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Resumo

A hidroquinona (HQ) é um composto fendlico de origem natural ou antropogénica,
encontrada em grandes concentrag¢des no cigarro, além de ser produto da biotransformacao
do benzeno. Nosso grupo de pesquisa tem demonstrado que a exposicdo a HQ compromete
a resposta inflamatdria in vivo. Dando continuidade a estas investigagdes, este trabalho
visou investigar os efeitos da exposi¢cdo in vivo a HQ sobre func¢des do tecido traqueal e
atividades de macrofagos alveolares. Para tanto, camundongos Swiss machos foram
expostos a HQ 25ppm (1,5mg/60mL/1h; 5 dias) ou veiculo (solucdo salina etanol 1:20) por
via sistémica (nebulizagdo). ConcentragGes de mediadores inflamatdrios (interleucina (IL) 1[3,
IL-6, IL-10, IL-4, IL-12 fator de necrose tumoral-a (TNF-a) ou proteina quimiotaxica de
mondcitos (MCP-1); ensaio imunoenzimatico (ELISA) e éxido nitrico (NO; reacdo de Griess)
foram quantificados no lavado bronco-alveolar (LBA) em condi¢Ges basais ou 3 horas apds
estimulo inflamatério (LPS in vivo; 100pL/mL; 10min) e no sobrenadante de macréfagos
(M®s) alveolares ou de cultura da traquéia obtidos dos animais e posteriormente
estimulados in vitro (M®s: 5ug/mL de LPS + 10ng/mL de IFN-y; traquéia: 1pg/mL de LPS;
24h). Atividades fagocitica e fungicida (microscopia 6ptica) e a expressdo de receptores
envolvidos na fagocitose toll-like receptor (TLR, TLR-2, TLR4 e dectina-1; citometria de fluxo)
foram determinadas apds incubacdo in vitro de M®s alveolares com o fungo Candida
albicans e a expressao protéica de MyD88 foi realizada em M®s alveolares (western blot).
Quantificagdo do RNAm para MCP-1 (reagdo da transcriptase reversa em cadeia de
polimerase, RT-PCR) foi realizada em tecido traqueal e células de linhagem monocitica
humana THP-1 foram empregadas em ensaios de quimiotaxia in vitro (Camara de Boyden)
frente a diferentes concentracdes de MCP-1. Reatividade do tecido traqueal foi quantificada
frente a metacolina. Os resultados obtidos mostraram que a exposi¢ao in vivo a HQ reduziu a
concentracdo de MCP-1 (54,98% vs. controle LPS) e IL-12 (51,45% vs. controle LPS) no LBA
apos inflamagao; reduziu a secre¢gao de MCP-1 por M®s (basal: 87,96%; LPS+INF-y: 61,20%)
e tecido traqueal em cultura (79,77% vs. controle LPS). Neste ultimo tecido, a diminuicao foi
dependente da menor expressao génica. Concentra¢des de MCP-1 semelhantes a detectada
no sobrenadante de cultura de traguéia de animais expostos a HQ induziram migracdo de
células THP-1 menor (38,2%) que a provocada pela concentracdo de MCP-1 no sobrenadante

da cultura traquéia de animais controles. Traquéias de animais expostos a HQ apresentaram



hiperreatividade (193,48%), a qual foi revertida pela remocdo do epitélio traqueal.
Adicionalmente, cultura de M®s obtidos de animais expostos a HQ apresentaram maior
atividade fagocitica (porcentagem de fagocitose: 36,30%; indice de fagocitose: 83,97%) e
fungicida (68,47%), que ndo foram dependentes de alteracGes nos receptores TLR2, TLR4 e
dectina-1, mas podem ser decorrentes da menor expressao protéica de MyD88. Em
conjunto, os dados obtidos apontam para alteracGes importantes resultantes da exposi¢do
in vivo a HQ sobre funcbes de M®s alveolares e do tecido traqueal que, em conjunto, podem
ser determinantes para a toxicidade observada nestes animais que culmina com prejuizo na
defesa do organismo.

Palavras-chaves: MCP-1, intoxicacdo ambiental e ocupacional, fagocitose, Candida albicans,

LPS, inflamagao.



Abstract

Hydroquinone (HQ) is a phenolic compound of natural or anthropogenic source, also found
in high concentrations in cigarette, as well as benzene’s metabolite. Our research group has
demonstrated that exposure to HQ impairs in vivo inflammatory response. Following these
investigations, this work aimed to study the effects of in vivo exposure to HQ on tracheal
tissue and alveolar macrophages (M®s) activities. For this purpose, male Swiss mice were
systemically (aerolised) exposed to 25ppm HQ (1.5 mg/60mL/1h; 5 days) or vehicle (saline
ethanol solution, 1:20). Concentrations of inflammatory mediators (interleukin (IL) IL-1[3, IL-
6, IL-10, IL-4, IL-12 tumor necrosis factor-a (TNF-a) or monocyte chemoattractant protein
(MCP-1); (enzyme immune assay, ELISA)) and nitric oxide (NO; Griess reaction) were
quantified in bronchoalveolar lavage (BAL) at baseline or 3 hours after inflammatory
stimulus (in vivo LPS, 100uL/mL; 10min); in the supernatant of cultured alveolar
macrophages (M®s) or trachea obtained from animals and subsequently in vitro stimulated
(Mds: 5ug/mL of LPS plus 10ng/mL IFN-y; trachea: 1ug/mL LPS; 24 hours). Phagocytic and
fungicidal activities (light microscopy) and expression of receptors involved in phagocytosis
(toll-like receptor (TLR, TLR2, TLR4 and dectin-1, flow cytometry) were determined after in
vitro incubation of alveolar M®s with Candida albicans fungus and expression of MyD88
pathway was held in alveolar M®ds (western blot). Quantification of mRNA for MCP-1
(reaction of reverse transcriptase polymerase chain reaction, RT-PCR) was performed in
tracheal tissue and cells human monocytic THP-1 were used in in vitro chemotaxis assays
(Boyden chamber) using different concentrations of MCP-1. Tracheal reactivity was
measured in response to methacholine. The results showed that in vivo HQ exposure
reduced the concentration of MCP-1 (54.98% vs. control) and 1L-12 (51.45% vs. control) in
the BAL after inflammation; decreased secretion of MCP-1 by M®s (basal: 87.96%, LPS+INF-
y: 61.20%) and in tracheal culture after LPS stimulation (79.77% vs. control). In the latter
tissue, the MCP-1 protein content was dependent on impaired gene expression.
Concentrations of MCP-1 similar to those detected in the supernatant of tracheal from HQ
exposed rats induced smaller migration of THP-1 cells (38.2%) than that evoked by the MCP-
1 concentration obtained in trachea supernatants collected from control animals. Tracheas
from HQ exposed rats showed hyper reactivity (193.48%), which was reversed by removal of

the tracheal epithelium. Additionally, culture of M®s obtained from HQ exposed rats



showed increased phagocytic (percentage of phagocytosis: 36.30%; phagocytosis index:
83.97%) and fungicide activity (68.47%), which were not dependent on changes in the
receptors TLR2, TLR4 and dectin-1, but could be due to reduced MyD88 expression.
Together, these data point out important alterations on M®ds and trachea after in vivo HQ
exposure, which may be crucial for the toxicity observed in these animals that culminates

with impaired host defense.

Key words: MCP-1, occupational and environmental toxicity, phagocytosis, Candida albicans,

LPS, inflammation.
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1 Introducgao

1.1 Compostos fendlicos

Os compostos fendlicos ou polifendis compreendem mais de 8000 estruturas
quimicas caracterizadas por pelo menos um anel aromatico ligado a um ou mais grupos
hidroxila. Estes compostos podem ser classificados pelo nimero e arranjo de seus atomos de
carbono, sendo divididos em pelo menos 10 grupos, a saber: fendis simples, acidos fendlicos,
cumarinas, isocumarinas, naftoquinonas, xantonas, estilbenes, antraquinonas, flavondides e
ligninas (CROZIER; JAGANATH; CLIFFORDC, 2009; JAGANATHAN; MANDAL, 2009).

Sao amplamente encontrados no reino vegetal conjugados a aglUcares e dacidos
organicos como resultado do metabolismo secundario de plantas, ou seja, sdo produzidos
em resposta a danos externos, sendo essenciais para o crescimento e reprodugdo das
mesmas (SVARCOVA; HEINRICH; VALENTOVA, 2007; EPSTEIN, 2009).

Os compostos fendlicos possuem multiplos efeitos bioldgicos incluindo acao
antioxidante, antiplaquetaria, antitrombotica, antialérgica, antitumoral, antiviral e anti-
inflamatdria (MIEAN; MOHAMED, 2001; HSU; YEN 2008; FARHAT et al., 2009). Isso os torna
alvo interessante na pesquisa por fitoquimicos naturais que beneficiem a salde, uma vez
gue ha a necessidade do uso destes compostos na industria alimenticia e farmacéutica
(EPSTEIN, 2009; FARHAT et al., 2009).

Os efeitos benéficos destas moléculas relacionados a sua atividade antioxidante sdo
particularmente devido a sua habilidade de eliminar radicais livres, de doar atomos de
hidrogénio ou elétrons e de quelar cations metalicos, responsdaveis pelo estresse oxidativo
(RAHMAN; BISWAS; KIRKHAM, 2006; FERNANDEZ-PANCHON et al., 2008; FARHAT et al.,
2009).

Ademais, alguns compostos fenodlicos, em especial os flavondides, sdo capazes de
reduzir as atividades das 6xido nitrico sintases (NOS) e ciclooxigenases (COX), a adesdo
leucocitaria, a desgranulacdo de mastécitos, além de diminuirem os niveis das citocinas
interleucina-2 (IL-2), fator de necrose tumoral-a (TNF-a) e interferon-y (IFN-y). Desta forma,
sdo, assim, considerados uma estratégia nova e segura para modulacdo da inflamacdo
dependente da via do fator de transcricio nuclear NF-kB (SVARCOVA; HEINRICH;
VALENTOVA, 2007).
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Os produtos de transformacdo dos compostos fendlicos também estdo presentes em
alimentos processados e bebidas, como no cha preto e verde, vinho tinto e café, além de ser
encontrado no cacau, alho, kiwi, ameixa, cereja, uva, maca, péra, frutas berries, frutas
citricas, brocolis, couve, cidra, chicdria, espinafre, soja, entre outros (CROZIER; JAGANATH,;
CLIFFORDC, 2009; NICHOLS; KATIYAR, 2010).

Um dos compostos fendlicos amplamente encontrado em plantas é a arbutina (4-
Hidroxifenil-B-D-glicopiranosideo), presente em frutas como as berries, péra e macga, além de
seus derivados tais como sucos e geléias. Plantas da familia Ericaceae, como a
Arctostaphylos uvae ursi, contém arbutina (4-12%) como seu principal constituinte ativo e
sao utilizadas como fitoterapico no tratamento de desordens do trato urogenital
(SCHINDLER et al., 2002; JIN; SATO, 2003; THAVARAJAH; LOW, 2006, MCGREGOR, 2007).

Apesar da ampla descricdo das acbes consideradas benéficas dos compostos
fendlicos, a toxicidade destes compostos ndo esta bem estabelecida. Mais estudos sobre os
efeitos causados por estes compostos sao necessarios, uma vez que, dependendo da
dosagem e do tempo de utilizagdo, seu uso pode resultar em comprometimento do sistema
de defesa do organismo (ZHAO et al., 2009; MICHALOWICZA; MAJSTEREK, 2010; PAREDES-
LOPEZ et al., 2010).

1.2 Hidroquinona

O produto de hidrdlise da arbutina é a hidroquinona (HQ, Figura 1: 1,4-
dihidroxibenzeno), nosso objeto de estudo. Além da composi¢cdo de arbutina em plantas, a
HQ livre também esta presente naturalmente em alguns alimentos e bebidas, tais como no
brdocolis (0,1ppm), no vinho tinto (0,5ppm) e no café (40mg/Kg no grao seco; 0,5ug/mL no
produto pronto para o consumo) (IARC, 1987; DEISINGER; HILL; ENGLISH, 1996; DARRALL et
al., 1998; JIN; SATO, 2003; RYCHLINSKA; GUDEJ, 2003; DIMITROVA et al., 2005;
THAVARAJAH; LOW, 2006).

HO OH

Figura 1: Estrutura quimica da hidroquinona.
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A HQ é uma substancia cristalina branca e peso molecular de 110,11. Soluvel em agua
(70g/L a 259C) e etanol; apresenta ponto de fusdo 172,32C, ponto de ebulicdo 287°C;
pressdo de vapor 2,4 x 10 Pa (1,8 x 10>mm Hg) a 252C, além de ser um agente redutor com
potencial eletroquimico de +286 mV para o par redox benzoquinona/hidroquinona a 25°C e
pH 7,0 (IARC, 1987; MCGREGOR, 2007).

A HQ é utilizada na industria cosmética, sendo um dos tratamentos mais indicados
por dermatologistas para o clareamento da pele com finalidades estéticas ou terapéuticas. A
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) permite a comercializacdo de cremes na
concentracdo de até 2% de HQ, mas podemos encontrar de 4 a 10% de HQ em formulacdes
manipuladas (ANVISA, 2000; DECAPRIO, 1999; WESTERHOF; KOOYERS, 2005).

As ocorréncias antropogénicas da HQ provém da atividade industrial, como por
exemplo, das industrias produtoras de borracha, visto que a HQ é utilizada como inibidor da
polimerizagdo da mesma, das industrias petroquimicas, da formulagdo de solugdes
reveladoras de fotografias preto e branco, entre outras inumeras linhas industriais (IARC,
1987; MCGREGOR, 2007). A literatura estima que a producdo industrial de HQ seja em torno
de 35.000 a 40.000 toneladas por ano (DECAPRIO, 1999; WESTERHOF; KOOYERS, 2005).

Ha registros que a HQ dispersa no ar pode estar conjugada a poeira em
concentracdes de 0,1 a 6,Omg/m3 em industrias que manipulam a mesma ou seus
precursores, um nimero muito elevado visto que o National Institute of Occupational Safety
& Health (NIOSH) e a American Conference of Industrial Hygienists (ACGIH) alertam para um
limite de 2,0mg/m> onde o trabalhador pode permanecer em contato com a HQ por um
periodo limitado de 8 horas por dia (TLV-TWA). Ja a ACGIH vai mais longe, permitindo que
um individuo em seu ambiente de trabalho esteja em contato com a HQ nesta concentracao
por no maximo 15 minutos por dia (TLV-C) (NIOSH, 1994; PIFER et al., 1995). No Brasil, ndo
ha legislagao vigente que determine o tempo maximo de contato com a HQ no ambiente de
trabalho. A Companhia Ambiental do Estado de Sdo Paulo (CETESB) segue os mesmos
valores estabelecidos pela NIOSH (NIOSH, 1994; CETESB).

A HQ também é produto de metabolizacdo do benzeno (BZ), utilizado na industria
petroquimica e na de producdo de produtos que requer solventes aromaticos, como a
fabricacdo de borracha e sapatos. Os motores a combustivel de matéria organica sdo as

principais fontes de emissao mével de HQ, uma vez que o BZ é adulterante comum deste
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tipo de combustivel. Além disso, os riscos de vazamentos provenientes de tanques de
estocagem destes combustiveis podem ocasionar contaminacdo de aquiferos e lencois
fredticos (TIBURTIUS; PERALTA-ZAMORA; LEAL, 2004; LIANG; HUANG; CHEN, 2008; WEISEL,
2010).

Entre 1972 e 1991 a média de concentracao de BZ na gasolina americana foi de 0,8 a
3,18%, enquanto que atualmente a gasolina americana contém cerca de 1%. Jd na
comunidade européia, a concentracdo de BZ na gasolina geralmente estd acima de 2%
(KEENAN et al., 2010). No Brasil, a Agéncia Nacional de Petrdleo, Gdas Natural e
Biocombustiveis (ANP) preconiza a concentracdo maxima de 1% de BZ na gasolina comum,
mas a literatura indica que ja foram encontrados até 8% de BZ, decorrentes de adulteragao
(ANP, 2001; AGENCIA ESTADUAL DE NOTICIAS, 2005).

Outra fonte de ocorréncia importante de HQ e BZ é o cigarro, um dos maiores
responsaveis por doencas do trato respiratorio (DOMAGALA-KULAWIK, 2008; PATEL; RYU;
VASSALLO, 2008). Monografias da International Agency for Research on Cancer (IARC)
descrevem que um cigarro pode conter até 100ug de HQ e 72,2ug de BZ em sua composicao.
J4 as quantidades liberadas pela fumaca deste cigarro podem chegar até 72,2ug a 183,5ug
de HQ e 46,3ug a 272ug de BZ pela corrente primaria e secundaria, respectivamente,
levando a uma exposicdo significativa, tanto para fumantes ativos quanto passivos (IARC,
1987; ANVISA, 2001; KIM; KANG; KIM, 2005).

O BZ absorvido pela pele ou pelas vias aéreas sofre epoxidacdo no figado ou nos
pulmdes, mediada pela CYP2E1. O d6xido de BZ resultante estabelece equilibrio entre sua
forma oxepina ou pode rearranjar-se ndo enzimaticamente a fenol (Figura 2). Este ultimo,
pela acdo da CYP2E1, é hidroxilado, via dihidrodiol desidrogenase, aos compostos reativos
da HQ, o catecol ou o 1,2,4-benzenotriol, gerando assim substratos para enzimas de fase Il
de biotransformacdo, os conjugados fendlicos encontrados na wurina, o J4cido
fenilmercapturico e o acido trans, trans-muconico, ou ainda, sdo transportados pelo sangue
para a medula dssea, onde s3do biotransformados pela mieloperoxidase (MPQO) e
prostaglandina H sintetase gerando os compostos 1,4 e 1,2-benzoquinonas, compostos estes
mais toxicos, que contribuem para a mielotoxicidade (GANOQOUSIS et al., 1992; para revisoes

ver DE CAPRIO, 1999; SNYDER, 2004; JOHNSON; LANGARD; LIN, 2007; HARTWIG, 2010).
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Figura 2: Biotransformacgdo do benzeno.

Figura adaptada de JOHNSON; LANGARD; LIN, 2007. (GSH: glutationa; CYP: enzimas do complexo citocromo
p450; MPO: mieloperoxidase; NQO1: quinona oxido-redutase 1).

A comprovagao da importancia da metabolizagdo do BZ para sua toxicidade é
bastante evidenciada em estudos com animais geneticamente modificados para as enzimas
CYP2E1 e MPO, uma vez que a mielotoxicidade é bastante reduzida nestes animais (KETTLE;

WINTERBOURN, 1992; MEDINSKY; KENYON; SCHLOSSER, 1995; SNYDER 2002; SNYDER 2004).
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Ademais, os estudos, na maioria in vitro, mostram que a exposi¢dao a HQ compromete a
funcdo de células do sistema imune (TAYSSE et al., 1995; KIM et al., 2005; LEE et al., 2007,
CHO, 2008; CHOI et al., 2008).

Todas as fontes de ocorréncia citadas acima se tornam fontes de exposicdo para o ser
humano no seu dia-a-dia, deixando-o em contato direto ou indireto com este agente
quimico. Embora a IARC classifique a HQ como agente quimico do grupo 3, ou seja, nao
carcinogénica para humanos, McGregor (2007) questiona esta classificacdo, propondo que
talvez os modelos de avaliacao aplicados aos animais sejam limitados e inadequados para a
indicacdo da toxicidade a HQ. Desta forma, estudos experimentais que elucidem os
mecanismos de acdo toxica da HQ e que identifiquem indicadores bioldgicos de efeitos mais

precoces e sensiveis podem contribuir efetivamente para avalia¢do do risco.

1.3 Resposta inflamatoria pulmonar

O sistema respiratério compreende as fossas nasais, a boca, a faringe, a laringe, a
traquéia, e os pulmdes, onde se encontram os brénquios, os bronquiolos e os alvéolos. A
traquéia é um tubo cartilaginoso com paredes refor¢cadas que faz a conexdo da laringe com
os bronquios. A luz deste tubo é revestida por epitélio respiratorio pulmonar ciliado
pseudoestratificado, logo apds esta a lamina prdpria, constituida de tecido conjuntivo frouxo
rico em fibras eldsticas, glandulas e células calciformes, produtoras de muco; seguida da
cartilagem do tipo hialino, onde se encontra os condrdcitos. O intervalo entre as duas
extremidades de cada anel é coberto por tecido conjuntivo e musculo liso. A funcdo
primordial da traquéia é a passagem de ar e a remogao de particulas inaladas através de
barreiras mecéanicas ou quimicas (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 1999; TEN HALLERS et al., 2004).

A contracdo do musculo liso causa reducdo do lumen traqueal, participando do
reflexo da tosse, uma barreira mecanica. O estreitamento do limen pela contracdo muscular
aumenta a velocidade do ar expirado e isto torna mais facil expulsar a secre¢ao acumulada
na traguéia e corpos estranhos que possam ter penetrado. Além disso, barreiras quimicas,
como a produgdo de muco e movimentos ciliares, permitem eliminar particulas
intermediarias inaladas (5-10um) (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004; TEN HALLERS et al., 2004).

O pulm3do é o 6rgdo com a maior superficie epitelial do organismo (140m? em

humanos), composto de brénquios que se dividem em bronquiolos e alvéolos pulmonares,
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que tem como funcdo primordial a troca gasosa. Ademais, estd em contato direto com
particulas presentes no meio ambiente, que acabam por ser depositadas nas vias aéreas e
superficies alveolares, caso ndo sejam combatidas eficientemente por um sistema de defesa
altamente integrado que inclui o aparato mucociliar, o sistema fagocitico inflamatdrio agudo
(macrofagos e neutrdéfilos) e os mecanismos imune celular e humoral (GEISER, 2002;
DELCLAUX; AZOULAY, 2003; GWINN; VALLYATHAN, 2006; AZAD; ROJANASAKUL;
VALLYATHAN, 2008; SUZUKI; CHOW; DOWNEY, 2008; MORRISEY; HOGAN, 2010).

A tarefa de reconhecer um patégeno e ativar uma resposta do hospedeiro é realizado
pelos Receptores de Reconhecimento de Patégenos (PRRs) presentes nos diferentes tipos
celulares encontrados no pulmao, entre os quais, nos macréfagos. Estes PRRs reconhecem
estruturas quimicas de bactérias, virus e fungos, chamados Padrdes Moleculares Associados
aos Patégenos (PAMPs), determinando, assim, o tipo de resposta que serd desencadeada,
como a subseqiiente producdo de citocinas proinflamatérias e a maturacdo de células
apresentadoras de antigenos (NETEA et al., 2008; LU; YEH; OHASHI, 2008).

As familias melhor caracterizadas de PRRs sdo os Toll-Like Receptors (TLRs) e
Receptores de Lectina tipo-C (CLRs). Os TLRs sdo glicoproteinas de membrana caracterizados
por um dominio extracelular N-terminal composto por repeti¢des ricas em leucina e por um
dominio intracelular C-terminal Toll/IL-1R (TIR) que possui homologia com o receptor de
Interleucina-1 (IL-1). Os TLRs podem estar associados a membrana das células (TLR1, 2, 4,5 e
6) ou serem encontrados intracelularmente (TLR3, 7, 8 e 9) e medeiam a sinalizacdo celular
(NETEA et al., 2008; KUMAR; KAWAI; AKIRA, 2009; GALES et al., 2010; TAKEUCHI; AKIRA,
2010).

J4 os CLRs sao uma superfamilia de proteinas que contém um ou mais dominios de
lectina tipo-C e é dividida em 17 grupos baseado em sua estrutura e disposicdo dos seus
dominios. Podemos citar a dectina-1, dectina-2, receptores de manose (MR), molécula n3do-
integrina captadora da molécula de adesdo intercelular-3 especifica de célula dendritica (DC-
SIGN), macrophage galactose-type C-type lectin (MGL), macrophage-inducible C-type lectin
(Mincle), lectin-like oxidized low-density lipoprotein receptor-1 (LOX-1), entre outros (Para
revisdo ver GARCIA-VALLEJO; VAN KOOYK, 2009 e HUYSAMEN; BROWN, 2009) e, surgem
como os principais receptores envolvidos no reconhecimento, captagao e morte de

patégenos (NETEA et al., 2008; GALES et al., 2010).
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Tem sido demonstrado que muitos PAMPs interagem com um TLR especifico, por
exemplo, o lipopolissacarideo de bactéria gram-negativa (LPS), a proteina de fusdo do virus
respiratdrio sincicial e a proteina de envelope do virus do tumor mamario de camundongo
estimulam o TLR4 (LU; YEH; OHASHI, 2008).

O LPS é um componente estrutural importante da membrana de bactérias gram-
negativas e consiste em trés partes, o lipidio A, um nucleo oligossacarideo e uma cadeia
lateral O. E um dos componentes imunoestimulatérios mais bem estudados e induz
inflamacdo sistémica, podendo levar a sepse caso ocorra excesso destes sinais (LU; YEH;
OHASHI, 2008; TAKEUCHI; AKIRA, 2010). O reconhecimento do LPS por TLR4 requer a
presenca de uma série de outras proteinas, incluindo a proteina ligante de LPS (LBP), CD14 e
MD2. Apds a interagcdo TLR4-LPS, cinco proteinas adaptadoras contendo dominios TIR sdo
necessarias para subsequente sinalizacdo, a proteina de diferenciacdo mieldide 88 (MyD88),
TIRAP, TRIF, TRAM e SARM. A sinalizacdo dependente de MyD88 leva a ativacdo de outros
dominios, como IRAK4, IRAK1, TRAF6, TAK1, IKK e proteina quinase ativada por mitégeno
(MAPK). A MAPK induz o fator de transcricdo ativador de proteina-1 (AP-1) e fosforila o
inibidor de NF-kB quinase (IKK), que fosforila o inibidor de NF-kB (IkB), levando a
translocagao do fator de transcricdo nuclear NF-kB para o nucleo. Ambos controlam a
expressao de citocinas proinflamatérias (Para revisdo ver LU; YEH; OHASHI, 2008;
MCGETTRICK; O’NEILL, 2010 e TAKEUCHI; AKIRA, 2010).

As citocinas sdo proteinas solluveis de baixo peso molecular expressas por diversas
células. Pela sinalizacdo de seus receptores, as citocinas exercem respostas distintas em
populacdes especificas de células, ou seja, estimulam a ativacdo, proliferacdo e
diferenciacdo de algumas populacdes, enquanto exercem um efeito inibitério em outros
tipos celulares. Desta forma, exercem um papel na regulacdo da intensidade e duracdo da
resposta inflamatdria (DELCLAUX; AZOULAY, 2003; SUZUKI; CHOW; DOWNEY, 2008).

