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RESUMO 

O mercúrio é um metal pesado amplamente disperso na natureza e, ao entrar em 

contato com o organismo humano, causa danos aos vasos e ao coração, promovendo 

o desenvolvimento de doenças cardiovasculares. Estudos anteriores já demonstraram 

que a exposição crônica ao cloreto mercúrio (HgCl2) por 30 dias não altera a pressão 

arterial em ratos normotensos adultos, no entanto, não se sabe quais seriam os efeitos 

dessa exposição em animais pré-hipertensos. Assim, nosso objetivo foi comparar os 

efeitos da exposição crônica ao HgCl2 em ratos normotensos e ratos 

espontaneamente hipertensos (SHR) jovens. Ratos Wistar e SHR com 4 semanas de 

idade foram diariamente tratados com HgCl2 (1ª dose 4,6 μg / kg, doses subsequentes 

0,07 μg / kg / dia, i.m. por 30 dias) ou solução salina 0,9%. Em animais normotensos 

jovens, a exposição ao mercurio não foi capaz de alterar a pressão arterial sistólica 

(PAS), reatividade vascular à fenilefrina, a produção de ânion superóxido e a via da 

COX-2. Porém, aboliu modulação da contração de anéis de aorta pelo receptor de 

prostaciclina (IP). Já em SHR, a exposição ao HgCl2  acelerou o desenvolvimento de 

hipertensão e aumentou a reatividade vascular à fenilefrina, ao menos em parte, pelo  

aumento da participação da via do EP1 e redução da via do IP. Além disso, aumentou 

o estresse oxidativo, confirmado pela maior produção in situ de ânion superóxido, e 

reduziu participação de enzimas antioxidantes, corroborado com a diminuição dos 

níveis de proteína SOD-1 na aorta. O conjunto desses efeitos caracteriza a disfunção 

endotelial no SHR e esta parece ser a razão pela qual o mercúrio acelera o 

desenvolvimento da hipertensão nesses animais. Esses achados sugerem que a 

exposição ao mercúrio altera o curso natural da hipertensão em SHR jovens, sendo 

um fator de risco cardiovascular para indivíduos pré-hipertensos. 

 

 

 

Palavras-chave: exposição por mercúrio; reatividade vascular; aorta; PGE2; SHR 

jovem. 

 

 

 

 



 
 

ABSTRACT 

Mercury is a heavy metal widely dispersed in nature and upon contact with the human 

body causes damage to the vessels and to the heart, promoting the development of 

cardiovascular diseases. Chronic exposure to mercury chloride (HgCl2) for 30 days 

does not change blood pressure in adult normotensive rats, however, it is unknown 

what would be the effects of this exposure on prehypertensive animals. Thus, we 

aimed to compare the effects of chronic exposure to HgCl2 in normotensive rats and 

young spontaneously hypertensive rats (SHR). Four-week-old Wistar and SHR were 

treated daily with HgCl2 (1st dose 4.6 μg/kg, subsequent dose 0.07 μg/kg/day, im, 30 

days) or 0.9% saline. 

In young normotensive animals, mercury exposure did not change systolic blood 

pressure (SBP), vascular reactivity to phenylephrine, superoxide anion production and 

the COX-2 pathway. However, it abolished modulation of contraction of aortic rings by 

the prostacyclin receptor (IP). In SHR, exposure to HgCl2 accelerated the development 

of hypertension and increased vascular reactivity to phenylephrine, at least in part, by 

increasing the participation of the EP1 pathway and reducing IP pathway. In addition, 

HgCl2 increased oxidative stress, confirmed by higher in situ production of superoxide 

anion, and reduced the participation of antioxidant enzymes, corroborated with the 

decrease in SOD-1 protein levels in aorta. Together, these effects characterize 

endothelial dysfunction in SHR and this seems to be the reason why mercury 

accelerates the development of hypertension in these animals. These findings suggest 

that mercury exposure changes the natural course of hypertension in young SHR and 

is a cardiovascular risk factor for pre-hypertensive individuals. 

 

 

 

Keywords: mercury exposure; vascular reactivity; aorta; PGE2; young SHR. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

1.1 MERCÚRIO 

 

1.1.1 ASPECTOS GERAIS, FONTES DE EXPOSIÇÃO E APLICAÇÕES DO 

MERCÚRIO 

 

O mercúrio é um metal pesado que, em condições normais de temperatura e 

pressão, se apresenta no estado líquido, sendo altamente maleável. Isso explica o 

seu nome, derivado do latim, hydrargyrum, que significa prata líquida, metal ao qual 

se assemelha (HSDB, 2000). Encontrado naturalmente no meio ambiente, o mercúrio 

(Hg) é um elemento estável que não pode ser degradado ou destruído  (WHO, 2010). 

De acordo com sua distribuição eletrônica, o mercúrio tem três possíveis 

estados de valência e existe em várias formas químicas classificadas em três grupos 

principais: mercúrio elementar, orgânico e inorgânico. 

O mercúrio elementar (Hg 0), é líquido à temperatura ambiente e pouco 

absorvível pelo organismo, mas quando aquecido acima da temperatura ambiente é 

muito volátil, sendo liberado na atmosfera como vapor de mercúrio, que é absorvido 

rapidamente pela circulação pulmonar  (CLARKSON; VYAS; BALLATORI, 2007; 

IBRAHIM, 2006; WHO, 2004). A exposição a essa forma do mercúrio tende a ocorrer 

em residências e ambientes ocupacionais como laboratórios que utilizam esse metal, 

uma vez que ele é utilizado na produção de lâmpadas, de termômetros, amálgamas 

dentárias, além de ser empregado para extração do ouro em garimpos (AZEVEDO, 

2003; SYVERSEN; KAUR, 2012).  

O mercúrio inorgânico surge da combinação do metal com átomos de cloro, 

enxofre ou oxigênio, dando origem aos sais de mercúrio (UNEP, 2002). Como o 

mercúrio apresenta dois estados de oxidação, o íon mercuroso (Hg22+), e mercúrico 

(Hg2+), ao se combinar com átomos de cloro, pode formar cloreto de mercúrio (HgCl2) 

e cloreto mercuroso (Hg2Cl2). Esses últimos são os principais exemplos de compostos 

inorgânicos de mercúrio, sendo mais utilizados para a produção de cosméticos, 

inseticidas e tintas. Embora esses sais de mercúrio provoquem efeitos tóxicos sobre 

o organismo, intoxicações mais graves são observadas quando o mercúrio inorgânico 

é lançado na natureza, atingindo correntes de água. Isso porque na água, o mercúrio 

inorgânico pode ser convertido em metilmercúrio por um processo chamado de 
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biometilação, realizado por microorganismos aquáticos (KASPER et al., 2007; 

SYVERSEN; KAUR, 2012; YE et al., 2016). 

Já a forma orgânica, ocorre quando o átomo de mercúrio se liga a um carbono 

de um grupo funcional (grupo etil, metil, fenil ou semelhantes), originando, 

respectivamente, o etilmercúrio, metilmercúrio ou fenilmercúrio (CLARKSON; 

MAGOS, 2006; KASPER et al., 2007; SYVERSEN; KAUR, 2012). O metilmercúrio 

(MeHg) bioacumula em espécies aquáticas e biomagnifica na cadeia alimentar, e por 

isso é considerado a forma mais tóxica do mercúrio (BRANCO et al., 2007; 

KOJADINOVIC et al., 2006). O mercúrio lançado nas correntes de água, como rios e 

lagos, entra na cadeia alimentar aquática, de tal forma que o consumo de peixes 

oriundos de águas contaminadas pode levar ao acúmulo progressivo do mercúrio no 

organismo humano, uma vez que a espécie humana se encontra no topo da cadeia 

alimentar (CLARKSON; MAGOS, 2006; KASPER et al., 2007; SYVERSEN; KAUR, 

2012) Isso justifica o crescente interesse da comunidade científica a respeito dos 

efeitos do mercúrio orgânico sobre o organismo, uma vez que, além de apresentar 

maior poder toxicológico, a intoxicação por esse metal está intimamente associada ao 

consumo de peixes contaminados (WOLKIN et al., 2012 CHENG et al., 2013; GUSTIN 

et al., 2017).. 

Quando inalado, o vapor do mercúrio elementar é rapidamente absorvido pelas 

mucosas e pulmões e, apesar de ser oxidado rapidamente, uma parte desse metal é 

depositada no cérebro (BRIDGES; ZALUPS, 2010), uma vez que o metal atravessa 

facilmente a barreira hematoencefálica. Já o metilmercúrio, é facilmente absorvido 

pelo intestino e depositado em vários tecidos, porém é pouco eficiente em atravessar 

a barreira hematoencefálica (CLARKSON; VYAS, 2007). 

O mercúrio metálico possui diversas propriedades físicas como: alta densidade, 

baixa viscosidade, superfície refletora e condutância elétrica, e são estes motivos que 

explicam seu grande número de aplicações (CLARKSON; MAGOS, 2006). O mercúrio 

é proveniente de várias fontes naturais como desgaseificação do manto e crosta da 

Terra, atividade vulcânica, erosão, processos geotérmicos, evaporação de solos e 

sedimentos, incêndios florestais (GIODA et al., 2007; SELIN et al., 2007; OPAS/OMS, 

2011). Estima-se que as emissões e re-emissões naturais de mercúrio são de 4800 

toneladas por ano e as emissões antropogênicas representam cerca de 2200 

toneladas por ano (SELIN et al., 2007). Apesar da redução ao longo dos anos da 

produção e consumo mundial do mercúrio, grande parte de dejetos desse metal 
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utilizados por indústrias chegam à natureza contaminando solos e rios e, desta forma, 

atingindo o homem através de várias fontes de exposição (GUZZI; LA PORTA, 2008) 

(Figura 1). 

 

 

 
Figura 1: Ciclo biogeoquímico do mercúrio. O mercúrio elementar (Hg0) é liberado na atmosfera 
através das emissões naturais e antropogênicas. Na atmosfera, o Hg0 vai reagir com oxigênio 
atmosférico formando o íon mercúrico (Hg2+) que se une aos vapores de água e chega aos solo, rios e 
lagos através da chuva. No solo, o Hg2+ se combina com o cloro (Cl), enxofre (S) e oxigênio (O) 
formando os sais de mercúrio, ou mercúrio inorgânico. Através de processos de erosão/lixiviação o 
mercúrio inorgânico é carregado ao ambiente aquático, onde sofre um processo de metilação, realizado 
por microorganismos, e dá origem ao mercúrio orgânico, principalmente o metilmercúrio (CH3Hg). Este 
entra na cadeia alimentar aquática contaminando plantas, mariscos, peixes e por fim, o homem. Na 
água, o CH3Hg bioacumula em espécies aquáticas e sofre biomagnificação na cadeia alimentar. Fonte: 
Própria. 

 

 

Segundo a Agência de Substâncias Tóxicas e Registro de Doenças (ATSDR) 

(1989), nos Estados Unidos da América, o risco de intoxicação pela acumulação de 

metilmercúrio originário da ingestão de peixe contaminado depende da concentração 

do contaminante na carne, da frequência de consumo e da quantidade ingerida (em 

função do tempo de meia-vida). A Food and Drug Administration (FDA), Agência de 
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Substâncias Tóxicas e Registro de Doença dos Estados Unidos (ATSDR), a Agência 

de Proteção Ambiental dos Estados Unidos (USEPA) e a Organização Mundial de 

Saúde (WHO) têm desenvolvido recomendações para o limite de exposição ao MeHg 

na dieta. Este varia de 0,1 µg/Kg/dia (EPA) a 0,47 µg/Kg/dia (WHO, 2005). Para o 

pescado, tem sido apontado limites variando entre 0,4 mg/Hg/Kg a 1,0 mg/Hg/Kg. O 

Brasil fixou em 0,5 mg/Kg para peixes não-predadores e 1,0 mg/Kg para peixes 

predadores (SVS/MS, 1988). O valor de referência de mercúrio sanguíneo 

recomendado pela Agência de Proteção Ambiental dos Estados Unidos (USEPA), 

onde a exposição é considerada sem efeito adverso, é de 5,8 ng/ml (USEPA, 1998).  

 

1.1.2 EFEITOS TÓXICOS DO MERCÚRIO 

 

Todas as formas do mercúrio são consideradas tóxicas e não possuem funções 

fisiológicas para o organismo (OPAS/OMS, 2011). Vários casos de morte por 

envenenamento por metilmercúrio já haviam sido descritos na Inglaterra no século XIX 

(1860) quando este foi sintetizado. No entanto, apenas após grandes catástrofes que 

marcaram o mundo, como o acidente em Minamata na década de 1950 no Japão 

(ETO, 2000), e no Iraque (BAKIR et al., 1973), é que a sociedade científica deu 

atenção ao potencial tóxico deste metal. Muitos efeitos neurocomportamentais em 

humanos foram relacionados à esta contaminação, como por exemplo: tremores, falta 

de coordenação motora, distúrbios sensoriais, redução do campo visual, entre outros 

(TSUBAKI; IRUKYAMA, 1976). 

 

1.1.3 EFEITOS DO MERCÚRIO SOBRE O ORGANISMO 

 

O mercúrio exerce seus efeitos sobre o organismo por meio da ligação a 

radicais sulfidrilas (-SH) (HALBACH et al., 1981; HALBACH, 1990; CLARKSON, 

1993), que são essenciais para a função normal de várias proteínas que constituem 

enzimas, canais iônicos ou receptores (AOKI; OBA; HOTTA, 1985; ABRAMSON; 

SALAMA, 1989; HALBACH, 1990; HULME; BIRDSALL; BUCKLEY, 1990); levando a 

alterações no sistema enzimático e no metabolismo celular (OPAS/OMS, 2011). O 

mercúrio se liga a biomoléculas que contêm grupamentos tiol, tais como glutationa, 

cisteína, homocisteína, N-acetilcisteína ou albumina (BRIDGES; ZALUPS, 2017). 

