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Resumo 

 

A homeostase do cobre é essencial para o bom funcionamento do corpo. A 

deficiência e a sobrecarga deste metal podem levar ao desenvolvimento de 

patologias, inclusive no sistema cardiovascular. Não são conhecidos os mecanismos 

envolvidos nas alterações vasculares promovidas em situações de toxicidade com o 

cobre. Sendo assim o objetivo desse estudo foi investigar as alterações da 

reatividade vascular promovidas pela sobrecarga de cobre (Cu). A aorta torácica 

obtida de ratos Wistar foi dissecada, segmentada e exposta por 1 h a 10 µg/mL de 

CuCl2. A exposição ao Cu diminuiu a resposta contrátil à fenilefrina em anéis de 

aorta (Ct: 104 ± 6,1 vs Cu: 80 ± 6,0). A remoção do endotélio e a subsequente 

administração de éster metílico de N-nitro-L-arginina (L-NAME), tetrahidrobiopterina 

(BH4), aminoguanidina, ácido dietilditiocarbâmico (DETCA), catalase ou 

tetraetilamônio (TEA) aumentaram as respostas contráteis à fenilefrina (Ct L-NAME: 

135 ± 8,1 vs Cu L-NAME: 156 ± 12,1; Ct BH4: 99 ± 6,9 vs Cu BH4: 104 ± 3,5; Ct 

Aminoguanidina: 90 ± 8,3 vs Cu Aminoguanidina: 96 ± 6,8; Ct DETCA: 117 ± 3,2 vs 

Cu DETCA: 154 ± 14,1; Ct Catalase: 109 ± 6,2 vs Cu Catalase: 113 ± 9,3; Ct TEA: 

110 ± 16 vs Cu TEA: 121 ± 12,1). As incubações com apocinina e tiron aumentaram 

a sensibilidade à fenilefrina (Ct Apocinina: 5,5 ± 0,2 vs Cu Apocinina: 6,8 ± 0,3; Ct 

Tiron: 6,7 ± 0,06 vs Cu Tiron: 6,8 ± 0,3). Os dados demonstraram que altas 

concentrações de Cu reduziram a reatividade vascular induzida por fenilefrina, o que 

foi associada com o aumento da produção de óxido nítrico (NO), atribuída à ativação 

da sintase induzida do óxido nítrico e níveis elevados de peróxido de hidrogênio, 

provavelmente relacionado a um aumento na atividade da superóxido dismutase 

(SOD) e geração de espécies reativas de oxigênio (ROS). Estes efeitos da 

sobrecarga de cobre sugerem que este metal é um fator de risco para doenças 

cardiovasculares. 

 

Palavras-chave: cobre, aorta, estresse oxidativo, óxido nítrico, peróxido de 

hidrogênio. 

 

 

 



Abstract 

 

Copper homeostasis is essential for the proper functioning of the body. The 

deficiency and the overload of this metal can lead to the development of pathologies, 

including the cardiovascular system. The mechanisms involved in vascular changes 

promoted in situations of copper toxicity are not known. Therefore, in this study we 

investigated the changes in vascular reactivity promoted by copper (Cu) overload. 

Thoracic aorta obtained from male Wistar rats was cut into rings and exposed for 1h 

to 10µg/mLCuCl2.  Exposure to Cu decreased the contractile responses of aortic 

rings to phenylephrine (PHE). Removal of the endothelium and subsequent 

administration of, N-nitro-L arginine methyl ester (L-NAME), tetrahydrobiopterin 

(BH4), aminoguanidine, diethyldithiocarbamic acid (DETCA), catalase or 

tetraethylammonium (TEA), increased contractile responses fenilefrina (Ct L-NAME: 

135 ± 8,1 vs Cu L-NAME: 156 ± 12,1; Ct BH4: 99 ± 6,9 vs Cu BH4: 104 ± 3,5; Ct 

Aminoguanidine: 90 ± 8,3 vs Cu Aminoguanidine: 96 ± 6,8; Ct DETCA: 117 ± 3,2 vs 

Cu DETCA: 154 ± 14,1; Ct Catalase: 109 ± 6,2 vs Cu Catalase: 113 ± 9,3; Ct TEA: 

110 ± 16 vs Cu TEA: 121 ± 12,1). Incubation with apocinyn and tiron enhanced the 

sensitivity to PHE (Ct Apocinyn: 5,5 ± 0,2 vs Cu Apocinyn: 6,8 ± 0,3; Ct Tiron: 6,7 ± 

0,06 vs Cu Tiron: 6,8 ± 0,3). Results demonstrated that high concentrations of Cu   

reduced  PHE-induced vascular reactivity which was associated with an increased 

production of nitric oxide (NO), attributed to the activation of the inducible nitric oxide 

synthase and elevated levels of hydrogen peroxide probably related to a rise in 

superoxide dismutase (SOD) activity and reactive oxygen species (ROS) generation. 

These effects of copper overload suggest that this metal is a risk factor for 

cardiovascular disease. 

 

Keywords: copper, aorta, oxidative stress, nitric oxide, hydrogen peroxide. 
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1 INTRODUÇÃO 
 

1.1 COBRE 

 

 O cobre é um metal avermelhado presente em rochas, no solo, na água, 

nos sedimentos e, em baixas concentrações no ar. Sua concentração média na 

crosta terrestre é de cerca de 50 gramas de cobre por 1.000.000 gramas de solo 

(ATSDR, 2004). Está presente em todas as plantas e animais sendo um elemento 

essencial para manutenção e funcionamento dos organismos vivos (YUNUS et al., 

2015). Foi provavelmente o primeiro metal a ser descoberto e trabalhado pelo 

homem. Ainda que seja difícil estabelecer a data na qual iniciou sua utilização, 

acredita-se que tenha sido há mais de 7000 anos. O emprego do cobre possibilitou 

um progresso para as civilizações mais antigas que evoluíram da idade da pedra 

para a do bronze. O termo cobre é de origem latina, cuprum, que, por sua vez, 

deriva da palavra cyprium, usada para designar a ilha de Chipre, que foi a principal 

fonte do metal no mundo antigo (MAAR, 2008). 

 

 Atualmente, o Chile, os Estados Unidos, a China, o Japão e a Alemanha 

são os principais produtores do metal. Os dados mais atualizados publicados pela 

Agência Nacional de Mineração demonstram que produção brasileira atingiu o 

patamar de 1,2% do total mundial de refinado em 2013 (BRASIL, 2017). É 

considerado um elemento muito importante no desenvolvimento de novas 

tecnologias eindustrialmente pode ser ultilizado para fabricação de moedas, fiação 

elétrica, arames, chapas metálicas, encanamentos de água. Ainda pode ser utilizado 

como pesticida, conservante de madeiras e no tratamento de àgua (ATSDR, 2004). 

Por ser maleável, reciclável, resistente à corrosão e a altas temperaturas, o cobre é 

principalmente empregado na geração e na transmissão de energia, em fiações e 

em praticamente todos os equipamentos eletrônicos (ATSDR, 2004). 

 

  O referido elemento é o terceiro metal mais abundante no corpo humano 

(WILLIS et al., 2015) e desempenha um papel importante no metabolismo humano, 

principalmente, atuando como um cofator para a atividade de várias enzimas 

(HARRIS, 2011). Entre estas enzimas, podemos destacar a citocromo C oxidase, 

necessária para o metabolismo aeróbico; lisil-oxidase, que participa na síntese do 
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colágeno e da elastina; dopamina ß-hidroxilase, que desempenha um papel 

importante na conversão de dopamina em noradrenalina; e a superóxido dismutase, 

uma enzima antioxidante que atua na conversão de superóxido em peróxido de 

hidrogênio (OSREDKAR; SUSTAR, 2011). 

 

A homeostase do cobre é essencial para o funcionamento enzimático e bom 

funcionamento do corpo. A deficiência do metal pode levar à diminuição da atividade 

de várias enzimas, resultando principalmente no desenvolvimento de desequilíbrio 

oxidativo (MŁYNIEC et al., 2015), alterações neurológicas (SHIMIZU, 2016), 

hepáticas e cardiovasculares (TASIĆ et al., 2015; GAETKE et al., 2014; BAGHERI et 

al., 2015). Além disso, embora seja um micronutriente essencial para o homem, o Cu 

é tóxico em concentrações sanguíneas elevadas. Uma sobrecarga desse metal 

conduz facilmente às reações de Fenton, resultando em dano celular oxidativo e 

morte celular. A toxicidade do Cu como um resultado do excesso dietético 

geralmente não é considerada uma das mais importantes fontes de exposição ao 

metal, provavelmente como resultado de mecanismos de controle de absorção e 

excreção de Cu (BOST  et al.,2016). No entanto, quando a homeostase do cobre é 

interrompida, condições patológicas como doenças neurológicas, cardiovasculares, 

respiratórias, e metabólicas podem ser desenvolvidas (BOST  et al., 2016; 

MORTIMER et al., 2010).  

Além das alterações metabólicas, a toxicidade do Cu pode resultar da 

exposição ao excesso de Cu causado por acidente, a contaminação do meio 

ambiente, o uso de agentes bactericidas e fungicidas à base de cobre em agricultura 

e da emissão de indústria de fundição de cobre (BOST  et al., 2016; MORTIMER et 

al., 2010). Em geral, a deficiência ou toxicidade ao cobre, provenientes de distúrbios 

metabólicos ou exposição ao metal podem resultar em sérios danos para o corpo 

humano.  

 

1.1.1 Metabolismo do cobre 

 

Na matéria viva, o Cu possui dois estados de oxidação: cuproso (Cu1+) e 

cúprico (Cu2+). Nos sistemas biológicos, o cobre é encontrado principalmente na 

forma Cu2+, já que na presença de oxigênio ou outros aceptores de elétrons, Cu1+ é 

prontamente oxidado em Cu2+ (GALHARDI et al., 2004). A absorção do cobre ocorre 
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principalmente na parte proximal do intestino delgado, onde é transportada para o 

fígado através da veia porta. A Figura 1 demonstra um modelo de captação e 

metabolismo do cobre pelos hepatócitos. Vários parâmetros afetam a taxa de 

absorção de Cu dietético, incluindo sexo, idade, tipo de alimento e quantidade de Cu 

da dieta. Foi demonstrado que a absorção do cobre é maior em mulheres e crianças 

e que não há diferenças entre adultos jovens e pessoas mais idosas (OLIVAREA et 

al., 2001). Após a absorção intestinal, 25% do cobre permanece na circulação 

ligados à albumina, enquanto o restante é absorvido pelo fígado. Após a absorção 

no fígado, cerca de 80% do cobre se destina à circulação sanguínea, ligado à 

ceruloplasmina, enquanto o restante é re-excretado para o sistema gastrointestinal 

(HARVEY et al., 2005). A meia-vida do cobre em um indivíduo saudável é de 

aproximadamente 26 dias (BENTUR et al., 1988) e a maior parte da excreção se dá 

pela via biliar. Não há nenhuma evidência de que a excreção urinária desempenhe 

um papel de controle da homeostasia do Cu em resposta a alterações na ingestão 

do metal (BOST  et al., 2016). 

 

 

Figura 1: Modelo de captação e metabolismo do cobre. Atravessando a membrana plasmática 

através de Ctr1 ou DMT1, a maior parte do cobre é transportada para a rede trans de Golgi (TGN) 

pelo acompanhante Hah1 / Atox1, que fornece Cu para a ATPase do tipo P localizada no TGN. No 

caso dos hepatócitos, é ATP7B ou WND, a proteína defeituosa na doença de Wilson. Nos 

enterócitos, é ATP7A ou MNK, a proteína defeituosa na doença de Menkes. A proteína chaperona, 
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Ccs, fornece Cu à superóxido dismutase Cu/Zn citosólica (SOD), que dissolve o superóxido em 

peróxido de hidrogênio. Cox17 fornece Cu à mitocôndria, onde é necessário para a citocromo C 

oxidase. A glutationa (GSH) também pode ser uma chaperona, ligando Cu
1+

 e entregando-a à 

metalotioneína (MT) e a algumas apoenzimas dependentes de cobre, como a SOD (CARROLL et al., 

2004). 

 

Como demonstrado na Figura 1, sob condições fisiológicas normais, nas 

quais a concentração de cobre no corpo é normal, a ATP7A é a enzima responsável 

por absorver o cobre no intestino e transporta-lo para as enzimas dependentes do 

metal. No entanto, quando as reservas totais de cobre intracelulares aumentam, 

ATP7A se desloca para a membrana celular para promover o efluxo do cobre 

(MONTY et al., 2005).  

 

Já na membrana plasmática e em vesículas intracelulares o transportador 

CTR1 desempenha um papel fundamental na captação de cobre. Esse transportador 

atua de forma a controlar a absorção de cobre através das membranas plasmáticas 

celulares, ao passo que elevações de cobre extracelular induzem endocitose de 

CTR1 para vesículas enquanto que uma diminuição de cobre extracelular restaura 

os níveis CTR1 na membrana plasmática (MOLLOY; KAPLAN, 2009). Após a 

entrada de cobre na célula, ele se liga a chaperonas citosólicas que, em seguida, 

transferem o cobre para destinos celulares específicos (LEARY et al., 2009). 

 

A homeostase de cobre é essencial para o funcionamento do organismo. 

Alterações no metabolismo do cobre são características de algumas doenças 

genéticas como: a Doença de Menkes e a Doença de Wilson. A Doença de Menkes 

é caracterizada pela deficiência de cobre sendo sua principal característica a baixa 

atividade da enzima dependente de cobre (ATPA7). Já a Doença de Wilson é 

caracterizada pela toxicidade do cobre que normalmente afeta os sistemas hepático 

e nervoso severamente (KODAMA et al., 2012). Na Doença de Wilson, ocorre um 

comprometimento da excreção biliar de cobre que conduz a uma acumulação do 

metal no fígado. Quando a capacidade de armazenamento hepática é excedida, a 

morte celular começa, com liberação de cobre no plasma resultando na hemólise e 

deposição de cobre nos tecidos extra-hepáticos (AOKI, 2005). 
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1.1.2 Exposição humana ao cobre 

  

Na natureza, a emissão de cobre acontece a partir de fontes naturais como 

poeiras transportadas pelo vento, vulcões, incêndios florestais e através da liberação 

das minas de cobre. Cu é um dos metais mais importantes para a aplicação 

comercial e industrial. É utilizado como liga metálica para fabricação de máquinas, 

em construções, nas indústrias de transportes e armas militares (BARCELOUX, 

1999; WINGE & MEHRA, 1990). Além disso, é um importante componente do ouro 

branco e outras ligas usadas para bijuterias, produtos odontológicos e cosméticos. 