A IL-1 compreende duas citocinas, a IL-1a e IL-1B, proinflamatérias. Produzidas
principalmente por macréfagos e mondcitos, também sdo secretadas por células epiteliais,
endoteliais e fibroblastos (DINARELLO; DONATH; MANDRUP-POULSEN, 2010; WEBER;
WASILIEW; KRACHT, 2010). A IL-1B induz a expressdao de moléculas de adesdo como a P-
selectina, a molécula de adesdo intracelular-1 (ICAM-1) e a molécula de adesdo vascular-1

(VCAM-1) e estimula o recrutamento leucocitario (CHING et al., 2005; CHING et al., 2006).
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O TNF-a é secretado por macréfagos, células natural killer (NK), mastdcitos,
eosinofilos e células epiteliais. Tem sido demonstrado que o TNF-a aumenta a expressao de
moléculas de adesdo celular, tais como E-selectina, VCAM-1 e ICAM-1, e facilita a passagem
de leucdcitos para o espaco alveolar em resposta a um alérgeno ou produtos bacterianos.
Adicionalmente, parece estar envolvida com o aumento da contratilidade de células do
musculo liso das vias aéreas. A producdo de TNF-a é mediada principalmente pelas MAPKs e
pelo NF-kB, juntamente com participacdo de outras moléculas como a proteina quinase C
(PKC), a fosfolipase C (PLC) e a fosfatidilinositol-quinase 3 (PI13-kinase) (THOMAS, 2001; PARK
etal., 2002).

A interleucina-6 (IL-6) é produzida por varios tipos celulares, como células T, células
B, mondcitos, fibroblastos, osteoblastos, queratindcitos, células endoteliais e algumas
células tumorais. A IL-6 estimula a proliferacdo de células T, ativa células NK, estd
relacionada ao aumento da temperatura corporal e com a producdo de proteinas de fase
aguda. Ainda, é capaz de modular a expressdao de ICAM por células mesoteliais. A produgao
de IL-6 é dependente do fator de translocacdo nuclear NF-kB (DELCLAUX; AZOULAY, 2003;
ZIPRIN et al., 2003; NOVOTNY et al., 2008; FONSECA et al., 2009).

Ainterleucina 12 (IL-12p70) é uma citocina heterodimera de 70kDa formada por duas
subunidades, a p35 e p40, secretada por macrofagos, mondcitos e células dendriticas. As
fungdes da IL-12 sao importantes tanto para a resposta imune inata quanto adaptativa, pois
induz a produgdo de interferon-y (IFN-y) e a diferenciagdo de células T CD4+ em T helper 1
(Th1), relevantes na protecdo contra microorganismos bacterianos. Ademais, regula a
atividade citotodxica, proliferacdo e producdo de citocinas por células NK e células T. Induz a
migragao de linfécitos T CD3+ e polimorfonucleares, mas nao de mondcitos e outras células
T. A producdo de IL-12 é regulada por uma série de compostos, através de componentes de
sinalizacdo multiplos, como o NF-kB, p38 MAPK, moléculas que modulam o AMP ciclico,
canais de ions de membrana celular, éxido nitrico (NO), receptores nucleares ou de
superficie (ALLAVENA et al., 1994; PEARLMAN et al., 1997; KANG; KIM; KIM, 2005; ZHANG;
WANG, 2008; PISTOIA; COCCO; AIROLDI, 2009; MENDEZ-SAMPERIO, 2010).

A interleucina 10 (IL-10) é uma importante citocina anti-inflamatoéria, produto de
células T helper do tipo 2 (Th2), inibe as funcdes e a diferenciacdo das células Thl, além de
suprimir a secrecdo de citocinas proinflamatdrias por macréfagos e células dendriticas. E

secretada por macréfagos, mondcitos, células T e B e células dendriticas. A producdo de IL-
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10 é regulada pela inibicdo do NF-kB, das MAPKs e ou pela ativacdo da via inibitdria
PI3K/AKT. Tem como funcdo a capacidade de regular os parametros hemodinamicos, o
recrutamento leucocitdrio, por reduzir o rolling e a aderéncia dos leucécitos na
microcirculacdo, reduz também a acumulagcdo de leucdcitos no pulmdo e a secrecdo de
moléculas quimiotdaticas (HICKEY et al., 1998; MAYNARD; WEAVER, 2008; MOSSER; ZHANG,
2008).

A interleucina 4 (IL-4) é uma citocina anti-inflamatdria produzida por células Th2,
basofilos, mastdcitos e células NK. Tem como fungdo a diferenciagao de linfdcitos Th2,
inducdo e producdo de receptores IgE, hipersecrecdo de muco, transmigracdo de eosinéfilos
e a inibicdo da apoptose por linfocito T. A producdo de IL-4 é mediada por trés vias
principais: JAK-STAT-6, Raf-MAPK e PKB. Ademais, o aumento do célcio intracelular, do AMPc
e da PKC também participam na regulagao dos efeitos da IL-4 tais como, induzir a expressao
de VCAM-1, aumentar a adesdo de células T, eosindfilos e basdfilos, mas ndo de neutrofilos
em células endoteliais, exercendo um papel seletivo no recrutamento de células para o foco
de lesdo (THORNHILL; KYAN-AUNG; HASKARD, 1990; SCHLEIMER et al., 1992; SHOLL-
FRANCO; DA SILVA; ADAO-NOVAES, 2009).

As quimiocinas sdo glicoproteinas que estruturalmente se assemelham as citocinas,
mas diferem-se em sua habilidade de se ligar aos receptores acoplados a proteina G. Sdo
quimioatraentes e agonistas que regulam a migracao e ativacdo leucocitaria durante a
inflamacdo e resposta imune. Podem ser classificadas de acordo com localizacdo de seu
residuo de cisteina em C, CC, CXC e CX3C. Alguns exemplos de quimiocinas sdao a proteina
guimiotatica de mondcitos-1 (MCP-1), proteina inibitéria de macréfagos-1a (MIP-1a),
regulated and normal t cell expressed and secreted (RANTES) e interleucina-8 (IL-8) (SUZUKI;
CHOW; DOWNEY, 2008; DESHMANE et al., 2009; RANSOHOFF, 2009; YADAV; SAINI; ARORA,
2010).

A MCP-1/CCL2, um potente fator quimioatraente de mondcitos e macréfagos, é um
membro da familia de quimiocinas CC, ou seja, possui os dois primeiros residuos de cisteina
adjacentes proximos a porcao N-terminal. A familia da MCP é composta de pelo menos cinco
membros (MCP-1, -2, -3, -4 e -5). A MCP-1 é secretada por uma variedade de tipos celulares,
tanto constitutivamente quanto apds indugado por estresse oxidativo, citocinas ou fatores de
crescimento. Embora a maior fonte de MCP-1 seja pela secrecdo por mondcitos e

macréfagos, outros tipos celulares como as células endoteliais, células epiteliais,
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fibroblastos, células do musculo liso vascular, astrécitos e células da microglia também
produzem esta quimiocina.

A MCP-1 liga-se ao seu receptor CCR2, caracterizado por sete dominios
transmembrana acoplados a proteina G ou com menor afinidade ao CCR11, sendo, assim
responsavel pela firme adesdao de mondcitos no endotélio, por expressar E-selectina. Além
disso, ativa mondcitos in vitro, aumenta a mobilizacdo de calcio intracelular,
consequentemente a quimiotaxia e regula a expressdao de moléculas de adesdo (MELGAREJO
et al., 2009; DESHMANE et al., 2009; YADAV; SAINI; ARORA, 2010).

A interacdo MCP-1/CCR2 ativa proteinas da familia Rho, que resulta na inducdo da
mobilidade celular. Adicionalmente, a ativagdao da proteina G induz a via inositol trifosfato
(IP3) dependente de fosfolipase C (PLC), liberando calcio intracelular. Além disso, a produgdo
de MCP-1 é regulada pelo NF-kB dependente de proteina quinase C (PKC) e das MAP
quinases (ERK1/2, JAK2, JNK1 e p38) (MELGAREJO et al., 2009; YADAV; SAINI; ARORA, 2010).

Do exposto, fica evidente que o pulmao possui uma diversidade de células que sdo
relevantes para a defesa do organismo e que estas possuem sistemas de membrana e vias
de sinalizagBes intracelulares complexos e especificos para tal fim. Neste contexto, estas
células, entre outras acdes, secretam uma variedade de proteinas pro ou anti-inflamatarias,
gue no balango, atuam no sentido de recrutar leucécitos circulantes para o estabelecimento

da defesa ou para restauracao do ambiente fisioldgico.

1.3.1 Macréfagos

1.3.1.1 Origem e classificagao dos macréfagos (M®s)

Macréfagos (M®s) sdo células teciduais com tamanho variando de 15 a 80pum de
diametro, forma irregular e mononucleada, proveniente de mondcitos circulantes, que
representam cerca de 5 a 10% de leucécitos circulantes em mamiferos (TACKE; RANDOLPH,
2006; GREER et al., 2009; YONA; JUNG, 2010). Os mondcitos sdo provenientes da medula
Ossea a partir de uma célula tronco hematopoiética comum (CTH), que também da origem
aos demais leucdcitos sob influéncia de citocinas e fatores de crescimentos.
Especificamente, a CTH da origem ao precursor de célula mieléide comum (CMP), que

sequencialmente diferencia-se em monoblastos, pro-mondcitos e mondcitos, sob a acdo do



26

fator estimulador de colonia de granuldcito-macréfago (GM-CSF) e fator estimulador de
colénia de M® (M-CSF) (MOSSER; EDWARDS, 2008; YONA; JUNG, 2010).

Por apresentarem receptores de quimiocinas e de adesdo celular os mondcitos se
locomovem do sangue para os tecidos durante a inflamagao, onde se diferenciam em M®s e
células dendriticas (DCs). Esta transmigracdo para o tecido leva os mondcitos a
apresentarem um fendtipo funcional caracteristico de acordo com o microambiente tecidual
e o estado de ativacdo e funcdo das células (GORDON; READ, 2002; STOUT; WATKINS;
SUTTLES, 2009; GEISSMANN et al., 2010).

Recentemente, tem sido mostrado que dependendo do meio ambiente de
transformacdo do mondcito, os M®Ps sdo polarizados e de acordo com o fendtipo que
adquirem sdo classificados em M1, M2 ou tumor associated macrophages (TAM). M®s M1,
ou a chamada via de ativa¢do classica de M®s, sdo responsivos a citocinas inflamatdrias do
tipo 1 e a produtos de microorganismos, como o LPS. A via de ativagdo alternativa de M®s,
leva a polarizacdo dos M®s M2, que sdo divididos em trés subtipos, os M2a, ativados por IL-
4 ou interleucina-13 (IL-13); M2b, induzidos por complexos imunes e agonistas de TLRs e
receptores de IL-1; e o M2c, induzido por IL-10 e hormdnios glicocorticdides. Os M®Ps M1
exercem potente atividade fagocitica e microbicida e favorecem a resposta Thl, enquanto
que M®s M2 facilitam a resposta Th2. J4 os M®s TAM apresentam fung¢des protumorais,
regulando o crescimento e a progressdo tumoral e a angiogénese (MANTOVANI et al., 2002,
MARTINEZ et al., 2008; SOLINAS, et al., 2009; BENOIT; DESNUES; MEGE, 2010).

Podemos encontrar M®s nos orgdos linféides, figado (células de Kupffer), pulmdo,
trato gastrointestinal, sistema nervoso central (células da microglia), cavidades serosas,
0ssos (osteoblastos), pele (células de Langerhans), baco, peritbnio e tecido conjuntivo
(histidcitos). Aproximadamente 8% dos mondcitos sanguineos migram para a cavidade
peritoneal, 15% para o pulmdo e 50% para o figado (GWINN; VALLYATHAN, 2006; MOSSER;
EDWARDS, 2008; GREER et al., 2009).

A populacio total de M®s no pulmio de camundongos é de aproximadamente 2x10°
células, sendo 93% destas encontradas nos alvéolos e 7% no intersticio pulmonar (GREER et
al., 2009). Baseado em sua localizacdo, os M®s pulmonares podem ser divididos em
alveolares, intersticiais e intravasculares (LOHMANN-MATTHES; STEINMULLER; FRANKE-
ULLMANN, 1994).
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Os M®s alveolares s3dao importantes fagocitos residentes do pulmdo, que
representam cerca de 90% das células presentes no LBA, sendo o restante formado por
linfécitos (ILES; FORMAN, 2002; GORDON; READ, 2002). Por se localizar na superficie interna
do epitélio dos pulmses e estar imerso na camada de revestimento do espaco alveolar, é o
Unico tipo de M® pulmonar que entra em contato direto com o ar (LOHMANN-MATTHES;
STEINMULLER; FRANKE-ULLMANN, 1994; GEISER, 2002).

Enquanto os M®s alveolares sdo facilmente obtidos pela coleta do LBA, a obtencdo
de outras populacdes de M®s pulmonares é dificil e demorada. Por essa razdo, a maioria dos
dados até agora publicados na literatura foram realizados com este tipo celular (LOHMANN-

MATTHES; STEINMULLER; FRANKE-ULLMANN, 1994; GREER et al., 2009).

1.3.1.2 Receptores de superficie dos macréfagos

Os M®s apresentam uma ampla gama de PRRs. Durante a diferencia¢do para M®s,
os mondcitos retém a expressdo dos TLRs e up-regulam a expressdo dos CLRs. Além de
expressarem TLR2, TLR4, TLR6, dectina-1, dectina-2 e MR, os M®s também expressam
receptores de imunoglobulinas (FcyR) e receptores de complemento (CRs), como o CR3
(GORDON; READ, 2002; NETEA et al., 2008).

O reconhecimento dos PAMPs pelos PRRs é necessdrio para uma resposta efetiva dos
M®s, que podem assim, exercer suas atividades fagociticas, killing e secretora.

Além dos M®s, neutréfilos e células dendriticas também sdo conhecidas como
fagocitos profissionais, ou seja, estdo qualificados a englobar particulas e microorganismos.
A chave para uma fagocitose efetiva e, assim, o desenvolvimento da resposta imune inata ou
adaptativa, é a internalizacdo das particulas e a matura¢do do fagossomo, com subsequente
destruicio dos patégenos (NICOLA; CASADEVALL; GOLDMAN, 2008; FLANNAGAN; COSIO;
GRINSTEIN, 2009).

Ha dois modelos de interagdo da particula com a célula fagocitica. Uma delas é o
reconhecimento direto de moléculas associadas aos patégenos, por exemplo, carboidratos,
lipoproteinas e peptideoglicanos presentes na superficie dos mesmos, e o reconhecimento
indireto que se desenvolve através da opsonizacdo, ou seja, quando fatores enddgenos do

patégeno adquirem uma conformagdo em sua superficie, sendo assim reconhecidos por
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receptores especificos do fagdcito, tais como o FcyR e CR3 (FLANNAGAN; COSIO; GRINSTEIN,
2009).

Os TLRs parecem ndo participar da fagocitose, mas podem estar envolvidos no
direcionamento da subseqiiente maturacdo de fagossomos e da apresentacdo de antigenos,
embora este fato seja, ainda, controverso (NETEA et al., 2008).

Apds o englobamento da particula, ha a formacdo de um fagolisossomo na célula
fagocitica, ou seja, a fusdo de endossomos, lisossomos e fagossomos. Esta remodelagem da
membrana é acompanhada por mudangas na composi¢cdao do lUmen, que adquire pH acido e
caracteristicas oxidativas e degradativas. A acidificagao do lumen se da devido a agdo da V-
ATPase, um complexo citoplasmatico V; que hidrolisa ATP e transfere a energia para um
complexo V, incorporado & membrana levando a translocacdo de H' para dentro da célula.
Além disso, a V-ATPase facilita a geracdo de anion superéxido (O,¢’) por acdo da NADPH
oxidase, que combina com o H' gerando espécies reativas de oxigénio (ROS), criando um
ambiente que provoca um prejuizo direto no metabolismo do microorganismo (Para revisdao
ver FLANNAGAN; COSIO; GRINSTEIN, 2009).

A geracdo de anion superéxido é decorrente do processo metabdlico, conhecido
como burst respiratério, um dos principais mecanismos de morte exercido por células
fagociticas. Pela agdo da superdxido dismutase (SOD), o anion superdxido é convertido em
peroxido de hidrogénio (H,0,), que serve como precursor da geracdo do radical hidroxila
(OHe) através da reacdo tipo Fenton. Adicionalmente, a reagdo do anion superdxido com o
oxido nitrico (NOe) leva a formacdo do peroxinitrito (ONOO’). Assim, o burst respiratério
resulta na producdo de oxidantes toxicos e na ativacdo de granulos contendo proteases que
levam a morte do microorganismo fagocitado (ILES; FORMAN, 2002; GWINN; VALLYATHAN,
2006; NETEA et al., 2008).

Além de apresentarem uma atividade fagocitica e killing eficiente, os M®s também
sdo capazes de secretar uma variada quantidade de citocinas, tanto proinflamatdrias quanto
anti-inflamatdrias e quimiocinas apds o reconhecimento dos PAMPs especificos, a fim de
eliminar o patogeno, tais como TNF-a, IL-1B, IL-1a, interleucina-8 (IL-8), IL-10, IL-6, Fator de
transformacdo do crescimento (TGF-B), interferon-a (IFN-a), interferon-B (IFN-B), MIP-1,
MIP-2, leucotrieno B, (LTB4), entre outras (LOHMANN-MATTHES; STEINMULLER; FRANKE-
ULLMANN, 1994; DELCLAUX; AZOULAY, 2003).
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1.4 Efeitos da hidroquinona sobre macrofagos e tecido traqueal

Embora a literatura evidencie os efeitos toxicos da HQ sobre o sistema imune, os
mecanismos envolvidos ndo estdo totalmente elucidados. Os dados da literatura sobre o
papel da HQ sobre os M®s compreendem demonstracées de estudos in vitro. Os dados
obtidos indicam que a HQ inibe a resposta imune mediada por estas células, pela diminuicdo
da produgdo de peroxinitrito, sequestro do mesmo ou pela diminuigao da produgao do NO
pela inibicdo da expressdo da o6xido nitrico sintase induzivel (iNOS). Adicionalmente, o
tratamento de M®s com HQ acarretam prejuizos na secrecdo de mediadores inflamatérios,
tais como TNF-a, IL-1fB, IL-6, IL-10, IL-12 e NO, por mecanismo mediado via fator de
transcricdo nuclear NF-kB (KIM et al., 2005; LEE et al., 2007; CHO, 2008). Adicionalmente,
Cho e colaboradores (2008) demonstraram que a supressao da fagocitose por dextran em
M®s tratados com HQ in vitro, sugerindo um bloqueio da resposta inicial da ativacdo desta
célula.

Apenas alguns poucos estudos mostram o efeito da HQ in vitro sobre fungdes
traqueais em modelos animais, tais como a contracdo-relaxamento (GUC; ILHAN; KAYAALP,
1988; HOBBS; TUCKER; GIBSON, 1991). Foi demonstrado anteriormente que a exposicdo a
HQ 100uM blogueia o tonus de relaxamento induzido por NO, mas ndo por azida sddica,
hidroxilamina e nitroprussiato de sddio, em traquéia de cobaias, no musculo anococcigeo e
no fundo gastrico de ratos (HOBBS; TUCKER; GIBSON, 1991). Adicionalmente, nosso grupo
de pesquisa demonstrou que as traquéias de animais sensibilizados a ovalbumina (OVA) e
expostos a HQ (50mg/Kg. i.p.) apresentaram a capacidade de contracdo reduzida frente ao
desafio in vitro ao alérgeno (OVA) (MACEDO, et al., 2007). Por outro lado, ndo ha dados da
literatura sobre a acdo da HQ sobre a funcdo secretora da traquéia.

Se associados, os dados obtidos da exposicdo in vivo a HQ, em especial em
concentracdes consideradas seguras, sdo fragmentdrios para concluir sobre os possiveis
efeitos da HQ sobre as fungGes destas células.

Finalizando, vale ressaltar que os seres vivos estdo constantemente expostos a
agentes fendlicos provenientes de diferentes fontes naturais ou antropogénicas. Visto que
estes compostos podem causar efeitos tdxicos e que a exposicdo pode estar exacerbada em
algumas condicoes, tais como ambientais e ocupacionais, limites de exposicdo seguros a

estes agentes devam ser definidos. A HQ se encaixa dentro destes compostos fendlicos,
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justamente por sua concentracdo ser elevada na fumaga do cigarro, por ser um agente
ocupacional e por ser um metabdlito ativo do BZ, onde possui reconhecida a¢do tdxica.
Nosso grupo de pesquisa tem demonstrado que a exposicdo de animais de
experimentacdo a HQ, em condicGes onde ndo ha comprometimento medular, causa
inibicdo da resposta do organismo a agentes lesivos, quantificado pelo menor influxo
leucocitario (MACEDO et al.,, 2006, 2007; FERREIRA et al., 2007) Neste contexto, trabalho
simultdneo a este projeto, tem mostrado que a exposicdo a HQ, por via sistémica, similar a
empregada no presente trabalho, reduz marcantemente a migragao de leucdcitos para o
pulmao inflamado pelo LPS. No entanto, os mecanismos envolvidos neste efeito inibitorio da

HQ ndo estao esclarecidos.
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2 Objetivos

Este trabalho foi delineado para investigar os efeitos da exposi¢ao in vivo a HQ
sobre funcGes especificas de macrofagos alveolares e do tecido traqueal de camundongos
Swiss machos envolvidas no recrutamento leucocitario, com o intuito de identificar possiveis

mecanismos de acdo toxica deste composto.
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3 Material e Métodos

3.1 Animais

Camundongos Swiss, machos, com peso entre 20-25g, foram fornecidos pelo Biotério
da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas e do Instituto de Quimica da Universidade de Sao
Paulo. Os animais foram mantidos em condicdes normais de biotério até o inicio dos
experimentos. Todos os procedimentos foram realizados de acordo com os Principios Eticos
de Experimentagdo Animal adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal
(COBEA; Protocolo CEEA n2 196). Antes dos ensaios, os animais foram anestesiados pela
injecdo de cetamina (80mg/kg; Syntec®, Hortolandia, SP) associada a xilazina (8mg/kg, i.p.;

Syntec®, Hortolandia, SP).

3.2 Exposi¢oes

3.2.1 Exposicdao a HQ

O esquema de exposicdo compreendeu a nebulizacdo de solucdo de HQ (99%, Sigma-
Aldrich®, St. Louis, MO) na concentragdo de 25ppm (1,5mg/60mL), na freqliiéncia de
1mL/minuto, por 1 hora, uma vez ao dia, durante 5 dias. Animais controles receberam
volumes equivalentes do veiculo (solugdo salina etanol 1:20) pela mesma via. Para tanto, 5
animais de cada vez foram acondicionados em uma caixa de exposicdo (Figura 3; volume
total de 29L) dotada de 3 orificios, um deles em um dos lados da caixa e dois na extremidade
oposta. Pelo primeiro orificio, as solu¢cdes de HQ ou veiculo foram nebulizadas utilizando um
inalador ultrassonico (NS®, Sdo Paulo, BR) com capacidade de produzir névoa com particulas
entre 0,5 e 1O,Oum3. Os outros dois orificios permitiram a saida de gases da caixa de

acondicionamento. Todo o procedimento foi realizado em capela de exaustao.
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Figura 3: Figura ilustrativa da caixa de exposi¢ao acoplada ao nebulizador ultrassonico.

3.2.2 Exposicao ao LPS

Uma hora apds a ultima exposicdo a HQ ou veiculo, os animais foram ou ndo
acondicionados em outra caixa de exposicao, semelhante a utilizada para a inalacdo da HQ
ou veiculo, e uma solugdo de 100ug/mL de lipopolissacarideo de Escherichia coli (LPS,
sorotipo 026:B6, Sigma-Aldrich®, St Louis, MO) foi nebulizada durante 10 minutos, na

freqliéncia de 1mL/minuto. Todo o procedimento foi realizado em capela de exaust3o.

3.3 Coleta do lavado broncoalveolar e quantificagao de M®Ps

Uma hora apds as ultimas exposicdes a HQ ou veiculo, ou trés horas apds a inalagao
de LPS, os animais foram anestesiado para a coleta do lavado broncoalveolar (LBA) que foi
realizada de acordo com Tavares de Lima et al. (1998) e Bozinovski et al. (2004). A cavidade
peritoneal foi exposta e realizada a exsanguinacdo pela aorta abdominal. Em seguida, a
traquéia foi exposta e canulada (canula de polietileno), onde foi acoplada uma seringa de
1mL contendo 500uL de Tampdo Fosfato-Salino (PBS). O volume de PBS foi injetado no
pulmdo, que recebeu uma suave massagem, e aspirado na mesma seringa. O procedimento
foi repetido 4 vezes até que o volume final coletado atingisse 2mL.

O LBA obtido foi centrifugado (15min, 600g, 4°C) e o sobrenadante foi armazenado a

-20°C para posterior dosagens de mediadores inflamatdrios. As células foram ressuspensas
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em 1mL de meio RPMI acrescido de 10% de Soro Fetal Bovino (Vitrocell®, Campinas, SP) e
seguiu-se com a quantificacdo de M®s. Para tanto, aliquotas da amostra foram diluidas em
liguido de Turk (1:20) e observadas em camara de Neubauer, por microscopia Optica

comum.

3.4 Ativag¢ao dos M®s por LPS e IFN-y in vitro

Apds a coleta do LBA e quantificacdo dos M®s, 1x10> Mds foram incubados em
placas de 24 pocos, em meio RPMI 1640 (Vitrocell®, Campinas, SP) acrescido de 10% de soro
fetal bovino (Vitrocell®, Campinas, SP) a 37°C em estufa de CO, por 3 horas. Findo este
periodo, os pocos foram lavados com PBS para retirada de células ndo aderidas. Os M®s
aderidos foram ou ndo estimulados com 5ug/mL de LPS e 10ng/mL de IFN-y (Recombinant
Rat IFN-y, Thermo Scientific®, Waltham, MA) em volume final de 500uL de RPMI. As culturas
foram mantidas em estufa de CO, a 37°C por 24 horas. Apds o periodo de incubacdo, os
sobrenadantes foram coletados e estocados a -22°C para quantificacdo de mediadores

inflamatorios.

3.5 Coleta da traquéia e ativagao pelo LPS in vitro

Uma hora apds as ultimas exposi¢cdes a HQ ou veiculo, os animais foram anestesiados
para coleta de fragmentos da traquéia e mortos por dessangramento da aorta abdominal.
Em seguida, a cavidade toracica foi aberta e a traquéia cuidadosamente removida e
transportada para solucdo de PBS. A seguir, os segmentos da traquéia foram lavados com
meio de cultura DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium, Gibco®, Grand Island, NY)
suplementado com gentamicina (45ug/mL, Gibco®, Grand Island, NY). Posteriormente, os
segmentos da traquéia foram transferidos para placas de 24 pocos. Os tecidos foram ou ndo
estimulados com 1pg/mL de LPS em volume final de 2mL de DMEM. As culturas foram
mantidas em estufa de CO, a 37°C por 24 horas. Apds os periodos de incubacdo, os
sobrenadantes foram coletados e estocados a -22°C para quantificacdo de mediadores

inflamatdrios (LINO-DOS-SANTOS-FRANCO et al., 2006).
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3.6 Quantificacao de mediadores inflamatorios

O LBA ou os sobrenadantes de cultura de M®s e da traquéia foram empregados para
quantificacdo de mediadores inflamatérios (IL-1B, IL-4, IL-6, IL-10, IL-12p70, MCP-1, TNF-a e
NO.

