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RESUMO 
 
 

O Cadmio (Cd) é um metal tóxico, muito utilizado na indústria e um constante 
componente de fertilizantes agrícolas, o que tem aumentado à contaminação 
ambiental por este metal. Possui uma estreita ligação com doenças 
cardiovasculares, como a aterosclerose e a hipertensão e, além disso, pode induzir 
um aumento do estresse oxidativo. Um dos principais locais afetados pelo estresse 
oxidativo é a aorta, o que, consequentemente, aumenta o risco para o 
desenvolvimento de aterosclerose. No entanto, existem poucos relatos de que 
demonstrem os efeitos agudos do cádmio na aorta. Assim, o objetivo deste trabalho 
foi avaliar os efeitos da exposição “in vitro” ao Cloreto de Cádmio na reatividade 
vascular e os possíveis mecanismos envolvidos neste processo. Para isso foram 
utilizados, ratos Wistar machos (250-300g). Os animais foram anestesiados e em 
seguida, aorta torácica foi removida para dissecação e obtenção de anéis com 3 a 5 
mm de comprimento. Anéis controle e anéis previamente incubados com 10μM de 
Cd foram submetidos à curva concentração-resposta à Fenilefrina (10-10-10-4M, FE). 
Avaliaram-se os efeitos do Cd incubando: L-NAME (100µM), apocinina (0,3mM), 
Superóxido Dismutase (SOD, 150 U/ml), catalase (1000 U ml-1), co-incubação 
(catalase + SOD), enalapril (10 µM), losartan(10 µM), indometacina (10μM), NS 398 
(1 μM), SQ 29,548 (1 μM), SC 19,220 (10 μM) e furegrelato (10 μM). Anéis 
destituídos de endotélio também foram avaliados. Anéis controle e incubados com 
Cd também foram submetidos à retirada mecânica do endotélio vascular; à curva de 
acetilcolina (10-11 a 10-5M, Ach) e de nitroprussiato de sódio (10-11 a 10-5M, NPS). 
Além disso, foram realizadas expressão proteica da isoforma endotelial da óxido 
nítrico sintase (eNOS), eNOS fosforilada e receptor AT1. Os resultados foram 
expressos em média ± EPM e diferença da área abaixo da curva (dAUC%) ou a 
resposta máxima (Emax) foram avaliados pelo método teste-t de Student  e quando 
necessário análise de variância (ANOVA) uma via para medidas repetidas ou 
completamente randomizadas, seguida pelo teste post-hoc de Tukey. (significância 
p<0.05). 
 A Emax à FE foi maior em anéis incubados com Cd quando comparados aos 
controles (Emax,Ct: 102,5 ± 3,4; Cd: 156,1 ± 4,7). A incubação de L-NAME 
aumentou a reatividade nos anéis em ambos os grupos, porém em menor magnitude 
nos anéis incubados com Cd (dAUC% Ct x Ct + L-NAME: 117,0 ± 15,3 vs Cd x Cd + 
L-NAME: 59,7 ± 11,05); a apocinina reduziu a reatividade em ambos os grupos, 
porém em maior magnitude em anéis incubados com Cd (dAUC% Ct x Apo: 26,72 ± 
9,41 vs Cd x apo + Cd: 62,47 ± 6,13); a catalase não alterou significantemente a 
resposta vascular na presença do Cd; a SOD e a co-incubação SOD + Catalase 
reduziram a reatividade em anéis incubados com Cd (Emax, Ct: 90,6 ± 8,1; Cd : 
113,6 ± 6,4; SOD + Cd: 72,7 ± 8,4; SOD+ Cd+ Cata 71,46 ± 10,56). O losartan não 
modificou a resposta á fenilefrina em relação aos valores do controle, porém 
promoveu acentuada diminuição da resposta nos anéis losartan + Cd em relação 
aos anéis incubados apenas com Cd (Emax,Ct: 103,2 ± 6,2; LOS+ Cd: 111,4 ± 8,2). 
O mesmo comportamento foi observado após incubação com enalapril. A 
indometacina não modificou a resposta á fenilefrina em relação aos valores do 
controle, mas promoveu acentuada diminuição da resposta nos anéis Indo + Cd em 
relação aos anéis incubados apenas com Cd (Emax,Ct: 88,4 ± 3,6; Indo + Cd: 76,7 ± 
5,8). O mesmo comportamento foi observado com os demais inibidores: NS 398 



 

 

(Emax,Ct: 92,7 ± 5,4; NS + Cd: 84,0 ± 6,3), SQ 29,548 (Emax,Ct: 97,2 ± 6,8; SQ + 
Cd 79,0 ± 7,2), SC 19,220 (Emax,Ct 97,2 ± 6,8; SC + Cd 102,9 ± 7,6) furegrelato 
(Emax,Ct 86,6 ± 6,1; FURE + Cd 70,8 ± 7,3).  A remoção endotelial (E-) provocou 
aumento na resposta à FE em relação aos anéis com endotélio íntegro (E+) em 
ambos os grupos, mas esse aumento ocorreu em menor magnitude nos anéis (E-) 
incubados com Cd quando comparados aos E+ incubados com o metal (% dAUC, 
CT;E+/E- 147,95 ± 21,9 Cd; E+/E- 67,63 ± 19,04). O Cd não alterou a resposta 
vasodilatadora à ACh, nem a resposta ao NPS. A expressão proteica foi semelhante 
em ambos os grupos controle e cádmio. 
 Nossos resultados sugerem que o Cd aumenta a Emax à FE através da ação 
no endotélio vascular. Além disso, os mecanismos responsáveis nesse processo 
parecem envolver: aumento da biodisponibilidade de angiotensina II e de produtos 
da COX; diminuição da liberação induzida de NO através do aumento da produção 
de radicais livres. 
 
 
Palavras- Chave: Aorta, ROS, COX-2, Sistema renina angiotensina local. 
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ABSTRACT 

 
The Cadmium (Cd) is a toxic metal, widely used in industry and is a constant 
component of agricultural fertilizers, which has increased the environmental 
contamination by this metal. It has a close connection with cardiovascular diseases 
such as atherosclerosis and hypertension, and in addition, it can induce an increase 
in oxidative stress. One of the main locations affected by oxidative stress are 
conductance arteries, which consequently, increases the risk for development of 
atherosclerosis. However, there are few reports evaluating acute effects of cadmium 
in the aorta. The objective of this study was to evaluate the effects of exposure "in 
vitro" by Cadmium Chloride on the vascular reactivity and the putative mechanisms 
involved in this process. Male Wistar rats (250-300g) were used. The animals were 
anesthetized and then the thoracic aorta was removed and dissected to obtain rings 
with 3 to 5 mm in length. Control rings and those previously incubated with 10 uM Cd 
underwent concentration-response curve to phenylephrine (10-10-10-4M, FE). We 
evaluated the effects of L-NAME (100µM), apocynin (0,3mM), superoxide Dismutase 
(SOD, 150 U/ml), catalase (1000 U ml-1), co-incubation (catalase + SOD), enalapril 
(10 µM), losartan (10 µM), indomethacin (10μM), NS 398 (1 μM), SQ 29,548 (1 μM), 
SC 19,220 (10 μM) e furegrelato (10 μM) in controls and after Cd incubation. Rings 
without endothelium were also evaluated. Rings incubated with control and Cd were 
also subjected to mechanical removal of the vascular endothelium; to increased 
concentrations of acetylcholine (10-11 a 10-5M, Ach) and sodium nitroprusside (10-11 a 
10-5M, NPS). In addition, protein expression of the endothelial nitric oxide synthase 
(eNOS) isoform,  eNOS phosphorylated and AT1 receptor was measured. Results 
were expressed as mean ± SEM and differences in the area under the curve 
(dAUC%) or the maximum response (Emax) were evaluated by Student's t-test and 
analysis of variance (ANOVA) one way, repeated measures or completely 
randomized, followed by post-hoc Tukey test when necessary (p<0.05). 
 The Emax for FE was greater in rings incubated with Cd when compared to 
controls (Emax,Ct: 102,5 ± 3,4; Cd: 156,1 ± 4,7). Incubation with L-NAME increased 
the reactivity of the rings in both groups, but to a lesser extent in rings incubated with 
Cd (dAUC% Ct x Ct + L-NAME: 117,0 ± 15,3 vs Cd x Cd + L-NAME: 59,7 ± 11,05). 
Apocynin reduced reactivity in both groups, but with a greater magnitude in rings 
incubated with Cd (dAUC% Ct x Apo: 26,72 ± 9,41 vs Cd x apo + Cd: 62,47 ± 6,13). 
Catalase did not significantly alter the vascular response in the presence of Cd, the 
co-incubation and SOD SOD + Catalase reduced reactivity in rings incubated with Cd 
(Emax, Ct: 90,6 ± 8,1; Cd : 113,6 ± 6,4; SOD + Cd: 72,7 ± 8,4; SOD+ Cd+ Cata 
71,46 ± 10,56). Losartan did not modify the response to phenylephrine compared to 
control values, but caused greater decrease in response in rings losartan + Cd 
compared to rings incubated with only Cd (Emax,Ct: 103,2 ± 6,2; LOS+ Cd: 111,4 ± 
8,2). The same response was observed after incubation with enalapril. Indomethacin 
did not modify the response to phenylephrine compared to the control values, but 
caused greater decrease in response of rings Indo + Cd compared to rings incubated 
with only Cd (Emax,Ct: 88,4 ± 3,6; Indo + Cd: 76,7 ± 5,8). The same response was 
observed with the other inhibitors: NS 398 (Emax,Ct: 92,7 ± 5,4; NS + Cd: 84,0 ± 
6,3), SQ 29,548 (Emax,Ct: 97,2 ± 6,8; SQ + Cd 79,0 ± 7,2), SC 19,220 (Emax,Ct 
97,2 ± 6,8; SC + Cd 102,9 ± 7,6) furegrelato (Emax,Ct 86,6 ± 6,1; FURE + Cd 70,8 ± 
7,3).  The absence of endothelium (E-) caused an increase in response to FE 
compared to rings with intact endothelium (E+) in both groups. This increase was 



 

 

smaller in magnitude in rings (E-) incubated with Cd when compared to E+ incubated 
with metal (% dAUC, CT;E+/E- 147,95 ± 21,9 Cd; E+/E- 67,63 ± 19,04). Cd did not 
alter the vasodilator response to ACh, or the response to NPS. Protein expression 
was similar in both control and cadmium treated groups. 
 Our results suggest that Cd increases Emax to FE acting on the vascular 
endothelium. Furthermore, the mechanisms responsible for this process appear to 
involve: increased bioavailability of angiotensin II and COX product; decreased 
release of NO induced by the increased production of free radicals. 
 
Keywords: Aorta, ROS, COX-2, renin angiotensin system location. 
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I INTRODUÇÃO 

1 Características do cádmio 

 O cádmio é um metal de transição, na classificação periódica  está localizado 

no grupo IIB, é branco prateado, maleável, dúctil, apresenta resistência química e 

mecânica. Os estados de oxidação do cádmio variam de acordo com os compostos, 

podendo ser +1, ou +2. O estado de oxidação +1 é muito raro, apresentando-se 

quase sempre no estado de oxidação +2 (Russel, 2004). Este metal foi descoberto 

no ano de 1817 pelo químico alemão Friendrich Stromeyer, quando do aquecimento 

da calamita (carbonato de zinco). Ao aquecer o minério em seu estado impuro ele 

observou uma coloração diferente durante o experimento, suspeitando se tratar de 

outro metal, até o momento desconhecido. O nome do elemento é proveniente do 

latim “cadmia” que significa calamita, em virtude do cádmio encontrar-se presente 

neste minério (Russel, 2004). 

 O cádmio não é encontrado na sua forma elementar na natureza, sendo 

encontrado combinado com outros elementos, tais como oxigénio, cloro, ou enxofre, 

é obtido industrialmente como subproduto da purificação eletrolítica do Cu, Pb e Zn 

ou por redução  do CdS  com Ca metálico (Mendham et al., 2002).  

 O metal cádmio é utilizado principalmente como pigmentos para criar cores 

como amarelo, laranja, vermelhos e corantes marrons. Também é utilizado na 

composição tintas, plásticos e cerâmicas. Além disso, o metal é usado para produzir 

as baterias de níquel-cádmio e no processo de galvanização, como um anticorrosivo. 

Ele pode ser encontrado em condutores elétricos, no cloreto de polivinilo (PVC), em 

fotocélulas, pneus, radiadores de automóveis, componentes eletrônicos, e 

elementos de aquecimento.  



 

 

 O uso do cádmio na produção de pigmentos, estabilizantes de PVC e na 

galvanização tem sido reduzido e, em alguns países foi até extinto, no entanto, na 

União Europeia, tais fins ainda representam uma grande porção do consumo total de 

cádmio (NCM, 2003).  A produção de baterias níquel-cádmio vem ganhando grande 

espaço no mercado mundial contribuindo para cerca de 78 % do consumo total do 

metal (NCM, 2003). 

 

1.1 Contaminação Ambiental e Exposição 

 As fontes naturais de cádmio na atmosfera são a atividade vulcânica, a 

erosão de rochas sedimentares e fosfáticas e os incêndios florestais. O cádmio está 

presente em baixa abundância na maioria dos solos, rochas e águas, enquanto 

valores elevados, no entanto, estão associados com o chumbo e zinco e alguns 

minérios de rocha de fosfatos, que são uma rica fonte de fosfato para a produção de 

fertilizantes (Cercla, 1992; WHO, 1992).  

 O cádmio é encontrado em toda crosta terrestre na concentração de 0,1-0,5 

ppm. É também um constituinte natural das águas dos oceanos com níveis médios 

entre <5 e 110 ng/L, geralmente concentra-se perto de áreas costeiras na forma de 

fosfatos marinhos (ATSDR, 2008). Em 1983, cerca de 140-1500 toneladas de 

cádmio foram lançadas para a atmosfera através de erupções vulcânicas (Nriagu, 

1989). Para o mesmo ano, Nriagu e Pacyna (1988) estimaram a contaminação 

atmosférica por fontes antropogênicas em 7600 toneladas de cádmio.  

 As fontes antropogênicas incluem as atividades de mineração, produção, 

consumo e disposição de produtos que utilizam cádmio e as fontes consideradas 

“inadvertidas” onde o cádmio é constituinte natural do material que está sendo 

processado ou consumido: metais não-ferrosos, ligas de zinco, chumbo e cobre, 



 

 

emissões de indústrias de ferro e aço, combustíveis fósseis (FIT, 2012). As 

concentrações relatadas de cádmio no sangue de trabalhadores expostos estão 

geralmente compreendidas entre 5 e 50 µg/L, mas exposições extremas tiveram 

como resultado os níveis de entre 100  e 300 µg/L (Roels et al, 1982; Hassler et al, 

1983).  

 As fontes antropogênicas são as principais fontes de contaminação da 

população com cádmio, em especial, as indústrias são responsáveis pela 

contaminação da população de áreas ao seu entorno.  Um exemplo clássico de 

contaminações por cádmio foi bastante divulgado: em 1910 no período pós-guerra, o 

acidente ocorrido nas margens do rio Jintsu, na região de FunchuMachi, no Japão, 

quando plantadores de arroz e pescadores se viram acometidos de dores 

reumáticas e mialgias. Esses trabalhadores foram vítimas dos despejos industriais 

de jazida de zinco e chumbo denominada de Kamioka e da respectiva usina de 

processamento de chumbo e zinco, localizadas a 50 km das margens do rio.  A 

doença, causada pelo cádmio, elemento contaminante natural deste processamento, 

ficou conhecida na ciência médica como Itai-Itai. 

 Adquiriu este nome porque as vítimas gemiam muito e itai-itai significa o 

gemido da dor "aiai". É caracterizada por dores súbitas na área lombar, nas costas e 

nas articulações. Mesmo com protestos da população contra a contaminação dos 

arrozais, para atender a demanda da indústria bélica, ocorreu aumento da produção 

de chumbo e zinco. Isso elevou a concentração de cádmio nos efluentes do referido 

rio, o que resultou no agravamento da contaminação da população (Friberg et al., 

1974). 

  No Brasil, em 1996, no Rio de Janeiro, em Itaguaí, uma fábrica de zinco 

eletrolítico foi denunciada por despejar na região mais de 50 milhões de litros de 



 

 

água e lama contendo zinco e cádmio, contaminando os manguezais que abrigavam 

caranguejos, siris, ostras e mexilhões, consumidos pelas populações locais e da 

cidade do Rio de Janeiro (Gonçalves et al., 1996).  

 Devido às suas propriedades não biodegradáveis, cádmio persiste no 

ambiente e bioacumula em plantas e animais incluindo o ser humano (Satarug, et al., 

2003; Clemens, 2006). Certas plantas (por exemplo, tabaco, amendoim, sementes 

de girassol, sementes de linhaça) e animais (por exemplo, filtradores como ostras) 

podem bioacumular altos níveis de cádmio e são referidos como hiper-acumuladores 

(Kruzynski, 2004; Whyte et al., 2009; Bendell, 2010). O conteúdo de cádmio de 

ostras do oceano Pacífico chega a 13,5 mg/kg de peso seco, enquanto que, a 

quantidade de cádmio observada nas ostras da costa da Nova Zelândia, é duas 

vezes maior, devido à contaminação dessa área (Copes et al., 2008).  

 A alimentação e o tabagismo são as principais fontes de exposição para a 

maioria das pessoas, alta carga corporal de cádmio foi associada com o consumo 

frequente de moluscos e crustáceos (Haswell-Elkins et al.,  2007; Copes et al., 2008; 

Satarug, 2010) e ao tabagismo (El-Agha & Gökmen 2002, Marano et al, 2012).  A 

maior fonte de captação de cádmio por humanos é portanto, o tabagismo (um 

cigarro contem aproximadamente 1 a 2 µg; diariamente há captação de 

aproximadamente 1 a 3 µg por maço de cigarro fumado) e para não fumantes a 

alimentação é a maior fonte (ingestão diária, aproximadamente 30 µg, captação de 

cerca de 1 a 3 µg) (ATSDR, 2008). 

 O acumulo substancial em vegetais folhosos, sementes oleosas e folhas de 

tabaco é devido ao uso de fertilizantes fosfatados que possuem o metal em sua 

constituição (WHO, 1992). Fumantes apresentam aproximadamente o triplo da 

concentração sanguínea de cádmio encontrada na população não-fumante (1.58 



 

 

µg.L-1 para fumantes vs 0.47 µg.L-1 para não-fumantes), o que faz do fumo do 

tabaco, a principal forma de exposição não-ocupacional ao cádmio (ATSDR, 2008). 

O alto nível de cádmio em fumantes tem sido associado ao aumento do risco de 

hipertensão e doenças cardiovasculares (Afridi et al., 2010).  

 Abu-Hayyeh et al., (2001) interessantemente, demonstraram que o teor de 

cádmio em aortas de humanos aumenta em proporção direta para os anos/maço de 

cigarros fumados, com o acumulo seletivo na camada média. A concentração média 

de cádmio na camada média de aorta de humanos foi de 7 µmol/L. Essa 

concentração de cádmio foi suficiente para reduzir significativamente a síntese de 

colágeno nessas células. 

 Outra forma de exposição crescente, em especial para crianças, é através de 

pigmentos coloridos que contém esse metal. A concentração de cádmio tem sido 

uma das principais causas de “recall” em diferentes produtos infanto-juvenis como 

joias, brinquedos, tintas, e outros itens comuns. Em 2010, empresas voltadas para o 

mercado pré-adolescente, incluindo Claire’s Stores, Wal-Mart e Dress Barn, fizeram 

“recall” de produtos como colares, brincos e pulseiras depois de descobrirem que os 

produtos continham níveis substanciais de cádmio. No mesmo ano, a empresa 

McDonald’s realizou “recall” de 12 milhões de copos do “Shrek” pelo mesmo motivo 

(Mead, 2010). O cádmio foi utilizado nesses produtos para produzirem cores como 

vermelho e amarelos intensos. 

 A Organização Mundial de Saúde adota como limite de segurança para a 

ingestão de cádmio de 7 µg/semana/kg de peso corporal. Esse valor foi baseado na 

concentração renal crítica de cádmio de 100 a 200 µg/g de peso seco, o que 

corresponde à concentração urinária de cádmio de 5 a 10 µg/g de creatinina (WHO, 

1993). Os principais marcadores de exposição ao cádmio são as concentrações de 



 

 

cádmio na urina e no sangue total. A concentração de cádmio na urina de 24 horas é 

utilizada como marcador para a exposição de longo prazo (Nordberg et al., 2007). Já 

a concentração sanguínea de cádmio reflete exposição mais recente, decorrentes 

dos últimos meses (Nordberg et al, 2007) e tem como limite de tolerância biológica o 

valor de  5 µg/L de cádmio no sangue (ACGIH, 2007).  

