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RESUMO 

 

OLIVEIRA, J. F. Avaliação das funções erétil e vascular de ratos com inflamação 

pulmonar decorrente da exposição ao material particulado ambiental liberado na 

exaustão do diesel. 2010. 93 f. Tese (Doutorado em Farmacologia) - Instituto de 

Ciências Biomédicas, Universidade de São Paulo, São Paulo, 2010. 

 

Este estudo se propôs a avaliar o potencial inflamatório das partículas eliminadas na 

exaustão do diesel (PED) e 1,2-naftoquinona (1,2-NQ) sobre outros compartimentos, 

como o músculo liso vascular (aorta torácica; RTA) e do corpo cavernoso isolados de 

ratos (RCC) e os mecanismos envolvidos via ensaios funcionais e bioquímicos. A 

injeção i.tr. das PED e 1,2-NQ em ratos Wistar causou inflamação 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 estímulo elétrico 

(EFS) causou maior relaxamento. O conteúdo basal de TBARs na RTA e pulmão foi 

reduzido, embora outros testes indicadores de estresse oxidativo e / ou atividade 

antioxidante não mostraram diferenças entre os grupos. As taxas de expressão gênica / 

protéica da nNOS no RCC de ratos não diferiram do grupo controle, mas a expressão da 

eNOS e iNOS foi reduzida na RTA e RCC. Não foram quantificadas concentrações 

séricas do TNF ou IL-1, sugerindo que os efeitos sistêmicos ocorrem 

independentemente destas citocinas. Conclui-se que o tratamento agudo de ratos com a 

mistura de poluentes induziu inflamação das vias aéreas (e hiporreatividade), capaz de 

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

 

Palavras-chave: Partículas de exaustão do diesel. Corpo cavernoso. Aorta. 1,2-

naftoquinona. Inflamação pulmonar. Espécies reativas de oxigênio (ERO). 
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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 Ciências Biomédicas, Universidade de São Paulo, São 

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 (TNF e IL-

1) 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 iNOS 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 INTRODUÇÃO 

 

1.1 Sistema circulatório e função erétil 

 O sistema circulatório é composto de sangue, coração e vasos sanguíneos, que 

compreendem as artérias, veias e os capilares. O coração bombeia o sangue, enquanto o 

sistema vascular é responsável pelo transporte do mesmo. 

 Dentre as principais funções desse sistema, incluem-se a de realizar a circulação 

sanguínea e de conduzir elementos essenciais (ex.: transporte de O2 e hormônios para as 

células, a condução de CO2, controle de doenças e da temperatura) para todos os tecidos 

do corpo.  

 As paredes das artérias compreendem três túnicas, dispostas concentricamente, 

do nível interno para o externo, da seguinte forma: i) túnica interna: formada pelo 

endotélio, que possui contato direto com o sangue circulante; ii) túnica média: 

compreende fibras musculares e elásticas, as quais conferem à artéria a propriedade de 

dilatar-se ou contrair-se, conforme o estímulo; e, iii) túnica externa ou adventia: contem 

tecido conjuntivo e terminações nervosas, que, quando estimuladas, promovem 

respostas arteriolares como vasoconstrição ou vasodilatação. As veias possuem uma 

estrutura análoga às artérias, porém a parede das veias é mais delgada e contem poucas 

fibras musculares e elásticas (Figura 1). Isto explica, portanto, algumas funções distintas 

entre as veias e as artérias.  

 Na vigência do fluxo sanguíneo, as artérias imediatamente dilatam-se e, em 

seguida, contraem-se para ejetar o volume de sangue para a periferia do corpo. As veias, 

ao contrário, recebem o sangue depois que esse percorreu os capilares. Quanto maior o 

diâmetro de um vaso, menor será 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 função erétil sofre grande 

influência da integridade do sistema vascular, pois algumas disfunções vasculares tais 

como aterosclerose ou mesmo trauma podem comprometer o mecanismo da ereção. A 

disfunção erétil (DE) é um marcador precoce de aterosclerose sistêmica (SCHWARTZ 

e KLONER, 2009).  

O órgão sexual masculino humano, assim como em outras espécies de 

mamíferos, consiste de três segmentos cilíndricos (Figura 2): os corpos cavernosos na 

parte dorsal e o corpo esponjoso na parte ventral, que circunda a uretra e forma a glande 

peniana na porção distal (SACHS e MEISEL, 1980). Os corpos cavernosos são 

circundados pela túnica albugínea (fibras de colágeno e algumas fibras de elastina; 

SATTAR et al., 1994). O tecido erétil dos corpos cavernosos é composto de múltiplos 

espaços lacunares interconectados, revestidos por células endoteliais (GOLDSTEIN et 

al., 1982; KRANE et al., 1989). A glande peniana apresenta uma aparência de esponja 

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

 A ereção peniana é um evento neurovascular modulado por fatores fisiológicos, 

psicológicos e hormonais, cujo resultado final é o relaxamento da musculatura lisa 

peniana.  (ANDERSSON, 2001; ANDERSSON e HEDLUND, 2002; THOMAS, 2002). 

Assim, durante o estímulo sexual, impulsos nervosos promovem a liberação 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 sanguíneo local. 

Paralelamente, o relaxamento do músculo liso trabecular promove a expansão dos 

espaços sinusoidais do corpo cavernoso e, assim, os plexos venosos da subtúnica são 

comprimidos entre a trabécula e a túnica albugínea, causando o bloqueio, praticamente, 

total do retorno venoso e aumento concomitante da pressão intracavernosa, promovendo 

o fenômeno da ereção completa (FOURNIER et al., 1987). 

 

  

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

 

A inervação do tecido cavernoso compreende o sistema nervoso autônomo SNA 

(adrenérgico e colinérgico) e o sistema não adrenérgico e não colinérgico (NANC; 

LUE, 2000, ANDERSSON, 2001). Os processos de ereção e detumescência envolvem 

mecanismos mediados pelo SNA e subsequentes alterações no fluxo sanguíneo local, 

podendo ser divididos em 7 fases (THOMAS, 2002; NEVES et al., 2004; Tabela 1). 
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Tabela 1 - Caracterização dos estágios envolvidos no processo de ereção e 

detumescência. SNA: Sistema Nervoso Autônomo; S: simpático; PS: 

parassimpático; PIC: pressão intracavernosa.  

Fases Respostas Mecanismos 

0 Flácida SNA - (S) 

1 Latente ou de preenchimento Após estímulo sexual - ↓ (S) e ↑ (PS) 

2 Tumescência Discreto ↑ fluxo sanguíneo local 

3 Ereção completa Crescente ↑ fluxo sanguíneo local 

4 Ereção rígida Preenchimento total dos sinusóides 

5 Fase de transição Ativação do SNA (S; estado inicial) 

6 Detumescência inicial Início da redução da PIC 

7 Detumescência rápida ↓ da PIC / inativação dos mecanismos veno-

oclusivos 

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

Está bem estabelecido que o relaxamento em vasos isolados (ex.: aorta) frente a 

estímulos, tais como a acetilcolina (ACh) ocorre somente na vigência de endotélio 

íntegro, via geração do óxido nítrico (NO; IGNARRO et al., 1988). No endotélio (e 

outros tipos celulares), o NO é sintetizado pela conversão da L-arginina em L-citrulina 

mediante ação das enzimas sintases de óxido nítrico (NOS), também conhecidas como 

NOS I, II e III. As isoformas NOS-I e NOS-III são enzimas constitutivas, enquanto a 

NOS II é induzível. As isoformas constitutivas estão presentes em neurônios (NOS I ou 

nNOS) e células endoteliais (NOS III ou eNOS) e são reguladas pelo complexo 

Ca
2+

/calmodulina (CaM). A NOS II (iNOS), independente de Ca
2+

, atua como principal 

efetor da atividade antiproliferativa induzida por macrófagos ativados.  

No tecido cavernoso a remoção do endotélio sinusoidal não 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 não 

possui nenhuma outra atividade conhecida no endotélio do corpo cavernoso, embora 

possua um papel importante na ativação da Guanilato Ciclase solúvel (GCs) presente 

em células musculares lisas, levando assim ao aumento da Guanilato monofosfato 

cíclico (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 

redução dos níveis de cálcio intracelular, promovendo o relaxamento da musculatura 

lisa e consequente vasodilatação.  

 Associado ao papel do NO, postula-se que a manutenção da função de 

relaxamento peniano é regulada por neuropeptídeos liberados de fibras NANC, 

incluindo o polipeptídeo intestinal vasoativo (VIP) e o peptídeo vasodilatador 
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relacionado ao gene da calcitonina (CGRP; BIVALACQUA et al., 2001). De fato, 

Champion et al. (1997) demonstraram que a ereção peniana induzida pelo CGRP em 

gatos ocorre independentemente do NO (ou da ativação dos canais de K
+
 dependentes 

de ATP), confirmando uma via alternativa para a ereção peniana. Ao contrário, o 

neuropeptídeo Y (NPY) destaca-se como um dos mediadores envolvidos no mecanismo 

antierétil (ANDERSSON, 2000).  

 É interessante ressaltar que segundo uma projeção mundial da Organização 

Mundial da Saúde (OMS, 1999), em torno de 322 milhões de homens apresentarão 

algum tipo de distúrbio erétil até o ano de 2025. Em Massachusetts (EUA), estima-se 

que 52% da população masculina, entre 40 e 70 anos de idade, apresentam graus 

variados de disfunção erétil (DE) (BASU e RYDER, 2004; SAFARINEJAD e 

HOSSEINI, 2004a,b). No Brasil, na população da mesma faixa etária, a percentagem de 

DE gira em torno de 48%, sendo que 12% desses casos são considerados graves, onde 

são recomendados a colocação de prótese peniana (SANTOS e VIEIRA, 1999). 

 A disfunção erétil (DE) é o termo médico mais comumente aceito que define a 

“incapacidade do homem em alcançar ou manter uma ereção (peniana) adequada para 

satisfação sexual”. De etiologia variada, a DE resulta de fatores físicos, psicológicos ou, 

muitas das vezes, da combinação de ambos. Sugere-se que 70% dos casos de DE são 

ocasionados por problemas psicológicos, enquanto os 30% restantes envolvem 

problemas orgânicos (NEVES et al., 2004). 

 Acrescenta-se que, similar ao fumo, a poluição do ar acelera o espesamento e 

endurecimento da parede arterial (aterosclerose; ARMANI et al., 2009; TIMOTHY et 

al., 2009) bem como contribui para o aumento de acidentes cardiovasculares e morte na 

população de grandes centros urbanos (BELL et al., 2006; BASU, 2009; 

BRUNEKREEF et al., 2009). Em parte, poluentes, tais como o material particulado 

eliminado na exaustão do diesel (PED), além de causar efeitos inflamatórios locais 

(TELES et al., 2007; VAN EEDEN e HOGG, 2002; CHEN e SCHWARTZ 2008) 

também promovem a geração de moléculas instáveis/reativas, que causam danos 

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

 Estima-se que as cardiopatias, principais causas de morte na população de 

grandes centros urbanos, estão 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 possíveis implicações para as disfunções em outros órgãos / 

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

1.2 Poluição atmosférica e o impacto sobre a economia e saúde 

A terminologia poluição atmosférica pode ser definida como a emissão de 

resíduos sólidos, líquidos e gasosos em quantidade superior à capacidade de absorção 

do meio ambiente, que leva o ar a tornar-se prejudicial à saúde (TATTERSFIELD, 

1996). Essa contaminação do ar pode ocorrer com uma ou mais substâncias produzidas 

naturalmente ou pelo homem. Ademais, a concentração dos poluentes no meio 

ambiente depende da quantidade emitida para a atmosfera, de suas interações físico-

químicas, de sua absorção e das condições meteorológicas para a sua dispersão. Esses 

também sofrem influência cíclica, a qual pode ser diurna, diária, semanal ou sazonal.  