A gquantificacdo da concentracdo de citocinas foi realizada por ELISA, utilizando kits
comerciais e de acordo com a metodologia fornecida pelo fabricante destes kits. Os kits
foram adquiridos das marcas BD Pharmingen, R&D Systems e eBiosciensce.

A concentragao de NO, foi determinada no sobrenadante das culturas celulares
utilizando a reagdo de Griess. Em resumo, 100uL dos sobrenadantes foram adicionados a
100pL do reagente de Griess (1% de sulfanilamida com 0,1% de a-naftil etilenodiamina;
Sigma-Aldrich®, St Louis, MO). Apés 10 minutos de incubacdo em temperatura ambiente, a
absorbancia de cada amostra foi determinada em espectrofotometro (Power Wave x340,
Bio-Tek®, Winooski, USA) com comprimento de onda de 550nm. A concentracdo de NO, das
amostras foi determinada a partir de uma curva padrdo de nitrito de sédio (NaNO,) (0,2-

200uM).

3.7 Expressao génica de MCP-1 por RT-PCR

A fim de investigar o efeito da exposicdo a HQ sobre a expressdao do RNA mensageiro
(RNAm) para MCP-1 na traquéia obtida de animais expostos a HQ in vivo e incubadas in vitro
com LPS 1ug/mL, foi realizado a reacdo de polimerizacdo em cadeia. O RNA total foi isolado
com o reagente Trizol (Invitrogen®, USA), de acordo com o protocolo descrito pelo
fabricante. Em resumo, a transcricdo reversa foi realizada utilizando 2ug de RNA e uma
mistura dos seguintes reagentes: 20ug/mL de oligo(dT):s, 200U de transcriptase reversa de
M-MLV (20mM de Tris-HCl, pH7,5, 200mM de NaCl, 0,1mM EDTA, 1ImMDTT, 0,01% Nonidet®
P-40 e 50% de glicerol), tampdo de reacdo 5X (50mM Tris-HCI, pH 8,3, 75mM KCI, 3mM
MgCl, e 2mM de DDT), 2mM dNTP em um volume final de 25uL. A reacdo foi incubada por 5
minutos a 702C seguido por aquecimento a 422C por 60 minutos. O cDNA foi armazenado a -
209C até a realizagdo do PCR.

Para a realizacdo do PCR, 2,5uL de cDNA foram incubados com 2,5U de Tag DNA
Polimerase, 0,5uL de 3" e 5'-primers especificos e 200uM de mistura de dNTP em tampao

termofilico 5x (pH8,5) para DNA polimerase contendo 1,5mM de MgCl,. As seguintes
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sequencias de primers foram utilizadas: B, microglobulina: 5-CATGGCTCGCTCGGTGACC-3’
(sense) 5-AATGTGAGGCGGGTGGAACTG-3’ (antisense) e MCP-1: 5-
TCTGGACCCATTCCTTCTTG-3" (sense) e 5-AGGTCCCTGTCATGCTTCTG-3" (antisense). A
temperatura de anelamento utilizada para o primer de MCP-1 foi de 57,6°C e para o primer
de B, microglobulina 54,2°C. O numero de ciclos de amplificagao foi 40 para ambos.

Os reagentes empregados na sintese do cDNA e na reacao de PCR foram obtidos da

Promega Corporation®, Madison, WI, USA.

3.8 Quimiotaxia in vitro

A quimiotaxia in vitro foi realizada utilizando o modelo de camara de Boyden. Para
tanto, 1 x 10° células THP-1 (linhagem celular de leucemia humana aguda monocitica) foram
acondicionadas ao compartimento superior da camara, separadas do compartimento
inferior por membranas de policarbonato com poros de 8um (Millipore®, Billerica, USA). A
migragao das células THP-1 foi induzida preenchendo o compartimento inferior com 0,1
ng/mL e 0,9 ng/mL de MCP-1 recombinante de humano (eBioscience®, San Diego, EUA)
associado a 10 pg/mL de LPS. A seguir, a camara foi incubada a 372C por 24 horas. Apds este
periodo, os filtros foram removidos e corados. A distancia percorrida pelas células THP-1
pelo filtro foi quantificada por microscopia éptica comum (GOUWY et al., 2009; MATOBA et
al., 2010).

3.9 Reatividade da traquéia

Uma hora apds a ultima exposicdo a HQ ou veiculo, os animais foram anestesiados,
exsanguinados pela aorta abdominal e, a seguir, o térax foi aberto. A traquéia foi removida e
o tecido conjuntivo adjacente foi retirado cuidadosamente. Anéis de segmento de traquéia
integra ou traquéia que teve seu epitélio cuidadosamente removido através de uma canula
de polietileno foram montados para registro isométrico de contragGes frente a estimulacado
colinérgica (metacolina). Para tanto, foi utilizado um sistema multicanal de tecido isolado
(Powerlab®), acoplado a um sistema de aquisicdo, analise e estocagem de dados (Lab chart
7.01). Os segmentos de traquéia foram montados em cubas para orgdo isolado (15mL)
contendo solucdo de Krebs-Henseileit (NaCl, 115mM; KCI, 4,6mM; CaCl, 2.H,0, 2,5mM;
KH,PO4, 1,2mM; MgS0O, . 7H,0, 2,5mM; NaHCOs, 25mM e glicose, 11mM) aerada com 95%
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de 0, e 5% de CO, e aquecida a 372C. Os tecidos foram expostos a uma carga inicial de 0,5g
de tensdo. Apds o periodo de equilibrio (30min), o tampdo de Krebs-Henseileit foi
substituido por uma solucdo de KCl despolarizante (60mM) para avaliacdo da viabilidade
tecidual. Em seguida, a solu¢cdo de KCl| foi substituida novamente por tampdo Krebs-
Henseileit e a aplicagdo de metacolina foi iniciada para construcdo da curva concentragdo-

efeito (LINO-DOS-SANTOS-FRANCO et al., 2006, 2010).

3.10 Atividade fagocitica e fungicida de M®s

Ap0s a coleta do LBA e quantificacdo dos M®s, 2x10°> M®s foram incubados em meio
RPMI 1640 acrescido de 10% de soro fetal bovino sobre laminula de vidro para aderéncia por
3 horas a 37°C em estufa de CO,. Apds este periodo, 1x10° do fungo Candida albicans foi
adicionado para incubacdo por 24 horas nas mesmas condicdes. Em seguida, o sobrenadante
foi coletado e estocado a -22°C para posterior quantificagdo de mediadores inflamatérios e
o numero de M®s contendo fungos e o numero de fungos no interior destas células foram
quantificados por microscopia éptica. Assim, foi calculada a porcentagem de fagocitose e o

indice de fagocitose, demonstrado pelas formulas:

Porcentagem de fagocitose = numero de M®Ps que fagocitaram pelo menos 1 fungo x 100

numero total de células contadas

indice de fagocitose = Porcentagem de M®s que fagocitaram pelo menos 1 fungo
X

média dos fungos no interior dos M®s

O mesmo procedimento experimental descrito acima foi realizado para determinacao
da atividade fungicida, ou seja, 2x10°> M®s foram incubados com 1x10° C. albicans por 24
horas a 37°C com 5% de CO,. Apds este periodo, o sobrenadante foi coletado e estocado a -
22°C para posterior quantificagdio de mediadores inflamatérios e os pogos foram lavados
com PBS, para remocdo dos fungos livres. Os M®s foram lisados com 1mL de agua destilada

gelada e estéril e uma aliquota diluida (1:200) foi semeada em agar sabouraud. Apds 24
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horas de incubacdao em estufa a 30°C, as unidades formadoras de col6nica (UFC) foram

guantificadas (GIOULEKAS et al., 2001; HAYAKAWA et al., 2006).

3.11 Quantificagdo da expressao de receptores de superficie de M®Ps
envolvidos na fagocitose por citometria de fluxo

Apds coleta do LBA e quantificagdo dos M®s, 2x10°> M®s aderidos em placas de 06
pogos foram incubados com 1x10° C. albicans por 24 horas, para a quantificacdao da
expressao de receptores de superficie envolvidos na fagocitose. Apds a incubacdo, os pocos
foram lavados para remocdao dos fungos livres e os M®s aderidos foram removidos com
auxilio de cell scraper para incubagcdo com os anticorpos monoclonais anti-dectina-1-PE
(anti-CLEC7A), anti-TLR4-PE (anti-CD284/MD-2) na dilui¢do 1:100 por 45 minutos a 42C na
auséncia de luz e com o anticorpo monoclonal anti-TLR2 na diluicdo 1:100 por 20 minutos a
49C e apods centrifugacdo, incubados por 30 minutos com o anticorpo secunddrio anti-rat
IgG-FITC nas mesmas condi¢des. As células foram analisadas no citometro de fluxo. Os

anticorpos foram adquiridos da marca R&D Systems (Minneapolis, USA).

3.12 Expressao de proteinas participantes das vias de sinalizagao

intracelulares de M®s por Western Blot

As reagdes de Western Blot foram realizadas a partir de géis de poliacrilamida
utilizando diferentes concentragdes de proteina por po¢o de acordo com a proteina a ser
estudada (25ug de proteina para MyD88). O lisado de proteinas utilizado foi obtido a partir
de M®s alveolares coletados do LBA obtido do pool de 5 animais, expostos ao veiculo ou a
HQ, ou seja, aproximadamente 8x10°/mL M®s por amostra. Assim, o lisado de proteinas foi
submetido a eletroforese em tampao de corrida a 300V e 50mA por 2 horas e 30 minutos. A
transferéncia foi realizada em membrana de nitrocelulose aplicando-se uma corrente de
180mA por 1 hora e 30 minutos, em cuba de transferéncia. A confirmacao da transferéncia
foi realizada incubando-se a membrana com Ponceau S. Em seguinda, a membrana foi
lavada com TBS-Tween 0,1% e bloqueada. A revelacdo foi realizada usando-se metodologia

de quimioluminescéncia utilizando-se o luminol como substrato e a enzima peroxidase.
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3.12.1 Western Blot para MyD88

As reacOes de Western Blot para MyD88 foi realizada a partir de géis de
poliacrilamida a 15% e transferidos para membranas de nitrocelulose. O bloqueio foi
realizado em TBS-Tween 0,1% com 5% de caseina, durante 1 hora e 30 minutos. Apds este
periodo, a membrana foi lavada e foi adicionado o anticorpo primario anti-MyD88 (1:500)
diluido em TBS-Tween 0,1% com 1% de caseina e mantida sob agitagao, a 42C, durante a
noite. Apds o periodo de incubacdo a membrana foi novamente lavada 6 vezes de 10
minutos com TBS-Tween 0,1%. Em seguida, foi adicionado o anticorpo secundario anti-IgG
de cabra (1:3000) diluido em TBS-Tween 0,1% a membrana e incubada durante 2 horas sob
agitacdo a temperatura ambiente. Apds a incubacdo, a membrana foi lavada novamente 6
vezes de 10 minutos com TBS-Tween 0,1% e revelada. Os anticorpos foram adquiridos da

marca R&D Systems (Minneapolis, USA).

3.12.2 Western Blot para B-actina

O blot foi realizado em gel de poliacrilamida 15% e transferido para membrana de
nitrocelulose. A membrana foi lavada 3 vezes de 10 minutos com TBS-Tween (0,1%) a
temperatura ambiente sob agitacdo, e em seguida foi incubada com anticorpo anti-B-actina
conjugada com peroxidase na diluicdo 1:20000, por 45 minutos a temperatura ambiente.
Apds o periodo de incubacdo, a membrana foi lavada novamente 3 vezes de 10 minutos, sob

agitacao, e revelada.

3.13 Anadlise estatistica

Os resultados obtidos foram apresentados como média + e.p.m. e foram analisados
estatisticamente pelo Teste “t” de Student ou pela Anilise de Varidancia com comparacoes
multiplas (ANOVA), seguido do teste de Tukey-Kramer, quando necessario. Para tanto, foi
utilizado o programa estatistico Graphpad Prisma 5.0. Os valores obtidos foram

considerados significativos quando P<0,05.
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4 Resultados
4.1 Efeitos da exposicao in vivo a HQ sobre a concentracao de mediadores

inflamatdrios no LBA

Os resultados apresentados a seguir foram obtidos em animais expostos ou ndo a HQ
(25ppm; 1mL/min; 1h por dia; 5 dias) em condi¢des basais ou de inflamagdo (LPS in vivo;
100pl/mL; 10min). E importante salientar que a exposi¢do a HQ n3o alterou o ndmero de
leucécitos no LBA (Controles: 7,5x10°/mL + 0,7; n=4 e HQ: 8,2x10°/mL +1,6; n=4), mas na
vigéncia de inflamagao, a exposicdo a HQ reduziu marcantemente a migragao de leucdcitos
para o LBA, que refletiu redugdes na mobilizagdo de leucdcitos polimorfonucleares
(Controles: 28,9x10°/mL +4,3; n=19 e HQ: 12,6x10°/mL * 1,1; n=19) e de mononucleares
(Controles: 14,2x10°/mL + 3,8; n= 14 e HQ: 4,3x10°/mL + 0,75; n=14). Estes resultados foram
obtidos durante o trabalho de Mestrado de André Luiz Teroso Ribeiro (comunicacdo
pessoal).

4.1.1 Concentragao de nitrito (NO,)

A quantificagdo da concentragao de NO, no LBA mostrou que a exposi¢do a HQ nao
alterou a concentracdo do anion em condig¢des basais e na vigéncia de resposta inflamatdria.
Em todos os grupos experimentais, as concentragdes de NO, foram equivalentes e nao

diferiram antes e ap6s a inducdo de inflamacdo pelo LPS (Figura 4).
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Figura 4: Efeito da exposicdo in vivo a HQ (25ppm) ou ao veiculo (solu¢do etanol salina 1:20) sobre a
concentracdo de NO, no LBA de camundongos Swiss machos. As exposi¢cdes foram realizadas na frequéncia de
1mL/min, por 1 hora, uma vez ao dia, durante 5 dias. Uma hora apéds a ultima exposi¢cdo, os animais foram
expostos ou ndo ao LPS (100ug/mL;10 min) pela mesma via. O LBA foi coletado 1 hora apds a ultima exposi¢do
a HQ ou ao veiculo (basal) ou 3 horas apds a indugdo da inflamac&o (LPS). O NO, foi quantificado por Reag¢do de
Griess. Os resultados expressam a média = e.p.m. da concentragdo de NO, no LBA obtido de 5-7 animais em
cada grupo.
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4.1.2 Concentragao de interleucina-1f3 (IL-1[3)

Os resultados apresentados na Figura 5A mostram que a exposicdao a HQ ndo alterou
a concentragdo de IL-13 no LBA, na auséncia ou presencga de estimulagdo in vivo pelo LPS,
em comparagao aos animais que receberam o veiculo, nestas mesmas condigdes. As
concentracOes encontradas ndo diferiram em animais expostos ao veiculo ou a HQ em

condigdes basais ou na vigéncia de estimulagao pelo LPS.

4.1.3 Concentragao de fator de necrose tumoral (TNF-Q)

A exposicdo a HQ ndo alterou as concentracbes de TNF-0 no LBA em condicoes
basais, nem mesmo apds a estimulacdo pelo LPS. Vale ressaltar que a elevacdo na
concentracdo de TNF-0 no LBA apods estimulacdo pelo LPS foi equivalente em animais

controles ou expostos a HQ (Figura 5B).

4.1.4 Concentragao de interleucina-6 (IL-6)

A concentracdo de IL-6 no LBA dos animais, em condi¢des basais, quer em condicao
de inflamac¢do provocada pelo LPS, ndo foi alterada pela exposicdao a HQ (Figura 5C). O
incremento na concentragdo desta citocina no LBA apds inalagao de LPS foi similar em

animais controles ou expostos a HQ.

4.1.5 Concentragao de interleucina-12p70 (IL-12p70)

A concentracgdo de IL-12p70 no LBA dos animais em condi¢Ges basais ndo foi alterada
pela exposicdao a HQ. Adicionalmente, apds indugdo da inflamagdo, animais controles
também ndo apresentaram alteragdao na concentragdo desta citocina. No entanto, animais
expostos a HQ apresentaram concentracdes menores de IL-12p70 no LBA apds estimulo

inflamatério (Figura 5D).
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Figura 5: Efeito da exposicdo in vivo a HQ (25ppm) ou ao veiculo (solu¢do etanol salina 1:20) sobre a
concentragdo de IL-1B, TNF-a, IL-6 e IL-12 no LBA de camundongos Swiss machos. As exposi¢Ges foram
realizadas na frequéncia de 1mL/min, por 1 hora, uma vez ao dia, durante 5 dias. Uma hora apds a ultima
exposi¢do, os animais foram expostos ou ndo ao LPS (100pg/mL;10 min) pela mesma via. O LBA foi coletado 1
hora ap6s a ultima exposi¢do a HQ ou ao veiculo (basal) ou 3 horas apds a indugdo da inflamagdo (LPS). A IL-1[3,
TNF-a, IL-6 e IL-12 foram quantificadas por ensaio imunoenzimatico (ELISA). Os resultados expressam a média
* e.p.m. da concentragdo destes mediadores no LBA obtido de 5-13 animais em cada grupo (*P<0,05 e
**p<0,01 vs. respectivo controle basal; #P<0,05 vs. controle LPS).
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4.1.6 Concentragao de interleucina-4 (IL-4)

Os resultados apresentados na Figura 6A mostram que em condigdes basais, a
exposicdo a HQ ndo alterou a concentracdo de IL-4 no LBA, em relacdo aos animais que
foram expostos ao veiculo. Diferentemente, a indugdao da inflamagao in vivo pelo LPS

aumentou a concentracdo de IL-4 no LBA somente em animais controles (173,71%).

4.1.7 Concentragao de interleucina-10 (IL-10)

Os resultados apresentados na figura abaixo mostram que em condicdes basais, a
exposicdo a HQ ndo alterou a concentracdo de IL-10 no LBA. Por outro lado, apds
estimulacdo com LPS in vivo, apenas animais controles apresentaram aumento significativo

na concentracdo de IL-10 no LBA (74,36%) (Figura 6B).
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Figura 6: Efeito da exposicdo in vivo a HQ (25ppm) ou ao veiculo (solucdo etanol salina 1:20) sobre a
concentracdo de IL-4 e IL-10 no LBA de camundongos Swiss machos. As exposi¢cdes foram realizadas na
frequéncia de 1mL/min, por 1 hora, uma vez ao dia, durante 5 dias. Uma hora apés a ultima exposicdo, os
animais foram expostos ou ndo ao LPS (100pg/mL;10 min) pela mesma via. O LBA foi coletado 1 hora apés a
ultima exposicdo a HQ ou ao veiculo (basal) ou 3 horas apés a inducdo da inflamagdo (LPS). A IL-4 e a IL-10
foram quantificadas por ELISA. Os resultados expressam a média £ e.p.m. da concentra¢do de IL-4 no LBA
obtido de 5-6 animais em cada grupo (*p<0,05 vs. controle basal).
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4.1.8 Concentragao de proteina quimiotaxica de mondcitos (MCP-1)

Os resultados apresentados na Figura 7 mostram que a exposi¢ao a HQ ndo afetou a
concentracdo de MCP-1. Ainda, a inducdo de inflamacdo ndo alterou a concentracdo desta
quimiocina, neste periodo de reacao inflamatdria, em animais controles. Por outro lado, a
concentracdo de MCP-1 foi significantemente menor (54,98% vs. controle inflamado) no LBA
de animais expostos a HQ e estimulados pelo LPS em relagdo a concentragao detectada nos

respectivos grupos controles (Controle + LPS e HQ Basal).
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Figura 7: Efeito da exposicdo in vivo a HQ (25ppm) ou ao veiculo (solu¢do etanol salina 1:20) sobre a
concentragdo de MCP-1 no LBA de camundongos Swiss machos. As exposi¢cdes foram realizadas na frequéncia
de 1mL/min, por 1 hora, uma vez ao dia, durante 5 dias. Uma hora apds a ultima exposi¢do, os animais foram
expostos ou ndo ao LPS (100ug/mL;10 min) pela mesma via. O LBA foi coletado 1 hora apds a ultima exposi¢do
a HQ ou ao veiculo (basal) ou 3 horas apds a indugéo da inflamagdo (LPS). A MCP-1 foi quantificada por ELISA.
Os resultados expressam a média = e.p.m. da concentragdo de MCP-1 no LBA obtido de 7-8 animais em cada
grupo (*p<0,05 vs. controle basal; #P<0,05 vs. controle LPS).
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4.2 Efeitos da exposicao in vivo a HQ sobre a atividade secretora de M®s

A capacidade secretora de M®s alveolares foi avaliada em culturas de M®s obtidos

de animais expostos a HQ ou veiculo e estimuladas in vitro pelo LPS e IFN-y.

4.2.1 Efeito da exposi¢cdao a HQ sobre o nimero de M®s no LBA
Os dados apresentados na Figura 8 mostram que o numero de M®s obtidos do LBA
de animais expostos a HQ ndo estava alterado em comparagdo ao nimero de M®s obtidos

de animais que receberam o veiculo.

Nuamero de Macrdfagos (x10 s/ml.)
s

T
Controle

Figura 8: Efeito da exposi¢do in vivo a HQ (25ppm) ou ao veiculo (solugdo etanol salina 1:20) sobre o nimero de
M®s obtidos do LBA de camundongos Swiss machos. As exposicdes foram realizadas na frequéncia de
1mL/min, por 1 hora, uma vez ao dia, durante 5 dias. Uma hora apds a Ultima exposicdo, o LBA foi coletado e o
namero total de M®s foi quantificado em camara de Neubauer por microscopia dptica comum. Os resultados
expressam a média * e.p.m. do nimero de M®s coletados do LBA obtido do pool de 5 animais em cada grupo
repetido em 12 experimentos independentes.
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4.2.2 Concentragdao de nitrito (NO,)

A Figura 9 mostra que a exposicao a HQ nao alterou a concentragdao de NO, no
sobrenadante de cultura de M®s de animais em condi¢des basais. J& em condi¢Oes de
inflamacdo, a concentracdo de nitrito estava aumentada em animais controles e expostos a
HQ. No entanto, em condicdes de inflamacdo, animais expostos a HQ apresentaram
menores concentracoes de NO, em sobrenadante de cultura de M®s em comparagdo aos

animais que receberam o veiculo (Figura 9).
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Figura 9: Efeito da exposicdo in vivo a HQ (25ppm) ou ao veiculo (solucdo etanol salina 1:20) sobre a
concentracdo de NO, em sobrenadante de cultura de M®s obtidos do LBA de camundongos Swiss machos. As
exposicdes foram realizadas na frequéncia de 1mL/min, por 1 hora, uma vez ao dia, durante 5 dias. Uma hora
apos a ultima exposicdao, o LBA foi coletado e 1x10°> M®s foram incubados e estimulados ou ndo com LPS
(5ug/mL) e IFN-y recombinante de rato (10ng/mL) por 24h. O NO, foi quantificado por Reagdo de Griess. Os
resultados expressam a média £ e.p.m. da concentragdo de NO, secretado por M®s coletados do LBA obtido
do pool de 5 animais em cada grupo repetido 4 vezes (***P<0,001 vs. controle basal; #P<0,001 vs. controle
LPS+IFN-}).

4.2.3 Concentragao de interleucina-1f3 (IL-1[3)

A Figura 10A mostra que ndo houve alteragdo na concentragdo de IL-1B no
sobrenadante de cultura de M®s obtidos de animais expostos a HQ, em condicdes basais.
Apds inducdo de inflamagdo, houve aumento na concentracdo desta citocina no
sobrenadante de cultura de M®s obtidos de animais expostos ao veiculo e a HQ. Ainda, o
aumento na concentragdo de IL-1B encontrado em animais expostos a HQ apds a
estimulagdo in vitro pelo LPS e IFN-y foi superior ao encontrado em animais que receberam o

veiculo.
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4.2.4 Concentragao do fator de necrose tumoral (TNF-)

A Figura 10B mostra que em condi¢cGes basais, a concentracdio de TNF-0 no
sobrenadante de cultura de M®s obtidos de animais expostos a HQ estava reduzida em
relagdo aos valores encontrados em M®s obtidos de animais controles. Apds estimulo
inflamatdrio, houve aumento na concentracdo desta citocina no sobrenadante de cultura de

M®s, tanto dos animais que receberam o veiculo quanto dos que foram expostos a HQ.

4.2.5 Concentragao de interleucina-6 (IL-6)

A concentracdo de IL-6 no sobrenadante de cultura de M®s obtidos de animais
expostos a HQ estava diminuida em condi¢Ges basais em relacdo aos valores encontrados
em células de animais expostos ao veiculo. Por outro lado, apds estimulo inflamatdrio,
houve aumento equivalente na concentracdo desta citocina no sobrenadante de cultura de

M®s proveniente de animais que receberam o veiculo e HQ (Figura 10C).

