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DA ARTERIA AORTA E ESTRESSE OXIDATIVO DE RATOS EXPOSTOS
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Co-orientador: Franck Maciel Peganha
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O mercurio aumenta o risco de doenca cardiovascular, estresse oxidativo, e altera a
reatividade vascular. Este metal induz disfuncdo endotelial, como resultado da
diminuicdo da biodisponibilidade de 6xido nitrico (NO) por aumento do estresse
oxidativo e producdo de prostandides contrateis. A enzima NADPH oxidase é a
principal fonte de espécies reativas de oxigénio (ROS) na vasculatura. Nosso
objetivo foi investigar se o tratamento com apocinina, um inibidor da NADPH
oxidase, evita os efeitos vasculares causados pela intoxicacdo crénica por baixas
concentracfes de mercurio. Para isso, ratos machos Wistar de trés meses de idade
foram tratados durante 30 dias com: a) N&o-tratado (injecdes intramusculares - im -
de solucéo salina, b) HgCl, (im, primeira dose de 4,6 ug/kg, e doses subsequentes
de 0,07 ug/kg/dia), c) Apo (1,5 mM de apocinina em agua de beber e salina im); d)
ApoHg (tratamento com mercurio e apocinina) Tratamento com mercurio: 1)
aumentou a resposta vasoconstritora a fenilefrina na aorta e reduziu a resposta
dependente do endotélio a acetilcolina, 2) aumentou o envolvimento de ROS e
prostanoides vasoconstritores em resposta a fenilefrina enquanto reduziu a
modulacdo de NO endotelial de tais respostas, 3) reduziu a atividade das enzimas
superoéxido dismutase (SOD) e glutationa peroxidase (GPx) da aorta e aumentou os
niveis de malondialdeido (MDA) plasmatico. O tratamento com apocinina preveniu
parcialmente o aumento da resposta a fenilefrina e reduziu a disfuncdo endotelial
induzida pelo mercurio. Além disso, aumentou a modulacdo de NO das respostas
vasoconstritoras, a atividade da SOD adrtica e reduziu os niveis plasmaticos de
MDA, sem afetar o aumento da participacdo de prostandides vasoconstritores
observados na aorta de ratos tratados pelo mercurio. Conclusées: O mercurio
aumenta a resposta vasoconstritora a fenilefrina pela reducdo da biodisponibilidade
de NO e aumenta a participacdo de ROS e prostanoides vasoconstritores. A
apocinina protege o vaso dos efeitos deletérios causados pela NADPH oxidase, mas
ndo dos causados pelos prostanoides, demonstrando a acdo de duas vias
independentes nos danos cardiovasculares desenvolvidos pelo metal.

Palavras-chave: Mercurio, Intoxicagéo Crbnica, Apocinina, Reatividade Vascular
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EFFECT OF ANTIOXIDANT TREATMENT ON THE VASCULAR REACTIVITY OF
AORTA AND OXIDATIVE STRESS IN RATS CHRONICALLY EXPOSED TO
MERCURIC CHLORIDE (HgCl,)

Author: Danize Aparecida Rizzetti
Advisor: Giulia Alessandra Wiggers Pecanha
Co-advisor: Franck Maciel Pecanha
Site and Date of Defence: Uruguaiana, September 26, 2012

Mercury increases the risk of cardiovascular disease and oxidative stress and alters
vascular reactivity. This metal elicits endothelial dysfunction causing decreased NO
bioavailability via increased oxidative stress and contractile prostanoid production.
NADPH oxidase is the major source of reactive oxygen species (ROS) in the
vasculature. Our aim was to investigate whether treatment with apocynin, an NADPH
oxidase inhibitor, prevents the vascular effects caused by chronic intoxication with
low concentrations of mercury. Three-month-old male Wistar rats were treated for 30
days with a) intramuscular injections (i.m.) of saline; b) HgCl, (i.m. 1% dose: 4.6
ug/kg, subsequent doses: 0.07 pg/kg/day); c) Apocynin (1.5 mM in drinking water
plus saline i.m.); and d) Apocynin plus HgCl,. The mercury treatment resulted in 1)
an increased aortic vasoconstrictor response to phenylephrine and reduced
endothelium-dependent responses to acetylcholine; 2) the increased involvement of
ROS and vasoconstrictor prostanoids in response to phenylephrine, whereas the
endothelial NO modulation of such responses was reduced; and 3) the reduced
activity of aortic superoxide dismutase (SOD) and glutathione peroxidase (GPx) and
increased plasma malondialdehyde (MDA) levels. Treatment with apocynin partially
prevented the increased phenylephrine responses and reduced the endothelial
dysfunction elicited by mercury treatment. In addition, apocynin treatment increased
the NO modulation of vasoconstrictor responses and aortic SOD activity and reduced
plasma MDA levels without affecting the increased participation of vasoconstrictor
prostanoids observed in aortic segments from mercury-treated rats. Conclusions:
Mercury increases the vasoconstrictor response to phenylephrine by reducing NO
bioavailability and increasing the involvement of ROS and constrictor prostanoids.
Apocynin protects the vessel from the deleterious effects caused by NADPH oxidase,
but not from those caused by prostanoids, thus demonstrating a two-way action.

Keywords: Mercury, Chronic intoxication, Apocynin, Vascular reactivity



INTRODUCAO

1 Mercdrio

1.1 Propriedades fisico-quimicas do mercurio

O mercurio (Hg) € um metal pesado, pertencente ao grupo |l B da Tabela
Periddica, extremamente volatil que se apresenta no estado liquido a temperatura
ambiente e a 0°C. N&do apresenta funcdes bioldgicas, e é considerado um agente
potencialmente toxico ao oferecer grande risco de contaminacao (AZEVEDO, 2003).

O mercurio pode derivar de fontes naturais ou antropogénicas. A maior fonte
natural ocorre pelo desgaste da crosta terrestre, onde € encontrado na forma de
cinabrio (HgS) e possui emissédo estimada em cerca de 2.700 a 6.000 toneladas
anuais. As fontes antropogénicas, com indices de emissédo crescentes (2.000 a
3.000 toneladas/ano), derivam da producéao industrial de geradores de eletricidade a
carvao, refinarias, fabricas de adubos, lampadas de vapor de mercurio, pilhas,
extracdo do ouro e incineracdo de residuos hospitalares e urbanos (FURST &
RADDING, 1998).

A origem e caracteristicas das principais fontes antropogénicas de mercurio
no Brasil mudaram drasticamente nas ultimas trés décadas. As fontes industriais
eram responsaveis por praticamente a totalidade das emissdes antropogénicas de
mercurio até a década de 70. No entanto, a partir da imposicdo de algumas
restricbes quanto ao uso do Hg pelo Ministério da Saude e da Agricultura (BRASIL,
2010), houve uma reducdo do uso de mercurio na industria brasileira e hoje esta
fonte representa menos de 30% da emissao total. A partir destas regulamentacdes,
principal carga de mercario para o0 meio ambiente passou a ser oriunda dos
garimpos de ouro e dejetos urbanos (LACERDA, 1997).

O mercurio estd presente em diversas formas e pode encontrar-se em
trés estados de oxidacdo (0, +1, +2), em geral facilmente interconversiveis na
natureza. Tanto os humanos, como 0s animais estdo expostos a todas as formas
através do ambiente. O mercurio metalico ou elementar, no estado de oxidacdo zero
(Hg®) existe na forma liquida & temperatura ambiente, é volatil e libera vapor de
mercurio, um gas monoatdémico que representa um perigo para a populacdo. Nesta

forma é estavel, podendo permanecer na atmosfera por meses ou anos, revelando-
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se muito importante no ciclo do mercurio, pois pode sofrer oxidagdo e formar os
outros estados: 0 mercuroso, Hg**, quando o 4&tomo de mercurio perde um elétron e
o mercurico, Hg*?, quando perde dois elétrons. Quando se combina com elementos
como cloro, enxofre ou oxigénio, obtém-se 0os compostos de mercurio inorganicos,
também designados como sais de mercurio (sais mercurosos e mercuricos). Por
outro lado, se um atomo de mercuario se liga covalentemente a pelo menos um
atomo de carbono, da origem a compostos de mercurio organico (metilmercario,
etilmercdario, fenilmercario) (CLARKSON, 1997; AZEVEDO, 2003).

Essas diferentes formas de apresentacdo do Hg no ambiente determinam
diferentes niveis de toxicidade aos compostos por ele constituidos. A dose letal
mediana (DL50), que é um indicativo do grau de toxidade, para o mercurio elementar
por via intraperitoneal em ratos é de 63 mg/kg (GALVAO & COREY, 1987). Ja para o
mercurio inorganico (cloreto de mercurio-HgCl,), por via oral em humanos € de 29 a
50 mg/kg (SALGADO, 2003). Com relacédo a permanéncia deste metal no organismo
humano, o metilmercurio apresenta meia-vida de 50 a 70 dias (SKERFVING &
COPPLESTONE, 1976). O mercurio metalico inalado sob a forma de vapor
apresenta uma meia-vida de 35 a 90 dias enquanto os sais inorganicos do metal
possuem meia-vida no organismo de 37 dias e nas heméacias de 16 dias (GOYER,
1986).

A eliminacdo do mercurio do organismo ocorre pelos rins, figado (via bile),
mucosa intestinal, glandulas sudoriparas e salivares, pele e leite materno, sendo as
vias urinéria e fecal as mais importantes (SWIFT, 1997). Embora a maior parte do
mercurio absorvido seja eliminada em cerca de 60 a 70 dias, tracos deste metal
podem ser detectados no organismo por meses Ou anos pois deposita-se nos
tecidos, demonstrando que o contato humano com este metal constitui uma ameaca

a saude.
1.2 Utilizacdo do mercurio

O contato do homem com o mercurio, remonta as civilizacdes orientais antigas,
gue manipulavam o metal, tendo sido também encontrado no interior de tumbas
egipcias. Anterior a era cristd, os chineses usavam o sulfeto de mercurio (HgS), na
producéo de tintas e pinturas, dominando o processo da reducao do sulfeto a metal.

Com a Revolucgéo Industrial e a difusdo do uso do mercurio em varias atividades
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humanas, houve um grande aumento na emissdo ao meio ambiente. Seu uso mais
antigo na atividade industrial foi na fabricacdo de espelhos (AZEVEDO, 2003;
VECCHIO, 2005).

Posteriormente o uso do metal foi disseminado para os mais diversos setores
da industria, como na producdo de instrumentos de medidas (termdémetros e
barébmetros), 1ampadas fluorescentes e como catalisador em reagfes quimicas. O
metal também passou a ser utilizado na industria de explosivos, na industria
farmacéutica (producdo de vacinas, antissépticos e diuréticos) e odontologica
(restauracdo dentaria com amalgama), além de ser incluido como componente de
fungicidas e inseticidas, largamente utilizados na agricultura no século passado
(GIODA et al., 2007).

Nos ultimos anos, os elevados indices de exposicdo humana ao Hg pela
contaminacao ambiental foram considerados problema de saude publica e tornaram-
se foco de atencdo dos setores publicos. Medidas foram tomadas para reduzir a
exposi¢cdo humana ao metal no Brasil (BERNHOFT, 2012), e o Ministério da Saude
proibiu a fabricacdo e a venda de produtos farmacolégicos e medicamentos que
continham em sua formula, isoladas ou associadas, substancias compostas de
mercurio, exceto em vacinas para imunizacdo, nas quais o timerosal (etilmercurio)
ainda é utilizado como conservante, por recomendacéo da Organizacdo Mundial de
Saude (OMS). E este o caso da vacina HiN;, das vacinas contra difteria e tétano e
em algumas vacinas contra hepatite B (BRASIL, 2010; BARREGARD, et al., 2011).
O Ministério da Agricultura, através da Portaria MAPA n° 6 de 29 de abril de 1980,
proibiu o uso de fungicidas alquilmercuriais (metil e etil), os quais eram usados na
agricultura como desinfetantes no tratamento de sementes destinadas ao plantio
(BRASIL, 2010).

Atualmente o mercurio na forma metalica continua sendo utilizado na
fabricacdo de instrumentos para laboratorio, incluindo termdémetros, eletrodos,
barédmetros, instrumentos para medir pressdo arterial e como catalisador (células de
mercurio para solda eletrolitica; em energia atdbmica). Além disso, também esta
presente na eletrdlise para preparacéo de cloro e soda na industria de cloro-alcali e
como corante na producao de tintas. Outra forma de uso do Hg metalico atualmente
€ na fabricacdo de amalgamas dentérias, que consistem de aproximadamente 50%
de mercurio combinado a outros metais (35% de prata e 15% de cobre e vestigios

de zinco). Nesta forma, ocorre sua emissao sob a forma de vapor, o qual é inalado e
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absorvido. Os profissionais de saude e a populacdo em geral que entram em contato
com esse material ou possuem amalgamas dentarias estdo expostos a esta forma
de contaminacao (GIODA et al., 2007; AZEVEDO et al., 2012).

A maior parte dos residuos industriais desse metal é despejada no meio
ambiente e sedimenta-se no fundo dos oceanos onde, pela acdo de bactérias
processadoras de sulfato, transforma-se em outro composto ainda mais toxico, o
metilmercurio. Esse pode contaminar o plancton e os peixes, chegando, por fim, ao
topo da cadeia alimentar, ou seja, a espécie humana, podendo promover quadros

graves e, muitas vezes, irreversiveis de intoxicacdo (RISHER, et al., 2003).

1.3Formas de Intoxicagdo por mercurio e limites seguros de exposicao

O primeiro desastre ambiental de repercussdao mundial que expds 0 risco
eminente da intoxicacdo por mercurio ocorreu em 1953 na Baia de Minamata, no
Japao, onde uma industria quimica despejou residuos industriais de metilmercurio
no efluente do rio, contaminando a biota marinha e chegando até a populacdo
através da ingestao de peixes e frutos do mar. O numero de mortes pela intoxicagcéao
chegou a 20% e o de vitimas graves com sequelas neuroldgicas chegou a mais de
2.000 (BERINGHS-BUENO, 2005). Outros acidentes no Ird, Paquistdo e Guatemala
causados pelo uso de metilmercurio como fungicida para tratamento de sementes de
graos permitiram confirmar o problema do uso intensivo do mercurio e os graves
prejuizos decorrentes de sua intoxicacao, afetando praticamente todos os sistemas
do organismo (AZEVEDO, 2003).

A intoxicacdo por Hg pode ser de forma aguda ou crbnica, por baixas ou altas
doses. A forma aguda de contato com compostos mercuriais inorganicos pode
ocorrer quando o individuo é submetido a elevadas concentracfes. A intoxicacéo
aguda se d4a, geralmente, em altas concentracdes, apds vazamentos em processos
industriais, e/ou durante jornadas de trabalho prolongadas, em ambientes fechados
e contaminados. Os sinais e sintomas iniciais sdo a sensac¢do de sabor metalico
desagradavel na boca, acompanhada da sensacdo de gueimadura e adstringéncia
na garganta, podendo se propagar posteriormente para todo o tubo digestivo,
havendo, concomitantemente, processo de inflamacéo da lingua, labios e partes da
mucosa bucal. Esses sinais e sintomas podem ser acompanhados por nausea,
voémitos, dor abdominal, diarreia e cefaleia (BERINGHS-BUENO, 2005).
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A intoxicacdo cronica por Hg resulta frequentemente da exposicéo
permanente e por periodos prolongados a pequenas quantidades do metal. Podem
ser encontradas em pessoas que trabalham em atividades que utilizam o Hg
organico ou inorganico, como em garimpos (AZEVEDO, 2003). O sistema nervoso
central (SNC) é especialmente atingido na intoxicacdo cronica por Hg® e os sinais
clinicos relatados sdo mudanca comportamental, tremor, distirbios sensoriais e
dificuldades auditivas e visuais (FRIBERG & VOSTAL, 1972; MILLER et al., 1975;
XING, et al, 2009). Nas exposicbes crbnicas, observa-se o quadro clinico
denominado mercurialismo crénico, que consiste, essencialmente, em alteracdes
provocadas no SNC (autbnomo e periférico) representadas por tremor de
extremidades (principalmente dedos), eretismo psiquico e distarbios vasomotores.
Incluem-se também sob esta denominacdo as alteragcbes da mucosa oral e de
glandulas salivares, com gengivites, estomatites e ptialismo (SIKORSKI et al., 1987;
SOLEO et al., 1990).