Entre os prováveis mecanismos tóxicos do mercúrio estão a inativação de enzimas, 
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proteínas estruturais e processos de transporte ou alteração da permeabilidade da 

membrana celular (STOHS; BAGCHI, 1995). O mercúrio pode influenciar a atividade 

da colinesterase e monoamino oxidase, enzimas importantes na síntese e degradação 

de neurotransmissores (BASU et al., 2007).  Sua toxicidade também está relacionada 

a sua capacidade de aumentar as espécies reativas de oxigênio (EROs) como o ânion 

superóxido (O2•-), o peróxido de hidrogênio (H2O2) e o radical hidroxil (OH•) 

(BRANDÃO et al., 2008). A exposição ao mercúrio também pode promover mudanças 

no sistema de defesa do organismo quando reduz níveis das enzimas catalase (CAT), 

superóxido dismutase (SOD), glutationa peroxidase (GPx), glutationa redutase (GR) 

e glutationa (GSH), proporcionando uma menor proteção celular em relação ao 

estresse oxidativo (RIBAROV; BENOV, 1981). Os efeitos indesejáveis dependem da 

forma química do mercúrio, da severidade e do tempo de exposição (ZAVARIZ; 

GLINA, 1992). 

 

1.1.4 EFEITO DO MERCÚRIO SOBRE O SISTEMA CARDIOVASCULAR 

 

 Segundo Wakita (1987) e Houston (2007) o desenvolvimento e instalação de 

doenças cardiovasculares (DCV) como aterosclerose, hipertensão arterial, doença da 

artéria coronária e infarto do miocárdio estão associadas, dentre outras causas, à 

exposição crônica a metais pesados. 

 A toxicidade do mercúrio e a correlação entre a poluição ambiental e o 

desenvolvimento de doenças cardiovasculares já são bem documentadas na literatura 

(GUALLAR et al., 2002; SALONEN et al., 1995, 2000; HOUSTON, 2007; VASSALLO 

et al., 2011). Trabalhos mostram que a exposição ao mercúrio aumenta o risco de 

infarto do miocárdio, aterosclerose, hipertensão arterial e disfunção coronariana 

(RHEE; CHOI, 1989; GUALLAR et al., 2002; BASTOS et al., 2005; FILLION et al., 

2006). Além disso, o mercúrio leva à inflamação, trombose, agregação plaquetária 

(HOUSTON, 2007), dislipidemia (SALONEN et al., 1995), disfunção imunológica 

(LUND; MILLER; WOODS, 1993; SHENKER; GUO; SHAPIRO, 1998), diminuição da 

hidrólise de ATP (OLIVEIRA et al., 1991), inibição da atividade da Na+K+-ATPase 

miocárdica (AHAMMAD-SAHIB, 1988; HALBACH et al., 1981; OLIVEIRA; 

VASSALLO, 1992) e diminuição da atividade da Ca+2-ATPase (KABEER et al., 1988). 

Altas concentrações de mercúrio deprimem a contratilidade cardíaca (RHEE; CHOI, 

1989; MASSARONI, 1995; VASSALLO et al., 1999; DA CUNHA et al., 2000) e em 
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baixas concentrações este metal tem um efeito inotrópico positivo (VASSALLO et al., 

1999; DA CUNHA et al., 2000). 

 Os efeitos globais do mercúrio nos vasos de ratos Wistar adultos incluem o 

aumento do estresse oxidativo (DA CUNHA et al., 2000; WIGGERS et al., 2008b), 

disfunção do músculo liso vascular e disfunção endotelial ( KISHIMOTO et al., 1995; 

ROSSONI et al., 1999; DA CUNHA et al., 2000a; WIGGERS et al., 2008b). Estudos 

sugeriram que o aumento do estresse oxidativo induzido pelo mercúrio ocorre por 

redução na atividade de enzimas antioxidantes no tecido vascular (DA CUNHA et al., 

2000; HOUSTON, 2007; WIGGERS et al., 2008b; PECANHA et al., 2010; FURIERI et 

al., 2011).  Diversas ações do mercúrio ocorrem por dano endotelial (FARIA et al., 

2018; PECANHA et al., 2010; RIZZETTI et al., 2018; WIGGERS et al., 2008a, 2016, 

2008b), um dos focos deste trabalho. Assim, para melhor compreensão dos efeitos do 

mercúrio no sistema vascular, faz-se necessário uma breve descrição da função do 

mesmo, com o foco nas principais vias vasoativas as quais foram investigadas nesse 

estudo. 

 

1.2.  CONTROLE DO TÔNUS VASCULAR 

 

1.2.1. ENDOTÉLIO VASCULAR  

 

 Entre o sangue e o músculo liso vascular existe uma camada pavimentosa 

de tecido denominada endotélio vascular, que funciona como uma barreira 

semipermeável, e desta forma controla o fluxo de nutrientes e substâncias. O endotélio 

em seu perfeito estado auxilia na manutenção do tônus vascular, por meio da 

liberação de fatores vasoconstritores e vasodilatadores, além de inibir a adesão 

leucocitária, a proliferação das células musculares lisas e a agregação plaquetária 

(CARVALHO et al., 2001). Os fatores vasodilatadores liberados pelo endotélio 

vascular são: o óxido nítrico, também conhecido como fator de relaxamento derivado 

do endotélio (EDRF) (FURCHGOTT; ZAWADZKI, 1980; PALMER; FERRIGE; 

MONCADA, 1987), o fator hiperpolarizante derivado do endotélio (EDHF) (TAYLOR 

et al., 1988; FÉLÉTOU; VANHOUTTE, 2006), e a prostaciclina (PGI2) (MONCADA; 

HIGGS; VANE, 1977; VANHOUTTE, 1993). Já os fatores vasoconstritores são: a 

endotelina-1 (YANAGISAWA et al., 1998), angiotensina II  (KIFOR; DZAU, 1987), e os 

ânions superóxido (O2-.) (FURCHGOTT, 1984; RUBANYI; VANHOUTTE, 1986), os 
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produtos do metabolismo do ácido araquidônico como o tromboxano A2 (TxA2), as 

prostaglandinas H2 e F2α (PGH2 e PGF2α) (FROLICH; FORSTERMANN, 1989; 

VANHOUTTE, 1993). 

 

1.2.2. ÓXIDO NÍTRICO 

 

 O óxido nítrico é um mediador gasoso responsável por vários fenômenos 

fisiológicos. A L-arginina é a precursora da síntese do óxido nítrico, na presença de 

óxido nítrico sintase. O óxido nítrico pode ser um oxidante ou um redutor dependendo 

do meio em que ele se encontra, e é destruído rapidamente pelo oxigênio (ARCHER, 

1993), produzindo nitrito e nitrato (KIECHELE; MALINSKI, 1993). Segundo Adams 

(1996), o NO é uma substância vasodilatadora, citotóxica, e, dependendo do tipo 

celular e estímulo, é capaz de modular reações inflamatórias e anti-inflamatórias. 

 Estudos têm mostrado que o óxido nítrico é um dos fatores mais importantes 

na regulação do tônus vascular (MONCADA; PALMER; HIGGS, 1991; MARIN; 

RODRÍGUES-MARTÍNEZ, 1997). Além de produzir vasodilatação, possui capacidade 

de inibir a agregação e adesão leucocitária e plaquetária à parede vascular (KUBES; 

SUZUKI; GRANGER, 1991; MONCADA; PALMER; HIGGS, 1991), e também inibe a 

proliferação celular (GARG; HASSID, 1989). 

 As enzimas responsáveis por catalisar a produção de NO a partir da L-

arginina no organismo são as Óxido Nítrico Sintases (NOSs) (NATHAN; XIE, 1994; 

FÖRSTERMANN; SESSA, 2012). Até o momento, foram descritas três isoformas da 

NOS e estas são agrupadas em duas categorias: NOS constitutiva (c-NOS) e a NOS 

induzível (i-NOS) (MONCADA; PALMER; HIGGS, 1991; MARLETTA, 1994). A 

isoforma constitutiva precisa da interação com a calmodulina, que é dependente do 

aumento dos níveis de cálcio, para ser ativada. Há dois tipos de c-NOS, a NOS 

endotelial (e-NOS) e a NOS neuronal (n-NOS) (MONCADA; PALMER; HIGGS, 1991; 

MARLETTA, 1994), sendo ativadas em condições saudáveis (XIA; VANHOUTTE, 

2011; FÖRSTERMANN; SESSA, 2012). Em contraste, a i-NOS só é induzida por 

estímulos inflamatórios, e sua ativação é independente da concentração intracelular 

do Ca2+ (GHOSH; SALERNO, 2003). 
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          Figura 2: Isoformas da Óxido Nítrico Sintase. Fonte: Própria. 

 

 O shear stress e a estimulação dos receptores (da bradicinina, acetilcolina, 

adenosina difosfato, serotonina, substância P e outros) na membrana das células 

endoteliais por agonistas, são responsáveis por estimular a síntese do NO em 

condições fisiológicas, ocorrendo assim o relaxamento (FÉLÉTOU; VANHOUTTE, 

2006; MONCADA; HIGGS, 2006). A síntese do NO ocorre pelas células vasculares 

endoteliais através da enzima eNOS. A eNOS catalisa a produção do NO a partir do 

aminoácido L-arginina (BIAN; DOURSOUT; MURAD, 2008) que é convertido em L- 

citrulina. Então o NO atravessa o espaço do endotélio para o músculo liso vascular e 

estimula a guanilato ciclase solúvel (GCs) (CONGER, 1994; LYONS, 1995). A 

ativação desta enzima vai gerar aumento da taxa de conversão do trifosfato de 

guanosina (GTP) em monofosfato cíclico de guanosina (GMPc) intracelular, ocorrendo 

assim a diminuição da tensão do músculo liso (JONES et al., 1999) através da redução 

da liberação de Ca 2+ do retículo sarcoplasmático pelo GMPc (COLLINS et al., 1986), 

e também ajuda na restauração do Ca 2+ para o retículo sarcoplasmático 

(CORNWELL; PRYZWANSKY; WYATT TA, 1991), levando ao relaxamento das 

células do músculo liso vascular (CONGER, 1994; LYONS, 1995). 

 O NO também pode induzir vasodilatação pela estimulação dos canais de 

potássio na membrana, ao aumentar o efluxo de K+ da célula muscular lisa vai gerar 

uma redução do potencial de membrana e assim a hiperpolarização (BOLOTINA et 

al., 1994; NELSON et al., 1995; TRIGGLE et al., 2003; FÉLÉTOU; VANHOUTTE, 

2006). Então, ocorre o fechamento dos canais de Ca2+ voltagem dependente 
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presentes na membrana celular e o músculo liso vascular relaxa, ocorrendo a 

vasodilatação (NELSON et al., 1995). Além disso, o NO também pode estimular a 

atividade da Na+/ K+-ATPase (GUPTA; BANSAL; KHANNA, 1996), que é responsável 

por manter o potencial de membrana celular e por contribuir para a regulação do tônus 

vascular e pressão arterial (MARÍN; REDONDO, 1999). Desta forma, o NO mantém a 

função vascular adequada. 

 

1.2.3. ESPÉCIES REATIVAS DE OXIGÊNIO (EROs) E ESTRESSE OXIDATIVO 

 

As EROs são átomos ou moléculas reativas que possuem número ímpar de 

elétrons em sua última camada eletrônica. Essa alta reatividade que as caracterizam 

é dada por esse não emparelhamento de elétrons (SCHNEIDER; DE OLIVEIRA, 

2004). As principais fontes de espécies reativas de oxigênio são a cadeia 

transportadora de elétrons da mitocôndria e várias oxidases, incluindo a NADPH 

oxidase, xantina oxidase, ciclooxigenase, lipoxigenase, isoenzimas do citocromo 

P450, glicose oxidase e a NO sintase desacoplada (VAZIRI; RODRÍGUEZ-ITURBE, 

2006; PARAVICINI; TOUYZ, 2008; LASSÈGUE; SAN MARTÍN; GRIENDLING, 2012). 

A principal fonte de EROs na vasculatura é a NADPH oxidase (CAI; HARRISON, 2000, 

HIGASHI et al., 2009), principalmente nas células do endotélio vascular 

(MONTEZANO; TOUYZ, 2012). 

A principal função da NADPH oxidase é catalisar a transferência de elétrons da 

NADPH em moléculas de oxigênio através de suas subunidades catalíticas (Nox), 

sendo as principais isoformas identificadas nos tecidos cardiovasculares: as Nox1, 

Nox2, Nox4 e Nox5 (LASSEGUE; CLEMPUS, 2003; NGUYEN DINH CAT et al., 2012). 

Contaminantes ambientais como os metais pesados aumentam a produção de 

radicais livres por ativação da enzima NADPH oxidase (YU, 1994; YU et al., 2008). 

Em seu estudo, Wiggers et al., (2008b) demonstraram em ratos, que a exposição a 

baixas concentrações de cloreto de mercúrio afeta possivelmente a atividade da 

NADPH oxidase, e induzem disfunção endotelial em vasos de condutância e 

resistência. Grande variedade de doenças estão associadas a metais pesados que se 

acumulam no organismo e exercem efeitos pró-oxidantes e contribuem para a geração 

de EROs (CAI; GRIENDLING; HARRISON, 2003; PENDYALA; NATARAJAN, 2010). 

Dentre as principais EROs destacam-se: o radical superóxido (O2•-), radical hidroxila 
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(OH•), o peroxinitrito (ONOO-) e o peróxido de hidrogênio (H2O2). O ânion superóxido 

(O2•-), além de ser considerado o radical com maior importância na biologia vascular 

(TANIYAMA; GRIENDLING, 2003), é fundamental para a produção de outras espécies 

reativas e causa alterações na função vascular (FERREIRA; MATSUBARA, 1997). 

Em todos os sistemas biológicos, são encontradas Espécies Reativas do 

Metabolismo do Oxigênio (ERMO). O metabolismo celular aeróbio, em condições 

fisiológicas, promove redução tetravalente do O2, com aceitação de quatro elétrons, 

formando H2O (Figura 3). No decorrer desse processo, os intermediários reativos são 

formados, como os radicais superóxido (O2•-), hidroperoxila (HO2•) e hidroxila (OH•), 

e o peróxido de hidrogênio (H2O2). Na maioria das vezes, é na mitocôndria que ocorre 

a redução completa do O2, e a entrada dos quatro elétrons neutraliza a reatividade 

das ERMO (COHEN, 1989). 

 

Figura 3: Redução tetravalente do oxigênio molecular (O2) na mitocôndria até a formação de água 
(H2O). No processo, há formação de várias espécies reativas de oxigênio (Adaptado de Cohen, 1989). 

