzida pelo trinitrato
de glicerina (GOLPON et al., 2003)

O principal produto derivado do endotélio € o NO que se difunde para as células
musculares lisas promovendo relaxamento por aumento dos niveis intracelulares de
GMPc (MARIN & RODRIGUEZ-MARTINEZ, 1995; LINCOLN et al., 2001). Quando
avaliamos a participacdo deste importante dilatador sobre a resposta contratil de
artérias corondrias expostas a concentracdes crescentes de 5-HT vimos que a
incubagdo durante 30 minutos com L-NAME aumenta a vasoconstriccdo induzida
pela serotonina em ambos 0s grupos estudados. No entanto, o efeito da inibicdo da
sintase do NO €& muito mais pronunciado em artérias do grupo controle, sugerindo
gque o tratamento com HgCl, durante 30 dias diminui a producdo ou
biodisponibilidade do 6xido nitrico.

Ainda avaliamos se a incubagcéo com L-NAME afeta também a dilatacdo promovida
pela acetilcolina. Em artérias de ratos Controle a inibicdo da sintese de NO foi capaz
de abolir todo o efeito relaxante induzido pela acetilcolina. Mas em artérias mercurio
ainda ha um relaxamento residual, que provavelmente se deve a uma producao
compensatoria de outros fatores vasodilatadores. Para confirmar se a
producédo/biodisponibilidade de NO estava realmente diminuida em coronarias
medimos a liberacdo local deste gas e, em artérias coronarias septais, vimos
reducdo consideravel da producdo de NO tanto em situacdo basal quanto apos

estimulacdo com 5-HT e acetilcolina.

Os nossos achados em artérias coronarias sdo semelhantes aos encontrados por
WIGGERS e colaboradores em 2008, que observaram aumento da reatividade a
fenilefrina em aorta e artérias mesentérias de resisténcia (WIGGERS" et al., 2008).
Em anéis de aorta a exposi¢do aguda a 1 umol/L provocou lesdo da monocamada
endotelial e aboliu totalmente o relaxamento induzido pela acetilcolina (GOLPON et
al., 2003?%). Outros estudos também mostram que a exposi¢do ao mercurio causa
diminuicdo da producdo de NO. Em cérebro de ratos, a exposicdo ao mercurio
causa inibicdo da atividade da NOS (MITTAL et al., 1995) e supresséo da producéo

de nitritos e da expressao génica da iNOS em células B pacreaticas (ECKHARD et
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al., 1999). Ratos que consumiram grdos contaminados com mercurio apresentaram
diminuicdo da concentracdo sérica de NO, porém sem modificacdo na atividade
sérica da NOS (JIE et al., 2007).

No entanto, mesmo observando uma diminuicdo na producado local de NO e na
participacdo desse importante vasodilatador na fungdo de artérias coronarias, as
concentracdes plasméticas de nitritos e nitratos foi igual em ratos expostos ao metal
ou somente a salina. DE MARCO e colaboradores em 2009 investigaram se existia
correlacdo entre a concentracdo de nitritos plasmaticos e de mercario no sangue
total, plasma e cabelo em 238 pessoas que estavam expostas ao metil-mercurio por
consumo de peixes contaminados. Os resultados mostram uma significante
associacao entre os nitritos plasmaticos e a concentracao plasmatica de mercdurio.
Mostrando uma evidéncia clinica que a exposicdo ao metil-mercario contido em
peixes esta relacionado a diminuicdo endotelial de 6xido nitrico (DE MARCO et al.,
2010). Os resultados encontrados no nosso estudo podem decorrer da baixa

concentracao de HgCl, utilizada, assim como o breve periodo de exposicao.

A disfuncdo endotelial € caracterizada por diminuicdo da capacidade do endotélio
em modular a reatividade vascular. O aumento da geracdo de radicais livres,
principalmente aqueles derivados do oxigénio, leva a reducéo da biodisponibilidade
de NO e é a principal causa de disfuncado endotelial (CAl & HARRISON, 2010).
Existem inUmeras evidéncias que colocam o0 estresse oxidativo como importante
participante de desordens como hipercolesterolemia, hipertenséo, arteriosclerose,
diabetes e insuficiéncia cardiaca (LOCKETTE et al.,, 1986; GIMBRONE, 1995;
MARIN & RODRIGUES-MARTINEZ, 1995; SCHACHINGER et al., 2000; BRIONES,
2005).

Como encontramos reducdo da producdo/biodisponibilidade de NO em artérias
corondrias expostas durante 30 dias ao HgCl,, realizamos experimentos para
elucidar se a maior producdo de radicais livres derivados do oxigénio estariam
participando das alteracdes vasculares encontradas. ApOs incubacédo das artérias
corondrias esquerdas com tiron, um varredor ndo enzimatico do anion superoéxido,
observamos uma importante inibicdo da contracdo induzida pela 5-HT e aumento do
efeito relaxante estimulado pela acetilcolina. Da mesma maneira, a utilizacdo da

SOD, enzima responsavel por transformar o anion superéxido em H,O, e oxigénio
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molecular, também reduziu a resposta contratii a 5-HT. Também utilizamos a
apocinina, que inicialmente tinha seus efeitos atribuidos a sua capacidade de inibir a
NADPHoxidase e hoje sabemos que, na realidade, a apocinina possui efeitos
também independentes da inativacdo da NADPHoxidase (HEUMULLER et al., 2008;
RIGANTI et al.,, 2008). A apocinina também potencializou o relaxamento a
acetilcolina em artérias coronarias de ratos expostos ao HgCl,. A utilizacao do tiron,
da SOD e da apocinina ndo alteraram a reatividade de artérias de ratos que foram

expostos somente a salina.

A diminuicdo da resposta contrétil a serotonina ap6s incubacao com tiron e SOD em
conjunto com o aumento do relaxamento apés 30 minutos de incubacdo com tiron e
apocinina, indicam que ha aumento da producédo de O;", o que leva a reducdo da
biodisponibilidade de NO, por formacdo de peroxinitrito (PARAVICINI & TOUYZ,
2008). Para nos certificar que os resultados encontrados se deviam ao aumento da
producado de O,", medimos, em artérias corondrias septais, a producao local de O,
utilizando a lucigenina. Nessas artérias de ratos expostos ao HgCl, a producao de
O, esta quatro vezes maior quando comparada com as artérias de ratos do grupo

Controle.

Diversos estudos mostram que a exposi¢cdo ao mercurio leva ao estresse oxidativo e
aumento da geracao de radicais livres (LIVARDJANI et al., 1991; MAHBOOB et al.,
2001; HOUSTON, 2007; WOLF & BAYNES, 2007; MAZERIK et al., 2007; JIE et al.,
2007; AUGUSTI et al., 2008; WIGGERS? et al., 2008; WIGGERS" et al., 2008). Em
ratos que consumiam arroz contendo mercurio foi observado diminuicdo da atividade
antioxidante da SOD e da glutationa peroxidase, reducdo da concentracao
plasmatica de NO, assim como aumento da concentracdo de malondialdeido
plasmatica, o que sugere aumento do estresse oxidativo (JIE et al., 2007). O
aumento do estresse oxidativo em figado também foi observado em ratos que
receberam 3 doses de 0,1 mg/kg durante 3 dias consecutivos por via oral (REUS et
al., 2003). O co-tratamento com carotenbides, como potente propriedade
antioxidante, foi capaz de previnir, em rins de ratos, a peroxidacao lipidica, oxidacéo
protéica, mudancas na atividade da SOD, catalase e glutationa peroxidase apos
exposicao com HgCl, (AUGUSTI et al., 2008). A exposicdo a baixa concentracédo de

mercuario inorganio levou ao aumento da producdo de anion superéxido, da
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concentracdo plasmatica de malondialdeido e do estado total antioxidante
(WIGGERSD et al., 2008).

Estad bem descrito que a principal fonte geradora de radicais livres em vasos € a
NADPHoxidase (SHATWELL & SEGAL, 1996; BABIOR, 1999; BABIOR, 2004).
Existem 7 isoformas da subunidade GP91 PHOX, que sao expressas em diferentes
tipos celulares. Em células endoteliais e em células do muasculo liso vascular a
isoforma mais abundante € a NOX-4. No entanto, tanto a NOX-1 quanto NOX-2
estdo expressas em células do musculo liso vascular, mas a NOX-1 estd mais
presente em vasos de condutancia e a NOX-2 em vasos de resisténcia (BEDARD &
KRAUSE, 2007; CHAN et al., 2009).

Por isso, medimos a expressdo do RNAm das isoformas NOX-1 e NOX-4 da
NADPHoxidase. Ja que a NOX-4 é importante na manutencao da producao basal de
O," (ELMARK et al., 2005; BRANDES &SHRODER, 2008) e a NOX-1 mostra-se
importante na producdo de O,  em condicées patolégicas como aterosclerose,
diabetes e hipertenséo arterial (CHOSE et al., 2008).

A expressdo da NOX-1 e NOX-4 estd cerca de trés vezes maior em artérias
coronarias de ratos do grupo HgCl,, sugerindo que a principal fonte geradora de O
em artérias coronarias de ratos expostos durante 30 dias a baixa concentracédo de
HgCl, é a NADPHoxidase. No entanto, em trabalho prévio de nosso laboratério nao
foi encontrado alteracéo dos niveis de RNAmM de NOX-1 em artérias mesentéricas de
resisténcia de ratos expostos ao mesmo modelo de exposicdo (WIGGERS® et al.,
2008).

A superoxido dismutase € uma importante enzima responsavel por detoxificar os
sistemas bioldgicos de O, e representa a maior defesa celular contra a formacao de
0" e peroxinitrito (STRALIN et al., 1995). Portanto, como observamos modificacéo
do perfil oxidativo em artérias coronarias ap0s exposicdo ao mercurio, também
poderiamos encontrar alteracdo nos mecanismos antioxidantes locais, como a
expressdo da SOD. E realmente encontramos aumento da expressdo génica da
isoforma SOD-2, enquanto ndo houve modificacdo dos niveis de RNAm da SOD-1.
Em ratos expostos a vapor de mercurio ja foi demonstrado aumento da atividade da
SOD em sangue e nos pulmdes apos 1 e 2 horas de exposicao (LIVARDJANI et al.,

1991) e da expressédo da SOD-3 em ratos expostos a baixa concentracao de HgCl,
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durante 30 dias (WIGGERS® et al., 2008). Em camundongos expostos durante duas
semanas a 0,8 e 8 g de HgClykg/dia houve aumento significante nos niveis de
peroxidacéo lipidica, glutationa redutase, glutationa peroxidase em diferentes érgaos
e da SOD no cérebro, figado, testiculos e epididimo (MAHBOOB et al., 2001).

Em conjunto, o aumento da producdo de radicais livres derivados do oxigénio,
reducéo da producgéao/ biodisponibilidade de NO, aumento da expressao génica das
subunidades NOX-1 e NOX-4 da NADPHoxidase e da SOD-2 nos permite concluir
gue a exposicdo ao HgCl,, mesmo durante curto periodo e em baixa concentracao,
foi capaz de induzir ao estresse oxidativo local em artérias coronérias, reduzindo sua
capacidade de relaxamento e aumentando sua contragdo. E ainda que a principal
fonte geredora desses radicais livres é a NADPHoxidase e que o aumento dos niveis
de RNAmM da SOD-2 em artérias coronarias se mostra como uma tentativa,

compensatoria, antioxidante local.

No entanto, além do NO, o principal vasodilatador derivado do endotélio, ainda
temos 0s canais para potassio, que através da sua ativagcdo por fatores
hiperpolarizantes derivados do endotélio (EDHF) levam ao relaxamento vascular
(MATOBA et al., 2000). A ativacéo dos canais de K" no musculo liso vascular leva a
hiperpolarizacdo, diminui a atividade dos canais de Ca?* tipo L voltagem
dependentes, reduzem o calcio intracelular [Ca®']i e promove vasodilatacdo
(NELSON & QUAYLE, 1995). Por isso, avaliamos se a exposicao durante 30 dias a
baixa concentracdo de HgCl, modifica a participacdo dos EDHF na contracao
induzida pela serotonina e no relaxamento a acetilcolina. Para isso utilizamos o TEA,

um bloqueador dos canais para potassio ativados por calcio.

O TEA, bloqueador de canais para potassio dependente de calcio (Kca) potencializou
a resposta contratii em artérias coronarias do grupo controle, no entanto, nao
modificou a resposta a serotonina em artérias do grupo mercurio. Da mesma forma,
o relaxamento foi reduzido pelo TEA em artérias do grupo controle, enquanto o
relaxamento em artérias do grupo mercurio permaneceu inalterado. O que sugere
menor participacdo desses canais apoés tratamento com HgCl,. A menor participacao
dos Kca faz com que ocorra menor hiperpolarizacdo apds estimulo, aumentando a
reatividade e promovendo déficit de relaxamento. Ou seja, o tratamento com HgCl,

diminuiu a participagéo de um fator que leva a ativacéo de Kca.
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O NO também é considerado um EDHF, pois estimula a guanilato ciclase soltvel e
pode ativar canais para potassio sensiveis ao ATP, de larga condutancia ou
voltagem dependentes (WALDRON & COLE, 1999). Por isso, os dados de
diminuicdo da participacdao dos EDHF corrobora com os nossos resultados que
mostram diminuicdo da producdo/biodisponibilidade de NO em artérias coronarias.
WIGGERS (2009) também mostra reducéo da participacdo dos canais para potassio

em artérias mesentéricas de resisténcia de ratos expostos ao HgCl..

Nosso grupo também tém mostrado que a exposi¢do ao HgCl, aumenta a liberacéo
de prostandides vasoconstrictores em aorta, 0 que também contribuiria para
aumento da contracado e déficit de relaxamento (PECANHA et al., 2010). Do mesmo
modo, em artérias corondrias, encontramos que a incubagcdo com indometacina,
inibidor da COX, reduz a contracdo a 5-HT e potencializa o relaxamento induzido
pela ACh. A perfusdo da artéria caudal de ratos com HgCl, aumentou a reatividade a
fenilefrina, mas o uso de indometacina inibiu essa resposta, sugerindo, também,
participacdo de prostanoides vasoconstrictores no aumento da resposta contratil
nesse leito vascular (DA CUNHA et al., 2000). Estudos in vitro mostram que a
exposicdo ao mercurio inorganico leva a um aumento da sintese de PGE2 em
células glomerulares (SRAER et al., 1982). Em adicdo, a exposicdo ao mercurio
estimula a liberacdo de metabdlitos da via do acido araquidonico de plaquetas
humanas (HORNBERGER & PATSCHEKE, 1989) , estimula a biosintese de TXA2 e
PGI2 no coracéo, PGI2 em aortas e liberacdo de serotonina por plaquetas (ALLY et
al., 1993).