 O cádmio pode se tornar disponível para distribuição por diferentes vias entre 

elas: oral, inalatória e cutânea. No entanto, em torno de 50% do cádmio inalado é 

absorvido, enquanto que a via oral permite a absorção de apenas 5% da dose do 

metal (WHO, 1992). Ao se tornar disponível ao organismo o mesmo apresenta 

amplo volume de distribuição podendo influenciar diferentes órgãos e sistemas. O 

cádmio não apresenta função endógena conhecida. O cádmio se acumula em 

diversos órgãos, principalmente nos rins e no fígado, apresentando meia-vida em 

torno de 10 à 35 anos em humanos (WHO, 1992). Sua excreção renal diária é de 

apenas 0.007% do conteúdo corporal de cádmio, apresentando grandes variações 

entre indivíduos (WHO, 1992). 

 Após absorvido, o cádmio (Cd2+), ganha a circulação onde pode circular como 

íon livre ou se ligar a proteínas plasmáticas como albumina e à metalotioneína (MT), 

uma proteína de baixo peso molecular, rica em cisteína, com grande afinidade por 

metais (Bressler et al., 2004; Nordberg, 2004). A partir daí o Cd é absorvido pelas 

células dos órgãos alvo (fígado, rins e testículos) através de transportadores de 

soluto e de canais de cálcio, manganês, ferro (Bressler et al., 2004;  Dalton et al., 

2005; Levesque et al., 2008).  

 A ligação a MT impede as ações do cádmio sobre outras macromoléculas 

além de dificultar a excreção renal desse metal (Klaassen et al., 2009). Assim, 

quando o complexo MT-Cd2+ chega aos rins, é filtrado e reabsorvido pelas células 



 

 

dos túbulos proximais, onde a ligação desse complexo é quebrada, liberando o 

cádmio bivalente para a circulação. Quando o conteúdo de cádmio excede a 

capacidade de produção e ligação dessa proteína, a concentração de cádmio livre 

aumenta e passa a causar seus efeitos deletérios sobre diversos tecidos (Friberg et 

al., 1986).  

 

1.2 Efeito do cádmio nos diferentes sistemas 

 O cádmio altera de maneira prejudicial diferentes órgãos e sistemas causando 

diversas desordens. Dependendo da dose, via e duração da exposição, Cd pode 

danificar vários órgãos, incluindo os rins, pulmões, fígado e testículos (Elinder and 

Kjellstrom,1986; Jarup et al., 1998). Além disso, o cádmio possui atividade 

teratogênica e carcinogênica (Degraeve,1981; IARC, 1993). Evidencias, sugerem 

que muitos dos efeitos do Cd no organismo envolvem ações sobre o endotélio 

vascular (Navas-Acien et al., 2004 e 2005, Woods, 2007; Prozialeck, 2008).  

 A exposição crônica a altas concentrações de cádmio é caracterizada por 

prejuízo da função tubular e glomerular, além de osteomalácia e osteoporose, que 

resulta e em dor intensa e fraturas múltiplas de ossos (Inaba et al., 2005). Já a 

exposições a baixas doses tem sido relacionado ao prejuízo da função tubular renal 

com perda da capacidade reabsortiva de nutrientes, vitaminas e minerais. Esses 

efeitos acabam influenciando no funcionamento de outros órgãos, a exemplo dos 

ossos que, com a redução do cálcio sanguíneo, sofre desmineralização (WHO, 

1992).   

 Evidências sugerem que a exposição crônica a baixas doses de cádmio 

prejudica a função das células β pancreáticas, produtoras de insulina, e, portanto 

pode estar associada ao diabetes tipo 2 (Muayed et al., 2012). De um ponto de vista 



 

 

biológico, Cd e em menor grau o mercúrio (Hg) é de interesse na biologia das 

células β pancreática, secretoras de insulina, dada a sua semelhança com zinco (Zn) 

e a importância de Zn na fisiologia dessas células (Dodson & Steiner, 1998; 

Chimienti et al., 2006; Lemaire et al., 2009). As células β têm altas concentrações 

intracelulares de Zn, particularmente no interior de vesículas secretoras, onde o 

zinco facilita a formação hexâmeros de insulina, além disso, o Zn pode desempenhar 

um papel na transformação de pró-insulina em insulina para secreção (Huang et al., 

1995; Lemaire et al., 2009). Cd e Hg são metais divalentes e membros do mesmo 

grupo do Zn na tabela periódica e, por conseguinte, apresentam características 

químicas semelhantes. Em vários tipos de células, Cd2+ e, em menor grau, Hg2+ 

competem com Zn2+ em várias proteínas de ligação e transportadores (Eddins et al., 

2008; Antala et al., 2012). A análise dos participantes da “Third National Health and 

Nutrition Examination Survey” (NHANES III) demonstrou uma associação 

significativa entre níveis elevados de cádmio urinário e o aumento nos níveis de 

glicemia em jejum (110-126 mg/dL) (Schwartz et al., 2003). 

 Outro efeito tóxico da exposição ao cádmio é a associação com o 

desenvolvimento de câncer em diferentes órgãos e tecidos (Riederer et al., 2013). A 

“International Agency for the Research on Cancer” considera esse metal como 

carcinogênico (IARC, 1993). Entre as causas, relaciona-se o aumento do estresse 

oxidativo (Cuypers et al., 2010), atividade modificada de fatores de transcrição 

(Watkin et al. 2003), e inibição de reparação do DNA (Jin et al., 2003). Esses fatores 

levam ao aumento da mutagênese e, consequentemente, ao desenvolvimento de 

câncer.  

 

 



 

 

1.3 Efeito do Cádmio no Sistema Cardiovascular  

 Apesar da ideia dos metais pesados (em especial, chumbo, mercúrio, cádmio 

e arsênio) serem considerados fatores de riscos para a saúde estar amplamente 

difundida, os mecanismos específicos pelos quais os metais produzem os seus 

efeitos adversos ainda não estão completamente esclarecidos. No entanto, há 

evidencias que indicam que muitos dos efeitos desses metais, entre eles o cádmio, 

podem resultar de ações específicas de vários componentes do sistema vascular.  

 O funcionamento do sistema vascular envolve interações complexas entre o 

endotélio vascular, o músculo liso vascular, o sistema imunitário, o sistema nervoso, 

e até mesmo fatores químico/metabólicos locais em órgãos e tecidos (Gibbins et al., 

2003; Hill et al., 2001; Triggle et al., 2003; Villar et al., 2006). Estes efeitos 

vasculares contribuem para uma variedade de condições patológicas, incluindo, 

aterosclerose e hipertensão (Navas-Acien et al., 2005b; Prozialeck et al., 2006). 

Epidemiologicamente, há uma associação entre altos níveis de cádmio com: 

hipertensão, acidente vascular cerebral e parada cardíaca (Navas-Acien et al., 2005, 

Bhatnagar 2006, Tellez-Plaza et al., 2008). 

 A hipótese de que o endotélio vascular é um importante alvo na toxicidade ao 

cádmio foi primeiramente relatada ainda no século XX quando Alsberg & Schwartze 

(1919) demonstraram que a exposição aguda ao Cd administrada por via 

subcutânea em ratos, provocou coloração arroxeada nos testículos desses animais. 

Na década de 1950 e 1960, outros pesquisadores relataram que Cd causou 

hemorragia dos testículos em uma ampla variedade de espécies (Parizek & Zahor, 

1956; Kar & Das, 1960; Chiquoine, 1964; Hoey, 1966). Estudos posteriores 

atribuíram esse efeito vascular do cádmio à ruptura das junções entre as células 

endoteliais de capilares e vênulas testiculares, resultando em aumento da 



 

 

permeabilidade testicular, seguido de edema, hemorragia e necrose (Gunn & Gould, 

1970; Gabbiani et al., 1974; Fende e Niewenhuis, 1977; Aoki & Hoffer, 1978; 

Sacerdote & Cavicchia, 1983).  

 Experimentos “in vitro” em células endoteliais, utilizando baixa concentração 

de cádmio, induzem morte celular e levam ao aumento da permeabilidade dessas 

células (Messner et al., 2009). Além disso, Cd induz a expressão de várias 

moléculas de adesão pró-aterogênica à superfície de células endoteliais, tais como 

molécula de adesão intercelular (ICAM-1) e adesão da célula vascular (VCAM-1) 

facilitando a adesão e migração de células do sistema imunológico para a parede do 

vaso (Szuster-Ciesielska et al., 2000). 

 Entre os efeitos vasculares, atualmente tem-se pensado se esses metais 

possuem efeitos sobre a angiogênese. Relativamente pouco tem sido publicado 

sobre os efeitos dos metais nesse aspecto.  No entanto, há um volume crescente de 

evidências indicando que certos metais tóxicos, principalmente cádmio e o arsênio, 

podem ter efeitos profundos sobre a angiogênese, Prozialeck et al., (2008) publicou 

uma revisão em que destaca os possíveis efeitos do cádmio no processo 

angiogênico, como pode ser demonstrado na figura 1.  

 Somado a isso, Kolluro et al., (2006) mostraram que o cádmio pode inibir 

diretamente a migração de células endoteliais e formação do tubo, associando esses 

efeitos com produção reduzida de NO pelas células endoteliais.   

 

 

 

 

 



 

 

Os efeitos do cádmio sobre o processo angiogênico. 

 

Figura 1: Os efeitos do Cd sobre o processo angiogênico. O processo angiogênico pode ser dividido 
em várias etapas sequenciais, as quais podem ser examinadas “in vitro”, incluindo a migração de 
células endoteliais, proliferação e formação do tubo. A parte superior da figura demonstra o processo 
angiogênico normal que ocorrem na ausência de cádmio. As células endoteliais migram em resposta 
a uma atração química, proliferam enquanto se estende do vaso sanguíneo existente e, em última 
análise, diferenciam-se em estruturas semelhantes a tubos. Este último processo é conhecido por 
envolver VE-caderina, que está envolvida na adesão célula-célula, assim como a formação 
intercelular do lúmen (Yang et al., 1999). Na parte inferior, na presença de Cd, há evidências 
sugerindo que a quiescência vascular predomina na presença de Cd. Estudos (Kishimoto et al., 
1996a) sugerem que o Cd inibe a migração de células endoteliais, proliferação, e o processo de 
formação do tubo.  
(modificado de: Prozialeck et al, 2008) 

 

A exposição ao cádmio também foi associada à aterosclerose em modelos 

animais de exposição. Knoflach e colaboradores (2011) estudaram histologicamente 

a aorta de camundongos Apo-E knowout expostos ao cádmio por doze semanas. Os 

resultados indicaram que o cádmio afeta a integridade das camadas de células 

endoteliais facilitando o influxo de componentes séricos pró-aterogênicos e o 

recrutamento de leucócitos. 

Outro aspecto a ser considerado, não de maneira independente, mas 

possivelmente como consequência do dano vascular, é a relação existente entre 

níveis de cádmio e hipertensão, vários estudos epidemiológicos sugerem essa 



 

 

associação (Vivoli et al., 1989; Luoma et al., 1995; Satarug et al., 2003, 2005;). Em 

estudo clínico, Houtman (1993) observou que pacientes com hipertensão 

apresentavam maiores concentrações de cádmio na urina e, além disso, em áreas 

contaminadas com o cádmio, havia maior incidência de aterosclerose.  

Prozialeck et al., (2008) destaca alguns dos mecanismos relatados pelos 

quais os metais, como o Cd e Pb, podem contribuir para o desenvolvimento da 

hipertensão. No caso de Cd, provas consideráveis sugerem que os efeitos 

hipertensos resultam das ações complexas sobre o endotélio vascular e do músculo 

liso vascular. Esse mecanismo é proposto na figura 2: 

 

 

 

 

 

Sinopse do proposto mecanismo fisiológico e celular da hipertensão induzida 

por metais. 

 

Figura 2: Sinopse do proposto mecanismo fisiológico e celular da hipertensão 
induzida por metais. No gráfico, os números de 1-7 descrevem os mediadores 



 

 

vasoativos/receptores endócrino ou parácrinos. Já os números 8-11 refletem 
mudanças diretas na fisiologia do músculo liso vascular e do tecido conjuntivo 
associado a exposição metal. Abreviaturas: αR = receptor α-adrenergico; ACE = 
enzima conversora da angiotensina; βR = receptor β-adrenergico, E = epinefrina; 
ECM = matriz extracelular; IL = interleucina, NE = norepinefrina; NO = óxido nítrico; 
PAI-1 = ativador do plasminogênio-1; PKC = proteína quinase C; SMC’s = células 
musculares lisas; TNF = fator de necrose tumoral α. 
(modificado de: Prozialeck et al, 2008) 

 

Atualmente, acredita-se que a disfunção endotelial contribui para manutenção 

do aumento de resistência vascular, favorecendo o processo hipertensivo (Cannon 

III, 1998; Kolluru et al., 2010; Triggle et al., 2003).  

Apesar da associação entre exposição ao cádmio e hipertensão não ser 

completamente esclarecida em humanos, a indução da hipertensão pela exposição 

ao cádmio é observada em diversos modelos animais. Há relatos da indução de 

dano no túbulo renal proximal, retenção de sal e aumento do volume sanguíneo 

como possível causa da hipertensão induzida pelo cádmio (Satarug et al., 2005). 

Outros autores associam à depleção da glutationa (Valko et al., 2005) levando ao 

estresse oxidativo e peroxidação lipídica, como possíveis ações pró-hipertensivas 

induzidas pelo cádmio (Yiin et al., 1999). Hipóteses adicionais para o mecanismo de 

desenvolvimento de hipertensão após a exposição ao cádmio incluem interação com 

canais de Ca2+ (Balaraman et al., 1989), estimulação do sistema nervoso simpático 

(Fadloun & Leach, 1980), e redução da liberação de agentes vasodilatadores 

(Skozynska & Martynowicz, 2005). Além disso, o endotélio vascular é considerado o 

principal alvo, do sistema cardiovascular, de intoxicação pelo cádmio, levando ao 

desequilíbrio da biodisponibilidade de substâncias vasodilatadoras e 

vasoconstritoras levando ao aumento do tônus vascular (Martinowics et al., 2004; 

Kolluru et al., 2006; Donpunha et al., 2011).  



 

 

Conforme descrito, observa-se que os efeitos do cádmio sobre o sistema 

cardiovascular, em especial sobre o endotélio vascular, tanto em humanos quanto 

em ratos, resultam em alterações envolvendo diversos mecanismos que cursam com 

disfunção endotelial e aumento da pressão sanguínea. Nesse sentido, para que se 

possa ter uma melhor compreensão dos efeitos do cádmio sobre o leito investigado, 

bem como um melhor entendimento das vias funcionais e bioquímicas que foram 

estudas no presente estudo faremos uma breve descrição sobre as principais vias 

endoteliais que podem estar envolvidas nas respostas vasculares provocadas por 

esse metal.  

 

1.4 Tônus vascular e sua regulação 

O principal fator determinante da resistência vascular periférica é o tônus 

vascular. Assim como, a resistência vascular periférica é importante na regulação da 

pressão sanguínea e na distribuição do fluxo sanguíneo entre e dentro dos tecidos e 

órgãos do corpo. A regulação da atividade contrátil das células do músculo liso 

vascular (MLV) é dependente de uma complexa interação entre estímulos 

vasodilatadores e vasoconstritores oriundos de hormônios, neurotransmissores, 

fatores derivados do endotélio e pressão sanguínea (Jackson, 2000; Blaustein & 

Hamlyn, 2010). 

As células do MLV, assim como as demais células musculares, dependem 

diretamente de um aumento na concentração de Ca2+ citosólico para deflagrar sua 

contração. Essa concentração de Ca2+ é regulada por vários sistemas de entrada, 

saída e estoque de cálcio. O influxo de Ca2+ ocorre por diversos canais entre eles: 

canais para cálcio operados por receptores (ROCs); canais para cálcio operados por 

voltagem (VOCs); canais para cálcio operados por estoques (SOC) e canais para 



 

 

cálcio ativados por estiramento (SAC). Pode-se citar também a entrada ou saída de 

Ca2+ da célula via trocador Na+/Ca2+, que é regulado pelo gradiente eletroquímico de 

sódio. Tal gradiente, por sua vez, é controlado pela Na+K+/ATPase. Além dos canais 

que promovem influxo ou efluxo de Ca2+, esse íon também é armazenado pelo 

retículo sarcoplasmático (RS) através do seqüestro de Ca2+ intracelular pela bomba 

de cálcio do retículo (Kim et al., 2008, Blaustein & Hamlyn, 2010). 

Sendo assim, o influxo de Ca2+ através de canais da membrana plasmática e 

a liberação de Ca2+ de estoques intracelulares são a maior fonte para ativação da 

contração. Essa contração é mediada por dois mecanismos: acoplamento 

eletromecânico e acoplamento farmacomecânico (Somlyo & Somlyo, 1968).  

O acoplamento eletromecânico baseia-se na contração dependente das 

mudanças no potencial de membrana da célula.  A despolarização da membrana, 

induzida, por exemplo, pelo aumento da concentração de K+ extracelular, promove 

influxo de Ca2+ através da abertura de canais VOCs, causando contração (Bulbring 

& Tomita, 1987; Ganitkevich & Isenberg, 1991). Ainda, trabalhos mostram que o KCl, 

atua como um estímulo sensibilizador de cálcio na contração do músculo liso (Ratz 

et al., 2005). Entretanto, o acoplamento farmacomecânico baseia-se na contração 

induzida por agonistas contráteis, como norepinefrina, endotelina, angiotensina II, 

serotonina e fenilefrina. Esses agonistas ligam-se a receptores específicos da 

membrana da célula muscular lisa que são acoplados à proteína G. A interação 

agonista-receptor ativa a subunidade α da proteína G, que por sua vez, ativa a 

fosfolipase C (PLC) levando à síntese de 1,4,5-trifosfato de inositol (IP3) e 

diacilglicerol (DAG). O IP3 interage com seus receptores na membrana do RS e 

estimula a liberação de Ca2+. O DAG ativa a proteína quinase C (PKC), que aumenta 

a mobilização de Ca2+ através de canais da membrana, além de aumentar a 



 

 

sensibilidade das proteínas contráteis ao Ca2+ e fosforilar a cadeia leve da miosina. 

Todos esses mecanismos aumentam a concentração intracelular de Ca2+ (Laporte et 

al., 2004; Blaustein & Hamlyn, 2010). 

Dessa forma, o Ca2+ liga-se à calmodulina, formando o complexo Ca2+- 

calmodulina. Uma vez formado o complexo cálcio-calmodulina, ocorre ativação da 

MLCK que, por conseguinte, ativa a fosforilação da MLC20, viabilizando a interação 

entre os miofilamentos de actina e miosina, portanto, a contração muscular (Stull, et 

al., 1991; Horowitz, et al., 1996; Kim et al., 2008). Contudo, quando a concentração 

intracelular de Ca2+ é menor que 10-6 M, ocorre desativação do complexo cálcio-

calmodulina-MLCK. Entra em ação, a enzima fosfatase de cadeia leve, removendo o 

grupo fosfato da miosina, ou seja, desfosforilando a miosina. Assim, a baixa 

atividade da ATPase torna a contração inibida, e consequentemente induz o 

relaxamento do músculo liso vascular.  

Assim, hormônios e neurotransmissores possuem capacidade regulatória 

sobre a atividade contrátil das células do MLV, e, portanto, sobre o tônus vascular, 

fator determinante da resistência vascular periférica. Adicionalmente, fatores 

derivados do endotélio vascular também atuam na regulação do tônus vascular. 

 

1.5 Endotélio vascular 

O endotélio vascular é formado por uma camada de células localizada na 

interface entre o sangue e o músculo liso vascular. Encontra-se localizado 

estrategicamente na parede vascular e assim ele pode: atuar como sensor de 

alterações hemodinâmicas; transmitir sinais celulares e da matriz extracelular; 

produzir mediadores que interferem com crescimento, atividade, migração e morte 

celular; manter as alterações adaptativas para a adequação às necessidades 



 

 

circulatórias (Carvalho et al., 2001). Além disso, as células endoteliais realizam 

importantes eventos fisiológicos e fisiopatológicos, respondendo à forças mecânicas 

e a agentes neuro-humorais, e são responsáveis pela liberação de fatores contráteis 

e relaxantes (Vanhoutte, 2009). 