 

Em concentrações intracelulares baixas, as EROs são responsáveis por regular 

o tônus vascular fisiológico, o crescimento celular, adesão, diferenciação, senescência 

e apoptose (CAI; GRIENDLING; HARRISON, 2003; PENDYALA; NATARAJAN, 

2010). Já os níveis elevados, podem estar associados ao desenvolvimento de 

mecanismos patológicos relacionados à disfunção endotelial, reatividade vascular, 
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remodelamento arterial e inflamação vascular (DRUMMOND et al., 2011a; 

LASSÈGUE; SAN MARTÍN; GRIENDLING, 2012). 

O aumento da produção de EROs pode gerar uma diminuição das defesas 

antioxidantes do organismo, ocasionando o estresse oxidativo (BRANDÃO et al., 

2008).  Segundo Bianchi e Antunes (1999), o estresse oxidativo pode gerar lesões 

nas proteínas e ao DNA, provocando várias mudanças na função celular e, assim, 

tecidual. Na vasculatura, desencadeia processos moleculares que contribuem para 

lesão vascular (AFONSO; SANT’ANA; MANCINI-FILHO, 2010). Estudos também 

demonstraram que a exposição ao mercúrio induz estresse oxidativo, que danifica 

vários órgãos e sistemas (WIGGERS et al., 2008b; RIZZETTI et al., 2017).  

 

1.2.4. VIA DA CICLOOXIGENASE (COX) 

 

A ciclooxigenase (COX), também conhecida como prostaglandina H sintase ou 

endoperóxido de prostaglandina sintase (EC1.14.99.1), é uma enzima que limita a 

velocidade na síntese de prostanóides, que são mensageiros lipídicos bioativos com 

muitos papéis essenciais na fisiologia e na doença (SIMMONS; BOTTING; HLA, 

2004). Possui função de catalisar a conversão de ácido araquidônico à prostaglandina 

G2 (PGG2), pela sua atividade de ciclooxigenase; e de PGG2 à prostaglandina H2 

(PGH2), pela sua atividade de peroxidase; e, por isso, é considerada uma enzima 

bifuncional ligada à membrana (BIANCHI; ANTUNES, 1999).  

Foi postulada uma distinção entre as isoformas da COX devido à sua expressão 

gênica (SEIBERT; MASFERRER, 1994; VANE; BAKHLE; BOTTING, 1998). A COX-1 

é a isoforma constitutiva, expressa na maioria das células e tecidos onde os 

prostanoides derivados da COX-1 estão envolvidos nas funções homeostáticas 

(SMITH; DEWITT; GARAVITO, 2000; RICCIOTTI; FITZGERALD, 2011). É função da 

COX-1 manter a função fisiológica normal do aparelho urinário, além de proteger o 

trato gastrointestinal, sistema nervoso central, sistema reprodutivo e cardiovascular 

(ANTMAN; DEMETS; LOSCALZO, 2005; GROSSER; FRIES; FITZGERALD, 2006). 

Já a COX-2, é geralmente considerada como a isoforma induzível, responsável 

pelo aumento da produção dos prostanoides em resposta a estímulos inflamatórios e 

fatores de crescimento durante a inflamação e várias condições patológicas (SMITH; 

DEWITT; GARAVITO, 2000; RICCIOTTI; FITZGERALD, 2011). O substrato preferido 
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da COX-1 são os ácidos graxos, principalmente o ácido araquidônico, a COX-2 utiliza 

ácido graxos porém pode utilizar substrato diferente como o glicerol 2-araquidonil 

(SMITH; SONG, 2002). 

Para ocorrer a síntese dos prostanoides, as isoformas COX-1 e COX-2 

primeiramente transformam o ácido araquidônico em Prostaglandina H2, em seguida, 

esta é convertida em prostaglandina E2 (PGE2), prostaglandina F2a (PGF2a), 

prostaglandina D2 (PGD2), prostaglandina I2 (PGI2) ou em TXA2 por ação de sintetases 

específicas (MARDINI; FITZGERALD, 2001). Após liberados, os prostanoides se 

ligam a receptores acoplados a proteína G, estes receptores são: EP1 – EP4, IP, FP, 

DP e TP.  A PGE2 acoplam-se aos receptores EP, a PGI2 une-se a receptores IP, a 

PGF2a conecta-se ao FP, a PGD2 se acopla ao DP e o TXA2 vai se ligar aos receptores 

TP (FUNK, 2001; WRIGHT et al., 2001). 

Existem dois tipos de respostas desencadeadas sobre o leito vascular pelos 

prostanoides ao se ligarem aos seus respectivos receptores: relaxamento e 

vasoconstricção do músculo liso vascular. Para promover o relaxamento, os 

prostanoides ativam os receptores EP2, EP4, DP e IP, estes estimulam a adenilato 

ciclase, que vai aumentar os níveis de AMPc. Já a contração do músculo liso vascular, 

ocorre por vários mecanismos, os receptores envolvidos são EP1, EP3, FP e TP 

(FUNK, 2001; WRIGHT et al., 2001). Desta forma, os prostanoides estão relacionados 

ao controle do tônus e reatividade vascular em condições fisiológicas e patológicas 

(DAVIDGE, 2001; ADEAGBO et al., 2005; ALVAREZ et al., 2005, 2007). 

 Em pacientes e em diferentes modelos animais de hipertensão há aumento 

dos prostanoides vasoconstritores derivados da isoforma COX-2, que são 

responsáveis por aumentar as respostas vasoconstritoras e disfunção endotelial 

presente nessa doença (WIDLANSKY et al., 2003; ALVAREZ et al., 2007; WONG et 

al., 2011; TIAN et al., 2012; MARTÍNEZ-REVELLES et al., 2013;  VIRDIS et al., 2013; 

AVENDAÑO et al., 2016). Por ser uma doença inflamatória, é visto na hipertensão  um 

aumento da expressão da isoforma induzível (COX-2), tornando o quadro ainda mais 

grave por estar associado ao aumento da participação de receptores TP e estresse 

oxidativo. Estudos têm demonstrado a ação dos prostanoides vasoconstritores da 

COX-2 no aumento da reatividade vascular, pressão arterial e disfunção endotelial em 

modelos animais de hipertensão (ALVAREZ et al., 2005, 2007). A via da COX-2 é 

considerada a principal fonte de EROs na hipertensão essencial e em modelos 

https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/essential-hypertension
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animais de hipertensão (MARTÍNEZ-REVELLES et al., 2013; HERNANZ et al., 2014; 

VIRDIS; TADDEI, 2016).  

 

1.3 HIPERTENSÃO ARTERIAL 

 

 A Hipertensão Arterial (HA) é uma doença crônica, de origem multifatorial 

(YAZBECK et al., 2009), como aspectos genéticos, nervosos, hemodinâmicos, 

metabólicos e ambientais (PAGE, 1949). Por apresentar altos custos médicos e 

socioeconômicos, a HA é considerada como um importante problema de saúde 

pública. A HA provoca complicações, como: insuficiência cardíaca, doença arterial 

coronariana, doença vascular periférica, doença cerebrovascular e insuficiência renal 

crônica (MACMAHON; PETO; CUTIER, 1995; PIMENTA; OPARIL, 2010). 

 O desenvolvimento da hipertensão está intimamente associado à reatividade 

vascular periférica. Comprometimentos funcional na regulação da contração e 

relaxamento do músculo liso vascular estão, muitas vezes, relacionados ao aumento 

da resistência vascular periférica (LEE et al., 2015). As Diretrizes Brasileira de 

Hipertensão Arterial determinam que, para serem classificados como normotensos, 

os indivíduos devem apresentar valores menores que 120 mmHg de pressão arterial 

sistólica (PAS) e 80 mmHg de pressão arterial diastólica (PAD). Para ser classificados 

com pré-hipertensão os indivíduos devem apresentar valores entre 130-139 mmHg de 

PAS e 85-90mmHg de PAD, e valores acima destes últimos descritos indicam 

hipertensão arterial (VI Diretriz Brasileira de Hipertensão Arterial).  

 A hipertensão arterial pode ser classificada em essencial e secundária. 

Segundo Lenfant et al., (2003) a hipertensão essencial ou primária é mais frequente 

em adultos (95%). No entanto, tem seu início na infância (BERENSON et al., 1994; 

BAO et al., 1995), período em que começa desenvolver as primeiras alterações no 

sistema arterial, coração e também em outros órgãos (DANIELS; MEYER; LOGGIE, 

1990; MCNIECE et al., 2007). Existem fatores intrínsecos e extrínsecos que 

colaboram para origem e/ou sustentação da hipertensão essencial.  Entre os fatores 

intrínsecos estão: a resistência à insulina, aumento do sistema renina-angiotensina e 

da atividade simpática, hereditariedade (HARRAP, 1994), a raça (FREIS, 1973), 

modificações dos parâmetros hemodinâmicos (alterações na resistência vascular 

periférica e no débito cardíaco) (FOLKOW, 1982; HARRAP, 1994). Já os fatores 

extrínsecos são: alto consumo de sal, sedentarismo, tabagismo e obesidade (BAKRIS; 
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MENSAH, 2002). Diversos estudos têm demonstrado o aumento da pressão arterial 

após exposição a metais pesados, como o mercúrio (CARMIGNANI et al., 1992; 

VASSALLO et al., 2011; DA CUNHA et al., 2000; RIZZETTI et al., 2017), cádmio 

(GONICK et al., 1997; MASSO; CORREDOR; ANTONIO, 2007; ALMENARA et al., 

2013) e  chumbo (SIMÕES et al., 2017; VAZIRI et al., 1997). Na hipertensão 

secundária ocorre o aumento da pressão arterial sistêmica (PA) devido a uma causa 

identificável. A forma secundária acomete de 5-10% dos pacientes que possuem a 

hipertensão arterial (MANCIA; FAGARD; NARKIEWICZ et al., 2013).  

O músculo liso participa da regulação da PA através do tônus vascular e o 

endotélio possui participação essencial e ativa no controle e manutenção da PA por 

ser capaz de liberar substâncias vasodilatadoras e vasoconstrictoras, que regulam o 

crescimento do músculo liso e o tônus vascular. Nota-se que a hipertensão arterial é 

acompanhada por alterações no papel das células endoteliais. Desta forma, a 

resistência vascular aumentada é consequência da disfunção endotelial, e vai 

contribuir para o processo hipertensivo (CANNON III, 1998; TRIGGLE et al., 2003; 

KOLLURU; SIAMWALA; CHATTERJEE, 2010). 

Estudos já confirmaram que na hipertensão há redução da síntese do NO, 

outros acreditam que há aumento da produção e assim ocorre um mecanismo 

compensatório ao aumento da pressão arterial (DOHI et al., 1990; ALEXANDER et al., 

1999; BRIONES et al., 1999;; ROSSONI et al., 2002; CHANG et al., 2002). Porém, há 

pesquisadores que descrevem que a síntese e liberação de NO parece não estar 

alteradas na hipertensão, no entanto, sua biodisponibilidade está reduzida devido à 

grande formação de ânion superóxido, que agem inativando o NO, e assim reduzem 

sua ação vasodilatadora e promove vasoconstricção (GRYGLEWSKI; BOTTING; 

VANE, 1988; SUZUKI et al., 1995). Outros fatores que contribuem para a hipertensão 

é o desacoplamento da eNOS e aumento da expressão e atividade da NADPH 

oxidase, o qual contribui para a formação de ânion superóxido, que também tem sido 

descrito na hipertensão arterial (ZALBA et al., 2000; BESWICK et al., 2001; FORTUNO 

et al., 2005).  

 Cosselman; Navas-Acien; Kaufman, (2015) realizaram estudos 

epidemiológicos que sugeriram associações potenciais entre a exposição ambiental a 

metais com o aumento da prevalência de hipertensão. Assim, para investigar se essa 

exposição ao mercúrio causa alterações na pressão arterial de ratos com pré-

disposição genética para hipertensão arterial, estudamos o modelo genético de 
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hipertensão experimental espontânea, ou seja, os ratos espontaneamente 

hipertensos (SHR), que constituem o modelo mais semelhante à hipertensão primária 

no homem (TRIPPODO; FROHLICH, 1981). Essa semelhança se dá pelo fato de 

apresentarem respostas endócrinas e hemodinâmicas similares às do homem com 

hipertensão essencial (SEALS et al., 1993). A elevação da pressão arterial no SHR 

surge a partir da 5a semana de vida (LEE, 1985), e a hipertensão já é considerada 

instalada quando o animal encontra-se na 7a semana (YAMORI, 1994). No entanto, 

não se sabe se a exposição crônica ao mercúrio poderia alterar o curso natural da 

hipertensão essencial em SHRs jovens, sendo um fator de risco para indivíduos pré-

hipertensos.  

A hipótese do presente estudo é que a exposição crônica ao cloreto de 

mercúrio, por 30 dias, poderia antecipar o aparecimento de hipertensão em SHR 

jovens, e, também, verificar possível correlação entre essa antecipação do 

aparecimento da hipertensão e disfunção vascular induzida pelo metal nesses 

animais. 

 

1.4 JUSTIFICATIVA 

 O mercúrio é considerado um fator de risco cardiovascular. Em ratos adultos 

normotensos a exposição por 30 dias ao mercúrio não causa hipertensão, embora 

esse metal promova disfunção vascular. Nada se sabe sobre a ação do mercúrio no 

desenvolvimento da hipertensão de animais SHR jovens e tão pouco sobre a 

reatividade vascular desses animais e de animais normotensos jovens. Diante disso, 

torna-se relevante avaliar o papel do mercúrio após 30 dias de exposição na 

reatividade vascular em aorta de ratos Wistar e SHR jovens, ou seja, SHR ainda no 

estágio pré-hipertenso, avaliando se o mercúrio altera a história natural da hipertensão 

nesses ratos e sua implicação no Wistar jovem.  
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2. OBJETIVOS 

2.1 OBJETIVO GERAL 

Avaliar os efeitos da exposição crônica ao cloreto de mercúrio por 30 dias sobre a 

pressão arterial e a reatividade vascular de aorta de ratos Wistar e SHR jovens. 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS: 

  Avaliar o efeito do tratamento crônico por 30 dias com HgCl2 sobre a pressão 

arterial sistólica de ratos Wistar e SHR jovens, através de pletismografia de 

cauda; 

 Verificar se a exposição ao cloreto de mercúrio influencia o ganho de massa dos 

animais; 

 Determinar se o mercúrio promove alteração na sobrecarga do ventrículo 

esquerdo estimando a hipertrofia cardíaca; 

 Investigar se a exposição ao mercúrio promove alteração na reatividade vascular 

à fenilefrina em anéis isolados de aorta de ratos Wistar e SHR jovens; 

 Investigar se o mercúrio altera a participação de fatores endoteliais em resposta 

à fenilefrina, como: modulação do óxido nítrico, estresse oxidativo, e 

prostanoides derivados da COX-2; 

 Averiguar o efeito do mercúrio sobre o relaxamento dependente e independente 

do endotélio em aorta isolada de ratos Wistar e SHR jovens; 

 Quantificar a produção vascular in situ de O2•-, através de análise de 

fluorescência por DHE após exposição ao HgCl2; 

 Avaliar se o tratamento crônico com cloreto de mercúrio altera a expressão 

proteica da SOD-1 e COX-2 na aorta. 

