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RESUMO

A hidroquinona (HQ) é um composto fendlico obtido a partir da
metabolizagdo enddgena do benzeno, esta presente no cigarro, medicamentos,
reveladores fotograficos, alimentos e plantas medicinais. Temos demonstrado
que a intoxicagdo experimental de ratos a HQ compromete a migragdo de
leucécitos para o pulmao na vigéncia de resposta inflamatoria alérgica ou
inespecifica. O presente trabalho visou avaliar os efeitos da HQ sobre
atividades da célula endotelial e de neutrdfilos envolvidas na inflamagéo.

Culturas primarias de células endoteliais da rede microcirculatéria
obtidas do musculo cremaster de ratos Wistar, machos, foram tratadas com HQ
(10 ou 100 pM, 2 horas) e posteriormente incubadas ou ndo com LPS de E. coli
(LPS; 2 pg/mL). Neutrdfilos obtidos da cavidade peritoneal de ratos Wistar, 4
horas apés a injegao local de glicogénio de ostra (10 mL, 1%) , foram tratados
com HQ (5 ou 10 uM, 1 hora) e, em seguida, foram incubados ou ndo com LPS
(5 pg/mL). Células controles receberam volumes equivalentes dos veiculos da
HQ e do LPS.

Os dados obtidos mostram que o tratamento com a HQ n&o induziu
necrose ou apoptose em ambos os tipos celulares; reduziu a producao de NO
pela célula endotelial e por neutrdfilos, por bloqueio das atividades das 6xido
nitrico sintases; reduziu a expressao génica e protéica de TNF-a, IL-6 e IL-1p
induzida pelo LPS em neutrdfilos, possivelmente decorrente de reducédo da
translocagao nuclear do NF«kB; por outro lado aumentou a expressao génica e
protéica basal de TNF-a, IL-1B, ICAM-1, PECAM-1 e VCAM-1, bem como a
translocagao nuclear do NF-kB; reduziu a atividade fagocitica e microbicida de
neutréfilos frente a Candida albicans; nao afetou a expressdo génica da
CYP2E1 em ambos os tipos celulares, mas aumentou a expressao génica de
MPO em neutrdfilos.

Em conjunto, os dados permitem concluir que a HQ atua diferentemente

nos dois tipos de células estudadas, ativando e inibindo propriedades



inflamatérias na célula endotelial e nos neutréfilos, respectivamente. E possivel
as acdes sobre os neutréfilos possam contribuir, pelo menos em parte, pela
reducdo da migracao celular durante a resposta inflamatéria observada apés

exposigao in vivo a HQ.



ABSTRACT

Hydroquinone (HQ) is a fenolic compound obtained after benzene
metabolism, it is a component of cigarette, medicines, photographic developer,
and it is also finding in some foods and medicinal herbs. Our research group
has been shown that rats in vivo exposed to HQ present impaired leukocyte
migration into lung during allergic or non-specific inflammation. In the present
study, we investigate the effects of HQ on functional activities of neutrophils and
endothelial cells (EC) involved in inflammation.

Primary cultured EC was obtained from microcirculatory network of male
Wistar rats, and treated with HQ (10 or 100 uM, two hours). After the treatments,
EC was incubated in presence or absence of lipopolissacharide of E. coli (LPS;
2 pg/mL). Peritoneal neutrophils obtained four hours after local injection of
oyster glycogen (10 mL, 1%) were incubated with HQ (5 or 10 uM, one hour)
and in sequence it was incubated in presence or absence of LPS (5
pug/mL) .Control cells were cultured with equivalent volumes of HQ and LPS
vehicle.

Results obtained showed that treatment with HQ did not induce
apoptosis or necrosis in both types of cells; impaired NO production by
endothelial cells and neutrophils dependent on blockade of Ca*2-dependent and
independent NOS activity; decreased gene and protein expression of TNF-q, IL-
6 and IL-1B in neutrophils induced by LPS, possibly due to reduced nuclear
translocation of the NF-kB. On the other hand, HQ treatment enhanced basal
protein and gene expression of TNF-a, IL-1 B, ICAM-1, PECAM-1 and VCAN
and the nuclear translocation of NF-kB; impaired Candida albicans phagocy
and killing indexes; did not affect the gene expression of CYP2E1 in both types
of cell, but increased the gene expression of MPO in neutrophils.

Taken together, results obtained show that HQ acts differently in the two
types of cells studied, activating and inhibiting inflammatory properties in
endothelial cells and neutrophils, respectively. Actions on neutrophils may
contribute, at least in part, on the reduced leukocyte recruitment during in vivo

HQ exposure.
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1. INTRODUGAO

1.1 Fontes de exposig¢do a Hidroquinona

A hidroquinona (HQ) é um composto fendlico obtido a partir da
biotransformagédo do benzeno, além de ser componente do cigarro de tabaco,
de medicamentos, de agentes quimicos usados como reveladores fotograficos
e estar presente em alguns alimentos e plantas medicinais (DEISINGER et
al.,1996, RDC n.° 79, 2000, DO CEU SILVA et al., 2003, para revisao ver
NORDLUND et al., 2006, LEE et al., 2007).

Diante das varias fontes de exposicdes a HQ apontadas acima,
podemos destacar algumas com maior relevancia como; a fumaga do cigarro
de tabaco; a utilizacdo de benzeno em industrias; como componente da
gasolina e em laboratérios de revelagédo fotografica (DO CEU SILVA et al.,
2003; LEE et al., 2007).

O habito de fumar consiste em uma forma importante de exposi¢ao a HQ,
uma vez que esta é componente do alcatrdo, além do cigarro possuir benzeno
(COUTRIM et al., 2000). E importante ressaltar as quantidades de HQ e
benzeno liberadas pela fumaga de um unico cigarro: cerca de 72,2 a 183,5ug
de HQ ou 46,3 a 272ug de benzeno. Desta forma, ha evidéncias de exposi¢cao
significativa a HQ em fumantes ativos e passivos (RDC n° 105, 2001). A
literatura mostra que o consumo de um unico cigarro leva a absorgéo de 30 mg
de benzeno. Se considerarmos um fumante ativo, que consome 20 cigarros
diariamente, a concentragdo de HQ enddgena é consideravelmente elevada
(COUTRIM et al., 2000).

A exposicdo involuntaria ao cigarro em ambientes fechados ¢é
significativa, como demonstra a Figura 1A. Um estudo realizado pela Secretaria
de Estado da Saude na cidade de Sao Paulo (2009), avaliou pessoas néo
fumantes expostas regularmente a fumaga do tabaco, e revelou que 35,9% tém
concentragcdes de monodxido de carbono compativeis as de individuos fumantes.
A Figura 1B mostra que do total de avaliados, cerca de 18% apresentaram
valores compativeis a de fumantes leves (que consomem menos de um mago

de cigarros por dia), 15,27% apresentaram concentra¢cdes compativeis a de
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fumantes médios (menos de dois magos de cigarros diarios) e 2,29%
apresentaram niveis similares a de fumantes pesados (mais de dois magos por
dia). Desta forma, a exposicéo de individuos ndo fumantes a fumaca do cigarro
pode causar uma série de doengas, sendo que algumas podem ocasionar
morte (BRASIL, SECRETARIA DA SAUDE, 2009).

FUMANTE PASSIV

Fonte: Sec. da Scude
M Trabalho Ry

) 18,3%
W Residéncia f | \
umante leve ]5’20/0
(fumante)
M Boates e (B)
restaurantes 2 ) 39/0
m Escolas (fumante
pesado)
™ Qutros lugares
com amigos
*
MENOS DE MENOS DE MAIS DE

MACO 2 MACOS 2 MACOS

Figura 1. Exposicéo a fumaca do cigarro por individuos ndo-fumantes.
(Adaptado da BRASIL, Secretaria da Saude, 2009).

Apesar do benzeno ser um solvente de uso controlado (ACORDO DO
BENZENO, 1996), estima-se que a utilizagao global média de benzeno é de 32
milhdes de toneladas/ano, (TEMPORAO, 2004). S6 nos Estados Unidos, a
emissdo de benzeno anual chega a aproximadamente 3 x 10° toneladas
(GILLIS et al., 2007), proveniente tanto dos processos industriais, quanto das
emissdes pelos veiculos automotivos. Segundo a CETESB, a queima dos
combustiveis contribuem efetivamente para a poluigdo do ar. Em Sao Paulo, a
queima diesel, gasolina e alcool liberam uma série de substancias na
atmosfera, como os hidrocarbonetos, nos quais o benzeno esta situado. Desta
forma, a exposi¢cédo ao benzeno ainda pode conferir importancia na exposi¢cao
ambiental e ocupacional (COUTRIM et al, 2000; MINISTERIO DA
PREVIDENCIA SOCIAL, 2003). Atualmente o benzeno ainda é utilizado como
matéria-prima dentro da industria petroquimica, na sintese de substancias

quimicas basicas que sao, por sua vez, empregadas em uma vasta diversidade
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de produtos industriais. O benzeno carboquimico, cuja utilizagdo industrial é
cada vez menor, estd presente na composicdo do gas de coqueria,
denominado BTX (benzeno, tolueno, xileno). que é utilizado como fonte
energética na siderurgia. No setor sucroalcooleiro, o benzeno é utilizado para a
producdo do alcool anidro. As destilarias de alcool anidro sdo responsaveis
pelo maior consumo identificavel de benzeno. Ha a possibilidade de o benzeno
ser encontrado em concentragdes acima do permitido por lei em solventes e
produtos formulados utilizados em industrias graficas, de calgados e couros, de
tintas e vernizes, em oficinas mecanicas e servicos de pintura. (MINISTERIO
DA PREVIDENCIA SOCIAL, 2003).