Pode também ser empregado como aditivo em tintas, plásticos, lubrificantes e 

revestimentos metálicos.  Na África é tradicionalmente utilizado em práticas 

medicinais (STREET et al., 2016). Devido à sua elevada demanda comercial e 

industrial, os produtos a base de cobre são produzidos em grande escala e acredita-

se que haverá uma expansão dessa produção nos próximos anos (AHAMED et al., 

2015). 

 

Além da utilização do cobre nos setores industriais citados acima, ele também 

é extensamente utilizado em produtos bactericidas e fungicidas em muitas lavouras 

agrícolas, o que consequentemente leva a contaminação dos solos e dos alimentos 

que são produzidos (CHAIGNON et al., 2003; GINOCCHIO et al., 2002). Além disso, 

o cobre também pode estar presente na água potável e sua concentração pode 

variar dependendo dos sistemas de encanamentos domésticos e da composição das 

águas subterrâneas. Um aumento da acidez da água pode provocar corrosão em 

encanações de cobre e aumentar a concentração do metal na água (ZIETZ et al., 

2001). 

 

A concentração de Cu em alimentos varia de acordo com as condições locais. 

A maioria das dietas contêm o suficiente Cu (1-5 mg) para evitar uma deficiência e 

não o suficiente para causar toxicidade. Há pouca informação disponível sobre a 

ingestão de Cu e adequação em populações com dietas específicas, como os 

vegetarianos e veganos. No entanto, foi demonstrado que o consumo diário de Cu é 

27% mais elevado em mulheres vegetarianas do que em mulheres onívoras (BOST  

et al., 2016). Os alimentos com maior concentração de cobre são: carnes (fígado, 

rins), frutos do mar (ostras, lulas e siris), grãos (feijão, grãos-de-bico e lentilhas), 
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sementes de girassol, amendoim, passas, nozes, amêndoas, legumes e o chocolate 

amargo (JUNIOR; PASCHOAL, 2004). 

 

1.1.3 Ingestão diária recomendada e concentração sanguínea segura 

 

Embora o cobre seja reconhecido como um elemento essencial para o 

funcionamento do organismo, as incertezas permanecem sobre referência dos 

valores de ingestão diária para os seres humanos. A Ingestão Diária Recomendada 

nos Estados Unidos e no Canadá é de 0,9 mg/dia, com um nível de ingestão 

tolerável de 10 mg/dia para adultos de 19 anos ou mais (TRUMBO et al., 2001). 

 

The Food and Nutrition Board of the Institute of Medicine desenvolveu 

recomendações dietéticas de 340 microgramas (µg) de cobre por dia para crianças 

de 1 a 3 anos, 440 µg/dia para crianças de 4 a 8 anos, 700 µg/dia para crianças de 9 

a 13 anos, 890 µg/dia para crianças de 14 a 18 anos e 900 µg/dia (0,9 mg/dia) para 

adultos. Isso fornece cobre suficiente para manter a saúde (ATSDR, 2004). 

 

A concentração habitual de cobre no plasma humano é entre 0,3-2,1 μg/mL 

para a ingestão de 1,4 a 2,0 mg de cobre/dia (ARNAL et al., 2010). Estudos 

populacionais demonstraram concentrações de cobre em indivíduos saudáveis de 

aproximadamente 1 μg/mL (ZHANG et al., 2015; ROCHA et al., 2016). Estudo 

realizado com a população brasileira demonstrou concentração de cobre no soro de 

0,8 μg/mL em homens e 1,4 μg/mL em mulheres (ROCHA et al., 2016). Essa 

diferença entre os sexos é esperada, uma vez que é bem conhecido que as 

mulheres, especialmente aqueles na faixa etária dos 20-60 anos, aumentam a 

absorção do cobre. É sabido que estrógenos também influenciam diretamente o 

metabolismo do cobre, contribuindo para o aumento dos níveis plasmáticos deste 

metal. Os efeitos dos estrógenos sobre os níveis de cobre também são mais 

evidentes em mulheres grávidas, pois eles tendem a apresentar concentrações 

ainda mais elevadas (KLINC et al., 2010).  
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1.1.4 Efeitos da intoxicação e deficiência no organismo humano 

 

 Como mencionado, o cobre é um metal essencial, sendo importante a sua 

ingestão nos alimentos. Porém, além da exposição relacionada à ingestão alimentar, 

a população ainda é exposta ao metal devido sua ocorrência no ambiente e sua 

utilização industrial. As concentrações de cobre no organismo são rigidamente 

controladas sob condições fisiológicas. Porém quando há perda desta regulação seu 

excesso ou seu déficit são prejudiciais para o organismo. Em condições 

inflamatórias, os níveis séricos de cobre são aumentados e desencadeiam respostas 

de estresse oxidativo. Curiosamente, alterações no metabolismo do cobre, estresse 

oxidativo e inflamação são comumente presentes em várias doenças crônicas como 

diabetes e hipertensão (PEREIRA et al., 2016).  

 

A inalação é uma das vias mais importantes de intoxicação ao cobre. 

Portanto, a toxicidade em tecido pulmonar é de grande preocupação. Estudos in 

vitro indicaram que o Cu pode induzir citotoxicidade, estresse oxidativo e toxicidade 

genética em cultura de células pulmonares humanas. Ainda foi mostrado que a 

instilação intratraqueal de Cu induz estresse oxidativo, inflamação e lesões 

neoplásicas em ratos (AHAMED et al., 2015). 

 

A toxicidade crônica ao cobre tem sido conhecida por causar 

hepatotoxicidade e cirrose hepática. Como observado na doença de Wilson e em 

certas condições de intoxicação ao metal, o aumento da concentração de cobre tem 

contribuído para o desenvolvimento da doença Alzheimer (PAL; PRASAD, 2015). A 

doença de Alzheimer é caracterizada pela perda progressiva da função cognitiva 

levando à morte. As características neuropatológicas incluem acúmulo de placa 

amilóide extracelular em regiões afetadas do cérebro, formação de emaranhados 

neurofibrilares intraneuronais, neuroinflamação crônica e estresse oxidativo. 

Mudanças nos níveis e localização do cobre foram identificadas no cérebro de 

pessoas com doença de Alzheimer (MATHYS; WHITE, 2017). Tanto a proteína 

precursora amilóide (APP) quanto o peptídeo beta-amilóide (Aβ) possuem sítios de 

ligação ao Cu, e a interação com Cu pode levar a resultados potencialmente 

neurotóxicos por meio da geração de espécies reativas de oxigênio (MATHYS; 

WHITE, 2017). 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=White%20AR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28889269
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=White%20AR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28889269
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Também tem sido levantada a hipótese de que o acumulo de cobre possa 

estar relacionado ao declínio cognitivo e alterações na produção de fatores humorais 

e celulares do sistema imunitário. De mesmo modo, animais com deficiência de Cu 

apresentam redução das populações de neutrófilos e células T, diminuição da 

atividade dos fagócitos e linfócitos B. A produção de anticorpos pelas células T de 

esplenócitos também é reduzida. Nos seres humanos, a relação entre a ingestão de 

Cu e a função imunológica é limitadamente documentada (BOST  et al., 2016). 

 

O acúmulo de óxido de cobre foi analisado em tilápias e observou-se que as 

nanopartículas de cobre têm maior potencial de acumulação nos tecidos moles, o 

que pode causar desconforto respiratório e estresse oxidativo, indução de defesa 

antioxidante por aumento da glutationa e genotoxicidade (SHAHZAD et al., 2018). 

 

Além das alterações nos sistemas descritos, a intoxicação e a deficiência de 

cobre também são capazes de desencadear alterações cardiovasculares. Estudos 

experimentais e epidemiológicos tem demonstrado relação entre a exposição ao 

metal e o surgimento de algumas doenças do sistema cardiovascular. Algumas 

dessas relações e seus mecanismos serão descritos a seguir. 

 

1.1.5 Efeitos no sistema cardiovascular  

 

 Vários estudos tem demonstrado que concentrações elevadas de cobre 

estão associadas ao desenvolvimento de doenças cardiovasculares (GHAYOUR-

MOBARHAN et al., 2005; LEONE et al., 2006; BO et al., 2008; TSUBOI et al., 2014). 

Dentre essas doenças, a doença aterosclerótica representa uma das causas mais 

importantes de mortalidade no mundo (BAGHERI et al., 2015), sendo caracterizada 

por inflamação vascular persistente (LUSIS, 2000), oxidação da lipoproteína de 

baixa densidade (LDL) e formação de radicais livres. Nesse contexto, o cobre (Cu) é 

um micronutriente essencial para o funcionamento das enzimas que catalisam as 

reações de oxidação de LDL e têm sido implicados na aterogênese através de 

mecanismos que envolvem as vias de sinalização de ativação de NF-kB (factor 

nuclear kappa B) (BAGHERI et al., 2015; WEI et al., 2012). Tem sido demonstrado 

que a concentração sérica de Cu é maior em pacientes com aterosclerose, e ainda, 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Shahzad%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29589240
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aumenta com a gravidade da doença (BAGHERI et al., 2015). Além disso, foi 

demonstrado que a quelação de cobre em ratos apoE- (apolipoproteína 

E deficientes) inibe eficazmente o desenvolvimento da lesão aterosclerótica e reduz 

a inflamação no sistema cardiovascular (WEI et al., 2012). 

 

 Ainda em relação ao desenvolvimento de reações inflamatórias no 

organismo e ao controle do tônus vascular, o cobre parece desempenhar um papel 

importante no controle da atividade das enzimas óxido nítrico sintase (NOS) e 

guanilato ciclase (GC) (PLANE et al., 1997). O cobre aumenta a taxa de conversão 

de L-arginina para L-citrulina, dependendo da presença do cálcio extracelular. A 

concentração de cálcio extracelular é um pré-requisito para a ativação da eNOS por 

agonistas. Desse modo, o Cu pode afetar a mobilização intracelular de Ca e alterar o 

funcionamento da eNOS (DEMURA et al., 1998).  

 

 Além de regular o funcionamento da eNOS, o Cu é essencial para o 

funcionamento de outra enzima importante para o controle do tônus vascular, a 

superóxido dismutase Cu/Zn (SOD) (AL-BAYATI et al., 2015). Ele regula a atividade 

desta enzima, de modo a controlar a vasoconstrição causada por radicais livres de 

oxigênio. Já que o cobre é um cofator para o funcionamento da SOD, concentrações 

aumentadas do metal poderiam aumentar a atividade enzimática, enquanto 

concentrações diminuídas poderiam levar a diminuição da atividade da SOD e 

consequente aumento na produção de ânios superóxido. Foi demonstrado em 

estudos experimentais que o cobre poderia impedir o desenvolvimento de 

vasoespasmo periférico (GUMUS et al., 2014) e que a incubação com 

concentrações submicromolares de Cu prejudicam o vasorelaxamento endotélio-

dependente provavelmente por causa da geração intracelular de O-
2 (CHIARUGI et 

al., 2002).  

 

 O cobre é caracterizado como um cofator obrigatório em todas as cascatas 

de sinalização angiogênicas, tanto que uma deficiência do metal faz com que a 

neovascularização diminua. Além disso, o progresso de várias patologias 

angiogênicas (por exemplo, diabetes, hipertrofia cardíaca e isquemia) pode ser 

rastreado por medição dos níveis de cobre no soro, que são cada vez mais 

considerados como um marcador de prognóstico útil, mostrando-se elevado nessas 
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condições patológicas (URSO; MAFFIA, 2015). O Cobre estimula fatores envolvidos 

na formação dos vasos e maturação, tal como o fator de crescimento endotelial 

vascular (VEGF), sendo necessário para a ativação do fator-1 induzido por hipóxia 

(HIF-1), um importante fator de transcrição que regula a expressão de VEGF. O 

papel essencial do cobre na produção de VEGF o torna importante, por exemplo, na 

terapia anti-angiogênese, tais como a aplicação de agentes quelantes de cobre em 

terapia de cancro. No entanto, a supressão da angiogênese está envolvida na 

progressão da hipertrofia cardíaca, tanto é que a suplementação de cobre melhora 

as condições de doença cardíaca hipertrófica (SHIOJIMA et al., 2005). 

 

 Além de participar do controle do funcionamento vascular, o cobre também 

é essencial para o funcionamento cardíaco. Tem sido demonstrado 

experimentalmente que a suplementação de Cu restaura a hipertrofia cardíaca 

crônica induzida por sobrecarga de pressão. A sobrecarga de pressão gerada por 

constrição da aorta ascendente provoca uma diminuição nos níveis de Cu no 

coração juntamente com o desenvolvimento da cardiomiopatia hipertrófica (JIANG et 

al., 2007). A sobrecarga provoca um acumulo de homocisteína no coração, o qual é 

acompanhado pela depleção de cobre através da formação de complexos de cobre-

homocisteína e a excreção dos complexos. A suplementação de cobre recupera a 

atividade do citocromo C oxidase e promove a angiogênese do miocárdio, 

juntamente com a regressão da hipertrofia cardíaca e a recuperação da função 

contrátil (ZHENG et al., 2015). Conforme mencionado anteriormente, o Cu aumenta 

os níveis de VEGF e promove a angiogênese em corações hipertróficos, melhorando 

os parâmetros da atividade cardíaca (JIANG et al., 2007).  

 

No entanto, algumas vezes observa-se que, sob condições isquêmicas 

crônicas, a densidade capilar é diminuída no coração (HINKEL et al., 2011; 

FRANGOGIANNIS; ENTMAN, 2005). Estudos epidemiológicos demonstraram uma 

relação entre a deficiência de cobre e doença cardíaca isquêmica. As razões para 

esta observação não são claras, porém pesquisas têm sugerido que um dos efeitos 

produzidos pela isquemia, é a perda de cobre no coração (CHEVION et al., 1993). A 

suplementação de cobre pode estimular a atividade de transcrição do HIF-1 (Fator 

Induzido por Hipóxia) e restaurar a capacidade angiogênica, levando ao aumento da 

densidade capilar no coração (HE; JAMES KANG, 2013).  Além do desenvolvimento 
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da hipertrofia cardíaca (JIANG et al., 2007), a deficiência de cobre leva a alterações 

cardíacas mitocondriais, estruturais e alterações na fosforilação oxidativa 

(GOODMAN et al., 1970; KOPP et al., 1983). Em situações de alterações no 

metabolismo do cobre, como da doença de Wilson, arritmias cardíacas, disfunções 

diastólicas, cardiomiopatias e morte cardíaca súbita são complicações raras, mas 

podem ser vistas principalmente em crianças, devido à acumulação de cobre no 

tecido cardíaco (KARAKURT et al., 2016). 