O endotélio é capaz de liberar substâncias metabolicamente ativas, as quais 

modulam importantes funções no organismo tais como o controle do tônus 

vasomotor, o calibre vascular, o fluxo sanguíneo e também participam do controle 

das respostas inflamatórias e imunológicas (Rubanyi, 1993). Essas substâncias 

produzidas pelo endotélio foram nomeadas como fatores relaxantes derivados do 

endotélio (EDRFs) e fatores constritores derivados do endotélio (EDCFs) (Furchgott 

& Vanhoutte, 1989).  

Dentre as substâncias vasodilatadoras liberadas pelo endotélio podemos 

citar, o óxido nítrico (NO) (Furchgott & Zawadski, 1980) a prostaciclina (PGI2) 

(Bunting et al., 1976; Moncada et al., 1977; Vanhoutte, 1993) e o fator 

hiperpolarizante derivado do endotélio (EDHF) (Taylor & Weston, 1988; Félétou & 

Vanhoutte, 1988). Quanto às substâncias vasoconstritoras temos a angiotensina II 

(Kifor & Dzau, 1987), a endotelina-1 (Yanagisawa et al.,1988), os ânion superóxido 

(O2
­) (Furchgott, 1983; Rubanyi & Vanhoutte, 1986) e os produtos derivados do 

metabolismo do ácido araquidônico como o tromboxano A2 (TXA2) e as 

prostaglandinas H2 e F2 (PGH2 e PGF2) (Frolish & Forstermann, 1989; Vanhoutte, 

1993). 

 

1.6 Óxido nítrico 

Em 1980 Furchgott & Zawadiski, foram os primeiros a demonstrar o papel 

determinante das células endoteliais intactas, na vasodilatação induzida pela 



 

 

acetilcolina em anéis de aortas e arteríolas de coelhos. . A partir desse estudo, 

esses autores sugeriram que o endotélio liberava um fator difusível essencial para o 

relaxamento vascular, o qual eles denominaram de EDRF, porém, ainda era preciso 

identificar qual seria esse fator. Então, a partir dessa descoberta surgiram vários 

estudos a fim de identificar qual seria essa importante substância vasodilatadora 

derivada do endotélio. 

 Inicialmente se achava que o EDRF era um fator derivado da via do ácido 

araquidônico ou que era uma substância lábil produzida pelas reações redutoras em 

pH fisiológico (Furchgot, 1984; Marín, & Sanchez-Ferrer, 1990). Posteriormente, a 

partir dos estudos realizados em 1987, por três grupos de pesquisadores 

absolutamente independentes, descobriu-se que o EDRF era o NO (Furchgott, et al., 

1987; Ignaro et al., 1987; Palmer et al., 1987).  

 O NO é um gás que possui solubilidade reduzida em água, concentração, 

cerca de 1,9 mmol/L em solução saturada,  meia vida curta e alta permeabilidade em 

membranas celulares (Kerwin et al., 1995). 

 O NO é sintetizado por ação da sintase do óxido nítrico (NOS) pela conversão 

de L-arginina a L-citrulina e NO, necessitanto de oxigênio, NADPH (nicotinamida 

adenina dinucleotídeo fosfato), FAD (flavina adenina dinucleotídeo), FMN (flavina 

mononucleotídeo) e BH4 (tetrahidrobiopterina) (Förstermann & Sessa 2012) como 

pode ser demonstrado na figura 3. Existem três isoformas da sintase do NO: duas 

constitutivas, presentes em células endoteliais (eNOS) ou em  células neuronais 

(nNOS), e que tem sua ativação dependente do complexo cálcio-calmodulina; e 

outra que não está presente constitutivamente mas que pode ser induzida por 

estímulos imunológicos, que levam ao aumento de cálcio intracelular e ativação da 



 

 

expressão em macrófagos, células endoteliais, cardiomiócitos, dentre outros tipos 

celulares (Förstermann et al., 1994). 

 

 

 

 

 

 

 

Estrutura e mecanismo catalítico da NOS 

 

Figura 3: Em A: Representação dos monômeros da NOS com capacidade de 
redução de NADPH a FAD e FMN através da transferência de eletrons também 
capacidade limitada para redução de oxigênio molecular a ânion superóxido. Em B: 
Na presença do grupo Heme e demais substrato e cofatores ocorre o acoplamento 
funcional dos monômeros da NOS, formando dímero e permitindo a transferência 
sequencial de elétrons e consequente formação de NO via NOS.  
(Modificado de Förstermann & Sessa 2012) 
 
  A síntese de NO é induzida por vários estímulos físicos e químicos, como 

estiramento vascular produzido por aumento da pressão arterial, estresse de 

cisalhamento, agregação plaquetária, histamina, catecolaminas, aldosterona, 

vasopressina, bradicinina, adenosina difosfato (ADP), serotonina (5-HT), acetilcolina 



 

 

(ACh) entre outras (Moncada et al., 1994; Marín & Rodriguez-Matinez, 1995) como 

pode ser demonstrado na Figura 4. 

 Para produzir relaxamento vascular o NO se difunde para o músculo liso 

vascular e por ativação da guanilato ciclase solúvel (GCs) promove aumento da 

concentração intracelular de GMPc (3`, 5`-monofosfato cíclico de guanosina). O 

GMPc ativa a proteína quinase G (PKG) que fosforila diversas proteínas, reduzindo a 

sensibilidade das proteínas contráteis ao cálcio e assim o relaxamento vascular. 

Além disso, a PKG via canais para K+ dependentes de Ca2+ e voltagem 

hiperpolarizam a membrana plasmática promovendo relaxamento. Dentre todas as 

ações da PKG que também promovem relaxamento vascular podemos ressaltar a 

fosforilação do fosfolambam (PLB) que deixa de inibir a Ca+2- ATPase do retículo 

sarcoplasmático (SERCA), aumentando a recaptação de cálcio e a fosforilação da 

cadeia leve da miosina (MLCK) diminuindo sua sensibilidade ao Ca2+ (Lincoln et al., 

2001; Marín & Rodriuez-Martinez,1995). 

 

 Esquema dos possíveis mecanismos de regulação da produção de óxido 

nítrico em células endoteliais 

 



 

 

Figura 4: O NO é produzido pela conversão de L-arginina pela sintase endotelial do 
NO (eNOS). A transcrição da enzima é regulada genomicamente por hormônios e 
fatores de crescimento. A atividade normal da eNOS requer cálcio, calmodulina, 
NADPH e 5,6,7,8-tetra-hidrobiopterina (BH4). A ativação de outros receptores 
modulam a produção de NO através das heat shock protein (HSP) ou fosforilação da 
Akt. O ADMA, metabólito da L-arginina, reduz a produção de NO por se ligar 
competitivamente a eNOS. 
 (Modificado de Vanhoute, 2009). 

 

 Os efeitos mediados pelo NO dependem da expressão da NOS, da 

biodisponibilidade de fatores que regulam a atividade da NOS e das espécies 

reativas do oxigênio (Chatterjee & Catravas, 2008). 

A redução na produção ou na biodisponibilidade de NO pode ser um dos 

mecanismos que contribui para o aumento da resistência vascular periférica e o 

desenvolvimento da hipertensão em diferentes modelos experimentais e também em 

humanos (McIntyre et al., 1999).  

 Para que a função endotelial mantenha-se normal é essencial que haja um 

equilíbrio entre os níveis de ânion superóxido e a liberação de NO (Fraga et al., 

1990; Nakae et al., 1997). No entanto, a interação entre NO e o ânion superóxido é o 

principal mecanismo de redução de biodisponibilidade dessa molécula, visto que 

quando os níveis de ânion superóxido estão elevados ocorre competição do NO com 

a superóxido dismutase (SOD) pelo ânion superóxido (O2
-) e como a reação do NO 

com o O2
- é aproximadamente seis vezes mais rápida que a reação deste com a 

SOD, o NO torna-se um “scavenger” de ânion superóxido muito mais potente que a 

SOD e isto leva a redução da biodisponibilidade do NO e a geração do peróxido 

nitrito (ONOO-) que é um potente agente oxidante (Rubany & Vanhoute, 1986; 

Koppenol et al., 1992; Beckman & Koppenol, 1996). 

 O aumento da produção de O2
- associado à redução da capacidade anti-

oxidante e a disfunção endotelial também é observado em condições de 



 

 

hiperglicemia e Diabetes. Resultados semelhantes têm sido observados em estudos 

in vitro e in vivo com diferentes modelos experimentais onde a exposição ao cádmio 

promove aumento do estresse oxidativo e disfunção endotelial, disfunção esta 

possivelmente promovida pela redução da biodisponibilidade do NO devido à ação 

das espécies reativas do oxigênio (Siow et al., 1995; Sompamit et al., 2010; 

Donpunha et al., 2011). Somado a isso, Martynowics e colaboradores (2004) 

demonstraram reduzida biodisponibilidade NO em aorta de ratos expostos ao metal 

após quantificação no soro e na aorta de agentes vasoativos.  

1.7 Espécies reativas do oxigênio e estresse oxidativo 

 O termo radical livre pode ser definido como átomos ou moléculas que 

contém um ou mais elétrons desemparelhados em sua órbita (Beckman et al., 1990; 

Halliwell, 1997; Bergendi et al., 1999). Como fontes celulares geradora de radicais 

livres pode-se citar: a mitocôndria como a principal geradora de espécies reativas de 

oxigênio (EROs) em condições fisiológicas e patológicas (Lee & Wei, 2007), a 

xantina oxidase, mieloperoxidases, ciclooxigenases, lipooxigenases, NOS e as 

enzimas da família das NADPH oxidases (Mueller et al., 2005; Bedard & Krause, 

2007; Koh et al., 2009). Weseler & Bast (2010), por meio de uma revisão 

bibliográfica, propuseram as fontes celulares de geração do estresse oxidativo, 

conforme demonstra a figura 5. 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

Fontes celulares de geração do estresse oxidativo 

 

 

Figura 5: Fontes celulares de geração do estresse oxidativo vascular e algumas 
estratégias de intervenções farmacológicas. (1) NADPH- oxidase (2) xantina oxidase 
(3) óxido nítrico sintase  desacoplada. Juntas promovem a produção de espécies 
reativas de oxigênio.  

(Modificado de Weseler & Bast , 2010) 
 

As células vasculares produzem  EROs em condições normais, estas 

espécies, são encontradas em baixos níveis no interior da célula e são 



 

 

constantemente geradas e destruídas por sistemas endógenos e estímulos 

ambientais. O adequado equilíbrio entre a geração e a inativação das EROs é 

necessário para que estas espécies modulam a função vascular, seja por ação direta 

causada pelo estresse oxidativo ou por ativar vias de sinalização intracelulares que 

provocam a proliferação celular, remodelamento vascular, desenvolvimento de 

processo inflamatório e alteração no tônus vascular (Szasz, 2007; Weseler & Bast, 

2010; Zinkevich & Gutterman , 2011) 

No sistema vascular o O2
-, é o ERO mais importante, sendo formado pela 

redução univalente do oxigênio que é mediada por enzimas como a NADPH oxidase 

e xantinas oxidases e também a partir da NOS desacoplada (Weseler & Bast, 2010; 

Förstermann & Sessa 2012). Após ser formado o ânion superóxido além de exercer 

seus efeitos em diferentes vasos e órgãos pode dar origem a outras EROs. O O2
- 

reage com o NO, inativa-o e da origem ao peróxido de nitrito (ONOO-) e por ação da 

SOD o O2
- é dismutado em peróxido de hidrogênio (H2O2) e este pode ser 

convertido em água por ação da glutationa peroxidase (GPx) ou da catalase. O H2O2 

regula vias de sinalização que levam a contração e ao crescimento do músculo liso 

vascular, migração e inflamação. O H2O2 também pode ser metabolizado pela 

mieloperoxidase e formar o ácido hipocloroso (HOCl) ou reagir com metais de 

transição e dar origem ao radical hidroxila (OH) (Griedling et al., 2000; Szocs et al., 

2002).  

 Dentre as enzimas oxidantes, a NADPH oxidase é a mais importante fonte 

geradora de ânion superóxido, sendo constituída por diferentes subunidades: 

gp91phox, p22phox, p47phox, p67phox, p40phox e rac2 (proteína G de baixo peso 

molecular) (Griendling et al, 2000). 



 

 

 Outra fonte geradora de EROs é a xantina oxidase que utiliza a xantina, 

hipoxantina ou a NADH na geração de EROs enquanto a mieloperoxidase além de 

formar EROs utiliza o NO para gerar espécies reativas de nitrogênio provocando 

redução da biodisponibilidade do NO e aumento do estresse oxidativo (Gaut et al., 

2002; Harrison, 2002). As três isoformas da NOS também podem promover a 

formação de O2
- quando estão desacopladas. Na eNOS o desacoplamento é 

causado pela ausência dos co-fatores L-arginina e tetrahidrobiopterina (BH4) 

(Vasquez-Vivar et al., 1998; Andrews & Mayer, 1999, Förstermann & Sessa, 2012). 

 Outro aspecto que deve ser considerado são os diferentes tipos de 

mecanismos intracelulares e extracelulares associados a atividades enzimáticas que 

compõem o sistema antioxidante. Esses mecanismos irão se contrapor a ação das 

EROs e do estresse oxidativo. Nos vasos pode-se considerar as três isoformas da 

SOD, a catalase e a glutationa peroxidase como o principal sistema antioxidante. As 

diferentes isoformas da SOD catalizam a reação que transforma o ânion superóxido 

em H2O2 e O2, sendo a SOD extracelular (ECSOD) a isoforma mais encontrada nos 

vasos. A glutationa peroxidase, que é importante em baixos níveis de estresse 

oxidativo, transforma o H2O2 em H2O. Enquanto a catalase, importante antioxidante 

intracelular, é mais efetivo quando o estresse oxidativo está em altos níveis e 

participa da reação que transforma o H2O2 em H2O e O2 (Cai, 2005; Sindhu et al., 

2005; Gongora et al., 2006).  

 Situações onde ocorre aumento da produção de EROs, redução da atividade 

do sistema antioxidante e aumento do estresse oxidativo estão associadas ao 

desenvolvimento de enfermidades como o câncer, artrites, doenças 

neurodegenerativas e cardiovasculares (Griendling & Fitzgerald, 2003; Navas-Acien 

et al., 2005b; Prozialeck et al., 2006 e Valko et al., 2006). 



 

 

 Quanto a capacidade do cádmio em induzir a geração EROs parece estar 

relacionada a mecanismos indiretos, visto que o cádmio é um metal redox-estável. 

Entre os mecanismos propostos, pode-se destacar a ligação a grupos sulfidril (-SH) 

de proteínas levando a inativação de antioxidantes que possuem composto tiol, em 

especial a redução da glutationa, um importante antioxidante citoplasmático (Ercal et 

al., 2001; Pompella et al., 2003). Como resultado ocorre aumento na produção de 

EROs como ânion superóxido, peróxido de hidrogênio e radicais hidroxila (Manca et 

al., 1994; Bagchi et al., 1997; Liu & Jan, 2000). Adicionalmente, há evidências que o 

cádmio aumenta EROs em torno do aumento da peroxidação lipídica e dano 

oxidativo do DNA (Kamiyama et al.,1995; Bagchi et al., 1997; Liu et al., 2008; 

Waisberg et al., 2003). Djukic-Dosic et al., 2008 demonstraram a capacidade do 

cádmio em promover peroxidação lipídica e aumento de ferro hepático  em 

camundongos após 24 horas de um única dose oral de cádmio.  

 Também, estudos demonstram que metais pesados, entre eles o cádmio 

induzem a inibição da glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PDH), podendo levar a 

depleção de NADPH e glutationa e subsequente morte celular (Tian et al.,1999; Wolf 

& Baynes, 2007). Outra importante enzima tiol é a gliceraldeído 3-fosfato 

desidrogenase (GAPDH), assim como a G6PDH esta enzima esta sujeita a 

modificações no estresse oxidativo (Ciolino & Levine, 1997). A inibição dessas 

enzimas e a consequente depleção de ATP produzem citotoxicidade e apoptose 

(Lest et al., 1997; Terminella et al., 2002). Ao nível celular, o cádmio induz ambos os 

processos de reparação e danos, no qual o estado redox celular desempenha um 

papel crucial. Não sendo redox-ativo, o cádmio é incapaz de gerar espécies reativas 

de oxigênio (ROS) diretamente, mas o estresse oxidativo induzido por ele é um 

fenômeno comum observado em vários estudos (Cuypers  et al., 2010). 



 

 

  

1.8 Via da Ciclooxigenase (COX) 

Os prostanóides derivados da via da ciclooxigenase participam na regulação 

do tônus vascular tanto em condições fisiológicas quanto patológicas. Eles atuam 

sobre o leito vascular promovendo tanto a vasoconstrição como a vasodilatação. A 

produção destes prostanóides depende da disponibilidade de ácido araquidônico e 

da atividade das ciclooxigenases e das sintases das prostaglandinas (Davidge, 

2001; Adeagbo et al., 2005; Alvarez et al., 2005, 2007). 

Os prostanóides possuem como precursores o ácido araquidônico, o qual é 

liberado pelos fosfolipídeos da membrana, sob ação da fosfolipase A2 (PLA2) e sofre 

ação da prostaglandina H sintase também denominada de ciclooxigenase (COX). Há 

duas isoformas principais da ciclooxigenase, denominadas ciclooxigenase-1 (COX -

1) e 2 (COX-2) que realizam a síntese das prostaglandinas (PG) e do tromboxano A2 

(TXA2). A COX-1, considerada a isoforma constitutiva, é expressa em muitos tecidos 

e sintetiza pequenas quantidades de PGs e tem como principal função a 

manutenção das funções fisiológicas (Smith et al., 1996). A COX-2 é a isoforma 

induzida por estímulos pró-inflamatórios, citocinas, fatores mitogênicos e 

endotoxinas e tem a expressão relacionada principalmente com processos 

inflamatórios (Wu, 1995, Antman et al., 2005). As isoformas da COX convertem o 

ácido araquidônico em Prostaglandina H2 e esta por ação de sintases específicas é 

convertida em prostaglandina E2 (PGE2), prostaglandina I2 (PGI2), prostaglandina F2α 

(PGF2α), prostaglandina D2 (PGD2) ou TXA2 (Mardini & FitzGerald, 2001). Em 

condições fisiológicas existe um equilíbrio entre a formação de prostanóides 

vasodilatadores e vasoconstritores derivados da COX, contribuindo para 

manutenção do tônus vascular. Contudo, em algumas doenças vasculares a 



 

 

produção de prostanóides constritores encontra-se aumentada (Vanhoutte et al., 

2005). 

Uma vez secretados pelas células que os sintetizam, os prostanóides 

exercem seus efeitos via receptores específicos: TP para o TXA2; IP para a PGI2; FP 

para o PGF2; DP para a PGD2 e para a PGE2 são descritos 4 subtipos de receptores 

denominados EP1 – EP4. Esses receptores apresentam mecanismos diferenciados, 

relacionando-se de acordo com a subunidade na qual o mesmo se encontra ligado a 

proteína G. Sendo que, aquele grupo de receptores acoplados à proteína Gs 

promove ativação da AC, aumento do AMPc e consequente relaxamento do músculo 

liso. Ao passo que, os receptores EP1, FP e TP encontram-se acoplados à proteína 

Gq e quando são estimulados controlam o aumento da [Ca2+]i e assim 

vasoconstrição. Este mesmo efeito é provocado pela ativação dos receptores EP3 os 

quais são acoplados à proteína Gi. Quando ativados esses receptores promovem 

inibição da AC, diminuído a formação de AMPc resultando em vasoconstrição (Funk, 

2001; Wright et al., 2001).  