Os poluentes atmosféricos podem ser classificados como primários e 

secundários: os primários são aqueles emitidos diretamente na atmosfera, tais como o 

dióxido de enxofre, alguns tipos de óxido de nitrogênio (NOx), monóxido de carbono e 

material particulado (MP). Os secundários são os poluentes resultantes de reações 

químicas com outros poluentes ou gases atmosféricos, incluindo o ozônio e o óxido de 

nitrogênio (para revisão: BERNSTEIN et al., 2004). Os poluentes de ocorrência natural 

englobam as fuligens e gases provenientes de vulcões, incêndios em florestas e 

tempestades de areia. Já o poluente antropogênico é aquele eliminado na queima de 

combustível fóssil por indústrias, veículos automotores e usinas de geração de energia e, 

neste caso, atinge a atmosfera a partir de fontes estacionárias (chaminés de fábricas e 

indústrias, caldeiras, queima de lixo, fornos) e móveis (veículos automotores). 

A associação entre os diferentes tipos de poluentes, mesmo em baixas 

concentrações, e em altas temperaturas é mais prejudicial à saúde (BECKER et al., 

1996; BASU, 2009; TIMOTHY et al., 2009). Por exemplo, alguns dos efeitos tóxicos 

das PED são, em grande parte, advindos do efeito irritante de contaminantes químicos, 

incluindo as quinonas (DELFINO et al., 2002; CHO et al., 2004; KIKUNO et al., 2006). 

Essas substâncias e seus produtos de redução (ex. hidroquinona, semiquinonas) podem 

ser encontrados na natureza ou em MP suspenso no ar. Possuem particular interesse 

farmacológico e toxicológico, pois produzem, via mecanismos bem complexos, uma 

variedade de efeitos nocivos, como a citotoxicidade, apoptose, capacidade de gerar 

espécies reativas de oxigênio e promovem ligações covalentes com macromoléculas dos 
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tecidos (O'BRIEN, 1991; CADENAS et al., 1992; CHO et al., 2004). Ainda, interferem 

com algumas reações enzimáticas, causando imunotoxicidade e carcinogêse (para 

revisão: MONKS e JONES, 2002). 

A poluição ambiental constitui um dos maiores problemas da atualidade, cujo 

interesse para saúde pública é mundial; não apenas pela sua influência na mudança 

climática do mundo, mas também pela sua ação nociva sobre a saúde humana. 

Surpreendentemente, estima-se que em torno de 800.000 óbitos a cada ano serão 

atribuídas ao MP da poluição aérea mundial (OMS, 2002), secundariamente a infarto 

agudo do miocárdio (PETERS, 2001), arritmias (PETERS, 2000) ou falhas cardíacas 

(BROOK, 2004). Cabe ressaltar que na atmosfera da cidade de São Paulo e outras 

grandes cidades da América Latina (ex.: cidade do México, Santiago do Chile), o MP é 

considerado um dos poluentes mais comuns (BELL et al., 2006). 

O MP é formado primariamente durante a combustão de produtos de 

combustível fóssil e, principalmente, pelas fábricas e veículos automotores movidos a 

diesel. Estima-se que 80% do MP encontrado na atmosfera originam-se da engenharia e 

exaustão da queima do óleo (fumaça negra) dos veículos automotores (RIEDIKER, 

2007). De acordo com o diâmetro aerodinâmico, o MP pode ser classificado em PM10 

grosso ou bruto (<10 m), PM2,5 fino (<2,5 m) e nanopartículas ou ultrafinos (<1 m) 

(Figura 3; DONALDSON et al., 2001). O MP possui grande superfície catalítica, capaz 

de adsorver várias substâncias químicas com alto teor tóxico e cancerígeno (ex.: cobre, 

enxofre, aldeídos, cálcio, e cromo; GARG, 2000). Essas e outras produzidas 

cataliticamente (ex.: espécies reativas) são co-transportadas para o pulmão, onde irão 

atuar sobre os diversos tipos celulares, como as células endoteliais e epiteliais 

(PEREIRA et al., 1995; RIEDIKER, 2007). 
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Figura 3. Classificação aerodinâmica do diâmetro do MP.   
          Fonte: Donaldson et al. (2001).  
 

Embora o risco associado à poluição atmosférica seja menor do que àqueles 

relacionados ao tabagismo, o impacto da poluição na saúde pública atenta para o fato de 

que esta é onipresente, ou seja, é involuntária tanto em ambientes externos como 

internos (POPE, 2000). Nesse sentido, pesquisadores brasileiros (MATSUMOTO et al., 

2010) observaram que a exposição prolongada de camundongos ao ar livre da cidade de 

São Paulo resultou em vasoconstrição e aumento da expressão de receptores de 

endotelina A nas arteríolas pulmonares destes. Outro estudo importante, coordenado 

pelo Prof. Saldiva (Universidade de São Paulo), revela que o aumento da poluição 

atmosférica na cidade de São Paulo interfere no sexo de fetos humanos e de roedores, 

levando a uma maior geração de fêmeas (LICHTENFELS et al., 2007). Segundo os 

autores, é provável que os poluentes estejam interferindo na população de sêmen que 

carrega o cromossomo X e Y. Isto é de especial importância, pois entende-se que a 

poluição pode também determinar a taxa de natalidade por sexo de uma população. 

Paralelamente, vários estudos epidemiológicos e poucos farmacológicos tentam 

demonstrar os mecanismos dos efeitos tóxicos produzidos por poluentes, incluindo das 

partículas eliminadas na queima do diesel (PED), na queima de óleo industrial (ROFA - 

residual oil fly ash) e de seus contaminantes. Segundo VERONESI et al., (2000) o MP 

formado na queima de óleo industrial (ROFA) causou neutrofilia no lavado 

broncoalveolar de camundongos, via VR1 receptor. Paralelamente, NEMMAR et al., 

(2003) demonstraram que a injeção intra-traqueal de PED, numa dose inferior a deste 

estudo, causou influxo de neutrófilos no pulmão de cobaias. Mais recentemente, 

resultados do nosso grupo mostraram que a co-injeção da suspensão de PED com um 
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dos seus contaminantes, a 1,2-NQ, intensificou o aumento de permeabilidade vascular 

(extravasamento plasmático) nas vias aéreas de ratos. Isto sugere que a 1,2-NQ 

influencia grandemente no efeito deletério das PED, via mecanismo dependente da 

ativação de receptores NK-1 de taquicininas (TELES et al., 2010). Corroborando nossos 

dados, outros autores observaram que a 1,2-NQ causa contração em traquéia isolada de 

cobaia via ativação de receptores vanilóides (TRPV1; KIKUNO et al., 2006). Ainda no 

nosso grupo, um recente estudo de SANTOS et al., (2009) demonstrou que a curta 

exposição de camundongos neonatos à 1,2-NQ promoveu maior susceptibilidade destes 

à inflamação alérgica pulmonar na idade adulta. Tais efeitos compreendem, pelo menos 

em parte, um desbalanço na biossíntese de citocinas Th1/Th2 e ativação de células 

dendríticas.  

Cabe acrescentar que a inflamação pulmonar evocada pelo MP não depende 

exclusivamente do tamanho das partículas, mas também da concentração de dispersão 

das mesmas e das cargas positivas associadas a elas (HAMOIR et al., 2003). Assim, a 

possível translocação do MP das vias aéreas para a corrente sanguínea e, 

consequentemente, para outros alvos e tecidos pode ocorrer em graus variados, 

dependendo da concentração e contaminação desses. Nesse sentido, as PED são 

consideradas uma das principais vilãs no desencadeamento de reações inflamatórias e 

alérgicas, pois suas partículas finas e ultrafinas penetram mais facilmente pelas vias 

aéreas, alcançando os alvéolos pulmonares e causando complicações locais (pulmão) e 

sistêmicas (SEATON et al., 1995). Nesse contexto, Nemmar e Inuwa (2008) 

observaram que 48h após a administração e.v. das PED em ratos, esses animais 

exibiram inflamação sistêmica e alterações morfológicas importantes no pulmão. De 

modo semelhante, (KREYLING et al., 2009) observaram biodistribuição importante de 

nanopartículas de carbono marcadas com Ir
192 

no fígado, baço, rim, coração e cérebro de 

ratos, após 24h da inalação. 

Curiosamente, a poluição atmosférica parece causar danos à saúde menos 

evidentes ou, ainda, causa sintomas leves em indivíduos saudáveis, que passam muitas 

vezes despercebidos. Mesmo assim, alguns estudos postulam que a exposição aguda de 

indivíduos à poluição ambiental promove alterações inflamatórias sistêmicas, 

culminando na alteração dos batimentos cardíacos, aumentando assim o risco de 

doenças cardiovasculares ou agravando as doenças vasculares pré-existentes 

(GOLDBERG et al., 2001; HOEK et al., 2001; SULLIVAN et al., 2005). Já a exposição 

prolongada de indivíduos à poluição ambiental está associada à diminuição da função 
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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 poluição atmosférica é mais comum em indivíduos com 

histórico de doenças vasculares e respiratórias (ex.: diabetes, isquemia, doença 

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, São Paulo e México, a ausência de uma 

política séria no controle da poluição ambiental acarretará conseqüências desastrosas 

para a saúde da população nos próximos 20 anos, cuja estimativa compreende  

156.000 óbitos/ ano,  4 milhões de visitas médicas de indivíduos (crianças) com crises 

asmáticas/ ano, mais de 48.000 casos de bronquite/ ano e  300.000 visitas médicas de 

crianças/ ano (BELL et al., 2006). Somente na cidade de São Paulo, MIRAGLIA et al. 

(2005) demonstraram que o custo indireto com o tratamento de doenças em crianças e 

idosos oriundas da poluição ambiental nessa corresponde ao valor de U$ 3.222.676,00/ 

ano. Assim, acredita-se que se a poluição atmosférica nesses grandes centros geradores 

de poluição não for evitada ou reduzida, cifras em torno de 21 a 165 bilhões de dólares 

serão poupadas nesses países (BELL et al., 2006). 

