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APRESENTACAO

A colecéo “Acdes de Saude e Geracao de Conhecimento nas Ciéncias Médicas”
€ uma obra que tem como foco principal a discussao cientifica por intermédio de
trabalhos diversos que trazem implicacdes praticas, alicercadas teoricamente.

A intencdo desta obra é apresentar a pluralidade de saberes e praticas por
meio de estudos desenvolvidos em diversas instituicoes de ensino e de pesquisa
do pais. O e-book reline pesquisas, relatos de casos e revisdes que transitam nas
varias especialidades e na multidisciplinaridade, constituindo-se em uma importante
contribuicao no processo de producao de conhecimento.

A coleténea esta organizada em trés volumes com temas diversos. O volume 1
contém 25 capitulos que representam acdes de saude por meio de relatos de caso
e relatos de experiéncia vivenciados por universitarios, docentes e profissionais
de saude, além de praticas de pesquisa acerca de estratégias ou ferramentas que
envolvem o escopo do livro.

O volume 2 contém 27 capitulos que tratam de pesquisas que utilizaram como
fonte varios dados obtidos no Departamento de Informatica do Sistema Unico de
Saude (DATASUS), em sua maioria, além de dados de instituicbes de saude e de
ensino e estudos experimentais. O volume 3 contém 21 capitulos e € constituido por
trabalhos de reviséao de literatura.

Deste modo, esta obra apresenta uma teoria bem fundamentada nos resultados
praticos obtidos pelos diversos autores, bem como seus registros de desafios e
inquietacdes, de forma a contribuir para a construcéo e gestdao do conhecimento. Que
estes estudos também auxiliem as tomadas de decisao baseadas em evidéncias e
na ampliacdo e fortalecimento de agcdes de saude ja em curso.

Uma étima leitura a todos!

Marileila Marques Toledo
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RESUMO: O tributilestanho (TBT) é um
composto organico de estanho, cujos efeitos
sao persistentes nos sedimentos dos oceanos
e, apesar de seu uso ja ter sido banido, continua
a afetar ecossistemas e causar toxicidade
hepatica, renal, cardiovascular e ao sistema
hormonal dos mamiferos. Recentemente nos
demonstramos como a exposicdo aguda ao
TBT € capaz de induzir disfuncdo cardiaca
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por danificar a contratilidade miocardica, via altera¢cdes fundamentais no movimento
intracelular de calcio (Ca?*) e na inducao de estresse oxidativo em células cardiacas.
Considerando que os efeitos do TBT persistem em longo prazo e continuam a afetar
diferentes ecossistemas, nés estudamos como a exposicdo prolongada ao TBT é
capaz de afetar a fungéo cardiaca dos mamiferos. Ratas Wistar foram divididas em:
animais controle (Controle, n=10); ratas expostas ao TBT que receberam 100 ng/kg™
por dia' de TBT durante 15 dias (TBT 100 ng/Kg, n=10); e ratas expostas ao TBT que
receberam 500 ng/kg™' por dia” de TBT (TBT 500 ng/Kg, n=10), por gavagem, por 15 e
60 dias. Os niveis séricos de estanho foram mensurados e a contratilidade miocardica
foi analisada utilizando musculos papilares. A pressao sistolica isovolumétrica do
ventriculo esquerdo (PSIVE, mmHg), foi mensurada em coragdes isolados perfundidos
pelo sistema de Langendorff. A exposicdo ao TBT aumentou os niveis séricos de
estanho (controle: 3,16 £0,72; TBT 100 ng/kg: 54,22 +8,19; TBT 500 ng/kg: 251 + 14,82
ng.g"). O incremento nos niveis de Ca?* de 0,62 a 3,75 mM induziu a mesma resposta
inotrépica positiva em todos os grupos. A resposta inotrépica positiva ao isoproterenol
foi igual entre os grupos. O aumento da pré-carga induziu o mesmo efeito na PSIVE
em todos os grupos. Em concluséo, nossos achados fornecem evidéncias de que a
exposicao até 2 meses, a doses de TBT semelhantes as encontradas em individuos
expostos, nao prejudica a fungéo miocardica dos ratos.

PALAVRAS-CHAVE: Compostos Organoestanicos; Tributilestanho; Contratilidade
miocardica.

