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Resumo

A poluicdo do ar ambiente (PAA) e do material particulado (MP,5) estdao sendo
associados a efeitos adversos na saude, embora pouco se sabe sobre os efeitos de
PAA contaminantes do MP, como a 1,2-naftoquinona (1,2-NQ). Objetivou-se neste
estudo avaliar o efeito in vitro e da exposicao inalatéria precoce da 1,2-NQ sobre a
fungéo atrial e cardiovascular (CV) de camundongos, além de investigar potenciais
mecanismos, com énfase em receptores de potencial transitério (TRP). No atrio
direito (AD) isolado de camundongos, a adicdo in vitro da 1,2-NQ elevou a
frequéncia atrial (FA) espontdnea e reduziu o cronotropismo positivo frente a
agonistas b-adrenérgico, sendo este revertido pelo bloqueio de receptores by. Na
artéria mesentérica (AM) ou pulmonar (AP) de camundongos selvagens, a 1,2-NQ
causou vasocontragao concentracao-dependente, que foi abolida na AM do animal
KO TRPAH1, e exacerbada pelo bloqueio do TRPV1 (capsazepina; CPZ) e TRPV4
(HC-067047). Na AP de animais selvagens e KO para TRPV1 e TRPA1, a 1,2-NQ
reduziu o relaxamento evocado por acetilcolina (ACh). Na AM, a 1,2-NQ reduziu a
sensibilidade (pD;) a ACh, sendo este efeito abolido na AM de animais KO TRPA1 e
inalterada em KO TRPV1. No AD de animais expostos a 1,2-NQ, a FA (pD2) frente a
NE foi reduzida, sendo este efeito revertido pelo bloqueio do TRPV1, e exacerbado
pelo antagonista TRPV4. No AD desses animais, a FA (Emax) frente a NE foi
reduzida pelo bloqueio do TRPC5, ML-204, e observou-se um aumento na
expressdo (RNAm) dos receptores HCN4, TRPA1, TRPV1, 2 e B3, mas nado de
canais/proteinas envolvidas na homeostase do Ca?* (ex.: RyR2, Serca2a, Cav1.2).
Na AP destes, observou-se aumento P<0,05 da expressao (RNAm) para o fator
Nrf2, sendo este efeito potencializado pelo bloqueio do TRPV1. Camundongos
expostos a 1,2-NQ nado apresentaram alteragdes na pressao arterial caudal, mas
exibiram alteracbes nos parametros RR, SDRR, RMSSD, LF/HF do ECG, e na
sensibilidade (PD,) a fenilefrina (FE) e ACh na AP isolada. O bloqueio dos TRPV1 e
TRPV4 exacerbou o efeito da FE e inibiu a resposta da ACh, respectivamente, na
AP de animais expostos a 1,2-NQ, e estimulou a fibrilagcdo atrial frente a ouabaina.
Em conclusao, estes resultados mostram, pela primeira vez, o potencial molecular
dos receptores TRP (TRPV1) e by nas alteragdes funcionais em AD e sistema CV
murino frente a adig&o in vitro ou exposigao neonatal in vivo a 1,2-NQ, revelando a
vulnerabilidade da idade aos efeitos adversos da 1,2-NQ. Estes achados funcionais
e moleculares servem ainda como indicadores de susceptibilidade ao
desencadeamento de disfungdes CV frente a 1,2-NQ.

Palavras-chave: atrio direito, artéria mesentérica, artéria pulmonar, 1,2-naftoquinona.



Abstract

Environmental air pollution (EAP) and particulate matter (PM.5) are being associated
with adverse health effects, although little is known about the effects of PM
contaminant EAP, such as 1,2-naphthoquinone (1,2 -NQ). The objective of this study
was to evaluate the in vitro effect and early inhalation exposure of 1,2-NQ on atrial
and cardiovascular (CV) function of mice, in addition to investigating potential
mechanisms, with emphasis on transient potential receptors (TRP). In the right
atrium (RA) isolated from mice, in vitro 1,2-NQ addition increased the spontaneous
atrial frequency (AF) and reduced the positive chronotropism to B-adrenergic
agonists, which was reversed by B1 receptor blockade. In the mesenteric (MA) or
pulmonary (PA) arteries of wild mice, 1,2-NQ caused concentration-dependent
vasoconstriction, which was abolished in MA of KO TRPA1 animal, and exacerbated
by TRPV1 (capszepine; CPZ) and TRPV4 (HC-067047). In wildtype PA and KO for
TRPV1 and TRPA1, 1,2-NQ reduced acetylcholine evoked relaxation (ACh). In MA,
1,2-NQ reduced the sensitivity (pD2) to ACh, and this effect was abolished in MA of
TRPA1 KO animals and unchanged in TRPV1 KO. In RA of animals exposed to 1,2-
NQ, FA (pD2) evoked by NE was reduced; such effect was reversed by TRPV1
blockade, and exacerbated by the TRPV4 antagonist. In RA of these animals, FA
(Emax) evoked by NE was reduced by TRPC5 blockade, ML-204, and an increase in
the expression (MRNA) of the receptors HCN4, TRPA1, TRPV1, B2 and B3 was
observed but not of channels / proteins involved in Ca®* homeostasis (eg, RyR2,
Serca2a, Ca,1.2). In the PA of these, a significant increase of the expression
(mRNA) for factor Nrf2 was observed, and this effect was potentiated by TRPV1
blockade. Mice exposed to 1,2-NQ had no changes in caudal blood pressure, but
exhibited changes in RR, SDRR, RMSSD, LF/HF ECG parameters, and
phenylephrine (Phe) and ACh sensitivity in PA. Blockade of TRPV1 and TRPV4
exacerbated the effect of Phe and inhibited ACh response, respectively, in the PA of
animals exposed to 1,2-NQ, and stimulated atrial fibrillation in the ouabain-induced
model. In conclusion, these results show, for the first time, the molecular potential of
TRP receptors (TRPV1) and 1 in functional alterations in RA and murine CV system
in vitro incubation or in vivo neonatal exposure to 1,2-NQ, revealing the vulnerability
of age to the adverse effects of 1,2-NQ. These functional and molecular findings also
serve as indicators of susceptibility to the onset of CV dysfunctions elicited by 1,2-
NQ.

Keywords: right atria, mesenteric artery, pulmonary artery, 1,2-naphthoquinone.



1. INTRODUGAO

1.1. Poluentes ambientais: consideracdes gerais

1.1.1. Da Antiguidade a revolugéo industrial

Através do estudo com isétopos de carbono (3'°C — onde cerca de 60%
oriundo de fontes biogénicas, p.e. liberacdo de metano por animais; 38% fontes
geoldgicas, p.e. vulcdes e; 22% de fontes pirogénicas como incéndios, queima de
carvao e outros combustiveis) pesquisadores puderam determinar as variagoes
destas fontes de metano oriundos da acao humana, e observaram que tais agoes
datam de cerca de mais de 100 anos a.C., demonstrando dessa maneira que agoes
antropogénicas como o manejo de animais e a queima de matéria organica
impactavam o meio ambiente muito antes da revolugédo industrial (Sapart et al.,
2012).

