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RESUMO 

 

Introdução: A exposição ao cádmio está relacionada com doenças cardiovasculares, 

incluindo hipertensão e aterosclerose, provavelmente vinculadas ao aumento do 

estresse oxidativo induzido por esse metal. Objetivo: o presente estudo investigou se 

a exposição ao cádmio poderia acelerar a formação de placa de aterosclerose e 

concomitantemente promover disfunção endotelial em aorta, além de aumentar o 

estresse oxidativo em camundongos knockout para a lipoproteína E (ApoE-/-). 

Métodos: os experimentos foram realizados com camundongos ApoE-/- e com 

C57BL/6 machos com 14 semana de idade, que receberam cloreto de cádmio (CdCl2 

100 mg / L em água potável durante 28 dias) ou veículo (água destilada). Após a 

exposição ao metal foi realizada a dosagem do colesterol, análise da reatividade 

vascular à fenilefrina, à acetilcolina e ao nitroprussiato de sódio em aorta isolada. As 

células da medula óssea foram isoladas para avaliar a produção de óxido nítrico e 

espécies reativas de oxigênio e nitrogênio e no arco aórtico foi mensurada a placa 

aterosclerótica. Resultado: Camundongos ApoE-/- expostos ao cádmio apresentaram 

níveis mais elevados de colesterol do que os não expostos. A exposição ao cádmio 

diminuiu a resposta vasodilatadora à acetilcolina do anel aórtico em camundongos 

ApoE-/-, embora não tenham sido observadas alterações nas respostas à fenilefrina 

ou ao nitroprussiato de sódio. O L-NAME reduziu a resposta vasodilatadora à 

acetilcolina, mas este efeito foi menor em camundongos ApoE-/- tratados com cádmio, 

sugerindo uma redução na biodisponibilidade do óxido nítrico neste grupo 

experimental. Além disso, nas células hematopoiéticas, o cádmio diminuiu os níveis 

citoplasmáticos de óxido nítrico e aumentou ânion superóxido, peróxido de hidrogênio 

e peroxinitrito em camundongos ApoE-/- expostos ao cádmio. A análise morfológica 

mostrou que a exposição ao cádmio aumentou a deposição de placa na aorta em 

aproximadamente 3 vezes comparados aos animais ApoE-/- não expostos ao metal. 

Conclusão: nossos resultados sugerem que a exposição ao cádmio induz disfunção 

endotelial em camundongos ApoE-/-. Além disso, o cádmio aumentou os níveis de 

colesterol total, o que pode justificar o desenvolvimento de aterosclerose na aorta de 

camundongos ApoE-/-. Nossos achados sustentam a hipótese de que a exposição ao 

cádmio pode aumentar o risco de aterosclerose. 

Palavras chaves: cádmio, aterosclerose, disfunção endotelial estresse oxidativo. 



 
  

 
 

 ABSTRACT 

 

Introduction: Cadmium exposure is related to cardiovascular diseases, including 

hypertension and atherosclerosis, which are linked to oxidative stress induced by this 

metal. Objective: the present study investigated whether the exposure to cadmium 

promotes the formation of atherosclerotic plaque and promotes endothelial dysfunction 

in the aorta, in addition to oxidative stress in knockout mice for lipoprotein E (ApoE-/-). 

Methods: Experiments were performed on 14 week-old male C57BL / 6 and ApoE-/- 

mice treated with cadmium chloride (100 mg / L CdCl2 in drinking water for 28 days) 

or vehicle (distilled water). After exposure to the metal a cholesterol dosage was made 

and vascular reactivity in response to phenylephrine, acetylcholine or sodium 

nitroprusside were analysed in the isolated aorta. Bone marrow cells were isolated to 

evaluate the production of nitric oxide and reactive species of oxygen and nitrogen and 

the atherosclerotic plaque in the aortic arch was measured. Result: ApoE-/- mice 

exposed to cadmium showed higher levels of cholesterol than the animals that were 

not exposed. Cadmium exposure reduced acetylcholine induced relaxation in ApoE-/-, 

although it did not alter the responses elicited by phenylephrine or sodium 

nitroprusside. L-NAME incubation reduced the vasodilator response to acetylcholine, 

but this effect was smaller in cadmium treated ApoE-/- mice, suggesting a reduction in 

nitric oxide bioavailability. In addition, in cells hematopoietic, cadmium decreased 

cytoplasmic levels of nitric oxide and increased superoxide anion, hydrogen peroxide 

and peroxynitrite in ApoE-/- mice exposed to cadmium. Morphological analysis showed 

that cadmium-treated ApoE-/- mice exhibited increased plaque deposition in the aorta 

by approximately 3-fold comparing to the non-treated ApoE-/- mice. Conclusion: our 

results suggest that a cadmium exposure induces endothelial dysfunction in ApoE-/- 

mice. In addition, cadmium increased cholesterol plasmatic levels, which may promote 

the development of atherosclerosis in the aorta of ApoE-/- mice. Our findings support a 

hypothesis that the exposure to cadmium may increase the risk of atherosclerosis 

development. 

 

Keywords: cadmium, atherosclerosis, endothelial dysfunction, oxidative stress 
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1 INTRODUÇÃO 

 

1.1 ASPECTOS GERAIS SOBRE O CÁDMIO 

 

O Cádmio é um metal simbolizado pela sigla Cd, com peso molecular de 

112.411 e seu número anatômico é 48. É encontrado na tabela periódica no grupo IIB. 

Possui como características maleabilidade, ductilidade, resistência química e 

mecânica, além disso, possui coloração branco prateado (DUFFUS, 2002). 

É um dos metais tóxicos mais importantes dispersos no meio ambiente, sendo 

liberado na natureza através de atividades vulcânicas, das profundidades oceânicas, 

remobilização de fontes antigas, como a poluição das águas subterrâneas causadas 

por drenagem de minas, e também por meio atividades humanas como o derretimento 

das calotas polares e a queima de combustíveis fósseis (WHO, 2000).  

O cádmio está em sétimo lugar na lista de prioridades dos 275 materiais 

perigosos (ATSDR, 2008), sendo um dos produtos químicos que se encontra entre as 

dez principais preocupações em saúde pública (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 

2010). No ambiente se torna perigoso devido ao consumo de plantas e de animais 

que acumulam. 

Começou a ser utilizado em pinturas de Claude Monet, mas com o passar do 

tempo foi adquirindo novas funções. Hoje em dia é empregado em materiais de 

policloreto de vinila (PVC), pigmentos de tinta e em baterias recarregáveis de níquel-

cádmio. Também pode ser usado em anticorrosivo e está presente como poluente em 

fertilizantes fosfatados. Outrossim, é usado pela mineração no refino de metais não 

ferrosos, e pode ser liberado para o ar durante a combustão de combustíveis fósseis 

e incineração e eliminação de resíduos (ATSDR, 2012). Através dessas fontes o metal 

pode acumular-se no meio aquático e no cultivo agrícola.  

O cádmio não é considerado um dos metais essenciais e os efeitos tóxicos 

aumentam o risco de complicações adversas, principalmente nos rins, nos ossos e no 

sistema cardiovascular, podendo causar doenças malignas, como câncer de pulmão 

e rim, e mortes prematuras (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2010). 

De 1999 a 2004 a National Health and Nutrition Examination Surveys (NHNES) 

associou maiores concentrações de Cd no sangue e na urina com uso de tabaco, e 
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maior associação do metal no sangue com a hipertensão arterial sistêmica (HAS) 

(TELLEZ-PLAZA et al., 2008).  

 

1.2 EXPOSIÇÃO AO CÁDMIO 

 

Na população em geral as principais fontes de exposição ao Cd são a fumaça 

do cigarro, alimentos (especialmente frutos do mar, carnes, vegetais e grãos), água 

potável e ar atmosférico, especialmente nas áreas urbanas e industriais (ATSDR, 

2012; SATARUG; MOORE, 2004) 

De acordo com a Internacional Cadmium Association, a quantidade esperada 

de partículas suspensa de Cd no ar é de 0,1 a 5 ng/m³ em áreas rurais, 2 a 15 ng/m³ 

em áreas urbanas e em áreas industrias 15 a 150 ng/m³. Já em ambientes de trabalho 

a quantidade aceitável é de 2-50 ng/m³ (ELINDER et al., 1985; OECD, 1995; WORLD 

HEALTH ORGANIZATION, 2010). 

Indivíduos que fazem uso do tabaco, tem sua fumaça como a principal fonte de 

exposição ao cádmio uma vez que cada cigarro contém 0,5 a 2 ng/m³ de Cd, e 

aproximadamente 10% desse metal é inalado pelos fumantes. Além disso, pessoas 

que convivem com tabagistas, os fumantes passivos, podem inalar quantidades 

significantes do metal (ELINDER et al., 1985). Já o estudo de Viana et al. (2011) em 

20 marcas de cigarros comercializados no Brasil encontrou uma média de 0,65 

microgramas de Cd por grama de tabaco (DE SOUSA VIANA; GARCIA; MENEZES-

FILHO, 2011). 

Estima-se que o nível de Cd em fumantes da cidade de Nova York é de 1,58 

μg/L, sendo que em não-fumantes esses níveis se limitam a 0,38 ug/L. Portanto, 

fumantes podem apresentar níveis quatro vezes maiores que a população não 

fumante. A quantidade do metal absorvida por dia é de 1 a 3 μg a cada maço fumado 

(ATSDR, 2012). 

A utilização de fertilizantes fosfatados na agricultura faz com que as plantas 

absorvam o metal que está presente nesse adubo. O estudo de Bizarro et al. (2008) 

encontrou em amostras de fertilizantes fosfatados 42,93mg kg-1 de teor de Cd.   

Adubações recorrentes fazem com o que a concentração do metal aumente no solo e 

consequentemente nas plantas (BIZARRO; MEURER; TATSCH, 2008).  
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  Quando o solo é adubado com esses fertilizantes, animais e vegetais desse 

habitat acumulam partículas do metal. Calcula-se que os alimentos possuam em 

média; alface, espinafre, batata, amendoim, feijão, soja, semente de girassol (média 

30-150 ppb), peixes e carnes (média de  5-40 ppb), rins e fígados (que são os órgãos 

de maior deposição do metal e podem alcançar 1000 ppb) (ATSDR, 2012; WORLD 

HEALTH ORGANIZATION, 2010). Uma vez consumidos esses produtos, são 

absorvidos aproximadamente 1-5% de metal ingerido e 25-50% do montante de 

cádmio inalado (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2010).  

De acordo com o relatório de 2010 da World Health Organization (WHO) e por 

consenso da Organização Internacional de Alimentos e Medicamentos e do Comitê 

Conjunto de Peritos para os Aditivos Alimentares, o nível aceitável de ingestão do Cd 

é de 25 µg/Kg de peso corporal por mês (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2010). 

Uma vez absorvido, o cádmio pode permanecer no organismo por décadas, 

com meia vida estimada entre 15 e 30 anos. A longa meia vida do metal no organismo 

altera a associação entre o teor de cádmio aórtico e a relação maços/ano consumidos,  

acúmulo deste metal na aorta seja progressivo (NORDBERG; KJELLSTROM, 1979). 

Abu-Hayyeh et al., (2001) demonstraram que o quantidade do metal em aortas de 

humanos eleva em proporção com os maços/ano de cigarros fumados, com o acúmulo 

seletivo na camada média (ABU-HAYYEH et al., 2001).  

 

1.3 EFEITOS DA INTOXICAÇÃO NO ORGANISMO 

 

A deposição do metal no organismo ocorre principalmente nos tecidos renais e 

hepático, que correspondem a 60% do Cd acumulado (BABA et al., 2013; MATOVIĆ 

et al., 2011). Estudos demonstram que o acúmulo pode causar dano hepatocelular, 

atrofia testicular, hipertensão arterial sistêmica (HAS), disfunção renal, anemia e lesão 

no sistema nervoso central (JEYAPRAKASH; CHINNASWAMY, 2005; VICENTE-

SÁNCHEZ et al., 2008).  

Com a deposição do Cd no sistema esquelético, ocorre redução da resistência 

do tecido ósseo, por isso relacionam a exposição ao metal com fraturas e redução da 

densidade mineral óssea (osteoporose) (STAESSEN et al., 1999).  Além disso, no 

Japão, foi determinada a relação entre intoxicação pelo metal com a doença dói-dói, 

que é uma combinação de osteoporose com osteomalácia. Essa enfermidade foi 

descoberta em 1950, sendo associada à irrigação de plantações de arroz com água 
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contaminada com o metal e estudos realizados em outros países obtiveram desfechos 

semelhantes (FRIBERG, 1974).  

Esse agente tóxico também tem sido associado à perda auditiva e à 

degeneração macular relacionada à idade (CHANTARAWONG et al., 2014; ERIE et 

al., 2007; SATARUG et al., 2010). 

 

1.4 EFEITOS DA INTOXICAÇÃO NO SISTEMA CARDIOVASCULAR 

 

Em estudos epidemiológicos transversais foi observado que baixos e 

moderados níveis de exposição ao Cd são associados com o desenvolvimento de  

hipertensão arterial sistêmica (HAS), diabetes, doenças renais crônicas, aterosclerose 

em carótida, doença arterial periférica, doenças do miocárdio, acidente vascular 

encefálico (AVE) e insuficiência cardíaca (TELLEZ-PLAZA et al., 2008). Menke et al. 

(2009) associaram a exposição ao Cd com  aumento das mortes na população 

americana decorrente  de doenças cardiovasculares (DCV) (MENKE et al., 2009).  

As DCV causadas por esse metal podem resultar de distúrbios metabólicos 

como diabetes e dislipidemia. As anormalidades no perfil lipídico tem suma 

importância, pois essas alterações aumentam o risco das DCV, sendo que em 

pacientes diabéticos aumenta a taxa de mortalidade e morbidade (OZTURK et al., 

2009).  