CARDIAC FUNCTION IN FEMALE RATS DURING LONG-TERM EXPOSITION TO
THE ENVIRONMENTAL CONTAMINANT TRIBUTYLTIN CHLORIDE

ABSTRACT: Tributyltin (TBT) is a banned organostannic compound which effects are
persistent in sediments and continue to affect ecosystems and causing toxic hepatic,
renal, neural, hormonal system and cardiovascular effects in mammalian. Recently we
demonstrate how acute TBT exposition induces cardiac dysfunction by impairment in
the intracellular calcium (Ca?*) handling, inducting mitochondrial and cytosolic ROS
production. Considering TBT effects are long-term persistent and continue to affect
different ecosystems, we studied how long-term TBT exposition affects the cardiac
function in mammalian. Female Wistar rats were divided into: control animals (Control,
n=10); TBT-exposed rats received 100 ng/kg~' day-' TBT during 15 days (TBT 100
ng/Kg, n=10) and TBT-exposed rats received 500 ng/kg~' day-' TBT (TBT 500 ng/
Kg, n=10), by gavage, for 15 days and 60 days. Serum tin levels were measured
using an inductively coupled plasma mass spectrometry. Isometric contractility was
analysed using papillary muscles under isometric contractions (g/g). Left ventricular
isovolumetric systolic pressure (LVISP, mmHg) was measured in isolated hearts
perfused by Langendorff system. TBT exposure increased serum tin levels (control:
3.61 + 0.72; TBT 100 ng/kg: 54.22 + 8.19; TBT 500 ng/kg: 251 + 14.82 ng.g™"). The
increment on extracellular Ca2* from 0.62 to 3.75 mM induced the same positive
inotropic response in all groups: Ca?*0.62 mM (control: 288.4 + 46.1 g/g, TBT 100 ng/
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kg: 279.0 + 32.2 g/g, TBT 500 ng/kg: 242.0 + 30.7 g/g; p > 0.05) and Ca?*3.75 mM
(control: 688.4 + 53.7 g/g, TBT 100 ng/kg: 716.1 + 46.0 g/g, TBT 500 ng/kg: 676.1 +
64.5 g/g; p > 0.05). Positive inotropic response do isoproterenol did not differ from
groups. The increment on preload induced the same effect on the LVISP in all groups.
In conclusion, our findings provide evidence that long-term low dose TBT exposition do
not impair the miocardial function in rats.

KEYWORDS: Organotin Compounds; Tributyltin; Myocardial Contractility.

11 INTRODUCAO

O tributilestanho (TBT) € um composto organico de estanho utilizado como
fungicida, estabilizante em plasticos, moluscicidas, miticidas, catalisadores
industriais, biocidas industriais e agricolas, preservativos de madeira e agentes
antincrustantes. (ALDRIDGE, STREET e SKILLETER, 1977) O uso de compostos
organoestanhos foi banido, mas seus efeitos persistem em sedimentos e continua
a afetar diferentes ecossistemas, levando a deformidades de conchas em moluscos
bivalves. (COUTINHO et al., 2016; DELGADO FILHO et al., 2011; DE ARAUJO,
2018) Além disso, o TBT é classificado como um produto quimico desregulador
endocrino (EDC), obesogénico, sendo capaz de intensificar processos metabdlicos
por atuar como programador metabélico, aumentando o risco de obesidade e outras
anormalidades metabdlicas.(FARINETTI et al., 2018; GRACELI et al., 2013)

Os efeitos toxicos da exposicdo ao TBT sédo descritos em varios sistemas tais
como: metabolismo anormal de horménios sexuais em roedores,(GIBSON e Wilson,
2003; GRUN et al., 2006) sindrome metabolica e adipogénese ovariana anormal
em ratas, (IMO, 2001) disfuncdes reprodutivas, irregularidade do ciclo estral, danos
morfolégicos nos ovarios de ratas, (IPCS, 1999; JANESICK e Blumberg, 2011; KISHTA
et al., 2007) inibicdo da funcdo mitocondrial, (KRAJNC et al., 1984) imunidade
dependente do timo,(LANG et al., 2012), mudancas no metabolismo do heme (LIU
e Peterson, 2015; MAGUIRE, 1987). Além disso, toxicidade hepética, renal, neural,
adrenal e tireoideana também foram descritas. (MATTHIESSEN e Gibbs, 1998;
MERLO et al., 2016; MERLO et al., 2018) Recentemente, estudos realizados por
nosso grupo demonstraram os efeitos adversos do TBT no sistema vascular de ratas
expostas por 15 dias ao TBT em doses de 100 e 500 ng/kg. Essa exposicéo a baixas
doses do TBT provocou um aumento das espécies reativas de oxigénio (EROs),
e induziu disfuncédo endotelial na aorta e veias mesentéricas das ratas, sugerindo
dano a funcéo endotelial e da musculatura lisa. (MILLER, Hartung e Cornish, 1980;
MITRA et al., 2014; OMURA et al., 2001; PALMER et al., 2006)

Nosso estudo anterior demonstrou que a cardiotoxicidade aguda do TBT, esta

presente, mesmo em baixas doses, danificando a contratilidade e o relaxamento
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dos musculos papilares isolados, e do coracéo intacto, e interferindo no movimento
intracelular de célcio (Ca?*). O TBT aumentou a producéo mitocondrial e citosélica
de EROs e reduziu o movimento de Ca? em cardiomiocitos isolados. (PEREIRA et
al., 2019)

Considerando que os efeitos do TBT persistem em longo prazo, e continuam
a afetar diferentes ecossistemas, ndés estudamos como a exposicao prolongada
ao TBT afeta a funcdo cardiaca em mamiferos. Para elucidar essa questdo, nos
investigamos os efeitos da exposicdo prolongada a baixas doses do TBT, na
contratilidade miocardica de musculos papilares isolados, e no coracao inteiro,
perfundido pela técnica de Langendorff.