Além de todos os dados descritos e discutidos anteriormente, que nos mostram
aumento da reatividade a serotonina e diminuicdo do relaxamento a acetilcolina,
como consequéncia do aumento do estresse oxidativo e da liberacdo de
prostandides vasocontrictores, também avaliamos se o tratamento com HgCl,
modifica a morfologia de vasos coronarianos. Observamos que apos 30 dias de
exposicdo ao metal 0s vasos coronarianos intramiocardicos apresentaram menor
area total do vaso, menor area do Ilumen, porém sem modificar a espessura da
camada média. Sabe-se que a resisténcia vascular é inversamente proporcional ao
raio do vaso elevado a quarta poténcia (MULVANY & AALKJAER, 1990), desta
forma, qualquer pequena alteracdo do diametro do vaso, pode levar a importante

modificacdo da resisténcia vascular. Condicdes como hipertensdo arterial, por
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exemplo, evoluem com mudangas estruturais em vasos de resisténcia, como
diminuicdo do diametro vascular (SCHIFFRIN et al.,, 1992; MULVANY, 2002;
SCHIFFRIN & TOUYZ, 2004; MULVANY, 2008). E, além disso, a geragdo de EROs
tem sido mostrada como peca chave no remodelamento vascular e cardiaco (XU &
TOUYZ, 2006; WEI et al., 2007; PARAVICINI & TOUYZ, 2008). Ja que houve
aumento da producdo de O,  depois da exposicdo ao HgCl, avaliamos também a
morfologia de vasos coronarianos. Os dados morfolégicos encontrados sugerem
remodelamento eutréfico, que faz com que as artérias aumentem a resisténcia ao
fluxo mesmo sem ativagdo (MULVANY, 2002).

No presente estudos ndo avaliamos as propriedade passivas e ativas de vasos de
resisténcia, mas WIGGERS (2009) mostrou, utilizando a técnica de artérias
pressurizadas, que o tratamento com mercurio produziu uma reducdo da espessura
da parede e na relagdo média: lumen dos vasos, assim como, um aumento do
diametro interno, que poderia ser consequéncia da diminuicdo da espessura da

parede vascular.
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5.2 EFEITOS DA EXPOSICAO AO HgCl, EM CELULAS ENDOTELIAIS
EXPLANTADAS DE CORONARIAS SUINAS

Para avaliar de que maneira o HgCl, modificou a funcdo endotelial, utilizamos
células endoteliais explantadas de corondrias suinas cultivadas e expostas durante
24 horas a concentracbes crescentes de mercurio. Medimos nessas células a
geragdo de radicais livres utilizando o diidroetidio (DHE) na presenca de HgCl, e
também apds incubagdo concomitante com alguns antioxidantes e o inibidor da
NOS; os subprodutos de degradacdo do NO em meio de cultivo celular; e a
expressao da eNOS.

Antes da realizacao de todos os protocolos experimentais em células endoteliais de
coronarias suinas fez-se necessario que as células fossem caracterizadas em todos
0s passes utilizados (passe 1, 2, 3 e 4) para verificar a manutencdo do seu fenadtipo.
Tanto células endoteliais quanto células musculares lisas (CMLV), também
explantadas das coronarias suinas foram expostas a anticorpo especifico para o
fator de Von-Willebrand, que esta expresso somente em células endoteliais e néo
em células musculares, e posteriormente incubados com anticorpo secundario
adequado com capacidade de emitir fluorescéncia (FITC). As células endoteliais
também foram incubadas somente com o anticorpo secundario para excluir a
possibilidade do sinal fluorescente encontrado ser decorrente de fundo produzido
pelo anticorpo secundario. As células endoteliais, em todos os passes avaliados,
incubadas com o anticorpo primario para fator de Von-Willebrand e anticorpo
secundario FITC emitiram forte sinal fluorescente, enquanto as CMLV praticamente
nao emitiram fluorescéncia. O que indica que as células endoteliais utilizadas nesse

estudo mantém, de fato, suas caracteristicas fenotipicas.

Apos exposicao por 24 horas ao HgCl, vimos que ocorre aumento da geracao de
EROs e que esse aumento é dependente da concentracdo. O uso do tiron,
apocinina, tempol e L-NAME reduziram a emissdo de fluorescéncia, sugerindo
reducdo da geracdo de EROs. Assim, podemos concluir que a exposicdo ao
mercurio induz ao estresse oxidativo, que é reduzido pelo uso de antioxidantes e
também pela inibicdo das NOS, que desacoplada, também pode contribuir para
geracdo de radicais livres (FORSTERMANN & MUNZEL, 2006).
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Como em artérias coronarias observamos disfuncdo endotelial, caracterizada
principalmente pela reducdo da biodisponibilidade de NO, medimos também, em
células endoteliais, se a exposicdo ao HgCl, e a antioxidantes modificam a
producao/biodisponibilidade de NO. Indiretamente, a produgdo de NO foi avaliada
por medida de nitritos e nitratos, seus subprodutos. Apds incubacdo com HgCl,
observamos reducdo da quantidade de nitritos e nitratos em meio de cultivo em
todas as concentracdes de HgCl, estudadas (0,05; 0,5 e 5 pg/mL), ndo havendo
diferencas entre as concentracdes. Ou seja, diferente do que ocorre com as EROs,
a diminuicdo da producédo/biodisponibilidade de NO ndo € dependente da

concentragéo.

O uso concomitante do tiron, tempol, apocinina e L-NAME foram capazes de
restabelecer a producéo de nitritos e nitratos a niveis semelhantes aos encontrados
em células ndo expostas ao HgCl,. Fortificando ainda mais a evidéncia que a
diminuicdo do NO é ocasionada por aumento da geracdo de espécies reativas,
principalmente o O;°, que reage muito rapidamente com o NO, formando o
peroxinitrito (FRISBEE et al., 2002).

A principal fonte geradora de NO em células endoteliais € a eNOS (isoforma
endotelial da sintase do Oxido nitrico). Por isso, medimos nessas células a
expressdo protéica dessa proteina. Mesmo com reducdo da quantidade de
subprodutos de degradacdo do NO observada em células endoteliais expostas ao
HgCl, a expressdo protéica da eNOS esta aumentada na maior concentracéo
estudada (5 pg/mL). Esse aumento pode ser compensatério a reducdo do NO e
também pode estar contribuindo para a geracdo de EROs, ja que a incubacdo com
L-NAME reduziu a producdo de EROs nessas células e aumentou a quantidade de
nitritos. A eNOS desacoplada é uma importante fonte de EROs em varios situacdes
patologicas (FORSTERMANN & MUNZEL, 2006).

Em células endoteliais de corddo umbilical expostas ao metil-mercurio foi observado,
também, diminuicdo da producdo de NO e que esse efeito € dependente de efeito
citotéxico direto do metil-mercirio sobre a atividade da NOS (KISHIMOTO? et al.,
1995). Em células endoteliais de artéria pulmonar bovina os efeitos do metil-
mercurio foram atribuidos a PLA2, que tinha sua producédo ativada por aumento de

céalcio e EROs. O metil-mercurio também ativa peroxidacgéo lipidica e alteragbes na
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morfologia das células (MAZERIK et al., 2007). A exposicdo de monocamadas de
células endoteliais ao mercurio idnico em altas concentragbes produz profunda
citotoxidade, lesdo da monocamada de células, quase completa inibicdo da atividade
de enzimas antioxidantes, reducdo da atividade da NOS e acumulo de EROs.
Enquanto que em baixas concentracbes houve aumento compensatério de enzimas
antioxidantes, como a glutationa peroxidase (WOLF & BAYNES, 2007).

A expressdo da sintase do Oxido nitrico também é modulada pela exposi¢cdo ao
mercurio. Estudos prévios de nosso grupo mostram aumento da expressao protéica
da eNOS em aorta e artérias mesentéricas de resisténcia. (WIGGERS?" et al., 2008).
Em células B pancreaticas a exposi¢gdao ao HgCl, (0,1 a 10 pmol/L) suprime a
producéo de nitrito e a expressao génica da iNOS, assim como a taxa de transcricao
do gene (ECKHARDT et al.,, 1999). Apo6s 20 horas de exposi¢cdo a dose unica de
HgCl, (7,5 mg/kg) ratos apresentaram insuficiéncia renal, com diminuicdo da
expressao da NOS cerebral no cortex renal (YANAGISAWA et al., 2002).
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5.3 AVALIACAO DA PARTICIPACAO DO OXIDO NITRICO NA FUNCAO DE
CORACOES ISOLADOS EXPOSTOS AO HgCl,.

Estudo prévio em nosso laboratorio mostra que a exposicao durante 30 dias a baixa
concentracdo de HgCl,, como a utilizada neste estudo, foi capaz de promover
prejuizo do relaxamento do ventriculo esquerdo de ratos anestesiados, efeito
inotrépico negativo em coracdes isolados, aumento da atividade ATPésica da
miosina e inibicdo da NKA. No entanto, ndo alterou a contratilidade de musculos
papilares isolados (FURIERI® et al., 2011).

Varios outros estudos mostram uma associacdo entre exposicdo ao mercurio,
hipertenséo arterial, infarto do miocardio e doenca arterial coronariana (SALONEN et
al., 2000; VIRTANEN et al., 2005; FILLION et al., 2006; HOUSTON, 2007).

A exposicdo cronica, durante 320 dias, a 5 pg/mL de HgCl, afeta a funcéo
cardiovascular por interferir no mecanismo barorreflexo e na reatividade a
catecolaminas (CARMIGNANI et al., 1983). A exposi¢cdo durante periodo mais curto
a concentracbes maiores mostram aumento da pressdo arterial sistémica,
diminuicdo do inotropismo cardiaco, porém sem alteracdo da frequéncia cardiaca
(CARMIGNANI et al., 1992). Mesmo com a alta afinidade do mercario com o SNC,
CARMIGNANI e colaboradores (1992) mostraram que ap0s exposi¢cado durante 180

dias o mercurio se acumulou mais no corac&o que no cérebro.

Como haviamos encontrado disfuncdo endotelial nos experimentos em artérias
isoladas, caracterizada por reducdo da biodisponibidade de NO por aumento da
geracdo de radicais livres pela NADPHoxidase, também avaliamos, em coracdes
isolados se o tratamento com HgCl, era capaz de modificar a participacdo no NO na

modulacao paracrina da funcéo cardiaca.

Assim como as substancias liberadas pelo endotélio vascular possuem a capacidade
de modular a contratilidade do muasculo liso vascular subjacente, o NO produzido
pelas células endoteliais das coronarias também se difunde para o musculo
cardiaco, modulando seu funcionamento (BRUTSAERT et al., 1998). O NO, um géas
difusivel, com meia vida curta, proveniente de células endoteliais, é capaz de
modular os aspectos fisiolégicos do funcionamento cardiaco, como o acoplamento

excitacao/contracdo, relaxamento miocardico, funcdo diastdlica, mecanismo de
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Frank-Starling, freqiéncia cardiaca, resposta inotropica B-adrenérgica e também o
metabolismo energético (SHAH & MACCARTHY, 2000).

No entanto, os efeitos desse potente vasodilatador sdo varios e contraditorios. As
diferencas de efeito sdo decorrentes do estado oxidante e antioxidante, do fluxo
coronariano, da concentracdo, da fonte de NO, das vias de sinalizacdo, dentre
outros fatores (SHAH & MACCARTHY, 2000).

Além disso, ao analisar os dados de FURIERI e colaboradores (2011) podemos
notar que o efeito do tratamento crénico com HgCl, encontrado em coracfes
isolados ndo esta presente quando foram avaliados musculos papilares isolados.
Uma importante diferenca entre as duas preparacdes estudadas é a presenca, em
coracdes isolados, da circulagdo coronariana, que pode estar modulando a funcao

cardiaca.

A presenca de disfuncéo endotelial em artérias coronarias e os achados anteriores
de nosso laboratério nos estimularam a investigar se a participagdo do NO também
estaria diferentes em coracdes isolados apds exposi¢cdo durante 30 dias ao HgCl..
Para isso, perfundimos corac¢des de ratos expostos ou ndo a baixa concentragcéo de
HgCl, com solucdo contendo L-NAME, um inibidor ndo seletivo da sintase do NO
(NOS), durante 60 minutos.

Semelhante ao encontrado anteriormente, observamos que o tratamento com HgCl,
promove efeito inotrépico negativo em coracdes isolados em condicdo basal apos
estabilizacdo (FURIERI® et al.,2011). Ainda, observamos que a perfusdo com L-
NAME em coracdes de ratos tratados reduziu ainda mais a pressdo sistélica
isovolumétrica do ventriculo esquerdo (PSIVE) ja nos primeiros 15 minutos de

perfusdo. Esse mesmo efeito ndo foi visto em coracdes de ratos Controle.

Corroborando com os resultados obtidos neste trabalho, estudos realizados em
nosso laboratério mostraram diminuicdo da PSIVE imediatamente apds exposicao a
0,5; 1; 2; 10 uM e apds 30 minutos de exposicdo a 20 nM (MASSARONI et al., 1995;
ASSIS et al. 2003). E FURIERI® e colaboradores (2011) especulam que o efeito
inotrépico encontrado pode ser decorrente da inibicdo da NKA, vista em coracdes de

ratos expostos ao mercurio, levando a sobrecarga de célcio.

Como o NO também controla a funcéo diastélica de coracdes e estudos mostram

déficit de relaxamento do VE em ratos anestesiados (FURIERI® et al.,2011), também
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avaliamos se a pressao diastdlica isovolumétrica do ventriculo esquerdo (PDIVE) era
alterada por inibicdo da sintese de NO. Em coracdes de ratos Controle a PDIVE
manteve-se inalterada na pressao pré-fixada pelo enchimento do baldo de latex no
interior da cavidade ventricular (5 mmHg). No entanto, em coracdes de ratos
expostos ao metal a PDIVE sofreu um aumento muito grande, chegando, em alguns
casos a até 50 mmHg. Ao realizar os experimentos, pudemos observar claramente a

contratura do muasculo cardiaco durante os 60 minutos de perfusdo com L-NAME.

Corroborando com a alteracdo na PDfVE encontrada em estudo prévio (FURIERI® et
al.,2011) e o aumento da PDIVE observado apo6s perfusdo com L-NAME em
coracdes isolados, trabalhos na literatura mostraram aumento da PDfVE apéds
administracdo endovenosa de 5 mg/kg de HgCl, em ratos. Essa Unica dose in bolus
origina uma concentracdo sanguinea aguda cerca de 1000 vezes maior que a

encontrada em nosso modelo experimental (ROSSONI et al., 1999).

Como a PDIVE sofreu um aumento em coracfes de ratos expostos ao HgCl, apos
incubacdo com L-NAME, tornou-se necessario avaliar a génese de forca pelo VE
gue ndo somente através da PSIVE, ja que o aumento da PDIVE poderia mascarar
um efeito real no total de forca realizado pelo ventriculo esquerdo. Por isso,
posteriormente, analisamos a forca desenvolvida pelo VE, que foi obtida pela
diferenca entre PSIVE e PDIVE. Desta maneira, encontramos que o efeito da
perfusdo com L-NAME foi ainda maior sobre a capacidade do miocardio em gerar

presséo.

Em preparacfes de coracoes isolados a nutricdo do musculo cardiaco é realizada
através da perfusdo a um fluxo de solucéo constante (10 mL/min), ou seja, qualquer
alteracdo na pressao de perfusdo coronariana (PPC) sera decorrente de mudancas
na resisténcia vascular. Em situacdo estabilizada, ou seja, antes de iniciarmos a
perfusdo com L-NAME, ndo observamos diferencas entre os grupos estudados.
Apos a perfusdo com o L-NAME vimos aumento da presséo de perfusdo coronariana
nos coracdes de ratos expostos ao HgCl,. Ou seja, as artérias de ratos do grupo

HgCl, contraiam mais apés perfusdo com L-NAME.

