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RESUMO

OLIVEIRA, J. F. Avaliacdo das funcgdes erétil e vascular de ratos com inflamacéo
pulmonar decorrente da exposicdo ao material particulado ambiental liberado na
exaustdo do diesel. 2010. 93 f. Tese (Doutorado em Farmacologia) - Instituto de

Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sdo Paulo, Sao Paulo, 2010.

Este estudo se propds a avaliar o potencial inflamatdrio das particulas eliminadas na
exaustdo do diesel (PED) e 1,2-naftoquinona (1,2-NQ) sobre outros compartimentos,
como o musculo liso vascular (aorta torécica; RTA) e do corpo cavernoso isolados de
ratos (RCC) e os mecanismos envolvidos via ensaios funcionais e bioquimicos. A
injecdo i.tr. das PED e 1,2-NQ em ratos Wistar causou inflamacédo e hiporreatividade
das vias aéreas associados ao aumento significativo do relaxamento evocado pela ACh
na RTA. No RCC desses mesmos animais, tanto o GTN quanto o estimulo elétrico
(EFS) causou maior relaxamento. O contetido basal de TBARs na RTA e pulmdo foi
reduzido, embora outros testes indicadores de estresse oxidativo e / ou atividade
antioxidante ndo mostraram diferencas entre os grupos. As taxas de expressdo génica /
protéica da nNNOS no RCC de ratos nao diferiram do grupo controle, mas a expressao da
eNOS e iNOS foi reduzida na RTA e RCC. Néao foram quantificadas concentragoes
séricas do TNFo ou IL-1B, sugerindo que os efeitos sistémicos ocorrem
independentemente destas citocinas. Conclui-se que o tratamento agudo de ratos com a
mistura de poluentes induziu inflamacao das vias aéreas (e hiporreatividade), capaz de

afetar outros compartimentos, como a musculatura lisa vascular (RTA) e do RCC.

Palavras-chave: Particulas de exaustdo do diesel. Corpo cavernoso. Aorta. 1,2-

naftoquinona. Inflamacédo pulmonar. Espécies reativas de oxigénio (ERO).



ABSTRACT

OLIVEIRA, J. F. Evaluation of erectile and vascular functions in rat with lung
inflammation evoked by exposure to diesel exhaust particles. 93 f. Ph. D. thesis.
(Farmacologia) - Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sdo Paulo, Sao
Paulo, 2010.

We tested the hypothesis that local inflammation in the airways evoked by intra-tracheal
instillation of the environmental chemical 1,2-naphthoquinone (1,2-NQ) and diesel
exhaust particles (DEP) is capable of targeting other systemic compartments, such as
vessels (rat thoracic aorta; RTA) and corpus cavernosum (RCC), and possible involved
mechanisms. After 3h, this treatment induced airways hyporresponsiveness to ACh and
local inflammation. This effect was associated with decreased numbers of leukocyte in
the blood and spleen and increased number of leukocytes in the bone marrow. Pollutant
treatment also markedly increased ACh-induced relaxation in RTA and by both GTN-
and electrical stimulation-induced relaxation in RCC. Exposure to pollutants did not
affect FE-induced contraction in RTA. Neither serum levels of cytokines (TNFa e IL-
1B) nor basal concentration of total nitrate were different amongst groups. No evidence
of increased catalase activity in RTA, RCC and lung was found. The treatment reduced
the eNOS e iINOS gene expression in RTA e RCC, without significantly affecting the
NNOS gene expression in RCC. Our results are consistent with the hypothesis that DEP-
induced airways hiporresponsiveness and inflammation can account to produce
systemic changes, such as structural and functional changes in the RTA and RCC by
means of substances derived from endothelium or due to the ability of these pollutants

to act to stimulate de novo the production of scavenger of free radical.

Key Words: Diesel exhaust particles. Cavernosum corpus. Aorta. 1,2-napthoquinone.

Lung inflammation. Reactive oxygen species (ROS).
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1 INTRODUCAO

1.1 Sistema circulatério e funcao erétil

O sistema circulatoério € composto de sangue, coragdo e vasos sanguineos, que
compreendem as artérias, veias e 0s capilares. O cora¢do bombeia 0 sangue, enquanto o
sistema vascular € responsavel pelo transporte do mesmo.

Dentre as principais funcdes desse sistema, incluem-se a de realizar a circulacéo
sanguinea e de conduzir elementos essenciais (ex.: transporte de O, e hormonios para as
células, a conducéo de CO,, controle de doencas e da temperatura) para todos os tecidos
do corpo.

As paredes das artérias compreendem trés tdnicas, dispostas concentricamente,
do nivel interno para o externo, da seguinte forma: i) tunica interna: formada pelo
endotélio, que possui contato direto com o sangue circulante; ii) tunica média:
compreende fibras musculares e elasticas, as quais conferem a artéria a propriedade de
dilatar-se ou contrair-se, conforme o estimulo; e, iii) tinica externa ou adventia: contem
tecido conjuntivo e terminacdes nervosas, que, quando estimuladas, promovem
respostas arteriolares como vasoconstricdo ou vasodilatacdo. As veias possuem uma
estrutura analoga as artérias, porém a parede das veias € mais delgada e contem poucas
fibras musculares e elésticas (Figura 1). Isto explica, portanto, algumas funcdes distintas
entre as veias e as artérias.

Na vigéncia do fluxo sanguineo, as artérias imediatamente dilatam-se e, em
seguida, contraem-se para ejetar o volume de sangue para a periferia do corpo. As veias,
ao contrario, recebem o sangue depois que esse percorreu os capilares. Quanto maior o
didmetro de um vaso, menor sera a velocidade do sangue para que um mesmo fluxo
ocorra através desse vaso (SHEPHERD e VANHOUTTE, 1979).
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Figura 1. Cortes longitudinais de artéria e veia, mostrando as principais estruturas da parede.
Fonte: Adaptado de Shepherd e Vanhoutte (1979).

Neste contexto, é interessante ressaltar que a funcdo erétil sofre grande
influéncia da integridade do sistema vascular, pois algumas disfuncdes vasculares tais
como aterosclerose ou mesmo trauma podem comprometer 0 mecanismo da eregdo. A
disfuncéo erétil (DE) € um marcador precoce de aterosclerose sistémica (SCHWARTZ
e KLONER, 2009).

O Orgdo sexual masculino humano, assim como em outras espécies de
mamiferos, consiste de trés segmentos cilindricos (Figura 2): 0s corpos cavernosos na
parte dorsal e 0 corpo esponjoso na parte ventral, que circunda a uretra e forma a glande
peniana na por¢do distal (SACHS e MEISEL, 1980). Os corpos cavernosos Sdo
circundados pela tunica albuginea (fibras de coladgeno e algumas fibras de elastina;
SATTAR et al., 1994). O tecido erétil dos corpos cavernosos é composto de multiplos
espacos lacunares interconectados, revestidos por células endoteliais (GOLDSTEIN et
al., 1982; KRANE et al., 1989). A glande peniana apresenta uma aparéncia de esponja

devido a um vasto plexo venoso com um grande nimero de anastomoses.

A ere¢do peniana é um evento neurovascular modulado por fatores fisioldgicos,
psicoldgicos e hormonais, cujo resultado final é o relaxamento da musculatura lisa
peniana. (ANDERSSON, 2001; ANDERSSON e HEDLUND, 2002; THOMAS, 2002).

Assim, durante o estimulo sexual, impulsos nervosos promovem a liberagdo de
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neurotransmissores dos terminais nervosos do tecido cavernoso bem como de fatores
relaxantes derivados do endotélio, levando ao aumento do fluxo sanguineo local.
Paralelamente, o relaxamento do musculo liso trabecular promove a expansdo dos
espacos sinusoidais do corpo cavernoso e, assim, os plexos venosos da subtinica sdo
comprimidos entre a trabécula e a tanica albuginea, causando o blogueio, praticamente,
total do retorno venoso e aumento concomitante da pressdo intracavernosa, promovendo
0 fendmeno da erecdo completa (FOURNIER et al., 1987).

VEIA DORSAL PROFUNDA
ARTERIA DORSAL

FLACIDO

VEIA

TONICA
ALBUGINEA

SINUSOIDE

MOSCULO LISO
TRABECULAR

CORPO CAVERNOSO
ARTERIA CAVERNOSA VEIA EMISSARIA (CONTRAIDA)

ARTERIAS HELICINAIS

i e = _-J 4 / »i
CORPO ESPONJ 080 B~ \

URETRA

SINUSOIDES DILATADOS

Figura 2. Anatomia e mecanismo da ereg¢do peniana.
Fonte: Adaptado de Fazio e Brock (2004).

A inervacdo do tecido cavernoso compreende o sistema nervoso autbnomo SNA
(adrenérgico e colinérgico) e o sistema ndo adrenérgico e nao colinérgico (NANC;
LUE, 2000, ANDERSSON, 2001). Os processos de erecdo e detumescéncia envolvem
mecanismos mediados pelo SNA e subsequentes alteracbes no fluxo sanguineo local,
podendo ser divididos em 7 fases (THOMAS, 2002; NEVES et al., 2004; Tabela 1).

24



Tabela 1 - Caracterizacao dos estagios envolvidos no processo de erecao e
detumescéncia. SNA: Sistema Nervoso Autdbnomo; S: simpatico; PS:
parassimpatico; PIC: pressdo intracavernosa.

Fases Respostas Mecanismos
0 Flacida SNA - (S)
1 Latente ou de preenchimento  Apos estimulo sexual - | (S) e 1 (PS)
2 Tumescéncia Discreto 1 fluxo sanguineo local
3 Erecdo completa Crescente 1 fluxo sanguineo local
4 Erecéo rigida Preenchimento total dos sinusoides
5 Fase de transigéo Ativacdo do SNA (S; estado inicial)
6 Detumescéncia inicial Inicio da redugdo da PIC
7 Detumescéncia rapida | da PIC / inativa¢do dos mecanismos veno-
oclusivos

Fonte: Adaptada de Thomas (2002) e Neves et al. (2004).

Esta bem estabelecido que o relaxamento em vasos isolados (ex.: aorta) frente a
estimulos, tais como a acetilcolina (ACh) ocorre somente na vigéncia de endotélio
integro, via geragdo do Oxido nitrico (NO; IGNARRO et al., 1988). No endotélio (e
outros tipos celulares), o NO € sintetizado pela conversdo da L-arginina em L-citrulina
mediante acdo das enzimas sintases de 6xido nitrico (NOS), também conhecidas como
NOS I, Il e Ill. As isoformas NOS-I e NOS-11l sdo enzimas constitutivas, enquanto a
NOS 11 é induzivel. As isoformas constitutivas estdo presentes em neurénios (NOS | ou
nNOS) e células endoteliais (NOS IlIl ou eNOS) e sdo reguladas pelo complexo
Ca®*/calmodulina (CaM). A NOS II (iNOS), independente de Ca**, atua como principal
efetor da atividade antiproliferativa induzida por macrofagos ativados.

No tecido cavernoso a remocao do endotélio sinusoidal ndo previne os efeitos
relaxantes, indicando que nessa estrutura o endotélio funciona apenas como uma fonte
auxiliar de NO (IGNARRO et al., 1990; KIM et al., 1993). Por seu turno, este ndo
possui nenhuma outra atividade conhecida no endotélio do corpo cavernoso, embora
possua um papel importante na ativacdo da Guanilato Ciclase soltvel (GCs) presente
em células musculares lisas, levando assim ao aumento da Guanilato monofosfato
ciclico (GMPc), a partir do trifosfato de guanosina (GTP; RAPOPORT e MURAD,
1983; LUCAS et al., 2000). O GMPc promove uma série de eventos que culmina com a
reducdo dos niveis de célcio intracelular, promovendo o relaxamento da musculatura
lisa e consequente vasodilatacéo.

Associado ao papel do NO, postula-se que a manutencdo da funcdo de
relaxamento peniano € regulada por neuropeptideos liberados de fibras NANC,

incluindo o polipeptideo intestinal vasoativo (VIP) e o peptideo vasodilatador
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relacionado ao gene da calcitonina (CGRP; BIVALACQUA et al.,, 2001). De fato,
Champion et al. (1997) demonstraram que a ere¢do peniana induzida pelo CGRP em
gatos ocorre independentemente do NO (ou da ativagdo dos canais de K* dependentes
de ATP), confirmando uma via alternativa para a erecdo peniana. Ao contrario, 0
neuropeptideo Y (NPY) destaca-se como um dos mediadores envolvidos no mecanismo
antierétil (ANDERSSON, 2000).