4.2.6 Concentragao de interleucina-12p70 (IL-12p70)

A concentracdo de IL-12p70 no sobrenadante de cultura de M®s obtidos de animais
expostos a HQ ndo estava alterada em condi¢Ges basais. Os valores encontrados foram
equivalentes em células provenientes de animais expostos a HQ e ao veiculo (Figura 10D).
Por outro lado, apds estimulo com LPS+IFN-y, somente os animais expostos a HQ
apresentaram concentragdes aumentadas de IL-12p70 no sobrenadante de cultura de M®s.
Ademais, em condic¢Oes inflamatadrias, cultura de M®s obtidos de animais expostos a HQ
apresentaram maiores concentracdes de IL-12p70 em relagdo aos animais que receberam o

veiculo.
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Figura 10: Efeito da exposi¢cdo in vivo a HQ (25ppm) ou ao veiculo (solugdo etanol salina 1:20) sobre a
concentragdo de IL-1B, TNF-a, IL-6 e IL-12 em sobrenadante de cultura de M®s obtidos do LBA de
camundongos Swiss machos. As exposi¢des foram realizadas na frequéncia de 1mL/min, por 1 hora, uma vez ao
dia, durante 5 dias. Uma hora apds a ultima exposi¢cdo, o LBA foi coletado e 1x10° M®s foram incubados e
estimulados ou ndo com LPS (5ug/mL) e IFN-y recombinante de rato (10ng/mL) por 24h. A IL-13, TNF-a, IL-6 e
IL-12 foram quantificadas por ELISA. Os resultados expressam a média £ e.p.m. da concentracdo destas
citocinas secretadas por M®s coletados do LBA obtido do pool de 5 animais em cada grupo repetido 5 vezes
(**P<0,01; ***P<0,001 vs. controle basal; *P<0,05 vs. controle LPS+IFN-y).
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4.2.7 Concentragao de interleucina-10 (IL-10)

Em condigGes basais, sobrenadantes de cultura de M®s obtidos de animais expostos
a HQ apresentaram concentracdes aumentadas de IL-10. Apds estimulo inflamatério, houve
aumento na concentracdo desta citocina no sobrenadante de cultura de M®s de animais
expostos ao veiculo e a HQ. No entanto, a elevagdo na concentragao da citocina foi

marcantemente maior em cultura de células obtidas de animais expostos a HQ (Figura 11).
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Figura 11: Efeito da exposicdo in vivo a HQ (25ppm) ou ao veiculo (solugdo etanol salina 1:20) sobre a
concentracdo de IL-10 em sobrenadante de cultura de M®s obtidos do LBA de camundongos Swiss machos. As
exposicdes foram realizadas na frequéncia de 1mL/min, por 1 hora, uma vez ao dia, durante 5 dias. Uma hora
apos a ultima exposicdo, o LBA foi coletado e 1x10°> M®s foram incubados e estimulados ou n3o com LPS
(5ug/mL) e IFN-y recombinante de rato (10ng/mL) por 24h. A IL-10 foi quantificada por ELISA. Os resultados
expressam a média £ e.p.m. da concentragdo de IL-10 secretada por M®s coletados do LBA obtido do pool/ de 5
animais em cada grupo repetido 5 vezes (*P<0,05 vs. controle basal; **P<0,01 vs. controle LPS+IFN-y).
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4.2.8 Concentragao de proteina quimiotaxica de mondcitos (MCP-1)

Sobrenadantes de cultura de M®s obtidos de animais expostos a HQ apresentaram
concentracdes reduzidas de MCP-1 na auséncia de estimulagdo in vitro em comparagdo as
concentracOes encontradas em sobrenadantes de células provenientes de animais controles.
Apds estimulo pelo LPS+INF-y, a concentragdao de MCP-1 estava marcantemente aumentada
em sobrenadantes de M®s de animais controles e de animais expostos a HQ, no entanto o
aumento na concentracdo em culturas de células provenientes de animais expostos a HQ foi

significantemente menor que a detectada em células de animais controles (Figura 12).
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Figura 12: Efeito da exposicdo in vivo a HQ (25ppm) ou ao veiculo (solugdo etanol salina 1:20) sobre a
concentracdo de MCP-1 em sobrenadante de cultura de M®s obtidos do LBA de camundongos Swiss machos.
As exposices foram realizadas na frequéncia de 1mL/min, por 1 hora, uma vez ao dia, durante 5 dias. Uma
hora apds a ultima exposi¢do, o LBA foi coletado e 1x10° M®s foram incubados e estimulados ou ndo com LPS
(5ug/mL) e IFN-y recombinante de rato (10ng/mL) por 24h. A MCP-1 foi quantificada por ELISA. Os resultados
expressam a média £ e.p.m. da concentragdo de MCP-1 secretada por M®s coletados do LBA obtido do pool de
5 animais em cada grupo repetido 5 vezes (**P<0,01 e ***P<0,001vs. controle basal; #P<0,001 vs. controle

LPS+FN-y).
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4.3 Efeitos da exposicao in vivo a HQ sobre a capacidade secretora do tecido

traqueal
A traquéia foi coletada de animais expostos a HQ ou ao veiculo e mantida em cultura
para avaliar os efeitos das exposicdes sobre a capacidade de suas células secretarem

mediadores inflamatorios.

4.3.1 Concentragao de nitrito (NO,)

A Figura 13 mostra que a concentragao de nitrito em sobrenadante de cultura de
traquéia de animais expostos a HQ ndo estava alterada em condi¢Ges basais. Apds
estimulagao in vitro pelo LPS, a concentragao de NO, estava aumentada no sobrenadante de

cultura de traquéia tanto de animais que receberam o veiculo ou expostos a HQ.
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Figura 13: Efeito da exposi¢cdo in vivo a HQ (25ppm) ou ao veiculo (solugdo etanol salina 1:20) sobre a
concentragdo de NO, em sobrenadante de cultura de traquéia obtido de camundongos Swiss machos. As
exposi¢des foram realizadas na frequéncia de 1mL/min, por 1 hora, uma vez ao dia, durante 5 dias. Uma hora
apods a ultima exposicdo, as traquéias foram removidas, mantidas em meio DMEM suplementado com
gentamicina (45ug/mL) e estimuladas ou ndo com 1g/mL de LPS em volume final de 2mL por 24h. O NO, foi
quantificado por Reagdo de Griess. Os resultados expressam a média = e.p.m. da concentragdo de NO,
secretado pela traquéia de 15 animais em cada grupo (*P<0,05 vs. controle basal).
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4.3.2 Concentragao de fator de necrose tumoral (TNF-Q)

A Figura 14A mostra que a concentragao de TNF-a no sobrenadante de cultura de
traquéia estava aumentada em condi¢Bes basais nos animais que foram expostos a HQ. Apds
a estimulagdo in vitro pelo LPS, somente cultura de tecido traqueal de animais que
receberam o veiculo apresentaram aumento da concentracdo desta citocina no

sobrenadante.

4.3.3 Concentragao de interleucina-6 (IL-6)

Em condig¢des basais, a concentracdo de IL-6 em sobrenadante de cultura de traquéia
de animais expostos a HQ ndo estava alterada. JA em condigdes inflamatédrias, houve
aumento na concentrac¢do da citocina em sobrenadante de cultura de traquéia de animais

expostos ao veiculo e a HQ (Figura 14B).
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Figura 14: Efeito da exposicdo in vivo a HQ (25ppm) ou ao veiculo (solugdo etanol salina 1:20) sobre a
concentracao de TNF-a e IL-6 em sobrenadante de cultura de traquéia obtido de camundongos Swiss machos.
As exposicbes foram realizadas na frequéncia de 1mL/min, por 1 hora, uma vez ao dia, durante 5 dias. Uma
hora apds a ultima exposicdo, as traquéias foram removidas, mantidas em meio DMEM suplementado com
gentamicina (45pg/mL) e estimuladas ou ndo com 1pug/mL de LPS em volume final de 2mL por 24h. O TNF-O e a
IL-6 foram quantificados por ELISA. Os resultados expressam a média + e.p.m. da concentracdo de TNF-a e de
IL-6 secretados pela traquéia obtida de 9 ou 5 animais em cada grupo, respectivamente (*P<0,05; **P<0,01 vs.
controle basal).
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4.3.4 Concentragao de interleucina-10 (IL-10)

A Figura 15 mostra que em condigdes basais, a concentragdao de IL-10 ndo estava
alterada no sobrenadante de cultura de traquéia de animais expostos a HQ, ja valores
semelhantes de concentragao desta citocina foram detectados em cultura do tecido
proveniente de animais expostos ao veiculo ou a HQ. Apds estimulo in vitro pelo LPS, a

concentragdo de IL-10 estava aumentada no sobrenadante de cultura de traquéia dos

animais que receberam tanto o veiculo quanto a HQ.
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Figura 15: Efeito da exposi¢cdo in vivo a HQ (25ppm) ou ao veiculo (solugdo etanol salina 1:20) sobre a
concentragdo de IL-10 em sobrenadante de cultura de traquéia obtido de camundongos Swiss machos. As
exposi¢des foram realizadas na frequéncia de 1mL/min, por 1 hora, uma vez ao dia, durante 5 dias. Uma hora
apds a ultima exposigdo, as traquéias foram removidas, mantidas em meio DMEM suplementado com
gentamicina (45ug/mL) e estimuladas ou ndo com 1pg/mL de LPS em volume final de 2mL por 24h. A IL-10 foi
quantificada por ELISA. Os resultados expressam a média £ e.p.m. da concentracdo de IL-10 secretada pela
traquéia obtida de 5 animais em cada grupo (*P<0,05 vs. controle basal).
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4.3.5 Concentragao de proteina quimiotaxica de monécitos (MCP-1)

A concentracdo de MCP-1 no sobrenadante de cultura de traquéia de animais que
foram expostos a HQ ndo estava alterada na auséncia de estimulo inflamatério. Valores
similares foram encontrados em culturas de tecidos obtidos de animais expostos ao veiculo
ou a HQ. Por outro lado, apds estimulo inflamatdrio, a concentragdo desta citocina estava
aumentada somente no sobrenadante de cultura de tecidos de animais que receberam o

veiculo (Figura 16).
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Figura 16: Efeito da exposicdo in vivo a HQ (25ppm) ou ao veiculo (solugdo etanol salina 1:20) sobre a
concentracdo de MCP-1 em sobrenadante de cultura de traquéia obtido de camundongos Swiss machos. As
exposi¢des foram realizadas na frequéncia de 1mL/min, por 1 hora, uma vez ao dia, durante 5 dias. Uma hora
apds a ultima exposigdo, as traquéias foram removidas, mantidas em meio DMEM suplementado com
gentamicina (45pg/mL) e estimuladas ou ndo com 1pg/mL de LPS em volume final de 2mL por 24h. A MCP-1 foi
quantificada por ELISA. Os resultados expressam a média + e.p.m. da concentracdo de MCP-1 secretada pela
traquéia obtida de 5 animais em cada grupo (**P<0,01 vs. controle basal; ***P<0,001 vs. controle LPS).

4.3.5.1 Efeito da exposicao in vivo a HQ sobre a expressao génica de MCP-1

pela traquéia

Do exposto na Tabela 1, é possivel supor que a MCP-1 seja um mediador inflamatério
envolvido na toxicidade da exposicdo in vivo a HQ e, desta forma, ensaios adicionais foram
realizados para verificar o mecanismo de a¢do da HQ sobre a secrecdo da MCP-1 e o efeito
das diferencas de concentracbes desta quimiocina encontrada em animais expostos ao

veiculo e a HQ sobre a migracdo leucocitaria.
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LBA MACROFAGOS TRAQUEIA
Basal LPS Basal LPS Basal LPS
Nao Nao
IL-lB - - - ¢ determinado determinado
TNF-a = = v = A =
IL-6 = = 7 = = =
Ndo Ndo
IL-12p70 - * - ¢ determinado determinado
MCP-1 = 7 v v = v
IL-4 _ _ Nao Nao Ndo Ndo
determinado determinado determinado determinado
IL-10 = = A A = =
NO = = = 7 = =

Tabela 1: Resumo das alteracdes causadas na secregdo de citocinas apds exposi¢do in vivo a HQ.

Para investigar se a diminuicdo da concentracdo de MCP-1 pela traquéia em animais
expostos a HQ era decorrente de alteracdes na sua sintese, a expressao génica de MCP-1 foi
guantificada por reacdo de RT-PCR. Os dados obtidos mostram que a exposicdao a HQ
diminuiu a concentracdo de RNAm para MCP-1 na traquéia (Figura 17A). A Figura 17B,

mostra uma imagem representativa da eletroforese em gel de agarose para RNAm de MCP-
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Figura 17: Efeito da exposi¢do in vivo a HQ (25ppm) ou ao veiculo (solugcdo etanol salina 1:20) sobre a expressdo
génica de MCP-1 pela traquéia de camundongos Swiss machos. As exposicoes foram realizadas na frequéncia
de 1mL/min, por 1 hora, uma vez ao dia, durante 5 dias. Uma hora apds a ultima exposigdo, as traquéias foram
removidas, e o RNAm foi extraido com reagente Trizol®. A reacdo de PCR foi realizada com primer especifico
para MCP-1. (A) Os resultados expressam a média + e.p.m. de 3 traquéias de diferentes animais em cada
grupo. A linha tracejada indica os valores basais do RNAm de MCP-1 em traquéia de animais ndo expostos a HQ
ou LPS. (B) Figura representativa da eletroforese em gel de agarose. (*P<0.05 vs. controle LPS).
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4.4 Efeito da MCP-1 na quimiotaxia de células mononucelares in vitro

As células THP-1 foram incubadas em camara de Boyden e a distancia percorrida por
estas células frente a diferentes estimulos foi mensurada através de um filtro de
policarbonato com poros de 8um. A estimulagdo com LPS 10ug/mL ndo induziu a migragdo
de THP-1 (Figura 18). Por outro lado, a associagdo MCP-1 0,9ng/mL com LPS, aumentou a
migragao das células pelo filtro, o que ndao aconteceu quando a concentragao de MCP-1
utilizada foi menor, 0,1ng/mL. E importante ressaltar que as concentracdes escolhidas de
MCP-1 foram equivalentes as encontradas no sobrenadante da cultura de traquéia de

animais expostos ao veiculo (0,9 ng/mL) e a HQ (0,1 ng/mL) (Figura 16).
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Figura 18: Efeito da MCP-1 associado ao LPS sobre a quimiotaxia de células THP-1. A migrac¢do foi quantificada
apo6s 24 horas de incubagdo em camara de Boyden. Os resultados expressam a média + e.p.m. da distancia
percorrida pelas células THP-1 em membranas de policarbonato com poros de 8um (n=3-4) (***p<0,001 vs.
RPMI; *p<0,05 vs. MCP-1 0,9ng/mL).
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4.5 Efeitos da exposi¢ao in vivo a HQ sobre a reatividade da traquéia

Animais expostos ao veiculo ou a HQ tiveram a traquéia removida para determinacao
da resposta contratil frente estimulacdo colinérgica. Os dados obtidos na Figura 19 mostram
que a traquéia integra (+ epi) de animais expostos a HQ apresentaram hiperresponsividade
em resposta a uma curva dose-resposta de metacolina (10°M a 10>M). Por outro lado, apds
remocdo mecanica do epitélio da traquéia (- epi), este efeito foi revertido (Figura 20). A
Figura 21 mostra uma foto representativa de uma traquéia integra e uma traquéia que teve

o epitélio removido, obtidas apds os ensaios de reatividade.
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Figura 19: Efeito da exposigdo in vivo a HQ (25ppm) ou ao veiculo (solugdo etanol salina 1:20) sobre a
reatividade da traquéia integra obtida de camundongos Swiss machos. As exposi¢ées foram realizadas na
freqiiéncia de 1mL/min, por 1 hora, uma vez ao dia, durante 5 dias. Uma hora apds a ultima exposi¢do, a
traquéia foi cuidadosamente removida e acoplada em um sistema para determinagdo de sua capacidade
contratil frente a metacolina. Os resultados expressam a média £ e.p.m. da reatividade da traquéia obtida de 7
animais (*p<0,05 vs. controle).
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Figura 20: Efeito da exposi¢cdo in vivo a HQ (25ppm) ou ao veiculo (solugdo etanol salina 1:20) sobre a
reatividade da traquéia obtida de camundongos Swiss machos. As exposi¢cdes foram realizadas na freqiiéncia
de 1mL/min, por 1 hora, uma vez ao dia, durante 5 dias. Uma hora apds a ultima exposicdo, a traquéia foi
removida e teve seu epitélio cuidadosamente extraido para posterior determinagdo de sua capacidade
contratil frente a metacolina. Os resultados expressam a média + e.p.m. da reatividade da traquéia obtida de 7

animais (*p<0,05 vs. HQ + epi).

Figura 21: Foto representativa da traquéia integra (A) e da traquéia sem epitélio (B). Coloragdo Hematoxilia-
Eosina. Foto obtida em aumento de 20x em microscdpio dptico comum.
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4.6 Efeito da exposicao in vivo a HQ sobre a atividade fagocitica e fungicida de
MO®s

4.6.1 Efeito da exposicdao a HQ sobre a atividade fagocitica de M®s

A atividade fagocitica de M®s foi avaliada pela quantificacdo da porcentagem de
fagocitose (numero de M®s que fagocitaram pelo menos um fungo) e do indice de
fagocitose (nUmero de fungos por M®).

M®s obtidos do LBA de camundongos expostos a HQ apresentaram aumento da
porcentagem de fagocitose frente a C. albicans (36,30%) em relacdo aos M®s de animais
expostos ao veiculo (Figura 22A). Ainda, os dados obtidos na Figura 22B mostraram que os
M®s obtidos de animais expostos a HQ possuiam maior indice de fagocitose (83,97%), uma
vez que um numero maior de fungos foi encontrado no interior destas células. A Figura 23

ilustra os M®s e C. albicans observados em microscopia dptica comum.
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Figura 22: Efeito da exposi¢do in vivo a HQ (25ppm) ou ao veiculo (solugdo etanol salina 1:20) sobre a atividade
fagocitica de M®s obtidos do LBA de camundongos Swiss machos. As exposicdes foram realizadas na
freqiiéncia de 1mL/min, por 1 hora, uma vez ao dia, durante 5 dias. Uma hora apds a ultima exposi¢do, o LBA
foi coletado e 2x10° M®s foram incubados com 1x10° C. albicans por 24h. O numero de M®s que
apresentavam pelo menos um fungo em seu interior e os de fungos no interior dos M®s foram quantificados
por microscopia dptica comum e, assim, calculado a porcentagem de fagocitose e o indice de fagocitose. Os
resultados expressam a média £ e.p.m. da porcentagem de fagocitose e do indice de fagocitose de M®s
coletados do LBA obtido do pool de 5 animais em cada grupo repetido em 8 experimentos independentes
(*P<0,05 e **P<0,01 vs. controle).
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Figura 23: Foto ilustrativa de M®s alveolares obtidos do LBA de camundongos Swiss machos, expostos ao
veiculo (A) ou a HQ 25ppm (B), para determinacdo da atividade fagocitica. 1. M®s 2. Leveduras de C. albicans
3. Hifas de C. albicans. 4. M®s contendo leveduras de C. albicans em seu interior. Foto obtida em aumento de

40x em microscépio dptico comum.
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4.6.2 Efeito da exposicdao a HQ sobre a atividade fungicida de M®s

A atividade fungicida de M®s foi determinada pela quantificacdo do numero de
unidades formadoras de colénia (UFC) crescente em meio Agar Sabouraud. Os dados
apresentados na Figura 24A mostram que fungos provenientes da cultura de M®s obtidos
de animais expostos a HQ formaram menores quantidades de UFC (68,47%) que fungos
provenientes de M®s obtidos de animais expostos ao veiculo. Ja a figura 24B, ilustra as UFC
crescentes em meio Agar Sabouraud apds lise dos M®s de animais expostos ao veiculo (1) e

a HQ (2), incubados previamente com C. albicans.
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Figura 24: Efeito da exposi¢do in vivo a HQ (25ppm) ou ao veiculo (solugdo etanol salina 1:20) sobre a atividade
fungicida de M®s obtidos do LBA de camundongos Swiss machos. As exposicdes foram realizadas na
freqiiéncia de 1mL/min, por 1 hora, uma vez ao dia, durante 5 dias. Uma hora apds a Ultima exposi¢do, o LBA
foi coletado, 2x10°> M®s foram incubados com C. albicans por 24h e apds a lise destas células, semeados em
agar Sabouraud por 24h, para quantificagdo do numero de unidades formadoras de colénia (UFC). (A) Os
resultados expressam a média * e.p.m. do nimero de UFC crescente em agar Sabouraud de M®s provenientes
de pool de 5 animais em cada grupo, repetido em 6 experimentos independentes (*P<0,05 vs. controle). B)
Foto ilustrativa de UFC de C. albicans em cultura de agar Sabouraud, obtidas através da lise de M®s alveolares
de LBA de camundongos Swiss machos apds incubagdo com C. albicans e, previamente expostos ao veiculo (1)
ou a HQ 25ppm (2), para determinacdo da atividade fungicida.
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4.6.3 Efeito da exposicao in vivo a HQ sobre a expressao de receptores

envolvidos na fagocitose por M®s alveolares

A expressao dos receptores toll like 2 (TLR2) e 4 (TLR4) e da dectina-1 foram avaliadas
em M®s alveolares obtidos do LBA de animais expostos ao veiculo e a HQ na presenca ou
auséncia de C. albicans, por citometria de fluxo. Os dados apresentados na Figura 25A e 25B
mostram que, em condigOes basais, a exposicdo a HQ ndo alterou a porcentagem de células
marcadas para dectina-1 e TLR-4. Por outro lado, apds estimulacdo com C. albicans in vitro,
tanto animais expostos ao controle quanto animais expostos a HQ apresentavam maior
porcentagem de células marcadas para estes receptores em relacido aos M®Ps sem
estimulagdo. Por outro lado, a expressdao do receptor TLR2 ndo estava alterada em M®s
obtidos de animais expostos a HQ ou veiculo, antes ou apds incubacdo com C. albicans

(Figura 25C).
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Figura 25: Efeito da exposi¢do in vivo a HQ (25ppm) ou ao veiculo (solugdo etanol salina 1:20) sobre a expressao
de receptores de superficie envolvidos com a fagocitose de M®s obtidos do LBA de camundongos Swiss
machos. As exposicdes foram realizadas na freqliéncia de 1mL/min, por 1 hora, uma vez ao dia, durante 5 dias.
Uma hora apds a ultima exposicdao, o LBA foi coletado e 2x10°> M®s foram incubados com 1x10° C. albicans por
24 horas. Apos este periodo, os fungos ndo fagocitados foram descartados e os M®s aderidos foram removidos
com auxilio de cell scraper para incubagdo com anticorpos anti-TLR4-FITC, anti-dectina-1-FITC na diluicdo de
1:100 a 4°C por 45 min, e com anti-TLR2-PE por 20 minutos. As amostras foram analisadas em citémetro de
fluxo. Os resultados expressam a média £ e.p.m. da porcentagem de células marcadas apds serem obtidas do
pool de 5 animais em cada grupo repetido em 4 experimentos independentes.
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4.6.4 Efeito da exposi¢ao in vivo a HQ sobre a expressao de MyD88 por

M®Os alveolares

Com o intuito de investigar se a exposicdo a HQ poderia afetar as vias intracelulares
de ativagdo dos M®s, M®s alveolares foram coletados do LBA de animais expostos ao
veiculo ou HQ e ensaios de Western blot foram realizados. A Figura 26A indica que a
exposi¢cdo in vivo a HQ diminuiu a expressao protéica da MyD88 em M®s alveolares obtidos
do LBA de animais expostos a HQ. A Figura 26B indica uma representacdo ilustrativa da

membrana de nitrocelulose utilizada para realizagdao da reagdo de Western Blot.
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Figura 26: Efeito da exposi¢do in vivo a HQ (25ppm) ou ao veiculo (solucdo etanol salina 1:20) sobre a expressdo
de MyD88 em M®s alveolares de camundongos Swiss machos. As exposicGes foram realizadas na freqiiéncia
de 1mL/min, por 1 hora, uma vez ao dia, durante 5 dias. Uma hora apds a ultima exposi¢do, o LBA foi coletado
e os M®s alveolares foram utilizados para determinacdo da expressdo de MyD88 por Western Blot. (A) Os
resultados expressam a média £ e.p.m. da expressdo de MyD88 por M®s alveolares obtidos do pool de 5
animais repetido 3 vezes. (B) imagem representativa da membrana de nitrocelulose utilizada para determinar a
expressdo de MyD88 por WB em M®s alveolares. (*P<0.05 vs. controle).
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5 Discussao

Trabalhos prévios do nosso grupo de pesquisa demonstraram que o tratamento
intraperitoneal (i.p.) de ratos Wistar, machos, com HQ, nas concentracbes de 5, 10 e
50mg/kg/dia por 24 dias, com intervalos de 2 dias, a cada 5 dias de tratamento, acarretou
prejuizo na migracao de leucécitos para o pulmdo na vigéncia de uma inflamacdo alérgica ou
ndo-especifica. Esta exposigdao ndo causou efeitos tdxicos no tecido hepatico ou renal, além
de ndo alterar a producdo de células brancas e vermelhas pela medula dssea (MACEDO et
al., 2006, 2007 e FERREIRA et al., 2007). Este ultimo dado é muito instigante, uma vez que a
literatura demonstra claramente que a exposicdo toxica ao BZ leva a prejuizos acentuados a
mielopoiese e que este efeito é decorrente da acdo de compostos gerados pela
metabolizacdo enddgena deste solvente, entre os quais a HQ (KETTLE; WINTERBOURN,
1992; MEDINSKY; KENYON; SCHLOSSER, 1995; SNYDER 2002; SNYDER 2004).
Adicionalmente, dados de estudos in vitro mostram a acdo toxica da HQ sobre diferentes
células da medula d6ssea (STILLMAN; VARELLA-GARCIA; IRONS, 2000; KERZIC et al., 2003;
CHEN et al., 2004; BIRONAITE et al., 2004; YANG et al., 2006; HIRABAYASHI; INOUE, 2010).
Se associadas aos dados da literatura, nossas observagGes sugerem que os parametros
bioldgicos para avaliagdao do risco a exposi¢gao ao BZ ou a HQ podem ndo estar devidamente
adequados e vao ao encontro a revisdo mais recente de McGregor (2007), que salienta que a
toxicidade da HQ pode estar subestimada, justamente pela falta de estudos experimentais.

Neste contexto, temos investigado esta hipdotese e os mecanismos de acao
envolvidos nos efeitos toxicos por nds detectados, a fim de estabelecer possiveis indicadores
de efeito mais precisos e precoces nas intoxicacdes. No decorrer dos estudos, duas
preocupacdes tém sido iminentes: a via de exposicdo que mais se assemelha a exposicdo
humana e a menor dose e frequéncia de exposi¢ao toxica.

Assim, nossas investigacGes atuais buscam avaliar se os efeitos tdxicos por nods
observados na exposi¢ao i.p. de HQ também sdo induzidas apds exposi¢do a HQ encontrada
no meio ambiente, o que pode levar a sua absorcdo pelas vias aéreas, dérmica e oral,
mimetizando a exposigao humana ambiental e ocupacional. Para determinar o tempo e a
concentragdo desta exposigdao, usamos como base os limites estabelecidos por drgaos

competentes e as encontradas na literatura.
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Assim, para os projetos atuais foi estabelecido o periodo de exposicao de 5 dias, 1
hora ao dia, e a concentragdo de 12,5ppm (0,75mg/60mL); 25ppm (1,5mg/60mL) ou 50ppm
(3,0mg/60mL) de HQ dispersa no ar, em um volume de 29L. Este delineamento experimental
compreende periodo de tempo considerado curto e intervalo de concentracdes semelhantes
ou até menores que as preconizadas e utilizadas na literatura.