No conjunto, essas informações reforçam a necessidade do controle da poluição 

atmosférica e um melhor conhecimento dos mecanismos envolvidos nas doenças 

respiratórias e vasculares. 
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2 OBJETIVO E HIPÓTESE INICIAL 

A translocação de MP (< 100 nm) para além da esfera pulmonar causa efeitos 

sistêmicos importantes e, em alguns casos fatais, devido aos acidentes trombóticos, 

alterações cardíacas e acidentes vasculares cerebrais (OBERDORSTER, 2002; 

VERMYLEN et al., 2005; NEMMAR, 2001, 2004, 2008). Apesar dessas evidências 

sinalizarem para um grau de comprometimento importante dos aparelhos respiratório e 

cardiovascular frente ao excesso de poluição atmosférica, as implicações diretas sobre 

as funções de outros órgãos, incluindo a função erétil, são pouco conhecidas e 

discutidas. Em vista disto, a hipótese de que a administração i.tr. aguda da mistura do 

MP fino eliminado do diesel (PED) e 1,2-NQ, nas doses conhecidas por causar 

inflamação aguda nas vias aéreas de ratos (TELES et al., 2007), resultaria em 

comprometimento das funções vascular e erétil foi testada. Para esclarecer tais 

suposições, os objetivos deste estudo incluíram: 

 

1. Avaliar a correlação entre a resposta inflamatória (local / sistêmica) e as 

possíveis alterações na atividade funcional do músculo liso vascular (aorta) e 

peniano (corpo cavernoso) produzida pela exposição aguda (3h) da mistura 

dos poluentes ambientais PED e 1,2-NQ 

2. Averiguar as interferências dessa exposição sobre genes inflamatórios, 

esclarecendo alguns dos mecanismos bioquímicos e/ou moleculares 

envolvidos em tais efeitos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&itool=pubmed_Abstract&term=%22Vermylen+J%22%5BAuthor%5D
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.1 Animais  

O presente projeto foi desenvolvido de acordo com as normas pré-estabelecidas 

pelo Comitê de Ética Animal do Instituto de Ciências Biomédicas (ICB) da 

Universidade de São Paulo (USP), conforme o certificado emitido (protocolo registrado 

sob o nº 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 necessário, foram administradas doses de manutenção anestésica. 

 

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

Após anestesia e tricotomia, foi realizada uma incisão na região cervical dos 

animais, de aproximadamente 2 cm. Com o auxílio de uma pinça curva, os tecidos 

adjacentes foram afastados e a traquéia foi exposta para administração da mistura dos 

poluentes PED (1 mg/kg) e 1,2-NQ (35 nmol/kg) ou veículo correspondente (DMSO: 

0,01%; Tween 80: 0,05%) sempre no volume de 100 l. Após 3h, os animais foram 

mortos por superdosagem anestésica e, em seguida, foi realizada laparotomia mediana e 

exsanguinação destes via secção da aorta abdominal. O leito vascular do pulmão foi 

imediatamente perfundido com PBS heparinizado (20 ml) e as amostras de sangue ou 

tecidos foram obtidas quando necessárias, de acordo com a figura 4.  

 



34 

 

 

Figura 4. Desenho esquemático do tratamento com os poluentes e protocolos experimentais. 

 

3.3 Avaliação dos parâmetros da resposta inflamatória 

 

3.3.1 Obtenção do lavado broncoalveolar (LBA), preparo e quantificação celular 

A coleta do LBA foi realizada via canulação da traquéia do animal com um tubo 

de polietileno, pelo qual administrou-se o volume de 2,5 ml do PBS heparinizado (5 

UI/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 à centrifugação (1000 rpm; 10 min) e as células 

(botão celular) obtidas foram ressuspensas em 1 ml de tampão PBS (0,2 ml). Um 

volume de 10 µL dessa amostra foi adicionado ao volume de 190 µL de cristal violeta 

(0,2% diluído em ácido acético 30%) para contagem do número total de células em 

câmara de Neubauer. A análise diferencial dos leucócitos nas amostras de LBA 

ressupensas foi efetuada por técnica de citocentrífuga (1000 rpm; 3 min; MOD 2400; 

Fanem, Brasil) em lâminas coradas com May-Grunwald-Giemsa modificado 

(ROSENFELD, 1947). O numero de células diferenciais (mononucleares e 
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polimorfonucleares) foi quantificado com o auxílio de microscopia óptica e os 

resultados foram expressos como número de células (x10
5
) por LBA. 

 

3.3.2 Obtenção do sangue periférico, preparo e quantificação celular 

Mediante anestesia com a mistura de cetamina e xilazina, os animais foram 

submetidos à 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 µl e adicionado ao volume de 190 

µl do corante cristal violeta (0,2% em ácido acético 30%) para contagem do número 

total de células usando-se a câmara de Neubauer. A análise diferencial dos leucócitos do 

sangue periférico foi efetuada em esfregaços sanguíneos corados com May-Grunwald-

Giemsa e os dados foram analisados sob microscopia comum e expressos como número 

de células por (10
6
) mm

3
 .  

A determinação da concentração de hemoglobina e hematócrito no sangue periférico foi 

realizada pelo método de oxihemoglobina e pela técnica do microhematócrito 

respectivamente (WINTROBE, 1967; LEWIS, et al., 2005; BORELLI et al., 2007). 

 

 

3.3.3 Obtenção da medula óssea, preparo e quantificação celular 

 O fêmur esquerdo dos animais foi removido ( 3 cm) e com o auxílio de uma 

seringa e agulha descartável (5 ml; 0,70x25; 22G1) contendo 5 ml de tampão PBS 

heparinizado, foi realizado a inserção desta numa das extremidades do fêmur, e a 

solução foi injetada lentamente. O lavado medular foi aspirado, centrifugado (1.000 

rpm; 10 min) e as células ressupensas em 1 ml de tampão PBS. A seguir, cada alíquota 

foi ressuspensa em 190 μL da solução de cristal violeta (0,2%). A quantificação do 

número total do homogenato final foi feita em câmara de Neubauer, enquanto a análise 

diferencial das células do lavado medular foi feita por microscopia óptica após o 

processamento das amostras utilizando-se a técnica de citocentrífuga. Os resultados 

foram expressos como número de células por mm
3
. 
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3.3.4 Obtenção do baço, preparo e quantificação celular 

 Após a morte dos animais, foi realizada uma laparotomia mediana e o baço foi 

removido e imerso em meio de cultura (10 ml de RPMI1640) juntamente com 500 l de 

EDTA (10%). Após 3 min, o baço foi rapidamente macerado em meio asséptico 

contendo DMEM e a suspensão celular foi submetida à centrifugação (1000 rpm; 10 

min à 4 °C). O sobrenadante foi descartado e a lise das hemácias foi provocada pela 

adição de 1 ml de tampão específico ao botão celular obtido (Red blood cell lysing 

buffer; Sigma Chemical Company, EUA). Após um minuto, um volume de 39 ml de 

PBS gelado foi adicionado à mistura e depois esta foi novamente centrifugada (1000 

rpm; 10 min à 4 °C). O botão celular resultante dessas amostras foi ressuspenso em 

DMEM, e as células foram quantificadas com o auxílio de microscópio. Os resultados 

foram expressos como número de células por mm
3
. 

 

3.4 Avaliação dos parâmetros funcionais 

 

3.4.1 Medida da reatividade de anéis de traquéia e brônquio principal  

Foi realizada laparotomia mediana no animal e ambos, a traquéia ( 3 mm da 

porção inferior) e o brônquio principal foram cuidadosamente removidos, limpos de 

seus tecidos conjuntivos e imediatamente montados em um sistema de banho para órgão 

isolado contendo a solução nutritiva de Krebs-Ringer (em mM): NaCl, 118; NaHCO3, 

25; glicose, 5.6; KCl, 4.7; KH2PO4, 1.2; MgSO4.7H2O, 1.17 e CaCl2.6H2O, 2.5, (95:5% 

de O2:CO, pH = 7,4 e temperatura à 37 
o
C.) e conectado ao sistema para aquisição de 

dados e PC (Power lab, software v 4.0, AD Instruments, MA, EUA)  

Tanto os anéis de traquéia quanto o brônquio principal isolado foram fixados 

entre duas extremidades da ancora de metal, com o auxílio de ganchos apropriados, 

onde uma das extremidades foi conectada a um transdutor de força, e a outra 

extremidade foi fixada a uma unidade móvel, que permitia o ajuste da tensão aplicada 

aos tecidos (15 mN e 8 mN para a traquéia e brônquio, ou 1,5 g. e 0,8 g. 

respectivamente). As alterações de tensão foram avaliadas via transdutores isométricos 

conectados ao sistema para aquisição de dados e PC (Power lab, software v 4.0, AD 

Instruments, MA, EUA). Após estabilização dos tecidos (traquéia e brônquio) por um 

período de 45 min, esses foram submetidos às curvas concentrações-resposta (CC-R) 

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

 Foi realizada a laparotomia mediana no animal e, aproximadamente, 3-5 cm de 

aorta foi extraída cirurgicamente da região torácica, limpa de seus tecidos conjuntivos e 

imediatamente montadas em um sistema de banho para órgão isolado conectado ao 

sistema para aquisição de dados e PC (Power lab, software v 4.0, AD Instruments, MA, 

EUA) contendo a solução nutritiva de Krebs-Ringer constantemente aerada (37 
o
C; 

95:5% de O2:CO2). Neste caso, entretanto, o ajuste de tensão aplicado foi 10 mN. 

 As alterações de tensão foram medidas usando-se transdutores isométricos e 

registradas em um sistema para aquisição e armazenamento de dados no computador 

(Power lab, software v 4.0, AD Instruments, MA, EUA). Após estabilização, os tecidos 

foram pré-contraídos com fenilefrina (FE, 1 µM) na presença de indometacina (5.6 

µM). Avaliou-se a seguir os efeitos de relaxamento, via curva concentração-resposta 

(CC-R), induzidos pela ACh e Trinitrato de Glicerila (GTN). As contrações evocadas 

pela FE também foram escopo deste estudo e então comparadas aos seus respectivos 

controles. 

 

3.4.3 Medida funcional do tecido cavernoso isolado 

 Após a morte por exsanguinação dos animais, o corpo cavernoso foi 

cuidadosamente extraído da região de inserção da crura e imediatamente transferido 

para a solução de Krebs-Ringer. Seguida a dissecação da túnica albugínea, o tecido 

cavernoso foi montado no sistema de banho para órgão isolado e, neste, foi aplicada 

uma tensão de 10 mN. Após 45 min de estabilização do tecido, onde a cada 15 min a 

solução nutritiva foi trocada e a tensão ajustada para um melhor aproveitamento da 

preparação, a CC-R frente à ACh foi realizada sempre após a pré-contração com 

fenilefrina 10 μM (FE). Em um grupo isolado de animais, o corpo cavernoso foi obtido 

e montado como descrito acima e, então, foi realizada a estimulação elétrica (EFS) 

neste. Para isto, o tecido foi disposto entre dois eletrodos de platina dispostos e a 

estimulação elétrica foi deflagrada gerando pulsos de 0.5 ms de duração a 20 V em 

freqüências variadas (1-32 Hz). (Grass S48; Astro-Med Industrial Park, RI, EUA). 
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3.5 Avaliação dos parâmetros bioquímicos 

3.5.1 Determinação de nitratos totais (NOx
 -
)  

Amostras de plasma foram obtidas dos diferentes grupos experimentais e então 

diluídas em água Milli-Q (1:2). Após desproteinizadas da água por ultrafiltração (5.000 

g, 120 min à 4 C) em tubos plásticos com filtros (cut-off de 5 kDa; Fisherbrand


, 

Pittsburgh, PA). Volumes de 100 l de amostra e da curva padrão (soluções aquosas de 

nitrato de potássio entre 0,2 e 200 M) foram pré-incubadas com 20 L de NADPH 

(100 M; Sigma Chem. Co., EUA), 20 L de FAD (5 M; Sigma Chem. Co., EUA) e 

20 L de nitrato redutase (200 mU/ml) durante 1 hora a 37 C para redução do íon 

nitrato para nitrito. O excesso de NADPH foi eliminado via adição de 20 L de lactato 

desidrogenase (LDH, 13,5 U/ml; Calbiochem, EUA) e 20 L de piruvato (90 mM; 

Sigma Chem. Co., EUA) e posterior incubação à 37 C durante 30 min. Por último, 

volumes de 50 L do reagente de Griess (solução contendo sulfanilamida 0,1% + 

naftiletilenodiamina 0,01% em ácido fosfórico a 5%; ambos fornecidos pela Sigma 

Chem. Co., EUA) foram adicionados às amostras. Após incubação dessas amostras por 

10 min em temperatura ambiente, foram realizadas as leituras dos valores de 

absorbância em  espectrofotômetro  (Spectramax  plus, Molecular Devices, CA, USA) 

utilizando o comprimento de onda de 450 nm.   