Ramirez & Gimenez (2003) demonstraram que a exposição in vivo Cd altera 

o equilíbrio redox em macrófagos peritoneais de rato, levando a produção excessiva 

de espécies reativas de oxigênio, e sobrecarregando as defesas antioxidantes. Além 

disso, o mesmo grupo demonstrou neste mesmo modelo um aumento da 

peroxidação lipídica e consequente aumento da liberação de ácido araquidônico 

(AA), maior produção de óxido nítrico e prostaglandina E2, com indução da iNOS e 

da ciclooxigenase-2 em comparação com os macrófagos de controles. Em adição, 

Suzuki et al. (1989) e Romare & Lundholm (1999) demonstraram separadamente 

que a exposição in vitro ao cádmio induz expressão de COX-2 e a produção de 

prostaglandina E2 em osteoblastos de camundongos. Apesar de vários estudos 



 

 

disponíveis na literatura que demonstram a possível relação entre cádmio e indução 

de COX-2 não encontramos demonstrados os efeitos do cádmio sobre a via da 

ciclooxigenase na reatividade vascular à fenilefrina em aorta de ratos.  

 

1.9 Sistema Renina-Angiotensina 

O sistema renina-angiotensina (SRA) faz parte de um complexo sistema 

hormonal e exerce importante papel na regulação da pressão sanguínea e na 

homeostase dos fluídos corporais, sendo esse sistema circulante e também local 

presente em diferentes tecidos como: cérebro, rins, córtex da adrenal, coração e 

vasos sanguíneos (Dzau, 1989; Danser, 1996; Bader et al., 2001). O SRA 

desempenha papel vital no controle da função dos sistemas cardiovascular e renal, 

pois a angiotensina II, principal substância efetora deste sistema, participa do 

controle do tono vascular e na manutenção da pressão arterial em níveis adequados. 

Além disso, sabe-se que o SRA local ou tecidual refere-se a um sistema peptidérgico 

com características de uma glândula endócrina (Paul et al., 2006). 

A angiotensina II atua diretamente sobre receptores específicos localizados 

nas células do músculo liso vascular ou atua através da liberação de aldosterona 

pela estimulação da adrenal (Quinn & Williams, 1988; Hackenthal, et al., 1990; 

Deschepper, 1994; Hall, 2003; Persson et al., 2004).  

A angiotensina II atua em dois tipos de receptores específicos os da 

angiotensina tipo 1 (AT1) que são amplamente distribuídos por todos os órgãos e nos 

angiotensina tipo 2 (AT2). A ação da angiotensina II sobre os receptores AT1 são as 

que caracterizam seus efeitos clássicos. No entanto os receptores da angiotensina 

tipo 2 (AT2) quando estimulados antagonizam os efeitos dos receptores AT1  e 

exercem efeito anti-proliferativo e anti-apoptótico. Os receptores AT2 são importantes 



 

 

na regulação do crescimento, na diferenciação e na regeneração do tecido nervoso, 

mas após o nascimento ocorre redução da sua expressão, expressão esta que pode 

ser induzida em algumas condições patológicas (Griedling, et al., 1996; Steckelings 

et al., 2005). 

A atuação da angiotensina II no receptor AT1 ocorre por vias mediadas por 

proteínas G, tirosinas-quinases e por receptores não-tirosina-quinases. A 

angiotensina II além de alterar a reatividade vascular exerce importante ação pró-

inflamatória na parede vascular através da produção de espécies reativas de 

oxigênio, citocinas inflamatórias e moléculas de adesão (Schiffrin, 2005; Pauletto & 

Rattazzi, 2006) que participam das respostas inflamatórias presentes nas doenças 

vasculares. A angiotensina II também estimula a liberação de prostaglandinas em 

células do músculo liso, e também em outros tipos celulares, através da ativação da 

fosfolipase A2 (Freeman et al., 1998).  

Além disso, a angiotensina II regula a produção de prostanóides e a 

expressão da COX-2 em células do músculo liso vascular (Ohnaka et al., 2000; Hu et 

al., 2002, Alvarez et al., 2007) e em fibroblastos adventiciais através da ativação dos 

receptores AT1 (Beltrán et al., 2009). Devido a isto alterações no sistema renina-

angiotensina estão associadas ao desenvolvimento de doenças como aterosclerose, 

hipertensão arterial e insuficiência renal e cardíaca (Rajagopalan et al., 1996; 

Griendling et al., 2000; Ohtsu et al., 2005). 

A hipertensão induzida pelo cádmio em experimentos animais pode ser 

relacionada a mudanças no sistema renina-angiotensina. Entretanto, mudanças 

nesse sistema são dependentes de dose de exposição, via de administração do 

metal, tempo de exposição, espécie, idade e sexo dos animais (Luz et al., 1998). Há 

cada vez mais evidências na literatura demonstrando a relação da ativação do 



 

 

sistema renina-angiotensina na fisiopatologia da lesão tecidual induzida por cádmio 

(Davalli et al., 1992; Lall et al.,1997; Varoni et al., 2010).  

A angiotensina II também exerce efeito sobre leito vascular através da 

indução do estresse oxidativo levando ao aumento do anion superóxido, peróxido de 

hidrogênio e radicais hidroxilas através da ativação da NADPH oxidase (Cai et al., 

2003; Suzuki et al., 2005) que é a principal fonte de produção por espécies reativas 

de oxigênio induzidas pelo cádmio (Souza et al., 2009; Banakou e Dailianis, 2010). 

Conforme expostos nesta breve revisão, pode-se notar que o cádmio possui 

a capacidade de alterar a função endotelial. Entretanto os mecanismos envolvidos 

nesses processos devem ser melhor esclarecido, visto que, a maioria dos estudos 

encontrados analisa os efeitos da exposição ao cádmio por períodos prolongados de 

três meses ou mais, ou por períodos curtos com concentrações elevadas do metal. 

Há uma escassez de estudos que avaliam os efeitos do cádmio sobre a reatividade 

vascular à fenilefrina de maneira aguda. Dessa forma, evidencia-se a necessidade 

de novos estudos para se compreender a toxicidade desse metal sobre os vasos 

sanguíneos, sua influência sobre a função endotelial e uma possível associação com 

desenvolvimento de hipertensão e aterosclerose, processo que ocorre em artérias de 

grande calibre como a aorta. 

Assim, este trabalho visa avaliar os efeitos da exposição aguda ao cloreto de 

cádmio em anéis de aorta de ratos, visando esclarecer mais detalhadamente os 

efeitos tóxicos desse metal em vasos de condutância. 

 

 

 

 



 

 

II OBJETIVOS 

2.1 Objetivo Geral 

 Desenvolver modelo experimental de exposição “in vitro” ao cloreto de cádmio 

e investigar as possíveis alterações promovidas, pela exposição ao CdCl2, na 

reatividade vascular da aorta torácica de ratos. 

 

2.2 Objetivos Específicos  

 Avaliar se a exposição aguda ao CdCl2 promove alteração na reatividade 

vascular à fenilefrina da aorta torácica; 

Verificar se essa exposição ao com CdCl2 altera a participação do endotélio 

na resposta contrátil à fenilefrina; 

Estudar a participação das espécies reativas ao oxigênio, dos prostanóides 

derivados da via da ciclooxigenase-2 e do sistema renina-angiotensina na 

reatividade vascular à fenilefrina da aorta de ratos expostos ao CdCl2; 

Avaliar se a exposição ao CdCl2 altera a expressão protéica da isoforma 

endotelial da sintase do óxido nítrico, do receptor da angiotensina AT1. 

Verificar se em anéis de aorta torácica as respostas vasodilatadoras 

dependentes e independentes do endotélio são alteradas pela exposição aguda ao 

CdCl2; 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

III MATERIAL E MÉTODOS 

3.1 Animais experimentais 

Para a realização experimental deste estudo foram utilizados ratos da 

linhagem Wistar (Rattus novergicus albinus) adultos, com três meses de idade (10-

12 semanas), normotensos, pesando entre 250-300 gramas. Estes foram cedidos 

pelo biotério do Centro de Ciências da Saúde da Universidade Federal do Espírito 

Santo. Todos os animais foram mantidos em gaiolas, sobre condições controle de 

temperatura e ciclo claro-escuro de 12 horas, tendo livre acesso à água e 

alimentação.  

Os procedimentos executados nesta pesquisa estavam em conformidade com 

os princípios éticos da pesquisa com animais, estabelecidos pelo Colégio Brasileiro 

de Experimentação Animal (COBEA-1991) e aprovados pelo Comitê de Ética em 

Experimentação e Uso de Animais da EMESCAM- CEUA 004/2007. 

 

3.2 Metodologia empregada para estudo de reatividade em anéis isolados de 

aorta de rato 

Os animais foram anestesiados com Tiopental sódico (Amental®) na dose de 

50 mg/kg, via intraperitoneal e em seguida, eutanaziados e exanguinados. A aorta 

torácica foi cuidadosamente removida e imersa em uma placa de Petri contendo 



 

 

solução de Krebs- Henseleit (composição em mM: NaCl 127; KCl 4.7; NaHCO3 18; 

CaCl2.2H2O 2.5 ; KH2PO4 1.17; MgSO4.7H2O 1.2; glicose 11 e EDTA 0.01). A aorta 

foi então delicadamente manipulada para retirada do tecido conectivo e adiposo, e 

então dividida em 6-8 seguimentos cilíndricos com 3-4 mm de comprimento como 

demonstrado (Figura 6).  

       

 
 
Figura 6: Aorta torácica imersa em uma placa de Petri contendo solução de Krebs, 
após a remoção do tecido conjuntivo e adiposo à artéria e sendo dividida em 
segmentos cilíndricos entre 3-4 mm.  

 

Após a manipulação os segmentos foram adaptados ao aparato experimental. 

Cada anel da artéria foi colocado em cubas contendo 5 ml de solução de Krebs 

Henseleit mantida aquecida a 37 ºC, continuamente gaseificada com mistura 

carbogênica (95% de O2  e 5% de CO2), mantendo o pH estável em 7,4 de acordo 

com método descrito por Marín et al., (1988).  

Para a montagem da preparação experimental dois fios de aço inoxidável, em 

forma de triângulos, foram passados através do lúmen dos segmentos vasculares, 

de forma que permanecessem paralelos. Um fio foi fixado a uma haste fixa à parede 

da cuba e o outro conectado verticalmente a uma haste móvel presa a um transdutor 

de tensão isométrica. Assim, qualquer alteração no diâmetro do vaso era capitada 



 

 

pelo transdutor de força (TSD 125) conectado a um sistema de aquisição de dados e 

este a um computador (PC Pentium) (Figura 7). 

Após a montagem os anéis aórticos foram submetidos a uma tensão de 

repouso de 1g, reajustada, quando necessário, durante aproximadamente 45 

minutos de estabilização.  

 

Figura 7: Preparação dos anéis isolados de aorta para avaliação da reatividade 
vascular “in vitro”. Sistema de aquisição de dados Biopac Systems (modificado Dias, 
2007). 
 
 

3.3 Avaliação da reatividade vascular ao cloreto de potássio (KCl) 

Após o período de estabilização (Figura 8A), foi adicionado cloreto de 

potássio (KCl) 75 mM ao banho, para verificar a atividade contrátil induzida por 

despolarização e, assim, avaliar a viabilidade do músculo liso vascular (Figura 8B). 

Quando obtinham uma variação de um grama de força a partir do valor basal, estes 

anéis eram lavados aproximadamente três vezes com solução de Krebs-Henseleit 

até retornarem a tensão de repouso (Figura 8 B, C). Dessa forma, aqueles anéis que 

não obtiveram tal contração foram descartados. 



 

 

Após 30 minutos de estabilização (Figura 8 D), uma nova dose de KCl (75 

mM) foi adicionada ao banho para a aquisição de uma contração máxima do 

músculo liso vascular, aferida após 30 minutos, tempo necessário para atingir um 

platô no registro da contração (Figura 8 E, F). Após este platô, os anéis foram 

novamente lavados três vezes para que retornassem à tensão de repouso e, depois 

de 30 minutos (Figura 8 G, H), esses anéis foram submetidos à avaliação da 

integridade funcional do endotélio. 

 

3.4 Avaliação da integridade funcional do endotélio 

A viabilidade endotelial foi avaliada por meio de uma pré-contração com 

fenilefrina 10-6 M. Essa única concentração induziu aproximadamente 75 % da 

contração máxima ao KCl 75 mM. Após a contração seguiu-se a indução do 

relaxamento produzido através da adição de acetilcolina 10-5 M (Figura 8 I, J, L). A 

integridade funcional do endotélio foi considerada apenas nos anéis onde a 

acetilcolina foi capaz de induzir relaxamento igual ou superior a 85% de relaxamento 

à fenilefrina. Os anéis que relaxaram menos que 85% do platô foram descartados. 

 Nos protocolos em que foi avaliada a modulação do endotélio nas ações do 

cádmio sobre a resposta vasoconstritora à fenilefrina. Os anéis foram submetidos a 

uma remoção mecânica desta camada com o auxílio de uma haste de aço inoxidável 

que foi inserida na luz do vaso e friccionada à sua íntima, ocasionando lesão do 

endotélio. A ausência do endotélio foi confirmada pela incapacidade da acetilcolina 

10-5 M induzir relaxamento, após a pré-contração com fenilefrina.  

A figura abaixo é um registro típico que ilustra os protocolos experimentais 

acima descritos: 
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Figura 8: Registro com curvas representando o teste da viabilidade do músculo liso 
vascular com KCl e avaliação da integridade funcional do endotélio. Avaliação da 
viabilidade do músculo liso vascular com KCl: A) Período de estabilização inicial 
(45 min permanecendo na tensão de 0.9 a 1,3 gramas); B) Adição de KCl (75 mM) 
ao banho; C) Lavagem dos anéis com solução Krebs-Henseleit; D) Período de 
estabilização (30 min); E) Adição de KCl (75 mM) ao banho; F) Platô da contração 
induzida pelo KCl (75 mM); G) Lavagem dos anéis com solução Krebs-Henseleit; H) 
Período de estabilização (30 min). Avaliação da integridade funcional do 
endotélio: I) Pré-contração com fenilefrina (Fe) 10-6 M; J)  Platô da contração 
induzida pela Fe; L) Adição de acetilcolina (ACh) 10-5 M. O tempo foi registrado em 
minutos, eixo horizontal (intervalo de 80 min) e a força em gramas (g), eixo vertical. 
(Dias, 2011). 
 
 

3.5 Avaliação da resposta vascular à fenilefrina, à acetilcolina e ao 

nitroprussiato de sódio. 

Após a realização do teste de integridade do endotélio os anéis foram 

lavados três vezes com solução de Krebs-Henseleit para que retornassem à tensão 

basal. Posteriormente, esses anéis foram submetidos aos diferentes protocolos 

experimentais, objetivando o estudos dos efeitos à exposição aguda ao cádmio, 

10µM, na reatividade vascular. Após a incubação, foi realizada a curva 

concentração-resposta (1 M a 30 μM) à fenilefrina ou à acetilcolina ou à 

nitroprussiato de sódio (NPS) na presença ou ausência do cádmio. O tempo de 

incubação/exposição para este metal foi 45 minutos antes do inicio da curva de 

concentração-resposta. Abaixo o esquema representativo das curvas concentração-

resposta. 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9: A) Esquema representativo da resposta vascular à curva concentração 
resposta à fenilefrina; B) Esquema representativo da resposta vascular à curva 
concentração resposta à acetilcolina ou nitroprussiato de sódio (Modificado de 
Peçanha 2009). 
 

3.6 Efeito do cádmio (10 µM) sobre a resposta vasoconstritora à fenilefrina em 

anéis de aorta 

Para avaliar o efeito do cádmio sobre a resposta vasoconstritora à fenilefrina, 

foram realizadas curvas concentração-resposta à fenilefrina (FE, 1 M a 30 μM) na 

presença e na ausência de cádmio (10 µM). O efeito do cádmio na resposta contrátil 

à fenilefrina, foi calculado como percentual de resposta ao KCl (75 mM).  

 

3.7 Avaliação da resposta vasodilatadora dependente e não-dependente do 

endotélio 

 3.7.1 Avaliação da resposta vasodilatadora não-dependente do endotélio 

Curvas concentração-resposta ao doador de óxido nítrico, nitroprussiato de 

sódio (NPS, 1 M a 30 μM), foram utilizadas para avaliar o relaxamento não-

dependente do endotélio. As curvas foram realizadas na presença ou na ausência 

 



 

 

de cádmio (10 µM). As curvas eram iniciadas assim que a pré-contração com 

fenilefrina 10-6 M atingisse um platô. O efeito do cádmio na resposta vasodilatadora à 

NPS foi calculado como percentual de resposta ao relaxamento à FE.  

 3.7.2 Avaliação da resposta vasodilatadora dependente do endotélio 

Para avaliar a resposta vasodilatadora dependente do endotélio foram 

realizadas curvas concentração-resposta à acetilcolina (ACh, 1 M a 30 μM) ) em 

anéis de aorta pré-contraídos com fenilefrina. As curvas foram realizadas na 

presença ou na ausência de cádmio (10 µM). As curvas eram iniciadas assim que a 

pré-contração com fenilefrina 10-6 M atingisse um platô. O efeito do cádmio na 

resposta vasodilatadora à ACh foi calculado como percentual de resposta ao 

relaxamento à FE.  

 

3.8 Modulação do endotélio nas ações do cádmio sobre a resposta 

vasoconstritora à fenilefrina em anéis de aorta 

Com a finalidade de avaliar a capacidade do endotélio em modular o efeito do 

cádmio sobre a resposta constritora à fenilefrina, em alguns experimentos, o 

endotélio foi removido mecanicamente, como descrito anteriormente. A ausência do 

endotélio foi confirmada pela incapacidade da acetilcolina 10-5 M em induzir 

relaxamento, após pré-contração com fenilefrina.  

Sendo assim, curvas concentração-resposta à fenilefrina foram realizadas em 

anéis de aorta com endotélio íntegro (E+) e sem endotélio (E-), na presença e na 

ausência de cádmio.  

 

3.9 Estudo dos fatores endoteliais envolvidos no efeito do cádmio sobre a 

resposta vasoconstritora à fenilefrina em anéis de aorta 



 

 

Para avaliar as possíveis vias de atuação do cádmio para modificar a 

reatividade vascular em anéis de aorta de ratos, foram utilizadas algumas 

intervenções farmacológicas.   

Sendo assim, os protocolos de reatividade vascular foram conduzidos da 

seguinte forma: curvas concentração-resposta à FE (1 M a 30 μM) foram realizadas 

após incubação do fármaco a ser estudado e após incubação conjunta do fármaco 

com o cádmio. Além disso, o efeito desses fármacos foi avaliado simultaneamente 

na ausência de cádmio. O tempo de exposição ao cádmio foi de 45 min antes da 

realização da curva concentração-resposta à fenilefrina (1 M a 30 μM). Já os 

fármacos eram incubados 30 minutos antes do início da curva de fenilefrina. 

É importante ressaltar que, em cada segmento vascular, foi realizada apenas 

uma curva concentração-resposta à fenilefrina para evitar o tempo prolongado de 

experimento, já que isso resultaria em prejuízo na preparação utilizada nesse 

estudo.  

 

3.10 Efeito do bloqueio da via do óxido nítrico, com L-NAME, sobre a resposta 

vasoconstritora à fenilefrina 

Para avaliar a influência do óxido nítrico sobre a resposta contrátil à 

fenilefrina foi utilizado o inibidor não seletivo da óxido nítrico sintase (NOS) o N-

nitro-L-arginina metil éster (L-NAME, 100 μΜ). 

Após o teste de integridade do endotélio e posterior ao retorno da tensão de 

repouso os anéis de aorta foram expostos ou não a 10µM de cádmio. Posterior, com 

a finalidade de avaliar a participação do óxido nítrico no efeito do cádmio sobre a 

resposta vasoconstritora à fenilefrina, foram realizadas curvas concentração-



 

 

resposta à FE, após incubação com 100 μM de L-NAME e após incubação conjunta 

de L-NAME (100 μM) e cádmio (10 µM).  

 

3.11 Análise da participação da via da angiotensina e das espécies reativas ao 

oxigênio sobre a resposta vasoconstritora a fenilefrina 

A fim de investigar a participação do sistema renina-angiotensina local e 

das espécies reativas do oxigênio (ânion superóxido e peróxido de hidrogênio) na 

resposta contrátil a fenilefrina foram realizadas curvas concentração-resposta a 

fenilefrina na presença de Losartan (10 µM), bloqueador dos receptores 

angiotensinoginérgicos AT1; Enalapril (10 µM), inibidor da enzima conversora da 

angiotensina ECA; Apocinina (0,3 mM), inibidor da NADPH oxidase; Superóxido 

Dismutase (SOD, 150 U/ml), “scavenger” do ânion superóxido e Catalase (1000 

U/ml), “scavenger” do peróxido de hidrogênio, uma co-incubação (catalase + SOD).  