E interessante ressaltar que segundo uma projecdo mundial da Organizago
Mundial da Sadude (OMS, 1999), em torno de 322 milhGes de homens apresentaréo
algum tipo de distdrbio erétil até o ano de 2025. Em Massachusetts (EUA), estima-se
que 52% da populagcdo masculina, entre 40 e 70 anos de idade, apresentam graus
variados de disfuncdo erétil (DE) (BASU e RYDER, 2004; SAFARINEJAD e
HOSSEINI, 2004a,b). No Brasil, na populacdo da mesma faixa etéria, a percentagem de
DE gira em torno de 48%, sendo que 12% desses casos sdo considerados graves, onde

sdo recomendados a colocacao de protese peniana (SANTOS e VIEIRA, 1999).

A disfuncéo erétil (DE) é o termo médico mais comumente aceito que define a
“incapacidade do homem em alcancar ou manter uma ere¢ao (peniana) adequada para
satisfacdo sexual”. De etiologia variada, a DE resulta de fatores fisicos, psicologicos ou,
muitas das vezes, da combinacdo de ambos. Sugere-se que 70% dos casos de DE sdo
ocasionados por problemas psicolégicos, enquanto os 30% restantes envolvem
problemas organicos (NEVES et al., 2004).

Acrescenta-se que, similar ao fumo, a poluicdo do ar acelera o espesamento e
endurecimento da parede arterial (aterosclerose; ARMANI et al., 2009; TIMOTHY et
al., 2009) bem como contribui para o0 aumento de acidentes cardiovasculares e morte na
populacdo de grandes centros urbanos (BELL et al., 2006; BASU, 2009;
BRUNEKREEF et al., 2009). Em parte, poluentes, tais como o material particulado
eliminado na exaustdo do diesel (PED), além de causar efeitos inflamatorios locais
(TELES et al., 2007; VAN EEDEN e HOGG, 2002; CHEN e SCHWARTZ 2008)
também promovem a geracdo de moléculas instaveis/reativas, que causam danos

sistémicos, especialmente nas artérias e vasos (TIMOTHY et al., 2009).

Estima-se que as cardiopatias, principais causas de morte na populacdo de
grandes centros urbanos, estdo associadas ao alto teor de poluentes atmosféricos nessas
cidades (MIRAGLIA et al., 2005; NASCIMENTO et al., 2006; BRUNEKREEF et al.,
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2009). No entanto, as possiveis implicacGes para as disfungdes em outros orgéaos /

sistemas, incluindo a DE, podem ser imensas, mas muito pouco conhecida.

1.2 Poluicédo atmosférica e 0 impacto sobre a economia e saude

A terminologia poluicdo atmosférica pode ser definida como a emissdo de
residuos solidos, liquidos e gasosos em quantidade superior a capacidade de absor¢do
do meio ambiente, que leva o ar a tornar-se prejudicial a satde (TATTERSFIELD,
1996). Essa contaminacgédo do ar pode ocorrer com uma ou mais substancias produzidas
naturalmente ou pelo homem. Ademais, a concentracdo dos poluentes no meio
ambiente depende da quantidade emitida para a atmosfera, de suas interacGes fisico-
quimicas, de sua absor¢do e das condi¢cbes meteoroldgicas para a sua dispersao. Esses

também sofrem influéncia ciclica, a qual pode ser diurna, diaria, semanal ou sazonal.

Os poluentes atmosféricos podem ser classificados como primérios e
secundarios: os primarios sdo aqueles emitidos diretamente na atmosfera, tais como o
diéxido de enxofre, alguns tipos de dxido de nitrogénio (NOXx), mondxido de carbono e
material particulado (MP). Os secundarios sdo os poluentes resultantes de reacGes
quimicas com outros poluentes ou gases atmosféricos, incluindo o 0zénio e o éxido de
nitrogénio (para revisdo: BERNSTEIN et al., 2004). Os poluentes de ocorréncia natural
englobam as fuligens e gases provenientes de vulcdes, incéndios em florestas e
tempestades de areia. Ja o poluente antropogénico é aquele eliminado na queima de
combustivel féssil por industrias, veiculos automotores e usinas de geragdo de energia e,
neste caso, atinge a atmosfera a partir de fontes estacionarias (chaminés de fabricas e

industrias, caldeiras, queima de lixo, fornos) e moveis (veiculos automotores).

A associacdo entre os diferentes tipos de poluentes, mesmo em baixas
concentracdes, e em altas temperaturas € mais prejudicial a saude (BECKER et al.,
1996; BASU, 2009; TIMOTHY et al., 2009). Por exemplo, alguns dos efeitos toxicos
das PED sdo, em grande parte, advindos do efeito irritante de contaminantes quimicos,
incluindo as quinonas (DELFINO et al., 2002; CHO et al., 2004; KIKUNO et al., 2006).
Essas substancias e seus produtos de reducdo (ex. hidroguinona, semiquinonas) podem
ser encontrados na natureza ou em MP suspenso no ar. Possuem particular interesse
farmacologico e toxicoldgico, pois produzem, via mecanismos bem complexos, uma
variedade de efeitos nocivos, como a citotoxicidade, apoptose, capacidade de gerar

espécies reativas de oxigénio e promovem ligac6es covalentes com macromoléculas dos
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tecidos (O'BRIEN, 1991; CADENAS et al., 1992; CHO et al., 2004). Ainda, interferem
com algumas reacGes enzimaticas, causando imunotoxicidade e carcinogése (para
revisdo: MONKS e JONES, 2002).

A poluicdo ambiental constitui um dos maiores problemas da atualidade, cujo
interesse para saude publica é mundial; ndo apenas pela sua influéncia na mudanca
climatica do mundo, mas também pela sua acdo nociva sobre a salde humana.
Surpreendentemente, estima-se que em torno de 800.000 Obitos a cada ano serdo
atribuidas ao MP da poluicdo aérea mundial (OMS, 2002), secundariamente a infarto
agudo do miocérdio (PETERS, 2001), arritmias (PETERS, 2000) ou falhas cardiacas
(BROOK, 2004). Cabe ressaltar que na atmosfera da cidade de S&o Paulo e outras
grandes cidades da Ameérica Latina (ex.: cidade do México, Santiago do Chile), o MP ¢
considerado um dos poluentes mais comuns (BELL et al., 2006).

O MP ¢ formado primariamente durante a combustdo de produtos de
combustivel fossil e, principalmente, pelas fabricas e veiculos automotores movidos a
diesel. Estima-se que 80% do MP encontrado na atmosfera originam-se da engenharia e
exaustdo da queima do 6leo (fumaga negra) dos veiculos automotores (RIEDIKER,
2007). De acordo com o diametro aerodindmico, o0 MP pode ser classificado em PMyg
grosso ou bruto (<10 um), PM2s fino (<2,5 um) e nanoparticulas ou ultrafinos (<1 um)
(Figura 3; DONALDSON et al., 2001). O MP possui grande superficie catalitica, capaz
de adsorver varias substancias quimicas com alto teor tdxico e cancerigeno (ex.: cobre,
enxofre, aldeidos, célcio, e cromo; GARG, 2000). Essas e outras produzidas
cataliticamente (ex.: espécies reativas) sdo co-transportadas para o pulmédo, onde irdo
atuar sobre os diversos tipos celulares, como as celulas endoteliais e epiteliais
(PEREIRA et al., 1995; RIEDIKER, 2007).
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Figura 3. Classificagao aerodindmica do didmetro do MP.
Fonte: Donaldson et al. (2001).

Embora o risco associado a poluicdo atmosférica seja menor do que aqueles
relacionados ao tabagismo, o impacto da poluigdo na satde publica atenta para o fato de
que esta é onipresente, ou seja, € involuntaria tanto em ambientes externos como
internos (POPE, 2000). Nesse sentido, pesquisadores brasileiros (MATSUMOTO et al.,
2010) observaram que a exposic¢ao prolongada de camundongos ao ar livre da cidade de
Sdo Paulo resultou em vasoconstricio e aumento da expressdo de receptores de
endotelina A nas arteriolas pulmonares destes. Outro estudo importante, coordenado
pelo Prof. Saldiva (Universidade de S&o Paulo), revela que o aumento da poluicdo
atmosférica na cidade de S&o Paulo interfere no sexo de fetos humanos e de roedores,
levando a uma maior geracdo de fémeas (LICHTENFELS et al., 2007). Segundo 0s
autores, é provavel que os poluentes estejam interferindo na populacdo de sémen que
carrega 0 cromossomo X e Y. Isto é de especial importancia, pois entende-se que a
poluicdo pode também determinar a taxa de natalidade por sexo de uma populacao.

Paralelamente, varios estudos epidemioldgicos e poucos farmacolégicos tentam
demonstrar os mecanismos dos efeitos toxicos produzidos por poluentes, incluindo das
particulas eliminadas na queima do diesel (PED), na queima de éleo industrial (ROFA -
residual oil fly ash) e de seus contaminantes. Segundo VERONESI et al., (2000) o MP
formado na queima de o6leo industrial (ROFA) causou neutrofilia no lavado
broncoalveolar de camundongos, via VR1 receptor. Paralelamente, NEMMAR et al.,
(2003) demonstraram que a injecéo intra-traqueal de PED, numa dose inferior a deste
estudo, causou influxo de neutrofilos no pulmédo de cobaias. Mais recentemente,

resultados do nosso grupo mostraram que a co-injecdo da suspensdo de PED com um
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dos seus contaminantes, a 1,2-NQ, intensificou 0 aumento de permeabilidade vascular
(extravasamento plasmético) nas vias aéreas de ratos. Isto sugere que a 1,2-NQ
influencia grandemente no efeito deletério das PED, via mecanismo dependente da
ativacdo de receptores NK-1 de taquicininas (TELES et al., 2010). Corroborando nossos
dados, outros autores observaram que a 1,2-NQ causa contracdo em traquéia isolada de
cobaia via ativacao de receptores vanildides (TRPV1; KIKUNO et al., 2006). Ainda no
nosso grupo, um recente estudo de SANTOS et al., (2009) demonstrou que a curta
exposicdo de camundongos neonatos a 1,2-NQ promoveu maior susceptibilidade destes
a inflamac&o alérgica pulmonar na idade adulta. Tais efeitos compreendem, pelo menos
em parte, um desbalanco na biossintese de citocinas Th1/Th2 e ativacdo de células
dendriticas.

Cabe acrescentar que a inflamacdo pulmonar evocada pelo MP ndo depende
exclusivamente do tamanho das particulas, mas também da concentracdo de disperséo
das mesmas e das cargas positivas associadas a elas (HAMOIR et al., 2003). Assim, a
possivel translocacdo do MP das vias aéreas para a corrente sanguinea e,
consequentemente, para outros alvos e tecidos pode ocorrer em graus variados,
dependendo da concentracdo e contaminacdo desses. Nesse sentido, as PED s&o
consideradas uma das principais vilds no desencadeamento de reacdes inflamatdrias e
alérgicas, pois suas particulas finas e ultrafinas penetram mais facilmente pelas vias
aéreas, alcancando os alvéolos pulmonares e causando complicacdes locais (pulméo) e
sisttmicas (SEATON et al., 1995). Nesse contexto, Nemmar e Inuwa (2008)
observaram que 48h apds a administracdo e.v. das PED em ratos, esses animais
exibiram inflamacdo sistémica e alteragdes morfologicas importantes no pulméo. De
modo semelhante, (KREYLING et al., 2009) observaram biodistribuicdo importante de

nanoparticulas de carbono marcadas com Ir*2

no figado, baco, rim, coracao e cérebro de
ratos, apos 24h da inalag&o.

Curiosamente, a poluicdo atmosférica parece causar danos a saude menos
evidentes ou, ainda, causa sintomas leves em individuos saudaveis, que passam muitas
vezes despercebidos. Mesmo assim, alguns estudos postulam que a exposic¢ao aguda de
individuos a poluigdo ambiental promove alteragfes inflamatorias sistémicas,
culminando na alteracdo dos batimentos cardiacos, aumentando assim o risco de
doencas cardiovasculares ou agravando as doengas Vvasculares pré-existentes
(GOLDBERG et al., 2001; HOEK et al., 2001; SULLIVAN et al., 2005). J& a exposi¢ao

prolongada de individuos a poluicdo ambiental estd associada a diminuicdo da funcao
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pulmonar, que muitas vezes resulta em comprometimento nas atividades escolar e
laborial (NASCIMENTO et al., 2006; KARAKATSANI et al., 2010). Todavia, a
susceptibilidade aos danos da poluicdo atmosférica € mais comum em individuos com
historico de doencas vasculares e respiratorias (ex.: diabetes, isquemia, doenca
pulmonar obstrutiva) (RUMEL et al., 1993; SEATON et al., 1995; BURNETT et al.,
1999; POPE et al, 2002; ZANOBETTI e SCHWARTZ, 2002) e idosos
(NASCIMENTO et al., 2006).