3.5.2 Determinação do conteúdo tecidual de produtos de reação do ácido 

tiobarbitúrico (TBARs) 

Amostras de tecidos como traquéia, pulmão, aorta, rim, coração, fígado, baço, 

corpo cavernoso e sangue foram obtidas, pesadas e homogeneizadas em 5 volumes de 

solução de fosfato de potássio (50 mM, pH 7,4) contendo butil hidroxitolueno (BHT, 

12,6 mM). Alíquotas de 200 µL desse homogenato (em duplicatas) foram incubadas 

com 400 µL de solução contendo TBA a 0,37%, em meio fortemente ácido (ácido 

tricloroacético a 15% e ácido clorídrico 0,25 N), à 90 C durante 45 minutos. A seguir, 

essas amostras foram centrifugadas (10.000 g, 5 min) e, depois, 300 µL dos 

sobrenadantes foram submetidos à extração do produto de reação com 300 µL de n-

butanol com a adição de 30 µL de solução aquosa saturada de cloreto de sódio pela 

agitação em vórtex por 30 segundos. Após centrifugação (10.000 g, 2 min), amostras de 

200 µL dos sobrenadantes (fase orgânica) foram dispostas em microplaca e submetidas 

à leitura em medidor de Elisa (535 nm) corrigidos pelos valores de absorbância a 572 
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nm. Os resultados foram expressos como nmol de aldeído formado por g de tecido 

(BOSE et al., 1989) utilizando-se para o cálculo um coeficiente de extinção molar de 

1.55 x 10
5
 M

-1
 cm

-1
.  

A determinação dos produtos de reação do ácido tiobarbitúrico (TBARs) 

determina a quantidade de peroxidação lipídica mediante a quantificação dos aldeídos 

formados pela degradação de hidroperóxidos, incluindo o malondialdeído (MDA).  

 

3.5.3 Mensuração de conteúdos de catalase nos tecidos 

Amostras de tecidos (ex.: pulmão, aorta e tecido cavernoso) dos diferentes 

grupos animais foram obtidas, pesadas e homogeneizadas (1:10 p/v; 10,000 rpm, 10 

min à 40 °C) em tampão fosfato (50mM, pH 7,0). O sobrenadante foi separado e, 

metade do volume deste, foi reservado em temperatura à 60 °C (durante 2h para 

inativação da catalase) para os brancos da reação. A seguir, a reação inicial nas 

amostras foi realizada incubando-se 30 µL de sobrenadante destas (brutas e inativadas) 

com 500 µL de H2O2 10 mM em temperatura ambiente (durante 2 min para pulmão e 

aorta, e 10 min para tecido cavernoso). Essa reação foi interrompida pela adição de 500 

µL da solução de NaN3 (1 mM). 

Em paralelo, 30 µL de tampão fosfato (50 mM, pH 7,0) foram incubados com 

H2O2 (500 µL nas diferentes concentrações da curva: 8820, 4410, 2205, 1125, 882, 

441, 221, 113, 88, 44, 22 e 11 µM) com os respectivos tempos de incubação. Em 

seguida, a segunda reação consistiu em incubar, em placa de Elisa, o volume de 20 µL 

do produto da primeira reação com o reagente (200 µL) contendo o-dianisidina (0,167 

mg/ml) e HRP (0,095 µg/ml) em tampão fosfato (5 mM, pH 6,0). A monitorização da 

velocidade de formação do produto de oxidação da o-dianisidina foi realizada 

registrando-se o aumento da absorbância 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 máxima por minuto 

de cada reação e extrapolada na curva de H2O2. O resultado foi expresso em U 

Catalase/mg de proteína, onde uma unidade de catalase foi definida como a quantidade 

de H2O2 (em µmol) degradada por minuto. 
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3.5.4 Análise da Expressão gênica pela reação em cadeia da polimerase após 

transcrição reversa em tempo real (real time RT-PCR) 

A expressão gênica das enzimas nNOS, eNOS e iNOS em amostras de tecidos 

(ex.: cavernoso, aorta e pulmão) dos diferentes grupos animais foi quantificada pela 

reação 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 

extração do RNA total. Após 5 min, adicionou-se às amostras o volume de 200 L de 

solução de clorofórmio/álcool isoamílico (24:1) para cada 1 ml de Trizol utilizado. 

Após agitação vigorosa para extração dos lipídios, os tubos foram deixados em repouso 

(10 min) e levados à centrifugação (12,000 g; 15 min.; 4 C). A fase aquosa 

(sobrenadante; 600 L) foi separada e o RNA precipitado pela adição de 500 L de 

isopropanol. Após 10 min à 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 L) e novamente centrifugado (7,000 g, 5 min, 4 C). Esta operação foi 

repetida utilizando-se etanol 75%. Os precipitados de RNA total resultantes de cada 

amostra foram dissolvidos em 50 L de água tratada com DEPC 0,1% 

(dietilpirocarbonato). 

Para a quantificação de RNA total, as amostras foram diluídas 1:500 em água 

Milli-Q autoclavada e suas absorbâncias medidas em espectrofotômetro Ultrospec 2100 

pro (Amersham Bioscience, Inglaterra) e as concentrações de RNA total foram 

calculadas em g/l. 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 g/ml de 

brometo de etídio, GIBCO BRL, EUA) em uma voltagem de 70V durante ~30 min. As 

bandas foram reveladas sob luz ultravioleta. 

Purificação / transcrição reversa (RT) do RNA total e análise da expressão gênica por 

RT-PCR em tempo real (qPCR) 

O RNA total obtido nas amostras foi tratado com Dnase. Para isto, cada amostra 

de 3 g de RNA total foi diluído em q.s.p. 9 L de água DEPC e depois aquecida ( à 37 

C; 10 min). A seguir, essas amostras foram aquecidas à 75 C (5 min) com uma 

mistura contendo o inibidor de RNAses (1 l ; RiboLock
TM

 Ribonuclease Inhibitor, 

Fermentas Life Science), DNase (1 L; Dnase I, Fermentas Life Science), tampão 5X 

First-Strand Buffer (4 L), oligo dT (1 L; 100 M, Fermentas Life Science), DTT (2 
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L; 0,1M) e dNTPs (1 L; 10mM, Fermentas Life Science). As amostras foram 

reservadas à 37 C por 10 min.  

A transcrição reversa foi realizada incubando-se o RNA tratado com DNAse e a 

enzima transcriptase reversa (1 L; RevertAid
TM

 M-MuLV Reverse Transcriptase, 

Fermentas Life Science) à 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 análise da da expressão gênica por RT-PCR em tempo real (qPCR), um 

volume de 3 L de cDNA diluído (1:10) foi incubado com 3 μL de cada primer (300 

nM; forward e reverse; Tabela 2) e 6 μL de PCR Master mix (SYBR Green ROX Mix, 

LGC Biotecnologia). Após um período de desnaturação (10 min) à 95 °C, as amostras 

foram submetidas a 40 ciclos de amplificação à 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 reação (Mx3005P
®

 qPCR System; Stratagene). Após a 

amplificação, foram obtidas as curvas de dissociação e os produtos foram submetidos à 

eletroforese em gel de agarose 2%, para confirmação da especificidade da amplificação 

da reação. 

A análise quantitativa foi realizada com o auxílio do programa MxPro 

(Stratagene, versão 3.0), o qual estima o limiar (threshold; Ct) para cada amostra. Os 

resultados foram interpretados empregando-se a fórmula 2
-Ct

 , onde Ct significa o: 

número de ciclos necessários para atingir o limiar de fluorescência acima do valor de 

fundo - background), que relaciona a expressão do gene de interesse comparado àquela 

do gene do controle negativo (gene HPRT - hipoxantina fosforibosil transferase). Os 

valores obtidos no grupo veículo 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 qPCR.   

Gene  Seqüência  Tm (ºC) 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 Avaliação de expressão protéica por Western Blot 

A expressão 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 tampão TRIS 50 mM (5 vol / mg; pH 7.4) 

contendo PMSF (1 mM). Os homogenatos obtidos foram centrifugados (1000g, 5 min) 

e o conteúdo de proteínas em cada sobrenadante das amostras foi diluído em tampão 

TRIS (50 mM) a um volume q.s.p. 130 μl. Em seguida, o volume de 30 L de tampão 

de Laemmli (62,5 mM de Tris-HCl, 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 g das proteínas presente nas amostras foi 

separada por eletroforese em gel de poliacrilamida (7% contendo lauril sulfato de sódio; 

SDS-PAGE) usando um tampão específico (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 tampão 

específico: 25 mM de Tris, 192 mM de glicina, 0,1% de SDS e 18% (V/V) de etanol 

absoluto. A eficiência da transferência foi verificada pela coloração das membranas por 

vermelho de Ponceau (0,1% em ácido acético a 5%). A seguir, as membranas foram 

incubadas (12h, 18 C) com anticorpos primários anti-nNOS (policlonal de coelho, 500 

ng/ml). Após lavagens apropriadas (6x 10 min com TBS-t), as membranas foram 

incubadas com anticorpo secundário 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 revelação, com 

emissão de quimioluminescência (LumiPhos, Pierce). Os sítios inespecíficos de ligação 

do anticorpo primário à membrana foram bloqueados pela adição da solução de caseína 

(0,2%) em TBS-t (20 mM de Tris-HCl, 137 mM de NaCl, pH 7,4, contendo 0,1% de 

Tween-20). 

As imagens foram captadas com o auxílio do sistema de imagens ChemImager 

(Alpha Innotech, EUA) e as intensidades das bandas foram analisadas por densitometria 

e normalizadas pela densitometria obtida das respectivas linhas (lanes) após coloração 

por Ponceau. 