 

3. MATERIAL E MÉTODOS 

3.1 ANIMAIS EXPERIMENTAIS 

 

 Todos os procedimentos experimentais e o uso e cuidado com esses animais 

foram realizados de acordo com as normas para pesquisa biomédica conforme 
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declarado pelas Sociedades Brasileiras de Biologia Experimental, e todos os 

experimentos foram aprovados pela Comissão de Ética para o Uso de Animais da 

Universidade Federal do Espírito Santo, Brasil (CEUA-UFES 09 / 2018).  

 Foram utilizados para este estudo ratos jovens espontaneamente hipertensos 

(SHRs) e Wistar, com 4 semanas de idade. Os animais foram alojados em gaiolas 

coletivas (4 ratos por gaiola), sob condições controladas de temperatura e um ciclo 

claro-escuro de 12 h, com livre acesso a água e a ração especial para roedores. Os 

ratos foram divididos em quatro grupos: Wistar Controle  (Wistar Ct), Wistar Mercúrio 

(Wistar Hg),  SHR Controle (SHR Ct) e SHR Mercúrio (SHR Hg). Os grupos controle 

receberam injeções intramusculares de veículo (solução salina, 0,9%) por quatro 

semanas e os grupos mercúrio receberam injeções intramusculares de cloreto de 

mercúrio (HgCl2), sendo a primeira dose 4,6μg / kg e doses subsequentes de 

manutenção de 0,07 μg / kg / dia, de acordo com Wiggers et al., (2008b). As doses 

foram ajustadas à massa do rato semanalmente. 

 

3.2 PRESSÃO ARTERIAL E MASSA CORPORAL 

 

A pressão arterial e o massa corporal dos animais foram acompanhados 

semanalmente com o objetivo de avaliar se a exposição crônica ao cloreto de mercúrio 

interfere na pressão arterial e no ganho de massa dos animais. Para avaliar a 

possibilidade de impactos sobre o crescimento ósseo, a tíbia foi medida com auxílio 

de paquímetro após eutanásia dos animais, ao final do protocolo de tratamento.  

A pressão arterial sistólica foi mensurada antes e semanalmente após o início 

da exposição ao mercúrio ou veículo em ratos acordados, de maneira indireta e não 

invasiva, utilizando o pletismógrafo de cauda (IITC Life Science - 23924 Victory Blvd, 

Woodland Hills, CA, EUA). Os ratos foram submetidos previamente a ambientação 

por 3 dias durante 10 min para se adaptarem aos ciclos de deflação-inflação do 

pletismógrafo antes da primeira mensuração de pressão, com o objetivo de prevenir 

alterações pressóricas devido ao estresse dos animais frente ao procedimento de 

obtenção dos valores.  

No dia do registro da pressão arterial sistólica, os animais foram colocados em 

um contentor cilíndrico de acrílico onde permaneceram por 5 a 10 min. A cauda dos 

animais era conectada ao manguito inflável dotado de sensor de fluxo conectado ao 
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amplificador e este ao computador, para obtenção dos dados pressóricos. Os cilindros 

com os ratos eram colocados no interior de um aparato que promovia um ambiente 

escuro e aquecido a 33 °C, a fim de promover dilatação da artéria caudal permitindo 

a aferição da PAS. A média aritmética de três medidas foi utilizada.  

 

3.3 HIPERTROFIA CARDÍACA 

 

 Após os 30 dias de exposição ao mercúrio, os ratos foram anestesiados com 

injeção intraperitoneal, uma mistura de quetamina (90mg / kg) mais xilazina (10mg / 

kg), os reflexos foram testados para confirmar a sedação e então, a toracotomia foi 

realizada e os corações removidos. O ventrículo esquerdo (VE) foi cuidadosamente 

dissecado, colocado por 24 horas na estufa a 37 °C e depois foi realizado a 

averiguação da massa seca. A tíbia também foi retirada para estimar o crescimento 

ósseo, medida com o paquímetro e utilizada para normalização da massa do VE. A 

razão entre massa seca do VE (mg) e comprimento tibial (mm) foi calculada para 

estimar a hipertrofia cardíaca. 

 

3.4 AVALIAÇÃO DA REATIVIDADE VASCULAR  

 

Após a anestesia, a aorta torácica descendente foi cuidadosamente removida 

utilizando pinça e tesoura, e imersa rapidamente em placa de Petri contendo solução 

de Krebs- modificada, fria (4ºC), 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. 

Após a retirada do tecido conectivo e adiposo, a aorta torácica foi dividida em 

seguimentos cilíndricos de aproximadamente 4 mm de comprimento (Figura 4). Os 

anéis de aorta foram montados em banho de órgãos contendo solução de Krebs-

Henseleit na temperatura de 36,5 ± 0,5ºC gaseificada com 95% de O2 e 5% de CO2 

(pH 7,4). Dois fios de aço inoxidáveis, em forma de triângulos, foram passados através 

do lúmen dos segmentos de forma a ficar paralelos na luz do vaso. Um triângulo foi 

fixado à parte inferior do banho e o outro conectado verticalmente a um transdutor de 

força isométrica (TSD125C, CA, U.S.A). Assim, qualquer alteração do diâmetro do 

vaso era captada pelo transdutor que estava conectado a um sistema de aquisição de 
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dados (MP 100 Biopac Systems, Inc; Santa Barbara, CA, USA) e este a um 

computador (Figura 5). 

 

 

Figura 4. (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 de aproximadamente 4 mm (Angeli, 2009). 

 

 
 

Figura 5.  Preparação dos anéis isolados de aorta para avaliação da reatividade vascular in vitro. Fonte: 
Própria (2019). 

 

Em seguida à montagem, os segmentos vasculares foram submetidos a uma 

tensão de repouso de 0,9 a 1,3 gramas para os grupos Wistar controle e Wistar 

mercúrio, e tensão de repouso entre 1,4 a 1,7 para os grupos SHR controle e SHR 

mercúrio, reajustadas, quando necessário, durante 45 minutos de estabilização a uma 

temperatura de 37º C. Após esse período de estabilização, verificou-se a integridade 

funcional do músculo liso vascular, induzida por despolarização e posterior aumento 

de tensão dos anéis aórticos, utilizando o KCl (75mM). Ao atingirem um grama de 

força a partir do valor basal os anéis aórticos foram lavados três vezes com solução 

de Krebs-Henseleit para retornarem a tensão de repouso. Os segmentos que não 
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atingiram tal contração foram descartados. Após 30 minutos de estabilização, uma 

nova dose de KCl 75 mM foi adicionada ao banho para aquisição da contração máxima 

do MLV, sendo aferida após 30 minutos da adição, tempo necessário para atingir um 

platô no registro da contração.  Após esse platô, os anéis foram novamente lavados 

três vezes com solução de Krebs-Henseleit para atingir o valor basal, e após 30 

minutos, esses segmentos foram submetidos à avaliação da integridade funcional do 

endotélio.  

A integridade funcional do endotélio foi avaliada através da capacidade da 

acetilcolina (10 −5 M), agonista muscarínico, induzir relaxamento em anéis de aorta 

previamente contraídos com fenilefrina (10-7 a 10-6 M), um agonista α1-adrenérgico, 

até atingir platô de contração mínimo de 50 a 70% da contração do KCl. 

Posteriormente, a preparação foi lavada três vezes, e após 30 minutos de 

estabilização da tensão basal, os fármacos que atuam nas vias vasoativas a serem 

estudadas foram incubados por 30 minutos. Transcorridos esse período foi realizada 

a curva concentração-resposta à fenilefrina (10−11 a 10−4 M) (Figura 6 e 7). 

 

 

 

Figura 6. 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 para Wistar 
e 1,4 a 1,7g para SHR); 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) 10−7 M ou mais até atingir entre 50 e 70% do 2º KCl; J) Adição de acetilcolina (ACh) 
10−5 M; L) Troca de solução Krebs-Henseleit e período de estabilização antes das incubações (30 min). 
O tempo foi registrado em minutos, eixo horizontal (intervalo de 80 min) e a força em gramas (g), eixo 
vertical (Dias, 2007). 
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Figura 7. Representação dos registros dos experimentos de reatividade vascular em anéis de aorta. A) 
Contração ao KCl (75 mM); B) teste de integridade do endotélio; C) Incubação com fármaco e curva 
concentração- resposta à fenilefrina; D) Resposta vascular a acetilcolina/ nitroprussiato de sódio após 
pré- contração à fenilefrina. Fonte: Própria. 
 

 

Os seguintes protocolos experimentais foram realizados:  

 

a) Avaliação da resposta vasoconstrictora à fenilefrina, através da realização 

de uma curva concentração-resposta (entre 10-11 a 10-4 mol/L) analisando a variação 

de contração ocorrida a cada concentração.  

b) Vasodilatação dependente do endotélio, avaliada por meio da resposta à 

acetilcolina realizada nas artérias previamente contraídas com fenilefrina. Uma vez 

obtido o platô, foram realizadas as curvas concentração-resposta à acetilcolina (ACh, 

10-12 a 10-4 mol/L) avaliando-se o percentual de redução da tensão em relação ao 

estado pré-contraído. 

c) Vasodilatação independente do endotélio, avaliada por meio da resposta ao 

doador de óxido nítrico, nitroprussiato de sódio (NPS, 10-12 a 10-4 mol/L) realizada nas 

artérias previamente contraídas com fenilefrina até atingir platô e após platô, realizou-

se curvas concentração-resposta ao NPS. Também foi avaliado o percentual de 

redução da tensão em relação ao estado pré-contraído. 

d) Com a finalidade de estudar a participação do óxido nítrico (NO) na resposta 

contrátil à fenilefrina, os anéis de aorta foram incubados com um inibidor não seletivo 

da óxido nítrico sintase (NOS), o NG-nitro-L-arginina metil éster (L-NAME,100 μM).  

e) Para verificar o envolvimento das espécies reativas de oxigênio na resposta 

contrátil à fenilefrina foi utilizada a Apocinina (Apo, 30 µM), que é uma inibidora da 

NADPH oxidase, ou seja, inibe uma das principais enzimas formadoras de radicais 
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livres, e também foi utilizado a Catalase (1000U/ml), um varredor enzimático de 

peróxido de hidrogênio;   

f) Para avaliar a exposição ao cloreto de mercúrio sobre a participação da via 

do ácido araquidônico- ciclooxigenase na resposta contrátil induzida pela fenilefrina, 

os anéis isolados de aorta foram incubados com Indometacina (10 μM), um inibidor 

não-seletivo da enzima ciclooxigenase (COX). Também foram utilizados o Celecoxibe 

(1 mM), um inibidor específico da COX-2; SQ 29,548 (1 µM), antagonista do receptor 

tromboxano- prostanoide (TP); e SC 19 220 (10 µM) antagonista do receptor EP1 de 

prostaglandina E2.  Também foi utilizado um antagonista do receptor IP de prostaciclina 

(PGI2), Cay 10 441 (100 nM). 

 

3.5  QUANTIFICAÇÃO DA PRODUÇÃO VASCULAR DE ÂNION SUPERÓXIDO 

(O2
−)   

 

Para verificar a influência da exposição crônica ao cloreto de mercúrio sobre 

a produção de O2−, foi utilizada a técnica de fluorescência produzida pela oxidação 

do dihidroetídio (DHE) como descrito anteriormente por Wiggers et al. (2008b). A 

membrana celular é permeável ao hidroetídio, e na presença de O2•−, esse 

componente é oxidado a brometo de etídio, se liga ao DNA, e emite uma coloração 

vermelha ao ser excitado. O experimento foi realizado em segmentos de aorta torácica 

de ratos dos grupos Controle e Mercúrio. 

 Após a dissecção, as aortas foram imersas em eppendorf com solução 

tampão de Krebs-HEPES com 30% de sacarose durante uma hora. A seguir, foram 

embebidas em meio de inclusão para criostato (Tissue-Tek O.C.T.) e mantidas em 

−80 °C até o momento de realização dos cortes. 

 Os segmentos da artéria congelados foram cortados com o criostato em 

secções de 10 µm de espessura e colocados em lâminas de vidro gelatinizadas. As 

lâminas foram colocadas em estufa a 37 ºC por uma hora para derreter o meio de 

inclusão. Logo em seguida foram incubados durante 30 min a 37ºC em tampão Krebs-

HEPES (em mM: 130 NaCl, 5,6 KCl, 2 CaCl2, 0,24 MgCl2, 8,3 HEPES e 11 glucose, 

pH 7,4). Em seguida, o Krebs-Hepes foi escorrido e o excesso foi seco. 

Posteriormente foi realizada a incubação com uma solução contendo HEPES e DHE 

(2 µM) por 30 min em uma câmara umidificada protegida contra luz a 37 ° C. Decorrido 
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este tempo, as lâminas foram montadas com meio de montagem cobertas com 

lamínula e então visualizado com um microscópio de fluorescência invertida (Leica 

DM 2500, objetiva 40x), com uma câmera fotográfica Leica DFC 310 FX, foram 

utilizados os mesmos ajustes de imagem em ratos controle e expostos ao cloreto de 

mercúrio. A fluorescência foi detectada com um filtro de 568 nm. Para quantificação, 

quatro anéis por animal foram amostrados para cada condição experimental e a média 

foi calculada. A quantificação das imagens foi realizada pelo software ImageJ 

(National Institutes of Health, EUA). 