Como ja salientado, a gasolina automotiva € uma fonte de exposicéo ao
benzeno, seja pela sua emissédo natural na atmosfera ou pela possibilidade de
vazamentos, que podem ocasionar contaminacdo de aquiferos e lengbis
freaticos (COUTRIM et al., 2000; SILVA et al., 2002). A Agéncia Nacional do
Petroleo (ANP) estabelece limites de benzeno como componente da gasolina
para a sua comercializagdo de no maximo de 1,2% para a gasolina comum e
1,9% no caso de gasolina Premium (ANP n°5, 2001). O grande problema so
as adulteragdes feitas pelos postos de gasolinas, onde ja foram encontrados
até 8% de benzeno em gasolinas adulteradas, aumentando, portanto, a
emissado de benzeno pelos veiculos automotores em grandes centros urbanos
(COUTRIM et al., 2000, AGENCIA ESTADUAL DE NOTICIAS, 2005). No Brasil,
a preocupagao com a contaminacdo dos aquiferos que servem de fonte de
abastecimento de agua, decorrentes do vazamento de gasolina, é crescente.
Esta preocupacao esta centrada em acidentes, como o ocorrido em 2000, no
Bairro Brisa Mar, Rio de Janeiro. Apdés o vazamento de gasolina do tanque
subterrdneo de armazenamento, as concentracbes de benzeno no lencol
freatico estavam 100 vezes maior que o recomendado (5 pg.L™”") (SILVA et al.,
2002).

Recentemente, a Food and Drug Administratrion (FDA) divulgou que
alguns refrigerantes possuem concentragbes de benzeno maiores que o0s

permitidos. Acredita-se que o benzeno seja gerado a partir do benzoato de
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sédio e acido ascorbico, que em algumas condigdes de exposigao a luz e calor,
podem reagir formando o benzeno (Food and Drug Administration, 2007).

Ainda, uma fonte de exposicao doméstica ao benzeno é possivel, uma
vez que este é encontrado em produtos domissanitarios, como por exemplo,
sulfonatos alquil benzeno encontrados nos desinfetantes; naftalenos ou
paradiclorobenzeno utilizados para a limpeza de pias e vasos sanitarios;
nitrobenzeno encontrado no lustra-méveis e ceras para o chdo (CORREA,
2005). A partir de 1982, o limite de benzeno nas formulagdes passou a ser de
1% e, de acordo com uma consulta publica aberta pela Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA), esse limite devera ser diminuido para 0,1%
(ANVISA, 2002).

A HQ é obtida pela biotransformag¢ao do benzeno, apds a sua absorgao
pelas vias dérmicas, respiratéria ou oral. Apds absorcao, €, subseqlientemente,
metabolizado pelas enzimas do citocromo P450 presentes no figado ou pulmé&o,
gerando o 6xido de benzeno. Este € amplamente metabolizado ou sofre
rearranjo espontadneo gerando o fenol. Novamente a acdo das enzimas do
citocromo P450 hepatica ou pulmonar converte o fenol em HQ. A HQ na
corrente sanguinea alcanga a medula éssea, onde sofre a agédo de enzimas
oxidativas como a mieloperoxidase e a prostaglandina H sintetase, para gerar
quinonas mais reativas, como as p-benzoquinonas, esquema demonstrado na
Figura 2 (SNYDER & HENDLI, 1996). A literatura mostra, enfaticamente, que a
HQ é uma das principais responsaveis pelos efeitos toxicos detectados apods
exposigao ao benzeno (para revisdo ver DECAPRIO, 1999; SNYDER, 2002;
2004).
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Além da fumaga do cigarro e da exposicao ao benzeno, pode haver
exposicao direta a HQ. Neste caso se destacam:

1) a exposicdo ocupacional a HQ por solu¢des utilizadas para
revelacoes de filmes fotograficos. A HQ € o principal ingrediente para a
revelagao de filmes em preto e branco. Casos de ingestao oral desse revelador
em grande quantidade causaram faléncia do figado e renal por mioglobinuria
(para revisao ver NORDLUND et al., 2006);

2) ingestao de alguns alimentos e plantas medicinais que possuem HQ,
tanto na sua forma livre e/ou na forma de uma substancia denominada de
Arbutina (hidroquinona-R-D-glucopiranosidio), que em pH &cido € hidrolisada a
HQ. A Uva Ursis contém grandes concentragdes de arbutina e € utilizada como
planta medicinal no tratamento de afecgbes urinarias (para revisao ver
NORDLUND et al., 2006), além do arroz, cebola, pao, sementes de trigo, péra,
chas e café. A ingestdo de comidas com alto indice de HQ/ arbutina elevam as
concentragdes plasmaticas e urinarias de HQ (para revisdo ver NORDLUND et
al., 2006);

3) HQ é encontrada nos medicamentos para a clareagédo da pele.
Estudos demonstram que os cremes que contém HQ sao relativamente bem
absorvidos (cerca de 45% da dose) e chegam a circulagdo, de onde sé&o
transportados para o organismo. A HQ é mantida na circulagdo por um periodo
superior a 24 horas. Vale ressaltar que a clareacédo da pele é observada apés
um periodo longo de tratamento, 4 a 6 semanas podendo chegar a 6 meses
(para revisdo ver KOOYERS & WESTERHOF, 2006; para revisdao ver
NORDLUND et al., 2006).

4) HQ encontrada como agente de corante de oxidagao para cabelos,
tem nestes casos, regulamentacdo pela ANVISA que estabeleceu um valor
limite para o uso dessa substancia nas formulagbes (2%), além de uma série
de recomendagdes de uso (RDC n° 79, 2000);

Um ponto importante que deve ser considerado na avaliacdo dos
mecanismos envolvidos na toxicidade da HQ é a dose e a frequéncia de

exposicao. Vale ressaltar que ndo existe uma dose ou tempo de exposicao
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estabelecido para a atividade toxica dos produtos de metabolizacdo do
benzeno. Estudos in vivo em ratos, onde a HQ ou fenol foram administrados
por via parenteral, permitiram estabelecer a dose onde ndo foi observado
qualquer efeito adverso (NOAEL), com doses didrias de 15 e 12 mg/kg,
respectivamente (IPCS, 1994; TAYSSE et al., 1995; LI et al., 1996, 1997;
RYAN et al., 2001).

Do exposto acima, fica claro que a exposicdo a HQ pode ocorrer por
diferentes fontes exdgenas, especialmente em cidades industrializadas,
agravada pelo trafego intenso. As consequéncias desta exposi¢do ainda néo
sdo conhecidas, estudos sao necessarios para avaliar as acdes de

componentes da poluicdo sobre a saude.

1.2 Processo inflamatério — Relevancia da célula endotelial e neutréfilo

O recrutamento de células para o foco inflamatério compreende um dos
eventos primordiais e fundamentais da resposta inflamatéria, que envolve
mediadores inflamatdrios e moléculas de ades&o entre os leucdcitos e células
endoteliais, como mostra a Figura 3 (COOK-MILLS & DEEM, 2005).

ICAM-1
VCAM-1
o R Intearinas PECAM.1
L-Selectina S -
E-Selectina Sinalizacao ICAM-1
P-Selectina selectina | Citocinas
Ativagao
Captura /_\‘
\ “Rolling” an e
¥ Rnumg Ientog Arraste _ Aderéncia
A intravascular -
r Q) ) ) (9 ‘aB) ‘e =)
\ .
N \ y- W) (D) k
' Y Y Fa | P P
0 o 0] © o0 o] of o
' y - g (&) '
Células endoteliais pambranabasal

Figura 3. Etapas da interagao leucocito-endotélio.
(Adaptado de Ley et al., 2007).
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As células endoteliais, por revestirem os vasos sanguineos e estarem
em contato direto com o sangue circulante, possuem importancia fundamental
na homeostasia e na génese de doengas de origem inflamatdria e
cardiovasculares. No processo inflamatdrio, as células endoteliais participam
dos aspectos vasculares e celulares, bem como, na secre¢cdo de mediadores
quimicos responsaveis pela instalagdo e manutengdo do processo (COOK-
MILLS & DEEM, 2005).