Muitos estudos relatam que a exposição a esse agente é tóxica ao endotélio e 

ao músculo liso vascular, podendo ser um dos fatores de risco para o desenvolvimento 

de aterosclerose (ALMENARA et al., 2013; ANGELI et al., 2013; FUJIWARA; 

WATANABE; KAJI, 1998; KAJI et al., 1996; KISHIMOTO et al., 1996) 

A exposição do vaso sanguíneo ao metal causa disfunção endotelial, que é 

definida como desequilíbrio entre a produção e biodisponibilidade de fatores 

relaxantes derivados do endotélio e fatores contráteis derivados do endotélio, e está 

relacionada com o aumento de espécies reativas de oxigênio (ERO) ou nitrogênio 

(ERN) e diminuição da capacidade antioxidante, que é denominado como estresse 

oxidativo (SILVA; PERNOMIAN; BENDHACK, 2012).   

A avaliação da função endotelial e vascular acontece com o uso de drogas 

como a fenilefrina (FE), acetilcolina (ACh), nitroprussiato de sódio (NPS) e uma 

solução rica em potássio. A FE causa contração do musculo liso vascular (MLV) 
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quando se liga ao receptor α1-adrenérgico deste, desencadeando a ativação da 

proteína Gs, que ativará a fosfolipase C, promovendo a hidrólise do fosfatidilinositol 

bifosfato (PIP2) em inositol 1,4,5-trifosfato (IP3) e diacilglicerol (DAG). O IP3 gera 

liberação do cálcio pelo retículo sarcoplasmático e o DAG aciona a proteína quinase 

C (PKC), causando aumento da sensibilidade das proteínas contráteis ao cálcio, 

fosforilação da cadeia leve da miosina e aumento da mobilização do cálcio por meio 

de canais da membrana. Todos os eventos citados participam da contração do 

musculo liso vascular (HOROWITZ et al., 1996).  

A contração causada pelo potássio ocorre pela modificação no potencial de 

membrana celular. A despolarização da membrana, induzida pelo aumento da 

concentração de K+ extracelular, propicia o influxo de Ca2+ através da abertura de 

canais para cálcio operados por voltagem, resultando na contração (BULBRING; 

TOMITA, 1987; GANITKEVICH V; ISENBERG, 1991). Outros trabalhos demostram 

que o cloreto de potássio (KCl), atua como um estímulo sensibilizador de cálcio na 

contração do músculo liso (RATZ et al., 2005). 

Quando analisada a resposta vasodilatadora, à ACh se liga nos receptores 

muscarínicos no endotélio vascular levando ao aumento da concentração intracelular 

de cálcio, induzindo a produção de prostaciclina, NO e fator hiperpolarizante derivado 

do endotélio. Essas substâncias irão causam hiperpolarização do músculo liso 

vascular e, consequentemente, o relaxamento do vaso sanguíneo (RATTMANN, 

2009). Desse modo, a integridade do endotélio vascular é de suma importância para 

apropriada resposta à ACh. O NPS é um doador de NO para as células musculares 

lisas, levando à estimulação da guanilato ciclase solúvel nas células do músculo liso 

vascular. Esses são alguns dos mecanismo pelo qual o NO age sobre o vaso 

sanguíneo e causa o relaxamentos (RATTMANN, 2009). 

 Com isso, estudos experimentais que encontram disfunção endotelial sugerem 

que o Cd pode contribuir para o início e progressão da placa de aterosclerose, por 

causar estresse oxidativo em segmentos isolados de aorta (ALMENARA et al., 2013; 

ANGELI et al., 2013),  aumento da permeabilidade endotelial, inibição da proliferação 

celular e promoção da morte celular (apoptose) (MESSNER et al., 2009; MESSNER; 

BERNHARD, 2010). 

O estudo Abu-Hayyeh et al. (2001) foi o primeiro a demonstrar que além dos 

rins, fígado e testículo, as artérias também são alvo da deposição do Cd (ABU-
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HAYYEH et al., 2001). Apesar das vias de absorção do metal pelas células da parede 

vascular não serem claras até o momento, já foram descritos vários canais iônicos e 

transportadores que são capazes de carrear esse íon através da membrana 

plasmática (GARLANDA; DEJANA, 1997). 

Abu-Hayyeh et al. (2001) demonstraram que a maior deposição de Cd nas 

artérias ocorre na túnica média arterial e que a concentração depositada nessa região 

da aorta de humanos foi de 7 μmol/L. O acúmulo do íon pode prejudicar o metabolismo 

das células musculares lisas, além de causar a degradação do tecido conjuntivo 

elástico, aumentando a probabilidade de disfunção e doenças do tecido (ABU-

HAYYEH et al., 2001).  

Além da captação direta do Cd pela parede arterial, que ocorre quando o íon 

se liga a proteínas, o metal também pode ser absorvido pelas células do sistema 

imune (neutrófilos, eosinófilos, basófilos, linfócitos T, linfócitos B, células NK, 

macrófagos, mastócitos e monócitos) atravessando a parede vascular por meio de 

infiltração. Os monócitos são exemplos de células do sistema imune que se ligam ao 

Cd e se depositam nos vasos sanguíneos (Figura 1) (STEFFENSEN et al., 1994). 

No decurso da aterosclerose, macrófagos/monócitos se diferenciam em células 

espumosas, que com sobrecarga de colesterol sofrem processo de necrose, fazendo 

com que o Cd captado por essa célula seja liberado na parede do vaso sanguíneo.  . 

(MESSNER; BERNHARD, 2010).  

Com base nesses conhecimentos, a hipótese que melhor explica como  

aterosclerose é causada é denominada de “hipótese de resposta à lesão” 

desenvolvida por Ross et al (ROSS, 1999).  Nessa teoria, primeiramente ocorre dano 

endotelial primário e/ou um prejuízo funcional, para que então se inicie a 

aterosclerose. (MESSNER et al., 2009; PROZIALECK; EDWARDS; WOODS, 2006; 

SACERDOTE; CAVICCHIA, 1983).  

A exposição ao  Cd é um fator capaz de reduzir a funcionalidade da barreira 

endotelial, pela interrupção das junções celulares no endotélio vascular, e com isso 

ocasiona a morte das células endoteliais (MESSNER et al., 2009; PROZIALECK; 

EDWARDS; WOODS, 2006; SACERDOTE; CAVICCHIA, 1983). 
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Figura 1: Células endoteliais em processo de necrose induzido pelo Cd. 

 

Um modelo hipotético para a indução da morte de células endoteliais necróticas pelo metal. O Cd é 
absorvido pelas células endoteliais através de transportadores de cátions e canais iónicos, à exemplo 
do transportador de metal divalente 1 (DMT-1) (I), ou ligado a proteínas e transportado para o 
citoplasma celular por endocitose (II). Os íons do metal se difundem para o núcleo e podem causar 
danos ao DNA de forma direta (causando modificação oxidativa de bases) ou indireta (inibindo a 
maquinaria de reparo de DNA), o que ativa uma resposta de danos ao DNA. Como resultado desta 
resposta mediada pela p53, sinalização da morte celular é enviada para as mitocôndrias (candidatos 
potenciais são membros da família bcl2 pró-apoptóticos). Devido à abertura do complexo de poros de 
transição de permeabilidade (CPTP), ocorre a liberação e montagem do complexo de apoptosoma, a 
caspase-9 é ativada, o que, por sua vez, ativa a caspase-3. Por processos ainda desconhecidos o Cd 
inibe a atividade da caspase e como resultado da diminuição do potencial mitocondrial, devido à 
abertura da CPTP, a geração de adenosina trifosfato (ATP) é reduzida, resultando em perda de função 
das bombas de íons. O consequente influxo de água leva à ruptura das organelas e da membrana 
plasmática. A execução da morte celular também pode ser induzida pela pela calpaína que é ativada 
pelos íons Ca2+ liberados pelas mitocôndrias na abertura do CPTP. O resultado é um fenótipo necrótico 
de morte celular induzido pelo Cd. (Figura retirada de Cadmium and cardiovascular diseases: cell 
biology, pathophysiology, and epidemiological relevance, 2010 Autor: Messner e Bernhard) 

 

O Cd inibe a reparação da lesão endotelial, o que faz com que a morte dessas 

células não ocorra de forma fisiológica, com isso o endotélio fica com as células mais 

espaçadas e permeáveis a componentes presente no sangue (MESSNER et al., 2009; 

WOODS; J.M., LEONE; M., KLOSOWSKA; K., LAMAR; P.C., SHAKNOVSKY; T.J., 

2009).  
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Com base na “hipótese de resposta à lesão”, a injúria é acompanhada por 

aumento, por um menor controle, da permeabilidade e da infiltração no endotélio pelas 

células do sistema imune, facilitando o transporte e acúmulo de lipídeos na parede 

vascular. Estudos experimentais demonstraram acúmulo de lipídeos em coração e em 

vaso sanguíneos de animais expostos ao Cd (MESSNER et al., 2009; 

SUBRAMANYAM; BHASKAR; GOVINDAPPA, 1992)  

Outra consequência do dano endotelial induzido metal, é que a matriz 

extracelular e as células abaixo da camada endotelial, isto é, células musculares lisas 

e fibroblastos, ficam expostas a fatores da corrente sanguínea. Isso pode estimular a 

atividade pró trombótica da matriz extracelular contribuindo para a formação de 

trombos. Além disso, a morte necrótica das células endoteliais e de outros tipos de 

células da parede vascular, leva ao desprendimento das células remanescentes da 

parede vascular. Esse processo causa estresse celular, que resulta na secreção de 

citocinas formando um ciclo vicioso de dano, estresse e inflamação (MESSNER; 

BERNHARD, 2010). 

Outros fenômenos que foram observados em resposta a exposição ao Cd que 

podem iniciar e promover aterosclerose foram: a HAS (ALMENARA et al., 2013; EUM; 

LEE; PAEK, 2008; NAKAGAWA; NISHIJO, 1996; TELLEZ-PLAZA et al., 2013; 

TOMERA et al., 1994) e as modificações no perfil lipídico (SARKAR et al., 1995). 

Esses fatores são alguns dos pré-requisitos para a formação das células espumosas 

e a promoção da morte celular, fazendo com que aumente a deposição de lipídeos 

em muitos órgãos do organismo (SUBRAMANYAM; BHASKAR; GOVINDAPPA, 1992) 

incluindo a parede arterial (MESSNER et al., 2009).  

As alterações celulares causadas pelo metal fazem com que ocorra liberação 

de várias citocinas pró-inflamatórias, como interleucina 6 e fator de necrose tumoral 

α, pelas células endoteliais vasculares, facilitando o processo aterosclerótico (DONG 

et al., 2014; SZUSTER-CIESIELSKA; LOKAJ; KANDEFER-SZERSZEŃ, 2000). 

Além da relação do cádmio com a liberação de citocinas inflamatórias, esse 

metal, como já mencionado, induz estresse oxidativo. Yoopan et al. mostraram que a 

exposição crônica ao cloreto de cádmio (CdCl2) (10 e 50 ppm) reduziu a resposta 

vasodilatadora à acetilcolina (ACh) e não alterou a resposta ao nitroprussiato de sódio 

(NPS), sugerindo que o prejuízo da função endotelial causado pelo metal está 

associado ao estresse oxidativo. Nesse estudo também analisaram que o Cd foi capaz 



25 
 

 
 

de aumentar a pressão arterial sistólica de 20-30% após 3 meses de exposição ao 

metal (YOOPAN et al., 2008). 

O mecanismo específico responsável pela hipertensão causada pelo metal não 

é explicado, porém muitas propostas têm sido expostas como aumento da retenção 

de Na+ (PERRY HM JR, 1981), interação com os canais de Ca2+ (BALARAMAN R, 

GULATI OD, BHATT JD, RATHOD SP, 1989), ativação do sistema nervoso simpático 

(FADLOUN, Z; LEACH, 1979) e redução da concentração de substâncias 

vasodilatadoras (ALMENARA et al., 2013; ANGELI et al., 2013; SKOCZYNSKA, A; 

MARTYNOWICZ, 2005). 

O Cd também possui efeitos diretos no músculo liso vascular. Por ser 

considerado um antagonista dos canais de Ca2+, reduzindo a contração muscular lisa 

e prejudicando o relaxamento vascular (LAWSON; CHATELAIN, 1992; NIWA; 

SUZUKI, 1982). Além disso, pode causar lesão endotelial pela disfunção nos 

receptores colinérgicos do tipo M1, envolvidos na liberação de prostanóides e NO 

(BILGEN et al., 2003). 

 

 

1.5 ATEROSCLEROSE 

 

A aterosclerose é uma doença inflamatória crônica que atinge principalmente a 

camada íntima de grandes e médias artérias e possui origem multifatorial 

(SOCIEDADE BRASILEIRA DE CARDIOLOGIA, 2001). As lesões pela aterosclerose 

podem causar isquemia cardíaca, cerebral, ou em extremidades, resultando em 

infartos. Segundo o DATASUS, em 2011 ocorreram 335.213 mortes no Brasil por 

doenças cardiovasculares e a Sociedade Brasileira de Cardiologia estima que em 

2016 349.938 brasileiros tenham ido a óbito devido DCV (DATASUS e SOCIEDADE 

BRASILEIRA DE CARDIOLOGIA, 2011). 

Por muitos anos acreditou-se que a aterosclerose era apenas uma doença 

onde ocorria a deposição de lipídeos na parede vascular. Através de novos estudos 

foi visto que não se resumia apenas deposição do colesterol, e que em paralelo ocorre 

inflamação crônica arterial (WICK et al., 2014). 

Inicialmente as placas de aterosclerose se formam em regiões com bifurcações 

e nos arcos arteriais. Nesses locais o fluxo sanguíneo é turbulento, aumentando o 
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cisalhamento entre o sangue e o endotélio vascular. Essas condições podem 

influenciar a sinalização celular e a expressão gênica nas células endoteliais, criando 

um estado próinflamatório, recrutando monócitos, linfócitos e causando a acúmulo de 

células dentríticas na parede vascular (WICK et al., 2014).  

A aterosclerose é iniciada em animais e humanos pela infiltração de células T 

na camada intima das ramificações, curvaturas e bifurcações das artérias 

(KLEINDIENST et al., 1993; MILLONIG; MALCOM; WICK, 2002). A infiltração precede 

a deposição de lipídeos, a migração de macrófagos e das células musculares lisas 

vasculares, e ocorre quando as células endoteliais são estimuladas por fatores de 

risco clássicos da aterosclerose (como HAS, diabetes mellitus, tabagismo, elevado 

níveis de lipídeos e infecção crônica) (WICK et al., 2014).  