 

3.6 ANÁLISE DA EXPRESSÃO DE PROTEÍNAS POR WESTERN BLOT 

 

 A técnica de Western Blotting foi utilizada para determinar a influência da 

exposição ao cloreto de mercúrio sobre o conteúdo de proteínas-chaves nos 

processos e vias identificados pelos ensaios funcionais em aorta. Os anéis aórticos 

foram dissecados em solução nutridora de Krebs-Henseleit e armazenados a −80ºC 

até a homogeneização das amostras. Para extração das proteínas, os segmentos 

aórticos foram homogeneizados por trituração em solução contendo: Tris - HCl (10 

mM, pH 7,4); NaVO3 (1 mM); SDS, 1 %; DTT (0,5 mM); EDTA (5 mM , pH 8); PMSF 

(1 mM); NaF (10 mM); Inibidor de protease, em banho de gelo. Depois de 

homogeneizadas as amostras eram centrifugadas (Eppendorf-Neitheier- Hinz, GmbH 

22331, Alemanha) durante 10 minutos, 6.000 rpm a 4ºC e, em seguida, o 

sobrenadante era retirado e feita então a quantificação proteica pelo método de Lowry 

(Peterson, 1977). Determinou-se a densidade óptica medindo a absorbância num 

espectrofotómetro multi-canal a λ = 750 nm (Cary Varian. San Diego, CA, USA). Para 

a quantificação, foi realizada uma diluição da amostra (1:50). Em seguida, o volume 

necessário para uma carga de 80 μg de proteína foi calculado, sendo este volume de 

amostra misturada, em partes iguais, com tampão de homogeneização. Alíquotas do 

homogeneizados foram diluídas em solução de Laemmli 4X (0,5 mM de uréia, 0,17 

mM de SDS, 39 μM de ditiodiol, 0,01 M de Tris e azul de bromofenol 0,5%), e após 

centrifugação foram mantidas à temperatura de 95 ºC durante 4 minutos.  

 As amostras foram carregadas em géis de SDS-poliacrilamida 7,5% ou 10%  

(Tris Hcl 1,5 M pH: 8.8, acrilamida 40%, glicerol 100%, SDS 10%, persulfato de 

amônico (APS) 10% e Temed), juntamente com um marcador de peso molecular de 
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amplo espectro (6 a 180kDa), previamente imersos em uma cuba contendo solução 

tampão para eletroforese (Tris HCl 25mM, glicina 190 mM e  SDS 0,1%) sendo 

submetidas à eletroforese aplicando uma corrente constante de 80V por 

aproximadamente 2 horas e 30 minutos (PowerPacTM HC, BioRad, Singapura) 

fazendo com que as amostras (proteínas) passassem pelo gel.  

 Após o término da eletroforese, foi feita a transferência das proteínas para 

uma membrana de Nitrocelulose (Amersham, UK) previamente ativada por água 

durante 20 segundos. Para a transferência, foi realizado o método de transferência 

líquida na qual o gel, a membrana e o papel Whatman foram montados em um sistema 

de sanduíche em suporte Holder Cassete e acoplado à uma cuba (Trans-Blot SD Cell 

Bio-Rad, USA) contendo uma solução tampão de transferência (Tris 25mM, glicina 

190mM, SDS 0.1% e Metanol 20%) à 8º C com uma corrente de 60 V, overnight. 

 Ao final da transferência, as membranas foram incubadas por 2 horas, à 

temperatura ambiente, com uma solução bloqueadora (leite desnatado 5%, Tris HCl 

10 mM, NaCl 100mM e Tween 20 à 0,1%, pH 7,5) para evitar a união não-específica 

com reativos não imunológicos. Em seguida, as membranas foram incubadas por toda 

a noite à 4 ºC, sob agitação, em solução à 5% de albumina com tampão TBS-T (Tris 

HCl 10 mM, NaCl 100mM e Tween 20 à 0,1%, pH 7,5) adicionados aos anticorpos 

primários para COX-2 (anticorpo monoclonal 1: 1000; Cayman Chemical, Ann Arbor, 

MI, EUA), SOD-1 (1: 1000, anticorpo monoclonal, Santa Cruz Biotechnology, Dallas, 

TX, EUA) e α-actina (1: 20.000, Sigma Aldrich, St. Louis, MO, EUA) utilizada como 

controle de carga do mesmo homogenato.    

 Uma vez finalizada a incubação, as membranas foram lavadas, sob agitação, 

com solução TBS-T durante 30 minutos para remoção do excesso do anticorpo 

primário, sendo trocada a solução de TBS-T a cada 10 minutos. Posteriormente, as 

membranas foram incubadas por 1 hora, a temperatura ambiente e agitação contínua, 

com anticorpo secundário IgG anti-camundongo ou anti-coelho conjugado com 

peroxidase (1:5000, Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA). Após a incubação com o 

anticorpo secundário, as membranas foram lavadas por 30 min com solução de TBS-

t, para remoção do excesso de anticorpo secundário, e mais 30 min de lavagem com 

solução TBS (Tris-HCl 10 mM, NaCl 100 mM, pH 7,5), as soluções foram trocadas a 

cada 5 minutos no TBS-T e a cada 10 minutos no TBS.  Os imunocomplexos foram 

detectados utilizando um sistema de quimioluminescência por meio da exposição da 

membrana por 5 minutos a um sistema de detecção (ECL Prime, Amersham 
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International, Little Chalfont, UK). A aquisição de imagens foi realizada utilizando o 

ChemiDoc (Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, CA, EUA), e a análise densitométrica 

das bandas de proteínas nos sinais de imunotransferência foi quantificada usando o 

programa de computador ImageJ (Imagem V1.56; National Institutes of Saúde, EUA). 

Os dados de expressão de proteína foram expressos como a razão entre os sinais no 

immunoblot correspondendo as proteínas de interesse e α-actina. 

 

3.7 DROGAS E REAGENTES 

 

 Cloreto de Mercúrio (HgCl2), Apocinina, Cloridrato de Fenilefrina, Cloreto de 

Acetilcolina, L-NAME, Indometacina, Nitroprussiato de Sódio e Catalase foram 

adquiridos pela Sigma-Aldrich (St Louis, USA); Celecoxib, SC 19220, SQ 29 548 e 

CAY 10441 foram adquiridos pela Cayman Chemical; Cloreto de potássio pela Merck. 

Quetamina da Vetnil. Xilazina adquirido da Ceva. Sais e reagentes, quando não 

especificados, foram obtidos da Sigma ou Merk (Darmstadt, Alemanha). 

 

3.8 ANÁLISES ESTATÍSTICAS 

 

 Todos os valores foram expressos como a média ± EPM. Para normalizar as 

forças obtidas de cada preparação, as respostas vasoconstritoras induzidas pela 

fenilefrina foram expressas como uma porcentagem da contração induzida pelo KCl 

75 mM. A resposta vasodilatadora foi expressa como uma porcentagem da contração 

prévia de fenilefrina. Para cada curva concentração-resposta, o efeito máximo (Rmax) 

e a concentração do agonista que produziu metade da Rmax (EC50) foram calculados 

usando análise de regressão não linear (GraphPad Prism Software, San Diego, CA). 

A sensibilidade dos agonistas foi expressa como pD2 (−log EC50). Para comparar os 

efeitos da incubação de fármacos nas respostas contráteis à fenilefrina, alguns 

resultados foram expressos como diferenças da área abaixo das curvas de 

concentração- resposta (dAAC) para os grupos controle e experimental. As AAC foram 

calculadas a partir dos gráficos individuais de concentração-resposta utilizando um 

programa de computador (GraphPad Prism 6, GraphPad Software, Inc., San Diego, 

CA). As diferenças foram expressas como a porcentagem da dAAC da situação 
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controle correspondente. Para a expressão da proteína, os dados foram expressos 

como a razão entre os sinais no immunoblot correspondente à proteína estudada e 

normalizados com α-actina. A análise estatística dos resultados foi realizada por teste 

t, pareado e / ou não pareado, e análise de variância (ANOVA), uma e / ou duas vias, 

medidas repetidas ou completamente randomizadas. Quando a ANOVA duas vias 

apresentava significância estatística, o teste post-hoc de Bonferroni foi realizado para 

comparação entre médias, e o teste de Tukey post-hoc usado para ANOVA uma via. 

Os dados foram analisados e plotados usando o software GraphPad Prism (versão 

6.0, EUA). Os resultados foram considerados significativos para valores de p <0,05. 

 

4. RESULTADOS 

4.1 MASSA CORPORAL 

 

 Os grupos SHR obtiveram uma massa menor quando comparados aos 

grupos Wistar, e não houve diferença significativa no ganho de massa entre os grupos 

Wistar e entre os SHR após a exposição ao mercúrio (Wistar Ct = 287,2 ± 33,4 g vs 

Wistar Hg = 284,6 ± 37,9 g / SHR Ct = 178,4 ± 23,5 g vs SHR Hg = 184,1 ± 16,9 g, P 

> 0,05).  

 

4.2 AVALIAÇÃO DA PRESSÃO ARTERIAL SISTÓLICA  

 

 A pressão arterial sistólica (PAS) não foi alterada nos grupos Wistar durante 

as semanas de exposição ao mercúrio e foi similar entre os grupos Wistar Ct e Wistar 

Hg. No grupo SHR Ct, como era de se esperar, observou-se aumento progressivo de 

PAS a partir da segunda semana, com estabilização da mesma na quarta semana.  

No entanto, após uma semana de exposição ao mercúrio, já verificou-se aumento da 

PAS no animais SHR, quando comparados aos animais SHR Ct, sendo que esta 

diferença se manteve até o final das 4 semanas de exposição ao metal (Figura 8, 

Tabela 1). 
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Tabela 1. Evolução temporal dos valores da PAS medidos por pletismografia de cauda em SHR pré-

hipertensos e Wistar jovens.   

  PAS (mmHg)   

Grupos     Semana 0    Semana 1     Semana 2     Semana 3      Semana 4 

Wistar Ct 82,87±3,28 87,74±2,14 92,70±2,97 92,91±2,38 92,37±1,71 

Wistar Hg 82,87±1,50 92,66±2,45 100,47±2,29 95,25±2,82 101,33±2,37 

SHR Ct 98,80±3,24# 100,81±3,30# 116,55±2,59# 134,42±1,95# 141,76±2,52# 

SHR Hg 104,70±1,30* 113,95±2,74*& 129,41±2,04*& 147,75±3,16*& 148,87±2,7*& 

Os resultados foram expressos como média ± EPM. ANOVA duas vias seguida pelo pós-teste de 
Bonferroni: * P <0,05 - Wistar Ct e Wistar Hg vs SHR Hg; & P <0,05 - SHR Ct vs SHR Hg. # P <0,05 - 
Wistar Ct e Wistar Hg vs SHR Ct. N=8, em cada grupo. 
 

 

 

Figura 8. Influência da exposição crônica ao mercúrio sobre a PAS de SHR pré- hipertensos e 

Wistar jovens. Evolução temporal dos valores da PAS medidos por pletismografia da cauda em Wistar 

Ct (n = 8), Wistar Hg (n = 8), SHR Ct (n = 8) e SHR Hg (n = 8) por quatro semanas. Os resultados foram 

expressos como média ± EPM. ANOVA duas vias seguida pelo pós-teste de Bonferroni: * P <0,05 - 

Wistar Ct e Wistar Hg vs SHR Hg; & P <0,05 - SHR Ct vs SHR Hg. # P <0,05 - Wistar Ct e Wistar Hg 

vs SHR Ct. 
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4.3 HIPERTROFIA CARDÍACA 

 

 A morfometria cardíaca foi avaliada nestes animais porque existe uma 

relação entre hipertrofia cardíaca e aumento na sobrecarga de pressão, que é uma 

resposta adaptativa a condições patológicas como a hipertensão (COOPER IV, 1987). 

Não houve diferença significativa na relação massa do VE / comprimento da tíbia nos 

grupos Wistar e SHR na ausência ou presença de exposição ao mercúrio (Figura 9, 

Tabela 2). 

 

 

Figura 9. Análise da hipertrofia cardíaca dos ratos Wistar (A) e SHR (B), na ausência (Ct) e presença 
de HgCl2 analisados pela razão massa (g) ventrículo esquerdo úmido pelo comprimento da tíbia (mm). 
O número de animais usados está indicado entre parênteses. Os resultados estão expressos em média 
± EPM. Teste t não pareado. 
  

 

Tabela 2. Parâmetros ponderais, massa VE, comprimento tíbia e relação do massa do VE/ 

comprimento tíbia para se estimar hipertrofia cardíaca nos grupos expostos ao mercúrio e nos seus 

respectivos grupos controle. 

 Wistar Ct Wistar Hg SHR Ct SHR Hg 

Massa corporal (g) 287,2±33,4 284,6±37,9 178,4±23,5 184,1±16,9 

Massa VE (mg) 0,119±0,004 0,116±0,005 0,106±0,005 0,103±0,004 

Comprimento tíbia (mm) 32,58±0,71 32,46±0,86 29,58±0,59 30,17±0,51 

VE (mg)/ tíbia (mm) 3,63±0,10(9) 3,67±0,13(6) 3,57±0,10(8) 3,42±0,14(10) 

Efeitos da exposição ao mercúrio sobre os parâmetros ponderais. *P<0.05 vs animais controles no 
teste t Student não-pareado. Número amostral está indicado entre parênteses. 
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4.4 REATIVIDADE VASCULAR 

 

4.4.1 REATIVIDADE VASCULAR À FENILEFRINA 

 

 A exposição crônica ao mercúrio não afetou a resposta ao KCl nos anéis 

aórticos isolados dos grupos estudados (Wistar Ct: 2,38 ± 0,06 g, n = 34; Wistar Hg: 

2,45 ± 0,06 g, n = 33, SHR Ct: 1,88 ± 0,05 g, n = 24; SHR Hg: 1,98 ± 0,04 g, n = 26, 

*P> 0,05 vs animais controles por teste t Student não-pareado) (Figura 10).  

 

 

Figura 10. Resposta contrátil ao KCl (75mM), em segmentos de artéria aorta torácica de ratos Wistar 
e SHR, na ausência (Ct) e presença de HgCl2. W Ct (n= 32); W HgCl2 (n= 35); SHR Ct (n= 24) e SHR 
HgCl2 (n= 27). Os resultados (média ± EPM) estão expressos como porcentagem da contração induzida 
por 75 mM de KCl.   

 

A fenilefrina induziu resposta contrátil, concentração-dependente, em anéis 

isolados de aorta de todos os grupos estudados. No entanto, a exposição ao mercúrio 

promoveu aumento dessa resposta em aorta isolada de animais SHR quando 

comparados aos seus controles SHR Ct (Figura 11 B, Tabela 3). Já nos animais 

Wistar, não foram evidenciadas alterações na resposta à fenilefrina (Figura 11 A). 
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Tabela 3. Resposta máxima (Rmax) e sensibilidade (pD2) da curva concentração-resposta à fenilefrina 

(FE) sobre anéis aórticos de Wistar e SHR jovens na ausência e presença do HgCl2 (Hg). 