Os neutrdfilos, que em conjunto com os eosindfilos, sdo chamados de
leucécitos polimorfonucleares, constituem a populagcdo mais abundante de
leucocitos circulantes em humanos, cerca de 4.000 a 10.000 por mm3, podendo
chegar a até 120.000 em resposta a infecgbes. Sdo células produzidas na
medula éssea e circulam no sangue até que sejam recrutadas para o foco de
uma lesdo. Durante um processo de agressao ao hospedeiro, os neutréfilos
sdo as primeiras células a serem recrutadas para o foco da lesdo e
desempenham papel fundamental na resposta imune inata e na passagem
desta para adquirida. Na resposta inflamatéria inata desempenham inumeras
funcdes, na liberagdo granulos intracelulares, expressdo de moléculas de
adesado, quimiotaxia, secrecdo de mediadores quimicos, producdo de oxido
nitrico (NO), fagocitose e potente atividade microbicida (ABBAS, 1998, FURZE
& RANKIN, 2008, ZARBOCK, 2008).

Os eventos responsaveis pela instalacao da resposta inflamatéria, como
a interacdo leucdcito-endotélio, ocorrem, predominantemente, na porgcao
venular da rede microcirculatéria, em vénulas pds-capilares com didmetros que
variam entre 20 a 50um (Brain, 1994). A parede destes vasos € composta por
uma camada de célula endotelial, membrana basal e pericitos, sem a presenca
de musculatura lisa. Desta forma, a célula endotelial estd em contato direto
com os componentes do sangue e da parede do vaso e intersticio, sendo assim
alvo de substancias presentes no sangue ou secretadas por células
competentes no intersticio durante o processo inflamatério (COOK-MILLS &
DEEM, 2005).

As células endoteliais, por revestirem os vasos sanguineos e estarem

em contato direto com o sangue circulante, possuem importancia fundamental
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na homeostasia e na génese de doengas de origem inflamatéria e
cardiovasculares. No processo inflamatdrio, as células endoteliais participam
dos aspectos vasculares e celulares, bem como, na secre¢cao de mediadores
quimicos responsaveis pela instalagdo e manutengdo do processo (COOK-
MILLS & DEEM, 2005).

Os neutrdfilos, que em conjunto com os eosindfilos, sdo chamados de
leucécitos polimorfonucleares, constituem a populagcdo mais abundante de
leucocitos circulantes em humanos, cerca de 4.000 a 10.000 por mm3, podendo
chegar a até 120.000 em resposta a infecgbes. Sdo células produzidas na
medula éssea e circulam no sangue até que sejam recrutadas para o foco de
uma lesdo. Durante um processo de agressao ao hospedeiro, os neutréfilos
sdo as primeiras células a serem recrutadas para o foco da lesao e
desempenham papel fundamental na resposta imune inata e na passagem
desta para adquirida. Na resposta inflamatéria inata desempenham inumeras
funcdes, na liberagdo granulos intracelulares, expressdo de moléculas de
adesado, quimiotaxia, secrecdo de mediadores quimicos, producdo de oxido
nitrico (NO), fagocitose e potente atividade microbicida (ABBAS, 1998, FURZE
& RANKIN, 2008, ZARBOCK, 2008).

Os eventos responsaveis pela instalacao da resposta inflamatéria, como
a interacdo leucdcito-endotélio, ocorrem, predominantemente, na porgcao
venular da rede microcirculatéria, em vénulas pds-capilares com didmetros que
variam entre 20 a 50um (Brain, 1994). A parede destes vasos € composta por
uma camada de célula endotelial, membrana basal e pericitos, sem a presenca
de musculatura lisa. Desta forma, a célula endotelial estda em contato direto
com os componentes do sangue e da parede do vaso e intersticio, sendo assim
alvo de substancias presentes no sangue ou secretadas por ceélulas
competentes no intersticio durante o processo inflamatério (COOK-MILLS &
DEEM, 2005).

Os leucécitos em condigdes fisioldgicos circulam na parte central do
vaso envolto pelos eritrdcitos, localizagcdo essa dependente do tamanho da
célula. Apés um estimulo inflamatério, ocorre uma agregacao eritrocitaria,

foram estrutura maiores que os leucdcitos, fazendo com que ocorra uma
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inversdo da posigao e os leucécitos passem a marginar na periferia do vaso.
(CHIEN, 1982; para revisao ver HARLAN, 1985; RAMPART, 1994; WIEDLE et
al.; 2001).

Quando os leucdcitos passam a marginar e rolar sobre o endotélio de
vénulas pos capilares, onde predominantemente ocorrem os fendémenos
inflamatérios, ocorre entdo uma cascata de eventos mediada por uma série de
substancias, que tem como resultado o extravasamento do leucdcito para o
foco da leséo. O rolamento dos leucdcitos sobre o endotélio € denominado de
comportamento rolling, mediado pelas moléculas de adesdo chamadas de
selectinas, Leukocyte Endothelial Cell Adhesion Molecule (L-selectina) em
leucocitos, Endothelial Leukocyte Adhesion Molecule-1 (E-selectina) no
endotélio e P-selectina (CD62P) em plaquetas e no endotélio.

A P-selectina é encontrada nos granulos o das plaquetas e nos
corpusculos de Weibel - Palade presentes no citoplasma das células
endoteliais, sendo entdo rapidamente mobilizada até superficie celular na
presenca de um estimulo inflamatério (para revisao ver SPERANDIO, 2006). A
E-selectina é expressa apds estimulacdo, L-selectina € uma molécula
constitutiva, ja E- selectina necessita de indugao transcricional (TAMARU &
NARUMI, 1999). Apdés o comportamento rolling, o leucdécito passa a aderir
firmemente ao endotélio, comportamento esse mediado pela agao das
integrinas (JUNG & DAILEY, 1990; JUNG & LEY, 1999).

As integrinas pertencem a uma grande familia de receptores
heterodiméricos (subunidades o e ), assim a subfamilia das B2 integrinas
compreende Antigeno-1 Associado a Fungdo Leucocitaria (LFA-1);
Macrophage Associate-1 (MAC-1), sua principal funcdo € a adesdo de
leucécitos ao endotélio mas também fazem quimiotaxia e a fagocitose, que sao
reguladas pelo aumento no nimero de receptores na superficie celular ou por
alteragdes morfofuncionais (SHINJI et al., 2003; HEIT et al., 2005).

Na presenca de uma estimulag&o, ocorre nas subunidades o e 3 uma
mudancga conformacional para um estado de alta afinidade, ja que estes

receptores sdo expressos constitutivamente em todos os leucdcitos num
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estado de baixa afinidade. Assim, B2 integrinas ligam-se firmemente a
diferentes ligantes no endotélio, entre as quais as moléculas da superfamilia
das imunoglobulinas. Além da adesao entre leucdcitos e endotélio(YANG et al.,
2004; para revisao ver JAKUS et al., 2007).

A medida que os leucécitos rolam sobre a superficie endotelial,
moléculas de adesao fazem a interacao dos leucdcitos a parede vascular, a
superfamilia das imunoglobulinas sado importantes moléculas, entre elas a a
molécula de adeséo intercelular-1 (ICAM-1), molécula de adesao intercelular-2
(ICAM-2), molécula de adesao vascular (VCAM-1) e molécula de adesao da
célula endotelial/ plaquetas (PECAM-1).

A ICAM-1 e ICAM-2 sao importantes ligantes endoteliais para 2
integrinas, LFA-1 e MAC-1 presentes nos leucécitos, a ICAM-1 é uma
imunoglobulina que é expressa constitutivamente em varios tipos celulares
incluindo leucdcitos e na célula endotelial, sua expressao pode ser induzida por
estimulos, como a acgéo de citocinas. A ICAM-1 é uma importante molécula
cuja funcao esta relacionada a firme adesao dos leucécitos, além de ativar uma
série de sinais intracelulares que faciltam a diapedese do leucdcito. Em
contrapartida a ICAM-2 é expressa na membrana porém ela ndo é induzida por
estimulos inflamatdrios (para revisées ver YUSUF-MAKAGIANSAR et al., 2002).

A VCAM-1 é uma molécula que é pouco expressa em células endoteliais
nao estimuladas, mas sua expressao pode ser induzida como por exemplo pela
acao das citocinas TNF-a e IL-. A VCAM-1 se liga ao receptor Very Late
Activation antigen-4 (VLA-4) presente nos leucocitos e medeia a firme adeséo
e transmigracao dos leucécitos (BOCHNER et al., 1991, POBER & COTRAN,
1991, para revisoes ver PETRUZZELLI et al., 1999).

