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RESUMO

Feitosa, KB. Caracterizagcdo do mecanismo de ativacdo da via de sinalizacdo do receptor da
resposta inata TLR4 nas acles deletérias do poluente ambiental 1,2-naftoquinona. [Tese
(Doutorado em Farmacologia)] — Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sé&o
Paulo, Séo Paulo; 2018.

O aumento da poluicdo do ar ambiente (PAA) correlaciona-se com uma alta incidéncia de
efeitos adversos na saude da populagdo, resultando em maior nimero de ébitos causados
por complicagBes respiratérias e cardiovasculares, particularmente, em individuos
susceptiveis (ex.: neonatos). Resultados do grupo mostram que camundongos neonatos
C57BI/6, quando expostos ao PAA 1,2-naftoquinona (1,2-NQ), um dos contaminantes do MP
eliminado na exaustdo do diesel, exibem maior susceptibilidade a asma, paralelo ao
aumento da resposta humoral e células Th2 / Th17, via mecanismo regulado por receptores
da resposta inata TLR4. Os objetivos deste estudo consistem em: i) Avaliar os efeitos da
exposicdo precoce a 1,2-NQ sobre a mecéanica respiratéria, além de caracterizar
mecanismos celulares envolvidos na exacerbagdo dessa resposta em animais selvagens e
nocautes TLR4, ii) Averiguar e validar em PMN obtidos de voluntéarios, a influéncia da 1,2-
NQ sobre a funcionalidade dessas células e o papel dos TLR4. Camundongos selvagens e
nocautes TLR4 (2 — 22 g) foram usados, expostos a 1,2-NQ, e os parametros funcionais e
celulares avaliados. PMN foram obtidos do sangue periférico de voluntarios sadios, e
submetido ao teste de quimiotaxia em microplacas. Camundongos selvagens expostos a
1,2-NQ exibem alteragéo estrutural (remodelamento) no pulméao, caracterizada por aumento
na producdo de muco e da arealespessura da musculatura lisa peri-bronquica, que
intensificou a hiperresponsividade das vias aéreas frente a MCh. No epitelio pulmonar dos
animais selvagens expostos a 1,2-NQ, o desafio antigénico aumentou a imunorreatividade
para ICAM, VCAM-1 e PECAM-1, sendo esse efeito (exceto PECAM-1) supresso em
animais nocautes TLR4. A incubagdo da 1,2-NQ com os PMN humano ndo afetou a
guimiotaxia frente ao fMLP. A 1,2-NQ favoreceu per se a quimiotaxia dos eosindfilos e
aumentou a migracao frente a eotaxina. Esse efeito foi bloqueado pelo LPS-RS. Conclui-se
que os receptores TLR4 regulam a funcionabilidade dos PMN, sendo esse efeito controlado
pela imunorregulacdo das ICAM-1 e VCAM-1 (mas ndo PECAM), atuando como feedback
(+) na exacerbacédo da eosinofilia alérgica em pulmdo de camundongos expostos a 1,2-NQ
na fase neonatal. Em PMN humano, a 1,2-NQ regula a quimiotaxia € o mecanismo pode e o
TLR4 esta envolvido na resposta.

Palavras-chave: 1,2-naftoquinona. TLR4. Molecula de ades&o. Quimiotaxia. Inflamacgéo
alérgica. Remodelamento pulmonar.



ABSTRACT

Feitosa, KB. Characterization of the activation mechanism involved in the TLR4 signaling
pathway during the deleterious actions of the environmental pollutant 1,2-naphthoquinone.
[Thesis (Doctorate in Pharmacology)] - Institute of Biomedical Sciences, University of S&o
Paulo, Sdo Paulo; 2018.

The increase in ambient air pollution (PAA) correlates with the higher incidence of adverse
effects on the population health, resulting in a higher number of deaths due to respiratory
and cardiovascular diseases, particularly in susceptible individuals (eg neonates). Previous
results from our group show that neonates C57BI / 6 mice, when exposed to 1,2-
naphthoquinone (1,2-NQ), one of the MP contaminants eliminated in diesel exhaust, exhibit a
greater susceptibility to allergic lung inflammation, concomitantly with increased humoral
response and Th2 / Th17 cells population, via mechanism dependent on the innate TLR4
response. The aims of this study are: i) To evaluate the effects of early exposure to 1,2-NQ
on respiratory mechanics, besides characterizing cellular mechanisms involved in the
exacerbation of this response in wild animals and TLR4 knockouts; ii) To verify and validate
in PMN obtained from volunteers, the influence of 1,2-NQ on the functionality of these cells
and the role of TLR4. Both wild mice (WT) and TLR4 knockouts (KO; 2-22 g) were used, and
inhaled with the 1,2-NQ. The functional and cellular parameters were evaluated. PMN were
isolated from the blood of healthy volunteers and submitted to chemotaxis on microplates.
Wild mice exposed to 1,2-NQ exhibit structural alteration (remodeling) in the lung,
characterized by increased production of mucus and increased area / peri-bronchial smooth
muscle thickness, which led to airways hyperresponsiveness to MCh. In the lung epithelium
of WT mice exposed to 1,2-NQ, the antigen challenge (OVA) increased the immunoreactivity
for ICAM, VCAM-1 and PECAM-1, and this effect (except PECAM-1) was suppressed in
TLR4 KO mice. Incubation of 1,2-NQ with human PMN did not affect the chemotaxis of cells
against fMLP, although per se favored chemotaxis of eosinophils and increase eotaxin-
induced chemotaxis. It is concluded that TLR4 receptors regulate PMN function, and this
effect is controlled by the immunoregulation of ICAM-1 and VCAM-1 (but not PECAM), acting
as feedback (+) in the exacerbation of allergic eosinophilia in the lung of mice exposed to
1,2-NQ in the neonatal phase. In human PMN, the 1,2-NQ regulates chemotaxis and TLR4 is
envolved in response.

Keywords: 1,2-naphthoquinone. TLR4. Adhesion molecule. Chemotaxis. Asthma.
Pulmonary remodeling.
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1 INTRODUCAO

1.1 Inflamacéao alérgica

A inflamacéo é a resposta do organismo a uma infeccdo, lesdo ou estresse
tecidual e envolve uma cascata bem organizada de mudancas celulares dentro do
tecido. Os mediadores inflamatoérios, incluindo citocinas, quimiocinas, aminas
biogénicas e eicosanoides, induzem alteracdes em diversos processos bioldgicos,
variando de repostas vasculares locais a altera¢des da temperatura corporal.

Como o sistema imune € o principal contribuidor para a inflamacéo, as células
imunes (macrofagos, células dendriticas, mastocitos, neutréfilos e linfocitos) tém
papel importante nas respostas inflamatérias (Amin et al., 2012; Andersson et al.,
2016). No entanto, células ndo imunes, como as células epiteliais, endoteliais e
fibroblastos, também contribuem para o processo (Haj-Salem et al.,2018; Mitchell et
al., 2017; Semlali et al., 2010; Shoda et al., 2016). De acordo com a natureza do
estimulo, as vias inflamatdrias e os tecidos-alvo variam significativamente.

Na asma alérgica, h& associacdo com inflamacao eosinofilica nas vias aéreas
(Lu et al., 2010) caracterizada por sensibilizacdo e resposta imune mediada por
linfocitos T helper 2 (Th2). A diferenciacdo Th2 requer a cooperacdo de varios
fatores promotores, incluindo moléculas co-estimulatérias e citocinas expressas por
células dendriticas e inflamatorias. Os mediadores pro-inflamatérios derivados dos
eosindfilos sdo os principais responsaveis pelos aspectos inflamatorios na asma,
como: lesdo e perda de células epiteliais das vias aéreas, disfuncédo dos receptores
colinérgicos das vias aéreas, hiperresponsividade brénquica, hipersecrecdo de muco
e remodelamento das vias aéreas, caracterizado por fibrose e deposicdo de
colageno (Kay, 2005; Watt et al., 2005; Kanda et al., 2009; Walsh, 2010).

A interacdo entre o epitélio das vias aéreas e o meio ambiente, é crucial para
a patobiologia da asma, pois as células epiteliais iniciam a resposta ao alérgeno ou
patogenos resultando na ativacéo de respostas imune que induzem a expressao de
interleucina-33 (IL-33), interleucina-25 (IL-25) e linfopoietina estromal timica (TSLP),
que sensibilizam e estimulam a maturagédo de células dendriticas (DCs) e aumentam
o recrutamento de células Th2 efetoras (Papazian et al., 2014; Oh et al., 2013). As
células epiteliais das vias aéreas expressam receptores tipo Toll (TLR) (Davis et al.,

2014), presentes também, em outras células como macrofagos, mastocitos,
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eosindfilos e DCs. Nestas, a sinalizacdo via TLR induz a expressdo de moléculas co-
estimulatdrias e citocinas que também inicia o desenvolvimento de resposta imune
especifica.

As DCs desempenham um papel importante na ativacdo do sistema imune
devido sua excepcional capacidade para apresentar antigenos aos linfécitos T naive
(Guermonprez et al., 2002). A polarizacao dos linfocitos T CD4+ em células Thl e
Th2 depende do estimulo do meio ambiente local. A polarizagdo em Thl é um
processo mediado por um mecanismo dependente de signal transducional-activated
transcription 1 (STAT-1) e fator de transcricdo génica T-bet (Ma et al., 2010; Neurath
et al., 2002). Por sua vez, a polarizacdo em células Th2 envolve STAT-6 e ativacéo
de fatores de transcricdo, incluindo proteina de ligagdo ao GATA (GATA-3), fator
nuclear de células T ativadas e (NFATc) e proto-oncogene c-MAF (Maier et al., 2012;
Umetsu et al., 2002).

Para desencadear a resposta imune, a internalizacdo do alérgeno é facilitada
por receptores de alta afinidade ligados a IgE (FeRI) presentes nas células
dendriticas (Kitamura et al., 2007), onde é processado pela catepsina S e 0s
peptideos resultantes sdo direcionados para o complexo principal de
histocompatibilidade classe Il (MHC Il), formando o complexo antigeno-MHC Il que é
apresentado na superficie das APCs. Este complexo interage com receptores
antigeno-especificos nos linfocitos T, que sdo ativados por moléculas co-
estimuladoras (CD80, CD86, CD40) (Croft, Dubey, 2017; Mellman et al., 2001).

As células T migram para as vias aéreas sob a influéncia de quimiocinas
(CCL11, CCL24, CCL26, CCL7, CCL13, CCL17 e CCL22) (Garcia et al. 2005;
Kallinich et al.2005) e induzem a producéo de citocinas (IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-9, IL-
13) e do fator estimulante de colénia de macréfago/granulécito (GM-CSF). Essas
citocinas recrutam células efetoras secundarias como macréfagos, basdfilos e
eosindfilos para o sitio inflamatério onde elas sdo sensibilizadas e ativadas
promovendo a secrecdo de mediadores, leucocitose e producéo de IgE (Kay, 2006;
Ryu et al., 2006; Yang et al., 2017).

A IL-5 e IL-13 recrutam e ativam eosinofilos promovendo seu influxo via
fatores de transcricdo GATA-1, GATA-2, PU.1 e C/EBPs (McNagny et al., 1998;
McNagny & Graf, 2002; Yu et al., 2002). O primeiro estagio € a mobilizacado de
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células da medula 6ssea (MO) regulada principalmente pela IL-5 e quimiocinas
(RANTES/CCL5S e eotaxina), enquanto IL-4 e IL-13 regulam a transmigracdo dos
eosindfilos do leito vascular para os compartimentos teciduais, pelo aumento da
responsividade a quimiotaxia, degranulagcéo e producéo de citocinas (Fulkerson and
Rothenberg, 2013; Wen et al., 2013).

Os eosindfilos fluem pela corrente sanguinea e rolam até o endotélio vascular
brénquico, onde ocorrem interacdes especificas entre as integrinas presentes em
sua superficie (molécula de adesédo tardio antigeno 4; VLA-4; CD49d/CD29; a4f1) e
0s receptores de adesdo na superficie do endotélio, a molécula de adesao célula
vascular 1 (VCAM-1). Essa interacao é regulada pela IL-13, que aumenta a adesao
dos eosinofilos ao endotélio e este pode ser o mecanismo pelo qual a IL-13 promove
0 extravasamento de eosinodfilos para as vias aéreas de asmaticos (Rifas, Cheng,
2003).

O recrutamento de neutrdéfilos induzido por alérgeno pode contribuir para a
sensibilizacdo e inflamacdo alérgica, indicando que estas células tém efeitos
adicionais que regulam as respostas inata e adaptativa (Mantovani et al., 2011),
induzindo uma resposta inflamatéria que consiste em recrutar neutréfilos para as
vias aéreas (Boldogh et al., 2005; Lommatzsch et al., 2006).

A regulacdo da migracdo e infiltracdo de neutrofilos na asma € direcionada
pela interleucina-8 (IL-8) e o recrutamento induzido por esta quimiocina aumenta a
liberacdo de O2, metaloproteinase de matriz 9 (MMP9), leucotrieno -4 (LTB-4) e fator
ativador de plaquetas (PAF). Esses fatores resultam no movimento transmural e
acumulo de eosindfilos nas vias aéreas (Nakagome et al., 2012).

Na etapa inicial, ocorre a interacdo transitéria entre P e E-selectinas do
endotélio e a glicoproteina ligante da P-selectina (PSGL-1) presente nos neutrofilos
gue promove a captura da célula circulante para a parede do vaso. O neutréfilo
possui em sua superficie 0 antigeno associado a func¢do leucocitaria (LFA-1) que
interage com a molécula de adeséao intercelular 2 (ICAM-2). Essa interacao ativa
varias quinases incluindo a tirosina quinase do baco (Syk), fosfoinositideo-3 quinase
(PI3K) e a proteina quinase ativada por mitdbgeno p38 que levam a ativacdo de

integrina e adesao firme.
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Posteriormente, a ligacdo LFA-1/ICAM-2 é substituida pela interacdo entre
antigeno macrofagio-1 (MAC-1, CD11b/CD18) / ICAM-1 (CD54). Os neutrofilos
podem migrar através da barreira das células endoteliais por duas vias: a via
paracelular (entre jungdes endoteliais) e transcelular (passando pelo citoplasma das
células endoteliais) (Vestweber, 2012; Woodfin et al., 2010). Ambas as vias
dependem de interacdes hemofilicas entre moléculas de adesdo, como a molécula
de adesdo plaqueta-célula endotelial 1 (PECAM-1, CD31) e CD99, que séo
expressas tanto no endotélio quanto nos leucécitos (Carman, et al., 2008; Lou et al.,
2007; Schenkel et al.,2007;). Outras moléculas, como moléculas de adesao juncional
(JAM-A, JAM-B e JAM-C), também desempenham papéis essenciais na

transmigracdo por meio de interagcdes com a integrina Mac-1.

1.2 Remodelamento das vias aéreas

A avaliacdo do remodelamento das vias aéreas em humanos e em modelos
animais, baseiam-se em andlises histoldgicas por meio de fluorescéncia, técnicas
immunohistoquimicas, microscopia eletrénica. O remodelamento € geralmente
definido como mudancas na composicao, distribuicdo, espessura, massa ou volume
e/ ou numero de componentes estruturais observados nas vias aéreas de individuos
asmaticos comparados com individuos saudaveis (Bai 2010; Bergeron et al., 2009;
Hirota, Martin 2013).

Essas alteracfes referem-se a varios tecidos como o epitélio das vias aéreas,
tecido intersticial peribrébnquico, células da camada muscular lisa e vasculatura
bronquica (Busse, 2010; Dilasser et al., 2018; Shoda et al., 2016). Essas
modificacdes sdo as principais causas dos sintomas associados a diminuicdo da
funcdo pulmonar (Busse, 2010; Hartley et al., 2015; Malmstrom et al., 2015).

O epitélio das brébnquico, € mais do que uma barreira fisica. Ele mantém a
homeostase tecidual, mas quando a barreira imunologica é ativada, leva a uma
resposta inflamatéria aguda que pode se tornar patoldgica face a uma ativacao
cronica. Fatores de crescimento como o fator transformador de crescimento 3 (TGF-
B) ou o fator de crescimento epidermal (EGF) passam por uma transicdo epitelial-

mesenquimal (EMT) que leva a diminuicdo de tight junctions e ao aumento da
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expressdo de MMPs e componente da matriz extracelular (Doerner et al., 2009;
Hackett et al., 2009).

O TGF- B é uma citocina produzida por varias células pulmonares incluindo
células epiteliais, macréfagos, fibroblastos, linfocitos e eosindfilos. Ele induz a
expressao de a-actina pelo fibroblasto e dessa forma, assume o fendtipo de
miofibroblasto. Alem disso, estimula a expressao e secrecao de proteinas da ECM
que inibem sua degradacéo. O nivel elevado de TGF- B resulta no excesso de tecido
fibroso e dessa forma, compromete a fungédo do orgado e esta relacionada a fibrose
subepitelial, aumento do numero de fibroblastos nas vias aéreas e com a gravidade
da doenca (Flooge-Page et al., 2003; Kumar et al., 2004).

A espessura da parede das vias aéreas tem sido relacionada a gravidade da
asma, considerando-se que em casos fatais, a espessura esta aumentada até 230%
gquando comparada a individuos saudaveis e 150% em casos ndo fatais. As
mudancas na espessura resultam das alteracdes de células epiteliais, fibrose
subepitelial, aumento da camada muscular e de vascularizacdo. O espessamento
parece se correlacionar com a hiperresponsividade bronquica (HB) a metacolina
(MCh).

Um dos fatores mais importantes relacionados a hiperresponsividade
brénquica in vivo e in vitro e também a gravidade da asma, € o aumento da massa
das células musculares lisas bronquicas (MLB) (James et al., 2012, Yick et al., 2012;
Gosens, Grainge, 2015). Esse aumento pode resultar de hiperplasia (aumento no
namero de midcitos) ou de hipertrofia (aumento no tamanho do midcito), bem como
da diferenciacdo e migracao de miofibroblastos (Bara et al. 2010).

A hiperplasia muscular estd correlacionada com o espessamento da
membrana basal reticular (MB) e eosinofilia, mas nédo neutrofilia (Wilson et al., 2013,
Elliot et al., 2015). Essas altera¢gfes incluem o aumento da deposi¢cdo de proteinas
da matriz extracelular (EMC) abaixo da membrana basal da camada muscular das
vias aéreas e contribuem para o estreitamento e reversibilidade incompleta da
obstrucao do fluxo das vias aéreas em pacientes com asma.