 

Em um estudo do no nosso laboratório, foram avaliados os efeitos da 

sobrecarga aguda de cobre nos músculos papilares de ratos e foi demonstrado que 

nas condições experimentais estudadas o cobre pode prejudicar o acoplamento 

excitação-contração do miocárdio, reduzir o influxo e receptação de Ca2+ e diminuir a 

atividade da miosina-ATPase. Esses efeitos são mediados pela produção local de 

radicais livres (FILETTI et al., 2018). 

 

1.2  ENDOTÉLIO VASCULAR 

 

Por muito tempo o endotélio vascular foi considerado apenas uma barreira 

passiva sem funções fisiológicas vasculares específicas. Até que em 1980 Furchgot 

e Zawadski demonstraram sua participação na dilatação vascular através da ação 

da acetilcolina (FELIZZOLA, 1996). Desde então vários estudos vem demonstrando 

as inúmeras funções do endotélio na manutenção do tônus vascular, na inibição da 

agregação plaquetária, na adesão leucocitária e na proliferação das células 

musculares lisas. Em várias doenças cardiovasculares, inclusive a hipertensão 

arterial, ocorre disfunção endotelial (BATLOUNI, 2011). 

 

A integridade do endotélio é essencial à regulação do tônus vascular, 

estrutura dos vasos, do fluxo sanguíneo, da perfusão tissular e à proteção contra 

espasmo, trombose e aterogênese. Entre as múltiplas funções biológicas do 

endotélio, as relacionadas à vasomotricidade incluem: 1) síntese de substâncias 

vasodilatadoras, antiproliferativas e antiagregantes plaquetária; 2) síntese de 

substâncias vasoconstritoras, promotoras do crescimento celular e ativadoras 

plaquetária (BATLOUNI, 2011). Os principais fatores vasodilatadores produzidos 

pelo endotélio são: o óxido nítrico, o fator hiperpolarizante derivado do endotélio e a 
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prostaciclina. Dentre os principais fatores contráteis estão: as prostaglandinas, os 

tromboxanos, a endotelina I, a angiotensina II e as espécies reativas do oxigênio 

(CARVALHO et al., 2001). 

 

1.2.1 Fatores vasodilatadores produzidos pelo endotélio 

 

1.2.1.1 Óxido Nítrico (NO) 

 

O óxido nítrico é sintetizado a partir da oxidação do aminoácido L-arginina, 

reação mediada pela óxido nítrico sintase (NOS), com formação simultânea de L-

citrulina (BATLOUNI, 2011).Como já descrito, o NO tem um papel fundamental no 

relaxamento do vaso sanguíneo. Em condições fisiológicas o relaxamento ocorre 

quando há um aumento do atrito das células circulantes na camada endotelial 

levando a ativação da NOS e consequente produção de NO (shear stress) ou pela 

estimulação de receptores (da acetilcolina, bradicinina, adenosina difosfato, 

substância P, serotonina e outros) na membrana das células endoteliais (DUSSE et 

al., 2003; CARVALHO et al., 2001). 

 

O NO produzido pela célula endotelial difunde-se rapidamente para a célula e 

lúmen vascular. No interior da célula ele interage com o ferro do grupo heme da 

enzima guanilato ciclase (GC), acarretando uma alteração na conformação desta 

enzima, ativando-a. Esta enzima catalisa a saída de dois grupamentos fosfatos da 

molécula de guanosina trifosfato (GTP), resultando na formação de guanosina 

monofosfato cíclica (GMPc). O aumento de GMPc resulta no relaxamento desta 

célula (Figura 2). O mecanismo envolve a diminuição da entrada de cálcio para o 

interior da célula, a inibição da liberação de cálcio do retículo endoplasmático e o 

aumento do sequestro de cálcio para o retículo endoplasmático (DUSSE et al., 

2003). 
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Figura 2: Sob estímulo da Acetilcolina, o NO produzido pela célula endotelial difunde-se para a célula 

e lúmen vascular. No interior da célula ele interage com o ferro do grupo heme da enzima guanilato 

ciclase (GC), acarretando uma alteração na conformação desta enzima, ativando-a. Esta enzima 

catalisa a saída de dois grupamentos fosfatos da molécula de guanosina trifosfato (GTP), resultando 

na formação de guanosina monofosfato cíclica (GMPc). O aumento de GMPc resulta no relaxamento 

desta célula muscular lisa. Adaptado de: Motifolio (2018). 

 

 Foram caracterizadas três isoformas da NOS (Figura 3). Duas são 

dependentes de Ca2+/calmodulina: Sintase de Óxido Nítrico neuronal (nNOS), 

presente principalmente no sistema nervoso central e periférico; e Sintase de Óxido 

Nítrico endotelial (eNOS), presente principalmente no endotélio vascular. A eNOS é 

a responsável pela geração de níveis baixos e intermitentes de NO suficientes para 

manter o tono vascular basal (BATLOUNI, 2011).A terceira isoforma da NOS é a 

Sintase de Óxido Nítrico induzível (iNOS). Essa é independente de Ca2+, induzível 

por citocinas, e se expressa em macrófagos, células musculares lisas, mesangiais e 

em células da microcirculação, produzindo grandes quantidades de NO (BUSSE; 

MULSCH, 1990). 
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Figura 3: Funções importantes das três isoformas do NOS. A NOS neuronal é expressa em 

neurônios específicos do sistema nervoso central (SNC). Foi implicado na plasticidade sináptica 

(fenômenos que estão envolvidos na aprendizagem e na formação da memória), controle central da 

pressão arterial, mediador de componentes relaxantes do peristaltismo intestinal, vasodilatação e 

ereção peniana. A expressão induzível da NOS pode ser induzida por citocinas e outros agentes em 

quase qualquer tipo de célula. Inicialmente, isso foi mostrado para macrófagos. É essencial para o 

controle de bactérias intracelulares, entretanto, também é regulada positivamente em vários tipos de 

doença inflamatória, e o NO gerado pela enzima media o desenvolvimento de vários sintomas de 

inflamação. Finalmente, o NO induzido por NOS é o mediador predominante da vasodilatação e 

queda da pressão arterial vista no choque séptico. O NO liberado em direção ao lúmen vascular é um 

potente inibidor da agregação plaquetária e da adesão à parede vascular, controla a expressão de 

genes envolvidos na aterogênese e diminui a permeabilidade endotelial. Adaptado de: Forstermann; 

Sessa (2012). 

 

 Todas as isoformas de NOS utilizam l-arginina como substrato, oxigênio 

molecular e co-substratos de nicotinamida-adenina-dinucleotídeo fosfato (NAD(P)H) 

reduzidos. Os monômeros da NOS são capazes de transferir elétrons de 

nicotinamida-adenina-dinucleotídeo fosfato (NAD(P)H) reduzido, para flavina-

adenina-dinucleotídeo (FAD) e flavinmononucleotídeo (FMN). Os monômeros da 

NOS são incapazes de se ligar ao cofator tetrahidrobiopterina (BH4) ou o substrato l-

arginina e não podem catalisar a produção de NO. Somente na presença de heme, a 

NOS pode formar um dímero funcional. Quando l-arginina e cofator BH4 estão 
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presentes, os dímeros da NOS intactos acoplam o grupamento heme e reduzem O2 

para síntese de NO. A l-citrulina é formada como subproduto (Figura 4) 

(FORSTERMANN; SESSA, 2012). 

 

 

 

 

 

Figura 4: (A) Os monômeros de NOS são capazes de transferir elétrons de nicotinamida-adenina-

dinucleotídeo fosfato (NAD(P)H) reduzido para flavina-adenina-dinucleotídeo (FAD) e 

flavinamononucleotídeo (FMN) e têm uma capacidade limitada para reduzir o oxigênio molecular a 

superóxido. Os monômeros da NOS são incapazes de se ligar ao cofator tetrahidrobiopterina (BH4) 

ou o substrato l-arginina e não podem catalisar a produção de NO. (B) Na presença de heme, a NOS 

pode formar um dímero funcional. Quando substrato suficiente, l-arginina (l-Arg) e cofator BH4 estão 

presentes, os dímeros de NOS intactos acoplam sua redução de heme e O2 à síntese de NO (NOS 

totalmente funcional). Todas as isoformas NOS contêm um íon zinco (Zn) que é de grande 

importância para a ligação de BH4 e l-arginina. Adaptado de: Forstermann; Sessa (2012). 

 

 Em situações não fisiológicas, a eNOS pode se tornar uma produtora de 

radicais livres. Essa situação é referida como desacoplamento da eNOS. Os 

mecanismos implicados no desacoplamento incluem a oxidação do cofator BH4, a 

depleção de l-arginina e a acumulação de metilargininas endógenas 

(FORSTERMANN; SESSA, 2012). A Figura 5 demonstra o papel da NOS na função 

endotelial preservada e na disfunção endotelial. 

 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=F%26%23x000f6%3Brstermann%20U%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21890489
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=F%26%23x000f6%3Brstermann%20U%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21890489
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Figura 5: A eNOS converte a L-arginina em óxido nítrico (NO). A atividade da eNOS é determinada 

pela concentração de cálcio intracelular [i (Ca2 +)] e / ou seu estado de fosforilação (P) em diferentes 

locais. Além disso, a atividade da eNOS é inibida por sua interação com a caveolina-1, enquanto a 

associação da eNOS com a proteína de choque térmico 90 (hsp90) favorece sua ativação. Em 

situações de disfunção endotelial, a síntese de NO é comprometida porque a atividade da eNOS 

pode estar diminuída devido ao aumento da expressão e interação com caveolina, redução da 

expressão e associação com hsp90, redução da fosforilação de S1177 e aumento da fosforilação de 

T494. Além disso, a disponibilidade reduzida de L-arginina e tetrahidrobiopterina (BH4) induz o 

desacoplamento da eNOS ou altera a enzima para um estado que favoreça a geração de ânion 

superóxido. Em situações de inflamação vascular induzida por NF-κB a iNOS pode estar regulada 

positivamente produzindo altos níveis de NO. O NO reage diretamente com o  ânion superóxido 

produzido pela eNOS desacoplada e por outras fontes vasculares, gerando a peroxinitrito reativo 

(ONOO-), que contribui para a disfunção vascular. Adaptado de: CAU et al. (2012). 

 

 Em ocasiões onde já se existe produção aumentada de radicais livres, o NO 

pode interagir com ânions superóxido formando peroxinitrito (ONOO−). Este por sua 

vez é um dos principais fatores responsáveis pelo desacoplamento da eNOS, o 

ONOO− pode oxidar a BH4 ao radical BH3 que é biologicamente inativo (WERNER 

et al., 2003). Essa situação implica num circulo vicioso de formação de ROS, uma 

vez que a eNOS desacoplada passa a gerar radicais livres. 

 

1.2.1.2 Prostaciclinas 
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As prostaciclinas (PGI2) são eicosanóides derivadas do ácido araquidônico 

que são liberadas dos fosfolipídios da membrana pela ação de fosfolipases ativas. 

As prostaciclinas têm ação antiplaquetária e antiproliferativa (BATLOUNI, 2001). Em 

modelos experimentais a diminuição da síntese de prostaciclinas induziu hipertensão 

e esclerose arterial (FÉLÉTOU; VANHOUTTE, 2009). 

 

A contribuição da prostaciclina para a vasodilatação dependente do endotélio 

é usualmente pequena. A atividade da PGI2 depende dos receptores específicos 

acoplados a proteína G no músculo liso vascular. Assim, o acoplamento da PGI2 

com seu receptor preferencial, o receptor de prostaciclina (IP), ativará a adenilato 

ciclase, e consequentemente, o AMPc (monofosfato cíclico de adenosina) 

(FÉLÉTOU; VANHOUTTE, 2006, 2009). Esta interação também pode estimular a 

proteína quinase dependente de AMPc (AMPK), no músculo liso vascular. A proteína 

quinase pode atuar abrindo canais para K+ sensíveis ao ATP, hiperpolarizando as 

células do músculo liso vascular e estimulando a saída de Ca+2 do citosol, 

diminuindo a oferta deste íon a maquinaria contrátil (BATLOUNI, 2001). 

 

1.2.1.3 Fator Hiperpolarizante Derivado do Endotélio (EDHF) 

 

O EDHF é um potente fator vasodilatador derivado do endotélio que produz 

hiperpolarização do músculo liso vascular sem aumentos celulares de GMPc nas 

células musculares lisas. A contribuição de EDHF para a vasodilatação dependente 

do endotélio é maior nos vasos sanguíneos de resistência do que nos vasos de 

condutância (URAKAMI-HARASAWA et al., 1997). 

 

A vasodilatação induzida por este composto ocorre com participação ativa dos 

canais para potássio presentes nas células do músculo liso vascular. Em geral, as 

respostas mediadas pelos EDHFs envolvem o aumento de Ca+2 intracelular, que ao 

ser liberado, induz vasodilatação por meio da abertura de canais para potássio 

ativados por Ca+2 (FÉLÉTOU; VANHOUTTE, 2006, 2009). 
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1.2.2 Fatores vasoconstritores produzidos pelo endotélio 

 

1.2.2.1 Prostaglandinas e Tromboxanos 

 

A produção destes eicosanóides é regulada pela disponibilidade do ácido 

araquidônico e pela atividade das sintases da prostaglandina H (PGHS). O ácido 

araquidônico é formado por fosfolipídios da membrana através da ação da enzima 

fosfolipase A2 (PLA2) (DAVDGE, 2001). Uma vez liberado, o ácido araquidônico 

pode ser metabolizado pela ciclooxigenase (COX) e, posteriormente, convertido em 

PGH2 pelas sintases das prostaglandinas H (PGHS). A PGH2 é a precursora das 

demais prostaglandinas, incluindo o tromboxano e possui atividade direta sobre o 

músculo liso vascular, promovendo vasoconstrição. O tromboxano é o maior produto 

vasoconstritor derivado da ciclooxigenase. As prostaglandinas e os tromboxanos 

estimulam a atividade contrátil do músculo liso vascular através do acoplamento com 

receptores específicos. Esta interação leva ao aumento de cálcio intracelular e a 

maior sensibilidade às proteínas contráteis (DAVDGE, 2001).  

 

 

1.2.2.2 Endotelina I 

 

Endotelina é um peptídeo com 21 aminoácidos existente no homem em três 

isoformas: endotelina-1 (ET-1), endotelina-2 (ET-2) e endotelina-3 (ET-3). O 

endotélio vascular produz somente a ET-1. Cada isoforma de ET exerce seu efeito 

após unir-se ao seu receptor específico. Foram denominados três tipos de 

receptores: ETA, ETB, ETC. O receptor ETA tem maior afinidade com a ET-1 e são 

expressos principalmente em células musculares lisas, provendo vasoconstrição 

através da ativação da fosfolipase C, da proteína quinase (PKC) e do aumento do 

Ca+2 intracelular, pelos canais de Ca+2 dependentes de voltagem. Normalmente, os 

níveis circulantes de endotelina são relativamente baixos, sugerindo que em 

condições fisiológicas pouca endotelina produzida (BATLOUNI, 2001). 
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1.2.2.3 Angiotensina II 

 

A formação da angiotensina II se inicia com a liberação de renina pelas 

células justaglomerulares das arteríolas aferentes renais quando estimuladas por 

redução da pressão arterial, desequilíbrio hidroeletrolítico ou ativação simpática. 

