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RESUMO
IntoxicacBes com agrotéxicos ou defensivos agricolas sdo extremamente comuns e,
dependendo do tipo ou tempo de exposicdo, podem levar a 6bito em poucas horas. Sabe-se que
0 colapso circulatorio € um evento comum a intoxicacao a diversos agrotoxicos. A maioria dos
trabalhos correlaciona as disfunc¢des vasculares a intoxicacao por organofosforados. No Brasil,
um novo pesticida, o diquat, foi aprovado pela ANVISA para substituicdo do paraquat, ambos
herbicidas ndo seletivos de contato. Apesar de muito se conhecer a respeito dos mecanismos de
toxicidade do paraquat, pouco ou quase nada se sabe sobre os mecanismos de agdo do diquat
em humanos. Tampouco ndo séo conhecidos antidotos ou terapias eficazes para reversdo de tais
efeitos. A nanotecnologia tem sido apontada como importante arma de combate a doengas cuja
base € o estresse oxidativo ou inflamacdo. Por estas razdes, o presente estudo tem por objetivo
avaliar os efeitos da exposicdo ex vivo e in vitro de artérias e células endoteliais expostas ao
diquat (DQ), bem como os potenciais beneficios preventivos do tratamento com nanoparticulas
de ouro (GNP). Nossos dados de reatividade vascular mostraram claramente que o DQ induziu
disfuncao vascular caracterizada pelo aumento da resposta contrétil a fenilefrina e reducédo da
resposta relaxante a acetilcolina. O mecanismo da disfuncéo vascular envolve 0 aumento da
producdo de espécies reativas de oxigénio (ERO), conforme medido por microscopia de
fluorescéncia em cortes de aorta e células endoteliais, e possivel producao de peroxinitrito, visto
que ha também aumento da producdo de NO. O tratamento com as GNP previne a disfuncédo

vascular causada pelo DQ, principalmente, por regular negativamente a producdo de ERO.

Palavras-Chave: Diquat, estresse oxidativo, 6xido nitrico, disfuncdo endotelial, reatividade

vascular.



ABSTRACT

Poisoning with pesticides or pesticides is extremely common and, depending on the type or
time of exposure, can lead to death within a few hours. It is known that circulatory collapse is
a common event resulting from poisoning with various pesticides. Most studies correlate
vascular dysfunctions with organophosphate poisoning. In Brazil, a new pesticide, diquat, was
approved by ANVISA to replace paraquat, both non-selective contact herbicides. Although
much is known about the toxicity mechanisms of paraquat, little or nothing is known about the
mechanisms of action of diquat in humans. Nor are there any known effective antidotes or
therapies to reverse such effects. Nanotechnology has been identified as an important weapon
for combating diseases whose basis is oxidative stress or inflammation. For these reasons, the
present study aims to evaluate the effects of ex vivo and in vitro exposure of arteries and
endothelial cells exposed to diquat (DQ), as well as the potential preventive benefits of
treatment with gold nanoparticles (GNP). Our vascular reactivity data clearly showed that DQ
induced vascular dysfunction characterized by increased contractile response to phenylephrine
and reduced relaxing response to acetylcholine. The mechanism of vascular dysfunction
involves increased production of reactive oxygen species (ROS), as measured by fluorescence
microscopy in sections of aorta and endothelial cells, and possible production of peroxynitrite,
as there is also increased production of NO. Treatment with GNP prevents vascular dysfunction

caused by DQ, mainly by negatively regulating the production of ROS.

Keywords: Diquat, oxidative stress, nitric oxide, endothelial dysfunction, vascular reactivity.
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1. Introdugio:
1.1 Diguat
O Diquat (1,1 Ethylene 2,2 Bipyridinium; DQ) foi primeiramente descrito como um
herbicida de contato ndo seletivo por um grupo de estudiosos composto pelos autores R. C.
Brian, R. F. Homer e R. L. Jones em um estudo publicado por eles em 1958. Eles descreveram
suas propriedades e eficadcia como herbicida em estudos publicados durante a década de 1960.
R. C. Brian e outros pesquisadores investigaram a acdo do Diguat e seu uso no controle de ervas
daninhas, destacando sua natureza néo seletiva e de contato, atualmente muito utilizado em
campos agricolas e jardins (Akhavein & Linscott, 1968; Clark et al., 1970; Lopes & Manso,
1989; Rose & Smith, 1977). Possui natureza anfipatica, contendo parte de sua estrutura
hidrofilica e parte lipofilica, a ponto de provocar danos na membrana celular em animais e
humanos (Magalh&es et al., 2018) (Figural). Promove degrada¢do da camada fosfolipoprotéica
da membrana celular por mecanismos de estresse oxidativo gerando ciclos de oxi-reducéo e
produzindo desta forma as espécies reativas de oxigénio (ROS). Apesar de ser o atual substituto
do Paraquat (nome comercial Gramoxone), o qual foi proibido pela ANVISA no ano de 2020,

ainda é altamente toxico e deve ser manipulado com cuidado.
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Diquat (1,1’-ethylene-2,2"-bipyridinium ion)

Figura 1. Estrutura quimica do diquat. Adaptado de Magalhaes et al., 2018.

Os oOrgdos mais acometidos apds intoxicagédo, aguda ou crénica, com DQ séo rins (Wu
et al., 2022; Yu et al., 2022), pulmdes (Baldwin et al., 1975; Sun et al., 2020; Wu et al., 2022)
e 0 sistema nervoso (vetorizacao olfatoria) (Hatcher et al., 2008; Ren et al., 2024; Sechi et al.,
1992; Zhou et al., n.d.). Especificamente, muitos estudos tém demonstrado forte correlacéo
entre 0 uso de agrotdxicos na agricultura e o aumento do risco de desenvolvimentos de doencas
neurodegenerativas, como a Doenca de Parkinson (Brown et al., 2006; Franco et al., 2010;
Hatcher et al., 2008; McCormack et al., 2002; Moura et al., 2023).

Estudos-piloto realizados por mim, no nosso grupo de pesquisa, mostraram que a
exposicdo de anéis de aorta de camundongos a diferentes concentracdes de DQ induz
importante disfuncdo endotelial. Apesar dos muitos resultados da literatura mostrando o
impacto do Paraquat no sistema vascular (Aires et al., 2013; Zocrato et al., 2010), ndo ha
evidéncias cientificas que demonstrem que o uso do Diquat como herbicida possa atuar

diretamente na producéo de 6xido nitrico (NO) em modelos in vitro, ex vivo ou in vivo.
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1.2 Oxido nitrico (NO)

A producdo de NO pelas células endoteliais € um processo complexo que envolve a
atividade da enzima NO sintase (NOS), que é responsavel por converter L-Arginina em L-
Citrulina e NO (Epstein et al., 1993; Moncada et al., 1976, 1988). A biossintese de NO envolve
um complexo sistema de transporte de elétrons entre duas subunidades da NOS, o que pode ser
simplificado pela Figura 2. E sabido que o estresse oxidativo prejudica a funcéo endotelial, em
grande parte, por reduzir a biodisponibilidade de NO, o que pode levar a disfuncdo endotelial
(Higashi et al., 2014) e uma série de doencas cardiovasculares como hipertensao e aterosclerose

(Forstermann et al., 2017; Griendling et al., 2021; Guzik & Touyz, 2017; Li et al., 2014).
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Figura 2: Representacdo esquematica do transporte de elétrons entre os mondmeros da estrutura

dimérica da NOS. Pode-se observar a estabilizacdo da estrutura dimérica pelos sitios de ligagdo para

BH4 e pela presenca de zinco (Zn) na interface dos dominios oxidase.
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Figura 3: Representagdo esquematica da conversdo da L-Arginina em L-Citrulina e NO.