 FE 

Grupos Rmax (%) pD2 

Wistar Ct 79.66±3.67 -5.96±0.16 

Wistar Hg 75.10±3.38 -5.83±0.18 

SHR Ct 78.48±4.38 -5.79±0.22 

SHR Hg 93.53±4.27*  -6.51±0.15* 

Os dados foram expressos como a média ± EPM. Os valores de Rmax foram expressos como uma 
porcentagem da resposta máxima induzida por 75 mM de KCl. pD2, -log da metade do Rmax. Teste t 
não pareado entre os grupos de mesma linhagem. * P <0,05; Rmax: Wistar Ct vs Wistar Hg; SHR Ct 
vs SHR Hg. 
 

 

 

Figura 11. Reatividade vascular na aorta de ratos Wistar e SHR jovens tratados com cloreto de 
mercúrio. Curvas concentração-resposta à fenilefrina em segmentos de aorta torácica nos grupos 
Wistar Ct e Wistar Hg (A) e SHR Ct e SHR Hg (B). O número de animais utilizados está indicado entre 
parênteses. Os resultados (média ± EPM) são expressos como a porcentagem de contração induzida 
pelo KCl 75 mM. ANOVA duas vias seguido por pós-teste de Bonferroni. * P <0,05 - vs SHR Ct. 
 

 

4.4.2 RESPOSTA VASODILATADORA À ACETILCOLINA E AO NITROPRUSSIATO 

DE SÓDIO 

 

Para verificar se a exposição crônica ao mercúrio afetou o relaxamento 

dependente e independente do endotélio, foram realizados experimentos com 

acetilcolina e nitroprussiato de sódio, respectivamente. Tanto a acetilcolina quanto o 

nitroprussiato de sódio promoveram relaxamento concentração-dependente nos 
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segmentos isolados de aorta em todos os grupos estudados. Além disso, a resposta 

máxima induzida pela acetilcolina ou nitroprussiato de sódio não foi diferente entre os 

grupos (Rmax (%): ACh, Wistar Ct: 92,71 ± 2,08; Wistar Hg: 95,20 ± 1,33; SHR Ct: 

95,94 ± 3,30; SHR Hg: 98,59 ± 1,89. NPS, Wistar Ct: 102,7 ± 0,74; Wistar Hg: 102,3 

± 0,57; SHR Ct: 106,4 ± 3,30; SHR Hg: 100,4 ± 1,17). 

 

4.4.3 EFEITO DO BLOQUEIO DA SÍNTESE DE ÓXIDO NÍTRICO NA RESPOSTA 

VASCULAR À FENILEFRINA 

 

 Para determinar se a participação do óxido nítrico na resposta contrátil à 

fenilefrina foi afetada pela exposição crônica ao mercúrio, os anéis aórticos isolados 

foram incubados com L-NAME (100 μM), um inibidor não-específico da NOS. O L-

NAME aumentou a resposta contrátil à fenilefrina em todos os grupos. A magnitude 

do efeito avaliado através da %dAAC não foi diferente entre os grupos Wistar Ct e 

Wistar Hg, e SHR Ct e SHR Hg (Figura 12).   

 

 

Figura 12. Efeitos da exposição crônica ao mercúrio na resposta vascular mediada pelo NO em 
resposta à fenilrefrina. Efeito do bloqueio da síntese de óxido nítrico com L-NAME (100 μM) na curva 
concentração-resposta à fenilefrina em segmentos da aorta torácica de Wistar Ct (A), Wistar Hg (B), 
SHR Ct (D) e SHR Grupos Hg (E) com L-NAME e os respectivos grupos sem intervenção. Diferença 
percentual da área abaixo da curva concentração-resposta (dAAC) de anéis de aorta na presença e 
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ausência de L-NAME para os grupos Wistar (C) e SHR (F). O número de animais utilizados é indicado 
entre parênteses. Os resultados (média ± EPM) da resposta da fenilefrina são expressos em 
percentagem da contração induzida por 75 mMKCl. Two-way ANOVA seguido por pós-teste de 
Bonferroni. * P <0,05 - Wistar Ct vs L-NAME, Wistar Hg vs L-NAME; SHR Ct vs L-NAME e SHR Hg vs 
L-NAME. 

 
 

 Também avaliamos a variação percentual da produção de NO pela magnitude 

do efeito do L-NAME através da %dAAC comparando entre os grupos Wistar e SHR. 

Assim, encontramos maior magnitude no grupo SHR quando comparado ao Wistar, 

tanto no controle quanto após exposição ao mercúrio. Isso sugere que os SHRs 

apresentam maior biodisponilidade de NO em resposta à fenilefrina (Figura 13A e B). 

 

Figura 13. Variação percentual da produção de NO entre os grupos Controle e expostos ao 
mercúrio, na ausência e presença do L-NAME. Diferença na área abaixo das curvas concentração-
resposta (dAAC) na presença e ausência de L-NAME para os grupos: (A) Wistar Ct vs SHR Ct; (B) 
Wistar Hg vs SHR Hg. O número de animais utilizados está indicado entre parênteses. Teste t não 
pareado. * P <0,05. * SHR Ct + L-NAME vs Wistar Ct + L-NAME; SHR Hg + L-NAME vs Wistar Hg + L-
NAME. 
 

 

4.4.4 PARTICIPAÇÃO DE ESPÉCIES REATIVAS DE OXIGÊNIO NAS RESPOSTAS 

VASCULARES 

 

 Para esclarecer o que estava influenciando o aumento da reatividade 

vascular no grupo SHR Hg, o envolvimento dos radicais livres foi investigado. Para 

determinar se a exposição ao mercúrio aumentou o estresse oxidativo pelo aumento 

da participação da NADPH oxidase, o anel aórtico isolado de cada grupo foi incubado 

com apocinina (30 μM). A apocinina reduziu as respostas à fenilefrina apenas nos 

segmentos aórticos de SHR expostos ao mercúrio, sem alterar essa resposta nos 

outros grupos (Figura 14). A fluorescência emitida pelo DHE foi maior em aorta isolada 
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de animais SHR expostos ao mercúrio, sugerindo maior liberação de ânion superóxido 

(Figura 14 E). 

 Para uma investigação mais detalhada do papel do estresse oxidativo local 

sobre as alterações presentes em aortas de animais expostos ao mercúrio, foi 

realizado estudo de expressão/conteúdo proteico de uma enzima antioxidante, a SOD. 

O conteúdo dessa proteína foi determinado através da análise por western blotting. 

Como evidenciado na Figura 14 F, houve redução significativa do conteúdo proteico 

da SOD no SHR Ct quando comparado ao Wistar Ct, sugerindo que a pré-hipertensão 

modifica a expressão/conteúdo da enzima SOD. Também podemos observar que não 

houve alteração do conteúdo proteico da SOD entre os grupos SHR Ct e SHR Hg, 

assim a exposição ao mercúrio não teve interferência na expressão/conteúdo da SOD. 

Porém, no grupo Wistar exposto ao mercúrio houve redução significativa quando 

comparado ao seu respectivo grupo controle, sugere-se que a exposição ao mercúrio 

altera a expressão/conteúdo protéico da SOD em ratos normotensos jovens. 
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Figura 14 . Efeitos da exposição crônica ao mercúrio na modulação de EROs na reatividade 
vascular à fenilefrina. Efeito do inibidor da NADPH oxidase Apocinina (30 μM) sobre a curva 
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concentração-resposta à fenilefrina em segmentos de aorta torácica de ratos dos grupos Wistar Ct (A), 
Wistar Hg (B), SHR Ct (C) e SHR Hg (D) com Apocinina e os respectivos grupos sem intervenção. Em 
E, produção vascular de ânion superóxido e (F) análise densitométrica do Western blot para expressão 
da proteína superóxido dismutase (SOD) na aorta de ratos controle e expostos ao mercúrio de grupos 
Wistar e SHR. Os blots representativos também são mostrados. Número de animais utilizados é 
indicado entre parênteses. Os resultados (média ± EPM) da resposta à fenilefrina são expressos em 
porcentagem da contração induzida por 75 mM KCl. ANOVA duas vias seguido por pós-teste de 
Bonferroni. * P <0,05 - vs SHR Hg. **P <0,05 pelo teste t de Student - vs SHR Ct e # P <0,05 – vs Wistar 
Ct 
 
 

 Com o propósito de avaliar se a exposição ao cloreto de mercúrio estaria 

influenciando a produção de H2O2 e assim estaria contribuindo, ainda mais, para o 

aumento do estresse oxidativo, e consequentemente no aumento da resposta 

vascular à fenilefrina nos animais SHR Hg, investigamos a  participação do H2O2 na 

resposta contrátil à fenilefrina em anéis aórticos isolados de todos os grupos através 

da incubação com o "varredor" de peróxido de hidrogênio, Catalase (1000 U / mL). 

Observou-se que a catalase não alterou a resposta vascular à fenilefrina em nenhum 

grupo, sugerindo que o H2O2 não está envolvido no aumento da reatividade vascular 

em resposta à exposição ao mercúrio em aorta isolada de SHR (Figura 15). 
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Figura 15. Efeitos da exposição crônica ao mercúrio sobre a liberação de peróxido de hidrogênio 
(H2O2) na reatividade vascular à fenilefrina. Efeito da catalase (1000 U/ml), “varredor” do peróxido 
de hidrogênio sobre a curva concentração-resposta à fenilefrina em segmentos de aorta torácica de 
ratos dos grupos Wistar Ct (A), Wistar Hg (B), SHR Ct (C) e SHR Hg (D) com catalase e os respectivos 
grupos sem intervenção. Os resultados (média ± EPM) da resposta à fenilefrina são expressos em 
porcentagem da contração induzida por 75 mM KCl. ANOVA duas vias seguido por pós-teste de 
Bonferroni. * P >0,05. 

 

4.4.5 EFEITO DA EXPOSIÇÃO AO CLORETO DE MERCÚRIO NA VIA DA 

CICLOOXIGENASE (COX) 

 

 Considerando que os compostos derivados da COX são capazes de 

aumentar a reatividade vascular,  e além disso, há aumento desses prostanoides tanto 

na exposição ao mercúrio quanto em situações inflamatórias, como na hipertensão, 

investigamos o papel dos prostanóides na resposta exacerbada à fenilefrina induzida 

pelo mercúrio. Os anéis aórticos foram incubados com o inibidor não-seletivo da 

ciclooxigenase, a  indometacina (10 µM). A incubação com indometacina aumentou 

de forma similar as respostas vasoconstritoras à fenilefrina nos anéis aórticos de ratos 

Wistar controle e expostos ao mercúrio (Figura 16A e B), sugerindo a liberação de um 

vasodilatador derivado da via da COX. No entanto, nos anéis aórticos de SHR 

expostos ao mercúrio, a indometacina reduziu a resposta à fenilefrina, sugerindo a 

liberação de um vasoconstritor induzido por essa exposição ao metal (Figura 16D e 

E). 
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Figura 16. Papel da via da COX na reatividade vascular em aorta após exposição crônica ao 
mercúrio. Efeito do inibidor não-seletivo da COX, indometacina (10 μM) na curva concentração-
resposta à fenilefrina em segmentos da aorta torácica de Wistar Ct (A), Wistar Hg (B), SHR Ct (D), SHR 
Hg ( E) grupos com indometacina e os respectivos grupos sem intervenção. Número de animais 
utilizados foi indicado entre parênteses. Diferença percentual da área abaixo da curva concentração-
resposta (dAAC) de anéis de aorta na presença e ausência de Indometacina para os Grupos Wistar 
(C). Teste t-Student. Os resultados (média ± EPM) da resposta à fenilefrina são expressos em 
percentagem da contração induzida por 75 mM KCl. ANOVA duas vias seguido por pós-teste de 
Bonferroni. * P <0,05 - vs Wistar Ct, Wistar Hg, SHR Ct e SHR Hg.  
 

 

Para esclarecer se havia o envolvimento da COX-2 em tais efeitos da exposição 

ao mercúrio, os anéis foram incubados com o inibidor da COX-2, o Celecoxibe (1 mM). 

O celecoxibe reduziu as respostas vasoconstritoras à fenilefrina nos anéis aórticos 

dos SHRs (Figura 17C e D), sem modificar essa resposta no grupo Wistar (Figura 17A 

e B). No entanto, a magnitude desse efeito foi maior nos SHRs expostos ao mercúrio, 

conforme indicado pela dAAC (Figura 17E). Confirmando tais resultados, a análise de 

Western Blot indicou uma expressão aumentada de proteína da COX-2 em anéis 

aórticos de SHRs expostos ao mercúrio comparado ao SHR Ct. Entretanto, não houve 

alteração de tal expressão proteica entre os grupos Wistar Ct e Wistar Hg (Figura 17  

F). 
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Figura 17. Envolvimento da COX-2 na reatividade vascular após exposição crônica ao mercúrio. 
Efeito do inibidor específico da COX-2, o Celecoxibe (1 mM) sobre a curva concentração-resposta à 
fenilefrina em segmentos de aorta torácica nos grupos Wistar Ct (A), Wistar Hg (B), SHR Ct (C), SHR 
Hg (D) com celecoxibe e os respectivos grupos sem intervenção. Diferença percentual da área abaixo 
da curva concentração-resposta (dAAC) de anéis de aorta na presença e ausência de celecoxibe para 
os Grupos SHR Hg (E). O conteúdo proteico de COX-2 (F) foi analisado por Western blotting em 
homogenatos de aorta e normalizados pelo conteúdo de α-actina.  Número de animais utilizados foi 
indicado entre parênteses. Os resultados (média ± EPM) da resposta à fenilefrina são expressos em 
percentagem da contração induzida por 75 mM KCl. ANOVA duas vias seguido por pós-teste de 
Bonferroni. * P <0,05 - vs SHR Ct. #P <0,05 – vs SHR Ct pelo teste t de Student. 

 

 De modo a identificar qual o prostanoide vasoconstritor derivado da COX-2 

estava envolvido na redução das respostas à fenilefrina nos grupos SHR, os anéis 

aórticos foram incubados com o SQ 29,548, antagonista do receptor de tromboxano 
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A2 (TP) e o SC 19220, antagonista do receptor de prostaglandina E2 (EP1). O SQ 

29,548 reduziu de forma semelhante as respostas à fenilefrina nos dois grupos SHR 

(Figura 18C, D e E), sem modificar a resposta à fenilefrina nos grupos Wistar (Figura 

18A e B).  