 

3.5.6 Determinação de citocinas no plasma 

 

O sangue periférico dos animais foi coletado pela artéria abdominal após os 

animais serem anestesiados com a mistura de cetamina e xilazina, e, em seguida, os 

animais foram mortos por deslocamento cervical. O plasma foi obtido por centrifugação 

em centrífuga Fanem à uma velocidade de 3.000 rpm por 15 minutos. Após, este foi 

acondicionado em freezer -20 ºC até o momento da dosagem. Para a mensuração da 

concentração das citocinas interleucina 1 (IL-1) e Fator de necrose tumoral  (TNF-

) no plasma dos animais, placas de ELISA (R&D Systems, EUA) foram sensibilizadas 

com 100 l do anticorpo anti-IL-1 diluído em tampão carbonato (pH 9,5) ou anti-TNF-

 diluído em tampão fosfato (pH 6,5). As placas foram submetidas à incubação por 18h 

(4 C) e a reação foi depois bloqueada com a solução tampão (PBS) com gelatina (3%; 

200 l/poço), por 3h. A seguir, as placas foram lavadas quatro vezes com a solução 

tampão PBST [PBS + Tween 80 (0,05%)] e, em cada poço, das duas primeiras fileiras, 

foi adicionado 100 l de PBST + BSA (0,1%). Nestes poços foram dispostos, na razão 

de 1:2, os padrões das citocinas. Após 1h de incubação, a reação foi bloqueada com 

ácido cítrico (0,2 M) e então a leitura foi feita em leitor de ELISA (DO 450 nm). A 

concentração das citocinas nas amostras foi calculada a partir das curvas-padrão 

utilizando-se IL-1 e TNF- de rato em concentrações crescentes (15,62; 31,25; 62,50; 

125; 250; 500; 1000 e 2000 pg/ml. 
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3.6 Obtenção 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, Japão; Doctoral Programs in Medical 

Sciences, Graduate School of Comprehensive Human Sciences, Universidade de 

Tsukuba, Ibaraki, Japão). 

As PED foram obtidas em laboratório da engenharia do motor Mod 4JBl (4 

cilindros 2,74 l, 10 HP, 1.500 rpm; Isuzu Automobile Co, Japão) via sistema de 

filtragem (MP<2,5), conforme descrito previamente (SAGAI et al., 1996; CHO et al., 

2004). A obtenção e purificação do composto 1,2-NQ foi realizada via cromatografia de 

camada delgada eluída em diclorometano (CHO et al., 2004). 

A suspensão de PED (ex.: estoque 1 mg/ml, m/v; pH 7,4) foi preparada em 

tampão PBS e Tween 80 (0,05%), enquanto a solução estoque da 1,2-NQ (3 mol/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 veículo do 1,2-NQ. Após o 

preparo da suspensão, esta foi levada ao sonicador (5 min) imediatamente antes da 

administração. 

3.7 Cálculos e análise estatística  

 Os resultados são apresentados como média ± E.P.M. de valores absolutos ou 

porcentagem, onde “n” denota o número de animais usados em cada experimento. Os 

dados obtidos foram submetidos à análise de variância de uma única via (ANOVA), 

seguida pelo teste modificado de Bonferroni ou, quando apropriado, realizou-se o teste 

t-Student não-pareado. As diferenças entre as médias foram avaliadas com o auxílio do 

programa estatístico (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 à resposta submáxima contrátil à FE (EC 80; 10 

μM, RTA e RCC). A Emax e o log negativo para as concentrações dos agonistas 

produzirem 50% da Emax (Valores de pD2) foram estimados através de análise de 

regressão não-linear para cada CC-R individual. A força isométrica em resposta à MCh, 

FE e EFS foi medida em anéis de traquéia, segmentos de brônquios, anéis de aorta e 

segmentos de corpos cavernosos, de cada um dos grupos experimentais e compararam-

se os valores de pD2 e de Emax com grupos controles da mesma idade.  
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4 RESULTADOS 

4.1 Parâmetros inflamatórios 

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

leucócitos para o pulmão 

 A figura 5 mostra que o tratamento dos animais com a mistura dos poluentes 

causa, após 3 horas, um aumento significativo (P<0.001) no número total de leucócitos 

no lavado broncoalveolar (LBA) dos animais quando comparado ao grupo controle, que 

recebeu o veículo dos poluentes. Na contagem diferencial de células no LBA dos 

animais expostos aos poluentes, nota-se um aumento marcante no conteúdo de células 

mononucleares (P<0.001), sem nenhum efeito sobre o influxo de polimorfonucleares 

(neutrófilos e eosinófilos).  

 

0.00

0.25

0.50

Leucócitos totais

Mononuclear

P M N

Eosinófilos

n= 7

***
***

Veículo                              PED (1 mg/kg) + 1,2-NQ (35 nmol/kg)

1

7

13

15

20

25

L
e
u

c
ó

c
it

o
s
 L

B
A

 (
x
1
0

5
)

 

Figura 5. Efeito da instilação i.tr. de poluentes (PED + 1,2–NQ) no recrutamento de leucócitos no 
pulmão. O gráfico ilustra o efeito da instilação i.tr da mistura de poluentes sobre a contagem 
total e diferencial de leucócitos no LBA de animais controles e tratados. Os resultados estão 
expressos como média ± EPM para 7 animais. ***P<0.001 vs veículo. 
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4.1.2 Efeito da instilação i.tr. da mistura dos poluentes sobre a população de 

células das séries vermelha (eritrograma) e branca (leucograma) no sangue 

periférico 

A figura 6A ilustra que a exposição aos poluentes causou uma diminuição 

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

relação ao grupo controle (n=6), que recebeu o veículo dos poluentes. 

A instilação i.tr. dos poluentes (n=5), após 3h, em ratos promoveu diminuição 

significativa (P<0.05) no número de leucócitos totais no sangue periférico destes em 

relação ao grupo controle (Figura 6B; n=6). Nesse mesmo compartimento, o número de 

neutrófilos segmentados (Figura 6C) e monócitos (Figura 6E) foi menor quando 

comparado ao grupo controle, embora de maneira não estatisticamente diferente (n=5-6). 

Por outro lado a população de linfócitos (Figura 6D) mostrou-se significativamente 

menor (P<0.05) no sangue dos animais expostos aos poluentes comparado ao grupo 

controle. Não foi observado eosinófilos no sangue periférico desses animais. 
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Figura 6. Efeito da instilação i.tr. de poluentes (PED + 1,2–NQ) sobre as séries vermelha e branca 
no sangue periférico. O painel A ilustra o efeito da instilação i.tr da mistura de poluentes 
sobre a contagem de hemácias do sangue periférico de animais controles (barras abertas) e 
tratados (barras fechadas). O painel B mostra o efeito desses poluentes sobre a contagem de 
leucócitos totais circulantes no sangue periférico. Os painéis C, D e E ilustram a contagem 
diferencial do número de leucócitos totais. Os resultados estão expressos como média ± EPM 
para 5-6 animais. *P<0.05 vs veículo. 
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4.1.3 Efeito dos poluentes sobre a população de leucócitos na medula óssea e baço 

 Analisando a demanda de células sanguíneas da série branca na medula óssea dos 

animais expostos à mistura de poluentes observou-se um aumento significativo (P<0.01) 

do número de leucócitos totais em relação ao grupo controle (Figura 7A; n=4). A 

contagem diferencial absoluta no mielograma revelou um aumento de vários tipos 

celulares, a saber: neutrófilos anelados, neutrófilos segmentados, monócitos, 

macrófagos, eritroblasto jovem (Figura 7B – E; n=4) quando comparado ao grupo 

controle (n=4). O número de eritroblasto orto e policromático (Figura 7F), embora 

aumentado, na medula óssea não foi estatisticamente diferente do grupo controle (n=4).   

Observou-se ainda na medula óssea uma tendência de aumento no número de 

eosinófilos, mas não de forma significativa (273,8 ± 45,34 cél./mm
3 

na ausência e 313 ± 

62,27 cél./mm
3 

na presença do poluente, respectivamente; n=4). 

No baço, a figura 8A mostra que a mistura de poluentes causou nos animais 

(n=4-5) uma redução significativa no número de leucócitos totais. Por conseguinte, o 

número de blastos (B), neutrófilos segmentados (C), linfócitos (F) e EPO + EOC (G; 

*P<0.05) mostrou-se diminuído. Ao contrário, o mesmo tratamento promoveu no baço 

dos animais um aumento no número de eosinófilos (D) e monócitos – macrófagos (E) 

em relação aos animais controle (n=5), muito embora esse aumento não foi 

significativamente diferente do grupo controle. 
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Figura 7. Efeito da instilação i.tr. da mistura dos poluentes sobre a celularidade da medula óssea. 
Os painéis A – F ilustram o efeito da instilação i.tr da mistura de poluentes ou veículo sobre a 
contagem total e diferencial absoluta de leucócitos na medula óssea de animais controles 
(barras abertas) e tratados (barras listradas). Os resultados estão expressos como média ± 
EPM para 4 animais. **P<0.01 e *P<0.05 em relação aos valores controles. 

 



50 

 

 

0

50000

100000

150000

200000

250000

Leucócitos totais n=5

n=4

A

c
é
l/

m
m

3

 

0

1000

2000

3000

4000

150000

250000

Blastos B

c
e
ll/

m
m

3

 
0

10000

20000

Segmentados

150000

200000

250000

C

c
e
ll
/m

m
3

 

0

1000

2000

3000
50000

150000

250000

Eosinófilos D

c
e
ll
/m

m
3

 
0

1000

2000

150000

250000

Monócito - Macrófago E

c
e
ll
/m

m
3

 

0

50000

100000

150000

200000

250000
Linfócitos F

c
e
ll
/m

m
3

 0

25000

50000

EPO + EOC

150000

250000

*

G

c
e
ll
/m

m
3

 

Figura 8. Efeito da instilação i.tr. da mistura dos poluentes sobre o esplenograma. Os painéis A - G 
ilustram o efeito da instilação i.tr da mistura de poluentes sobre a contagem total e diferencial 
de leucócitos no baço de animais controles (barras abertas) e tratados (barras fechadas). Os 
resultados estão expressos como média ± EPM para 4 - 5 animais.  
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4.2 Parâmetros funcionais 

4.2.1 Efeito dos poluentes sobre a reatividade em traquéia e brônquio 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 Emax da CC-R em anéis de traquéia 

(Figura 9A e B; 6,267  3,209 g/100 mg de tecido; n=6) e segmentos de brônquio 

principal (Figura 9C e D; 1,119  0,690 g/100 mg de tecido; n=7) estimulados com a 

MCh em relação aos valores de Emax 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 brônquio principal (Figura 9C e 

D; 6,608  2,472 g/100 mg de tecido; n=7) de ratos controle, que receberam somente o 

veículo dos poluentes.  
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Figura 9. Efeitos da instilação i.tr. da mistura PED e 1,2-NQ sobre as contrações evocadas pela 
metacolina (MCh 10-9 a 10-3,5 M) em traquéia (Painel A) e brônquio principal (Painel C) de 
ratos. A curva exibida pelos quadrados abertos ilustra a contração induzida pela MCh em 
animais tratados com o veículo 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 comparação de Emax entre ambos 
os grupos dos diferentes tecidos. Estes são gráficos representativos da média e EPM de 6 a 8 
animais. *P<0.05 vs veículo. 
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4.2.2 Curva concentração-resposta evocada pela fenilefrina (FE) na aorta e corpo 

cavernoso de ratos expostos aos poluentes 

 A exposição aguda dos animais aos poluentes não promoveu alteração 

significativa na CC-R (contração) induzida pela FE na aorta isolada de ratos em relação 

ao grupo controle (Valores de Emax = 298,2  84,03 na ausência e 219,0  34,34 na 

presença do poluente; Figura 10A). 