1.3 Nanoparticulas de ouro

As nanoparticulas de ouro (do inglés Golden nanoparticles, GNP) sdo particulas
metélicas provenientes de nanotecnologia e o impacto delas na medicina e biologia tem crescido
rapidamente nos ultimos anos (Mirkin C.A. et al. 2005). Nanoparticulas de ouro tém
propriedades vantajosas como estabilidade quimica e afinidade por moléculas, o que as torna
candidatas promissoras e de grande importancia para transporte de farmacos, diagndstico e
terapia em geral (Mirkin C. A. et al. 1996).

Os primeiros relatos do uso do ouro medicinal sdo de paises asiaticos como China e
india, e datam do século V (Needham, J. 1974). Em 1929 o médico Jacques Forestier descobriu
que injecdes de aurotioglicose, um composto de ouro, tinham efeitos terapéuticos em pacientes
com artrite reumatoide®. Estes resultados abriram precedentes para o uso de solucdes de ouro
coloidal para o tratamento de varias doencas, principalmente as de carater inflamatério®®.

Alguns trabalhos na literatura demonstram o potencial efeito anti-inflamatério e

antioxidante das nanoparticulas de ouro em modelos humanos de doencas inflamatorias®® e,
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sua capacidade em inibir o acimulo de células inflamatorias, com reducédo no nivel de citocinas

pré inflamatorias, como 0 TNF-a e IL-1B, em consequéncia a diminui¢do da atividade do fator
de transcricdo NF-kB(9),

O mecanismo pelo qual a nanoparticula de ouro atua ainda ndo é completamente
esclarecido, no entanto, diversos estudos apontam para sua afinidade por diversos tipos
celulares, principalmente macrofagos. O que ja foi observado é que as GNPs levam a uma
mudanca de comportamento do macrofago residente, o que pode afetar o progresso de
desordens relacionadas com processos inflamatérios, o que as tornam um alvo de grande
interesse e importancia®?.

Apesar do uso do ouro coloidal ha tantos seculos, ndo é comprovado o mesmo beneficio
atribuido as nanoparticulas. Um dos principais entraves no uso futuro de GNPs como
medicamento € a sua toxicidade, pois se trata de uma particula metalica. Nao ha estudos
suficientes que apontem o seu uso de maneira segura por um periodo longo ou indeterminado,
como no caso de doencas cronicas. Contudo, seu uso em doencas agudas segue muito
promissor. No que diz respeito ao uso de GNP na terapia cardiovascular, ndo ha resultados
robustos que atestem ou ndo sua toxicidade, contudo, como varios trabalhos demonstram que
as GNP possuem efeito anti-inflamatorio e antioxidante. (Barreto., N. B. S; 2018).

Por isso nds hipotetizamos que seu uso poderia ser promissor nas alteracdes vasculares

causadas pelo DQ.
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Figura 4. Representacdo esquematica do uso das GNPs conjugadas a anticorpos do receptor do fator de
crescimento epidérmico e usadas como sondas de direcionamento para imagens de células cancerigenas (GNPs

usadas como forma de localizacdo e diagnostico para cancer).

Uma vez que o DQ é capaz de gerar estresse oxidativo em multiplos 6rgédos e que em
usos agudos o GNP tem efeitos antioxidantes e anti-inflamatdrios, a nossa hipdtese é que o DQ
possa induzir disfuncdo endotelial através do estresse oxidativo endotelial com consequente
reducdo da biodisponibilidade de NO e que parte destas alteracdes vasculares serdo revertidas
com o uso de GNPs.

Como o uso do DQ é recente e crescente no Brasil, estudos demonstrando seus efeitos
cardiovasculares, bem como 0s mecanismos responsaveis por estas alteragdes, assim como
verificar um efeito protetivo desencadeado por GNPs podem auxiliar na sugestdo de GNPs
como novas terapias capazes de reduzir a morbidade e mortalidade dos pacientes previamente

expostos ao DQ.
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1.4 oL -NAME (Nw-Nitro-L-arginine methyl ester)

O L-NAME é um composto amplamente utilizado em pesquisas cientificas como
inibidor da enzima 6xido nitrico sintase (NOS), responsavel pela producdo de 6xido nitrico
(NO).

Como caracteristicas o L-NAME apresenta um grupo funcional chave pois ele é um
derivado da L-arginina com um grupo nitro (-NO2) na posicdo ® e um éster metilico,
modificagdes que permitem sua atuacdo como inibidor competitivo da NOS. (Silva, F. C;
2022).

Suas aplicacdes experimentais incluem estudos sobre o papel do NO, pois o L-NAME
é utilizado para investigar a funcdo do 6xido nitrico em diversos processos fisiologicos e
patologicos, e também na regulacdo do tdnus vascular, nas respostas inflamatérias e
mecanismos de dor. (Rocha, F. A. C.; Rocha, J. C. S.; et al 2003)

O L-NAME também € utilizado em modelos de doencas cardiovasculares e em
pesquisas sobre hipertensdo arterial. Ele é empregado para induzir disfuncdo endotelial e avaliar

os efeitos da reducéo da biodisponibilidade de NO na presséo arterial. (Angeles Costa, M. L.,

et al 1998).
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Figura 5: Estrutura quimica do L-Name utilizado nas preparacdes nas cubas de reatividade vascular,

microscopia com fluorescéncia e culturas celulares, neste estudo, como inibidor no seletivo das NOS.
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1.5 Tiron (1,2-dihidroxi-benzeno-3,5-disulfénico)

E um composto quimico amplamente utilizado em experimentos cientificos como
sequestrador seletivo do anion superoxido (Oz") que € uma espécie reativa de oxigénio (ROS)
altamente reativa. E empregado principalmente em estudos relacionados ao estresse oxidativo,

ao papel das ROS em doengas e ao efeito protetor de antioxidantes.
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Figura 6. Estrutura quimica do Tiron, utilizado nas preparacdes nas cubas de reatividade vascular,
microscopia com fluorescéncia e culturas celulares, neste estudo, como sequestrador de anion

superdxido (O2-).