Em grandes cidades, como Santiago, S&do Paulo e México, a auséncia de uma
politica séria no controle da poluicdo ambiental acarretard conseqiiéncias desastrosas
para a saude da populacdo nos préximos 20 anos, cuja estimativa compreende =
156.000 obitos/ ano, = 4 milhdes de visitas médicas de individuos (criangas) com crises
asmaticas/ ano, mais de 48.000 casos de bronquite/ ano e = 300.000 visitas médicas de
criancas/ ano (BELL et al., 2006). Somente na cidade de S&o Paulo, MIRAGLIA et al.
(2005) demonstraram que o custo indireto com o tratamento de doengas em criangas e
idosos oriundas da polui¢cdo ambiental nessa corresponde ao valor de U$ 3.222.676,00/
ano. Assim, acredita-se que se a poluicdo atmosférica nesses grandes centros geradores
de poluicdo ndo for evitada ou reduzida, cifras em torno de 21 a 165 bilhdes de dblares
serdo poupadas nesses paises (BELL et al., 2006).

No conjunto, essas informacdes reforcam a necessidade do controle da poluicéo
atmosférica e um melhor conhecimento dos mecanismos envolvidos nas doencas

respiratdrias e vasculares.
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2 OBJETIVO E HIPOTESE INICIAL

A translocacdo de MP (< 100 nm) para além da esfera pulmonar causa efeitos
sistémicos importantes e, em alguns casos fatais, devido aos acidentes trombdticos,
alteracbes cardiacas e acidentes vasculares cerebrais (OBERDORSTER, 2002;
VERMYLEN et al., 2005; NEMMAR, 2001, 2004, 2008). Apesar dessas evidéncias
sinalizarem para um grau de comprometimento importante dos aparelhos respiratério e
cardiovascular frente ao excesso de poluicdo atmosférica, as implicacOes diretas sobre
as funcbes de outros 6rgdos, incluindo a funcdo erétil, sdo pouco conhecidas e
discutidas. Em vista disto, a hipdtese de que a administragdo i.tr. aguda da mistura do
MP fino eliminado do diesel (PED) e 1,2-NQ, nas doses conhecidas por causar
inflamacdo aguda nas vias aéreas de ratos (TELES et al., 2007), resultaria em
comprometimento das funcbes vascular e erétil foi testada. Para esclarecer tais

suposic¢des, os objetivos deste estudo incluiram:

1. Avaliar a correlagdo entre a resposta inflamatoria (local / sistémica) e as
possiveis alteracbes na atividade funcional do musculo liso vascular (aorta) e
peniano (corpo cavernoso) produzida pela exposicdo aguda (3h) da mistura
dos poluentes ambientais PED e 1,2-NQ

2. Averiguar as interferéncias dessa exposicdo sobre genes inflamatorios,
esclarecendo alguns dos mecanismos bioquimicos e/ou moleculares

envolvidos em tais efeitos.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Animais

O presente projeto foi desenvolvido de acordo com as normas pré-estabelecidas
pelo Comité de Etica Animal do Instituto de Ciéncias Biomédicas (ICB) da
Universidade de S&o Paulo (USP), conforme o certificado emitido (protocolo registrado
sob 0 n° 127 nas folhas 21 do livro 2).

Foram utilizados ratos Wistar machos, adultos (200 — 300 g.) obtidos do Biotério
Central (ICB-USP) ou do Centro Multi-Institucional de Bioterismo (CEMIB;
UNICAMP).

Em todos os procedimentos experimentais, a anestesia foi induzida pela mistura
de cetamina e xilazina pela via intraperitoneal (80 mg/kg e 16 mg/kg, respectivamente;

i.p.). Quando necessario, foram administradas doses de manutengao anestésica.

3.2 Administracao intra-traqueal dos poluentes PED e 1,2-NQ em ratos

ApoGs anestesia e tricotomia, foi realizada uma incisdo na regido cervical dos
animais, de aproximadamente 2 cm. Com o auxilio de uma pinga curva, os tecidos
adjacentes foram afastados e a traquéia foi exposta para administracdo da mistura dos
poluentes PED (1 mg/kg) e 1,2-NQ (35 nmol/kg) ou veiculo correspondente (DMSO:
0,01%; Tween 80: 0,05%) sempre no volume de 100 ul. Apds 3h, os animais foram
mortos por superdosagem anestésica e, em seguida, foi realizada laparotomia mediana e
exsanguinacdo destes via sec¢do da aorta abdominal. O leito vascular do pulmao foi
imediatamente perfundido com PBS heparinizado (20 ml) e as amostras de sangue ou

tecidos foram obtidas quando necessarias, de acordo com a figura 4.
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Figura 4. Desenho esquematico do tratamento com os poluentes e protocolos experimentais.

3.3 Avaliacao dos parametros da resposta inflamatéria

3.3.1 Obtencao do lavado broncoalveolar (LBA), preparo e quantificacédo celular

A coleta do LBA foi realizada via canulacdo da traquéia do animal com um tubo
de polietileno, pelo qual administrou-se o volume de 2,5 ml do PBS heparinizado (5
Ul/ml). O volume injetado foi cuidadosamente aspirado com o fluido broncoalveolar e
tal procedimento foi repetido por mais 4 vezes.

O LBA coletado foi submetido a centrifugacdo (1000 rpm; 10 min) e as células
(botdo celular) obtidas foram ressuspensas em 1 ml de tampdo PBS (0,2 ml). Um
volume de 10 pL dessa amostra foi adicionado ao volume de 190 pL de cristal violeta
(0,2% diluido em &cido acético 30%) para contagem do namero total de células em
camara de Neubauer. A andlise diferencial dos leucécitos nas amostras de LBA
ressupensas foi efetuada por técnica de citocentrifuga (1000 rpm; 3 min; MOD 2400;
Fanem, Brasil) em laminas coradas com May-Grunwald-Giemsa modificado

(ROSENFELD, 1947). O numero de células diferenciais (mononucleares e
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polimorfonucleares) foi quantificado com o auxilio de microscopia Optica e 0s

resultados foram expressos como ndimero de células (x10°) por LBA.

3.3.2 Obtencao do sangue periférico, preparo e quantificacéo celular

Mediante anestesia com a mistura de cetamina e xilazina, os animais foram
submetidos a coleta de sangue periférico pela artéria abdominal e, em seguida, mortos
por deslocamento cervical. Do sangue periférico coletado em EDTA (1 mg/ml; Sigma,
St. Louis, MO, EUA) foi retirado um volume de 10 pl e adicionado ao volume de 190
pl do corante cristal violeta (0,2% em acido acético 30%) para contagem do numero
total de células usando-se a camara de Neubauer. A anélise diferencial dos leucdcitos do
sangue periférico foi efetuada em esfregacos sanguineos corados com May-Grunwald-
Giemsa e os dados foram analisados sob microscopia comum e expressos como numero
de células por (10%) mm?.
A determinacdo da concentracdo de hemoglobina e hematdcrito no sangue periférico foi
realizada pelo método de oxihemoglobina e pela técnica do microhematdcrito
respectivamente (WINTROBE, 1967; LEWIS, et al., 2005; BORELLI et al., 2007).

3.3.3 Obtencdo da medula dssea, preparo e quantificagdo celular

O fémur esquerdo dos animais foi removido (= 3 cm) e com o auxilio de uma
seringa e agulha descartavel (5 ml; 0,70x25; 22G1) contendo 5 ml de tampdo PBS
heparinizado, foi realizado a inser¢do desta numa das extremidades do fémur, e a
solucdo foi injetada lentamente. O lavado medular foi aspirado, centrifugado (1.000
rpm; 10 min) e as células ressupensas em 1 ml de tampdo PBS. A seguir, cada aliquota
foi ressuspensa em 190 pL da solugdo de cristal violeta (0,2%). A quantificagdo do
namero total do homogenato final foi feita em camara de Neubauer, enquanto a analise
diferencial das células do lavado medular foi feita por microscopia Optica apdés o
processamento das amostras utilizando-se a técnica de citocentrifuga. Os resultados

foram expressos como nimero de células por mm?.
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3.3.4 Obtencao do baco, preparo e quantificacdo celular

Ap06s a morte dos animais, foi realizada uma laparotomia mediana e o baco foi
removido e imerso em meio de cultura (10 ml de RPMI11640) juntamente com 500 pl de
EDTA (10%). Ap6s 3 min, o baco foi rapidamente macerado em meio asséptico
contendo DMEM e a suspensédo celular foi submetida a centrifugacdo (1000 rpm; 10
min a 4 °C). O sobrenadante foi descartado e a lise das hemécias foi provocada pela
adicdo de 1 ml de tampdo especifico ao botdo celular obtido (Red blood cell lysing
buffer; Sigma Chemical Company, EUA). Apds um minuto, um volume de 39 ml de
PBS gelado foi adicionado a mistura e depois esta foi novamente centrifugada (1000
rpm; 10 min a 4 °C). O botdo celular resultante dessas amostras foi ressuspenso em
DMEM, e as células foram quantificadas com o auxilio de microscopio. Os resultados

foram expressos como nimero de células por mm?.

3.4 Avaliacdo dos parametros funcionais

3.4.1 Medida da reatividade de anéis de traquéia e brénquio principal

Foi realizada laparotomia mediana no animal e ambos, a traquéia (= 3 mm da
porcéo inferior) e o brénquio principal foram cuidadosamente removidos, limpos de
seus tecidos conjuntivos e imediatamente montados em um sistema de banho para 6rgao
isolado contendo a solucdo nutritiva de Krebs-Ringer (em mM): NaCl, 118; NaHCO3,
25; glicose, 5.6; KCI, 4.7; KH,PO,4, 1.2; MgS0,4.7H,0, 1.17 e CaCl,.6H,0, 2.5, (95:5%
de 0,:CO, pH = 7,4 e temperatura a 37 °C.) e conectado ao sistema para aquisi¢do de
dados e PC (Power lab, software v 4.0, AD Instruments, MA, EUA)

Tanto os anéis de traquéia quanto o bronquio principal isolado foram fixados
entre duas extremidades da ancora de metal, com o auxilio de ganchos apropriados,
onde uma das extremidades foi conectada a um transdutor de forca, e a outra
extremidade foi fixada a uma unidade mdvel, que permitia o ajuste da tensdo aplicada
aos tecidos (15 mN e 8 mN para a traquéia e brbnquio, ou 1,5 g. e 0,8 g.
respectivamente). As alteracGes de tensdo foram avaliadas via transdutores isométricos
conectados ao sistema para aquisicdo de dados e PC (Power lab, software v 4.0, AD
Instruments, MA, EUA). Apos estabilizagcdo dos tecidos (traquéia e brébnquio) por um
periodo de 45 min, esses foram submetidos as curvas concentracdes-resposta (CC-R)

induzidos pela metacolina.
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3.4.2 Medida da reatividade vascular de aneis de aorta (ascendente)

Foi realizada a laparotomia mediana no animal e, aproximadamente, 3-5 cm de
aorta foi extraida cirurgicamente da regido toracica, limpa de seus tecidos conjuntivos e
imediatamente montadas em um sistema de banho para 6rgdo isolado conectado ao
sistema para aquisicdo de dados e PC (Power lab, software v 4.0, AD Instruments, MA,
EUA) contendo a solucdo nutritiva de Krebs-Ringer constantemente aerada (37 °C;
95:5% de 0,:CO,). Neste caso, entretanto, o ajuste de tensdo aplicado foi 10 mN.

As alteracbes de tensdo foram medidas usando-se transdutores isométricos e
registradas em um sistema para aquisicdo e armazenamento de dados no computador
(Power lab, software v 4.0, AD Instruments, MA, EUA). Apos estabilizagdo, os tecidos
foram pré-contraidos com fenilefrina (FE, 1 pM) na presenca de indometacina (5.6
puM). Avaliou-se a seguir os efeitos de relaxamento, via curva concentracdo-resposta
(CC-R), induzidos pela ACh e Trinitrato de Glicerila (GTN). As contracfes evocadas
pela FE também foram escopo deste estudo e entdo comparadas aos seus respectivos

controles.