A PECAM-1 é uma molécula expressa em plaquetas, neutrdfilos,
mondécitos e em células endoteliais onde é largamente encontrada nas jungdes
intercelulares (ALBELDA et al., 1990; TANG et al., 1993; LUTZKY et al., 2006).
O mecanismo pelo qual a PECAM-1 participa da transmigracao de leucécitos é
provindo da sinalizacdo dessa molécula para a célula endotelial alterar sua

conformacao do citoesqueleto para a subsequente transmigragao e ainda a sua
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fosforilagdo induz uma cascata de sinalizagdes intercelulares (para revisao ver
COOK-MILLS & DEEM, 2005).

As citocinas sao substancias quimicas (mediadores inflamatérios)
produzidas por diversos tipos celulares e que atuam em todo o processo
inflamatério emitindo sinais entre as células durante o desencadeamento
inflamatério, como a interacao leucécito-endotélio.

O fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) € produzido por diversas células
como macrofagos, mondcitos, fibroblastos, células B e células endoteliais. No
endotélio estimula a expressédo sequencial de diferentes moléculas de adeséo
como ICAM-1, VCAM-1, E-selectina que medeiam a ligagao preferencial de
diferentes tipos de leucdcitos a célula endotelial. As células endoteliais em 1 a
2 horas de exposi¢cao ao TNF-a, expressam a E-selectina, e posteriormente a
molécula de adesao VCAM-1, ligante para a integrina VLA-4 e ICAM-1, ligante
para LFA-1 e MAC-1, e ainda induz a producédo de IL-1B e a acédo das enzimas
oxido nitrico sintases (NOS). No processo inflamatério além de facilitar a
aderéncia de leucécitos a superficie endotelial, induz a fagocitose, e a geragéo
de radicais livres de oxigénio (CHAKRABARTI et al., 2006; CLARK et al., 2005;
CIRIONI et al., 2005; para revisbes ver DARNAY & AGGARWAL, 1997,
HATAO et al., 2005, KUNKEL et al., 1997; YU & LIMPER, 1997; WOO et al.,
2005).

A interleucina 6 (IL-6) é produzida por mondcitos, células endoteliais e
linfocitos e esta fortemente relacionada a producgao e liberagédo de proteinas de
fase aguda, e dos efeitos pré inflamatérios, induzindo a produgdo de outras
citocinas, tendo efeito sinérgico como por exemplo, IL-13 € TNF-ao (HELFGOTT
et al., 1987; OPAL & DEPALO, 2000; VAN DAMME et al., 1989).

A interleucina-1 (IL-1B) € produzida por uma gama de células como,
macrofagos, mondcitos, células endoteliais, fibroblastos, neutroéfilos, e € um
importante componente na resposta inflamatéria e imune, age sinergicamente
com o TNF-a, no endotélio induz uma série de mudancgas a nivel transcricional,
ativando a expressao de moléculas de adesdo como (ICAM-1,VCAM-1 e E-

selectina) e mediadores quimicos, como citocinas, NO, fatores de crescimento
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(DUSTIN et al., 1986; CHING et al., 2005; CHING et al., 2006; KULDO et al.,
2005; MEAGER, 1999; WONG et al., 1989).

A interleucina 8 (IL-8) é secretada por células como linfécitos, mondcitos,
células endoteliais, um fator essencial na infiltragdo dos neutréfilos na resposta
inflamatdria, denominada de quimiocina, ela ativa as propriedades de
neutréfilos tais como a liberagdo de enzimas lisossomais, geragcédo de
superoxido e aumento de moléculas de adesao (ALl et al., 1999; BIRONAITE et
al., 2004; DEJANA et al., 1994).

A interleucina 10 (IL-10) sintetizada por células Th, CD4+, células B,
mondcitos, macrofagos e célula endotelial ativados, e ela inibe a sintese de
citocinas como IL-1B, IL-6, TNF-a, IL-8, agindo como um feedback negativo aos
efeitos pré inflamatérios (para revisdao ver COUPER et al., 2000, HICKEY et
al.,1998)

Apds o recrutamento dos leucécitos, uma fungdo determinante dos
neutréfilos é a capacidade de fagocitar e matar microorganismos. A fagocitose
€ um evento celular complexo no qual particulas sao reconhecidas,
internalizadas e eliminadas. Consistindo na primeira linha de defesa do
organismo na remogao de microorganismos, esse processo envolve o
reconhecimento de antigenos por receptores de superficie nas células
fagociticas, iniciando a polimerizagéo e a internalizagao de particulas externas
ou organismos no fagossomo (ALLEN & ADEREM, 1996). Além de
microorganismos, a remocao de células em apoptose ocorre por fagocitose
(FRANK et al, 1999). Na superficie do fagocito, sdo expressos varios
receptores capazes de reconhecer e decodificar seus ligantes cognatos,
presentes na superficie de agentes infecciosos e células apoptéticas, e
desencadear o englobamento (STUART & EZEKOWITZ, 2005). Neste
processo, ocorre interacdo de receptores de membrana com moléculas
especificas ligantes, localizadas na superficie de particulas, o complexo
ligante-receptor estimula a reorganizacdo local do citoesqueleto de actina
(KWIATKOWSKA & SOBOTA, 1999). A fagocitose € seguida pela fusdo do

fagossomo com lisossomos contendo enzimas digestivas, formando o
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fagolisossomo, seguindo-se a degradagcdo da particula (STUART &
EZEKOWITZ, 2005).

Durante todo o processo de fagocitose, ocorre uma indugdo do
metabolismo oxidativo conhecido como burst respiratério, que com o consumo
de oxigénio (O,) ocorre produgcdo de uma série de substancias como peréxido
de hidrogénio (H.0,), radicais de hidrogénio (OH®), anion superoxido (O2), que
possuem acao microbicida. O 6xido nitrico (NO) é considerado crucial para o
killing de diferentes patogénos, sendo considerado um agente microbicida, e
seria um mecanismo intracelular alternativo de defesa contra microorganimos,
agindo provavelmente como complemento ao sistema extracelular da produgao
de espécies reativas de oxigénio (FIERRO et al., 1996).

Em conjunto, a descricdo acima mostra que a célula endotelial e os
neutréfilos possuem importancia significativa no desenvolvimento inicial do
processo inflamatério. Desta forma, o esclarecimento da acdo de substancias
sobre essas células é um ponto relevante na elucidacdo do mecanismo de
acao sobre a instalacédo e desenvolvimento da resposta do organismo a um

agente lesivo.

1.3 Efeitos toxicos da hidroquinona

Como salientado, um grande numero de estudos tem sugerido que o
metabolismo do benzeno é o passo fundamental para o desenvolvimento dos
efeitos toxicos (MEDINSKY et al., 1995; para revisao ver SNYDER 2002; 2004).
Os metabdlitos responsaveis por tais efeitos e os mecanismos moleculares
envolvidos ainda nao estdo completamente elucidados (SNYDER, 2002;
SHEETS & CARLSOM, 2004), entretanto estudos tém mostrado que
metabdlitos com anéis aromaticos hidroxilados fechados, como HQ e fenol, e
com anéis abertos, como trans,trans-muconaldeido (AMIN & WITZ, 2001,
RIVEDAL & WITZ, 2005) sao importantes para a génese da toxicidade ao
sistema imune.

Neste contexto, a literatura tem evidenciado amplamente os efeitos
toxicos da HQ sobre o sistema imune. No entanto, os mecanismos envolvidos

nao estao totalmente elucidados.
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A HQ é um estimulador in vitro e in vivo da diferenciagdo de granulécitos
e promove supressdo da hematopoese (para revisdo ver DECAPRIO, 1999;
SNYDER, 2004). A administragdo de HQ in vivo promove neutrofilia (para
revisdo ver SNYDER, 2002, 2004), e reduz o numero de células
mononucleares no sangue periférico (GILL et al., 1980; SNYDER et al., 1980;
GREEN et al., 1981; CRONKITE et al., 1984; FARRIS et al., 1997), na medula
e em orgaos linféides secundarios (FARRIS et al., 1997; ROBINSON et al.,
1997, VELASCO-LEZAMA et al., 2001). Além dos efeitos sob a produgao e/ou
maturagao leucocitaria, ha evidéncias do papel da HQ sobre a atividade celular.

A HQ acarreta efeitos toxicos em linfécitos, observados pelo prejuizo de
diferentes fung¢des celulares como a redugdo da atividade citotdxica natural de
linfocitos, a produgao de anticorpos (HSIEH et al., 1992; TAYSSE et al., 1995;
LEE et al,, 2002; DIMITROVA et al., 2005), na proliferacdo e secregdo de
citocinas, tanto das células circulantes e de érgéos linféides secundarios, como
de células da provenientes da medula 6ssea (LI et al., 1996, 1997; PYATT
et al., 1998, 2000; MCCUE et al., 2003; CHO et al., 2008) além de causar
inibicdo da blastogénese e interferéncia na progressao do ciclo de células T
(FRAZER-ABEL et al., 2007).