A lesão também provoca disfunção endotelial, causando respostas 

compensatórias e alterando as propriedades homeostáticas do endotélio. Além disso, 

também induz a liberação de substancias pro-coagulantes pelo endotélio, ao invés de 

anticoagulantes. Se a resposta inflamatória não for neutralizada, os agentes 

inflamatórios continuam a agir (GRUNDTMAN; WICK, 2011).  

A continuação da inflamação resulta em aumento do número de macrófagos e 

linfócitos, que migram do sangue e se multiplicam na área lesionada. A ativação 

dessas células libera enzimas hidrolíticas, citocinas, quimiocinas e fatores de 

crescimento (KREUTMAYER et al., 2011; XU et al., 2000), que podem conduzir as 

possíveis lesões, podendo causar necrose (MESSNER; BERNHARD, 2010).   

O LDL, que pode ser oxidado, a glicação (em diabetes), a agregação 

plaquetária, a associação com proteoglicanos, ou incorporação de células autoimune, 

são as maiores causas de lesões no endotélio e no músculo liso vascular 

(JONGSTRA-BILEN et al., 2006; LIU et al., 2008; MILLONIG et al., 2001). 

Quando as partículas de LDL se fixam na parede arterial, elas podem sofrer 

oxidação progressiva e ser internalizadas por macrófagos,  por meio de receptores de 

eliminação nas superfícies celular (CYBULSKY; JONGSTRA-BILEN, 2010; 

JONGSTRA-BILEN et al., 2006; LIU et al., 2008; MILLONIG et al., 2001; MULLICK et 

al., 2008). A internalização conduz à formação de lipídeos peroxidados que facilitam 

o acúmulo de ésteres de colesterol, resultando na formação de células espumosas 

(CHOI et al., 2009; JONGSTRA-BILEN et al., 2006; LIU et al., 2008). 
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Outro fator de risco é a HAS, que também possui atividade inflamatória, 

aumentando a formação de peróxido de hidrogênio (H2O2) e de radicais livres, como 

ânion superóxido e radicais hidroxila no plasma (GRIENDLING; ALEXANDER, 1997; 

LACY; O’CONNOR; SCHMID-SCHÖNBEIN, 1998; SWEI et al., 1997). Essas 

substâncias reduzem a biodisponibilidade de NO nos vasos sanguíneos, 

(VANHOUTTE; BOULANGER, 1995) aumentando a adesão de leucócitos (SWEI et 

al., 1997),  e a resistência periférica. 

 

Figura 2: Cádmio induzindo mudanças pró-aterogênicas na parede vascular. 

 
 
Um esquema hipotético de como o metal pode induzir e promover aterosclerose na parede arterial. (A) 
Absorção do Cd pelas células endoteliais, com o transporte para o espaço subendotelial. O metal é 
absorvido pelas células musculares lisas, iniciando a proliferação e causando espessamento da 
camada média do vaso sanguíneo. (B) O íon interrompe as ligações entre as caderinas no endotélio 
vascular, facilitando a difusão do metal, de lipídios e células do sistema imunológico com acesso à 
camada média do vaso sanguíneo. (C) De forma similar, a morte celular causada pelo Cd permite o 
acesso de lipídios e das células do sistema imune (por exemplo, monócitos). Além disso, as células 
endoteliais em estado necrótico liberam constituintes intracelulares, que atraem células do sistema 
imunológico para a parede do vaso, causando inflamação e, assim, contribuem para (D) o estresse 
oxidativo e oxidação lipídica na parede arterial. Os lipídios oxidados são absorvidos pelos macrófagos 
de forma desordenada. A absorção contínua de lipídios (colesterol) pelos macrófagos, que se 
diferenciam em células espumosas, e como resposta ao estresse começam a secretar citocinas 
quimiotáticas que promovem a proliferação celular. (E) O acúmulo de lipídios nas células espumosas 
levam à morte por necrose, causado a liberação dos lipídeos intracelulares e gerando acumulação de 
lipídeos no meio extracelular. O conjunto de lipídeos extracelulares e as células espumosas necróticas 
aumentam o estado pró-inflamatório na artéria. (F) O Cd causa a morte de células musculares lisas, 
fazendo com que elas possam também absorver os lipídeos e se diferenciem em células espumosas, 
contribuindo para concentração de lipídios livres e inflamação. (G) Ativadas pelas citocinas e pelas 
células remanescentes, as células musculares lisas começam a migrar para o espaço subendotelial, 
causando a fusão da camada média e íntima. (H) A fusão das camadas média e íntima dos vasos causa 
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acúmulo de células musculares lisas, invasão de macrófagos, morte celular das células endoteliais, 
células musculares lisas e células espumosas, promovendo a inflamação, e iniciando o processo de 
remodelamento do tecido, incluindo deposição de matriz extracelular e concentração de lipídios. Então 
o processo de formação da placa aterosclerótica e progressão da doença é iniciado. (Figura retirada 
de Cadmium and cardiovascular diseases: cell biology, pathophysiology, and epidemiological 
relevance, 2010. Autor: Messner e Bernhard.) 
 

1.6 MODELO EXPERIMENTAL CAMUNDONGO APOE KNOCKOUT (APOE-

/-) 

 

 Aterosclerose é a maior causa de morte na sociedade ocidental, resultado de 

uma interação complexa do estilo de vida dessa sociedade e de fatores genéticos 

(CHANNON; GUZIK, 2002; IGNARRO, 2002; WALSKI et al., 2002).  

 Ratos não são modelos adequados para o estudo da aterosclerose, visto que 

não desenvolvem lesões ateroscleróticas de forma espontânea, requerendo 

modificações importantes em sua dieta para provocar lesões vasculares (DROBNIK 

et al., 2000).  

 Camundongos são altamente resistentes a aterosclerose, a única exceção é a 

espécie C57BL/6. Os camundongos C57BL/6 quando alimentos com uma dieta rica 

em colesterol e contendo ácido cólico, podem desenvolver aterosclerose, porém 

essas lesões vasculares diferem das lesões em humanos, e são atribuídas ao estado 

inflamatório crônico ao invés da predisposição genética (JAWIEN; NASTALEK; 

KORBUT, 2004). 

 Em 1960 no laboratório de Wissler foi desenvolvido o primeiro modelo de 

aterosclerose induzido por dieta. A alimentação dos animais era composta por 30% 

gordura, 5% colesterol, e 2% ácido cólico causando aterosclerose em camundongos 

C57BL/6, mas não foi um modelo de sucesso visto que muitos faleceram por ser uma 

dieta tóxica e apresentarem doenças respiratórias (PAIGEN et al., 1985). Paigen et al. 

aprimoraram essa dieta, produzindo a “Dieta de Paigen” que consiste em 15% de 

gordura, 1,25% de colesterol e 0,5% de ácido cólico. Embora fosse utilizada para o 

estudo de aterosclerose em modelo experimental apresentava algumas desvantagens 

e não se assemelha ao processo de aterosclerótico que ocorre em humanos (PAIGEN 

et al., 1985).  

 Com o objetivo de criar melhores modelos animais para distúrbios de 

lipoproteínas, aterosclerose e identificar genes que possam modificar a aterogênese 

e a progressão da lesão, em 1992 foram desenvolvidos os camundongos knockout 
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ApoE (ApoE-/-). Foram gerados pela inativação do gene ApoE por segmentação 

(PIEDRAHITA et al., 1992). Realizou-se a inativação do gene ApoE em células tronco 

embrionárias de camundongos pela inserção de dois plasmídeos contendo o gene 

resistente à neomicina que substitui parte do gene ApoE. Esses plasmídeos foram 

inseridos em blastômeros de camundongos C57BL/6, gerando filhotes homozigoto e 

heterozigoto, que através do cruzamentos entre os animais homozigotos foi originado 

o camundongo ApoE-/- que apresenta níveis de VLDL aumentados no plasma 

(HOFKER; VAN VLIJMEN; HAVEKES, 1998; PIEDRAHITA et al., 1992; PLUMP et al., 

1992). 

 Análise cronológica da aterosclerose em camundongos ApoE-/-, mostrou que 

os eventos sequenciais envolvidos na formação de lesões neste modelo, são 

semelhantes aos de modelos animais bem estabelecidos de aterosclerose, como os 

modelos de hipercolesterolemia e deficiência da lipoproteína A (NAKASHIMA et al., 

1994). 

 O desenvolvimento da aterosclerose além de envolver a ativação da 

sinalização pró-inflamatória, que abrange a expressão de citocinas e quimiocina, 

promove aumento do estresse oxidativo. As EROs desempenham papel importante 

nas respostas inflamatórias, na apoptose, no crescimento celular e na alteração do 

tônus vascular, bem como na oxidação do LDL, o que é considerado mais importante 

que o LDL não oxidado na aterogênese (PELUSO et al., 2012). 

 

 

1.7 ESTRESSE OXIDATIVO  

 

O estresse oxidativo ocorre com aumento da produção de espécies reativas de 

oxigênio e/ou redução ou inatividade do sistema anti-oxidante (PELUSO et al., 2012). 

As espécies reativas de oxigênio (EROs) são uma variedade de moléculas 

reativas derivadas do oxigênio que podem ser radicais livres como ânion superóxido 

(O2
•-), ou radical hidroxila (HO) ou não radicais como o peróxido de hidrogênio (H2O2). 

Por outro lado, as espécies reativas de nitrogênio (ERNs) são classificadas como íons 

(peroxinitrito (ONOO-)) ou não-íons (óxido nítrico (NO)). (BOLISETTY; JAIMES, 

2013).  

Essas moléculas são formadas em baixos níveis durante a realização de funções 

fisiológicas. Dentre as espécies reativas, o radical hidroxila é a espécie mais 
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conhecida, sendo responsável pela maioria dos efeitos citotóxicos das EROs. Já o 

H2O2 é uma espécie menos reativa, possuindo papel importante em várias atividades 

celulares (BOLISETTY; JAIMES, 2013). Entretanto agentes exógenos, como poluição 

e o tabagismo, ou por fontes endógenas, como as respostas inflamatórias de 

leucócitos que envolvem NADPH-oxidase, a óxido nítrico sintase induzível (iNOS) e 

ativação de mieloperoxidase podem causar desequilíbrio nesse sistema aumentando 

a produção das EROs. Esse aumento pode causar danos oxidativos a 

macromoléculas tais como, DNA, lipídeos, carboidratos e proteínas (DEL RIO; 

SERAFINI; PELLEGRINI, 2002; SERAFINI; DEL RIO, 2004).  

McCord (1974), demonstrou que a formação do radical 02
2-° ocorre pela enzima 

xantina oxidase. Após esses primeiros achados, este autor demonstrou que as EROs 

são responsáveis por causar danos oxidativos e que algumas enzimas anti-oxidantes 

podem proteger o organismo desses agentes lesivos (McCORD, 1974).  Outros 

sistemas enzimáticos responsáveis pela geração das EROs são; cicloxigenases, 

lipoxigenases, citocromo P450 e aminoácidos oxidados (CLINE; LEHRER, 1969; JI, 

2007; KIM; KIM; KIM, 2008; NISHINO, 1994; NISHINO et al., 2008; SUMIMOTO; 

MIYANO; TAKEYA, 2005; ZANGAR; DAVYDOV; VERMA, 2004).  

  Uma fonte importante de produção de ânion superóxido e de H2O2 é quando 

ocorre o desacoplamento da eNOS pela depleção do BH4 ou da L-arginina. Nessa 

condição a eNOS passa a gerar ânion superóxido ao invés de NO. Os mecanismos 

pelos quais ocorrem o desacoplamento da eNOS ainda não foram totalmente 

elucidados, mas acredita-se que o peroxinitrito pode oxidar o BH4 causando o 

desacoplamento da eNOS (CAI; HARRISON, 2000). Em 2000 Heitzer et al. (2000), 

demonstraram que a infusão intra-arterial de BH4 melhorou a vasodilatação 

dependente do endotélio em tabagistas crônicos, sugerindo que o esgotamento do 

BH4 pode ter impacto na produção de NO pela eNOS (HEITZER et al., 2000). 

A exposição ao Cd está associada ao aumento do estresse oxidativo. O estudo 

realizado por Angeli et al. (2013) demonstrou aumento da produção de EROs 

produzidas pela NADPHoxidase em segmentos de aorta com expostos a 10 μM de 

CdCl2 in vitro (ANGELI et al., 2013).  

Já os estudos de Almenara et al (2013), Sompamit et al. (2010) e Donpunha et 

al. (2011) evidenciaram que a exposição crônica ao ClCd2 aumentou a produção das 
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EROs em artérias de roedores (ALMENARA et al., 2013; DONPUNHA et al., 2011; 

SOMPAMIT et al., 2010).  
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2   JUSTIFICATIVA 
___________________________________________________________________ 
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2 JUSTIFICATIVA  

 

 

 A exposição ao cádmio, é associado ao desenvolvimento de doenças cardíacas 

como o aumento do estresse oxidativo, disfunção endotelial (ALMENARA et al., 2013; 

ANGELI et al., 2013), hipertensão arterial sistólica (DA CUNHA MARTINS et al., 2018) 

e aumento da placa de aterosclerose (KNOFLACH et al., 2011; TINKOV et al., 2018). 

Apesar de haver muitos estudos sobre os efeitos da exposição ao cádmio no sistema 

cardiovascular, nenhum estudo abordou se o metal pode acelerar a deposição na 

placa aterosclerótica. Com isso, estudos utilizando modelos animais aterosleróticos, 

são importantes para elucidar como a exposição ao cádmio pode acelerar a deposição 

de placa aterosclerótica. Embora a  literatura demonstre o aumento da placa 

aterosclerótica em camundongos ApoE-/-  (KNOFLACH et al., 2011) nenhum estudo 

expôs esses animais ao cádmio antes do início da deposição da placa. Além  disso, 

esses trabalhos (KNOFLACH et al., 2011; MESSNER et al., 2009) utilizaram dietas 

hiperlipídicas para induzir precocemente a deposição da placa em camundongos 

ApoE-/- expostos ao cádmio.    
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3 OBJETIVOS 

 

3.1 OBJETIVO GERAL 

 

 Determinar o efeito da exposição ao cádmio por 30 dias sobre a função vascular e o 

desenvolvimento e progressão da placa aterosclerótica em animais ApoE-/-. 