Assim, a pré pró-renina, um peptídeo não ativo se transforma em pró-renina. 

Posteriormente, a pró-renina, através da proteólise celular transforma-se em renina. 

Esta, ao ser liberada, irá atuar sobre o angiotensinogênio, que será clivado, gerando 

a angiotensina I. Esta, por sua vez, sofrerá ação da enzima conversora de 

angiotensina (ECA) no pulmão, originando a angiotensina II. A transformação da 

angiotensina I em angiotensina II também ocorre no plasma e em vários outros 

tecidos, assim como nas células endoteliais. São conhecidos dois tipos de 

receptores para a angiotensina II: AT1 e AT2. A maioria dos efeitos biológicos é 

atribuída à ativação de AT1 (CRACKOWER, 2002; BATLOUNI, 2001). A 

angiotensina II exerce efeitos locais, como nos vasos sanguíneos, rins, coração e 

sistema endócrino, realizando importante papel na regulação da pressão sanguínea. 

Ela exerce efeito predominante no tônus vascular via interação com o receptor AT1, 

levando a efeitos vasoconstritores. Os receptores AT2 são expressos durante o 

desenvolvimento fetal, entretanto, esta expressão é amplamente diminuída após o 

nascimento. O mecanismo de ação deste receptor está relacionado à liberação de 

NO promovendo relaxamento do músculo liso vascular (CRACKOWER, 2002; 

BATLOUNI, 2001). 

 

1.2.2.4 Espécies reativas do oxigênio 

 

A homeostase em torno do endotélio vascular é uma função do equilíbrio 

entre a biodisponibilidade do óxido nítrico (NO) e a oxidação de espécies reativas de 

oxigênio. As Espécies Reativas do Oxigênio (EROs) são metabólitos derivados da 

redução do oxigênio, e incluem as espécies radicais livres e outras que embora não 

possuam elétrons desemparelhados, são altamente instáveis e reativos (YUYUN et 

al., 2018).  

 

No endotélio vascular a formação das EROs é mediada por algumas enzimas 

vasculares que incluem a NAD(P)H oxidase, xantina oxidase, mieloperoxidase, 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Yuyun%20MF%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29596860
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eNOS desacoplada, isoenzimas da citocromo P450, lipooxigenase, ciclooxigenase, 

heme oxigenase e glicose oxidase. A principal fonte de EROs no endotélio parece 

ser a NAD(P)H oxidase (CAI; HARRINSON, 2000). No diabetes por exemplo, 

espécies reativas de oxigênio geradas pela NADPH oxidase supra-regulada 

contribuem para alterações estruturais e funcionais da parede vascular. Além disso, 

o aumento da atividade da NAD(P)H pode estimular a produção de radicais livres 

por outras vias, como pelo desacoplamento da eNOS visualizado na Figura 6 

(MANEA et al., 2018). 

 

 

 

Figura 6: Em situações que alteram o funcionamento vascular (como diabetes, hipertensão, 

hipercolesterolemia, etc) as NAD(P)H-oxidases e a expressão da NOS são reguladas positivamente 

na parede vascular e geram superóxido. Os produtos de NADPH oxidases e NOS endotelial (O
2−

 e 

NO), rapidamente se recombinam para formar peroxinitrito (ONOO−). Isso pode oxidar o cofator 

essencial da NOS tetrahidrobiopterina (BH4) levando ao desacoplamento da eNOS contribuindo para 

o estresse oxidativo vascular. Modificado de: Forstermann; Sessa (2012). 

 

Muitas funções do endotélio e do músculo liso vascular são afetadas pelas 

EROs. No endotélio vascular os radicais livres podem causar diminuição da 

biodisponibilidade de NO, apoptose, aumento da adesão de monócitos e 

angiogênese. Já no MLV, os radicais livres podem promover crescimento celular, 

migração de mediadores inflamatórios, desorganização da matriz extracelular e 

aumento do tônus muscular (TANIYAMA & GRIENDLING, 2003). A produção 
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endógena de ROS é controlada por mecanismos anti-oxidantes, compostos por 

enzimas e doadores de elétrons de baixo peso molecular (como o ácido ascórbico, 

os α-tocoferóis, a catalase, superóxido dismutase e a glutationa) que limitam a ação 

das ROS por eliminá-las ou reparam modificações oxidativas potencialmente 

danosas à célula (TANIYAMA & GRIENDLING, 2003). 

 

O termo estresse oxidativo descreve a condição que envolve um aumento na 

produção das espécies reativas do oxigênio, onde há uma incapacidade das 

enzimas antioxidantes controlarem essa produção, ocasionando também um 

desequilíbrio na biodisponibilidade do sistema enzimático (PARAVICINI, 2008). 

 

Dentre as principais EROs destacam-se: o radical superóxido (O2
.-), radical 

hidroxila (OH·), o peroxinitrito (ONOO-) e o peróxido de hidrogênio (H2O2). Um dos 

mais importantes radicais para a biologia vascular é o ânion superóxido (O2
.-), o qual 

é formado pela redução univalente do oxigênio (TANIYAMA & GRIENDLING, 2003). 

Apesar do O2
.- poder diretamente promover alterações na função vascular, ele 

também é fundamental na produção de outras espécies reativas. Radicais 

superóxido são rapidamente dismutados pelas enzimas: superóxido dismutase 

mitocondrial (Mn-SOD), superóxido dismutase citoplasmática (Cu, Zn-SOD) e 

superóxido dismutase extracelular (EC-SOD), produzindo peróxido de hidrogênio 

(FERREIRA; MATSUBARA, 1997). A glutationa peroxidase e a catalase são as 

enzimas envolvidas na degradação do peróxido de hidrogênio. A catalase 

transforma H2O2 em H2O e O2. Já a glutationa peroxidase transforma o H2O2 

glutationa reduzida (GSH) e glutationa oxidada (GSSG) (GRIENDLING; USHIO-

FUKAI, 2000).  

 

Dentre as EROs destacamos o papel do peróxido de hidrogênio, que é capaz 

de desempenhar função vasodilatadora ou vasoconstritora dependendo do leito 

vascular, da presença do endotélio, das condições experimentais ou das 

concentrações estudadas. A produção de H2O2 pode ser envolvida no relaxamento 

dependente do endotélio em resposta a agonistas e fluxo ou compensada pela 

diminuição na produção de NO. O relaxamento envolvendo o H2O2 envolve múltiplas 

vias, incluindo a hiperpolarização das células do músculo liso vascular pela ativação 

dos canais de potássio (FÉLÉTOU, 2009). 
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Em suma, o desequilíbrio na produção dos fatores vasodilatadores e 

vasoconstrictores derivados do endotélio promovem alterações na função endotelial 

e aumentam o risco de desenvolvimento de doenças cardiovasculares. E a 

exposição ao cobre pode ser um importante fator desencadeador da disfunção 

endotelial. 

 

1.3 MÚSCULO LISO VASCULAR 

 

O músculo liso vascular (MLV) é responsável pelo controle da resistência 

periférica total, pelo tônus arterial e venoso e pela distribuição do fluxo sanguíneo. A 

atividade contrátil das células do MLV é estimulada por fatores neurais e humorais. 

A contração das células do músculo liso também se dá pela interação entre actina e 

miosina, assim como no músculo esquelético (Figura 7). Porém o mecanismo pelo 

qual o cálcio regula a contração do músculo liso difere do esquelético. A 

concentração de cálcio que desencadeia a contração pode ser obtida através de 

canais para cálcio dependentes de voltagem e através de canais para cálcio 

mediados por receptores no sarcolema e através da liberação de cálcio do retículo 

sarcoplasmático. As células se relaxam quando o cálcio intracelular livre é 

bombeado de volta para dentro do retículo sarcoplasmático, para fora da célula pela 

bomba de cálcio intracelular e removido da célula pelo trocador Na-Ca. O 

acoplamento farmacomecânico é o mecanismo predominante para promover a 

contração do MLV (AIRES, 2008). 
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Figura 7: A contração do músculo liso vascular é a soma da atividade da cinase da cadeia leve da 

miosina (MLCK) e da fosfatase de cadeia leve da miosina (MLCP). Com a ligação ao receptor, ocorre 

um aumento no Ca
2+

 intracelular, tanto via canais localizados na membrana quanto em reservas 

intracelulares no retículo sarcoplasmático. O Ca
2+

 interage com a calmodulina, formando o complexo 

calmodulina Ca
2+

 que ativa a MLCK. MLCK pode então fosforilar a cadeia leve da miosina (MLC-P), 

permitindo a interação próxima dos filamentos de actina e miosina para geração de força. O 

relaxamento ocorre com MLCP desfosforilando MLC. Adaptado de: WYNNE et al., 2009. 

 

A atividade dos canais para potássio constitui um mecanismo essencial na 

regulação do potencial de membrana das células musculares vasculares. A abertura 

de um canal para potássio presente na membrana das células musculares 

vasculares provoca um aumento da saída de íons do meio intracelular para o meio 

extracelular o que impede que os canais para Ca2+ dependentes de voltagem se 

abram com facilidade, consequentemente resultando numa diminuição do influxo de 

Ca2+ para o interior da célula, causando o relaxamento vascular. De forma inversa, o 

fechamento de um canal para potássio causa um estado de despolarização, levando 

a abertura de canais para Ca2+ dependentes de voltagem e consequente, aumento 
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da concentração de cálcio intracelular e vasoconstrição (FÉLÉTOU, 2009; AIRES, 

2008). 

 

Vários fatores vasoativos endoteliais regulam o tônus vascular através da 

ação nos canais para potássio. O relaxamento produzido pelas prostaciclinas, 

peróxido de hidrogênio e pelo NO são associados à hiperpolarização das células do 

MLV e envolve a abertura de canais para potássio. A ativação de canais para 

potássio também é o mecanismo preponderante do relaxamento produzido por 

ácidos epoxieicosatrienóicos (EETs), gerados pelo citocromo P450 endotelial 

(FÉLÉTOU, 2009).  

 

Os fatores contráteis derivados do endotélio também desempenham sua ação 

nos canais para potássio. A endotelina I dependendo dos vasos sanguíneos inibe 

vários grupos de canais para potássio (PARK et al., 2005). Similarmente a ativação 

de receptores de tromboxanos inibem canais para potássio e despolarizam as 

células do MLV (COGOLLUDO et al., 2003). As espécies reativas de oxigênio 

podem contribuir diretamente para a contração do músculo liso vascular. Elas 

aumentam a sensibilidade das proteínas contráteis ao íon cálcio e despolarizam as 

células do MLV inibindo a ativação dos canais para potássio (FÉLÉTOU, 2009). 

 

A Figura 8 elucida os principais fatores vasoativos endoteliais que agem nos 

canais para potássio dependentes de cálcio de alta condutância (BKca). 
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Figura 8: Fatores vasoativos endoteliais e atividade em BKCa no músculo liso. 20-HETE, o ácido 20-

hidroxieicosatetraenóico; BKCa, canais para potássio ativados por cálcio de alta condutância; AMPc, 

monofosfato cíclico-adenosina; GMPc, o monofosfato cíclico de guanosina; COX, ciclooxigenase; EC, 

células endoteliais; EDCFs, fatores contratantes derivados do endotélio; EDRFs, fatores relaxantes 

derivados do endotélio; EETs, ácidos epoxieicosatrienóicos; eNOS, sintase endotelial de óxido nítrico; 

GS, proteína-G S; GSa, uma subunidade de proteína G-S; H2O2, o peróxido de hidrogénio; IP, 

receptor prostaciclina; NO, óxido nítrico; NOX, NAD(P)H-oxidase; P450-2C 2J ou 4A, o citocromo 

P450; PGI2, prostaciclina; R ?, receptor; ROS, espécies reativas de oxigênio; sGC, guanilato ciclase 

solúvel; SOD, superóxido-dismutase; TP, receptor de tromboxano; VSMC, célula do músculo liso 

vascular; XO, xantina oxidase. Fonte: FÉLÉTOU (2009). 
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2 JUSTIFICATIVA 

 

A exposição ao cobre tem sido reconhecida como um problema comum de 

saúde ocupacional e ambiental. Assim, os estudos da exposição ao cobre, mesmo 

que conduzidos em animais, podem despertar a atenção dos órgãos públicos 

responsáveis pelo controle da emissão deste metal e da população em geral para 

este tema. Apesar de se saber que a sobrecarga de cobre traz prejuízos as saúde 

humana, não existem valores de referência de normalidade e Índice Biológico 

Máximo Permitido para esse metal. 

 

Como exposto previamente, alguns estudos já demonstraram que o cobre 

mostra-se cardiotóxico. Estudos anteriores sugeriram que o aumento da 

concentração de cobre pode aumentar o risco de doença cardiovascular e que os 

níveis séricos deste metal foram maiores em pacientes ateroscleróticos (BAGHERI 

et al. 2016). O cobre também pode promover mudanças diretamente no endotélio 

vascular ou, indiretamente, através do metabolismo das lipoproteínas, além disso, é 

um micronutriente essencial para enzimas que catalisam as reações oxidativas da 

lipoproteína de baixa densidade (LDL) (ALISSA et al. 2006), exercendo assim um 

papel importante no processo de desenvolvimento da aterosclerose (BAGHERI et al. 

2016; TASIĆ et al. 2015). Diante da hipótese de que a sobrecarga de cobre pode 

causar alterações vasculares, surgiu o questionamento sobre quais seriam as 

alterações vasculares desencadeadas pela sobrecarga deste metal, especificamente 

em relação à reatividade vascular, uma vez que alterações de reatividade poderiam 

elucidar mecanismos envolvidos com disfunção endotelial e, consequentemente, 

com o surgimento da aterosclerose. Diante destes fatos, o presente estudo busca 

investigar quais são os efeitos vasculares desencadeados, em um modelo agudo e 

in vitro pela sobrecarga de cobre, em concentrações dez vezes maiores que a média 

encontrada na população e elucidar os possíveis mecanismos envolvidos nas 

alterações provocadas por este metal. 
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3 OBJETIVOS 

 

3.1 OBJETIVO GERAL 

 

 Investigar o efeito da sobrecarga aguda de cobre sobre a reatividade vascular em 

segmentos isolados de aorta torácica. 