2 | MATERIAIS E METODOS
2.1 Drogas e reagentes

Isoproterenol (hidrocloridrato de isoproterenol), cafeina, cloreto de tributilestanho
(TBT 96%). Todos os sais e reagentes usados foram obtidos da Sigma-Aldrich ou
Merck (Darmstadt, Alemanha). Os produtos quimicos foram dissolvidos em agua
destilada, exceto o TBT, que foi diluido em etanol a 0,4%.

2.2 Animais e Tratamento

Os estudos foram realizados utilizando ratas Wistar de aproximadamente 3
meses de idade, pesando entre 250 e 300 g. Todos os protocolos experimentais foram
conduzidos em conformidade com as recomendacdes de pesquisas biomédicas,
preconizadas pela Sociedade Brasileira de Biologia Experimental. O protocolo
experimental foi aprovado pelo Comité de Etica Institucional Local (CEUA/UFES,
protocolos 020/2009, 106/2011 e 27/2016). Todas as ratas tiveram livre acesso a
agua e a comida para roedores. As ratas foram randomicamente divididas em quatro
grupos: 1) Ratas controle, recebendo 100 pL de agua adicionada de etanol 0,4%
como veiculo (Controle, n=10); 2) Ratas expostas ao TBT, recebendo 100 ng/kg™
por dia' de TBT diluido em etanol 0,4% durante 15 dias (TBT 100 ng/kg, n=10); e
3) Ratas expostas ao TBT, recebendo 500 ng/kg™ por dia de TBT diluido em etanol
0,4% (TBT 500 ng/kg, n=10), por gavagem, por 15 dias e 4) 60 dias (TBT 500 ng/Kg,
n=10). A concentracdo de TBT escolhida para estes tratamentos, f foi baseada na
ingesta diaria aceitavel (ADI), descrita pela Organizacédo Mundial da Saude, apesar
da caréncia de informacdes acerca dos efeitos provocados no sistema cardiovascular,
pelo seu uso cronico. (PODRATZ et al., 2015)
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2.3 Avaliacao do estanho

Para avaliar os niveis séricos de estanho, amostras de sangue foram coletadas,
0s quais foram mensurados utilizando espectrometria de massa por plasma acoplado
indutivamente (ICP-MS, Nexlon, 300-D, Perkin Elmer, Alemanha).(MATTHIESSEN e
Gibbs, 1998; QIU et al., 2019) Brevemente, amostras de sangue foram diluidas em
1:49 com uma solugéo diluente contendo 0,5% (v/v) de HNO, ultra-puro duplamente
destilado (Elga-Purelab, Marlow, UK). (RIBEIRO JUNIOR et al., 2016) As analises do
sangue foram conduzidas com um ICP-MS, e gas argénio (99,999%, Ar Liquido, RJ,
Brasil) foi utilizado no ICP-MS para geracao de plasma, nebulizacéo e gas auxiliar. O
sistema de introducéo das amostras foi composto por uma camara de spray ciclénico,
e um nebulizador Meinhard®. A sessao de requerimentos do protocolo de controle
de qualidade foi rigorosamente seguida para demonstrar uma qualificacdo acurada
das amostras de sangue e rins utilizadas neste estudo. A relacao massa/carga (m/z)
foi monitorada com o isétopo 118Sn*. As condi¢des de operacéo do ICP-MS foram
realizadas com a frequéncia do gerador em 40,0MHz, nivel do fluxo de gas plasma
de 16,01min, taxa de fluxo do gas auxiliar de 1,201 min, taxa de fluxo do gas de
nebulizacao de 1,021min", e poder RF de 1,55kW. A acuracia do procedimento foi
checada utilizando uma amostra de referéncia (Seronorm Urine, Sero AS, Norway).
O nivel de deteccao (LOD) para estanho determinado pelo ICP-MS foi de 4,0ng.g™".

Os niveis de LOD foram determinados para cada andlise realizada.

2.4 Estudo da contratilidade miocardica utilizando os musculos papilares

Experimentos com musculos papilares do ventriculo esquerdo (VE) isolados
foram realizados utilizando-se um sistema de contracéo isométrica. Apoés 15 dias
de exposicédo ao TBT, as ratas eram anestesiadas com pentobarbital sédico (35 mg/
kg, ip); o térax era aberto, o coracao removido e perfundido com solu¢éo de Krebs-
Henseleit (KHS) (em mM: 120 NaCl; 5,4 KCI; 1,25 CaCl,; 1,2 MgCl; 2 NaH,PO,; 1,2
Na,SO,; 24 NaHCO_; e 11 glicose; pH =7,4).