 

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

Definir, em camundongos ApoE-/- expostos ou não cádmio (100 mg/l) via água de 

beber durante 28  dias: 

- o ganho ponderal e consumo de ração; 

- os níveis de colesterol séricos; 

- a reatividade vascular à fenilefrina em segmentos de aorta isolados de 

camundongos; 

- o relaxamento dependente e independente do endotélio em segmentos de aorta 

isolados;  

- a participação do oxido nítrico na resposta vasodilatadora em segmentos de aorta 

isolados;  

- lesões ateromatosas no arco aórtico, por meio de histologia; 

- a produção de espécies reativas de oxigênio e de óxido nítrico em células 

hematopoiéticas. 
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.1 ANIMAIS EXPERIMENTAIS 

 

Nesse estudo foram utilizados camundongos ApoE Knockout (ApoE-/-) e 

C57BL/6, machos, com 14 semanas de idade, pesando aproximadamente 31 g, 

cedidos pelo biotério do laboratório de Fisiologia Translacional do Programa de Pós-

graduação em Ciências Fisiológicas da Universidade Federal do Espirito Santo - 

UFES. Durante o tratamento, os animais tiveram acesso livre a ração para roedores e 

água, e permaneceram em gaiolas com 2 a 4 animais, sob condições controladas de 

ciclo claro-escuro de 12-12h e temperatura de 23°C. 

A utilização e os cuidados com os animais foram realizados de acordo com os 

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

Experimentação Animal (COBEA-1991). Todos os protocolos experimentais foram 

aprovados pelo Comitê de Ética em Experimentação e Uso de Animais da 

Universidade Federal do Espirito Santo (UFES- CEUA 71/2016). 

 

4.2 MODELO EXPERIMENTAL 

 

Os camundongos ApoE-/- foram divididos em dois grupos de tratamento, ApoE-

/- controle (ApoE-/- Ct) e ApoE-/-  Cádmio (ApoE-/- Cd). Aos animais ApoE-/- Ct foi 

disponibilizada água destilada e aos animais do grupo ApoE-/- Cd foi disponibilizada 

solução de 100 mg/L cloreto de cádmio em água destilada como único líquido durante 

28 dias. Os camundongos C57BL/6 foram tratados apenas com água destilada. O uso 

de água destilada é necessária, para  minimizar  que outros íons possam interferir nos 

resultados  (ALMENARA et al., 2013). Cada grupo permanecia em gaiolas 

independentes.  

   Estudos prévios demonstraram que camundongos ApoE-/- KO, desde que não 

receba dieta hipercolesterolêmica, não apresentam disfunção vascular em aorta, 

serão utilizados camundongos C57BL/6 apenas para confirmação destes achados 

(MEYRELLES et al., 2011). 
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4.3 PESO DOS ANIMAIS 

 

Todos os animais expostos ou não ao cádmio, foram pesados antes de iniciar 

o tratamento e ao final dos 28 dias de exposição. Após 28 dias, os animais foram 

anestesiados para realização da dissecação da aorta, coleta do sangue e das células 

hematopoiéticas.  

 

4.4 DOSAGEM DO COLESTEROL  

 

Após os animais serem anestesiados com ketamina e xilazina (91 e 9,1 mg/kg, 

intraperitoneal), e testados os reflexos para confirmação da sedação, foi feita anti-

sepsia com álcool 70% seguida de uma incisão abdominal e retirado 

aproximadamente 400 microlitros de sangue da veia cava abdominal. Esse sangue foi 

posto em um eppendorf e centrifugado por 10 minutos a 6000 rpm e 4º C. O soro foi 

então coletado em um segundo eppendorf, que foi armazenado a -20ºC para dosagem 

do colesterol posteriormente. O colesterol plasmático foi determinado usando um kit 

colorimétrico comercial (Bioclin, Belo Horizonte, Brazil). 

 

4.5 OBTENÇÃO DOS ANÉIS DE AORTA TORÁCICA 

 

Após a coleta do sangue a aorta torácica descendente foi cuidadosamente 

extraída e imersa rapidamente em um Becker de vidro contendo solução gelada de 

Krebs-Henseleit, composta por (em mM): NaCl 115, NaHCO3 25, KCl 4,7, 

MgSO4.7H2O 1,2, CaCl2.2H2O 2,5, KH2PO41,2, glicose 11,1 e Na2EDTA 0,01). 

Ao microscópio óptico foi realizada a remoção dos tecidos conectivo e adiposo, 

o arco aórtico foi cortado, e a aorta torácica descendente foi dividida em quatro 

segmentos com aproximadamente 2 mm de comprimento. Após o preenchimento da 

cuba do miógrafo (Danish Myo Tech, Modelo 410A e 610M, JP-Trading I/S,Aarhus, 

Dinamarca) com solução de Krebs-Henseleit, os anéis foram colocados na cuba e 

passados dois fios de tungstênio (40 μm de diâmetro) pelo lúmen vascular. Um dos 

dois fios foi conectado ao micromanipulador que permitia o estiramento do vaso e o 

outro fio é conectado ao transdutor de força isométrica. O miógrafo é conectado a um 
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sistema para aquisição de dados (Figura 3) (Powerlab/800 ADInstruments Pty Ltd, 

Castle Hill, Austrália) e ao computador.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3: Esquema representativo do miógrafo de arame para análise da reatividade vascular, 
gaseificado com mistura carbogênica, ligado a um sistema de aquisição de dados biológicos e a um 
computador, para registro. 
 

Após 10 minutos de estabilização com solução de Krebs Henseleit gaseificada 

com mistura carbogênica (95% de O2 e 5% de CO2, pH 7,4, 37º C), as artérias foram 

estiradas a uma tensão de repouso considerada ótima em relação ao seu diâmetro 

interno. Para isso, em cada segmento arterial a relação tensão:diâmetro interno foi 

calculada e então foi determinada a circunferência interna correspondente a uma 

pressão transmural de 100 mmHg para um vaso relaxado in situ (L100). Para a 

realização dos experimentos, as artérias foram mantidas com uma circunferência 

interna L1, calculada como L1= 0,90 x L100, circunferência na qual o desenvolvimento 

de força é máximo (MULVANY; HALPERN, 1977). 

 

4.6 REATIVIDADE VASCULAR  

 

4.6.1 Avaliação da integridade do músculo liso vascular 

 

Após o período de 15 minutos de estabilização em solução de Krebs-Henseleit, 

a solução foi trocada por uma solução rica em potássio, com concentração de 120 

mM, para avaliar a atividade contrátil máxima do músculo liso através da 

despolarização. Os anéis ficaram banhados pela solução de potássio por 30 minutos, 

tempo essencial para que a resposta contrátil do vaso se estabilize e alcance o platô. 

Sistema de aquisição 
de dados biológicos 
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Após esse período os anéis foram lavados três vezes com solução Krebs-Henseleit 

para que atingissem a tensão basal.   

 

4.6.2 Avaliação da integridade do endotélio  

 

 A avaliação da função endotelial ocorreu após 15 minutos da retirada da 

solução rica em potássio. A função endotelial foi avaliada através da adição de 

fenilefrina (FE) 10-7 M, para contração do segmento vascular e após atingir o platô foi 

adicionada na cuba 10-5 M de acetilcolina, uma droga agonista dos receptores 

muscarínicos, que estimula o endotélio a produzir NO e promove o relaxamento do 

vaso. Ao final do teste a solução da cuba foi trocada três vezes. Os segmentos de 

aorta que não relaxaram 70% ou mais à ACh foram descartados dos demais 

protocolos. 

 

4.6.3 Protocolos experimentais 

 

4.6.3.1 Efeito da exposição ao cloreto de cádmio por 28 dias sobre a resposta 

vasodilatadora dependente do endotélio  

 

 Após o teste do endotélio e a troca da solução por três vezes, para que a tensão 

voltasse para o basal, foi esperado mais 30 minutos de incubação com fármacos 

descritos mais adiante.  

Em seguida foi realizada a curva concentração-resposta à acetilcolina (ACh) 

(10-10 a 3x10-4 M) de maneira cumulativa nos três grupos estudados (ApoE-/- Ct, ApoE-

/- Cd e C57 Ct) após contração estável induzida por FE 10-7 M. A curva de ACh foi 

realizada obedecendo uma média de 2 minutos entre cada dose. 

 

4.6.3.2 Efeito da exposição ao cloreto de cádmio por 28 dias sobre a resposta 

vasoconstritora à FE 

 

 Ao final da curva de ACh as cubas foram lavadas três vezes para que os 

segmentos de aorta voltassem à tensão basal, e esperado 10 minutos para que o 

segmento estabilizasse e então mais 30 minutos de incubação com fármacos.  
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A realização da curva concentração-resposta à FE foi iniciada após o período 

de incubação com fármaco, iniciando com a dose de 10-10 M de FE até 3x10-4 M, com 

diferença de um minuto e trinta segundos entre cada dose cumulativa. 

 

4.6.3.3 Efeito da exposição ao cloreto de cádmio por 28 dias sobre a resposta 

vasodilatadora independente do endotélio 

 

 Ao final da curva concentração-resposta à FE foram esperados 15 minutos para 

que os segmentos de aorta alcançassem o platô de contração e a seguir foi iniciada a 

curva concentração-resposta ao nitroprussiato de sódio (NPS) de 10-10 à 3.10-5 M, Com 

intervalo de 2 minutos entre cada dose. 

 

4.6.3.4 Efeito da exposição ao cloreto de cádmio por 28 dias sobre os fatores 

endoteliais  

 

 Após o teste do endotélio alguns segmentos foram incubados com o inibidor 

não-seletivo da óxido nítrico sintase, NG-nitro-L-arginina metil ester (L-NAME, 100 µM). 

A incubação ocorreu duas vezes em momentos distintos nos segmentos de aorta. No 

primeiro momento foi incubado para realização da curva concentração-resposta à ACh 

e posteriormente na curva concentração-resposta à FE.  

 

4.7 ANÁLISE DA ATEROSCLEROSE 

 

4.7.1 Preparação da amostra e da lâmina 

 

 Após a remoção dos tecidos do tecido adiposo e conectivo, o arco aórtico foi 

armazenado em Phosphazene base P4-t-Oct (OCT) e levado ao freezer -80°C. No dia 

da análise, foram descongelados e com um bisturi foram realizadas secções 

transversas no arco inferiormente ao tronco braquiocefálico direito e superior a 

carótida comum esquerda, de forma que a análise ocorresse nas regiões entre as 

ramificações da aorta. Os arcos aórticos foram então emblocados em gelatina incolor 

(Dr. Oetker, Brasil) a 24% e posteriormente congelados.  
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O bloco de gelatina contendo o arco aórtico foi posicionado para que se 

obtivessem cortes transversos com 8 µm de espessura em um criostato Jung CM 1800 

– Leica) a –30º C, iniciando-se os cortes pelo tronco braquiocefálico direito. Os cortes 

foram posicionados em uma lâmina de vidro gelatinizada, onde cada possuía em 

média 10 cortes do mesmo segmento de aorta.  

Antes da utilização, as lâminas de vidro foram lavadas em água corrente e 

detergente. Foram incubadas com solução sulfocrômica por 12 horas, quando foram 

novamente lavadas por três vezes e deixadas em estuda para secagem. Após a 

secagem das lâminas, estas foram encobertas por 5 minutos com uma solução de 

gelatinização (500 mL de água destilada, 5 g de gelatina incolor e 0,5 g de sulfato de 

crômio potássio/KCr(SO4)2), incubadas em estufa a 37°C por 24 horas para que a 

gelatina secasse e ocorrer a fixação dos cortes na lâmina.  

Foram analisadas quatro lâminas de cada animal. Após a fixação das secções, 

foi feita a coloração com Oil Red-O (Sigma-Aldrich) para detecção de lipídios neutros. 

A solução de estoque foi preparada contendo 300 mg de Oil Red-O em 100 mL de 

isopropanol (Reagentes Analíticos, Dinâmica), e a solução para corar contendo 24 mL 

de Oil Red-O do estoque e 16 mL de água destilada misturados por 10 minutos, 

centrifugados e filtrados. As lâminas contendo os cortes foram posicionadas a uma 

altura de cerca de 2 mm da superfície de um recipiente onde foi adicionado o corante 

e fechado para evitar a evaporação do solvente, de forma a se criar então uma 

interface líquida (solução de Oil Red-O) entre o vidro da lâmina e do recipiente. Este 

posicionamento permite que precipitados cristalinos formados se depositem no fundo 

do recipiente, e não na lâmina. Os cortes ficaram em contato com o corante por 10 

minutos, sendo então lavados com água corrente por mais cerca de 5 minutos. Por 

fim, foi colocada uma gota de água destilada em cima de cada corte e uma lamínula 

de vidro recobriu a lâmina. Com objetivo de impedir a secagem da lâmina, a borda 

entre a mesma e a lamínula foi selada com esmalte incolor.  

 

4.7.2 Análise morfométrica  

 

Com uso de um microscópio trinocular (Olympus AX70) acoplado a uma 

câmera digital (VK-C150, Hitachi, Japão) fez-se a captura de imagens das lâminas, e 

estas foram analisadas em programas de imagem específicos (Leica EWS 2100 e 
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Image J). Esses procedimentos foram efetuados no Departamento de Morfologia do 

Centro Biomédico da Universidade Federal do Espírito Santo, no Laboratório de 

Ultraestrutura Celular. As imagens foram capturadas com lente objetiva com aumento 

de 4X. A quantificação da área corada pelo Oil Red-O foi analisada através do 

software Image J. Foi considerada a deposição de lipídios tanto na parede vascular, 

como também na camada média e íntima, e os resultados foram expressos em µm2. 

A análise das lâminas foi realizada de forma “cega”, uma vez que o pesquisador que 

analisou as imagens numeradas desconhecia a que grupo experimental pertencia 

cada uma.   