O primeiro relato demonstrando o impacto da poluicao do ar foi descrito em
1257 pela esposa do rei Henry Il da Inglaterra, Eleanor, devido ao uso de carvao
que fora implementado nas fornalhas de fundigdo no inicio do século XiIli
(Brimblecombe, 1974). Ao final da era “Elizabetana” (~1600) o carvao deixou de ser
o combustivel exclusivo nas fornalhas industriais, uma vez que a lenha estava sendo
utilizada também em residéncias. Curiosamente, ja naquela época as preocupacgdes
com a poluicdo do ar se mostraram alarmantes uma vez que mortes e 0
desenvolvimento de diversas doengas ja estavam sendo associadas com a poluigao
observada na cidade de Londres do século XVII, pois verificaram um grande
aumento no numero de obitos na cidade quando comparadas com as regides rurais,
bem como eventuais alteracbes meteoroldgicas também associadas a poluicdo do ar
(Manley, 1952).

O material particulado foi descrito por John Evelyn em 1661 em forma de
protesto através do folhetim intitulado “Fumifugium” (John Evelyn, 1976), onde
descrevia que néo s6 o MP reduzia a visibilidade como também proporcionava uma
coloragdo amarronzada, e que “fazia mal a saude”. Ainda no século XVII, devido as
caracteristicas observadas com a utilizacdo do carvédo e, associado as alteragdes
climaticas na cidade de Londres, expressbées como “London have a thick fog and
cloudy weather’ passaram a expressar a realidade londrina conhecida entre os
viajantes (Robson-Scott, 1953).
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Ainda, dados relacionados a poluicdo do ar e ao clima tiveram seus efeitos
documentados antes mesmo do século XVII. Em um artigo escrito por Brimblecombe
(1977), ha uma apresentacdo de dados histéricos que datam do periodo
compreendido entre 1500 e 1900. Os autores utilizaram modelos matematicos para
predizer as concentragdes de alguns gases, como SO,, e material particulado. De
acordo com esses ensaios de modelagem matematica foi possivel observar que a
concentragao maxima de dioxido de enxofre atingiu 200 pg/m3 no periodo estimado
entre 1690 — 1880 (Brimblecombe, 1977), para efeito de comparagao, no estado de
Sao Paulo é definido como aceitavel a concentragao anual de didéxido de enxofre em
40 ug/m?® (CETESB).

As caracteristicas toxicas e prejudiciais a saude humana foram descritas em
outras cidades. No ano de 1930, condicbes atmosféricas instaveis e poluicdo
oriunda de siderurgicas e diversas fundicdes na regido de Liege, Bélgica,
contribuiram para um aumento no acumulo de poluentes atmosféricos (incluindo
SO,, névoas de acido sulfurico entre outros gases) e levou a morte de 60 pessoas, 0
que representou um aumento de 10 vezes da taxa de mortalidade considerada
normal para a época (Firket,1936). Em 1948, na cidade de Donora no estado da
Pensilvania, EUA, uma inversao atmosférica intensa promoveu um grande acumulo
de poluentes oriundos das instalagdes industriais que consumiam carvdo como
combustivel, levando a morte de 17 pessoas (Shrenck et al., 1949). Em dezembro
de 1952, Londres enfrentou um nevoeiro letal que resultou na morte de cerca de
3.000 pessoas. Ainda que o governo na época tenha considerado que algum tipo de
virus influenza teria sido responsavel pelo grande numero de vitimas, por fim acabou
confirmando-se que os efeitos da grande quantidade de poluentes do ar na cidade
tiveram participagdo crucial no grande numero de 6bitos (Ministry of Health — Reino
Unido, 1954). Finalmente no ano de 1956, o parlamento britdnico aprovou o
importante “Clean Air Act”, que apresentava diversas leis que priorizavam a melhoria
do ar. Esse documento serviu de exemplo para diversos paises que passaram a

adotar medidas no combate a poluigao do ar (Brimblecombe, 2006).
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1.1.2. A poluicdo ambiental em S&o Paulo

Na regido metropolitana da cidade de S&o Paulo, o crescimento desordenado
e intenso iniciado durante o final da década de 1930, levou a emissao de grandes
quantidades de poluentes, uma vez que nao havia preocupagdes com os efeitos
deletérios promovidos pelos poluentes e nenhuma legislacdo especifica para
controlar os niveis de contaminantes despejados diariamente na atmosfera. Alguns
registros de jornais das décadas de 60 e 70 apresentavam alguns episddios agudos
de poluigcdo do ar que causaram panico na populacao devido aos fortes odores e
mal-estar, levando a um grande numero de internagées nos hospitais (Acervo online
do Jornal O Estado de Sao Paulo, 1960 a 1970, como palavras-chave: poluicdo do
ar, através do sitio: https://acervo.estadao.com.br em 10 de agosto de 2018).

Em funcdo do grande numero de industrias na regido metropolitana da capital
paulista, foi criado em 1956 a Comissao Intermunicipal de Controle da Poluicao das
Aguas e do Ar - CICPAA, que envolvia os municipios de Santo André, Sdo Bernardo
do Campo, Sao Caetano do Sul e Maua. As medicdes realizadas por esta comissao
se restringiram em avaliar as taxas mensais de sulfatagado, poeira sedimentar e
corrosividade. No ano de 1975 foi criada a CETESB (Companhia Ambiental do
Estado de Sao Paulo) e a CICPAA foi incorporada ao novo o6rgao estadual
(CETESB, 2018).

No ano de 1972, o monitoramento da qualidade do ar com a avaliagao das
concentragdes de poluentes no Estado foi instituido em 14 estagdes de medicao.
Nestas estacdes eram realizadas medi¢des diarias de SO, e fumaca preta, com
boletins divulgados a populagdo. Finalmente no ano de 1981, medidores
automatizados passaram a ser utilizados e novas instalagbes de monitoramento
inauguradas. Dessa vez passou-se a realizar medi¢gdes diarias de SO,, MP4g, O3,
oxidos de nitrogénio (NO, NO;, NOy), CO e hidrocarbonetos nao metalicos.
Atualmente a CETESB realiza monitoramento diario ndo apenas dos contaminantes
supracitados, mas também de chumbo, aldeidos e compostos reduzidos de enxofre.

As legislagbes para controle de emissdao de poluentes no estado de Sao
Paulo foram instituidas apenas no ano de 1976 através da Lei 997/76, na qual
constava um programa de reduc¢do das emissdes industriais de material particulado.

Nas décadas seguintes, outro projeto de Lei de ambito federal, através do Conselho
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Nacional do Meio Ambiente (CONAMA), foi implementado no qual constava
resolugbes para o controle de emissdo de poluentes de veiculos automotores
através do Programa de Controle da Poluicdo do Ar por Veiculos Automotores
(PROCONVE).

Na década de 90, gracas as medidas implementadas de controle de emissdes
de poluentes, a CETESB observou uma reducgao nos niveis de CO na atmosfera da
regiao metropolitana da cidade de Sao Paulo. Além disso, outro projeto de Lei
instituida na cidade de Sao Paulo foi a Operacédo Rodizio, com o intuito ndo apenas
de conscientizar a populagao, mas também em reduzir a emissao de poluentes dos
veiculos automotores (CETESB, 2018).