 Da mesma forma, os poluentes não afetaram a contração induzida pela FE no 

tecido erétil desses animais quando comparado ao grupo controle (Valores de Emax = 

5,84 ± 1,18 na ausência e 6,04 ± 1,63 na presença do poluente, respectivamente; Figura 

10B). 
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Figura 10. Efeitos da injeção i.tr. da mistura PED e 1,2-NQ sobre a CC-R evocada pela fenilefrina 
(FE 10-9 a 10-4 M) em aorta torácica (painel A) e corpo cavernoso de ratos (painel B). A 
curva exibida pelos quadrados abertos ilustra a contração induzida pela FE em animais 
tratados com o veículo 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) após 3h. Os 
gráficos representam a média e EPM de 4 a 10 animais. 
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4.2.3 Curva concentração-resposta (relaxamento) evocada pela acetilcolina 

(ACh) na aorta de ratos expostos aos poluentes 

 O relaxamento concentração-dependente induzido pela ACh (10
-9

 M - 10
-4

 M) 

em aorta torácica 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 Emax da CC-R induzida pela ACh na aorta dos animais 

expostos aos poluentes apresentou diferença estatística (P<0,05) da CC-R obtida nos 

animais controles [Valores de Emax = 47,1  3,23 (%) na ausência e 65,2  6,5 (%) na 

presença do poluente]. 

Os painéis 11C e 11D ilustram os traçados representativos dessas CC-R 

induzidas pela ACh (10
-9

 – 10
-4

 M) na aorta torácica de rato exposto ao veículo ou 

poluentes, respectivamente. Conforme observado nestes traçados bem como pelos 

valores de média e EPM, a pré-contração induzida pela FE (1 µM) na aorta de rato 

controle (179.08 ± 4.89; n= 6; Figura 11E) não foi estatisticamente diferente à de rato 

exposto aos poluentes (149.9 ± 16.21; n= 7; Figura 11E). 
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Continua. 
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Figura 11. Curva concentração-resposta (CC-R) induzida pela ACh (10-9 – 10-4 M) em aorta de 
animais tratados com os poluentes ou seu respectivo veículo. O painel A mostra o 
relaxamento produzido pela CC-R frente à ACh na aorta dos animais controle e tratados, 
enquanto o painel B representa a comparação de Emax entre ambos os grupos. Estes são 
gráficos representativos da média e E.P.M. de 6 a 7 tecidos isolados dos animais. *P<0.05 
vs veículo. Os Painéis C – D ilustram os traçados representativos da contração inicial 
induzida pela adição da solução de KCl ao banho contendo preparação de aorta de ratos 
controle e exposto aos poluentes, mostrando a integridade desses tecidos. A seguir, 
observa-se a pré-contração induzida pela FE (1 µM; painel E). e as curvas concentração-
resposta (CC-R) induzidas pela ACh (10-9 – 10-4 M) em ambos os animais (controle e 
expostos aos poluentes) após 3h. As setas indicam lavagens das preparações. Estes são 
traçados representativos de 6-7 experimentos. 
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4.2.4 Efeitos da exposição 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 não alterou a curva-concentração 

relaxamento induzido pelo GTN (10
-9

 - 10
-5

 M) em anéis de aorta de ratos em 

comparação ao grupo de animais tratado com o veículo dos poluentes [Valores de Emax 

= 83,4  5,2 (%) na ausência e 74,4  7,1 (%) na presença do poluente; Figura 12A]. 

 Ao contrário, a CC-R induzida pelo GTN (10
-9

 a 10
-5

 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 

veículo dos poluentes [P<0,05; Valores de Emax = 40  3,2 (%) na ausência e 50,4  2,5 

(%) na presença da mistura de poluentes, respectivamente; Figura 12C]. 

 

 

 

 

 

 



59 

 

-9 -8 -7 -6 -5

0

25

50

75

100

DEP (1 mg/kg) + 1.2-NQ (35 nmol/kg); n=4

Veículo; n=4
A

log [Trinitrato de Glicerila] (M)

%
 R

e
la

x
a

m
e

n
to

-9 -8 -7 -6 -5

0

25

50

75

n=4

n=4 B

log [Trinitrato de Glicerila] (M)

%
 R

e
la

x
a

m
e
n

to

 

0

10

20

30

40

50

60

*

DEP (1 mg/kg) + 1.2-NQ (35 nmol/kg); n=4

Veículo; n=4

C

(%
) 

R
e
la

x
a
m

e
n

to

 

Figura 12. Curva concentração-resposta (CC-R) induzida pelo GTN (10-9 – 10-5 M) em aorta (A) e 
corpo cavernoso de ratos (B) expostos aos poluentes e veículo dos poluentes. 
Comparação de Emax em corpo cavernoso de ratos (Painel C). Estes são gráficos 
representativos da média e E.P.M. de 4 animais. *P<0.05 vs veículo. 
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4.2.5 Efeito da exposição aos poluentes sobre a estimulação elétrica em corpo 

cavernoso 

A estimulação elétrica (EFS: 1-32 Hz; 20 V; 0.5 ms duração de cada pulso; 0.2 ms 

intervalo entre cada pulso) dos segmentos de corpo cavernoso de ratos tratados com o 

veículo dos poluentes causou relaxamento transitório e de rápido desenvolvimento, de 

modo dependente da freqüência (n=5; Figuras 13A, 14A, 15; Tabela 3). Na vigência da 

exposição dos animais aos poluentes, a estimulação elétrica (menores frequências: 1, 2 e 

4 Hz; Figuras 13A, 14B, 15; Tabela 3) dos segmentos de corpo cavernoso promoveu 

maior relaxamento de modo dependente da freqüência. Neste caso, contudo, o perfil 

transitório desta resposta foi de maior amplitude e retorno ao tonus basal bem mais 

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

O estímulo elétrico (EFS: 1-32 Hz) causou contrações dos segmentos de corpo 

cavernoso de ratos tratados com o veículo dos poluentes, de modo dependente da 

frequência, (n=6), tais respostas não 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 veículo sobre os relaxamentos (A) ou 
contrações (B) induzidos pela EFS (1 – 32 Hz) em corpo cavernoso de rato. Painel A - Os 

dados representam médias  erro padrão das médias de relaxamento calculadas em relação à 
contração induzida pela FE (10 µM ). Painel B - Contrações dos segmentos de corpo 
cavernoso de ratos induzidas por EFS. *P<0.05 em relação aos respectivos controles. 
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A - 

 

 

B -  

 

 

Figura 14. Latência da resposta obtida com a estimulação elétrica (EFS: 1 - 32 Hz) em corpo 
cavernoso de ratos (RCC) expostos aos poluentes. O painel A representa um traçado 
típico de preparação de animais submetidos ao veículo dos poluentes enquanto o painel B 
representa um traçado típico de preparação de animais submetidos aos poluentes. As setas 
pretas indicam lavagem da preparação. As setas vermelhas demonstram a duração do 
retorno ao tônus pré-contraído pela FE (10 µM). 
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Figura 15. Efeito dos poluentes sobre a latência da resposta no corpo cavernoso de ratos (RCC) 
estimulado eletricamente (EFS: 1 - 32 Hz). Os círculos abertos representam as diferentes 
freqüências de estímulo elétrico em preparação de animais submetidos ao veículo dos 
poluentes. Os círculos fechados representam as diferentes freqüências de estímulo elétrico 
em preparação de animais submetidos aos poluentes. Os resultados estão expressos como 
média ± EPM para 5-6 animais. ***P<0.0001 e *P<0.05 em relação aos valores controles. 
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Tabela 3 - Efeito da instilação i.tr. de poluentes sobre o relaxamento de corpo 

cavernoso de rato induzidos por EFS (1-32 Hz) e pré-contraídos por 

fenilefrina (FE, 10 µM). Os resultados estão expressos como média ± EPM 

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

 Relaxamento 

EFS Controle Tratado 

 Média EPM n Média EPM n 

1 Hz 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 Parâmetros bioquímicos 

4.3.1 Concentração de nitrato total (NOX
-
) no plasma de ratos expostos aos 

poluentes 

O tratamento i.tr. de ratos saudáveis com a mistura de poluentes não promoveu 

alteração significativa na concentração basal de nitrato total no plasma desses animais 

quando comparado ao grupo controle, que recebeu o veículo dos poluentes (Figura 16). 
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Figura 16. Concentração de nitrato total (NOx) em plasma de animais que receberam o veículo ou 
a mistura dos poluentes. Os dados estão expressos como a média ± E.P.M. de 5 a 6 
animais. 
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 4.3.2  Determinação do conteúdo tecidual de produtos de reação do ácido 

tiobarbitúrico (TBARs) em diferentes tecidos 

 O tratamento dos animais com a mistura de poluentes diminuiu significativamente 

a concentração de produtos de reação do ácido tiobarbitúrico (TBARs) na aorta (RTA; 

Figura 17A; n=4) e pulmão (Figura 17B; n=4) desses animais em relação ao grupo 

controle. Nesses animais, o mesmo tratamento aumentou significativamente a 

concentração tecidual de TBARs na traquéia (Figura 17C; n=4) em relação ao grupo 

controle. 

 Esse mesmo tratamento não aumentou ou diminuiu, de maneira significativa, a 

produção de TBARS em amostras de corpo cavernoso dos animais (13,31 ± 0,58 nmol 

aldeído/g; n=4) quando comparado ao corpo cavernoso do grupo controle, tratado com o 

veículo dos poluentes, (12,13 ± 0,91 nmol aldeído/g; n=4). Da mesma forma, a 

exposição dos animais aos poluentes não afetou a produção basal de TBARs em outros 

órgão e tecidos, quando comparado ao grupo controle (Tabela 4). 
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Figura 17. Concentração de TBARS em amostras de tecidos / órgãos de animais que receberam o 
veículo ou a mistura dos poluentes. O gráfico A ilustra os valores obtidos na aorta, 
enquanto os gráficos B e C mostram os valores mensurados no pulmão e traquéia, 
respectivamente. Os resultados estão expressos como nmol de aldeído formado por grama 
de tecido. Os dados estão expressos como a média ± E.P.M. 4 animais. 

 

Tabela 4 - Produção de TBARS em amostras de órgãos de ratos tratados com o 

veículo ou a mistura dos poluentes. Os resultados estão expressos como média ± EPM 

para n animais.  
 

TBARS  
(nmol aldeído/g) 

VEÍCULO TRATADO 

FÍGADO  2,70 ± 0,33  
n=5 

2,57 ± 0,23  
n=7 

RIM  
 

3,46 ± 0,33  
n=5 

2,99 ± 0,19 
n=7 

CORAÇÃO  
 

3,15 ± 0,51 
n=5 

3,15 ± 0,34 
n=5 
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4.3.3 Determinação da concentração de catalase em diferentes tecidos 

O pré-tratamento dos ratos com a mistura de poluentes não aumentou a 

concentração de catalase (U Cat/ mg prot) na aorta (Figura 18A) ou tecido cavernoso 

(Figura 18B) destes em relação ao grupo controle. Da mesma forma, esse tratamento 

não aumentou a concentração de catalase (U Cat/ mg prot) no pulmão dos animais em 

relação 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). 