 

4.8 COLETA DAS CÉLULAS DA MEDULA ÓSSEA   

 

Após a coleta do fêmur e armazenamento em DMEM (Dulbecco´s Modified 

Eagle Medium; Sigma), o tecido ósseo foi levado para capela de fluxo laminar para 

ser realizado o isolamento das células da medula óssea. Previamente, foi realizada a 

assepsia, os fêmures e as tíbias dos animais foram coletados e dissecado o músculo 

e tecido conjuntivo. As epífises foram cortadas para exposição do canal medular. Uma 

agulha de 26-gauge acoplada a uma seringa plástica de 1 mL foi inserida na cavidade 

medular para retirada da medula óssea através de “flush” de meio de cultura DMEM. 

A suspensão de medula óssea foi homogeneizada e centrifugada a 1200 rpm por 10 

minutos (Eppendorf: Centrifuge 5702). O sobrenadante foi desprezado e as células 

ressuspendidas com 2 ml de solução de lise de hemácias (BD Pharm Lyse, # 555899). 

Em seguida, os tubos foram vortexados e incubados em temperatura ambiente por 15 

minutos para rompimento de hemácias. As amostras voltaram a ser centrifugadas a 

1200 rpm durante 5 minutos e o sobrenadante foi cuidadosamente aspirado e 

descartado. Em seguida, o pellet foi ressuspendido em 2 mL de PBS acrescido de 1% 

de FBS inativado (PBS-iFBS) para lavar o excesso de solução de lise. As amostras 

foram novamente centrifugadas a 1200 rpm por 5 minutos, descartando-se o 

sobrenadante. Esse processo foi repetido uma vez para assegurar a lise das hemácias 

da amostra.  

Por fim, o sobrenadante foi aspirado e as células ressuspendidas em 1 mL de 

PBS-iFBS e mantidas a 4ºC até a marcação para análise por citometria de fluxo. Uma 

alíquota foi separada para contagem em câmara de Neubauer. 
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4.8.1 Quantificação e viabilidade das células hematopoiéticas  

 

 Para determinar o número de células obtidas foi realizada uma diluição de 1:10 

(v/v) de medula óssea em PBS. Então uma alíquota desta solução foi diluída 1:2 (v/v) 

em solução de Turck (ácido acético 2% com azul de metileno) para eliminar resíduos 

da amostra, e uma alíquota desta última solução foi novamente diluída 1:2 (v/v) em 

solução de azul de Tripano 0,4% para quantificação das células viáveis. Estas 

soluções foram homogeneizadas e injetadas em câmara de Neubauer para contagem 

com auxílio do microscópio óptico (Nikon Tsi) com aumento de 40X. As células são 

contadas nos quatro quadrantes externos da câmara seguindo sempre a mesma 

direção, e em formato de “L’, prevenindo que a mesma célula seja contada duas 

vezes. A equação utilizada para determinar o número de células por milímetro foi:  

QC = FD x 104 x 1 ml x número de células/4, sendo: 

 

FD: fator de diluição (40); 

104: fator de correção da câmara de Neubauer; 

1mL: volume da amostra; 

Número de células/4: média do número de células contadas. 

 

Este protocolo foi realizado com objetivo de utilizar sempre 107 células nas 

marcações analisadas na citometria de fluxo. 

 

4.8.2 Determinação dos níveis citoplasmáticos de espécies reativas de oxigênio e de 

NO por citometria de fluxo 

 

 A análise do NO e das EROs tiveram como objetivo analisar se células do 

sistema imune e células progenitoras endoteliais podem estar sofrendo ação do 

estresse oxidativo causado pelo Cd. Como são necessários realizar vários bloqueios 

para a análise das células progenitoras endoteliais, então utilizamos as 

hematopoiéticas e sugerimos que células do sistema imune e progenitoras endoteliais 

estão sofrendo ações como a senescência e apoptose pelo estresse oxidativo.  

Os níveis citoplasmáticos das EROs (ânions superóxido, H2O2, 

peroxinitrito/hidroxila) e de NO foram analisados nas células hematopoiéticas (CH) 
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utilizando o citômetro de fluxo, através da mediada de intensidade de fluorescência 

emitida pelos marcadores dihidroetídeo (DHE), 2’,7’-diacetato de diclorofluoresceína 

(DCFH-DA), hidroxifenilfluoresceína (HPF) e 4,5-diaminofluoresceina- 2/diacetato 

(DAF), respectivamente. 

O citômetro de fluxo é um sistema capaz de mensurar múltiplas características 

físicas, tais como tamanho e granulosidade. As células passam de maneira ordenada 

por um sistema fluído e são interceptadas por um feixe de luz e a emissão da 

fluorescência é captada pelo aparelho. Suas principais funções, estão relacionadas à 

farmacologia, microbiologia, biologia molecular e genética (ADAN et al., 2017). 

O princípio básico da citometria de fluxo é fazer as células que estão em 

suspensão passar de forma ordenada por um feixe de luz com comprimento de onda 

constante, normalmente um laser, que, ao capturar as células, geram sinais que são 

percebidos e transformados por detectores apropriados. Os sinais produzidos são 

equivalentes ao tamanho, complexidade interna e intensidade de fluorescência da 

célula em análise. 

Os níveis de ânion superóxido foram medidos através da fluorescência emitida 

pelo etídeo, que é produto da oxidação do DHE ou hidroetidina. O DHE, forma 

reduzida do brometo de etídeo, penetra livremente na célula e reage rapidamente com 

o ânion superóxido•O2- formando etídeo. Quando o DHE é oxidado à etídeo e se liga 

ao DNA, causa à amplificação da fluorescência vermelha. Já a produção de peróxido 

de hidrogênio (H2O2) foi estimada através da fluorescência emitida pela 

diclorofluoresceína (DCF) que é um produto da oxidação do DCFH-DA um estér, não 

fluorescente, internalizado pelas células e que se incorpora às regiões hidrofóbicas. 

Após entrar na célula sofre ação de ésteres, resultando na formação de um composto 

intermediário (DCFH), que pode ser oxidado pelo H2O2 formando um composto 

fluorescente DCF, que, por ser apolar, fica aprisionado no interior da célula 

(CAMPAGNARO et al., 2013; TONINI et al., 2013). 

As CH foi ressuspendidas em 1 mL de PBS na concentração de 1x106 

células/mL e incubadas, no escuro, com DHE (160 μM) e DCF-DA (20 mM), por 30 

minutos à 37°C. Para controle positivo, as amostras foram incubadas por 5 minutos 

com 10 μM doxorrubicina ou 50 mM peróxido de hidrogênio. As células então foram 

lavadas e ressuspendidas com PBS, mantidas no gelo e protegidas da luz até a 

aquisição dos dados no citômetro de fluxo. 
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O peroxinitrito foi medido utilizando-se o fluoróforo HPF (5μM) por 30 minutos 

a 37°C no escuro. Para controle positivo, as amostras foram incubadas com 10 μM de 

NPS e 10μM doxorrubicina. Após marcação, as células foram lavadas, centrifugadas 

e ressupendidas em PBS para posterior análise no citômetro de fluxo. 

Para detecção e estimativa da biodisponibilidade do NO foi usado o diacetato 

de 4,5-diaminofluoresceína (DAF-2D, 2mM), que na presença de NO, emite 

fluorescência de cor verde, cuja intensidade é proporcional à biodisponibilidade 

intracelular de NO. Então, o DAF foi adicionado à suspensão de CH e incubado a 37°C 

por 180 minutos no escuro. O DAF-2D é um fluoróforo que atravessa o citoplasma 

celular é convertido em 4,5- diaminofluoresceína (DAF). Na presença do NO é 

oxidado, levando a formação triazolofluoresceína (DAF-2T) que emite coloração 

esverdeada proporcionalmente a concentração da NO intracelular, assim o 

florescência é detectada pelo citômetro (SCHACHNIK et al., 2009).      

 Para controle positivo, as amostras foram incubadas com 10 μM de NPS (DIAS 

et al., 2014) previamente à incubação com DAF. Para quantificação das 

fluorescências emitidas pelo DHE, DCF, HPF e DAF, as amostras de células foram 

excitadas a 488nm e os sinais foram obtidos utilizando filtros 585/42 para DHE e 

530/30 para DCF, HPF e DAF. 

 

4.9 EXPRESSÃO DOS RESULTADOS E ANÁLISE ESTATÍSTICA 

Para análise dos dados e aplicação das análises estatísticas foram utilizados 

os programas Microsoft Office Excel (Redmond, Washington, EUA) e GraphPad Prism 

Software 6.0 (San Diego, Califórnia, EUA). 

Os resultados foram expressos como média ± erro padrão da média (EPM) do 

número de animais usados em cada experimento (n). 

Foram utilizados o teste t de Student não pareado para comparação de duas 

médias; ou utilizada a análise de variância (ANOVA) uma ou duas vias para medidas 

repetidas ou completamente randomizadas quando foram necessários comparar três 

ou mais médias. Quando o teste ANOVA detectava significância, foi realizado o pós-

teste (pos-hoc) de Bonferroni. 

Para a determinação da resposta máxima (Rmax) e pD2 (-log EC50, que 

corresponde ao valor da concentração de fenilefrina, acetilcolina e nitroprussiato de 

sódio produziram 50% da resposta máxima), foi feita análise de regressão não-linear, 
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obtida por meio da análise das curvas concentração-resposta utilizando-se Graph 

Prism Software (San Diego, CA, USA). O pD2 foi utilizado para a análise da 

sensibilidade dos segmentos de aorta em resposta à ACh, NPS e FE. 

Com o propósito de verificar a significância do efeito dos fármacos sobre a 

resposta vasodilatadora à acetilcolina nos grupos estudados, um resultado foi 

expresso como diferenças das áreas abaixo das curvas (dAUC) de concentração 

resposta à acetilcolina. A dAUC foi calculada para cada curva concentração-resposta 

e a diferença está demonstrada como diferença da AUC (dAUC) da curva controle 

correspondente. 

As diferenças entre os grupos experimentais e tratamentos foram consideradas 

estatisticamente significantes quando p<0,05. 
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5 RESULTADOS 

 

5.1 PESO DOS ANIMAIS 

 

Os animais do grupo ApoE-/- Ct e do ApoE-/- Cd e do grupo C57BL/6 controle 

(C57 Ct) tinham pesos semelhantes antes da exposição ao metal. Após 28 dias de 

exposição ao Cd, não foi observada diferença entre os pesos dos animais (p >0,05).  

 

Tabela 1: peso dos animais no início e no final da exposição ao Cd por 28 dias 

Grupo Início Fim 

C57 Ct 27,7±0,4g 31,7±0,4g 

ApoE-/- Ct 27,9±0,5g 30,8±0,4g 

ApoE-/- Cd 28,7±0,3g 30,2±0,9g  

C57 Ct n=8, ApoE-/- Ct n=6, ApoE-/- Cd n=7. Valores expressos em média e EPM; *p <0,05. One-way 
ANOVA.  
 

 Entretanto, ao analisar a variação do ganho ponderal durante o período, 

verificou-se que os animais ApoE-/- Cd apresentam ganho menor de massa corporal 

que os animais ApoE-/- Ct (p<=0,007).e C57 Ct > 

 

Tabela 2: variação do ganho ponderal durante a exposição ao Cd por 28 dias 

Grupo Ganho de peso (g) 

C57 Ct 3,3±0,6g 

ApoE-/- Ct 2,8±0,4g 

ApoE-/- Cd 1,6±0,2g* 

C57 Ct n=6, ApoE-/- Ct n=5, ApoE-/- Cd n=5. Valores expressos em média e EPM; *p <0,05 vs ApoE-/- 
Ct e  One-way ANOVA. 
 

5.2 CONSUMO DE RAÇÃO  

 

Os animais ApoE-/- Cd consumiram menos ração que os animais do grupo 

ApoE-/- Ct (p=0,004). Não houve diferença estatisticamente significante entre os 

animais C57 Ct e ApoE-/- Ct (p>0,05).  
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Tabela 3: Média do consumo de ração diário pelos animais durante a exposição ao Cd por 28 dias.  

Grupo Média do consumo de ração diária (g) 

C57 Ct 4,52±0,03g   

ApoE-/- Ct 5,43±0,36g  

ApoE-/- Cd 4,28±0,14g*  

Os camundongos ApoE-/-  que foram expostos ao metal consumiram menos ração que os ApoE-/- Ct, 
mas não houve diferença entre os camundongos expostos ao metal e os C57 Ct Consumo expresso 
em gramas. C57 Ct n=6, ApoE-/- Ct n=8, ApoE-/- Cd n=11 Valores expressos em média e EPM; *p <0,05 
vs ApoE-/- Ct. One-way ANOVA. 

 

 

5.3 DOSAGEM DE COLESTEROL   

 

Ao final da exposição ao Cd, foi realizada a coleta do sangue para análise do 

colesterol. O resultado demonstrou que os animais que foram expostos ao metal 

(ApoE-/- Cd) apresentam níveis de colesterol total maiores (495,5 mg/dL) que os 

animais ApoE-/- Ct (346,75 mg/dL) (p=0,03) e os camundongos C57 Ct possuíam 

menor nível de colesterol (87,5 mg/dL) que os animais ApoE-/- Ct (p=0,001).   

 

Figura 4: Dosagem do colesterol sérico dos animais C57 Ct, ApoE-/- Ct e os ApoE-/- Cd 
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Valores expressos em média e EPM; #p< 0.05 vs. C57 Ct (n=4) e *p< 0.05 vs. ApoE−/− Ct (n=4). One-
way ANOVA. 
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5.4 REATIVIDADE VASCULAR  

 

5.4.1 Resposta vascular ao potássio em artéria aorta 

 

Quando avaliada a resposta contrátil ao potássio dos anéis de aorta, não foi 

observada diferença estatística entre os grupos C57 Ct, ApoE-/- Ct e ApoE-/- Cd 

(p>0,05).  

 

Tabela 4: média da contração (mN) a solução rica em potássio (120 mM). 

Grupos Contração ao Potássio (mN) 

C57 Ct 8,47±0,67   

ApoE-/- Ct 9,04±0,53  

ApoE-/- Cd 9,12±0,48  

Valores expressos em média e EPM. C57 Ct: n=15; ApoE-/- Ct: n=14 e ApoE-/- Cd: n=26. One-way 
ANOVA. (p<0,05) 

 

5.4.2 Efeito da exposição ao cloreto de Cd por 28 dias sobre a reatividade à fenilefrina 

em anéis isolados de aorta de camundongos  

 

Quando realizada a curva de FE em anéis isolados de aorta foi observado que 

todos os grupos apresentaram respostas semelhantes às concentrações crescentes 

do agonista α1-adrenérgico (p>0,05).   