O impacto financeiro causado pela poluicdo do ar é grande aos cofres
publicos. De acordo com trabalho publicado recentemente, estimaram-se os gastos
com o sistema de saude com custo estimado de R$ 30 bilhdes/anuais (Abe e
Miraglia, 2016). Diversos outros estudos tém correlacionado os efeitos da poluigao
do ar com uma maior taxa de mortalidade e internacdes de recém-nascidos e idosos
em cidades com altos niveis de poluigdo (Saldiva et al., 1994; Saldiva et al, 1995; Lin
et al.,, 1999; Gouveia e Junger, 2018; Saldiva et al., 2018). De fato, muitos outros
estudos da literatura ja tem demonstrado que faz-se necessario um melhor controle
nas taxas de emissdo de poluentes visando uma melhora na saude de individuos
mais susceptiveis aos efeitos deletérios da PA, como idosos, criangas e individuos
que apresentam comorbidades como diabetes e doengas cardiovasculares (Martins
et al., 2004; Miraglia et al., 2005; Rivero et al., 2005; Cendon et al., 2006; Martins et
al., 2006; Santos et al., 2008; Arbex et al., 2010).

1.1.3. Caracteristicas da poluicdo atmosférica

Atualmente, a Organizagdo Mundial da Saude (WHO - World Health
Organization) define poluicdo atmosférica como a contaminagdo do ambiente interno
e externo por diversos agentes quimicos, fisicos ou biolégicos, os quais modificam
as caracteristicas naturais da atmosfera (WHO, 2016). Dentre os poluentes de
relevancia para a saude publica, encontram-se o material particulado (MP),
monoxido de carbono, ozdnio, nitrogénio e didoxido de enxofre (WHO, 2016). Os

dispositivos de combustdo domésticos, veiculos automotores, instalagdes industriais
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e a queima da lavoura e de florestas sdo fontes comuns de poluentes particulados
(Bernstein, 2004). De acordo com a WHO, as mortes provocadas e/ou associadas a
poluicdo ambiental supera a marca de 3 milhdes em todo o mundo (WHO, 2016)

(Figura 1).
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Figura 1 — Mortes atribuidas a exposigao inalatéria da poluicdo ambiental no ano de
2012, publicado pela OMS em 2016. AVC: acidente vascular encefalico, DPOC:
doencga pulmonar obstrutiva crénica e DPA: doencga pulmonar aguda. (Adaptado de
WHO - Ambient air pollution: A global assessment of exposure and burden of
disease — 2016).

O MP pode ser classificado de acordo com o diametro (um) em grosso ou
bruto (<10 pm), fino (<2,5 ym) e nano-particulados ou ultrafinos (<1 um). Cabe
ressaltar ainda que o MP é capaz de agir em diversos tecidos, podendo depositar-se
na porgao superior (MP1o grosso) ou inferior (MP,5 fino) do trato respiratorio,
podendo se translocar do pulméo para a corrente sanguinea (MP, 5 e MP, ultrafino),
onde atinge 6rgaos e tecidos distantes (Weichenthal et al., 2007).

De acordo com a WHO, o MP3 5 representa um dos principais responsaveis

pelo aumento da mortalidade global associado a exposi¢cao ao poluente atmosférico,
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principalmente devido ao desenvolvimento de problemas cardiovasculares. Ademais,
adsorvido ao MP, existe uma imensa gama de compostos quimicos, tais como as
quinonas, capazes de torna-lo ainda mais téxico, como por exemplo a 1,2-
naftoquinona (Schuetzle et al., 1981; Cho et al.,, 2004; Sandstrom et al., 2005).
Segundo Cho et al (2004), aproximadamente 13,7 ug de 1,2-NQ encontram-se

incorporadas em 1 g de MP.
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1.1.4. 1,2-Naftoquinona — revisdo de literatura

O composto 1,2-naftoquinona (1,2-naftalenedione ou naftaleno-1,2-dione)
possui CID de identificagdo 10667 com férmula molecular C1oHsO2 € peso molecular
de 158,156 g/mol, pé amarelo amarronzado, com ponto de fusédo entre 145 a 147 °C,
sem cheiro e com solubilidade de 1 mg/ml em temperatura ambiente. Outras
informacoes relevantes sao encontradas em CID10667 -

https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/compound/10667.

A 1,2-NQ é gerada a partir do naftaleno via metabolismo de auto-oxidagao
e/ou enzimaticamente via agao da citocromo p450 ou GSH. Em termos estruturais, o
grupamento carbonila a,B-insaturado, presente na molécula, favorece ligagdes fortes
com macromoléculas (ex.: proteinas) de tecidos que possuem grupamento tidis na
sua estrutura e no DNA, consequentemente, resultando na geracdo de espécies
reativas de oxigénio (ERO) que, subsequentemente, lesam os tecidos (Bolton et.,
2000; Kumagai, Shimojo, 2002; Endo et al., 2007; Saeed et al., 2007) (Figura 2).
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Figura 2 — Naftaleno a seu derivado 1,2-naftoquinona. Alquilagéo e ciclo redox na
geragao de semiquinonas e espécies reativas de oxigénio. A 1,2-NQ ¢é gerada via
metabolismo de auto-oxidagdo e/ou enzimaticamente via agao da citocromo p450 ou
GSH (adaptado de Bolton et al., 2000).
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Os primeiros artigos que descreveram as agdes bioldgicas a respeito da
quinona 1,2-naftoquinona (1,2-NQ) datam da década de 1960, quando se buscavam
marcadores para o potencial efeito cancerigeno do naftaleno na bexiga (Ollodart e
Rose, 1962). No trabalho publicado no periddico Cancer Research, em 1962,
Ollodart e Rose desenvolveram e quantificaram no plasma dos pacientes anticorpos
anti-1,2-NQ, um dos intermediarios do naftaleno (Ollodart e Rose, 1962).
Posteriormente, o detalhamento dos metabdlitos intermediarios gerados pelo
metabolismo do naftaleno foi demonstrado em C. elegans, sendo estes formados por
1-naftol (67,9%), 4-hidroxi-1-tetralone (16,7%), 1,4-naftoquinona (2,8%), 1,2-
naftoquinona (0,2%), 2-naftol (6,3%) e trans-1,2-dihidroxi-1,2-dihidronaftaleno
(5,3%), (Cerniglia e Gibson, 1977).

Devido as caracteristicas de neutralidades das quinonas, estas podem sofrer
reacoes de protonacdo, além de exibirem propriedades quimicas relevantes,
atuando como agentes oxidantes além de eletrofilico. Tais propriedades conferem as
quinonas a capacidade de atuar em reag¢des de Michael e do ciclo redox, sendo que
o estado redox das quinonas pode ser ainda afetado pelo pH do meio. Assim, as
quinonas por serem moléculas altamente reativas promovem a formagao de radicais
semiquinona, levando a formacao de espécies reativas de oxigénio (ROS), incluindo
superoxido, peroxido de hidrogénio e, finalmente, o radical hidroxila. A produgéo de
ROS, por sua vez, pode causar estresse oxidativo dentro das células por meio da
formacdo de macromoléculas celulares oxidadas, incluindo lipidios, proteinas e
DNA. A formacdo de bases de DNA danificadas via oxidagcdo, como a 8-
oxideoxiguanosina, esta associada ao envelhecimento e a carcinogénese. Além
disso, as ROS podem ativar varias vias de sinalizagao, incluindo a proteina quinase
C e RAS (Bolton et al., 2000). Por seu turno, a reacédo de Michael pode promover

danos celulares por meio da alquilacdo de proteinas celulares e/ou DNA.