3.4.3 Medida funcional do tecido cavernoso isolado

Ap6s a morte por exsanguinacdo dos animais, o corpo cavernoso foi
cuidadosamente extraido da regido de insercdo da crura e imediatamente transferido
para a solucdo de Krebs-Ringer. Seguida a dissecacdo da tunica albuginea, o tecido
cavernoso foi montado no sistema de banho para érgédo isolado e, neste, foi aplicada
uma tensdo de 10 mN. Apds 45 min de estabilizacdo do tecido, onde a cada 15 min a
solugdo nutritiva foi trocada e a tensdo ajustada para um melhor aproveitamento da
preparacdo, a CC-R frente a ACh foi realizada sempre apds a pré-contracdo com
fenilefrina 10 uM (FE). Em um grupo isolado de animais, o corpo cavernoso foi obtido
e montado como descrito acima e, entdo, foi realizada a estimulacdo elétrica (EFS)
neste. Para isto, o tecido foi disposto entre dois eletrodos de platina dispostos e a
estimulacdo elétrica foi deflagrada gerando pulsos de 0.5 ms de duracdo a 20 V em
frequiéncias variadas (1-32 Hz). (Grass S48; Astro-Med Industrial Park, RI, EUA).
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3.5  Avaliacao dos parametros bioquimicos

3.5.1 Determinacéao de nitratos totais (NOy ")

Amostras de plasma foram obtidas dos diferentes grupos experimentais e entdo
diluidas em &gua Milli-Q (1:2). Apos desproteinizadas da agua por ultrafiltracdo (5.000
g, 120 min & 4 °C) em tubos plasticos com filtros (cut-off de 5 kDa; Fisherbrand®,
Pittsburgh, PA). Volumes de 100 ul de amostra e da curva padréo (solu¢bes aquosas de
nitrato de potassio entre 0,2 e 200 uM) foram pré-incubadas com 20 uL de NADPH
(100 uM; Sigma Chem. Co., EUA), 20 uL de FAD (5 uM; Sigma Chem. Co., EUA) e
20 pL de nitrato redutase (200 mU/ml) durante 1 hora a 37 °C para redugdo do ion
nitrato para nitrito. O excesso de NADPH foi eliminado via adi¢do de 20 pL de lactato
desidrogenase (LDH, 13,5 U/ml; Calbiochem, EUA) e 20 pL de piruvato (90 mM;
Sigma Chem. Co., EUA) e posterior incubacdo a 37 °C durante 30 min. Por altimo,
volumes de 50 uL do reagente de Griess (solucdo contendo sulfanilamida 0,1% +
naftiletilenodiamina 0,01% em &cido fosférico a 5%; ambos fornecidos pela Sigma
Chem. Co., EUA) foram adicionados as amostras. Apds incubacdo dessas amostras por
10 min em temperatura ambiente, foram realizadas as leituras dos valores de
absorbancia em espectrofotdmetro (Spectramax plus, Molecular Devices, CA, USA)

utilizando o comprimento de onda de 450 nm.

3.5.2 Determinacdo do contetdo tecidual de produtos de reacdo do acido
tiobarbitarico (TBARS)

Amostras de tecidos como traquéia, pulmao, aorta, rim, coracdo, figado, baco,
corpo cavernoso e sangue foram obtidas, pesadas e homogeneizadas em 5 volumes de
solucdo de fosfato de potéassio (50 mM, pH 7,4) contendo butil hidroxitolueno (BHT,
12,6 mM). Aliquotas de 200 pL desse homogenato (em duplicatas) foram incubadas
com 400 pL de solucdo contendo TBA a 0,37%, em meio fortemente acido (acido
tricloroacético a 15% e &cido cloridrico 0,25 N), & 90 °C durante 45 minutos. A seguir,
essas amostras foram centrifugadas (10.000 g, 5 min) e, depois, 300 pL dos
sobrenadantes foram submetidos & extracdo do produto de reagdo com 300 pL de n-
butanol com a adicdo de 30 pL de solugdo aquosa saturada de cloreto de sodio pela
agitacdo em vortex por 30 segundos. Apos centrifugacao (10.000 g, 2 min), amostras de
200 pL dos sobrenadantes (fase organica) foram dispostas em microplaca e submetidas

a leitura em medidor de Elisa (535 nm) corrigidos pelos valores de absorbancia a 572
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nm. Os resultados foram expressos como nmol de aldeido formado por g de tecido
(BOSE et al., 1989) utilizando-se para o célculo um coeficiente de extin¢gdo molar de
1.55x 10° M™* cm™.

A determinacdo dos produtos de reacdo do acido tiobarbitdrico (TBARS)
determina a quantidade de peroxidacéo lipidica mediante a quantificacdo dos aldeidos

formados pela degradacédo de hidroperéxidos, incluindo o malondialdeido (MDA).

3.5.3 Mensuracéo de contetdos de catalase nos tecidos

Amostras de tecidos (ex.: pulmdo, aorta e tecido cavernoso) dos diferentes
grupos animais foram obtidas, pesadas e homogeneizadas (1:10 p/v; 10,000 rpm, 10
min a 40 °C) em tampdo fosfato (50mM, pH 7,0). O sobrenadante foi separado e,
metade do volume deste, foi reservado em temperatura a 60 °C (durante 2h para
inativacdo da catalase) para os brancos da reacdo. A seguir, a reacdo inicial nas
amostras foi realizada incubando-se 30 uL de sobrenadante destas (brutas e inativadas)
com 500 pL de H,0, 10 mM em temperatura ambiente (durante 2 min para pulméo e
aorta, e 10 min para tecido cavernoso). Essa reacdo foi interrompida pela adi¢do de 500
pL da solucdo de NaN3 (1 mM).

Em paralelo, 30 pL de tampéo fosfato (50 mM, pH 7,0) foram incubados com
H.O, (500 pL nas diferentes concentracGes da curva: 8820, 4410, 2205, 1125, 882,
441, 221, 113, 88, 44, 22 e 11 pM) com os respectivos tempos de incubacdo. Em
seguida, a segunda reacdo consistiu em incubar, em placa de Elisa, o volume de 20 pL
do produto da primeira reacdo com o reagente (200 pL) contendo o-dianisidina (0,167
mg/ml) e HRP (0,095 pg/ml) em tampéo fosfato (5 mM, pH 6,0). A monitorizagdo da
velocidade de formacdo do produto de oxidacdo da o-dianisidina foi realizada
registrando-se 0 aumento da absorbancia da mistura a 460 nm, por meio de leituras

coletadas em intervalos de 10 s durante 10 min.

A atividade da catalase foi calculada a partir da velocidade méxima por minuto
de cada reacdo e extrapolada na curva de H;O,. O resultado foi expresso em U
Catalase/mg de proteina, onde uma unidade de catalase foi definida como a quantidade

de H,O, (em pmol) degradada por minuto.
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3.5.4 Analise da Expressdo génica pela reacdo em cadeia da polimerase apds
transcricao reversa em tempo real (real time RT-PCR)

A expressdo génica das enzimas nNOS, eNOS e iINOS em amostras de tecidos
(ex.: cavernoso, aorta e pulmdo) dos diferentes grupos animais foi quantificada pela
reacdo em cadeia da polimerase (PCR) em tempo real. Para isto, as amostras de tecidos
foram homogeneizadas em Trizol (1 ml/100 mg de tecido; Gibco BRL, EUA) para
extracdo do RNA total. Apos 5 min, adicionou-se as amostras o volume de 200 uL de
solucdo de cloroférmio/alcool isoamilico (24:1) para cada 1 ml de Trizol utilizado.
Ap0s agitacdo vigorosa para extragdo dos lipidios, os tubos foram deixados em repouso
(10 min) e levados a centrifugacdo (12,000 g; 15 min.; 4 °C). A fase aquosa
(sobrenadante; 600 uL) foi separada e 0 RNA precipitado pela adicdo de 500 uL de
isopropanol. Apds 10 min & temperatura ambiente, os tubos foram centrifugados
(12,000 g, 10 min, 4 °C) e o precipitado (pellet) de RNA formado foi lavado em etanol
(95%; 500 uL) e novamente centrifugado (7,000 g, 5 min, 4 °C). Esta opera¢do foi
repetida utilizando-se etanol 75%. Os precipitados de RNA total resultantes de cada
amostra foram dissolvidos em 50 upuL de 4&gua tratada com DEPC 0,1%
(dietilpirocarbonato).

Para a quantificacdo de RNA total, as amostras foram diluidas 1:500 em &gua
Milli-Q autoclavada e suas absorbancias medidas em espectrofotémetro Ultrospec 2100
pro (Amersham Bioscience, Inglaterra) e as concentracdes de RNA total foram
calculadas em ug/ul. A integridade do RNA total isolado foi confirmada pelo teste de
eletroforese em gel de agarose (1% em TAE (tris acetato EDTA) contendo 0,5 ug/ml de
brometo de etidio, GIBCO BRL, EUA) em uma voltagem de 70V durante ~30 min. As

bandas foram reveladas sob luz ultravioleta.

Purificacdo / transcricdo reversa (RT) do RNA total e anélise da expressao génica por
RT-PCR em tempo real (QPCR)

O RNA total obtido nas amostras foi tratado com Dnase. Para isto, cada amostra
de 3 ug de RNA total foi diluido em qg.s.p. 9 uL de &gua DEPC e depois aquecida ( a 37
°C; 10 min). A seguir, essas amostras foram aquecidas a 75 °C (5 min) com uma
mistura contendo o inibidor de RNAses (1 pl ; RiboLock™ Ribonuclease Inhibitor,
Fermentas Life Science), DNase (1 uL; Dnase I, Fermentas Life Science), tampédo 5X

First-Strand Buffer (4 uL), oligo dT (1 pL; 100 uM, Fermentas Life Science), DTT (2
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uL; 0,1M) e dNTPs (1 uL; 10mM, Fermentas Life Science). As amostras foram
reservadas a 37 °C por 10 min.

A transcricao reversa foi realizada incubando-se 0 RNA tratado com DNAse e a
enzima transcriptase reversa (1 pL; RevertAid™ M-MuLV Reverse Transcriptase,
Fermentas Life Science) a 37 °C por 1h, 75 °C por 5 min e 37 °C por 2 min. As

amostras de cDNA foram mantidas a —20 °C.

Para a analise da da expressdo génica por RT-PCR em tempo real (QPCR), um
volume de 3 uL de cDNA diluido (1:10) foi incubado com 3 pL de cada primer (300
nM; forward e reverse; Tabela 2) e 6 uL de PCR Master mix (SYBR Green ROX Mix,
LGC Biotecnologia). Apo6s um periodo de desnaturacdo (10 min) a 95 °C, as amostras
foram submetidas a 40 ciclos de amplificacdo a 95 °C por 30 segundos e 60 °C por 1
min. As amostras foram analisadas em duplicatas juntamente com o controle negativo,
que avalia a especificidade da reacdo (Mx3005P® gPCR System; Stratagene). Apds a
amplificacdo, foram obtidas as curvas de dissociacdo e os produtos foram submetidos a
eletroforese em gel de agarose 2%, para confirmagéo da especificidade da amplificagéo

da reacéo.

A andlise quantitativa foi realizada com o auxilio do programa MxPro
(Stratagene, versdo 3.0), o qual estima o limiar (threshold; Ct) para cada amostra. Os

resultados foram interpretados empregando-se a formula 2744

, onde Ct significa o:
namero de ciclos necessarios para atingir o limiar de fluorescéncia acima do valor de
fundo - background), que relaciona a expressdo do gene de interesse comparado aquela
do gene do controle negativo (gene HPRT - hipoxantina fosforibosil transferase). Os
valores obtidos no grupo veiculo foram designados como 1 e os valores do grupo

tratado foram normalizados com base nos dados obtidos na mesma corrida.
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Tabela 2 - Lista dos primers utilizados nos ensaios de gPCR.

Gene Seqliéncia Tm (°C) Produto (pb)

nNOS Forward 5’- CACCTGAAGAGCACACTGGA -3’ 60

Reverse 5’- GGCTAGAGGGAAGAGCTGGT -3’

eNOS Forward 5’- AGCATGAGGCCTTGGTATTG -3° 60
Reverse 5’- CCCGACATTTCCATCAGC -3’
Inos Forward 5’- AAAATGGTTTCCCCCAGTTC -3’ 60 150

Reverse 5’- GTCGATGGAGTCACATGCAG -3’

HPRT Forward 5’- AAGCTTGCTGGTGAAAAGGA -3’ 60 129

Reverse 5’- TGATTCAAATCCCTGAAGTGC -3°

3.5.5 Avaliacdo de expressdo protéica por Western Blot

A expresséo da isoforma nNOs e de sua variante PNNOS de tecido cavernoso de
ratos dos diferentes grupos foi avaliada via técnica de Western blot. Para isto, as
amostras foram homogeneizadas em tampdo TRIS 50 mM (5 vol / mg; pH 7.4)
contendo PMSF (1 mM). Os homogenatos obtidos foram centrifugados (1000g, 5 min)
e 0 conteudo de proteinas em cada sobrenadante das amostras foi diluido em tampéo
TRIS (50 mM) a um volume q.s.p. 130 ul. Em seguida, o volume de 30 uL de tampéo
de Laemmli (62,5 mM de Tris-HCI, pH 6,8 contendo 2% de SDS, 10% de glicerol,
0,001% de azul de bromofenol e 5% de 2-mercaptoetanol) foi adicionado na amostra.
Subsequentemente, uma quantidade de 60 ug das proteinas presente nas amostras foi
separada por eletroforese em gel de poliacrilamida (7% contendo lauril sulfato de sédio;
SDS-PAGE) usando um tampao especifico (Tris 25 mM, 192 mM de glicina e 0,1% de
SDS) e intensidade constante de corrente (35 mA; voltagem ~ 100-180 V), conforme
descrito (Laemmli, 1970).