 

Figura 5: Curvas-concentração resposta à fenilefrina em anéis de aorta de camundongos C57 

Ct, ApoE-/- Ct e ApoE-/- Cd. 
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Os símbolos representam media +- EPM. Não há diferença estatística entre as curvas (p>0,05). O 
número de animais está representado entre parênteses. ANOVA TWO-WAY 
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Tabela 5: Resposta máxima (Rmax) e Sensibilidade (pD2) a curva de concentração-resposta à 

fenilefrina em segmentos isolados de aorta dos grupos ApoE-/- Ct, ApoE-/- Cd e C57 Ct. 

 C57 Ct ApoE-/- Ct ApoE-/- Cd 

 pD2 Rmax (%) pD2 Rmax (%) pD2 Rmax (%) 

Fenilefrina 6,90±0,09 84,80 ± 5,16 7,04 ± 0,10 85,55 ± 7,26 7,22 ± 0,22 81,93 ± 9,38 

Os resultados são expressos em média +- EPM. Foram utilizados 7 camundongos ApoE-/- Ct e 5 

ApoE-/- Cd e 5 C57 Ct.  Teste T-Student não pareado para comparação de Rmax e pD2: p>0.05 para 

todas as comparações. 

 

5.4.3 Efeito da exposição ao cloreto de Cd por 28 dias sobre o relaxamento dependente 

do endotélio em anéis isolados de aorta de camundongos  

 

O relaxamento dependente do endotélio foi estudado através da curva 

concentração-resposta à ACh. O grupo ApoE-/-  Cd demonstrou resposta máxima à 

esse agonista muscarínico menor que o grupo ApoE-/-  Ct e o C57 Ct (p=0,02). Não 

houve diferença entre os grupo C57 Ct e ApoE-/-  Ct (p>0,05).  

Não há diferença na sensibilidade entre os grupos (p>0,05). 

 

Figura 6: Curvas de concentração-resposta à ACh em anéis de aorta de camundongos ApoE-/- 

Cd, C57 Ct e ApoE-/- Ct. 
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Os símbolos representam media +- EPM expressos como percentual de relaxamento após a pré-
contração com fenilefrina. O número de animais está representado entre parênteses. C57 Ct e ApoE-/-  

Ct (p>0,05),*p<0,05  vs ApoE-/-  Ct  e #p<0,05 vs C57 Ct. ANOVA TWO-WAY. 
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Tabela 6: Resposta máxima (Rmax) e Sensibilidade (pD2) a curva de concentração-resposta à 

acetilcolina em segmentos isolados de aorta dos grupos ApoE-/- Ct, ApoE-/- Cd e C57 Ct. 

 C57 Ct ApoE-/- Ct ApoE-/- Cd 

 pD2 Rmax (%) pD2 Rmax (%) pD2 Rmax (%) 

Acetilcolina 8,11 ± 0,30 90,53 ± 2,53 7,61 ± 0,08 95,55 ± 1,37 7,26 ± 0,22# 79,35 ± 3,09* 

Os resultados são expressos em média +- EPM. Foram utilizados 6 camundongos ApoE-/- Ct e 6 

ApoE-/- Cd e 5 C57 Ct.  Teste T-Student não pareado para comparação de Rmax e pD2:*p<0,05 vs 

ApoE-/-  Ct  ANOVA TWO-WAY. 
 

 

5.4.4 Efeito da exposição por 28 dias com cloreto de cádmio sobre o relaxamento 

independente do endotélio em anéis isolados de aorta 

 

Esse estudo foi realizado através de curvas concentração-resposta ao 

nitroprussiato de sódio (NPS), um doador de oxido nítrico, em anéis previamente 

contraídos com fenilefrina. Não foi encontrada diferença estatística no relaxamento 

vascular independente do endotélio entre os grupos ApoE-/- Ct, C57 Ct e ApoE-/-  Cd 

(p>0,05).  

 

Figura 7: Curvas concentração-resposta ao nitroprussiato de sódio para estudo do relaxamento 

independente do endotélio em anéis de aorta de camundongos dos grupos: ApoE-/- Ct, C57 Ct e ApoE-

/-  Cd 
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 Os símbolos representam os valores, expressos como percentual de relaxamento após a pré-

contração com fenilefrina (p<0.05). O número de animais está representado entre parênteses. ANOVA 

TWO-WAY 
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Tabela 7: Resposta máxima (Rmax) e Sensibilidade (pD2) das curvas concentração-resposta ao 

nitroprussiato de sódio em segmentos isolados de aorta dos grupos ApoE-/- Ct, ApoE-/- Cd e C57 Ct. 

 

 C57 Ct ApoE-/- Ct ApoE-/- Cd 

 pD2 Rmax (%) pD2 Rmax (%) pD2 Rmax (%) 

Nitroprussiato 
de sódio 7,71 ± 0,11 101,99 ± 3,32 7,44 ± 0,24 105,82 ± 2,02 7,39 ± 0,35 115,05 ± 11,08 

Os resultados são expressos em média +- EPM. Foram utilizados 7 camundongos ApoE-/- Ct e 7 

ApoE-/- Cd e 7 C57 Ct.  Teste T-Student não pareado para comparação de Rmax e pD2: p>0.05 para 
todas as comparações. 
 
 

Como os camundongos C57 Ct se comportaram de forma similar ao grupo 

ApoE-/- Ct, no consumo de ração, no peso ao final da exposição aos 28 dias de Cd e 

a reatividade vascular não apresentou diferença, utilizamos os grupos ApoE-/- para as 

demais análises.  

 
 

5.4.5 Participação da via do óxido nítrico na exposição por 28 dias com cloreto de 

cádmio sobre a resposta vasodilatadora em aorta torácica 

 

Para avaliar a participação do NO, utilizamos o inibidor não-seletivo da óxido 

nítrico sintase, L-NAME (100 μM). A adição desse inibidor reduziu o relaxamento 

induzido pela ACh em ambos grupos. No entanto, esse efeito foi menor em anéis 

isolados de animais ApoE-/- Cd, sugerindo redução da biodisponibilidade de NO, como 

evidenciado na análise da área abaixo da curva (dAUC). Esse resultado sugere que a 

exposição ao cádmio reduz a participação do NO no relaxamento dependente do 

endotélio em aorta de camundongos ApoE-/-.   

 

Figura 8: Curvas concentração-resposta à acetilcolina na presença ou não do L-NAME em 
segmentos de aorta de camundongos expostos ApoE-/- ou não ao Cd 
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(A) Curvas concentração-resposta à ACh na presença ou não de L-NAME em segmentos de aorta de 

ratos dos grupos ApoE-/-  Ct e ApoE-/-  Cd. Curvas concentração-resposta à ACh (B) Diferença percentual 

da área abaixo da curva de anéis de aorta na presença ou não de L-NAME. O número de animais está 

demonstrado entre parênteses. Os símbolos representam media +- EPM. *p<0.05 vs ApoE-/-  Ct. Na 

análise da dAUC foi realizado Teste T-Student não pareado e na análise da reatividade vascular 

ANOVA TWO-WAY.   

 

Tabela 8: Resposta máxima (Rmax) e Sensibilidade (pD2) a curva de concentração-resposta à 

acetilcolina em segmentos isolados de aorta encubação com L-NAME ou não dos grupos ApoE-/- Ct, 

ApoE-/- Cd. 

 

 Rmax (%) pD2 

ApoE-/- Ct 95,55 ± 1,37$ 7,61 ± 0,08 

ApoE-/- Cd  79,35 ± 3,09#* 7,26 ± 0,22 

ApoE-/- Ct LNAME  20,50 ± 5,02  5.38 ± 0,10 

ApoE-/- Cd LNAME  20,26 ± 7,17 6.20 ± 0,48 

Os resultados são expressos em média +- EPM. Foram utilizados 6 camundongos ApoE-/- Ct e 6 ApoE-

/- Cd e 6 ApoE-/- Ct e 4 ApoE-/- Cd LNAME. Teste T-Student não pareado para comparar Rmax vs pD2. 
*p<0.05 ApoE-/- Cd vs ApoE-/- Cd LNAME; #p<0.05 ApoE-/- Cd vs ApoE-/- Ct, $p<0.05 para ApoE-/- Ct vs 
ApoE-/- Ct LNAME. 
 
 

5.4.5 Participação da via do óxido nítrico na exposição por 28 dias com cloreto de 

cádmio sobre a resposta vasoconstritora em aorta torácica 

 

 Foi avaliada também a participação da via do NO na resposta vasoconstritora 

a FE, também foi utilizado o inibidor não-seletivo da óxido nítrico sintase, L-NAME 

(100 μM). A presença desse inibidor aumento a resposta contrátil induzida pela FE em 

ambos grupos, sem que ocorre-se diferença significativa entre os grupos estudados, 

quando analisada a área abaixo da curva.  
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(A)Curvas concentração-resposta FE na presença ou não de L-NAME em segmentos de aorta de ratos 

dos grupos ApoE-/-  Ct e ApoE-/-  Cd. Curvas concentração-resposta a FE (B) Diferença percentual da 

área abaixo da curva de anéis de aorta na presença ou não de L-NAME. O número de animais está 

demonstrado entre parênteses. Os símbolos representam media +- EPM. *p<0.05 vs ApoE-/-  Ct. Na 

análise da dAUC foi realizado Teste T-Student não pareado e na análise da reatividade vascular 

ANOVA TWO-WAY.  

 

Tabela 9: Resposta máxima (Rmax) e Sensibilidade (pD2) a curva de concentração-resposta a 

fenilefrina em segmentos isolados de aorta encubação com L-NAME ou não dos grupos ApoE-/- Ct, 

ApoE-/- Cd. 

 Rmax (%) pD2 

ApoE-/- Ct 85,55 ± 7,26 7,04 ± 0,10 

ApoE-/- Cd  81,93 ± 9,38 7,22 ± 0,22 

ApoE-/- Ct LNAME  149,94 ± 9,58* 7,73 ± 0,17* 

ApoE-/- Cd LNAME  145,74 ± 9,45# 7,26 ± 0,15 

Os resultados são expressos em média +- EPM. Foram utilizados 7 camundongos ApoE-/- Ct e 5 ApoE-

/- Cd e 5 ApoE-/- Ct LNAME e 5 ApoE-/- Cd LNAME. Teste T-Student não pareado para comparar Rmax 
vs pD2. ApoE-/- Ct vs ApoE-/- Ct LNAME; ApoE-/- Cd vs ApoE-/- Cd+ LNAME, *p<0.05 para ApoE-/- Ct vs 
ApoE-/- Ct LNAME, #p<0.05 para ApoE-/- Cd vs ApoE-/- Cd LNAME. 

 

5.5 MEDIDA DA PLACA DE ATEROSCLEROSE 

 

A análise da área da placa de aterosclerose no arco aórtico dos camundongos 

ApoE-/- demonstrou que os animais expostos ao Cd por 28 dias apresentavam áreas 

coradas pelo Oil-Red-O três vezes maiores do que os camundongos ApoE-/- Ct 

(p<0,005).   
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Figura 9: Fotos típicas das secções transversais do arcos aórticos. 
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A seta indica lesão aterosclerótica corada com Oil-Red-O. Barra de escala: 200 µm com (A e B) a 
objetiva de 4x. (C) O gráfico de barras indica a área do arco aórtico corado pelo Oil-Red-O. ApoE−/− Ct 
(n=3) e ApoE−/− Cd (n=4). *P < 0.05, Student’s t-test. 

 

5.6 AVALIAÇÃO DO ESTRESSE OXIDATIVO EM CÉLULAS DA MEDULA 

ÓSSEA 

 

5.6.1 Avaliação da biodisponibilidade de NO com fluoróforo DAF em CH de 

camundongos ApoE-/- tratados com cloreto de cádmio por 28 dias  

 

Quando analisada a biodisponibilidade de NO com o DAF em células da medula 

óssea foi possível observar que o animais do grupo ApoE-/- Ct apresentam maior 

biodisponibilidade de NO que os animais que foram expostos ao Cd (p=0,0008). 
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Figura 10: Análise da produção de NO em células da medula óssea. 
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Os animais expostos ao Cd apresentam menor biodisponibilidade de NO que os animais controle 
(p<0,05). Os valores indicam MFI±EPM de experimentos realizados em triplicata. A.u., unidades 
arbitrárias. *P < 0.05, Student’s t-test. 

 

5.6.2 Avaliação da produção do ânion superóxido com fluoróforo DHE em CH de 

camundongos ApoE-/- tratados com cloreto de cádmio por 28 dias  

 

Para avaliar a produção de ânion superóxido pelas CH do fêmur foi utilizado o 

fluoróforo DHE e as células foram passadas no citômetro de fluxo.  Assim é possível 

observar que a produção de ânion superóxido está aumentada nos animais ApoE-/- Cd 

quando comparados aos animais ApoE-/- Ct (p<0,0001). Deixando claro que o metal 

também é capaz de causar estresse oxidativo na medula óssea e afetar células 

hematopoiéticas. 

 

Figura 11: Análise da produção de ânion superóxido em células da medula óssea. 
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Os ApoE-/- Cd apresentam maior estresse oxidativo que os animais controle (p<0,05).  Os valores 

indicam MFI±EPM de experimentos realizados em triplicata. A.u., unidades arbitrárias. *P < 0.05, 

Student’s t-test. 
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5.6.3 Avaliação da produção do peroxinitrito com fluoróforo HPF em CH de 

camundongos ApoE-/- tratados com cloreto de cádmio por 28 dias  

 

Quando analisada a produção de peroxinitrito, com o fluoróforo HPF, foi 

observado maior produção dessa ERN no grupo ApoE-/- Cd do que no grupo ApoE-/- 

Ct (p<0,001).   

 

Figura 12: Análise da produção de peroxinitrito em células da medula óssea 
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Os animais ApoE-/-  Cd apresentam maior estresse oxidativo que os animais ApoE-/-  Ct (p<0,05). Os 
valores indicam MFI±EPM de experimentos realizados em triplicata. A.u., unidades arbitrárias. *P < 
0.05, Student’s t-test. 