Os musculos papilares foram fixados a anéis de aco inoxidavel, afixados a um
transdutor isométrico (TSD125, Biopac Systems, Inc.; CA), e entédo, colocados em
um banho de 6rgédos contendo KHS a 29 + 0,5 °C, sendo continuamente aerados
com uma mistura carbogénica (95% O, e 5% CO,) pH =7,4. Eletrodos de prata foram
colocados ao longo de toda a extensdo do musculo, para estimular as contracées
através de pulsos retangulares isolados (10 a 15V, duracédo de 12 ms). A frequencia
de estimulacdo foi de 0,5 Hz. Os musculos foram esticados para atingir a forca
maxima (L__ ). Os registros comegaram a ser feitos apos 60 min, para permitir que o
sistema se adaptasse as novas condi¢cdes ambientais. A forca desenvolvida durante
as contragdes foi aferida em g/mg (forca desenvolvida, em gramas, dividida pelo
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peso do musculo, em mg).

Para cada protocolo descrito abaixo, uma bateria diferente de experimentos
foi utilizada: para o estudo da contratilidade dos musculos papilares, os seguintes
parametros basais foram avaliados: forca de contracéo, tensao passiva, derivadas
positivas e negativas (dF/dt), tempo para atingir o pico de tenséo (TP), e tempo para
obter 90% de relaxamento (TR 90). A potenciacao pos-pausa (PPP) foi utilizado para
fornecer informacgdes sobre a funcéo do reticulo sarcoplasmatico (SR). No musculo
cardiaco, as contracbes que ocorrem apOs pausas curtas sao potencializadas,
e essas contragdes pOs-repouso sao dependentes da duracdo da pausa, e da
quantidade de calcio disponivel nos compartimentos intracelulares. Varios intervalos
de pausa, com diferentes duracdes, foram utilizados (15, 30 e 60 segundos), € 0s
resultados sdo apresentados em relacao a potencializacéo (amplitude da contracao
pbs-repouso, dividida pela contracdo basal). N6s também avaliamos o efeito de
diferentes concentracdes de célcio extracelular (0,62; 1,25; e 2,5 mM) e do agonista
B-adrenérgico Isoproterenol (107 — 102 M).

2.5 Coracao isolado perfundido pela técnica de Langendorff

As ratas receberam TBT (500 ng/Kg) ao longo de 60 dias, por gavagem. Os
coragcdes foram separados e perfundidos utilizando a preparagcado de Langendorff
usando solucdo de KHS, mantendo a temperatura em 37°C e fluxo em 10 ml/min.
O transdutor de pressao (TSD 104A-Biopac) foi conectado ao sistema de perfuséo,
para medir a presséo de perfusdo coronariana (PPC, mmHg). Um balao de latex,
cheio de agua, foi inserido no interior do atrio esquerdo e conectado ao transdutor de
pressao (Biopac TSD 104A-Biopac conectado ao pré-amplificador). A pré-carga foi
aumentada pela mudanca da presséao diastoélica final (PD, mmHg) de 0 a 30 mmHg,
em intervalos de 5 mmHg. A pressao sistélica isovolumétrica do ventriculo esquerdo
(PSIVE, mmHg) foi aferida pelo sistema de aquisicdo de dados (MP 100, Biopac
Systems: Inc; CA, incluindo o software Biopac Student Lab), utilizando uma taxa de
amostragem de 2000 amostras/segundo.

2.6 Funcao Ventricular no coracao isolado perfundido pelo sistema Langendorff

O mecanismo heterométrico de regulagdo da contratilidade miocardica, foi
analisado pela medida da PSIVE, durante incrementos da PD de 0 a 30 mmHg, em
incrementos de 5 mmHg. A resposta inotropica positiva ao calcio extracelular foi
mensurada mantendo-se a PD constante em 10 mmHg: [Ca?*] a 0,62; 1,25; 1,87;
2,5; e 3,12 mM. As repostas inotropica e lusitropica positivas da ativacao do receptor
B-adrenérgico foram medidas utilizando uma dose de 100 uM de Isoproterenol.
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2.7 Analise de dados e estatisticas

Todos os valores sdo expressos como a média + SEM do numero de animais
utilizados em cada experimento. Os resultados foram analisados utilizando ANOVA
duas vias. Quando a ANOVA mostrou diferenca significativamente, o teste pos-
hoc de Tukey foi utilizado para comparar as médias individuais. As diferencas
foram consideradas estatisticamente significativas quando p<0,05. Os dados foram

analisados, e as figuras foram plotadas utilizando GraphPad Prism™ (Software
GraphPad, USA).