Para se determinar a concentracdo de HQ presente no interior da caixa de exposi¢do
utilizada foi realizada a quantificacdo de HQ presente em filtro de éster de celulose, o qual
foi posicionado no interior da caixa de exposi¢ao. Este procedimento, realizado em
colaboracdo com a Fundacentro, seguiu o protocolo estabelecido pela NIOSH (Protocolo
n25004, 1994). Assim, inferimos que a solucdo inicial de HQ a 25ppm, escolhida para este
trabalho, se dispersa no ambiente onde os animais sdao mantidos para exposicdo e, apos 1
hora, atinge concentracdo no interior da caixa de exposicdo de 0,20mg/m3 + 0,09,
equivalente a 0,04ppm. E possivel, entdo, inferir, que os animais possam estar expostos
diariamente a concentra¢cdes menores que as preconizadas (TWA = 2mg/m3, equivalente a
0,44ppm) (RIBEIRO et al., submetido para publicagdo).

Assim, nestas condicbes de exposicdo a HQ observou-se inibicdao do influxo de
leucdcitos polimorfonucleares (PMN) e mononucleares (MN) para o pulmao apods indugao da
resposta inflamatdria ao LPS, veiculado também no meio ambiente. E importante ressaltar
gue a exposicdo a HQ ndo alterou o numero de leucécitos circulantes no sangue dos animais
inflamados ou ndo, corroborando, assim, que nossos protocolos de exposicdo a HQ ndo
afetam, numericamente, a producdo e mobilizacdo de leucdcitos da medula dssea para a
corrente sanguinea (RIBEIRO et al., submetido para publicacdo). Desta forma, o presente
trabalho visou elucidar os mecanismos envolvidos na acdo da HQ sobre a mobilizacao de
leucécitos para o pulmao inflamado, focando na capacidade de células presentes no trato
respiratorio secretar mediadores inflamatdrios envolvidos neste processo.

O ponto de partida foi mensurar a concentracdo de mediadores inflamatérios no LBA.
Os dados iniciais mostraram que a exposicao a HQ nao afetou a concentracdo de NO e IL-1B
no LBA. Estes resultados ndao corroboram a literatura, uma vez que tem sido mostrado que o
tratamento com HQ inibe a conversao proteolitica da pré-IL1B a IL-1B e diminui a secrecao
desta citocina em sobrenadantes de diferentes tipos celulares (NICULESCU et al., 1995;
OUYANG et al., 2000). Adicionalmente, esta bem estabelecido que a HQ inibe a producdo de

NO por diferentes mecanismos, entre os quais, pela inibicdo da expressdao protéica e da
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atividade da éxido nitrico sintase induzivel (iNOS) (KIM et al., 2005; CHO, 2008; HEBEDA et
al., submetido para publicacdo). No entanto, estes resultados foram obtidos em ensaios in
vitro, inferindo somente a acdo da HQ sobre um tipo celular, sem contar com
ativacdo/inibicdo de demais componentes enddgenos, que deve ocorrer apds a exposicao
sistémica a HQ. Outro ponto que deve ser ressaltado, é que a etapa do processo inflamatdrio
escolhida para quantificacdo destes mediadores pode ndo ter sido a mais adequada, mesmo
porque ndo houve modificacdo nas concentracdes destas citocinas no LBA de animais
controles antes e apds a inducdo da inflamacdo. Os dados obtidos em animais controles ndo
refletem auséncia de inflamagdo, uma vez que o numero de leucdcitos no LBA foi
aumentado cerca de quatro vezes. Ainda, reforcando que o protocolo de exposicdo ao LPS
foi adequado para inducdo da inflamagdo, as concentracdoes de IL-6 e TNF-a estavam
aumentadas no LBA 3 horas apds a exposicdo ao LPS em todos os grupos de animais
estudados. Em conjunto, os resultados obtidos mostram que a exposicao a HQ, in vivo, ndo
afeta a secregdo das citocinas proinflamatodrias IL-13, TNF-a, IL-6 e do NO pelos diferentes
tipos de células presentes no pulmdo na vigéncia de resposta inflamatdria aguda. Da mesma
forma que para o NO e a IL-1B, a literatura mostra que a exposi¢do in vitro a HQ inibe a
producdo de TNF-a por células MN humanas e PMN de ratos (OUYANG et al., 2000; HEBEDA
et al., submetido para publicagdo).

Diferentemente, verificamos que a exposicao in vivo a HQ inibiu a secrecdo das
citocinas proinflamatdrias MCP-1 e 1L-12 no LBA apds a exposicdao ao LPS. A inibicdo da
secregdo de MCP-1 e IL-12 podem auxiliar na elucidagao do efeito inibitério sobre o
recrutamento leucocitario, ja que a MCP-1 é uma quimiocina ativadora de mondcitos,
reguladora da expressdo de moléculas de adesdo e da quimiotaxia (MELGAREJO et al., 2009;
DESHMANE et al., 2009; YADAV; SAINI; ARORA, 2010) e a IL-12 induz a migracdo de linfocitos
T CD3+ e polimorfonucleares, mas ndo de mondcitos e outros tipos de células T. (ALLAVENA
et al., 1994; PEARLMAN et al., 1997; MENDEZ-SAMPERIO, 2010). Por outro lado, poder-se-ia
esperar que a exposicdo a HQ pudesse provocar a secrecdo de citocinas anti-inflamatérias,
reduzindo, assim, o recrutamento leucocitario. No entanto, os dados obtidos mostraram que
a exposicdo a HQ ndo alterou as concentracdes de IL-4 e IL-10 no LBA apds a¢do do LPS.

Desta forma, os dados das concentragdes de citocinas no LBA sugerem que a
exposicdo a HQ in vivo comprometeu somente a secrecdao de MCP-1 e IL-12 e, desta forma,

este composto fendlico pode atuar especificamente em células presentes no tecido
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pulmonar, por vias intracelulares distintas. Com base na complexa rede de sinalizagao
intracelular induzida pelo LPS, que culmina com a secrec¢ao de citocinas, e os dados obtidos
neste trabalho, fica dificil sugerir possiveis vias de inibicdo/ativagdo da HQ. Desta forma, no
delineamento seguinte do trabalho, a elucidacdo do tipo celular no tecido pulmonar alvo de

acao da HQ passou a ser objeto de estudo.

Como ja salientado na Introducdo, o tecido pulmonar é composto por uma variedade
de células que estdo aptas a responder aos estimulos agressivos (GEISER, 2002; DELCLAUX;
AZOULAY, 2003; GWINN; VALLYATHAN, 2006; AZAD; ROJANASAKUL; VALLYATHAN, 2008;
SUZUKI; CHOW; DOWNEY, 2008; MORRISEY; HOGAN, 2010). Neste contexto, salientamos
que os M®s sdo células importantes, pois, ao exercerem suas atividades secretoras e de
reconhecimento de patégenos, conduzem a resposta do organismo, que tem como objetivo
a eliminacdo do agente agressor.

A exposicdo in vivo a HQ ndo alterou o numero de M®s residentes no LBA. Esta
observagdo é importante, uma vez que a exposicdo ao agente fendlico foi realizada durante
5 dias, tempo este suficiente para induzir a migracdo de mondcitos do sangue circulante e
sua diferenciacdo em M®s residentes, ou mesmo para induzir os processos de morte celular,
se este fosse o caso, mesmo porque a literatura descreve que a exposicdo a HQ in vitro
induz apoptose em diferentes tipos celulares, entre os quais os M®s (ROSS et al., 1996;
ZHAO et al., 2008; KIM et al., 2009).

Apesar da exposicdo a HQ ndo alterar o nimero de M®s residentes, a andlise do seu
perfil secretor mostrou que a exposicdo a HQ diminuiu a secrecdo basal das citocinas
proinflamatdérias MCP-1, IL-6 e TNF-a e elevou a secre¢do da citocina anti-inflamatéria IL-10.
Em condicdo de inflamacdo, a inibicdo da secrecdo de MCP-1 e da indugdo da secrecdo de IL-
10 foi ainda mais evidenciada, sugerindo que estas citocinas sdo alvos de acdo da exposicao
a HQ in vivo. Adicionalmente, detectou-se reduc¢do na producgdo de NO e aumento marcado
na secre¢ao de IL-12 e IL-1B. Em conjunto, estes dados mostram claramente que a atividade
secretora dos M®s residentes alveolares é afetada pela exposicdo in vivo a HQ. A despeito
da HQ e do préprio BZ serem componentes importantes do cigarro, os estudos da acao
destes sobre M®s alveolares ainda sdo escassos, em especial com M®s isolados apds

exposicdes in vivo, como foi realizado neste trabalho. A literatura mostra uma série de
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trabalhos realizados apds exposi¢des in vitro com HQ ou BZ em M®s isolados da medula
0ssea ou em linhagens celulares (MACEACHERN; SNYDER; LASKIN, 1992; KALF; O'CONNOR
1993; LEVAY; ROSS; BODELL, 1993; MILLER et al., 1994; ROSS et al., 1996; VAN DEN HEUVEL;
SCHOETERS; LEPPENS, 1997; THOMAS et al., 2001; KIM et al., 2005; LEE et al., 2007; CHO,
2008). Somente Pryor e colaboradores (1998) mostraram que a exposi¢do in vitro a HQ
obtida de amostras de cigarros causou danos ao DNA em M®s alveolares de ratos,
dependente de estresse oxidativo.

Os trabalhos da literatura citados acima, embora conduzidos em diferentes condicdes
de exposicdo a HQ in vitro, corroboram o efeito inibitdrio deste agente fendlico sobre a
secrecdo de citocinas proinflamatérias e sobre a producdo de NO. No entanto, diferem
quanto a secreg¢do da IL-12, da IL-1B e da citocina anti-inflamatéria IL-10 (KIM et al., 2005;
LEE et al., 2007). Desta forma, é possivel que os aumentos nas secre¢des destas citocinas em
nosso delineamento experimental ndo sejam dependentes de acdo per se da HQ, mas sim de
outros componentes enddgenos que sejam ativados/inibidos pela acdo in vivo da HQ.

A literatura tem demonstrado a utilizagdo da cultura da traquéia como modelo para
quantificar mediadores inflamatdrios, principalmente em caso de exposi¢ao a agentes
guimicos presentes no ambiente (FERNANDES; HUBBARD; UNDEM, 1994; TREZENA, et al.,
2003; MALAVIA et al., 2009; LINO-DOS-SANTOS-FRANCO et al., 2010). Apenas alguns poucos
estudos mostram o efeito da HQ sobre outras fun¢Ges traqueais em modelos animais, como
na contracdo-relaxamento (ILHAM; SAHIN, 1986; GUC; ILHAN; KAYAALP, 1988; HOBBS;
TUCKER; GIBSON, 1991). Estes ensaios foram realizados pela incubacdo in vitro do tecido
com a HQ e o mecanismo sugerido para o relaxamento induzido pelo agente fendlico foi a
acdo scavenger de NO, com conseqliente formacdo de peronixitrito (HOBBS; TUCKER;
GIBSON, 1991). No entanto, ainda ndo ha dados mostrando os efeitos da exposicdo a HQ
sobre a secre¢ao de mediadores inflamatdrios pelas células presentes na traquéia.

O tecido traqueal é composto por mastdcitos, histiocitos, células epiteliais,
fibroblastos, glandulas traqueais e musculo liso (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 1999; TEN HALLERS
et al., 2004). Em conjunto, estas células secretam importantes mediadores inflamatorios, o
gue nos levou a quantificar, apds a exposicao a HQ, a concentracdo de substancias quimicas
enddgenas no sobrenadante de cultura de traquéia frente a estimulagao pelo LPS in vitro. Os
dados encontrados neste trabalho mostram que a exposi¢ao a HQ in vivo ndo alterou as

concentracdes das citocinas IL-6, IL-10 e do NO em sobrenadantes de cultura da traquéia em
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condicOes basais, nem afetou suas secreces apds estimulacdo pelo LPS in vitro. Por outro
lado, a concentracdo de MCP-1 apds a incubacdo com LPS foi marcantemente inibida em
tecido proveniente de animais expostos a HQ, que foi dependente da menor expressao
génica. Interessantemente, a exposicdo a HQ in vivo estimulou a concentra¢do da citocina
proinflamatéria TNF-a, em condi¢des basais, mas n3o apds a estimulagio pelos LPS. E
importante salientar que as concentragdes de IL-12, IL-1B e IL-4 ndo foram detectaveis em
nossas condicdes experimentais mesmo em animais controles.

Se analisados em conjunto, os dados obtidos no presente trabalho mostram que a
exposicdo a HQ in vivo afeta a capacidade de células do trato respiratdrio secretarem
mediadores inflamatérios. Entre todas as citocinas estudadas, a concentragao de MCP-1
estava reduzida no LBA e nos sobrendantes de M®s e de tecido traqueal provenientes de
animais expostos a HQ. Adicionalmente, foi demonstrado que a HQ controla a expressao
génica da MCP-1 no tecido traqueal. A expressao génica de MCP-1 ndo foi quantificada em
M®s alveolares residentes, uma vez que o numero de células obtidos do LBA ndo foi
suficiente para obter material genético necessario para o ensaio de biologia molecular.
Ainda, dados nao mostrados neste trabalho, mas obtidos em nosso laboratdrio, mostraram
gue a HQ exerce efeito direto sobre a producdo de MCP-1, ja que o mesmo efeito foi
observado em M®s ou tecido traqueal incubados in vitro com HQ e subsequentemente
estimulados in vitro pelo LPS. Resultados recentes da literatura indicam que neutrdfilos de
humanos tratados com 50uM de HQ por 9 ou 12h secretaram menores concentracdes de
MCP-1, ao contrario de eosinodfilos, que no mesmo delineamento experimental secretaram
concentra¢des mais elevadas de MCP-1 (YANG et al., 2010).

Como ja salientado na Introducao, a MCP-1 é uma quimiocina secretada pelas células
endoteliais, células epiteliais, fibroblastos, células do musculo liso vascular, mondcitos e
M®s. Dentre a grande diversidade de agdes da MCP-1, é um agente ativador de mondcitos
in vitro, capaz de induzir o fluxo intracelular de célcio, regular a expressao de moléculas de
adesdo e a quimiotaxia (MELGAREJO et al., 2009; DESHMANE et al., 2009; YADAV; SAINI;
ARORA, 2010). Ja foi descrito anteriormente que o protocolo de exposi¢do in vivo a HQ aqui
realizado, reduz a migracdo de leucécitos mononucleares para o pulmao inflamado pelo LPS.
Desta forma, foi hipotetizado se a menor concentragdo de MCP-1 no LBA poderia contribuir
para migracdo ineficiente de células mononucleares observada in vivo. De fato, o LPS por si

s6 ndo foi capaz de induzir a quimiotaxia in vitro de células mononucleares THP-1, mas a
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associacdo de MCP-1 induziu migracdo celular, relacionada a dose. A migracao frente a
concentracdes de MCP-1 obtidas em culturas de traquéia de animais expostos a HQ foi
menor que a provocada pela concentragao de MCP-1 obtida em sobrenadante de tecido
obtido de animais controles. Vale ressaltar que a literatura recente mostrou o sinergismo da
MCP-1 e alguns estimulos inflamatérios, como citocinas, fMLP e LPS na motilidade de células
THP-1 (GOUWY et al., (2010).

Em conjunto, os dados obtidos neste trabalho relacionados a capacidade de secregdo
de células pulmonares apds exposicdo in vivo a HQ mostram a acdo efetiva deste agente
fendlico sobre estas atividades celulares. Ainda, a secrecdo de MCP-1 ¢, efetivamente,
reduzida pela acdo da HQ e que esta pode ser um mecanismo envolvido na menor migragao

de células mononucleares para o pulmao inflamado observada na intoxicacgdo in vivo.

Uma das caracteristicas importantes da reacdo inflamatdria no trato respiratdrio é a
broncoconstrigdao causada por uma diversidade de mediadores inflamatérios, entre os quais
TNF-a, IL-1 e LTB4 (LINO-DOS-SANTOS-FRANCO et al., 2006 e 2010; THOMAS, 2001; TREZENA
et al., 2003). A metacolina, um agonista muscarinico que causa uma broncoconstricdo direta,
ou seja, atua diretamente em um receptor especifico do musculo liso das vias aéreas, é
amplamente utilizada na investigacdo clinica e experimental para provocar a
broncoconstricdo (HEWITT, 2008; COCKCROFT, 2010) e, assim, foi o agente escolhido neste
trabalho para investigar a acdo da exposicdo in vivo a HQ sobre a reatividade das vias aéreas.
A exposicdo a HQ causou hiperreatividade da traquéia frente a metacolina, que foi revertida
apos a remocdo do tecido epitelial. Uma vez que o epitélio traqueal, constituido de epitélio
pseudoestratificado ciliar e M®s, secreta diversos mediadores inflamatdrios, é possivel que
o papel secretor destas células seja responsavel pela constriccdo da traquéia. Neste
contexto, o TNF-a é um dos responsaveis pela hiperreatividade da traquéia (THOMAS, 2001;
TREZENA et al., 2003) e esta citocina foi secretada em maiores concentracdo pela traquéia
quando esta foi obtida de animais expostos a HQ. Desta forma, pode-se supor que o TNF-a
possa mediar a hiperreatividade da traquéia apods exposicdo a HQ. Esta hipdtese sera

investigada em um futuro breve.

Além da atividade secretora, os M®s possuem papel central na resposta inflamatoria

inata e adquirida pelas suas capacidades fagocitica e fungicida. Surpreendentemente,
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mostramos neste trabalho que M®s alveolares de animais expostos a HQ possuem maior
atividade fagocitica e fungicida frente a Candida albicans que M®s de animais controles. A
literatura também é fragmentdria quanto a agdo da HQ sobre estas fungbes de M®s.
Manning e colaboradores (1994) mostraram que a incubacdo in vitro de M®s peritoneais de
murinos com 100mM de HQ reduziu a atividade fagocitica mediada pelo sistema
complemento, num mecanismo dependente da metabolizacdo de HQ a benzoquinona, que
em Ultima instancia seria a responsavel pela diminuicdo do acoplamento dos filamentos de
actina intracelulares. Mais recentemente, Cho (2008) mostrou que a incubacdo de M®s de
linhagem U937 com HQ reduziu a fagocitose de particulas de dextran. Em nosso laboratério,
também temos mostrado que a incubagao in vitro com HQ reduz a atividade fungicida e
fagocitica de neutrdfilos de ratos (HEBEDA et al., submetido para publicagdo). Com base
nestes dados e em nossos resultados prévios, que mostraram inibicio da secrecdo de
citocinas proinflamatdrias apds exposicdo in vivo a HQ, consideramos surpreendente, em um
primeiro momento, o aumento das atividades fagocitica e fungicida em M®s expostos a HQ
in vivo. No entanto, deve ser considerado, de fato, que a exposicao in vivo, durante 5 dias,
pode interferir com outras vias de ativacdo dos M®s pela HQ per se ou pela acdo de outras
substancias enddgenas secretadas neste processo. Resultados obtidos recentemente em
nosso laboratério parecem descartar o efeito indireto da HQ sobre as atividades fagociticas e
fungicidas dos M®s e indicar que a exposicdo prolongada ao agente fendlico seja o
responsavel pelos efeitos inibitdrios destas fungdes dos M®s. A incubagdo aguda de M®ds
alveolares com HQ diminuiu a atividade fagocitica e microbicida frente a C. albicans,
enguanto que a exposicdo in vitro por 5 dias, mimetizou os efeitos da exposicdo in vivo a HQ,
ou seja, aumentou as atividades frente ao fungo (dados ndo mostrados).

A C. albicans é um fungo que geralmente coloniza a pele e as superficies mucosas de
individuos normais, sem causar doenga. Entretanto, quando os mecanismos de defesa estao
prejudicados, no caso de pacientes imunocomprometidos ou durante a quimioterapia e
drogas imunossupressoras, a C. albicans passa a ser um patdégeno causador de infecgdes
fungicas oportunistas severas (MURCIANO et al., 2008; NETEA et al., 2008). A estrutura da
parede celular da C. albicans, composta basicamente de glicanas, como as mananas e B-
glucanas, é importante para o reconhecimento pelas células do sistema imune inato do

hospedeiro (NETEA et al., 2008; GALE’S et al., 2010). Neste contexto, o TLR2, TLR4 e a
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dectina-1 parecem exercer efeitos importantes no reconhecimento de estruturas fungicas. O
TLR2 apés interagdo com [3-manosideos de C. albicans, leva a secre¢do de citocinas através
da via de sinalizacio MyD88 (MURCIANO et al., 2008; YANEZ et al., 2010), o TLR4 por sua vez
reconhece estruturas O-mananas, enquanto que a dectina-1, o principal receptor de B-
glucanas, tem sido relacionado como o mais importante receptor ndo-opsénico envolvido na
captacao de fungos em sua forma leveduriforme, mas ndao na forma de hifas (NETEA et al.,
2008; GALES et al., 2010).

No sentido de se investigar os mecanismos envolvidos na ac¢do inibitdria da HQ sobre
as funcoes de M®s alveolares ligadas a fagocitose e morte, as ativacdes dos receptores de
membrana e a proteina adaptadora MyD88 foram estudadas. Embora apds incubagdo com
C. albicans os M®s apresentaram aumento da porcentagem de células marcadas para TLR4 e
dectina-1, a exposicdo a HQ ndo alterou a expressdo destes receptores. Por outro lado, a
expressao de TLR2 na superficie dos macréfagos alveolares ndo foi alterada com exposicao a
HQ nem com incubacdo com C. albicans. Por outro lado, a exposicao a HQ reduziu a
expressao protéica da MyD88, indicando uma possivel agdo direta da HQ sobre esta via. Nao

ha dados na literatura que demonstrem o papel da HQ sobre a MyD88.

Em conjunto, os dados obtidos nesta dissertacdo de Mestrado mostram que a
exposi¢do in vivo a HQ acarreta modificagdes na capacidade secretora de M®s alveolares e
do tecido traqueal, que podem estar relacionadas a menor migracdo de leucdcitos para o
pulmdo inflamado. No entanto, ensaios complementares sdo necessarios para estabelecer
estas conexdes e correlaciona-las com o prejuizo da inflamacdo detectado in vivo. E
importante salientar que a exposicdo in vivo a HQ por periodo prolongado de exposicdo ndo

reflete a literatura atual que mostra as a¢des agudas da HQ em diferentes tipos de células

isoladamente.
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6 Conclusao

Em conjunto, os dados obtidos permitem concluir que a exposicdo in vivo a HQ

acarreta alteracGes na capacidade de secrecdo de células do trato respiratério e afeta a

capacidade de contracdo do tecido traqueal e a atividade fagocitica e fungicida de M®s

alveolares.

Esta conclusdo estd baseada nos seguintes resultados que mostraram que a

exposicdo a HQ in vivo:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

Diminuiu a concentragao de IL-12p70 e de MCP-1 no LBA dos animais 3 horas
apos a estimulacdo pelo LPS;

Reduziu a concentragdo de TNF-a, de IL-6 e de MCP-1 e aumentou a secregao de
IL-10 por M®s alveolares na auséncia de estimulacdo pelo LPS+IFN-v;

Aumentou a secrecao de IL-1f3, IL-12p70 e IL-10 e reduziu a secrecao de MCP-1 e
NO por M®s alveolares na vigéncia de estimulagdo pelo LPS+IFN-y;

Aumentou a secrecdao de TNF-a e reduziu a secrecdo de MCP-1 pelo tecido
tragueal na vigéncia de estimulagdo pelo LPS;

Reduziu a expressao génica de MCP-1 no tecido traqueal na vigéncia de
estimulacdo pelo LPS;

Causou hiperreatividade da traquéia frente a metacolina in vitro, que foi revertida
pela remocao do epitélio;

Aumentou a atividade fagocitica e fungicida de M®s alveolares frente a Candida
albicans;

Reduziu a expressdo protéica de MyD88 em M®s alveolares.
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Formagéo Académica/Titulagao

2009 Mestrado em Toxicologia e Andlises Toxicologicas.
Universidade de Sao Paulo, USP, Sao Paulo, Brasil

Titulo: EFEITOS DA EXPOSIGAO IN VIVO A HIDROQUINONA SOBRE FUNGCOES DO TECIDO TRAQUEAL E DE

MACROFAGOS ALVEOCLARES DE CAMUNDONGOS

Orientador: Sandra Helena Poliseli Farsky g:;

2004 - 2008 Graduagdo em Farmacia Biogquimica.

Universidade Estadual de Maringa, UEM, Maringa, Brasil

Formagdo complementar

Escola de Altos Estudos em Toxicologia.
Universidade de Sdo Paulo, USP, Sao Paulo, Brasil

Curso de curta duragé@o em O Uso de Nanoparticulas em Producéo de Vacina.
Universidade Estadual de Maringa, UEM, Maringa, Brasil

Curso de curta duragdo em Boas Praticas Em Farmacia.
Universidade Estadual de Maringa, UEM, Maringa, Brasil

Curso de curta durag&o em Ateng&o as Urgéncias Toxicolagicas |1.
Universidade Estadual de Maringa, UEM, Maringa, Brasil

Curso de curta duragdo em Novos Sistemas de Liberag&o de Farmacos.
Universidade Estadual de Maringa, UEM, Maringa, Brasil

Curso de curta durag&o em Terapia Fotodinamica.
Universidade Estadual de Maringa, UEM, Maringa, Brasil

Curso de curta duragdo em Trat. Fitoterapico, Téc. de Resistencia em Micobac.

Universidade Estadual de Maringa, UEM, Maringa, Brasil

Curso de curta durag@o em Conhecendo a Farmacia.
Universidade Estadual de Maringa, UEM, Maringa, Brasil

Curso de curta duragdio em Florais de Bach.
Universidade Estadual de Maringa, UEM, Maringa, Brasil

Curso de curta duragdo em Curso Intensivo de Inglés Basico.
Universidade Estadual de Maringa, UEM, Maringa, Brasil
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Atuacao profissional
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1. Universidade de Séo Paulo - USP
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Vinculo
institucional

2009 - Atual Vinculo: Livre , Enquadramento funcional: Aluna de Pés-Graduacéo, Regime: Dedicagdo Exclusiva

Atividades

06/2009 - 12/2009

02/2009 - Atual

Extensdo Universitaria, Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Departamento de Analises Clinicas e
Toxicologicas

Especificagdo:

Programa de Aperfeicoamento de Ensino (PAE) Monitoria na disciplina Analises Toxicoldgicas (FBC0440) sob

supervisdo do Prof. Ernani Pinto Jr.