Os valores admissiveis para a presenca do Hg no meio ambiente e nos
organismos Vvivos sao estabelecidos por normas especificas que determinam limites
de tolerancia biologica (GRIGOLETTO et al., 2008; GIUBERTI, 2010). O mercurio é
considerado pela Environmental Protection Agency (EPA) dos Estados Unidos da
América (EUA) um dos mais nocivos poluentes atmosféricos conhecidos,
responsavel por indmeros danos a saude. Em 1990 foi criada a lei norte-americana
Clean Air Act, a qual levou a EPA a estabelecer padrdes e limites de tolerancia a
exposicao ao mercurio, a fim de reduzir drasticamente a emissao deste metal pelas
principais fontes poluidoras do pais, as industrias de cloro-alcali (AZEVEDO, 2003).

A EPA estabeleceu que as emissfes de Hg em locais de processamento de
minerais e em industrias de cloro-alcali ndo deve ultrapassar o valor de 2.300 g/24h;
em zonas de incineradores de lixo e lodo de esgoto, o limite maximo é de 3.200
g/24h (USEPA, 1998). Para o0 solo e a agua potavel, o limite maximo do metal,
segundo a EPA, é de 0,087 ug/g e de 2 ug/l, respectivamente. No Brasil, o Conselho
Nacional do Meio Ambiente (CONAMA) estabeleceu para a agua potavel o limite de
0,0002 mg/l de mercurio e para as salinas e salobras 0,0001 mg/l, para os solos
residenciais 36 mg/kg e 70 mg/kg para os industriais. O Brasil também estabeleceu
limites para o pescado, fixado em 0,5 mg/kg para peixes ndo predadores e 1,0
mg/kg para peixes predadores (LEI 685, 1998). Para as vacinas, as concentragdes

de timerosal (EtHg) variam de 12,5 ug/Hg a 25 ug/Hg para cada dose de 0,5 ml de
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vacina. Porém, segundo a EPA, o ideal seria que ndo ultrapassasse a concentracao
de 0,1 pg/kg/dia. O Ministério do Trabalho e a Associacdo Brasileira de Normas
Técnicas (NBR 10004, 2004) também normatizaram os valores de tolerancia do
metal para o ambiente de trabalho, fixando o mesmo em até 0,04 mg/Hg/m°.

N&o existe normatizacao brasileira estabelecendo limites para exposicdo de
Hg por meio de amalgama dentéria, porém nos EUA estipulou-se que o nivel
méximo de exposicdo ocupacional por manuseio de amalgamas seja de 50 mg/m®.
Em individuos que fazem uso de restauracdo de amalgama, a concentracdo de
mercurio inorganico no sangue € de cerca de 4 pg/l (VAMNES et al., 2000) e de 2,55
ug/l de mercurio total em individuos com cerca de 19,9 superficies de amalgama
(KINGMAN et al., 1998). A EPA estima que cada amalgama libere de 3 pg a 17 ug
de vapor de mercurio por dia. J& a concentragcdo no sangue relatada em populacdes
nao expostas é de aproximadamente 3 pg/l (WHO, 1990).

Para pessoas nao expostas ao Hg, a OMS considera como limites seguros a
concentracdo sanguinea media de 5 a 10 ug/l (WHO, 1990). J& o NRC (National
Research Council) identifica 2 ug/l como a concentracdo sanguinea média para
populacbes com pouco ou nenhum consumo de peixe nos EUA (NATIONAL
ACADEMY OF SCIENCES, 2000). O nivel normal de mercurio definido para o
cabelo é de 1-2 ug/g em pessoas nao expostas e concentracdo de até 5 ug/g de
creatinina (WHO, 1990). A EPA considera segura concentracdo sanguinea de
mercurio de até 5,8 ng/ml, valor significativamente menor que o estipulado pela
OMS. Alguns estudos relataram que a concentracdo de mercurio no sangue de
populacdes ndo expostas € de cerca de 1 ng/ml, enquanto que em trabalhadores
expostos ao mercurio ou em residentes de Guizhou (China), uma éarea que é
conhecida por sofrer contaminagéo por este metal, 0s niveis sdo entre 7 e 10 ng/ml.
Em um estudo na cidade de Nova York, a populacédo adulta ndo exposta ao mercurio
apresentou uma concentracdo sanguinea de 2,73 ng/ml e os consumidores
regulares de peixes apresentaram 5,65 ng/ml (USEPA, 1998).

Estes valores de referéncia sdo baseados em diversos estudos que
demonstram os efeitos deletérios da exposicdo aguda e crbnica ao mercurio. A
maior parte dessas pesquisas utilizam doses elevadas do metal, demonstrando que
as mesmas podem ser fatais para o ser humano. Porém, outros estudos em animais
tém demonstrado que mesmo doses relativamente baixas, que determinam

concentragfes sanguineas similares as apresentadas por humanos expostos ao
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metal (em torno de 8 ng/ml) podem ter repercussdes adversas graves no organismo,
alterando parametros fisiolégicos e bioquimicos importantes, especialmente no
sistema cardiovascular (WIGGERS et al., 2008; PECANHA et al., 2010). Este fato
evidencia uma preocupacdo eminente de que tais limites determinados pelas
organizagles internacionais citadas acima podem n&o ser considerados seguros

para a populagdo e devem ser revistos.

1.4Mecanismo de toxicidade do mercurio

A elevada toxicidade do Hg parece estar relacionada ao fato de possuir
afinidade aos grupos tiol das diversas enzimas celulares nos microssomas e na
mitocondria, ligando-se covalentemente a eles e promovendo a interrupcdo do
metabolismo e da funcéo celular (STOHS & BAGCHI, 1995). O metal também pode
se ligar a outros grupos quimicos, embora com uma menor afinidade, como o fosforil
(PH3), carboxil (COOH), amina (R-NH,, amina primaria) e amida (R-CO)NH,
(CUNHA, 2008). Entre os possiveis mecanismos de toxicidade encontram-se
inativacdo de enzimas, proteinas estruturais e processos de transporte ou alteracéo
da permeabilidade da membrana celular (STOHS & BAGCHI, 1995). A sua
toxicidade parece estar associada também aos seus efeitos pré-oxidantes e,
consequentemente, a sua capacidade de contribuir para a geracdo de espécies
reativas de oxigénio (ROS), como o radical hidroxil (OH"), o anion superéxido (0;") e
0 peroxido de hidrogénio (H,0,) (BRANDAO et al., 2008). Além de promover o
aumento da producdo de ROS, a exposicdo ao Hg também pode ocasionar
alteracoes no sistema de defesa do organismo ao reduzir os niveis enzimaticos das
enzimas superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa redutase (GR) e
glutationa peroxidase (GPx), como também da glutationa (GSH), contribuindo para o
estresse oxidativo (RIBAROV & BENOV, 1981).

1.5Efeitos toxicos do mercdrio no organismo

Danos resultantes de exposi¢cdes ao mercurio tém sido descritos e evidenciam
0s inumeros efeitos toxicos, sendo estes dependentes do tempo, da forma e da
concentracdo ao qual o individuo foi exposto (VASSALLO et al., 2011). Em animais

neonatos submetidos a exposicdo aguda a elevadas concentragbes do metal foi
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observado retardo no ganho de peso corporal e no crescimento (EMANUELLI et al.,
1996; PEIXOTO, 2000; PEIXOTO, 2006). Também ja foi descrito na literatura danos
aos sistemas nervoso (ZHENG et al., 2003a; ZHENG et al., 2003b), renal (ZALUPS
& LASH, 1994), pulmonar (SENER et al., 2007), reprodutivo (ANDERSON, 1992),
hepético (HUANG, 1996), imunolégico (MILLER, 1998) e cardiovascular (VASSALLO
et al., 1996).

No SNC, estudos demonstraram que a intoxicacdo aguda provoca ataxia,
disartria, parestesia, perda da audi¢cdo, cegueira, retardo mental, espasmos
mioclénicos e hiperreflexia (VROOM & GREER, 1972). A intoxicacdo aguda também
promove alteracbes em neurbnios ganglionares, aumento do numero de
mitocondrias e reducdo do reticulo endoplasmatico rugoso no tecido cerebral
(FUJIMURA & USUKI, 2012). Com relacdo a intoxicacdo crbnica, o SNC é
especialmente prejudicado neste tipo de exposicdo, apresentando como sinais e
sintomas principais as alteragbes de comportamento com irritabilidade, tremor
anormal e reflexos exagerados. Aléem disso, disturbios psiquicos e alteracbes no
ciclo do sono também ja foram relatados (WALDRON, 1983).

Um estudo demonstrou correlacdo entre a exposicdo ao mercurio e o baixo
guociente de inteligéncia (QIl) em criancas na Nova Zelandia (ECCLES et al., 1982).
Outras pesquisas, analisando os mecanismos fisiopatolégicos pelos quais o
mercurio promove tais danos, demonstraram que esses efeitos toxicos no SNC
provém de anormalidades em migracdes neuronais, apoptoses e perdas de contato
interneuronais (WALDRON, 1983; SOLEO et al., 1990; DE JESUS et al., 2010; XU
et al., 2012).

A intoxicacdo aguda pelo mercurio também afeta sobremaneira o sistema
renal, o qual pode sofrer extensa necrose de células epiteliais e do tubulo proximal.
A filtracdo glomerular pode ser prejudicada e acarretar perdas de grandes
guantidades de moléculas fundamentais ao organismo, como a glicose e
aminoéacidos. Tais danos podem culminar com insuficiéncia renal aguda e morte do
individuo. A forma crénica de exposicdo pode acarretar reacdes autoimunes que
geram lesdo glomerular e dano tubular renal, com perdas de enzimas importantes ao
metabolismo, como as lisossomais e a glutamil transferase (BELGHITI et al., 1986).

Foi evidenciada a presenca de glomerulonefrite e sindrome nefrética em
animais expostos ao mercurio na sua forma elementar. O aumento da excrecédo de

proteinas de baixo e alto peso molecular (proteindria) e 0 aumento da atividade de
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algumas enzimas lisossomais tubulares na urina muitas vezes sdo 0s primeiros
indicadores de disfuncao renal apds a exposi¢do ocupacional ao mercurio elementar
(FRANKO et al., 2005).

A exposicdo aguda e crbnica ao mercurio também promove sérias alteracoes
hepéticas. A exposicdo aguda pode provocar edema e necrose € a exposicao
cronica, casos graves de hepatite. Com relagdo ao sistema respiratorio, a
intoxicacdo aguda ao mercurio elementar, na forma de vapor, provoca bronquiolite e
pneumonite, as quais, a longo prazo, geram fibrose pulmonar (AZEVEDO, 2003).

Os efeitos do mercurio sobre o sistema reprodutor foram particularmente
estudados em mulheres, as quais demonstraram, apds exposi¢cdo cronica ao
mercurio elementar, aumento no namero de abortos espontaneos, natimortos e
malformagéo congénita dos fetos. O mercurio causa, tanto em humanos quanto em
animais alteracdes hormonais graves, afetando o eixo hipofise-hipotalamo, alteracéo
nos niveis de estrogénio, promovendo perturbacdes menstruais, infertilidade e
efeitos teratogénicos, de reducdo das ovulacdes, além de reducdo da contagem
espermatica e dos niveis de testosterona, a producdo de espermatozoides
defeituosos e, em mulheres (SHEINER et al., 2003; BURDORF et al.,, 2006;
CHALUPKA et al.,, 2010). Atualmente, maior énfase tem-se dado aos danos do
mercurio sobre o sistema reprodutor, tanto feminino quanto masculino, e ha
evidéncias de que o metal se acumula em praticamente todos os 6Orgaos deste

sistema, incluindo ovarios, testiculos e prostata (JACKSON et al., 2011).

1.5.1 Efeitos toxicos do mercurio sobre o sistema cardiovascular

O aumento do conhecimento sobre a funcdo vascular, incluindo os
mecanismos de regulacdo do ténus derivados do endotélio e do papel das enzimas,
tais como a Sdédio-Potassio ATPase (NKA), Enzima Conversora de Angiotensina
(ACE), Ciclooxigenase (COX) e Nicotinamida Adenina Dinucleotideo Fosfato oxidase
(NADPH oxidase), e das espécies reativas de oxigénio tem sido amplamente obtido
e relacionado com metais pesados, visto que foi verificada a ocorréncia de disfuncéo
endotelial, hipertenséo e doencas vasculares associadas a exposi¢do ao Hg (CHEN
et al., 2012). Recentemente observou-se que o endotélio vascular é afetado tanto

por baixas como por altas concentracdes de Hg e isso demonstra a importancia e a
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necessidade de desvendar os mecanismos pelos quais este metal pode promover o
desenvolvimento de doencas cardiovasculares (VASSALLO et al., 2011).

Estudos demonstraram a associacdo da exposicdo ao mercdrio com 0
aumento do risco de doenca cardiaca coronariana (GANTHER et al.,, 1972;
GUALLAR et al., 2002), arritmias (MASSARONI et al.,1995), infarto do miocardio
(SALONEN et al., 1999), acidentes cerebrovasculares (SALONEN et al., 2000),
aterosclerose generalizada (CLARKSON et al., 2002b) e hipertensdao (MACHADO et
al., 2007). As formas orgéanicas e inorganicas do metal podem acumular-se no
coracdo e causar a elevacao da presséo arterial e anormalidades no ritmo cardiaco
(NRC, 2000).

Pesquisas sugerem que o Hg administrado de forma aguda a elevadas
concentracbes promove reducdo dos niveis de GSH e de outras enzimas
antioxidantes no tecido vascular, promovendo estresse oxidativo (HOUSTON, 2007).
Na forma aguda, em baixas concentracdes este metal tem efeito inotrépico positivo e
em altas concentracdes atua deprimindo a contratilidade cardiaca (VASSALLO et al.,
1999; DA CUNHA et al., 2000). Ashe et al. (1953) observaram que em coelhos a
exposicdo a baixas concentracbes de vapor de mercurio promoveu necrose no
sistema cardiovascular, e também ha relatos de que a exposicdo aguda ao mercurio
inorganico (HgCl,) reduz a atividade eletromecanica, a conducao atrio-ventricular, o
desenvolvimento de forca e da presséo sistélica em coracfes isolados expostos a
baixas concentracdes (MASSARONI et al., 1992). Estudos sugerem que o estresse
oxidativo promovido pelo Hg também esta presente durante exposicdo cronica a
baixas concentracfes, atuando de forma deletéria sobre o sistema cardiovascular
(VASSALLO et al., 1996).

Além do aumento do estresse oxidativo (DA CUNHA et al., 2000), inflamacao,
trombose e agregacédo plaquetaria (HOUSTON, 2007) e disfuncdo do musculo liso
vascular e disfuncéo endotelial (KISHIMOTO et al., 1995; ROSSONI et al., 1999; DA
CUNHA et al., 2000; WIGGERS et al., 2008), é descrito na literatura que ratos
expostos cronicamente a baixas doses de Hg sofrem alteracdes nos vasos e no
coracao, como disfuncdo mitocondrial, com inibicdo da atividade da NKA miocérdica
(HALBACH et al., 1981; OLIVEIRA & VASSALLO, 1992) e diminuicédo da hidrdlise de
ATP (OLIVEIRA et al., 1991) e da atividade da Ca**-ATPase (KABEER et al.,1988),
aumento na expressao proteica da NADPH oxidase (WIGGERS et al.,, 2008;

FURIERI et al., 2011), aumento na liberacdo de prostandides vasoconstritores
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derivados da COX-2 (PECANHA et al.,, 2010; GIUBERTI, 2010), diminuicdo do
conteudo de GSH (CLARKSON, 1997) e aumento da peroxidagdo lipidica
(WIGGERS et al., 2008).