Ao comparar os dados de PPC com os resultados de reatividade coronariana, nos
parece um pouco contraditério, ja que em artérias isoladas e estudadas em

miografos de tensdo mostramos que o tratamento com HgCl, diminuia a participacao
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do NO na reatividade coronariana. Porém, se avaliarmos as curvas concentracdo
resposta a 5-HT em artérias coronarias de ambos 0s grupos na presenca ou nao de
L-NAME, notamos que a resposta maxima em artérias incubadas com L-NAME né&o
foi diferente entre os grupos estudados (Ct+ L-NAME: 117 + 6,6 mmHg e HgCl; +L-
NAME: 108 £ 4,3 mmHg).

Além disso, ndo podemos comparar em igualdade as duas preparacoes, ja que in
situ as artérias coronarias também sofrem influéncia direta de outros fatores
miocardicos, como, por exemplo, a regulacdo metabdlica pelo tecido cardiaco. As
alteracbes na génese de forca cardiaca também podem influenciar na circulacéo
coronariana por alterar a quantidade e qualidade dos subprodutos do metabolismo
(DEUSSEN et al., 2006). As artérias usadas nas preparacbes para avaliar a
reatividade coronariana possuem entre 200 e 400 um de diametro enquanto que em
coracdes isolados a perfusao é feita através de toda a arvore vascular, com grande

participacao de artérias de resisténcia.

Anatomicamente, as artérias coronarias estdo, em sua grande maioria, rodeadas por
todos os lados de tecido miocardio. Assim, o grande aumento da PDIVE também
nos ajudaria a explicar o aumento da PPC maior em artérias do grupo HgCl,. A
diminuicdo do relaxamento durante a diastole nos coragcbes do grupo tratado apos
perfusdo com L-NAME também contribui para o aumento da resisténcia vascular, por

compressao dos vasos intramiocardicos.

Ainda, observamos, no entanto ndo quantificamos, que a perfusdo com L-NAME
também aumentou a incidéncia de alteracdes do ritmo cardiaco desses coracdes
isolados. Na preparacéo de coracdes isolados o atrio direito é retirado e o coragéo &
estimulado eletricamente a uma frequéncia pré-fixada através de dois eletrodos
colocados em sua superficie. Mesmo a frequéncia sendo estabelecida pelo
experimentador observamos uma alteracdo no ritmo muito grande em coracdes
isolados, como demonstramos na figura 38 na sec¢éo de resultados. Os coracdes de

ratos Controle mantiveram a frequéncia estavel mesmo apdés perfusdo com L-NAME.

Ao sumarizar os resultados encontrados em coracdes isolados perfundidos com L-
NAME podemos pontuar que houve: 1) reducdo as PSIVE em situacdo basal e a
perfusdo com L-NAME reduziu ainda mais a PSIVE e a pressdo desenvolvida pelo

VE em coragles de ratos tratados; 2) aumento da PDIVE em coragbes do grupo
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HgCl, apds inibicdo da NOS; 3) aumento da PPC apds inibicdo da sintese de NO
pelas coronérias em ambos 0s grupos estudos, mas que esse aumento foi maior em
coracOes de ratos HgCl,; 4) aumento da incidéncia de alteragcfes do ritmo cardiaco
em coracgdes de ratos expostos ao metal.

Desta maneira, podemos especular que mesmo com a reducdo da producao de NO
em artérias coronarias isoladas, observamos que a reduzida quantidade de NO em
artérias in situ se torna importante para a preservacdo do fluxo coronariano e
manutenc¢do da perfusdo miocardica em corac¢des de ratos expostos ao HgCl,. Além
disso, quando inibimos a sintese desse importante vasodilatador ainda observamos
sinais claros de uma sobrecarga de calcio, como havia sido proposto por trabalhos

prévios de nosso laboratério (FURIERI® et al., 2011).

O NO ativa a guanilato ciclase soluvel (GCs) aumentando os niveis intracelulares de
GMPc, que ativa a proteina quinase dependente de GMPc (PKG). A PKG fosforila
varios sitios protéicos, sendo responsavel por diminuir a corrente de calcio pelos
canais para calcio do tipo L, diminuir a sensibilidade dos miofilamentos ao calcio,
aumentar a recaptacéo de calcio pelo RS e por diminuir o consumo de O, (SHAH &
MACCARTHY, 2000). Por todos os efeitos do NO nos cardiomidcitos vemos que o
NO é capaz de reduzir a sobrecarga de calcio que ja foi proposta pelo nosso grupo
(FURIERI® et al., 2011). E a inibicdo do NO torna os efeitos da sobrecarga de célcio

evidentes.

Para avaliar como estava o ciclo de calcio nos cardiomiocitos de ratos expostos ao
metal, jA& que nossos resultados sugerem sobrecarga de célcio, medimos a
expressao protéica de varias proteinas envolvidas no ciclo de célcio intracelular: as
isoformas a1 e a2 da Na*/K*-ATPase (NKA), o trocador Na*/Ca** (NCX), a bomba de
célcio do RS (SERCA), o fosfolambam (PLB) e o PLB fosforilado na serina 16. Ainda

medimos a expressao protéica de eNOS e INOS em macerado de tecido miocardico.

O tratamento durante 30 dias com baixa concentracdo de HgCl, reduz e expressao
protéica da isoforma a1 da NKA, sem alterar a expressdo de sua isoforma a2.
Também ha reducéo da expressdo do NCX. A SERCA e o PLB fosforilado também
estdo reduzidos, enquanto que a expressdao do PLB estd aumentada. Desta

maneira, a razdo SERCA/PLB esta diminuida.
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Estudos prévios mostram que o mesmo modelo experimental utilizado em nosso
estudo promove reducdo da atividade da NKA (FURIERI® et al., 2011), o que
provoca aumento intracelular de sédio, reduzindo a atividade do NCX, produzindo
uma condi¢cdo de sobrecarga de célcio. Situacdo similar ocorre quando a NKA é
inibida por 1 pM de ouabaina, levando a disfungdo mecénica do miocardio e a
alteracdes mitocondriais em coracdes isolados de cobaias (KHATTER et al., 1989).
A ouabaina produziu um aumento transiente na forca contratil e posteriormente
levou a um declinio na funcdo mecénica do VE. Mitocondrias isoladas desses
coracOes perfundidos com ouabaina mostraram maior recaptacéo de célcio, reducéo
da fosforilacdo oxidativa e da taxa de geracdo de ATP. Esses achados foram
revertidos pelo uso de bloqueadores de canais de célcio, sugerindo que sé&o
dependentes da sobrecarga de calcio induzida pela inibicdo da NKA pela ouabaina
(KHATTER et al., 1989). Aléem da reduzida atividade, observamos em nosso trabalho
uma reducgao da expressao da isoforma a1 da NKA e do NCX, contribuindo ainda

mais para a sobrecarga da calcio.

Além do mais, a reducdo da expressdo da SERCA e PLB fosforilado, concomitante
ao aumento da expressdo PLB e reducdo da razdo SERCA/PLB, nos permite
especular que além dos mecanismos sarcolemais, o0 reticulo sarcoplasmatico
também esta envolvido na sobrecarga de calcio observada. A SERCA € a bomba de
calcio do RS que permanece inibida pelo PLB. No entanto, quando o PLB é
fosforilado, ele deixa de inibir a SERCA, permitindo a recaptacédo de calcio pelo RS.
Assim, a diminuicdo da expressao da SERCA, aumento do PLB e reducédo do PLB
fosforilado levando a reducdo da recaptacdo de calcio pelo RS (BERS & DESPA,
2006). Ou seja, ha tanto um déficit de extrusdo de calcio pelo sarcolema como
também de recaptacao de calcio pelo RS, contribuindo ainda mais para a situacéo

de sobrecarga de célcio.

A sobrecarga de calcio explicaria a reducdo da PSIVE encontrada em nosso
trabalho quanto em estudos prévios de nosso grupo, que também observaram
aumento da PDfVE em ratos anestesiados (FURIERI® et al., 2011). O aumento da
PDfVE pode ser ocasionada por essa incapacidade de retirar o calcio do meio

intracelular durante a diastole.
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O NO, mesmo que em reduzida quantidade em coronérias de ratos do grupo HgCl,
contribui para diminuir a situagdo de sobrecarga de calcio e consegue manter a

perfusdo adequada do miocérdio.

Vimos que a exposicdo ao mercurio inorganico é responsavel por promover
alteracbes na funcdo miocardica e também na expressdo de importantes proteinas
envolvida no ciclo de calcio no cardiomidcito. Portanto, resolvemos avaliar se o
tratamento também era capaz de modificar a morfologia de células miocéardicas e o
conteudo de colageno cardiaco. Observamos que nem o comprimento, o perimetro,
a largura e a area total dos cardiomiocitos foram modificados pelo modelo
experimental utilizado. De igual maneira, o contetido de colageno néo foi diferente

entre os grupos estudados.

Em estudo prévio, ndo foi encontrado diferenga no peso dos ventriculos (VE e VD)
de ratos expostos durante 30 dias a baixa concentracdo de HgCl, e também néao foi
detectada diferenca quando o peso dos ventriculos era corrigido pelo peso corporal
dos ratos (VE/PC e VD/PC) (FURIERI® et al., 2011). E também, trabalhos na
literatura mostram que tanto o mercurio organico como o inorganico sao capazes de
alterar o peso do coracgao, entretanto, em todos os estudos, as concentracdes as
guais os animais foram expostos sdo maiores (1 a 5mg/Kg de metilmercurio e 0,5 a
2,5 mg/Kg de HgCl,) (BARTOLOME et al., 1982; BARTOLOME et al., 1984) que a
utilizada em nosso trabalho (4,34 pg/Kg). Ratos que recebiam doses diarias de metil-
mercurio por 21 dias (1; 2,5 e 5 mg/Kg), iniciando-se o tratamento no primeiro dia
ap0s o nascimento, tiveram rapido crescimento e desenvolvimento tecidual dos
coracdes, acompanhado por hipertrofia cardiaca quando adultos (BARTOLOME et
al., 1982). Ja o HgCl, (0,5; 1 e 2,5 mg/Kg) provocou aumento inicial do peso do
coracdo com subseqiente diminuicdo a valores menores que de ratos controle
(BARTOLOME et al., 1984).



SUMARIO DE
RESULTADOS



SUMARIO DE RESULTADOS 161

6 SUMARIO DE RESULTADOS

Avaliamos os efeitos da exposicédo durante 30 dias, em ratos, a baixa concentracao
de HgCl, sobre a reatividade de artérias coronarias, producédo local de NO e O,
expressao génica das isoformas NOX-1 e NOX-4 da NAPHoxidase e isoforma SOD-
3, morfologia dos vasos coronarianos, producao de nitritos plasmaticos. Para
confirmar que os achados em artérias coronarias eram ocasionadas por efeitos
sobre o endotélio vascular, analisamos, em células coronarias, a producdo de EROs,
NO e a expressdo protéica da eNOS. Avaliamos também a participacdo do NO
sobre a modulacdo de forca de coracdes de ratos expostos ou ndo ao HgCl,, a
expressao protéica de importantes proteinas envolvidas no ciclo de célcio e a
morfologia dos cardiomiécitos.

Em artérias coronarias observamos que o tratamento com HgCl, aumentou a
resposta contratil a serotonina e reduziu o relaxamento induzido pela acetilcolina, no
entanto, ndo modificou a resposta contratil ao KCI (120 mmol/L) e o relaxamento a
concentragbes crescentes do doador de oOxido nitrico, DEA-NO. O tratamento
reduziu a participacdo do NO sobre a resposta vasoconstrictora e vasodilatadora,
assim como a producdo local de NO em artérias coronarias septais. Também
observamos que a incubacdo com tiron e SOD reduziram a resposta contratil a 5-HT
e 0 uso de tiron e apocinina aumentaram o relaxamento a acetilcolina, o que indica
aumento de geracdo de EROs, o que corrobora com o aumento de O," em contado

em artérias coronarias septais.

Também encontramos que o uso da indometacina reduz a resposta contratil a
serotonina e aumenta o relaxamento a ACh, sugerindo aumento da participacédo de
prostandides vasoconstrictores em artérias corondrias apds exposicdo a baixa
concentracdo durante curto periodo de tempo. Ao incubar as artérias com o TEA,
inibidor de canais para potassio ativados por célcio, vimos que ha reducdo da
participacdo dos EDHF em artérias do grupo tratado, jA& que houve reducdo da

partcipacdo desses canais tanto na resposta vasoconstrictora quanto vasodilatadora.

Observamos ainda, que além das alteracdes funcionais, o tratamento com HgCl; foi
capaz de modificar a morfologia de artérias coronarias. As artérias intramiocardicas
de ratos do grupo HgCl, possuem menor area total e menor area do limen, porém,

sem modificagdo da camada média do vaso.
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Em células endoteliais explantadas de coronarias suinas encontramos aumento da
producdo de O;" apds exposicdo a concentracdes crescentes de HgCl, e que esse
aumento é dependente da concentracdo. Também vimos reducdo dos subprodutos
de degradacéo do NO, nitritos e nitratos, em todas as concentragdes estudas, no
entanto, sem diferencas entre elas. O uso concomitante de antioxidantes e do
inibidor da sintase do NO, L-NAME, levou a reducéo da geracéo de radicais livres e
aumento da concentracdo de nitritos e nitratos em meio de cultivo celular. O que
sugere que as EROs séao proveniente da NADPHoxidase e a eNOS desacoplada
também tem partcipacdo na geracdo desses radicais livres. A expressdo da eNOS
nas células endoteliais expostas a maior concentracdo de HgCl, (5 pg/mL) esta
aumentada, constituindo um mecanismo compensatoério a reducao do total de NO e,

indiretamente, contribuindo para a geracéo de mais EROs.

Em coracdes isolados perfundidos pela técnica de langendorff encontramos reducéo
da PSIVE e alteracOes da expressao de importantes proteinas cardiacas envolvids
no ciclo de calcio do cardiomiécito. Houve aumento da expresséao do PLB, reducao
da expressdo da SERCA, do PLB fosforilado na serina-16, da subunidade a1 da
NKA, do NCX do PLB e também da razdo SERCA/PLB. A expressao de eNOS e
INOS também estava diminuida. Além disso, a perfusdo com L-NAME foi capaz de
reduzir ainda mais a PSIVE, aumentar a PDIVE, aumentar a PPC e a incidéncia de
arritmias em coracbes de ratos que foram expostos ao HgCl,. No entanto, o

tratamento ndo modificou a morfologia dos cardiomiocitos.

