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Resumo

Abstract

A insuficiéncia cardiaca congestiva é uma sindrome clinica caracterizada por disfun¢do cardiaca com he-
modindmica anormal, liberagdo de citocinas, ativacdo neuroendécrina e retengdo renal de sédio e agua.
Diversas etiologias sdo associadas; porém, a importancia da intoxicagdo por metais pesados na muscula-
tura cardiaca e seu sistema de conduc¢édo tém sido pouco estudados. Neste estudo, objetivou-se a caracte-
rizagdo histomorfolégica do coragdo de modelos biolégicos submetidos a intoxicagdo aguda por chumbo.
Dezoito ratos Wistar foram divididos em trés grupos, sendo o chumbo (G1) testado em conjunto com
o cobre (G2) e controle. Os animais submetidos a intoxicacdo experimental por chumbo apresentaram
lesdes em segmentos miocardicos em parede livre do ventriculo esquerdo com infiltrado inflamatério
mononuclear associado com a degeneragido de miofibrilas. Observou-se alteragdo em ganglios nervosos
cardiacos com degeneragdo neuronal multifocal, localizados principalmente no ventriculo esquerdo e no
septo interventricular. Nos demais grupos nao se identificaram lesdes referentes ao tecido muscular car-
diaco e/ou de conducdo. Concluiu-se que o chumbo possui caracteristicas de alteracdo estrutural cardiaca
importante, especialmente no que diz respeito aos danos no sistema nervoso cardiaco, devendo-se incluir
no rol de possibilidades de eventuais disritmias em animais domésticos.

Palavras-chave: Chumbo. Coragdo. Toxicologia. Cardiologia.

Congestive heart failure is a clinical syndrome characterized by cardiac dysfunction with abnormal hemody-
namics, cytokine release, neuroendocrine activation and sodium and water retention. Many etiologies are as-
sociated with heavy metal poisoning, but its importance on cardiac muscle and conduction system have been
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scarcely studied. This study aimed to characterize the cardiac histopathological findings on a biological model
submitted to acute lead poisoning. Eighteen male Wistar rats were distributed among three groups, compris-
ing lead treatment (G1), copper treatment (G2) and control. The animals experimentally intoxicated with lead
presented lesions in the free wall myocardial segments of the left ventricle, with mononuclear inflammatory
infiltrate associated to myofibril degeneration. It was also observed alterations on cardiac nervous ganglia with
multifocal neuronal degeneration localized mainly in the left ventricle and interventricular septum. The other
two groups did not present any relevant lesions in the cardiac muscle and/or its conduction system. Based on
these findings, lead causes important structural cardiac tissue alterations, especially in the cardiac nervous con-
duction system. Then, poisoning with this element should be included among the possible causes of congestive
heart failure in domestic animals.

Keywords: Lead. Heart. Toxicology. Cardiology.

Introducao

A cardiologia é um ramo da Medicina Veterinaria
que evoluiu nos ultimos anos a partir do desenvol-
vimento e utilizacdo de métodos de diagnéstico au-
xiliares. Contribuiram para esse processo também a
conscientizagdo mundial da importancia das doen-
¢as cardiovasculares em humanos, incluindo-se a
doencga de Chagas (PASCON et al,, 2010), e o empre-
go de animais de companhia como modelo biolégico
eficaz em pesquisas com cardiomiopatias tdxicas,
estudos hemodindamicos, altera¢cdes vasculares e
uso de biomarcadores (HASENFUSS, 1998). Muitos
mitos tém sido superados, como a ndo regeneracio
dos cardiomiécitos (BERGMANN et al., 2009), o que
ressalta a importancia de pesquisas de base conti-
nua, assim como ensaios clinicos na cardiologia.

Dentre as cardiopatias, a insuficiéncia cardia-
ca ndo pode ser considerada apenas um distirbio
contratil ou uma doenca cardiaca isolada. As mani-
festacoes clinicas sdo resultado de mudancas nos
componentes e mediadores celulares cardiacos que
realizam o controle homeostatico (COHN; FERRARI;
SHARPE, 2000; SCHWARTZ; MORAIS, 2005).