Para analisar com maior detalhe e precisao os efeitos da exposi¢cdo cronica a
doses extremamente baixas de Hg, recentemente, foi desenvolvido um modelo
experimental animal de exposi¢éo cronica a baixas doses de HgCl,, no qual, ao final
de 30 dias de tratamento com doses nanomolares do metal, os ratos apresentaram
concentracfes sanguineas semelhantes as encontradas em humanos que vivem em
regides contaminadas ou que sofrem exposi¢cao ocupacional (8 ng/ml) (WIGGERS et
al., 2008). O modelo desenvolvido possui concentracdes sanguineas de Hg muito
préximas aos valores considerados seguros pela OMS (5,8 ng/ml), e apesar de nao
ser observada mudancga nos niveis pressoricos sanguineos dos animais ou em seu
ganho ponderal, a exposicdo a estas doses foi capaz de promover alteracdes
endoteliais importantes, com disfungdo endotelial secundaria ao aumento do
estresse oxidativo, aumento da resposta contratil a fenilefrina e reducdo da resposta
vasodilatadora a acetilcolina, reducdo das defesas antioxidantes e reducdo da
biodisponibilidade de NO. Estas alteracbes endoteliais desencadeadas pelo
mercurio neste modelo experimental podem explicar o aumento do risco de
desenvolvimento de doencas cardiovasculares promovidas pela exposicéo cronica,
mesmo em concentracdes proximas aos limites considerados seguros pelas
organizacOes de saude e de meio ambiente (WIGGERS et al., 2008; PECANHA et
al., 2010; FURIERI et al., 2011).

2 Endotélio Vascular

O endotélio vascular era considerado até a década de 80 apenas uma barreira
passiva sem funcdes fisioldgicas vasculares (FELIZZOLA et al., 1996). A partir de
experimentos utilizando a acetilcolina, Furchgot e Zawadski (1980) demonstraram
sua participacdo na dilatacdo vascular. Atualmente inumeras funcbes para o
endotélio estdo descritas, como o controle do trdfego de pequenas e grandes
moléculas, a manutencdo da estrutura da parede vascular, a contribuicdo na
formacdo do coagulo, a promocao do crescimento de novos vasos sanguineos e a

regulacdo da dilatacdo e da contragdo vascular, seja em resposta a alteragdes do
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fluxo sanguineo ou a agentes vasoativos (CARVALHO et al., 2001; BATLOUNI,
2001).

O endotélio exerce o controle do tbnus vascular por ser um local ativo de sintese
de substancias vasodilatadoras e vasoconstritoras e considerado um verdadeiro
sistema autdcrino, paracrino e endoécrino do organismo. As principais substancias
vasoconstritoras e agregadoras plaquetérias sintetizadas pelo endotélio sdo as
endotelinas, os endoperoéxidos (prostaglandina H2 e tromboxano A2), leucotrienos,
angiotensina Il (Ang II) e ROS. Dentre as substancias vasodilatadoras e
antiplaquetarias encontram-se o Oxido nitrico (NO), fator hiperpolarizante
dependente do endotélio (EDHF), prostaciclina (PGI2), outras prostaglandinas (PG)
e bradicinina (DE OLIVEIRA et al., 1998; VASCONCELOS et al., 2007).

A integridade do endotélio € essencial a regulacdo do tbnus vascular e a
estrutura dos vasos, do fluxo sanguineo, da perfusdo tissular e a protecdo contra
espasmo, trombose e aterogénese. A disfuncdo endotelial € um importante evento
inicial da aterogénese e do desenvolvimento de doencgas cardiovasculares como
hipertenséo arterial, diabetes mellitus, insuficiéncia cardiaca congestiva, hipertensao
pulmonar e infarto agudo do miocardio (DE OLIVEIRA et al., 1998; DA SILVA, 2000;
MELO et al., 2004). A disfuncdo endotelial caracteriza-se como a incapacidade do
endotélio em promover o relaxamento vascular, devido a reducao da producéo ou da
biodisponibidade de substancias vasodilatadoras, principalmente do NO
(VASCONCELOS et al., 2007).

2.10xido Nitrico (NO)

Até meados da década de 1980, o NO era considerado apenas membro de
uma familia de poluentes ambientais indesejaveis e carcinGgenos potenciais
(VARGAS E VIEIRA, 2009). Porém, a partir das conclusdes de Furchgott e Zawadzki
(1980) de que a acdo de alguns vasodilatadores, como a acetilcolina, era
inteiramente dependente da presenca do endotélio intacto e envolvia a liberacao de
um fator essencial para o relaxamento vascular, o qual chamaram de endothelial-
derivated relaxing factor (EDRF), houve o crescimento no interesse a respeito do NO
e suas multiplas funcdes no endotélio vascular (DUSSE et al., 2003).

A sintese do NO resulta da oxidagdo de um dos dois nitrogénios guanidino da

L-arginina, que é convertida em L-citrulina (VIARO et al., 2000). Esta reacéo é
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catalisada pela enzima NO-sintase (NOS). Uma variedade de isoformas de NOS tem
sido purificada em diferentes tecidos de mamiferos, as quais foram agrupadas em
duas categorias, a NOS constitutiva (c-NOS), dependente de ions célcio (Ca*™) e de
calmodulina, que estd envolvida na sinalizagdo celular, e a NOS induzivel (i-NOS),
produzida por macrofagos e outras células ativadas por citocinas (ZAGO &
ZANESCO, 2006).

A sintese da c-NOS é ativada por diversos agonistas, como acetilcolina,
catecolaminas e Ang I, e estimulos fisicos, como o estresse de cisalhamento
(VIARO et al., 2000). Ja a sintese da isoforma i-NOS é independente de Ca'" e
induzida por citocinas, expressando-se em macrofagos, células musculares lisas,
mesangiais e em células da microcirculacdo (VIARO et al., 2000).

Dentre as inumeras as fun¢des do NO, fazem parte a vasodilatacao
dependente do endotélio, a citotoxicidade mediada por macréfagos, a regulacéo da
pressao arterial, a transmissao sinaptica e o controle da adesdo dos elementos
sanguineos ao endotélio, diminuindo a permeabilidade vascular. Seus efeitos no
endotélio dependem da expressdo da NOS, da biodisponibilidade de fatores que
regulam a sua atividade e dos ROS (CHATTERJEE & CATRAVAS, 2008).

A reducdo na producédo ou na biodisponibilidade de NO tem sido relatada
como a responsavel pelo aumento da resisténcia vascular periférica e pelo
surgimento de doencas cardiovasculares em modelos in vivo (HIGASHI et al., 2002).
A producdo excessiva ou ndo compensada de ROS é considerada a principal
promotora das alteracdes de biodisponibilidade de NO. O endotélio vascular € muito
sensivel ao estresse oxidativo e a biodisponibilidade de NO pode ser reduzida pela
sua ligacdo ao O," produzido em excesso durante situacdes de estresse oxidativo.
Grandes quantidades de O, formadas, principalmente pela enzima NADPH oxidase,
captam o NO, promovendo a formagao de perédxido de nitrito (*\ONOQO) e reduzindo
sua difusdo para o musculo liso vascular, gerando diminuicdo da vasodilatacdo e
alteracoes de reatividade vascular e pressédo arterial (WOLF & BAYNES, 2007,
SHARMA, et al., 2009).

Além de ter sido observada em modelos animais de doencas
cardiovasculares, como a hipertensdo (MCLNTYRE et al.,, 1999), a reducdo da
biodisponibilidade do NO no leito vascular, verificou-se esta reducdo também em
modelos de exposi¢cdo aguda e crénica ao mercurio. Nestes estudos evidenciou-se

disfuncao endotelial e alteracdes na reatividade vascular e na pressao arterial como
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consequéncia do estresse oxidativo gerado pelo metal (WIGGERS et al., 2008a;
WIGGERS et al., 2008b; PECANHA et al., 2010; GIUBERT]I, 2010).

3 Espécies reativas de oxigénio (ROS) e Estresse oxidativo

O acumulo de metais pesados no organismo humano representa um risco
significativo para a saude, levando a uma grande variedade de doencas, associadas,
ao menos em parte, aos efeitos pré-oxidantes destes metais e suas capacidades de
contribuirem para a geracdo de ROS, como o OH’, 0 O, e 0 H,O,. O aumento da
producéao de ROS pode resultar na extensiva diminuicdo das defesas antioxidantes,
acarretando uma condi¢do conhecida como estresse oxidativo (BRANDAO et al.,
2008).

O termo ROS refere-se a um atomo ou molécula altamente reativa, que
contém namero impar de elétrons em sua Gltima camada eletronica. E este n&o
emparelhamento de elétrons da ultima camada que confere alta reatividade a esses
atomos ou moléculas. Os ROS sédo encontrados em todos os sistemas bioldgicos.
Durante a fosforilacdo oxidativa, a reducdo do oxigénio molecular (O,) para agua
(H20) requer quatro elétrons e pode ocorrer por duas vias. A primeira ocorre na
cadeia de transporte de elétrons mitocondrial, tendo a reacdo catalisada pela
citocromo oxidase como o passo final desse processo. Nesse caso, nenhum
intermediario de O, é formado e a reducdo tetravalente do O, € calculada em
aproximadamente 95-98% do total de O, consumido (SCHNEIDER & OLIVEIRA,
2004). Na segunda via, a fracdo restante de 2-5% pode dar origem a formacéao de
ROS pela reducéo univalente do O,.

O O, é um dos principais ROS formados no metabolismo celular. E menos
reativo que o H,O, e formado a partir da reducdo do O, com um elétron. Em
condicBes fisiologicas € gerado principalmente nas mitocondrias, microssomas e
peroxissomas através da acdo da enzima nicotinamida NADPH oxidase. Apresenta
meia-vida mais longa do que o OH’, sendo capaz de reagir com as moléculas por
mais tempo. As reacGes desencadeadas pelo O,” podem gerar os radicais OH" e
peroxil (ROO®). Em meio acido, este ROS rapidamente forma H,O,. Em meio neutro
ou de alto pH, a dismutacdo do superéxido é catalisada pela enzima SOD. O Oy~
apresenta pequena reatividade molecular, e é duvidosa a sua capacidade de causar

danos significativos as estruturas celulares. Porém, pode reagir com o NO para



31

formar o *ONOQ", capaz de oxidar e transferir nitrato para aminoacidos de varias
proteinas, causando a inibicdo dessas (ANDRADE JUNIOR et al., 2005).

Um dos principais mecanismos de lesé@o celular pelo estresse oxidativo é a
lipoperoxidacéo, ou seja, a oxidagdo da camada lipidica da membrana celular. Além
disso, 0 estresse oxidativo pode gerar danos a proteinas e ao DNA, provocando
diversas alteracdes na funcédo celular e, portanto, tecidual (BIANCHI & ANTUNES,
1999). Todos os componentes celulares sdo suscetiveis a acdo dos ROS, porém a
membrana celular € um dos mais atingidos em decorréncia da peroxidacéo lipidica,
gue acarreta alteragbes na sua estrutura e permeabilidade das membranas
celulares. Consequentemente, ha perda da seletividade na troca i6nica e liberacédo
do conteudo de organelas, como as enzimas hidroliticas dos lisossomas, e formacéao
de produtos citotoxicos, como o malondialdeido (MDA), culminando com a morte
celular (SILVEIRA, 2004).

Embora a cadeia de transporte de elétrons mitocondrial seja
reconhecidamente um dos principais sitios de producdo de ROS, outras diferentes
fontes podem produzir estas espécies. Estudos apontam mudltiplos sistemas
enzimaticos produtores de ROS e seus derivados, sendo 0s principais componentes
a NADPH oxidase, a ciclooxigenase (COX), a lipoxigenase, citocromo P450, a
xantina oxidase (XO), a mieloperoxidase (MPO) e a Oxido nitrico sintase (NOS), as
guais produzem diversas espécies de ROS (OH’, O,", H,0,) (ZHANG et al., 2008a;
ZHANG et al., 2008b). Porém, a mais importante fonte destas substancias, tanto em
células endoteliais como musculares lisas € a NADPH oxidase, a qual € a principal
produtora do radical O,” (BESWICK et al.,, 2001), extremamente envolvido na
fisiopatologia de inumeras doencas cardiovasculares, e, principalmente, no
mecanismo de disfun¢do endotelial verificado na exposi¢cao ao mercurio (HAMILTON
et al., 2002).

3.1Enzima nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato (NADPH) oxidase

A enzima NADPH oxidase foi originalmente considerada expressa apenas em
células fagociticas envolvidas na defesa do hospedeiro e na imunidade inata. E
agora evidente que ha uma familia de NADPH oxidases, com base nos homologos
da subunidade catalitica fagocitica gp91phox, que sao funcionalmente ativos em

células nado-fagociticas (RABELO et al., 2010). Os novos homologos, juntamente
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com gp9lphox, séo designados por familia Nox de NADPH oxidases e sé&o
importantes na producdo de ROS vascular. O prototipo da NADPH oxidase
fagocitica (agora denominada NOX-2) compreende as seguintes subunidades:
p47phox, p67phox, p40phox, p22phox, e a subunidade catalitica gp91lphox. Em
condicbes basais, p47phox, p67phox, e p40phox existem no citosol, enquanto
p22phox e gp9lphox estdo localizadas na membrana, onde ocorrem como uma
flavoproteina heterodimérica (citocromo b558). Apds a estimulagcdo, p47phox e
p67phox formam um complexo que se transloca para a membrana, onde se associa
com o citocromo b558 para montar a oxidase ativa, a qual, por fim, transfere elétrons
a partir do substrato a O, formando o O,” (ALTENHOFER et al., 2012).

A familia NOX em mamiferos compreende sete membros: NOX-1, NOX-2 e
NOX-3 E NOX-4 E NOX-5, DUOX-1, E DUOX-2. Todos sao proteinas
transmembrana que tém uma subunidade catalitica nucleo (NOX) e numerosas
subunidades reguladoras. NOX-1, NOX-2, NOX-4, e NOX-5 foram identificadas em
tecido cardiovascular e renal. A hiperativacdo dos NOX leva a excessiva geracéao de
ROS que rompem redes redox, normalmente reguladas por sistemas antioxidantes
tiol-dependentes. Isso resulta em estresse oxidativo, desencadeando processos
moleculares, 0s quais, na vasculatura, contribuem para leséo vascular (AFONSO et
al., 2010).

O aumento dos niveis de O," por essa enzima no tecido vascular provoca uma
perda de NO, consequentemente alterando a vasodilatacdo e o relaxamento do
endotélio e contribuindo para a disfuncdo endotelial. Além disso, em lesbes
ateroscleroticas mais avancadas, os ROS derivados da NADPH oxidase podem
exercer um papel crucial na sua progressao, uma vez que 0s radicais podem
contribuir para a oxidacéo da lipoproteina de baixa densidade LDL, a producéo local
da proteina quimiotatica para mondcitos (MCP-1), o estimulo das moléculas de
adesdao, o recrutamento de macréfagos, a disfuncdo endotelial e o remodelamento
da matriz extracelular através da degradacdo de colageno, o que favorece uma
eventual ruptura da placa aterosclerotica (AFONSO et al., 2010). Apesar de terem
sido identificadas quatro subunidades reguladoras no tecido cardiovascular, 0s
principais componentes do complexo enzimatico NADPH oxidase expressos nas
células vasculares sdo as subunidades NOX-1 e NOX-4, aumentados durante o
processo de remodelamento vascular, como na hipertensdo e aterosclerose
(RABELO et al., 2010).
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A NOX-1, originalmente identificada nas células tumorais do célon, & expressa
em ceélulas vasculares e cardiacas. Estad localizada na membrana celular, em
cavéolas lipidicas e endossomas. A producdo de O, pela NOX-1 pode ser
aumentada dependendo da forma e do estimulo, envolvendo complexas interacdes
entre subunidades reguladoras e a proteina chaperona dissulfeto isomerase (PDI).
Esta subunidade tem sido relacionada a migracdo de células do musculo liso
vascular e producgdo e proliferacdo de matriz extracelular, efeitos mediados pela
cofilina. Em culturas de células musculares lisas e endoteliais, a NOX-1 é regulada
por fatores mecanicos (estresse de cisalhamento), agentes vasoativos, como a Ang
Il e aldosterona, e fatores de crescimento (ALTENHOFER et al., 2012).

Estudos recentes demonstraram que a expressao e a atividade da NOX-1 esta
aumentada no tecido vascular de modelos animais de doencas cardiovasculares,
incluindo hipertensdo, aterosclerose, diabetes e hipercolesterolemia. Em
camundongos transgénicos NOX-1 knock-out sugerem um possivel papel para a
NOX-1 na hipertensdo aguda induzida pela Ang Il. Embora existam extensos dados
experimentais implicando NOX-1 na doenca cardiovascular, ha pouca informacao
em seres humanos, embora ja esteja comprovada a expressdo aumentada da NOX-
1 em vasos humanos ateroscleréticos (ADEAGBO et al., 2005; MALDONADO et al.,
2009).