 

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

 Estudar se a exposição aguda à alta concentração ao CuCl2 promove alteração 

na reatividade vascular à fenilefrina em aorta torácica;  

 Analisar se essa exposição aguda à alta concentração ao CuCl2 altera a 

participação do endotélio na resposta contrátil à fenilefrina;  

 Avaliar se em anéis de aorta torácica as respostas vasodilatadoras dependentes 

e independentes do endotélio são alteradas pela exposição aguda à alta 

concentração ao CuCl2; 

 Elucidar os mecanismos envolvidos com alterações provocadas pela sobrecarga 

aguda de cobre sobre a reatividade vascular em segmentos isolados de aorta 

torácica. 

 Detectar a produção in situ de ânions superóxidos em artérias aortas torácicas 

expostas às altas concentrações de cobre. 

 Mensurar a produção in situ de óxido nítrico em artérias aortas torácicas 

expostas às altas concentrações de cobre. 
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.1 ANIMAIS EXPERIMENTAIS 

 

Neste estudo foram utilizados ratos da linhagem Wistar (Rattus novergicus 

albinus), cedidos pelo Biotério do Programa de Pós-graduação em Ciências 

Fisiológicas da Universidade Federal do Espirito Santo - UFES. Estes animais foram 

mantidos em gaiolas, submetidos a um ciclo claro-escuro de 12 horas, sob 

condições controle de temperatura, com livre acesso à ração e água. O uso e 

cuidado desses animais experimentais 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 Uso de Animais da Universidade Federal do 

Espírito Santo (CEUA 050/2015). 

 

4.2 MODELO EXPERIMENTAL 

 

Os ratos com aproximadamente três meses de idade, pesando entre 280 e 

350 g foram anestesiados com uretana a 1,5 g/kg, ip no momento da realização do 

protocolo experimental e depois sacrificados. As aortas torácicas foram extraídas e o 

tecido conjuntivo removido. As aortas foram divididas em segmentos cilíndricos de 4 

mm de comprimento e foram distribuídas de forma aleatória em dois grupos 

experimentais: Controle e Cobre (Figura 9). 
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Figura 9: Distribuição dos grupos experimentais: Controle (Ct) e Cobre (Cu).  

 

4.3 METODOLOGIA EMPREGADA PARA OBTENÇÃO DOS ANÉIS 

ISOLADOS DE AORTA TORÁCICA 

 

 A aorta torácica descendente foi cuidadosamente removida e imersa 

rapidamente em uma placa de Petri contendo solução de Krebs-modificado, 

composta por (em mM): NaCl 127; KCl 4,7; CaCl2.2H2O 2,5; MgSO4.7H2O 1,2; 

KH2PO4 1,17; NaHCO3 24; Glicose 11; EDTA 0,01, aerada com mistura carbogênica 

contendo 5% de CO2 e 95% de O2. Esta solução foi mantida com pH 7,4. 

 Como já mencionado, após a retirada do tecido conectivo e adiposo, a aorta 

torácica foi dividida em seis segmentos cilíndricos de aproximadamente 3 a 4 mm de 

comprimento (Figura 10). 
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Figura 10: (A) Aorta torácica imersa em uma placa de Petri contendo solução de Krebs, antes da 

manipulação para retirada do tecido conectivo e adiposo; (B) Após a retirada dos tecidos e sendo 

dividida em segmentos cilíndricos entre 3-4 mm (NUNES, 2012). 

Cada anel vascular foi colocado em cubas contendo 5 mL de solução de 

Krebs-Henseleit aquecida a 36 ± 0,5 ºC, continuamente gaseificada com mistura 

carbogênica. Dois fios de aço inoxidável, em forma de triângulo, foram passados 

através do lúmen dos segmentos de forma que ficassem paralelos na luz do vaso. 

Um fio foi fixado à parede do banho e o outro conectado verticalmente a um 

transdutor de tensão isométrica. Assim, qualquer alteração do diâmetro do vaso era 

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

dados (MP 100 Biopac Systems, Inc; Santa Bárbara, CA - USA) e este a um 

computador (Figura 11). 

A B 
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Figura 11: Preparação dos anéis isolados de aorta para avaliação da reatividade vascular in vitro 

(NUNES, 2014). 

 

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

 

Após o período de 45 minutos de estabilização, foi administrado ao banho 125 

µl de KCl 75 mM para verificar a atividade contrátil do músculo liso vascular induzida 

por despolarização. Após atingirem uma variação de um grama de força a partir do 

valor basal, estes anéis eram lavados com solução de Krebs-Henseleit até retornar a 

tensão de repouso (Figura 12 B, C). Assim, os anéis que não obtiveram tal 

contração foram descartados. Após 30 minutos de estabilização (Figura 12 D), uma 

nova dose de 125 µl de KCl (75 mM) era adicionada ao banho para a aquisição de 

uma contração máxima do músculo liso vascular, aferida após 30 minutos da adição, 

tempo necessário para atingir um platô no registro da contração (Figura 12 E, F). 

Após este platô, os anéis foram novamente lavados três vezes com a solução de 
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Krebs-Henseleit para atingir o valor basal (1.0 grama) e, após 30 minutos (Figura 

12G, H), esses anéis foram submetidos à avaliação da integridade funcional do 

endotélio. 

 

4.3.2 Avaliação da integridade funcional do endotélio 

 

A função endotelial foi avaliada através do relaxamento induzido pelo agonista 

muscarínico, acetilcolina. Para tal, os anéis de aorta foram pré-contraídos com 

fenilefrina (Fe) 10-6 M. Uma vez atingido o platô, uma dose única de acetilcolina 

(ACh) 10-5 M foi aplicada (Figura 12 I, J, L). A integridade endotelial era determinada 

por um relaxamento maior ou igual a 80%.  

 

 

 

 

 

 

Figura 12: Registro com curvas representando o teste da viabilidade do músculo liso vascular com 

KCl e avaliação da integridade funcional do endotélio. Avaliação da viabilidade do músculo liso 

vascular com KCl: A) Período de estabilização inicial (45 min permanecendo na tensão de 0.9 a 

1.3g); B) Adição de KCl (75 mM) ao banho; C) Lavagem dos anéis com solução Krebs-Henseleit; 

D) Período de estabilização (30 min); E) Adição de KCl (75 mM) ao banho; F) Platô da contração 

induzida pelo KCl (75 mM); G) Lavagem dos anéis com solução Krebs-Henseleit; H) Período de 

estabilização (30 min). Avaliação da integridade funcional do endotélio:I) Pré-contração com 

fenilefrina (Fe) 10
-6

M; J) Platô da contração induzida pela Fe; L) Adição de acetilcolina (ACh) 10
-

5
M. O tempo foi registrado em minutos, eixo horizontal (intervalo de 80 min) e a força em gramas 

(g), eixo vertical. Modificado de DIAS (2007). 

 

4.4 PROTOCOLOS EXPERIMENTAIS 
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4.4.1 Efeito da exposição a altas concentrações de cobre sobre a 

resposta vasoconstritora à fenilefrina e ao cloreto de potássio 

 

 Após a avaliação da integridade funcional do endotélio, a solução nutridora do 

banho foi trocada três vezes para que a tensão basal fosse estabelecida. Em 

seguida os anéis aórticos foram incubados ou não com alta concentração de cloreto 

de cobre (II) (CuCl2; 10 µg/mL) por 1 h. Após 30 minutos de estabilização, foi 

realizada a curva concentração-resposta à fenilefrina (10-10 a 3x10-4 M) de maneira 

cumulativa nos dois grupos estudados. Para avaliar os efeitos da exposição ao 

cloreto de cobre sobre a resposta vasoconstrictora ao KCl,um grupo de anéis foi 

utilizado em protocolo experimental a parte. Após o período de 1 h de estabilização 

com o cobre, foi administrado ao banho 125 µL de KCl 75 mM para verificar a 

atividade contrátil do músculo liso vascular induzida por despolarização. 

 

4.4.2 Efeito da exposição a altas concentrações de cobre sobre a 

modulação do endotélio na resposta vasoconstritora à fenilefrina 

 

 Com a finalidade de avaliar a capacidade do endotélio em modular a resposta 

constritora à fenilefrina, foram utilizados nos protocolos experimentais anéis de aorta 

com endotélio íntegro (E+) e sem endotélio (E-). As células endoteliais foram 

removidas mecanicamente através do uso de fios metálicos. Estes foram inseridos 

na luz do vaso e friccionados à sua íntima, ocasionando lesão do endotélio. A 

ausência do endotélio foi confirmada pela incapacidade da acetilcolina (10-5M) de 

induzir o relaxamento, após a pré-contração com fenilefrina (10-7M). A preparação foi 

lavada e, após 30 minutos de retorno à tensão basal, foram realizadas curvas 

concentração-resposta à fenilefrina (10-10 a 3x10-4 M). 

 

4.4.3 Efeito da exposição a altas concentrações de cobre sobre a 

resposta de relaxamento dependente do endotélio 

 

A função endotelial foi avaliada através do relaxamento induzido pelo agonista 

muscarínico acetilcolina. Para tal, os anéis de aorta com endotélio foram pré-
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contraídos com fenilefrina 10-6 M. Uma vez obtido o platô, foram realizadas as curvas 

concentração-resposta, cumulativas à acetilcolina (10-11 a 3x10-5 M). 

 

4.4.4 Efeito da exposição a altas concentrações de cobre sobre a 

resposta de relaxamento independente do endotélio 

 

A avaliação da vasodilatação não mediada pelo endotélio foi analisada 

através do relaxamento induzido pelo nitroprussiato de sódio (NPS). Assim como 

para acetilcolina, os anéis de aorta foram pré-contraídos com fenilefrina 10-6 M e, a 

seguir, foram realizadas curvas concentração-resposta ao NPS em concentrações 

de 10-11 a 3.10-5 M. 

 

4.4.5 Estudo dos fatores endoteliais envolvidos na exposição a altas 

concentrações de cobre sobre a resposta à fenilefrina na aorta 

 

Todos os protocolos de reatividade vascular, a partir deste momento, foram 

realizados da seguinte forma: após o teste do endotélio e 1 h de estabilização da 

preparação, em que os anéis eram expostos ao cloreto de cobre, o fármaco a ser 

estudado era incubado por trinta minutos (L-NAME, Aminoguanidina, BH4, Tiron, 

Apocinina, DETCA, Catalase e TEA) e, logo após, era realizada a curva 

concentração-resposta à fenilefrina (10-10 a 3x10-4 M) (Figura 13).  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 13: Esquema demonstrativo dos protocolos experimentais. Incubação com o fármaco a ser 

estudado e depois de trinta minutos realizou-se a curva concentração-resposta à FE (10
-10

 a 3x10
-4

M) 

(ANGELI, 2009). 
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4.4.5.1 Influência da exposição a altas concentrações de cobre sobre a 

via do óxido nítrico 

 

 Com a finalidade de estudar a participação do óxido nítrico (NO) nos efeitos 

vasculares promovidos pela exposição ao chumbo, os anéis de aorta foram 

incubados com um inibidor não-seletivo da enzima óxido nítrico sintase (NOS), o 

NG-nitro-L-arginina metil éster (L-NAME, 100 µM); e um inibidor da iNOS, 

aminoguanidina (50 μM). 

 

4.4.5.2 Envolvimentos dos radicais livres sobre resposta contrátil à 

fenilefrina após a exposição a altas concentrações de cobre 

 

 A fim de investigar a participação das espécies reativas de oxigênio (ânion 

superóxido e peróxido de hidrogênio) foram realizadas curvas concentração-

resposta a fenilefrina na presença Tiron (1mM), um varredor de ânions superóxido; 

de apocinina (10 µM), um inibidor seletivo da enzima NAD(P)H oxidase; catalase 

(1000 U.mL-1), um  “varredor” enzimático de peróxido de hidrogênio (H2O2); ácido 

dietilditiocarbâmico (DETCA, 0.5mM), um bloqueador da superóxido dismutase; e 

um cofator da eNOS tetrahidrobiopterina (BH4, 1 mM). 

 

 4.4.5.3 Envolvimentos dos canais para potássio sobre resposta contrátil à 

fenilefrina após a exposição a altas concentrações de cobre 

 

Para verificar o envolvimento dos canais para potássio, os anéis foram incubados 

com tetraetilamônio (TEA, 2mM), um inibidor não específico dos canais para 

potássio. 

 

 4.4.6 Detecção in situ da produção de óxido nítrico 

 

A produção de NO foi determinada usando a 4,5-diaminufluoresceína (DAF2), 

um método descrito previamente e ajustado a partir de outros estudos (KOJIMA et 

al., 1998; LOBATO et al., 2011). Após isolamento e dissecção, as aortas foram 

imersas em solução tampão de Krebs-HEPES (em mM: 130 NaCl, 5,6 KCl, 2 CaCl2, 
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0,24 MgCl2, 8,3 HEPES, e 11 glicose, pH 7.4) com 30% de sacarose durante uma 

hora, a seguir foram embebidas em meio de inclusão para cortes com criostato (Killik 

®, Easy Path) e mantidas em −80 oC até o momento de realização dos cortes. As 

secções de aorta foram cortadas em criostato a 10 μm de espessura e transferidas 

para lâminas gelatinizadas, congeladas até o momento do protocolo com DAF-2. As 

lâminas foram mantidas em estufa a 37ºC por uma hora para retirar o meio de 

inclusão. A seguir as secções de aorta foram incubadas em idênticas condições a 37 

ºC por 30 min com tampão fosfato (0,1 M) contendo CaCl2 (0,45 M). As lâminas 

foram secadas e incubadas durante 30 min a 37ºC em câmara úmida protegida da 

luz com 8 μM de DAF diluído em solução tampão fosfato contendo CaCl2. A fim de 

excluir autofluorescência e fluorescência não específica, incubamos L-NAME (100 

µM) por uma hora após os protocolos de incubação com DAF, para avaliar a 

fluorescência sensível à inibição da NOS. Imagens digitais foram coletadas no 

microscópio de fluorescência Leica DM 2500 com a objetiva de 40× e câmera Leica 

DFC 310 X, usando a mesma configuração de imagem para controle e grupo com 

sobrecarga de cobre. Para quantificação, 5 segmentos da aorta por animal foram 

utilizados para obter a média amostral. A densidade de fluorescência média foi 

calculada usando o software Image J. 50 3.4.3.  