Como caracteristicas do Tiron temos, sua estrutura quimica apresentando dois grupos
hidroxila (-OH) em um anel benzénico, conferindo-lhe alta capacidade de quelacdo e
reatividade com radicais livres, incluindo o anion superdxido (Oz7) e seu mecanismo de acdo
consiste em sequestrar o anion superéxido por meio de uma reacdo redox, neutralizando-o e
impedindo sua interagdo com outros componentes celulares que poderiam levar a danos

oxidativos (Taiwo, F. A. 2008).
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O tiron é considerado relativamente especifico para o anion superéxido (O2") tornando-

0 Util em estudos experimentais, para avaliar o impacto dessa espécie reativa de oxigénio em
sistemas bioldgicos (Silva, A. A.; 2010), ©si

As aplicagdes experimentais do tiron incluem desde estudos de estresse oxidativo para
investigar o papel do anion superdxido em lesGes celulares e teciduais, mas também pode ser
usado em modelos de doencas relacionadas a danos oxidativos, como aterosclerose,
hipertensdo, diabetes e outras condi¢cdes inflamatérias. Pode ser utilizado também na avaliacdo
de antioxidantes: Para comparar a eficacia de diferentes compostos antioxidantes em neutralizar
0 anion superoéxido.

Sendo assim, o Tiron € uma ferramenta importante para pesquisadores que estudam o
papel do estresse oxidativo e das espécies reativas de oxigénio em sistemas biologicos. Sua
capacidade de sequestrar seletivamente o anion superoxido permite investigar mecanismos

patologicos e avaliar potenciais estratégias terapéuticas baseadas em antioxidantes.
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2. Objetivos:

2.1 Objetivo geral
O presente estudo tem como objetivo estudar os mecanismos envolvidos na disfungéo
endotelial induzida pelo DQ, bem como o efeito benéfico do tratamento com as GNP sobre tais

alteracdes.

2.2 Obijetivos especificos

e Avaliar a participacdo do endotélio na disfuncdo vascular induzida pelo DQ;
e Auvaliar o perfil de contracdo e relaxamento na presenca do DQ;

e Avaliar a participacdo do NO e ROS na disfungéo vascular induzida pelo DQ;
e Auvaliar a producdo de NO e ROS ap0s exposicao ao DQ;

e Auvaliar se o tratamento com GNP previne as altera¢@es vasculares induzidas pelo DQ.

3. Meétodos:

3.1 Modelo animal

Foram utilizados camundongos machos, da linhagem C57BL6J, com idade entre 10 a
12 semanas de vida, obtidos do Centro de Bioterismo do Instituto de Ciéncias Bioldgicas —
CEBIO - ICB — UFMG. Os animais utilizados tiveram livre acesso a agua e racdo e foram
mantidos em gaiolas coletivas, em ambiente com ciclo de luminosidade de 12 horas e
temperatura controlada. Todos os procedimentos experimentais foram aprovados pelo comité

de ética em Experimentacdo Animal da UFMG. (Protocolo n° 276/2024).
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3.2 Reatividade vascular

Foram utilizados anéis de artéria aorta toracica de camundongos. Apds a eutanésia, a
aorta foi cuidadosamente dissecada, livre de tecido adiposo perivascular e colocada em placa
de petri contendo solucdo nutriente de Krebs-Henseleit (composicdo em mM): NaCl 118; KCI
4.7, NaHCO3 25; CaCl,.2H.0 2.5; Glicose 11; KH2PO4 1.2; MgS04.7H20 1,2; pH: 7,4). As
artérias foram cortadas em aneis de aproximadamente 3mm de comprimento. Nestes anéis
foram transpassadas duas hastes metélicas triangulares pelo Iimen do vaso. Um dos triangulos
metélicos foi fixado a uma haste metélica e o outro foi acoplado a um transdutor de tenséo
isométrica. Para a obtencdo do registro de tenséo, estes anéis foram acondicionados em cubas
contendo 20 ml da solucéo nutriente, constantemente aerada com mistura carbogénica, sendo
95% O e 5% CO», mantida a temperatura de 37°C e pH 7,4.

ApoOs a montagem das preparacdes no equipamento estes foram submetidos a uma
tensdo de repouso de 0,59, constantemente regulada, durante um periodo de 1 hora para
estabilizacdo da preparacdo. Neste periodo, a solugdo nutridora foi trocada a cada 15 minutos a
fim de evitar o acimulo de metabdlitos bem como restaurar os niveis de glicose necessarios ao
metabolismo celular.

Os registros dos experimentos foram obtidos a partir de transdutores de tensao
isométrica (Fort 25, World Precision Instruments, Inc., USA) conectados a um amplificador
(TBM4M, WPI) sendo este acoplado a um computador equipado com uma placa conversora
analdgico-digital. Para aquisicdo dos resultados foram utilizados o programa WinDaq Data
Acquisition (DataQ® Instruments, USA).

Foi realizada a avaliacdo da integridade endotelial apos o periodo de estabilizacdo acima
descrito, para tanto, aneis de aorta serdo pré-contraidos com agonista al-adrenérgico,

Fenilefrina (Phe- 0,1umol/L) e, apos a estabilizacdo da contracdo, sera adicionado o agonista
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muscarinico Acetilcolina (ACh, 10umol/L) a fim de que seja avaliado a presenca ou ndo de

endotélio funcional. Aortas com resposta superior a 80% de relaxamento a ACh foram
considerados como contendo endotélio funcional e aptos para 0s experimentos sob estas
condi¢des. Para os estudos em aortas sem endotélio funcional a remoc¢édo do endotélio se deu
mecanicamente com auxilio de haste metalica friccionada de forma delicada no limen vascular

e foram considerados sem endotélio se o relaxamento induzido por ACh for inferior a 10%.

Incubacdes com DQ

Apos os testes de funcionalidade e a realizagdo de uma curva controle de Phe ou ACh,
as preparacdes foram incubadas com diferentes concentracfes de DQ (1, 5, 10, 50 e 70umol/L).
Apos 30 minutos de incubacgdo, uma nova curva foi realizada para verificagdo do efeito do DQ
sobre 0 padrdo de contracdo ou relaxamento. Quando necessario, as preparacdes foram co-

incubadas com os inibidores descritos abaixo.

Incubacdo com GNP

Para analise dos efeitos das GNP foram realizadas curvas para Phe ou ACh, em
preparacdes incubadas com GNP (1umol/L), por 30 minutos. Os efeitos do tratamento com

GNP sobre as a¢bes do DQ foram avaliadas pela incubacgéo, simultanea, de DQ e GNP.

Incubacdes com os inibidores especificos

A participacdo da via das NOS foi avaliada pela incubacdo com inibidor ndo seletivo
(L-NAME, 300pmol/L). Algumas preparagfes também foram incubadas com o Tiron

(10pmol/L), um sequestrador de ROS.
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Resumindo, temos o seguinte esquema referente aos procedimentos envolvidos no

protocolo de reatividade vascular:

&0rmin

Teste de T 1acunade Diquat a 10 ou ZaCurva de
Endotelio Ach ou Fen 2 50 ul achou Fen

Figura 7: Protocolo de Reatividade (Time line)

3.3 Microscopia de fluorescéncia

Para os experimentos de microscopia de fluorescéncia, apés a perfusdo com PBS, 0s
segmentos das aortas foram embebidos em meio para congelamento de tecidos (Tissue-Tek
OCT Compound; Sakura®, USA), congelados em nitrogénio liquido e posteriormente cortadas
em criostato a 5pum de espessura.