As bandas protéicas foram transferidas eletroforeticamente via sistema submerso
para membrana de nitrocelulose (150 mA, ~40 V; 2h), utilizando-se o tampao
especifico: 25 mM de Tris, 192 mM de glicina, 0,1% de SDS e 18% (V/V) de etanol
absoluto. A eficiéncia da transferéncia foi verificada pela coloragdo das membranas por
vermelho de Ponceau (0,1% em acido acético a 5%). A seguir, as membranas foram
incubadas (12h, 18 °C) com anticorpos primarios anti-nNOS (policlonal de coelho, 500
ng/ml). Apo6s lavagens apropriadas (6x 10 min com TBS-t), as membranas foram

incubadas com anticorpo secundario conjugado com fosfatase alcalina (Cabra anti-
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coelho-AP, 1:3000). As membranas foram submetidas a uma nova série de lavagens (6x
10 min) e as bandas imunorreativas foram reveladas mediante um kit de revelagéo, com
emissdo de quimioluminescéncia (LumiPhos, Pierce). Os sitios inespecificos de ligacdo
do anticorpo priméario @ membrana foram blogqueados pela adi¢do da solucéo de caseina
(0,2%) em TBS-t (20 mM de Tris-HCI, 137 mM de NaCl, pH 7,4, contendo 0,1% de
Tween-20).

As imagens foram captadas com o auxilio do sistema de imagens ChemlImager
(Alpha Innotech, EUA) e as intensidades das bandas foram analisadas por densitometria
e normalizadas pela densitometria obtida das respectivas linhas (lanes) apds coloragéo

por Ponceau.

3.5.6 Determinacédo de citocinas no plasma

O sangue periférico dos animais foi coletado pela artéria abdominal apos os
animais serem anestesiados com a mistura de cetamina e xilazina, e, em seguida, 0s
animais foram mortos por deslocamento cervical. O plasma foi obtido por centrifugagéo
em centrifuga Fanem a uma velocidade de 3.000 rpm por 15 minutos. Apds, este foi
acondicionado em freezer -20 °C até o0 momento da dosagem. Para a mensuracao da
concentragdo das citocinas interleucina 14 (IL-1/5) e Fator de necrose tumoral o (TNF-
a) no plasma dos animais, placas de ELISA (R&D Systems, EUA) foram sensibilizadas
com 100 pl do anticorpo anti-IL-1p diluido em tampéo carbonato (pH 9,5) ou anti-TNF-
a diluido em tampéo fosfato (pH 6,5). As placas foram submetidas a incubacéo por 18h
(4 °C) e a reacdo foi depois blogueada com a solugdo tampéao (PBS) com gelatina (3%;
200 ul/poco), por 3h. A seguir, as placas foram lavadas quatro vezes com a solugéo
tampéo PBST [PBS + Tween 80 (0,05%)] e, em cada poco, das duas primeiras fileiras,
foi adicionado 100 ul de PBST + BSA (0,1%). Nestes pocos foram dispostos, na razao
de 1:2, os padrbes das citocinas. Apds 1h de incubacdo, a reacdo foi blogueada com
acido citrico (0,2 M) e entdo a leitura foi feita em leitor de ELISA (DO 450 nm). A
concentracdo das citocinas nas amostras foi calculada a partir das curvas-padréo
utilizando-se IL-15 e TNF-a de rato em concentragdes crescentes (15,62; 31,25; 62,50;
125; 250; 500; 1000 e 2000 pg/ml.
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3.6 Obtencao e preparo dos poluentes

Os poluentes foram cedidos pelo Prof. Dr. Yoshito Kumagai (Organization for Frontier
Research in Preventive Pharmaceutical Sciences, Universidade de Hokuriku,
Kanagawa-machi, Kanazawa, Ishikawa 920-1181, Japdo; Doctoral Programs in Medical
Sciences, Graduate School of Comprehensive Human Sciences, Universidade de
Tsukuba, Ibaraki, Japao).

As PED foram obtidas em laboratorio da engenharia do motor Mod 4JBI (4
cilindros 2,74 1, 10 HP, 1.500 rpm; Isuzu Automobile Co, Japdo) via sistema de
filtragem (MP<2,5), conforme descrito previamente (SAGAI et al., 1996; CHO et al.,
2004). A obtencéo e purificacdo do composto 1,2-NQ foi realizada via cromatografia de
camada delgada eluida em diclorometano (CHO et al., 2004).

A suspensdo de PED (ex.: estoque 1 mg/ml, m/v; pH 7,4) foi preparada em
tampdo PBS e Tween 80 (0,05%), enquanto a solucdo estoque da 1,2-NQ (3 wmol/ml,
m/v) foi preparada em DMSO (0,01%), Tween 80 (0,05%) e PBS (99,94%). Quando a
mistura de poluentes foi utilizada, optou-se por usar o veiculo do 1,2-NQ. Apos o
preparo da suspensdo, esta foi levada ao sonicador (5 min) imediatamente antes da

administracao.

3.7 Calculos e analise estatistica

Os resultados sao apresentados como meédia £ E.P.M. de valores absolutos ou
porcentagem, onde “n” denota o nimero de animais usados em cada experimento. Os
dados obtidos foram submetidos a anélise de variancia de uma Unica via (ANOVA),
seguida pelo teste modificado de Bonferroni ou, quando apropriado, realizou-se o teste
t-Student ndo-pareado. As diferencas entre as médias foram avaliadas com o auxilio do
programa estatistico (software Prism 4.0). Valores de p<0,05 foram considerados
significantes.

As respostas relaxantes para ACh, GTN e EFS foram expressas como
porcentagem do relaxamento relativo a resposta submaxima contratil a FE (EC 80; 10
uM, RTA e RCC). A Emax e o log negativo para as concentracdes dos agonistas
produzirem 50% da Emax (Valores de pD2) foram estimados através de analise de
regressdo ndo-linear para cada CC-R individual. A forca isométrica em resposta a MCh,
FE e EFS foi medida em anéis de traquéia, segmentos de brénquios, anéis de aorta e
segmentos de corpos cavernosos, de cada um dos grupos experimentais e compararam-

se 0s valores de pD2 e de Emax com grupos controles da mesma idade.
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4 RESULTADOS
4.1 Parametros inflamatorios

4.1.1 Efeito da instilagio i.tr. da mistura dos poluentes sobre o recrutamento de

leucocitos para o pulméo

A figura 5 mostra que o tratamento dos animais com a mistura dos poluentes
causa, apos 3 horas, um aumento significativo (P<0.001) no numero total de leucdcitos
no lavado broncoalveolar (LBA) dos animais quando comparado ao grupo controle, que
recebeu o veiculo dos poluentes. Na contagem diferencial de células no LBA dos
animais expostos aos poluentes, nota-se um aumento marcante no conteudo de celulas
mononucleares (P<0.001), sem nenhum efeito sobre o influxo de polimorfonucleares

(neutrdfilos e eosindfilos).
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Veiculo PED (1 mg/kg) + 1,2-NQ (35 nmol/kg)

Figura 5. Efeito da instilagéo i.tr. de poluentes (PED + 1,2-NQ) no recrutamento de leucécitos no
pulmao. O gréfico ilustra o efeito da instilag&o i.tr da mistura de poluentes sobre a contagem
total e diferencial de leucécitos no LBA de animais controles e tratados. Os resultados est&o
expressos como média £ EPM para 7 animais. ***P<0.001 vs veiculo.
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4.1.2 Efeito da instilacédo i.tr. da mistura dos poluentes sobre a populacdo de
células das séries vermelha (eritrograma) e branca (leucograma) no sangue
periférico
A figura 6A ilustra que a exposicdo aos poluentes causou uma diminuigdo

significativa no namero de hemaécias (P<0.05; n=5) no sangue circulante dos animais em

relacdo ao grupo controle (n=6), que recebeu o veiculo dos poluentes.

A instilacdo i.tr. dos poluentes (n=5), ap6s 3h, em ratos promoveu diminuicdo
significativa (P<0.05) no nimero de leucdcitos totais no sangue periférico destes em
relacdo ao grupo controle (Figura 6B; n=6). Nesse mesmo compartimento, 0 nimero de
neutrofilos segmentados (Figura 6C) e mondcitos (Figura 6E) foi menor quando
comparado ao grupo controle, embora de maneira nao estatisticamente diferente (n=5-6).
Por outro lado a populacdo de linfécitos (Figura 6D) mostrou-se significativamente
menor (P<0.05) no sangue dos animais expostos aos poluentes comparado ao grupo

controle. N&o foi observado eosindfilos no sangue periférico desses animais.
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Figura 6. Efeito da instilagao i.tr. de poluentes (PED + 1,2-NQ) sobre as séries vermelha e branca
no sangue periférico. O painel A ilustra o efeito da instilacdo i.tr da mistura de poluentes
sobre a contagem de hemécias do sangue periférico de animais controles (barras abertas) e
tratados (barras fechadas). O painel B mostra o efeito desses poluentes sobre a contagem de
leucocitos totais circulantes no sangue periférico. Os painéis C, D e E ilustram a contagem
diferencial do numero de leucdcitos totais. Os resultados estdo expressos como média + EPM
para 5-6 animais. *P<0.05 vs veiculo.
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4.1.3 Efeito dos poluentes sobre a populacéo de leucécitos na medula dssea e baco

Analisando a demanda de celulas sanguineas da série branca na medula éssea dos
animais expostos a mistura de poluentes observou-se um aumento significativo (P<0.01)
do numero de leucocitos totais em relagdo ao grupo controle (Figura 7A; n=4). A
contagem diferencial absoluta no mielograma revelou um aumento de varios tipos
celulares, a saber: neutréfilos anelados, neutrofilos segmentados, mondcitos,
macrofagos, eritroblasto jovem (Figura 7B — E; n=4) quando comparado ao grupo
controle (n=4). O numero de eritroblasto orto e policromatico (Figura 7F), embora
aumentado, na medula 6ssea ndo foi estatisticamente diferente do grupo controle (n=4).
Observou-se ainda na medula 6ssea uma tendéncia de aumento no numero de
eosindfilos, mas ndo de forma significativa (273,8 + 45,34 cél./mm?® na auséncia e 313 +
62,27 cél./mm?® na presenca do poluente, respectivamente; n=4).

No baco, a figura 8A mostra que a mistura de poluentes causou nos animais
(n=4-5) uma reduc&o significativa no nimero de leucocitos totais. Por conseguinte, 0
namero de blastos (B), neutréfilos segmentados (C), linfocitos (F) e EPO + EOC (G;
*P<0.05) mostrou-se diminuido. Ao contrario, 0 mesmo tratamento promoveu no baco
dos animais um aumento no numero de eosinofilos (D) e mondcitos — macréfagos (E)
em relacdo aos animais controle (n=5), muito embora esse aumento ndo foi

significativamente diferente do grupo controle.
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Figura 7. Efeito da instilagdo i.tr. da mistura dos poluentes sobre a celularidade da medula dssea.
Os painéis A — F ilustram o efeito da instilagao i.tr da mistura de poluentes ou veiculo sobre a
contagem total e diferencial absoluta de leucdcitos na medula 6ssea de animais controles
(barras abertas) e tratados (barras listradas). Os resultados estéo expressos como média +
EPM para 4 animais. **P<0.01 e *P<0.05 em relagdo aos valores controles.
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Figura 8. Efeito da instilagdo i.tr. da mistura dos poluentes sobre o esplenograma. Os painéis A - G
ilustram o efeito da instilago i.tr da mistura de poluentes sobre a contagem total e diferencial
de leucécitos no bago de animais controles (barras abertas) e tratados (barras fechadas). Os
resultados estdo expressos como média £ EPM para 4 - 5 animais.
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4.2 Parametros funcionais

4.2.1 Efeito dos poluentes sobre a reatividade em traquéia e brénquio principal

de ratos

O tratamento de ratos com a mistura dos poluentes (PED 1 mg/kg e 1,2-NQ 35
nmol/kg) reduziu significativamente os valores de Enax da CC-R em aneis de traquéia
(Figura 9A e B; 6,267 + 3,209 ¢g/100 mg de tecido; n=6) e segmentos de bronquio
principal (Figura 9C e D; 1,119 + 0,690 g/100 mg de tecido; n=7) estimulados com a
MCh em relagdo aos valores de Enax das CC-Rs dos anéis de traquéia (Figura 9A e B;
14,91 + 2,42 g/100 mg de tecido; n=8) e segmentos de brénquio principal (Figura 9C e
D; 6,608 + 2,472 g/100 mg de tecido; n=7) de ratos controle, que receberam somente o

veiculo dos poluentes.
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Figura 9. Efeitos da instilagao i.tr. da mistura PED e 1,2-NQ sobre as contragdes evocadas pela
metacolina (MCh 10 a 1035 M) em traquéia (Painel A) e brénquio principal (Painel C) de
ratos. A curva exibida pelos quadrados abertos ilustra a contracdo induzida pela MCh em
animais tratados com o veiculo dos poluentes, enquanto os quadrados escuros ilustram o
efeito da MCh em tecidos isolados de ratos tratados com a mistura PED (1 mg/kg) e 1,2-NQ
(35 nmol/kg) durante 3h. Os painéis B e D representam a comparagéo de Emax entre ambos
0s grupos dos diferentes tecidos. Estes sao gréaficos representativos da médiae EPM de 6 a 8
animais. *P<0.05 vs veiculo.
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4.2.2 Curva concentracao-resposta evocada pela fenilefrina (FE) na aorta e corpo

cavernoso de ratos expostos aos poluentes

A exposicdo aguda dos animais aos poluentes ndo promoveu alteracédo
significativa na CC-R (contracdo) induzida pela FE na aorta isolada de ratos em relagéo
ao grupo controle (Valores de Emax = 298,2 + 84,03 na auséncia e 219,0 + 34,34 na
presenca do poluente; Figura 10A).