A HQ inibe a resposta imune mediada por macrofagos, pela diminuigdo
da produgédo de peroxinitrito (ONOO-) por duas vias, a saber: ou pelo seqlestro
de ONOO- ou pela diminuicao da produgao do NO pela inibicdo da expressao
de 6xido nitrico sintetase induzivel (iNOS) (KIM et al., 2005; CHO et al., 2008).
Adicionalmente, a HQ acarreta diminuicdo na sintese de citocinas pré ou
antiinflamatérias, como TNF-a, IL-1B, IL-6, interleucina 3 (IL-3), IL-10, por
mecanismo mediado via fator de transcricdo nuclear (NF-xB) (MA et al., 2003,
LEE et al., 2007, CHO et al., 2008).

Os efeitos sobre producdo, maturagao e fungao leucocitaria podem ser
decorrentes da capacidade da HQ ligar-se com alta afinidade iénica a acidos
nucléicos e proteinas, além de induzirem a geracdo de espécies reativas de
oxigénio (ROS), H,0O,, O, e OH*, responsaveis pelo estresse oxidativo e pela
peroxidagao lipidica (EASTMOND et al, 1987, THOMAS et al., 1990;
KOLACHANA et al., 1993; ROSS et al., 1996; SHEN ET AL., 1996; IBUKI &
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GOTO, 2004; RANA & VERMA, 2005). Ainda, tem sido mostrado que a HQ
altera o microambiente medular, com prejuizo na secregdo e atividade de
fatores de crescimento, entre os quais IL-1, interleucina 4 (IL-4), interleucina 12
(IL-12), fator estimulador de crescimento de colénias de granuldcitos e
macrofagos (NICULESCU et al., 1995; 1996; LEE et al., 2002; ZHENG et al.,
2004; KIM et al., 2005), induz a apoptose em mieloblastos e linfoblastos na
medula éssea e linfocitos circulantes (HAZEL et al., 1996; LI et al., 1996;
KERZIC et al., 2003), além de exercer efeitos genotoxicos, representados por
danos oxidativos, inibicdo da sintese de acido desoxirribonucléico (DNA) e

aberragdes cromossdmicas (LI et al., 1997).

E importante ressaltar que os estudos com a HQ utilizam diferentes
concentragcbes in vitro dependentes dos delineamentos experimentais
empregados. Entre os estudos apresentados na literatura, observa-se que as
concentragoes variam de 12,5 - 100uM (MA et al., 2003, KIM et al., 2005, LEE
et al., 2007, CHO et al., 2008) até 0,01-0,05mM (SCHLOSSER et al., 1989) em
macrofagos; de 10 - 50uM em linfécitos (FRAZER-ABEL et al., 2007; CHOI et
al., 2008), 40uM em células hepaticas (HU et al., 2008), 1-100uM em células
brancas do sangue periférico (ZHAO et al., 2009) e 5-20mM para estudos de
carcinogénese em células renais (GASKELL et al., 2004).

Dados do nosso grupo de pesquisa mostram que ratos, machos, Wistar,
expostos cronicamente in vivo a HQ intraperitonial (i.p), na concentragéo de
50 mg/Kg/dia, por 24 dias, com intervalos de 2 dias, a cada 5 dias de
tratamento, tiveram um comprometimento na migragdo de leucécitos para o
pulm&o na vigéncia de inflamagéo alérgica ou nao-especifica (MACEDO et al.,
2006, 2007). E importante ressaltar que esta exposicdo ndo causou efeitos
toxicos nos tecidos hepatico ou renal e nao alterou a producao de células
brancas e vermelhas na medula éssea. Da mesma forma, a exposi¢cao crbnica
a HQ, em doses ainda mais baixas de 5 e 10 mg/Kg/dia (i.p), pelo mesmo
periodo de tempo também afetaram a migracado de leucdcitos para o pulmao
inflamado em resposta a instilagao do lipopolissacarideo (LPS) de Salmonella
abortus ( FERREIRA et al., 2007).
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Baseado nos resultados acima é possivel inferir que mesmo em
concentragdes de HQ, abaixo do NOAEL, podem causar prejuizos ao sistema
imune detectados somente na vigéncia de resposta do organismo a uma
agressao. Com relagédo a toxicidade da HQ, recentemente McGregor (2007),
questionou sua classificagcdo pelo “International Agency for Research on
Cancer” (IARC) como sendo n&o carcinogénica para humanos (classe 3),
propondo que talvez os modelos de avaliacdo aplicados aos animais sejam

limitados e inadequados para a indicagcao da toxicidade a HQ a seres humanos.

1.4 Efeitos da hidroquinona sobre a célula endotelial

Os dados da literatura sobre o papel da HQ sobre a célula endotelial
ainda sao fragmentarios, mas sugerem que este composto fendlico pode alterar
a funcao celular por diferentes vias.

A primeira linha de investigagdes mostrou, na década de 1990, que a
HQ exerce papel inibidor sobre a vasodilatacao induzida pela acetilcolina e que
0 mecanismo envolvido poderia ser a inativacao do NO produzido pela célula
endotelial. O mecanismo proposto foi a capacidade da HQ induzir a geracao de
radicais livres, que reagindo com o NO inativaria seu efeito dilatador. Os
ensaios foram conduzidos em arteriolas de diferentes leitos microcirculatérios e
auxiliaram na caracterizagdo do NO como um potente vasodilator derivado do
endotélio (BING et al., 1987; BRASHERS et al., 1988; KALEY et al., 1989;
ALONSO et al., 1993; BAKER & SUTTON, 1993). Desta forma, a HQ tem sido
considerada um “inativador” ou “antagonista” do efeito vasodilator do NO.
Neste contexto, € importante salientar que os compostos nitrosilados formados
pela reagao de radicais de oxigénio e oxido nitrico s&o reativos, contribuindo
efetivamente para a lesao tecidual (COLEMAN, 2001).

Dados mais recentes tém inferido que a HQ exerce efeito sobre a
capacidade de secrecao de citocinas pelo endotélio, uma vez que a HQ induziu
a secregao de interleucina-8 (IL-8) em linhagem de endotélio (HL-60) ou em
célula endotelial de medula éssea humana. Ainda, a HQ acarretou apoptose

em células HL-60, por um mecanismo ndo dependente de radicais de oxigénio,
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indicando que outras vias intracelulares podem ser alteradas pela HQ
(BIRONAITE et al., 2004).

Resultados obtidos em nosso laboratério demonstraram que a exposicao a
HQ in vivo pode afetar atividades de células endoteliais. A expressdo de
PECAM-1 na célula endotelial do musculo cremaster dos animais expostos a
HQ e estimulado com LPS estava aumentada (MACEDO et al., 2008).

Em conjunto, embora ainda escassos, os dados da literatura sugerem
que a HQ possa interferir com fungbes na célula endotelial relevantes para
manutencdo do fluxo sanguineo e para o desenvolvimento de resposta

inflamatoria.

1.5 Efeitos da hidroquinona sobre os neutroéfilos

Os conhecimentos dos efeitos da HQ em neutrofilos ainda s&o escassos.
Dados da literatura mostram que a HQ altera o processo de maturagao destas
células, levando a neutrofilia (SNYDER, 2004). De fato, resultados do nosso
grupo de pesquisa mostram que ratos, machos, Wistar, expostos cronicamente
a HQ (i.p), na concentracdo de 50 mg/Kg/dia, apresentaram neutrofilia,
induzindo uma maturagdo precoce de neutréfilos no ultimo estagio de
diferenciagéo e ainda ocasionando um aumento do numero de neutréfilos para
o compartimento periférico. Nesse mesmo contexto, foi observado que a
exposigao da HQ induz a ativagao neutréfilos, com aumento na expressao de
B, integrina na membrana celular, e um acumulo dessas células no tecido
subcutédneo dorsal de ratos Wistar inflamado pelo glicogénio de ostra
(MACEDO et al., 2006).