Para quantificagdo da producdo de NO e H20: e Oz, as aortas foram incubadas
respectivamente com 5 umol/L DAF-FM ou 5umol/L DHE (sondas para detec¢do de NO e
radicais totais, respectivamente) em PBS por 30 minutos no escuro e lavados duas vezes com
PBS. Apés a incubacao, as laminas foram montadas usando meio de montagem com DAPI -
Prolong gold mounting media (Invitrogen, USA) para visualizacdo dos nucleos.

As aquisi¢des das imagens foram realizadas em microscopio confocal Zeiss 510 META
no Centro de Aquisicdo e Processamento de Imagens (CAPI) do ICB-UFMG. A intensidade de

fluorescéncia foi analisada e corrigida pelo tamanho da area selecionada.
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3.4 Modelo celular

34.1

3.4.2

O efeito do tratamento com o DQ e/ou GNP especificamente sobre as células endoteliais

foi avaliado utilizando cultura de linhagem celular imortalizada.

Cultura de células endoteliais humanas

A linhagem celular endotelial humana EA.hy926 (células hibridas derivadas de células
do corddo umbilical, HUVEC) comercialmente disponivel (ATCC, USA) foi cultivada como
uma monocamada em DMEM (Sigma-Aldrich, EUA) suplementado com 10% de soro fetal
bovino (FBS), 100 U/mL de penicilina e 100 pg/mL de estreptomicina. As células serdo
cultivadas em atmosfera umidificada a 5% de CO2 a 37 °C. Para realizagcdo dos experimentos,
foram usadas placas de 12, 24 e 96 pocos e para 0s experimentos de imunofluorescéncia, as

células foram aderidas em laminulas de vidro em cada poco.

Viabilidade celular

A viabilidade celular frente aos tratamentos foi avaliada pela técnica do MTT. O teste de
MTT € baseado na capacidade das células de reduzirem o brometo de 3- (4,5-dimetil-tiazol-2-
il)-2,5-difenil-tetraz6lio (metabolizado no interior das mitocdndrias) em cristais de Formazan.
Em placas de 96 pocos, foram adicionadas as células em concentragdo de 10* células por pogo,
e incubadas com diferentes concentracdes de DQ e/ou GNP por até 48 horas. Apds o tempo de
tratamento, foi acrescentado 20 L. de MTT em cada pogo. As células foram mantidas na estufa
a 37°C por 3,5 horas. Apos este periodo, o sobrenadante sera descartado e os cristais de
formazan serdo dissolvidos pela adi¢do de 150uL e DMSO em cada pogo. A viabilidade celular

foi mensurada pela medida da Densidade Optica (DO) utilizando o leitor de ELISA (Enzyme-
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linked Immunosorbent Assay) no comprimento de onda de 590 nm. Os resultados foram obtidos

correlacionando a absorbancia com o nimero de células vidveis apos 24 e 48 horas.

Medidas da producédo de NO e superdxido por microscopia de fluorescéncia

Para as medidas de NO e O, as células foram incubadas respectivamente com 5 pumol/L
DAF-FM ou 5umol/L DHE em PBS por 30 minutos no escuro e lavados duas vezes com PBS.
Apos a incubacdo, as celulas foram tratadas com DQ e/ou GNP, fixadas com paraformaldeido
e montadas usando meio de montagem com DAPI - Prolong gold mounting media (Invitrogen,

USA) para visualizagdo dos nucleos.

As celulas foram fotografadas em microscépio confocal Zeiss 510 META no Centro de
Aquisicdo e Processamento de Imagens (CAPI) do ICB-UFMG com excitagdo no comprimento

de 488 ou 647 nm.

Sintese de GNPs (Golden Nanoparticles)

Todos os frascos utilizados como recipientes de reacdo foram previamente limpos
utilizando agua millig (ultrapura) recém preparada. A agua milliq foi associada ao &cido
cloridrico concentrado e 4&cido nitrico concentrado na propor¢do de volume 4:1,
respectivamente.

Em uma sintese tipica de GNP, 50 mL de uma solucéo de acido cloroaurico (HAuUCI.)
0,25 mM (1,0% p-p). O frasco contendo a solucdo de HAUCL. (Acido cloroaurico) foi aquecido

em uma placa de aquecimento com agitagdo constante e vigorosa. Para evitar contaminacao e
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evaporacdo do solvente durante a sintese, um prato de Petri descartavel foi usado para cobrir o

frasco.

Apos a solucdo de HAUCI. atingir o ponto de ebulicdo sob pressdo ambiente, um volume
especifico da solugio mae de Acido citrico (foi injetada rapidamente na solugdo de HAUCL.. A
razdo molar (MR) de &cido citrico para HAuCI. foi o principal fator controlado para alcancar o
tamanho de particula desejado (Frens G., 1973). A sintese foi considerada concluida quando a
cor da suspensdo ndo mudou mais. Tipicamente a reacdo durou de 2 a 5 minutos, dependendo
do MR. Em seguida, a amostra foi resfriada naturalmente a temperatura ambiente e depois
colocamos em geladeira para uso posterior.

Em uma sintese ampliada de GNPs, os volumes das solu¢ées de HAuCI. e Acido citrico
foram aumentados proporcionalmente. A solucdo de HAUCI. foi aquecida e vigorosamente
agitada. A injecdo de um volume maior da solucdo de acido citrico foi realizada usando

multiplas seringas descartaveis para garantir uma mistura rapida e eficiente.

Analise e caracterizacao fisico-guimica da formulacdo da Nanoparticula de Ouro

O diametro hidrodindmico médio e o indice de polidispersao (PDI) das formulac6es

foram determinados usando Zetasizer Nano ZS90 (Malvern

Instruments, Malvern, Reino Unido). As amostras foram diluidas com preciséo, ou seja, 10 uL
de suspensdes em 990 pL de agua milli g para medi¢bes de tamanho e potencial zeta. As

amostras diluidas foram carregadas em cubetas descartaveis e analisadas a 25°C.
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Na formulagdo de GNP utilizada no estudo 84.9% das particulas apresentavam um tamanho

medio de 35 nandmetros e PDI = 0.2 (dentro do valor aceitavel) e potencial zeta = -16.1

Distribuicao de tamanho pela intensidade
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Figura 8: Representacdo esquematica da analise da distribuicdo das nanoparticulas por tamanho (em

nm).