A insuficiéncia cardiaca congestiva (ICC) é uma
sindrome clinica, na qual a deficiéncia no débito car-
diaco proporciona uma hemodinamica inadequada,
gerando mecanismos compensatdrios que incluem
a ativacdo neuro-hormonal do sistema renina an-
giotensina, citocinas e bradicininas circulantes.
Uma lesdo cardiaca ou vascular que limita a ejecdo
cardiaca e reduz a pressao arterial sanguinea (PAS)
resulta em insuficiéncia cardiaca (SCHWARTZ;
MORAIS, 2005).

A resposta compensatoria a insuficiéncia cardiaca
suporta a PAS, todavia promove concomitantemente
um estado de ma adaptacdo que levaa uma morbidade
substancial e mortalidade (BONAGURA; LEHMKUHL;
MORAIS, 2006; SCHWARTZ; MORAIS, 2005).

A'ICC avangada, assim como a terapia desta, geral-
mente é associada a altera¢des na fungao renal e diver-
sas anormalidades hidricas, eletroliticas e bioquimica
sérica. Alguns desses distirbios sdo considerados le-
ves a bem tolerados, mas outros como hiponatremia e
insuficiéncia renal aguda indicam uma disfuncao cir-
culatéria grave e a necessidade de uma terapia urgen-
te (BONAGURA; LEHMKUHL; MORAIS, 2006).

O remodelamento cardiaco pode ser descrito
como uma condi¢ao fisioldgica e patoldgica que ad-
vém de infarto do miocardio, aumento de pressao
(estenose aortica, hipertensio), doenca inflamaté-
ria do musculo cardiaco (miocardite), cardiomio-
patia dilatada ou sobrecarga de volume (regurgita-
¢do valvar). Apesar das diferentes etiologias, essas
doencas partilham eventos moleculares, bioqui-
micos e mecanicos semelhantes (COHN; FERRARI;
SHARPE, 2000).

Dentre as possibilidades descritas, a cardiomio-
patia toxica é subestimada como importante fator
deflagrador de alteragdes hemodinamicas. Varias
toxinas tém influéncia direta, como a toxina botu-
linica, a ingestdo de plantas téxicas e os metais pe-
sados. Observa-se, especialmente dentre estes, o
chumbo como um dos principais elementos cardio-
toxicos (COHN; FERRARI; SHARPE, 2000; FEITOSA
FILHO etal., 2011).

As consequéncias do chumbo no organismo es-
tdo associadas a inativacdo de ATPases de calcio,
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sédio e potassio, acido aminolevulinico desidrata-
se (ALAD), acido 5-aminolevulinico (ALA) e, prin-
cipalmente, as enzimas relacionadas a detoxicacdo
hepatica, como a citocromo P, . Em adi¢do, o chum-
bo desencadeia um processo degenerativo dos sis-
temas nervoso central e periférico, desmielinizacao
e degeneragdes axonais (ROCHA; ROSA; CARDOSO,
2004; SPINOSA; GORNIAK; PALERMO-NETO, 2008).

Com base nessas consideragdes, o presen-
te trabalho teve o objetivo de analisar os efeitos
da intoxicacdo plumbifera no tecido cardiaco, as-
sim como detectar os tipos de altera¢do histopa-
tolégica correlacionada com as lesdes no sistema
cardiovascular.

Materiais e métodos

O trabalho foi desenvolvido experimentalmen-
te com a utilizagdo de 18 ratos da linhagem Wistar,
machos, com 120 dias, pesando aproximadamen-
te 250 gramas. Os animais foram separados em
seis caixas contendo trés animais cada, e recebe-
ram agua e rac¢do apropriada ad libitum, sendo o ex-
perimento conduzido em sala com temperatura e
ventilacdo adequada no Laboratério de Anatomia
Patolégica Veterinaria da Universidade Estadual do
Centro-Oeste (Unicentro).

O periodo de uma semana foi utilizado para a
ambientacdo dos animais e o processo experimen-
tal iniciado foi mantido por sete dias consecutivos.
Os animais foram manipulados durante o procedi-
mento sempre pelas mesmas pessoas. O presen-
te projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em
Uso de Animais (CEUA) da Universidade Estadual
do Centro-Oeste (Unicentro) mediante oficio
024/2012 e protocolado sob o numero 032/2011,
seguindo as prerrogativas éticas estabelecidas.