O principal componente com papel integral no aumento da massa do MBL das
vias aéreas de asmaticos, sdo 0 s mitdgenos. Os mitdgenos sdo substancias

guimicas que estimulam a divisdo celular e desencadeiam a mitose. Eles se ligam
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aos receptores de tirosina quinase (RTK), receptores acoplados a proteina G
(GPCR) e receptores de citocinas. Ha iniumeros mitogenos como: TGF-3, IL-18, IL-6,
tromboxanos, leucotrieno, fator de crescimento endotelial vascular (VEGF), entre
outros. A regulacdo da mitogénese ocorre primariamente via sinalizacdo PI3K e
ERK, que ativam fatores de transcricao.

O TGF-B, € produzido por varias células como macrofagos, fibroblastos,
linfécitos, células epiteliais e eosindfilos. Ele também é capaz de induzir a expressao
e secrec¢do de proteinas de ECM e inibir sua degradacao. Isso pode levar a fibrose.

As MMPs pertencem a uma familia de endopeptidases capazes de degradar
moléculas de ECM. E o equilibrio dinAmico entre MMP e seus inibidores, é o
determinante do remodelamento de ECM. Na asma, a molécula de metaloproteinase
mais importante € a MMP9 e seu inibidor, inibidor de metaloproteinase tecidual
(TIMP-1). A ativagédo do TGF- B é dependente de MMP9. Por esse motivo, niveis
elevados de MMP-9 podem estar relacionados a ativacdo de TGF- B e

consequentemente, a producéo de fibrose subeptelial.

1.3 Receptor toll daimunidade inata e inflamag¢&o pulmonar

As células e moléculas da resposta inata ndo possuem memoria; todavia,
reconhecem imediatamente estruturas comuns compartilhadas pela grande maioria
das ameacas, denominados padrdes moleculares associados a patégenos (PAMPS),
tais como LPS, residuos de manose, dentre outras encontradas na superficie de
microorganismos. Os PAMPs ativam a resposta imune inata, por interacdo com
diferentes receptores conhecidos como Receptores de Reconhecimento de Padrées
(RRP), dentre os quais estdo os receptores da familia tipo Toll-like (TLRs), cujo
mecanismo de interacdo relembra a reacdo antigeno e anticorpo (Vidya et al.,2018).

Os receptores TLRs pertencem a uma grande familia de proteinas
transmembrana do tipo 1, possuindo um dominio extracelular (ectodominio-ECD) e
cuja regidao C-terminal contem um dominio intracelular receptor Toll/IL-1 (TIR)
(Kawai, Akira, 2011). Estdo também amplamente distribuidos no interior de uma
variedade de células, particularmente, fagécitos como os macréfagos e os leucacitos
polimorfonucleares (PMN). Pelo menos 10 tipos de TLRs ja foram identificados em

seres humano, e 13 tipos foram identificados em camundongos.



23

Na membrana celular estdo expressos os tipos TLR1, TLR2, TLR4, TLR6 e
TLR11, enquanto no interior das células estdo os tipos TLR3, TLR7, TLR8, TLR9,
TLR11, TLR12 e TLR13 (Andrade et al., 2013; Vidya et al.,2018). As principais vias
de sinalizacdo dos TLRs dependem da ativacado da molécula adaptadora proteina 88
de resposta primaria de diferenciacdo mieloide (MyD88) ou da molécula adaptadora
contendo dominio TIR indutora de interferon B (IFN-B) (TRIF), que culmina na
ativacao do fator nuclear kappa B (NF-kB) e do fator de transcricdo regulador de
interferon do tipo 3 (IRF-3) que, subsequentemente, leva a génese de citocinas pro-
inflamatorias e do IFN-B (Hirotani et al., 2005). O IFN-B, por seu turno, apresenta
aspectos pro-inflamatérios, podendo exacerbar a inflamacdo mediada por células
Th1l7 (Axtell et al., 2011), bem como estimular a adeséo de eosindfilos a cultura de
células endoteliais de veia umbilical humana (HUVEC) (Kobayashi et al., 2008).

Os receptores toll 4 (TLR4) foram inicialmente reconhecidos pela capacidade
destes reconhecerem os PAMPs, mas atualmente sabe-se que essa sinalizacdo néo
é restrita aos PAMPs, e se estende a uma variedade de sinais e estimulos, incluindo
as proteinas de choque térmico [HSP] (Ohashi et al., 2000), marcadores de estresse
oxidativo, elastase de neutrofilos (Frantz et al., 2001; Gerahgty et al., 2007) a
fumaca do cigarro e outros poluentes como o material particulado (MP) presente na
PAA (Doz et al., 2008; 2009; Maes et al., 2006; Mercer et al., 2006; Woodward et
al., 2017; Zhang et al., 2006).

Classicamente, o LPS é reconhecido como um dos principais ligantes dos
TLR4, capaz de promover a dimerizacdo do receptor ou oligomerizacdo via ligacao
do LPS a proteina de diferenciacdo mieldide 2 (MD-2) (Saitoh et al., 2004). O
dominio intracelular do TLR4, na vigéncia do dimero ativado, recruta as moléculas
adaptadoras MyD88 e TRIF. Quando ativada, a via dependente de MyD88 estimula
a biossintese de alguns fatores de transcrigcdo, incluindo o fator NFkB e o fator de
transcricdo ativador de proteina (AP-1). Por sua vez, estes estimulam a biossintese
de citocinas inflamatorias, como o fator de necrose tumoral-alfa (TNF-a) e
interleucina-1B (IL-1B). A estimulacdo da via dependente de TRIF ativa o IRF-3, o
qual regula o INF-B e a proteina 10 induzivel por INF-y (Figura 4).

Alguns TLRs, incluindo o TRL4, podem ser ativados por ligantes enddgenos,

tais como as proteinas de choque térmico (HsP60, HsP70 e HsP90), fibrinogénio,
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proteina surfactante A, fibronectina, sulfato de heparina e elastase (Bulut et al.,
2002; Vabulas et al., 2002; Smiley et al., 2001; Guillot et al.,2002; Okamura et al.,
2001; Johnson et al., 2002).Esses receptores, exceto TLR3, também compartilham
mecanismos comuns de sinalizacdo via molécula MyD88, que também participa da
via de sinalizacéo de receptores para IL-1 (IL-1RI e IL-18R). Quando estimulados, os
TLRs recrutam MyD88 que, associada a quinase 4 associada ao receptor de
interleucina 1 (IRAK4), pode iniciar a ativagdo de outras moléculas como a IRAK1, o
fator 6 associado ao receptor do fator de necrose tumoral (TRAF 6) e o complexo
guinase ativada pelo TGF-B/quinase dependente de TGFB (TAK1/TAB) (Figura 4).
Essas moléculas fosforilam outras proteinas, como a proteina quinase ativada por
mitégeno/ quinase regulada por sinal extracelular 1 e 2 (MAP/ERK1/2 - MEK1/2),
MAP quinase quinase 3/6 (MKK 3/6), complexo | Kappa B quinase (IKK), levando
consequentemente a ativacdo das quinases p38, JUN N-terminal quinase (JNK) e
NF-kB e proteina de ligacdo ao elemento responsivo a AMPc (CREB) e, também, do
AP-1 (Arthur, Ley, 2013; Li et al., 2010).

O mecanismo de ativacao e sinalizacao alternativo para o TLR4 é dependente
da ativacdo da molécula adaptadora contendo dominio TIR (TIRAP), que também
resulta na ativacdo do NF-kB, da p38, JNK e da ERK (Newton, Dixit, 2012). A
ativacdo do TLR4 pode ainda ocorrer independentemente da via de MyD88, via
TRIF, levando a ativacdo IRF-3 e NF-kB (O’neil e Bowie, 2007), conhecido indutores
da transcricdo de genes para as citocinas pré-inflamatérias TNF-a, IL-1pB, IL-6, IL-8,
IL-12. (Figura 1; Kuzmich et al., 2017).
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Figura 1: Vias de sinalizagéo TLR4.
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As principais vias de sinalizacdo dos receptores TLR4 pelo LPS envolvem o recrutamento das
moléculas adaptadoras MyD88 e TRIF. Mecanismo de transduc¢éo de sinal pelo TLR4: o LPS néo se
liga diretamente ao TLR4, mas a proteina adaptadora MD-2 que reconhece e liga-se diretamente a
parte lipofilica do LPS (lipideo A) formando um complexo que se associa ndo-covalentemente ao
TLR4 para formar o heterodimero ativado (LPS/MD-2/TLR4)2. Este, por sua vez, inicia a sinalizagao
intracelular. A interacdo com os adaptadores via TRIF ou MyD88 leva a ativacao de NFkB e IRF3.
Chaves: MD-2 =proteina de diferenciacdo mieldide 2, TIRAP = proteina adaptadora contendo
dominio TIR, TRIF = proteina adaptadora contendo dominio TIR indutora de interferon-B, TRAM =
molecula adaptadora relacionada ao TRIF, IRF3 = fator de transcri¢cdo regulador de interferon do tipo
3, NFkB = fator nuclear kB fator de transcricdo, AP-1 = fator ativador de proteina, IRAK4 = quinase 4
associada ao receptor de interleucina 1, TRAF = fator associado ao receptor do fator de necrose
tumoral, TAK1/TAB = quinase ativada pelo fator de transformacdo de crescimento (/quinase
dependente de TGFB, MAPKs = proteina quinase ativada por mitdégeno, IKK = complexo | Kappa B
quinase, CREB = proteina de ligacdo ao elemento responsivo a AMPc (Adaptado de Kuzmich et al.,
2017)
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Em mamiferos, a familia do NFKB compreende cinco fatores de transcricéo
intimamente relacionados, que atuam como homodimeros ou heterodimeros:
p50/p105 (NF-kB1), p52/100 (NF-kB2), RelA (p65), c-Rel e RelB (Hayden e Ghosh,
2004, 2008). Em comum, os cinco membros compartiiham um dominio homdologo
Rel (RHD), responsavel pela dimerizacéo, translocacéo nuclear, ligacdo ao DNA e,
também, pela interacdo com os inibidores de NFkB. Os fatores RelA (p65), c-Rel e
RelB possuem também dominios de transativacdo na regido C-terminal. Dentre as
principais fungbes desses fatores, esta bem estabelecido que o NFkB regula
respostas imune e inflamatdria, desenvolvimento, proliferacdo e sobrevivéncia
celular frente a estimulos pré-inflamatérios, como as citocinas (Hayden e Ghosh,
2004, 2008).

Dados epidemioldgicos, genéticos, clinicos e experimentais indicam o
potencial para o TLR4 iniciar ou exacerbar doencas alérgicas das vias aéreas
(Simpson, Martinez, 2010; Zhu e tal, 2010). A prevaléncia da asma e alergias
aumentou durante as décadas passadas e estudos epidemioldgicos demonstram a
ligacdo entre a rapida urbanizacdo e industrializacdo e doencas repiratorias devido
ao aumento da poluicéo do ar e exposicao da populacdo (He et al., 2017; Postma et
al., 2017). O MP é um dos principais poluentes do ar e pode atuar como ligante dos
TLR, modificando sua responsividade a outros ligantes e também a natureza do

efeito inflamatério.

1.4 Poluicédo atmosférica e epidemiologia

De acordo com a Agéncia de Protecdo Ambiental (EPA), o ar ambiente é
definido como aquele ar (porcdo da atmosfera) exterior aos edificios em que o0s
seres humanos e outros organismos em geral respiram ou tém acesso. Por sua vez,
quando essa qualidade do ar é alterada por concentracdes altas de substancias
contaminantes (poluentes atmosféricos) em relacdo ao do ambiente normal
(atmosfera limpa), aléem da saude humana, todos os tipos de ecossistemas tornam-
se vulneraveis aos seus efeitos (Lovett et al., 2009, Dirnbéck et al., 2017, Li et al.,
2017).
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Estudos sistematicos de Carga de Doenca Global (Global Burden of Disease
Study, GDB, 2017), mostram que em 2016, a poluicdo do ar atmosférico (PAA) foi
responsavel por promover, aproximademente, 4,1 milh6es de mortes resultantes,
principalmente, de complicagdes com doengas que afetam o sistema cardiovascular
(72%) e, em torno de 28% daquelas associadas as doencas do aparelho
respiratorio, tais como as patologias infecciosas do aparelho respiratorio inferior,
doenca pulmonar obstrutiva crénica (COPD) e o cancer de pulméo (Figura 2,
adaptada WHO, 2016). Essa magnitude vem superando as mortes causadas
alcoolismo (2,3 milhdes), acidentes de transito (4,1 milhdes) e desnutricdo materna e
infantil (1,4 milhdes) , indicando que, atualmente, a poluicdo do ar ambiente (PAA)
representa um dos principais riscos a sautde humana a qual, paralelamente, onera o

sistema publico de saude (HEI, 2018).

Figura 2: Obitos atribuidos a poluicdo do ar ambiente (PAA) global no ano de 2016
com base em doencas cardiovasculares e pulmonares
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O valor em % representa a fracdo de Obitos para cada doenga com base no total (100%) de 6bitos
atribuidos a PAA (4,2 milh&es de individuos). Adaptada do relatério da organizacdo mundial da saude
publicado em 2016. WHO, 2016. ALRI=doenca infecciosas do aparelho respiratério inferior, lung
cancer= cancer de pulméo, COPD= doenca pulmonar obstrutiva crénica, stroke= acidente vascular,
IHD= isquemia cardiaca.

De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude (OMS, 2016), uma grande
porcentagem de vitimas (88%) reside em paises de baixa e média renda, que
representam 82% da populagdo mundial. Nas regides do Pacifico Ocidental e do
Sudeste Asiatico, 1,67 milhdes e 936.000 mil dbitos, respectivamente, associados a

PAA foram registrados, liderando assim o ranque das regibes mais afetadas pelos
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efeitos fatais da PAA. As regides do Mediterraneo Oriental registraram 236.000
casos de Obitos relacionados a PAA, enquanto nos paises em desenvolvimento da
Europa, Africa e Américas, os registros de obitos relacionados a PAA totalizaram
200.000, 176.000 e 58.000, respectivamente. Apesar do maior rigor no controle da
poluicdo ambiental, os paises mais ricos da Europa, Américas, Pacifico Ocidental e
Mediterraneo Oriental também registraram elevado nimero de 6bitos associados a
PAA, a saber: 280.000, 94.000, 67.000 e 14.000, respectivamente (OMS, 2014).
Acrescenta-se ainda a essa estatistica, o registro de Obitos na populagéo rural
afetada pela PAA, que previamente ndo era considerada. Compete ressaltar que o
aumento global de 6bitos resultantes dos efeitos toxicos da PAA no ano de 2012 em
relacdo a estimativa (1,3 milhdes de 6bitos) divulgada pela OMS, em 2008, se deve,
principalmente, as formas de medidas mais efetivas disponiveis atualmente, que
determinam a relacdo entre a exposi¢cao ao PAA e o impacto na saude, além do uso
de funcdes integradas de exposicao e respostas.

No que tange ao dimorfismo sexual e o impacto da PAA, as analises global de
Obitos relacionados as doencas decorrentes da PAA revelam que os homens (> 25
anos) sdo mais afetados do que as mulheres da mesma idade e as criangas com
idade < 5 anos de idade (Global Burden of Diseases 2013, Lim et al., 2012; OMS,
2014).

Os ecossistemas em todo o planeta estdo expostos a niveis criticos de PAA
gerada, principalmente, por atividades humana, como a geracdo de energia,
agricultura, o crescimento populacional e as mudancas nos padrées de consumo.
Esta bem estabelecido que os PAA podem ser liberadas de fontes naturais e
antropogénicas (produzidas pelo homem), como a queima de combustiveis fésseis,
dentre outras. Classificam-se , majoritariamente, em trés categorias: material
particulado suspenso (MP), poluentes gasosos (gases e vapores) e poluentes
odoriferos. Por seu turno, o MP suspenso no ar compreende trés tamanhos:
particulas grossas MP1o (> 2.5 um) “toracicas”, que penetram no trato respiratério
inferior, as particulas finas MP,5 (< 2.5 ym) “respiraveis”, comumente liberadas por
exaustao de motores a diesel (PED), queima/cinzas de carvao, poeiras minerais (ex.:
amianto, calcéario, cimento), dentre outros, capazes de alcancar regides de trocas

gasosas pulmonares. As particulas ultrafinas (MP< 0.1 pm), por sua vez, podem se
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translocar das vias aéreas para outros compartimentos, via circulacdo sistémica, a
como o trato urinario, tireoide e glandulas salivares e outros locais distantes
(Nemmar et al., 2002, Oberdorster et al., 2009, Terzano et al., 2010, Li et al., 2015,
Hopkins et al., 2018).

Os PAA gasosos compreendem compostos de enxofre (ex.: didxido de
enxofre [SO,]), azoto (ex.: oxido nitrico [NQ]), orgéanicos (ex.: hidrocarbonetos [HC],
organicos volateis [VOC] e aromaticos policiclicos [HAP]). Os compostos de enxofre,
tais como o sulfeto de hidrogénio (H.S), o dissulfeto de carbono (CS,) e os
mercaptanos constituem os agentes odoriferos mais conhecidos. A composi¢ao de
PAA varia de acordo com a fonte de emissao e de fatores ambientais, tais como as
condicBes meteoroldgicas, os dias da semana, atividades industrial e a densidade
do trafego dos veiculos automotores (Miller et al., 2012). Ainda, a abrangéncia da
PAA depende da distribuicdo e localizacdo geografica da fonte de emisséo, bem
como do ty, vida deste, podendo ocorrer em escala local (fluoreto de hidrogénio),
urbana (6xidos de nitrogénio e CO), regional (particulas finas e O3) ou hemisférica e
global (CO,, NO e CH30H).

1.5 Material particulado e o efeito biolégico do contaminante eletrofilico 1,2-
naftoquinona

Dentre as principais fontes emissoras urbanas do MP, estdo a queima de
combustivel de fontes moveis (veiculos) e estacionérias (industrias). O MP além da
sua heterogeneidade (MPg .10 ym), atua como verdadeiros “vetores” de substancias
guimicas poluentes e materiais biolégicos (microrganismos e alérgenos; Sandstrom
et al., 2005, Oravisjarv et al., 2014; Popovicheva et al., 2014). Particularmente, o
MP>5 (fino) liberado pela queima do diesel (PED; 20%) constitui um dos agentes
mais danosos (Aphekom et al., 2011, WHO, 2013b), pois atua como vetor de mais
de cem substancias organicas e inorganicas, metais, nitrato e outros elementos
(Riva et al., 2011, Bates et al., 2015, Karavalakis et al., 2017). Ainda, a presenca de
nucleos carb6nicos na composicdo das PED, favorece a adsorcdo de substancias
carcinogénicas, como o Oxido de nitrogénio, monoxido de carbono, aldeidos e as
quinonas. Vale ressaltar que a alta volatilidade das quinonas, favorece toxicidade

seletiva para as vias respiratorias (Lin et al. 2005, Lyu et al., 2018).
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Nesse contexto, 0s estudos experimentais (in vivo e in vitro) mostram que a
exposicdo (aguda ou crbnica) ao MP eliminado da combustdo do diesel (PED)
aumenta a morbidade e a co-morbidade de doencas respiratorias, como a fibrose
pulmonar, alveolite crbnica, rea¢cfes alérgicas e o cancer de pulméo ( Chang et al.,
2004; Nikasinovic et al., 2004; Takizawa, 2004; Mauderly, 2010; Hazari et al., 2011,
Wagner et al., 2012, Leiva et al., 2013). Assim, baseado em estudos de saude
ocupacional a Agéncia Internacional para Pesquisa do Cancer (IARC) re-classificou
o DEP como carcinogénico para humanos (IARC, 2012, 2013).