A subunidade NOX-4 é encontrada em células vasculares, fibroblastos,
osteoclastos e é abundantemente expressa no rim. Em células musculares lisas do
leito vascular, a NOX-4 co-localiza-se com a p22phox e esta vinculada a adesdes
focais, proliferacdo e migracao celular, angiogénese e diferenciacdo celular. A NOX-
4 foi identificada no reticulo endoplasmatico, mitocondrias e nucleo de células
vasculares. Esta subunidade ndo parece exigir p47phox, p67phox, p40phox para a
sua ativacdo, como na subunidade NOX-1, embora recentemente foi demonstrada a
necessidade de uma polimerase interagindo com a NOX-4 para sua ativacéo
(RABELO et al., 2010; BREWER et al., 2011).

Ao contrario da NOX-1 e NOX-2, a NOX-4 é constitutivamente ativa, produzindo
principalmente H,O,, em vez de O,". A diferenca nas espécies geradas
fundamentam as acdes NOX-especificas na sinalizacéo celular. A NOX-4 contribui
para a producdo de ROS basal através da sua atividade constitutiva e pode haver,
ainda, o aumento da producdo de espécies reativas quando estimulada por Ang Il,

glicose e fatores de crescimento. O papel patolégico da NOX-4 ndéo é claro, embora
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tenha sido implicada na hipertensdo, aterosclerose, nas complicacdes
cardiovasculares e renais decorrentes do diabetes e na remodelacdo pulmonar de
artérias na hipertensdo pulmonar (ALTENHOFER et al., 2012). Além de estudos
envolvendo modelos animais de hipertensdo, modelos animais de exposi¢cdo a
metais pesados, como mercurio, jA evidenciaram o aumento da atividade da enzima
NADPH oxidase com consequente estresse oxidativo e danos endoteliais
(HOUSTON et al., 2007). Estes estudos, porém, ainda ndo estdo claros quanto as
subunidades afetadas pela exposicdo ao metal, nem quanto ao mecanismo de
atuacdo do mercurio sobre estas subunidades.

3.2Enzima ciclooxigenase (COX)

A ciclooxigenase (COX), também conhecida como PGH sintase, € uma enzima
bifuncional ligada & membrana, que catalisa a conversao de acido araquidénico para
prostaglandina G2 (PGG2) pela sua atividade de ciclooxigenase, e de PGG2 a
prostaglandina H2 (PGH2) pela sua atividade de peroxidase. E o passo limitante da
velocidade na biossintese das prostaglandinas (PG) biologicamente ativas e
fisiologicamente importantes (BIANCHI & ANTUNES, 1999). Duas isoformas de COX
foram identificadas, a COX-1 e COX-2, a primeira é expressa constitutivamente na
maioria dos tecidos e a segunda opera como uma enzima induzivel com niveis
baixos ou indetectaveis na maioria dos tecidos, e sua expressdao pode ser
aumentada por um numero de citocinas inflamatorias, fatores mitogénicos e
estimulos fisicos. Embora a COX-1 e a COX-2 apresentem um nivel elevado de
homologia (65%), a atividade e expressdo destas enzimas s&do reguladas
diferencialmente, podendo funcionar independentemente dentro do mesmo tipo de
célula (FELETOU et al., 2011).

Acidos graxos, tais como o acido araquiddnico, sdo o substrato preferencial da
COX-1, enquanto que a COX-2 utiliza como substratos tanto acidos graxos, como
também o glicerol 2-araquidonil. Portanto, a COX-2 pode gerar um grupo de
produtos que a COX-1 ndo pode sintetizar. Ambas as COX dependem da presenca
de peréxidos lipidicos para a sua ativacdo, mas a ativacdo da COX-2 requer uma
concentracdo dez vezes menor de hidroperéxido do que a COX-1, sugerindo que a
COX-2 pode funcionar na presenga de COX-1, sem que esta Ultima seja ativada
(SMITH & SONG, 2002).
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Varios eicosanoides biologicamente ativos sdo formados a partir da PGH2, a
qual é um componente de curta duragdo, mas biologicamente ativo, através da acéo
de um conjunto de PG-sintases, prostaglandinas D (PGD), E (PGE), F (PGF), IGP e
tromboxano sintases. As cinco PGs primarias formadas, PGD,, PGE;, PGF;a, PGl, e
tromboxano A, interagem com receptores prostanoides (P) acoplados a proteinas G
transmembrana, classificados em cinco subtipos (DP, EP, PF, IP e receptores de
TP) em funcgéo de sua afinidade preferencial para as PGs (SILVEIRA, 2004).

A ativagdo da COX também se constitui como fonte de O, devido a sua
capacidade de co-oxidar substancias como o NADPH. A modificacdo oxidativa de
acidos graxos poli-insaturados por via ndao enzimatica pode gerar isoprostanos,
muitas vezes utilizados como marcadores de estresse oxidativo e associados a
varias doencas cardiovasculares, incluindo a estenose coronaria (FELETOU et al.,
2011). Alem de fonte de ROS, a via da COX também pode alterar o sistema
cardiovascular por meio dos prostanoides produzidos por ambas isoformas,
principalmente pelas isoformas presentes no endotélio vascular. Estes prostandides
atuam sobre o leito vascular promovendo tanto a vasodilatacdo como a
vasoconstricdo, e estdo diretamente relacionados ao controle do tbnus e da
reatividade vascular em situacéo fisioldgica e patolégica (ANTMAN et al., 2005).

O tonus vascular € regulado, entre outros fatores, por prostandides derivados da
via da COX produzidos pelo endotélio. Varios autores demonstraram a producao de
prostandides contrateis em resposta a agonistas alfa-adrenérgicos e de outros
agentes vasoconstritores. Em vasos sanguineos saudaveis, os prostanoides séo
formados predominantemente pela isoforma constitutiva da COX (COX-1). No
entanto, estes mediadores podem também ser sintetizados pela isoforma induzivel
(COX-2); esta isoforma ndo € normalmente expressa, mas pode ser induzida por
agentes tais como lipopolissacarido ou citocinas em diferentes tipos celulares, como
células do musculo liso, endotélio e adventicia (DA CUNHA et al., 2000; DIDION et
al., 2003; ELIGINI et al., 2005).

Estudos recentes com modelos animais de hipertensdo demonstraram existir
maior expressdao da COX-2 e maior participacdo dos prostandides contrateis
derivados desta via na resposta vascular a fenilefrina. Fatores exdégenos, como a
exposicdo ao mercurio, também jA mostraram atuar sobre a via da COX,

promovendo o aumento dos prostandides vasoconstritores derivados da COX-2
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tanto na exposicdo aguda quanto cronica ao metal (WIGGERS et al.,, 2008;
PECANHA et al., 2010).

4 Mecanismos antioxidantes

Para o perfeito equilibrio no organismo e manutencdo de suas atividades
fisiolégicas, a atividade dos sistemas enzimaticos produtores de ROS € neutralizada
por um poderoso e complexo sistema de defesa antioxidante presente em nosso
corpo. Estes mecanismos de defesa estdo divididos em enzimatico e nao
enzimatico. O sistema enzimatico inclui as enzimas SOD, CAT e Gpx, as quais
desempenham suas fun¢des de forma equilibrada e integrada para a manutencéo da
funcionalidade celular. A SOD € a enzima responsavel pela catélise através da
reducdo e da oxidacao univalente do O™ a H,O, e O,. Em humanos existem trés
formas enzimaticas: uma citoplasmatica ligada aos ions metalicos cobre e zinco
(CuznSOD), uma mitocondrial ligada ao manganés (MnSOD) e uma extracelular
(EcSOD) (AFONSO et al., 2010).

A CAT é uma enzima cuja funcdo principal é a de promover a decomposicao
H,O, em H,O e O,, protegendo as células do estresse oxidativo, uma vez que o
H,0O, altera o estado redox da célula reagindo diretamente com residuos tiéis das
proteinas redox-sensiveis ou modificando a razdo GSH/GSSG (ANDERSON et al.,
2009). Ja a GPx tem a funcéo bioquimica de reduzir os hidroperoxidos lipidicos em
seus alcodis correspondentes, bem como o H;O; livre em H,O e GSSG. A familia
Gpx possui quatro isoformas e integra o grupo de selenoproteinas, pois contém
selénio em seu sitio ativo (JAN et al., 2011).

O sistema nao enzimatico de defesa inclui compostos sintetizados pelo
organismo humano como bilirrubina, ceruloplasmina, horménios sexuais,
melatonina, coenzima Q, &cido urico, e outros, ingeridos através da dieta regular ou
via suplementacdo como acido ascorbico (vitamina C), a-tocoferol (vitamina E), B-
caroteno (precursor de vitamina A) e grupos fenois de plantas (flavondides)
(MONTERA, 2007; AFONSO et al, 2010). Estes dois mecanismos estao
constantemente ativos e desempenhando suas funcdes de forma integrada para a
neutralizacdo de espécies reativas de oxigénio que em excesso promovem
desequilibrio e altera¢des funcionais, contribuindo para a manutencéo da integridade

de nosso organismo (JAN et al., 2011).
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5 Tratamento antioxidante na exposi¢cao ao mercurio

Quando o organismo humano sofre algum tipo de agressédo ou é acometido por
agentes produtores de ROS, os mecanismos antioxidantes existentes, muitas vezes,
nao conseguem atuar no combate ao excesso de radicais livres formados, gerando
estresse oxidativo e tornando-se necessario o uso de substancias com potencial
antioxidante. Como ja descrito anteriormente, o mercurio é um agente promotor de
estresse oxidativo no organismo responsavel pelos mais diversos danos em
diferentes 6rgéos e sistemas (MEINERZ et al., 2011). Dessa forma, nos altimos anos
alguns estudos analisando diferentes compostos com acdo antioxidante ja foram
testados em modelos experimentais de intoxicacdo por metais pesados, na tentativa
de prevenir ou reverter 0s prejuizos causados ao organismo, incluindo aqueles
promovidos pelo Hg (MALDONADO et al., 2009; DURAK et al., 2009; MEINERZ et
al., 2011).

Foi demonstrado que o Acido L-ascoérbico (vitamina C) e o &acido a-tocoferol
(vitamina E) atuam como poderosas substancias antioxidantes com propriedades
anti-cancerigenas, anti-clastogénicas e anti-mutagénicas em uma variedade de
modelos in vivo e in vitro de exposicdo ao cloreto de mercurio, sendo capazes de
neutralizar diversos ROS e minimizar a peroxidacao lipidica em sistemas biolégicos
(DURAK et al., 2009). Recentemente também foi evidenciada atividade antioxidante
do selénio em modelos animais de exposicdo ao metilmercurio, sendo visualizada
para este composto uma atividade catalitica semelhante a da enzima glutationa
peroxidase, envolvendo a reducdo de peroxidos, a custa de compostos tiol
(MEINERZ et al., 2011).

A literatura descreve a administracdo de inibidores farmacoldgicos da NADPH
oxidase como antioxidantes indiretos em modelos animais de hipertensdo, porém
nao ha relatos de seu uso em modelos animais de exposicdo ao mercurio
(ALVAREZ et al., 2005; CHAN et al., 2007; WILLIAMS & GRIENDLING, 2007;
CIARCIA et al.,, 2010). O DIP-difenileneiodénio e 4’-hidroxi-3-metoxiacetofenona
(apocinina), tém sido largamente utilizados para bloquear a atividade da NADPH
oxidase in vitro. (LAFEBER et al., 1999; MALDONADO et al., 2009). A apocinina tem
multiplas a¢des bioldgicas além dos efeitos antioxidantes, sendo caracterizada como

um inibidor da NADPH oxidase desde a década de 80 e apresentando potencial
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terapéutico para atuar contra o estresse oxidativo (REY et al., 2001; MORA-PALE et
al., 2009).

5.1Apocinina

A apocinina foi primeiramente descrita por Schmiedeberg em 1883 e isolada
de raizes de Apocynum cannabinum (maconha canadense) e extratos que foram
utilizados como remédios para problemas cardiacos (PARAVICINI et al., 2002). Em
1971, a apocinina foi identificada durante o isolamento dos componentes
imunomoduladores da raiz de Picrorhiza kurroa (Scrophulariaceae), uma planta
nativa cultivada nas montanhas da india, Nepal, Tibete e do Paquistdo, conhecida
na medicina tradicional indiana (Ayurveda) (RIGANTI et al., 2008). A apocinina &
uma acetofenona com um peso molecular de 166,17, um ponto de fusdo de 115°C e
gue apresenta leve odor de baunilha. Apresenta baixa toxicidade, com DL50 de 9
g/kg ap6s administracdo oral em camundongos. Tem sido usada como um eficiente
inibidor do complexo NADPH oxidase em muitos modelos experimentais envolvendo
células fagociticas e ndo fagociticas (HAMILTON et al., 2002; DODD-O et al., 2004;
STEFANSKA & PAWLICZAK, 2008). O mecanismo de inibicdo ndo é totalmente
conhecido, mas envolve o comprometimento da translocacdo para a membrana do
componente citosolico p47phox do complexo NADPH oxidase (figura 1) (PETERS et
al., 2001; BARBIERI et al., 2004).
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Figura 1: Mecanismo de inibicdo da NADPH oxidase pela apocinina. Modificada de
RABELO et al., 2010.
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Muitos estudos relatam o uso da apocinina para avaliar o envolvimento do
sistema NADPH oxidase em modelos experimentais in vitro e in vivo. Em modelos
experimentais de suinos com lesdo pulmonar causada por circulacao extracorpGrea
(proporcionada pelo aumento de ROS derivados da NADPH oxidase), pré-tratados
com altas doses de apocinina (400mg/kg) por via intravenosa, houve menor ativagcéo
basal de neutrdfilos periféricos e menor geracdo de ROS nas células endoteliais
guando comparados ao grupo controle (DODD-O et al., 2004).

Em outro estudo, células endoteliais de corddo umbilical foram submetidas ao
modelo de isquemia/reperfusédo, levando a maior producdo de ROS e expresséo de
moléculas de ades&o, conhecidas como selectinas. A co-cultura dessas células com
apocinina, além de inibir a geracdo de ROS, mostrou-se capaz de diminuir a
expressao de selectinas (RUPIN et al., 2004). A apocinina também foi capaz de inibir
a liberagdo de citocinas pro-inflamatérias em células mononucleares obtidas de
pacientes portadores de artrite reumatoide (LAFEBER et al., 1999). A geracéao de
ROS e a liberacéo de citocinas podem ser suprimidas pela apocinina, a qual também
apresenta propriedades tipicamente relacionadas aos anti-inflamatorios néo
esteroidais, ou seja, inibicdo da formacdo dos mediadores lipidicos da inflamacéo.
Neste contexto, a forma induzivel da COX, COX-2, foi inibida pela apocinina
(BARBIERI et al., 2004).

Em um modelo experimental da doenca de Huntington, induzida pela injecéao
intraestriatal de acido quinolinico, o aumento da atividade da NADPH oxidase parece
estar envolvido nos danos causados por esta doenca. Foi observado que a injecao
intraperitoneal de apocinina levou a diminuicdo da atividade enzimatica, diminuicao
da peroxidacao lipidica e diminuicdo do dano histolégico (MALDONADO et al.,
2009).

A apocinina mostrou ter aplicacdo promissora em estudos com modelos
animais de hipertenséo e outras doencas cardiovasculares. Em ratos Dahl sensiveis
ao sal, a apocinina inibiu a producdo de O, na medula renal e diminuiu a
hipertensédo arterial (BARBIERI et al., 2004). Em ratos tratados com acetato de
desoxicorticosterona (DOCA) e NaCl (DOCA-sal induzidos), ha um aumento da
producdo de O, em artéria aorta e rins, levando a hipertensao, a qual também foi
atenuada pelo tratamento com apocinina (BESWICK et al.,, 2001). Além disso, a
apocinina mostrou-se eficaz no tratamento da hipertensdo provocada por Ang Il e

aldosterona (HAMILTON et al., 2002). Em outras pesquisas a apocinina diminuiu 0s
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niveis de mMRNA da subunidade p22phox da NADPH oxidase em segmentos de
aorta de ratos Sprague-Dawley de modelos experimentais sal-aldosterona, e
impediu a unido da subunidade p47phox com o complexo membranar desta enzima
em células endoteliais humanas, inibindo, assim sua producédo de O,". A apocinina
também ja demonstrou prevenir e reverter a hipertensdo induzida por horménio
adrenocorticotréfico (ACTH) (RIGANTI et al., 2008), indicando que a NADPH oxidase
€ uma importante fonte enzimatica de O,” em modelos animais de hipertensédo

natural e sintética.