 

4.4.7 Detecção in situ da produção de ânion superóxido  

 

A fluorescência oxidativa ao dihidroetídio (DHE) foi utilizada para avaliar a 

produção de ânion superóxido in situ, e os procedimentos se seguiram como 

previamente descrito (NUNES et al., 2014). A membrana celular é permeável ao 

hidroetídio, e na presença de O2•−, esse componente é oxidado a brometo de etídio, 

que intercala com o DNA. Brometo de etidio é excitado a 546 nm e emite luz a 610 

nm. Após isolamento e dissecção, as aortas foram imersas em eppendorf contendo 

solução tampão de Krebs-HEPES com 30% de sacarose durante uma hora, a seguir 

foram embebidas em meio de inclusão para criostato e mantidas em −80 ºC até o 

momento de realização dos cortes. As secções de aorta foram cortadas com 

criostato em 10 μm de espessura e colocadas em lâminas gelatinizadas, congeladas 

até o momento do protocolo com DHE. No dia do protocolo as lâminas foram 

mantidas em estufa a 37ºC por uma hora para retirar o meio de inclusão. A seguir as 

secções de aorta foram incubadas com tampão Krebs-HEPES, em idênticas 



60 
 

condições por 30 min a 37ºC. Foram então secadas e incubadas com solução 

tampão de Krebs-HEPES contendo DHE (2 μM) em câmara úmida e protegida da 

luz, à temperatura de 37ºC por 30 min. Após este período as lâminas foram 

montadas com meio de montagem (Erv-Mount, Easy Path) e lamínula. As imagens 

das secções de aorta foram detectadas com microscópio de fluorescência invertido 

(Leica DM 2500) usando filtro 568 nm, no aumento de 100× e fotografadas com a 

câmera acoplada ao microscópio (Leica DFC 310 FX). Para quantificação, 5 

segmentos da aorta por animal foram utilizados para obter a média amostral. A 

densidade de fluorescência média foi calculada usando o software Image J. 

 

4.5  DROGAS E REAGENTES  

 

Cloreto de cobre (II), cloridrato de l-fenilefrina, L-NAME, cloreto de 

acetilcolina, pentobarbital de sódio, apocinina, tiron, catalase, tetraetilamónio, 

aminoguanidina, tetra-hidrobiopterina, ácido dietilditiocarbâmico, 4,5 

diaminofluoresceína, foram adquiridos da Sigma-Aldrich (St. Louis, EUA). Os sais e 

reagentes utilizados foram adquiridos da Sigma-Aldrich e da Merck (Darmstadt, 

Alemanha). Todas as drogas foram diluídas em água desionizada. 

 

4.6  ANÁLISE DE DADOS E ESTATÍSTICA 

 

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

valores de n significam o número de animais utilizados em cada grupo experimental. 

As respostas contráteis ao KCl foram expressas como tensão desenvolvida pelo 

anel de aorta, em gramas de contração. Os resultados de reatividade vascular das 

curvas concentração-resposta à fenilefrina foram normalizados em função da 

resposta máxima de contração ao KCl (75 mM) e estão expressas em porcentagem. 

As respostas de relaxamento dependente e independente do endotélio, induzidas 

pela acetilcolina e nitroprussiato de sódio, respectivamente, foram expressas em 

porcentagem de relaxamento em relação à pré-contração obtida pela fenilefrina (10-6 

M).  

 

 Para a determinação dos valores de resposta máxima (Rmáx) e pD2 (-log 

EC50, que corresponde ao valor da concentração de fenilefrina que produz 50% da 
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resposta máxima), em resposta aos diferentes agonistas utilizados, foi realizada uma 

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

resposta utilizando-se GraphPrism Software versão 6.01 (San Diego, CA, USA).  

 

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

resposta contrátil à fenilefrina dos grupos estudados, alguns resultados foram 

expressos como diferenças das áreas abaixo das curvas (dAUC) de concentração-

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

e a diferença está expressa como porcentagem da diferença da AUC (% dAUC) da 

curva controle correspondente.Os resultados apresentados nas tabelas foram 

analisados usando o teste t de Student equando apresentados nas figuras utilizou-se 

ANOVA two-way completamente randomizadas para comparação entre grupos. 

Quando ANOVA mostrou um efeito significativo do tratamento, o teste post hoc de 

Tukey foi usado para comparar médias individuais. p <0,05 foi considerado 

estatisticamente significante. 
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5 RESULTADOS  

 

5.1 EFEITOS DA EXPOSIÇÃO AO COBRE NA REATIVIDADE VASCULAR 

 

A exposição ao cobre não alterou a tensão de repouso dos anéis. No entanto, 

reduziu as respostas contráteis induzidas pela fenilefrina nas aortas de ratos (Figura 

14A). Também diminuiu Rmáx, mas não a sensibilidade à fenilefrina (Tabela 1). 

Além disso, o relaxamento concentração dependente induzido pela ACh no grupo 

Cobre foi reduzido em comparação com a resposta observada no grupo Controle 

(Figura 14B). As respostas induzidas pelo nitroprussiato de sódio (NPS) e pela 

incubação com KCl foram as mesmas nos dois grupos (Controle: 2,29 ± 0,21 g, n = 

30; Cobre: 2,32 ± 0,92 g, n = 30; P> 0,05) (Figura 14C, 14D), sugerindo que o 

músculo liso vascular não foi afetado. 
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Figura 14: Efeitos da sobrecarga de cobre nas curvas concentração-resposta. (A) fenilefrina, (B) 

acetilcolina e (C) nitroprussiato de sódio (NPS) e (D) reposta ao KCl em anéis aórticos. Cada ponto 

representa a média ± EPM. O número de animais utilizados é indicado entre parênteses. *p < 0.05 

Cobre vs Controle, ANOVA two way. 
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Tabela 1: Resposta máxima (Rmáx) e Sensibilidade (pD2) das curvas de concentração-

resposta à fenilefrina dos anéis isolados de aorta dos grupos Controle e Cobre. 

    Rmáx (%)   pD2 

Controle 
 

104 ± 6,1  5,6 ± 0,4 

Cobre   80 ± 6,0 *  6,4 ± 0,2  

Acetilcolina Ct  - 98 ± 2,2  6,60 ± 2,3 

Acetilcolina Cu  - 84 ± 5,6 *  6,95 ± 2,4 

Nitroprussiato Ct  -101 ± 2,2  8,16 ± 0,05 

Nitroprussiato Cu  -102 ± 0,5  8,05 ± 0,05 

Os valores estão expressos em média e EPM. Teste t-Student não pareado, *p<0,05 vs Rmáx de 

Controle, 
#
p<0,05 vs Rmáx de Cobre. 

 

5.2 PARTICIPAÇÃO DE FATORES ENDOTELIAIS NA RESPOSTA 

VASOCONSTRITORA À FENILEFRINA 

 

Para elucidar o mecanismo da resposta de reatividade à fenilefrina reduzida 

pelo cobre, avaliamos a influência do endotélio removido mecanicamente. A 

reatividade da fenilefrina após dano endotelial foi aumentada em ambos os grupos 

experimentais (Figura 15A/Tabela 2), contudo este aumento foi maior no grupo 

Cobre, como demonstrado pelos valores da dAUC (Figura 15B). Esses dados 

associados à diminuição da reatividade vascular à fenilefrina sugerem que a 

exposição ao cobre pode aumentar a liberação de um fator de relaxamento derivado 

do endotélio. 

 

Para avaliar se a exposição ao cobre alterava a modulação induzida pelo NO 

nas respostas contráteis à fenilefrina, os anéis aórticos foram incubados com o 

inibidor da NOS, L-NAME (100 µM). O L-NAME aumentou a resposta máxima à 

fenilefrina nas artérias dos grupos Cobre e Controle (Figura 15C/Tabela 2). No 

entanto, os valores de dAUC sugeriram que o papel desempenhado pelo óxido 

nítrico na resposta contrátil à fenilefrina foi maior no grupo exposto ao cobre (Figura 

15D/Tabela 2). Corroborando nossos achados funcionais, a produção in situ de NO 

aumentou no grupo Cobre (Figura 15E). 
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Figura 15: (A) Influência da remoção do endotélio (E-) na vasoconstrição induzida pela fenilefrina em 

anéis de aorta expostos a Cu. (B) O gráfico demonstra a diferença na área abaixo da curva (dAUC) 

em aortas com e sem o endotélio. (C) Efeitos da incubação com L-NAME na vasoconstrição induzida 

pela fenilefrina nos anéis dos grupos Ct e Cu. (D) Ilustram a diferença na dAUC nos grupos Ct e Cu. 

(E) Efeito da sobrecarga de Cu na produção e / ou biodisponibilidade de NO em segmentos aórticos. 

(F) Microfotografias fluorescentes representativas de secções da aorta marcadas com corante 

fluorescente sensível a NO 4,5-diaminofluoresceína (DAF-2). Cada ponto representa a média ± EPM. 
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O número de animais utilizados é indicado entre parênteses. *p < 0.05 Cobre vs Controle, ANOVA 

two way 

 

Tabela 2: Resposta máxima (Rmáx) e sensibilidade (pD2) das curvas concentração-

resposta à fenilefrina em anéis com e sem endotélio (E-) e na presença ou não de L-

NAME dos grupos Controle e Cobre. 

    Rmáx (%)   pD2 

Controle 
 

104 ± 6,1  5,6 ± 0,4 

Cobre  80 ± 6,0 *  6,4 ± 0,2  

Controle E-   104 ± 6,2*  -8,0 ± 0,4 * 

Cobre E-  102 ± 4,3#  -8,9 ± 0,1 # 

Controle L-NAME   135 ± 8,1*  -7,7 ± 0,4 * 

Cobre L-NAME   156 ± 12,1#  -8,9 ± 0,09 # 

Os valores estão expressos em média e EPM. Teste t-Student não pareado, *p<0,05 vs Rmáx de 

Controle, 
#
p<0,05 vs Rmáx de Cobre. 

 

5.3 PARTICIPAÇÃO DA iNOS NA RESPOSTA VASOCONSTRITORA À 

FENILEFRINA 

 

 Como observamos uma redução na reatividade vascular à fenilefrina com 

aumento da produção de NO, a resposta vasodilatadora dependente do endotélio foi 

avaliada. Foi observado um comprometimento no relaxamento induzido pela 

acetilcolina, dependente de NO, nos anéis expostos ao cobre. Este resultado sugere 

que o aumento do NO não foi originado da sintase endotelial do óxido nítrico 

(eNOS). 

 

 Assim, investigamos se a iNOS poderia estar envolvida no aumento da 

produção de NO. Para isso, foi realizada incubação com o inibidor da iNOS, 

aminoguanidina (50 µM). A aminoguanidina causou um aumento da resposta 

máxima apenas nos anéis expostos ao cobre (Figura 16/Tabela 3), corroborando a 

hipótese de que o aumento da produção de NO no grupo Cobre não foi causada 

pela eNOS. 
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Figura 16: Efeitos da aminoguanidina nas curvas concentração-resposta à fenilefrina nos grupos (A) 

Ct e (B) Cu. Cada ponto representa a média ± EPM. O número de animais utilizados é indicado entre 

parênteses. *p < 0.05. Cobre vs Controle, ANOVA two way. 

 

Tabela 3: Resposta máxima (Rmáx) e sensibilidade (pD2) das curvas concentração-

resposta à fenilefrina em anéis na presença ou não de Aminoguanidina dos grupos 

Controle e Cobre. 

    Rmáx (%)   pD2 

Controle 
 

104 ± 6,1  5,6 ± 0,4 

Cobre  80 ± 6,0 *  6,4 ± 0,2 

Controle Aminoguanidina   90 ± 8,3  5,8 ± 0,3 

Cobre Aminoguanidina  96 ± 6,8 #  6,1 ± 0,1 

Os valores estão expressos em média e EPM. Teste t-Student não pareado, *p<0,05 vs Rmáx de 

Controle, 
#
p<0,05 vs Rmáx de Cobre. 

 

5.4 ENVOLVIMENTO DE RADICAIS LIVRES NA ATIVAÇÃO DA INOS 

 

Em decorrência dos resultados anteriores, surgiu uma questão sobre qual 

fator estaria ocasionando a ativação da iNOS. Decidimos investigar se poderia haver 

um desacoplamento da eNOS, que levaria ao aumento da produção de O2.– e, 

portanto, à ativação da iNOS. Realizamos a incubação com o cofator da eNOS, 

BH4, e observamos um aumento na resposta vasoconstritora à fenilefrina apenas 

nos anéis expostos ao cobre (Figura 17/Tabela 4). Este achado sugere que a eNOS 

estava desempenhando um papel nesse mecanismo na condição de 



68 
 

desacoplamento, aumentando a produção de ânions superóxido. Para confirmar 

nossa hipótese de que ânions superóxido estavam aumentados no grupo de anéis 

expostos ao cobre, realizamos uma incubação com o varredor de radicais livres, 

Tiron (1mM). A droga foi capaz de aumentar a resposta vasoconstritora à fenilefrina 

somente em anéis expostos ao cobre (Figura 18AB/Tabela 5). 
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Figura 17: Influência da tetra-hidrobiopterina (BH4) nas curvas de concentração-resposta à fenilefrina 

nos grupos (A) Ct e (B) Cu. Cada ponto representa a média ± EPM. O número de animais utilizados é 

indicado entre parênteses. *p < 0.05.Cobre vs Controle, ANOVA two way. 

 

Tabela 4: Resposta máxima (Rmáx) e sensibilidade (pD2) das curvas concentração-

resposta à fenilefrina em anéis na presença ou não de BH4 dos grupos Controle e Cobre. 

    Rmáx (%)   pD2 

Controle 
 

104 ± 6,1  5,6 ± 0,4 

Cobre  80 ± 6,0 *  6,4 ± 0,2  

Controle BH4   99 ± 6,9  6,8 ± 0,4 

Cobre BH4  104 ± 3,5 #  5,8 ± 0,1 

Os valores estão expressos em média e EPM. Teste t-Student não pareado, *p<0,05 vs Rmáx de 

Controle, 
#
p<0,05 vs Rmáx de Cobre. 

 

Investigamos também a participação da NAD(P)H oxidase na produção 

desses radicais livres. Para isso, realizamos a incubação dos anéis com apocinina 
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(30µM). A incubação com apocinina mostrou uma sensibilidade aumentada frente à 

resposta vasoconstrictora à fenilefrina apenas no grupo Cobre (Figura 18CD/Tabela 

5). Além disso, corroborando nossos achados funcionais, a produção de O2.–in situ 

mostrou-se aumentada pela fluorescência de DHE (Figura 18E). 
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Figura 18: Efeitos do Tiron nas curvas concentração-resposta à fenilefrina nos grupos (A) Ct e (B) 

Cu. Efeitos do inibidor específico da NAD(P)H oxidase, apocinina, nas curvas de concentração-

resposta à fenilefrina em anéis dos segmentos de aorta (C) Ct e (D) Cu. (E) Microfotografias 
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fluorescentes representativas de seções aórticas marcadas com dihidroetidina (DHE) (F) e análise 

quantitativa da produção e/ou biodisponibilidade de O2
.–
. Cada ponto representa a média ± EPM. O 

número de animais utilizados é indicado entre parênteses. *p < 0.05. Cobre vs Controle, ANOVA two 

way. 