Em termos mecanisticos, os efeitos adversos das PED sobre os distarbios
pulmonares se devem, em parte, a geracdo de espécies reativas que,
consequentemente, induz ao dano celular causado por estresse oxidativo (Miura et
a., 2011, Shang et al.,, 2014, Bates et al, 2015). Outros postulam que as acodes
toxicas das PED sé&o altamente influenciadas pela presenca de substancias aderidas
a superficie do MP, particularmente as substancias organicas (Benbrahim-Tallaa et
al., 2012, Wierzbicka, et al., 2014). Destacam-se nessa classe, as naftoquinonas,
derivadas do naftaleno (Figura 2; adaptada: Kumagai et al., 2012), o hidrocarboneto
aromatico polinuclear (HAP) simples e mais volatil, formado por dois anéis benzeno
e amplamente distribuido na natureza.

A exposicao ambiental as naftoquinonas € muito comum, pois a exposi¢cao ao
seu precursor € significativa, uma vez que o naftaleno corresponde a mais de 99%
da massa total de HAP presente na atmosfera e sdo componentes da PAA oriundas
da engenharia de veiculos pela queima incompleta de combustiveis fosseis, (ex.:
petréleo), fumaca do cigarro e queima de biomassa (Kautzman et al., 2010,
Vojtisek-Lom et al., 2015, Vu et al., 2015, Weichenthal et al., 2017). Vale ressaltar
gue o naftaleno encontra-se na lista dos 16 HPAs prioritarios da Agéncia de
Protecdo Ambiental dos Estados Unidos (US Environmental Protection Agency, US
EPA, 2005), sendo ainda considerado um dos principais responsaveis pela
carcinogénese dos fumantes, conforme relatos da Agéncia Internacional para
Pesquisa do Cancer (Grupo 2B, International Agency for Research on Cancer -
IARC) (IARC, 2002, IARC, 2010).

O metabolismo do naftaleno resulta em duas formas isoméricas de

substancias altamentente reativas: 1,4-naftoquinonas (1,4-NQ) e 1,2-naftoquinonas
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(1,2-NQ) que sé@o associadas aos efeitos toxicos do naftaleno. A formacao
atmosférica das quinonas pode ocorrer via oxidacdo dos HAPs adsorvidos na
superficie do MP pelo ozénio. Dessa forma forma, niveis da 1,2-NQ sao detectadas
em amostras de MP (Cho et al.,, 2004, Delgado-Saborit et al., 2013, Sousa et al,
2015, Verma et al., 2015).

A primeira etapa do metabolismo do naftaleno (Figura 3, Kumagai et al, 2012),
via citocromo P450, resulta na formacao do 1,2-epo6xido, ,substancia instavel em pH
fisiolégico, capaz de reagir com a glutationa, formando conjugados ou pode ser
convertida aos metabdlitos 1-naftol (via isomerizacdo quimica) ou trans-1,2-
diidréxido-1,2-diidronaftaleno (1,2-DDN) via epoxido hidrolase. Estes produtos
podem ser oxidados metabolicamente a 1,2-diidroxinaftaleno (1,2-DHN) ou ao seu
produto oxidado eletrofilico, 1,2-NQ. A 1,2-NQ por sua vez, forma adutos
depurinantes (1,2-DHN-1-N3Ade e 1,2-DHN-1-N7Gua) apds sua reacdo com o DNA
gue constitui 0 mecanismo de iniciacdo do cancer (DeStefano et al., 2010; Saeed et
al., 2007, 2009). O 1,2-di-hidroxinaftaleno e metabdlitos conjugados sdo excretados
na urina como glucuronideos. Os conjugados de glutationa e de cisteina séo

excretados na bilis.
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Figura 3: Ativacdo metabdlica do naftaleno a 1,2-NQ
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multidroga; NQO1: NAD(P)H quinona oxidoredutase 1; Nrf2: fator eritréide nuclear 2
relacionado ao fator 2; P450R: citocromo P450 redutase; UGT: uridina 5'-difosfo-
glucuronosiltransferase. Adaptada de Kumagai et al.,2012.
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Achados prévios deste grupo mostram que a co-administracdo, pela via intra-
traqueal (i.tr.), da 1,2-NQ com baixas doses da PED, causou potente inflamacé&o
neurogénica nas vias aéreas inferiores (traqueia e brénquios) de ratos, comparado
com o efeito desses poluentes administrados isoladamente, via mecanismo
dependente da ativacdo de canais receptores de potencial transitério vaniloide
(TRPV1) presentes em fibras sensoriais C, que inervam as vias respiratorias que,
leva a subsequente liberacdo de neuropeptidios, como a substancia P (Teles et al.,
2010). Previamente, Kikuno e colaboradores (2006) observaram que a aplicacdo da
1,2-NQ em traqueia isolada de cobaia in vitro, induziu contragdo nessa estrutura, via
mecanismo dependente da fosforilacdo de proteinas tirosina quinase (PTKs), que
subsequentemente causa transativacdo do receptor de Fator de Crescimento
Epidérmico (EGFR). Esse receptor, quando ativado, estimula vias de sinalizagdo do
TRPV1 presentes em fibras C, além de ativar as enzimas fosfolipase A, (PLA,) e a
lipoxigenase (LO), que contribuem para elevar a [Ca®*']. De forma mecanistica
semelhante, outro estudo em cultura de células de linhagem humana (A431),
transfectada com a enzima [(-galactosidase lacZ (pcDNA/His-lacZ), usada como
gene reporter, ou com a proteina tirosina fosfatase 1B [PTP1B] (pcDNA/His-PTP1B),
demonstrou que a adicdo da 1,2-NQ nessa cultura, promoveu transativacéo
persistente do receptor EGFR, possivelmente via inativacdo irreversivel da PTP1B
(wamamoto et al., 2007). Em varias culturas de células comuns ao aparelho
respiratorio (ex.: macréfagos alveolares, linhagem celular murino [RAW 264.7],
células epiteliais pulmonares [Il A549, humana (THP-1]), a adicdo da 1,2-NQ, 2-
metil-1,4-NQ e outras quinonas promoveu nessas células, estresse oxidativo e
apoptose (Miura et al., 2011; Shang et al., 2013; Shimada et al., 2012).

Mais recentemente, outros estudos do grupo revelaram susceptibilidade
diferencial conforme a idade (neonato vs. adulto) e sexo (dimorfismo sexual) para os
efeitos deletérios da exposicdo ao poluente 1,2-NQ sobre as vias aéreas. De acordo
com Florenzano e colaboradores (2017), a exposicdo inalatoria precoce (fase
neonatal) de camundongos machos e fémeas ao poluente 1,2-NQ promoveu maior
susceptibilidade a inflamacé&o alérgica pulmonar em camundongos machos na fase
juvenil comparado ao respectivo grupo de fémeas expostas ao mesmo tratamento.

Nos camundongos machos, esta inflamacéo foi caracterizada pelo maior infiltrado de
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eosindfilos no parénquima e lavado broncoalveolar (LBA), maior concentracdo de
citocinas Th2 (IL-4 e IL-5), supressdo das defesas antioxidantes e ativacado dos
canais receptores de potencial transitério com repeticdes de anquirina (TRPAL),
reforcando assim o possivel dimorfismo sexual ao impacto da 1,2-NQ e o papel dos
TRP como potencial alvo do PAA 1,2-NQ e/ou das EROs formadas por estes
(Deering-Rice et al., 2011, 2016).

Segundo achados parcialmente publicados do grupo por Santos e
colaboradores (2014a,b), a exposicéo (inalatéria) aguda de camundongos C57BL/6
adultos e neonatos ao poluente 1,2-NQ potencializou a inflamacéo alérgica pulmonar
somente no grupo de animais adultos expostos ao poluente na fase neonatal,
indicando que o0s neonatos apresentam maior risco de complicacdes respiratorias
dependentes desse PAA. Ainda, segundo os autores, essa exacerbacdo da
inflamacdo alérgica foi caracterizada por intensa eosinofilia no LBA associada a
elevada concentracdo pulmonar de LTBy,, resposta humoral (IgE), maior expresséo
do PDL-1 e dos fatores de transcricdo (GATA3, T-bet), da populacédo de células T
CD8", além de estimular a translocagdo nuclear da subunidade p50 do NF-kB, e a
expressdo proteica da HSP70, descrito previamente como ligante dos TLR. Os
autores concluiram que essa resposta pulmonar evocada pela 1,2-NQ é também
regulada por ativacdo direta e indreta dos receptores de resposta imune inata TLR4.
Outras evidéncias reforcam os resultados do grupo e sugerem que a amplificacéo de
genes que codificam os TLR4 frente ao PAA, regula também o reconhecimento da
resposta imune inata (inflamacao), reforcando assim a importancia do TLR4 como
alvo regulador das altera¢cdes da funcéo respiratéria promovidas pela PAA (Vawda et
al., 2014).

Em contrapartida, estudos do grupo do Prof. Kumagai (Inoue et al., 2007a)
sugerem que a exposicdo de camundongos ICR adultos a naftoquinona ou
fenantraquinona potencializa, de forma dose-dependente, a inflamacgdo pulmonar
alérgica, concomitantemente com o aumento da expressao local de citocinas Th2
(IL-4, IL-5), eotaxina e proteina quimiotatica de macrofagos-1 (MCP-1). Ainda, em
baixas doses a hidroquinona (HQ), metabolito toxico do benzeno comum na fumaca
de cigarro, afeta a funcdo de neutrdfilos circulantes, suprimindo assim a resposta

imune inata a génese de mediadores inflamatorios (ex.: citocinas) frente a injecéo de
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lipopolissacarideos (LPS) ou a infeccdo bacteriana, via mecanismo regulado pela
supressdo da translocacdo nuclear do NF-kB, independentemente de efeito
apoptotico ou de mecanismos de sinalizagdo regulados por TLR4 (Hebeda et al.,
2012; Shimada et al., 2012). Em ratos, a exposi¢ao por via inalatéria a HQ (12,5-50
ppm durante 1h por cinco dias) também aumentou a expressao de integrinas (B2 e
B3) e da molécula glicoproteica PECAM-1 (CD31) em neutrofilos (Ribeiro et al.,
2011).

2 JUSTIFICATIVA DESTE ESTUDO

O impacto da poluicdo atmosférica, particularmente das PED, na saude
humana, associados aos achados prévios do grupo e de outros poucos vem
demonstrando que o contaminante quimico das PED, a 1,2-NQ, pode representar
um dos principais PAA, capaz de promover aumento de susceptibilidade a
inflamacgé&o alergica pulmonar e outros efeitos lesivos,

Apesar da 1,2-NQ possuir propriedades quimicas de interesse toxicoldgico,
como a geracdo de espécies reativas de oxigénio (EROS), favorecimento de
ligagbes covalentes com proteinas nucleofilicas (ex.: cisteina, histidina e lisina) e
inativacao de proteinas celulares (Endo et al., 2011, Kumagai et al., 2002), as acdes
adersas desse PAA na saude ainda € pouco explorada.

Em vista disto, esta proposta conta com apelo translacional, pois visa
estabelecer/validar in vitro em linhagem celular humana (HUVEC) se a exacerbacéo
da inflamagé&o alérgica pulmonar em camundongos, oriunda da exposicdo na fase
neonatal ao poluente ambiental 1,2-NQ, afeta os mecanismos de adesdo e
guimiotaxia de eosinofilos e neutrofilos (do sangue de voluntarios sadios) ao
endotélio (HUVEC).

Acredita-se ser pertinente aprofundar esse conhecimento, uma vez que
resultados prévios do grupo (e outros) sugerem que os TLR4 atuam como elos
criticos nos efeitos deletérios da 1,2-NQ no sistema imune inato de roedores e,
assim, representam potenciais alvos farmacologicos para o controle de doencas

inflamatorias associadas a exposi¢cédo aos poluentes ambientais, como as quinonas.
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3 OBJETIVOS E ESTRATEGIAS PARA ALCANCA-LOS

1.

3.

Avaliar comparativamente os efeitos causados pela exposicdo na fase
neonatal ao poluente 1,2-NQ camundongos selvagens C57BL/6, na fase
adulta, sobre a mecanica respiratéria

Caracterizar o perfil (expresséo e funcionalidade) das moléculas de adesao
de superficie celular no pulmdo de camundongos adultos selvagens e
nocautes TLR4 expostos a 1,2-NQ na fase neonatal;

Avaliar o remodelamento no pulmdo de camundongos adultos selvagens e

nocautes TLR4 expostos a 1,2-NQ na fase neonatal

4. Averiguar a influéncia do poluente 1,2-NQ nas fun¢des (quimiotaxia e adeséo)

leuctocitos PMN (eosindfilos e neutrofilos) periféricos obtidos de

voluntarios sadios a cultura de HUVEC, bem como correlacionar o efeito com
a expressdo/geracdo de moléculas (quimiocinas/citocinas) envolvidas no
recrutamento de eosindfilos (ex.: eotaxina/fMLP);

Estratégias

1. A mecanica respiratéria foi avaliada quanto a alteracGes na resisténcia das

vias aéreas (Rn), resisténcia do tecido (G) e elastancia do parénquima

pulmonar(H).

. Para avaliar a expressdo das moleculas de adesdo no parénquima

pulmonar foi empregado técnicas de imunohistoquimica para identificar a
ICAM-1 (CD54), VCAM-1 (CD106) e PECAM (CD31)

. Para analise do remodelamento foram empregadas as técnicas de

imunohistoquimica (MMP9 e IL13) coloracbes especificas para
visualizagdo de muco (PAS-AB), deposicdo de fibras colagenas
(picrosirius red), analise morfomeétrica (H&E).

. A funcionalidade de PMN humano frente a 1,2-NQ foi avaliada pela

técnica de quimiotaxia in vivo e por WB para avaliar transcripcdo and

translacéo de genes e proteinas que codificam o receptor TLR4.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Etica em pesquisa: animais e seres humanos

Neste estudo foram realizados ensaios experimentais em modelo animal bem
como em material biologico obtido de seres humanos. Para tanto, os experimentos
em animais foram realizados mediante a aprovacdo pelo Comité de Etica em
Pesquisa Animal do Instituto de Ciéncias Biomédicas (ICB) da Universidade de Séo
Paulo, sob o protocolo niumero 48/2016. Os protocolos foram realizados de acordo
com as normas do Conselho Nacional de Controle de Experimentagdo Animal
(CONCEA).

Os experimentos realizados com o material humano (sangue) foram
aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos do Instituto de
Ciéncias Biomédicas (CEPSH/ICB) da Universidade de S&o Paulo, sob o protocolo
ndamero 1200/CEPSH.

4.2 Ensaios em modelo animal

4.2.1 Animais e exposig¢ao ao poluente 1,2-NQ

Foram utilizados camundongos machos C57BL/6 selvagens e nocautes para
receptores TLR4, de acordo com estudo prévio do grupo (Santos et al., 2014).

Grupos de camundongos C57BL/6 neonatos selvagens ou TLR4” foram
expostos, via inalatoria, a solugdo do poluente 1,2-NQ (100 nM, 10 mL; 15 min -10
ug/m® na camara) ou seu veiculo (0.001:0.001:99.998% DMSO:Tween:PBS) durante
3 dias alternados (6°, 8° e 10° dias de vida) (Figura 4) de forma randémica. Para isto,
no maximo, 4 a 5 camundongos neonatos foram colocados numa cuba de polietileno
hermeticamente fechada (area de 600 cm?) e acoplada ao inalador ultrassénico
(Mod. Respiramax - NS, Séo Paulo, Brasil) cuja capacidade de nebulizacéo é de 1
mL/min. ApOs cada exposicdo ao poluente ou veiculo, os animais foram colocados
nas caixas de origem em racks ventilados AL20, ALESCO, SP, Brasil) com as

respectivas maes em area especifica do laboratério até o periodo do desmame (22
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dias de vida), quando entdo foram separados por género em grupos de 4 a 5

animais e mantidos até a fase adulta.

4.2.2 Inducdo da inflamacéao alérgica pulmonar

Os camundongos adultos (25 g) inalados previamente (fase neonatal) com a
1,2-NQ ou respectivo veiculo foram sensibilizados, via subcutanea (s.c.), com a OVA
(Grau V; 10 yg em 0,2 ml de PBS adsorvida em 1,6 mg de Al(OH)3) ou veiculo
(PBS/ AI(OH)3) no 59° e 66° dias de vida. A partir do 77° dia de vida, os animais
foram desafiados, via inalatéria, com a solucdo de OVA (1%, 10 ml, 20 min) ou
veiculo (10 ml de PBS, 20 min), duas vezes por semana durante quatro semanas
(Figura 4).

Ao final dos tratamentos (100 dias de vida), os animais foram divididos em

guatro grupos experimentais e empregados nos ensaios descritos a seguir.

Figura 4: Representacédo esquematica do protocolo experimental

5° 6° 8° 10° 59° 66° 77-99° 100° (24h apés iitimo desafio c/ OVA)
————————— 1—————1———”'-'-'-' S i bt
i - } - f - 1 Dias de vida
1,2-NQ (100 nM/10 mL) Sensibilizacao — 0,2 mL de Desafio OVA 1%
ou veiculo (PBS: OVA grau V; s.c. (100 pg + (100 mg/10mL), 20 min,
Tween 80: DMSO), 15 1,6 mg AL(OH),; ou PBS 2x/semana, durante 4
min semanas

Pulmbes
Fixacéo (paraformaldeido (4%, pH 7,4)
Inclusdo em parafina

I Analise morfométrica e IHC l

Camundongos neonatos (selvagens e nocautes) foram expostos a solugdo de 1,2-NQ (100 nM; 10
mL; 15 min) ou veiculo e submetidos, na fase adulta, ao estimulo alérgico com OVA (sensibilizagao
s.c., dia 0 e 7 e desafio 2x/semana; 4 semanas pela via nasal). Apés 24h do Ultimo desafio, os
pulmdes foram fixados em paraformaldeido (4%, pH 7,4) e incluidos em parafina para posterior
analise morfométrica e imunohistoquimica.