6 Justificativa

O mercurio € um metal téxico para o ser humano, podendo ser absorvido por
varias vias e depositado nos diferentes érgéos, provocando inUmeras alteracbes e
riscos a saude. Ja estd bem descrito na literatura que baixas concentracdes
sanguineas deste metal, como as adquiridas no consumo de peixes contaminados
ou no contato ou uso de amalgamas dentarias, sdo suficientes para alterar
parametros fisioldgicos importantes, inclusive no sistema cardiovascular. Dessa
forma, o desenvolvimento de pesquisas que viabilizem meios para o conhecimento
de substancias capazes de prevenir e tratar os efeitos danosos decorrentes da
intoxicacdo por metais pesados como esse sobre o sistema cardiovascular e,
potencialmente, suas consequéncias clinicas em longo prazo, € necessario e
fundamental para o futuro da saude humana.

Este estudo se prople verificar se o tratamento antioxidante, através da
utilizacdo da apocinina, um inibidor do complexo NADPH oxidase, € capaz de
proteger o sistema cardiovascular dos efeitos téxicos do mercurio. Para tanto, foi
utilizado um modelo experimental de exposicdo crbnica e controlada a baixas
concentracbes de mercurio que, ao final do periodo de exposicdo, apresentou
concentracgfes sanguineas de mercurio semelhantes as encontradas em humanos
expostos a este metal (WIGGERS et al., 2008). E importante ressaltar que neste
modelo experimental, embora ndo tenha sido notada alteracdo da presséao arterial,
os ratos desenvolveram importantes alteracdes vasculares em vasos de condutancia
e de resisténcia. Isto indica que estudos complementares para verificar formas de

reverter ou impedir estes danos com substancias antioxidantes sdo necessarios.



41

7 Objetivos

7.1 Objetivo geral

Verificar se o co-tratamento com o inibidor do complexo NADPH oxidase,
apocinina, é capaz de prevenir ou atenuar as alteragfes na reatividade vascular da
artéria aorta de ratos expostos cronicamente a baixas concentracdes de cloreto de

mercurio (HgCly).

7.2 Objetivos especificos

Verificar se o co-tratamento com apocinina altera a pressao arterial sistélica e
diastolica de ratos expostos cronicamente ao mercurio;

Avaliar, em segmentos de artéria aorta, se este co-tratamento impede ou
atenua as alteracdes promovidas pelo HgCl, na resposta contratil a fenilefrina e na
resposta relaxadora a acetilcolina, bem como a participacdo do endotélio nesta
resposta;

Analisar se a apocinina previne as alteracdes promovidas pelo HgCl, na
peroxidacéo lipidica e nos niveis de grupamentos tiéis plasmaticos;

Observar o efeito da exposicdo ao HgCl, e do co-tratamento com apocinina
sobre a atividade das enzimas antioxidantes superoxido dismutase (SOD) e

glutationa peroxidase (GPx) do tecido adrtico.
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ABSTRACT

Mercury increases the risk of cardiovascular disease and oxidative stress and alters
vascular reactivity. This metal elicits endothelial dysfunction causing decreased NO
bioavailability via increased oxidative stress and contractile prostanoid production.
NADPH oxidase is the major source of reactive oxygen species (ROS) in the
vasculature. Our aim was to investigate whether treatment with apocynin, an NADPH
oxidase inhibitor, prevents the vascular effects caused by chronic intoxication with
low concentrations of mercury. Three-month-old male Wistar rats were treated for 30
days with a) intramuscular injections (i.m.) of saline; b) HgCl, (i.m. 1% dose: 4.6
ng/kg, subsequent doses: 0.07 pg/kg/day); c) Apocynin (1.5 mM in drinking water
plus saline i.m.); and d) Apocynin plus HgCl,. The mercury treatment resulted in 1)
an increased aortic vasoconstrictor response to phenylephrine and reduced
endothelium-dependent responses to acetylcholine; 2) the increased involvement of
ROS and vasoconstrictor prostanoids in response to phenylephrine, whereas the
endothelial NO modulation of such responses was reduced; and 3) the reduced
activity of aortic superoxide dismutase (SOD) and glutathione peroxidase (GPx) and
increased plasma malondialdehyde (MDA) levels. Treatment with apocynin partially
prevented the increased phenylephrine responses and reduced the endothelial
dysfunction elicited by mercury treatment. In addition, apocynin treatment increased
the NO modulation of vasoconstrictor responses and aortic SOD activity and reduced
plasma MDA levels without affecting the increased participation of vasoconstrictor
prostanoids observed in aortic segments from mercury-treated rats. Conclusions:
Mercury increases the vasoconstrictor response to phenylephrine by reducing NO
bioavailability and increasing the involvement of ROS and constrictor prostanoids.
Apocynin protects the vessel from the deleterious effects caused by NADPH oxidase,
but not from those caused by prostanoids, thus demonstrating a two-way action.

Keywords: Mercury, Chronic intoxication, Apocynin, Vascular reactivity
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INTRODUCTION
Mercury is a heavy metal that affects the activity of several enzymes, ion

channels and receptors [1] by binding to the SH groups [2] that are necessary for
normal enzyme function. This metal is a public health problem because many
populations worldwide are exposed to mercury at levels that exceed the
recommended safety guidelines [3]. Despite attempts to control industrial pollution,
mercury poisoning still occurs from exposure to methylmercury (MeHg) from fish,
ethylmercury from vaccine products, metallic mercury from dental amalgam fillings,
cinnabar from Chinese herbal balls, and other sources of domestic mercury
contamination [4,5].

The harmful effects of mercury during its accumulation in humans are mostly
due to the excessive release of reactive oxygen species (ROS), the increased lipid
peroxidation in the cells and the reduction of antioxidant defenses, thus inactivating
important enzymes that are responsible for body's defenses, such as glutathione
reductase (GR), glutathione peroxidase (GPx), superoxide dismutase (SOD),
catalase (CAT) and GSH in different organs [6,7]. These effects are capable of
damaging the integrity and altering the function of membranes, which can lead to the
development of many pathological processes [8]. Because mercury exposure is
associated with oxidative stress and endothelial dysfunction, more attention has been
paid to its toxic effects on the cardiovascular system and its association with
hypertension, carotid atherosclerosis, myocardial infarction, and coronary heart
disease [9,10].

Previous studies from our group have demonstrated that oxidative stress
caused by mercury exposure decreases the bioavailability of nitric oxide (NO) and
alters the expression of NO synthase (NOS), leading to increased vasoconstriction,
the reduction of endothelial vasodilator response and the stimulation of
cyclooxygenase (COX)-derived vasoconstrictor prostanoids release [11-14]. NADPH
oxidase, a multisubunit enzymatic complex, has been considered the major source of
ROS in vascular cells [15] and has been suggested to be responsible for the
endothelial dysfunction observed in different cardiovascular pathologies [10,16].
Interestingly, previous studies have also reported that the activation of NADPH
oxidase may be associated with exposure to mercury in mesenteric and coronary
arteries [12,14].
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Therefore, the aim of this study was to assess whether treatment with the
NADPH oxidase inhibitor apocynin can prevent or mitigate the changes caused by
chronic exposure to low doses of mercury on a) the endothelial modulation of
vasoconstrictor and vasodilator responses in conductance arteries; b) ROS and COX
participation in these vascular responses; and c) ROS production and antioxidant

activity.
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MATERIAL AND METHODS

Animals

Three-month-old male Wistar rats (290-310 g) were obtained from the Central
Animal Laboratory of the Federal University of Santa Maria, Rio Grande do Sul,
Brazil. During treatment, rats were housed at a constant room temperature, humidity,
and light cycle (12:12 h light-dark), free access to tap water and fed with standard
chow ad libitum. All experiments were conducted in compliance with the guidelines
for biomedical research stated by the Brazilian Societies of Experimental Biology and
approved by a local ethics committee (010/2011 CEUA-EMESCAM, Espirito Santo,
Brazil).

Rats were divided into four groups and treated for 30 days as follows: a)
Untreated (saline solution, i.m.); b) Mercury (HgCl,) - mercury chloride (1% dose 4.6
Ma/kg, subsequent doses 0.07 ug/kg/day, i.m., to cover daily loss, using the model
described by Wiggers et al. [17]); c) Apocynin (Apo) - apocynin (1.5 mM in drinking
water plus saline solution, i.m.); and d) Apocynin-mercury (ApoHg) - mercury chloride

plus apocynin.

Systolic (SBP) and diastolic (DBP) blood pressure

Rats were anesthetized with urethane (1.2 g/kg, i.p.), and after loss of the
righting reflex, the carotid artery was cannulated with a polyethylene catheter (PE 10,
Clay-Adams, NY, USA), filled with saline plus heparin (50 U/ml) to measure arterial
pressure. SBP and DBP were measured using a pressure transducer (TSD104A)
connected to an amplifier and an acquisition system (MP 150 Biopac Systems, Inc.,
CA, USA) and were continuously monitored. After a 30-min stabilization period, the
SBP and DBP were obtained and recorded.

Blood collection and reactivity experiments

Rats were submitted to a surgical procedure to expose and puncture the renal
artery; blood was subsequently collected to obtain plasma for the biochemical
experiments. Thereafter, rats were euthanized by decapitation, and the thoracic aorta
was carefully dissected out and cleaned of connective tissue. For reactivity
experiments, the thoracic aorta was divided into segments that were 2 mm in length.

For isometric tension recording, each aortic segment was set up in an organ bath
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containing 5 ml of Krebs-Henseleit solution (KHS, in mM: 115 NaCl, 25 NaHCOs3, 4.7
KCI, 1.2 MgSO4 7H,0, 2.5 CaCl,, 1.2 KH,PO,4, 11.1 glucose and 0.01 Na;EDTA) at
37°C and continuously gassed with a 95%0,-5%CO, mixture (pH=7.4). Two
horizontally arranged stainless steel pins (75 ym in diameter) were passed through
the lumen: one was fixed to the organ bath wall, and the other was vertically
connected to a force-displacement transducer (TSD125BX8 - Biopac Systems, Inc)
and a recorder (MP150WSW-SYS - Biopac Systems, Inc).

Aortic segments were subjected to a tension of 1.5 g that was readjusted
every 15 min during a 60-min equilibration period before drug administration. Vessels
were initially exposed to 75 mM KCI to check their functional integrity, and the
presence of endothelium was confirmed by the ability of acetylcholine (10 uM) to
relax segments contracted with phenylephrine at a concentration that produces close
to 50% of the contraction induced by 75 mM KCI. After 60 min of washout, a single
concentration-response curve to phenylephrine (0.01 nM — 300 uM) was performed.

To evaluate the role of the endothelium in the vasoconstrictor response to
phenylephrine, some rings had their endothelium removed mechanically, and its
absence was confirmed by the inability of acetylcholine to induce relaxation greater
than 10% of the previous contraction to phenylephrine. The effects of N-Nitro-L-
arginine methyl ester hydrochloride (L-NAME), indomethacin and apocynin were
investigated by their addition 30 min before phenylephrine in vessels with an intact
endothelium.

To evaluate the relaxation dependent and independent of the endothelium,
concentration-response curves were performed with acetylcholine (0.01 nM — 300

MM) and sodium nitroprusside (SNP, 0.01 nM — 300 uM), respectively.

Lipid peroxidation in plasma

Plasma thiobarbituric acid-reacting substances (TBARS) are lipid peroxidation
products that are considered an expression of systemic oxidative stress and are
measured as malondialdehyde (MDA) using a colorimetric method, as previously
described by Ohkawa et al. [18], with modifications. Blood was collected by renal
puncture and transferred into tubes containing the anticoagulant EDTA (Wiener Lab,
Rosario, Argentina). Plasma was obtained by centrifugation (1500xg, 4°C, 15 min).
An aliquot of plasma was incubated with thiobarbituric acid 0.8% (TBA), phosphoric
acid buffer 1% (H3PO,), and sodium dodecil sulphate 0.8% (SDS) at 100°C for 60
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min. The color reaction was measured at 532 nm against blanks (Spectrophotometer
Femto 600 S, FEMTO, Sao Paulo, Brazil). The results were expressed as nanomoles
of MDA per ml of plasma.

Thiol groups in plasma

The total concentration of thiol groups (SH) was measured using
spectrophotometry at 412 nm, according to Ellman’'s method [19]. An aliquot of blood
plasma was mixed with 10% SDS and 1 M phosphate buffer (pH 8), and the
absorbance was measured at 412 nm (AO) against blank. Then, 5,5’-dithio-bis-2-
nitrobenzoic acid 10 mM (DTNB) was added followed by incubation at 37°C for 60
min. After incubation, the absorbance of the sample was again measured at 412 nm
(A1). The result is the difference between A1-A0 and was expressed as nanomoles

of thiol groups per ml of plasma.

Superoxide dismutase (SOD) and glutathione peroxidase (GPx) activity in aortas

SOD activity in aorta homogenate was assayed using spectrophotometry, as
described by Misra and Fridovich [20]. This method is based on the capacity of SOD
to inhibit the autoxidation of adrenaline to adrenochrome. The color reaction was
measured at 480 nm. One unit of enzyme was defined as the amount of enzyme
required to inhibit the rate of epinephrine autoxidation by 50% at 26°C. Aortas were
washed with ice-cold saline and rapidly homogenized in 50 mM Tris—HCI, pH 7.5
(1:10, w/v) and centrifuged at 2400xg for 15 min at 4°C. The supernatants (S1) were
then separated. The S1 was diluted 1:10 (v/v) for determination of SOD activity on
test day and added to a 50 mM glycine buffer (pH 10.3). The enzymatic reaction was
started by adding 60 mM epinephrine, and the enzymatic activity was expressed as
Units (U) per mg of protein.

GPx activity in aorta tissue was assayed using spectrophotometry using the
method of Wendel [21] through the reduced glutathione (GSH)/B tetrasodium salt
(NADPH)/glutathione reductase system by the dismutation of H,O, at 340 nm. In this
assay, the enzyme activity was indirectly measured using an NADPH decay. H,0;
was decomposed, generating oxidized glutathione (GSSG) from GSH. GSSG was
regenerated back to GSH by glutathione reductase present in the assay medium at
the expense of NADPH. S1 was added to the GSH/NADPH/glutathione reductase

system, and the enzymatic reaction was initiated by adding H,O, 4 mM. The
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enzymatic activity was expressed as nmol NADPH/ per min per mg protein. Proteins
for both experiments were measured according to Bradford using bovine serum

albumin as a standard.

Drugs and reagents

HgCl,, apocynin, phenylephrine hydrochloride, acetylcholine chloride, SNP,
urethane, L-NAME and indomethacin were purchased from Sigma-Aldrich (St Louis,
MO, USA); heparin was purchased from Roche (Sdo Paulo, SP, Brazil). Salts and
reagents, when not specified, were of analytical grade obtained from Sigma and
Merk (Darmstadt, Germany).

Data analysis and statistics

All values are expressed as the mean+=SEM of the number of animals used in
each experiment. In the vascular reactivity experiments, vasoconstrictor responses
were expressed as the % of contraction induced by 75 mM KCI and vasodilator
responses as the % of the previous contraction to phenylephrine. To compare the
effect of L-NAME, apocynin and indomethacin on the response to phenylephrine in
segments from the different groups, some results were expressed as ‘differences of
area under the concentration-response curves’ (dAUC) in control and experimental
situations. AUCs were calculated from the individual concentration-response curve
plots; the differences were expressed as the percentage of the AUC of the
corresponding control situation. The results were analyzed using either Student's t-
test or two-way ANOVA for comparison between groups. 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<0.05.
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RESULTS

No differences in body weight were observed between all groups before and
after treatment with mercury, as previously described [17]. Apocynin alone or co-
treatment with mercury plus apocynin did not change this parameter (data not

shown).

Effect of apocynin treatment on systolic and diastolic blood pressure

Chronic treatment with low doses of mercury did not change either SBP or
DBP. Apocynin decreased SBP and DBP in untreated rats; however, it was unable to
exert this effect in the group treated concomitantly with mercury (Figure 1).