 

Tabela 5: Resposta máxima (Rmáx) e sensibilidade (pD2) das curvas concentração-

resposta à fenilefrina em anéis na presença ou não de Tiron e Apocinina dos grupos 

Controle e Cobre. 

    Rmáx (%)   pD2 

Controle 
 

104 ± 6,1  5,6 ± 0,4 

Cobre  80 ± 6,0 *  6,4 ± 0,2  

Controle Tiron   97 ± 3,2  6,7 ± 0,06 

Cobre Tiron  95 ± 8,1#  6,8 ± 0,3 

Controle Apocinina  98 ± 6,3  5,5 ± 0,2 

Cobre Apocinina  83 ± 7,2  6,8 ± 0,3 

Os valores estão expressos em média e EPM. Teste t-Student não pareado, *p<0,05 vs Rmáx de 

Controle, 
#
p<0,05 vs Rmáx de Cobre. 

 

5.5 PARTICIPAÇÃO DA SUPERÓXIDO DISMUTASE NA RESPOSTA 

VASOCONSTRITORA À FENILEFRINA EM ANÉIS EXPOSTOS AO COBRE 

 

Diante do aumento de ânions superóxido, investigamos se a atividade da 

SOD poderia estar aumentada no grupo de anéis expostos ao cobre. Realizamos a 

incubação com o inibidor da SOD, DETCA, e observamos um aumento na 

sensibilidade e na resposta máxima à fenilefrina apenas no grupo Cobre (Figura 

19B/Tabela 6). Esse achado sugere que o aumento da atividade da SOD poderia 

estar levando a um aumento da produção de peróxido de hidrogênio (H2O2). A fim de 

investigar um aumento na produção de peróxido de hidrogênio, foi realizada a 

incubação com catalase, um varredor desses radicais livres. A incubação com 

catalase foi capaz de aumentar a resposta vasoconstritora à fenilefrina apenas nos 

anéis de expostos ao cobre (Figura 19D/Tabela 6), reforçando o papel do H2O2 

como vasodilatador. 
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Figura 19: Influência do inibidor da superóxido dismutase Cu/Zn, DETCA nas curvas concentração-

resposta à fenilefrina em anéis aórticos (A) Ct e (B) Cu. Efeitos da catalase nas curvas de 

concentração-resposta à fenilefrina em anéis dos segmentos de aorta (C) Ct e (D) Cu. Cada ponto 

representa a média ± EPM. O número de animais utilizados é indicado entre parênteses. *p < 0.05. 

Cobre vs Controle, ANOVA two way. 
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Tabela 6: Resposta máxima (Rmáx) e sensibilidade (pD2) das curvas concentração-

resposta à fenilefrina em anéis na presença ou não de DETCA e Catalase dos grupos 

Controle e Cobre. 

    Rmáx (%)   pD2 

Controle 
 

104 ± 6,1  5,6 ± 0,4 

Cobre  80 ± 6,0 *  6,4 ± 0,2  

Controle DETCA  117 ± 3,2  6,6 ± 0,1 

Cobre DETCA  154 ± 14,1#  7,6 ± 0,1 # 

Controle Catalase  109 ± 6,2  6,0 ± 0,2 

Cobre Catalase  113 ± 9,3#  6,6 ± 0,2 

Os valores estão expressos em média e EPM. Teste t-Student não pareado, *p<0,05 vs Rmáx de 

Controle, 
#
p<0,05 vs Rmáx de Cobre. 

 

5.6 PARTICIPAÇÃO DOS CANAIS PARA POTÁSSIO NA RESPOSTA 

VASOCONSTRITORA À FENILEFRINA 

 

Tanto o NO quanto o H2O2 atuam nos canais para potássio levando à 

hiperpolarização celular e consequente vasodilatação (FÉLÉTOU, 2009). A fim de 

investigar o envolvimento dos canais para potássio na resposta vasodilatadora à 

fenilefrina, utilizamos o TEA, um bloqueador não seletivo de canal para potássio. O 

TEA potencializou a resposta vasoconstritora induzida pela fenilefrina apenas nos 

segmentos aórticos expostos ao cobre (Figura 20B/Tabela 7). 

 

Para confirmar nossa hipótese de que o H2O2 e o NO atuavam nos canais 

para potássio e induziam uma resposta vasodilatadora nos anéis expostos ao cobre, 

incubamos a catalase com TEA e aminoguanidina com TEA. A co-incubação aboliu 

o efeito vasodilatador observado, somente nos anéis do grupo Cobre (Figura 

20CD/Tabela 7). 
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Figura 20: Efeito de bloqueadores de canais não seletivos para K
+
, TEA, em anéis (A) Ct e (B) Cu. 

(C) Efeitos da co-incubação da catalase com TEA e (D) aminoguanidina com TEA nas curvas 

concentração-resposta à fenilefrina em anéis de aorta dos grupos Ct e Cu. A inserção mostra 

diferenças na dAUC na presença e ausência de TEA. Cada ponto representa a média ± EPM. O 

número de animais utilizados é indicado entre parênteses. *p < 0.05. Cobre vs Controle, ANOVA two 

way. 
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Tabela 7: Resposta máxima (Rmáx) e sensibilidade (pD2) das curvas concentração-

resposta à fenilefrina em anéis na presença ou não de TEA, TEA + Catalase e TEA + 

Aminoguanidina dos grupos Controle e Cobre. 

    Rmáx (%)   pD2 

Controle 
 

104 ± 6,1  5,6 ± 0,4 

Cobre  80 ± 6,0 *  6,4 ± 0,2  

Controle TEA   110 ± 16,0  6,1 ± 0,2 

Cobre TEA  121 ± 12,1#  6,1 ± 0,1 

TEA + Catalase  96 ± 11,4  6,7 ± 0,4 

TEA + Aminoguanidina  105 ± 10,2  6,9 ± 0,2 

Os valores estão expressos em média e EPM. Teste t-Student não pareado, *p<0,05 vs Rmáx de 

Controle, 
#
p<0,05 vs Rmáx de Cobre. 
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6 DISCUSSÃO 

Os principais achados deste estudo sugerem que a sobrecarga aguda de 

cobre reduziu a resposta contrátil à fenilefrina em anéis aórticos de ratos. O aumento 

do NO e ações subsequentes nos canais para potássio resultaram em diminuição da 

reatividade vascular à fenilefrina. A sobrecarga de cobre desencadeou o 

desacoplamento da eNOS aumentando a produção de ânions superóxido. Além 

disso, levou à ativação da iNOS e ao aumento da atividade da SOD, o que foi 

associado à produção de H2O2. Consequentemente, NO e H2O2 foram capazes de 

induzir respostas vasodilatadoras em anéis aórticos de ratos pela ativação de canais 

para potássio. 

6.1 MODELO EXPERIMENTAL IN VITRO E CONCENTRAÇÃO DE COBRE 

A concentração usual de cobre no plasma humano está na faixa de 0,3 a 2,1 

μg/mL para ingestões de 1,4 a 2,0 mg de cobre/dia (ARNAL; MARRA, 2011). 

Segundo Agency for Toxic Substances and Disease Registry (2004), a água potável 

não deve conter mais de 1,3 mg de cobre por litro de água (1,3 mg/L).Estudos 

populacionais demonstraram que as concentrações de cobre no sangue em 

indivíduos saudáveis são de aproximadamente 1μg/mL (ZHANG et al., 2015; 

ROCHA et al., 2016). Em nosso estudo, utilizamos uma concentração in vitro dez 

vezes maior (10μg/mL) do que a encontrada nessas situações, pois nosso objetivo 

foi descrever os principais efeitos e mecanismos envolvidos nas ações tóxicas 

vasculares causadas pela sobrecarga de cobre. 

 

Em estudo caso controle desenvolvido na China, foi realizada uma 

associação entre o aumento da concentração sanguínea de cobre e 

desenvolvimento de morbidades decorrentes do diabetes (LI et al., 2017).No 

diabetes tipo 1, a expressão da proteína ATP7A (transportador de cobre / ATPase) e 

a atividade da SOD estão diminuídas em vasos. O transportador de cobre ATP7A é 

necessário para a ativação completa da SOD (superóxido dismutase extracelular), 

que é secretada pelas células musculares lisas vasculares (VSMCs) e ancorada à 

superfície endotelial para preservar a função endotelial pela eliminação de ânions 

superóxido extracelulares (SUDHAHAR et al., 2018). Ou seja, em situações de 
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aumento da concentração sanguínea de cobre e diminuição da atividade da ATP7A, 

a atividade da SOD também pode ser diminuída contribuindo para o 

desenvolvimento do estresse oxidativo. 

 

Em pacientes com DM, o aumento do cobre plasmático provoca o aumento 

dos níveis de proteínas glicadas e sua acumulação pode contribuir para o 

desenvolvimento de outras doenças (NOWOTNY et al., 2015; PINKAS et al., 2016). 

A aceleração desse processo pode ocorrer através da reação de íons cobre com 

H2O2 para gerar radicais livres e EROs (ALDINI et al., 2013) que reagem muito 

rapidamente com glicose. O resultado é a formação de muitos compostos 

dicarbonílicos mais reativos que participam de um ciclo que produz ainda mais ROS, 

que estão associadas aos efeitos do envelhecimento (WOLFF et al., 1991), câncer 

(LIN et al., 2016), doença de Alzheimer (DA) (VIÑA et al., 2004) e doença de 

Parkinson (ZHANG et al., 2000). 

6.2 EFEITOS DA EXPOSIÇÃO AO COBRE SOB A REATIVIDADE 

VASCULAR À FENILEFRINA E MODULAÇÃO ENDOTELIAL 

Observamos uma redução na reatividade vascular à fenilefrina nos anéis 

aórticos expostos ao cobre. Esta resposta foi acompanhada por um aumento da 

modulação endotelial. Este resultado mostra que a exposição a altas concentrações 

de cobre é capaz de diminuir a resposta máxima à fenilefrina por um fator produzido 

pelo endotélio. 

 

O desequilíbrio entre a produção de vasoconstritor endotelial e os fatores 

vasodilatadores caracteriza a disfunção endotelial, presente no estágio pré-clínico da 

aterosclerose. O aumento da produção de radicais livres e alterações na produção 

de NO é importante nesse processo (DAVIGNON; GANZ, 2004). Além disso, tem 

sido relatado que o cobre é capaz de oxidar o LDL, contribuindo para o processo de 

aterogênese (BREWER, 2007), e também pode afetar a estabilidade da placa 

aterosclerótica levando à ruptura (TASIĆ, et al., 2015). Nesse contexto, nossos 

achados sugerem que altas concentrações de cobre podem levar ao aumento da 

produção de fatores endoteliais que quando in vivo contribuiriam para o surgimento 

da aterosclerose, assim como de outras patologias. 
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O desenvolvimento da aterosclerose é caracterizado por um acúmulo de 

lipídios e elementos fibrosos nas grandes artérias. Os lipídeos que se acumulam nas 

placas ateroscleróticas são principalmente derivados da LDL, que podem filtrar 

através do endotélio vascular para a parede da artéria. O LDL aprisionado na parede 

da artéria pode sofrer modificações, como a oxidação. O LDL oxidado é reconhecido 

e absorvido pelos macrófagos na parede da artéria. A presença de macrófagos 

carregados de lipídios (células espumosas) na parede da artéria é uma 

característica da aterosclerose (STEINBERG, 1997). O que se sabe é que o cobre 

ativa genes colesterogênicos em macrófagos, o que pode fornecer um mecanismo 

para a associação entre este metal e a aterosclerose (BREWER, 2007).  

 

Por outro lado, estudos demonstram os efeitos benéficos do cobre em relação 

a prevenção do desenvolvimento da aterosclerose. O acoplamento de 

nanopartículas de sulfeto de cobre a anticorpos visando os receptores TRPV1 

(transient receptor potential cation channel subfamily V member 1) atuam como um 

interruptor fototérmico para a sinalização de TRPV1 em células musculares lisas 

vasculares (CMLVs). Após a irradiação, os aumentos locais de temperatura abrem 

canais TRPV1 termo-sensíveis e causam o influxo de Ca2+. O aumento do Ca2+ 

intracelular ativa a autofagia e impede a formação de células espumosas nas 

CMLVs tratadas com lipoproteína de baixa densidade oxidada. Isso sugere que 

ligação do cobre com os receptores (CuS-TRPV1) pode representar uma ferramenta 

terapêutica para atenuar local e temporalmente a aterosclerose (GAO et al., 2018). 

 

Em estudo experimental realizado com coelhos com hipercolesterolemia, a 

suplementação dietética de cobre diminui a aterosclerose na aorta torácica desses 

animais. Além disso, essa redução é inversamente proporcional à concentração de 

cobre local. Esses autores sugerem que este metal pode exercer um efeito protetor 

através de diferentes mecanismos mediados pelo óxido nítrico. O cobre pode 

aumentar a biodisponibilidade do NO aumentando a vasodilatação, reduzindo a 

pressão arterial e o estresse de cisalhamento. O NO também reduz a agregação 

plaquetária em locais de disfunção endotelial, reduzindo a liberação de fatores de 

crescimento plaquetário (LAMB et al., 1999). Também tem sido demonstrado que os 

íons de cobre podem modular diretamente a ação de outros fatores de crescimento 

implicados na aterosclerose, como a IL-1β e (VIGNERI; PURRELLO, 1995) 
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desempenhar papel anti-inflamatório (BERTHON, 1993), colaborando nessas 

situações para a prevenção da doença. 

 

Esses resultados divergentes descritos acima, só reforçam a ideia de que é 

necessário conhecer a concentração sanguínea ideal do cobre para a minimização 

do surgimento de doenças associadas à intoxicação ou deficiências desse metal. 

 

6.3 EFEITO DA EXPOSIÇÃO AO COBRE SOBRE O RELAXAMENTO 

DEPENDENTE E INDEPENDENTE DO ENDOTÉLIO 

 

O óxido nítrico é o principal fator vasodilatador produzido pelo endotélio. É 

produzido pela eNOS e atua nas células musculares lisas (DAVIGNON, 2004). A 

princípio, poderíamos supor que o NO seria o fator produzido pelo endotélio, 

causador da diminuição da reatividade vascular. No entanto, também demonstramos 

uma diminuição do relaxamento dependente do endotélio causado pela acetilcolina, 

que é dependente do NO. Um resultado semelhante foi encontrado em experimentos 

com aortas de coelhos, onde o relaxamento dependente de ACh em vasos 

ateroscleróticos foi atenuado, mas um aumento de NO foi encontrado. Os autores 

sugeriram um possível aumento da eNOS nas células musculares lisas (MINOR et 

al., 1990). No nosso estudo, nossa sugestão foi que o cobre poderia estar 

desencadeando mecanismos de ativação de outras isoformas da NOS aumentando 

a produção de NO. Nossos resultados confirmaram um aumento da produção de NO 

via iNOS e esses dados serão comentados posteriormente. 