3.5 Analise estatistica

Os resultados obtidos foram expressos por graficos de barras e comparados pelos testes t de
Student ou pelo método two-way ANOVA. Assumiu-se a significancia quando p<0,05. Os
resultados de relaxamento vascular foram representados como o percentual de reducdo de
contracdo em resposta a fenilefrina e as curvas concentragcdo-resposta cumulativas foram
analisadas através do método two-way ANOVA para medidas repetidas, seguidas de testes de
comparacdo do tipo BONFERRONI. Os valores de Emax foram determinados através de
regressdo ndo linear das curvas obtidas nos experimentos, representando o ponto onde foi obtido

o efeito maximo do farmaco utilizado.
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4.0 Resultados

4.1 Teste de Viabilidade Celular

O tratamento por 30 minutos de DQ nas células EAhy926 demonstrou que quanto
maiores eram as concentracdes de DQ a que as células eram expostas, maiores eram 0s niveis
de morte celular apresentados pelos diferentes grupos. Demonstrando que 0s niveis de morte

celular sdo concentracdo dependente a exposicdo ao DQ (Figura 9).
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Figura 9: Estimativa de morte celular observada ap6s 24 horas de exposigao das amostras em diferentes

concentragdes de DQ em células EAhy926 em teste de viabilidade celular (MTT). (n=5) p<0.0001
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4.2 Reatividade vascular: Efeito do Tratamento com DQ sobre a funcdo vascular

O tratamento por 30 min com DQ nas concentracgdes de 10 e 50 uM induziu significativa
reducédo da resposta vasodilatadora a ACh (Figura 10). Entretanto, ndo foi observada diferenca
significativa do relaxamento vascular entre as preparacdes tratadas com ambas as concentragdes

(10 e 50 puM; Figura 10).
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Figura 10. Efeito do tratamento com DQ sobre o relaxamento vascular induzido pela Acetilcolina (ACh)
em aorta de camundongos. CTRL.: controle (n=10), DQ 10 uM (n=10) e DQ 50 uM (n=10). ***p<0.001;

****p<0.0001.

A avaliacdo da resposta contratil mostrou que o tratamento com DQ nas concentracdes
de 10 e 50 uM aumentou de maneira significativa a contracdo induzida pela Phe (Figura 11).

Contudo, assim como observado na resposta a ACh, ndo foi identificada diferenca significativa
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da resposta contrétil ao se comparar os tratamentos com as concentragdes de 10 e 50 uM de DQ

(Figura 11).
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Figura 11. Efeito do tratamento com DQ sobre a contragdo vascular induzida pela Fenilefrina (Phe) em

aorta de camundongos. CTRL.: controle (n=10), DQ 10 uM (n=10) e DQ 50 uM (n=10) . ****p<0,001

Uma vez que obtivemos respostas similares apds os tratamentos com 10 ou 50 uM de
DQ, optamos por realizar os experimentos seguintes de reatividade vascular apenas com a
concentracdo menor (10 puM), minimizando-se o risco de dano celular permanente ao tecido

vascular.

Como proximo passo, decidimos avaliar a possivel alteracdo da via das NOS pelo
tratamento com DQ. O bloqueio farmacoldgico das NOS com o inibidor ndo seletivo L-NAME
(300 uM) aboliu a resposta vasodilatadora a ACh tanto nas preparacdes CTRL quanto DQ (10

MM; Figura 12A). Contudo, ao se avaliar o delta de inibicdo da resposta vasodilatadora,
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observou-se que o L-NAME apresentou maior delta de inibi¢do nas preparagcdes CTRL do que

nas preparacdes tratadas com DQ (Figura 12B). Este dado sugere uma menor contribuicdo da
via do NO na resposta vasorrelaxante induzida pela ACh em presenca do DQ. Ao se avaliar a
contribuicdo da via das NOS na resposta contratil a Phe, pudemos observar que o tratamento
com L-NAME aumenta a contratilidade das preparagdes CTRL mas ndo altera a contratilidade
das preparagfes DQ (10 uM; Figura 13A). Ao se analisar o delta da resposta contratil na
presenca do L-NAME, ficou claro que nas preparagdes CTRL houve um aumento significativo
da contratilidade pela inibicdo da sintese de NO, ao contrario das preparagdes DQ, nas quais
ndo houve tal alteracdo (Figura 13B). Estes resultados sugerem de forma significativa que o
DQ pode modular negativamente a via de sintese de NO ou, pelo menos, reduzir sua

biodisponibilidade.
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Figura 12. A: Efeito do bloqueio das NOS (L-NAME, 300 uM) sobre as alteragdes em resposta a ACh
induzidas pelo tratamento com 10 uM de DQ. B: A da area sob a curva de relaxamento entre 0s grupos

L-NAME e seus respectivos pares CTRL e DQ (n=5). ****p<0,001.
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Figura 13. A: Efeito do bloqueio das NOS (L-NAME, 300 uM) sobre as alteracfes contrateis induzidas
pelo tratamento com 10 uM de DQ. B: A da area sob a curva de contracdo entre os grupos L-NAME e

seus respectivos pares CTRL e DQ (n=5). (n=10) ****p<0,001.

Como os dados de reatividade vascular na presenca de L-NAME nos sugeriram que
poderia haver reducdo na biodisponibilidade de NO, resolvemos investigar se pelo menos parte
do mecanismo de disfuncao vascular induzida pelo DQ envolveria a producéo de radicais livres
e/ou espécies reativas de oxigénio. Utilizamos como ferramenta o tiron, conhecido sequestrador
de radicais livres, especialmente radicais superoxido. A incubacdo concomitante do tiron com
o DQ preveniu a disfuncdo endotelial, restaurando o relaxamento induzido pela ACh (Figura
14A). Ja a analise da contratilidade vascular demonstrou que tanto nos vasos CTRL quanto nos
vasos tratados com DQ, houve reducdo significativa da contracdo induzida pela Phe (Figura
14B). Contudo, apesar de, em presenca do Tiron, a preparacées CTRL e DQ apresentarem 0s
mesmos niveis de contracdo, ficou evidente que a reducdo da contratilidade dos vasos tratados

com DQ+tiron foi significativamente maior do que os vasos CTRL+tiron (Figura 14B). Estes
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dados sugerem de maneira importante que o DQ induz grande producéo de radicais livres, 0

que também poderia impactar na biodisponibilidade de NO.
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Figura 14. Efeito do tratamento com Tiron (10 uM) sobre a resposta vasodilatadora (A) e
vasoconstritora (B) induzida por ACh e Phe, respectivamente, na presenca ou auséncia de 10 uM de
DQ. (n=8) **p<0,001; ****p<0,001.

4.3 Reatividade Vascular: Efeito do tratamento com GNP sobre a disfuncido vascular

induzida pelo DO.