31 RESULTADOS

3.1 Niveis séricos de estanho apés exposicao ao tibutilestanho por 15 dias

As amostras de sangue foram obtidas dos grupos controle, TBT 100 ng/kg e
TBT 500 ng/kg, e os niveis séricos de estanho foram determinados utilizando ICP-
MS. A exposicdo ao TBT aumentou o nivel sérico de estanho nos grupos TBT 100ng/
kg (p<0,05) e TBT 500 ng/kg (p<0,001), comparado ao grupo controle (controle: 3,61
+ 0,72; TBT 100 ng/kg: 54,22 + 8,19; TBT 500 ng/kg: 251,00 + 14,82 ng.g™, n = 5).
Adicionalmente, os maiores niveis séricos de estanho foram observados nos ratos

do grupo TBT 500 ng/kg, sendo significativamente diferentes que aqueles do grupo
TBT 100 ng/kg (p<0,001).

3.2 Avaliacao ponderal das ratas expostas ao TBT

O peso corporal das ratas expostas por 15 dias ao TBT (100 ng/kg) e por 60
dias ao TBT (500 ng/kg) néo alterou, comparativamente as ratas do grupo controle,
como mostrado na Figura 1 (p>0,05).

B -8~ Controle (n=10)

A 300, —+ TBT 500 ng/kg (60 dias) (n= 16)

250- @l Controle S
— [ TBT 100 ng = 280- ’?%
2 200- £ _+;
E E— | B -
g 1504 3 260
S 100- (6) @ 240-
2 o
& 50 220-

D_

U T U T I I I T I T
0 7 14 21 28 35 42 49 56 60

Fig. 1. Peso das ratas expostas ao tributilestanho por 15 dias (TBT 100ng/kg) (A) e (TBT
500ng/kg) por 60 dias (B). Os resultados representam a média + SEM. (p > 0.05 pelo teste T
de Student para variaveis nao pareadas, e pelo teste ANOVA). O numero de animais utilizados
esta indicado entre parénteses.
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3.3 Efeitos da exposicao ao TBT sobre a contratilidade dos musculos papilares

A contratilidade foi analisada nos musculos papilares das ratas expostas a 100
ng/kg e 500ng/kg por 15 dias. A contratilidade basal e os parametros temporais da
contragdo néo diferiram entre os grupos: for¢ca de contracéo (Controle: 568,9 + 49,5
g/g; TBT 100 ng/kg: 556,2 + 42,9 g/g; TBT 500 ng/kg: 580,3 + 74,6 g/g; p>0,05)
(Figura 2A); TP (Controle: 0,14 + 0,03 s; TBT 100 ng/kg: 0,13 + 0,005 s; TBT 500 ng/
kg: 0,13 + 0,008 s; p>0,05) (Figura 2B); TR 90% (Controle: 0,29 + 0,02 s; TBT 100
ng/kg: 0,23 + 0,025 s; TBT 500 ng/kg: 0,26 + 0,06 s; p>0,05) (Figura 2C).

A B
800 - W 0.20
o
o 5001 - {gr- 0.15-
% 400+ § 0.10
§ 3
w200 o 0.05
(9) 3 (10)
0- 2 0.00-
c
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Bl Controle
= % 3 TET 100 ngikg
a — T
§ 0.2 B TET 500 ngikg
E o1
(10)
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Fig. 2. Parametros de contracao fixa dos musculos papilares expostos ao tributilestanho (TBT)
100ng/kg e 500ng/kg por 15 dias, na for¢a de contracao (g/g) (A), no tempo para o pico de
tenséo (s) (B), tempo de relaxamento (RT) para 90% (s) (C). Os resultados representam a

média = SEM. (p > 0.05 pelo teste ANOVA). O nimero de animais utilizados esta indicado entre

parénteses.

3.4 Intervencoes inotropicas nos musculos papilares apés exposicao ao TBT

A Potenciacdo Pés-Pausa (PPP) foi utilizada para analisar indiretamente a
participacdo do reticulo sarcoplasmatico (RS) sobre o acoplamento excitacéo-
contracdao. Nao houve diferenga entre os grupos, conforme demonstrado na Figura
3A.

Noés analisamos o efeito inotrépico positivo do mecanismo homeométrico
utilizando calcio e isoproterenol como resposta B—adrenérgica. Como esperado, o
aumento no calcio extracelular de 0,62 para 375 mM induziu a mesma resposta
inotropica positiva em todos os grupos: Ca?* 0,62 mM (Controle: 288,4 + 46,1 g/g;
TBT 100 ng/kg: 279,0 + 32,2 g/g; TBT 500 ng/kg: 242,0 + 30,7 g/g; p>0,05) e Ca?*
3,75 mM (Controle: 688,4 + 53,7 g/g; TBT 100 ng/kg: 716,1 + 46,0 g/g; TBT 500 ng/

257
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kg: 676,1 + 64,5 g/g; p>0,05) (Figura 3B).