Projetos de pesquisa, Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Departamento de Analises Clinicas e Toxicologic

Participagdo em projefos.
EFEITOS DA EXPOSIGAO IN VIVO A HIDROQUINONA SOBRE FUNGOES DO TECIDO TRAQUEAL E DE
MACROFAGOS ALVEOLARES DE CAMUNDONGOS

2. Universidade Estadual de Maringa - UEM

Vinculo
institucional

2004 - 2008 Vinculo: Livre , Enquadramento funcional: Académica, Regime: Dedicagéo Exclusiva

Atividades

03/2008 - 12/2008

11/2007 - 03/2008

06/2007 - 02/2008

04/2006 - 04/2008

04/2006 - 11/2006

08/2005 - 07/2006

09/2004 - 06/2005

07/2004 - 04/2006

04/2004 - 08/2004

Estagio, Universidade Estadual de Maringa, Departamento de Andlises Clinicas

Estagio:
Monitoria na disciplina de Toxicologia sob supervisdo da Prof. Simone Aparecida Galerani Mossini

Projetos de pesquisa, Universidade Estadual de Maringa, Departamento de Farmacia e Farmacologia

Participacdo em projefos:
Projefo Extenséo: Assisténcia Farmacéltica para o Aptimoramento do Profissional Farmacétitico

Projetos de pesguisa, Universidade Estadual de Maringa, Departamento de Analises Clinicas

Participacéo em projefos:
Projeto Ensino: Vivéncia no Laboratorio de Analises Clinicas do Hospital Universitario Regional de Maringa.

Projetos de pesquisa, Universidade Estadual de Maringa, Departamento de Andlises Clinicas
Participacdo em projefos:

Projeto Extenséo: Atencdo Farmacéutica as Pessoas Atendidas pelo Programa de Medicamentos
Excepcionais

Projetos de pesquisa, Universidade Estadual de Maringa, Departamento de Farmacia e Farmacologia

Participagdo em projefos.
Projeto Ensino: Melhoria do Ensino Profissionalizante em Farmacia

Projetos de pesquisa, Universidade Estadual de Maringa, Departamento de Andlises Clinicas

Participacdo em projefos:

Projefo de Iniciagdo Cientifica: Padronizagdo e Validagdo de Téchica para a Determinagdo de Merctirio em
Material Biologico

Projetos de pesquisa, Universidade Estadual de Maringa, Departamento de Andlises Clinicas

Participacdo em projefos:

Projeto Extensédo: Atengdo Farmacéuticas as pessoas atendidas pelo Programa de Medfcamentos
Excepcionais

Projetos de pesquisa, Universidade Estadual de Maringa, Departamento de Andlises Clinicas

Participacdo em projefos:
Projefo Ensino: Sistematizacdo das Anédlises Toxicoldgicas

Estagio, Universidade Estadual de Maringa, Departamento de Analises Clinicas
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Estagio:
Estagio em Praticas de Laboratorio

Projetos

2009 - Atual EFEITOS DA EXPOSICAO IN VIVO A HIDROQUINONA SOBRE FUNCOES DO TECIDO TRAQUEAL E DE
MACROFAGOS ALVECLARES DE CAMUNDONGOS

Situag8o: Em Andamento Natureza: Pesquisa

Integrantes: Ana Lucia Borges Shimada; Sandra Helena Poliselli Farsky (Responsavel)
Financiador(es): Fundagao de Amparo a Pesquisa do Estado de Sao Paulo-FAPESP
Numero de produgdes C,T & A: 5/

2007 - 2008 Projeto Ensino: Vivéncia no Laboratério de Andlises Clinicas do Hospital Universitario Regional de Maringa.

Descrigéo: 70 horasfaula

Situac&o: Concluido Natureza: Outra

Integrantes: Ana Lucia Borges Shimada; Paula Nishiyama (Responsavel)
Financiador(es):

2007 - 2008 Projeto Extenséo: Assisténcia Farmacéutica para o Aprimoramento do Profissional Farmacéutico

Descricéo: 95 horasfaula

Situagdo: Concluido Natureza: Extensao

Alunos envohidos: Graduagado (4);

Integrantes: Ana Lucia Borges Shimada; Elisiane Coan Boian; Patricia de Souza Bonfim; Céssia Lapes Paixdo;
Angela Maria Campanha (Responsavel); Raquel Soares Tasca

Financiador(es):

Numero de produgdes C, T & A: 6/

2006 - 2007 Projeto Extenséo: Atengéo Farmacéutica as Pessoas Atendidas pelo Programa de Medicamentos Excepcionais

Descricéo: Para promover o acesse da populagdo brasileira a medicamentos de qualidade em guantidade
adequada ao menor prego possivel, o Ministério da Saude, vem implementando, desde 1998, ages que
expressam de forma articulada os eixos assumidos no desenho da Politica Nacional de Medicamentes. Uma
dessas acdes € o Programa de Medicamentos Excepcionais, onde sdo distribuidos gratuitamente medicamentos
utilizados no nivel ambulatorial, onde a maioria deles é de elevado valor unitario ou de uso ¢rénico. Em termos
operacionais, os Estados € que planejam a aquisigdo desses medicamentos a partir das necessidades da
populagéo e controlam a distribuig@o e os estoques. Pretende-se com este projeto, acompanhar as pessoas que
sdo beneficiadas por este Programa, levando informagdes e orientagdes tanto sobre a sua patologia ou agravo a
salde quanto dos medicamentos utilizados, de forma particular sobre a ocorréncia de reagdes adversas a
medicamentos. periodo 01/05/2006 a 31/12/2006 384h - bolsista periodo 01/01/2007 a 31/03/2007 e 01/05/2007
a 31/12/2007 528h - bolsista

Situag8o: Concluido Natureza: Extensdo

Alunos envohMdos: Graduagdo (2);

Integrantes: Ana Lucia Borges Shimada; Paula Nishiyama (Responséavel); Luiz Peraro; Milca Ribeiro Saruhashi;
Anderson Rodrigo Oliveira; Jodo Henrigue Torguato Oliveira

Financiador(es): Universidade Estadual de Maringa-UEM

Numero de produgdes C,T & A: 4/

2006 - 2006 Projeto Ensino: Melhoria do Ensine Profissionalizante em Farmacia

Descricéo: Setor: Farmacia Ensino 62 horas/aula

Situag@o: Concluido Natureza: Outra

Alunos envoMdos: Graduacgéo (1);

Integrantes: Ana Lucia Borges Shimada; Raquel Soares Tasca (Responsavel)
Financiador(es):

2005 - 2006 Projeto de Iniciag&o Cientifica: Padronizagéo e Validagdo de Técnica para a Determinagéo de Mercurio em
Material Biologico

Descricdo: Projeto Iniciagdo Cientifica Periodo 01/08/2005 a 31/07/2006 Carga Horaria 980 horas

Situagdo: Concluido Natureza: Pesquisa

Alunos envohMdos: Graduacgdo (1);

Integrantes: Ana Lucia Borges Shimada; Miguel Machinski Jr; Paula Nishiyama (Responsavel); Gisele Neumann
Zanella

Financiador(es):

Namero de producdes C, T & A: 1/

2004 - 2006 Projeto Ensino: Sistematizagéo das Analises Toxicolégicas
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Descricdo: O Laboratério de Toxicologia do Departamento de Andlises Clinicas (DAC) desenwolve atividades de
pesquisa e extensdo a fim de subsidiar o ensino de Toxcologia. S&o realizadas analises laboratoriais de urgéncia
para o esclarecimento efou confirmagdo de suspeitas de intoxicagdes agudas ou ndo, para o acompanhamento
de pessoas intoxicadas, para o controle do grau de exposigao a medicamentos, drogas de abuso e produtos
quimicos de uso ocupacional. Como o Laboratdrio atende solicitagdes provenientes do LEPAC (Laboratdrio de
Ensino e Pesquisa em Analises Clinicas), Hospital Universitario e demais segmentos, este projeto tem como
objetivo sistematizar e organizar as analises realizadas por este Laboratdrio, desenvolendo e implementando a
informatizagdo dos dados para melhorar a qualidade das informacées existentes e facilitar o seu uso nas
atividades de ensino, pesquisa e extensio. Periodo 19/7/2004 a 30/04/2006 Carga Horaria 360 horasfaula
Situag8o: Concluido Natureza: Outra

Alunos envoMdos: Graduagdo (1); Especializagdo (0); Mestrado académico (0); Mestrado profissionalizante (0);
Doutorado (0);

Integrantes: Ana Lucia Borges Shimada; Erika Bando; Miguel Machinski Jr; Paula Nishiyama (Responsavel)
Financiador(es): Universidade Estadual de Maringa-UEM

Numero de produgdes C,T & A: 8/

2004 - 2005 Projeto Extensao: Atengéio Farmacéuticas as pessoas atendidas pelo Programa de Medicamentos Excepcionais

Descricdo: Para promover o acesse da populagdo brasileira a medicamentos de qualidade em quantidade
adequada ao menor prego possivel, o Ministério da Saude, vem implementando, desde 1998, ages que
expressam de forma articulada os eixos assumidos no desenho da Politica Nacional de Medicamentes. Uma
dessas acdes € o Programa de Medicamentos Excepcionais, onde sdo distribuidos gratuitamente medicamentos
utilizados no nivel ambulatorial, onde a maioria deles é de elevado valor unitario ou de uso ¢rénico. Em termos
operacionais, os Estados € que planejam a aquisigdo desses medicamentos a partir das necessidades da
populagéo e controlam a distribuig@o e os estoques. Pretende-se com este projeto, acompanhar as pessoas que
sdo beneficiadas por este Programa, levando informagdes e orientagdes tanto sobre a sua patologia ou agravo a
salde quanto dos medicamentos utilizados, de forma particular sobre a ocorréncia de reagdes adversas a
medicamentos. Carga Heraria: periodo 01/08/2004 a 30/06/2005 324h

Situac@o: Em Andamento Natureza: Extensao

Alunos envoMdos: Graduacgdo (1); Especializagdo (0); Mestrado académico (0); Mestrado profissionalizante (0);
Doutorado (0);

Integrantes: Ana Lucia Borges Shimada; Paula Nishiyama (Responsavel); Milca Ribeiro

Financiador(es): Universidade Estadual de Maringa-UEM

Areas de atuagdo
1. Analise Toxicoldgica
2. Toxcologia
3. Farmacia

4. Saude Coletiva

Idiomas

Inglés Compreende Bem , Fala Razoavelmente, Escreve Bem, L& Bem

Portugués Compreende Bem, Fala Bem, Escreve Bem, L& Bem

Produgdo emC, T& A

Producgéo bibliografica

Trabalhos publicados em anais de eventos {resumo)

1.5 SHIMADA, Ana Lucia Borges, RIBEIRO, A. L. T., HEBEDA, C. B., LIMA, W. T., FARSKY, S.
Effects of Hydroquinone inhalation on secretion of trachea cells In: Xl International Congress of Toxicology, 2010, Barcelona.
Toxicology Letters. , 2010. p.34 -

2. % RIBEIROQ, A. L. T., SHIMADA, Ana Lucia Borges, HEBEDA, C. B., LIMA, W. T., FARSKY, S.
Inhaled Hydroquinone effects on leukocyte recruitment into the lung and adhesion molecules from circulating blood In: XII International
Congress of Toxicology, 2010, Barcelona.
Toxicology Letters. , 2010. p.33 - 34

3. Y RIBEIRO, A. L. T., SHIMADA, Ana Lucia Borges, SILVA, P. C. B., HEBEDA, C. B., LIMA, W. T., FARSKY, S.
Effects of Inhalation of Hydrogquinone on Lung Leukocyte Recruitment Induced by LPS In: XIV Semana Farmacéutica de Ciéncia e
Tecnologia da FCF/USP, 2009, S3o Paulo.
Anais da XIV Semana Farmacéutica de Ciéncia e Tecnhologia da FCF/USP. , 2009.

4. RIBEIRO, A. L. T., SHIMADA, Ana Lucia Borges, HEBEDA, C. B., LIMA, Y. T., FARSKY, S.
Effects of Inhalation of Hydroguinone on Phagocitic and Fungicidal Activities on Alveolar Macrophages In: XV Congresso Brasileiro de
Toxicologia, 2009, Belo Horizonte-MG.
Revista Brasileira de Toxicologia. , 2009. v.22. p.220 -
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5. 2’ SHIMADA, Ana Lucia Borges, RIBEIRO, A. L. T., SILVA, P. C. B., HEBEDA, C. B., LIMA, W. T., FARSKY, S.
Inhalation of Hydroguinene Impairs LPS-Induced Leukocyte Migration to the Lung In: 41° Congresso Brasileiro de Farmacologia e
Terapéutica Experimental, 2009, Ribeiréo Preto.
Anais do XLI Congresso de Farmacologia e Terapéutica Experimental. , 2009.

6. SHIMADA, Ana Lucia Borges, ZANELLA, Gisele Neumann, MACHINSKI JR, Miguel, NISHIYAMA, Paula
Exposigéo Ocupacional ao Mercuirio Metélico In: | Congresso de Farméacia de Maringa, 2007, Maringa-PR.
Arg. Mudi. , 2007. v.11. p.186 -

7. SHIMADA, Ana Lucia Borges, SARUHASHI, Milea Ribeiro, PERARO, Luiz, SHIMAZAKI, Licia Toshico, NISHIYAMA, Paula
O Programa de Medicamentos Excepcionais da 15% Regional de Saude do Estado do Parana In: | Congresso de Farmacia de Maringa,
2007, Maringa-PR.
Arq. Mudi. , 2007. v.11. p.200-

8. SHIMADA, Ana Lucia Borges, SARUHASHI, Milca Ribeiro, PERARO, Luiz, SHIMAZAKI, Lacia Toshico, OLIVEIRA, Anderson Rodrigo,
NISHIYAMA, Paula
Pharmaceutical Care to the Wilson's Disease Patients In: 6th International Congress of Pharmaceutical Sciences, CIFARP, 2007,
Ribeiréo Preto.
Anais do 6th International Congress of Pharmaceutical Sciences. , 2007.

9. NISHIYAMA, Paula, BANDO, Erika, SHIMADA, Ana Lucia Borges, FERNANDES, Marcio Adriano, MACHINSKI JR, Miguel
A contribui¢do do Laboratdrio de Andlises Toxicoldgicas na ToxicoMgilancia In: VI Congresso Nacional da Rede UNIDA, 2005, Belo
Horizonte-MG.
Olho magico. Londrina-PR: , 2005. v.12. p.353 - 354

10. SHIMADA, Ana Lucia Borges, BANDO, Erika, MACHINSKI JR, Miguel, NISHIYAMA, Paula
Andlise Forense e Controle de Farmacodependéncia Realizadas pelo Laboratdrio de Toxicologia da UEM In: XIV Congresso Brasileiro de
Toxicologia, 2005, Recife-PE.
Revista Brasileira de Toxicologia. , 2005. v.8. p.186 -

11. SHIMADA, Ana Lucia Barges, BANDO, Erika, MACHINSKI JR, Miguel, NISHIYAMA, Paula
Andlises de Substancias Psicoativas em Material Bioldgico In: Il Seminario sobre Prevengao e Tratamento da Dependéncia Quimica e Il
Semana de Prevengdo ao Uso Indevido de Drogas, 2005, Maringa.
Il Seminario sobre Prevencgéo e Tratamento da Dependéncia Quimica e lll Semana de Prevencéo ao Uso Indevido de Drogas. ,
2005.

12. SHIMADA, Ana Lucia Borges, BANDO, Erika, MACHINSKI JR, Miguel, NISHIYAMA, Paula
Identificagéo de Substancias Psicoativas llicitas pelo Laboratério de Toxicologia da Universidade Estadual de Maringa In: | Seminario
sobre Prevengéo e Tratamento da Dependéncia Quimica e || Semana de Prevengéo ao Uso Indevido de Drogas, 2005, Maringa.
Il Seminério sobre Prevengéo e Tratamento da Dependéncia Quimica ¢ Ill Semana de Prevengdo ao Uso Indevido de Drogas. |
2005.

13. SHIMADA, Ana Lucia Borges, BANDO, Erika, MACHINSKI JR, Miguel, NISHIYAMA, Paula
Monitorizagdo Bioldgica realizada pelo Laboratério de Toxicologia no ano de 2004 In: | Congresse Internacional de Saude, V Seminario
Cientifico do CCS e XVIIl Semana da Integragao de Farmacia, 2005, Maringa.
., 2005.

Trabalhos publicados em anais de eventos (resumo expandido)

1. SHIMADA, Ana Lucia Barges, TASCA, Raquel Soares, CAMPANHA, Angela Maria, BONFIM, Patricia de Souza, BOIAN, Elisiane Coan,
PAIXAO, Cassia Lopes
Benzodiazepinicos Dispensados pela Farmacia Ensine da Universidade Estadual de Maringa no Periodo de 1996 a Junho de 2007 In: |1
Congresso Internacional de Saude / VI Seminario Cientifico do CCS, 2007, Maringa.
Anais do Il Congresso Internacional de Salide / VI Seminario Cientifico do CCS. , 2007.

2. BOIAN, Elisiane Coan, BOIAN, Marciele Coan, BORELLI, S., SHIMADA, Ana Lucia Borges
Deteccdo de Antigenos HLA Classe | soliweis no plasma dos grupos étnicos: Caucasdides e Mulatos In: || Congresso Internacional de
Saude / VI Seminario Cientifico do CCS, 2007, Maringa.
Anais do Il Congresso Internacional de Saide / VI Seminario Cientifico do CCS. , 2007.

3. BOIAN, Elisiane Coan, BONFIM, Patricia de Souza, CAMPANHA, Angela Maria, PAIXAO, Cassia Lopes, SHIMADA, Ana Lucia Borges,
TASCA, Raquel Soares
Dispensagéo de Psicofarmacos na Farmacia Ensino da Universidade Estadual de Maringa - Parana, no Periodo de Janeiro de 1996 a
Junho de 2007 In: 1| Congresso Internacional de Saude / VI Seminario Cientifico do CCS, 2007, Maringa.
Anais do Il Congresso Internacional de Salde / VI Seminario Cientifico do CCS. , 2007.

4. BOIAN, Elisiane Coan, BONFIM, Patricia de Souza, CAMPANHA, Angela Maria, PAIXAO, Céassia Lopes, SHIMADA, Ana Lucia Borges,
TASCA, Raquel Soares
Ewvolugdo da Dispensacéo dos Medicamentos Psicotrépicos Anorexigenos na Farmécia Ensino da Universidade Estadual de Maringa -
Parana, ne Periodo de Janeire de 1996 a Junho de 2007 In: || Congresso Internacional de Sadde / VI Seminario Cientifico do CCS,
2007, Maringa.
Anais do Il Congresso Internacional de Salide / VI Seminario Cientifico do CCS. , 2007.

5. SHIMADA, Ana Lucia Borges, NISHIYAMA, Paula, SARUHASHI, Milca Ribeiro, OLIVEIRA, Jodo Henrique Torquato, OLIVEIRA, Anderson
Rodrigo, PERARO, Luiz, SHIMAZAKI, Lucia Toshico
Medicamentos de alto custo utilizades no tratamento da osteoporose In: || Congresso Internacional de Saude / V| Seminario Cientifico do
CCS, 2007, Maringa.
Anais do Il Congresso Internacional de Salide / VI Seminario Cientifico do CCS. , 2007.

6. SARUHASHI, Milca Ribeiro, SHIMADA, Ana Lucia Borges, PERARO, Luiz, SHIMAZAKI, Lucia Toshico, NISHIYAMA, Paula, OLIVEIRA,
Anderson Rodrigo
Orientagdo farmacéutica as pessoas portadores da Doenga de Alzheimer In; Il Congressa Internacional de Saudde / VI Seminario
Cientifico do CCS, 2007, Maringa.
Anais do Il Congresso Internacional de SaGde / VI Seminario Cientifico do CCS. , 2007,
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Apresentagdo de Trabalho

1. SHIMADA, Ana Lucia Borges, RIBEIRO, A. L. T., HEBEDA, C. B., BOLONHEIS, S. M,, Lino dos Santos Franco, A., LIMA, W. T,
FARSKY, S.
Effects of Hydroquinone inhalation on functions of tracheal tissue, 2010. (Congresso,Apresentagdo de Trabaho)

2. SHIMADA, Ana Lucia Borges, Ribeiro, ALT, HEBEDA, C. B., BOLONHEIS, S. M., LIMA, W. T., FARSKY, S.
Effects of Hydroquinone inhalation on functions of tracheal tissue, 2010. (Congresso,Apresentagdo de Trabaho)

3.  SHIMADA, Ana Lucia Borges, Ribeiro, ALT, HEBEDA, C. B., LIMA, W. T., FARSKY, S.
Effects of hydroquinone inhalation on secretion of trachea cells, 2010. (Congresso,Apresentag@o de Trabalho)

4. Ribeiro, ALT, SHIMADA, Ana Lucia Borges, HEBEDA, C. B., BOLONHEIS, S. M., LIMA, W. T., FARSKY, S.
In vivo Hydroquinone exposure affects leukocyte recruitment and adhesion molecules expression on LPS inflamed lung, 2010.
(Congresso,Apresentagdo de Trabalho)

5. RIBEIRO, A. L. T., SHIMADA, Ana Lucia Borges, HEBEDA, C. B., LIMA, W. T., FARSKY, S.
Inhaled hydroquinone effects on leukocyte recruitment into the lung and adhesion molecules from circulating blood, 2010.
(Congresso, Apresentacéo de Trabalho)

6. Ribeiro, ALT, SHIMADA, Ana Lucia Borges, SILVA, P. C. B., HEBEDA, C. B., LIMA, W. T., FARSKY, $.
Effects of Inhalation of Hydroquinone on Lung Leukocyte Recruitment Induced by LPS, 2009. (Simpdsio,Apresentagéo de
Trabalho)

7. Ribeiro, ALT, SHIMADA, Ana Lucia Borges, HEBEDA, C. B., LIMA, W. T., FARSKY, S.
Effects of Inhalation of Hydroquinone on Phagocitic and Fungicidal Activities on Alveolar Macrophages, 2009.
(Congresso,Apresentacéo de Trabalho)

8. SHIMADA, Ana Lucia Borges, RIBEIRO, A. L. T, SILVA, P. C. B., HEBEDA, C. B., LIMA, W. T., FARSKY, S.
Inhalation of Hydroquinone Impairs LPS-induced Leukocyte Migration to the Lung, 2009. (Congresso,Apresentacio de Trabalho)

9. SHIMADA, Ana Lucia Borges, BONFIM, Patricia de Souza, BOIAN, Elisiane Coan, PAIXAO, Cassia Lopes, CAMPANHA, Angela Maria,
TASCA, Raquel Soares
Benzodiazepinicos Dispensados pela Farmacia Ensino da Universidade Estadual de Maringa no Periodo de 1996 a Junho de
2007, 2007. (Congresso,Apresentagdo de Trabalho)

10. BOIAN, Elisiane Coan, BOIAN, Marciele Coan, BORELLI, S., SHIMADA, Ana Lucia Borges
Detecgdo de Antigenos HLA Classe | solGveis no plasma dos grupos étnicos: Caucasoides & Mulatos, 2007.
(Congresso,Apresentacdo de Trabalho)

11. SHIMADA, Ana Lucia Borges, BONFIM, Patricia de Souza, BOIAN, Elisiane Coan, PAIXAO, Cassia Lopes, CAMPANHA, Angela Maria,
TASCA, Raquel Socares
Dispensagdo de Psicofarmacos na Farmacia Ensino da Universidade Estadual de Maringa - Parana, no Periodo de Janeiro de
1996 a Junho de 2007, 2007. (Congresso, Apresentacéo de Trabalho)

12. SHIMADA, Ana Lucia Borges, BOIAN, Elisiane Coan, BONFIM, Patricia de Souza, PAIXAO, Cassia Lopes, CAMPANHA, Angela Maria,
TASCA, Raquel Soares
Evolugédo da Dispensagéo dos Medicamentos Psicotropicos Anorexigenos na Farméacia Ensino da Universidade Estadual de
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Abstract

Hydroquinone (HQ) is an environmental contaminant with important detrimental
effects on immune cells. In this study the effects of low doses of HQ exposure on
neutrophil mobilization into the LPS-inflamed lung has been investigated. Male Swiss
mice were exposed to aerosolized vehicle (control) or 12.5, 25 or 50 ppm HQ (1
hour/day/5 days). One hour after, animals were or not inflamed by LPS inhalation
(0.1 mg/ml/10 min) and three hours later, the oxidative burst, cellular cycle and DNA
fragmentation in circulating neutrophils were determined by flow cytometer; plasma
malondialdehyde (MDA) levels were measured by HPLC; the number of circulating
leukocytes and in the bronchoalveolar lavage fluid (BALF) were quantified using
Neubauer chamber and stained smears; adhesion molecules expressions on
circulating neutrophils and lung microvessels endothelial cells were quantified by flow
cytometry and immunohistochemistry, respectively; myeloperoxidase (MPO) activity
was measured in the pulmonary tissue by colorimetric assay; cytokines in the BALF
were determined by ELISA. In vivo HQ exposure augmented plasma MDA levels and
oxidative activity of neutrophils, but did not cause alterations on cellular cycle and
DNA fragmentation. In this condition, the number of circulating leukocytes was not
altered, but HQ exposure reduced LPS-induced neutrophil migration into the alveolar
space, as these cells were maintained in the pulmonary tissue. The HQ toxic effect
did not depend on impairment on cytokines secretions in the BALF and lung
endothelial adhesion molecules expressions. However, HQ exposure elevated 3, and
Bz integrins and platelet-endothelial cell adhesion molecule-1 (PECAM-1)
expressions in neutrophils, which were not further enhanced by fMLP in vitro
stimulation, indicating that HQ exposure activates circulating neutrophils, impairing

further stimulatory responses. Therefore, it has been shown, for the first time, the
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target action of lower levels of in vivo HQ exposure in specific pathways of circulating

neutrophils activation, which may be considered in infectious diseases host defense.

Key words: environmental contaminant, adhesion molecules, cytokines, mice, DNA

fragmentation.
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1 Introduction

Hydroquinone (HQ) is an eminent environmental pollutant with important
effects on immune cells. This phenolic compound is found in the atmosphere mainly
as a result of burning of benzene (BZ) in the adulterated fuel. Together with BZ, HQ
is also achieved as a component of tobacco, and high concentrations are released
during smoking (McGregor, 2007). In addition, HQ is a relevant BZ endogenous
metabolite and it has been clearly demonstrated that HQ is a key determinant for
immune suppression and leukemias development in human exposed to BZ (Badham
et al., 2010; Bi et al.,, 2010; Atkinson, 2009). These effects have been partially
associated to DNA lesions, as HQ exposure causes oxidative DNA damage in a
variety of cells, including circulating leukocytes and lung tissue (Melikian et al., 2008;

McGregor, 2007; Varkonyi et al., 2006; Leanderson, 1993).