Os efeitos observados e descritos acima estdo esquematizados nas figuras 44 e 45.
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Figura 44: Esquema representando os efeitos da exposi¢éo durante 30 dias a baixa concentracéo de

HgCl, sobre artérias coronarias e coracdes isolados.
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Figura 45: Esquema representando os efeitos da exposicéo durante 24 horas a 0,05; 0,5 e 5 pg/mL

de de HgCl, em células endoteliais de coronarias suinas.
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7 CONCLUSAO

O nosso trabalho mostra, pela primeira vez, que a exposi¢céo a baixa concentracao
de HgCl,, préxima as encontradas em individuos que removeram amalgamas
dentarios, que foram expostos a vapor de mercurio, ou que consomem
rotineiramente peixes contaminados, foi capaz de causar disfungdo endotelial em
artérias coronarias por aumento da geracdo de espécies reativas de oxigénio
levando a reducdo da biodisponibilidade de 6xido nitrico, e ainda por reducdo da
participacdo do fator hiperpolarizante derivado do endotélio e aumento da
participacdo de prostandides vasoconstrictores. E os dados encontrados em artérias
sdo confirmados por experimentos em células endoteliais explantadas de coronarias
suinas, indicando que a geracdo de espécies reativas de oxigénio se da pela
ativacdo da NADPHoxidase e pelo desacoplamento de eNOS.

Ainda podemos concluir que além dos efeitos sobre a reatividade coronariana, o
tratamento com HgCl, também foi capaz de reduzir a funcéo de coracgdes isolados. E
gue o NO, mesmo em quantidade reduzida, era capaz de manter o suprimento
sanguineo adequado e minimizar os efeitos decorrentes da sobrecarga de calcio

presente em coracées de ratos expostos ao metal.
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BACKGROUND AND PURPOSE
Exposure to mercury is known to increase cardiovascular risk but the underlying mechanisms are not well explored. We
analysed whether chronic exposure to low mercury doses affects endothelial modulation of the coronary circulation.

EXPERIMENTAL APPROACH

Left coronary arteries and hearts from Wistar rats treated with either HgCl, (first dose 4.6 ng-kg™', subsequent doses

0.07 ug-kg™ day™', 30 days) or vehicle were used. Endothelial cells from pig coronary arteries incubated with HgCl, were
also used.

KEY RESULTS

Mercury treatment increased 5-HT-induced vasoconstriction but reduced acetylcholine-induced vasodilatation. It also reduced
nitric oxide (NO) production and the effects of NO synthase inhibition with L-NAME (100 pimol-L-") on 5-HT and
acetylcholine responses. Superoxide anion production and mRNA levels of NOX-1 and NOX-4 were all increased. The
superoxide anion scavenger tiron (1 mmol-L™") reduced 5-HT responses and increased acetylcholine responses only in vessels
from mercury-treated rats. In isolated hearts from mercury-treated rats, coronary perfusion and diastolic pressure were
unchanged, but developed isovolumetric systolic pressure was reduced. In these hearts, L-NAME increased coronary perfusion
pressure and diastolic pressure while it further reduced developed systolic pressure.

CONCLUSIONS AND IMPLICATIONS

Chronic exposure to low doses of mercury promotes endothelial dysfunction of coronary arteries, as shown by decreased NO
bioavailability induced by increased oxidative stress. These effects on coronary function increase resistance to flow, which
under overload conditions might cause ventricular contraction and relaxation impairment. These findings provide further
evidence that mercury, even at low doses, could be an environmental risk factor for cardiovascular disease.

Abbreviations

CPP, coronary perfusion pressure; DEA-NO, diethylamine NONOate; DHE, dihydroethidium; FITC, fluorescein
isothiocyanate; KHS, Krebs-Henseleit solution; L-NAME, N-nitro-L-arginine methyl ester; LVISP, left ventricle
isovolumetric systolic pressure; NOS, nitric oxide synthase; ROS, reactive oxygen species; SOD, superoxide dismutase;
TEA, tetraethylammonium
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Introduction

Mercury is a toxic metal considered to be a hazard, and
exposure to mercury might produce toxicological conse-
quences (ATSDR, 1997; Guzzi & La Porta, 2008). Recent
reports have shown that human exposure to environmental
contamination, including mercury, seems to be more
common than otherwise expected. Professional exposure to
mercury vapour (Langworth et al., 1997; Sandborgh-Englund
etal.,, 1998), mercury release from or during removal of
amalgam fillings (Hahn et al., 1990; Bjérkman et al., 1997;
Halbach etal.,, 1998) and ingestion of contaminated fish
(Salonen et al., 1995), among several other causes, increase its
concentration in blood. In the last 10 years, several reports
have focused more attention on the toxic effects of mercury
in the cardiovascular system and its association with hyper-
tension, carotid atherosclerosis, myocardial infarction and
coronary heart disease (Salonen ef al., 2000; Virtanen et al.,
2005; Houston, 2007).

Endothelial integrity is crucial for the maintenance of
blood flow and anti-thrombotic capacity. These effects
involve the release of humoral factors that control relax-
ation and contraction, thrombogenesis and fibrinogenesis
and platelet activation and inhibition. Several studies have
revealed that mercury generates oxygen radicals (Houston,
2007). Although the exact mechanisms of free radical gen-
eration are not yet completely understood, it has been
hypothesized that depletion of reduced glutathione (GSH)
by mercury may trigger the production of reactive oxygen
species (ROS). Vascular endothelium is highly sensitive to
oxidative stress and this stress is the main cause of the
endothelial dysfunction observed in cardiovascular diseases
such as hypertension and atherosclerosis (Paravicini and
Touyz, 2008). Recently, we have demonstrated that chronic
administration of low doses of mercury induced endothelial
dysfunction in rat aorta and mesenteric resistance arteries as
a result of decreased nitric oxide (NO) bioavailability, which
in turn is caused by higher NADPH oxidase-derived O,~ pro-
duction (Wiggers et al., 2008). The importance of endothe-
lial NO in the control of both vascular tone in large
epicardial coronary arteries and the coronary micro-
circulation is well known. Previous reports show that the
regulatory function of endothelium in coronary vessels is
altered by cardiovascular risk factors or disorders such as
hypercholesterolaemia, chronic smoking, hypertension and
chronic heart failure (Drexler and Hornig, 1999; Osto et al.,
2007).

The purpose of the present study was to investigate
whether chronic exposure to low doses of mercury, approxi-
mating those found in the blood of exposed humans (Gupta
etal., 1996; Langworth etal., 1997), affects endothelial
modulation of the coronary circulation. We therefore studied
the effect of such mercury exposure on: (i) vasoconstrictor
and endothelium-dependent vasodilator responses of coro-
nary arteries; (ii) vascular NO and ROS production and its
participation in these vascular responses; (iii) coronary circu-
lation and cardiac function of isolated perfused hearts; and
(iv) the structure of coronary arteries. Our observations
provide, for the first time, evidence that mercury causes
endothelial dysfunction in coronary arteries mainly due to
reduction of NO bioavailability and increased oxidative
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stress. This reduction could have important consequences for
cardiac function.

Methods

Animals

All animal care and experimental procedures complied with
current Spanish and European laws (RD 233/88 Ministerio
de Agricultura, Pesca y Alimentacion and 609/86). Three-
month-old male normotensive Wistar rats (280-300 g, n = 38)
were obtained from colonies maintained at the Animal Quar-
ters of the Universidad Autobnoma de Madrid. During treat-
ment, rats were housed at a constant room temperature,
humidity and light cycle (12:12 h light-dark). Rats had free
access to tap water and were fed with standard chow ad
libitum. Rats were divided into two groups: control (vehicle —
saline solution, i.m.) and rats treated with mercuric chloride
(HgCl) for 30 days (first dose 4.6 ug-kg™', subsequent dose
0.07 pg-kg'-day”’, i.m. to cover daily loss). As previously
reported, this treatment produces mercury concentrations of
8 = 0.6 ng-mL™" in blood (Wiggers et al., 2008).

Vascular reactivity measurements of

coronary arteries

After 30 days of treatment with either HgCl, or vehicle, rats
were killed by decapitation. Left coronary arteries were iso-
lated, and segments, 2 mm in length, were mounted in a
small vessel dual chamber myograph for measurement of
isometric tension according to the method described by
Mulvany and Halpern (1977). After a 30 min equilibration
period in oxygenated Krebs-Henseleit solution (KHS, in
mmol-L": 115 NaCl, 25 NaHCO,, 4.7 KCl, 1.2 MgS0,.7H,0,
2.5 CaCl,, 1.2 KH,PO,, 11.1 glucose and 0.01 Na,EDTA) at
37°C and pH 7.4, segments were stretched to their optimal
lumen diameter for active tension development. Left
coronary arteries were exposed to a high K* solution
(120 mmol-L™' K*-KHS, which was identical to KHS except
that NaCl was replaced by KCl on an equimolar basis) in
order to check their functional integrity. Concentration—
response curves to acetylcholine (ACh) were then performed
in arteries previously contracted with 5-HT at a concentration
that produced approximately 50% of the contraction induced
by K*-KHS in each case. After a washout period of 60 min,
concentration-response curves to 5-HT were constructed. A
single concentration-dependent curve to ACh and 5-HT was
performed in each segment. A parallel study was done of the
effects of the nitric oxide synthase (NOS) inhibitor N-nitro-
L-arginine methyl ester (L-NAME, 100 umol-L'), the ROS
scavengers superoxide dismutase (SOD, 150 U-mL™"') and 4,5-
dihydroxy-1,3-benzene-disulphonic acid (tiron, 1 mmol-L™"),
the COX inhibitor indomethacin (10 umol-L™") and the K¢,
channel blocker tetraethylammonium (TEA, 1 mmol-L™") by
the addition of these to the medium 30 min prior to that of
ACh or 5-HT.

In another set of experiments, concentration-response
curves to diethylamine NONOate (DEA-NO) were performed
in segments contracted with 5-HT at a concentration that
produced approximately 50% of the contraction induced by
K*-KHS in each case.
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Endothelial cell culture

Left and right coronary arteries from 7- to 8-month-old pigs
were obtained from the Experimental Surgery Service of
Research Center of La Paz Hospital (Madrid, Spain). They
were cleaned of myocardial and adipose tissues in Nutrient
Mixture F-12-HAM containing antibiotics and fungicide to
prevent contamination. Coronary arteries were opened along
their long axes, and fragments 2-3 cm in length were placed
on six multi-well plates luminal surface down with 0.2%
collagenase (Worthington Biochemical Corporation, Lake-
wood, NJ, USA) in Nutrient Mixture F-12-HAM for S min at
37°C. The cells were then scraped off and cultured in Iscove-
modified Dulbecco’s culture medium (Gibco, Invitrogen,
Carlsbad, CA, USA) plus 20% fetal bovine serum (FBS, Bio-
logical Industries, Kibbutz Beit Haemek, Israel) and antibiot-
ics (penicillin 100 U-mL™!, streptomycin 100 pg-mL™").
Cultures were incubated at 37°C in a humidified 5% CO,
incubator and the medium was changed every 2-3 days.
Confluent cell monolayers were harvested by a brief incuba-
tion with 0.1% trypsin (Biological Industries) and 0.1% EDTA
and cells were resuspended in Iscove-modified Dulbecco’s
medium (Dufresne and Warocquier-Clérout, 2001). Endothe-
lial cell phenotype was confirmed by the expression of the
specific marker von Willebrand factor (antibody dilution
1:100, Dako, Glostrup, Denmark). An appropriate secondary
antibody labelled with fluorescein isothiocyanate (FITC) was
used (antibody dilution 1:200). The cells were examined with
a fluorescence microscope (Nikon Eclipse T300) and images
were obtained with a digital spot camera (Diagnostic Instru-
ments, Inc.).

Isolated heart preparation

As chronic treatment with HgCl, affected the reactivity of
isolated coronary vessels, we performed experiments to deter-
mine whether mercury might be affecting coronary circula-
tion of isolated perfused hearts. Rats were anaesthetized with
sodium pentobarbital (60 mg-kg™", i.p.) and heparinized
(40 U). After thoracotomy, the heart was removed and the
ascending aorta was perfused with gassed (95% O, and 5%
CO) KHS according to the Langendorff technique, under
constant flow (10 mL-min™'), at 37°C. The right atrium was
removed in order to take out the sinoatrial pacemaker. The
heart was then stimulated with a fixed rate of 200 bpm
through two platinum electrodes. The left atrium was opened
to introduce a soft distensible balloon mounted at the tip of
a rigid plastic tube into the left ventricular cavity through the
atrioventricular valve. To avoid liquid accumulation in the
ventricular cavity, the ventricle was perforated with a punc-
ture needle. The balloon was connected to a pressure trans-
ducer (TSD 104A- Biopac Systems, Inc; Goleta, CA, USA) and
to a syringe so that the diastolic pressure of the left ventricle
could be adjusted to predetermined values by injecting water
into the balloon. Developed left ventricle isovolumetric sys-
tolic pressure (systolic pressure minus diastolic pressure —
LVISP) was measured with a pressure amplifier (MP 100
Biopac) and recorded with a data acquisition system (Biopac
MP100OWSW, including a software Acqgknowledge III). Coro-
nary perfusion pressure (CPP) was also measured at the aortic
cannula. As a constant flow was maintained, changes in the
CPP represented changes in vascular resistance. Measure-
ments were initiated after a stabilization period of 20 min.

Mercury, endothelium and coronary vessels B‘[l)

The basic protocol was performed at a constant initial
diastolic pressure of S mmHg by adjusting balloon volume. A
constant balloon volume maintained throughout the experi-
ments permitted measurements of diastolic and systolic pres-
sure changes. LVISP and CPP were recorded for 60 min under
control conditions and after treatment with 100 pmol.L"
L-NAME.

Nitric oxide release

Nitric oxide release was measured as previously described
(Martin et al., 2005). The septal coronary artery was dissected
and equilibrated for 60 min in HEPES buffer (in mmol-L™":
119 NaCl; 20 HEPES; 1.2 CaCly; 4.6 KCI; 1 MgSO,; 0.4 KH,PO,;
5 NaHCOg; 5.5 glucose; 0.15 NaH,PO,; pH 7.4) at 37°C; arter-
ies were then incubated with the fluorescent probe 4,5-
diaminofluorescein (2 pmol-L') for 1 h and the medium was
collected to measure basal NO release. 5-HT (1 umol-L™') and
ACh (10 pmol-L™'") was applied and the medium collected to
measure stimulated NO production. The fluorescence of the
medium was measured at room temperature using a spectrof-
luorometer (LS50 Perkin Elmer instruments, FL. WINLAB Soft-
ware) with excitation wavelength set at 492 nm and emission
wavelength at 515 nm. Blank measurement samples were
similarly collected but without arteries to subtract back-
ground emission. The amount of NO released was expressed
as arbitrary units-mg™' tissue.

Nitrite assay

Endothelial cells were plated into six-well plates, cultured
until confluence and then incubated 24 h before HgCl, treat-
ment in Iscove-modified Dulbecco’s culture medium plus 5%
FBS and antibiotics. Cells were then exposed to 0.05, 0.5
and 5 pg-mL™' HgCl, for 24 h. Apocynin (300 umol-L™") and
tiron (1 mmol-L™') were applied 30 min before exposure to
S ug-mL-!' HgCl,. Finally, treated cells were incubated for
30 min with bradykinin (1 pmol-L™') before collecting super-
natants, and cells were washed and scraped in RIPA buffer.
NO production was determined by measuring nitrite con-
tents of 225 uL of each well with 75 uL. of Griess reagent.
Absorbance was measured and nitrite concentration was
determined by interpolation of a calibration curve of stan-
dard sodium nitrite concentrations against absorbance.
Nitrite levels were corrected by protein concentration mea-
sured by Lowry assay and using BSA as a standard; data are
shown as pg-mg' protein.