Sendo assim, com a finalidade de avaliar a participação da via da 

angiotensina e das espécies reativas ao oxigênio no efeito do cádmio sobre a 

resposta vasoconstritora à fenilefrina, foram realizadas curvas concentração-

resposta à FE, após incubação com os fármacos descritos independentemente e 

após incubação conjunta dos mesmos com cádmio (10 µM).  

Todos os fármacos foram adicionados à preparação 30 minutos antes do 

início da curva concentração-resposta a fenilefrina. 

 

 

3.12 Análise da participação dos prostanóides derivados da via ácido 

araquidônico-ciclooxigenase na resposta contrátil a fenilefrina 



 

 

Com o objetivo de estudar a influência dos prostanóides da via da 

ciclooxigenase na vasoconstrição induzida pela fenilefrina, foram utilizados os 

seguintes fármacos: Indometacina (10 μM), inibidor não específico da 

ciclooxigenase; NS 398 (1 μM), inibidor específico da ciclooxigenase-2 (COX-2); SQ 

29,548 (1 μM), antagonista do receptor TP - receptor do tromboxano A2 e da 

prostaglandina H2; SC 19,220 (10 μM), antagonista do receptor EP1; e furegrelato 

(10 μM) inibidor da síntese do tromboxano A2.  

Assim, para avaliar a participação dos prostanóides derivados da via ácido 

araquidônico-ciclooxigenase no efeito do cádmio sobre a resposta vasoconstritora à 

fenilefrina, foram realizadas curvas concentração-resposta à fenilefrina após 

incubação com os fármacos descritos independentemente e após incubação 

conjunta dos mesmos com cádmio (10 µM). Estes fármacos foram adicionados à 

preparação 30 minutos antes do início da curva de fenilefrina. 

 

3.13 Medida dos níveis de óxido nítrico nos anéis de aorta após incubação com 

cádmio 

A liberação local de NO foi avaliada conforme o método descrito por Martín et 

al., (2005). Para a realização desse protocolo, os anéis obtidos foram estabilizados 

durante 30 minutos em tampão HEPES (em mmol/L: NaCl 119; HEPES 20; CaCl2 

1,2; KCl 4,6; MgSO4 1; KH2 PO4 0,4; NaHCO3 5; glicose 5,5; NaH2PO4 0,15; pH 7,4) 

a 37º C. Depois do período de estabilização, os anéis foram incubados com o 

produto fluorescente 4,5-diaminofluoresceina (DAF- 2 μmol/L, diluído em tampão 

HEPES) durante 30 minutos, a 37º C, e a solução foi coletada para medida da 

liberação basal de NO. Em seguida, foi realizada a medida da liberação de NO após 

incubação com cádmio (10 µM). Para isso, um anel foi incubado com cádmio 



 

 

durante 45 minutos, a 37º C. O outro anel foi utilizado como controle, permanecendo 

também, durante 45 minutos, a 37º C. Após os 45 minutos, uma curva concentração-

resposta à fenilefrina (1 M a 30 μM) foi realizada em ambos os anéis, com o 

objetivo de mimetizar as mesmas condições dos experimentos conduzidos no estudo 

de reatividade vascular. Em seguida, a solução foi novamente coletada para a 

medida da liberação de NO.  

A produção de NO foi estimada a partir da intensidade de fluorescência do 

DAF. A fluorescência da solução foi medida em temperatura ambiente usando um 

espectrofluorímetro (Biotek Sinergy TM 2 Instruments, Biotek’s Gen 5TM Software), 

com filtros de excitação no comprimento de onde de 492 nm e de emissão, no 

comprimento de onde de 515 nm. Para determinar a emissão basal de fluorescência 

do DAF, foi realizada a medida da fluorescência da solução sem a presença do anel 

de aorta. A quantidade de óxido nítrico liberada foi expressa como unidades 

arbitrárias/mg de tecido. 

 

3.14 Expressão proteica da isoforma endotelial da óxido nítrico sintase (eNOS), 

eNOS fosforilada e receptor AT1. 

Os anéis de aorta, submetidos ou não à incubação com cádmio (10 µM), nos 

experimentos de reatividade vascular eram coletados, congelados e mantidos a -

80ºC até o momento da extração proteica.  

 3.14.1 Preparação do tecido e quantificação das proteínas 

A extração de proteínas foi procedida com a homogeneização dos anéis de 

aorta em solução tampão composta de: Tris- HCl (10 mM, pH 7,4); NaVO3 (1 mM); 

SDS, 1%; DTT (0,5 mM); EDTA (5 mM , pH 8); PMSF (1 mM); NaF (10 mM); 

Coquetel inibidor de protease (Sigma-Aldrich®). 



 

 

A homogeneização foi realizada em baixa temperatura, onde, durante todo o 

procedimento, o homogeneizador de vidro era mantido em um recipiente com gelo. 

Após a homogeneização do tecido, essa mistura foi acondicionada em microtubos e 

centrifugada (Eppendorf-Neitheir-Hinz, Gmb 22331, Alemanha) a 6000 rpm durante 

12 minutos, a 4°C, para recolher a fase proteica solúvel (sobrenadante). Em 

seguida, foi realizada a quantificação proteica pelo método de Bradford (1976) 

através do espectrofotômetro (Fotômetro Bioquímica, Bio 2000, Brasil).  

Pequenas alíquotas contendo 80 µg de proteína foram preparadas a partir de 

diferentes volumes do homogenato. Para obter igualdade de volume nas alíquotas, o 

volume final foi completado com a solução tampão de homogeneização. 

 3.14.2 Eletroforese e Transferência das Amostras 

Alíquotas do homogenato foram diluídas em solução de Laemmli (Uréia 0,5 

mM; SDS 0,17 mM; DTT 39 μM; Tris-HCl 0,01 M pH 8,0 e Azul de bromofenol 0,5 

%).  

As amostras foram aplicadas em gel SDS-poliacrilamida 7,5% (acrilamida 

40%, glicerol 100%, Tris HCl 1,5M pH 8,8, SDS 10%, persulfato amônico APS 10% e 

Temed), previamente imersos em cuba contendo tampão para eletroforese, e 

submetidas à eletroforese durante aproximadamente três horas, aplicando uma 

corrente constante de 80 V (PowerPacTM HC, BioRad, Singapura). Após a 

eletroforese, as proteínas foram transferidas para uma membrana de nitrocelulose 

(Amersham, GE Healthcare, UK), através da montagem do sistema de sanduíche 

(papel de Whatman, membrana, gel e novamente papel de Whatman), banhado por 

solução tampão de transferência (Tris-base 25 mM, Glicina 190 mM, Metanol 20% e 

SDS 0,1 %). O sistema foi submetido a uma corrente de 25 V durante uma hora, à 

temperatura de 4ºC no aparelho Semi-dry (Trans-Blot SD Cell, Bio-Rad, U.S.A.).  



 

 

 3.14.3 Incubação dos anticorpos 

Após a transferência das proteínas, as membranas foram bloqueadas por 

duas horas, à temperatura ambiente, com solução de bloqueio (leite desnatado 5%, 

Tris-base 10 mM, NaCl 100 mM, tween 20 à 0,1 %, pH 7,5) sob constante agitação 

mecânica, para evitar a união inespecífica com reativos não imunológicos.  

Em seguida, sob agitação constante, a 4oC, as membranas foram incubadas 

overnight com os anticorpos primários anti-eNOS (1:250, BD Biosciences), anti-p-

eNOSSer1177 (1:250; BD Transduction LaboratoriesTM, Lexington, UK) e AT1 (1:500, 

Santa Cruz, Biotechnology, Santa Cruz, CA) e α-actina (anticorpo monoclonal, 

1:5000, Sigma Chemical, CO, St. Louis, USA) diluídos em solução à 5% de albumina 

com tampão TBS-T (Tris-HCl 10 mM, NaCl 100 mM, Tween 20 0,1 %, pH 7,5).  

Posteriormente, as membranas foram lavadas com solução de TBS-T, por 30 

minutos (seis lavagens com duração de cinco minutos cada), sob agitação. Em 

seguida, as membranas foram incubadas em temperatura ambiente, com anticorpo 

secundário durante uma hora, sob agitação constante. Foi utilizado imunoglobulina 

IgG anti-mouse para a eNOS e α-actina  (1:5000, Stressgen Bioreagents). 

Após incubação com o anticorpo secundário, as membranas foram 

novamente lavadas por 30 minutos, com troca da solução de TBS-T, a cada cinco 

minutos. Em seguida, realizou-se mais uma etapa de lavagem por mais 30 minutos, 

utilizando a solução TBS-T sem a presença do tween-20, com troca da solução a 

cada 10 minutos. 

3.14.4 Detecção das proteínas 

As proteínas correspondentes à eNOS, p-eNOS, AT1 e α-actina foram 

detectadas por uma reação de quimioluminescência, por meio da exposição das 

membranas, durante cinco minutos, a um sistema de detecção (ECL Plus, 



 

 

AmershamTM, GE Healthcare, UK). Em seguida, as membranas foram colocadas em 

contato com um filme fotográfico (Hyperfilm, AmershamTM, UK), e as bandas 

impregnadas foram posteriormente reveladas. As bandas das proteínas foram 

quantificadas mediante análise densitométrica. Para tal, foi utilizado o programa 

ImageJ, após digitalização dos filmes com auxílio de um scanner.  

O Western blot para essas quatro proteínas foi realizado na mesma 

membrana. Sendo assim, para a obtenção da eNOS e α-actina, foi necessário 

realizar o “stripping” da membrana, logo após a revelação das bandas para a 

peNOSSer1177 e AT1. Para isso, as membranas foram submetidas a duas incubações 

com solução tampão de “stripping” (Glicina 200 mM, SDS 0,1% e Tween 1%, pH 

2,2), cada uma com duração de 10 minutos. Em seguida, outras duas incubações 

foram realizadas na presença de PBS (Na2HPO4 80 mM, NaH2PO4 20 mM, NaCl 

100mM, pH 7,4), cada uma com duração de 10 minutos, sendo este processo 

finalizado com mais duas lavagens na presença da solução de TBS-T, cada uma 

com duração de 5 minutos. Após efetuar o “stripping”, as membranas foram 

bloqueadas e as etapas seguintes são similares ao que foi descrito anteriormente.  

 

3.15 Expressão dos resultados e análises estatísticas  

Os resultados foram expressos como média +/- erro padrão da média (EPM). 

Os valores de n significam o número de animais utilizados em cada grupo 

experimental. Os resultados de reatividade vascular das curvas concentração-

resposta à fenilefrina foram normalizados em função da resposta máxima de 

contração ao KCl (75 mM) e estão expressos em porcentagem (%). 

Para cada curva concentração-resposta à fenilefrina foram calculados os 

valores de resposta máxima (Rmáx) e pD2 (-log EC50). Para isso, foi realizada uma 



 

 

análise de regressão não-linear, obtida através da análise das curvas concentração-

resposta a esse agonista.  

Com a finalidade de comparar a magnitude de efeito dos fármacos sobre a 

resposta contrátil à fenilefrina, resultados foram expressos como diferença da área 

abaixo da curva (dAUC) de concentração-resposta à fenilefrina. A AUC foi calculada 

para cada curva concentração-resposta e a diferença está expressa como 

porcentagem da diferença da AUC (dAUC%) da curva controle correspondente.  

Os resultados da expressão proteica da eNOS e AT1 estão expressos como a 

relação entre a densidade ótica para eNOS ou AT1 em relação à α-actina. Já os 

resultados da eNOS fosforilada, estão expressos como a relação entre a densidade 

ótica para eNOS fosforilada em relação à eNOS. 

A análise estatística dos resultados foi realizada por teste t de Student, não-

pareado, e análise de variância (ANOVA) uma via para medidas repetidas ou 

completamente randomizadas, seguida pelo teste post-hoc de Tukey. Os resultados 

foram considerados estatisticamente significantes para valores de p< 0,05. 

Os resultados foram considerados estatisticamente significantes para valores 

de p< 0,05. 

O programa estatístico GraphPad Prism Software (San Diego, CA, USA) foi 

utilizado para análise e apresentação gráfica dos dados obtidos. 

 

3.16 Fármacos e reagentes utilizados  

- 4,5-diaminofluoresceina (DAF) (Sigma) 

- 3’, 3”, 5’, 5”- tetrabromofenolsulfoneftaleína, sal sódico (Azul de bromofenol) 

(Sigma) 

- Acetilcolina, Cloridrato (Sigma) 



 

 

- Ácido Etilenodiaminotetraacético (EDTA) (Sigma) 

- Acido hidroxietilpiperazina etanosulfônico (HEPES) (Sigma) 

- Albumina bovina (Sigma) 

- Anticorpo de camundongo anti-eNOS (Anti-eNOS, BD Biosciences) 

- Anticorpo de camundongo α-actina (Sigma Chemical, CO, St. Louis, USA) 

- Anti-imunoglobulina G de camundongo (Stressgen Bioreagents ) 

- Anti-imunoglobulina G  de coelho (Stressgen Bioreagents) 

 - Apocinina (Fluka) 

- Bicarbonato de Sódio (VETEC) 

- Cádmio (Sigma) 

 - Catalase (Sigma) 

- Cloreto de Cálcio Dihidratado (Merck) 

- Cloreto de Potássio (Merck) 

- Cloreto de Sódio (VETEC) 

- Dimetilsulfóxido (DMSO) (VETEC) 

- DL-ditiotreitol (DTT) (Sigma) 

- Enalapril (Sigma) 

 - Fenilefrina, hidrocloridrato (Sigma) 

- Fenilmetilsulfonilflúor (PMSF, Inibidor de Protease) (Sigma) 

- Fluoreto de sódio (Sigma) 

- Fosfato de Potássio Monobásico (Merck) 

           - Fosfato diácido de sódio (NaH2PO4) (VETEC) 

 - Furegrelato (Cayman Chemical) 

- Glicerol (Sigma) 

- Glicina (Sigma) 



 

 

- Glicose (VETEC) 

- Hidrogenofosfato de sódio (Na2HPO4) (Sigma) 

- Inibidor de protease (Cocktail for General Use) (Sigma) 

 - Indometacina (Sigma) 

- Lauril sulfato de sódio (SDS) (Sigma) 

           - Leite desnatado (Nestlé) 

           - L-Fenilefrina, Hidrocloridrato (Sigma) 

           - Losartan (Sigma) 

 - Metanol (Sigma) 

- Metavanadato de sódio (NaVO3) (Sigma) 

 - NS 398(N-(2-ciclohexiloxi-4-nitrofenil) metanosulfonamida) (Cayman 

Chemical) 

- N-nitro-L-arginina metil éster (L-NAME) (Sigma)  

- N,N’-Metilenbisacrilamida 40% Solução 37, 5:1 (Acrilamida) (Sigma) 

- N,N,N’,N’-tetrametil-etinodiamina (Temed) (Sigma) 

- Ouabaína, octahidrato (Sigma) 

- Persulfato amônico (APS) (Sigma) 

- Polioxietileno sorbitam monolaurato (Twenn 20) (Sigma) 

- Reagente para detecção de Western blot (ECL Plus, AmershamTM, GE 

Healthcare, UK). 

 - SQ 19,548 (Ácido  [1S-[1  alfa,2  beta  (5Z),3  beta,4  alpha]-7-[3-[[2-  

 [(fenilamino) carbonil]hidrazin]metil]-7-oxabiciclo[2.2.1]hept-2-il]-5-heptenoico) 

(Cayman Chemical) 

 - SC 19,220 (Cayman Chemical) 

- Sulfato de Magnésio Heptahidratado (Merck) 



 

 

 - Superóxido dismutase (Sigma) 

           - Tetraetilamônio, cloridrato (TEA) (Sigma) 

           - Tris (hidroximetil)-aminomenato (Tris) (Sigma) 

           - Uréia (Sigma) 

           - Uretana (Sigma) 

      A solução de Krebs-Henseleit foi armazenada sob-refrigeração e as demais 

soluções usadas nos protocolos de reatividade vascular, foram dissolvidas em água 

destilada e mantidas no congelador a temperatura de -20°C. Exceções de diluição: 

indometacina que foi dissolvida em solução de tampão tris 0,1M (pH 7,4); SQ 19,548 

e NS 398 que foram dissolvidos em etanol absoluto e SC 19,220 que foi diluído em 

dimetilsulfóxido (DMSO). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

IV RESULTADOS 

 

4 Efeitos da exposição aguda ao cádmio sobre a resposta contrátil à fenilefrina 

em anéis isolados de aorta de ratos. 

 A fenilefrina (agonista 1 adrenérgico) promoveu resposta vasoconstritora 

concentração-dependente nos anéis de aorta de animais dos grupos controle e 

cádmio, no entanto, a resposta máxima foi maior nos segmentos arteriais dos 

animais do grupo cádmio. A resposta a fenilefrina foi expressa em porcentagem da 

contração máxima induzida pelo KCl (Figura 10). 
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Figura 10: Curvas concentração-resposta à fenilefrina (FE) em segmentos de aorta 
torácica de ratos dos grupos controle (CT) e cádmio (Cd). Os resultados, média ± 
EPM, estão expressos como porcentagem da contração induzida por 75 mM de KCl. 
Para análise comparativa da resposta máxima (Rmáx) foi utilizado o Teste t não 
pareado: *P < 0,05 controle vs cádmio*. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.1 Participação do endotélio na resposta contrátil à fenilefrina 

Com o objetivo de avaliar a participação do endotélio na resposta vascular a 

fenilefrina o endotélio vascular foi removido e, a ausência dessa camada foi 

confirmada pela incapacidade da acetilcolina (10-5 M) induzir relaxamento maior que 

10%. A ausência do endotélio promoveu aumento significante da sensibilidade e da 

resposta máxima à fenilefrina nos segmentos aórticos de animais dos grupos 

controle e cádmio (Figura 11A e 11B). Porém, quando comparados os resultados do 

efeito da ausência do endotélio, por meio da dAUC, entre os animais de ambos os 

grupos experimentais foi observado efeito de menor magnitude nos animais do 

grupo cádmio. 
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Figura 11: Efeito da retirada mecânica do endotélio vascular sobre a curva 
concentração-resposta à fenilefrina em segmentos de aorta torácica de ratos dos 
grupos controle (A) e cádmio (B). Diferença percentual da área abaixo da curva de 
concentração-resposta à fenilefrina (dAUC) em segmentos de aorta de ambos os 
grupos experimentais (C).(%dAUC, CT;E+/E- 147,95 ± 21,9 Cd; E+/E- 67,63 ± 
19,04).Os resultados, média ± EPM, estão expressos como porcentagem da 

A B 
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contração induzida por 75 mM de KCl. Para análise comparativa da resposta 
máxima (Rmáx), sensibilidade (pD2) e dAUC foi utilizado o Teste t não pareado. * P < 
0,05 E+ vs E-. # P < 0,05 controle vs cádmio. 
 
 

Tabela 1: Valores de pD2 e resposta máxima (Rmáx, % de contração) obtidos por 
meio das curvas concentração-resposta à fenilefrina, na presença (E+) e na 
ausência (E-) do endotélio, em segmentos de aorta torácica de ratos dos grupos 
controle e cádmio.  
 

 pD2  Rmáx (%) 

 Controle Cádmio  Controle Cádmio 

      

E+ -6,07 ± 0,13 -6,01 ± 0,11  102,5 ± 3,4 156,1 ± 4,7# 

      

E- -7,19 ± 0,08* -7,27 ± 0,29*  177,1 ± 3,8* 160,1 ± 7,0 

      

Valores expressos como média ± erro padrão da média. 
Teste t: *P<0,05 E+ vs E-. #P<0,05 grupo controle vs grupo cádmio. 
 

Os resultados apresentados demonstraram que a exposição aguda ao cádmio 

promove alterações na resposta constritora à fenilefrina em anéis de aorta de ratos e 

que esses efeitos são dependentes do endotélio. Adicionalmente, como a 

modulação endotelial apresentou-se menor no grupo cádmio, os resultados 

apresentados sugerem que esse metal pode reduzir a liberação de um fator 

vasodilatador e/ou aumentar a liberação de um vasoconstrictor de maneira 

dependente do endotélio. Portanto, o próximo passo do presente estudo foi avaliar 

as possíveis vias envolvidas nesses efeitos a partir de análises funcionais e 

bioquímicas. 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

4.2 Respostas vasculares a acetilcolina e ao Nitroprussiato de Sódio (NPS) 

 A exposição à acetilcolina (1 M a 30 μM) e ao NPS (1 M a 30 μM) 

promoveu relaxamento concentração-dependente nos anéis de aorta torácica, de 

ambos os grupos, estes anéis foram previamente incubados com dose de 10µM de 

cádmio por 45 min. e após esse período expostos a dose de fenilefrina suficiente 

para promover pré-contração correspondente a 50% da resposta máxima ao KCl. 