Segmentagdo dos grupos

Foram selecionados trés elementos: 4gua (H,0),
para o grupo controle; chumbo (Pb) no formato ni-
trato de chumbo Pb(NO,),, que foi o elemento de in-
teresse; e cobre (Cu) na forma de sulfato de cobre
(Cu,SO,) como elemento comparativo, servindo de
controle de qualidade do chumbo. Os metais foram
utilizados na forma de sais por causa de sua nao
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diluicdo em meio liquido na sua forma pura. Para
cada elemento, foram separados dois grupos: GI-
H,0 e GII-H,0; GI-Cu e GII-Cu; GI-Pb e GII-Pb.

Preparo das amostras

Para preparo das amostras, foram dissolvidos
os sais de Pb(NO,), e Cu,SO, em uma proporg¢ao
de 10 g para 100 mL de agua. As solucdes pre-
paradas foram aplicadas para cada grupo corres-
pondente aos elementos de modo que, para cada
quilo de animal, 5 mL da solu¢do foram inocula-
dos pela técnica de gavagem, e todos os dias antes
da inoculacdo dos elementos foi elaborada uma
nova solucao.

O experimento teve duragao de sete dias e to-
dos os animais foram pesados diariamente para
a obtenc¢do da média necessaria de fornecimen-
to dos elementos. Os animais também foram sub-
metidos a restri¢do dietética e hidrica por aproxi-
madamente 15 min antes da técnica de gavagem,
com a finalidade de favorecer a absorc¢ao do ele-
mento inoculado.

Eutandsia e exame necroscopico

No oitavo dia de conduc¢ao do experimento,
os animais foram eutanasiados no Laboratério
Didatico do Departamento de Medicina Veterinaria
em camara de gas carbonico (CO,) e observados até
que suas fungdes vitais tivessem parado totalmen-
te. Em seguida, todos foram conduzidos ao proce-
dimento de necropsia, realizada no Laboratério de
Anatomia Patolégica Veterindria, para avaliacdo e
descricdo das alteragdes macroscdpicas e coleta
das amostras para processamento histopatolégico
e toxicologico.

Histopatologia

Para o processamento histopatolégico foram
retirados os seguintes 6rgios: pele, pulmao, co-
racdo, figado, baco, intestino, estdmago, fémur,
dentes, testiculo, epididimo, musculo estriado es-
quelético do membro pélvico, encéfalo e cerebelo.
As amostras foram coletadas em frascos plasticos
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devidamente identificados, fixadas em formali-
na tamponada a 10% e processadas pela técni-
ca histoldgica e coloragdo padrao Hematoxilina e
Eosina (H&E).

Exame toxicoldgico

Foram selecionados figado e rins, devido ao seu
papel na detoxicacdo e excrecdo; esses 6rgaos fo-
ram acondicionados em sacos plasticos devida-
mente identificados e refrigerados a temperatura
de 4 °C. O processo de mineralizagdo do material
foi realizado nas instalagdes do Laboratério de
Quimica Analitica do Departamento de Quimica
da Unicentro. O recipiente para analise das amos-
tras, denominado “vaso de reac¢do de polietileno”
(Hostaflon), foi descontaminado com uma solu-
¢do de acido nitrico a 10%, e posteriormente pro-
cedeu-se a lavagem com 4gua deionizada por trés
vezes (triplice lavagem). O processo constituiu em
coletar aproximadamente 6 g do material, utilizan-
do de 8 mL de acido nitrico (HNO,) para a digestao.
As amostras foram levadas ao forno de micro-on-
das (PROVECTO DGT 100 Plus), onde foi utilizada a
programacao especifica conforme o tipo de amos-
tra a ser mineralizada.

Apés atingirem a temperatura ambiente, os va-
sos de reacdo foram conduzidos até a camara de
exaustao (Capela), onde foram abertos; as amos-
tras foram colocadas em frascos de polietileno
com tampa rosqueavel (Starsted) e devidamente
identificados. Em seguida, foi avolumado o fras-
co da amostra para 25 mL e obtido uma solugdo
translicida da solugcdo mineralizada. A andlise
foi realizada no aparelho de espectrofotometria
de absor¢do atdomica em chamas (FAAS - Atomic
Absorption Spectrometry In Flame) (GBC AA 932).
Todo procedimento foi realizado com a utilizacao
de equipamentos de protecdo individual, confor-
me a recomendac¢do do manual de biosseguranga
(TEIXEIRA; VALLE, 2002).