1.3.1. Efeitos toxicos da 1,2-naftoquinona

Em outro estudo, foi observado que hepatdcitos ao serem tratados com 1-
naftol, 1,2-NQ e 1,4-NQ em concentragcbes crescentes apresentavam reducao nos
niveis de glutationa, culminando com morte celular (citotoxicidade) (Doherty et al.,

1984). A busca por terapias para o tratamento de melanomas levou a outro estudo

23



em que se observou que a formagao de 1-2-NQ se devia a reagdo promovida pela
tirosinase (produzida em células epiteliais) sobre 1-naftol, sugerindo o possivel efeito
citotoxico da 1,2-NQ em fungcdo da exposi¢cdo ao 1-naftol (Doherty et al., 1985).
Curiosamente em trabalho publicado por Miller e colaboradores (1986), no qual foi
estudado a possivel conjugacdo de 1-naftol e as naftoquinonas (1,2- e 1,4-), a
deteccdo de conjugados com glutationa ndo foi identificado quando as amostras
foram incubadas com 1,2-NQ. Os autores sugerem que possivelmente nao
conseguiram detectar as naftoquinonas devido a reatividade desses compostos,
uma vez que as reagdes ocorrem de forma muito rapida (Miller et al., 1986).

Estudos de citotoxicidade e genotoxicidade foram realizados por Wilson e
colaboradores (1996) e, foi observado que tanto a 1,2-NQ quanto 1,4-NQ se
mostraram toxicos em concentragdes superiores a 50 yM em amostras de sangue
total apds analise cromossdmica e, foi observado que concentragdes superiores a
0,1 uM promoveram aumento na taxa de morte celular (Wilson et al., 1996). Em
artigo publicado por Shang e colaboradores (2014) foi avaliada os potenciais efeitos
protetores da N-acetilcisteina em modelo in vitro de exposi¢do a quinonas. De fato,
os autores observaram que a 1,2-NQ promoveu seus efeitos citotoxicos e
genotdxicos, porém o tratamento com N-acetilcisteina foi eficaz em reverter tais
acoes da 1,2-NQ (Shang et al., 2014).

Recentemente, Sheng e Lu (2017) demonstraram que a 1,2-NQ leva a
aumento na expressdo de diversos marcadores pré-inflamatérios em células
humanas de pulmdo humano (A549), entre eles: IL-6, IL-8, TNF-a, Cyp1lal, e
hemeoxigenase 1 (HO-1) (Sheng, Lu, 2017). Novamente, Abiko e colaboradores
(2016) descreveram a ativagdo do receptor aril (AhR) pelas quinonas em células
HepG2 (células de linhagem de tumor de figado) e a translocagdo deste receptor
para o nucleo (Abiko et al., 2016). Ja Nishina e colaboradores (2017) mostraram que
1,2-NQ leva a produgéao de IL-11 via ativagdo de ERK, e uma interagao nuclear de
dois sitios promotores de AP-1 (Nishina et al., 2017). Ainda, Lavrich e colaboradores
(2018) demonstraram que a produgao de H;O, pela 1,2-NQ ocorre por via

mitocondrial em células epiteliais humanas de pulmao (Lavrich et al., 2018).
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1.3.2. Mecanismos de acédo da 1,2-naftoquinona

Ja no ano de 1972, foi descrito o efeito inibitério da 1,2-NQ sobre a enzima
catecol-1,2-oxigenase (Varga e Neujahr, 1972). Nesnow e colaboradores (1980)
descreveram os efeitos da 1,2-NQ sobre a oxidagao de benzopireno e a interacéo de
1,2-NQ com NADPH. Os autores demonstraram que o potencial eletrofilico da 1,2-
NQ foi comprovado devido as reagdes da 1,2-NQ com NADPH, e que as interagbes
da 1,2-NQ poderiam ocorrem em sistemas enzimaticos hepaticos dependentes de
oxigénio (Nesnow et al., 1980).

A formacéo de anions superoxido foi inicialmente demonstrada em sistema
microssomal hepatico. Em artigo publicado por Thornalley e colaboradores (1984), o
estudo de toxicidade do 1-naftol e as naftoquinonas (1,2- e 1,4-) mostrou que ha
producédo de anion superoxido na presenca de NAD e NADPH em hepatdcitos de
ratos. Ainda, esse sistema de producao de ROS foi abolida quando as células foram
tratadas com superoxido dismutase (SOD). Nesse trabalho, que buscava entender
0s mecanismos pelo qual o 1-naftol exerce seu efeito toxico em células tumorais,
permitiu um melhor entendimento das agdes toxicas das naftoquinonas (Thornalley
et al., 1984). Em importante trabalho publicado por Zheng e colaboradores (1997) foi
observado que a 1,2-NQ tem a capacidade de reagir com residuos de cisteina
através de ligacbes covalentes, assim alterando a estrutura protéica (Zheng et al.,
1997).

Em um outro importante estudo de Ahn e colaboradores (2002) foi verificado
que 1,2-NQ tem a capacidade de inibir PTP1B (proteina tirosina fosfatase 1B) um
importante regulador negativo da sinalizagdo da insulina e que possui um papel
importante no desenvolvimento de diabetes do tipo 2 (Kennedy e Ramachandran,
2000). Nesse estudo, os autores buscaram criar novas moléculas que
apresentassem caracteristicas semelhantes a estrutura da 1,2-NQ, visto que na
condi¢cdo da diabetes do tipo 2, a inibicdo de PTP1B poderia ser um novo alvo
terapéutico para o tratamento dessa doencga (Ahn et al., 2002; Cheon et al., 2004).

Ainda assim, o mecanismo de agao precisava ser determinado e, Kikuno e
colaboradores demonstraram que a exposi¢ao de traqueias de cobaias a 1,2-NQ
pode, através de ligagdo covalente, causar a fosforilagdo de proteina tirosina (PTP)

quinase, levando a ativacdo da via fosfolipase A2/lipoxigenase/TRPV1. Ainda, no
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mesmo trabalho os autores demonstraram que 1,2-NQ pode também promover
alteragcbes proteicas via ligacdo covalente em grupamentos tidis (Kikuno et al.,
2006). Ainda, a inibicado de PTP esta associada com aumento da ativagao do EGFR
em células epiteliais de linhagem (Iwamoto et al., 2007). Sun e colaboradores (2006)
apresentaram dados interessantes dos efeitos da 1,2-NQ sobre a oxido nitrico
sintase endotelial (eNOS) de aorta de coelho. Em concentragbes crescentes (1 a 5
pMM) a 1,2-NQ tem a capacidade de reduzir a vasodilatagao e a atividade da enzima
eNOS de maneira significativa. Os autores concluem que os efeitos da 1,2-NQ sobre
a eNOS ocorre de maneira dependente do estado redox produzido pelo composto
por uma interagdo na estrutura da eNOS (por exemplo, via alteragdo covalente de
grupamentos tiois) (Sun et al., 2006). Sumi e colaboradores (2010) verificaram os
efeitos da 1,2-NQ sobre a isoforma da enzima 6xido nitrico sintase induzivel (iNOS)
em células RAW264.7 tratadas com LPS. Os autores observaram que o tratamento
com 1,2-NQ foi capaz de reduzir os niveis de NO, via iINOS, possivelmente por
desacoplamento da enzima. E, ainda observaram que em pulmdes de camundongos
tratados com LPS esse efeito foi reproduzido, além disso verificaram que a
exposigao a 1,2-NQ também promoveu alteragéo na via de sinalizagdo da IKKB/NF-
KB, através da inibicao da translocagao da fragdo p65 (Sumi et al., 2010).