 

 Chiarugi et al. (2002) também demonstraram que a incubação prolongada 

de anéis aórticos com concentrações submicromolares de Cu prejudicou o 

relaxamento induzido pela ACh e não afetou o relaxamento induzido pelos dos 

doadores de NO. Estes autores associaram em parte esses achados à presença de 

estresse oxidativo, já que na presença de tiron, o prejuizo do ralaxamento do 

endotélio foi parcialmente abolido (CHIARUGI et al., 2002). Prejuizos no 

relaxamento dependente do endotélio também foram observados por Saari et al. 

(1992), porém neste estudo a deficiência dietética de cobre também reduziu o 

relaxamento em resposta ao nitroprussiato de sódio em anéis aórticos de ratos. 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Chiarugi%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12163352
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Chiarugi%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12163352
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Esses autores associaram os achados a alteraçõesda interação do EDRF com o 

músculo liso vascular (SAARI et al., 1992).  

 

 Bianchini et al. (1999) relatam que a eNOS é inibida pelo Cu apenas quando 

o metal é direcionado para o compartimento citoplasmático por portadores 

tipicamente presentes no soro, como ceruloplasmina,  histidina ou albumina. Foi 

relatado que, quando ligado a ceruloplasmina, o Cu prejudica o relaxamento 

dependente do endotélio na aorta isolada de coelho provavelmente por agir 

capturando NO (CAPPELLI-BIGAZZI et al., 1997). No nosso estudo a sugestão foi 

que o cobre estaria promovendo um desacoplamento da eNOS, o que poderia 

explicar o prejuízo no relaxamento dependente do endotélio observado através da 

ação da ACh. Esse desacoplamento foi confirmado através da incubação com BH4. 

 

6.4 FATORES ENVOLVIDOS NO EFEITO DO COBRE SOBRE A 

RESPOSTA À FENILEFRINA 

 

6.4.1 Efeito da exposição aguda ao cobre na via do óxido nítrico 

 

Sugerimos que a exposição ao cobre poderia induzir a produção de outro 

fator vasodilatador endotelial além do NO ou um aumento na produção de NO por 

outra isoforma da NOS. O NO também pode ser produzido pela nNOS e pela iNOS 

(FORSTERMANN, 2012). Investigamos através da incubação com L-NAME, se a 

produção total de NO seria alterada em anéis expostos ao cobre. O resultado desta 

incubação mostrou um aumento na produção de NO, corroborando o aumento do 

NO detectado in situ pelo DAF-2.  

 

Apesar do aumento da produção de NO demonstrada pela incubação com L-

NAME, o resultado anterior demonstrou que o relaxamento dependente do endotélio 

causado pela acetilcolina foi diminuído em anéis expostos ao cobre. A hipótese 

levantada foi que a exposição ao cobre poderia estar desencadeando mecanismos 

de ativação da iNOS e levando ao aumento da produção de NO. Nossa hipótese foi 

confirmada através dos resultados de incubação com aminoguanidina. 
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A NOS induzível não é expressa comumente nas células endoteliais, mas a 

sua expressão pode ser induzida por citoquinas e outros agentes. A expressão da 

enzima pode ser estimulada em praticamente qualquer célula ou tecido, desde que 

os agentes indutores sejam apropriados. Uma vez expressa, a iNOS é 

constantemente ativa e não é regulada pelo Ca2+ intracelular (FORSTERMANN, 

2012; FORSTERMANN, 2000). Quando estimulado, produz concentrações tóxicas de 

NO, o que, por sua vez, reage com os ânions superóxidos que produzem 

peroxinitrito, o que contribui para o desacoplamento da eNOS (CHEN et al., 2010), 

levando a um ciclo vicioso de aumento da produção de ROS. 

 

Outros estudos demonstraram o aumento da atividade da iNOS em situações 

de exposição ao cobre. Em investigação sobre os efeitos do cobre na resposta 

inflamatória e os papéis protetores das proteínas de choque térmico (Hsps) em 

testículos de frango, os resultados mostraram que a atividade e o nível da iNOS 

foram aumentadas em comparação com o grupo controle. Os níveis de mRNA de 

citocinas pró-inflamatórias e fatores inflamatórios foram aumentados como um todo. 

(SHAO et al., 2018). 

A concentração sérica de cobre é maior que o normal em várias doenças 

inflamatórias em humanos e animais de laboratório (LEWIS, 1984), assim como em 

situações de infecção, doenças crônicas e neoplasias (BESHGETOOR; HAMBIDGE, 

1998). Sugere-se que o aumento da ceruloplasmina é provavelmente responsável 

pelo aumento do cobre sérico nas condições supracitadas (LEWIS, 1984). A 

ceruloplasmina responde como uma proteína reativa de fase aguda ao estresse e 

trauma (BESHGETOOR; HAMBIDGE, 1998). É formada principalmente por 

hepatócitos, monócitos e macrófagos ativados. O nível plasmático de ceruloplasmina 

quase duplica em resposta a inflamação, trauma ou infecção (VASSILIEV et al., 

2005). Pelo menos três atividades da ceruloplasmina são consistentes com os 

achados de aumento da concentração em respostas inflamatórias: antioxidante, 

bactericida e ferroxidase (BAKHAUTDIN et al., 2013).Sabe-se ainda que a ligação 

da ceruloplasmina com cobre é um pré-requisito para a inibição do fator inibitório da 

migração de macrófagos (MIF), uma citocina pró-inflamatória (KOSTEVICH et al., 

2015). 
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Esses estudos demonstram um aumento das concentrações de cobre em 

situações de inflamação, porém em decorrência do aumento da ceruloplasmina. No 

nosso estudo, nossa hipótese é que o cobre é um fator responsável pelo 

desenvolvimento de uma situação inflamatória.  

6.4.2 Efeito da exposição aguda ao cobre na via do estresse oxidativo 

 

Estudos anteriores relataram que o cobre pode modular diretamente a 

atividade da NOS, devido ao fato desta enzima envolver reações catalisadas por 

heme e ferro, que possuem propriedades semelhantes ao cobre (IGNARRO, 1990; 

PLANE et al., 1997). Nossa sugestão é que a sobrecarga de cobre, poderia levar ao 

desacoplamento da eNOS através de sua interação com o ferro ou zinco dessa 

enzima (Figura 4). O desacoplamento desta enzima aumentaria a produção de 

radicais livres, que estavam levando à ativação da iNOS. Confirmamos nossa 

hipótese de que a eNOS estaria desacoplada através da incubação com BH4. Além 

disso, nossos resultados também mostraram que a incubação com o varredor de 

ânion superóxido, tiron, aumentou a sensibilidade vascular à fenilefrina apenas no 

grupo no Cobre. Sugerimos também que a reatividade aumentada observada nos 

anéis expostos ao cobre incubados com tiron, pode ser explicada pelo aumento da 

produção de um radical livre vasodilatador, que é o peróxido de hidrogênio. 

Posteriormente discutiremos os resultados da incubação com a catalase, que 

confirmaram nossa hipótese de aumento de peróxido de hidrogênio. Para finalizar, 

confirmando os dados funcionais, as aortas do grupo Cobre apresentaram uma 

produção aumentada de ânions superóxido, avaliada in situ pela técnica de DHE. 

 

Um dos principais fatores responsáveis pela ativação da iNOS é o fator 

nuclear-kB (NF-kB). O NF-kB é aumentado principalmente em condições de estresse 

oxidativo (BAEUERLE, 1998).  A produção aumentada de estresse oxidativo estimula 

cascatas de sinalização incluindo a proteína quinase C e a proteína quinase ativada 

por mitógeno (MAPK), levando à translocação nuclear de fatores de transcrição 

como o NF-κB e a proteína ativadora-1 (AP-1) para se ligar ao DNA (SCHLEICHER; 

FRIESS, 2007). Esses fatores de transcrição estão envolvidos na regulação de uma 

variedade de moléculas celulares, como a NAD(P)H oxidase (MANEA et al., 2008). 

Para avaliar a participação da NAD(P)H oxidase, realizamos a incubação com 



82 
 

apocinina. E ao contrário do que esperávamos este estudo também encontramos 

uma reatividade aumentada à NAD(P)H oxidase. Esta resposta pode ser explicada 

pelo fato de que a NAD(P)H oxidase poderia estar levando a uma consequente 

produção de um fator vasodilatador que é H2O2 produzido pela dismutação de 

ânions superóxido a partir da SOD. A ativação dessa enzima e da iNOS, poderiam 

estar levando à geração de um ciclo vicioso de ROS. 

Muitas alterações celulares são mediadas direta ou indiretamente através da 

modulação da via de sinalização do fator nuclear-kB (ALLEN; TRESINI, 2000). O 

NFκB, tem sido reconhecido como um importante fator no controle das respostas 

celulares ao estresse oxidativo. NF-kB está envolvido na regulação de um grande 

número de genes que controlam vários aspectos da imunidade e resposta 

inflamatória, incluindo citocinas, quimiocinas, lipídios mediadores, enzimas, 

moléculas de adesão e óxido nítrico (ALI; MANN, 2004). Nas células em repouso, a 

localização nuclear do NF-kB é dificultada pela ligação da proteína inibidora IkBα, 

que sequestra o NF-jB no citoplasma (VIATOUR et al., 2005). A ativação do NFκB 

pode ter várias consequências fisiológicas e tem sido implicada na proliferação, 

diferenciação e sobrevivência celular pela indução de proteínas antiapoptóticas. No 

entanto, o NFκB é mais conhecido por seu papel no sistema imunológico, onde atua 

como um importante regulador positivo da resposta inflamatória (VIATOUR et al., 

2005). 

Está bem descrito que o cobre é um co-fator para a atividade de várias 

enzimas, dentre elas a superóxido dismutase (Cu, Zn-SOD) (GAETKE, 2014). A 

deficiência de cobre pode levar à diminuição da atividade dessa enzima (URIU-

ADAMS et al., 2005) enquanto a suplementação com metal pode restaurar a 

atividade do cobre, Zn-SOD (HARRIS, 1992;  FERNS et al., 1997). Portanto, 

levantamos a hipótese de que a atividade da SOD poderia ser aumentada devido ao 

aumento da concentração de cobre. De fato, demonstramos através da incubação 

com DETCA um maior envolvimento dessa enzima no grupo de anéis expostos ao 

cobre. No entanto, vale a pena mencionar que o aumento da atividade da SOD pode 

ser explicado também como um efeito compensatório para o aumento da produção 

de ânions superóxido (NUNES et al., 2015). 
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Como mencionado anteriormente, o aumento da atividade da SOD pode levar 

à produção de um fator vasodilatador, o peróxido de hidrogênio (FÉLÉTOU, 2009). 

Nós demonstramos através da incubação com a catalase, uma produção aumentada 

de peróxido de hidrogênio. Esta incubação com catalase corrobora nossos achados 

anteriores de diminuição da reatividade vascular encontrados nas incubações com 

apocinina e tiron, que sugerem um aumento na produção de peróxido de hidrogênio 

por meio do aumento da produção de ânions superóxidos derivados da NAD(P)H 

oxidase. Está bem descrito que em certas situações, o peróxido de hidrogênio pode 

atuar nos canais para potássio levando a uma resposta vasodilatadora (FÉLÉTOU, 

2009; NUNES et al., 2015). Assim, para investigar o envolvimento de canais para 

potássio, realizamos a incubação com TEA. A incubação com esse fármaco 

aumentou a reatividade vascular induzida pela fenilefrina, sugerindo um maior 

envolvimento dos canais para potássio nos anéis expostos ao cobre. 

 

Até o momento, mostramos uma redução na reatividade vascular à fenilefrina 

em anéis aórticos expostos ao cobre, acompanhados pela produção de NO a partir 

da iNOS e produção de peróxido de hidrogênio. Ambos os fatores podem atuar nos 

canais de potássio e produzir relaxamento vascular (FELÉTOU, 2009). A fim de 

esclarecer qual dos fatores estaria diminuindo a reatividade vascular nos anéis 

expostos ao cobre, realizamos a co-incubação com TEA-aminoguanidina e TEA-

catalase. Ambas as incubações foram capazes de abolir a redução da reatividade 

vascular em anéis expostos ao cobre. Estas respostas sugerem que tanto o NO 

quanto o peróxido de hidrogênio estariam reduzindo a reatividade vascular através 

da atuação nos canais para potássio nos anéis de aorta expostos ao cobre. 
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7 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

Os principais achados deste estudo sugerem que a sobrecarga aguda de 

cobre reduz a resposta contrátil à fenilefrina em anéis aórticos de ratos. O aumento 

do NO e ações subsequentes nos canais para potássio resultaram em 

vasodilatação. A sobrecarga de cobre desencadeou o desacoplamento da eNOS 

aumentando a produção de ânions superóxido. A sobrecarga de cobre levou à 

ativação da iNOS e ao aumento da atividade da SOD o que foi associado à 

produção de H2O2. Consequentemente, NO e H2O2 foram capazes de induzir 

respostas vasodilatadoras em anéis aórticos de ratos pela ativação de canais para 

potássio. Estes resultados demonstram que o cobre em altas concentrações é capaz 

de desencadear mecanismos que alteram a regulação do tônus vascular. Nosso 

estudo aponta para o aumento da concentração sanguínea de Cu como fator de 

risco para morbimortalidade cardiovascular e ressalta a importância da compreensão 

dos mecanismos pelos quais o cobre pode afetar as funções vasculares, sugerindo 

que a regulação das concentrações sanguíneas deste metal possa ser um alvo 

terapêutico potencial para a prevenção e tratamento de doenças cardiovasculares. 
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7.1SUMARIZAÇÃO DOS RESULTADOS 

 

 

 

 

Figura 21: A exposição a altas concentrações de cobre promove o desacoplamento da eNOS, 

levando ao aumento da produção de superóxido e ativação da iNOS. A ativação da iNOS aumenta a 

produção de óxido nítrico e contribui para o aumento da produção de superóxido a partir da NAD(P)H 

oxidase. O aumento desses radicais livres induz um aumento da atividade da SOD, contribuindo para 

a formação do peróxido de hidrogênio. O peróxido de hidrogênio e o óxido nítrico atuam nos canais 

de potássio promovendo a redução da reatividade vascular. 
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