Tabela 1: Relag&o dos grupos experimentais:

GRUPOS TRATAMENTOS DESAFIO ABREVIATURA n
Veiculo .
Controle (PBS:Tween80:DMSO) PBS Veiculo 3
Poluente 1,2-NQ (100 nM) PBS 1,2-NQ 4
- Veiculo 0
Alérgico (PBS:Tween80:DMSO) OVA 1% V+OVA 4
Poluente | 4 5 N (100 nM) OVA 1% 1,2NQ+OVA 6
alérgico
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4.2.3 Avaliacdo da mecanica respiratoria in vivo:

O aparelho de ventilagdo mecanica (FlexiVent, SCIREQ, Montreal, Quebec,
Canada) foi utilizado para avaliar o sistema respiratorio, utilizando o modelo
matematico de fase constante (Hantos et al., 1992), onde o sistema respiratério é
considerado como multicompartimental e as vias aéreas sao avaliadas
separadamente do parénquima pulmonar. Nesse modelo, calcula-se a impedancia
do sistema respiratorio (Zrs) dos animais de cada grupo, utilizando-se um sinal de
perturbagéo de 3s e os seguintes dados foram coletados: a posicéo do pistao (Vcy) e
a pressao interna do cilindro (P¢y) durante os 3 s da perturbagéo. A perturbacéo de 3
S é composta por uma soma de sendides com frequéncias primas que vao de 1 a
20,5 Hz. Para o célculo dos dados foram feitas correcdes, considerando-se as
perdas devido a compressibilidade dos gases. V. foi corrigido para obter-se o
volume que efetivamente chega ao animal (V) e Py foi corrigido, originando o valor
da pressdo de abertura das vias aéreas (P,o). Através da derivagcdo no tempo V,
obteve-se o fluxo (V).

Para a analise das impedancias obtidas, utilizou-se a seguinte equacao

descrita por Hantos (1992):

Zrs (f) = Raw +i.2.1. flaw + G —i.H
(2.1.f)°
onde Zrs (f) € a impedancia da via aérea em funcdo da frequéncia, Raw € a
resisténcia das vias aéreas, i € a unidade imaginaria, f é a freqiéncia, law é a
inertancia das vias aéreas, G caracteriza a dissipacdo de energia no tecido
pulmonar, H caracteriza a energia acumulada no tecido pulmonar e e onde arctan é

0 arco tangente.

a=2 .arctan | H

i G
Os parametros avaliados por este modelo foram a resisténcia das vias aéreas
(Rn), resisténcia (G) e elastancia (H) do parénquima pulmonar. Nesse modelo

matematico, como em outros, ha o controle de um coeficiente de determinacao
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(COD), que avalia se o modelo matematico foi aplicado corretamente. O COD é
fornecido na forma numérica, onde 1 representa uma concordancia de 100% entre
os dados obtidos experimentalmente e o ajuste na aplicagdo do modelo matemaético.
Foram considerados vélidos os dados obtidos que apresentaram COD maior ou

igual a 0,85.

4.2.3.1 Preparo dos animais

Os animais foram anestesiados com cetamina (144 mg/kg) e xilazina (13,8
mg/kg) por via intraperitoneal e permaneceram nesta condicdo durante todo o
procedimento experimental da avaliacdo da mecéanica respiratoria. Quando
necessario, houve suplementacdo anestésica (30% da dose inicial). Os animais
foram traqueostomizados para insercdo de uma canula metélica (0,838 mm de
diametro interno e 12,7 mm de comprimento). Paralelamente, a veia jugular direita
foi canulada com um cateter de polietileno. Encerrado estes procedimentos 0s
animais foram conectados ao FlexiVent e submetidos aos seguintes parametros de
ventilagdo pulmonar: volume corrente, 10 ml/kg; frequéncia, 150 ciclos/ minuto e
PEEP (positive end-expiratory pressure), 3 cm/H,O. A seguir 0s animais receberam
uma dose de relaxante muscular (Pancuron®, 1 mg/kg, ip).

Decorridos 7 min da injecdo do relaxante muscular, o volume de 20 pyL de
uma solucdo salina tamponada com fosfato (PBS) por 10 g de peso animal foi
injetado por meio de uma canula inserida na veia jugular direita dos animais. A
seguir, foi realizada uma curva dose-resposta frente a injecdo endovenosa (veia
jugular) do agonista de receptor muscarinico, metacolina (MCh), , nas doses de: 30,
100, 300 e 1000 pg/kg em um volume de 20 pyL/10 g de peso de camundongo. Os
parametros avaliados por este modelo foram a resisténcia das vias aéreas (Rn),
resisténcia (G) e elastancia (H) do parénquima pulmonar, e os dados utilizados

foram o pico de resposta para cada dose.



41

4.2.4 Preparo do tecido pulmonar e caracterizacdo dos perfis histopatologico e

imunohistoquimico

ApoOs 24 h da ultima exposicdo a OVA , os animais foram submetidos a
eutanasia com dose excessiva de isoflurano (3% em oxigénio, via inalatéria) e a
cavidade toracica foi exposta. A artéria pulmonar foi canulada e o pulmao foi
perfundido com 5 ml de salina heparinizada (5 Ul/ml). A seguir, o pulmé&o limpo foi
removido, seccionado e fixado por 24 h em solugcdo de paraformaldeido (4%, pH
7,4). Os espécimes pulmonares obtidos foram entdo incluidos em parafina
(paraplast; Histosec, Merck; EUA) e depois seccionados no sentido transversal (5
Mm) com o auxilio de micréotomo (American Optical Corporation - modelo Spencer
820; EUA). ApGs montadas em laminas de vidro, as se¢fes foram desidratadas e
diafinizadas em concentragfes crescentes de alcool (70%-100%) e xilol 100% (2x).
Quando necesséario, as amostras foram submetidas as coloracfes especificas para
analises morfométricas/remodelamento pulmonar e observacdo das caracteristicas
histologicas gerais (hematoxilina e eosina; H&E), producdo de muco (alcian blue
/acido periddico de Schiff (AB/PAS) em pH2,5 ou imunorreacdo para quantificacédo

de moléculas de adesao.

4.2.5 Analise morfométrica - remodelamento pulmonar

Foram utilizadas cinco vias aéreas de cada amostra do corte pulmonar corada
com H&E obtida dos diferentes grupos experimentais de camundongos. Cinco
bronquiolos com 150-200 pum de didmetro foram selecionados e analisados em cada
secdo. As areas da camada epitelial (WAt) e da camada de musculo liso (WAm)
foram determinadas por analise morfométrica (Image pro Plus 4.5, MediaCybernetics
Co., Bethesda, MD, USA) em sec¢0es transversas. O perimetro da membrana basal
foi medido para normalizacdo das areas do epitélio e camada muscular. A espessura
da camada muscular foi medida do limite mais interno até o limite mais externo em 4
sitios pré-determinados (12, 3, 6 e 9 horas) dos 5 bronquiolos selecionados,
obtendo-se um valor médio da espessura. Da mesma forma, a espessura do epitélio

foi medida em 4 sitios, da membrana basal até a regiao apical das células epiteliais,
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obtendo-se a média. A quantificacdo da area do epitélio e da camada muscular foi
determinada selecionando-se manualmente toda a area do epitélio ou da camada
muscular e esta foi calculada por meio do software pela razdo: WAt/Pbm e
WAmM/Pbm, de acordo com Chen et al (2011). Os resultados foram expressos como

pm/ pm? (area) e pm (espessura).

4.2.6 Determinacao da producéo de muco

A mensuracdo do conteldo de muco (acido ou neutro) do epitélio respiratorio
(pulmdes) de camundongos dos diferentes grupos experimentais (Tabela 01) foi
realizada via coloracdo dos cortes com o acido periddico e reativo de Schiff/alcian
blue (PAS/AB), com coloracdo de fundo pela hematoxilina, em pH 2,5, conforme
descrito previamente. Esta técnica cora glicoproteinas acidas em azul e as neutras
em vermelha.

Apoés desparafinizacdo hidratacdo (xilol absoluto | e Il, etanol 100-70%), as
laminas foram submersas em solugéo de Alcian blue 1% (pH, 2,5) por 5 minutos.
ApOGs lavar em agua corrente por 5 minutos, as laminas foram submersas em
solucéo de acido periédico por 40 minutos. As laminas foram lavadas rapidamente
em agua e submersas em reativo de Schiff por 1h e em seguida em agua sulfurosa 3
minutos. Apds, as laminas foram lavadas em agua corrente por 1h e submersas em
hematoxilina de Meyer.

Para quantificacdo, cinco bronquiolos (150-200 pm de diametro) foram
selecionados e as imagens foram obtidas com auxilio de microcopio Nikon Eclipse
E600 (Nikon, Japan) acoplado a camera digital Olympus DP-72 (Olympus, Japao).
Utilizando o software Image Pro Plus 4.5 (MediaCybernetics Co., Bethesda, MD,
USA), a area a ser examinada foi selecionada e um filtro de cores pré-estabelecidas
foi aplicado para quantificacdo da producdo de muco. O resultado foi expresso como

porcentagem de area positiva em relacéo a area total.

4.2.7 Determinacéao de fibras colagenas
Foi utilizado o kit Picrosirius-hematoxilina (Easy Path). Apos desparafinizacdo

e reidratacdo, os cortes foram cobertos com Picrosirius por uma hora. Apds esse
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periodo, foram lavados com agua corrente por 3 minutos. Os cortes foram entéo,
cobertos com solucédo de hematoxilina de Carazzi por 4 minutos. Em seguida, as
laminas foram lavadas por 5 minutos em &agua corrente, desidratadas em série de
alcool ascendente até xilol e montadas. As imagens foram analisadas sob luz
polarizada.

Para quantificacdo, cinco bronquiolos (150-200 pm de diametro) foram
selecionados e as imagens foram obtidas com auxilio de microcopio Nikon Eclipse
E600 (Nikon, Japan) acoplado a camera digital Olympus DP-72 (Olympus, Japao).
Utilizando o software Image Pro Plus 4.5 (MediaCyberneticsCo.,Bethesda, MD,
USA), a area a ser examinada foi selecionada e um filtro de cores pré-estabelecidas
foi aplicado para quantificacdo da deposicdo de fibras colagenas O resultado foi

expresso como porcentagem de area positiva em relacao a area total.

4.2.8 Expressao de moléculas de adesdao VCAM-1, ICAM-1, PECAM-1, MMP9 e
IL-13

ApOs desparafinizacdo e reidratagdo, os cortes histolégicos foram incubados
em tampéo contendo citrato de sédio (0,05% tween, pH 6.0; 96 °C, 10 min) para
recuperacdo antigénica. Apoés resfriamento e para o bloqueio da peroxidase
enddgena, as secles foram tratadas com H202 1% (v/v) em tampédo PBS (22 °C, 45
min). Cada uma das etapas posteriores foi seguida por lavagem das amostras em
tampdo PBS (100 mL, 5 minutos), exceto antes da incubacdo com o anticorpo
primario, feito em camara umida. Os sitios inespecificos foram bloqueados como
soro de coelho (doador do anticorpo secundario) diluido PBS/BSA 10% por 1h, em
temperatura ambiente 22 °C. Em seguida, as secOes tratadas foram incubadas
durante toda a noite com o anticorpo Rabbit polyclonal anti-VCAM-1 (1:100), anti-
ICAM-1 (1:400) e anti-PECAM-1 (1:200) (R&D Systems, Ann Arbor, EUA) ou Goat
polyclonal anti-MMP9 (1:500) e anti-IL13 (1:500) Santa Cruz Biotechnology (Santa
Cruz, CA, USA) com diluido em PBS/Tween 20 0,3% a 4°C, overnight. Adiante, as
secbes foram incubadas por 1h como anticorpo secundario cabra anti-coelho
conjugado com biotina (1:2000) (Rockland Immunochemicals Inc., USA) ou coelho
anti-cabra conjugado com biotina (1:1000) (Sigma, St. Louis, MO, USA) diluido em
PBS, em temperatura ambiente. A reacdo de imunoperoxidase foi seguida pela
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incubacdo com o complexo estreptavidina (Vectastin ABC Kit; Vector Laboratories,
USA) para amplificacdo do sinal por 1h em temperatura ambiente. A reacao foi
visualizada ap6s adicdo de 1 gota de 3-3’-diaminobenzidina (Pierce, Rockford, EUA)
em PBS com H202 0,03% (v/v) durante 3 minutos e contra-coradas com
hematoxilina de Harris.

Para quantificacdo, cinco bronquiolos (150-200 um de diametro) ou 5 areas
do parénquima pulmonar foram selecionados e as imagens foram obtidas com
auxilio de microcopio Nikon Eclipse E600 (Nikon, Japan) acoplado a camera digital
Olympus DP-72 (Olympus, Japdo). Utilizando o software Image Pro Plus 4.5
(MediaCyberneticsCo.,Bethesda, MD, USA), a area a ser examinada foi selecionada
e um filtro de cores pré-estabelecidas foi aplicado para quantificacdo da area
positiva para ICAM-1, VCAM-1 e PECAM-1. O resultado foi expresso como

porcentagem de area positiva em relacao a area total.

4.3 Ensaios translacionais - Material biolégico de voluntéarios

4.3.1 Obtencédo de células polimorfonucleares (PMN) do sangue periférico de

voluntarios sadios

Eosinéfilos

O sangue periférico de voluntarios adultos do sexo feminino e masculino
(idade média:35 anos) foi coletado, conforme Hansel et al., 1991, e deste, isoladas
as ceélulas polimorfonucleares (PMN; neutréfilos e eosindfilos) via centrifugacdo em
gradiente de Percoll (Sigma Chem. Co., EUA).

Para obtencdo dos eosindfilos, o volume de 60 ml de sangue total obtido via
canulacdo da veia do antebraco com escalpe safety lock e tubo para coleta a vacuo
contendo heparina (Becton, Dickinson&Co., New Jersey, USA). O sangue foi diluido
em meio RPMI pH 7.4 (1:1). Para cada gradiente, 15 ml da solucdo de Percoll (p =
1.089) preparada (percoll 9,5 ml + HBSS [10x] 1,5 ml e &gua destilada 4 ml) foi
misturada ao volume de 30 ml do sangue diluido e submetido a centrifugacao (700x

g; 4°C, 20 min). O botéo celular (PMN) formado foi tratado com o tampao de lise
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contendo cloreto de amdnia (NH4CI; 35 ml; 4°C, 15 min) para lise das hemacias e
novamente submetido a centrifugacédo (300 x g; 4°C, 10 min) e a duas sessfes de
lavagens com PBS. Quando necessério, choques hipoténicos foram aplicados as
amostras celulares para eliminacdo de potencial contaminacdo com hemécias (3 mL
de 4gua destilada e apos 25 segundos, foi adicionado 1 mL de NaCl 3,6%), seguida
por centrifugacdo (300 x g; 4°C, 10 min). A contagem total das células foi feita em
camara de Neubauer, enquanto a analise diferencial destas foi feita, via andlise de
microscopia Otica, em esfregaco preparado pela técnica de citocentrifuga e corada
com Diff-Quick.

A suspensao celular foi conservada (em temperatura igual a 4°C) até a
separacdo dos eosindfilos via emprego do sistema magnético de separacdo de
células (MACS; Miltenyi Biotec Inc., Bergisch-Cladbach, Alemanha), conforme
Hansel et al. (1991).

Para isto, a suspensdo de PMN obtida acima foi centrifugada e o botao celular
formado foi ressuspenso no volume de 27 pL de particulas magnéticas ligadas ao
anticorpo anti-CD16 para a propor¢do de 5 x 10 células. A mistura foi mantida
resfriada (4°C; 30 min), a qual foi adicionada 1 mL do tampdo PBS/BSA
(0,5%/EDTA, 2 mM). Esta mistura foi transferida para coluna de separacéo
(VariosMAC, Miltenyi Biotec Inc., Bergisch-Cladbach, Alemanha) e, apds passagem
das células, a coluna foi lavada com 30 mL do PBS/BSA/EDTA. O efluente coletado
da coluna foi lavado (300 x g; 20 °C, 10 min) e amostras de células submetidas a
contagem diferencial em lamina preparada em citocentrifuga e corado com Diff-
Quick. A viabilidade dos eosinofilos foi mensurada em camara de Neubauer para
uma suspensédo preparada com 50 pL da suspensédo de eosindfilos/neutréfilos e 50
pL do corante vital azul de trypan (0.25% em salina). O resultado de viabilidade
dessas células foi calculado baseando-se no niumero de células mortas (corada de
azul) em cada 100 células (Strober, 2001). As células foram ajustadas na

concentracdo desejada (4x10° ou 7x10* células/mL) para cada ensaio.

Neutroéfilos
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Os neutrofilos foram isolados do sangue (20 mL) coletado como descrito
anteriormente e imediatamente esse volume foi disposto sobre o gradiente de Ficoll
(p =1.077; 10 mL) histopaque (p = 1.119 g/L; 10 mL) em tubo plastico (50 ml). Apés
centrifugagéo (700 g; 20°C, 30 min), a camada de PM N situada entre as fases do
1.077 e 1.119 foi lavada em PBS e as heméacias foram lisadas com o tampé&o de lise
contendo cloreto de amdnia (NH4CI; 35 ml; 4°C, 15 min) para lise das hemacias e
novamente submetido a centrifugacéao (300 x g; 4°C, 10 min) e a duas sessdes de
lavagens com PBS. Quando necessario, foi realizada a lise hipotdnica (3 mL de
agua destilada e apo6s 25 segundos, foi adicionado 1 mL de NaCl 3,6%), sguida por
centrifugacéo (300 x g; 4°C, 10 min). As células lavadas foram ressuspensas em
meio RPMI sem o vermelho de fenol. Amostras de 100 pL células (2x10° células) foi
disposta em lamina de vidro via técnica de citocentrifuga para contagem diferencial e
para contagem total, as células foram diluidas 1:20 e, liquido de Turk e a leitura foi
efetuada em camara de Neubauer. A viabilidade celular foi feita utilizando-se a
técnica de exclusdo do Trypan blue, conforme descrito anteriormente e as células
foram ajustadas na concentracdo desejada (4x10° ou 1x10° células/mL) para cada

ensaio.