ROS production

Lucigenin chemiluminescence. Superoxide anion (O,") levels
were measured in septal coronary arteries using lucigenin
chemiluminescence, as previously described (Martin et al.,
2005). Briefly, arteries were equilibrated for 30 min in HEPES
buffer at 37°C, transferred to test tubes containing 1 mL
HEPES buffer (pH = 7.4) with lucigenin (250 mmol-L™") and
then kept at 37°C. The luminometer was set to report arbi-
trary units of emitted light; repeated measurements were
collected during 5 min at 10 s intervals and averaged. Tiron
(1 mmol-L"), a cell permeant non-enzymatic scavenger of
O, was added to quench the O, -dependent chemilumines-
cence. Blank samples were similarly collected from medium
without arteries in order to subtract background emission.

British Journal of Pharmacology (2011) 162 1819-1831 1821
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Detection of ROS by fluorescence microscopy. The oxidative
fluorescent dye dihydroethidium (DHE) was used to evaluate
O~ production in situ in endothelial cells. Hydroethidine
freely permeates cells and is oxidized in the presence of O~ to
ethidium bromide, which is trapped by intercalation with
DNA. Ethidium bromide is excited at 546 nm and has an
emission spectrum of 610 nm. Primarily isolated endothelial
cells from passages 2 to 4 were used. Cells were incubated
24 h before HgCl, treatment in Iscove-modified Dulbecco’s
culture medium plus 5% FBS and antibiotics; they were then
exposed to 0.05, 0.5 and S pg-mL-' HgCl, for 24 h. Tempol
(10 pmol-L™"), apocynin (300 umol-L™'), tiron (1 mmol-L™")
and L-NAME (10 umol-L™") were applied 30 min before expo-
sure to S ug-mL™" HgCl. Images were acquired with a fluores-
cence microscope (Nikon Eclipse T300), captured using a
digital spot camera (Diagnostic) and processed using Meta-
morph 7.1.0.0.

Western blot analysis

eNOS protein expression was evaluated in primarily isolated
endothelial cells from passages 2 to 4 after exposure to dif-
ferent concentrations of HgCl,. Cells were seeded and grown
for 48 h and then incubated prior to treatment with HgCl, in
Iscove-modified Dulbecco’s culture medium with 5% FBS and
antibiotics. Cells were then exposed to 0.05 and 5 ug-mL™" of
HgCl, for 24 h and non-treated cells were used as control.
After treatment, cells were washed in ice-cold PBS buffer and
whole-cell lysates were prepared in RIPA buffer containing a
protease inhibitor cocktail (Complete C, Roche, Barcelona,
Spain). 40 ug of total protein from each sample was separated
in a 7.5% SDS-PAGE and transferred to polyvinyl difluoride
membranes (Amersham International plc, Little Chalfont,
UK) that were incubated with a mouse monoclonal antibody
against eNOS (1:1000, BD Biosciences, San Jose, CA, USA).
After washing, membranes were incubated with anti-mouse
(1:5000, StressGen, Ann Arbor, MI, USA) immunoglobulin
antibody conjugated to horseradish peroxidase followed by
several washes. Immunocomplexes were detected using an
enhanced horseradish peroxidase/luminal chemiluminis-
cence system (ECL Plus, Amersham International plc) and
after exposure to X-ray AX film (Konica Minolta). Signals on
the immunoblot were quantified with a National Institutes of
Health Image V1.56 computer program. The same membrane
was used to determine B-actin expression using a mouse
monoclonal antibody conjugated to horseradish peroxidase
(1:200 000, Sigma Chemical Co, St. Louis, MO, USA).

RT-PCR real-time assay

NOX-1, NOX-4, SOD-1 and SOD-2 mRNA levels were deter-
mined in coronary segments from control and mercury-
treated rats. Total RNA was obtained using Tri Reagent (Sigma
Chemical Co). A total of 1 ug of DNase I-treated RNA was
reverse transcribed into cDNA using the High Capacity cDNA
Archive Kit (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) with
random hexamers in a 10 pL reaction. PCR was performed in
duplicate for each sample using 1 pL of cDNA as a template,
1x of TagMan Universal PCR Master Mix (Applied Biosys-
tems) and 10x of Tagman Gene Expression Assays (Applied
Biosystems) in a 20 pL reaction. Assays-on-Demand (Applied
Biosystems) of TagMan fluorescent real-time PCR primers and
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probes were used for NOX-1 (Rn 00586652_m1), NOX-4
(Rn  00585380_m1), SOD-1 (Rn00566938_m1), SOD-2
(Rn00566942_g1) and 18S rRNA (4319413E), which was used
as endogenous control to normalize results. Quantitative
RT-PCR was carried out in an ABI PRISM 7000 Sequence
Detection System (Applied Biosystems) using the following
conditions: 2 min at 50°C, 10 min at 95°C followed by 40
cycles of 15s at 95°C and 1 min at 60°C. Relative NOX-1,
NOX-4, SOD-1 and SOD-2 levels were determined using the
274 method. Results are expressed as the relative expression
of mRNA in mercury-treated compared with untreated rats.

Morphometry of coronary vessels

A total of eight animals from each group were analysed.
Ventricular tissue was fixed in 4% sodium-buffered formalde-
hyde. The samples were then dehydrated and embedded in
paraffin. Serial sections (4 pm) were stained with Masson's
trichrome. A total of 48 intramyocardial small vessels (three
vessels per rat) were observed and individually analysed using
a high-resolution monochromatic photocamera CCD (Sony
XC-75CE) attached to a photomicroscope (Leica DMRB). The
morphometric analyses were performed using an Image
System Analysis (Leica QS00MC) with 8 bits of images in grey
gradation (256 levels of grey: O representing black as blank
and 255 colours). The binary edition was used to remove
artefacts that did not correspond to stained coronary vessel
area. Analyses were performed with 40x lenses in which the
vessels were clearly distinguished. The same illumination
conditions were used for all measurements. Calibration of the
system was carried out using a stage micrometer (Leitz) that
allowed computation of the object area in units of um?
Media area was obtained by subtracting the lumen area from
the area encompassed by the external elastic lamina. A single
researcher unaware of the experimental groups performed the
analysis.

Data analysis and statistics

Vasoconstrictor responses induced by 5-HT were expressed as
percentages of tension generated by 120 mmol-L! KCI
(control, 2.1 * 0.15 mN-mm, n = 19; HgCl,, 1.99 *
0.16 mN-mm™', n = 19; P > 0.05). Vasodilator responses are
expressed as percentage of previous contraction. To compare
the effect of drugs on response to 5-HT in coronary segments
from both treatments, some results were expressed as differ-
ences of area under the concentration-response curves
(dAUC) in control and experimental situations. AUCs were
calculated from individual concentration-response curve
plots; the differences were expressed as percentage of AUC of
the control situation.

All values are expressed as mean * SEM of the number of
animals used in each experiment, or independent experiment
in the case of cell cultures. Results were analysed using either
Student’s t-test, completely randomized two-way ANOVA for
comparison between groups, repeated-measure two-way
ANOVA for comparing treatments within the same group or
the Mann-Whitney non-parametric test. When ANOVA
showed a significant treatment effect, Bonferroni's post hoc
test was used to compare individual means. Differences were
considered statistically significant at P-values < 0.05.
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Materials

L-NAME, ACh, apocynin, 5-HT, EDTA, FITC, HEPES, DAF,
DEANO, lucigenin, SOD, Nutrient Mixture F-12-HAM,
tempol (4-hydroxy-2,2,6,6-tetramethylpiperidine 1-oxyl),
indomethacin, TEA and tiron were obtained from Sigma
Chemical Co. DHE, streptomycin and penicillin were
obtained from Invitrogen (Carslbad, CA, USA). All drugs were
dissolved in distilled water except tiron and lucigenin, which
were dissolved in Krebs-HEPES, and indomethacin, which
was dissolved in 1.5 mmol-L-' NaHCOQO;. Nomenclature of
channels, receptors and ligands follows Alexander efal.
(2009).

Results

As previously described (Wiggers et al., 2008), rats exposed to
30 day HgCl, treatment had similar body weight [control:
before 293 + 6.2 g and after 375 * 8.9 g (n = 16); Hg-treated:
before 287 + 4.8 g and after 366 + 6.1 g (n = 22) P > 0.05].
Systolic blood pressure also remained unchanged by treat-
ment (control: 129 = 10.4 mmHg, n = 6; Hg-treated: 128 =+
9.3 mmHg, n =6, P> 0.05).

Effect of mercury treatment on vasoconstrictor
and vasodilator responses of coronary arteries
Mercury treatment increased vasoconstrictor responses of
coronary arteries to 5-HT (10 nmol-L'-100 pmol-L™") and
decreased endothelium-dependent responses induced by
ACh (1 nmol-L7'-10 umol.L™") (Figure 1). However, the
vasodilator response induced by the NO donor DEA-NO
(1 nmol-L7'-10 umol-L™") was unaffected by mercury treat-
ment (Figure 1). This result suggests that mercury treatment
induces endothelial dysfunction in coronary arteries.

Effect of mercury treatment on NO and ROS
production and its participation in

vascular responses

In order to evaluate if mercury treatment alters NO modula-
tion of coronary responses, the effect of the NOS inhibitor
L-NAME on vasoconstrictor and vasodilator responses was
investigated. Figure 2A shows that the negative modulation

Mercury, endothelium and coronary vessels ] 3

by NO of 5-HT responses was reduced in segments of coro-
nary arteries from rats treated with mercury. Thus, L-NAME
(100 umol-L™") shifted the concentration-response curve to
5-HT to the left, in segments from either group, but this effect
was smaller in preparations from mercury-treated than in
those from control rats, as shown by dAUC values (Figure 24,
insert). The participation of NO in relaxation induced by ACh
was also reduced in coronary arteries from mercury-treated
rats, as shown by the reduced inhibitory effect of L-NAME
(Figure 2B). These findings suggest that NO production or
bioavailability could be reduced after mercury treatment. In
agreement, NO release was reduced in arteries from mercury-
treated rats both in basal and after 5-HT and ACh stimulation
(Figure 2C). On the other hand, endothelial cells exposed to
HgCl, shows reduced nitrite production, which was restored
by both apocynin (300 umol-L™') and tiron (1 mmol-L")
(Figure 2D). However, eNOS expression did not change (or
even increased) in endothelial cells exposed to 0.05 or
5 ug-mL™! HECl, respectively (Figure 2E).

The participation of ROS in vascular responses was evalu-
ated using the superoxide anion scavengers, tiron and SOD.
Tiron (1 mmol-L™") did not modify S-HT responses in coro-
nary arteries from the control group but reduced the
increased reactivity to 5-HT produced by mercury treatment
(Figure 3A). Similarly, tiron did not affect endothelium-
dependent ACh-induced relaxation in arteries from control
rats but improved impaired vasodilator response observed in
segments from mercury-treated rats (Figure 3B). The effect of
SOD (150 U-mL™) on 5-HT contraction was similar to that
found for tiron; however, SOD did not affect ACh-induced
relaxation in any group (results not shown).

To evaluate if mercury treatment alters the vascular pro-
duction of ROS we measured their levels in endothelial cells
from coronary arteries exposed to different concentrations of
HgCl, and in coronary arteries from control and mercury-
treated rats. Cultured endothelial cells exposed for 24 h to
increasing HgCl, concentrations (0.05, 0.5 and 5 pg-mL™")
display a progressive increase of superoxide production
(Figure 4A). This increased production was diminished by the
SOD mimetic tempol (1 mmol-L™'), the NADPH oxidase
inhibitor apocynin (300 pmol-L™'), tiron (1 mmol-L™') and
L-NAME (100 umol-L™') (Figure 4B). In coronary arteries from
mercury-treated rats, basal O,~ production was greater than

120+ 0- 0-
. - Control (19) o —
) = HgCl, (17) { 25- R
=~ 80 < =
5 5 ANOVA 5 50
= £ 504  P<0.0001 =
o o $ 754
£ 404 E AL
S =2 75 _e Control (20) & 100/ % Control (8)
ANOVA - HgCl; (19) - HgCl, (9)
o0 P<0.001 100-
S B 2 6 & 4 .3 10 -9 o 5 4 40 @ 8 7 %6 B .4
5- HT log [mol-L™"] ACh log [mol-L™"] DEA-NO log [mol-L™"]
Figure 1

Concentration-response curves to 5-HT, acetylcholine (ACh) and diethylamine (DEA)-NONOate (NO) in left coronary arteries from control and
HgCl,-treated rats. *P < 0.05, **P < 0.01 and ***P < 0.001 versus control. Number of animals used is indicated in parentheses.
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Figure 2

Effect of chronic treatment with mercury chloride (HgCl;) on the modulation of vascular response by NO in coronary arteries. (A) Effect of L-NAME
(100 umol-L™") on the vasoconstrictor responses to 5-HT in left coronary arteries from untreated and HgCl,-treated rats. (B) Effect of L-NAME on
the vasodilator responses to ACh in untreated and HgCl,-treated rats. The insert graphs show differences in area under the concentration-response
curve (dAUC) in the presence and absence of L-NAME. (C) Vascular production of NO in septal coronary arteries from control and HgCl,-treated
rats. (D) Effect of apocynin (300 umol-L™") and tiron (1 mmol-L™") on nitrite production in endothelial cells exposed to 5 ug-mL" HgCl; the effect
of 0.05 and 0.5 pg-mL™" HgCl, is also shown. (E) Representative blot and densitometric analysis showing eNOS protein expression normalized with
[-actin expression in endothelial cells exposed to HgCl, *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001 versus the corresponding control situation; #P < 0.05

versus HgCl,. Number of animals used is indicated in parentheses. Ctrl: control.
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Effects of chronic treatment with HgCl; on the participation of reactive oxygen species (ROS) in vascular responses in coronary arteries. Effect of
tiron (1 mmol-L™") on the vasoconstrictor responses to 5-HT (A) and the vasodilator responses to ACh (B) in left coronary arteries from untreated
and HgCl,-treated rats. *P < 0.05, *P < 0.01 versus the corresponding control situation. Number of animals used is indicated in parentheses.

in arteries from controls (Figure 4C). Mercury treatment also
increased mRNA levels of the NADPH oxidase subunits
NOX-1 and NOX-4 (Figure 4D) and of SOD-2 (Figure 4E) in
these arteries; however, mRNA levels of SOD-1 were not sig-
nificantly affected by mercury treatment.

Participation of prostanoids and K,

channels on vascular responses: effect

of mercury treatment

To evaluate if mercury treatment alters the participation of
prostanoids on coronary responses, the COX inhibitor
indomethacin (10 umol-L™') was used. This drug did not
change 5-HT or ACh responses in arteries from control rats.
However, in arteries from mercury-treated rats, indomethacin
reduced 5-HT contraction (Figure 5A) and potentiated ACh
responses (E.,,, HgCl,: 64.0 = 9.4 %, n = 11; HgCl, +
indomethacin: 93.5 = 2.3 %, n = 9; P < 0.05).