Após a estabilização da resposta contrátil à fenilefrina foi realizada a curva 

concentração resposta. 

 A exposição ao cádmio não promoveu alteração na resposta vascular nem a 

acetilcolina  e nem a resposta vasodilatadora ao doador do óxido nítrico, NPS, 

sendo semelhante nos segmentos arteriais dos animais dos grupos Controle e 

Cádmio (Figura 12). 
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Figura 12: Curva concentração-resposta à acetilcolina (A) e ao doador de óxido 
nítrico, NPS (B) em segmentos de artéria aorta torácica de ratos dos grupos Controle 
e Cádmio pré-contraídas com fenilefrina. Os resultados estão expressos em média ± 
erro padrão da média. Teste t não pareado: P>0,05. 
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4.3 Efeito do bloqueio da síntese do óxido nítrico sobre a resposta vascular a 

fenilefrina 

 Para entender se a exposição aguda ao cádmio alterou a participação do 

óxido nítrico (NO) na resposta contrátil à fenilefrina em anéis de aorta de ratos, 

utilizou-se o L-NAME (100 μM), um inibidor não seletivo da oxido nítrico sintase. O L-

NAME provocou aumento da sensibilidade e da resposta máxima à fenilefrina nas 

artérias de animais dos grupos controle e cádmio (Figura 13A e 13B). Porém, os 

valores da dAUC demonstram que a participação do NO na resposta contrátil a 

fenilefrina está reduzida em anéis de aorta expostos ao cádmio. A diferença da 

participação da via do NO nos dois grupos estudados pode ser claramente 

observada através da diferença de área abaixo da curva (Figura 13C). 
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Figura 13: Efeito do bloqueio da síntese do óxido nítrico com L-NAME (100 μM) 
sobre a curva concentração-resposta à fenilefrina em segmentos de aorta torácica 
de ratos dos grupos controle (A) e cádmio (B). Diferença percentual da área abaixo 
da curva de concentração-resposta à fenilefrina (dAUC) em segmentos de aorta de 
ambos os grupos experimentais (C). (dAUC% Ct x Ct + L-NAME: 117,0 ± 15,3 vs Cd 
x Cd + L-NAME: 59,7 ± 11,05). Os resultados, média ± EPM, estão expressos como 
porcentagem da contração induzida por 75 mM de KCl. Para análise comparativa da 
resposta máxima (Rmáx), sensibilidade (pD2) e dAUC foi utilizado o Teste t não 
pareado. * P < 0,05 CT vs L-NAME. # P < 0,05 controle vs cádmio. 
 

 

Tabela 2: Efeito do bloqueio da síntese do óxido nítrico com L-NAME (100 μM) 
sobre a curva concentração-resposta à fenilefrina em segmentos de aorta torácica 
de ratos dos grupos controle e cádmio. 
 

 pD2  Rmáx (%) 

 Controle Cádmio  Controle Cádmio 

      

Controle -6,07 ± 0,13 -6,00 ± 0,11  107,5 ± 4,9 148,1 ± 7,5# 

      

L-NAME -6,84 ± 0,12* -6,93 ± 0,10*  159,3 ± 8,0* 159,2 ± 4,0 

      

Valores expressos como média ± erro padrão da média. 
Teste t: *P<0.05 Curva controle vs curva + L-NAME. #P<0,05 grupo controle vs 
grupo cádmio. 
 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.4 Medida dos níveis de óxido nítrico nos anéis de aorta após incubação com 

cádmio 

Com o objetivo de corroborar com os dados funcionais acima apresentados, 

foi realizada a análise da liberação local de NO na condição basal, estimulada e na 

presença de triton, conforme o método descrito por Martín et al., (2005). Como 

podem ser observados os resultados funcionais corroboraram com a análise da 

liberação local de óxido nítrico estimulada e na presença de triton. Nessa análise foi 

observada menor liberação de óxido nítrico no grupo cádmio conforme demonstrado 

na figura abaixo (Figura 14). 
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Figura 14: Liberação local de óxido nítrico (NO) na condição basal; estimulada e 
após a adição de triton com o uso de 5-diaminofluoresceina (DAF), em anéis de 
aorta de ratos controle (CT) e expostos ao cádmio (Cd). Os resultados, média ± 
EPM, estão expressos em unidades arbitrárias/mg de tecido, calculados a partir da 
intensidade de fluorescência emitida pelo DAF.Teste t não pareado.* P < 0,05 
controle vs cádmio. 
 

 

 

 

 

 

 

4.5 Expressão proteica da isoforma endotelial da óxido nítrico sintase (eNOS) e 

da eNOS fosforilada (p-eNOSser1177) 

A expressão proteica da eNOS e p-eNOSser1177 foram avaliadas com intuito de 

verificar se a redução da participação do NO na reatividade vascular após exposição 

aguda ao cádmio também era acompanhada de alterações nas expressões dessas 

enzimas. A expressão da eNOS e p-eNOSser1177 em condições basais (segmentos 

arteriais expostos ou não ao cádmio) foram detectadas, através da técnica de 

Western Blot em segmentos de aorta torácica de ratos dos grupos controle e 

cádmio. 

Sob condições basais, a expressão proteica da isoformas eNOS e p-

eNOSser1177  não mostrou-se alterada entre os grupos avaliados. (Figura 15A e 15B).  



 

 

                   

 

Figura 15: (A) Resultados da expressão protéica da isoforma endotelial da óxido 
nítrico sintase (eNOS) e (B) isoforma endotelial da óxido nítrico sintase fosforilada 
(p-eNOSser1177), por meio da técnica de Western Blot, em segmentos de artéria aorta 
torácica de ratos dos grupos controle (n = 8) e cádmio (n = 8). Na parte superior da 
figura estão as bandas de Western Blot representativas da expressão da eNOS e da 

-actina. Os resultados, média ± EPM, estão expressos como relação entre a 

densidade das bandas da eNOS e da -actina; e relação entre a densidade das 
bandas da p-eNOS e da  eNOS. Teste t não pareado: P>0,05. 

 

Juntos, esses resultados indicam que o cádmio induz disfunção endotelial por 

redução da participação do NO na modulação endotelial. Isso ocorre devido a 

redução da liberação local de NO em anéis de aorta expostos ao cádmio em 

comparação com os controles. Porém, a expressão proteica da isoforma endotelial 

da óxido nítrico sintase (eNOS) e da isoforma endotelial da óxido nítrico sintase 

fosforilada (p-eNOSser1177)  não mostrou-se alterada, provavelmente devido ao tempo 

de exposição. 

Diante disso, sabe-se que o aumento da produção de espécies reativas de 

oxigênio leva à redução da biodisponibilidade do NO e, assim, aumento da 

contração vascular. Com isso, o próximo passo desse estudo, foi avaliar a possível  

participação das espécies reativas de oxigênio na resposta vascular alterada pela 

exposição ao cádmio. 

 

4.6 Participação das espécies reativas ao oxigênio na resposta vasoconstritora 

à fenilefrina 

A B 



 

 

 Alguns autores associam o efeito tóxico do cádmio ao aumento da produção 

de espécies reativas de oxigênio (Bagchi et al., 1997; He et al., 2008; Liu et al., 

2009; Manca et al., 1994). Sendo assim, para elucidar a maneira pela qual a 

exposição ao cádmio modificou a resposta contrátil à fenilefrina foi necessário 

entender a participação das espécies reativas de oxigênio nesse modelo 

experimental. Inicialmente analisou-se a participação do ânion superóxido (O2
-) e do 

peróxido de hidrogênio (H2O2) na resposta contrátil à fenilefrina.  

 Para avaliar a participação do O2
- na resposta vascular a fenilefrina 

realizamos experimentos de reatividade vascular em anéis de aorta na presença do 

varredor de ânion superóxido, SOD (150 U/ml) e também experimentos na presença 

do inibidor da NAD(P)H oxidase, Apocinina (APO, 0,3 mM). A NADPH oxidase é a 

principal fonte de O2
- , é uma enzima composta por duas proteínas de membrana ( 

gp 91 phox e a p22 phox) e três proteínas citosólicas (p67 phox,  p47phox e p40 

phox (Katsuyama,  2010). 

 A apocinina promoveu redução tanto na sensibilidade como na resposta 

máxima a fenilefrina nos segmentos arteriais de animais dos grupos controle e 

cádmio, todavia, quando comparados os efeitos da inibição da NADPH oxidase, por 

meio da dAUC, entre os animais dos dois grupos experimentais, nota-se efeito de 

maior magnitude nos animais do grupo cádmio (Figura 16, Tabela 3). 

 A superóxido dismutase é uma enzima que catalisa a dismutação do 

superóxido em oxigênio e peróxido de hidrogênio e é o principal antioxidante 

endógeno vascular (Mccord & Fridovich, 1988). Assim, a utilização da SOD é uma 

maneira de avaliar a participação do ânion superóxido, mas com produção de H2O2, 

um produto também vasoativo. Em artérias do grupo controle a incubação com SOD 

http://pt.wikipedia.org/wiki/Enzima
http://pt.wikipedia.org/wiki/Dismuta%C3%A7%C3%A3o
http://pt.wikipedia.org/wiki/Super%C3%B3xido
http://pt.wikipedia.org/wiki/Oxig%C3%A9nio
http://pt.wikipedia.org/wiki/Per%C3%B3xido_de_hidrog%C3%A9nio


 

 

não alterou a resposta contrátil à fenilefrina, porém foi observada redução da 

resposta máxima à fenilefrina em anéis de aorta do grupo cádmio (Figura 17A e B).  

 A participação do H2O2 na resposta contrátil à fenilefrina foi avaliada em 

experimentos em que os anéis de aorta eram incubados com varredor do peróxido 

de hidrogênio, catalase (Cata, 1000 U/ml). A catalase promoveu redução na 

resposta máxima à fenilefrina nos segmentos arteriais de animais de ambos os 

grupos controle e cádmio, todavia, quando comparados os efeitos da catalase, 

através da dAUC, entre os animais dos dois grupos experimentais, nota-se que não 

houve diferença significante entre os grupos estudados (Figura 18 D). 

 Como descrito, a utilização da SOD é uma maneira de avaliar a participação 

do ânion superóxido, mas com produção de H2O2, um produto também vasoativo. 

Sendo assim, realizou-se a co-incubação SOD mais catalase buscando avaliar o 

efeito do anion superóxido isoladamente. O resultado obtido foi semelhante ao 

resultado utilizando somente a SOD (Figura 17 D).  

 Esses resultados sugerem que na exposição aguda ao cádmio de anéis de 

aorta de ratos ocorre maior participação do O2
-, via NADPH oxidase, na resposta 

contrátil a fenilefrina, sem haver participação do peróxido de hidrogênio. 
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Figura 16: Efeito do inibidor da NADPH oxidase, Apocinina (APO, 0.3 mM) sobre a 
curva concentração-resposta à fenilefrina em segmentos de aorta torácica de ratos 
dos grupos controle (A) e cádmio (B). Diferença percentual da área abaixo da curva 
da concentração-resposta à fenilefrina (dAUC) em segmentos de aorta de ambos os 
grupos experimentais (C). (dAUC% Ct x Apo: -26,72 ± 9,41 vs Cd x apo + Cd: -62,47 
± 6,13). Os resultados, média ± EPM, estão expressos como porcentagem da 
contração induzida por 75 mM de KCl. Para análise comparativa da resposta 
máxima (Rmáx), sensibilidade (pD2) e dAUC foi utilizado o Teste t não pareado. * P < 
0,05 CT vs APO. # P < 0,05 controle vs cádmio. 
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Figura 17: Efeito do varredor do ânion superóxido, SOD (150 U/ml) sobre a curva 
concentração-resposta à fenilefrina em segmentos de aorta torácica de ratos dos 
grupos controle e cádmio. Os resultados, média ± EPM, estão expressos como 
porcentagem da contração induzida por 75 mM de KCl. Para análise comparativa da 
resposta máxima (Rmáx), sensibilidade (pD2) foi utilizado o Teste t não pareado. * P < 
0,05 CT vs SOD. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A B 



 

 

 

 

 

 

-12 -10 -8 -6 -4 -2

0

50

100

150

200
CT  (n=7)

Cata (n=7)

*

       Controle

FE log [M]

%
 d

e
 c

o
n

tr
a
ç
ã
o

 a
o

 K
C

l 
(7

5
m

M
)

             

-12 -10 -8 -6 -4 -2

0

50

100

150

200
CT (n=8)

Cata  (n=7)

*

Cádmio

FE log [M]

%
 d

e
 c

o
n

tr
a
ç
ã
o

 a
o

 K
C

l 
(7

5
m

M
)

 

 

 

0

20

40

60

80

100

CT Cd

d
A

U
C

 (
%

)

          

-12 -10 -8 -6 -4 -2

0

50

100

150

200 Cd  (n=7)

Cata + SOD +Cd (n=8)

SOD + Cd (n=7)

*

FE log [M]

%
 d

e
 c

o
n

tr
a
ç
ã
o

 a
o

 K
C

l 
(7

5
m

M
)

 

 

Figura 18: Efeito da catalase (Cata, 1000 U/ml), varredor do peróxido de hidrogênio 
sobre a curva concentração-resposta à fenilefrina em segmentos de aorta torácica 
de ratos dos grupos controle (A) e cádmio (B). Diferença percentual da área abaixo 
da curva de concentração-resposta à fenilefrina (dAUC) em segmentos de aorta de 
ambos os grupos experimentais (C). Em (D) a co-incubação SOD mais catalase no 
grupo cádmio. Os resultados, média ± EPM, estão expressos como porcentagem da 
contração induzida por 75 mM de KCl. Para análise comparativa da resposta 
máxima (Rmáx), sensibilidade (pD2) e dAUC foi utilizado o Teste t não pareado. * P < 
0,05 CT vs Cata e Cd VS Cata + SOD+Cd. P > 0,05 controle vs cádmio. 
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Tabela 3: Efeito do inibidor da NADPH-oxidase, Apocinina (0.3 Mm) , do 
“scavenger” do ânion superóxido, SOD (150 U/ml) e da Catalase (1000 U/ml), 
“scavenger” do peróxido de hidrogênio sobre os valores de pD2 e resposta máxima 
(Rmáx, % de contração)  na curva concentração-resposta à fenilefrina em segmentos 
de aorta torácica de ratos dos grupos controle e cádmio. 
 

 pD2  Rmáx (%) 

 Controle Cádmio  Controle Cádmio 

Apocinina      

Controle -6,17 ± 0,16 -6,03 ± 0,17  90,6 ± 8,1 113,6 ± 6,4# 

      

Apocinina -5,86 ± 0.07 -5,53 ± 0,11*  69,2 ± 7,3* 53,4 ± 4,3* 

      

SOD      

Controle -6,42 ± 0,09 -6,08 ± 0,18  86,9 ± 2,7 108,8 ± 6,4# 

      

SOD -6,09 ± 0,12 -5,75 ± 0,15  80,7 ± 6,9 72,7 ± 8,4* 

      

Catalase      

Controle -6,17 ± 0,16 -6,03 ± 0,17  90,8 ± 7,5 113,6 ± 6,4# 

      

Catalase -5,77 ± 0,11 -5,69 ± 0,08  65,2 ± 7,7* 90,8 ± 5,4* 

      

Valores expressos em média ± erro padrão da média.  
Teste t: *P<0,05 Curva Controle vs Curva + Fármaco. #P<0,05 grupo controle vs 
grupo cádmio. 
              
 Em conjunto, os resultados até aqui apresentados indicam que o aumento da 

liberação de radicais livres envolve, especialmente, a NAD(P)H oxidase, a maior 

fonte de origem de ânion superóxido. Frente a isso, surgiu o seguinte 

questionamento: quais fatores poderiam estar aumentando a atividade da NAD(P)H 

oxidase após exposição ao cádmio? Seria, talvez, o próprio cádmio, ou algum fator 



 

 

endotelial estimulado por esse metal, como por exemplo, os prostanóides derivados 

da ciclooxigenase (COX) ou mesmo a angiotensina II? Para responder essas 

perguntas, a via dos prostanóides derivados da COX e o sistema renina-

angiotensina foram avaliadas. 

 

 

4.7 Participação dos prostanóides derivados da via da ciclooxigenase (COX) na 

resposta contrátil a fenilefrina 

 Com o intuito de avaliar a influência dos prostanóides derivados da via da 

ciclooxigenase sobre a resposta contrátil à fenilefrina em segmentos de aorta 

torácica de ratos dos grupos controle e cádmio, foi realizada uma sequencia de 

experimentos de reatividade vascular com: indometacina (inibidor não seletivo da 

COX); NS 398 (inibidor seletivo da COX 2); SQ 29,548 (antagonista do receptor TP); 

SC 19,220 (antagonista do receptor EP1) e furegrelato (inibidor da síntese do TXA2). 

O inibidor não seletivo da COX, indometacina (10 μM) não alterou a resposta 

contrátil à fenilefrina no grupo controle, porém foi observada redução da resposta 

máxima e da sensibilidade à fenilefrina em anéis de aorta do grupo cádmio (Figura 

19, Tabela 4). Estes resultados sugerem que nos animais do grupo cádmio há uma 

maior participação dos prostanóides vasoconstritores derivados da COX na resposta 

a fenilefrina. 

Após verificar que a exposição ao cádmio aumenta a participação dos 

prostanóides contráteis derivados da COX na resposta vascular à fenilefrina 

estudamos se, estes prostanóides, são derivados da COX-2. Com o objetivo de 

avaliar esta hipótese anéis de aorta foi incubados com o inibidor específico da COX-

2, o NS 398 (1 μM). Este fármaco promoveu redução da resposta máxima à 

fenilefrina somente em animais do grupo cádmio (Figura 20, Tabela 4). 

Diante das evidências de maior participação dos prostanóides derivados da 

COX-2 na resposta contrátil a fenilefrina em anéis de aorta dos ratos expostos ao 

cádmio foi investigado se estes prostanóides agem através da ativação dos 

receptores TP ou EP1. Para isso foram realizados experimentos de reatividade 

vascular a fenilefrina em anéis de aorta incubados com o antagonista do receptor 

TP, o SQ 29,548 (1 μM) e experimentos com artérias pré-incubadas com o SC 

19,220 (10 μM), antagonista do receptor EP1. Estes fármacos reduziram a resposta 



 

 

máxima à fenilefrina somente nos segmentos arteriais de ratos do grupo cádmio 

(Figuras 21 e 22, Tabela 4). 

Por fim, para verificar se a exposição ao cádmio promove aumento da 

participação do tromboxano A2 (TXA2) na resposta contrátil a fenilefrina, anéis de 

aorta de ratos dos grupos controle e cádmio foram incubados com furegrelato (10 

µM), inibidor da sintase do TXA2. O furegrelato reduziu a resposta contrátil à 

fenilefrina somente nos anéis de aorta de ratos expostos ao cádmio (Figura 23, 

Tabela 4). 