4.3.2 Deteccdo de apoptose em eosinofilos e neutrofilos do sangue periférico
de voluntérios sadios

Foi realizado conforme o protocolo do kit PE Annexin V Apoptosis Detection
(BD Pharmingen™). Eosindfilos ou neutréfilos foram isolados, conforme item 5.3.1.
As suspensdes celulares (10° células/tubo) foram incubadas com 1,2-NQ (10,30 e
100 nM) ou veiculo por 20 minutos a 37 °C e 5% de CO,. ApOs a incubacédo as
células foram lavadas duas vezes com PBS gelado e ressuspensas em tampdao de
ligacdo de anexina V. Adicionou-se 5 pyL de anexina V PE e 5 pL de 7-Amino-
Actinomycin (7-AAD). Incubou-se por 15 minutos a temperatura ambiente (25 °C) ao
abrigo da luz. Apés este periodo, adicionou-se 400 uL de tampéo de ligacdo. Como
controles para compensacdo e determinar os quadrantes, foram utilizadas células
nao marcadas, células marcadas com anexina V (sem 7-AAD) e células marcadas

com 7-AAD (sem anexina V). As células ndo marcadas foram usadas para definir o
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nivel basal de células apoptéticas e mortas. A leitura foi realizada no citbmetro
Navios (Beckman&Coulter), onde foram coletados 10.000 eventos.

As células com membranas intactas excluem o 7AAD, enquanto as
membranas de células danificadas e mortas sdo permeéveis ao 7AAD. A associagao
dos reagentes (anexina V + 7AAD) é capaz de identificar: células em processo de
apoptose precoce (anexina V positivas e 7AAD negativas) e no estagio final de
apoptose, em necrose, ou ja mortas (anexina V e 7AAD positivas). As analises foram
realizadas utilizando-se o software FACS Diva (BD-Bioscience; EUA).

4.3.3 Ensaio de quimiotaxia de PMN in vitro

Os ensaios de gquimiotaxia in vitro foram realizados via emprego de placas de
microquimiotaxia de 96 pocos (ChemoTx 101-5, Neuroprobe; EUA,; Figura 5),
conforme Frevert (1998). Os pocos foram preenchidos com o agente quimiotaxico
eotaxina (29 pL; 100 ng/mL) ou fMLP (5x10® M) e o filtro de policarbonato (5 um) foi
colocado sobre os pogos da placa de microquimiotaxia. Paralelamente, amostras de
eosindfilos ou neutrdfilos foram submetidas aos seguintes protocolos:

Protocolol: o volume de 25 pL das suspensdes de eosindfilos ou neutrdfilos
(4 x 10° células/mL) foi disposto sobre o filtro de policarbonato em placa cujos pocos
foram preenchidos com o poluente 1,2-NQ (10 a 100 nM) como agente quimiotaxico
e incubada por 2 horas em estufa (5% de CO2, 37°C).

Protocolo2: As suspensdes de eosinéfilos e neutréfilos (4x 10° cel/mL) foram
incubadas com o poluente 1,2-NQ (10-300 nM), veiculo ou RPMI (37 °7, 20 min) em
estufa (5% CO,).

Protocolo 3: As suspensdes de eosinéfilos (4x 10° cel/mL) foram incubadas
com o poluente 1,2-NQ (10-300 nM), veiculo ou RPMI (37 °7, 20 min) em estufa (5%
CO,). Algumas amostras foram pré-incubadas com o antagonista de TLR4 LPS-RS
10 ng/mL por 30 minutos (5% de CO2, 37°C), depois foram centrifugadas (300 x g, 5
min, 20 °C) e ressuspensas em meio RPMI (suplementado com soro e antibidtico) e
tratadas com 1,2-NQ (10-300 nM) por 24h (5% de CO2, 37°C),

Em seguida, as amostras foram centrifugadas (300 x g, 5 min, 20 °C) e as

células foram ressuspensas em meio RPMI (suplementado com 10% de soro fetal
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bovino (FBS) e penicilina (100 Ul/mL) - estreptomicina (100 pug/mL)) e incubadas
com 1,2-NQ (10-300 nM) por 24 h.

Tabela 2: Esquema de tratamento das suspensdes celulares (eosindfilos/neutrofilos)

Protocolo 1 Protocolo 2 Protocolo 3
Agente 1,2-NQ Eotaxina Eotaxina
guimiotaxico (10-100 nM) (100 ng/mL) (100 ng/mL)
Tratamento | 1,2-NQ LPS'le_Sg min)
células (10-300 nM) - 24h (10-300 nM)-24h
Supenséao
celular 25 L 25 pL 25 pL

Apos os tratamentos dos protocolos 2 e 3, o volume de 25 L das suspensdes
de eosinéfilos ou neutréfilos (4 x 10° células/mL) foi disposto sobre o filtro de
policarbonato e a placa foi incubada por 2 horas em estufa (5% de CO2, 37°C;
Figura 4). Ao mesmo tempo, a quimiotaxia espontanea foi verificada substituindo-se
0 agente quimiotaxico (eotaxina ou fMLP) pelo RPMI 1640. Apés essa etapa, a
suspensao celular residual (parte superior do filtro) foi removida e a placa submetida
a centrifugacéo (200 x g; 5 min a 20 °C). O filtro foi cuidadosamente removido e o
volume restante de pogo corrigido para o volume de 29 L. As placas de quimiotaxia
de eosinofilos foram reservadas a temperatura de -20 °C para posterior quantificacédo
via dosagem da atividade de EPO.

Nas placas de quimiotaxia dos neutréfilos, o volume de 29 uL foi transferido
para uma placa de 96 pocos, ao qual foi acrescentado o volume de 14,5 pL de
brometo de hexadeciltrimetil-aménio (HTAB). A placa foi reservada a temperatura de

-20 °C para posterior dosagem da atividade de mieloproxidase (MPO).

Figura 5: Esquema da placa de quimiotaxia.
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Dosagem de peroxidase eosinofilica (EPO)

Para quantificagdo da quimiotaxia de eosindfilos, 15 pyl do volume de cada
poco foi transferido para a placa de 96 pogos e o volume ajustado para 50 yl com
RPMI para dosagem de peroxidase eosinofilica (EPO). A cada poco foi adicionado o
volume de 50 uL do substrato da EPO (1mM H,0O,, 1mM OPD e 0.1% Triton X-100
em tamp&o Tris, pH 8). Apds 30 min de incubacéo (22 °C), a reacéo foi interrompida
pela adigdo de 25 L de H,SO,4, 4M. A absorbancia foi medida a 490 nm no leitor de
microplaca (VersaMax, Molecular Devices). O numero de células que migraram para
a parte inferior da placa foi determinado via medida residual da EPO. As placas
foram mantidas em freezer -20°C por uma noite antes da verificacdo do contetdo de
EPO. Em cada experimento, 0os ensaios foram realizados em triplicata. O volume de
50 uL da suspensdo de eosindfilos em diferentes concentragdes (0,7-7x10* cél/mL)
foi adicionado em cada poc¢o da placa de 96 pogos para construcdo da curva padrao.
A concentracdo celular foi calculada comparando-se a absorbancia das amostras

com as obtidas na curva padrao.

Dosagem de mieloperoxidase (MPO)

Aliquotas de 10 uyL da suspensao as amostras congeladas em HTAB foram
transferidas para microplaca de 96 pocos e adicionou-se 190 pL de solucdo de
dihidrocloreto de o-dianisidina (16,7 mg de o-dianisidina + 90 mL de H,O bidestilada
+ 10 mL de tampéo fosfato de potassio pH 6,0 + 50 pL de H,0, (1%)). Ap6s 15 min
de incubacéo (22 °C), a reagéo foi interrompida pela adicdo de 25 pL de H,SO4 4M.
A absorbancia foi medida a 460 nm no leitor de microplaca (VersaMax, Molecular
Devices). O numero de células que migraram para a parte inferior da placa foi
determinado via medida residual da MPO. Os ensaios foram realizados em triplicata.
O volume de 10 pL da suspensédo de neutrdfilos em diferentes concentragdes (0,1-
1x10° cél/mL) foi adicionado em cada poco para construcédo da curva padrdo. A
concentracao celular foi calculada comparando-se a absorbéncia das amostras com

as obtidas na curva padrao.
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4.3.4 Viabilidade celular das PMNs via ensaio de MTT

Neste ensaio colorimétrico, as células viaveis reduzem o 3-(4,5-dimetiltiazol-
2il)-2,5-difenil tetrazolio (MTT) pelas desidrogenases mitocondriais produzindo o sal
formazan que € insolivel em &gua, mas solivel em solventes organicos. A
suspensdo de eosinéfilos e neutréfilos (4x10° cel/mL) foram incubadas com 1,2 NQ
(10, 30 ou 100 nM) ou seu veiculo 2 h (eosindfilos e neutréfilos) a 37 °C e 5% CO..
Apés o periodos de incubagdo, os pocos foram lavados com PBS pH 7,4 e
adicionou-se 100 pL/poco de MTT (0,5 mg/mL em PBS), em triplicata. Incubou-se
por 3 horas a 37°C, 5% CO,, ar umido. Apds a incubacao, a placa foi centrifugada
(1800 RPM, 20 °C, 10 min) e o sobrenadante foi descartado. Foram adicionados 100
pL/poco de DMSO puro. Apos 15 min a temperatura ambiente e ao abrigo da luz,
homogeneizou-se o conteudo de cada poc¢o e o volume de 100 pL foi transferido
para outra placa. A leitura foi realizada a 590 nm em leitor de placa SpectraMax e o

valor expresso como densidade o6ptica (O.D).

4.3.4.5 Avaliacdo do perfil de expressdo das moléculas de adesdao em PMN

humanos

Eosinofilos ou neutréfilos foram isolados, conforme itens 4.3.1.1 e 4.3.1.2, e
entdo lavados com PBS. As suspensdes celulares (10° células) foram ressuspensas
em 200 yL do tampédo PBS (0,01% de BSA e 0,1% de azida; Sigma, EUA) e
incubadas com anticorpos monoclonais fluorescentes, anti-CD49d (cadeia a4 da
integrina VLA-4; 5 pL) conjugado R-PE, anti-CD11a (cadeia cadeia a do LFA-1; 5uL)
conjugado com PE-CY7, anti-CD11b conjugado com FITC (10 pL) durante por 30

minutos, a 4°C, ao abrigo da luz.
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4.4 Andlise estatistica

Os dados foram expressos como médias + EPM de valores absolutos ou
porcentagem. Os mesmos foram submetidos ao teste de analise de variancia
(ANOVA) de uma unica ou duas vias, seguida pelo pos-teste de Bonferroni. As
diferencas estatisticas foram avaliadas com o auxilio do programa estatistico
(software GraphPad Prism 5.03). Valores de p<0,05 foram considerados
significativos
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5 RESULTADOS

5.1 Avaliagdo dos parametros funcionais em camundongos selvagens

expostos ao poluente 1,2-NQ na fase neonatal

5.1.1 Exposicéo precoce a 1,2-NQ aumenta a resisténcia das vias aéreas

Em camundongos selvagens alérgicos e expostos na fase neonatal ao
poluente 1,2-NQ, a administracdo e.v. de MCh (0,01 — 1 mg/kg) na fase adulta
promoveu aumento significativo na resisténcia das vias aéreas (Rn) destes (Figura
6, painel A), conforme avaliado pela resposta maxima (Emax.; Figura 6, painel B) e
area sob a curva (AUC; Figura 6, painel C), e comparado aos respectivos grupos de
animais controle (veiculo do poluente), expostos ao poluente (1,2-NQ) e veiculo da
OVA ou expostos ao veiculo do poluente e OVA (Figura 6, painéis A, B e C).

Da mesma forma, o estimulo alérgico com OVA em camundongos adultos
expostos na fase neonatal ao poluente 1,2-NQ promoveu aumento significativo na
resisténcia do parénquima (G) destes (Figura 7, painel A) frente a curva-dose
resposta a MCh, conforme também avaliado pela resposta maxima (Emax.; Figura 7,
painel B) e area sob a curva (AUC; Figura 7, painel C), em relagdo aos respectivos
grupos de animais controle (veiculo do poluente), expostos a 1,2-NQ e veiculo ou
expostos ao veiculo do poluente e OVA (Figura 7, painéis A, B e C).

O estimulo alérgico com OVA em camundongos adultos expostos na fase
neonatal ao poluente 1,2-NQ ndo promoveu aumento significativo na elastancia do
tecido (H) destes (Figura 8, painel A) frente a curva-dose resposta a MCh, conforme
também avaliado pela resposta maxima (Emax.; Figura 8, painel B) e area sob a
curva (AUC; Figura 8, painel C), em relacdo aos respectivos grupos de animais
controle (veiculo do poluente), expostos a 1,2-NQ e veiculo ou expostos ao veiculo
do poluente e OVA (Figura 8, painéis A, B e C).

Em todos os grupos experimentais, a injecdo e.v. prévia de PBS néo alterou
os parametros de Rn (colocar os valores), G (colocar os valores) ou H (colocar os

valores).
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Figura 6: Avaliacdo da mecanica respiratoria (resisténcia das vias aéreas; Rn) apos
24 h do ultimo desafio com ovalbumina (OVA) em camundongos C57BL/6 selvagens
adultos expostos ao poluente 1,2-naftoquinona (1,2-NQ) na fase neonatal.
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A medida de Rn foi realizada por curva dose-resposta frente & metacolina, também expressa
como valores absolutos (painel A), efeito maximo (Emax, painel B) e area sob a curva (AUC,
painel C). Os resultados estdo expressos como a média + E.P.M. para n=5-7 animais. Valores
de *P<0,05 vs. veiculo, ®P<0,05 vs. 1,2-NQ e *P<0,05 vs. OVA.
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Figura 7: Avaliacdo da mecanica respiratéria (resisténcia do parénquima; G) apos
24 h do ultimo desafio com ovalbumina (OVA) em camundongos C57BL/6 selvagens
adultos expostos ao poluente 1,2-naftoquinona (1,2-NQ) na fase neonatal..
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A medida de G foi realizada frente & curva dose-resposta da metacolina (MCh), também
expressa como valores absolutos (painel A), efeito maximo (Emax, painel B) e area sob a
curva (AUC, painel C). Os resultados estao expressos como a média + E.P.M. para n=5-7
animais. Valores de *P<0,05 vs. veiculo, ®P<0,05 vs. 1,2-NQ e *P<0,05 vs. OVA
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Figura 8: Avaliagdo da mecéanica respiratoria (Elastancia; H) ap6és 24h do dltimo
desafio com ovalbumina (OVA) em camundongos C57BL/6 selvagens adultos
expostos ao poluente 1,2-naftoquinona (1,2-NQ) na fase neonatal.
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Medida da H em todos os grupos experimentais frente a curva dose-resposta de metacolina (MCh;
e.v.) expressa como valores absolutos (painel A), efeito maximo (Emax, painel B) e area sob a curva
(AUC, painel C). Os resultados estdo expressos como a média + E.P.M. para n=5-7 animais. Valores
de *P<0,05 vs. veiculo, ®P<0,05 vs. 1,2-NQ e *P<0,05 vs. OVA.
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5.2 Avaliagdo de paradmetros inflamatérios e celulares em camundongos

expostos ao poluente 1,2-NQ na fase neonatal

5.2.2 Exposicado precoce a 1,2-NQ estimula o remodelamento das vias aéreas

em camundongos via TLR4: anélise morfométrica

Em pulmdes de camundongos selvagens ou nocautes TLR4 alérgicos
expostos na fase neonatal ao poluente 1,2-NQ, nao foram observadas alteracdes na
area do epitélio (WAt; Figura 9, painel A) em relacdo aos respectivos grupos controle
(veiculo), 1,2-NQ ou OVA isoladamente (Figura 9, painéis A-B). Contudo, a
espessura do epitélio dos camundongos selvagens alérgicos (ou ndo) expostos a
1,2-NQ na fase neonatal aumentou marcantemente quando comparado aos
respectivos grupos expostos somente ao veiculo ou ao poluente 1,2-NQ (Figura 9,
painéis A-C). Ao contrario, 0s animais nocautes alérgicos e também pré-expostos ao
1,2-NQ né&o exibiram aumento da espessura do epitélio, sendo essa medida
significativamente menor do que aquela observada nos respectivos grupos de
camundongos selvagens (Figura 9, painéis A-C).

A exposicao precoce de camundongos selvagens ao poluente 1,2-NQ e, na
fase adulta, ao estimulo alérgico promoveu aumento significativo da area total
(WAmM/Pbm, pum2/um) da camada muscular (um) das vias aéreas em relagdo ao
respectivo grupo selvagem controle (veiculo) e alérgico (OVA). Esse efeito ndo foi
observado no respectivo grupo de animais nocautes TLR4 (Figura 9, painéis A-D).

Em pulm&es de camundongos selvagens alérgicos pré-expostos (ou ndo) a
1,2-NQ, ocorreu um aumento significativo da espessura da camada muscular (umz2/
pm) em relacdo ao grupo controle (veiculo). Tal efeito foi marcantemente reduzido
na camada muscular dos animais nocautes TLR4 alérgicos expostos a 1,2-NQ
(Figura 9, painéis A-E). O grupo de camundongos selvagems exposto somente ao
poluente 1,2-NQ ndo apresentou diferencas significativas na area das vias aéreas,
espessura do epitélio ou da camada muscular em relacdo ao respectivo grupo

controle (Figura 9, painéis A e E).