In order to analyse the role of K¢, channels on vascular
responses, the effect of TEA was analysed. TEA (1 mmol-L™")
potentiated 5-HT responses in segments from both groups
but this effect was smaller in preparations from mercury-
treated than in control rats (Figure 5B). However, TEA did not
change ACh response in coronary arteries from either group
(results not shown).

Effect of mercury treatment on coronary
circulation of isolated perfused hearts

To investigate whether increased coronary reactivity could
affect heart function, isolated hearts, perfused according to

the Langendorff technique, were used. Isolated hearts were
used to avoid nervous or humoral mechanisms that could
blunt or mask the effects of chronic Hg treatment. Figure 6A
shows that at 5 mmHg of diastolic pressure, developed
left ventricle isovolumetric systolic pressure (LVISP) was
reduced in the Hg-treated group. When L-NAME was used,
LVISP was further reduced in the Hg-treated group. CPP was
also measured (Figure 6B); in hearts from Hg-treated rats, CPP
was similar to controls. However, CPP increased after L-NAME
treatment, and this increase was greater in the Hg-treated
group. Developed left ventricle isovolumetric diastolic pres-
sure (LVIDP) was similar in both control and HgCl,-treated
rats (Figure 6C). When using L-NAME, LVIDP increased only
in HgCl,-treated rats (Figure 6C). This increment is parallel to
the reduction of coronary blood flow and the developed
systolic pressure, which normally reduces coronary blood
flow by reducing metabolic needs.

Effect of mercury treatment on

coronary morphology

To analyse putative actions of mercury treatment on
intramyocardial vessel morphology, morphometric measure-
ments of total, luminal and media areas were performed.
Results and representative photomicrographs are presented
in Figure 7. The morphometric analysis demonstrated that
although no differences in media area were observed between
both groups, vessel and luminal areas were reduced in
mercury-treated rats as compared with controls. This pattern
was maintained even after correcting the data (data not

British Journal of Pharmacology (2011) 162 1819-1831 1825



ANEXOS 202

LB Furieri et al.

A
8 200
3
HgCl, g
0.05 ug mL-! g
=2
('
L G
2
§ @ &
— €5 %0
cl 005 05 5 3
R ————— ©
HgClz (ug mL") 8=
B sg
§3 10
8 160 * = @D
& #
2 o 120
HgCl, + 5 X
a
Tempol 2 % # # #
o E
22 40
a
e @) KA (@) [ [G)] &)
0
D N S & &K
- 8 «Q)@Qo PSR
& Y
o
D E
i NOX-1 15 SOD-1 . SOD2 %
2]
: : =l 2 .
% x A 3
o] [e] (@] o 4
= z (] 7]
< s g Zos <
e v 4 4 5 2
E (6) E - [ ® E = &
T et 0.4 T !
Ctrl HaCl, Ctrl HaCl, Ctrl HgCl, Ctrl HgCl,
Figure 4

Effects of HgCl, on vascular superoxide anion production. (A) Images and quantification of superoxide anion production measured by fluorescence
microscopy in untreated (Ctrl) and HgCl,-treated endothelial cells from porcine coronary arteries. (B) Images and quantification of production of
superoxide anion measured by fluorescence microscopy in endothelial cells exposed to HgCl, (5 pg-mL™") in the absence or the presence of tempol
(1 mmol-L™"), apocynin (0.3 mmol-L™), tiron (1 mmol-L™") or L-NAME (100 umol-L™"). (C) Vascular production of superoxide anion, measured by
lucigenin chemiluminescence, in septal coronary arteries from control and HgCl,-treated rats. Quantitative RT-PCR assessment of (D) NOX-1 and
NOX-4 and (E) SOD-1 and SOD-2 mRNA levels in coronary arteries from control and HgCl,-treated rats; results are expressed as the relative
expression of mMRNA compared with control. *P < 0.05, **P < 0.01 versus Ctrl, #P < 0.05 versus HgCl,. Number of animals used or independent

experiment in the case of cell cultures is indicated in parentheses.

shown) with the following criteria. To determine luminal or
vessel area, the cross-sectional area enclosed by internal or
external elastic lamina, respectively, was corrected to a circle
by applying the form factor 1°/4n to the measurement of the
lamina, where | is the length of the lamina. This method
avoids miscalculations of areas caused by the eventual col-
lapse of immersion-fixed arteries (de las Heras et al., 1999).

Discussion

Results presented herein show for the first time that treat-
ment with low doses of mercury for 30 days increased reac-
tivity to 5-HT in isolated coronary arterial rings. Accordingly,

1826 British Journal of Pharmacology (2011) 162 1819-1831

CPP in isolated hearts was also increased. The present study
also demonstrates that chronic mercury treatment induced
endothelial dysfunction in coronary arteries, probably due to
a decreased NO bioavailability caused by increased endothe-
lial superoxide production.

Cardiovascular risk factors or disorders such as hypercho-
lesterolaemia, chronic smoking, hypertension or chronic
heart failure alter the regulatory function of endothelium
both in coronary and peripheral conduit and resistance
vessels. In addition to these risk factors, attention has
recently been given to toxic effects of mercury in the cardio-
vascular system (Evans and Weingarten, 1990; Salonen et al.,
1995; 2000; Virtanen et al., 2005; Houston, 2007). Chronic
exposure to mercury is reported to increase vascular resis-



ANEXOS 203

A Untreated
120+
= -e- Control (6)
s -&- Control + INDO (6)
c 801
.9
©
o
£ 401
3
ANOVA
0- e e P<0.05
T T T T T T 1
9 8 -7 6 5 -4 -3
5- HT log [mol-L™"]
B
120
-#- Control (6) 2
® -&- Control + TEA (6)
5
£ 407 §’
8 ANOVA 25
P<0.0001
0-

9 8 7 6 5 -4 3
5- HT log [mol-L™"]

Figure 5

Mercury, endothelium and coronary vessels B]l)

HgCl,-treated

120n
= -a HgClz (11)
o -0~ HgCly + INDO (11)
c 801
.0
B
o
£ 40
3
ANOVA
o P<0.0001
I T T T T T 1
-9 -8 -7 -6 -5 -4 -3
5- HT log [mol-L™"]
120
S -& HgCl, (9)
=]
s = HgCl, + TEA (9)
c 80
.0
B
g
E 4
. O3 ANOVA
; P<0.001
o_

T 1

HgCl, -9 -8 -7 -I6 l5 -4 -3
5- HT log [mol-L™]

Effect of chronic treatment with HgCl, on the participation of prostanoids and Kc, channels in vascular responses in coronary arteries. Effect of
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from untreated and HgCl,-treated rats. The inset graph shows differences in area under the concentration-response curve (dAUC) in the presence
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tance and to induce hypertension (Torres et al., 2000; Garcia
Gomez et al., 2007). On the other hand, a concentration-
dependent cytotoxicity in endothelial cells, as well as a reduc-
tion in NOS activity, has been described after treatment with
methyl mercury (Kishimoto etal., 1995). Moreover, ROS
accumulation induced by high concentrations of HgCl, also
results in cytotoxicity of endothelial cell monolayers (Wolf
and Baynes, 2007). Despite the number of studies showing
that mercury increases vascular resistance and induces oxida-
tive stress, as well as risk for cardiovascular diseases, the effect
of in vivo chronic exposure to mercury on endothelial modu-
lation of coronary vascular responses is unknown. We have
recently described a model of chronic (30 day) exposure to
low doses of HgCl, that did not induce changes in blood
pressure, despite important endothelial dysfunction observed
in both aorta and mesenteric resistance arteries (Wiggers
etal., 2008). The blood concentrations reached with this
exposure, 8 ng-mL"', are similar to high blood levels fre-
quently reported to be an environmental risk factor (Gupta
etal., 1996). In such conditions, coronary reactivity to 5-HT
increased, whereas relaxation to acetylcholine was reduced;
similar findings were reported for aorta and mesenteric resis-
tance arteries (Wiggers et al., 2008). It is well known that
endothelial NO participates in the control of vascular tone in
large epicardial coronary arteries and in the coronary micro-
circulation. In fact, changes observed in the reactivity of

coronary arteries after mercury treatment might be explained
by a decreased modulation of such responses by endothelial
NO, as suggested by the reduced effect of L-NAME on 5-HT
and acetylcholine responses. It is established that EDHF
induces hyperpolarization and vasodilatation through activa-
tion of K* channels (Feletou and Vanhoutte, 1996). We found
that the K¢, channel blocker TEA did not change ACh
response; however, it potentiated 5-HT responses in segments
from both groups, albeit to a greater extent in preparations
from mercury-treated rats. These results suggest that HgCl,
treatment reduces the involvement of one factor, which
opens Kc, channels. Our group has recently described that
mercury treatment increases the release of vasoconstrictor
prostanoids and its participation in phenylephrine response
in rat aorta (Pecanha et al., 2010). Accordingly, indomethacin
reduced 5-HT contraction and potentiated ACh responses,
albeit only in segments from mercury-treated animals. Both
mechanisms would also contribute to increased response to
5-HT found in coronary arteries from mercury-treated rats.
Reduction of endothelial NO-dependent modulation
might be due to decreased production or increased NO
metabolism. We observed that vascular NO release was
diminished in coronary arteries from mercury-treated rats, as
well as in endothelial cells from coronary arteries exposed to
HgCl. A reduction in NO production and NOS activity has
also been described in cultured human umbilical vascular
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(A) Developed left ventricle isovolumetric systolic pressure (LVISP), (B) coronary perfusion pressure (CPP) and (C) left ventricle isovolumetric
diastolic pressure (LVIDP) from control (Ctrl) and HgCl,-treated rats before and after perfusion with L-NAME (100 umol-L™") in isolated hearts.
*P < 0.05 versus Control, #P < 0.05 versus HgCl;, $P < 0.05 versus control + L-NAME. Number of animals used is indicated in parentheses.
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Figure 7

Morphometric analysis of coronary vessels of control and HgCl,-treated rats. (A) Representative microphotographs (original magnification x 40)
of cross sections of intramyocardial vessels from control (Ctrl; on left) and HgCl,-treated rats (on right) stained with Masson’s trichrome. (B) Total
vessel area. (C) Vascular luminal area. (D) Vascular media area. *P < 0.05. Number of animals used is indicated in parentheses.
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endothelial cells exposed to methyl mercury (Kishimoto
et al., 1995). We have previously reported unchanged or even
increased eNOS protein expression in aorta and mesenteric
resistance arteries respectively (Wiggers etal., 2008). In
endothelial cells exposed to low concentration of mercury
(0.05 pg-mL™"), no changes in eNOS expression was found;
moreover, high concentrations (5 ug-mL™"') increased eNOS
expression, thus excluding reduction in the expression of this
enzyme as being responsible for the reduced NO production
and endothelial dysfunction observed in coronary arteries
after mercury treatment. However, we cannot discount a pos-
sible reduction in the activity of this isoform, or that
uncoupled eNOS due to tetrahydrobiopterin (BH,) deficiency
might result in a switch from NO to O, production (Forster-
mann and Miinzel, 2006). In this sense, the inhibition of NOS
slightly reduced the increased superoxide anion production
observed in endothelial cells exposed to HgCl,. Alterations in
the NO relaxation mechanism might also explain the inhibi-
tory effect of mercury on endothelial function. As mercury
treatment did not modify relaxation induced by the NO
donor, DEA-NO, a direct effect of Hg on vascular smooth
muscle cells is unlikely. These findings so far suggested that
increased NO metabolism was the putative mechanism by
which Hg treatment affected coronary reactivity.

Toxicity from mercury is associated with in vivo oxidative
stress. Mercury exposure of animals or humans thus induces
the generation of ROS with subsequent oxidative damage in
several organs and systems, as well as altering the antioxidant
defence system in cells (Miller and Woods, 1993; Huang et al.,
1996; Mahboob et al., 2001; Reus et al., 2003; Chen et al.,
2005). We have previously found that vascular O,~ produc-
tion, plasma malondialdehyde levels and total antioxidant
status increased after mercury treatment in rats (Wiggers
et al., 2008). We likewise found an increased O,~ production
in coronary arteries from mercury-treated rats and in endot-
helial cells from porcine coronary arteries exposed to increas-
ing concentrations of mercury for 24 h. This increased
production was abolished by the superoxide anion scaven-
gers, tiron and tempol, as well as by apocynin, suggesting
that NADPH oxidase would be the source of increased super-
oxide production, although several authors have reported
different actions of apocynin independently of its ability to
inhibit NADPH oxidase (Heumtiller et al., 2008; Riganti et al.,
2008). In a previous study, we found that mercury treatment
did not change NOX-1 mRNA levels in mesenteric resistance
arteries from mercury-treated rats, although an increasing
trend was found (Wiggers et al., 2008). In coronary arteries,
we have found that mercury treatment increased both NOX-1
and NOX-4 subunits, supporting the involvement of NADPH
oxidase in the effect of mercury on oxidative stress. A
decrease in antioxidant defences would also contribute to the
increased superoxide production observed after mercury
treatment. However, SOD-1 mRNA levels were similar in
vessels from both groups, and SOD-2 mRNA levels even
increased after mercury treatment. An increase in the total
antioxidant status of plasma, as well as in aortic SOD-3
protein expression, after mercury exposure has been previ-
ously described (Wiggers et al., 2008). It is therefore possible
that antioxidant mechanisms might become activated in
mercury-exposed rats, in order to protect cells against
increased oxidative stress.

Mercury, endothelium and coronary vessels B]l
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Free radicals are known to increase sensitivity to phenyle-
phrine in other vessels (Hao et al., 2006), and this might be
due to the generation of peroxynitrite reducing NO bioavail-
ability (Frisbee et al., 2002). We found that tiron and apocy-
nin increased nitrite levels reduced by HgCl, in endothelial
cells, thus supporting the possibility that free radicals might
promote reduction of NO bioavailability. In addition, both
tiron and SOD reduced increased reactivity to 5-HT observed
in coronary arteries from mercury-treated rats, with tiron also
improving the impaired relaxation to ACh. These findings
reinforce previous reports that show the relationship between
the effects of mercury and free radical production.

Evidence in recent years has suggested that increased oxi-
dative stress plays a pathophysiological role in cardiovascular
diseases. In fact, ROS have been shown to play a critical role
in remodelling in the heart and vasculature (Xu and Touyz,
2006; Wei et al., 2007; Paravicini and Touyz, 2008). As an
enhanced superoxide production after mercury treatment
was confirmed, the possibility of changes in coronary mor-
phology has been considered. We carried out in vitro morpho-
metric analyses, which disclosed a reduction in total coronary
area and luminal area. The wall area did not change after
mercury treatment, suggesting eutrophic remodelling that
allows small arteries to maintain high resistance to blood flow
without activation (Mulvany, 2002). However, we cannot
confirm whether the morphological changes described here
are a consequence of functional changes.