Da mesma forma, os poluentes ndo afetaram a contracdo induzida pela FE no
tecido erétil desses animais quando comparado ao grupo controle (Valores de Emax =
5,84 + 1,18 na auséncia e 6,04 + 1,63 na presenca do poluente, respectivamente; Figura
10B).
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Figura 10. Efeitos da injegao i.tr. da mistura PED e 1,2-NQ sobre a CC-R evocada pela fenilefrina
(FE 10° a 10 M) em aorta toracica (painel A) e corpo cavernoso de ratos (painel B). A
curva exibida pelos quadrados abertos ilustra a contragdo induzida pela FE em animais
tratados com o veiculo dos poluentes, enquanto os quadrados escuros ilustram o efeito da FE
em ratos tratados pela via i.tr. com a mistura dos poluentes (PED e 1,2-NQ) apés 3h. Os
gréficos representam a média e EPM de 4 a 10 animais.
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4.2.3 Curva concentracdo-resposta (relaxamento) evocada pela acetilcolina
(ACh) na aorta de ratos expostos aos poluentes

O relaxamento concentracéo-dependente induzido pela ACh (10° M - 10 M)
em aorta toracica de animais expostos aos poluentes foi mais proeminente do que aquele
obtido no grupo de animais controle (Figura 11A). Na figura 11B, esse efeito foi
claramente observado quando a Enax da CC-R induzida pela ACh na aorta dos animais
expostos aos poluentes apresentou diferenca estatistica (P<0,05) da CC-R obtida nos
animais controles [Valores de Emax = 47,1 £ 3,23 (%) na auséncia e 65,2 + 6,5 (%) na
presenca do poluente].

Os painéis 11C e 11D ilustram os tracados representativos dessas CC-R
induzidas pela ACh (10 — 10 M) na aorta torécica de rato exposto ao veiculo ou
poluentes, respectivamente. Conforme observado nestes tragados bem como pelos
valores de média e EPM, a pré-contracdo induzida pela FE (1 puM) na aorta de rato
controle (179.08 + 4.89; n= 6; Figura 11E) ndo foi estatisticamente diferente a de rato

exposto aos poluentes (149.9 + 16.21; n= 7; Figura 11E).
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Figura 11. Curva concentragao-resposta (CC-R) induzida pela ACh (10° - 104 M) em aorta de
animais tratados com os poluentes ou seu respectivo veiculo. O painel A mostra o
relaxamento produzido pela CC-R frente @ ACh na aorta dos animais controle e tratados,
enquanto o painel B representa a comparagao de Emax entre ambos os grupos. Estes séo
graficos representativos da média e E.P.M. de 6 a 7 tecidos isolados dos animais. *P<0.05
vs veiculo. Os Painéis C — D ilustram os tracados representativos da contragao inicial
induzida pela adi¢do da solugdo de KCl ao banho contendo preparagédo de aorta de ratos
controle e exposto aos poluentes, mostrando a integridade desses tecidos. A seguir,
observa-se a pré-contragdo induzida pela FE (1 uM; painel E). e as curvas concentragéo-
resposta (CC-R) induzidas pela ACh (10° - 104 M) em ambos os animais (controle e
expostos aos poluentes) apos 3h. As setas indicam lavagens das preparagdes. Estes s&o
tracados representativos de 6-7 experimentos.
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4.2.4 Efeitos da exposicdo aos poluentes sobre a resposta induzida pelo doador de
NO, trinitrato de glicerila (GTN), em aorta e corpo cavernoso de ratos

O tratamento i.tr. com a mistura de poluentes nédo alterou a curva-concentragao
relaxamento induzido pelo GTN (10° - 10° M) em anéis de aorta de ratos em
comparagdo ao grupo de animais tratado com o veiculo dos poluentes [Valores de Emax
= 83,4 + 5,2 (%) na auséncia e 74,4 + 7,1 (%) na presenca do poluente; Figura 12A].

Ao contrario, a CC-R induzida pelo GTN (10 a 10 M) em corpo cavernoso de
ratos expostos aos poluentes foi diferente do grupo controle (Figura 12B), com valores
de Emax estatisticamente diferentes da resposta obtida nos animais tratados com o
veiculo dos poluentes [P<0,05; Valores de Emax = 40 + 3,2 (%) na auséncia e 50,4 + 2,5

(%) na presenca da mistura de poluentes, respectivamente; Figura 12C].
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Figura 12. Curva concentracao-resposta (CC-R) induzida pelo GTN (10-° — 10-° M) em aorta (A) e
corpo cavernoso de ratos (B) expostos aos poluentes e veiculo dos poluentes.
Comparagdo de Emsx €m corpo cavernoso de ratos (Painel C). Estes séo gréficos
representativos da média e E.P.M. de 4 animais. *P<0.05 vs veiculo.
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4.2.5 Efeito da exposicdo aos poluentes sobre a estimulacéo elétrica em corpo

cavernoso

A estimulacdo elétrica (EFS: 1-32 Hz; 20 V; 0.5 ms duracdo de cada pulso; 0.2 ms
intervalo entre cada pulso) dos segmentos de corpo cavernoso de ratos tratados com o
veiculo dos poluentes causou relaxamento transitério e de rapido desenvolvimento, de
modo dependente da freqiiéncia (n=5; Figuras 13A, 14A, 15; Tabela 3). Na vigéncia da
exposicao dos animais aos poluentes, a estimulagéo elétrica (menores frequéncias: 1, 2 e
4 Hz; Figuras 13A, 14B, 15; Tabela 3) dos segmentos de corpo cavernoso promoveu
maior relaxamento de modo dependente da freqtiéncia. Neste caso, contudo, o perfil
transitorio desta resposta foi de maior amplitude e retorno ao tonus basal bem mais

demorado do que o do grupo controle (n=7).

O estimulo elétrico (EFS: 1-32 Hz) causou contracdes dos segmentos de corpo
cavernoso de ratos tratados com o veiculo dos poluentes, de modo dependente da
frequéncia, (n=6), tais respostas ndo foram diferentes daquelas observadas nos animais
que foram tratados i.tr. com a mistura dos poluentes (Figura 13B).
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Figura 13. Efeitos do tratamento agudo com poluentes ou veiculo sobre os relaxamentos (A) ou
contragodes (B) induzidos pela EFS (1 — 32 Hz) em corpo cavernoso de rato. Painel A - Os
dados representam médias * erro padrao das médias de relaxamento calculadas em relagéo a
contracdo induzida pela FE (10 pM ). Painel B - Contracdes dos segmentos de corpo
cavernoso de ratos induzidas por EFS. *P<0.05 em relag&o aos respectivos controles.
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Figura 14. Laténcia da resposta obtida com a estimulagao elétrica (EFS: 1 - 32 Hz) em corpo
cavernoso de ratos (RCC) expostos aos poluentes. O painel A representa um tragado
tipico de preparacéo de animais submetidos ao veiculo dos poluentes enquanto o painel B
representa um tragado tipico de preparacdo de animais submetidos aos poluentes. As setas
pretas indicam lavagem da preparagdo. As setas vermelhas demonstram a duracdo do

retorno ao tonus pré-contraido pela FE (10 uM).
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Figura 15. Efeito dos poluentes sobre a laténcia da resposta no corpo cavernoso de ratos (RCC)
estimulado eletricamente (EFS: 1 - 32 Hz). Os circulos abertos representam as diferentes
freqiéncias de estimulo elétrico em preparagdo de animais submetidos ao veiculo dos
poluentes. Os circulos fechados representam as diferentes freqiiéncias de estimulo elétrico
em preparacdo de animais submetidos aos poluentes. Os resultados estdo expressos como
média + EPM para 5-6 animais. ***P<0.0001 e *P<0.05 em relagdo aos valores controles.
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Tabela 3 - Efeito da instilagdo i.tr. de poluentes sobre o relaxamento de corpo
cavernoso de rato induzidos por EFS (1-32 Hz) e pré-contraidos por
fenilefrina (FE, 10 uM). Os resultados estdo expressos como média + EPM

de 5 a 7 animais; *P<0,05 vs controle.

Relaxamento

EFS Controle Tratado

Média EPM n Média EPM n
1Hz 3,63 0,75 5 9,31* 1,89 7
2 Hz 12,47 1,63 5 26,51* 5,08 7
4 Hz 23,76 4,79 5 42,71* 5,58 7
8 Hz 33,82 6,99 5 46,77 4,97 7
16 Hz 42,56 7,15 5 56,69 3,69 7
32 Hz 50,85 7,62 5 64,52 4,32 7
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4.3  Parametros bioquimicos

4.3.1 Concentracdo de nitrato total (NOx) no plasma de ratos expostos aos
poluentes

O tratamento i.tr. de ratos saudaveis com a mistura de poluentes ndo promoveu
alteracéo significativa na concentragdo basal de nitrato total no plasma desses animais

quando comparado ao grupo controle, que recebeu o veiculo dos poluentes (Figura 16).

3 Veiculo; n=5
100~ PZz Poluentes; n=6

75+ T

NO,™ (1 M)
o
e

Figura 16. Concentragao de nitrato total (NOx) em plasma de animais que receberam o veiculo ou
a mistura dos poluentes. Os dados estdo expressos como a média + EP.M. de 5 a 6
animais.
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4.3.2 Determinacdo do contetdo tecidual de produtos de reacdo do &acido
tiobarbiturico (TBARs) em diferentes tecidos

O tratamento dos animais com a mistura de poluentes diminuiu significativamente
a concentracdo de produtos de reacdo do &cido tiobarbiturico (TBARS) na aorta (RTA,;
Figura 17A; n=4) e pulmdo (Figura 17B; n=4) desses animais em relacdo ao grupo
controle. Nesses animais, 0 mesmo tratamento aumentou significativamente a
concentracdo tecidual de TBARs na traquéia (Figura 17C; n=4) em relagdo ao grupo
controle.

Esse mesmo tratamento ndo aumentou ou diminuiu, de maneira significativa, a
producdo de TBARS em amostras de corpo cavernoso dos animais (13,31 + 0,58 nmol
aldeido/g; n=4) quando comparado ao corpo cavernoso do grupo controle, tratado com o
veiculo dos poluentes, (12,13 = 0,91 nmol aldeido/g; n=4). Da mesma forma, a
exposicdo dos animais aos poluentes ndo afetou a producdo basal de TBARS em outros

6rgdo e tecidos, quando comparado ao grupo controle (Tabela 4).
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Figura 17. Concentracdo de TBARS em amostras de tecidos / 6rgaos de animais que receberam o
veiculo ou a mistura dos poluentes. O grafico A ilustra os valores obtidos na aorta,
enquanto os gréficos B e C mostram os valores mensurados no pulmio e traquéia,

respectivamente. Os resultados estdo expressos como nmol de aldeido formado por grama
de tecido. Os dados estdo expressos como a média + E.P.M. 4 animais.

Tabela 4 - Producdo de TBARS em amostras de 6rgdos de ratos tratados com o
veiculo ou a mistura dos poluentes. Os resultados estdo expressos como média + EPM
para n animais.

TBARS VEICULO TRATADO
(nmol aldeido/g)
FIGADO 2,70 £ 0,33 2,57 +0,23
n=5 n=7
RIM 3,46 £ 0,33 2,99+0,19
n=5 n=7
CORAGAO 3,15+ 0,51 3,15+ 0,34
n=5 n=5
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4.3.3 Determinacdo da concentracéo de catalase em diferentes tecidos

O pré-tratamento dos ratos com a mistura de poluentes ndo aumentou a
concentracdo de catalase (U Cat/ mg prot) na aorta (Figura 18A) ou tecido cavernoso
(Figura 18B) destes em relagdo ao grupo controle. Da mesma forma, esse tratamento
ndo aumentou a concentracdo de catalase (U Cat/ mg prot) no pulmao dos animais em
relacdo ao grupo controle (6,62 + 1,10 U Cat/ mg prot grupo controle; n=5, e 7,45 +
0,87 U Cat/ mg prot grupo tratado; n=4).