 

Figura 18. Papel do receptor TP (TXA2) na reatividade vascular da aorta após exposição crônica 
ao mercúrio. Efeito do SQ 29,548 (1 μM), antagonista do receptor TXA2, sobre a curva concentração-
resposta à fenilefrina em segmentos de aorta torácica nos grupos Wistar Ct (A), Wistar Hg (B), SHR Ct 
(C), SHR Hg (D) com SQ 29,548 e os respectivos grupos sem intervenção. Diferença percentual da 
área abaixo da curva concentração-resposta (dAAC) de anéis de aorta na presença e ausência de SQ 
29,548 para o grupo SHR Hg (E). Teste t de Student. Número de animais utilizados indicado entre 
parênteses. Os resultados (média ± EPM) da resposta à fenilefrina são expressos em percentagem da 
contração induzida por 75 mM KCl. ANOVA duas vias seguido por pós-teste de Bonferroni. * P <0,05 - 
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vs SHR Ct e SHR Hg. Diferenças na área abaixo das curvas concentração-resposta (dAAC) em 
segmentos com e sem intervenção. 
 

 
 
 A incubação com o SC 19220 reduziu as respostas vasoconstritoras à 

fenilefrina somente nos anéis aórticos de SHR expostos ao metal (Figura 19 D) e não 

modificou as respostas nos grupos Wistar (Figura 19A e B).  

 

 

Figura 19. Papel do receptor EP1 na reatividade vascular da aorta após exposição crônica ao 
mercúrio. Efeito do antagonista do receptor EP1, SC 19220 (10 μM), na curva concentração-resposta 
para fenilefrina em segmentos da aorta torácica de Wistar Ct (A), Wistar Hg (B), SHR Ct (C) e SHR Hg 
(D ) grupos com SC 19220 e os respectivos grupos sem intervenção.Os resultados (média ± EPM) da 
resposta à fenilefrina são expressos em percentagem da contração induzida por 75 mM KCl. ANOVA 
duas vias seguido por pós-teste de Bonferroni. * P <0,05 - vs SHR Hg.  
 

 

 Outro prostanoide derivado da COX é a prostaciclina (PGI2) que, em doenças 

cardiovasculares, como na hipertensão, pode atuar em receptores TXA2 e de 

prostaglandinas promovendo vasoconstrição (GLUAIS et al., 2005; LIU et al., 2015). 

Para averiguar se havia o envolvimento do prostanoide prostaciclina influenciando as 

respostas à fenilefrina, os anéis aórticos de todos os grupos foram incubados com 
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CAY 10441 (100 nM), um antagonista do receptor da IP (PGI2). A incubação com o 

CAY 10441 aumentou a resposta vascular à fenilefrina em anéis de ratos Wistar e 

SHR não expostos ao mercúrio (Figura 20A e C), sugerindo que a PGI2 está atuando 

como vasodilatador nos ratos Wistar e SHR controle, mas nos ratos Wistar e SHR 

expostos ao mercúrio essa resposta foi abolida (Figura 20B e D). 

 

 

Figura 20. Papel do receptor IP (PGI2) na reatividade vascular após exposição crônica ao 
mercúrio. Efeito do antagonista do receptor IP (PGI2), CAY 10441 (100 nM) na curva concentração-
resposta à fenilefrina em segmentos da aorta torácica dos grupos Wistar Ct (A), Wistar Hg (B), SHR Ct 
(C) e SHR Hg (D) com CAY 10441 e os respectivos grupos sem intervenção. Número de animais 
utilizados está indicado entre parênteses. Os resultados (média ± EPM) da resposta à fenilefrina foram 
expressos como uma porcentagem da contração induzida por 75 Mm de KCl. ANOVA duas vias seguido 
por pós-teste de Bonferroni. * P <0,05 - vs Wistar Ct e SHR Ct. 
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5. DISCUSSÃO  

Os principais achados do presente estudo demonstraram que a exposição 

crônica ao mercúrio acelera o desenvolvimento da hipertensão em SHR jovens, mas 

não modifica a pressão arterial em ratos normotensos jovens. A exposição ao mercúrio 

aumentou a reatividade vascular à fenilefrina na aorta de SHRs através do aumento 

do estresse oxidativo associado à redução da participação de enzimas antioxidantes, 

aumento da liberação de prostanoides vasoconstritores derivados da via da COX-2 e 

modulação da vasoconstrição reduzida exercida pelos receptores IP. Além disso, o 

efeito do NO foi superado pelo efeito dos fatores vasoconstritores. No grupo Wistar, a 

exposição ao mercúrio não alterou a produção de ânion superóxido e a via COX-2. O 

grupo Wistar Ct mostrou aumento da participação dos receptores IP, mas este efeito 

foi abolido na presença de mercúrio. 

A exposição ao mercúrio já é reconhecida por produzir conseqüências 

toxicológicas na população humana (CASTRO-GONZÁLEZ; MÉNDEZ-ARMENTA, 

2008; DRISCOLL et al., 2013; KIM; KABIR; JAHAN, 2016). Tais consequências se 

devem ao aumento da concentração de mercúrio no meio ambiente nas últimas 

décadas, em decorrência da industrialização e urbanização (BASTAMI et al., 2014; 

BOSCH et al., 2016; PIAZZOLLA et al., 2015). O desenvolvimento de doenças 

cardiovasculares (DCV) como aterosclerose, hipertensão, doença arterial coronariana 

e infarto do miocárdio está associado à exposição crônica a metais pesados, incluindo 

o mercúrio (HOUSTON, 2007; SALONEN et al., 1995; WAKITA, 1987). O endotélio 

vascular é afetado por concentrações baixas e altas de mercúrio (VASSALLO et al., 

2011), resultando em disfunção endotelial e disfunção do músculo liso vascular 

(KISHIMOTO et al., 1995; DA CUNHA et al., 2000; WIGGERS et al., 2008b; 

PECANHA et al., 2010; FURIERI et al., 2011; AZEVEDO et al., 2016). 

 No presente estudo, utilizamos um modelo experimental de exposição 

controlada ao mercúrio, conforme descrito anteriormente por Wiggers et al., (2008b). 

Este modelo experimental de exposição crônica controlada leva a uma concentração 

sanguínea de mercúrio de 8 ng / mL. Essa concentração é próxima aos níveis 

encontrados em humanos expostos ao mercúrio (7 – 10 ng/ mL) e está ligeiramente 

acima da concentração estabelecida como limite seguro pela Agência de Proteção 

Ambiental dos EUA (5,8 ng/ mL) (USEPA, 1998).  Para o Brasil, a Organização 
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Mundial de Saúde considera como limites seguros a concentração sanguínea média 

de 5 a 10 ng/mL (WHO; UNEP, 2008). 

 Foi demonstrado por nosso grupo de estudo, que a exposição crônica ao 

mercúrio induz disfunção endotelial nas artérias aorta, mesentérica, basilar e 

coronariana de ratos adultos normotensos enquanto a pressão arterial permaneceu 

inalterada (FURIERI et al., 2011; IBARRA et al., 2006; PECANHA et al., 2010; 

RIZZETTI et al., 2013; WIGGERS et al., 2008a, 2016). No entanto, não se sabe se os 

animais pré-dispostos à hipertensão seriam mais suscetíveis aos efeitos da exposição 

crônica ao mercúrio em comparação aos animais normotensos jovens. Portanto, no 

presente estudo, utilizamos a mesma exposição ao mercúrio realizada por Wiggers et 

al., (2008b) para avaliar o efeito da exposição ao mercúrio por 30 dias sobre a pressão 

arterial de ratos jovens SHR e Wistar.  

 O ganho de massa ao decorrer das semanas foi semelhante entre os grupos 

normotensos, corroborando com estudo feito por Wiggers et al., (2008b), no qual ratos 

normotensos adultos após exposição crônica ao mercúrio (semelhante a utilizada 

neste trabalho) não apresentaram alteração no ganho de massa corporal. Ao 

comparar Wistar com o modelo experimental SHR, o ganho de massa do Wistar foi 

muito maior. Isso pode ser atribuído, segundo Kristek e Gerova (2004), às 

progenitoras desses animais que, por serem hipertensas, comprometeram o 

suprimento de sangue para o feto.  

 Utilizamos animais com 4 semanas de idade, com base em estudos 

anteriores, que demonstraram que SHRs desenvolvem aumento de pressão arterial 

entre a 5a -7a semanas de idade (LEE, 1985; PUZSEROVA et al., 2014) e a 

hipertensão já pode ser considerada instalada após a oitava semana de idade 

(YAMORI, 1994; DICKHOUT; LEE, 1998). Como demonstrado em nossos resultados, 

não observamos alterações na pressão arterial de ratos normotensos após exposição 

crônica ao mercúrio, o mesmo foi observado por Azevedo et al., (2012) e Wiggers et 

al., (2008) em ratos normotensos adultos. No entanto, demonstramos que na primeira 

semana de exposição, o mercúrio acelerou o desenvolvimento da hipertensão em 

SHR jovens, sugerindo que após exposição crônica a essas doses de mercúrio esses 

animais seriam mais suscetíveis a um aumento da pressão arterial em comparação a 

animais normotensos. Nosso resultado sugere que a exposição ao mercúrio pode 

alterar a história natural da hipertensão em ratos pré-hipertensos. No entanto, em 

SHRs adultos esses achados não foram observados, como demonstrado por Vassallo 
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et al., (2018) que acompanharam a evolução da PAS em SHRs adultos expostos à 

mesma concentração de HgCl2 utilizada em nosso estudo e, após 30 dias, não 

observaram diferença na PAS entre os grupos. 

 Apesar de nossos resultados mostrarem que a exposição ao mercúrio acelera 

a hipertensão nos SHRs, nenhuma alteração na relação massa do VE / comprimento 

da tíbia foi observada nos grupos SHR ou Wistar, sugerindo que não houve hipertrofia 

cardíaca após exposição ao mercúrio. Achados semelhantes foram observados por 

Furieri et al., (2011) em ratos adultos normotensos após semelhante exposição 

crônica ao mercúrio. Uma vez que a exposição ao mercúrio tenha acelerado o 

desenvolvimento da hipertensão em SHR jovens, também poderia acelerar a 

disfunção vascular?  

Tem sido demonstrado que nos estágios pré-hipertenso e hipertenso precoce 

em SHR que a reatividade vascular a agentes constritores é preservada ou mesmo 

diminuída (IBARRA et al., 2006; CACANYIOVA et al., 2016). Da mesma forma, a 

vasodilatação dependente ou independente do endotélio é preservada ou aumentada 

em SHR jovens (RADAELLI et al., 1998; TÖRÖK et al., 1998; PUZSEROVA et al., 

2014). Nossos achados mostraram que após a exposição ao mercúrio, a resposta 

induzida pela fenilefrina foi aumentada apenas no grupo SHR, sugerindo uma possível 

aceleração da disfunção vascular nestes animais. A resposta à acetilcolina ou ao 

nitroprussiato de sódio não foi diferente entre os grupos, mostrando que os 

relaxamentos dependente e independente do endotélio estão preservados. 

Curiosamente, a exposição ao mercúrio não modificou a reatividade vascular na aorta 

de ratos Wistar jovens, ao contrário do que foi observado em ratos adultos (FARIA et 

al., 2018; FURIERI et al., 2011; IBARRA et al., 2006; PECANHA et al., 2010; RIZZETTI 

et al., 2013; WIGGERS et al., 2008a, 2016). A idade é um fator de risco altamente 

preditivo para futuras DCV (LAKATTA; LEVY, 2003; NAJJAR; SCUTERI; LAKATTA, 

2005). O envelhecimento vascular causa alterações nas células do músculo liso, na 

função e estrutura do endotélio, e também nas vias de comunicação entre essas duas 

camadas que formam a parede vascular (EL ASSAR; ANGULO; RODRÍGUEZ-

MAÑAS, 2013). Além disso, a idade prejudica a vasodilatação endotelial que é uma 

manifestação clínica da disfunção vascular (SEALS et al., 2006). Assim, sugere-se 

que a idade dos animais normotensos possa interferir nos efeitos vasculares induzidos 

pelo mercúrio. 
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Estudos anteriores utilizando anéis aórticos de ratos adultos normotensos 

demonstraram que a exposição ao mercúrio (30 dias) diminuiu a biodisponibilidade do 

óxido nítrico (AZEVEDO et al., 2016; FURIERI et al., 2011; PECANHA et al., 2010; 

WIGGERS et al., 2008a, 2008b). Baseado nesses achados, avaliamos se a exposição 

ao mercúrio altera a modulação do óxido nítrico nas respostas à fenilefrina, 

especialmente em SHRs. A incubação com L-NAME aumentou as respostas à 

fenilefrina em todos os grupos, porém a exposição ao mercúrio não alterou a 

modulação do óxido nítrico quando comparado ao seus respectivos grupos controle. 

No entando, ao comparar os controles pré-hipertensos e normotensos jovens, 

evidenciamos aumento do óxido nítrico no SHR (controle e exposto ao mercúrio) pela 

maior variação percentual da modulação de NO quando comparado ao grupo Wistar, 

sugerindo maior produção desse vasodilatador (Figura 13).  Esse aumento na 

produção de óxido nítrico pode estar relacionado a um processo adaptativo causado 

pela hipertensão, apoiando o conceito de aumento da produção do NO no início do 

estado hipertensivo (ARRIBAS et al., 2008; CACANYIOVA et al. , 2016; TÖRÖK et al., 

2006). Mas é importante enfatizar que ela não foi modificada pela exposição ao 

mercúrio.  