 Juntos, esses resultados sugerem maior participação dos prostanóides 

derivados da COX-2, em especial do TXA2, na resposta contrátil a fenilefrina em 

anéis de aorta de ratos expostos ao cádmio. Além disso, estes prostanóides 

parecem agir principalmente por meio da ativação dos receptores TP e EP1. 
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Figura 19: Efeito do inibidor não específico da COX, indometacina (INDO, 10 μM) 
sobre a curva concentração-resposta à fenilefrina em segmentos de aorta torácica 
de ratos dos grupos controle (A) e cádmio (B). Os resultados, média ± EPM, estão 
expressos como porcentagem da contração induzida por 75 mM de KCl. Para 
análise comparativa da resposta máxima (Rmáx), sensibilidade (pD2) foi utilizado o 
Teste t não pareado. * P < 0,05 CT vs INDO. 
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Figura 20: Efeito do inibidor específico da COX-2, o NS 398 (1 μM) sobre a curva 
concentração-resposta à fenilefrina em segmentos de aorta torácica de ratos dos 
grupos controle (A) e cádmio (B). Os resultados, média ± EPM, estão expressos 
como porcentagem da contração induzida por 75 mM de KCl. Para análise 
comparativa da resposta máxima (Rmáx), foi utilizado o Teste t não pareado. * p < 
0,05 CT vs NS 398. 
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Figura 21: Efeito do antagonista do receptor TP, SQ 29,548 (1 μM), sobre a curva 
concentração-resposta à fenilefrina em segmentos de aorta torácica de ratos dos 
grupos controle (A) e cádmio (B). Os resultados, média ± EPM, da resposta à 
fenilefrina estão expressos como porcentagem da contração induzida por 75 mM de 
KCl. Para análise comparativa da resposta máxima (Rmáx), foi utilizado o Teste t não 
pareado. * P < 0,05 CT vs SQ 29,548. 
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Figura 22: Efeito do antagonista do receptor EP1, SC 19,220 (10 μM), sobre a curva 
concentração-resposta à fenilefrina em segmentos de artéria aorta torácica de ratos 
dos grupos controle (A) e cádmio (B). Os resultados, média ± EPM, da resposta à 
fenilefrina estão expressos como porcentagem da contração induzida por 75 mM de 
KCl. Para análise comparativa da resposta máxima (Rmáx), foi utilizado o Teste t não 
pareado. * P < 0,05 CT vs SC 19,220. 
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Figura 23: Efeito inibidor da sintase do TXA2, furegrelato (10 µM), sobre a curva 
concentração-resposta à fenilefrina em segmentos de aorta torácica de ratos dos 
grupos Controle (A) e Cádmio (B). Os resultados, média ± EPM, da resposta à 
fenilefrina estão expressos como porcentagem da contração induzida por 75 mM de 
KCl. Para análise comparativa da resposta máxima (Rmáx), foi utilizado o Teste t não 
pareado. * P < 0,05 CT vs Fure. 
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Tabela 4: Efeito do inibidor não-específico da COX, indometacina (10 μM), do 
inibidor específico da COX-2, NS 398 (1 μM), do antagonista do receptor TP, SQ 
29,548 (1 μM), do antagonista do receptor EP1, SC 19,220 (10 μM) e do inibidor da 
sintase do TXA2, furegrelato (10 µM), sobre a curva concentração-resposta à 
fenilefrina em segmentos de aorta torácica de ratos dos grupos controle e cádmio. 
 

 pD2  Rmáx (%) 

 Controle Cádmio  Controle Cádmio 

Indometacina      

Controle -6,79 ± 0,09 -6,70 ± 0,07  88,4 ± 3,6 106,7 ± 3,5# 

      

Indometacina -6,77 ± 0.07 -6,71 ± 0,10  73,9 ± 3,4* 76,7 ± 5,8* 

      

NS 398      

Controle -6,53 ± 0,23 -6,17 ± 0,13  92,7 ± 5,4 122,9 ± 11,3# 

      

NS 398 -6,20 ± 0,15 -6,15 ± 0,15  88,9 ± 3,6 84,0 ± 6,3* 

      

SQ 29,548      

Controle -6,74 ± 0,20 -6,28 ± 0,11  97,2 ± 6,8 127,7 ± 3,6# 

      

SQ 29,548 -6,87 ± 0,17 -6,63 ± 0,12  86,5 ± 4,8 79,0 ± 7,2* 

      

SC 19,220      

Controle -6,74 ± 0,20 -6,28 ± 0,11  97,2 ± 6,8 127,7 ± 3,6# 

      

SC 19,220 -6,83 ± 0,11 -6,64 ± 0,17  92,1 ± 6,8 102,9 ± 7,6* 

      

Furegrelato      

Controle -6,48 ± 0,10 -6,36 ± 0,12  86,6 ± 6,1 118,2 ± 7,8# 

      

Furegrelato -6,38 ± 0,09 -6,33 ± 0,16  94,2 ± 10,4 70,8 ± 7,3* 

Valores expressos em média ± erro padrão da média.  



 

 

Teste t: *P<0,01 Curva Controle vs Curva + Fármaco. # P<0,05 grupo Controle vs 
grupo cádmio. 
 
 

4.8 Análise da participação do sistema renina-angiotensina na resposta 

contrátil a fenilefrina 

 Para investigar a participação do sistema renina-angiotensina na resposta 

contrátil a fenilefrina em segmentos de aorta de ratos expostos ao cádmio, 

realizamos experimentos de reatividade vascular na presença do inibidor da enzima 

conversora da angiotensina, enalapril (10µM) e também experimentos onde os anéis 

de aorta eram pré-incubados com o antagonista dos receptores AT1, Losartan 

(10µM). O Losartan reduziu à resposta máxima a fenilefrina somente nos segmentos 

arteriais dos animais do grupo cádmio (Figura 24A, Tabela 5).  Similar a resposta ao 

Losartan a inibição da enzima conversora da angiotensina reduziu a resposta 

máxima à fenilefrina apenas nos segmentos arteriais dos animais do grupo cádmio 

(Figura 24B, Tabela 5).   

 Estes resultados sugerem que a exposição aguda ao cádmio aumenta a 

participação da angiotensina II na resposta contrátil a fenilefrina. Além disso, foi 

realizado o estudo da expressão protéica dos receptores angiotensinoginérgicos 

AT1. 
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Figura 24: Efeito do inibidor da enzima conversora da angiotensina, Enalapril (10 
µM) e do antagonista do receptor AT1, Losartan (10 µM) sobre a curva 
concentração-resposta à fenilefrina em segmentos de artéria aorta torácica de ratos 
dos grupos Controle e cádmio. Os resultados (média ± erro padrão da média) da 
resposta à fenilefrina estão expressos como porcentagem da contração induzida por 
75 mM de KCl. Teste t de Student * P<0,05. 
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Tabela 5: Efeito do inibidor da enzima conversora da angiotensina, Enalapril (10µM) 
e do antagonista do receptor AT1, Losartan (10µM) sobre os valores de pD2 e 
resposta máxima (Rmáx, % de contração) obtidos através das curvas concentração-
resposta à fenilefrina em segmentos de artéria aorta torácica de ratos dos grupos 
Controle e Cádmio. 
 

 pD2  Rmáx (%) 

 Controle Cádmio  Controle Cádmio 

Enalapril      

Controle -6,81 ± 0,08 -6,72 ± 0,07  103,2 ± 6,2 157,9 ± 5,6# 

      

Enalapril -6,73 ± 0,08 -6,64 ± 0,09  98,6 ± 6,1 119,53 ± 5,0* 

      

Losartan      

Controle -6,59 ± 0,08 -6,83 ± 0,03  103,2 ± 6,2 157,9 ± 5,6# 

      

Losartan -6,51 ± 0,08 -6,65 ± 0,03  113,3 ± 7,0 111,4 ± 8,2* 

      

Valores expressos em média ± erro padrão da média.  
Teste t: *P<0,01 Curva Controle vs Curva + Fármaco. # P<0,05 grupo Controle vs 
grupo cádmio. 
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4.9 Expressão protéica do receptor angiotensinoginérgico AT1 

 Através da técnica de Western Blot a expressão protéica dos receptores AT1 

foi detectada nos segmentos de aorta torácica dos animais de ambos os grupos 

experimentais. A expressão protéica foi semelhante nas artérias dos animais dos 

grupos Controle e Cádmio (Figura 25). 
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Figura 25: Resultados da expressão protéica do receptor angiotensinoginérgico AT1, 
por meio da técnica de Western Blot, em segmentos de artéria aorta torácica de 
ratos dos grupos Controle (n = 7) e Cádmio (n = 7). Na parte superior das figuras 
estão as bandas de Western Blot representativas da expressão do receptor AT1 e da 

-actina. Os resultados (média ± erro padrão da média) estão expressos como 

relação entre a densidade do receptor AT1 e da -actina. Teste t: P>0,05. 
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V DISCUSSÃO 

 O cádmio é um metal altamente tóxico presente na crosta terrestre, encontra-

se na forma de mineral combinado com outros elementos, tais como oxigênio, cloro, 

ou enxofre. Humanos e animais são expostos ao cádmio através de uma variedade 

de vias, incluindo a contaminação industrial, alimentos e o fumo do tabaco (Nation et 

al., 1987; Hudecova & Ginter, 1992). O cádmio apresenta sérios riscos para a saúde 

humana e afeta vários órgãos e sistemas (ATSDR, 2008). A exposição crônica a 

este metal pode causar efeitos adversos aos rins, fígado, pulmões, pâncreas, 

testículos, placenta e ossos.  

 O cádmio também é um fator de risco reconhecido para as doenças 

cardiovasculares em humanos (Mead et al., 1996;    Navas-Acien et al., 2004; Tellez-

Plaza et al., 2008), sendo o endotélio vascular o principal alvo para a toxicidade ao 

cádmio (Nolan & Shaikh, 1986; Prozialeck, 2006). Este efeito parece envolver, pelo 

menos em parte, uma redução da biodisponibilidade do óxido nítrico (Gokalp et al., 

2009). Recentemente, estudo em nosso laboratório demonstrou que a exposição 

crônica ao cádmio reduz a biodisponibilidade de óxido nítrico, provavelmente, devido 

ao aumento do estresse oxidativo (Almenara et al., 2013). Somado a isso, estudos 

indicam uma associação entre os níveis de cádmio no sangue e na urina e danos 

cardiovasculares (Wolf & Baynes, 2007; Mitra et al., 2011).   

 O cádmio é um metal pesado, classificado como número 7 na lista de 

prioridades dos 275 materiais perigosos (ATSDR, 2008), é um dos produtos 

químicos que se encontra entre as dez principais preocupações em saúde pública 

(WHO, 2010).  



 

 

 Humanos e animais são expostos ao cádmio através de uma variedade de 

vias, incluindo a contaminação industrial, fontes de alimentos e tabaco 

(Paoliello, 2001). A exposição humana ocorre, principalmente, pelo consumo de 

alimentos contaminados, inalação ativa e passiva da fumaça do cigarro, e 

contaminação ocupacional de trabalhadores na indústria de metais não ferrosos 

(WHO, 2010). A exposição diária estimada de cádmio em homens adultos não 

fumantes e mulheres que vivem nos Estados Unidos são 0.35 e 0.30 μg Cd/kg/dia, 

respectivamente. Sendo a principal via de exposição através da inalação de poeiras 

e fumos ou ingestão acidental devido às mãos contaminadas, alimentos ou cigarros 

(ATSDR, 2008).  

 A ingestão semanal tolerável (PTWI) para o cádmio é de 7 μg/kg peso 

corporal, o que se traduz em 70 μg/dia para uma pessoa que pesa 70 kg. No 

entanto, o tabagismo aumenta de maneira exacerbada a exposição ao cádmio 

devido ao acumulo natural de cádmio nas folhas de tabaco (Paoliello, 2001).  Este 

metal é liberado, juntamente com os demais compostos, no processo de combustão 

das folhas do tabaco. Estima-se que fumantes são expostos a cerca de 1,7 μg de 

cádmio por cigarro, desses,  aproximadamente 10% é inalado durante a combustão. 

O nível médio sanguíneo de cádmio para fumantes tem sido relatado como sendo de 

1,58 µg / L, em comparação com a média da estimativa da população adulta 

Americana de 0,47 ug / L (ATSDR, 2008).  

 Após a inalação, o cádmio, presente na fumaça do cigarro, pode depositar-se 

em vários tecidos, inclusive, na aorta, tendo uma vida média de eliminação de 10 a 

30 anos (Lazo &Pitt, 1995). A lenta eliminação de cádmio pode alterar a relação 

entre o teor de cádmio aórtico e anos/maço consumidos.  Abu-Hayyeh et al., 

(2001) demonstraram que o teor de cádmio em aortas de humanos aumenta em 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Paoliello%20MM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11476021
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Paoliello%20MM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11476021


 

 

proporção direta com os anos/maço de cigarros fumados, com o acumulo seletivo na 

camada média. A concentração média de cádmio acumulada na camada média de 

aorta de humanos, demonstrada nesse trabalho, foi de 7 µmol/L. Essa concentração 

de cádmio foi suficiente para reduzir significativamente a síntese de colágeno nessas 

células. 

 Embora seja crescente o número de trabalhos que estudam os efeitos tóxicos 

do cádmio sobre o sistema cardiovascular, ainda não estão claros os mecanismos 

do efeito vascular, da exposição ao cádmio, e as mudanças na síntese ou liberação 

de agentes vasoativos que este metal pode causar.  

 A disfunção endotelial caracterizada pela deficiência na produção e/ou 

biodisponibilidade do óxido nítrico em resposta a sinalização normal é uma 

característica observada em anormalidade no sistema vascular, e é um componente 

crítico no desenvolvimento da aterosclerose (Calles-Escandon & Cipolla, 2001). É 

importante ressaltar que o estresse oxidativo induzido pelo cádmio pode aumentar a 

peroxidação lipídica (Manca et al., 2004; Liu et al., 2008) que, por sua vez, pode 

induzir a aterosclerose (Meijer et al.,1996; ATSDR, 2008). Portanto, o 

esclarecimento dos mecanismos responsáveis pela disfunção endotelial após 

exposição ao cádmio possuem um grande potencial para melhor esclarecimentos 

das complicações cardiovasculares em intoxicações com o cádmio. 

 Sendo assim, a importância desse estudo reside no fato de avaliar a 

exposição aguda ao cádmio (10 µM) buscando esclarecer os mecanismos tóxicos 

sob o sistema vascular, em especial, sobre a aorta, relacionando-os com alterações 

endoteliais, produção de radicais livres, alteração da atividade de enzimas 

antioxidantes, do sistema renina-angiotensina e da via da ciclooxigenase. E sem 



 

 

dúvidas conseguimos avançar no conhecimento dos efeitos e dos mecanismos pelos 

quais o cádmio exerce efeito tóxico sobre vaso de condutância de ratos.  

  O presente estudo demonstrou que a exposição aguda ao cádmio, em vasos 

de condutância, causa disfunção endotelial por diminuição da modulação endotelial 

via NO levando ao aumento da resposta vasoconstrictora a fenilefrina. Tal disfunção 

foi caracterizada pelo aumento da produção de radicais livres, principalmente ao 

aumento da produção de ânion superóxido (O2
-) pela NADPH oxidase. Somado a 

isso, os efeitos vasoconstrictores promovidos pelo cádmio envolvem: o sistema 

renina angiotensina local e aumento da produção de prostanóides vasoconstrictores 

pela COX-2 como o tromboxano A2 e prostaglandina H2 contribuindo para o aumento 

dos radicais livres. Assim, este trabalho demonstra os mecanismos vasculares, à 

exposição aguda ao cádmio como disfunção endotelial provavelmente por aumento 

da produção local de angiotensina II e aumento da atividade da COX-2 e NADPH 

oxidase, que juntos geram aumento da produção de radicais livres, e consequente 

diminuição da biodisponibilidade de NO.  

 Inicialmente foi verificada a resposta à fenilefrina em aorta de ratos dos 

grupos controle e cádmio e foi observada resposta contrátil concentração-

dependente maior nos animais expostos ao cádmio. Esses resultados corroboram 

com Tzotzes et al., (2007) que observaram que a administração aguda de cádmio 

(2mg/kg) aumentou a vasoconstricção em anéis de aorta de ratos. Resultados 

semelhantes foram demonstrados por Takahashi et al., (2004), também avaliando 

aorta de ratos, observaram que em aortas pré-tratados com cádmio, 10 µM,  “in 

vitro” , a resposta contrátil à fenilefrina foi significativamente mais elevada quando 

comparadas ao controle.  



 

 

 Dando prosseguimento ao estudo, para melhor entendimento do efeito do 

cádmio sobre a reatividade de aorta de ratos foi investigado, se a exposição ao 

cádmio alterava a participação do endotélio e do óxido nítrico no controle do tônus 

vascular. 

As células endoteliais desempenham importante papel no controle do tônus 

vascular através da liberação de substâncias vasoativas como o óxido nítrico, fator 

hiperpolarizante derivado do endotélio, endotelina, angiotensina II e prostanóides 

derivados da via da ciclooxigenase-2, entre outros (Harrison et al.,1994; Vane & 

Botting, 1993; Vane et al., 1995;). Sabe-se que o cádmio é capaz de induzir 

hipertensão. Independentemente, acredita-se que a ocorrência de alterações da 

função endotelial levando a uma disfunção endotelial, é um marco nas das doenças 

cardiovasculares (Silva et al., 2012). Isso, fez com que fossem desenvolvidos 

experimentos para verificar a ocorrência de disfunção endotelial.  

A disfunção endotelial é definida como o desequilíbrio entre a produção e 

biodisponibilidade de fatores relaxantes derivados do endotélio (EDRFs) e fatores 

contráteis derivados do endotélio (EDCFs), associados com o aumento da 

biodisponibilidade de espécies reativas de oxigênio (ROS) e diminuição da 

capacidade antioxidante caracterizado como estresse oxidativo (Silva et al., 2012). 

Como o termo disfunção endotelial é utilizado quando há prejuízo no 

relaxamento vascular dependente do endotélio por redução da ação do óxido nítrico 

(Cai & Harrison, 2000), foram realizadas curvas concentração-resposta a 

acetilcolina. A acetilcolina promove relaxamento dependente do endotélio, em 

segmentos de aorta de ratos pré-contraídos com fenilefrina e expostos ao cádmio. 

Além disso, avaliou-se o relaxamento independente do endotélio através da curva 

concentração- resposta ao nitroprussiato de sódio. 



 

 

A acetilcolina provocou resposta vasodilatadora, concentração-dependente, 

nos segmentos arteriais de animais dos grupos controle e cádmio. No entanto, o 

relaxamento não se mostrou significativamente diferente entre os animais do grupo 

cádmio quando comparados ao grupo controle, evidenciando que o cádmio nessa 

concentração e tempo de exposição não prejudicou o relaxamento dependente do 

endotélio. De maneira semelhante, os resultados obtidos na curva com o 

nitroprussiato de sódio, doador de óxido nítrico, não se mostrou significativamente 

diferente entre os animais do grupo cádmio, evidenciando que o cádmio nessa 

concentração e tempo de exposição não prejudicou o relaxamento independente do 

endotélio.   

A avaliação independente do endotélio vascular corrobora com dados da 

literatura que demonstram que apesar das diferenças entre os modelos 

experimentais a exposição ao cádmio não altera a resposta à curva concentração 

resposta ao nitroprussiato de sódio (Bilgen et al., 2003 , Gökalp  et al., 2009 e 

Yoopan et al., 2008).  

Além disso, Tzotzes et al., (2007) corroborando com os resultados 

apresentados, não notaram alteração na resposta vasodilatadora dependente do 

endotélio, após administração aguda de cádmio (2mg/kg). Em contrapartida, 

contrário aos nossos achados Gökalp  et al., (2009) demonstraram que em com 

hipertensão induzida por cádmio (administração intraperitoneal de cádmio 

1mg/Kg/dia durante 15 dias) o relaxamento dependente do endotélio em resposta 

acetilcolina foi notavelmente atenuado em anéis de aortas. Somado a isso, Yoopan 

et al., (2008) utilizando ratos em um modelo de exposição ao cádmio de 10 e 50 ppm 

na água de beber, também demonstrou atenuação no relaxamento dependente do 

endotélio em resposta à acetilcolina.  Portanto, os divergentes achados na literatura 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=G%C3%B6kalp%20O%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19648216
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Yoopan%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18155860
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=G%C3%B6kalp%20O%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19648216


 

 

devem-se, provavelmente, aos diferentes modelos experimentais utilizados, em 

especial no que se refere às variadas concentrações e aos diferentes tempos de 

exposição ao cádmio. 

Mesmo não tendo sido observadas alterações significantes no relaxamento 

dependente do endotélio, após exposição ao cádmio, era necessário investigar o 

efeito deste tipo de exposição sobre a disfunção endotelial, pois o cádmio é 

associado ao maior risco de desenvolvimento de alterações cardiovasculares. Sendo 

assim, diante da divergência entre os dados da literatura, apesar dos resultados 

inicialmente, neste modelo experimental, não apresentarem aparente disfunção 

endotelial frente à resposta vasodilatadora à acetilcolina, buscou-se avaliar a 

participação do endotélio na resposta vascular a fenilefrina através da remoção 

mecânica do endotélio.  