57

Figura 9: Receptores TLR4 regula o remodelamento das vias aéreas induzido pela exposicdo neonatal ao poluente 1,2-NQ.
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5.2.3 Receptor TLR4 regula a deposicao de fibras colagenas em vias aéreas e

vasos de camundongos expostos precocemente ao poluente 1,2-NQ

Em vias aéreas (brébnquios) ou em vasos locais de camundongos selvagens
alérgicos (ou ndo) pré-expostos a 1,2-NQ na fase neonatal, a deposicao de fibras
colagenas nédo diferiu do respectivo grupo controle (veiculo) ou exposto
isoladamente a 1,2-NQ, conforme ilustra a figura 10 A-C (painéis i, ii, iii e iv). Em
animais nocautes TLR4 alérgicos e pré-expostos a 1,2-NQ na fase neonatal, a
deposicao de fibras colagenas aumentou marcantemente em torno dos brénquios
(20,0+2,2%), mas ndo dos vasos, quando comparada a deposicdo de fibras
colagenas nas vias aéreas dos respectivos grupos controle, alérgico e 1,2-NQ
(9,543,7, 7,2+2,2 e 6,2+1,8%, respectivamente) (Figura 10, painéis A-C).
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Figura 10: TLR4 regula a deposicdo de fibras colagenas em vias aéreas de camundongos alérgicos expostos a 1,2-NQ no periodo
neonatal.
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veiculo, 1,2-NQ (100 nM), OVA ou 1,2-NQ + OVA. Os painéis B e C representam a média + EPM da porcentagem da area de deposicéo de fibras colagenas
nas vias painel B) e vasos (C). Teste ANOVA de 2 vias seguido do teste de multiplas comparac¢des Bonferroni. Barra =50 um. *P<0,05 vs. veiculo, ®p<0,05
vs. 1,2-NQ e *P<0,05 vs. OVA. ¥P<0,05 vs. C57BL/6/KO
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5.2.4 Producao de muco em camundongos expostos a 1,2-NQ: papel dos TLR4

Em vias aéreas de camundongos alérgicos selvagens previamente expostos a
1,2-NQ, a producédo de muco total, neutro ou acido aumentou quando comparada
aos respectivos grupos controle (veiculo) e 1,2-NQ (Figura 11; painéis Ai-iv-D). Essa
resposta nao foi estatisticamente diferente do grupo selvagem exposto somente ao
estimulo alérgico (Figura 11, painéis A-D). Da mesma forma, em vias aéreas de
camundongos alérgicos nocautes TLR4 previamente expostos a 1,2-NQ ou somente
alérgico (OVA), a producdo de muco total também aumentou em relacdo ao
respectivo controle, mas néo diferiu da produgdo de muco do respectivo grupo 1,2-
NQ + OVA selvagem (Figura 11; painéis Ai-iv-B). Nos animais nocautes TLR4, a
producdo de muco neutro e acido aumentou, embora ndo de forma estatisticamente
significantiva em relacao aos respectivos grupos controle nocautes TLR4 (Figura 11,
painéis B e D).
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Figura 11. Efeito da exposicdo neonatal a 1,2-naftoquinona sobre a producdo de muco no epitélio das vias aéreas de
camundongos selvagens e nocautes TLR4.
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A coloracdo de PAS/AB pH 2,5 (n=3-7 animais/grupo). Painel A (i-iv) Fotomicrografias representativas dos diferentes grupos experimentais, a saber: Painel
B ilustra a producédo de muco total no epitélio brénquico. Painel C, representa a producdo de muco acido e painel D, representa a produ%ao de muco neutro.
ANOVA 2 vias seguido do teste de multiplas compara¢des Bonferroni. B = bronquiolo, v = vaso. Barra =50 um. *P<0,05 vs. veiculo, ~P<0,05 vs. 1,2-NQ
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5.2.5 Papel da metaloproteinase 9 (MMP-9) e TLR4 no aumento da
susceptibilidade a inflamacé&o alérgica pulmonar em camundongos expostos a
1,2-NQ

Pela analise das reac¢des imunohistoquimicas ilustradas na Figura 12 (painéis
i, ii, iii e iv; A-C) foi possivel constatar que a expressao da metaloproteinase 9
(MMP9) em vias aéreas e parénquima de camundongos selvagens expostos ao
poluente 1,2-NQ na fase neonatal e, depois ao estimulo alérgico com OVA, néo foi
grandemente afetada, uma vez que a média (+ EPM) da imunorreacao para MMP9
nas vias aéreas e parénquima desses animais mantém-se estatisticamente
inalterada em comparacédo aos animais controle (veiculo), poluente ou OVA isolados
(Figura 12i-iv, painéis A-C). Importante referir que, da mesma forma, em vias aéreas
e parénquima pulmonar dos camundongos nocautes TLR4 alérgicos expostos ao
poluente 1,2-NQ na fase neonatal, a imunorreacdo para MMP9 nessa interfaces nao
diferiu dos respectivos grupos nocautes TLR4 controle, OVA ou 1,2-NQ ou ainda
gquando comparado com o respectivo grupo selvagem 1,2-NQ e OVA (Figura 12,

painéis A-C).
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Figura 12: Analise imunohistoquimica para MMP9 em vias aéreas e parénquima de camundongos selvagens e nocautes TLR4
adultos pré-expostos ao poluente 1,2-NQ na fase neonatal.
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Fotomicrografias representativas de imunoperoxidase para MMP9 dos diferentes grupos controle, 1,2-NQ, OVA e 1,2-NQ + OVA (painéis
i, i, iii e iv, respectivamente). Painel B mostra a média + EPM da % de expressao por area total da MMP9 nas vias aéreas (B) e
parénquima (C) dos grupos controle, 1,2-ng, ova, 1,2-NQ + OVA selvagens e nocautes TLR4. Imunoperoxidase e contra-coloragdo com
Hematoxilina de Haris (n=3-7 animais/grupo). Painel A (i-iv) Fotomicrografias representativas dos diferentes grupos experimentais.
ANOVA 2 vias seguido do teste de multiplas comparag6es Bonferroni. B = bronquiolo, v = vaso. Barra =50 pm.
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5.2.6 Papel da IL-13 na exacerbacdo da inflamac&o alérgica pulmonar em
animais expostos a 1,2-NQ na fase neonatal

Pela anélise das reac¢des imunohistoquimica ilustradas na Figura 13 (A, ii, iii e
iv; painel B) foi possivel observar que a % de imunorreagdo para IL-13 nas vias
aéreas de camundongos selvagens expostos ao poluente 1,2-NQ na fase neonatal,
foi significativamente aumentada pela presenca de estimulo inflamatério alérgico
(OVA) na fase adulta destes, uma vez que a média (+ EPM) da % de imunorreacéo
para IL-13 foi estatisticamente aumentada em comparagdo com 0s animais controle
(veiculo) (Figura 13Ai-iv, painel B). Embora néo estatisticamente diferente, ambos os
grupos de animais selvagens expostos somente a 1,2-NQ ou OVA exibiram aumento
da % de expressao para IL-13 (Figura 13Ai-iv, painel B).

Importante notar que, em vias aéreas dos camundongos nocautes TLR4
alérgicos e expostos ao poluente 1,2-NQ ou somente submetidos ao estimulo
alérgico (OVA), a imunorreacdo para MMP9 nestes foi significativamente reduzida
em relacdo aos respectivos grupos selvagem (Figura 13Ai-iv, painel B). Resultado
semelhante foi observado com o grupo nocaute TLR4 exposto somente ao 1,2-NQ;
entretanto, essa resposta néo foi estatisticamente distinta do grupo selvagem (Figura
13Ai-iv, painel B).
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Figura 13: Andlise imunohistoquimica para IL-13 em vias aéreas de camundongos selvagens e nocautes TLR4 expostos a 1,2-NQ
na fase neonatal.
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Fotomicrografias representativas da expressao de IL-13 Ai, ii, iii e iv para os grupos controle, 1,2-NQ, OVA e 1,2-NQ e OVA, respectivamente). Painel B

mostra a média + EPM da % de expressao da IL13 em vias aérea dos grupos experimentais selvagens e nocautes TLR4 controle, 1,2-NQ, OVA e 1,2-NQ +
OVA, respectivamente. Imunoperoxidase e contra-coloracdo com Hematoxilina de Haris (n=3-7 animais/grupo). ANOVA 2 vias seguido do teste de mdltiplas
comparacdes Bonferroni. B = bronquiolo, v = vaso. Barra =50 pm. *P<0,05 vs. Veiculo e #P<0,05 vs. C57BL/6/KO.
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5.2.7 Regulacdo da expressdo de moléculas de adesdo no pulméo de
camundongos expostos a 1,2-NQ quando neonatos: papel do TLR4

As analises de imunorreacao para ICAM-1 evidenciaram que, no parénquima
pulmonar dos camundongos selvagens expostos a 1,2-NQ na fase neonatal, a
inducdo da inflamacdo alérgica com OVA na idade adulta, promoveu valores de
imunorreatividade mais elevados para essa molécula quando comparados com o
respectivo grupo controle/veiculo (Figura 14 A, ii, iii, iv; painel B). Os valores de
imunorreatividade para essa molécula nos grupos de camundongos selvagens
expostos somente ao poluente 1,2-NQ ou OVA nao foram diferentes dos valores de
expressao observados no respectivo grupo controle/veiculo (Figura 14 Ai, ii, iii, iv;
painel B). Em contrapartida, valores inferiores de imunorreatividade para ICAM-1
foram evidenciados no parénquima de camundongos alérgicos nocautes TLR4
expostos a 1,2-NQ, mas néo diferiu estatisticamente (Figura 14 Ai, ii, iii, iv; painel B).
Verificou-se que a imunorreatividade para ICAM-1 nos animais nocautes TLR4
expostos somente ao poluente ou OVA ndao foi distinta do respectivo grupo controle
ou respectivos grupos de camundongos selvagens (Figura 14 Ai, ii, iii, iv; painel B).

Analisando os graficos de imunorreagcdo para VCAM-1 no parénquima
pulmonar de camundongos selvagens alérgicos, expostos no periodo neonatal a 1,2-
NQ, foi possivel observar um aumento significativo dessa molécula em vasos
peribronquiolares, no parénquima pulmonar e regido peribrébnquica, quando
comparado com 0s respectivos grupos controle e, também, os respectivos grupos de
animais nocautes TLR4 (Figura 15 A-Di, ii, iii, iv; paineis E-F). Verificou-se que a
imunorreatividade para VCAM-1 nos animais nocautes TLR4 expostos somente ao
poluente ou OVA nao foi distinta dos respectivos grupos controle ou daqueles
respectivos selvagens (Figura 15 A-Di, ii, iii, iv; paineis E-F).

A imunomarcacdo para PECAM-1 no parénquima pulmonar dos
camundongos selvagens com inflamacéo alérgica e expostos na fase neonatal ao
poluente 1,2-NQ mostrou-se marcantemente elevada em relagdo ao respectivo
grupo controle, 1,2-NQ ou OVA (Figura 16A-Di, ii, iii e iv; painéis A-D). Nos vasos
peribronquiolares de camundongos nocautes TLR4 expostos a 1,2-NQ e OVA, OVA
ou 1,2-NQ isolados, os valores de imunorreagdo foram (P<0,05) elevados e
estatisticamente diferentes dos respectivos grupos selvagens (Figura 16i, ii, iii e iv;

painéis A-D).
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Figura 14: Papel do TLR4 no aumento da imunorreatividade ao anticorpo para molécula de adeséao intercelular-1 (ICAM-1) no
tecido pulmonar de camundongos C57BL/6 (selvagens e nocautes TLR4) expostos a 1,2-NQ na fase neonatal.
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Fotomicrografias representativas da expressao de ICAM-1 Aj, ii, iii e iv para os grupos controle, 1,2-NQ, OVA e 1,2-NQ e OVA, respectivamente. Painel B

mostra a média + EPM da % de expressdo da ICAM-1 no parénquima pulmonar dos grupos experimentais selvagens e nocautes TLR4 controle, 1,2-NQ,
OVA e 1,2-NQ + OVA, respectivamente. Imunoperoxidase e contra-coloracdo com Hematoxilina de Haris (n=3-7 animais/grupo). ANOVA 2 vias seguido do
teste de mdltiplas comparacdes Bonferroni. B = bronquiolo, v = vaso. Barra =50 um. *P<0,05 vs. veiculo
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Figura 15: Papel do TLR4 no aumento da imunorreatividade ao anticorpo para molécula de adeséo celular vascular-1
(VCAM-1) no tecido pulmonar de camundongos C57BL/6 (selvagens e nocautes TLR4) expostos a 1,2-NQ na fase neonatal
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Figura 16: Papel do TLR4 no aumento da imunorreatividade ao anticorpo para molécula de adesdo plaqueta-célula
endotelial 1 (PECAM-1) no tecido pulmonar de camundongos C57BL/6 (selvagens e nocautes TLR4) expostos a 1,2-NQ na

fase neonatal
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5.3 Estudos in vitro: Impacto da 1,2-NQ sobre a funcionabilidade de PMN
obtidos do sangue periférico de voluntérios sadios

5.3.1 Determinacéo, via citometria de fluxo, da viabilidade celular de PMN

obtidos do sangue periférico de voluntarios sadios frente o poluente 1,2-

NQ

No intuito de investigar o impacto que o poluente 1,2-NQ exerce sobre a
funcionabilidade (quimiotaxia) das células PMN (eosindfilos e neutrofilos)
obtidas do sangue periférico de voluntarios sadios, a caracterizacdo da
viabilidade destas células foi inicialmente avaliada apds a incubacao (30 min)
com concentracdes crescentes do poluente 1,2-NQ (10, 30 e 100 nM),
utilizando a técnica de citometria de fluxo, empregando como controle as
células sem marcacéo (Figura 17).

A populacdo de eosindfilos (Figura 17) ou neutréfilos (Figura 18) foi
selecionada com base no gréfico de distribuicdo pontual de tamanho (FSC)
versus granulosidade (SSC). A seguir o grafico de (7TAAD) versus Anexina V foi
construido e, com esta estratégia, foi possivel observar a populacdo de
eosinofilos (Figura 17, painel A) ou neutrofilos (Figura 18, painel A) 7AAD e
Anexina V negativa (B3) e, portanto, células consideradas viaveis. As células
em processo de apoptose precoce sao anexina-V positivas e 7AAD negativas
(B4), enquanto as células em apoptose tardia sdo 7AAD e Anexina V positivas
(B2).

Conforme a figura 17 (painéis A-C), a porcentagem de eosinodfilos
humanos em apoptose precoce foi elevada tanto em células controle RPMI
quanto em células expostas ao poluente 1,2-NQ, nas concentra¢des de 10, 30
e 100 nM, e ao veiculo do poluente. A porcentagem de células em apoptose
tardia foi similar entre os grupos (Figura 17, painel C).

Em neutréfilos humanos, a porcentagem de PMN em apoptose precoce
e tardia foi semelhante (Figura 18, painel A-C).

Em suma, os resultados demonstraram a apoptose dos eosinodfilos e
neutrofilos foi semelhante em todas as concentragcdes ap0s exposicdo ao

poluente 1,2-NQ nessas condi¢des experimentais.
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Figura 17: Percentagem de apoptose inicial e tardia das células PMN (eosindfilos) apos incubacédo com concentracdes crescentes
do poluente 1,2-NQ durante 20 minutos
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Andlise de apoptose de eosindfilos humanos expostos ao poluente 1,2-NQ (10, 30 e 100 nM) por 20 minutos, a 37 °C, em ambiente com 5% CQO,/95% O,. As
células foram incubadas com Anexina V-PE em tampao contendo 7-amino-actinomicina (7-AAD) e analisadas por citometria de fluxo. Painéis A: Analise 7-
AAD versus PE anexina V em eosinofilos onde é possivel observar as regifes B1 (células 7-AAD positivas), B2 (células 7-ADD e Anexina V positivas —
apoptose tardia), B3 (células 7-ADD e Anexina V negativas-viaveis) e B4 (células Anexina V positivas — apoptose precoce). Painéis B: Grafico representativo
da porcentagem de eosinofilos em apoptose precoce (inicial). Painéis C: Gréfico representativo da porcentagem de eosindéfilos em apoptose tardia. Os
resultados dos gréficos B-F estdo apresentados como média + E.P.M de 3 experimentos independentes.
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Figura 18: Percentagem de apoptose inicial e tardia das células PMN (neutrofilos) apds incubacdo com concentracdes crescentes
do poluente 1,2-NQ durante 20 min
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Andlise de apoptose de neutréfilos humanos expostos ao poluente 1,2-NQ (10, 30 e 100 nM) por 20 minutos, a 37 °C, em ambiente com 5% C0O,/95% O,. As
células foram incubadas com Anexina V-PE em tampao contendo 7-amino-actinomicina (7-AAD) e analisadas por citometria de fluxo. Painéis A: Andlise 7-
AAD versus PE anexina V em neutrdéfilos, onde € possivel observar as regiées Bl (células 7-AAD positivas), B2 (células 7-ADD e Anexina V positivas —
apoptose tardia), B3 (células 7-ADD e Anexina V negativas-viaveis) e B4 (células Anexina V positivas — apoptose precoce). Painéis B: Grafico representativo
da porcentagem de neutréfilos em apoptose precoce (inicial). Painéis C: Gréfico representativo da porcentagem de neutréfilos em apoptose tardia. Os
resultados dos gréaficos B-F estédo apresentados como média + E.P.M de 3 experimentos independentes.
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5.3.2 Efeito da 1,2-NQ sobre a funcionabilidade (atividade quimiotatica)
dos neutroéfilos obtidos de voluntarios sadios frente ao fMLP

A fim de averiguar se o poluente 1,2-NQ afeta atividade quimiotéatica de
neutrofilos, a capacidade de migrar dessas células foi inicialmente testada
frente ao fMLP (Figura 19). A pureza obtida do sangue humano, que consiste
da suspensao final correspondeu a 88-90% de neutrofilos.

De acordo com a Figura 19, os ensaios realizados na placa de
microquimiotaxia de 96 pocos mostram que a capacidade de migrar
(quimiotaxia) dos neutréfilos (4 x 10° células/mL) frente ao fMLP aumentou
significativamente (0,77 + 0,06 x 10° células/mL; Figura 19, painel A)
comparada com a quimiotaxia espontanea dessas celulas frente ao meio de
cultura RPMI (basal; 0,22 + 0,04 x 10° cels/mL) bem como da quimiotaxia
espontanea de células incubadas frente ao veiculo do poluente (0,27 + 0,07 x
10° cels/mL).

A pré-incubacéo (- 20 min) dos neutréfilos humanos com o poluente 1,2
NQ, nas concentra¢des de 10 a 100 nM, ndo estimulou de forma significativa a
quimiotaxia dos eosindfilos ativados por fMLP (5x10® M). Da mesma forma,
quando avaliado como agente quimiotatico, a 1,2-NQ (10-100 nM) néo foi
capaz de estimular a migracdo neutrdfilica (quimiotaxia) per se (Figura 19,

painel B).
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Figura 19: Efeitos da 1,2-naftoquinona (1,2-NQ) sobre a quimiotaxia de neutrdfilos in vitro.
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Os neutrofilos foram obtidos do sangue periférico de voluntarios sadios e a quimiotaxia foi realizada em microplaca frente ao fMLP (5x10'8 M). Painel A ilustra
a quimiotaxia de neutréfilos (4x106 cél/mL) frente ao pré-tratamento (20 min) com a 1,2-NQ 510—100 nM; 37 °C, 5% CO,). Apos, as células migraram em
resposta ao fMLP durante 2h (37 °C, 5% CO,). Painel B ilustra a migracdo neutrofilica (4x10° cél/mL) induzida pela 1,2-NQ (10-30 nM; 37 °C, 5% CO,).,
veiculo do poluente ou o meio de cultura (basal) Resultados foram quantificados pela dosagem de mieloperoxidade e interpolados com uma curva padrao de

neutréfilos. Os dados foram expressos como média + EPM para n = 5/grupo. * P < 0,05 versus migracdo espontanea (RPMI) e P < 0,05 comparado ao
veiculo
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5.3.3 Efeito da 1,2-NQ sobre a funcionabilidade (atividade quimiotatica)
dos eosin6filos obtidos de voluntarios sadios frente a eotoxina

A capacidade do poluente 1,2-NQ afetar a migracdo dos eosindfilos foi
testada frente a eostaxina eotaxina 100 ng/mL (Figura 20). A suspensao final
(pureza) obtida do sangue humano correspondeu em média 92 a 98% de
eosinofilos.