Endo e colaboradores apresentaram outro mecanismo pelo qual a 1,2-NQ
pode promover seus efeitos toxicos. Nesse estudo, com o uso de células endoteliais
derivadas de aorta bovina e expostas a 1,2-NQ, foi possivel observar que CREB
(proteina de ligagdo responsiva a AMP ciclico), um fator de transcrigio com
grupamentos de cisteina, alvo para ligagdes covalente em porgdes tidis pela 1,2-NQ,
teve sua atividade de ligacdo em DNA nuclear reduzida (Endo et al., 2007), e que
essa inibigdo se deve a modificacado estrutural na posi¢cdo Cys-286 (Endo et al.,
2011).

Outros efeitos inibitérios oriundos da interacdo com a 1,2-NQ foi demonstrado
por Shimada e colaboradores (2007). Extratos de diferentes tecidos (figado, rins e
pulméo) foram preparados e incubados com 1,2-NQ (10 uM). A 20-alfa-hidroxi-
esteroide-desidrogensase (HSD) que catalisa a redugdo da progesterona ao seu
metabdlito inativo 20a-hidroxi-4-pregnen-3-ona e esta envolvida na regulacdo da

quantidade de progesterona que se liga ao seu receptor nuclear, teve sua atividade
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reduzida a 50% na presencga de 1,2-NQ, enquanto em amostras de pulmao e rins a
inibicdo da mesma enzima foi de aproximadamente 10% (Shimada et al.,2007).

Em estudo publicado por Miura e colaboradores (2011), a 1,2-NQ promoveu
arilagao do fator Keap1, o regulador negativo de Nrf2. E, a exposigdo de hepatdcitos
primarios de rato a 1,2-NQ resultou na ativagdo de Nrf2 e na regulagao positiva de
alguns dos genes ativados por Nrf2. Os autores também demonstraram que
NADPH:quinona oxidoredutase-1 e uridina 5'-difosfato-glucuronosil-transferases sao
responsaveis pelo processo de detoxificagdo dos hepatdcitos expostos a 1,2-NQ, e
que a via Keap1/Nrf2 é importante para a defesa redox da célula quando exposta a
esse contaminante ambiental (Miura et al., 2011a).

Miura e colaboradores demonstraram que outro possivel alvo para
modificacdo estrutural seria a GAPDH. Entretanto, através de ensaios in vitro os
autores observaram que células epiteliais humanas de linhagem A549 sofreram uma
pequena alteracdo estrutural no GAPDH, e o tratamento das células com
concentragdes crescente de glutationa foi capaz de reverter o efeito da 1,2-NQ sobre
a formacéo de aductos de GAPDH-1,2-NQ (Miura et al., 2011b; Miura et al., 2011c).

Ainda na busca por novos alvos onde a 1,2-NQ poderia estar promovendo
seus efeitos toxicos, Takayama e colaboradores (2011) observaram que em células
epiteliais de pulmao A549 expostas a 1,2-NQ promovia arilagéo de peroxirredoxina 6
(uma proteina com atividades de glutationa peroxidase e de fosfolipase A2 e de
grande importancia na defesa antioxidante) através de ligagbes covalentes em
diversos sitios (Cys47, Lys144 e Cys91) resultando em redugao na atividade da
fosfolipase A2 (Takayama et al., 2011). Outro estudo na mesma linha para
identificagdo de novos alvos para 1,2-NQ publicado por Gurbani e colaboradores
demonstrou inicialmente através de ensaios de binding o potencial da 1,2-NQ em
bloquear a enzima topoisomerase-ll, 0 que se confirmou em ensaios in vitro com
células BEAS-2B (Gurbani et al., 2012).

Shinkai e colaboradores (2012) demonstraram que células RAW264.7
expostas a 1,2-NQ tiveram redugao na atividade de tiorredoxina 1 (Trx1) devido a
ligacdes covalentes em residuos Cys32 e Cys35 da enzima, aumentando assim a
lista de enzimas e proteinas que sofrem acao da 1,2-NQ (Shinkai et al., 2012).

Novos estudos tém demonstrado a importancia de técnicas mais sofisticadas

para detectar os aductos formados no organismo quando expostos a 1,2-NQ. Phan e
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colaboradores (2012), através da utilizacdo de espectrometria de massa de alta
resolugdo identificaram os locais de ligagdo, as taxas relativas de deplegdo do
péptido n&o-alterado e a seletividade de ligacdo aos residuos de aminoacidos.
Através deste método pode se concluir que ocorreu a formacdo de aductos nos
residuos de cisteina, lisina e histidina e na cadeia amino terminal (Pham et al.,
2012).

Outro alvo descrito é a sepiapterina redutase, uma enzima dependente de
NADPH que catalisa a formagdo da diidrobiopterina (BH2), um precursor da
tetrahidrobiopterina (BH4), um cofator critico no metabolismo de aminoacidos
aromaticos e na biossintese de oOxido nitrico. Utilizando enzima humana
recombinante, verificou-se que a sepiapterina redutase é altamente eficiente na
mediagao do ciclo de redox quimico e na geragao de ROS. Curiosamente, o ciclo
redox reduziu acentuadamente a capacidade da enzima em gerar BH2. Ao contrario
de outras enzimas que medeiam o ciclo redox, a sepiapterina redutase ndo contém
flavinas ou outros co-fatores, sugerindo que ela funcione por um mecanismo unico.
Os autores demonstraram uma via independente de flavina, mediando o ciclo redox
quimico em células epiteliais pulmonares. Além disso, eles observaram que os
produtos quimicos redox podem controlar uma enzima chave necessaria para a
biossintese de um cofator importante na geragdo de mediadores que regulam a
fungdo pulmonar. Os autores observaram que quinonas reagem com a sepiapterina
redutase inibindo a capacidade da enzima para reduzir a sepiapterina. Sendo a 1,2-
NQ uma das mais potentes no bloqueio da reducdo da sepiapterina (Yang et al.,
2013).

Beei e colaboradores (2013) observaram que células epiteliais de pulméo
(A459) quando expostas a 1,2-NQ ocorria um aumento na fosforilagado de EGRF, e
consequentemente ativacédo da via de sinalizacao intracelular MEK/ERK, levando a
ativacao do fator de transcrigdo AP-1 (Beei et al., 2013). Ainda, Lin e colaboradores
(2014) demonstraram que as quinonas (1,2- e 1,4-NQ) podem além de formar
aductos com albumina sérica, também reagir com estrogeno formando aductos,
detectados no plasma, e correlacionados com um aumento no risco para
desenvolvimento de cancer de mama em mulheres (Lin et al., 2014).