O tratamento com as GNP (1 pM), assim como o tratamento com o tiron (10 puM),
reverteu parcialmente a disfuncdo endotelial induzida pelo DQ (Figura 15). Apesar de o0s
tratamentos com tiron ou GNP restaurarem o Emax, 0 ECso nos grupos DQ+tiron e
DQ+GNP+tiron ndo se alterou. Somados, GNP+tiron ndo apresentaram efeito aditivo na

melhora do relaxamento vascular.
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Figura 15. Efeito do tratamento com 1 UM de GNP sobre as alteracdes de relaxamento vascular
induzidas pelo DQ (10 uM) em aorta de camundongos. CTRL: controle (n=10), DQ (10 uM; n=10),
DQ+tiron (10 uM e 10 uM; n=10) e DQ+GNP+tiron (10 uM, 1 uM e 10 uM, respectivamente; n=10).

**%n<(,001; ****p<0.0001.

Tendo em vista que as alteracBes contrateis induzidas pelo DQ foram de maior
magnitude do que as alteracdes de relaxamento, passamos a investigar o possivel papel protetor
do tratamento com nanoparticulas de ouro (GNP) sobre tais alteracdes. O tratamento simultaneo
com 1 puM de GNP preveniu significativamente o aumento da contracdo induzida pelo
tratamento com 10 uM de DQ (Figura 16). Apesar de ndo haver diferenca de Emax entre
DQ+GNP (Emax: 4 +/- 0,22) e grupo CTRL (Emax: 3,77 +/- 0,13), o tratamento com GNP
aumenta o log ECso da Fen em presenca do DQ (log ECso pg: -8,26 +/- 0,25; log ECso po+ene: -

7,64 +/- 0,15; p<0.001).
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Figura 16: Efeito do tratamento com 1 uM de GNP sobre a resposta vasoconstritora induzida por Phe

na presenca ou auséncia de 10 uM de DQ. (n=8) **p<0,001.

A inibicdo das NOS com o L-NAME mostrou que, tal qual ocorre no controle, ha um
aumento significativo da contratilidade a Phe nos vasos tratados com 1 uM de GNP (Figura
17A). Contudo, ao avaliarmos o efeito das GNP nos vasos tratados com DQ, pudemos observar
que o bloqueio das NOS também ndo alterou a contratilidade dos vasos tratados com DQ+GNP,
similarmente aos vasos tratados somente com DQ, onde o L-NAME também nédo induziu

aumento de contracdo (Figura 17B).
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Figura 17: Efeito do blogueio das NOS com L-NAME (300 M) sobre o tratamento com 1 uM de GNP
em preparacgdes controle (CTRL; A) e em preparac@es tratadas com DQ (B). (n=8) **p<0,001.

Para avaliarmos o possivel efeito das GNP sobre a disponibilidade de radicais livres,

utilizamos o tiron. O tratamento com tiron reduz a contratilidade dos casos controle, mas nao

altera significativamente o perfil de contratilidade dos vasos tratados com GNP (Figura 18A).

Nas preparacGes tratadas com o DQ, o tratamento com a GNP reduziu parcialmente a

contratilidade, em menor intensidade que o tiron (Figura 18B).
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Figura 18: Efeito do sequestro de radicais livres com tiron (10 uM) sobre o tratamento com 1 pM de

GNP em preparaces controle (CTRL; A) e em preparacdes tratadas com DQ (B). (n=8) **p<0,001.

4.4 Deteccao de ROS e NO em cortes transversais de aorta

O tratamento dos anéis de aorta por 30 min com 10 uM de DQ levou a um aumento
significativo da producdo de ROS em relagéo ao controle, conforme inferido pela fluorescéncia
do DHE (Figura 19). Contudo, o tratamento concomitante com 1 pM de GNP reduziu a
producdo de ROS induzida pelo DQ a niveis do controle (Figura 19). Sozinho, o tratamento

com GNP n&o alterou a produgéo de ROS nos anéis de aorta (Figura 19).
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Figura 19. Estimativa da produgdo de ERO através da fluorescéncia do DHE em cortes de artérias aorta
toracicas de animais C57BL/6J tratadas com 10 uM de DQ, 1 uM de GNP ou DQ+GNP. Os resultados

foram expressos em unidades arbitrarias de fluorescéncia. (n=5) p<0,0001
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Jé& a estimativa da producao/biodisponibilidade de NO foi feita utilizando-se a sonda
fluorescente intracelular DAF DA. O tratamento dos anéis de aorta com 10 uM de DQ levou a
um aumento significativo da producéo de NO, similar ao que ocorreu com o tratamento apenas
com as GNP (Figura 20). Além disso, o tratamento concomitante com 1 uM de GNP néo

alterou os niveis aumentados de NO induzido pelo DQ (Figura 20).
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Figura 20. Estimativa da producdo de NO em cortes de artérias aorta toracicas de animais C57BL/6J
tratadas com 10 uM de DQ, 1 uM de GNP ou DQ+GNP. Os resultados foram expressos em unidades

arbitrarias de fluorescéncia. (n=5) p<0,0001

4.5 Anélise morfolégica da aorta toracica dos camundongos frente aos diferentes estimulos
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Alteragdes funcionais poderiam ser indicativos de possiveis alteracBes estruturais na

aorta, vista a toxicidade do DQ, principalmente. Cortes histolégicos corados com H&E
mostraram que ndo foram detectadas alteragdes significativas da estrutura vascular como
descontinuidade da camada endotelial, integridade da lamina el&stica, apoptose celular,

infiltrado inflamatdrio e densidade de fibras e células musculares lisas (Figura 21)

Figura 21. Fotomicrografia de artéria aortica toracica de camundongos coradas por Hematoxilina e

Eosina (H & E) para avaliacdo de alteracdes morfologicas. As artérias ndo apresentam alteragdes nas
camadas intima, média e adventicia. Imagem A: artéria aorta do grupo controle. Imagem B: artéria aorta
do grupo Diquat. Imagem C: artéria aorta do grupo GNP._Imagem D: artéria aorta do grupo GNP +

Diquat. As imagens foram obtidas com objetivas de 40x.
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4.6 Andlise do status oxidativo e inflamat6rio em macréfagos peritoneais de camundongos

4.6.1 Estimativa da producdo de ROS e NO

Macréfagos peritoneais de camundongos C57BL/6J foram expostos in vitro a 10 uM de
DQ por um periodo de 24 horas. A andlise da producéo total de ROS, utilizando-se a sonda
intracelular DHE, mostrou que o tratamento com DQ aumentou significativamente a producéo
de ROS (Figura 22). O tratamento concomitante com 1 uM de GNP reduziu drasticamente este
aumento (Figura 22). Ja a analise da producdo de NO, utilizando-se a sonda intracelular DAF-
DA, mostrou que o tratamento com DQ ndo alterou a producdo de NO mas o tratamento

concomitante com 1 uM de GNP aumentou significativamente a detecgdo de NO (Figura 23).
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Figura 22: Quantificagdo dos niveis de Espécies Reativas de Oxigénio (ROS) em macrofagos

peritoneais de camundongos C57BL/6J, tratados com 10 uM de DQ e DQ+GNP (1 uM). (n=8) *p<0.05;
**p<0.01
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Figura 23: Quantificacdo dos niveis de 6xido nitrico (NO) em cultura de macréfagos peritoneais de

camundongos C57BL/6J, tratados com 10 uM de DQ e DQ+GNP (1 uM). (n=8) **p<0.01

4.6.2 Quantificacdo de TNF, IL-6 e IL-10 no sobrenadante celular

O sobrenadante da cultura de macréfagos peritoneais sob o tratamento com DQ ou
DQ+GNP foi utilizado para dosagem de marcadores de macréfagos M1 (IL-6 e TNF) e M2 (IL-
10). Neste protocolo de tratamento, o0 DQ néo induziu alteracdes nos niveis de TNF (Figura

24A), IL-6 (Figura 24B) ou IL-10 (Figura 24C). O tratamento concomitante com GNP apenas

reduziu os niveis de TNF (Figura 24A).