Apocynin treatment improves endothelium-dependent vasodilator responses and
reduces vasoconstrictor responses in mercury-treated rats

Exposure to acetylcholine and SNP produced concentration-dependent
relaxation in the aortic rings from all groups. As previously described [12], chronic
exposure to mercury reduced the vascular response to acetylcholine and co-
treatment with apocynin prevented this reduction (Figure 2A). SNP responses were
similar in untreated, mercury-treated and mercury-treated plus apocynin (Figure 2B).
Apocynin treatment did not affect the acetylcholine or SNP responses in the absence
of mercury (data not shown). These results suggest that chronic exposure to low
doses of mercury promoted endothelial dysfunction in the rat aorta, which was
prevented by apocynin.

Vasoconstrictor responses to 75 mM KCI were similar (P>0.05) in aortas from
mercury (1.52 £ 0.24 g; n=17), apocynin (1.48 + 0.27 g; n=18), and apocynin-mercury
(1.46 £ 0.17 g; n=16) groups compared to the untreated group (1.53 + 0.24 g; n=19).
In apocynin-treated rats, the response to phenylephrine was similar to that of
untreated rats (data not shown). Treatment with mercury for 30 days increased the
vasoconstrictor responses induced by phenylephrine in endothelium-intact aortic
rings, as previously described [13,17]. Co-treatment with apocynin partially prevented
the increase in contractile response to phenylephrine in these arteries (Figure 3);
thus, while mercury treatment increased the maximum response (Rmax), this increase

was not observed in rats co-treated with apocynin (Table 1).
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Apocynin treatment diminishes the deleterious effect of mercury on endothelial NO
modulation of vasoconstrictor responses

Mechanical removal of the endothelium caused a significant increase in the
phenylephrine response in all groups (Figure 4, Table 1). The effect of endothelium
removal was smaller in mercury-treated animals, as shown by the dAUC values,
indicating that mercury treatment reduced the negative modulation induced by the
endothelium of the contractile response to phenylephrine. In apocynin-treated rats,
the effect of endothelium removal was similar to untreated rats, while the co-
treatment of mercury with apocynin (Figure 4E) prevented the reduction of
endothelial modulation.

To verify that the reduction of endothelial modulation in the vascular response
to phenylephrine was due to alterations in the effects of NO, we used the NOS
inhibitor L-NAME. This drug promoted an increase in the response to phenylephrine
in arteries from both untreated and mercury-treated rats (Figure 5, Table 1).
However, the dAUC values show that this increase was smaller in rats treated with
mercury when compared to untreated (Figure 5E). Co-treatment with apocynin
restored the potentiating effect of L-NAME in mercury-treated rats (Figure 5). In the
group treated only with apocynin, L-NAME promoted increased sensitivity and
maximal response to phenylephrine similar to that observed in the untreated group
(Table 1). All of these results suggest that chronic treatment with low doses of
mercury reduced NO bioavailability and its modulation of the contractile response to

phenylephrine in rat aortas by the increase in superoxide anion production.

Apocynin reduces the increased patrticipation of ROS in vasoconstrictor responses of
mercury-treated rats

To further evaluate the contribution of oxidative stress in the vascular
alterations induced by mercury, we assessed the role of superoxide anion in
phenylephrine responses using apocynin (0.3 mM) in vitro. This drug decreased the
phenylephrine responses in arteries from both untreated and mercury-treated rats
(Figure 6, Table 1). However, this inhibitory effect was higher in rats treated with
mercury compared to the effect observed in untreated rats (Figure 6E). Co-treatment
with apocynin restored the inhibitory effect of apocynin (in vitro) in mercury-treated
rats. In vitro apocynin incubation in rats treated with apocynin induced a decrease in

the response to phenylephrine similar to that observed in untreated rats.
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Effect of apocynin on lipid peroxidation and thiol groups in plasma

Chronic treatment with low doses of mercury promoted an increase in
oxidative stress and lipid peroxidation, as demonstrated by increased plasma MDA
levels. Apocynin co-treatment prevented the increase in plasma MDA levels (Figure
7A), suggesting that the superoxide anion produced by exposure to mercury might be
the main ROS involved in this oxidative stress.

Mercury treatment also increased the plasma levels in SH groups (Figure 7B).
Co-treatment with apocynin did not alter the increase of thiol groups resulting from
exposure to the metal. In addition, SH groups were increased in the apocynin group
(Figure 7B).

Effect of apocynin on superoxide dismutase (SOD) and glutathione peroxidase (GPx)
activity

Chronic exposure to low doses of mercury caused a reduction in aortic SOD
activity (Figure 8A). Apocynin not only prevented this reduction, but it also increased
the enzyme activity when compared to untreated animals both in the absence and
presence of mercury (Figure 8A). In rats exposed to mercury for 30 days, a reduction
in aortic GPx activity was also observed (Figure 8B). Apocynin failed to prevent this
reduction caused by the metal (Figure 8B). This result suggests that apocynin does

not act on the GPx pathway.

Apocynin treatment does not modify the participation of prostanoids on
vasoconstrictor responses in mercury-treated rats

Previous studies have shown that the increased participation of COX
vasoconstrictor prostanoids may be associated with oxidative stress, hypertension
and increased vascular reactivity [22,23]. We found that the COX inhibitor
indomethacin (1 pM) reduced the response to phenylephrine more in arterial
segments of mercury-treated than untreated rats (Figure 9, Table 1), as previously
described [13]. Apocynin co-treatment of mercury-treated rats did not modify the
effect of indomethacin on phenylephrine responses. These results suggest that in
rats treated with mercury, there is greater participation of vasoconstrictor prostanoids
derived from COX on the vasoconstrictor response to phenylephrine, which was not

dependent on the observed increased oxidative stress.
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DISCUSSION

The present study shows, for the first time, that apocynin treatment normalizes
endothelial dysfunction in the aortas of rats chronically exposed to low doses of
mercury chloride. This effect is likely due to its action on NADPH oxidase, preventing
mercury-induced oxidative stress, as demonstrated by decreased plasma MDA and
the increased activity of SOD, resulting in increased NO bioavailability in the aortic
tissue. Our results also show that mercury increases phenylephrine responses by
acting on oxidative stress and COX pathways. A blockade of NADPH oxidase
partially prevents the mercury-induced phenylephrine hyperresponsiveness by
reducing oxidative stress without affecting COX pathways.

Mercury has been identified as a hazard and risk factor for cardiovascular
disease in humans [10]. The United States Environmental Protection Agency
recommends a maximum blood concentration of mercury of 5.8 ng/ml; below this
concentration, mercury exposure is considered to be without adverse effects [3,24].
Several studies have shown blood mercury level in residents of contaminated areas
and in mercury-exposed workers ranging from 7 to 10 ng/ml [25]. In the present
study, we used a controlled low-dose administration of mercury chloride and attained
a blood mercury content of approximately 8 ng/ml [17], close to the human exposure
levels.

It has been shown that mercury exposure increases the risk of hypertension,
carotid atherosclerosis and coronary heart disease [26]. We have recently described
that 30 days of exposure to low doses of HgCl, produces important vascular
dysfunction in the aorta, coronary and mesenteric resistance arteries [12—14]. These
effects can be explained, at least in part, by the oxidative stress caused by mercury,
which is responsible for increasing the production of ROS, reduction of NO
bioavailability and endothelial dysfunction. In fact, oxidative stress is well
documented in mercury poisoning as demonstrated by increased lipid peroxidation
[27] and decreased antioxidant defenses of the body [28,29]. The damage caused by
this metal on the cardiovascular system can be attributed to the activation of many
ROS sources, but to our knowledge, this is the first study demonstrating the essential
role of NADPH oxidase in mercury-induced vascular dysfunction.

The effects caused by mercury exposure on blood pressure vary with the dose
of metal and exposure time. Acute administration of a high concentration of mercury

decreases arterial blood pressure in rats, [30,31] while chronic treatment showed the
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opposite effect [9,32]. However, exposure to nanomolar doses of mercury does not
promote changes in blood pressure [11-14]. The results obtained in this study
confirm and extend previous findings [17], demonstrating that there are no changes
in systolic and diastolic blood pressure by exposure to low doses of mercury.
Interestingly, apocynin reduced systolic and diastolic blood pressures in the control
rats, but it did not do so in the mercury-treated rats. We do not have a clear
explanation of these findings, but possibilities include higher resistance to apocynin
effects in mercury-treated animals by affecting other organs involved in blood
pressure control such as the kidneys or heart. Future studies on these issues will
clarify this point.

The exposure to mercury impaired vasodilator responses to acetylcholine, as
previously shown [11-13]. Because the vascular response to sodium nitroprusside
was unaffected by mercury, these findings suggest the presence of endothelial
dysfunction secondary to the metal exposure, independent of smooth muscle
sensitivity to NO. Apocynin administration normalized the impaired acetylcholine
response in mercury-treated rats, suggesting that vascular NADPH oxidase plays a
role in the endothelial dysfunction of conductance arteries in rats chronically exposed
to low concentrations of mercury. The ability of apocynin to improve endothelial-
dependent vasodilator responses has been described in different hypertension
models [23,33,34]. In addition, we have previously demonstrated that when
administered in vitro in the organ bath, apocynin also improved the impaired
response to acetylcholine in aortas from mercury-treated rats [12].

In our study, we also observed an increase in vascular reactivity to
phenylephrine in aortas of rats exposed to mercury. Similar findings were reported
using either high or low mercury concentrations in vitro [11,17]. Furthermore, we
observed that endothelium removal abolished this effect, suggesting that mercury
produces changes at the endothelial level. This finding is reinforced by the mentioned
decrease of the endothelium-dependent vasodilator response induced by
acetylcholine. Importantly, co-treatment with apocynin prevents the above-mentioned
changes, suggesting that mercury acts mainly through the activation of NADPH
oxidase by affecting the endothelial modulation of phenylephrine responses. More
specifically, mercury decreased NO availability, as demonstrated by the effect of L-
NAME on phenylephrine responses being smaller in mercury-treated animals than in

untreated animals and apocynin normalizing this effect.
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As expected, the apocynin treatment of rats prevented the increased
participation of superoxide anion in the contractile response to phenylephrine in the
aortas of rats chronically exposed to HgCl,, Previous studies have demonstrated that
apocynin reverses endothelial NO dysfunction in animals or humans with elevated
levels of oxidative stress [35]. Other authors have reported a protective effect of in
vivo treatment with apocynin in experimental models of vascular injury associated
with ROS overproduction [36—38]. Therefore, apocynin appears to be an effective
NADPH oxidase inhibitor in vivo and acts to prevent vascular damage associated
with oxidative stress increases such as chronic mercury exposure.

Although apocynin co-treatment affected phenylephrine responses, only a
partial prevention of the mercury-induced effect was observed, indicating that other
endothelial factors are also involved in the generation of the harmful effects induced
by HgClI, intoxication. Indomethacin, a non-selective COX inhibitor, reduced the
contractile response to phenylephrine in segments from all groups, but this reduction
was greater in the group treated with mercury, showing that in this group, there was
increased participation of the COX pathway in vascular responses. In agreement, we
previously demonstrated the involvement of COX-derived vasoconstrictor
prostanoids in the vascular effects of high concentrations of HgCl, [11] or in the same
model as used here [13]. Some studies have demonstrated the existence of a
reciprocal feed-forward relationship between the NADPH oxidase COX pathway in
hypertension [22,34,39]. However, in our experimental conditions, co-treatment with
apocynin did not modify the increased patrticipation of the COX pathway in the
contractile response to phenylephrine caused by mercury, indicating that activation of
COX seems independent of oxidative stress generated by NADPH oxidase.

Exposure to HgCl, increases the levels of thiol (SH) groups as well as plasma
lipid peroxidation, as evidenced by the increased levels of MDA. It has been
described that Hg** reacts with SH groups, thus depleting intracellular thiols,
especially glutathione (GSH), and causing cellular oxidative stress or predisposing
cells to it [40] and forming free radicals that may further increase lipid peroxidation.
However, in our experimental conditions, the increase in SH groups caused by
mercury may be related to the time and concentration used and may generate a
compensatory mechanism.

The increase in oxidative stress may be due to a decrease in the antioxidant

defenses or to an increase in the production of ROS [41,42]. Our study showed that
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exposure to mercury also reduced SOD and GPx activities. Similarly, Benov et al.
[43] showed that mercury inhibits the activity of several antioxidant enzymes such as
CAT, SOD and GPx in the blood, liver and kidneys of mercury-poisoned rats. It was
also demonstrated that GPx and SOD activities were significantly lower in
erythrocytes from occupationally-exposed workers [44]. Recently, it was further
demonstrated that chronic exposure to high doses of methylmercury in drinking water
reduced the activity of selenoproteins such as GPx in the cortex and cerebellum of
mice, which was attributed to reduced gene expression of these enzymes [45]. In
addition, Zalups et al. [7] observed that exposure to mercury may also reduce non-
enzymatic antioxidant defenses, such as GSH, the major low-molecular-mass thiol
compound present in virtually all mammalian tissues [46]. In contrast, in another
study with occupational exposure to mercury in elementary form (Hg), increases in
GSH, glutathione reductase (GR) and CAT activity were observed in erythrocytes
from miners [8], which have been attributed to compensatory mechanisms due to low
levels of exposure. The co-treatment with apocynin not only prevented the reduction
in SOD activity caused by mercury in aortas but also promoted an increase in its
activity. However, this was not the case for GPx, suggesting that NADPH oxidase-
derived ROS are able to modulate SOD activity at the vascular level.

In summary, our results demonstrate for the first time that the NADPH oxidase
inhibitor apocynin can partially prevent the increase in vascular reactivity to
phenylephrine and improve the endothelial dysfunction in aortas of rats chronically
exposed to nanomolar concentrations of mercury. This effect is due to the prevention
of oxidative stress, lipid peroxidation and depletion of defense mechanisms caused
by this metal. In addition, we demonstrated that mercury acts using two different and
independent pathways, i.e., NADPH oxidase and COX, whereas only the NADPH
oxidase pathway is affected by apocynin treatment. These results suggest that the
therapeutic use of apocynin in preventing deleterious effects on the cardiovascular
system caused by occupational exposure to mercury may have important clinical

implications and should continue to be extensively studied.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1. Effect of apocynin treatment on systolic and diastolic blood pressure.
Values of (A) systolic (SBP) and (B) diastolic blood pressure (DBP, mmHg) in the
aorta of rats untreated (n=9) or treated with mercury (HgCl,, n=8), apocynin (Apo,
n=9) or apocynin plus mercury (ApoHg, n=9). The results are expressed as the
meanzSEM, t test *P<0.05 vs. Untreated.

Figure 2. Effect of apocynin treatment on the vascular relaxation response to
acetylcholine and sodium nitroprusside. Concentration-response curves to (A)
acetylcholine (ACh) and (B) sodium nitroprusside (SNP) in the aortas of rats
untreated, treated with mercury (HgCl,) or apocynin plus mercury (ApoHg) pre-
contracted with phenylephrine. The results (meantSEM) are expressed as a
percentage of the response to phenylephrine. The number of animals used is
indicated in parentheses. Two-Way ANOVA *P<0.05.

Figure 3. Effect of apocynin treatment on the vasoconstrictor response to
phenylephrine. Concentration-response curve to phenylephrine (Phe) in the aortas
of rats untreated, treated with mercury (HgCl;), and apocynin plus mercury (ApoHg).
The results (meanzSEM) are expressed as a percentage of the response to 75
mmol/l KCI. The number of animals is indicated in parentheses. Two-Way ANOVA
*P<0.05.

Figure 4. Effect of apocynin treatment on endothelial modulation of the
vasoconstrictor response to phenylephrine. Effect of endothelium denudation on
the concentration-response curve to phenylephrine (Phe) in aortas of rats (A)
untreated, (B) treated with apocynin (Apo), (C) mercury (HgCl,), and (D) apocynin
plus mercury (ApoHg). Differences in the area under the concentration-response
curves (dAUC) in intact (Ct) and endothelial denuded aortic segments of the four
experimental groups (E). The results (meantSEM) are expressed as a percentage of
the response to 75 mmol/l KCI. The number of animals is indicated in parentheses.
Two-Way ANOVA *P<0.001, t test * P<0.05 vs. Untreated and * vs. HgCl,-treated
(dAUC).
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Figure 5. Effect of apocynin treatment on NO modulation of the vasoconstrictor
response to phenylephrine. Effect of L-NAME incubation in the concentration-
response curve to phenylephrine in aortas of rats (A) untreated, (B) treated with
apocynin (Apo), (C) mercury (HgCly), and (D) apocynin plus mercury (ApoHg).
Differences in the area under the concentration-response curve to phenylephrine
(dAUC) in aortic segments incubated in the absence (Ct) and the presence of L-
NAME of the four experimental groups (E). The results (mean+SEM) are expressed
as a percentage of the response to 75 mmol/l KCI. The number of rats is indicated in
parentheses. Two-Way ANOVA *P<0.001, and t test *P<0.05 vs. Untreated and * vs.
HgCl,-treated (dAUC).