Por outro lado, o mesmo protocolo de exposicdo a HQ inibiu a migracao
de leucdcitos polimorfonuclear e mononuclear para o pulmao na vigéncia de
resposta inflamatéria alérgica (MACEDO et al., 2007). Da mesma forma, a
exposigao crdnica, in vivo, a HQ em doses ainda mais baixas de 5 e 10
mg/Kg/dia, também afetaram a migracdo de leucdcitos para o pulmao
inflamado em resposta a instilacdo do lipopolissacarideo de Salmonella abortus
(FERREIRA et al., 2007), sem alterar o numero de leucécitos na circulagéo.
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Apesar dos dados em neutrofilos ainda serem fragmentarios, a literatura
descreve os efeitos da HQ sobre outros tipos de fagécitos. Em macréfagos tem
sido observado que a exposigao a HQ, na vigéncia de um estimulo inflamatério
(LPS) compromete a secregao de citocinas como IL-13, TNF-a e IL-6 por inibir
o fator de transcricdo NF-kB e a expressao génica, e suprimi a expressao da
iINOS diminuindo a producdo de NO. Ainda, tem sido mostrado que a HQ
diminui a resposta mediada por macréfagos pela diminuigdo do peroxinitrito e
pela inibicao da via oxidativa (MA, et al., 2003, CHO et al., 2008).



37

2. OBJETIVOS

Como ja salientado, temos mostrado que a exposi¢ao in vivo a HQ altera
o influxo de neutrdfilos para focos inflamatorios de diferentes origens. No
sentido de elucidar os mecanismos responsaveis por estas alteragdes, este
trabalho foi desenvolvido para investigar os efeitos do tratamento in vitro da HQ
sobre atividades funcionais da célula endotelial e de neutréfilos envolvidas no

recrutamento leucocitario na vigéncia de inflamacgao.



38

3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Reagentes

BD Pharmingen, San Diego, CA, EUA: anticorpos monoclonais anti- ICAM-1
conjugado ao isoticianato de fluoresceina (FITC), anti- VCAM-1 conjugado a
FITC, anti- PECAM-1 conjugado a Ficoeritrina (P.E), anti- anexina V conjugado
a FITC.

VetBrands: Paulinia, Sao Paulo, Brasil: Ketamina e Xilazina.

LabSynth, S&o Paulo, Brasil: cloreto de soédio, fosfato de sédio potassio
dibasico, fosfato de potassio monobasico. cloreto de calcio diidratado, cloreto
de potassio, bicarbonato de sddio, etanol, cloroférmio, isopropanol.

Sigma Chemical CO, St.Louis, EUA: hidroquinona, glicogénio de ostra (grau Il),
lipopolissacarideo de Echerichia coli (E.coli).

Cultibab, Brasil: RPMI 1640.

Gibco-BRL, MD, USA: soro fetal bovino, DMEM, Trizol, brometo de etidio.
Amersham Pharmacia Biotech UK Limited, UK: dNTP, RNA guard,
Transcriptase reversa (superscript Il), Taq polimerase, Sefadex G-25.

Bio Rad, EUA: Kit comercial para método de Bradford.

BD Biosciences: Kits comerciais para quantificagdo de: TNF-a, IL-6,IL-10, IL-1B
e CINC-1.

3.2 Animais

Ratos Wistar, com peso entre 180-220g foram fornecidos pelo Biotério
da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas e do Instituto de Quimica da
Universidade de Sao Paulo. Os animais foram mantidos em condigdes normais
de biotério, com ciclo de luz e temperatura controlada e tiveram acesso a
alimento e agua ad libidum até o inicio dos experimentos. Todos os
procedimentos foram realizados de acordo com os Principios Eticos de
Experimentagdo Animal adotados pela Sociedade Brasileira de Ciéncia em
Animais de Laboratério (SBCAL), protocolo CEEA n° 169.
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Os procedimentos experimentais foram realizados apds a inducado de
anestesia com Ketamina e Xilazina (2:1, vol/vol); (77,3 mg/Kg de cloridrato de

ketamina / 7,6 mg/kg de cloridrato de xilazina).

3.3 Obtencgao das diferentes células

3.3.1 Obtencgao de células endoteliais

A cultura de células endoteliais foi realizada a partir do musculo
cremaster dos ratos Wistar, seguindo a metodologia descrita por Chen et al.,
1995 e modificada por Lotufo et al., 2001. Para tal procedimento, os animais
foram anestesiados com solugdo de ketamina/xilazina e exsanguinados pela
seccao da artéria carétida e/ou jugular. Em seguida, incisao cirurgica na bolsa
escrotal foi realizada, em fluxo laminar, para remocdo do musculo cremaster.
Os tecidos foram lavados com solugdo tamponada fosfato salino (PBS: NaCl
125mM, KCI 5mM, Na;HPO4 8mM, NaH,PO4 2mM; pH- 7.2) e cortados em
pequenos cubos de aproximadamente 2 x 2 x 2 mm Dois cubos foram
colocados em cada pogo da placa de 24 pocos, e apés 2 a 5 minutos, foram
cobertos com 600uM (total) de meio de cultura DMEM (Dulbecco’s Modified
Eagle Medium) estéril suplementado com 20% de soro fetal bovino (SFB) e
gentamicina (40mg/L; pH 7,4).

A placa foi incubada por 48h em estufa de CO; (5%) em atmosfera
umida. Apos este periodo, o tecido foi removido e 200uL de meio foi adicionado.
A placa foi mantida em estufa até que as células atingissem confluéncia
quantificada em microscopio invertido (Leica DMI 4000B), e o meio de cultura
foi trocado a cada 48 horas. Aproximadamente 8-10 dias, as células foram
repicadas em uma nova placa de 24 pogos e apds atingirem 90% de

confluéncia (= 48 horas) as células foram tratadas com a HQ.
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Figura 4. Esquema da obtenc&o da cultura de célula endotelial.

3.2.2 Obtencao de neutréfilos migrados para o peritonio

Para a obtencdo dos neutréfilos migrados para o peritbnio, os animais
foram anestesiados com solugdo de ketamina/xilazina (2:1) e receberam
injecao intraperitoneal de 10mL de solugéo de glicogénio de ostra 1% .

Apods 4 horas, os animais foram re-anestesiados, exsanglinados pela
seccao da artéria cardtida e veia jugular, foi injetado 20mL de PBS estéril na
cavidade abdominal que foi exposta para coleta das células com auxilio de
pipeta Pasteur de plastico estéril. Em seguida, a suspensdo de células foi
centrifugada (15 minutos, a 4° C, em 600g) e posteriormente ressuspendidas
em 1mL de meio RPMI 1640 contendo 10% de SBF e contadas em camara de
Neubauer.

Foram transferidas 1x10° células para cada poco de uma placa de
cultura de 24 pogos e o volume foi ajustado para 500uL, utilizando meio de
cultura RPMI 1640 contendo 10% de SFB.

A quantificacao total e diferencial foi realizada em camara de Neubauer

e em esfregagos corados com Giemsa, respectivamente.
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Figura 5. Esquema de obtencao de neutréfilos migrados para peritonio.

3.4 Preparo da solugdo de HQ e tratamentos das células

3.4.1 Preparagao da solugao

Uma solugdo de HQ a 10mM foi preparada, utilizando o etanol (p.a.)
como solvente. A partir dessa solugdo foram obtidas as seguintes
concentragdes utilizadas nos ensaios: 5-10uM para neutréfilos e 10-100uM

para a célula endotelial.

3.4.2 Tratamento

As células endoteliais foram pré-tratadas com a HQ nas concentracoes
de 10 ou 100uM por duas horas, na auséncia ou presenca de LPS (Escherichia
coli; sorotipo 026:B6; 2 uyg/mL). O tempo de incubagdo com o LPS variaram de
acordo com cada delineamento experimental.

Os neutréfilos migrados com glicogénio de ostra para o peritdnio foram
pré-tratados com a HQ nas concentragbes de 5 ou 10uM por uma hora, na
auséncia ou presenga de LPS (Escherichia Coli; sorotipo 026:B6; 5ug/mL), o

tempo de incubagao com o LPS foi de 18 horas.
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Durante todo o tratamento as células foram mantidas em atmosfera
Umida a 37° C.

3.5 Caracterizacao da célula endotelial por microscopia confocal

Para a caracterizagcao das células endoteliais foi utilizada a marcacao
com PECAM-1, uma molécula de adesdo constitutiva presente na célula
endotelial (WOODFIN et al, 2007; GARRIDO-URBANI et al., 2008).
Aproximadamente 200uL da suspensdo de células (10° células/mL) foram
plagueadas em laminulas de vidro posicionadas no fundo de placas de cultura
de 14mm de didmetro (MatTek Corporation) e mantidas por 48 horas em estufa
a 37°C e atmosfera de 5% de CO,. Apds esse periodo, as células foram
lavadas com meio de cultura DMEM sem SFB e foram incubadas por 30
minutos com o anticorpo monoclonal anti-PECAM-1 (0,1ug/ 10° células) ligado
a Ficoeritrina (P.E).

Para a avaliagdo da fluorescéncia emitida pelas células, foram
selecionados campos contendo aproximadamente de 3 a 8 células e o nivel de
fluorescéncia emitida por cada célula foi avaliada através do programa LSM
510 (Zeiss). Os registros foram realizados com a objetiva de imersao em 6leo
(40X). As leituras foram realizadas nos comprimentos de onda de 496nm, 546

nm, 565nm e um filtro para emissao em 575nm.