 
5.6.4 Avaliação da produção do peróxido de hidrogênio com fluoróforo DCF em CH de 

camundongos ApoE-/-  tratados com cloreto de cádmio por 28 dias 

 

Foi realizada análise da produção de H2O2 nas CH com o fluróforo DCF. Os 

animais ApoE-/- Cd apresentam níveis maiores níveis desse radical que os 

camundongos do ApoE-/-  Ct (p=0,0007). 
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Figura 13: Análise da produção do peróxido de hidrogênio em células da medula óssea 
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Os animais ApoE-/- Cd apresentam maior estresse oxidativo que os animais controle (p<0,05). Os 
valores indicam MFI±EPM de experimentos realizados em triplicata. A.u., unidades arbitrárias. *P < 
0.05, Student’s t-test. 
 

 Estes resultados com aumento de ânion superóxido, H2O2 e peroxinitrito 

sugerem aumento do estresse oxidativo observado nas CH de camundongos ApoE-/- 

Cd. 
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6 DISCUSSÃO 

 

Nossos principais resultados evidenciam que a exposição ao cádmio em 

camundongos ApoE-/- induziu aumento do colesterol total, aumento de três vezes da 

placa de aterosclerose, disfunção vascular em aorta isolada, e aumento do estresse 

oxidativo em CH da medula óssea. O aumento da deposição da placa de aterosclerose 

pode ser devido ao aumento do colesterol e em decorrência da redução do NO. Além 

disso, o estresse oxidativo e a redução da biodisponibilidade do NO nas CH está 

relacionado com doenças cardiovasculares e a produção de células do sistema imune 

podem interferir no processo da aterosclerose.   

 Ressaltando que os animais não consumiram ração hiperlipídica em nenhum 

momento e que esse resultado é devido a exposição ao metal, visto que a formação 

da placa aterosclerótica em camundongos ApoE-/- ocorre entre a 15° à 20° semana 

de idade. 

 

6.1 EFEITO DA EXPOSIÇÃO AO Cd NO GANHO PONDERAL E NO 

CONSUMO DE RAÇÃO 

 

Não foi observada diferença significativa no peso dos animais entre os grupos 

no início e no final dos 28 dias de exposição. Entretanto, o ganho de massa corporal 

dos camundongos expostos ao Cd foi significativamente menor que o dos animais não 

expostos, corroborando a literatura encontrada (ALMENARA et al., 2013; SOMPAMIT 

et al., 2010; WANG et al., 2017). Uma das explicações para o menor ganho de peso 

do grupo ApoE-/- Cd é que estes consumiram, em média diária, menos ração que os 

animais do grupo ApoE-/- Ct e C57 Ct.  

Sompamit e colaboradores (2010), relataram que camundongos machos ICR 

expostos ao Cd por 8 semanas apresentaram redução no ganho de peso quando 

comparados ao grupo controle. Porém não houve diferença entre a ingestão de água 

e alimentos entre os grupos (SOMPAMIT et al., 2010). Almenara e colaboradores 

(2013) também relataram redução de ganho de peso corporal de ratos Wistar 

exposição ao Cd. Esses dois estudos citados utilizaram a mesma concentração de Cd 

na água que foi utilizado neste trabalho, porém o primeiro expôs os camundongos 
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durante oito semanas, enquanto o segundo utilizou uma exposição de quatro semanas  

(ALMENARA et al., 2013; SOMPAMIT et al., 2010).  

Wang et al. (2017) também observaram que os ratos Wistar machos expostos 

ao Cd via intraperitoneal cinco vezes na semana durante cinco semanas 

apresentaram redução no ganho de peso (WANG et al., 2017).  

Turkcan et al (2015), expôs camundongos fêmeas ApoE-/- e C57BL/6J  100 mg/l 

CdCl2 na água de beber por 12 semanas e ao realizarem a relação do peso do coração 

pelo peso do corpo não encontraram diferença entre os grupos que utilizaram dieta 

normolipídica (TÜRKCAN et al., 2015). Nossos resultados demonstraram que os 

camundongos ApoE-/- Cd tiveram dificuldades para ganhar peso, mas que o peso final 

foi semelhantes o dos animais ApoE Ct-/-, resultado semelhante ao encontrado por 

Turkcan et al (2015). 

Muitos estudos abordam que a exposição ao Cd pode dificultar o ganho de 

peso, entretanto nenhum estudo demonstrou quais processos podem estar envolvidos 

na dificuldade para tal, mas não associa-se essa dificuldade com o consumo de 

alimento pelo animal, contudo nosso estudo demonstrou que a redução do consumo 

de ração pode ser uma das possíveis causas da redução do ganho de peso 

   

6.2 EFEITO DA EXPOSIÇÃO AO Cd NO COLESTEROL TOTAL 

 

 O aumento do colesterol total é um dos possíveis mecanismos responsáveis 

pelo desenvolvimento de DCV (RUSSELL, 1999). Em nosso estudo os camundongos 

ApoE-/- Cd apresentaram aumento dos níveis de colesterol sérico quando comparados 

com os ApoE Ct-/-. No estudo realizado por Samarghandian, et al. (2015), ratos 

Sprague–Dawley foram expostos a água contendo CdCl2 na concentração de 20 μM 

(2.0 mg Cd/L), por três meses. Os animais expostos ao metal tiveram aumento nos 

níveis de colesterol total, triglicerídeos e do LDL e redução do HDL 

(SAMARGHANDIAN et al., 2015). Resultado semelhante ao que encontramos em 

nosso trabalho, apesar de o modelo experimental ser diferente. 

 Oyinloye, et al. (2016) encontraram que ratos Wistar expostos ao íon por 21 

dias na concentração de 200 mg/L de CdCl2, tiveram quase o dobro de colesterol que 

os animais do grupo controle (não expostos ao metal). Nesse estudo também 
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observaram aumento dos níveis sérios de triglicerídeos nos animais que ingeriram Cd 

(OYINLOYE et al., 2016).   

  Zhou et al. (2016) realizaram o primeiro estudo associando a exposição ao 

metal de forma ocupacional a dislipidemia em uma grande população e concluíram 

que quanto maior foi a concentração de Cd no sangue, maiores as alterações no perfil 

lipídico, e finalizaram sugerindo que a exposição ocupacional ao Cd é dose 

dependente (ZHOU et al., 2016).  

O estudo desenvolvido por Prabu et al (2010), observou níveis aumentados de 

colesterol total, triglicerídeos, ácidos graxos livres e fosfolipídios no soro sanguíneo 

de ratos expostos ao Cd. As mudanças induzidas pelo metal nas concentrações 

séricas dos compostos lipídicos observados nesse estudo estão de acordo com os 

achados de outros pesquisadores (MURUGAVEL; PARI, 2007; PRABU; SHAGIRTHA; 

RENUGADEVI, 2010; RAMIREZ; GIMENEZ, 2002).   

Alguns mecanismos são propostos para o aumento do colesterol em indivíduos 

e animais expostos ao metal. O Cd é um íon caracterizado pela sua alta afinidade 

pelos grupos sulfridrila (-SH), carboxila e fosfato, inibindo enzimas e podendo alterar 

o metabolismo lipídico. As DCV induzidas por ele estão associadas ao aumento dos 

lipídeos no soro (DIAS et al., 2014). As alterações nas frações do colesterol e de 

outros compostos lipídicos observados em ratos expostos ao Cd podem ser 

explicadas pela capacidade do metal para aumentar a atividade de HMG-CoA através 

da liberação de citocinas inflamatórias e interleucinas (KAYAMA et al., 1995). O 

aumento da concentração sérica de colesterol também pode resultar da capacidade 

do íon em diminuir a absorção de colesterol por macrófagos, que desempenham 

funções importantes no processamento desses ésteres (RAMIREZ; GIMENEZ, 2002). 

Além disso, o metal pode contribuir para o desenvolvimento de hipercolesterolemia 

pelo aumento da produção de citocinas inflamatórias, como fator de necrose tumoral 

α (TNF-α) e interleucina1β (IN-1β) no fígado (SOUZA et al., 2004). As alterações na 

atividade da HMG-CoA redutase podem reduzir a expressão do gene do receptor de 

LDL, interferindo na absorção do colesterol da corrente sanguínea, o que aumenta a 

colesterolemia e o LDL sérico, além de estimular a síntese de colesterol no fígado 

(PRABU; SHAGIRTHA; RENUGADEVI, 2010). 

Muitos estudos relacionam a exposição ao metal com o aumento do colesterol 

sanguíneo, não só em modelos animais como também em humanos. O fígado é um 
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dos órgãos de maior deposição do íon no organismo, sendo também o local do 

metabolismo do colesterol. Com isso, o Cd depositado nos hepatócitos pode alterar 

atividades de enzimas, lipoproteínas e expressões gênicas causando aumento do 

colesterol total e de frações, como o VLDL, LDL, triglicerídeos e redução do HDL  

(PRABU; SHAGIRTHA; RENUGADEVI, 2010) .   

O aumento do colesterol e a aterosclerose estão associados com um estado 

pro-inflamatório crônico, que podem causar disfunção vascular pelo aumento das 

espécies reativas de oxigênio e redução da biodisponibilidade de NO (HUANG et al., 

2011).  

 

6.3 EFEITO DA EXPOSIÇÃO AO Cd SOBRE A REATIVIDADE VASCULAR 

À FENILEFRINA E AO POTÁSSIO 

 

 Estudos de Almenara et al (2013), Sompamit et al. (2010) e Donpunha et al. 

(2011), encontraram alterações na função em segmentos de aorta de ratos e 

camundongos expostos ao ClCd2 (ALMENARA et al., 2013; DONPUNHA et al., 2011; 

SOMPAMIT et al., 2010). 

No presente estudo, ao se avaliar a resposta vascular à FE, não foi observada 

diferença entre os camundongos os grupos experimentais. Também não foi observada 

diferença na resposta ao potássio entre os grupos. Almenara et al. (2013), 

encontraram aumento da reatividade vascular à fenilefrina em ratos Wistar machos 

expostos a 100 ppm de ClCd2 por 30 dias via água de beber (ALMENARA et al., 2013). 

Tzotzes et al. (2007), demonstram que ratos Wistar expostos ao Cd por 0,5 mg/kg/dia 

durante 120 dias, foi capaz de aumentar a reatividade ao KCl, entretanto não alterou 

a resposta à fenilefrina (TZOTZES et al., 2007). Angeli et al. (2013), realizou exposição 

de 10 mM CdCl2 in vitro em segmentos de aorta de ratos Wistar e encontraram 

aumento da resposta máxima à fenilefrina (ANGELI et al., 2013).    

Já quando analisada a exposição ao Cd em camundongos, Sompamit et al. 

(2010) e Donpunha et al. (2011), encontraram redução da resposta contrátil à FE nos 

camundongos IRC expostos ao metal. Sompamit et al. (2010) e Donpunha et al. 

(2011), expuseram os animais ao Cd através da água de beber, por oito semanas 

(DONPUNHA et al., 2011; SOMPAMIT et al., 2010).   
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A diferença dos resultados obtidos por esses pesquisadores nos sugere que o 

modelo experimental e o modo de exposição ao cádmio parecem interferir nas 

respostas vasculares elicitadas pela FE.  

 

  

6.4 EFEITO DA EXPOSIÇÃO AO Cd SOBRE REATIVIDADE VASCULAR À 

ACETILCOLINA E AO NITROPRUSSIATO DE SÓDIO 

 

Para avaliação do relaxamento dependente do endotélio, realizamos curvas 

concentração-resposta à ACh em anéis pré-contraídos com FE.    

Notamos em nosso estudo que a exposição ao Cd por quatro semanas reduziu 

a resposta máxima à ACh em segmentos isolados de aorta, porém não alterou a 

resposta ao NPS. Importante lembrar que animais ApoE-/- na idade que foram 

utilizados nesse trabalho (18 semanas) não desenvolveram disfunção endotelial 

quando comparados a animais C57/BL6J (MEYRELLES et al., 2011) e que o resultado 

encontrado, não poderia ser associado ao modelo animal e sim à exposição ao metal 

(BONTHU et al., 1997; FRANSEN et al., 2008; WANG et al., 2000).  

Tzotzes et al. (2007) não encontraram diferença na resposta vasodilatadora 

causada pela ACh em ratos Wistar tratados com injeções de Cd (0.5 mg/kg/i.m.) por 

120 dias (TZOTZES et al., 2007). Sompamit et al. (2010) e Donpunha et al. (2011), 

encontraram redução da resposta vasodilatadora nos camundongos IRC expostos ao 

metal, tanto na via dependente do endotélio como na independente do endotélio 

(DONPUNHA et al., 2011; SOMPAMIT et al., 2010). Angeli et al. (2013), realizaram 

exposição à 10 mM CdCl2 in vitro em segmentos de aorta de ratos Wistar e não 

encontraram diferença entre os grupos nas curvas concentração-resposta ao NPS ou 

à ACh (ANGELI et al., 2013). Almenara et al. (2013), observam que a exposição ao 

Cd reduziu a resposta vascular à ACh, pela redução da resposta máxima, porém a 

resposta vasodilatadora independente do endotélio não foi alterada (ALMENARA et 

al., 2013). 

O tônus muscular liso é controlado pelo endotélio, pela liberação e produção 

de substâncias vasoativas, como o NO, prostaciclina, fatores hiperpolarizantes 

derivados do endotélio e endotelina. A desarmonia dessas substâncias pode afetar o 

tônus muscular, levando a doenças como a HAS (VANHOUTTE et al., 2009). Além do 
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tônus vascular o endotélio também é parte influente na hemostase; na participação 

em processos inflamatórios e imunológicos e na regulação do crescimento vascular 

(HELENA et al., 2001).  

Os resultados apresentados até aqui demonstram que o Cd pode interferir na 

função endotelial, possivelmente por reduzir a liberação de fatores vasodilatadores 

derivados do endotélio, principalmente o NO. Como foi encontrada redução da 

resposta vasodilatadora induzida pela ACh após a exposição ao cádmio, investigamos 

a participação do NO no relaxamento dependente do endotélio de camundongos 

ApoE-/- expostos ou não ao cádmio.  