Conforme demonstra a figura 20, os ensaios realizados na placa de
microquimiotaxia de 96 pocos mostram que a migracdo (quimiotaxia) dos
eosindfilos (4x10° células/mL) frente & eotaxina aumentou significativamente
(395,0£105,1%) comparada com a quimiotaxia espontanea de células frente ao
RPMI (100%) ou frente ao veiculo do poluente.

Quando a 1,2-NQ (10-100 nM) foi empregada como agente quimiotatico,
observou-se um aumento da migracdo (quimiotaxia) de eosinéfilos de forma
concentracédo-dependente, muito embora essa resposta nao tenha apresentado
diferenga estatistica em comparag&o com o veiculo ou o meio (Figura 21).

Importante notar que a pré-incubacédo ( 24 h) dos eosinéfilos com a 1,2-
NQ aumentou de forma significativa a migracdo dos eosindfilos induzida pela
eotaxina (130,+7,3% e 216,0+34,7%, 100 e 300 ng/mL, respectivamente; n=7)
quando comparado a migracdo espontanea e a eotaxina. Este efeito foi inibido
pela pré-incubacdo com o antagonista de TLR4, LPS-RS (10 ng/mL;
77,7+£16,5%; Figura 21).
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Figura 20: Efeitos da 1,2-naftoquinona (1,2-NQ) sobre a quimiotaxia de
eosinofilos in vitro.
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Os eosinodfilos foram obtidos do sangue periférico de voluntarios sadios e a quimiotaxia foi
realizada em microplaca frente a eotaxina (100 ng/mL). A quimiotaxia de eosindfilos (4x106
cél/mL) frente ao pré-tratamento (24 h) com a 1,2-NQ (10-100 nM; 37 °C, 5% CO,). Apds, as
células migraram em resposta a eotaxina durante 2h (37 °C, 5% CO,). Resultados foram
quantificados pela dosagem de peroxidase eosinofilica e interpolados com uma curva padréo
de eosindfilos. Os dados foram expressos como média + EPM para n = 5/grupo. * P < 0,05
versus migracdo espontanea (RPMI), “P < 0,05 versus migracédo induzida por eotaxina e P <
0,05 versus tratamento 1,2-NQ/inibi¢do LPS-RS
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Figura 21: Efeitos da 1,2-naftoquinona (1,2-NQ) sobre a quimiotaxia de
eosindfilos in vitro.
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Os eosindfilos foram obtidos do sangue periférico de voluntarios sadios e a quimiotaxia foi
realizada em microplaca frente & eotaxina (100 ng/mL). A migracéo eosinofilica (4x10° cél/mL)
foi induzida pela 1,2-NQ (10-30 nM; 37 °C, 5% CO,), veiculo do poluente ou o meio de cultura
(basal). Resultados foram quantificados pela dosagem de peroxidase eosinofilica e
interpolados com uma curva padréo de eosindfilos. Os dados foram expressos como média +
EPM para n = 5/grupo. * P < 0,05 versus migracdo espontanea (RPMI)
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6 DISCUSSAO

Conforme bem estabelecido, a inflamacao alérgica pulmonar (asma) é uma doenca
complexa, cuja caracteristica morfolégica inclui remodelamento e inflamacao
eosinofilica, muitas vezes associada a uma perda irreversivel da funcdo pulmonar
(GINA, 2017; Papi et al., 2018), Nesse contexto, achados prévios do nosso grupo
demonstraram que a exposicdo precoce (fase neonatal), mas nao tardia (fase
adulta), de camundongos selvagens ao poluente eletrofilico 1,2-NQ promoveu
exacerbacéo da inflamacao alérgica pulmonar e aumento da hiperresponsividade ao
agonista colinérgico MCh in vivo (Penh) nesses animais; entretanto, diferentemente
da inflamacédo eosinofilica no pulmdo, a hiperresponsividade a MCh néo foi
estatisticamente distinta do grupo com inflamac&o alérgica pulmonar exposto
somente ao veiculo do poluente (Santos et al., 2014). Subsequentemente, estudo
ainda nao publicado do grupo revelou que os receptores TLR4 estdo envolvidos no
controle da inflamacg&o eosindfilica exacerbada, via ativacdo direta ou indireta (ex.:
aumento de proteinas ativadas por estresse; HSP70), uma vez que a transmigracao
transendotelial (eosinofilia) para o LBA (parénquima pulmonar) foi substancialmente
reduzida no grupo correspondente de camundongos nocautes para 0s receptores
TLRA4.

Sabe-se que familias distintas de moléculas de adesdo celular (CAMS)
participam ativamente da resposta inflamatéria e, em particular, na manutencéo da
homeostase epitelial e endotelial no pulm&o. Dentre estas, estdo as caderinas,
mucinas, familia das selectinas, familia das integrinas e a superfamilia das
imunoglobulinas, conforme a similaridade estrutural e funcional. Nesse contexto, a
familia das integrinas atua tanto nas interacdes célula-matriz como célula-célula,
enquanto as caderinas servem como importantes receptores ceélulas-células,
essenciais na manutencdo da integridade epitelial. As integrinas leucocitarias, as
selectinas, os membros da superfamilia das imunoglobulinas e determinados
carboidratos favorecem as interagfes entre os leucocitos e as células endoteliais e
entre os leucocitos e o epitélio, muito embora essa Udltima interacdo € menos

discutida. No processo de interacdo leucdcito-epitélio, as integrinas também
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participam (Pilewski e Albelda, 1993; Choi et al 2013; vide revisdo Griffith et al.,
2014).

Presentes na membrana celular, as integrinas s&o ativadas por quimiocinas
originadas no local da inflamacéo e sédo importantes para migracado de eosinéfilos
(VLA-4; CD49d/CD29; a4p1) e neutréfilos (Mac-1; CD11b/CD18; aMB2). No
endotélio, a molécula VLA-4 se liga a imunoglobulina molécula de adeséo celular
vascular 1 (VCAM-1), enquanto o Mac-1 e o LFA-1 se ligam a molécula de adeséo
intercelular 1 (ICAM-1) (vide revisdo: Sanz e Kubes, 2012). Com excec¢do do
mecanismo de marginacdo dos leucécitos, as demais etapas de migracao
transendotelial das células inflamatérias (ex.: captura, rolamento, adesdo e
transmigracao/diapedese) do sangue (microcirculacdo) para o foco da inflamacéao
sdo regulados pelas CAMs (vide Sanz e Kubes, 2012). Além isto, as CAMs atuam

como estimulantes da atividade leucocitaria,

Em virtude da relevancia das CAMs nos mecanismos celulares de PMN nas
vias aéreas, foi avaliado no tecido pulmonar dos camundongos selvagens com
exacerbacdo da inflamacdo alérgica pulmonar expostos na fase neonatal ao
poluente 1,2-NQ, o perfil de expressao para ICAM-1, VCAM-1 e PECAM-1, assim
como para a citocina (Th2) pleiotrépica IL-13, cujo papel central na patogénese da
asma vem sendo demonstrado (Corren, 2013),

Os resultados deste estudo mostram que os camundongos selvagens com
asma induzida pelo antigeno expostos ao poluente 1,2-NQ na fase neonatal exibem
no tecido pulmonar aumento significativo da imunorreatividade para IL-13, ICAM-1,
VCAM-1 e PECAM-1 no nas vias aéreas e no parénguima pulmonar gquando
comparado com a imunorreatividade observada na regido correspondente dos
animais expostos ao veiculo ou 1,2-NQ ou somente alérgicos (OVA). A IL-13 no
tecido pulmonar, juntamente com as IL-4 e IL-5, aumenta a sobrevivéncia, ativacéo e
migracdo de eosindfilos. Nesse sentido, vale acrescentar que aumento na

concentracdo dessas citocinas foi observado no LBA de camundongos selvagens
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alérgicos expostos a 1,2-NQ no periodo neonatal (Florenzano et al., 2018; dados
ainda nao publicados).

Considerando que as imunoglobulinas CAMs participam ativamente do
processo de recrutamento de leucdcitos para o local da lesdo/inflamacédo, podemos
inferir que essa maior imunorreatividade para ICAM-1, VCAM-1 e PECAM-1 justifica
a eosinofilia observada no LBA e parénquima pulmonar dos animais selvagens
(Santos et al., et al., 2014; 2018 dados néo publicados). Ademais, estes resultados
indicam que a IL-13 atua como mediador contribuinte importante no aumento da
susceptibilidade a inflamacdo alérgica pulmonar frente a exposicdo pdés-natal ao
poluente 1,2-NQ. De fato, a participacéo da IL-13 tem sido sugerida na diferenciacao
das células caliciformes, ativacdo de fibroblastos, aumento da hiperresponsividade
brénquica, regulacdo de IgE e, particularmente, ativacdo e transmigragao
eosinofilica, aumento na producédo de muco e fibrose (Corren, 2013; Rael, Lockey,
2011;).

As CAMs, como a ICAM-1, sdo também reguladas pela expressdo de
citocinas pro-inflamatorias, dentre elas o fator de necrose tumoral (TNF-a). Esta
citocina pode ativar a c-Src quinase e o NF-kB e dessa forma, pode regular a
expressdo de ICAM-1 e VCAM-1 (Lin et al., 2015). Ademais, outros sugerem que a
inducdo de VCAM-1 e ICAM-1 ocorre via sinalizacdo dependente de fatores de
transcricado NFkB e AP-1 mediada por proteina quinase C e MAPKSs (Guijarro-Mufioz
et al.,, 2014, Lee et al., 2012). Vale ressaltar que, no pulmdo dos camundongos
selvagens com exacerbacdo da inflamacdo alérgica pulmonar devido a exposicao
precoce ao poluente 1,2-NQ na fase neonatal, ocorreu um aumento significativo nas
concentragdes de TNF-a e da atividade do fator de transcricdo NFkB (Santos et al
(2018; dados ainda nao publicados do grupo), Assim, os resultados deste estudo
sugerem e complementam dados anteriores do grupo, ressaltando a importancia das
CAMs (ICAM-1, VCAM e PECAM-1) e da estimulacdo da resposta imune Th1/Th2 na
regulacéo desse fendbmeno observado no pulméo dos animais expostos ao poluente

1,2-NQ na fase neonatal.
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Outra correlacéo positiva importante observada neste estudo foi demonstrada
entre 0 aumento da imunorreatividade para as CAMs/eosinofilia/IL-13 com o0s sinais
de remodelamento no pulmdo dos animais selvagens alérgicos pré-expostos ao
poluente 1,2-NQ. Tais sinais foram caracterizados morfologicamente pelo aumento
significativo na espessura do epitélio brénquico, da area da camada muscular e,
também, na espessura da camada muscular. Coletivamente, estes resultados
indicam que o0 aumento da expressao para as CAMs e IL-13 favoreceu a eosinofilia e
o remodelamento no tecido pulmonar desses animais. Similarmente, recente estudo
de Liu et al. (2018) revelaram que o MP,s, comumente contaminado por quinonas
(ex.: 1,2-NQ), quando instilado nas vias aéreas de camundongo C57BL/6 induziu
maior imunorreatividade para ICAM-1 no pulméao destes, via mecanismo dependente
da ativacao da IL-6/AKT/STAT3/p65 que, subsequentemente promove maior adesao
dos leucdcitos as células epiteliais alveolares.

Vale acrescentar que mediadores lipidicos, como a cis-leucotrienos (Cis-Lts)
participa ativamente no recrutamento de eosindfilos para as vias areas, além de
promover aumento de permeabilidade vascular e regular a expressao de antigeno
tardio (VLA-4) e a expressao da molécula VCAM-1 na circulacao local pulmonar (Hur
et al., 2018; Leff, 2000). Importantemente, dados ainda ndo publicados do nosso
grupo (Santos et al., em preparacdo) também revelaram um aumento significativo na
concentracdo do mediador lipidico LTB4 no LBA dos animais selvagens com
exacerbacéo da inflamacéo alérgica pulmonar expostos ao poluente 1,2-NQ na fase
pos-natal. Tais resultados podem explicar e contribuir, também, para estimular maior

expressdo de VCAM-1.

Durante a reacdo inflamatoria, os mediadores inflamatérios podem causar alteracdes
e disfuncbes celulares, capazes de comprometer a integridade epitelial, afetar o
controle neural (sensitivo e autonémico), producdo do muco e da fungcdo mucociliar,
gue levam ao aumento da reatividade (hiperresponsividade) do muasculo liso das vias
aéreas. Nesse cenario, a hiperresponsividade das vias aéreas consiste numa das
principais caracteristicas do modelo de asma alérgica cronica frente a um agonista

colinérgico, por exemplo, a MCh (Dai et al, 2017; Santos et al., 2014).
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Experimentalmente, a medida da funcdo pulmonar em camundongos continua sendo
um desafio que até o momento, nenhum método tem sido eleito como ideal quanto a
precisdo. O pletismografo de corpo inteiro € um método nado-invasivo, que permite
medidas repetidas e sem a necessidade de anestesia, mas tem validade e precisao
guestionaveis (Bates e Irvin, 2003, Santos et al., 2014; Zhang et al., 2009). Em
contrapartida, os meétodos invasivos, como o Flexvent, conseguem medir
diretamente a mecéanica pulmonar e aérea, resultante de variaveis fisioldgicas mais
precisas; todavia, possui como principal inconveniente a traqueostomia e o término
consequente do experimento e eutanasia do animal, impedindo assim um
monitoramento dos animais ao longo do tempo em caso de protocolos crénicos. Por
outro lado, alguns autores vém contornando essa limitacdo (De Vleeschauwer et al.,
2011).

De acordo com estudo prévio do grupo, quando a hiperresponsividade (Penh)
em resposta a MCh foi avaliada em vias aéreas de camundongos selvagens com
exacerbacdo da inflamacdo alérgica pulmonar, previamente expostos na fase
neonatal a 1,2-NQ, Santos et al (2014) observaram aumento significativo dessa
hiperresponsividade em comparacdo ao grupo controle. Todavia, diferentemente da
inflamacdo eosinofilica no pulméo desses animais, a hiperresponsividade frente a
MCh né&o foi diferente da resposta obtida no respectivo grupo de camundongos
selvagens submetidos a asma e exposto somente ao veiculo do poluente (Santos et
al., 2014). Neste estudo, com o intuito de validar essa discrepancia, os animais
expostos ao poluente 1,2-NQ e OVA foram submetidos a medida da funcéo
pulmonar pela técnica de Flexvent, uma metodologia de oscilacdo forcada, que
conforme citado anteriormente permite a medida de parametros fisiologicamente
relevantes, incluindo as propriedades mecanicas do sistema respiratorio (parametros
de resisténcia das vias aéreas, do parénquima pulmonar, elastancia do parénquima
pulmonar), distinguindo ainda a mecanica das vias aéreas e do tecido pulmonar
(Vanoirbeek et al., 2010).

Curiosamente, os resultados desta andlise invasiva utilizando Flexvent

revelou que, ao contrario dos resultados prévios (Santos et al., 2014), os
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camundongos com inflamacédo alérgica pulmonar pré-expostos a 1,2-NQ na fase
neonatal, exibiram um aumento significativo da responsividade a MCh nas vias
aéreas destes em relacdo aos camundongos com inflamacdo alérgica expostos
somente ao veiculo do poluente e, também, em relacdo a responsividade observada
no grupo controle (veiculo) ou exposto somente ao poluente 1,2-NQ. Nesses
animais, foi possivel observar alteragcdes nos parametros de resisténcia das vias
aéreas (Rn) e do parénquima pulmonar (G), ndo sendo observada nenhuma
diferenca quanto a elastancia (H) do parénquima pulmonar em relacdo ao controle.
Em concluséo, esses resultados discordam dos resultados anteriores e corroboram
os achados de parametros inflamatérios no pulmdo dos animais (infiltracdo
eosindfilica, aumento de citocinas e outros mediadores inflamatérios) e de varios
estudos publicados (Cho et al., 2004b; Dai et al., 2017, Sjoberg et al., 2017).
Contudo, é importante ressaltar que o pulmao, apesar de ser altamente influenciado
pelas propriedades mecéanicas do sistema respiratorio, este pode frequentemente
continuar exercendo suas fungdes sob condicbes de volume corrente, apesar das
evidéncias inflamatérias e histopatologicas (eosinofilia, remodelamento etc.)

significativas.

Em geral, o remodelamento atua como fator determinante para a obstrucéo
das vias aéreas durante o processo inflamatoério crénico. Este se deve, em grande
parte, a ativacdo e proliferacdo das células epiteliais e miofibroblastos, estimulando
assim a deposicdao intersticial de colageno e de proteoglicanos na lamina reticular da
membrana basal. Isto leva ao subsequente espesssamento, Ademais, a hipertrofia e
hiperplasia do mduasculo liso, bem como o aumento do numero de células
caliciformes, glandulas e vasos sanguineos submucosos, além de alteracdo no
deposito/degradacdo dos componentes da matriz extracelular, constituem fatores
clinicos relevantes para a progressao e instalacdo do quadro de remodelamento das
vias aéreas, que intereferem na estrutura das vias aéreas e, subsequentemente, na
disfuncéo e obstrucdo bréonquica. Ademais, as células Th-17, contribuem para a
fisiopatologia da asma e o remodelamento e obstrucéo das vias aéreas (Wang et al.,
2010).
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Vale ressaltar que, segundo Santos et al (2018; dados ainda nao publicados),
em células esplénicas de camundongos C57BL/6 selvagens expostos a 1,2-NQ no
periodo neonatal e re-estimulada in vitro com PMA e ionomicina, a porcentagem de
linfécitos Th17 (CD4"/IL-17") aumentou significativamente, indicando que o poluente
1,2-NQ per se contribui para a exacerbacgéo da fisiopatogenia da inflamacao alérgica
pulmonar e, consequentemente, na inducéo da hiperresponsividade nas vias aéreas

deste frente a MCh, possivelmente por promover o remodelamento das vias aéreas.