2.5%10° 80 2

2.0x10° 60 —— L = s T
- *k = £
E isam = £ 2
g g s 4
Lo 1.0x10° g
= 3 2

5.0%102 20 2

0.0 T = 0 T T 0 T T
Célula pa DQ + Ouro Célula pa DQ + Ouro Célula paQ DQ + Ouro

Figura 24: Dosagem dos niveis de TNF (A), IL-6 (B) e IL-10 (C) em sobrenadante de cultura de

macro6fagos peritoneais de camundongos C57BL/6J, por ELISA. (n=8); **p<0.01.
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5. Discussao

Pudemos observar neste trabalho que: 1) o DQ foi capaz de induzir disfungéo vascular
ex vivo caracterizada por aumento da resposta contratil e reducéo da resposta vasodilatadora; 2)
a disfuncdo induzida pelo DQ envolve comprometimento da via das NOS, com producgéo
excessiva ou aumento da biodisponibilidade de NO e ROS; 3) o tratamento com as GNP previne
a disfungéo vascular induzida pelo DQ principalmente por reduzir a quantidade excessiva de
ROS induzida pelo DQ.

Inicialmente, em nosso estudo, caracterizamos 0 modelo de reatividade vascular para o
tratamento ex vivo com DQ, uma vez que um quadro de disfuncdo vascular induzido pelo DQ
é inédito na literatura. Para isto, testamos diferentes concentra¢des de DQ ateé encontrarmos a
concentracdo ex vivo que gerasse um quadro de disfuncao vascular sem provocar morte celular
significativa. Comparamos ensaios com células e testes de viabilidade celular para chegarmos
a uma concentracdo na qual fossem possiveis realizar-se curvas de concentracdo resposta a
diferentes agonistas condizentes com um quadro de disfuncdo vascular. Por isso, antes de
iniciarmos a técnica de reatividade vascular, nds testamos a viabilidade de células endoteliais
expostas a diferentes concentracdes de DQ. Neste teste, como pode ser observado na Figura 9,
foi demonstrado que quanto maior a concentracdo de DQ, maiores eram também o0s niveis de
morte celular, sendo observado que as células expostas a 10 uM de DQ apresentavam pequenas
taxas de morte celular, porém ndo eram niveis estatisticamente significantes quando
comparadas as células do grupo controle. No entanto, nos grupos de células expostas a 50 ou
70 uM de DQ foram observados niveis significantes de morte celular, principalmente no grupo
exposto a 70 uM de DQ. Com isto, elegemos a concentracdo de 10uM de DQ como uma

concentracdo suficientemente alta para induzir disfungdo vascular mas sem morte celular
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significativa. Em alguns experimentos, utilizamos as demais concentragdes a titulo de

comparagéo.

Efeitos do DQ sobre a funcdo vascular:

Anéis de artéria aorta toracica expostos as concentracdes de 10 e 50 uM de DQ
apresentaram disfuncéo endotelial caracterizada por aumento na contragéo induzida pela Phe e
reducdo da resposta relaxante a ACh (Figura 11 e 10 respectivamente). Contudo, mesmo ap6s
o0 tratamento com a concentracdo de 50 UM de DQ, as preparacdes continuaram viaveis (dado
ndo mostrado). Ao término dos experimentos de reatividade vascular as preparacdes foram
novamente testadas, apresentando padrdo normal de contracdo e relaxamento. Assim, foi
descartada a possibilidade de morte celular durante a realizacdo dos experimentos. Além disso,
analises morfometricas sugerem ndo haver alteracdo microscopicamente detectavel apdos os

tratamentos.

Existem varios trabalhos na literatura que sugerem que uma ampla variedade de
agrotoxicos pode potencialmente alterar a funcdo vascular por modulacao da biodisponibilidade
de NO (Djukic et al., 2007). Contudo, ndo existe tal mecanismo descrito para as alteracGes
vasculares induzidas pelo DQ. Com o objetivo de avaliar se 0 DQ promoveria disfuncao
vascular por comprometimento da atividade das NOS, utilizamos o inibidor ndo-seletivo das
NOS, L-NAME (300uM), nas preparacGes que seriam utilizadas para analise da resposta
relaxante ou contréatil. Como j& € de conhecimento na literatura, o tratamento com L-NAME
abole o relaxamento vascular induzido pela ACh em aortas toracicas de camundongos
(Kopincova et al., 2012; Tuncok et al., 2002a, 2002b). Nossos dados de controle corroboram

com estes achados da literatura. Contudo, ao se comparar o grau de inibi¢cdo do relaxamento
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provocado pelo L-NAME nos grupos CTRL e DQ, fica claro que o grau de inibi¢gdo no grupo

DQ é menor do que no grupo controle. Este dado sugere fortemente uma reducdo na producgéo
de NO evocada pela ACh frente a exposicao ao DQ. Além disso, a incubagdo com DQ aumenta
significativamente a contratilidade vascular da Phe em preparagdes controle (Figura 13).
Contudo, ao se inibir as NOS com o L-NAME no grupo tratado com DQ, ndo observamos
nenhum aumento na contratilidade vascular a Phe, sugerindo importante comprometimento da

via das NOS pelo DQ (Figura 13).

Ao analisarmos a biodisponibilidade de NO em cortes de aorta expostas aos diferentes
estimulos (através da sonda fluorescente DAF), pudemos observar, surpreendentemente, que o
tratamento com DQ aumenta a biodisponibilidade de NO (Figura 20). Este dado, apesar de ser
contraditério ao que encontramos nos experimentos funcionais, nos instigaram a questionar
como, mesmo com aumento da producao/biodisponibilidade de NO, o DQ foi capaz de induzir

disfuncao endotelial?