Abiko e colaboradores (2015) demonstrou recentemente que 1,2-NQ pode

ativar a citocromo P450 1A1 (Cyp1al) em células ¢35, via receptor de
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hidrocarboneto arilo (AhR) e ainda promoveu a expressao de genes relacionados a
defesa antioxidantes (Abiko et al., 2015). Wages e colaboradores (2015) por sua
vez, demonstraram os efeitos da 1,2-NQ sobre células BEAS-2B com concentragbes
crescentes e avaliaram o potencial de sulfenilacdo das proteinas GAPDH e PTP1B
(Wages et al., 2015).
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1.3.5. Efeitos biolégicos da 1,2-naftoquinona como poluente ambiental e o0s

mecanismos relacionados

As agdes das quinonas como PAA sao amplamente demonstrados em
estudos in vitro por Kumagai e colaboradores, e muito pouco em estudos
farmacologicos e toxicologicos in vivo. A 1,2-NQ, contaminante das particulas
oriundas da queima do diesel (PED), possui a capacidade de bloquear a SOD e,
ainda, reagir com superoxido, gerando hidroquinona, e um radical semiquinona
capaz de reduzir o citocromo ¢ (Kumagai et al.,1995). As quinonas presentes nas
PED servem como substrato para a NADPH-P450-redutase, mantendo a produgéao
elevada de superoxido, demonstrando dessa forma o potencial toxico das PED e
seus contaminantes (Kumagai et al.,, 1995). Terada e colaboradores (1995)
observaram a inativacido de glutationa S-transferase, subtipo pi, ap6s incubagdo com
a 1,2-NQ (Terada et al., 1995).

Cho e colaboradores conseguiram determinar a [1,2-NQ] em PED com limite
medigcdo de até 300 pg (Cho et al., 2004; McDonald et al., 2004). Segundo esses
autores, para cada grama de PED existe aproximadamente 13,7 mg de 1,2-NQ.
Dependendo do tipo de motor, tipos de combustiveis (gasolina e diesel) e testes de
deteccdo aplicados, Jakober e colaboradores (2007) demonstraram que a
concentragao de 1,2-NQ pode variar entre 10 e 340 mg/L (Jakober et al., 2007).

Uma vez estabelecido que a 1,2-NQ pode levar a danos celulares diversos
trabalhos buscaram entender os efeitos relacionados a exposicdo a este poluente.
Cheng e colaboradores (2012) avaliaram a exposicdo de células epiteliais
pulmonares (BEAS) buscando compreender os efeitos de 1,2-NQ na resposta
inflamatdria e génica. Os autores observaram aumento na produgao de peroxido de
hidrogénio, levando a aumento da expressdo de genes inflamatérios como IL-8 e
COX-2. O tratamento das células com catalase reverteu esses efeitos. Além disso os
autores também demonstraram que a fonte de produg¢ao de H,O, é via mitocondrial.
Muito do observado neste estudo foi correlacionado com dados prévios da literatura
onde PED e outros contaminantes podem promover efeitos similares aos
observados com 1,2-NQ (Cheng et al., 2012).

Em 2002, Troester e colaboradores buscaram identificar potenciais

marcadores bioldgicos para avaliar a toxicidade in vivo de exposi¢do ao naftaleno e
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quinonas. Como demonstrado anteriormente in vitro, os aductos da reacao entre 1,2-
NQ e as proteinas séricas se mostraram instaveis e de dificil deteccao (Troester et
al., 2002). Com o auxilio de técnicas mais sofisticadas, que empregaram clivagem e
derivatizacdo de aductos por anidrido ftrifluoroacético e acido metanossulfénico
seguido de cromatografia gasosa e espectrometria de massa, Waidyanatha e
colaboradores (2002) observaram que o naftaleno, nas doses de 100 a 800 mg/kg,
causou alteragdes de forma dose dependente em proteinas séricas (hemoglobina e
albumina) de ratos bem como aductos de 1,2-NQ em hemoglobina e albumina
(Waidyanatha et al., 2002). A fim de demonstrar biomarcadores para exposi¢ao ao
naftaleno e hidrocarbonetos policiclicos, o mesmo grupo realizou em estudo
translacional em individuos que trabalhavam em industrias de ago na China, o qual
revelou aductos de albumina para 1,2-NQ e 1,4-NQ. Os niveis de detecgao foram
evidenciados na faixa de picomoles, sendo ainda possivel correlacionar o tempo de
exposigdao com os niveis séricos de aductos de albumina (1,2-NQ-Alb; Waidyanatha
et al., 2004). Os efeitos cumulativos da exposi¢cdo a naftoquinonas em individuos
sadios, no Taiwan, revelaram concentragcdes medianas de aductos de 1,2-NPQ no
plasma de homens (268; variando entre 139-857 pmol / g; n= 11) e mulheres (203;
variando 128-1352 pmol / g; n= 11) (Lin et al., 2009).

Estudo do nosso grupo, em 2010, revelou que a co-injegao da 1,2-NQ com o
MP eliminado na exaustdo do diesel (PED) na traquéia de ratos exacerbou o
extravasamento plasmatico evocado pelas PED na traqueia e brénquio principal de
ratos, bem como induziu aumento da expressdao (RNAm) para TRPV1 e os
receptores de taquicininas (NK1 e NK2) para substancia P em brénquio de ratos.
Esses efeitos foram parcialmente revertidos pelo pré-tratamento com capsaicina e
antagonistas de NK1/NK2 (Teles et al., 2010).

Mais recentemente, em outro trabalho do nosso grupo, demonstramos que a
exposicdo aguda ao poluente 1,2-NQ promoveu aumento da suscetibilidade
diferencial a asma alérgica em camundongos expostos no periodo pds-natal em
relacédo aqueles expostos ao poluente na fase adulta (Santos et al.,, 2014). Esse
mesmo estudo demonstrou que o mecanismo envolvido inclui 0 aumento da
expressao de moléculas co-estimulatérias, que leva a amplificagdo da apresentacao
celular, polarizacdo Th2 e aumento das concentragdes de LTB4, resposta humoral e

citocinas Th1/Th2 (Santos et al., 2014). Em trabalho ainda ndo publicado do grupo,
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demonstramos que os receptores TLR4 estdo envolvidos, pelo menos em parte, via
ativacado da via de sinalizagdo dependente da molécula adaptadora MyD88 (Santos
et al., dados ainda ndo publicados).

Em outro estudo, também nado publicado do grupo, verificou-se que os
camundongos machos expostos a 1,2-NQ na fase neonatal exibem maior
susceptibilidade a asma alérgica do que as fémeas (Florenzano et al., dados nao
publicados). A via de sinalizagao regulada por TRPA1 esta envolvida na maior
susceptibilidade a asma em machos jovens pré-expostos a 1,2-NQ, enquanto a
auséncia deste efeito em fémeas se deve ao aumento das defesas antioxidantes
(catalase, peroxidases), da atividade do fator nuclear NRF2 e da maturidade
pulmonar/imunolégica. Corroborando esses dados, Carrat e colaboradores (2016)
demonstraram que a exposi¢ao de camundongos selvagens ao naftaleno promoveu
lesdo pulmonar com diferengas significativas entre machos e fémeas selvagens
(Carratt et al., 2016). Nesse sentido, outros estudos por Toyama e colaboradores
(2014) demonstraram in vitro, em cultura de células de neuroblastoma, que a 1,2-
NQ, atua via ativagcdo da GSH, promovendo transarilagdo no sitio catalitico da
ubiquitina carboxil-terminal hidrolase L1 (UCH-L1), nas porgdes Cys152, levando a
inibicdo dessa enzima (Toyama et al., 2014).