A Figura 3C demonstra a resposta inotrdpica positiva do receptor 3 -adrenérgico,
utilizando o isoproterenol de 107 a 102 M. A exposicao ao TBT ndo mudou essa
resposta: isoproterenol a 107" M (Controle: 230,2 + 45,4 g/g; TBT 100 ng/kg: 251,2
+ 31,2 g/g; TBT 500 ng/kg: 214,7 + 30,7 g/g; p>0,05), e a 102 M (Controle: 521,0 +
51,2 g/g; TBT 100 ng/kg: 574,8 + 38,7 g/g; TBT 500 ng/kg: 536,1 + 60,5 g/g; p>0,05).
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Fig. 3. Intervengdes inotropicas nos musculos papilares expostos ao tributilestanho (TBT)
100ng/kg e 500ng/kg, por 15 dias. (A) Potenciagédo proporcional obtida ap6s pausas (PPP)
(g9/9), (B) intervencao inotrépica induzida por diferentes concentragdes de calcio (g/g), (C)
intervencao inotrépica induzida pelo isoproterenol (g/g). Os resultados representam a média
+ SEM. (p > 0.05 pelo teste ANOVA). O numero de animais utilizados esta indicado entre
parénteses.

3.5 Efeitos da exposicao a 500ng/kg de TBT por 60 dias na funcao ventricular
esquerda

A PD foi elevada de 0 a 30 mmHg a fim de analisar o0 mecanismo de Frank-
Starling do coracao, durante a exposicéo prolongada ao TBT, com [Ca*] normal 1,25
mM, (Ca?*; 1,25 mM; 0 mmHg: Controle: 72,9 + 18,1 mmHg vs TBT 500 ng/kg: 61,3
+ 3,44 mmHg; p>0,05) e (Ca?; 1,25 mM; 30 mmHg: Controle: 149,5 + 18,4 mmHg
vs TBT 500 ng/kg: 134,1 + 3,0 mmHg; p>0,05) e com [Ca*] baixa 0,62 mM, (Ca?*;
0,62 mM; 0 mmHg: Controle: 33,0 = 7,1 mmHg vs TBT 500 ng/kg: 32,2 + 2,7 mmHg;
p>0,05) e (Ca?*; 0,62 mM; 30 mmHg: Controle: 91,0 + 11,7 mmHg vs TBT 500 ng/kg:
91,4 + 5,3 mmHg; p>0,05) (Figura 4A-B). O aumento da pré-carga induziu 0 mesmo
efeito na PSIVE em ambos os grupos, sugerindo que a exposicdo ao TBT por 60 dias
ndo modificou a contratilidade miocardica.
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A resposta inotropica positiva ao calcio extracelular esta demonstrada na
Figura 4C. Como esperado, 0 aumento na concentracdo de calcio de 0,62 a 3,12
mM, aumentou a PSIVE que, por sua vez, foi similar entre os grupos. [Ca*] (0,62 a
3,12 mM), (Ca?*; 0,62 mM: Controle: 60,9 + 9,4 mmHg vs TBT 500 ng/kg: 61,7 + 4,2
mmHg; p>0,05) e (Ca?; 3,12 mM: Controle: 194,1 + 12,8 mmHg vs TBT 500 ng/kg:
167,58 + 8,7 mmHg; p>0,05). Isso sugere que a exposi¢ao prolongada ao TBT nao

modificou a contratilidade miocardica.

A [C&*]125 mM B [Ca®'] 062 mM c
2504 -e Controle{n=8)

200 - 200
e it G TBT 500 ng 6O dias
S 1m0 o = 1504 g 2001 ™ (n=9) —--"ff'!
= 1004 */.! = 100 " =
S o 8 100
5 2 ; > /
g = = =t & 50 4
o4 04 0-
0 5 10 15 20 25 30 0 5 1015 20 25 30 0.62 125 1.87 25 342
PD (mmHg) PD (mmHg) CaCl, [mM]

Fig. 4. Avaliacéo dos parametros in vivo do ventriculo esquerdo em ratos dos grupos controle e
TBT (500ng/kg) por 60 dias. (A) Presséo sistélica intraventricular esquerda (PSIVE) e pressao
diastolica (DP), sob concentracéo de célcio 1,25 mM, (B) Presséo sistblica intraventricular
esquerda (PSIVE) e presséo diastélica (PD), sob concentracéo de célcio 0,62 mM, (C) curva de
resposta a concentragéo de célcio. Os resultados representam a média + SEM. (p > 0.05 pelo
teste ANOVA duas vias). n =6 — 8.