301

204

U Cat/mg prot

10+

U Cat/mg prot

Figura 18. Concentragéo de catalase em amostras (A - Aorta; B — Corpo Cavernoso) de animais
que receberam o veiculo ou a mistura dos poluentes. Os resultados foram expressos como
U Catalase por mg de proteina. Os dados estdo expressos como a média £+ EP.M. de 3a 5
animais.
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4.3.4 Efeito da exposicdo de ratos aos poluentes sobre a expresséo génica (RT-
PCR em tempo real) das isoformas de NOS na aorta e corpo cavernoso

A taxa de expressdo génica das isoformas eNOS (Figura 19A) e iNOS (Figura
19B) na aorta de ratos tratados com a mistura de poluentes foi reduzida marcantemente
qguando comparado ao grupo controle.

Da mesma forma, a exposi¢cdo dos animais aos poluentes reduziu de forma
significativa a taxa de expressao génica da eNOS (Figura 20A) e iNOS (Figura 20B) no
corpo cavernoso destes mas, ao contrario, ndo afetou a taxa de expressdo génica da
isoforma nNOS (Figura 20C), muito embora observou-se discreto aumento.

O tratamento dos ratos com a mistura de poluentes também reduziu
significativamente a taxa de expressdo génica da eNOS no pulmao desses animais para
0,325 £ 0,163 (n=4, P<0.001) quando comparado ao grupo controle (n=5). A taxa de
expressao génica da iINOS no pulmdo de ratos expostos aos poluentes foi reduzida para
0,520 = 0,249 (n=4) quando comparado ao grupo controle (n=5) muito embora essa
diferenga ndo foi estatisticamente significativa.
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Figura 19. Efeitos do tratamento agudo com poluentes ou veiculo sobre as taxas de expressao
génica da eNOS e iNOS em aorta de ratos. A expresséo relativa foi obtida comparando a
expressdo dos genes das isoformas de NOS do grupo tratado com o grupo controle obtida
quando normalizadas pela expressdo do gene HPRT. Os valores obtidos no grupo controle
foram designados como 1 e os valores do grupo tratado foram normalizados com os dados
obtidos na mesma corrida. **P<0.01 em rela¢&o ao respectivo controle.
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Figura 20. Efeitos do tratamento agudo com poluentes ou veiculo sobre as taxas de expressao da
eNOS, iNOS e nNOS em corpo cavernoso de ratos. A expressdo relativa foi obtida
comparando a expressao dos genes das isoformas de NOS do grupo tratado com o grupo
controle obtida quando normalizadas pela expressdo do gene HPRT. Os valores obtidos no
grupo controle foram designados como 1 e os valores do grupo tratado foram normalizados
com os dados obtidos na mesma corrida. *P<0.05 em relagao ao respectivo controle.

71



4.3.5 Avaliacdo de expressdao protéica da nNOS (via Western Blot) no corpo
cavernoso

O pré-tratamento dos animais com a mistura de poluentes aumentou
discretamente, embora ndo de forma significativa, a expressdo protéica da nNOS em
homogenatos de tecido do corpo cavernoso dos animais (Figura 21A). Essa resposta foi
semelhante ao demonstrado na amostra de glandulas pituitaria (Figura 21B). A figura
21C demonstra o Western blot representativo de nNOS e PnNOS (controle positivo:

amostra de pituitaria) em homogenatos de tecido cavernoso de animais veiculo e tratado
com poluentes.
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Figura 21. Avaliagdo de expressdo protéica da isoforma da nNOS (Western Blot) no tecido
cavernoso de animais veiculo e tratado com poluentes. De acordo com a anélise
densitométrica (Painéis A e B) das bandas imunorreativas, nenhuma diferenga significativa
foi observada entre os grupos. O Painel C ilustra a membrana de Western blot
representativo de nNOS e PnNOS (controle positivo: amostra de pituitaria) em homogenatos
de tecido cavernoso de animais veiculo e tratado com poluentes (n=8).
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4.3.6 Avaliacdo da concentracgao de citocinas no plasma

O pré-tratamento de animais com poluentes ndo alterou de maneira significativa
a concentracdo da citocina IL-13 (79,64 + 63,84 pg/ml; n=4) no plasma dos animais
quando comparado ao valor do grupo controle tratados com o veiculo dos poluentes
(61,98 + 47,01 pg/ml; n=4). No plasma dos animais controle ou tratados ndo foi

mensurado niveis detectaveis de TNF-a (n=5).
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5 DISCUSSAO

Devido a posicdo anatbmica e ao papel funcional do trato respiratorio, a
qualidade do ar inspirado pode, muitas vezes, comprometer a funcdo desse sistema e
desencadear reagdes inflamatorias locais ou sistémicas, como a asma e hipertensdo
(RUSZNAK et al., 1994; NEL et al, 1998, PEDEN, 1997; para revisao:
WIDDICOMBE e LEE, 2001; PANDYA et al., 2002). Nesse sentido, cabe ressaltar que
0 extravasamento plasmatico, um dos sinais classicos da inflamacéo (e asma) nas vias
aéreas (BURNETT et al., 1999), é altamente influenciado por varios componentes da
poluicdo atmosférica, incluindo as PEDs (Mc CONNELL et al., 1999; HAJAT et al.
1999). Além do efeito das PED sobre a cascata imunoldgica (alergia / asma), estas
atuam diretamente como agente irritante ou citotoxico no trato respiratorio via
mecanismo distinto daquele sugerido para a asma (BOLAND et al., 1999; PANDYA et
al., 2002).

Um dos primeiros aspectos do presente estudo consistiu em investigar se o
aumento na permeabilidade vascular e conseqliente extravasamento plasmatico nas vias
aéreas de ratos tratados agudamente, via i.tr., com a mistura de PED e 1,2-NQ (TELES
et al., 2010) desencadearia, apos 3h, alteracBGes sistémicas em outros compartimentos,
incluindo a musculatura lisa vascular e do corpo cavernoso. Este estudo também avaliou
possiveis mecanismos moleculares pelos quais as PED promoveriam essas alteracoes.

Ao investigar o efeito direto desse tratamento no pulméo constatou-se um
aumento significativo do recrutamento de leucocitos mononucleares, mas ndo PMN, no
espaco alveolar desses animais. Sabe-se que, tradicionalmente, o acimulo de mondcitos
ocorre mais tardiamente do que o de neutréfilos; no entanto, evidéncias recentes
demonstram que o influxo de células mononucleares pode ocorrer precocemente e / ou
paralelamente as células PMN (HENDERSON et al., 2003; COSTA et al., 2006) em
virtude da liberacdo de MCP-1 de macréfagos. Por outro lado, NEMMAR et al. (2003)
observaram que a administracdo i.tr. de PED, numa dose inferior a utilizada neste
estudo, causou influxo de neutrofilos no pulméo de cobaias. A discrepancia entre esse e
0 presente estudo esta, provavelmente, relacionada aos diversos fatores experimentais,
incluindo volume e dose administrada, tempo de tratamento e espécie animal.

Em continuidade ao estudo, é de conhecimento que o0 sangue contém um meio
intercelular (plasma) e trés tipos celulares: séries vermelha (eritrocitos), branca

(leucdcitos) e plaquetaria. No sangue periférico dos mesmos animais expostos a mistura
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de poluentes observou-se diminuicdo significativa das células sanguineas da série
branca, caracterizada pelos linfocitos e, em menor propor¢éo, neutréfilos segmentados e
mondcitos. Tais achados indicam uma possivel mobilizacdo dessas células do espaco
intravascular para o foco inflamatorio (pulmé&o). De forma semelhante, o esplenograma
dos animais revelou reducdo significativa no numero de leucdcitos totais, a qual foi
refletida na populacéo de blastos, neutrofilos segmentados, linfocitos e EPO + EOC. Em
contrapartida, uma leucocitose significativa foi observada na medula 6ssea desses ratos,
a qual compreendeu neutrofilos (anelados e segmentados), monadcitos, macréfagos e
eritroblastos jovens. Conclui-se, portanto, que o aumento da populacdo celular (série
branca) no compartimento de reserva (medula 6ssea) ocorreu em paralelo com a maior
mobilizacdo necessaria de leucdécitos para o foco inflamatério (pulméao) de ratos tratados
com os poluentes. Corroborando estes achados, Nemmar e Inuwa (2008) observaram
que a administracdo endovenosa de baixas doses de PED (0.02 and 0.1mg/kg) causou,
apos 48h, inflamacdo sistémica caracterizada por aumento na populagdo de monacitos e
granuldcitos.

Por seu turno, a analise celular da série vermelha do sangue periférico dos
animais expostos a mistura de poluentes revelou uma queda significativa da
concentracdo de hemécias em relagdo ao grupo controle, reforcando o fato de que apesar
do tratamento agudo, pela via i.tr., foi possivel observar alteragdes em outros
compartimentos, incluindo no tecido hematopoiético. Curiosamente, evidéncias
anteriores suportam tais achados e mostram que animais tratados com PED ou outros
MP exibiram aumento da agregacdo plaquetaria, formacdo de trombo e consequente
infarto agudo do miocéardio (NEMMAR et al., 2002; VERMYLEN et al., 2005).

Os aspectos celular, bioquimico e molecular responsaveis pelo acimulo de
leucdcitos no foco inflamatdrio sdo fendmenos complexos, que dependem grandemente
da interacdo leucdcito-endotélio, moléculas de adesdo (caderinas, selectinas,
imunoglobulinas e integrinas) e geracdo local de mediadores quimicos, como as
citocinas pré-inflamatorias TNFa, IL-1p e IL-6. De fato, dados anteriores do grupo
mostram que no homogenato do brénquio de ratos expostos as PED e 1,2NQ, observou-
se um aumento significativo da concentracdo de TNFa, IL-1p e IL-6 (TELES et al.,
2007). Dentre essas citocinas, 0 TNF-a. possui um papel de destaque nas vias aéreas,
pois além de recrutar leucécitos para o pulmdo (THOMMESEN et al., 1998), causa
hiperreatividade bronquica (KIPS et al., 1992; YATES et al., 1993). E importante
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salientar que, em contraste, a exposi¢cdo dos animais a mistura de poluentes causou
hiporreatividade bronquica e de anéis de traquéia em relacdo as respostas contrateis
induzidas pela MCh na traquéia e brénquio principal de animais controle, sugerindo um
possivel efeito toxico desses poluentes sobre a musculatura dessas estruturas. Nesse
sentido, dados de Franco-Lino et al. (2006) mostram resultados semelhantes, nos quais
0 brénquio principal de rato exposto ao formaldeido também exibiu aspecto
hiporreativo & MCh. Segundo esses autores, tal resposta deve-se ao envolvimento de
mecanismos dependentes de NO, que parecem controlar o tdnus bronquial, de
neuropeptideos e mediadores celulares liberados de mastdcitos, responsaveis pelo
processo inflamatorio.

Com relacdo aos efeitos sisttmicos resultantes da exposicdo de animais a
poluentes, tais como PED, alguns estudos sugerem que esses ocorrem COmMo
conseqiiéncia da liberacdo de citocinas e quimiocinas do pulméo inflamado para a
circulacio (ARIMOTO et al., 2007; DONALDSON e MACNEE 2001). Em
contrapartida, uma forte linha de evidéncias indica que o MP de pequeno didmetro pode
ser translocado do pulméo para outros compartimentos via circulacao sistémica e, como
conseqiiéncia, afetam outros 6rgéos e estruturas (TAKENAKA et al., 2001; POPE et al.,
2002; NEMMAR et al., 2001, 2002, 2004, 2007, 2008, 2010). Neste estudo, o fato da
aorta, mas ndo o tecido cavernoso, isolado dos animais expostos aos poluentes
responder de forma mais intensa ao efeito relaxante, mas nao contréatil (FE), induzido
pela ACh mostra, pela primeira vez, que o tratamento dos animais com a mistura de
poluentes, mesmo por curto periodo de tempo, causou efeito (direto ou indireto) em
outros compartimentos e, neste caso, afetou 0 mecanismo de relaxamento dos vasos. E
pouco provavel que o aumento de relaxamento da aorta desses animais seja
consequéncia do aumento de citocinas pré-inflamatorias circulantes, visto que as
concentragOes séricas de TNFa e IL-1p ndo diferiram significativamente dos valores
basais de animais controle, ou foram indetectaveis. Por outro lado, e apesar do diametro
das PED ndo podemos excluir totalmente uma possivel translocacdo desse material do
pulmao para a corrente sanguinea.

Confirmado que a via de relaxamento dependente de NO na aorta, mas ndo no
tecido cavernoso, foi afetada pelo tratamento dos animais com a mistura dos poluentes,
a seguir fomos averiguar se no tecido cavernoso e anéis de aorta isolados desses
mesmos animais as respostas induzidas pelo GTN, um doador de NO, estariam afetadas.