Ainda, Shinkai e colaboradores (2015) buscaram compreender o papel do
grupamento tiol na formagao de aductos de 1,2-NQ, e observaram que 0 processo
de aducdo de proteinas por 1,2-NQ por meio de ligagdo tioéter (CSC) diminui
lentamente devido a reacao de transarilacao-S dependente de GSH, enquanto que a
formacao de 1,2-dihidroxinaftaleno-4-tiol (1,2-NQH2-SAc) ocorreu através de uma
ligacao dissulfeto (CSSC) que foi rapidamente restaurada para a proteina livre nas
células. Este ultimo componente, por sua vez, foi capaz de ativar Nrf2 levando a
aumento da expressao de genes relacionados com as defesas antioxidantes, esse
trabalho ainda demonstrou outra reagao quimica que pode ocorrer com a 1,2-NQ por

processo de sulfidragdo (Shinkai et al., 2015).

1.3.6. Efeitos da 1,2-naftoquinona no sistema cardiovascular

Ratos expostos a 1,2-NQ apresentaram aumento na capacidade

vasorrelaxante em aorta e corpo cavernoso de ratos (Oliveira, 2010). Ainda, a
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exposicdo a 1,2-NQ na fase neonatal promoveu disfungdo endotelial em artéria
pulmonar de camundongos machos (Amaral-Neto et al.,, manuscrito a ser
submetido). Ainda, o presente estudo observou que a 1,2-NQ pode promover
cronotropismo positivo em atrio direito de camundongos possivelmente via receptor
adrenérgico beta-1 e ainda interagir com receptores TRPV1 (Soares et al., 2018a,
manuscrito em preparagado). Ainda, 1,2-NQ promove vasoconstricdo em artéria
pulmonar e mesentérica isoladas de camundongos, e o bloqueio de TRPA1 e
TRPV1 demonstrou respostas especificas a cada leito vascular estudado (Soares et
al., 2018b, manuscrito em preparagdo). Demonstrando o que o sistema

cardiovascular € um importante alvo para os efeitos toxicos da 1,2-NQ.

1.4. Efeitos deletérios da PAA sobre o sistema cardiovascular

No que diz respeito aos efeitos da poluicdo atmosférica no sistema
cardiovascular podemos citar alteragbes importantes como uma maior
susceptibilidade ao infarto agudo do miocardio (Shah et al.,, 2013), maior
probabilidade de ocorréncia de episddios de arritmias, alteragcbes tanto na
plasticidade do tecido cardiaco (Andre et al., 2010; Bartell et al., 2013; Newby et al.,
2015) quanto na estrutura e funcionalidade das artérias coronarias e pulmonar
(Lemos et al., 2006; Meyer et al., 2011) e hipertensdo (Adamopoulos et al., 2010).

O funcionamento normal do coragdo depende da atividade do NSA, que
controla a ritmicidade cardiaca, onde uma série de canais iénicos (ex.: K, Na* e
Ca?*) participam da regulagdo do potencial de acdo que controla o ritmo cardiaco.
Alteragcdes na atividade desses canais poderiam levar a arritmias. De relevancia,
substancias quimicas, como o MP e PAA podem causar processos arritmicos
(Newby et al., 2015).

Os efeitos adversos do MP sobre o sistema cardiovascular (SCV) tém sido
amplamente discutidos em estudos epidemiolégicos e alguns estudos
farmacolégicos, porém nenhuma relagédo ou contribuicdo isolada foi feita com o
estudo da exposicdo inalatéria a 1,2-NQ ou mesmo de outras quinonas
contaminantes quimicos presentes no MP.

Segundo Brook et al. (2010), a exposi¢ao inalatdria de individuos sadios ao

MP- 5 resulta em inflamacéo sistémica, estresse oxidativo e alteragdo dos processos
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elétricos cardiacos, concomitantes ao aumento de biomarcadores inflamatdrios
presentes nas doengas cardiovasculares (p.e. proteina C reativa). Ainda, estudos
“cohort” revelam que a exposic¢ao prolongada de individuos que residem préximos as
rodovias com trafego intenso, exibem aumento significativo de biomarcadores para
aterosclerose, incluindo a calcificagdo da artéria coronaria, espessamento da
camada intima coronariana e aumento de lipideos circulantes (Bauer et al., 2010;
Hoffmann et al., 2006, 2007; Kinzli et al. 2005, 2010). Outros estudos mostram forte
correlagcado entre o aumento da PAA, arritmias e vasoconstricdo em diferentes leitos
vasculares (vide revisao: Brook et al., 2010), muitos desses sendo mediados por
canais receptores de potencial transitério (TRP).

E importante salientar que a PAA, tal como a 1,2-NQ possui uma ampla gama
de acdes com vias de ativacao de alvos distintos, mostrando a importancia de se

adquirir melhores conhecimentos sobre os mecanismos de agao destes compostos

1.5. Canais receptores TRP como alvos de PAA

Os canais receptores de potencial transitério (TRP - Transient Receptor
Potential) compreendem uma grande familia de receptores em mamiferos, que
englobam seis subfamilias (TRPC, TRPV, TRPM, TRPA, TRPP e TRPML)
subdivididas em 28 membros, cuja estrutura molecular proteica é formada por seis
dominios transmembrana e um canal idnico disposto entre 0 5° e 0 6° dominio. As
porcbes C- e N- terminais dos canais TRP estdo localizados intracelularmente e
participam da fungao e organizagcédo do canal ibnico (Ramsey et al., 2006) (Figura 3).
Estes, quando ativados, traduzem sua atividade intracelular, principalmente via
entrada de Ca®" e/ou despolarizagdo da membrana celular, desempenhando um
papel essencial na regulacdo de funcdes celulares, tais como a contracdo,

relaxamento, proliferagéo, diferenciagdo e morte celular (Yue et al., 2015).
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TRPML
TRPC Ca?*, Na* Ca?, Na*

TRPV TRPA1
Ca?*, Na* Ca?*, Na*

TRPM TRPP1 TRPP2

Figura 3 — Estrutura dos canais TRP. Os canais TRP contém 6 segmentos
transmembranares (S1 a S6) com um poro (P) entre os dominios S5 e S6. As
por¢des amino (NH»-) e carboxi (COOH-) terminais sao variaveis e contém

diferentes arranjos de dominios. Adaptado: Yue et al., 2015.

Primariamente, a expressao da subfamilia TRPA (anquirina) foi demonstrada
em fibroblastos (Stokes et al., 2006) e, posteriormente, em fibras sensoriais que
inervam as vias aéreas e também em linfocitos T CD8+ e CD4+ e B, sugerindo um
papel importante para esses receptores na fisiopatologia de doengas respiratérias
(Colsoul et al., 2009; Banner et al.,, 2011). Recentemente, o receptor TRPA1 foi
descrito como um alvo em potencial para a agdo de agentes irritantes e toxicos,
como os PAA e seus produtos de formagao (ex.: H2O;) (Maher et al., 2011; Belvisi et
al., 2011; Deering-Rice et al., 2012; Geppetti et al., 2014). Corroborando esses
achados, resultados prévios do grupo demonstraram que a injegao intratraqueal (.
tr.) da mistura dos poluentes 1,2-NQ e PED aumentou a expressao génica dos
canais receptores TRPV1 bem como exacerbou a inflamagdo aguda em ratos
induzida pelas PED. Tal efeito foi inibido pelo tratamento dos animais com o
antagonista de substancia P ou, ainda, pela degeneracdo das fibras sensoriais do