Andlise estatistica
A andlise estatistica aplicada foi o Teste de

Tukey, sendo considerado significativo p < 0,05.
Contudo, dada a natureza multiparamétrica dos

dados, foi realizado o Teste de Spearman por meio
do software STATISTIX®.

Resultados e discussao

A andlise pela FAAS comprovou que os animais
foram intoxicados pelos elementos chumbo e cobre,
considerando que o ambiente e a metodologia utili-
zada para o desenvolvimento do projeto foi livre de
contaminacdo desses metais pesados.

Os niveis de chumbo detectdveis foram de
4,14 pg/g no figado e 86,86 pg/g nos rins, o que de-
monstrou o carater de acumulagdo desse elemento
no figado e a sua excrec¢do renal. Ao analisar esses
6rgdos, notou-se, no figado, necrose multifocal as-
sociada a reagdo inflamatéria mononuclear peri-
vascular com tumefacdo de células de Kiipfer. Nos
rins, evidenciou-se degeneracdo hidropica de cé-
lulas tubulares associada a picnose e condensacio
cromatinica (FEITOSA FILHO et al., 2011; McGAVIN;
ZACHARY, 2009).

Nesse experimento, o chumbo causou, quando
em niveis toxicos, taquipneia e alteracées de mus-
culatura lisa e estriada também descritas em outras
localidades. Essas alteracoes sdao motivadas pelo
fato de o chumbo competir com receptores de cal-
cio, que estimulam movimentagio de fibras muscu-
lares (MOREAU; SIQUEIRA, 2008; OGA CAMARGO;
BATISTUZZO, 2008).

Os animais submetidos a intoxicacdo experimental
por esse elemento apresentaram lesdes em segmentos
miocardicos em parede livre do ventriculo esquerdo,
com infiltrado inflamatério mononuclear associado
com degeneracdo de miofibrilas (Figura 1). Além dis-
so, observou-se alteragcdo em ganglios nervosos cardi-
acos com degeneracdo neuronal multifocal, localiza-
dos principalmente em ventriculo esquerdo e septo
interventricular. Nos demais grupos, ndo se identifica-
ram lesdes dignas de nota referente ao tecido muscu-
lar cardiaco e/ou de condugdo. Dadas tais alteragoes
cardiorrespiratdrias, a sintomatologia de comprome-
timento hemodinamico condiz com a morfologia his-
topatoldgica observada nos animais intoxicados por
chumbo e ressalta, principalmente, o estresse oxidati-
vo (FEITOSA FILHO et al,, 2011; McGAVIN; ZACHARY,
2009; SCHWARTZ; MORAIS, 2005).

Cabe salientar que o cortex e o cerebelo apre-
sentaram-se extremamente sensiveis ao elemento
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Figura 1 - Achados histopatolégicos do chumbo (B, D) em relacao ao grupo controle (A, C)

Fonte: Dados da pesquisa.

Nota: Em B, evidencia-se a degeneragao de miofibrilas cardiacas (asterisco) e vasculite (seta) com necrose acentuada multifocal coalescente. Em D, o arranjo dos

filamentos denota intensa necrose e espessamento da tdnica adventicia (seta). Barra: 10 mm.

chumbo, que causou processos degenerativos difu-
sos e desmielinizacdo. Esses processos podem ter
efeitos acumulativos e/ou tardios em razdo de as
alteracoes serem progressivas, difusas e irreversi-
veis (McGAVIN; ZACHARY, 2009). Considerando os
achados no sistema nervoso central, esses podem
ser correlacionados com os danos no tecido de con-
dugdo cardiaco, o que pode conduzir a eventuais
disritmias e cardiomiopatias consideraveis, insufi-
ciéncia cardiaca, arritmias e morte subita (COHN;
FERRARI; SHARPE, 2000; FEITOSA FILHO et al,,
2011; SCHWARTZ; MORAIS, 2009).

Conclusao

0 chumbo é capaz de induzir altera¢des estru-
turais cardiacas importantes no modelo biolégico
empregado, especialmente no que tange ao sistema
de conducio cardiaco. Portanto, esse elemento deve

ser incluido no rol de possibilidades de eventuais
disritmias em animais domésticos.
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