Several reports have focused attention on the possible
association between toxic effects of mercury and myocardial
infarction and coronary heart disease (Salonen et al., 2000;
Virtanen et al., 2005; Houston, 2007). Because HgCl, treat-
ment affects coronary reactivity, we have performed experi-
ments with isolated perfused hearts to determine whether the
increased coronary reactivity could affect heart function.
Indeed, hearts from mercury-treated rats in steady-state con-
ditions had a lower systolic pressure development. Although
mercury treatment did not change diastolic pressure and CPP,
CPP increased more in the mercury-treated group when
L-NAME was used. These results are in contrast to those found
in isolated vessels. However, we have to consider that isolated
coronary vessels could behave differently in situ. The isolated
arteries we examined in the myograph are those arising from
the aortic trunk and may behave as conductance vessels,
different from those that determine coronary resistance.
LVISP was further reduced in perfused heart in the HgCl, +
L-NAME group suggesting that the residual NO activity,
although diminished, was of greater importance for main-
taining myocardial perfusion in mercury-exposed hearts than
in normal hearts. The increased coronary vasoconstriction
also induced an increase of diastolic pressure, which might be
a consequence of reduced oxygen uptake, leading to calcium
overload (Endoh, 2008).

In conclusion, we demonstrate for the first time that
treatment with low doses of mercury altered coronary vascu-
lar reactivity, because of endothelial dysfunction. This might
be attributable, at least in part, to reduction in NO bioavail-
ability due to increased ROS production, probably as a result
of increased NADPH oxidase activation. The present findings
also show that chronic treatment with mercury has an impor-
tant effect on coronary artery function, inducing an increased
resistance to flow. Under normal load conditions, coronary
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resistance was just enough to allow adequate flow, even
though NO production was reduced. However, coronary flow
might be insufficient when the heart is under overload con-
ditions, thereby causing myocardial contraction and relax-
ation impairment. Therefore, these observations also offer
further evidence that chronic exposure to low concentrations
of mercury is hazardous and can be considered an important
risk factor for cardiovascular disease and development of car-
diovascular events.
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Increased cardiovascular risk after mercury exposure has been described but cardiac effects resulting from
controlled chronic treatment are not yet well explored. We analyzed the effects of chronic exposure to low
mercury concentrations on hemodynamic and ventricular function of isolated hearts.
Wistar rats were treated with HgCl, (1st dose 4.6 pg/kg, subsequent dose 0.07 pg/kg/day, im, 30 days) or
vehicle. Mercury treatment did not affect blood pressure (BP) nor produced cardiac hypertrophy or changes of
myocyte morphometry and collagen content. This treatment: 1) in vivo increased left ventricle end diastolic
pressure (LVEDP) without changing left ventricular systolic pressure (LVSP) and heart rate; 2) in isolated
hearts reduced LV isovolumic systolic pressure and time derivatives, and [3-adrenergic response; 3) increased
myosin ATPase activity; 4) reduced Na*-K" ATPase (NKA) activity; 5) reduced protein expression of SERCA
and phosphorylated phospholamban on serine 16 while phospholamban expression increased; as a
consequence SERCA/phospholamban ratio reduced; 6) reduced sodium/calcium exchanger (NCX) protein
expression and a-1 isoform of NKA, whereas «-2 isoform of NKA did not change.
Chronic exposure for 30 days to low concentrations of mercury does not change BP, heart rate or LVSP but
produces small but significant increase of LVEDP. However, in isolated hearts mercury treatment promoted
contractility dysfunction as a result of the decreased NKA activity, reduction of NCX and SERCA and increased
PLB protein expression. These findings offer further evidence that mercury chronic exposure, even at small
concentrations, is an environmental risk factor affecting heart function.
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Introduction

Adverse effects of mercury were mainly recognized in the 1970s
due to the disasters of Minamata Bay (Eto, 2000) and Iraq (Bakir et al.,
1973). Increased cardiovascular risk after mercury exposure has been
reported, and both acute and chronic mercury exposure produces
several toxic effects on the cardiovascular system.

Acute mercury administration reduces arterial blood pressure
(Rhee and Choi, 1989; Rossoni et al., 1999) and myocardial
contractility (Oliveira et al, 1994). Acute HgCl, (5 mg/Kg) also
produces cardiac systolic and diastolic failure, and pulmonary
hypertension in vivo (Rossoni et al., 1999). In left ventricular papillary
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of Espirito Santo, Av. Marechal Campos, 1468 Maruipe, 29040-091 Vitoria, ES, Brazil.
Fax: + 55 27 2122 7330.
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0041-008X/$ - see front matter © 2011 Elsevier Inc. All rights reserved.
doi:10.1016/j.taap.2011.06.015

muscles, 0.5 and 1 pM HgCl, increase force development (Oliveira
etal,, 1994; Assis et al., 2003) probably resulting from the inhibition of
sarcolemmal Na™ K*-ATPase (NKA) (Anner et al., 1992). At higher
concentrations, mercury produces a negative inotropism as a
consequence of calcium overload by reducing sarcoplasmic reticulum
Ca’"-ATPase activity (Hechtenberg and Beyersmann, 1991). The
metal also reduces tetanic tension development and myosin ATPase
activity (Vassallo et al., 1999; Moreira et al., 2003) at these
concentrations. In Langendorff-perfused hearts, perfusion with high
concentrations of mercury also reduces cardiac contractility, thereby
decreasing isovolumic pressure development (Rhee and Choi, 1989,
Massaroni et al., 1995).

Attention has recently been focused on the cardiovascular toxic
effects of chronic mercury exposure and its association with
hypertension, carotid atherosclerosis, myocardial infarction and
coronary heart disease (Salonen et al., 2000; Virtanen et al., 2005;
Houston, 2007). Different forms of mercury, such as HgCl, and methyl
mercury, have different actions and adverse outcomes when acutely
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or when higher doses are used. For chronic low dose exposure the
proximate toxic agent is most likely inorganic mercury (Rooney,
2007). Moreover, studies reporting mercury effects resulting from
chronic exposition are still scarce and the underlying mechanisms are
not yet well explored.

In order to adequately control amounts of mercury absorption, we
developed an experimental model for controlled chronic exposure to
low concentrations of HgCly; such a model describes an endothelial
dysfunction in aorta and mesenteric resistance arteries due to
decreased NO bioavailability by increased NADPH oxidase-derived
05 (Wiggers et al., 2008). We then investigated whether the effects of
chronic exposure to low concentrations of mercury also affects cardiac
contractility by evaluating effects on arterial and ventricular pres-
sures, isolated heart, NKA and myosin ATPase activities, expression of
calcium handling proteins and changes in myocyte morphometry.
Findings provide further evidence that chronic exposure to low doses
of mercury, even at concentrations considered to be safe, is an
environmental risk factor for heart function and cardiovascular
disease.

Material and methods

Animals. Three-month-old male Wistar rats were obtained from the
Animal Quarters of the Federal University of Espirito Santo. Rats were
housed during treatment at a constant room temperature, humidity,
and light cycle (12:12-h light-dark) with free access to tap water and fed
standard chow ad libitum. Rats were divided into two groups: control
(vehicle-saline solution, im) and those treated with mercury chloride
for 30 days (1st dose 4.6 pg/kg, subsequent dose 0.07 pg/kg/day, i.m to
cover daily loss). Our group described that this treatment led to blood
levels of ~8 ng/mL (Wiggers et al., 2008). All experiments were
conducted in compliance with the guidelines for biomedical research
as stated by the Brazilian Societies of Experimental Biology, were in
accordance with the National Institute of Health Guidelines for the Care
and Use of Laboratory Animals and were approved by local ethics
committee (CEUA-EMESCAM 003,/2007, 007,/2007).

Arterial blood pressure, ventricular pressure and heart rate measurements.
At the end of treatment, rats (N = 22) were anesthetized with urethane
(1.2 g/kg, Sigma (St Louis, MO, USA), and a polyethylene catheter
(PE50) filled with heparinized saline (50 U/ml) was introduced into the
carotid artery to measure arterial systolic blood pressure (SBP) and
diastolic blood pressure (DBP). The carotid artery catheter was
introduced into the left ventricle to measure systolic pressure (LVSP)
and its positive and negative time derivatives (dP/dt+ LV and dP/dt —
LV, respectively), as well as left ventricular end diastolic pressure
(LVEDP). Recordings were performed over a 30-min period with a
pressure transducer (TSD104A), and with an interface and data
collection software (MP100A, BIOPAC System, Inc., Santa Barbara, CA,
USA). Heart rate (HR) was determined from intra-beat intervals.

Isolated heart perfusion. After treatment, rats (N = 14) were anesthe-
tized with urethane (1.2 g/kg), treated with heparin (500 Ul, i.p.) and
euthanized by exsanguination; the heart was excised after 10 min and
mounted in an isolated organ chamber and perfused according to the
Langendorff technique at constant flow (10 mL/min) with Krebs—
Henseleit bicarbonate buffered solution containing (in mM): 120
NaCl, 5.4 KCl, 1.25 CaCl,, 2.5 MgS04, 1.2 NaySOy4, 2.0 NaH,PO,, 20
NaHCOs3, and 11 glucose (salts used were of analytical grade; Sigma, St
Louis, MO, USA and Merk, Darmstat, Germany). This solution was
filtered and continuously bubbled with 95% O, and 5% CO, (pH=17.4)
and kept between 34 and 35 °C. After mounting, the left atrium was
opened and a soft distensible balloon mounted at the tip of a rigid
plastic tube was inserted into the left ventricular cavity through the
atrioventricular valve. To avoid liquid accumulation in the ventricular
cavity, the ventricle was perforated with a puncture needle. The

balloon was connected, via a Y piece, to a pressure transducer (TSD
104A) and to a syringe so that the diastolic pressure of the left
ventricle could be adjusted to predetermined values by injecting
water into the balloon. The resulting pressure was registered. The
hearts were driven with isolated suprathreshold rectangular pulses
(5 ms duration) at a constant rate (3.3 Hz) through a pair of Ag/AgCl
electrodes attached to the upper region of the right ventricle.
Mechanical activity was investigated by measuring developed left
ventricular isovolumic systolic pressure (LVISP). To evaluate contrac-
tility the rate of rise of LVISP (dP/dt) was used because it is highly
sensitive to changes in contractility (Gleason and Braunwald, 1962).
These parameters were measured with a pressure transducer
connected to an amplifier (MP 100 Biopac Systems: Inc.; CA) and
recorded with a data acquisition system (BIOPAC MP100WSW,
including a software Acgknowledge IlI, Goleta, CA). The isovolumic
pressure derivative (dP/dt) was gotten offline by the same software
(digital filter Blackman —61 dB, 25 KHz of cut frequency and sample
rate of 1000/s). All measurements began 30 min after mounting to
allow the beating preparation to adapt to the in vitro conditions. The
coronary perfusion pressure (CPP) was continuously registered by
connecting a pressure transducer (TDS 104A) to the inflow of the
aortic pressure tube. Since coronary flow was kept constant (10 mL/
min), changes of the CPP were dependent on changes of coronary
resistance.

Protocols were performed beginning with a constant diastolic
pressure of 5mm Hg by adjusting the volume of the balloon.
Ventricular function curves were obtained by measuring the left
ventricular isovolumic systolic pressure (LVISP) developed while
diastolic pressure was increased from 0 to 30 mm Hg in steps of
5 mm Hg. Balloon volume was kept constant during experiments
involving other protocols; this permitted changes in diastolic and
systolic pressures to be measured. Initially, recordings were taken
under control conditions in both groups. In order to analyze
inotropic response, a single dose of isoproterenol (Sigma, St Louis,
MO, USA) in bolus (100 pl, 10 uM) was administered to evaluate [>-
adrenoceptor response.

Assay of cardiac myosin ATPase activity. Some animals were killed at
the end of hemodynamic measurements. The hearts were rapidly
frozen in liquid nitrogen and kept at —80°C until the day of
analysis. Briefly, as previously reported (Moreira et al., 2003),
myosin was prepared from minced and homogenized left ventricles
extracted with KCl-phosphate buffer (0.3 M KCl and 0.2 M phos-
phate buffer [pH 6.5](Klotz et al., 1975)). Myosin ATPase activity
was assayed according to previous reports (Klotz et al, 1975;
Cappelli et al., 1989) by measuring inorganic phosphate (Pi)
liberation from 1 mM ATP in the presence of 50 mM HEPES (pH
7), 0.6 M KCl, 5 mM CaCl,, or 10 mM ethylene glycol-bis (3-amino
ethyl ether)-N,N,N’,N’-tetra acetic acid (EGTA) in a final volume of
200 uL. Samples were assayed in duplicate or triplicate and
corrected for non-enzymatic hydrolysis by using controls assayed
in the same conditions, except that the protein sample was added
after the interruption of the reaction by using 200 uL of 10%
trichloroacetic acid. The reaction was initiated by addition of the
protein sample to avoid the inactivation at 30 °C caused by a lack of
substrate. The enzyme activity was calculated as the difference
between activities observed in the presence of Ca?™ and that in the
presence of 10 mM EGTA. Pi was determined by the method of Chan
etal. (1986) (Chan et al., 1986). The specific activity was reported as
nmol Pi released per min per mg of protein. Protein was measured
by the Coomassie blue method using bovine serum albumin as a
standard (Bradford, 1976).

Na™-K™ ATPase activity assay. The enzymatic material was extrac-
ted as described by Velema and Zaagsma (1981) with the following
modifications: ventricular tissue was homogenized in a solution
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containing Tris-HCl 20 mM and EDTA 1 mM pH 7.5. Na™-K™ ATPase
activity was assayed by measuring Pi liberation from 3 mM ATP in the
presence of NaCl 125 mM, MgCl, 3 mM, KCl 20 mM and Tris-HCl
50 mM (pH 7.5). The enzyme was preincubated for 5 min at 37 °C and
the reaction was initiated by adding the ATP. Incubation times and
protein concentration were chosen in order to ensure the linearity of
the reaction. The reaction was stopped by the addition of 200 pL of
10% trichloroacetic acid. Controls with addition of the enzyme
preparation after addition of trichloroacetic acid were used to correct
for nonenzymatic hydrolysis of the substrate. All samples were in
duplicate. The specific activity was reported as nmol Pi released per
min per mg of protein unless otherwise stated. The specific activity of
enzyme was determined in the presence and absence of 5mM of
ouabain.

Western blot analysis. After Langendorff experiments, hearts were
homogenized and proteins [SO g for PLB, PLB- phospho-Ser'® and
100 pg for SERCA, NCX, «-1, a-2] were separated by 7.5% (SERCA,
NCX, -1 and «-2), 15% (PLB) SDS-PAGE. Proteins were transferred to
nitrocellulose membranes and were incubated with mouse monoclo-
nal antibodies for SERCA (1:500, Affinity BioReagents, CO, USA), NCX
(1:200, Abcam Cambridge, MA, USA), PLB (2 pg/mL, Affinity Bio-
Reagents, CO, USA), a-1 (1:1000, Upstate, Billerica, MA) or rabbit
polyclonal antibodies for PLB phospho-Ser16 (1:5000, Badrilla, Leeds,
UK) and «-2 (1:1000, Upstate, Billerica, MA). After washing,
membranes were incubated with anti-mouse or anti-rabbit (1:5000,
StressGen, Victoria, Canada) immunoglobulin antibody conjugated to
horseradish peroxidase. After thorough washing, immunocomplexes
were detected using an enhanced horseradish peroxidase/luminal
chemiluminescence system (ECL Plus, Amersham International, Little
Chalfont, UK) and film (Hyperfilm ECL International). Signals on the
immunoblot were quantified with the National Institutes of Health
Image V1.56 computer program. The same membrane was used to
determine GAPDH expression using a mouse monoclonal antibody
(1:5000, Abcam Cambridge, MA, USA).