tipo C, indicando a participagdo de mecanismos neurogénicos (Teles et al., 2010).
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No tecido cardiaco, pelo menos oito isoformas de canais TRP foram
identificados, sendo estas da subfamilia dos receptores canénicos (TRPC1, TRPC3-
7), vaniloides (TRPV2, TRPV4), melastatina (TRPM2, TRPM4-5, TRPM7), policistina
(TRPP1/2) (Watanabe et al., 2008); enquanto todas as isoformas, exceto o canal
TRPCS5, sédo expressas nas células do NSA (Ju et al., 2007). Quanto ao tecido
vascular, os canais TRPV1 foram encontrados em células da musculatura lisa e
endoteliais, assim como nos nervos perivasculares, sugerindo um papel importante
para a modulacdo da funcdo vascular (Himi et al., 2012; Yang et al., 2010). Da
mesma forma, a expressao do canal TRPV4 foi demonstrada em diversos leitos
vasculares, incluindo a artéria cerebral e pulmonar (Marrelli et al., 2007; Filosa et al.,
2013; Gao e Wang, 2010), bem como no endotélio vascular de vasos de
condutancia e resisténcia (Watanabe et al., 2008) (Figura 4). Os canais TRPV4
encontram-se expressos em astrocitos, células bem proximas a rede vascular
podendo atuar como sensores de alteragbes hemodinamicas e reguladores do ténus

vascular cerebral (Filosa e Iddings, 2013).
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Figura 4 — Fatores ativadores de canais TRP no musculo cardiaco. Os canais TRP
podem ser ativados diretamente por agonistas ou indiretamente através de
receptores acoplados a proteina G. O influxo de Ca®" a sinalizagdo intracelular e
através de fatores como NFAT levam ao desenvolvimento de hipertrofia cardiaca,
sem alterar a concentragdo de transitéria Ca** durante o ciclo cardiaco normal.
Influxo de Ca®" através de ambos os canais TRP ou canal de Ca**-dependentes de
voltagem apés a despolarizagdo mediada pelo canal TRP esta relacionada com a
fosforilacdo da cadeia leve da miosina quinase (MLCK) e contracdo do musculo liso

durante o desenvolvimento de ténus miogénico. Fonte: Vennekens (2011).

Os efeitos adversos cardiovasculares das PED tém sido alvo de inumeros
estudos. Por exemplo, as PED podem afetar a cascata de coagulagéo, levando a
trombose (Brook et al., 2004; Lee et al.,, 2014; Koulova e Frishman, 2014) e
também, podem promover a geragcao de ERO, causando danos celulares e o
aumento da expressao de receptores da resposta inata, como os receptores tipo-toll
(ex.: TLR4 e TLR2; Takano et al., 2002). Nos ultimos dez anos, o envolvimento de
canais TRP, em particular TRPA1 e TRPV1, tem sido proposto na génese de
doencas cardiovasculares e/ou geneticamente adquiridas frente a uma variedade de
estimulos, tais como alteracbes na pressao arterial, estresse de cisalhamento ou
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mecanico, estresse oxidativo, por moléculas lipidicas enddgenas (ex.: dianisilfosfato
e metabdlitos do acido araquidénico como as prostaglandinas), sinais hipertroficos,
maior geracdo de mediadores inflamatérios. e produtos de peroxidagao lipidica
formados ou liberados por PAA (Trevisani et al., 2007; Andersson et al., 2008).

A ativagdo de TRPA1 ocorre de diversas maneiras, onde o jon Ca?
representa um dos reguladores mais importantes, podendo tanto potencializar
quanto inativar esse receptor (Wang et al., 2008), a saber: 1) pela ligacdo de seus
agonistas (ex.: acroleina, H20;), que induzem correntes internas (despolarizagao),
principalmente de Ca®*; 2) indiretamente, via ativagdo de outros canais TRP
presentes na mesma fibra nervosa e, 3) via influxo de Ca** resultante da ativagdo do
proprio TRPA1 que per se induz aumento da concentragdo de ions Ca®" intracelular,
levando ao fendbmeno de feedback positivo (Doerner et al., 2007; Zurborg et al.,
2007; Belvisi et al., 2011).

Além disto, a ativacdo dos canais TRPV1 leva a geragdao de NO e,
subsequentemente, a ativacdo de proteinas quinases (PKA), que favorecem a
vasodilatacdo (Himi et al., 2012; Yang et al., 2010). Sob condi¢cbes isquémicas, os
canais TRPV1 ativados regulam efeitos protetores contra a lesao isquémica,
possivelmente via liberacdo de neuropeptidios, cujas ag¢des vasodilatadoras séo
conhecidas (Wang e Wang, 2005). Corroborando essas evidéncias, Zhong e Wang
(2007) demonstraram que a delecéo dos canais TRPV1 em camundongos agravou a
lesdo miocardica, enquanto a ativagdo destes por derivados da 12-lipoxigenase
promoveu efeito protetor contra lesdes cardiacas oriundas de isquemia (Sexton, et
al., 2007).

Considerando que os mecanismos de ativacao e liberagdo de NO, PGl; e
EDHF sao Ca2+-dependente, acredita-se que o influxo de Ca®*, via canais TRPV,
podem ativar essas vias (Baylie e Brayden, 2011). Resultados prévios de Kohler e
colaboradores (2006) mostram que a inibigcdo da 6xido nitrico sintase (NOS) aboliu
significativamente a vasodilatacédo induzida por 4a-PDD (agonista de canais TRPV4)
em vasos de grande calibre (artéria carétida), enquanto a vasodilatagao induzida
pelos canais TRPV4 em vasos de resisténcia foi inibida por bloqueadores de canais
de K" ativados por calcio (SKca/Kca2.3 e IKca/Kca3.1).
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7. CONCLUSAO
De forma geral podemos concluir que:

1. A adicdo in vitro ou a exposigao neonatal in vivo da 1,2-NQ desencadeia
alteragbes no AD (aumento da FA espontanea, reduz cronotropismo positivo e
negativo frente a agonistas adrenérgicos, colinérgico), em artérias isoladas, onde
tanto em AP quanto AM o contaminante promove constricdo e ainda pode ter um
papel importante no desencadeamento de arritmias, resultando em disfungao atrial e

CV global na fase juvenil destes;

2. Esses resultados também destacam o potencial envolvimento de fatores
epigenéticos em sensibilizar ou predispor os animais a alteracbes das fungdes

cardiovasculares na fase juvenil;

3. Conclui-se que existe um potencial mecanismo molecular regulado por receptores
TRP (em particular, TRPV1) e B1 nas alteragdes funcionais no AD, vascular e
sistema CV murino exposto in vitro ou na fase neonatal in vivo ao poluente 1,2-NQ,
revelando a vulnerabilidade da idade aos efeitos adversos no sistema CV de

camundongo.

4. Tais achados poderdo servir ainda como um indicador importante de
susceptibilidade aumentada a doengcas CV, pois revela que na vigéncia da
exposigao precoce a 1,2-NQ, estes animais sdo mais suscetiveis a desenvolver

arritmias e disturbios cardiacos.
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sobre uma célula de musculo liso vascular. Diversos fatores de transcrigdo e segundo mensageiros
podem ser ativados pela 1,2-NQ de maneira direta ou indiretamente. Fonte: Soares (2018).
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