 Está estabelecido que a toxicidade do mercúrio é associada a um aumento 

do estresse oxidativo com danos oxidativos subsequentes em vários órgãos e 

sistemas (AZEVEDO et al., 2016; FURIERI et al., 2011; ITO; TORII; SUZUKI, 1995; 

PECANHA et al., 2010; WIGGERS et al., 2008a, 2016, 2008b). Em ratos Wistar 

adultos a exposição ao mercúrio aumenta a produção vascular de O2•- pelo aumento 

da atividade da NADPH oxidase (AZEVEDO et al., 2016; RIZZETTI et al., 2013, 2017), 

os níveis plasmáticos de malondialdeído e o status antioxidante total (WIGGERS et 

al., 2008b). Além disso, estudos anteriores demonstraram que a expressão e a 

atividade da NADPH oxidase estão aumentadas na hipertensão (BRANDES; 

WEISSMANN; SCHRÖDER, 2010; DRUMMOND et al., 2011b; TOUYZ; BRIONES; 

SEDEEK, 2011). Sendo a NADPH oxidase uma importante fonte de EROs na 

vasculatura, e o ânion superóxido a principal espécie reativa de oxigênio a causar 

danos teciduais (BRIONES; TOUYZ, 2010; DRUMMOND et al., 2011a), investigamos 

o papel da NADPH oxidase sobre a hiper-reatividade à fenilefrina identificada no grupo 

SHR Hg. Para isso, incubamos anéis de aorta com apocinina. A apocinina reduziu 

significativamente a resposta contrátil dos anéis no grupo SHR exposto ao mercúrio, 

porém não houve alteração entre os grupos Wistar, sugerindo a ativação precoce 
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desta via pelo mercúrio em SHR jovens, e a participação de ânion superóxido na hiper-

reatividade vascular apenas no SHR Hg. Desta forma, o aumento do estresse 

oxidativo poderia ser um dos fatores responsáveis pelo aumento da reatividade 

vascular no grupo SHR Hg, mesmo na ausência de alteração na liberação de NO em 

reposta à fenilefrina. 

 Para confirmar esse dado funcional nas aortas, foi realizada uma avaliação 

in situ com DHE, observando aumento significativo da fluorescência no grupo SHR 

Hg. Avaliamos também, nas aortas dos animais, o conteúdo proteico da SOD-1, 

através da análise por Western Blotting. Foi demonstrado nos animais normotensos, 

que a exposição ao mercúrio reduziu a expressão da SOD-1 quando comparado ao 

grupo Wistar Ct, embora não tenha sido observado aumento concomitante de ânion 

superóxido através da fluorescência DHE. Já os grupos SHR Ct e SHR Hg não 

apresentaram diferença na expressão da SOD-1, porém, quando comparado ao 

Wistar Ct, apresentam uma expressão reduzida. Um estudo anterior observou que 

animais SHR apresentam uma fração citosólica significativamente menor da atividade 

da SOD em comparação com WKY (ITO; TORII; SUZUKI, 1995). E em outros estudos 

foi demonstrado que indivíduos hipertensos apresentam diminuição da SOD em 

relação a pessoas normotensas (KUMAR; DAS, 1993; PAWLUK et al., 2017; PEDRO-

BOTET et al., 2000), o que poderia justificar o resultado encontrado. 

 Assim, em nosso estudo, uma redução nas defesas antioxidantes também 

contribuiria para o aumento do estresse oxidativo observado após o tratamento com 

mercúrio, especialmente em SHR jovens, contribuindo para a hiper-reatividade  

vascular à fenilefrina, como visto em nossos resultados. Contrariamente ao que 

observamos em animais normotensos jovens, Wiggers et al. (2008b) observaram um 

aumento da expressão da proteína SOD-3 plasmática e aórtica em ratos Wistar 

adultos após a exposição ao mercúrio e Rizzetti et al. (2017) também demostraram 

aumento da capacidade antioxidante após administração de cloreto de mercúrio por 

30 e 60 dias em Wistar adultos. Portanto, a idade dos animais e a duração da 

exposição ao mercúrio parecem interferir na modulação do sistema antioxidante. 

 Alguns estudos têm demonstrado que o peróxido de hidrogênio pode 

desencadear alterações no vaso como relaxamento (BARLOW; EL-MOWAFY; 

WHITE, 2017; FÉLÉTOU, 2009; IESAKI et al., 2017) ou contração (PARK et al., 2019; 

RODRÍGUEZ-MARTÍNEZ et al., 1998; SILVA et al., 2017), dependendo do sítio de 

ligação, concentração, tipo de vaso e protocolos experimentais utilizados 
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(RODRÍGUEZ-MARTÍNEZ et al., 1998; CSEKO, 2004; CAI, 2005a, 2005b; THAKALI 

et al., 2006). Segundo Silva et al., (2017), em ratos hipertensos pode ocorrer uma 

maior produção de H2O2 que pode aumentar a vasoconstrição induzida pela COX 

em vez do relaxamento induzido pela eNOS e, assim, contribuir para agravar a 

hipertensão. Além disso,  o peróxido de hidrogênio pode ser formado diretamente pela 

enzima NADPH oxidase ou através da dismutação do ânion superóxido (DRUMMOND 

et al., 2011). Então, avaliamos a participação do peróxido de hidrogênio na reatividade 

vascular com a incubação da Catalase nos anéis de aorta. Entretanto, não foi 

observada alteração da resposta vascular em nenhum dos grupos, sugerindo que o 

peróxido de hidrogênio não apresenta grande participação na modulação das 

respostas contráteis à fenilefrina nos anéis aórticos de animais jovens apesar da maior 

ativação da NADPH oxidase e do aumento da produção de ânion superóxido.  

 Além do aumento do estresse oxidativo, os prostanoides vasoconstritores 

derivados da COX também poderiam promover hiper-reatividade  vascular e disfunção 

endotelial em anéis aórticos de SHRs jovens após a exposição ao mercúrio. Estudos 

anteriores demonstraram o aumento de prostanoides vasoconstritores derivados da 

COX  após exposição ao mercúrio em artérias de Wistar adultos (DA CUNHA et al., 

2000; PECANHA et al., 2010; AZEVEDO et al., 2016; RIZZETTI et al., 2017). Porém, 

são escassos esses estudos em SHR. 

 Portanto, para averiguar  os efeitos da exposição ao mercúrio na via da COX 

de ratos normotensos e hipertensos jovens, os anéis foram incubados com 

indometacina, um inibidor não-seletivo da COX. Vale ressaltar que, em ratos Wistar, 

a indometacina aumentou de maneira semelhante a reatividade vascular tanto nos 

anéis provenientes de ratos tratados com mercúrio quanto dos controles, sugerindo 

que em Wistar jovens os prostanoides vasodilatadores modulam a contração induzida 

pela fenilefrina. No entanto, nos SHR jovens não expostos, a indometacina não 

produziu alterações na resposta à fenilefrina, mas houve redução da reatividade nos 

segmentos vasculares dos SHR após exposição ao mercúrio. Este resultado sugere 

que a exposição ao mercúrio induz a liberação de prostanoides vasoconstritores 

derivados da via da COX. 

Já foi demonstrado por trabalhos anteriores que a exposição a metais, como o 

cloreto de mercúrio, pode influenciar a liberação de prostanoides vasoconstritores 

derivados da isoforma COX-2 (PECANHA et al., 2010; FURIERI et al., 2011; RIZZETTI 

et al., 2017). Dessa forma, buscando verificar se havia contribuição da isoforma COX-
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2 para o aumento da reatividade vascular encontrado nos animais estudados 

utilizamos o Celecoxibe, um inibidor específico da COX-2. Como observado, os 

resultados não mostraram alteração da resposta contrátil à fenilefrina nos grupos 

Wistar, sugerindo que a exposição ao mercúrio não afetou a função da COX-2 nesses 

animais jovens. Em contraste, um estudo realizado por Peçanha et al., (2010) em 

Wistar adultos expostos à mesma concentração de mercúrio utilizada em nosso 

trabalho, demonstrou participação da COX-2 no aumento da reatividade vascular após 

a incubação com um inibidor específico. Entretanto, no presente estudo, nos grupos 

SHR Ct e Hg, após a incubação com celecoxibe, notou-se uma redução da resposta 

à fenilefrina, sugerindo que há presença de estímulos inflamatórios nesses animais 

pré-dispostos à hipertensão arterial, porém, no grupo exposto ao mercúrio, a redução 

da curva-resposta à fenilefrina foi significativamente maior, sugerindo que o mercúrio 

tem influência no aumento da liberação de prostanoides vasoconstritores derivados 

da COX-2 nos animais pré-hipertensos. Corroborando este achado, encontramos 

aumento da expressão da proteína COX-2 em SHR expostos ao mercúrio, através do 

método de Western Blotting.  

Alguns autores têm observado em modelos experimentais de hipertensão uma 

maior expressão da COX-2 e participação dos prostanoides vasoconstritores 

derivados da COX-2 na resposta á fenilefrina (ADEAGBO et al., 2005; ANTMAN; 

DEMETS; LOSCALZO, 2005; TOMIDA et al., 2003; ALVAREZ et al., 2005, 2007; 

TIAN et al. , 2012; MARTÍNEZ-REVELLES et al., 2013; VIRDIS et al., 2013). Também 

há relatos do aumento da expressão vascular de COX-2 em situações patológicas 

associadas a hipertensão (ADEAGBO et al., 2005; ALVAREZ et al., 2005; ANTMAN; 

DEMETS; LOSCALZO, 2005).  De fato, isso é verdadeiro quando se analisa a 

resposta do celecoxibe nos animais Wistar Ct (que não apresentaram alteração da 

curva- resposta á fenilefrina), embora quando comparado a expressão da COX-2 entre 

Wistar Ct e SHR Ct não houve diferença significativa. Diante desses resultados, 

podemos sugerir que nos grupos Wistar Ct e exposto ao mercúrio, o aumento da 

resposta contrátil à fenilefrina após a incubação com a Indometacina foi ocasionado 

pela isoforma COX-1, pois a incubação com Celecoxibe não alterou a resposta 

contrátil à fenilefrina.  

Diante das evidências da presença dos prostanoides derivados da COX-2 na 

resposta contrátil a fenilefrina em anéis de aorta dos SHR expostos ao mercúrio, 

investigamos se estes prostanoides agiam ao ativarem os receptores TP ou EP1. 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4831311/#bph13457-bib-0043
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Assim os experimentos de reatividade vascular foram realizados com incubações com 

o SQ 29,548, antagonista do receptor TP e o SC 19220, um antagonista do receptor 

EP1. Como observado em nossos resultados, podemos sugerir que a exposição ao 

mercúrio não alterou a modulação da contração à fenilefrina mediada pelos receptores 

TP ou EP1 em ratos normotensos jovens, que poderiam ser resultado de ativação por 

prostanoides provenientes da COX-1 ou 2.  Entretanto, em ratos normotensos adultos, 

os mecanismos envolvidos na alteração vascular promovida pelo mercúrio abrangem 

a participação da PGE2 e TXA2 (PECANHA et al., 2010). Nos animais SHR a 

incubação com o SC 19220 não alterou as respostas vasculares no grupo SHR Ct, 

entretanto, a exposição ao mercúrio reduziu a resposta à fenilefrina no SHR, sugerindo 

maior participação da via do PGE2. Já a incubação com o SQ 29,548, reduziu a 

resposta contrátil à fenilefrina tanto no grupo controle quanto no exposto ao mercúrio, 

porém não houve diferença significativa entre os grupos, como observado na dAAC, 

sugerindo que o receptor TP não participa do aumento da reatividade observada no 

grupo SHR Hg. Estudos mostram o envolvimento dos prostanoides vasoconstritores 

com o aumento da reatividade vascular, pressão arterial e disfunção endotelial em 

modelos animais de hipertensão (ADEAGBO et al., 2005; ALVAREZ et al., 2007; 

MARTÍNEZ-REVELLES et al., 2013; VIRDIS et al., 2013).   

 Avaliamos também a via da prostaciclina, um prostanóide que pode atuar 

como vasodilatador ou vasoconstritor, dependendo da sua concentração (XAVIER et 

al., 2004). Investigamos se o CAY 10441, um antagonista do receptor IP da 

prostaciclina, altera a reatividade à fenilefrina na aorta de ratos jovens normotensos e 

hipertensos, expostos ou não ao mercúrio. A incubação com o CAY 10441 aumentou 

a reatividade vascular nos anéis aorticos dos grupos SHR Ct e Wistar Ct, portanto, 

podemos sugerir que os receptores IP modulam negativamente as respostas 

contráteis à fenilefrina nos grupos controle. Esses achados estão de acordo com Virdis 

et al., (2007) que mostraram, sob condições fisiológicas, que a atividade da COX-1 

parece estar envolvida na produção de PGI2 que possui efeitos vasodilatadores. 

Nossos achados no grupo SHR controle pré-hipertensos corroboram com Liu et al., 

(2015), que observaram que pode ocorrer o aumento da síntese de PGI2 endotelial na 

hipertensão ou pré-hipertensão. No entanto, os anéis dos animais expostos ao 

mercúrio, após a incubação do CAY 10441, não apresentaram alteração na 

reatividade vascular, ou seja, o mercúrio aboliu a ação do receptor IP sobre a resposta 

à fenilefrina.  
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Juntos, nossos resultados sugerem que o SHR jovem tem uma atividade 

aumentada da via da COX-2 e a exposição ao mercúrio estimula ainda mais essa via, 

promovendo maior ativação da via do receptor EP1 (PGE2), como sugerido na Figura 

19 D. Avendaño et al., (2016), propôs que a PGE2 derivada da COX-2 ao agir através 

dos receptores EP1 é uma via importante na modulação do dano vascular associado 

à hipertensão por aumentar a rigidez vascular e deposição de matriz extracelular no 

vaso, induzir o aumento de respostas vasoconstritoras, disfunção endotelial e 

inflamação vascular. 

 

6. CONCLUSÃO  

 Nossos achados demonstraram, pela primeira vez, que a exposição mercúrio 

acelerou o desenvolvimento de hipertensão em SHR pré-hipertensos, mas não em 

ratos Wistar jovens. Além disso, a exposição ao mercúrio produziu um efeito 

importante no aumento da reatividade aórtica dos SHRs, aumentando o estresse 

oxidativo associado à redução da participação de enzimas antioxidantes, ativação da 

via COX-2, aumento da modulação das respostas vasculares pelos receptores EP1 e 

redução da participação de agentes vasodilatadores, como a prostaciclina. 

Ressaltamos que a modulação do NO sobre a constrição induzida pela fenilefrina foi 

maior no SHR, embora não tenha sido afetada pela exposição ao mercúrio. Em 

conjunto, esses resultados demonstram que a exposição ao mercúrio induz disfunção 

endotelial e aceleraram o desenvolvimento da hipertensão em SHR jovens. Esses 

achados fornecem evidências de que a exposição ao mercúrio é um importante fator 

de risco para doenças cardiovasculares, aumentando o desenvolvimento de 

hipertensão em indivíduos pré-hipertensos. 
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