 

 
 

 
Figura 18. Concentração de catalase em amostras (A - Aorta; B – Corpo Cavernoso) de animais 

que receberam o veículo ou a mistura dos poluentes. Os resultados foram expressos como 
U Catalase por mg de proteína. Os dados estão expressos como a média ± E.P.M. de 3 a 5 
animais. 

A 

B 

V
eí

cu
lo

Tra
ta

do

0

10

20

30

U
 C

a
t/

m
g

 p
ro

t

V
eí

cu
lo

Tra
ta

do

0

1

2

3

4

5

U
 C

a
t/

m
g

 p
ro

t



69 

 

4.3.4 Efeito da exposição de ratos aos poluentes sobre a expressão gênica (RT-

PCR em tempo real) das isoformas de NOS na aorta e corpo cavernoso 

 

A taxa de expressão gênica das isoformas eNOS (Figura 19A) e iNOS (Figura 

19B) na aorta de ratos tratados com a mistura de poluentes foi reduzida marcantemente 

quando comparado ao grupo controle.  

Da mesma forma, a exposição dos animais aos poluentes reduziu de forma 

significativa a taxa de expressão gênica da eNOS (Figura 20A) e iNOS (Figura 20B) no 

corpo cavernoso destes mas, ao contrário, não afetou a taxa de expressão gênica 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 expressão gênica da eNOS no pulmão desses animais para 

0,325 ± 0,163 (n=4, P<0.001) quando comparado ao grupo controle (n=5). A taxa de 

expressão gênica da iNOS no pulmão de ratos expostos aos poluentes foi reduzida para 

0,520 ± 0,249 (n=4) quando comparado ao grupo controle (n=5) muito embora essa 

diferença não foi estatisticamente significativa. 
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Figura 19. Efeitos do tratamento agudo com poluentes ou veículo sobre as taxas de expressão 
gênica da eNOS e iNOS em aorta de ratos. A expressão relativa foi obtida comparando a 
expressão dos genes das isoformas de NOS do grupo tratado com o grupo controle obtida 
quando normalizadas pela expressão 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 relação ao respectivo controle. 
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Figura 20. Efeitos do tratamento agudo com poluentes ou veículo sobre as taxas de expressão da 
eNOS, iNOS e nNOS em corpo cavernoso de ratos. A expressão relativa foi obtida 
comparando a expressão dos genes das isoformas de NOS do grupo tratado com o grupo 
controle obtida quando normalizadas pela expressão 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 relação ao respectivo controle. 
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4.3.5 Avaliação de expressão protéica da nNOS (via Western Blot) no corpo 

cavernoso 

O pré-tratamento dos animais com a mistura de poluentes aumentou 

discretamente, embora não de forma significativa, a expressão protéica da nNOS em 

homogenatos de tecido do corpo cavernoso dos animais (Figura 21A). Essa resposta foi 

semelhante ao demonstrado na amostra de glândulas pituitária (Figura 21B). A figura 

21C demonstra o Western blot representativo de nNOS e PnNOS (controle positivo: 

amostra de pituitária) em homogenatos de tecido cavernoso de animais veículo e tratado 

com poluentes. 
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Figura 21. Avaliação de expressão protéica da isoforma da nNOS (Western Blot) no tecido 
cavernoso de animais veículo e tratado com poluentes. De acordo com a análise 
densitométrica (Painéis A e B) das bandas imunorreativas, nenhuma diferença significativa 
foi observada entre os grupos. O Painel C ilustra a membrana de Western blot 
representativo de nNOS e PnNOS (controle positivo: amostra de pituitária) em homogenatos 
de tecido cavernoso de animais veículo e tratado com poluentes (n=8). 
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4.3.6 Avaliação da concentração de citocinas no plasma 

O pré-tratamento de animais com poluentes não alterou de maneira significativa 

a concentração da citocina IL-1 (79,64 ± 63,84 pg/ml; n=4) no plasma dos animais 

quando comparado ao valor do grupo controle tratados com o veículo dos poluentes 

(61,98 ± 47,01 pg/ml; n=4). No plasma dos animais controle ou tratados não foi 

mensurado níveis detectáveis de TNF- (n=5). 
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5 DISCUSSÃO 

 

 Devido à posição anatômica e ao papel funcional do trato respiratório, a 

qualidade do ar inspirado pode, muitas vezes, comprometer a função desse sistema e 

desencadear reações inflamatórias locais ou sistêmicas, como a asma e hipertensão 

(RUSZNAK et al., 1994; NEL et al., 1998; PEDEN, 1997; para revisão: 

WIDDICOMBE e LEE, 2001; PANDYA et al., 2002). Nesse sentido, cabe ressaltar que 

o extravasamento plasmático, um dos sinais clássicos da inflamação (e asma) nas vias 

aéreas (BURNETT et al., 1999), é altamente influenciado por vários componentes da 

poluição atmosférica, incluindo as PEDs (Mc CONNELL et al., 1999; HAJAT et al. 

1999). Além do efeito das PED sobre a cascata imunológica (alergia / asma), estas 

atuam diretamente como agente irritante ou citotóxico no trato respiratório 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 conseqüente extravasamento plasmático nas vias 

aéreas de ratos tratados agudamente, via i.tr., com a mistura de PED e 1,2-NQ (TELES 

et al., 2010) desencadearia, após 3h, alterações sistêmicas em outros compartimentos, 

incluindo a musculatura lisa vascular e do corpo cavernoso. Este estudo também avaliou 

possíveis mecanismos moleculares pelos quais as PED promoveriam essas alterações. 

 Ao investigar o efeito direto desse tratamento no pulmão constatou-se um 

aumento significativo do recrutamento de leucócitos mononucleares, mas não PMN, no 

espaço alveolar desses animais. Sabe-se que, tradicionalmente, o acúmulo de monócitos 

ocorre mais tardiamente do que o de neutrófilos; no entanto, evidências recentes 

demonstram que o influxo de células mononucleares pode ocorrer precocemente e / ou 

paralelamente às células PMN (HENDERSON et al., 2003; COSTA et al., 2006) em 

virtude da liberação de MCP-1 de macrófagos. Por outro lado, NEMMAR et al. (2003) 

observaram que a administração i.tr. de PED, numa dose inferior à utilizada neste 

estudo, causou influxo de neutrófilos no pulmão de cobaias. A discrepância entre esse e 

o presente estudo está, 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 o sangue contém um meio 

intercelular (plasma) e três tipos celulares: séries vermelha (eritrócitos), branca 

(leucócitos) e plaquetária. No sangue periférico dos mesmos animais expostos à mistura 
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de poluentes observou-se diminuição significativa das células sanguíneas da série 

branca, caracterizada pelos linfócitos e, em menor proporção, neutrófilos segmentados e 

monócitos. Tais achados indicam uma possível mobilização dessas células do espaço 

intravascular para o foco inflamatório (pulmão). De forma semelhante, o esplenograma 

dos animais revelou redução significativa no número de leucócitos totais, a qual foi 

refletida na população de blastos, neutrófilos segmentados, linfócitos e EPO + EOC. Em 

contrapartida, uma leucocitose significativa foi observada na medula óssea desses ratos, 

a qual compreendeu neutrófilos (anelados e segmentados), monócitos, macrófagos e 

eritroblastos jovens. Conclui-se, portanto, que o aumento da população celular (série 

branca) no compartimento de reserva (medula óssea) ocorreu em paralelo com a maior 

mobilização necessária de leucócitos para o foco inflamatório (pulmão) de ratos tratados 

com os poluentes. Corroborando estes achados, Nemmar e Inuwa (2008) observaram 

que a administração endovenosa de baixas doses de PED (0.02 and 0.1mg/kg) causou, 

após 48h, inflamação sistêmica caracterizada por aumento na população de monócitos e 

granulócitos. 

 Por seu turno, a análise celular da série vermelha do sangue periférico dos 

animais expostos à mistura de poluentes revelou uma queda significativa da 

concentração de hemácias em relação ao grupo controle, reforçando o fato de que apesar 

do tratamento agudo, pela via i.tr., foi possível observar alterações em outros 

compartimentos, incluindo no tecido hematopoiético. Curiosamente, evidências 

anteriores suportam tais achados e mostram que animais tratados com PED ou outros 

MP exibiram aumento da agregação plaquetária, formação de trombo e conseqüente 

infarto agudo do miocárdio (NEMMAR et al., 2002; VERMYLEN et al., 2005).  

 Os aspectos celular, bioquímico e molecular responsáveis pelo acúmulo de 

leucócitos no foco inflamatório são fenômenos complexos, que dependem grandemente 

da interação leucócito-endotélio, moléculas de adesão (caderinas, selectinas, 

imunoglobulinas e integrinas) e geração local de mediadores químicos, como as 

citocinas pró-inflamatórias TNF, IL-1 e IL-6. De fato, dados anteriores do grupo 

mostram que no homogenato do brônquio de ratos expostos às PED e 1,2NQ, observou-

se um aumento significativo da concentração de TNF, IL-1 e IL-6 (TELES et al., 

2007). Dentre essas citocinas, o TNF- possui um papel de destaque nas vias aéreas, 

pois além de recrutar leucócitos para o pulmão (THOMMESEN et al., 1998), causa 

hiperreatividade brônquica (KIPS et al., 1992; YATES et al., 1993). É importante 
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salientar que, em contraste, a exposição dos animais à mistura de poluentes causou 

hiporreatividade brônquica e de anéis de traquéia em relação às respostas contráteis 

induzidas pela MCh na traquéia e brônquio principal de animais controle, sugerindo um 

possível efeito tóxico desses poluentes sobre a musculatura dessas estruturas. Nesse 

sentido, dados de Franco-Lino et al. (2006) mostram resultados semelhantes, nos quais 

o brônquio principal de rato exposto ao formaldeído também exibiu aspecto 

hiporreativo à MCh. Segundo esses autores, tal resposta deve-se ao envolvimento de 

mecanismos dependentes de NO, que parecem controlar o tônus bronquial, de 

neuropeptídeos e mediadores celulares liberados de mastócitos, responsáveis pelo 

processo inflamatório. 

 Com relação aos efeitos sistêmicos resultantes da exposição de animais a 

poluentes, tais como PED, alguns estudos sugerem que esses ocorrem como 

conseqüência da liberação de citocinas e quimiocinas do pulmão inflamado para a 

circulação (ARIMOTO et al., 2007; DONALDSON e MACNEE 2001). Em 

contrapartida, uma forte linha de evidências indica que o MP de pequeno diâmetro pode 

ser translocado do pulmão para outros compartimentos via circulação sistêmica e, como 

conseqüência, afetam outros órgãos 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 não o tecido cavernoso, isolado dos animais expostos aos poluentes 

responder de forma mais intensa ao efeito relaxante, mas não contrátil (FE), induzido 

pela ACh mostra, pela primeira vez, que o tratamento dos animais com a mistura de 

poluentes, mesmo por curto período de tempo, causou efeito (direto ou indireto) em 

outros compartimentos e, neste caso, afetou o mecanismo de relaxamento dos vasos. É 

pouco provável que o aumento de relaxamento da aorta desses animais seja 

consequência do aumento de citocinas pró-inflamatórias circulantes, visto que as 

concentrações séricas de TNF e IL-1 não diferiram significativamente dos valores 

basais de animais controle, ou foram indetectáveis. Por outro lado, e apesar do diâmetro 

das PED não podemos excluir totalmente uma possível translocação desse material do 

pulmão para a corrente sanguínea. 