The industry development has caused a huge increase in the environmental
pollutants, directly connected to the increment on human respiratory diseases
(Perez-Padilla et al., 2010; D’Amato et al., 2010). Inhalation of these substances
leads to different degrees of toxicity, depending on toxicants deposition site into the
respiratory system and, therefore, make the lung an important target for xenobiotics
actions. Lung is a highly specialized tissue composed by different type of cells (Azad
et al., 2008; Emmendoerffer et al., 2000), which prompt reacts to breathing pollutants
and/or microorganisms dispersed in the air, triggering a complex cascade of
inflammatory events to mount a host defense. In this context, pulmonary resident
cells release inflammatory mediators, such as reactive oxygen and nitrogen species
(ROS and RNS), cytokines and eicosanoids which, in turn, stimulates and recruit

circulating cells to the lung (Azad et al., 2008).
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As HQ is promptly absorbed by respiratory tract and derma, gaining access to
other compartments, as bone marrow, it easily interacts with circulating immune cells.
The HQ actions on different leukocytes types in vitro have shown impairment on
secretory functions which are essential during an in vivo inflammatory response (Lee
et al., 2010; Cho, 2008; Choi et al., 2008). Leukocyte-endothelial interactions are the
initial and fundamental events to the leukocyte migration into an inflammatory focus.
This highly coordinated process depends on sequential expressions of selectins,
integrins and immunoglobulin superfamily molecules. These molecules are
expressed on leukocytes and endothelial cells, which control rolling behavior,
adherence and transmigration of circulating cells into the inflammatory focus (Wong
et al., 2010; Ley et al., 2007). Vascular, metabolic, immune diseases, as well as
environmental and occupational pollutants can modify the physiological pattern of
adhesion molecules expression leading to altered host defense (Khan et al., 2010;

Barreiro et al., 2010; Etzioni et al., 2010; Lino-dos-Santos-Franco et al., 2010).

We have previously shown that in vivo HQ exposure alters leukocyte migration
into inflammatory sites during acute innate and acquired responses development.
While the effects on acquired immunity are related to reduced anaphylactic
immunoglobulin  production, the mechanisms involved in the acute innate
inflammation has not been clearly elucidated (Ferreira et al., 2007; Macedo et al,

2007; 2006).

We have now extended the studies regarding to innate inflammatory reaction
using an in vivo lower level of systemic HQ exposure in mice and highlighted specific

intracellular pathways in circulating neutrophils as a target of HQ action.
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2 Materials and Methods

2.1 Reagents

Lipopolisaccharide (LPS) from Escherichia coli (serotype 026:B6), N-Formyl-
methionyl-leucil-phenylalanine (fMLP), hydroquinone 99%, n-Butanol, 1,1,3,3-
tetramethoxypropane 99%, hexadecyltrimethylammonium bromide, orto-dianizidine,
acetonitrile, butylated hydroxytoluene, potassium iodide, triton X100, propidium
iodide and RNAse A were purchased from Sigma-Aldrich (St Louis, MO, USA);
hexane, ethanol 99% hydrogen peroxide, acetic acid, trichloroacetic acid, sodium
chloride, monobasic and dibasic phosphate sodium, ammonium chloride and acetone
were obtained from Synth (Sao Paulo, SP, Brazil); DCFH was obtained from
Molecular Probes (Carlsbad, CA, USA); ketamine (1.16 g/10 ml) and xylazine (2.3
g/100 ml) were acquired from Vetbrands (Jacarei, SP, Brazil); heparin (5.000 Ul/ml)
and sodium citrate were purchased from Eurofarma (Sao Paulo, SP, Brazil);
Panético® was acquired from Laborclin (Pinhais, PR, Brazil); Tissue Tek™ OCT was
acquired from Miles Scientific (Miles, IN, USA), and all antibodies used in the current
study were purchased from BD Pharmingen (Franklin Lakes, NJ, USA). SuperBlock

Blocking buffer was acquired from Pierce (Rockford, IL, USA).

2.2 Animals

Eighteen week old male Swiss mice were supplied by the Animal House of the
School of Pharmaceutical Sciences and Chemistry Institute from University of Sao
Paulo. The animals were fed a standard pellet diet and water ad libitum and before

each experimental procedure, the animals were anaesthetized with
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ketamine/xylazine solution (80 mg/kg; 8 mg/kg; i.p.). All procedures were performed
according the Brazilian Society of Science of Laboratory Animals (SBCAL, number

196) for proper care and use of experimental animals.

2.3 HQ exposure

Five mice were randomly placed in an exposure box and exposed to
aerosolize HQ at concentrations of 12.5, 25 or 50 ppm or vehicle (saline solution with
5% ethanol) during 1 h, once a day, during 5 days. An ultrasonic nebulizer (NS®, Sao
Paulo, Brazil) was used to nebulise the solutions in the box. Two openings at the
opposite side of entrance solutions in the chamber served as air seeps out. This

process was performed in an exhaustion chapel.

2.4 Levels of HQ in the exposure box

HQ concentrations in the exposure box were quantified accordingly to the
NIOSH protocol N° 5004. Briefly, a cassette containing a 0.8 pum cellulose ester
membrane was placed on the bottom of the exposure box. The cassette was linked
to a sampling pump (A. P. BUCK inc., model VSS5. Orlando, Fl, USA) and the air in
the exposure box was captured in a flow rate of 2 I/min, during one hour. After that,
the cassette was opened and the cellulose ester membrane was removed and
placed in a bottle containing 10 ml of glacial acetic acid 1%. Twenty four hours later,
the membrane was washed 3 times with 5 ml of glacial acetic acid 1% and the fluid
resulting from washing was added to the initial volume of glacial acetic acid 1% (10
ml). HQ concentration levels were analyzed by high performance liquid

chromatography-diode array detector (HPLC-DAD). The analytical system consisted
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of a Shimadzu HPLC (Kyoto, Kansai, Japan) equipped with two LC-20AT pumps, a
CTO-10AS/VP column oven, a PDA-20AV diode array detector, an Proeminence SIL-
20AC auto sampler, controlled by a CBM-20A communication module. The following
chromatography condition was used for the analyses. A 250 x 4,6 mm ID, 5 um C18
column (Phenomenex, Torrance, CA) with a C18 security guard cartridge, 4.0 x 3.0
mm (Phenomenex, Torrance, CA), was eluted in isocratic mode with a mobile phase
consisting of glacial acetic acid 1% in water and 10 % acetonitrile at a flow rate of 1
ml/min and 30°C. The diode array detector was set at 290 nm for quantification of
HQ. Calibration curves were constructed at intervals of 0 to 500 ng of HQ. The data
were acquired and processed using LC-Solution Software (Shimadzu Corporation,
Kyoto, Japan). All solvents used were previously filtered (cellulose acetate

membrane filter 5 um — Millipore) and degassed.

2.5 Induction of LPS lung inflammatory reaction

The induction of pulmonary inflammation was performed one hour after the
last vehicle or HQ exposure using a similar exposure box approach. LPS (0.1 mg/ml)

was aerosolized during 10 min at a frequency of 1 ml/min.

2.6 Blood leukocytes

Three hours after LPS inhalation, the animals were anesthetized as described
above and arterial blood was collected from the abdominal aorta using plastic syringe

containing heparin; 5000 Ul/ml. Total and differential leukocytes counts were



105

determined in a Neubauer chamber and stained smears with Panotico®, respectively.

Counts were performed using an optical microcopy (Carl-Zeiss).

2.7 Bronchoalveolar lavage (BALF) and cell counts

BALF was collected from vehicle or HQ exposed animals to determine the
number of migrated leukocytes and concentrations of cytokines. Briefly, the trachea
was exposed and cannulated with a polyethylene tube and the lung washed by
flushing with phosphate buffered saline solution (PBS; 0.1 mM NaCl, 3 mM
NaH,PO,;, 7mM Na;HPO4; 2 ml). The volumes recovered were similar in all
experimental groups and equated to approximately 95% of the injected volume. Total
counts were performed in a Neubauer chamber and differential cell counts were
carried out on cytocentrifuge (Cytospin; Fanen, Sao Paulo, SP, Brazil) and

subsequently stained with Panotico®.

2.8 Myeloperoxidase (MPO) activity

Pulmonary tissue obtained from vehicle or HQ exposed animals was
homogenized in 0.5% hexadecyltrimethylammonium bromide (HTAB, 1 ml/50 mg of
tissue). The homogenates were maintained at 60°C d uring 2 h and then centrifuged
(9,300 x g, 2 min). The supernatant (10 pl) was added to ortho-dianisidine solution
(200 ul). The kinetic activity of MPO was determined on spectrophotometer at 460
nm based on velocity of ortho-dianisidine oxidation product formation. Results are

presented as MPO units per milligram of tissue.
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2.9 Adhesion molecules expression

2.9.1 Immunohistochemistry

Lung of vehicle or HQ exposed mice were surgically removed, frozen in
nitrogen-hexan solution, cryosectioned (8 um thickness) and fixed in cold acetone
(10 min). Briefly, sections were incubated overnight with Superblock solution to avoid
nonspecific binding. After that, sections were incubated overnight with the
monoclonal antibodies phycoeritrin  (PE)-labelled anti-E-selectin, anti-platelet
endothelial cell adhesion molecule-1 (PECAM-1), and intracellular cell adhesion
molecule-1 (ICAM-1); fluorescein isothiocyanate (FITC) labelled-anti-vascular cell
adhesion molecule-1 (VCAM-1) and anti-P-selectin, at 4° C. Fluorescent-stained
areas of vessel walls were selected and the fluorescence intensity was quantified
using image analyzer software (Axio Vision® 4.8 version, Carl-Zeiss, Germany). The
same procedures were carried out in sections of testes incubated without antibody or

using goat anti-mouse immunoglobulin G to evaluate the background reaction.

2.9.2 Flow cytometry

Leucocytes collected from blood of the abdominal aorta of vehicle or HQ
exposed mice were employed to quantify L-selectin, [B.-integrin, Bs-integrin and
PECAM-1 expression. Briefly, erythrocytes were lysed by addition of ammonium
chloride solution (0.13M) to the samples and leukocytes were recovered after
washing with Hank’s balanced salt solution (HBSS). To quantify the expression of
adhesion molecules, leukocytes (1 x 10°) were incubated for 20 to 60 minutes in the
dark at 4° C with 10 pl of monoclonal antibody (L-selectin conjugated with FITC; B, or

Bs-integrin conjugated with FITC or PECAM-1 conjugated with PE). After that, the
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cells were analyzed in a FACS Calibur flow cytometer (Becton & Dickinson, San
Jose, CA, USA). Data from 10,000 events were obtained and only the
morphologically viable leukocytes were considered for analysis. Results are

presented as arbitrary units of fluorescence.

2.10 Malondialdehyde (MDA) levels

In order to study the HQ ability to induce lipid peroxidation in fatty acids on cell
membranes, levels of MDA were quantified in plasma of vehicle or 25 ppm HQ
exposed mice. For this purpose, 250 pl of plasma were added to 36 ul of butylated
hydroxytoluene (BHT) 0.2% in ethanol and 12.5 pul NaOH 10 M followed by
incubation at 60 T for 30 min. After that, 1500 pl of trichloroacetic acid 7.2% with
potassium iodide 1% were included into the sample and placed on ice for 10 min.
The sample was centrifuged (1000 x g/10 min), the volume of 1000 pl of the
supernatant was isolated and mixed with 500 pl of thiobarbituric acid (TBA) 0.6%.
The solution was incubated at 90 € during 45 min. In sequence, the sample
received 250 pl n-butanol, it was mixed on vortex and centrifuged (600 x g/5 min).
The n-butanol phase was collected and injected in the HLPC-DAD system, using the
following chromatography condition. A 150 x 4,6 mm ID, 5 pym C18 column
(Phenomenex, Torrance, CA) with a C18 security guard cartridge, 4.0 x 3.0 mm
(Phenomenex, Torrance, CA), was eluted in isocratic mode with a mobile phase
consisting of 35 % MeOH and 65% potassium phosphate buffer (50 mM, pH 7.0), at
a flow rate of 1 ml/min and 30°C. The diode array detector was set at 532 nm and
calibration curves were constructed at intervals of 0.5 - 5.0 uM of MDA standard

dissolved in PBS.
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2.11 ROS generation

Leukocytes collected from blood from the abdominal aorta of vehicle or HQ
exposed mice were employed to quantify oxidative burst. Intracellular ROS was
measured by using a non fluorescent probe, 2',7'-dichlorfluorescein-diacetate (DCFH-
DA) that can penetrate into the intracellular matrix of cells where it is oxidized by
ROS to fluorescent dichlorofluorescein (DCF) (Elbim and Lizard, 2009). Erythrocytes
were lysed by adding ammonium chloride solution (0.13M) to the samples, and
leukocytes were recovered after washing with PBS. Fluorescent dye DCFH-DA (340
uM; diluted in PBS) was added to 2 x 10° cells in a final volume of 1.1ml. Cells were
maintained at 37°C for 30 min and rinsed with EDTA (3 mM; 2 ml) to remove the
excess dye. Cells were ressuspended with PBS. The cells were analyzed in a FACS
Calibur flow cytometer (Becton & Dickinson, San Jose, CA, USA). Data from 10,000
events were obtained and only the morphologically viable leukocytes were

considered for analysis. Results are presented as arbitrary units of fluorescence.

2.12 Cellular cycle and DNA fragmentation

The effects of in vivo HQ exposure on cellular cycle and DNA fragmentation
were studied using flow cytometry. Blood was collected, using heparin as anti-
coagulant, from the abdominal aorta of vehicle or HQ exposed mice and erythrocytes
were lysed by addition of ammonium chloride solution (0.13M). Leukocytes were
recovered after washing with Hank’s balanced salt solution (HBSS). Afterward,
RNAse A (20 ul; 15mg/ml) and lysis buffer (140 ul; PBS, 2 % fetal bovine serum, 0.05
% Triton X 100, 0.1 % sodium citrate) containing propidium iodide (20ug/ml) were

added to leukocytes (1 x 10° cells). The samples were maintained at room
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temperature during 30 minutes and immediately analyzed in a FACS Calibur flow
cytometer (Becton & Dickinson, San Jose, CA, USA). Data from 10,000 events were
obtained. Results of DNA fragmentation are presented as mean of arbitrary units of
fluorescence and cellular cycle as percentage of marked cell in each cycle. As a

positive control leukocytes were previously incubated with 10 % dimethyl sulfoxide.

2.13 Statistical Analyses

The mean and standard error of the mean (s.e.m.) of all data presented here
were compared by Student’s t-tests or ANOVAs. Tukey’s multiple comparisons test
was used to determine the significance of differences calculated between the values
for the experimental conditions. The statistical software GraphPad Prism® was used

for this purpose. P<0.05 was consider significant.
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3 Results
3.1 Concentration of HQ into the exposure chamber

In order to know the amount of HQ in the exposure chamber, HPLC analyses
were performed in sample obtained in the ester cellulose membrane 1 hour after 25
ppm of HQ exposure. Data obtained showed that concentrations of HQ in the filter
was 1.59 pg + 0.26 (n=5), which determines 0.20 mg/m?+ 0.09 in the box (according
NIOSH, protocol 5004). This concentration is equivalent to 0.04 ppm of HQ
(http://www.cdc.gov/niosh/docs/2004-101/calc.htm) and it is 10 x lower than allowed
to human exposure during a journey of 8 hours/day (0.44 ppm Threshold Limit Value

- Time Weighted Average (TLV — TWA); NIOSH, 1994).

3.2 Effects of in vivo HQ exposure on cell oxidative processes

The effects of HQ on cellular oxidative damages were investigated by
guantifying MDA levels in plasma samples by HPLC, and ROS generation and global
DNA fragmentation in circulating neutrophils by flow cytometry. Data obtained
showed that mice exposed to HQ presented augmented levels of MDA and increment
on ROS generation by neutrophils in comparison to samples obtained from vehicle
exposed animals (Figure 1A and B, respectively). Differently, similar global DNA
fragmentation (Figure 1C) and no alteration on cellular cycle (Figure 2) were detected

in both animal groups.



111

3.3. Effects of in vivo HQ exposure on neutrophil traffic during LPS-induced

lung inflammation

In vivo HQ exposure at 12.5, 25 or 50 ppm did not modify the number of
circulating leukocytes after LPS challenge. The number of neutrophils and
mononuclear cells was equivalent in vehicle and HQ exposed animals (Table 1).
Normal values of polymorphonuclear leukocytes (PMN) in mice blood are around 15-
20%, which is highly enhanced after acute inflammation. This pattern of response
was here detected in both groups of animals, indicating that neutrophil mobilization
from storage compartments is not affected by HQ exposure. It is noteworthy that
PMN and mononuclear cells (MN) values in vehicle and HQ exposed animals (Table
1) must be compared in the same concentration exposure, as assays were
performed on different days and mice total leukocyte numbers range about 3,500 to

6,000 mm>.

On the other hand, exposure to 12.5, 25 or 50 ppm of HQ reduced the
neutrophils numbers recovered in the BALF (Figure 3A) and these cells seemed to
persist inside the lung tissue, as MPO levels of lung were higher than those obtained

from vehicle exposed animals (Figure 3B).

Numbers of neutrophils in the BALF, obtained in vehicle exposed and no
inflamed animals, is almost 50% less in comparison to the LPS-stimulated control
group (Figure 3A, dotted line), indicating an efficiency of LPS to induce lung
inflammation and that circulating neutrophils were able to migrate to the alveolar

compartment.
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3.4 Effects of in vivo HQ exposure on cytokines levels in the BALF

As IL-13, TNF-a and IL-6 are involved in leukocyte migration by inducing
adhesion molecules expressions and secretion of chemoattractants mediators
(Barreiro et al., 2010), the effects of HQ exposure on BALF levels of these cytokines
into the BALF were investigated using ELISA. Data obtained demonstrated that HQ

did not modify basal or LPS-induced secretion of these cytokines (Figure 4).

3.5 Effects of in vivo HQ exposure on adhesion molecules expression

In vivo HQ exposure did not modify the LPS-induced endothelial E- and P-
selectins (Figure 5A) and ICAM-1, VCAM-1 and PECAM-1 expressions (Figure 5B).
Basal expressions of these molecules were very low and did not differ in lung tissue

from both animal groups studied (data not shown).

On the other hand, HQ exposure affected the expression of adhesion
molecules in circulating neutrophils in the absence of inflammatory stimulus. While
L-selectin expression was not altered by HQ intoxication (Figure 6A), levels of 3, and
Bs integrins and PECAM-1 were significantly enhanced in neutrophil membranes
(Figures 6B, C and D, respectively). In addition, levels of L-selectin, 3, and (3
integrins and PECAM-1 were enhanced after in vitro fMLP stimulation in neutrophil
obtained from vehicle exposed animals. Differently, these enhancements were not
observed in neutrophils collected from HQ exposed mice (Figures 6B, C and D,

respectively).
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4 Discussion

Epidemiological studies have associated the pivotal role of environmental
pollutants on genesis of a diversity of human diseases, and special attention has
been provided to low concentration of pollutants exposures, even though lower than
those allowed by legislation of international agencies (NIOSH, OSHA). In this
context, in vivo experimental animal studies have contributed to amplify the
knowledge of the toxic mechanism of actions. Based on these evidences, here we
have shown that low levels of in vivo HQ exposure impairs LPS-induced host defense
and interfere with blood neutrophils traffic, notably modifying adhesion molecules

expressions.

The American Conference of Industrial Hygienists (ACGIH) and the National
Institute of Occupational Safety & Health (NIOSH) defines 2 mg/m® (0.44 ppm) TWA
for HQ (WHO, 1994; NIOSH, 1994) as non hazardous exposure. Albeit we did not
correlate humans and animal exposures, it is conceivable suppose that, in this study,
mice were subjected to low levels of HQ, as defined by their air concentrations in the
exposure chamber (0.044 ppm). Our subsequent studies reinforced such point of
view, by observations that relevant biochemical and biological end-points described
in the literature to in vivo BZ or HQ exposure, as humber of circulating leukocytes
and DNA alterations (Bi et al., 2010, McGrgeor, 2007, Macedo et al., 2006), were not

affected by the experimental intoxication procedure here employed.

In vitro HQ exposure causes oxidative damage in different cell types, including
leukocytes, and DNA lesion is an out coming effect (Ji et al., 2009; Varkoni et al.,
2006; Gaskell et al., 2005a; 2005b; Gaskell et al., 2004). The mechanism is based on

HQ biotransformation into semiquinones via redox cycling which induces ROS
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production, including superoxide radical anion (O;""), hydrogen peroxide (H2O5), nitric
oxide (NO’) and hydroxyl radical (OH) (Winn et al.,, 2003). Here we have
demonstrated that even low concentrations of in vivo aerosolized HQ exposure
evoked activation of oxidative pathways, as measured by MDA plasma levels and
ROS production by circulating cells. Nevertheless, oxidative stress was not

accompanied by DNA fragmentation and cell cycle changes.

HQ exposure accelerates neutrophil maturation steps in the bone marrow
leading to incomplete granulopoiesis (Hazel et al.,, 1996; 1995), and, upon more
severe toxicity, HQ damages bone marrow cells impairing white and red cells
production and maturation (Wiemels et al., 1999; Hazel et al., 1996). In this latter
condition, drastic reduction on the circulating cell number is detected, which
contributes to anemias and immunosupressions observed in the intoxications (Lee et
al., 2010; Kim et al., 2005). Our data showing that HQ exposure did not affect the
blood leukocyte profile after LPS inhalation, could suggest that upon infection event,
HQ exposure did not affect the neutrophil mobilization from the bone marrow.
Nevertheless, neutrophil migration into lung was impaired, as indicated by the
reduced number of neutrophils recovered in the BALF after LPS inhalation in mice
upon HQ exposure. Interestingly, as lung MPO activity was significantly increased,
we hypothesize that HQ exposure causes a defect on cell transmigration from the
lung microvascular vessels into alveolar compartment. MPO activity is an indirect
marker of neutrophils presence at injured site (Gosemann et al., 2010). It is worth
mentioning that HQ stimulates MPO expression and activity, as HQ is endogenous
metabolized by MPO into more reactive quinones (McGregor, 2007; Snyder, 2002;
Subrahmanyam et al., 1991). Overall, our findings revealing elevated lung MPO

activity does not reflect a direct action of HQ on MPO metabolism system, since HQ
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exposure did not alter the MPO activity in others relevant tissues to HQ toxicity, as

bone marrow and hepatic cells (data not shown).

Neutrophil migration into inflamed areas depends on a diversity of chemical
mediators secreted by resident and migrated cells into inflammatory site, and by
membrane receptors expressed on leukocytes and endothelial cells (Ley et al.,
2007). While cytokines display pleiotropic actions, adhesion molecules exert specific
actions on pathways of leukocyte migration. E and P-selectins mediates the
fundamental and initial leukocyte interaction on endothelium, the subsequent
expression of ICAM-1 and VCAM-1 mediates the cell firm adhesion and PECAM-1
expression is responsible for the leukocyte transmigration into the inflamed tissue
(Borregaard, et al., 2010; Ley et al., 2007). In our model, in vivo HQ exposure did not
affect secretory activity of inflammatory resident cells and the adhesive functions of
the microvascular endothelium. Of the interest, synthesis of cytokines and
endothelial adhesion molecules depends on nuclear factor kB (NF-kB) transcriptional
activation (Lawrence, 2009), and although inhibitory action on this pathway is
involved in the BZ and HQ toxicity (Choi et al., 2008; Ma et al., 2003; Kerzic et al.,

2003), it seems to be not related to HQ actions on lung resident or endothelial cells.

Interestingly, in vivo HQ exposure markedly enhanced integrins and PECAM-1
expressions on circulating neutrophils, which, respectively, mediates the firm
leukocyte adhesion to the vessel wall and transmigration (Ley et al., 2007). These
surprisingly data may be implicated in the HQ toxicity, as integrins and PECAM-1
quiescent expressions in the absence of inflammatory diseases are pivotal to
homeostasis and for mounting the host defense (Borregaard, et al., 2010; Ley et al.,
2007). Elevated levels of circulating 2 and B3 integrins and PECAM-1 molecules,

which may be the result of higher membrane expressions and/or subsequent
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cleavage, are found in artherosclerosis, diabetes, cancer and others (Mousa, 2008).
Integrin membrane expressions on neutrophil depend on gene synthesis, via
activation of NF-kB or activating protein-1 (AP-1) transcription factors (Borregaard,
2010); and PECAM-1 membrane levels are determined by membrane cleavage, re-
internalization and gene synthesis (Privratsky et al, 2010; Garnacho et al., 2008).
Considering that mice have low number of neutrophils into the blood, it is not possible
to extract mMRNA and nuclear proteins to elucidate the mechanisms of in vivo HQ

exposure on adhesion molecule expressions.

Adhesion molecules mediate adhesive interactions between cells and activate
intracellular signaling. In this context, PECAM-1 and integrin activation are involved
on NO production via eNOS stimulation and superoxide generation, respectively
(Privratsky et al., 2010; Zarbock and Ley, 2009; Fleming et al, 2005). Therefore,
elevated integrins and PECAM-1 expressions may be determined by a direct action
of HQ on cell membranes or indirectly by increasing the ROS production. In fact, it
has been clearly demonstrated that ROS induces adhesion molecules expression on
diverse types of cells (Sadok et al., 2009; Dworakowski et al., 2008; Wu, 2006; Mori
et al., 2004). Specifically, H,O- is able to induce [ integrins expressions on epithelial
cells, contributing to the modifications on its phenotype (Mori et al., 2004). In the
current study we have shown that HQ exposure induced adhesion molecules
expressions and ROS generation in neutrophils, which, in association, may render a
state of inactivation in response to a second stimulus. In fact, here it has been shown
that in vitro fMLP stimulation did not induce increment on adhesion molecule
expressions on cells obtained from HQ animals. Therefore, it is possible to infer that
this mechanism of HQ action may be relevant to the impaired mounting of the acute

inflammatory reaction here detected in the lung after LPS inhalation. It is difficult to
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be sure if HQ is acting directly on adhesion molecule expression or via ROS
production or whether both mechanisms occur simultaneously. This assumption

needs further investigation.