3.6 Ensaios de citometria de fluxo

As quantificagdes foram analisadas em citdmetro de fluxo (Becton &
Dickinson — Sao Jose, CA, USA, FACS Calibur). Aproximadamente 10 000
eventos foram obtidos e somente células morfologicamente viaveis foram

considerados aptos para a analise.

3.6.1 Avaliagao da viabilidade celular

Para a avaliagdo da viabilidade da célula endotelial, as culturas foram
tratadas com 10 ou 100uM de HQ por duas horas e posteriormente incubadas
com meio DMEM ou acrescido de LPS (2 ug/mL) e foram mantidas por 48

horas, uma vez que este foi 0 maior tempo de incubagao durante os ensaios.



43

Para os neutrdfilos as culturas foram tratadas com 5 ou 10uM de HQ por 1 hora
e posteriormente incubadas com meio RPMI ou acrescido de LPS (5ug/mL) por
18 horas.

A apoptose das células é quantificada através da ligacéo da ligagdo da
anexina com a fosfotidilserina, que é externalizada quando a célula entra em
processo apoptético.

Apds o periodo de incubacdo, 90uL de tampdo de anexina com 10uL
(1:10) de anticorpo anti-anexina V (proteina ligada ao FITC) foram adicionados
as culturas de célula endotelial, as células foram retiradas das placas de cultura
com auxilio de um “cell scraper” e transferidas para tubos especificos para o
ensaios de citometria de fluxo. Neutréfilos foram ressuspensos em 90uL de
tampao de anexina com 10uL (1:10) de anticorpo anti-anexina V (proteina
ligada ao FITC). Ambas as células foram incubadas com o anticorpo por 20
minutos na geladeira, protegido da luz.

Neste mesmo ensaio foi avaliado o processo de necrose pela adicao de
5 uL de iodeto de propidio (PI) por tubo (50ug/mL) no momento da leitura no
citometro de fluxo.

A necrose das células é quantificada pela ligagdo direta de um marcador
especifico (fluorocromo) a moléculas estruturais ou funcionais. O Pl, em
principio, nao penetra a membrana citoplasmatica de uma célula viva. Este fato
reflete, portanto, uma integridade da membrana. Quando o Pl cora
intensamente o nucleo da célula, € porque a célula perdeu a integridade da sua
membrana periférica, assim o Pl que é excitavel por laser argbnio emite

fluorescéncia na faixa de 560-580nm.

3.6.2 Quantificagdo das moléculas de adesao

Para a quantificagcdo das moléculas de adesdo as culturas de células
endoteliais foram tratadas com HQ nas concentragdes de 10 ou 100uM, por
duas horas, na auséncia ou na presenga de LPS (2ug/mL). Os tempos de
incubacao foram variados de acordo com uma curva dose-resposta, na qual a
célula demonstrou ter maior expressao para cada molécula apés o estimulo

com LPS. Para a quantificagdo de PECAM-1, o tempo de incubagcdo com LPS
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foi de 4 horas, para a quantificacdo de ICAM-1 e VCAM-1 o tempo de
incubacao foi de 8 horas.

Apds esse periodo as células foram retiradas da placa cultura com
auxilio de um cell scraper e colocadas em tubos para citometria de fluxo.
Posteriormente as células foram incubadas com os anticorpos especificos
(1:100uL; anti - ICAM-1 e anti - VCAM-1 conjugado com FITC e anti - PECAM-1
conjugado com P.E) por 20 minutos a 4°C, sob auséncia de luz. Findo a

incubacéo as células foram fixadas com a adi¢cdo de p-formaldeido (2%).

3.7 Reacao de Greiss

A concentragao de nitrito (NOz), um dos metabdlitos estaveis do NO, foi
determinada nos sobrenadantes das culturas de célula endoteliais e de
neutrdéfilos tratados com HQ utilizando a reacdo de Greiss. O nitrito das
amostras, em meio acido, reage com a sulfanilamida, produzindo um sal de
diazénio que reage com a a-naftil etilenodiamina, formando um complexo de
coloracao rosea.

Em placas de 96 pogos, foram adicionados 100uL dos sobrenadantes
das culturas de célula endotelial ou de neutréfilos e 100uL do reagente de
Greiss (1% de sulfanilamida e 0,1% de o-naftil etilenodiamina). Apos 10
minutos de incubacdo em temperatura ambiente na auséncia de luz, a
absorbancia de cada amostra pode ser determinada em espectrofotbmetro com
comprimento de onda de 550nm. A concentracdo de NO, das amostras foi

determinada a partir de uma curva padrao de nitrito de sédio (NaNOy).

3.8 Ensaio imuno-enzimatico

As citocinas pro-inflamatérias IL-6 e TNFa, IL-1B, CINC-1 (que
corresponde em ratos a IL-8 em humanos) (Kaibori et al., 2006), e a
antiinflamatéria IL-10 foram quantificadas nos sobrenadantes das culturas de
células endoteliais, apds tratamento com a HQ nas concentragbées de 10 ou

100uM, por duas horas, na auséncia ou na presenca de LPS (2 pg/mL; 18h).
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Dos sobrenadantes de neutrdfilos, foram quantificadas as citocinas pro-
inflamatérias IL-6 e TNFa, IL-1B, apds tratamento com a HQ nas
concentragcdes de 5 ou 10uM, por uma hora, na auséncia ou na presenca de
LPS (5ug/mL; 18h).

A quantificacdo foi realizada por ensaio imuno-enzimatico (ELISA,
Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay), utilizando kits comerciais de acordo
com a metodologia fornecida pelo fabricante destes Kkits.

Os protocolos de ensaios podem ser checados no site da BD Biosciences,
http://www.bdbiosciences.com, pelos respectivos numeros de catalogo para
TNF-a (558870), IL-6 (550319) e IL-10 (555134) e para IL-1p3 (DY501) e CINC-

1 (DY515) no site da RD Systems, www.rndsystems.com.

3.9 Ensaios de RT-PCR

Foram realizados ensaios de Reacgado da Transcriptase Reversa seguida
de polimerase em cadeia (RT-PCR) para a avaliagdo da expressao génica das
moléculas de adesdo (ICAM-1, VCAM-1 e PECAM-1), das enzimas
mieloperoxidase (MPO), do citocromo P450(CYP), oxido nitrico sintases (NOS)
e das citocinas (IL-1B, TNF-a, IL-6).

3.9.1 Reagao em cadeia da polimerase - transcrigao reversa

As células foram coletadas e imediatamente congeladas e mantidas a
-70°C até o processamento das mesmas.

O RNA total foi extraido utilizando o reagente Trizol®. As amostras foram
homogeneizadas com 1 mL Trizol® para 5 x 10° células, posteriormente foi
adicionado 200uL de cloroférmio e os tubos foram mantidos em repouso por 3
minutos. Apos centrifugacao (12.000g, 15 minutos, a 4°C) a fase aquosa do
sobrenadante foi pipetada e descartada e o RNA foi precipitado com 500uL de
isopropanol, os tubos permaneceram em repouso por 10 minutos a
temperatura ambiente. Posteriormente foram centrifugados (12.000g, 10
minutos, 4°C.), o sobrenadante foi descartado e o pellet de RNA lavado com

1mL de etanol 75%, e apés agitacao e centrifugagéo (7.500g, 10 minutos, 4°C),
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os sobrenadantes foram desprezados e os tubos foram invertidos e apoiados
sobre papel de filtro aos efeitos de eliminar totalmente o etanol.

Posteriormente, o RNA foi dissolvido com 20uL de agua DEPC e
quantificado em espectrofotdmetro (NanoDrop™/ EUA) a 260nm.

A integridade do RNA isolado foi verificada através de eletroforese em
gel de agarose a 1% em tampéao Tris-borato/EDTA (TBE) corado com brometo
de etidio por 20 minutos, a intensidade das bandas marcadas com brometo de
etidio foi determinada usando o FLA3000 Fluorescent Analyzer (FUJIFILM).

3.9.2 Transcrigao do cDNA:

Cuidadosamente 2ug (amostra) de RNA e 1uL de oligo dT foram
misturados com H,O DEPC (gsp 10uL). A mistura foi aquecida 70°C durante 5
minutos e mantida em temperatura ambiente durante 10 minutos.
Posteriormente foram adicionados: 5uL de tampao de reagéo (5X first strand
buffer), 5uL de dNTP (10mM), 0,5uL de inibidor de RNAses e por fim, 1uL da
enzima transcriptase reversa. Novamente os tubos foram aquecidos a 42°C
por 1 hora.

As amostras foram mantidas a -20°C até serem submetidas ao PCR.