Reforcando essas sugestfes, a analise morfométrica neste estudo, revelou
aumento significativo da area da camada muscular peribronquiolar bem como da
espessura da camada muscular nos camundongos selvagens com exacerbacédo da
inflamacdo alérgica pulmonar expostos ao poluente 1,2-NQ na fase neonatal em
relacdo ao grupo controle, independentemente de alteracdes no epitélio bréonquico.
Vale ressaltar que, tanto experimentalmente em modelos de asma quanto em
exames post mortem de pacientes com asma, a eosinofilia contribui grandemente
para o espessamento da musculatura lisa peri-bronquica, fibrose sub epitelial e
aumento da produgcdo de muco, possivelmente pelo aumento na liberagdo do fator
de crescimento fibrético (TGF-B). Em modelo animal, observou-se que, além do
espessamento da musculatura lisa, ocorreu aumento de fibrose, que ndo foram
completamente abolidas em animais deficientes de IL-5 indicando que outros
mecanismos podem estar envolvidos no remodelamento observado (Cho JY et al.,
2004, Elliot et al., 2015).

Associado a isto, sabe-se que a hipersecrecdo de muco formado dentro das
vias aéreas por uma matriz polimérica de glicoproteinas denominadas mucinas,
associada a hipertrofia e hiperplasia de células caliciformes acaba por limitar o fluxo
aéreo dentro das vias aéreas. A funcdo do muco é, em geral, proteger, hidratar e
lubrificar a superficie das mucosas, bem como remover substancias irritantes por
meio do clearence mucociliar. Mudangas na composi¢cao da glicoproteina secretada
(neutra ou acida) alteram as propriedades reolégicas do muco. Assim, o0 aumento de

glicoproteina &cida resulta em maior viscosidade do muco, dificultando assim a
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defesa pulmonar, pois favorece maior resposta inflamatdria e aumento da resisténcia

das vias aéreas (Wagner et al., 2001).

Ao avaliar os pulmdes dos camundongos selvagens alérgicos expostos a 1,2-
NQ na fase neonatal, observou-se aumento significativo na produ¢édo de muco acido
e neutro em relacdo aos respectivos grupos controle expostos ao veiculo; entretanto,
esse aumento ndo diferiu estatisticamente do respectivo grupo alérgico, Inoue et al.
(2007 a,b) demonstraram hiperplasia de células caliciformes e aumento da
expressdo (RNAm) de mucina (MUC5A) e IL-13, independentemente de estimulos
secundarios, ap0s a administracdo i.tr. de doses repetidas de 1,2-NQ em
camundongos adultos. Apesar de relevantes, este resultado ndo corrobora a
sugestdo de que a exposicao precoce ao poluente 1,2-NQ exacerba as acdes do
antigeno em vias aéreas de camundongos, pelo menos, no que tange a producéo de
muco. Entretanto, outros estudos demonstram o efeito deletério da PAA sobre a
producdo de muco, tanto in vitro em cultura de células humanas quanto em modelos

animais (Alessandrini et al., 2006; Kiinzi et al., 2013).

Em continuidade ao estudo, sabendo que a deposicao de fibras colagenas é
outro parametro observado no remodelamento e ainda na estrutura e funcéo faz vias
aéreas, averiguou-se a presenca de colageno no pulmdo dos animais, As fibras
colagenas mantém a estabilidade alveolar, vascular e das vias aéreas, limitando a
expansdo pulmonar; contudo, alteracbes na sua deposi¢cdo nos pulmdes consiste,
em geral, em sindnimo de fibrose. Observamos aqui que a exposicdo neonatal ao
poluente 1,2-NQ nao alterou significativamente a deposicdo de colageno nas vias
aéreas ou vasos peribronquiolares de camundongos selvagens alérgicos expostos a
1,2-NQ. Em contrapartida, Ma et al. (2014) revelaram que a exposicdo crénica de
animais ao MP liberado na exaustao do diesel (a PEDs) causou fibrose pulmonar, A
discrepancia desses resultados pode estar relacionada as diferengas de linhagens,
bem como o tipo de PAA, uma vez que o MP é sabidamente capaz de estimular o
TGF[ por sua vez, estimula a fisiopatogenia do remodelamento (Zheng et al., J
Hepatol. 2015 Dec; 63(6): 1397-1404.).



86

As metaloproteinases (MMPs) compreendem uma familia de pro-enzimas
proteoliticas, principalmente durante a inflamacao alérgica, que sédo produzidas por
células inflamatorias, mas também por outras células pulmonares, como as células
epiteliais e fibroblastos. A MMP-9 é amplamente produzida por leucécitos, sendo
capazes de degradar material coladgeno e, assim, danificar as células e tecido
pulmonar. O aumento da expressao de MMP-9, MMP-12 e fibronectina tem sido
associado ao agravamento da asma em individuos asmaticos. Essas alteracbes de
matriz, podem levar ao espessamento da parede muscular, reducdo do lumen e

fibrose.

A auséncia de diferencas na expressao das MMP-9 no parénquima ou vias
aéreas de animais expostos a 1,2-NQ e OVA em relacdo aos respectivos controles
(veiculo ou alérgico), sugerem que neste modelo experimental, a MMP-9 ndo exerce
papel relevante na exacerbacao do infiltrado de células inflamatorias (leucocitos) no
pulmédo dos animais expostos a 1,2-NQ, pelo menos no periodo avaliado. Por outro
lado, o aumento da expressdo para MMP-9 tem sido demonstrado no endotélio
associado com endotelina 1 em modelo animal exposto ao MP eliminado na

exaustdo do diesel (Amie et al., 2009).

Receptores TLR4 e 1,2-NQ

De acordo com varias evidéncias, a exacerbacdo da sinalizacdo mediada
por TLR4, leva a producdo excessiva de citocinas pro-inflamatérias e
consequentemente, a lesdo tecidual. Assim, a regulacdo negativa ou o bloqueio da
sinalizacdo TLR4, representa um excelente alvo farmacol6gico para diversos

processos inflamatdrios (ref. revisao).

Vale ressaltar, em termos mecanisticos, que um papel parcial para o
receptor TLR4, capaz de atenuar a eosinofilia alérgica, foi demonstrado para os
camundongos expostos ao poluente 1,2-NQ na fase neonatal (Santos et al., 2018;
dados ainda néao publicados), Neste estudo, os resultados reforgam essa sugestéo e

mostram que no pulmao dos animais nocautes TLR4 expostos ao poluente 1,2-NQ e
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estimulo antigénico (OVA), foi observado menor Imunorreatividade para as CAMs

ICAM-1 e VCAM-1, mas ndo PECAM-1, em relacdo ao respectivo grupo selvagem.

Ao contrario dos achados obtidos nos camundongos selvagens, observamos
gue, assim como a supressao da inflamacéao alérgica pulmonar em camundongos
nocautes TLR4 expostos ao poluente 1,2-NQ, as alteracdes estruturais no pulmao
destes animais foram inibidas (espessamento da camada muscular bronquica e
producdo de muco &cido), sugerindo que tais receptores estdo envolvidos nos
mecanismos que deflagraram as alteracBes estruturais nas vias aéreas dos
camundongos expostos ao poluente 1,2-NQ. Da mesma forma, a dele¢cdo dos
receptores TLR4 contribuiu para reduzir a producdo de muco (mucina acida) no
pulmé&o dos camundongos submetidos ao poluente 1,2-NQ e OVA, reforcando assim
a sugestdao de que a auséncia ou bloqueio dos TLR4 inibe a eosinofilia que,
consequentemente, suprime sinais de remodelamento das vias aéreas, incluindo a
producdo de muco.

O mecanismo envolvido é dependente, em parte, da inibicdo de respostas
Th2, visto que a imunorreacdo para IL-13 foi também reduzida no pulm&o dos
camundongos nocautes TLR4 expostos ao poluente e OVA. Corroborando esses
achados, Santos et al (2018; dados n&o publicados) também observaram, via
citbmetro de fluxo, reducdo significativa da populacdo de células Thl7 (CD4+/IL-
17+) e Th2 (CD4+/IL-4+) em esplendcitos obtidos de camundongos nocautes TLR4
expostos ao poluente 1,2-NQ na fase neonatal e, depois, estimuladas in vitro com
OVA. Em conjunto, esses dados reforcam que o estimulo (exposicdo) neonatal
frente ao poluente 1,2-NQ, leva a ativacdo (direta/indiretamente) dos receptores
TLR4 que, subsequentemente, promove ativacao de respostas Th2. Outros estudos
mostram correlagcdo semelhante entre a hipersecre¢do de muco induzido por LPS e
os receptores TLR4, no qual foi demonstrado que o bloqueio dos receptores TLR4
promove reducdo no aumento da expressdo de MUCS5AC induzida por proteinas
S100 em cultura de células do epitélio brénquico humano (Chen et al., 2009, Kang et
al., 2015). O efeito estimulante da PAA sobre a produgé&o de muco, tanto em cultura
de células humanas quanto em modelos animais foi demonstrado em varios

estudos, sendo a reducao deste efeito também observado em animais nocautes de
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TLR4 (Alessandrini et al., 2006; Kunzi et al., 2013). Curiosamente, Drug et al (2011)
demonstraram que as mucinas sdo capazes de solubilizar hidrocarbonetos
aromaticos (PHA) presentes em PM e, assim, facilitar o transporte e acumulo destas
substancias no citoplasma das células.

No remodelamento, a deposicdo de fibras colagenas € outro parametro que
contribui para esse quadro, que pode evoluir para disfuncdo brénquica nas vias
aéreas. Assim, ateracfes na sua deposicdo nos pulmdes consiste, em geral, em
sinbnimo de fibrose. Neste estudo, muito embora sinais de remodelamento
associados a eosinofilia e hiperresponsvidade foram mensurados nos pulmdes dos
camundongos selvagens com inflamacdo alérgica exacerbada, resultante da
exposicao precoce ao poluente 1,2-NQ, nao foi detectado aumento significativo da
porcentagem de fibras colagenas na regido peribronquiolar ou dos vasos.
Curiosamente, nos camundongos nocautes expostos ao mesmo tratamento, um
aumento marcante na deposicéo de fibras colagenas foi observado. Esse resultado
€ curioso sugere potencial resposta reparativa frente a inflamacéo alérgica induzida
pelo antigeno. De fato, esse resultado corrobora outros achados, que mostram que a
atividade do TLR4 é critica no evento de resolu¢do da inflamacgéo aguda e cronica e
fibrose pulmonar em modelos animais de lesdo pulmonar, uma vez que a inibicao
genética ou farmacolégica do TLR4 pode exacerbar estas respostas (Canale-
Zambrano et al., 2010; John et al., 2010, Yang et al., 2012, Liang et al., 2016).

Por seu turno, apesar da MMP-9 ser produzida por leucdcitos e, sua funcao
esta correlacionada com a degradacdo material coladgeno e lesédo de células e tecido
pulmonar, a expressdo da MMP-9 nao foi alterada no parénquima ou vias aéreas de
animais selvagens ou nocautes TLR4 expostos a 1,2-NQ e OVA. Estes resultados
sugerem que as MMP-9 ndo participam na exacerbacdo do infiltrado de células

inflamatorias (leucécitos) no pulméo dos animais expostos a 1,2-NQ.

Em conjunto, os resultados deste estudo corroboram a hipétese de que a
eosinofilia exacerbada nas vias aéreas de camundongos selvagens expostos na
fase pos-natal ao poluente 1,2-NQ resultam, em parte, de alteracdes estruturais e
mecanismos celulares desencadeadas pelo aumento da expressdo das CAMs
(ICAM-1, VCAM-1 e PECAM-1) e citocinas Th2 (IL-13), Como consequéncia, isto
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contribui para promover e estimular sinais de remodelamento pulmonar (aumento na
producdo de muco, deposicdo de colageno e hiperresponsividade relacionada ao
espessamento da camada muscular bronquica) que, subsequentemente, promove
hipersensibilidade das vias aéreas. Conclui-se que, na presenca dos TLR4, o
aumento da imunorregulacdo das CAMs (ICAM-1 e VCAM-1, mas ndo PECAM)
funciona como feedback positivo na exacerbagéo da eosinofilia em camundongos
sensibilizados na fase neonatal com o poluente 1,2-NQ. Portanto, o poluente
eletrofilico 1,2-NQ representa um fator importante no agravamento da asma alérgica,

ao primar respostas Th2.

Avaliacdo translacional do impacto celular da 1,2-NQ sobre a funcionalidade de PMN
de voluntérios sadios

Como objetivo de correlacionar e validar (com apelo translacional) se a acao
lesiva do poluente 1,2-NQ sobre a resposta imune inata (células e receptores TLR4)
de roedores (camundongos) afetaria também a funcionalidade de células
inflamatorias (PMN) obtidas de sangue humano, foi realizado ensaios funcionais
(migracdo) em células PMN (neutrofilos e eosindfilos) isoladas de voluntarios sadios.

Sabe-se que a eotaxina-1 (quimiocina CCL11) promove a mobilizacdo dos
eosindfilos e sua liberacdo da medula 6ssea. Liga-se ao receptor CCR3, expresso
nos eosinofilos e em basdfilos (em humanos). A ligacdo entre CCR3 e eotaxina
desencadeia mecanismos que levam ao influxo de Ca**, ocorrendo ativacdo da
guinase da cadeia leve da miosina (MLCK) que leva ao rearranjo do citoesqueleto de
actina e assim, a quimiotaxia. Em ensaios de quimiotaxia in vitro é utilizada para
induzir um gradiente quimiotatico que leva a migracéo celular.

Com o intuito de especular se a pré-incubacdo com a 1,2-NQ é capaz de
alterar a funcionalidade dos eosinofilos, foi realizado o ensaio de quimiotaxia in vitro
em favor do gradiente frente a eotaxina. A pré-incubacédo dos eosinoéfilos com 1,2-
NQ, foi capaz de modificar a migracdo induzida pela eotaxina, aumentando a
guimiotaxia dessas células. Essa resposta foi abolida pelo rS-LPS, um antagonista
de TLR4, que regula as vias de sinalizagdo JNK/p38 MAPKSs e p65-NF-kB, além de

mediar a inibicdo do gene de expressdo de moléculas co-estimulatorias (CD8O,
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CD86 e CD40) de quimiocinas e seus receptores (Gaikwad et al., 2015). Quando a
1,2-NQ foi testada como agente quimiotatico, ocorreu aumento da migracédo dessas
células, embora néo estatisticamente relevante em relagdo ao controle RPMI.

Por sua vez, o N-formilmetionina-leucil-fenilalanina (fMLP) € um conhecido
guimiotatico para neutroéfilos. Representa uma variedade de peptideos derivados de
bactéria. O fMLP Liga-se a receptores de superficie celular acoplados a proteina
Gi, (liri et al., 1989) e a estimulacao dos neutrofilos por esse agente, ativa as vias de
sinalizacao intracelular mediadas por fosfolipase C (PLC), fosfolipase A, fosfolipase
D (PLD) e MAPKs que, sabidamente, regulam varias funcdes celulares (Nicki et al.,
1997, Selvatici et al., 2006). Neste estudo, a quimiotaxia dos neutrdfilos frente ao
fMLP foi significativamente aumentada quando comparada a quimiotaxia espontanea
(RPMI) ou ao veiculo do poluente. No entanto, a pré-incubacao dos neutréfilos na
microplaca com a 1,2-NQ nao foi capaz de modificar a migragao induzida por fMLP
e, da mesma forma, a 1,2-NQ nao foi capaz de induzir per se a quimiotaxia dos
neutrofilos, excluindo assim o potencial quimiotatico para esse poluente.

Para investigar se esta resposta da capacidade migratéria foi devida a um
possivel processo de apoptose, avaliou-se a viabilidade de eosindfilos e neutrdéfilos
apos tratamento com 1,2-NQ in vitro utilizando células marcadas com anexina V e 7-
AAD. A apoptose é um processo fisiolégico normal para manutencao da homeostase
tecidual. E caracterizada por certas caracteristicas morfolgicas que incluem perda
de assimetria da membrana plasmatica, condensacdo do citoplasma e nucleo e
fragmentacao internuclossémica de DNA.

Em células apoptéticas, o fosfolipideo de membrana fosfatidilserina (PS) é
exposto na superficie externa da membrana plasmatica, durante o estagio inicial do
processo. A anexina V, uma proteina de ligacdo para fosfolipideos dependente de
Ca2+ se liga a PS. Por outro lado, células mortas sdo permeaveis ao 7-AAD.

A pré-incubacdo com 1,2-NQ por 20 minutos ndo induziu apoptose tardia
(células anexina V e 7-AAd positivas) em eosinofilos ou neutréfilos humanos. No
entanto, essas ceélulas apresentaram alta porcentagem no estagio inicial de
apoptose (células anexina V positivas/7-ADD negativas). Ressalta-se que as células

controles apresentaram o mesmo perfil. Acredita que esse resultado decorra do
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tempo levado para realizar as leituras apés a incubacdo com os marcadores, que
ocorreu apos 1 hora da incubacéo.

Os resultados apresentados, sugerem que o mecanismo dependente do
receptor TLR4 ajuda a suprimir a exacerbacdo da inflamacdo alérgica pulmonar
apos exposicao neonatal a 1,2-NQ sem afetar a fibrose via perda de moléculas de
adesdo (PECAM-1 e VCAM-1), importantes nos processos de adesdo e migracao
celular.

Da mesma forma que os efeitos quimiotaxicos da 1,2-NQ nas vias aéreas
murinas, a exposicdo de PMN humano com o poluente levou ao aumento da
guimiotaxia de eosinodfilos, mas ndo de neutréfilos. E essa resposta ndo se deve a
um processo de apoptose. Assim, os resultados sugerem que 0 contato precoce
com 1,2-NQ, um contaminante de particulas, possa ser um indutor potencial de

inflamacéo.
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7 RESUMO E CONCLUSOES

1. A exposicdo de camundongos neonatos a 1,2-NQ foi capaz de induzir a

hiperresponsividade das vias aéreas destes na fase adulta.

2. Este efeito correlaciona-se com o remodelamento observado nos pulmdes
destes animais, caracterizado pelo aumento da area e espessura da
musculatura lisa peri-bronquica e do epitélio das vias aéreas em
camundongos selvagens alérgicos. Essas alteracbes ndo foram observadas

em camundongos nocaute TLR4-/-.

3. A eosinofilia nas vias aéreas de camundongos selvagens expostos a 1,2-NQ
pode ser explicada pelo aumento da expressédo das CAMs (ICAM-1, VCAM-1
e PECAM-1) e da citocinas Th2 (IL-13), e desse modo, essas alteracdes em
conjunto promovem o remodelamento, que foi inibido em camundongos

nocaute.

4. Este estudo mostra, também, que a 1,2-NQ é capaz de ativar eosindfilos
humano (mas ndo neutréfilos) e aumentar a quimiotaxia induzida pela
eotaxina. E este efeito, € bloqueado pelo LPS-RS, um antagonista do TLR4.
Tais resultados, mostram que, assim como demonstrado no modelo animal, o

mecanismo do poluente 1,2-NQ em células humanas, envolve o TLR4.
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