 

6.5 EFEITO DA EXPOSIÇÃO AO Cd SOBRE A VIA DO NO 

 

 O NO é a substância vasoativa mais importante produzida pelo endotélio 

vascular em vasos de condutância. O NO é liberado na forma gasosa, o que facilita 

sua difusão através das membranas celulares. Possui funções que incluem a 

regulação do crescimento vascular, inibição da adesão e agregação plaquetária e 

manutenção do tônus vascular (MONCADA; PALMER; HIGGES, 1991). 

 O NO é produzido pelas células endoteliais com base na oxidação da L-arginina 

a NO e L-citrulina, por meio da ação da enzima oxido nítrico sintase (NOS), na 

presença de cofatores, como a nicotinamida adenina dinucleotideo em sua forma 

reduzida (NADPH), a tetrahidrobiopterina (BH4), a flavina adenina dinucleotideo e 

flavina mononucleotideo. Sua produção é estimulada por diversas formas químicas e 

físicas (MONCADA; PALMER; HIGGES, 1991; PALMER; FERRIGE; MONCADA, 

1987).  

 Existem três isoformas descobertas da NOS. A NOS endotelial (eNOS) e a 

NOS neuronal (nNOS) são constitutivas e dependentes do cálcio para ativação. Já a 

isoforma induzível (iNOS), é expressa em grandes quantidades em processos 

inflamatórios, sua ativação não depende do aumento da concentração de cálcio 

intracelular. Nos vasos sanguíneos a eNOS é a mais importante fonte de NO (XIE; 

NATHAN, 1994).  

 O NO produzido principalmente pela eNOS dissemina-se para as células 

musculares lisas, onde é responsável por ativar a guanilato ciclase solúvel, 

provocando aumento da concentração de monofosfato cíclico de guanosina (GMPc), 
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o que ativa a proteína G (PKG). A PKG ativará canais de K+ dependentes de Ca2+, 

estimulando a recaptação de Ca2+ pelo retículo sarcoplasmático e fosforila a cadeia 

leve da miosina tornando-a menos sensível ao Ca2+, causando a saída de cálcio da 

célula pelo trocador Na+/Ca2+(LINCOLN; DEY; SELLAK, 2001). Além disso, nos anos 

2000 foi demonstrado que o NO pode causar a ativação de forma direta nos canais 

para K+  (CHAYTOR; EVANS; GRIFFITH, 1998). 

 Foi observada em nosso trabalho redução da resposta à ACh após exposição 

ao Cd em camundongos ApoE-/-. Sugere-se que tal redução seja decorrente da 

redução da liberação ou biodisponibilidade de NO. Em vista disso, para avaliar a 

participação deste fator na resposta dilatadora à ACh, foi incubado o inibidor não-

seletivo da NOS, L-NAME (100 µM), em segmentos de aorta dos grupos ApoE-/- Ct e 

ApoE-/- Cd. O fármaco reduziu a resposta vasodilatadora em ambos os grupos. 

Quando analisada a diferença da área abaixo da curva, sugere-se que a exposição 

ao Cd, durante vinte oito dias reduz a biodisponibilidade de NO e sua ação sobre o 

musculo liso vascular. 

O tabagismo está associado com a redução do cofator BH4 em BH3 ou BH2. 

Com a redução desse cofator a eNOS ao invés de produzir NO passa a produzir ânion 

superóxido, reduzindo a biodisponibilidade e produção de NO nos vasos sanguíneos 

(HEITZER et al., 2000). Estudos indicam a redução da biodisponibilidade de NO como 

um fator importante para o desenvolvimento de DCV (FÖRSTERMANN; MÜNZEL, 

2006; STROES et al., 1998). O Cd presente no cigarro, como citado anteriormente 

aumenta o estresse oxidativo, que por sua vez é um dos fatores responsáveis por 

reduzir o BH4, aumentando a produção de EROs (LAURSEN et al., 2001).  

Sompamit et al. (2010) relataram que camundongos expostos ao cloreto de 

cádmio por oito semanas na água de beber apresentaram aumento de ânion 

superóxido na aorta torácica e redução da biodisponibilidade de NO, com aumento da 

concentração de nitrito/nitrato na urina de camundongos IRC (SOMPAMIT et al., 

2010). Almenara et al. (2013) demonstrou que aorta de ratos Wistar expostos por 30 

dias ao CdCl2 também apresentaram redução da biodisponibilidade de NO quando 

comparadas aos animais do grupo controle. Além disso, demonstrou aumento da 

subunidade gp91phox da NADPH oxidase e da eNOS através do Western Blot. Ainda, 

a incubação de segmentos de aorta com DAF induziu maior intensidade de 

fluorescência no grupo cádmio. Os autores relacionaram que NO produzido estaria 
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atuando com um agente antioxidante, se ligando ao ânion superóxido formando 

peroxinitrito, o que justifica a diminuição da biodisponibilidade do NO para o músculo 

liso vascular  (ALMENARA et al., 2013). 

Em suma, os estudos demonstraram que a exposição ao Cd está relacionada 

com a redução da biodisponibilidade de NO. Umas das possíveis causa é o aumento 

das EROs e a redução de cofatores para a produção e liberação pelo eNOS.  

 

6.6 EFEITO DA EXPOSIÇÃO AO Cd NO DESENVOLVIMENTO DA 

ATEROSCLEROSE 

 

 A exposição ao Cd está relacionada a várias doenças cardiovasculares, como 

hipertensão arterial, hipercolesterolemia, disfunção endotelial e aumento do estresse 

oxidativo (ALMENARA et al., 2013; MESSNER et al., 2009; OYINLOYE et al., 2016). 

Esses fatores em conjunto podem colaborar para o surgimento e progressão da placa 

de ateroma.  

 Nosso estudo demonstrou que a exposição ao Cd por 28 dias em camundongos 

ApoE-/- aumentou em três vezes a área do vaso corada pelo Oil-Red (marcador de 

lipídeos neutros), corroborando com o estudo de Knoflach et al. (2011). Esses autores 

demonstraram que camundongos ApoE-/- expostos ao Cd tiveram aumento da placa 

de aterosclerose quando comparados a camundongos ApoE-/- não expostos ao metal 

(KNOFLACH et al., 2011). Contudo, o estudo realizado por Knoflach et al. utilizou 

camundongos fêmeas ApoE-/- com idade de oito semana e expuseram por doze 

semanas ao Cd e os animais se alimentavam dieta hiperlipídica (gordura 21.2%; Sniff, 

Soest, Alemanha) (KNOFLACH et al., 2011). Em nosso estudo utilizamos 

camundongos machos com 14 semanas sendo expostos ao Cd por vinte oito dias, 

sem dieta hiperlipídica, sendo analisados com 18 semanas de idade.   

Meyrelles et al (2011). relataram que o surgimento de placas fibrosas em 

camundongos ApoE-/- ocorre entre 15-20 semanas de idade. O gênero do 

camundongo estudado é de extrema importância pois os estudos divergem quanto o 

desenvolvimento da placa aterosclerótica. Chiba et al. (2011) pesquisaram se há 

diferença entre camundongos fêmeas e machos ApoE-/- alimentados por dieta 

aterogênica por 16 semanas a partir da 10ª semana de idade e concluíram que as 

fêmeas apresentaram lesões aterosclerótica menores que machos e que o fator 
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hormonal é responsável por proteger as fêmeas contra o desenvolvimento das lesões 

(CHIBA et al., 2011; MEYRELLES et al., 2011). 

Messner et al. (2009) ao realizarem exposição ao Cd em camundongos fêmeas 

ApoE-/-, descreveram que o aumento da permeabilidade endotelial é o componente 

chave para o iniciação de aterosclerose causada pelo Cd (MESSNER et al., 2009).  

Já em um estudo realizado com humanos, Borné et al. (2017) mostraram que 

exposição ao Cd é um fator independente da presença de outros fatores de risco, 

como diabetes, hipertensão,  para o desenvolvimento de placas ateroscleróticas em 

mulheres de 64 anos e suportam a hipótese de que o Cd pode promover a 

vulnerabilidade das placas carotídeas, aumentando o risco de ruptura e de acidentes 

vasculares cerebrais isquêmico (BORNÉ et al., 2017). Fagerberg et al. (2015) 

avaliaram placa de aterosclerose na carótida de homens e mulheres de moradores da 

cidade de Malmö na Suécia, nascidos entre 1923 e 1945, que já haviam participado 

do Malmö Diet and Cancer Study. Obtiveram como desfecho do estudo a 

determinação da associação entre o nível de cádmio no sangue e a prevalência da 

placa aterosclerótica em fumantes (FAGERBERG et al., 2015).   

  As pesquisas com animais demonstraram que a exposição ao Cd foi capaz de 

aumentar a placa de aterosclerose em camundongos ApoE-/-. Já em estudos 

realizados com humanos que apresentavam altas concentração de Cd no sangue, 

também foi encontrada correlação entre exposição ao metal e desenvolvimento de 

aterosclerose, principalmente na carótida. Os camundongos ApoE-/- na idade utilizada 

nesse estudo (18 semanas), alimentados com dieta normolipídica, não apresentaram 

evidências de desenvolvimento de placa de aterosclerose. Entretanto, a exposição ao 

Cd em camundongos ApoE-/- alimentados com dieta normolipídica foi capaz de 

acelerar a formação da placa de aterosclerose. 

   

6.7 EFEITO DA EXPOSIÇÃO AO Cd POR 28 DIAS SOBRE CÉLULAS 

HEMATOPOIÉTICAS  

 

Existem vários estudos que investigaram a relação da exposição ao Cd no 

coração, vaso sanguíneo, rins, testículos e outros órgãos (WORLD HEALTH 

ORGANIZATION, 2010). Porém, não foram encontrados estudos com análise das CH. 
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O papel das células tronco hematopoiéticas é sustentar processos de 

reparação fisiológica, reconstituindo o sistema hematopoiético. São células 

progenitoras multipotentes, podendo, então, se diferenciar em diversas linhagens de 

células sanguíneas, como eritrócitos, megacariócitos/plaquetas, macrófagos, células 

T, NK e dendríticas. (WEISSMAN; SHIZURU, 2008). 

A exposição ao Cd está relacionada ao aumento do estresse oxidativo 

(ALMENARA et al., 2013; ANGELI et al., 2013), entretanto, até hoje não foram estudas 

se CH poderiam estar sofrendo consequências da exposição ao metal. Ao avaliar as 

CH observou-se redução da biodisponibilidade de NO, além de aumento do estresse 

oxidativo, evidenciado pela quantificação de ânion superóxido, peróxido de hidrogênio 

e peroxinitrito no citoplasma dessas células. 

Os altos níveis de ERO’s encontradas na aterosclerose são importantes 

mediadores de danos aos componentes celulares (VALKO et al., 2007). Os radicais 

livres são capazes de causar vários danos ao organismo, inclusive ao ácido 

desoxirribonucleico (DNA) (DHAWAN; BAJPAYEE; PARMAR, 2009). Dessa forma, o 

aumento nos níveis de ERO’s pode causar genotoxicidade, participando no 

desenvolvimento ou progressão da aterosclerose (VASQUEZ et al., 2012).  

Como citado anteriormente a medula óssea é o local da produção das células 

do sistema imune, como macrófagos e monócitos, que participam de forma direta do 

processo da aterosclerose. O aumento do estresse oxidativo nessa região pode 

contribuir ainda mais para que a placa de aterosclerose progrida de forma rápida e 

com maior deposição de Cd, além disso, as células progenitoras derivadas da medula 

óssea estão envolvidas no desenvolvimento e no reparo de lesões, de variadas 

fisiopatologias, como doença cardíaca isquêmica e doença arterial periférica 

(ASAHARA et al., 1997; JIN et al., 2009; RAFII et al., 2003; TEPPER et al., 2002).  As 

EROs tem papel importante sobre as células produzidas pelo medula óssea, visto que 

em baixas concentrações de H2O2 está envolvido na manutenção da quiescência, 

enquanto níveis mais alto de H2O2 contribui para uma maior proliferação, senescência 

ou apoptose (JANG; SHARKIS, 2007; NAKA et al., 2008). 

 

 

 

 



72 
 

 
 

 

 



73 
 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

7 CONCLUSÃO 
___________________________________________________________________ 



74 
 

 
 

7 CONCLUSÃO 

 

Esse estudo demonstrou que a exposição ao Cd por 28 dias foi capaz de 

aumentar os níveis de colesterol sanguíneo dos animais ApoE-/-. Além disso, quando 

analisada a reatividade vascular desses animais foi possível concluir que o metal 

reduziu a participação do NO no relaxamento induzido pela ACh. 

A disfunção endotelial encontrada neste estudo, ocorreu pela redução da 

biodisponibilidade do NO, sugerindo aumento do estresse oxidativo, em razão de 

estudos prévios demonstrarem que o Cd é capaz de aumentar a produção de radicais 

livres. A redução da resposta à acetilcolina está associada a menor modulação do 

endotélio. 

O aumento do colesterol total e a disfunção endotelial nos camundongos 

expostos ao metal sugerem ser umas das causas para o aumento de 

aproximadamente três vezes da placa aterosclerótica encontrada nos animais ApoE-/- 

Cd, visto que ambos são fatores de risco para o desenvolvimento da aterosclerose. 

O Cd também foi responsável por causar aumento das EROs nas CH. As CH e 

células endoteliais são derivadas dos hemangioblastos produzidos na medula óssea, 

além disso, a medula também é o órgão responsável pela produção de células do 

sistema imune, como macrófagos, que estão relacionado com o desenvolvimento da 

aterosclerose. 

Por fim, os resultados sugerem que a exposição ao Cd por 28 dias promove 

disfunção endotelial, aumento do colesterol sanguíneo e aumento do estresse 

oxidativo e redução da biodisponibilidade de NO em CH, esses fatores em conjunto 

podem acelerar o desenvolvimento de doenças cardiovasculares, principalmente da 

aterosclerose. 
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Figura 14: Esquema sintetizando o efeito que o Cd provoca na reatividade vascular e nas células 
hematopoiéticas. Figuras retiras (Tese de Camila Almenara, 2017 e todamateria.com.br) e adaptada.  
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