Santana et al. (2018), Landmesser et al. (2003) e Campos-Mota et al. (2017)
demonstraram que estimulos distintos sdo capazes de induzir disfuncdo endotelial por
desacoplamento da eNOS e consequente producdo aumentada de NO e/ou superoxido,
culminando na producéo de peroxinitrito ((Campos-Mota et al., 2017; Landmesser et al., 2003;
Santana et al., 2018). O peroxinitrito € uma espécie reativa que causa nitrosilacdo proteica e
tem como uma de suas consequéncias a disfuncdo endotelial (Mesquita et al., 2019). Nossos
dados suportam a nossa hipotese de que parte dos mecanismos de disfuncéo vascular induzida
pelo DQ envolve a producdo de radicais superoxido. O tratamento com o tiron, sequestrador de
radicais superoxido, restaura a resposta relaxante a ACh e reduz o aumento da contracao a Phe

induzidos pelo DQ. Estes dados sugerem de maneira bastante importante que a disfuncéo
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endotelial provocada pelo DQ envolve a producdo de radicais livres, assim como acontece com

0 outro agrotoxico, o paraquat (Djukic et al., 2007; Doran et al., 2017). Por fim, nossa hipdtese
ainda é suportada pelos altos niveis de radicais superéxido detectados ap06s a incubagdo com o

DQ (experimentos de microscopia de fluorescéncia com o DHE) (Figura 19).

Efeitos do tratamento com as GNP sobre a funcdo vascular:

Ao se avaliar o papel protetor das GNP sobre a disfuncdo vascular induzida pelo DQ,
observamos que a co-incubacdo de DQ+GNP reverte o fenétipo contrétil das preparagdes com
contracdo maxima semelhante ao grupo controle (Figura 16). A literatura sugere um efeito
protetor das nanoparticulas de ouro por sua capacidade de reduzir espécies reativas de oxigénio
(ROS) e, assim, mitigar os danos oxidativos (Capek, 2011; Liu et al., 2025; Singh et al., 2023).
Por estas razdes, passamos a investigar o possivel papel das GNP sobre o0 estresse oxidativo e

a biodisponibilidade de NO.

Ap0s termos caracterizado o modelo de reatividade vascular e termos obtido todas as
curvas de contracdo e relaxamento anteriormente discutidas, prosseguimos com nosso estudo
realizando técnicas que nos permitissem estimar os niveis ou biodisponibilidade de NO e ROS,
utilizando sondas fluorescentes intracelulares (DAF e DHE) em microscopia de fluorescéncia.

Tanto as células endoteliais humanas quanto as aortas toracicas de camundongos foram
tratadas in vitro ou ex vivo para se avaliar tanto o efeito direto do DQ quanto das GNP sobre o
sistema celular ou vascular. Tratamentos in vivo normalmente levam a complicacdes sistémicas
como lesdo de 6rgdos-alvo como pulmdes, rins e cérebro, dificultando-se a avaliacdo da acéo

local destas substancias.
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Assim sendo, com relagdo aos niveis de NO e ROS em cultura celular apds exposicéo a

diferentes concentracdes de DQ, pudemos observar na Figura 22, que houve um aumento
significativo das espécies reativas de oxigénio (ROS) no grupo de células incubadas com DQ,
sugerindo uma possivel correlacdo entre a disfuncdo vascular e os niveis elevados de ROS
induzidos pelo DQ. Corroborando com estes dados, os vasos tratados com DQ também
apresentaram aumento de ROS (Figura 19), sugerindo que o estresse oxidativo pode ser o
evento chave na disfungdo vascular induzida pelo DQ. Quando associadas ao DQ, as GNP
preveniram o aumento da producdo de ROS, sugerindo também que um dos principais
mecanismos vasculo-protetores das GNP envolve seu efeito antioxidante ou possivelmente

sequestrador de ROS.

As nanoparticulas de ouro (GNP), quando associadas ao DQ, ndo promovem aumento
adicional dos niveis de 6xido nitrico (NO) (Figura 20). Estes dados sugerem que as GNP néo
modulam negativamente a via do NO, mesmo frente ao estimulo com o DQ. Contudo, sozinhas,
as GNP levam a um aumento basal de NO (Figura 20), sugerindo melhora da funcdo vascular.
Ao contrario do que hipotetizamos no inicio do desenvolvimento do projeto, as GNP parecem
exercer seu efeito protetor basicamente por sequestrar ou reduzir as vias de sintese de ROS.

Os resultados das analises de NO podem parecer conflitantes visto que existe uma
sugestdo de comprometimento da via das NOS pelo tratamento com DQ mas, a0 mesmo tempo,
h& maior deteccdo de NO nos experimentos de fluorescéncia. Uma possivel explicacéo para tal
fato pode estar associada ao tipo ou isoforma de NOS que pode estar sendo modulada pelo DQ.
E possivel que o DQ, mesmo apds 30 min de exposicdo, possa induzir a expressdo de iNOS
(comum em processos inflamatérios), aumentar supra fisiologicamente os niveis de NO e, por

consequéncia, induzir disfun¢do vascular por estresse oxidativo/nitrosativo. Assim, apesar de
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aumentar os niveis de NO, este excesso, junto ao excesso de radicais superdxido, estaria

provocando disfuncdo vascular, prejudicando tanto a contratilidade quanto o relaxamento
vascular. Por outro lado, o tratamento com GNP parece reverter tal efeito. Mas como explicar
0 aumento de NO induzido pela GNP? A explicagéo pode estar na isoforma da NOS modulada
pelo DQ e pelas GNP. Ao contrario do DQ, as GNP podem estar modulando positivamente as
NOS constitutivas (eNOS e nNOS) e modulando negativamente a iNOS, restaurando a fungao

vascular.

5.3 Algumas caracteristicas da inflamacdo induzida pelo DO:

Dependendo do tempo e concentracdo de determinados estimulos como alguns
agrotoxicos, a exemplo do paraquat, podem haver diferentes perfis de resposta celular. No nosso
trabalho, foi utilizado um tempo curto de incubacao para a maioria dos experimentos (apenas
30 min). Contudo, os macrofagos tratados com o DQ e/ou GNP, foram estimulados por 24h.
Tal estratégia foi necessaria tendo em vista a necessidade de acumulo das citocinas/quimiocinas
no meio para possivel deteccao por ELISA. Assim, os dados obtidos da cultura de macréfagos
podem apresentar mais caracteristicas inflamatdrias do que oxidativas, como ocorre nos vasos
incubados por apenas 30 min. Mesmo assim, quando analisamos os niveis de TNF, IL-6 e IL-
10, foi constatado que ndo houve alteracdes significativas apos tratamento com DQ (Figura 24).
No entanto, observou-se uma reducdo estatisticamente significativa apenas nos niveis de TNF-
a no grupo de células incubadas com DQ+GNP. Tal dado pode sugerir, de forma discreta, que
nas nossas condicBes experimentais, as GNP podem alterar o perfil da populacdo de
macrofagos, levando a uma resposta mais resolutiva do que inflamat6ria. Assim, mesmo
inconclusivos, estes dados apontam para uma papel anti-inflamatério das GNP frente a

exposi¢édo ao DQ.
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6.0 Concluséao

Pudemos concluir neste trabalho que o DQ induz estresse oxidativo vascular,
caracterizado por aumento de ROS e NO, com consequente aumento na resposta contratil e
reducdo da resposta relaxante vascular. Além disso, o tratamento com as GNP previne a
disfuncdo vascular induzida pelo DQ principalmente por reduzir a quantidade excessiva de ROS

induzida pelo DQ.
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