3.6 Efeitos da exposicao a 500 ng/kg de TBT por 60 dias na ativacao e relaxamento
do coracao isolado

A Figura 5 representa a cinética da ativacao e relaxamento da presséo sistélica,
em ambos os grupos (dP/dt+; Ca?* 1,25 mM; 0 mmHg: Controle: 2946,3 + 754,1 vs
TBT 500 ng/kg: 2467,4 + 358,2 mmHg; p > 0,05); (dP/dt+; Ca2* 1,25 mM; 30 mmHg:
Controle: 3618,2 + 421,0 vs TBT 500 ng/kg: 3180,8 + 358,4 mmHg; p > 0,05), e
minimo (dP/dt-; Ca2* 1,25 mM; 0 mmHg: Controle: -2442,8 + 326,8 vs TBT 500 ng/
kg: -1933,4 + 332,4 mmHg; p > 0,05); (dP/dt-; Ca?* 1,25 mM; 30 mmHg: Controle:
-2834,4 + 349,8 vs TBT 500 ng/kg: -2415,7 + 317,9 mmHg; p > 0,05). N&do houve
diferenca entre os grupos.
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Fig. 5. Tempo de derivacao da pressao positiva do ventriculo esquerdo (dP/dt+) na
concentracao extracelular de calcio de 1,25mM (A) e negativa (dP/dt-) (B); (dP/dt+) em 0,62mM
de calcio extracelular (C) e dP/dt- (D); dP/dt+ durante aumento na pressao diastoélica (PD) de
0 a 30 mmHg (E), e dp/dt- (F) durante aumento na concentragédo de calcio extracelular, na

mesma PD. Os resultados representam a média + SEM. (p > 0.05 pelo teste ANOVA duas vias).

Controle (n=8) e TBT 500 ng/kg por 60 dias (n=9).

41 DISCUSSAO

Neste estudo noOs investigamos os efeitos da exposicdo a baixas doses

de TBT durante 15 e 60 dias, nos mecanismos de regulacdo heterométricos e
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homeométricos da contragdo cardiaca, utilizando coragdes isolados e musculos
papilares de ratas. A concentracdo de TBT utilizada foi escolhida por ser o limite
aceito de ingesta diaria (ADI) estabelecido pela Organizagdao Mundial da Saude,
mesmo com informacdes incompletas sobre os efeitos resultantes do uso crénico
sobre o sistema cardiovascular. (PODRATZ et al, 2015)

O resultado principal indicou que a exposicao prolongada do TBT ndao modificou a
func&o contratil do miocardio. Esses resultados contrastam com o efeito cardiotoxico
da exposicédo aguda ao TBT.

A exposicao aos componentes organotinicos (OTs) resultou em maior acumulo
de OTs no sangue de modelos animais (RODRIGUES et al., 2014; RONCONI,
STEFANON e RIBEIRO JUNIOR, 2018; ROSENBERG, DRUMMOND e KAPPAS,
1982) demonstrado pela exposicao a 1 e 5 mg/kg de TBT por 30 dias, elevando
0s niveis séricos de estanho em ratos. Nossos resultados v&o ao encontro desses
achados prévios. N6s demonstramos que a exposicdo, tanto a 100 ng/kg, quanto
a 500 ng/kg de TBT, aumentaram os niveis séricos de estanho, de forma dose-
dependente.

As ratas foram expostas a 100 ng/kg e 500 ng/kg de TBT por 15 dias, para medir a
contratilidade miocardica nos musculos papilares. A contragao basal néo foi diferente
entre os grupos. Nos também analisamos a cinética temporal da contragao, utilizando
a analise da potencializagcao p6s-pausa para avaliar indiretamente a participacéo do
RS no mecanismo de acoplamento excitagcdo-contracdo. A potenciagao pos-pausa
permite estimar indiretamente os mecanismos que envolvem a recaptacao de Ca*
pelo reticulo sarcoplasmatico, principalmente dependente da bomba de calcio (Ca?*-
ATPase ou SERCA), e sua liberacao pelos receptores de rianodina. Nossa hip6tese
€ baseada no fato de que pausas no estimulo elétrico induzem um aumento do
acumulo de RS Ca?*. Se a exposi¢ao prolongada ao TBT afetasse a contracéo e a
resposta do Ca?*, seria esperado que as variagcoes temporais da forca de contracao
(dF/dt+) e relaxamento (dF/dt-) fossem modificadas. Isso poderia sugerir uma
possivel disfuncdo no movimento intracelular de calcio, associado a atividade do
trocador Na*/Ca?*, da SERCA ou do receptor de rianodina. Neste estudo, ndo houve
diferenca entre a potenciacéo p6s-pausa, nem na dF/dT+ ou dF/dT-, entre os grupos.
Noés analisamos o efeito inotrépico positivo decorrente do aumento da concentragao
de caélcio extracelular pelo mecanismo homeométrico, e pela resposta ao receptor
B-adrenérgico. Como esperado, o aumento da concentracéo de calcio extracelular
de 0,62 para 3,75 mM, induziu uma resposta inotropica positiva. Novamente, a
contratilidade foi semelhante emtodos os grupos. Aresposta ao receptor B-adrenérgico
também n&o diferiu entre os grupos. Esses resultados sugerem que a exposi¢éo, por
15 dias, a 100 e 500 ng/kg de TBT nao afetaram a contratilidade miocardica. Isso é