Notwithstanding we did not establish a direct correlation among human and
rodent exposure of HQ, we infer that low levels of HQ exposure are prompt to modify
host defense ability, reinforcing the perception that a more profound analyses of

environmental risks of HQ exposure are required.
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Fig.1l. Effects of HQ exposure on cellular oxidative biomarkers. The animals were
exposed to vehicle or HQ (25 ppm; 1h/day; 5 days) and three hours later blood was
collected from the abdominal aorta. Plasma was used to quantify MDA levels (HPLC)
and leukocytes were recovery to determine ROS generation (DCFH; flow cytometry)
and global DNA fragmentation (flow cytometry). Results are expressed as the mean
+ s.e.m. of data obtained from samples collected from five animals in each

group.*P<0.05 vs. respective control.
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Fig. 2. Effects of HQ exposure on cellular cycle. The animals were exposed to
vehicle or HQ (25 ppm; 1h/day; 5 days) and three hours later blood was collected
from the abdominal aorta. Leukocytes were recovery to determine cellular cycle by
flow cytometry. Results are expressed as the mean = s.e.m. of data obtained from

samples collected from five animals in each group.
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Fig. 3. Effects of HQ exposure on leukocyte migration into the BALF and MPO
activity in the lung tissue. The animals were exposed to vehicle or HQ (12.5, 25 or 50
ppm; 1h/day; 5 days) and after 1 h they were exposed to LPS (0.1 mg/ml; 10 min).
Three hours later, BALF was collected and the number of neutrophils was quantified
using Neubauer chamber and stained smears (A). In sequence, lungs were collected
and used to quantify MPO activity by o-dianisidine-H,O, assay (B). The dotted line
indicates neutrophil counts of vehicle and non inflamed exposed animals. Results are
expressed as the mean = s.e.m. of data obtained from samples collected from five

animals in each group. *P<0.05, **P<0.01 and ***P<0.001 vs. respective control.
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Fig. 4. Effects of HQ exposure on IL-13, TNF-a and IL-6 levels into the BALF. The
animals were exposed to vehicle or HQ (25 ppm; 1h/day; 5 days) and after 1 h they
were or not exposed to LPS (0.1 mg/ml; 10 min). Three hours later, BALF was
collected and levels of cytokines were quantified by ELISA. Results are expressed as
the mean + s.e.m. of data obtained from samples collected from five animals in each

group. *P<0.05 vs. respective basal control.
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Fig. 5. Effects of HQ exposure on adhesion molecules expression on lung
microvascular endothelium. The animals were exposed to vehicle or HQ (25 ppm;
1h/day; 5 days) and after 1 h they were exposed to LPS (0.1 mg/ml; 10 min). Three
hours later, lung was collected and used to determine expression of E-selectin and P-
selectin (A), ICAM-1, PECAM-1 and VCAM-1 (B) by immunohistochemistry. Results
are expressed as the mean £ s.e.m. of data obtained from samples collected from

five animals in each group.
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Fig. 6. Effects of HQ exposure on adhesion molecules expressions on neutrophils
membranes. The animals were exposed to vehicle or HQ (25 ppm; 1h/day; 5 days)
and three hours later blood was collected from the abdominal aorta. Expressions of
L-selectin (A), B2 integrin (B), Bs integrin (C) and PECAM-1 (D) were quantified on
neutrophil membranes in the absence (basal) or presence of fMLP in vitro (10°M) by
flow cytometry. Results are expressed as the mean = s.e.m. of data obtained from
samples collected from five animals in each group. *P<0.05, **P<0.01 and **P<0.01

vs. respective basal values; *P<0.05 vs. respective control stimulated with fMLP.
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Leucogram (leukocytes/mm?)

HQ concentration Vehicle HQ
PMN MN PMN MN
12.5ppm 2108+ 1891 1432£1704 | 253422906 | 1663:2354
25ppm 197824207 | 5737:3567 | 1884£3570 | 335815429
50ppm 3214£2779 | 856321732 | 414323978 | 119422553

Table 1. Effects of HQ exposure on the number of circulating leukocytes after LPS
stimulation. The animals were exposed to vehicle or HQ (12.5, 25 or 50 ppm; 1h/day;
5 days) and after 1 h they were exposed to LPS (0.1 mg/ml; 10 min). Three hours
later, blood was collected from the abdominal aorta and the total and differential
counts of leukocytes were determined in Neubauer chamber and stained smears,
respectively. Results are expressed as the mean * s.e.m. of data obtained from

samples collected from ten animals in each group.
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Abstract

Hydroquinone (HQ) is a component of indoor and outdoor pollution. Here it has been
demonstrated that mice exposed to low levels of aerosolized HQ (25 or 50 ppm;
1h/day/5 days) presented impaired mononuclear cell (MN) migration to the LPS-
inflamed lung as consequence of reduced monocyte chemoattractant protein-1
(MCP-1) secretion, without affect circulating MN, cytokines secretion and adhesion
molecules alterations on MN membranes. Reduced MCP-1 concentrations detected
on supernatant of ex vivo alveolar macrophages (AM) and tracheal tissue (TT) from
HQ exposed mice were also found. A direct action of HQ on MCP-1 secretion was
verified by incubating naive AM or TT with HQ. Using the human monocytic lineage
THP-1 in the Boyden chamber, it was confirmed that in fact reduced concentrations
of MCP-1 found in the BALF or cell supernatant from HQ exposed mice determined
reduced MN migration. Considering that resident MN are involved on lung tissue
homeostasis, in the innate and acquired immunity, the mechanism of HQ toxicity here
presented may be relevant on genesis of lung diseases.

Keywords: LPS-induced mononuclear cell migration; tracheal tissue; alveolar
macrophages; chemotaxis; THP-1; environmental pollution.
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1. Introduction

Since new politics of tobacco fume restriction on public places, cigarette smoking
has contributed to the indoor pollution. In this context, hydroquinone (HQ) and
benzene (BZ) cooperate to this type of pollution as they are present in high
concentrations on tobacco. In addition, HQ is endogenously produced during BZ
biotransformation mainly in the lung, liver and bone marrow (McGregor, 2007;
Snyder, 2002; 2004).

During breathing, cells and tissue present in the respiratory system are easy
targets of toxic actions of pollutants dispersed in the atmosphere. Alveolar
macrophages (AM) are lung resident cells and the most frequent cell found into
bronchoalveolar lavage fluid (BALF). Since AM are directly in contact with inhaled air,
they are functionally responsible for eliminate invading agents such as particles and
microorganisms by producing multiple inflammatory mediators including ROS,
cytokines and chemokines (Imrich et al, 2007; Nicod, 1999).

Macrophage chemoattractant protein-1 (MCP-1 or CCL2) is a member of the CC
chemokines subfamily, produced by different cell types as a result of induction by
oxidizing agents, cytokines or growth factors (Yadav et al., 2010). Although MCP-1 is
constitutively produced, higher concentrations are observed during inflammatory
response. By interacting with G-protein-coupled receptors as the chemokine (C-C
motif) receptor 2 and the Duffy antigen receptor for chemokines (DARC) expressed
on leukocyte membranes, MCP-1 controls the monocyte/macrophage and

lymphocyte traffic during inflammation (Yadav et al., 2010; Deshmane et al., 2009).

It has been clearly demonstrated that HQ causes different degrees of toxicity to
the immune cells, and immune responses mediated by mononuclear (MN) cells seem
to be the most affected (Lee et al., 2007; Cho, 2008; Choi et al., 2008). The toxicity
has been related to the impairment on MN functions, fundamental for an efficient
inflammatory response. In this context, HQ has shown inhibited secretion of several
cytokines as tumor necrosis factor (TNF)-a, interleukin (IL)-1a, IL-1f3, IL-6, IL-12 and
other mediators such as nitric oxide (NO) and reactive oxygen species (ROS) by
MN/macrophages (Lee et al., 2007; Cho, 2008; Choi et al., 2008; Kim et al., 2005;

Carbonnelle et al., 1995). In addition, HQ reduced cell-cell adherence mediated by
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the integrins CD29 and CD18 and phagocytic uptake mediated by the co-stimulatory
molecules CD80 and CD86. In vitro but not in vivo HQ exposure inhibited
lymphocyte proliferation from bone marrow and spleen (Lee et al., 2007; Cho, 2008;
Macedo et al. 2007, Kim et al., 2005). This broad spectrum of immunosuppressive
effects has been associated to the HQ inhibition on NF-kB. The role of HQ on MCP-1
production has recently observed. In vitro HQ exposure inhibited MCP-1 secretion via
transcriptional modification by human retinal pigment epithelial cell line ARPE-19
(Pons and Marin-Castafio, 2011).

Considering the in vitro toxicity of HQ on MN cells, the present study was
undertaken to investigate the role of in vivo HQ exposure on MN recruitment in mice.
Our data demonstrated that HQ directly controls MCP-1 secretion, which is straight
related to the MN chemotaxis. To our knowledge, this is a new mechanism of in vivo

HQ toxicity and may be relevant during MN-dependent immune responses.
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2. Material and Methods

2.1 Chemicals
Lipopolisaccharide (LPS) from Escherichia coli (serotype 026:B6), N-Formyl-

methionyl-leucil-phenylalanine (fMLP), hydroquinone 99% were purchased from
Sigma-Aldrich (St Louis, MO, USA); human MCP-1 from eBioscience (San Diego,
CA, USA); Rat IFN-y Recombinant was purchased from Thermo Scientific (Waltham,
MA, USA); all RT-PCR reagents were purchased from Promega Corporation
(Madison, WI, USA); MCP-1 ELISA kit and antibodies anti-L-selectin, anti-B, or Bs-
integrin and anti-PECAM-1 from BD Pharmingen (San Diego, CA, USA).

2.2 Animals
Eighteen-week-old male Swiss mice were supplied by the Animal House of the

School of Pharmaceutical Sciences and Chemistry Institute from University of Sao
Paulo. The animals were fed a standard pellet diet and water ad libitum. All
procedures were performed according to the Brazilian Society of Science of
Laboratory Animals (SBCAL, number 196), for proper care and use of experimental
animals. Before each experimental procedure, the animals were anaesthetized with

ketamine/xylazine (80:8mg/Kg; i.p.) to avoid stress.

2.3 Protocols of exposure
2.3.1 In vivo HQ exposure

Animals were exposed to aerosolized HQ at 25 or 50 ppm (1.5 mg or 3.0
mg/60 mL/1h, respectively) during 5 days, once a day. Control animals were exposed
to vehicle (ethanol 5%, in saline). An ultrasonic nebulizer (NS®, Sao Paulo, Brazil)
was used to nebulise the solutions in the box.

2.3.2 In vivo LPS exposure
The animals were exposed to LPS (E. coli 026:B6; 0.1 mg/mL; 10 minutes)
one hour after the last in vivo HQ or vehicle exposure using a similar approach as

described above.

2.3.3 In vitro HQ exposure
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Tracheal tissue or alveolar macrophages (AM) obtained from bronchoalveolar
lavage fluid (BALF) of naive animals were incubated with 1 uM, 10 puM or 100 uM HQ
or RPMI 1640 medium supplemented with 10% FBS (control) during 1 hour.
Afterward, the treatments were removed and trachea and AM were stimulated for 24
hours with LPS (1 pg/ml) and LPS+IFN-y (1 pg/ml + 10 ng/ml), respectively.
Supernatants were collected and used for determination of the MCP-1 levels.

2.4 Blood and Bronchoalveolar lavage fluid (BALF) collection
One hour after vehicle or HQ exposure or three hours after LPS exposure, the

animals were anaesthetized. Blood was collected from abdominal aorta to quantify
circulating mononuclear cells and BALF was collected according to De Lima et al.
(1992). The total and differential cell numbers in the blood and BALF were

determined in Neubauer chambers and smears stained with Panotico.

2.5 Adhesion molecules expression
Leukocytes collected from blood of the abdominal aorta of vehicle or HQ

exposed mice were employed to quantify L-selectin, [p-integrin, [s-integrin and
PECAM-1 expression. Briefly, erythrocytes were lysed by addition of ammonium
chloride solution (0.13 M) to the samples and leukocytes were recovered after
washing with Hank’s balanced salt solution (HBSS). Leukocytes (1 x 10°) were
stimulated or not with fMLP (10°M, 1 h) and to quantify the expression of adhesion
molecules, they were incubated for 20 to 60 minutes in the dark at 4 °C with
monoclonal antibody (L-selectin, B, or Bs-integrin conjugated with FITC or PECAM-1
conjugated with PE). After that, the cells were analyzed in a FACS Calibur flow
cytometer (Becton & Dickinson, San Jose, CA, USA). Data from 10,000 events were
obtained and only the morphologically viable leukocytes were considered for

analysis. Results were presented as arbitrary units of fluorescence.

2.6 Alveolar macrophages culture
One hour after the last vehicle or HQ exposure, the BALF was collected and

resident alveolar macrophages (AM) were isolated, as following. Total cells (1 x 10°
/well) were placed in a 24-well plastic microplate containing RPMI-1610 medium
supplemented with 10% of fetal bovine serum during 3h to allow adherence. Then,

non-adherent cells were removed by washing with culture medium and adhered cells
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were stimulated or not with LPS (1 pg/ml) and IFN-y (10 ng/ml) and incubated at 37
°C, 5% CO,, for 24 hours. The supernatant was collected to determine the
concentrations of MCP-1.

2.7 Ex vivo trachea culture
One hour after the last vehicle or HQ exposure, the animals were anaesthetized

and killed by sectioning the abdominal aorta. The trachea was collected and placed
in a 24-well plastic microplate containing DMEM medium (2 ml) containing 40 mg/L of
gentamicin. The tissue was incubated in the absence or presence of LPS (1 pg/ml)
and maintained at 37 °C, 5% CO,, during 24 hours. The supernatant was collected to

determine concentrations of MCP-1.

2.8 MPC-1 levels quantification
Concentrations of MCP-1 were quantified in BALF and in the supernatant of

trachea or AM culture, using enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) kits

according to the manufacturer’s specifications. The results were expressed as pg/mL.

2.9 Reverse transcription polymerase chain reaction (RT-PCR)
Total RNA was extracted from in vitro LPS-stimulated trachea using Trizol

reagent following the manufacturer’s instructions. RNA extraction was carried out in
an RNAse free environment. RNA was quantified by reading the absorbance at 260
nm.

cDNA was synthesized from total RNA (2 ug) using an oligo(dT)is primer (20
ug/ml) after incubation (70 °C, 5 min) in the presence of deoxynucleotide
triphosphate mixture (dNTP, 2 mM), ribonuclease inhibitor (20 U) and Moloney
murine leukaemia virus reverse transcriptase (200 U) in reverse transcriptase buffer
(25 pL final volume). The reverse transcription occurred by incubation at 42 °C (60
min). For PCR, the cDNA obtained was incubated with Taq DNA Polymerase (2.5 U),
3’- and 5'- specific primers (0.4 pM) and dNTP mix (200 pM) in buffer-thermophilic
DNA polymerase containing MgCl, (1.5 mM). The following primer sequences were
used: Bo-microglobulin  (internal control): 5-CATGGCTCGCTCGGTGACC-3’
(forward) and 5 -AATGTGAGGCGGGTGGAACTG-3° (reverse), MCP-1: 5'-
TCTGGACCCATTCCTTCTTG-3" (forward) and 5-AGGTCCCTGTCATGCTTCTG-3"

(reverse).
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2.10 In vitro chemotaxis
2.10.1 THP-1 cell culture

Human monocytic leukaemia cell line, THP-1 cells, were cultivated in
suspension in RPMI-1640 medium containing 10% FBS, penicillin (100 U/ml) and
streptomycin (100 pg/ml) at 37 °C in 5% CO..

2.10.2 Boyden chamber
THP-1 cell migration was evaluated in a 48-well Boyden chamber with the top

and bottom wells separated by cellulose filters (8 uym pore size, Milipore). As
chemotactic stimuli, solutions using recombinant human MCP-1 were prepared in
RPMI culture medium at concentrations mimicking MPC-1 levels found in the
supernatant of ex vivo control or HQ exposure tracheal tissue (0.1 or 0.9 ng/ml,
respectively). LPS (10 pg/ml) was added to MCP-1 solutions to counterfeit residual
LPS present in the ex vivo cultures. MCP-1/LPS solutions were added to the bottom
wells. The THP-1 cells (1x10° cells/ml) were placed in the top wells. RPMI alone was
used as negative control. Following an incubation period of 24 hours (37 C; 5%
CO,). the filters were stained and the distance travelled by cells through the filters

was counted in optic microscope.

2.11 Statistical analyses
Mean and standard error of the mean (s.e.m.) of all data presented herein were

compared by Student’s t-test or ANOVA. Turkey’s multiple comparisons were used to
determine the significance of differences calculated between the values for the
experimental conditions. GraphPad Prism 4.0 software (San Diego, CA, USA) was

used. The differences were considered significant for P < 0.05.
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3 Results
3.1In vivo HQ exposure impairs mononuclear cells migration into inflamed lung

The number of circulating MN cells was not modified after in vivo HQ exposure,
both in basal or LPS-stimulated conditions (Figure 1). However, MN cells migration to

the BALF in response to LPS inhalation was markedly impaired (Figure 2).

3.2 In vivo HQ exposure does not affect adhesion molecules expression on
circulating mononuclear cell membranes

To verify whether reduced cell migration into the BALF was caused by
alterations on adhesion molecules expressions of circulating MN cells, flow cytometry
assay was employed. However, in vivo HQ 25ppm exposure did not modify the
expression of the adhesion molecules, L-selectin, B2 integrin, B3 integrin and

PECAM-1 in circulating MN cells in the absence or presence of fMLP (Figura 3).

3.3 In vivo and in vitro HQ exposure on MCP-1 levels

To clarify the mechanisms by which HQ impairs MN cell migration to the
BALF, its actions on MCP-1 secretion by lung/BALF cells were investigated. In vivo
HQ 25ppm exposure impaired MCP-1 levels on BALF (Figure 4). Data was ex Vivo
confirmed as reduced MCP-1 levels were observed in the supernatant of AM and
tracheal tissue from HQ-exposed animals in the absence or presence of stimulus
(Figure 5A and B). This effect seems to be related to a lower MCP-1 mRNA content
in tracheal tissue after HQ exposure (Figure 5C).

A direct HQ action on the chemoattractant chemokine secretion was observed
as reduced levels of MCP-1 were found in the supernatant of in vitro HQ treated

naive AM and tracheal tissue in the presence of LPS or LPS/IFN-y (Figure 6).

3.3 Diminished levels of MCP-1 evoked by HQ exposure are related to the
impaired mononuclear cell migration

To understand the connection of in vivo HQ exposure on MCP-1 secretion and
MN migration, THP-1 monocytic cells were used in a Boyden chamber model. Using
MCP-1 (0.1 and 0.9 ng/ml) and/or LPS (10 pg/ml) as chemotactic agents, data
obtained showed that MCP-1 (0.9 ng/ml) plus LPS induced cell migration into the
filter. On the order hand, distance travelled by THP-1 cells was shorter when the

lowest concentration of MCP-1 was employed (Figure 7).
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Discussion

The increment on environment pollution has been attributed not only to the
technology advent, but also to the anthropogenic activities. Epidemiological studies
have associated the increase on air pollutants with respiratory, cardiac and metabolic
diseases (Sasaki et al., 1998; Chiba; Abe, 2003; Yang; Omaye, 2009; Brook, 2008;
Brook; Rajagopalan, 2010; Burgan, 2010; Pearce; Braverman, 2009). In this context,
in vivo experimental studies have contributed to amplify the comprehension of the air
pollutants toxicity. Therefore, here a new mechanism of HQ toxicity is shown. In vivo
HQ exposure inhibited MN cell migration to the LPS-inflamed lung dependent on
MCP-1 secretion by resident cells.

Accordingly McGregor (2007) there are limited evidences of HQ toxic actions after
in vivo exposure, which may contribute to the inadequate HQ classification as non
carcinogenic to humans (group 3) by the International Agency for Research on
Cancer (IARC). In this context, our research group has investigated the effects of in
vivo HQ exposure on mechanisms related to leukocyte migration and leukocyte-
endothelium interactions (Macedo et al., 2006, 2007; Ferreira et al., 2006; Ribeiro et
al., 2011 — submitted).

The National Institute of Occupational Safety and Health (NIOSH) states 2mg/m?®
(0.44ppm) as threshold limit value — threshold weighted average (TLV-TWA) for
human HQ exposure (NIOSH, 1994). Based on this information and considering HQ
toxicity in mice (Snyder, 2006; 2007), the HQ concentrations used in the current
study were 10 times lower (25ppm = 0.044ppm) than that defined by NIOSH
(0.44ppm) (Ribeiro et al, 2011 — submitted). In this condition, HQ exposure did not
alter the number of circulating MN cells but reduced MN cells into the BALF after LPS
inhalation. Leukocyte migration to the inflammatory site depends on highly controlled
sequential expression of adhesion molecules and inflammatory mediators (Ley et al.,
2007; Borregaard, 2010) and it has been described that in vivo HQ exposure caused
impairment on neutrophil migration due to altered adhesion molecules expression on
cell membranes (Cho et al., 2008; Ross et al., 2010; Ribeiro et al., 2011 — submitted).
Differently, expressions of adhesion molecules on MN membranes were not altered
in the present study, suggesting that other mechanisms may be involved.

To study the mechanisms related to the reduced MN cell migration, a screening of
inflammatory cytokines secreted in the BALF was performed and the HQ actions on
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TNF-a, IL-1B, IL-6 and IL-10 secretions were ruled out (data not shown).
Interestingly, diminished levels of MCP-1 were found into the BALF after LPS
inflammation. The effect was dependent on functional alterations on resident
macrophages and tracheal tissue as reduced MCP-1 levels were found in the
supernatant of these cultured cells. Since a limited number of alveolar macrophages
is found into the BALF of mice and HQ exposure also reduced this number, it was
performed RT-PCR assay only on tracheal tissue which demonstrated that MCP-1
reduction was defined by impaired gene synthesis. HQ directly modulates MCP-1
secretion as reduced levels of this cytokine were also detected when naive MN cells
and tracheal tissue were in vitro incubated with HQ. Recently, it was demonstrated
that in vitro HQ exposure reduced MCP-1 secretion by human neutrophils by
unknown mechanism (Yang et al., 2010).

MCP-1 is a fundamental chemotatic molecule mainly released after stimulation. It
is transcriptionally induced after NF-kB, AP-1 and/or STAT activation in a highly
controlled process which is tissue and stimulus-specific (Ding et al., 2010; Yadav et
al., 2010; Tanimoto et al., 2008). Differently from other cytokines here investigated,
which are synthesized via NF-KB activation, only MCP-1 levels were reduced by HQ
exposure. We suppose that this effect may be related to the following: 1) partial
activation of transcription factors; 2) reduced interaction between transcription factors
and specific gene promoter region or 3) diminished mRNA stability (Yadav et al.,
2010; Ding et al, 2010; Tanimoto et al., 2008). In fact, it has been demonstrated that
MCP-1 mRNA stability may be decreased by some conditions and substances like
SP600125, an inhibitor of c-Jun NH2-terminal kinase and atorvastatin, a 3-hydroxy-3-
methylglutaryl-CoA reductase inhibitor (Ding et al, 2010; Tanimoto et al., 2008).

It has been clearly demonstrated that by binding to CCR2, MCP-1 control MN
traffic, mainly under inflammatory conditions (Yadav et al., 2010; Melgarejo et al.,
2009; Young; Arndt, 2009; Huffnagle et al, 1995). Here the impairment on MN cells
migration observed in in vivo HQ exposed mice dependent on reduced MCP-1 levels
was confirmed using the human monocytic lineage THP-1 and Boyden chamber
assay. THP-1 was used as scarce MN cells are present in the blood and BALF of
mice. In fact, similar MCP-1 concentrations to that detected in ex vivo HQ exposed

tracheal tissue reduced THP-1 migration in the Boyden chamber. This data confirmed
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that in vivo HQ exposure reduced MCP-1 secretion by resident cells in the respiratory
system which is involved in reduced MN cell migration to the inflamed lung.

Taken together, here it has been highlighted that in vivo HQ exposure modifies
cellular functions connected to the innate immune response. The harmful effects of in
vivo HQ exposure seem to be only detected after a challenge. This is a new
mechanism of in vivo HQ action on MN cell migration which could be relevant during

inflammatory lung diseases.
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Fig. 1. Effects of HQ exposure on the number of circulating mononuclear leukocytes
after LPS stimulation. The animals were exposed to vehicle or HQ (50 or 25ppm;
1lh/day; 5 days) and after 1 h they were exposed to LPS (0.1 mg/ml; 10min). Three
hours later, blood was collected from the abdominal aorta and the total and
differential counts of leukocytes were determined in Neubauer chamber and stained
smears, respectively. Results are expressed as the mean + s.e.m. of data obtained

from samples collected from ten animals in each group.
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Fig. 2. Effects of HQ in vivo exposure on mononuclear leukocyte migration into the
BALF. The animals were exposed to vehicle or HQ (50 or 25 ppm; 1h/day; 5 days)
and after 1 h they were exposed to LPS (0.1 mg/ml; 10 min). Three hours later, BALF
was collected and the number of mononuclear cells was quantified using Neubauer
chamber and stained smears. Results are expressed as the mean + s.e.m. of data
obtained from samples collected from five animals in each group. The dotted line
indicates mononuclear counts of vehicle and non inflamed exposed animals. *P<0.05

vs. control.
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Fig.3. Effects of HQ exposure on adhesion molecules expressions on mononuclear
cells membranes. The animals were exposed to vehicle or HQ (25 ppm; 1h/day; 5
days) and three hours later, blood was collected from the abdominal aorta.
Expressions of L-selectin (A), B2 integrin (B), B3 integrin (C) and PECAM-1 (D) were
qguantified on mononuclear cells membranes in the absence (basal) or presence of
fMLP in vitro (10°M), by flow cytometry. Results are expressed as the mean + s.e.m.

of data obtained from samples collected from five animals.
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Fig.4. Effects of HQ exposure on MCP-1 levels in the BALF. The animals were
exposed to vehicle or HQ (25 ppm; 1h/day; 5 days) and after 1 h they were or not
exposed to LPS (0.1 mg/ml; 10 min). Three hours later, BALF was collected and
levels of MCP-1 were quantified by ELISA. Results are expressed as the mean +
s.e.m. of data obtained from samples collected from five animals. *P<0.05 vs.

respective basal control; “P<0.05 vs. LPS control.
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Fig.5. Effects of in vivo HQ exposure on MCP-1 concentration in AM (A) and trachea
(B) culture supernatants. The animals were exposed to vehicle or HQ (25 ppm;
1h/day; 5 days) and after 1 h the trachea and BALF were collected. Levels of MCP-1
were quantified by ELISA on supernatants of AM and trachea culture. Results are
expressed as the mean = s.e.m. of data obtained from samples collected from five
animals in each group. *P<0.05, **P<0.01 and ***P<0.001 vs. respective basal
control; *P<0.001 vs. LPS control. (C) Densitometric analysis of RT-PCR from

trachea tissue culture was illustrated.
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Fig.6. Effects of in vitro HQ exposure on MCP-1 concentration in AM and trachea
culture supernatants. The trachea and AM from naive animals were incubated with 1,
10 and 100 pM of HQ from 1 hour. Levels of MCP-1 were quantified by ELISA on
supernatants of these cultures. Results are expressed as the mean + s.e.m. of data

obtained from samples collected from five animals in each group. *P<0.05 vs. control.
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Fig.7. Effects of MCP-1 on THP-1 chemotaxis. THP-1 cells (1 x 10°) were incubated
in Boyden chamber for 24 hours (37°C; 5% CO,). As chemotatic stimuli were used
human MCP-1 (0.1 and 0.9 ng/ml) and/or LPS (10 pg/ml). The distance travelled by
the cells was quantified by optical microscopy. The results are expressed as the
mean = s.e.m. of 2 independent experiments. **P<0.001 vs control (RPMI alone);
*P<0.05 vs MCP-1 (0.9 ng/ml + LPS 10 ug/ml).