Os resultados destes experimentos ndo revelaram alteraces significativas nos anéis
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isolados de aorta, reforcando o achado anterior e sugerindo que a intensificacdo do
efeito relaxante inclui mecanismos dependentes do endotélio. E importante ressaltar que
a aplicacdo sistémica de PED per se reduziu a presséo arterial e a frequéncia cardiaca de
ratos, bem como promoveu alteracdes morfoldgicas no pulmao e outros 6rgaos desses
animais (NEMMAR et al., 2008, 2010). Ademais, em preparacdo de aorta de ratos in
vitro outros estudos mostraram que a aplicagédo de MP coletado de diversas fontes, tais
como de zonas urbanas, hidrocarbonetos aromaticos policiclicos e PED de motor de
motocicletas, promoveu o relaxamento desse tecido (BAGATE et al., 2004; KNAAPEN
et al.,, 2001; KANG e CHENG, 1997). Em contrapartida, no tecido cavernoso dos
animais expostos & mistura dos poluentes deste estudo, foi curioso observar que o
relaxamento (Emax) frente ao GTN foi significativamente maior quando comparado ao
dos animais controles. Tais resultados mostram que, ao contrario da aorta, a exposi¢do
aguda dos animais aos poluentes favoreceu o relaxamento do tecido cavernoso via
mecanismo independente do endotélio, uma vez que o 6xido nitrico liberado nestes
tecidos tem origem em fibras ndo adrenérgicas e ndo colinérgicas.

A fim de compreender melhor o efeito observado no tecido cavernoso,
investigou-se adiante a resposta induzida por estimulacdo elétrica (EFS) nesse mesmo
6rgdo. Antes, porém, convém ressaltar que o bloqueio de receptores muscarinicos nao
inibe o relaxamento induzido por EFS (KLINGE e SIOSTRAND, 1977; ANDERSSON
et al., 1983; HOLMQUIST et al., 1992). Ademais, esta bem estabelecido que a ACh
enddgena liberada das fibras colinérgicas ndo atua como um fator majoritario na
geracdo de NO em tecido erétil. J& as terminacdes NANC do tecido cavernoso
produzem e liberam altas concentragdes de NO (SJOSTRAND e KLINGE, 1979;
ANDERSSON e WAGNER, 1995). Corroborando tais evidéncias, Oliveira et al. (2003)
demonstraram que o relaxamento causado pela EFS ou por ativadores de canal de sodio
(sitios 2, 3, 4, 5) foi inibido por blogueadores de canais de sodio (atuantes no sitio 1),
tais como a tetrodotoxina e saxitoxina, confirmando uma resposta essencialmente
dependente das fibras NANC. Neste estudo, observou-se que a EFS, em menores
frequiéncias, do tecido cavernoso dos animais expostos aos poluentes promoveu o
relaxamento maior desse tecido em comparagdo aos animais controle, cujo perfil de
resposta foi caracterizado por amplitude mais ampla e um retorno mais demorado a
linha de base. Tais resultados indicam que, assim como os achados descritos por
Oliveira et al. (2003), o relaxamento induzido por EFS no tecido cavernoso de ratos

expostos aos poluentes ocorre dependentemente da liberagéo de NO de fibras NANC.
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Sabendo da complexa composi¢do das PED, torna-se invidvel sugerir 0s
principais componentes quimicos causadores desses efeitos e seus possiveis
mecanismos de a¢des, muito embora evidéncias nossas e de outros autores mostram que
as quinonas, tais como a 1,2-NQ, representam um dos principais componentes lesivos
das PED (OHTOSHI, et al. 1998; YANG et al. 1999; TELES et al., 2010). Vale
acrescentar que o excesso de EROs e ERN causa efeitos prejudiciais ao organismo, tais
como peroxidacdo dos lipidios da membrana celular, inativagdo de enzimas e das
proteinas dos tecidos e DNA. Assim, atuam como fatores causais ou agravantes de
varias doencas (PIETTA, 2000). Nesse sentido, dados interessantes de Liu e Meng
(2005) demonstram que a administracéo i.tr. do MP,5, em doses elevadas, aumentou
significativamente os niveis de peroxidacdo lipidica nos pulmdes e testiculos dos
animais. Esses mesmos autores observaram reducdo das atividades da SOD, CAT e
glutationa peroxidase (GPx) e, ainda, concentracBes reduzidas de glutationa redutase
(GSH) nos pulmdes, figado, rins e cérebro dos animais. Neste estudo, ao contrario, a
avaliacdo dos indicadores de estresse oxidativo nos diversos 6rgédos e tecidos dos ratos
expostos a mistura de poluentes mostrou reducdo (= 60%) significativa do contetdo
basal de TBARs (peroxidagdo lipidica basal) na aorta e pulmdo, mas ndo nos demais
tecidos dos animais expostos aos poluentes; um efeito este sugestivo de acéo
antioxidante ou de efeito independente de alteracdes oxidativas. Curiosamente, na
traquéia desses mesmos animais observou-se um aumento significativo do contetdo de
TBARs. Assim, é possivel que esta discrepancia nos niveis de peroxidacgdo lipidica na
traquéia e demais tecidos pode ser conseqiiéncia do efeito direto da administracao i.tr.
dos poluentes. De fato, estudos anteriores sugerem que a exposicdo de camundongos as
PEDs aumenta a atividade da P450 redutase, uma enzima que aumenta a producdo de
superoxido. Assim fornece um possivel mecanismo pelo qual as PEDs podem estimular
a producdo de superdxido (LIM et al., 1998). Embora levando a uma crescente producéo
de superdxido as PEDs podem também reduzir a atividade de scavenging da
superoxido dismutase (SOD) e glutationa in vitro, por exemplo quando a catalase
antioxidante foi exposta ao estresse oxidativo do perdxido de hidrogénio (H,0,) na
presenca de PEDs e clorina, a atividade da catalase foi inibida dependentemente da dose
(MORI et al., 1996).

Por outro lado, vale ressaltar que o tratamento dos animais com a mistura de
poluentes n&o afetou a atividade da enzima CAT na aorta, tecido cavernoso ou pulmdes

dos animais, indicando que a dose e tempo de tratamentos efetuados com a mistura de
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poluentes ndo foram capazes de afetar o estado redox nesses Orgdos e tecidos. Isto é
curioso, pois € sabido que alguns compostos orgénicos (ex.; quinona) possuem a
capacidade de inibir as atividades da SOD e da CAT e, consequentemente, bloqueiam
suas agdes antioxidantes (KUMAGAI et al., 1995; MORI et al., 1996).

No intuito de esclarecer melhor as atividades antioxidante / oxidante
contrastantes do tratamento in vivo com a mistura de poluentes sobre o tecido vascular,
tecido cavernoso e outros tecidos, investigou-se in vitro, via determinacdo da atividade
do scavenger do radical DPPH, o efeito antioxidante da 1,2-NQ. No range de
concentracdo utilizado da 1,2-NQ, o resultado da analise nao revelou qualquer potencial
antioxidante para a 1,2-NQ (concentracdo eficaz CEsp > 1000 mmol / mol DPPH) frente
ao radical DPPH. Em vista destes resultados, € possivel especular que o mecanismo
pelo qual a mistura de poluentes reduziu a concentracdo de TBARs (peroxidacao
lipidica) na aorta e pulmao dos animais depende da capacidade da 1,2-NQ e / ou outros
compostos quimicos presentes nas PED estimularem de novo outras defesas
antioxidantes.

Por outro lado, achados experimentais de Kang et al. (2006) mostram que
analogos da naftoquinona provocaram disfuncéo vascular importante na aorta isolada de
ratos bem como em cultura de células do corddo umbilical humano por um mecanismo
dependente do aumento na geracdo do radical anion superéxido (O;") e de alteracdes na
biossintese de NO proveniente do endotélio. Dentre os efeitos bioldgicos do NO, esta
bem estabelecido que o relaxamento do mdsculo liso (vasodilatacdo) e a
broncodilatacdo sdo alguns deles. Considerado um importante sinalizador intracelular /
extracelular altamente lipofilico, 0 NO é sintetizado por uma grande variedade de
células (ex.: células endoteliais, macréfagos, alguns tipos de neurbnios e outras) via
acOes de enzimas especificas (eNOS, nNOS e iNOS). Neste estudo, a determinacédo da
concentracdo de nitrato total, via método de Griess, ndo demonstrou qualquer alteracéo
na concentracao basal sérica desta molécula nos animais expostos aos poluentes. Porém,
observou-se baixa taxa de expressdo génica das enzimas eNOS e iNOS na aorta dos
animais tratados com os poluentes quando comparado ao valor basal do grupo controle.
Isto é curioso, pois o estudo funcional da aorta in vitro mostrou exacerbagao da resposta
relaxante desse tecido frente a ACh. Poderiamos explicar tal efeito devido a uma maior
biodisponibilidade de NO, o que levaria a célula a diminuir a producdo de enzima,
diminuindo a transcricdo ou aumentando a degradacdo de RNA. Corroborando nossos

achados, outros autores demonstraram que a incubagdo de anéis de aorta in vitro com
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suspensdo de PED em diferentes concentragdes (1 - 100 pg/ml) por 60 min e brénquio
isolado (100 pg/ml / 60 min) inibiu a geracdo de NO desses tecidos (MUTO et al,;
1996). Em contrapartida, outras evidéncias revelaram que niveis elevados de isoformas
INOS e eNOS foram detectados nas vias aéreas de animais expostos as PED (0,1% de 1
ou 2 mg/ml) via i.tr., uma vez por semana durante 10 semanas (LIM et al., 1998).

De forma semelhante, observamos que a taxa de expresséo génica das isoformas
eNOS e INOS mostrou-se significativamente reduzida no tecido cavernoso (eNOS
somente no pulmédo) dos animais expostos aos poluentes. Esse mesmo tratamento
elevou, embora ndo de forma significativa, a taxa de expressdo génica e protéica da
nNNOS nesse mesmo tecido. Tais resultados s&o indicativos que, no tecido cavernoso, o
aumento das taxas de expressdo génica e protéica da enzima nNOS (e possivel aumento
na geracdo de NO) contribui para aumentar a resposta relaxante frente ao GTN e EFS.

Por fim, sabe-se que além do NO, outras substancias possuem a capacidade de
relaxar e/ou contrair a musculatura lisa, o que poderia explicar este paradoxo. Dentre
elas, as prostaglandinas (PGs) formadas a partir do acido araquidbnico via acdo
enzimatica das ciclooxigenases (COX), tém demonstrado um papel relevante nas
respostas residuais (ZHANG et al., 2006), bem como alguns neuropeptideos liberados
de terminais nervosos sensoriais (ex.: CGRP) ou de fibras NANC (ANDERSSON,
2000). A possibilidade de que as PGs ou 0 CGRP estejam envolvidos na ampliacdo do
efeito relaxante no tecido cavernoso € pouco plausivel, visto que os tecidos foram
incubados com indometacina, um inibidor inespecifico de COX, e, ainda, alguns
animais foram pré-tratados com capsaicina (dados ndo apresentados), um agente capaz
de depletar estoques de neuropeptideos das fibras sensoriais, nestes animais as respostas

ndo foram significativamente diferentes das obtidas em animais controles.
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6 CONCLUSOES

Os resultados obtidos neste estudo permitem-nos concluir que:

1. A administracdo i.tr. da mistura de poluentes (PED e 1,2-NQ) causa, apés 3h.,
inflamacdo pulmonar associada a disfuncdo (hiporreatividade) bronquica e traqueal, e
efeitos sisttmicos em outros compartimentos, tais como aumento da populagdo de
leucdcitos na medula 6ssea e diminuicdo no sangue periférico; ampliacdo do efeito

relaxante no tecido vascular (frente a ACh) e cavernoso (frente ao GTN e EFS);

2. Estes efeitos sistémicos ocorreram independentemente do aumento da génese
(local e sistémica) de citocinas pro-inflamatorias parecendo estar mais relacionado a
reducdo do conteudo basal de TBARs (peroxidacdo lipidica basal) na aorta e pulméo;
um efeito este sugestivo de acdo antioxidante ou de efeito independente de alteracfes

oxidativas;

3. A ampliacdo do efeito relaxante (frente ao GTN e EFS) no tecido cavernoso
deve-se, ao aumento na producdo de NO de origem neuronal. Em contrapartida, apesar
da reducdo significativa na expressdo génica de eNOS no tecido liso vascular (aorta)
desses animais, 0 aumento do efeito relaxante frente a ACh indica fortemente um efeito

dependente do endotélio.

4. Concluimos que as alteracdes sistémicas (aorta e corpo cavernoso) resultantes do
tratamento agudo i. tr. com a mistura de PED e 1,2-NQ ndo dependem de mecanismos
pré-oxidativos desses poluentes; no entanto, é possivel que estas ocorram pela
capacidade da 1,2-NQ e / ou outros compostos quimicos presentes nas PED

estimularem de novo outras defesas antioxidantes.
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