diferente das anormalidades que o TBT causa na funcao vascular.
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Rodrigues et al. demonstraram que o tratamento de ratas com 100 ng/kg de
TBT por 15 dias afetou a morfologia da aorta e a reatividade vascular, provavelmente
devido a mecanismos dependentes da biodisponibilidade do oxido nitrico, modificacéo
nos canais de potassio, e ao estresse oxidativo. (MILLER, HARTUNG e CORNISH,
1980) Os autores sugerem que o TBT pudesse atuar na musculatura lisa vascular e
na morfofisiologia endotelial. Contudo, a resposta contratil a fenilefrina, um receptor
alfa-agonista, n&o foi modificada pela exposicao ao TBT. Ximenes et al. (2017)
demonstraram que ratas expostas a 500ng/kg de TBT por 15 dias apresentaram
disfuncao aobrtica pelo estresse oxidativo, e dano morfoldgico. Foi demonstrado que
o TBT aumenta a resposta vasoconstrictora, reduz a vasodilatacdo dependente e a
independente da func&o endotelial, aumenta o colageno na aorta e a densidade da
fibrina. (XIMENES et al., 2017)

Tendo em vista que o tratamento com TBT por 15 dias n&o modificou a funcéo
cardiaca, nds investigamos o efeito da exposi¢cao por um periodo mais prolongado.
As ratas foram tratadas com 500 ng/kg por 60 dias, a fim de analisar 0 mecanismo
de Frank-Starling nos coracdes isolados. Neste mecanismo heterométrico, a
contratilidade miocéardica aumenta em resposta a um aumento da pré-carga, e isso
leva a uma elevagao da sobreposi¢cao dos miofilamentos, e a sensibilidade ao célcio.
(SENA et al., 2017; STEFANON, VASSALLO e MILL, 1990) A ativagcédo do coragao
intacto, dependente do estiramento, foi estudada durante uma curva normalizada
de tensao dependente do estiramento do musculo cardiaco, pelo aumento do PD, e
medindo a PSIVE. A exposicao ao TBT ndo modificou a resposta heterométrica.

Recentemente, nds investigamos os efeitos da exposicdo aguda ao TBT nos
mecanismos heterométricos e homeométrics da contracdo cardiaca, utilizando
coracgdes isolados, musculos papilares e miocitos ventriculares isolados de ratos.
(RONCONI, STEFANON e RIBEIRO JUNIOR, 2018) N6s demonstramos que
a exposicao aguda ao TBT é responsavel por uma intensa resposta intropica e
lusotropica negativa, envolvendo danos a manipulagcdo do RS Ca?-. Parece que o0s
cardiomiocitos séo protegidos contra a exposicéo prolongada ao TBT, ao passo que,
a exposicao aguda resulta em cardiotoxicidade em minutos.

Algumas evidéncias, utilizando estudos in vivo e in vitro, tém demonstrado que
obesogénicos ambientais, como o TBT, atuam modificando o peso corporal, por
induzir a expanséao do tecido adiposo, mudando o padréo de circulagao lipidica, e
causando adipogénse abdominal.(TER KEURS, 2012; XIMENES et al., 2017) Farinetti
et al. (2018) demonstraram que o tratamento crénico com TBT pode interferir no
sistema anorexigeno em areas hipotalamicas envolvidas com o controle da ingesta
alimentar.(WHALEN, LOGANATHAN e KANNAN, 1999) No presente estudo, o peso
corporal ndo modificou durante a exposicédo do TBT 100 ng/kg por 15 dias, nem pela

exposicao ao TBT 500 ng/kg por 60 dias.

Acbes de Saude e Geragdo de Conhecimento nas Ciéncias Médicas Capitulo 25




Apesar da exposicdo aguda ao TBT causar cardiotoxicidade em minutos, no
presente estudo nds concluimos que a exposi¢cao prolongada ao TBT a 100 e 500
ng/kg, ndao modificou a contratilidade miocéardica em ratas.

Em conclusdo, nossos achados fornecem evidéncias consistentes de que
baixas doses de TBT ndo impactam diretamente na funcdo miocéardica normal,
durante exposicao cronica. Entretanto, nés observamos um elevado nivel de estanho
nas ratas, durante 15 dias de exposicdo. Esse trabalho auxilia nossa compreensao
acerca dos efeitos do TBT na fisiologia cardiaca.
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