 Confirmado que a via de relaxamento dependente de NO na aorta, mas não 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 não revelaram alterações significativas nos anéis 
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isolados de aorta, reforçando o achado anterior e sugerindo que a intensificação do 

efeito relaxante inclui mecanismos dependentes do endotélio. É importante ressaltar que 

a aplicação sistêmica de PED per se reduziu a pressão arterial e a frequência cardíaca de 

ratos, bem como promoveu alterações morfológicas no pulmão e outros órgãos desses 

animais (NEMMAR et al., 2008, 2010). Ademais, em preparação de aorta de ratos in 

vitro outros estudos mostraram que a aplicação de MP coletado de diversas fontes, tais 

como de zonas urbanas, hidrocarbonetos aromáticos policíclicos 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 à 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 contrário da aorta, a exposição 

aguda dos animais aos poluentes favoreceu o relaxamento do tecido cavernoso via 

mecanismo independente do endotélio, uma vez que o óxido nítrico liberado nestes 

tecidos tem origem em fibras não adrenérgicas e não colinérgicas. 

 A fim de compreender melhor o efeito observado no tecido cavernoso, 

investigou-se adiante a resposta induzida por estimulação elétrica (EFS) nesse mesmo 

órgão. Antes, porém, convém ressaltar que o bloqueio de receptores muscarínicos não 

inibe o relaxamento induzido por EFS (KLINGE e SJÖSTRAND, 1977; ANDERSSON 

et al., 1983; HOLMQUIST et al., 1992). Ademais, está bem estabelecido que a ACh 

endógena liberada das fibras colinérgicas não atua como um fator majoritário na 

geração de NO em tecido erétil. Já as terminações NANC do tecido cavernoso 

produzem e liberam altas concentrações de NO (SJÖSTRAND e KLINGE, 1979; 

ANDERSSON e WAGNER, 1995). Corroborando tais evidências, Oliveira et al. (2003) 

demonstraram que o relaxamento causado pela EFS ou por ativadores de canal de sódio 

(sítios 2, 3, 4, 5) foi inibido por bloqueadores de canais de sódio (atuantes no sítio 1), 

tais como a tetrodotoxina e saxitoxina, confirmando uma resposta essencialmente 

dependente das fibras NANC. Neste estudo, observou-se que a EFS, em menores 

freqüências, do tecido cavernoso dos animais expostos aos poluentes promoveu o 

relaxamento maior desse tecido em comparação aos animais controle, cujo perfil de 

resposta foi caracterizado por amplitude mais ampla e um retorno mais demorado à 

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 liberação de NO de fibras NANC. 
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 Sabendo da complexa composição das PED, torna-se inviável sugerir os 

principais componentes químicos causadores desses efeitos e seus possíveis 

mecanismos de ações, muito embora evidências 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 peroxidação dos lipídios da membrana celular, inativação de enzimas e das 

proteínas dos tecidos e DNA. Assim, atuam como fatores causais ou agravantes de 

várias doenças (PIETTA, 2000). Nesse sentido, dados interessantes de Liu e Meng 

(2005) demonstram que a administração i.tr. do MP2,5, em doses elevadas, aumentou 

significativamente os níveis de peroxidação lipídica nos pulmões e testículos dos 

animais. Esses mesmos autores observaram redução das atividades da SOD, CAT e 

glutationa peroxidase (GPx) e, ainda, concentrações reduzidas de glutationa redutase 

(GSH) nos pulmões, fígado, rins e cérebro dos animais. Neste estudo, ao contrário, a 

avaliação dos indicadores de estresse oxidativo nos diversos órgãos e tecidos dos ratos 

expostos à mistura de poluentes mostrou redução ( 60%) significativa do conteúdo 

basal de TBARs (peroxidação lipídica basal) na aorta e pulmão, mas não nos demais 

tecidos dos animais expostos aos poluentes; um efeito este sugestivo de ação 

antioxidante ou de efeito independente de alterações oxidativas. Curiosamente, na 

traquéia desses mesmos animais observou-se um aumento significativo do conteúdo de 

TBARs. Assim, é possível que esta discrepância nos níveis de peroxidação lipídica na 

traquéia e demais tecidos pode ser conseqüência do efeito direto da administração i.tr. 

dos poluentes. De fato, estudos anteriores sugerem que a exposição de camundongos às 

PEDs aumenta a atividade da P450 redutase, uma enzima que aumenta a produção de 

superóxido. Assim fornece um possível mecanismo pelo qual as PEDs podem estimular 

a produção de superóxido (LIM et al., 1998). Embora levando a uma crescente produção 

de superóxido as PEDs podem também reduzir a atividade de  scavenging da 

superóxido dismutase (SOD) e glutationa in vitro, por exemplo quando a catalase 

antioxidante foi exposta ao estresse oxidativo do peróxido de hidrogênio (H2O2) na 

presença 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 não afetou a atividade da enzima CAT na aorta, tecido cavernoso ou pulmões 

dos animais, indicando que a dose e tempo de tratamentos efetuados com a mistura de 
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poluentes não foram capazes de afetar o estado redox nesses órgãos e tecidos. Isto é 

curioso, pois é sabido que alguns compostos orgânicos (ex.; quinona) possuem a 

capacidade de inibir as atividades da SOD e da CAT e, consequentemente, bloqueiam 

suas ações 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 determinação da atividade 

do scavenger do radical DPPH, o efeito antioxidante da 1,2-NQ. No range de 

concentração utilizado da 1,2-NQ, o resultado da análise não revelou qualquer potencial 

antioxidante para a 1,2-NQ (concentração eficaz CE50 > 1000 mmol / mol DPPH) frente 

ao radical DPPH. Em vista destes resultados, é possível especular que o mecanismo 

pelo qual a mistura de poluentes reduziu a concentração de TBARs (peroxidação 

lipídica) na aorta e pulmão dos animais depende da capacidade da 1,2-NQ e / ou outros 

compostos químicos presentes nas PED estimularem de novo outras defesas 

antioxidantes. 

 Por outro lado, achados experimentais de Kang et al. (2006) mostram que 

análogos da naftoquinona provocaram disfunção vascular importante na aorta isolada de 

ratos bem como em cultura de células do cordão umbilical humano por um mecanismo 

dependente do aumento na geração do radical ânion superóxido (O2
•–

) e de alterações na 

biossíntese de NO proveniente do endotélio. Dentre os efeitos biológicos do NO, está 

bem estabelecido que o relaxamento do músculo liso (vasodilatação) e a 

broncodilatação são alguns deles. Considerado um importante sinalizador intracelular / 

extracelular altamente lipofílico, o NO é sintetizado por uma grande variedade de 

células (ex.: células endoteliais, macrófagos, alguns tipos de neurônios e outras) via 

ações de enzimas específicas (eNOS, nNOS e iNOS). Neste estudo, a determinação da 

concentração de nitrato total, via método de Griess, não demonstrou qualquer alteração 

na concentração basal sérica desta molécula nos animais expostos aos poluentes. Porém, 

observou-se baixa taxa de expressão gênica 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 exacerbação da resposta 

relaxante desse tecido frente à ACh. Poderíamos explicar tal efeito devido a uma maior 

biodisponibilidade de NO, o que levaria a célula a diminuir a produção de enzima, 

diminuindo a transcrição ou aumentando a degradação de RNA. Corroborando nossos 

achados, outros autores demonstraram que a incubação de anéis de aorta in vitro com 
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suspensão de PED em diferentes concentrações (1 - 100 pg/ml) por 60 min e brônquio 

isolado (100 pg/ml / 60 min) inibiu a geração de NO desses tecidos (MUTO et al.; 

1996). Em contrapartida, outras evidências revelaram que níveis elevados de isoformas 

iNOS e eNOS foram detectados nas vias aéreas de animais expostos às 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 expressão gênica das isoformas 

eNOS e iNOS mostrou-se significativamente reduzida no tecido cavernoso (eNOS 

somente no pulmão) dos animais expostos aos poluentes. Esse mesmo tratamento 

elevou, embora não de forma significativa, a taxa de expressão gênica e protéica da 

nNOS nesse mesmo tecido. Tais resultados são indicativos que, no tecido cavernoso, o 

aumento das taxas de expressão gênica e protéica da enzima nNOS (e possível aumento 

na geração de NO) contribui para aumentar a resposta relaxante frente ao GTN e EFS. 

 Por fim, sabe-se que além do NO, outras substâncias 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 ácido araquidônico via ação 

enzimática das ciclooxigenases (COX), têm demonstrado um papel relevante nas 

respostas residuais (ZHANG et al., 2006), bem como alguns neuropeptídeos liberados 

de terminais nervosos sensoriais (ex.: CGRP) ou de fibras NANC (ANDERSSON, 

2000). A possibilidade de que as PGs ou o CGRP estejam envolvidos na ampliação do 

efeito relaxante no tecido cavernoso é pouco plausível, visto que os tecidos foram 

incubados com indometacina, um inibidor inespecífico de COX, e, ainda, alguns 

animais foram pré-tratados com capsaicina (dados não apresentados), um agente capaz 

de depletar estoques de neuropeptídeos das fibras sensoriais, nestes animais as respostas 

não foram significativamente diferentes das obtidas em animais controles. 



81 

 

6 CONCLUSÕES 

 

 Os resultados obtidos neste estudo permitem-nos concluir que: 

 

1. A administração i.tr. da mistura de poluentes (PED e 1,2-NQ) causa, após 3h., 

inflamação pulmonar associada à disfunção (hiporreatividade) brônquica e traqueal, e 

efeitos sistêmicos em outros compartimentos, tais como aumento da população de 

leucócitos na medula óssea e diminuição no sangue periférico; ampliação do efeito 

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

 

2. Estes efeitos sistêmicos ocorreram independentemente do aumento da gênese 

(local e sistêmica) de citocinas pró-inflamatórias parecendo estar mais relacionado à 

redução do conteúdo basal de TBARs (peroxidação lipídica basal) na aorta e pulmão; 

um efeito este sugestivo de ação antioxidante ou de efeito independente de alterações 

oxidativas;  

 

3. A ampliação do efeito relaxante (frente ao GTN e EFS) no tecido cavernoso 

deve-se, ao aumento na produção de NO de origem neuronal. Em contrapartida, apesar 

da redução significativa na expressão gênica de eNOS no tecido liso vascular (aorta) 

desses animais, o aumento do efeito relaxante frente a ACh indica fortemente um efeito 

dependente do endotélio.  

 

4. Concluímos que as alterações sistêmicas (aorta e corpo cavernoso) resultantes do 

tratamento agudo i. tr. com a mistura de PED e 1,2-NQ não dependem de mecanismos 

pró-oxidativos desses poluentes; no entanto, é possível que estas ocorram pela 

capacidade da 1,2-NQ e / ou outros compostos químicos presentes nas PED 

estimularem de novo outras defesas antioxidantes. 
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