Figure 6. Effect of apocynin treatment on ROS modulation of the
vasoconstrictor response to phenylephrine. Effect of the NADPH oxidase
inhibitor, apocynin (0.3 mM), on the concentration-response curve to phenylephrine
in aortas of rats (A) untreated, (B) treated with apocynin (Apo), (C) mercury (HgCl,),
and (D) apocynin plus mercury (ApoHg). Differences in the area under the
concentration-response curve to phenylephrine (dAUC) in aortic segments incubated
in the absence (Ct) and the presence of apocynin of the four experimental groups
(E). The results (meantSEM) are expressed as a percentage of the response to 75
mmol/l KCI. The number of rats is indicated in parentheses. Two-Way ANOVA
*P<0.001, and t test *P<0.05 vs. Untreated and * vs. HgCl,-treated (dAUC).

Figure 7. Effect of apocynin treatment on lipid peroxidation and thiol groups in
plasma. Values of (A) TBARS and (B) thiol (SH) groups in the plasma of rats
untreated (n=7) and treated with mercury (HgCl,, n=7), apocynin (Apo, n=6) and
apocynin plus mercury (ApoHg, n=9). Data are expressed as the meantSEM, t test
*P<0.05 vs. Untreated and “P<0.05 vs. HgCl,-treated.

Figure 8. Effect of apocynin treatment on SOD and GPx activity. Values of (A)
SOD and (B) GPx activities in the aortas of rats untreated (n=6) and treated with
mercury (HgCl,, n=6), apocynin (Apo, n=6) and apocynin plus mercury (ApoHg, n=6).
Data are expressed as the meantSEM. Student’s t-test *P<0.05 vs. Untreated and
*P<0.05 vs. HgCl,-treated.
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Figure 9. Effect of apocynin treatment on prostanoid modulation of the
vasoconstrictor response to phenylephrine. Effect of the non-selective COX
inhibitor, indomethacin (1 uM) on the concentration-response curve to phenylephrine
in the aortas of rats (A) untreated, (B) treated with apocynin (Apo), (C) mercury
(HgCly), and (D) apocynin plus mercury (ApoHg). Differences in the area under the
concentration-response curve to phenylephrine (dAUC) in aortic segments incubated
in the absence (Ct) and the presence of indomethacin of the four experimental
groups (E). The results (mean+SEM) are expressed as a percentage of the response
to 75 mmol/l KCI. The number of rats is indicated in parentheses. Two-Way ANOVA
*P<0.001, and t test *P<0.05 vs. Untreated (dAUC).
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Table 1: Effects of apocynin treatment on maximum response (Rmax) and sensitivity (pD2) to phenylephrine
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Untreated HgCl, Apo ApoHg
Rmax pD2 Rmax pD2 Rmax pD2 Rmax pD2
Ct 75.6 5.4 -6.9+0.2 98.3 +6.8" -7.0+£0.2 90.3x5.7 -85+14 84749 -6.9+£0.2
E- 135.5+5.9* -148+1.9* 142.9 + 6.3* -13.4 + 1.6* 139.9 + 4.9* -14.2 + 2.5* 1525+ 7.1* -16.3 £ 1.8*
L-NAME 159.3+6.7* -10.3 +1.4* 145.7 £5.0+  -10.3+1.3* 155.7+8.1* -11.8+1.6* 153.6+8.3* 9.7 £1.1*
Apocynin 31.8 + 4.6* -6.6 £ 0.1 25.8 £4.7* -6.5+£0.2 37.0£5.7* -6.6 £ 0.2 40.9 £ 6.4* -6.7 £0.2
Indomethacin 46.5 £ 5.6* -6.8+0.1 35.6 £ 5.6* -6.7£0.1 51.8 +5.3* -6.9+0.1 30.9 +1.9% -6.7£0.2

Parameters of maximal response (Rmax) and sensitivity (pD2) of the concentration-response curves to phenylephrine in aortas from
four groups control (Ct), after endothelium removal (E-), after L-NAME (100 pM), apocynin (0.3 mM) and indomethacin (10 puM)
incubation. Results are expressed as meantSEM. Ry, maximal effect (expressed as a percentage of maximal response induced

by 75mM KCI) and pD2 expressed as -log one-half Rmax; t test: *P<0.05 compared to the corresponding control in each group; “P

<0.05 compared with the untreated group.
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Figure 6. Effect of apocynin treatment on ROS effects of vasoconstrictor
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DISCUSSAO

Os resultados indicam que a apocinina impede parcialmente o aumento da
reatividade vascular a fenilefrina e previne completamente a disfuncéo endotelial em
artéria aorta de ratos expostos cronicamente a baixas doses de HgCl,. Este efeito
esta relacionado a acdo da apocinina sobre a NADPH oxidase, impedindo a
formacao de O, por esta via, e, assim, aumentando a biodisponibilidade do NO. Os
resultados também indicam que a ativacdo da COX, provocada pela exposicdo ao
mercurio, ndo é prevenida pelo co-tratamento com apocinina. Os achados também
indicam que a apocinina impede o aumento do estresse oxidativo causado pela
exposicao ao metal.

O mercurio € um fator de risco para o desenvolvimento de doencas
cardiovasculares em seres humanos (GRUPTA et al., 1996; MCKELVEY et al., 2007;
HOUSTON, 2007), o nivel sanguineo deste metal ndo deve ultrapassar o limite de
5,8 ng/ml segundo a EPA, pois até este limite a exposicdo € considerada segura e
nao aumenta o risco de efeitos adversos. Valores sanguineos elevados podem
causar danos para a saude da populacdo (NATIONAL ACADEMY OF SCIENCES,
2000; RICE, 2004; STERN, 2005).

Neste estudo os ratos foram expostos a cronicamente ao HgCl, e ao final de
30 dias apresentavam concentracdo sanguinea de 8 ng/ml, valor este préximo ao
considerado seguro. O modelo experimental utilizado neste estudo € o primeiro a
demonstrar a ocorréncia de alteracdes vasculares em animais expostos a doses de
mercurio proximas das consideradas seguras pelas agéncias regulardoras (Wiggers
et al., 2008),

Ja foi relatada a associacdo entre a exposi¢cdo ocupacional ao mercurio € 0
aumento da sua concentracdo plasmatica (HALBACH, 1990; SANDBORGH-
ENGLUND et al., 1998). Apds a exposicdo ao vapor de mercurio, foi observada
concentracdo sanguinea de até 18 nmol/l (LANGWORTH et al., 1997) e
concentracdo plasmatica de 5 nmol/l apés remocdo de amalgama dentaria
(BJORKMAN et al., 1997).

A intoxicagcdo por mercurio causa danos ao SNC (CLARKSON, 1997),
sistemas respiratorio (SIGEYUKI et al., 2000), reprodutivo (UNDERWOOD, 1977,
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ANDERSON et al., 1992), hepético (HUANG et al., 1996), renal (CLARKSON, 1997;
PEROTTONI et al., 2004) e cardiovascular (SALONEN et al., 2000). Recentemente,
estudos demonstraram efeitos sobre as células sanguineas e sistema imunolégico
(HANNA et al., 2012; NYLAND et al., 2012).

No sistema cardiovascular, a exposicdo ao mercurio aumenta o risco de
hipertensdo arterial, aterosclerose de cardtidas e doencga arterial coronariana
(SALONEN et al., 2000; VIRTANEN et al., 2005). O processo fisiopatologico destas
alteracbes estad relacionado ao aumento do estresse oxidativo causado pelo
mercurio, aumento da producdo de ROS, reducdo das defesas antioxidantes
(GSTRAUNTHALER et al., 1983; DA CUNHA et al., 2000; WOLF & BAYNES, 2007)
e aumento da peroxidacao lipidica (STACEY E KAPPUS, 1982).

Neste estudo a exposicdo ao mercurio ndo alterou a pressao arterial dos ratos
e a apocinina exerceu um efeito hipotensor quando administrada isoladamente,
porém, quando associada ao mercurio, nos animais que receberam ambos os
tratamentos concomitantemente, ndo promoveu o mesmo efeito. Este achado
sugere que o mercurio pode estar reduzindo a acdo da apocinina sobre a NADPH
oxidase ou pode estar ativando outras vias fisiolégicas que evitam a queda da
pressao arterial promovida pela apocinina.

Estudos prévios demonstraram que a administracdo aguda de alta
concentracdo de mercurio na forma idnica (Hg®") diminui a presséo arterial em ratos,
associada a ocorréncia de insuficiéncia cardiaca diastélica e hipertensdo pulmonar
(ROSSONI et al., 1999). No entanto, o tratamento crénico com doses elevadas (0,5
mg/kg/dia ou 200 ug/ml de HgCl, na agua de beber por 180 dias) demonstrou efeito
oposto, ou seja um aumento na pressao arterial (CARMIGNANI et al., 1992). Em
concordancia com nossos achados, estudos utilizando modelos animais de
exposicao crbnica a baixas doses de mercurio nao verificaram alteracées na pressao
arterial de ratos, apesar de as doses nanomolares acarretarem disfuncdo endotelial
e resposta vasoconstritora aumentada em artéria aorta e em artérias mesentéricas
de resisténcia (DA CUNHA et al., 2000; WIGGERS et al., 2008; PECANHA et al.,
2010). Estes resultados sugerem que os efeitos do mercurio sobre a presséao arterial
sdo dependentes da forma do metal, da dose e do tempo de exposicao.

N&o existem relatos na literatura sobre a atuacdo da apocinina em modelos
animais de exposicdo a metais pesados, porém o papel deste composto sobre a

pressdo arterial ja foi demonstrado em modelos animais de hipertensdo. A
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administracdo cronica de apocinina em agua de beber preveniu o aumento da
pressao arterial de ratos hipertensos DOCA-sal (GHOSH et al., 2004) e reduziu a
geracdo de O,” em artérias isoladas (BESWICK et al., 2001; GOSH et al., 2002;
CHAN et al.,, 2007). Também foi observado que a hipertensdo dependente de
mineralocorticoide foi reduzida pela administracdo de apocinina (1,5 mmol/l em agua
de beber) (SCHLUTER et al., 2008) e que este composto atenuou a elevacéo da
pressao arterial e aboliu as alteracbes na funcdo, composicdo e estrutura das
pequenas artérias mesentéricas de modelos animais de hipertensao induzidos por
Ang 1l (VIRDIS et al.;2004). Por outro lado foi observado que em ratos com
hipertenséo induzida por endotelina-1, a administracdo oral de apocinina (1,5 mM)
ndo promoveu efeito anti-hipertensivo (SCHLUTER et al., 2008) e que administracéo
oral 16 mg/kg/dia, ndo reduziu a pressao arterial de ratos espontaneamente
hipertensos (SHR) (CIARCIA et al., 2010). Estes resultados divergentes sugerem
gue o efeito da apocinina sobre a pressao arterial esta diretamente relacionado a
concentracdo da droga e ao modelo animal utilizado.

Considerando que, neste modelo experimental, ja foram observadas
alteracoes vasculares caracterizadas pelo aumento da resposta contratil a fenilefrina
e disfuncdo endotelial, desenvolvemos experimentos para avaliar a reatividade
vascular e o0 possivel efeito protetor da apocinina sobre estas alteragdes.
Observamos que houve aumento na reatividade vascular da aorta dos ratos
expostos ao mercurio, indicado pelo aumento da resposta maxima (Rmax) a
fenilefrina. O co-tratamento com apocinina exerceu uma prevencao parcial ao
aumento da reatividade vascular, sugerindo que a NADPH oxidase tem importante
participacdo nas alteracGes vasculares promovidas pelo Hg. A acdo do metal sobre
este complexo enzimatico foi previamente sugerida, demonstrada pelo aumento na
expressdo das subunidades NOX-1 e NOX-4 em artérias de resisténcia (WIGGERS
et al., 2008) e coronérias (FURIERI et al., 2011) de ratos expostos cronicamente ao
mercurio.

Da Cunha et al. (2000) e Wiggers et al. (2008) observaram que o HgCl,
promove um aumento na reatividade a fenilefrina, tanto em elevadas (0,5 a 10 mM)
como em baixas (6 nM) concentracBes de mercuario. O primeiro autor observou
aumento da Rmax e da sensibilidade (pD,) a fenilefrina. O segundo demonstrou, em
artérias de resisténcia, o aumento da reatividade vascular pelo aumento da

sensibilidade a fenilefrina. Em nosso estudo, foi observado aumento da Rmax a
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fenilefrina, o que esta em concordancia com achado de Pecanha et al. (2010) que
utilizou o0 mesmo modelo experimental.

O papel da NADPH oxidase sobre o aumento da reatividade vascular ja foi
estudado em modelos animais de hipertensdo, nos quais a administracdo da
apocinina diminuiu as respostas vasoconstritoras a fenilefrina em aorta de ratos SHR
(ALVAREZ et al., 2008). Além disso, também foi observado que a apocinina reduziu
as respostas contrateis a noradrenalina em artérias femorais de ratos de SHR
(MIYAGAWA et al. 2007). Pesquisas também demonstraram que a apocinina
diminuiu os niveis de mMRNA da subunidade p22phox da NADPH oxidase e inibiu o
aumento da reatividade vascular em segmentos de aorta de ratos Sprague-Dawley
de modelos experimentais sal-aldosterona (RIGANTI et al., 2008).

Para verificar se as alteragbes na reatividade vascular promovidas pelo
mercurio dependiam de componentes endoteliais, como demonstrado anteriormente,
(WIGGERS et al., 2008; PECANHA et al., 2010) e se a apocinina era eficaz em atuar
sobre tais componentes, realizou-se a remoc¢ao do endotélio e foi notada reducéo da
participacdo do endotélio na reatividade vascular. Foi verificado também que o
relaxamento independente do endotélio, na presenca do doador de NO,
nitroprussiato de sodio, foi similar em ambos os grupos, demonstrando que o
musculo liso vascular permaneceu inalterado e os efeitos na reatividade vascular
devem-se principalmente a alterac6es endoteliais. O co-tratamento com apocinina
preveniu a reducdo da participacdo endotelial na reatividade vascular dos ratos
tratados com mercurio, sugerindo que os componentes endoteliais responsaveis
pela manutencdo do tdnus vascular foram preservados pela administracdo da
substancia.

Para detalhar qual dos componentes endoteliais € alterado pela apocinina nos
animais expostos ao mercurio, foi utilizado o L-NAME, um inibidor da enzima NOS, a
gual é responsavel pela producdo de NO, principal componente vasodilatador do
endotélio vascular. Como relatado previamente (ROSSONI et al., 1999a; DA CUNHA
et al., 2000; WIGGERS et al., 2008), o efeito do L-NAME na presenca do mercurio
apresentou menor magnitude quando comparado ao grupo controle, demonstrando
gue a diminuicdo do envolvimento endotelial na reatividade vascular em aorta
durante exposi¢cdo ao mercurio € devido a reducédo de NO. A administracédo oral de
apocinina impediu a reducéo da participacao do NO na reatividade vascular da aorta

neste modelo experimental, sugerindo que o déficit de NO deve-se a geragdo de O,
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pela NADPH oxidase, espécie reativa que apresenta grande afinidade pelo NO para
formacéo de *ONOO" e provoca a reducao da biodisponibilidade do NO.