Morphometric analysis. In the present study, two different quantifi-
cations were considered in order to analyze putative actions of
mercury treatment on cardiac structure. Firstly, a determination was
made as to whether treatment could modify the size or morphology of
myocyte cell bodies. Secondly, it was determined if the measurements
could detect a variation in collagen content.

Cardiomyocyte cell body quantification. Histologic sections of ventric-
ular tissue of 4-um thickness were stained with Masson's trichrome.
Three sections for each animal were analyzed using a high resolution
monochromatic photocamera CCD (SonyXC-75CE) attached to a
photomicroscope (LeicaDMRB). The morphometric analyses were
performed with an Image System Analysis (Leica Q500MC) with 8 bits
of images in gray gradation (256 levels of gray: 0 representing black as
blank and 255 colors). The binary edition was used to remove artifacts
that did not correspond to cardiomyocyte (cell body) stained area.
Cardiomyocyte (60-80 per animal) analyses were performed with
40x lenses in which the cell nuclei were clearly observed. The same
illumination conditions were used for all measurements. Calibration
of the system was carried out using a stage micrometer (Leitz) that
allowed computation of the object area in units of pm?.

Cardiac collagen quantification. Regarding the collagen content eval-
uation we used Picrius Sirius red staining. This technique is widely
used for measuring collagen content in different tissues. Tissue
samples were dehydrated, embedded in paraffin and cut in sections of
(4 um) thickness. These sections were stained with 0.5% Sirius Red
F3BA (Aldrich Chemical Company). The quantification of collagen in
left ventricle was performed using an image analysis system from
LEICA (LEICA 500YW, Cambridge, UK) and expressed as percent of

tissue area. A single researcher unaware of the experimental groups
performed the analysis.

Data analysis and statistics. Results are reported as means -+ SEM.
Differences were analyzed using Student's t-test or two-way ANOVA
followed by a Tukey test. p<0.05 was considered significant. For
protein expression, data are expressed as the ratio between signals on
the immunoblot corresponding to the studied protein and GAPDH.

Results

In rats exposed to 30-day HgCl, treatment no differences in body
weight between groups were observed either before or after
treatment. Left and right ventricles weight normalized by body
weight also showed no differences (Table 1).

In order to investigate cardiac effects, Langendorff-perfused hearts
from both controls and from 30-day exposed rats were used. Fig. 1
shows that the LVISP was reduced in the mercury-treated group with
diastolic pressure fixed at 5 mm Hg. Reduction was also observed for
positive and negative dP/dt, while coronary perfusion pressure did
not change. When performing ventricular function curves, LVISP was
reduced in the mercury-treated group for all diastolic pressure values
(Fig. 2A). Similar behavior was obtained with positive and negative
dP/dt (Figs. 2B-C), but diastolic pressure increments did not change
the coronary perfusion pressure (data not shown).

Isoproterenol was used in order to test if HgCl, treatment could
alter the myocardial response to inotropic interventions. Isoprotere-
nol administration (100 pL, 10 pM, in bolus) increased LVISP and
positive and negative dP/dt in both groups. However, the increase in
LVISP and positive dP/dt showed a percentage reduction in the
mercury-treated group suggesting a reduction in the (-adrenergic
inotropic action (Fig. 3). During this inotropic intervention no changes
in coronary perfusion pressure were observed.

In order to investigate the underlying mechanisms that could
explain those mechanical effects on hearts from mercury-treated rats,
NKA and myosin ATPase activities were measured. Myocardial myosin
ATPase activity was increased (Ct: 257.74+11.7 vs HgCl: 301.5+
9,3 nmol Pi/min/mg, P<0.05) while NKA activity was reduced (Ct:
59.8+4.5 vs HgCl,: 35.348.6 nmol Pi/min/mg, P<0.05) in the
mercury-treated group. Protein expressions of NCX, al and o2
subunits of NKA, SERCA, phospholamban and its phosphorilated
fraction were measured (Figs. 4 and 5) in order to evaluate calcium
handling mechanisms. After 30-day mercury treatment reduces
expression of alfa-1 NKA subunit and NCX expression, but expression
of alfa-2 NKA subunit did not change. Moreover, after exposure to low
doses of mercury, SERCA expression and phosphorilated phospho-
lamban were reduced while phospholamban expression was in-
creased. These changes led to a reduction in SERCA/PLB ratio,
suggesting the reduction in calcium uptake by the sarcoplasmic
reticulum contributing to the calcium overload.

Since no changes in myocardial mass were found analyzing
ventricular weight we investigated myocardial morphology by analyz-
ing putative actions of mercury treatment on cell morphometry. No

Table 1
Body weight and ventricular weights from Control and HgCl, treated rats.
Control N HgCl2 N

BW initial (g) 251+4 12 251+5 12
BW final (g) 364+4 12 365+8 12
LV (mg) 886 +42 12 904 +47 12
LV/BW (mg/g) 23401 12 24+0.1 12
RV (mg) 229+11 12 227+8 12
RV/BW (mg/g) 0.640.02 12 0.6+0.03 12

Initial and final body weight (BW); Left (LV) and right (RV) ventricular weight; LV/BW
and RV/BW weight ratios from Control and HgCl2-treated rats. Results represent mean +
SEM. N-Number of animals used. *p<0.05. Student’s ¢ test.
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Fig. 1. (A) LVISP— Left ventricle systolic isovolumetric pressure, (B) positive first time
derivative (dP/dt +), (C) negative first time derivative (dP/dt -) and (D) coronary
perfused pressure from Control (CT) and HgCl2-treated (HgCI2) rats under control
conditions in Langendorff apparatus. Results represent mean+SEM. Number of
animals used is indicated in parentheses. *p<0.05. Student's ¢ test.

changes for morphometric results were observed for perimeter, width,
length and area of myocardial cells (results not shown). In addition, no
changes were observed in collagen fraction in left ventricle from the
mercury-treated group as compared with controls (5.14+0.8 vs 4.7 +
0.6% of tissue area).

To investigate if such changes could produce hemodynamic effects,
we performed measurements of systolic, diastolic, mean arterial
pressure and heart rate in anesthetized rats. No differences were
observed between the two groups (Table 2). The measurement of
ventricular pressures, LVSP and time derivatives also did not change.
However, only LVEDP increased in the 30-day mercury-treated group.

Fig. 3. [3-adrenergic activation by isoproterenol (100 pL, 10 uM, in bolus) in Langendorff
apparatus on LVISP (A), dP/dt+ (B), dP/dt - (C) and on CPP (D) from Control and
HgCl2-treated rats. Results represent mean + SEM. Number of animals used is indicated
in parentheses. “‘p<0.05. Student's  test.

Discussion

The main findings presented here show that 30-day treatment
with low mercury concentration produced a negative inotropic effect
in perfused hearts, although myosin ATPase activity increased. This
contractility reduction was explained by alterations in calcium-
handling mechanisms because of both diminished protein expression
of SERCA, NKA (a1 subunit) and NCX, and increased PLB expression
together with a reduced response to [3-adrenergic stimulation. This
treatment did not change arterial or ventricular pressures, although it
produced a small but significant increase of LVEDP in anesthetized
rats.
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Fig. 2. (A) LVISP— Left ventricle systolic isovolumetric pressure, (B) positive first time derivative (dP/dt + ), (C) negative first time derivative (dP/dt -) curves obtained at different
diastolic pressure (DP) from Control and HgCl2-treated rats. Results represent mean + SEM. *p<0.05. ANOVA two-way and Tukey test.
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Fig. 4. Densitometric analysis of the Western blot for (A) NCX, (B) «-1 and (C) «-2
isoform of Na*-K* ATPase from control and HgCl2-treated rats. Number of animals
used is indicated in parentheses. *p<0.05 by Student's t test. Representative blots are
also shown.
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Fig. 5. Densitometric analysis of the Western blot for (A) SERCA (B) PLB (C) PLB-
phospho Ser'® and (D) SERCA/PLB ratio protein expression in hearts from control and
HgCl2-treated rats. Number of animals used is indicated in parentheses. “p<0.05 by
Student's t test. Representative blots are also shown.

that are regularly exposed attain levels between 7 and 10 ng/mL
(Gupta et al.,, 1996; Chen et al., 2005).

Professional exposure to mercury vapor and release of mercury
from removal of amalgam dental fillings increases its blood (18 nM;
~5ng/mL) and plasma (5 nM; ~1.5 ng/mL) concentration (Halbach,
1995; Bjorkman et al., 1997; Langworth et al, 1997; Sandborgh-
Englund et al, 1998). This form of the exposure is represented by
elemental mercury. Once absorved it can be oxidized into inorganic
mercury (Rooney, 2007; Bjérkman et al., 2007). Professional exposure
also produces central nervous system alteration (Langworth et al.,
1997) and tooth fillings impair kidney function (Carmignani et al.,
1989).

Mercury exerts its effects by combining with SH groups (Clarkson,
1972) and these actions might be the manner by which the metal
exerts its effects on the cardiac myocytes (Halbach, 1989). However,
the fact that mercury can concentrate inside the cells suggests that the
metal might produce effects at even lower concentrations under
chronic exposure. We have previously reported that chronic exposure
to small concentrations do produce harmful vascular effects (Furieri
et al, 2011; Wiggers et al., 2008) but studies regarding cardiac
function with chronic exposure to low concentrations of the metal are
scarce.

Given that relatively high blood levels of mercury are more likely
to pose the metal as an environmental risk factor for cardiovas-
cular diseases, we recently developed a method for producing a
controlled chronic mercury administration that attains a blood con-
centration of 8 ng/mL (~29 nM). Using a similar exposure protocol,
and to avoid effects of humoral and neural factors that exist in
the blood, the perfused heart preparation was used. In these prepa-
rations a negative inotropic and lusitropic effect was observed in the
mercury-treated group. The underlying mechanisms that could
explain these findings are usually the reduction of NKA, NCX and
SERCA activities (Bers, 2006). Biochemical analyses performed here
showed that chronic mercury treatment reduces NKA activity, the
expression of alfa-1 NKA subunit and NCX expression. Results also
show reduction of SERCA expression, PLB increase and phosphorilated
PLB reduction, which might lead to less calcium uptake and release.
Such condition is known to reduce force development (Bers and
Despa, 2006).
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Chronic mercury treatment reduces NKA activity leading to
increased intracellular sodium concentration, which reduces NCX
activity, producing a calcium overload condition. In addition, the
reduction of SERCA expression and phosphorilated phospholamban,
while occurring an increase in phospholamban expression, reduced
the SERCA/PLB ratio. These changes suggest that calcium uptake by
the sarcoplasmic reticulum is reduced, which contributes to the
calcium overload. Consequently, the release of less calcium upon
activation reduces force development.

Taken together these findings explain the reduced mechanical
activity found in isolated hearts suggesting that mercury treatment
might produce calcium overload. Considering that for the isolated
perfused heart there is no protection by homeostatic mechanisms, the
perfused heart showed reduction of cardiac mechanical activity,
reinforcing the suggestion that this treatment begins to present signs
of Hg toxicity.

Although mercury treatment reduced pressure generation, coro-
nary perfusion pressure remained unchanged, even when isoproter-
enol was used. [>-adrenergic activation should produce a
vasodilatation after pressure increment. However, we should empha-
size that the coronary flow depends mainly on a metabolic control
(Gutterman and Cowley, 2006). Considering that both control and Hg-
treated hearts presented similar coronary perfusion pressure we
concluded that the coronary flow used was sufficient to maintain
myocardial metabolic demands.

Since signs of mercury toxicity were observed in vitro we
investigated mercury effects in anesthetized animals. Arterial and
ventricular pressures were measured. No changes were observed
compared to the non-treated rats. Similar results were found for
arterial systolic pressure measured in awake rats when using a tail
cuff technique (Wiggers et al., 2008). We should consider that the in
vitro assay is not a good model to reproduce what occurs in vivo. A
possible explanation for why in vitro LVISP was reduced in mercury-
treated perfused hearts is the increased myosin ATPase activity and a
putative rise in sympathetic tone that reduced the [3-adrenergic
response to isoproterenol found in the isolated perfused heart.

However, the increment of LVEDP and reduction in dP/dt during
relaxation observed in mercury-treated rats indicate that there is some
damage to ventricular mechanisms. We observed a reduction of NKA
activity, NCX and SERCA expression and an increase in PLB expression.
These findings taken together explain the generation of a calcium
overload condition and LVEDP increase after mercury treatment. What
is more, SERCA activity reductions and PLB increases are usually
accompanied by increased LVEDP (Sjaastad et al., 2003), which is not
unlike what is observed in other conditions such as heart failure. This
negative inotropism and lusitropism in vivo were then blunted by the
increased myosin ATPase activity and a rise in sympathetic tone. It is
worth emphasizing that [>-adrenergic activation regulates myosin
ATPase activity through cyclic adenosine monophosphate, which
explains this association (Winegrad et al., 1986).

Because LVW/BW and RVW/BW did not change we also performed
morphometric analyses. After mercury treatment no changes were
observed for perimeter, length, width or area of myocytes. Regarding
the evaluation in collagen content in mercury-treated animals
compared with controls no changes were observed. Since 30 days
mercury treatment with low doses did not produce morphological
alterations our findings suggest that functional changes here
described are not consequence of morphological changes.

Potential limitations of the study. In the present study, we used fluid-
filled manometric system as a method for performing the hemodynamic
experiments. If we compared the present results with those performed
using microtip pressure transducers, we observed that the present
values obtained with polyethylene catheter are lower when compared
to those obtained with the microtip catheter (Zimmer and Millar, 1998).
Results using the microtip catheter are commonly performed in
anesthetized rats, thereby reducing differences with the fluid-filled

catheters. Because the use of anesthesia changes hemodynamic
parameters, we used the fluid-filled manometric system to perform
the present experiments, keeping in mind both the catheter's resonance
effect and dumping which this manometric system produces. In any
case, as the same fluid-filled manometric system was used to performall
experiments, we believe the present results to be acceptable.

In summary, results presented herein suggest that controlled chronic
exposure to small concentrations of inorganic mercury, leading to
plasma levels similar to those found after continuous occupational
exposure, begins to affect heart function, eventhough several cardio-
vascular parameters, such as arterial pressure and LVSP measured in
vivo, are still within normal ranges. In perfused hearts, however, a
negative inotropic effect was found resulting from reduction in NKA
activity, NCX and SERCA expression and PLB increases, together with a
percentage reduction in the magnitude of the [>-adrenergic response. It
is important to emphasize that, although functional changes are not
showing differences in vivo, heart function is maintained by compen-
satory or adaptive mechanisms such as sympathetic activation and
increased myosin ATPase activity. These results reinforce the relevance
of human chronic occupational exposure to small mercury concentra-
tion as a risk factor for heart function.
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