A ausência do endotélio promoveu aumento significante na sensibilidade e na 

resposta máxima à fenilefrina nos segmentos aórticos de animais dos grupos 

controle e cádmio. Porém, quando comparados os resultados do efeito da ausência 

do endotélio, por meio da dAUC, entre os animais de ambos os grupos 

experimentais foi observado efeito de menor magnitude nos animais do grupo 

cádmio, sugerindo que a exposição ao cádmio reduz a participação do endotélio na 

resposta contrátil a fenilefrina. Logo, constatou-se que a exposição ao cádmio, leva 

ao aumento da reatividade vascular à fenilefrina e a concomitante redução da 

modulação endotelial. 

 Os resultados apresentados até o momento nos demonstram que a exposição 

aguda ao cádmio promove alterações na resposta constritora à fenilefrina em anéis 

de aorta de ratos e que esses efeitos são dependentes do endotélio vascular. 

Adicionalmente, como a modulação endotelial apresentou-se menor no grupo 



 

 

cádmio, os resultados apresentados sugerem que esse metal pode reduzir a 

liberação de um fator vasodilatador e/ou aumentar a liberação de um vasoconstrictor 

de maneira dependente do endotélio. Portanto, o próximo passo do presente estudo 

foi avaliar as possíveis vias envolvidas nesses efeitos a partir de análises funcionais 

e bioquímicas.  

 Ao considerar que a disfunção endotelial pode ser causada pela redução da 

síntese ou da biodisponibilidade do óxido nítrico (Triggle et al., 2003) e que o óxido 

nítrico é um dos mais importantes produtos liberados pelo endotélio vascular 

(Maturana et al., 2007) deu-se prosseguimento ao estudo, realizando uma curva 

concentração-resposta a fenilefrina na presença de L-NAME, inibidor inespecífico da 

sintase do óxido nítrico. O L-NAME foi utilizado para investigar o papel do NO nos 

efeitos produzidos por cádmio sobre as respostas contrácteis induzidas por 

fenilefrina.  

 O resultado foi semelhante ao observado nos experimentos em que o 

endotélio foi removido. Como resultado, o L-NAME provocou aumento da 

sensibilidade e da resposta máxima à fenilefrina nas artérias de animais dos grupos 

controle e cádmio. Porém, os valores da dAUC demonstram que a participação do 

NO na resposta contrátil a fenilefrina está reduzida em anéis de aorta expostos ao 

cádmio.  

 Estes resultados indicam que a incubação com cádmio, na concentração de 

10µM, em aorta de ratos, reduz a biodisponibilidade de NO endotelial induzida por 

modulação das respostas vasoconstritoras. Adicionalmente, foi realizada a análise 

da liberação local de NO na condição basal, estimulada e na presença de triton. 

Corroborando com o dado funcional apresentado para o L-NAME, análise da 

liberação local de NO demonstrou-se reduzida no grupo cádmio. Além disso, sob 



 

 

condições basais, foram realizadas a expressão proteica da isoformas eNOS e p-

eNOSser1177. Entretanto a expressão proteica não se mostrou alterada entre os 

grupos avaliados. 

Dados na literatura denotam que a exposição ao cádmio provoca estresse 

oxidativo intracelular (Carageorgiou et al., 2005),  resultando em uma diminuição na 

formação de NO (Buzard & Kasprzak, 2000). Isto pode ser enfatizado por achados 

na literatura que demonstram a redução da formação de oxido nítrico através da 

inibição da nNOS (Tzotzes et al., 2006) e da diminuição da expressão da  eNOS 

(Gökalp et al., 2009 e Yoopan et al 2008).  Em contrapartida, Takahashi et al., 

(2004) em modelo semelhante ao apresentado em nosso estudo (exposição “in vitro” 

à 10µM de cádmio por 24 horas) observou que o cádmio promoveu aumento na 

expressão da iNOS e da eNOS em aorta de ratos. Em adição, a redução de óxido 

nítrico no soro de ratos expostos ao cádmio foram observados por Martynowicz et 

al., (2004) e Skoczynska & Martynowicz (2005). Novamente é notória a divergência 

entre os dados da literatura, provavelmente, pela alternância nos modelos 

experimentais e nas doses utilizadas.   

Nossos resultados referentes à avaliação na participação do NO na resposta 

alterada após a exposição ao cádmio, juntos, mostram a redução da participação do 

NO na modulação endotelial devido à redução da liberação local desse fator 

relaxante em anéis de aorta expostos ao cádmio em comparação aos controles. 

Entretanto, a expressão proteica da isoforma endotelial da óxido nítrico sintase 

(eNOS) e da isoforma endotelial da óxido nítrico sintase fosforilada (p-eNOSser1177) 

não se mostrou alterada, provavelmente devido ao curto tempo de exposição a esse 

metal.  

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=G%C3%B6kalp%20O%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19648216


 

 

Dando prosseguimento às análises, sabe-se que o aumento da produção de 

espécies reativas de oxigênio é um dos principais fatores que leva à redução da 

biodisponibilidade do NO e, assim, aumenta a contração do músculo liso vascular. 

Com isso, buscou-se avaliar a possível participação das espécies reativas de 

oxigênio na resposta vascular alterada pela exposição ao cádmio.  

No sistema cardiovascular, as espécies reativas de oxigênio desempenham 

um papel crucial no controle da função endotelial e do tônus vascular. 

Fisiologicamente, os fatores relaxantes derivados do endotélio (EDRFs) em especial: 

o óxido nítrico (NO), a prostaciclina e o fator hiperpolarizante derivado do endotélio 

(EDHF) poderiam ser prejudicados na exposição ao cádmio; levando a diminuição 

da capacidade das células endoteliais em liberar NO.  

Apesar dos inúmeros dados na literatura referentes aos efeitos tóxicos após a 

exposição ao cádmio, os alvos moleculares envolvidos na toxicidade aguda a esse 

metal permanecem em grande parte não identificados. Entre os mecanismos mais 

descritos estão à produção de espécies reativas de oxigênio (ROS) e 

consequentemente ao aumento de radicais livres (He et al., 2008; Liu et al.; 2009). 

Como o cádmio é um metal redox-estável, o estresse oxidativo gerado por ele ocorre 

através de mecanismos indiretos. Entre esses mecanismos pode-se destacar a 

depleção de enzimas antioxidantes, especificamente a glutationa peroxidase e 

superóxido dismutase, resultando em aumento da produção de ROS como ânion 

superóxido, peróxido de hidrogênio e radicais livres (Stohs et al.;  2001). Entretanto, 

não encontramos dados na literatura que demonstrassem os possíveis efeitos sobre 

a reatividade vascular em aorta de ratos após a exposição aguda ao cádmio.   

 Para elucidar a maneira pela qual a exposição ao cádmio modificou a 

resposta contrátil à fenilefrina foi necessário entender a participação das espécies 



 

 

reativas de oxigênio nesse modelo experimental. Para isso, inicialmente analisou-se 

a participação do ânion superóxido (O2
-) e do peróxido de hidrogênio (H2O2) na 

resposta contrátil à fenilefrina.  

 A participação do O2
- na resposta vascular a fenilefrina foi verificada com 

varredor de ânion superóxido, SOD. Já a participação da NADPH oxidase, com um 

inibidor da mesma, apocinina, e a participação do H2O2, avaliou-se com catalase, 

varredor do peróxido de hidrogênio. Como resultado: apocinina promoveu efeito de 

maior magnitude nos animais do grupo cádmio e nem a SOD  nem a catalase 

alteraram a resposta contrátil à fenilefrina após exposição a essas concentrações de 

cádmio.  

 Esses resultados sugerem que na exposição aguda ao cádmio em anéis de 

aorta de ratos ocorre maior participação do O2
-, gerados pela NADPH oxidase, na 

resposta contrátil a fenilefrina, sem haver participação do peróxido de hidrogênio. 

Sendo assim, é possível sugerir que o aumento da reatividade vascular à fenilefrina 

induzida pelo cádmio foi causada por um aumento da liberação de ROS, resultando 

em redução da biodisponibilidade de NO.  

 O principal fator que contribui para a redução de biodisponibilidade do NO é o 

aumento de ROS, em especial O2
-, que ao interagir com NO forma peróxido de 

nitrito, consumindo o óxido nítrico e diminuindo assim a biodisponibilidade do mesmo 

e, como consequência, ocorre diminuição do relaxamento do músculo liso (Beckman 

& Koppenol, 1996).  

 Assim, pode-se sugerir nesse estudo que a redução da biodisponibilidade 

induzida por cádmio pode estar relacionado ao aumento dos níveis de ROS 

promovendo uma disfunção endotelial.  



 

 

 No processo de disfunção endotelial as células sofrem danos que podem 

modificar a expressão ou atividade das substâncias produzidas e liberadas pelo 

endotélio (Goligorsky, 2005). Os prostanóides derivados da via da ciclooxigenase 

são algumas das substâncias liberadas pelas células endoteliais que desempenham 

importante função na regulação do tônus vascular e participam das respostas à 

agressão vascular (Alvarez et al., 2005 e 2007). Estudos demonstram que 

prostanóides derivados da via da COX-2 estão associados ao desenvolvimento de 

doenças como hipertensão e aterosclerose (Adeagbo et al., 2005; Alfranca et al., 

2006; Alvarez et al., 2005; Antman et al., 2005), e parecem contribuir para o 

aumento da resposta vasoconstritora à fenilefrina observadas em modelos de 

hipertensão e envelhecimento (Álvarez et al., 2005; Widlanskhy et al., 2003; Wong et 

al., 2009; Zerrouk et al., 1998). Como os prostanóides derivados da via da 

ciclooxigenase estão diretamente envolvidos nas respostas vasculares, foi 

investigado, se as alterações vasculares encontradas neste modelo experimental de 

exposição ao cádmio estão associadas aos prostanóides derivados da via da COX. 

 Para analisar esta participação dos prostanóides foram desenvolvidos 

experimentos de reatividade vascular onde foram utilizados: indometacina (inibidor 

não seletivo da COX); NS 398 (inibidor seletivo da COX-2); SQ 29,548 (antagonista 

do receptor TP); SC 19,220 (antagonista do receptor EP1) e furegrelato (inibidor da 

síntese do TXA2). 

 A indometacina provocou redução na resposta contrátil à fenilefrina, que foi 

maior nas artérias de anéis de aorta expostos ao cádmio, sugerindo participação dos 

prostanóides derivados da via da ciclooxigenase na maior resposta a fenilefrina. 

 Efeito semelhante foi demonstrado em diferentes modelos experimentais 

(Bilgen I et al., 2003; Choi et al., 2002 ; Skoczyńska  et al., 2001), por exemplo, 



 

 

Skoczyńska  et al., (2001)  utilizando um inibidor da síntese de prostaglandinas, 

cetoprofeno, em artéria mesentéricas de ratos, após exposição ao cádmio (Cd 5 

mg/Kg), uma vez por semana por um período de 7 semanas, demonstrou a 

participação dos prostanóides na resposta dessas  artérias à noradrenalina em 

animais expostos ao metal. Entretanto, novamente não foi encontrado na literatura 

trabalho que tenha sido realizado mostrando a possível participação dos 

prostanóides em animais expostos ao cádmio em modelo experimental similar ao 

apresentado nessa pesquisa. 

Sabendo da existência de duas isoformas da ciclooxigenase, a COX-1, 

isoforma constitutiva, e a COX-2, isoforma induzida, que são responsáveis pela 

produção dos prostanóides, era necessário esclarecer se os prostanóides que 

promovem maior resposta contrátil a fenilefrina  eram derivados da COX-1 ou da 

COX-2 ou de ambas. Para isso, foram realizadas curvas concentração-resposta a 

fenilefrina em segmentos de aorta incubados com inibidor específico da COX-2, o 

NS 398. Nesse experimento, observou-se que na presença do NS 398 ocorreu 

redução da resposta contrátil a fenilefrina somente na aorta dos animais do grupo 

cádmio, indicando que os prostanóides que promovem maior resposta contrátil a 

fenilefrina nos animais do grupo exposto ao cádmio são derivados da via da COX-2. 

Não foram encontradas publicações que tivessem relacionado a exposição 

ao cádmio com maior participação de prostanóides derivados da COX-2 na resposta 

vascular a fenilefrina. Entretanto, Olszowski et al., (2012) realizaram uma revisão 

sobre o efeito de cádmio sobre os mediadores e marcadores inflamatórios, entre 

eles a expressão de COX-2 (Alvarez et al., 2004; Choi et al., 2002; Figueiredo-

Pereira et al., 2002; Kundu et al., 2009; Lee & Lim, 2011; Miyahara et al., 2001; 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Olszowski%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23240106


 

 

Ramirez & Gimenez, 2003; Rockwell et al., 2004; Seok et al., 2006; Shin et al., 

2003). 

 Corroborando com nossos dados funcionais Lee & Lim, (2011) em estudo de 

células expostas a 10 µM de cádmio durante 24 horas exibiu significativamente 

maior expressão de COX-2 em comparação ao controle. Somado a isso, Rockwell et 

al., (2004) usando células de camundongo HT4 expostas a 15 µM de cádmio por 24 

horas, também demonstram que o cádmio aumentou significativamente a expressão 

da proteína COX-2. 

Sabendo-se que vários prostanóides contráteis são derivados da via da 

COX-2 era importante descobrir quais destes prostanóides participavam desta 

resposta aumentada a fenilefrina nos ratos expostos ao cádmio. Considerando que 5 

diferentes prostanóides (PGE2, PGI2, PGF2, PGD2, TXA2) são derivados da via da 

COX-2, foram desenvolvidos experimentos de reatividade vascular onde artérias 

foram incubadas com SQ 29,548, antagonista do receptor TP, ou SC 19,220, 

antagonista do receptor EP1, ou com Furegrelato, inibidor da sintase do TXA2. Estes 

experimentos apresentaram resultado semelhante, sendo observada redução da 

resposta à fenilefrina somente nos segmentos de aorta dos ratos do grupo cádmio. 

Considerando que os receptores TP e EP1 são estimulados pelos 

prostanóides TXA2 e PGE2 e o furegrelato inibe a sintase específica do TXA2 estes 

resultados sugerem que os mecanismos pelos quais o cádmio promove alteração 

vascular neste modelo animal envolvem a participação do TXA2 e da PGE2. 

Novamente, não encontramos publicações que tivessem relacionado à exposição ao 

cádmio com maior participação dos prostanóides derivados da COX-2 na resposta 

vascular a fenilefrina. Juntos esses resultados indicam que a alteração vascular 

observada neste modelo experimental deve-se, mesmo que parcialmente, a maior 



 

 

participação da COX-2, por aumento na produção dos prostanóides TXA2 e PGE2, e 

na maior participação destes na resposta vascular a fenilefrina. 

Além desses resultados e conforme já descrito na literatura, a angiotensina II 

pode induzir a expressão de COX-2 (Álvarez et al., 2007; Beltran et al., 2009) e, 

além disso, aumentar a produção de espécies reativas do oxigênio (Wolf, 2000), 

reduzir a biodisponibilidade do NO e provocar disfunção endotelial (Doughan et al., 

2008). Assim, a angiotensina II, quando em excesso pode promover alterações 

semelhantes às observadas no modelo animal deste estudo. Em consonância, o 

aumento da atividade do sistema renina angiotensina local e a produção de 

prostanóides vasoconstrictores podem aumentar a ROS em aorta de ratos (Álvarez 

et al., 2007). Com isso, tornou-se essencial a análise do comportamento do sistema 

renina-angiotensina local neste modelo experimental. 

Desse modo, foi investigado se as ações vasculares induzidas pelo cádmio 

envolvia o sistema renina-angiotensina local. Para esta investigação foram 

realizados experimentos de reatividade vascular na presença do inibidor da enzima 

conversora da angiotensina, enalapril, e também com o antagonista dos receptores 

AT1, Losartan. O enalapril e o losartan reduziram à resposta máxima a fenilefrina 

somente nos segmentos arteriais do grupo cádmio. Os efeitos do bloqueio da ECA 

com enalapril sugerem que o cádmio estimula a atividade da enzima conversora de 

angiotensina, gerando mais de angiotensina II, que é bloqueada por losartan. 

Portanto ocorre participação do sistema renina-angiotensina local na maior resposta 

contrátil a fenilefrina exercida pelo cádmio. Além disso, foi notado que esta resposta 

não se devia ao aumento do número de receptores AT1, pois a expressão deste 

receptor não foi alterada pela exposição ao cádmio.  



 

 

 Esses dados corroboram com dados da literatura onde já está bem 

esclarecida a participação do sistema renina angiotensina nos efeitos produzidos 

pelo cádmio em diferentes modelos experimentais (Boscolo  & Carmignani,  1986; 

Skoczyńska 1995 e 1997;  Skoczyńska et al., 2001;  Wróbel & Skoczyńska, 2002), 

em especial relacionado ao aumento de pressão arterial. Além disso,  Fouad & 

Jresat (2011) demonstraram a influência do sistema renina angiotensina nos efeitos 

tóxicos do cádmio, destacando o efeito protetor do telmisartan, antagonista seletivo 

do receptor AT1, contra nefrotoxicidade induzida por cádmio em camundongos. Em 

2013, os mesmos autores, demonstraram que o tratamento com captopril e 

telmisartan atenuou a toxicidade testicular induzida pelo cádmio em ratos, 

demonstrando novamente a importância do sistema renina angiotensina nos efeitos 

tóxicos da exposição a este metal.  

 Somado a isso, a angiotensina II, pode regular a expressão da COX-2, a 

produção de prostanóides (Álvarez et al., 2007; Ohnaka et al., 2000; Weseler & Bast, 

2010) e atividade da NADPH oxidase (Griendling et al., 1994). Sendo assim, deve-se 

considerar a relação existente entre aumento da liberação de angiotensina II, 

aumento da produção de prostanóides derivados da COX-2 e produção de radicais 

livres (Griendling et al., 1994; Hu et al., 2002; Ohnaka et al., 2000, Tzotzes et al., 

2007).  

 Assim, podemos sugerir de acordo com os dados apresentados neste estudo 

que o aumento da liberação de angiotensina II induzida pelo cádmio pode causar o 

aumento da atividade de COX-2 e de NADPH-oxidase, juntos. Esses fatores 

poderiam aumentar a liberação de ROS, como foi observado neste trabalho 

contribuindo para a hiperatividade vascular induzida pela fenilefrina após exposição 

ao cádmio. Tomados em conjunto, estes resultados sugerem que a exposição aguda 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Fouad%20AA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21819444
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Jresat%20I%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21819444


 

 

ao cádmio desencadeia a produção de ROS, que se ocorrendo repetidamente, 

poderia dar início a um processo inflamatório vascular e o desenvolvimento da 

aterosclerose na aorta.  

 Em suma, nossos resultados mostram que a exposição, in vitro a 10 µM de 

cádmio, aumenta à resposta vascular a fenilefrina, possivelmente como resultado da 

redução da biodisponibilidade de NO devido ao aumento da liberação de ROS. Esse 

aumento da liberação de ROS é derivado especialmente da NADPH oxidase e pode 

ser devido ao aumento da liberação local de angiotensina II e liberação de 

prostanóides vasoconstrictores derivados da via da COX-2. Portanto, repetidas 

exposições ao cádmio poderiam induzir disfunção endotelial e contribuir para o 

aumento da resistência vascular periférica e consequentemente na gênese e 

manutenção da hipertensão. Como consequência, os resultados reforçam a 

sugestão de que a exposição ao cádmio é um fator de alto risco para a saúde 

pública. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

VI CONCLUSÃO 

A exposição aguda ao cádmio alterou a reatividade vascular promovendo 

aumento da resposta contrátil a fenilefrina e disfunção endotelial em segmentos de 

aorta; 

A disfunção endotelial observada neste modelo experimental deve-se, 

mesmo que parcialmente, a redução da biodisponibilidade do NO causada pelo 

aumento da produção das espécies reativas de oxigênio produzidos pela 

NADPHoxidase; 

O aumento da resposta contrátil a fenilefrina está associado a menor 

modulação do endotélio nesta resposta e a maior participação do ânion superóxido, 

derivado dos prostanóides contráteis derivados da COX-2 (PGE2 e TXA2) e do 

sistema renina-angiotensina nesta resposta; 

Esses resultados demonstram que a exposição aguda ao CdCl2 promove 

alterações vasculares semelhantes às produzidas por outros fatores de risco 

cardiovascular como hipercolesterolemia, diabetes e hipertensão. E reforçam a 

hipótese de que o cádmio deve ser considerado fator de risco para o 

desenvolvimento de doenças cardiovasculares.  
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