Estudo prévio utilizando este modelo de exposi¢céo verificou que o mercurio
ndo promoveu reducdo da expressao proteica da isoforma endotelial da NOS, porém
promoveu aumento da producao de O, concluindo que a reducao da participacao
do NO na reatividade vascular deveu-se a uma reducéo da sua biodisponibilidade de
NO e n&o da produgéo (DA CUNHA et al.,, 2000; PECANHA et al.,, 2010). Esta
reducéo da biodisponibilidade de NO vascular causada pelo estresse oxidativo tem
sido bem descrita em modelos animais de hipertenséo, os quais podem contribuir,
devido a algumas semelhancas fisiopatologicas, para elucidar os mecanismos
envolvidos nas alteragOes cardiovasculares decorrentes da intoxicacdo por metais
pesados. Estudos evidenciam este mecanismo em modelos SHR, DOCA-sal e Ang Il
(BESWICK et al., 2001; CIARCIA et al., 2010; MARTINEZ-REVELLEZ et al., 2011).
A producédo excessiva de O,  pode diminuir a biodisponibilidade de NO, e desta
forma alterar as respostas vasculares, muitas vezes gerando a hipertenséo
(RAJAGOPALAN et al., 1996).

Para reforcar a hipdtese de que o estresse oxidativo estaria promovendo a
reducdo da biodisponiblidade do NO, realizou-se a incubacéo in vitro de anéis de
aorta com apocinina, na qual se evidenciou que a exposi¢cdo ao mercurio aumenta a
producdo de O," e este, por sua vez, é responsavel pelo aumento da resposta
contratil a fenilefrina. O co-tratamento com apocinina preveniu 0 aumento da
participacdo de O, na reatividade vascular da aorta de ratos cronicamente expostos
ao HgCl,, demonstrando que o O, é o principal ROS envolvido nas alteracdes
vasculares decorrentes da exposicdo ao Hg, provavelmente por este metal ativar
diretamente a enzima NADPH oxidase. Porém, ndo podemos descartar a
participacdo do *ONOO™ no aumento da reatividade vascular, visto que estudos
prévios também demonstram aumento na sua formacdo quando ha ativacdo da
NADPH oxidase (FRISBEEM et al., 2002).

Os ROS séo conhecidos por aumentar a reatividade a fenilefrina em vasos de
condutancia e de resisténcia e sua participacdo nas alteracdes vasculares
promovidas pelo mercurio ja foi bem descrita (DA CUNHA et al., 2000; KOBAL et al.,
2004; HAO et al.,, 2006; WIGGERS et al.,, 2008). MacKenzie e Martin (1998)
observaram que o tratamento com TEMPOL, substancia mimética da SOD, aboliu as

acbes do mercurio na reatividade vascular a fenilefrina, demonstrando que o metal
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pode atuar na deplecdo da SOD, gerando estresse oxidativo, principalmente através
do excesso de O,", e que este é intimamente associado as alteracées de reatividade
e elevacdes pressoricas observadas neste tipo de intoxicacao.

Tem sido demonstrado que a apocinina impede a reducédo de NO em animais
e humanos sujeitos a estresse oxidativo (HAMILTON et al., 2002). Foi relatado o
efeito protetor do tratamento in vivo com apocinina em modelos experimentais de
lesdo vascular associada a superproducdo de ROS (CHAN et al., 2007),
evidenciando que este composto parece ser eficaz na inibicdo da NADPH oxidase in
vivo e no impedimento do dano vascular associado ao estresse oxidativo.

Nosso estudo observou que a exposicdo crbnica ao mercurio promoveu
reducdo da resposta vasodilatadora a acetilcolina, evidenciando a ocorréncia de
disfuncdo endotelial. A administracdo de apocinina promoveu melhora da resposta
vasodilatadora a acetilcolina, sugerindo que a NADPH oxidase vascular
desempenha um papel crucial na disfuncéo endotelial deste modelo experimental.

A disfuncao endotelial secundaria a elevada producéo de O, foi demonstrada
em exposicao cronica a baixas e altas doses de mercurio (DA CUNHA et al., 2000,
WIGGERS et al., 2008; PECANHA et al.,, 2010) e em modelos animais de
intoxicagcdo por metais pesados, tais como 0 mercurio e o chumbo, a ativacdo da
NADPH oxidase desempenhou um papel-chave na geracdo de estresse oxidativo e
lesdo vascular (PATRICK, 2006; FURIERI et al., 2011). Também ja foi notado que o
tratamento, de artérias de ratos, com apocinina provocou melhora da vasodilatacéo
dependente do endotélio (HAMILTON et al., 2002), evidenciando a atuacdo da
NADPH oxidase na disfuncéo endotelial.

Utilizando modelo animal de hipertensédo, Virdis et al. (2004) demonstraram
gue a vasodilatacdo em resposta a acetilcolina em artérias de resisténcia foi
significativamente atenuada em ratos com hipertensao induzida por Ang Il, o que foi
totalmente prevenido pela apocinina. Também foi demonstrado que a apocinina foi
capaz de reverter os danos ao relaxamento dependente do endotélio em artérias
renais de ratos com hipertenséo renovascular (TIAN et al., 2012).

Para testar o envolvimento da via da COX, extensamente relatada em outros
estudos disfuncdo vascular em modelos animais de hipertensdo e também
identificada como alvo da acédo toxica de alguns metais pesados, como o0 mercurio,
0s anéis de artéria aorta foram incubados com indometacina, um inibidor néo-

seletivo da via da COX. Verificou-se um aumento na participacdo da COX na
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reatividade vascular causada pelo mercurio e o co-tratamento com apocinina nao
promoveu alteracdes nesta resposta. Esta descoberta indica que, além da NADPH
oxidase estar atuando nos efeitos deletérios promovidos pelo metal na vasculatura,
a atividade da COX também esta envolvida na geracdo desses danos e sobre os
guais a apocinina néo exerce efeito.

Estudos examinaram a possibilidade de fatores derivados da COX
desempenharem um papel nas acdes do mercurio. Da Cunha et al. (2000)
mostraram que concentracdes elevadas de HgCl, produziram vasoconstricdo nas
artérias caudais de ratos, a qual foi mediada pela formagdo de O, e pela
estimulacdo da producdo de prostanoides vasoconstritores derivados da COX,
promovendo uma reducéo da atividade vasodilatadora endotelial. Foi demonstrada a
liberagédo de vasoconstritores derivados da COX-2 no tratamento crénico com doses
baixas de mercurio, a qual aumentou a resposta vasoconstritora a fenilefrina em
artéria aorta de ratos (PECANHA et al.,, 2010). Este estudo atribui 0 aumento da
atividade da COX-2 a uma maior ativacdo do sistema renina-angiotensina, com
aumento da producdo de Ang Il apds o tratamento com mercurio. No entanto, um
estudo realizado por Wiggers et al. (2008) nao verificou envolvimento da via da COX
no aumento da resposta contratil a fenilefrina em artérias de resisténcia de ratos
cronicamente expostos a baixas doses de mercurio. Os autores sugerem que 0
aumento da reatividade vascular observada pode estar relacionada a ativacdo da
ACE pelo mercurio, com consequente aumento da producdo de Ang Il, atuando
diretamente sobre o vaso, fato que também foi encontrado em outros estudos
(SALONEN et al., 1995; HOUSTON, 2007; VIRTANEN et al., 2007).

Usando modelos animais de hipertensdo, alguns estudos demonstraram a
participacdo da via da COX nas alteracGes vasculares durante o curso da doenca.
Tem sido demonstrado que a COX-1 e seus derivados prostanoides estédo
envolvidos na progressao da lesédo aterosclerotica vascular (LI et al., 2009). A COX-
1 mostrou-se superexpressa em pequenos vasos mesentéricos de ratos tratados
com Ang Il, e a sua atividade aumentada, produzindo prostanoides contrateis
atuantes sobre os receptores TP. Este mecanismo representa uma das principais
vias de acdo da Ang Il durante a hipertensédo (VIRDIS et al., 2011).

Tian et al. (2012) mostraram que os inibidores seletivos da COX-1 impedem
as contracbes endotélio-dependentes em aorta de ratos SHR e melhoram o

relaxamento dependente de endotélio em artérias mesentéricas de ratos hipertensos
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infundidos por Ang II, sugerindo que os fatores endoteliais derivados da COX-1
podem prejudicar a funcdo endotelial. Em artérias mesentéricas de resisténcia, foi
evidenciado que o H,O, induz a uma resposta contratil maior em vasos de ratos
hipertensos do que de normotensos (GARCIA-REDONDO et al.; 2009). Esta
resposta contratil € mediada principalmente pelo tromboxano A2 (TXA2) derivado da
COX-1 em artérias de ratos normotensos e por TXA2 e O," em artérias de ratos
hipertensos (FLAVAHAN, 2007).

Muitos estudos tém demonstrado especificamente a acdo de prostanoides
vasoconstritores da COX-2 na reatividade vascular aumentada, pressdo arterial e
disfuncdo endotelial em modelos animais de hipertensdo (ADEAGBO et al., 2005;
ALVAREZ et al. 2005; ALVAREZ et al., 2007). Em ratos SHR e em modelos DOCA-
sal, o inibidor seletivo da COX-2, NS 398, reduziu a resposta contratil a fenilefrina,
demonstrando que os prostanoides vasoconstritores da COX-2 atuam no aumento
da reatividade vascular durante a hipertensdo (ADEAGBO et al., 2005; ALVAREZ et
al. 2005). Alguns autores sugeriram participacao dos derivados contrateis da COX-2
na disfuncdo do endotélio (WONG et al., 2009) e nas respostas contrateis
vasculares (ADEAGBO et al., 2005; ALVAREZ et al.,, 2005) observadas na
hipertenséo e no envelhecimento.

Alguns estudos tém demonstrado a existéncia de uma relacao entre o NADPH
oxidase, Ang Il e COX na hipertensdo (ALVAREZ et al., 2007; DIKALOVA et al.,
2010; SANCHO et al.,, 2011; MARTINEZ-REVELLES et al., 2012; DIKALOV &
NAZAREWICZ, 2012). Esses autores demonstraram que a hipertensao induzida por
Ang |l esta relacionada com a ativacdo da NADPH oxidase e geracdo de ROS, que,
por sua vez, ativam a via da COX, gerando prostanoides vasoconstritores e novos
ROS, que, por fim, ativam a NADPH oxidase criando um ciclo vicioso que se
retroalimenta. No entanto, em nossas condi¢cdes experimentais, o co-tratamento com
apocinina ndo modificou 0 aumento da participacéo da via COX na resposta contratil
a fenilefrina causada pelo mercurio, indicando que a ativacdo da COX parece nao
ser dependente do estresse oxidativo gerado pela NADPH oxidase. Sugerimos,
assim, que estas vias podem estar agindo de forma independente.

Observamos a ocorréncia de estresse oxidativo plasmatico e no tecido aortico
durante a exposicao crénica ao mercurio, com peroxidacao lipidica, evidenciada pelo
aumento nos niveis de MDA, e deplecdo de defesas antioxidantes, verificada pela

reducdo da SOD e da GPx na aorta. A administracdo de apocinina preveniu a
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ocorréncia de estresse oxidativo, impedindo a peroxidacdo lipidica plasmatica e
promovendo o aumento da atividade da SOD na aorta. No entanto, este composto
nao atuou sobre a GPx, e a reducdo da atividade desta enzima causada pela
exposicdo ao mercUrio na artéria aorta persistiu apds o co-tratamento com
apocinina. Este fato sugere que a unido do metal ao grupamento selénio desta
enzima, o qual é fundamental a sua ativacdo, ndo tenha sido impedida pela
apocinina.

Nosso estudo verificou também o aumento dos niveis de grupos tiol (SH) do
plasma dos ratos durante a exposi¢cdo crbnica a baixas doses de HgCl,. Este
aumento de grupamentos ti6is sugere a ocorréncia de um fendbmeno chamado
hormese, o qual significa que a acdo do mercurio, em baixas concentra¢des durante
periodos prolongados, em vez de causar 0 esgotamento de grupos SH, pode gerar
um mecanismo compensatorio no corpo, promovendo seu aumento como estratégia
de defesa.

Estudos prévios evidenciaram aumento no estresse oxidativo em modelos
animais de exposicdo aguda e crdnica ao mercurio, devido tanto a diminuicdo das
defesas antioxidantes como ao aumento dos mecanismos oxidantes (LUND et al.,
1993; DURAK et al., 2010; POLLACK et al., 2012). Benov et al. (1990) mostraram
gue o mercurio inibe a atividade de varias enzimas como CAT, SOD e GPx. A
exposicao ao metal também pode reduzir as defesas antioxidantes ndo enzimaticas,
tais como GSH, principal composto tiol de baixa massa molecular presente em
praticamente todos os tecidos de mamiferos (CLARKSON, 1997; ZALUPS et al.,
2000).

O aumento de ROS, principalmente H,O, e O,", foi evidenciado em mondcitos
tratados com MeHg (INSUG et al, 1997). Outros demonstraram a relacéo inversa
entre conteudo celular de GSH e toxicidade do mercurio (HU et al., 1997). Estudo
sobre os efeitos da exposicdo ocupacional de longo prazo ao mercurio na forma
elementar (Hg) em mineiros demonstrou que houve reducao da atividade da GPx e
da SOD em eritrocitos apés a exposicdo ao metal (BULAT et al., 1998).

Este é o primeiro estudo que analisa os efeitos da apocinina sobre o estado
antioxidante do plasma e da artéria aorta de ratos cronicamente expostos ao
mercurio. Entretanto, em modelos animais de hipertensdo por Ang Il que cursam
com disfuncdo endotelial e aumento da resposta vascular a fenilefrina, indicam que

também existe reducdo da atividade da GSH e GPx e que este efeito € atenuado
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pela inibicdo da NADPH oxidase com apocinina, impedindo a producédo de ROS,
principalmente de O,” (DIKALOV E NAZAREWICZ, 2012).

Em resumo, os nossos resultados sugerem, pela primeira vez, que o inibidor
da NADPH oxidase, apocinina, previne o estresse oxidativo, o0 aumento da
reatividade vascular a fenilefrina e a disfuncdo endotelial em artéria aorta de ratos
cronicamente expostos a concentracdes nanomolares de mercurio. Além disso,
demonstrou que o mercurio age por duas vias distintas e independentes, NADPH
oxidase e COX. Sabe-se que a exposi¢do ao mercurio € um importante fator de risco
para desenvolvimento de doencgas cardiovasculares. No entanto, este estudo ajuda a
esclarecer as vias através das quais o0 mercurio promove alteracdes
cardiovasculares e, por sua vez, possibilitara o desenvolvimento de arsenal

terapéutico para prevenir e tratar estas alteragoes.



CONCLUSAO

Este estudo permitiu chegarmos as seguintes conclusdes:

e O inibidor da NADPH oxidase, apocinina, exerceu efeito hipotensor em ratos
normotensos quando administrado isoladamente, porém ndo foi capaz de
exercer 0 mesmo efeito na presenca do mercurio, sugerindo que o metal
esteja impedindo a acéo da apocinina sobre a pressao arterial ou que outras
vias geradoras de ROS tenham sido ativadas pela exposi¢do ao mercurio;

e A apocinina preveniu parcialmente o aumento da reatividade vascular em
artéria aorta de ratos cronicamente expostos a concentracdes nanomolares
de mercurio, semelhantes as observadas apdés a exposicdo ocupacional e
remocdao de restauracdes de amalgama dentéria,

e Esta substancia impediu o aumento de O," e a reducéo na biodisponibilidade
de NO no tecido vascular, porém ndo impediu 0 aumento da participacdo de
prostanoides derivados da COX causado pela exposi¢cao ao mercurio;

e A prevencéo parcial ao aumento da reatividade vascular da aorta demonstrou
gue existem outros fatores endoteliais envolvidos no mecanismo de
reatividade vascular alterados pela intoxicacdo ao mercurio além da enzima
NADPH oxidase, e sobre os quais a apocinina ndo exerce efeito, sendo a via
da COX extremamente relacionada a isso;

e A administracdo oral de apocinina mostrou impedir completamente a
disfuncdo endotelial causada pelo mercurio, sugerindo que esta alteracéo
ocorre principalmente pela producédo de O,  derivado da NADPH oxidase;

e A apocinina, por fim, é capaz de prevenir 0 estresse oxidativo causado pelo
mercurio, impedindo a peroxidacao lipidica e a deplecdo dos mecanismos de
defesa do organismo.

Estes resultados sugerem que 0 uso terapéutico da apocinina na prevencao
de efeitos deletérios para o sistema cardiovascular causados pela exposicédo
ocupacional ao mercurio pode ter importantes implicacdes clinicas e deve

continuar sendo extensivamente estudado.
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