3.9.3 Reacao de transcriptase reversa:

A reacao de PCR foi realizada em um volume final de 25uL que
continham: 2,5uL de cDNA (amostra), 2,5uL de tampéo para PCR (10X), 1,5uL
de MgCl; (1,5mM), 0,5uL de dNTPs (0,2 mM), 0,5uL do primer sense (5uM),
0,5uL do primer anti - sense (5uM), 16,75uL de H,O para PCR e finalmente
0,5uL de Taq polimerase (2U).

Para cada molécula estudada o procedimento foi realizado respeitando-
se 0 numero de ciclos e temperatura de anelamento (TM) para cada primer.

As seguintes sequéncias de primers foram utilizadas:

GAPDH:  5-TATGATGACATCAAGAAGGTGG-3'(sense)

5-CACCACCCTGTTGCTGTA-3’ (antisense),

PECAM-1: 5-TCTCCATCCTGTCGGGTAACG-3’ (sense)
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5-CTTGGGTGTCATTCACGGTTTC-3' (antisense)
ICAM-1: 5-CAGTCCTCGGTGAGGCATC-3’ (sense)

5’- CCCCTTGGAGTGGCAACAT-3’ (antisense)
VCAM-1:  5- GGTGCCCTGCCAGTATTCTC-3’ (sense)

5- GGCTCCCAACACAGGATGA-3 (antisense)

iNOS: 5- ACAACAGGAACCTACCAGCTCA-3'(sense)
5-GATGTTGTAGCGCTGTGTGTCA-3’(antisense)
eNOS: 5-GGAGAAGATGCCAAGGCTGCTG-3'(sense)
5-CTTCCAGTGTCCAGACGCACCA-3’ (antisense)
IL-6: 5-GGCGGATCGGATGTTGTGAT-3’ (sense)
5-GGACCCCAGACAATCGGTTG- 3’ (antisense)
IL-1B: 5-TGAAAACACAGAAGTAACGTCCG- 3’ (sense)
5-CCCAGGAGGAAATTGTAATGGGA- 3’ (antisense)
TNF-a: 5-GCCATGTTGACCGTACCACT-3 (sense)

5- CAGACTCGCAGGCTCATGTT- 3’ (antisense)

3.9.4 Separacgao dos produtos de PCR:

Aliquotas dos produtos da reagdo de PCR (aproximadamente 15uL)
foram submetidas a eletroforese em gel de agarose 2% e coradas com
0,5ug/mL de brometo de etidio. O GAPDH (gliceraldeido - 3 - fosfato
desidrogenase) foi utilizado como controle sendo ele um gene constitutivo. A
densitometria foi realizada, utilizando o software de analise de imagem (Ocean),
e o nivel de cada expressao foi representado pela razdo das densidades do

gene alvo versus a banda correspondente ao GAPDH.

3.10 Atividade de NOS ex-vivo

Neste ensaio foi analisada a atividade das enzimas 6xido nitrico sintases
em amostras onde foi observada uma diminuicdo da producdo de NO pelas
células estudadas.

As células endoteliais (tratadas com 100uM de HQ na presenga de LPS) e

os neutrdfilos (tratados com 5 e 10uM de HQ na presencga ou auséncia de LPS)
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foram armazenadas com de tampé&o de incubagao (Tris-HCI 50mM, pH 7,4)
contendo 1mM de pentil — metil — sulfonil — flior (PMSF) e 1mM de L-citrulina e
mantidos em refrigeragao (-70° C) até o momento da analise.

Para a analise, 50uL dessa solugao foram incubados na presenca de
NADPH (1mM), cloreto de célcio (CaCly; 2mM) e 10uM de L-arginina contendo
100.000 cpm de [2,3,4,5-3H]L-arginina mono hidrocloreto em um volume final
de 100uL a temperatura ambiente (25 - 27°C) durante 30 minutos, em duplicata.
Todos os reagentes foram preparados em tampéo de incubagao (sem PMSF e
L-citrulina).

Apods este periodo, a reacdo foi interrompida pela adicdo de 1mL de
tampdo HEPES (20mM, pH 5,4) contendo 1mM de acido etileno-glicol
tetraacético (EGTA) e 1TmM de EDTA. Os tubos foram centrifugados (5 minutos;
10.000 rpm) e os sobrenadantes aplicados em colunas contendo 0,6mL de
resina de troca ibnica (tipo aniénica forte, Dowex AG 50X-8). Os eluatos foram
recolhidos em viais de cintilagdo. As colunas foram lavadas com 1mL adicional
de tampédo HEPES e os eluatos foram misturados aos anteriores. Apds a
adicao de 10mL de liquido de cintilacao a radioatividade foi medida durante um
minuto em espectrometro de cintilagdo. As contagens foram corrigidas por
subtracdo do “branco” (onde o homogenato de tecido foi adicionado apds o
tampao HEPES).

Para o célculo das atividades enzimaticas, as contagens cintilagdes por
minuto (cpm) foram relacionadas a atividade total (os conteudos destes tubos
receberam [2,3,4,5-3H]L-arginina mono hidrocloreto diretamente nos viais de

cintilagcao) pela equagao:
pmol L-cit/min = 1000 x (dpm amostra - dpm branco) / dpm totais / 30

onde 1000 é a quantidade de L-arginina adicionada a mistura de incubacéo

(em pmols) e 30 é o tempo de incubagao (dpm, desintegragdes por minutos).
Em cada ensaio foram realizados, em paralelo, controles farmacoldgicos da

atividade enzimatica que consistem na omissao do CaCl, e na adicao de 1 mM

de EGTA no meio de incubacgao (a fim de caracterizar o tipo de NOS) e na
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adicdo de 1 mM de NG-nitro-L—arginina metil éster (L-NAME), um inibidor
inespecifico para as NOS.

O conteudo de proteinas foi determinado pelo método de Bradford (1976)
utilizando-se kit comercial. A atividade da NOS foi expressa como pmols de L-
citrulina produzidos por minuto e por mg de proteina. A atividade de NOS
dependente de Ca®* foi obtida pela subtragdo da atividade independente de

Ca?* que possuia EGTA no meio de incubagao da atividade total.

3.11 Ensaios de gel-shift

3.11.1-Obtencao do extrato nuclear da proteina

Os neutrdéfilos migrados para peritdnio e as células endoteliais obtidas
em cultura, foram homogeinizados com 100uL de tampéao de lise (10mM acido
N-2-Hidroxietilpiperazina-N'-2'-Etanossulfénico ), 10mM cloreto de potassio
(KCL), acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA), 10% de glicerol, 1mM
ditiotrietol (DTT), 0,1mM fluoreto de fenilmetilsulfonilo, 1ug mL™ leupeptina, 1ug
mL™" pepstatina, 0.08ug mL™ aprotinina e colocados no gelo por 15 minutos.
Em seguida, adicionou-se 10uL de Nonidet-P40 e as amostras foram agitadas
em vortex e centrifugadas (12 000g; 1 min; 4°C).

O pellet resultante foi lavado com 50uL de tampéo de lise e centrifugado
por (12 000g; 1 min; 4°C). O pellet nuclear foi ressuspendido em tampéao de
extrato nuclear: tampéo de lise (10mM;), KCL (10mM), EDTA (1mM), 10% de
glicerol, ditiotrietol (1mM), fluoreto de fenilmetilsulfonilo (0,1mM), 1ug mL
leupeptina, 1ug mL’ pepstatina, 0.08ug mL" aprotinina. Os tubos foram
colocados em agitador por 15 minutos a 4°C. As amostras foram centrifugadas
(20 000g; 5 minutos; 4°C), o sobrenadante (extrato nuclear) foi aliquotado e
armazenado a — 70°C até o uso. A quantificacao de proteina foi determinada

através do espectrofotdmetro (NanoDrop™/ EUA).

3.11.2- Ensaio de deslocamento em gel
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Para verificar a participacado do fator de transcricao NF-«xB foi utilizada a
técnica de deslocamento da ligagdo em gel por eletroforese. Esta técnica
baseia-se na observagdo de que complexos estaveis proteina/DNA migram,
através de gel de poliacrilamida, mais vagarosamente que os fragmentos de
DNA livres. Resumidamente, o oligonucleotideo de dupla-fita com consenso
para NF-kB (5’AGTTGAGGGGACTTTCCCAGGC-3’) foi marcado nas
extremidades com [y32P]ATP na presenca da T4 polinucleotideo quinase por 10
minutos a 37°C. Os nucleotideos nao incorporados foram removidos através da
coluna de Sefadex G-25.

Os extratos nucleares migrados foram incubados com tampéao do ensaio
(10mM Tris-HCI pH 7,5; cloreto de magnésio(1mM MQgCl,); cloreto de sédio
(50mM NaCl); 0,5mM DTT; 0,5mM EDTA; 4% glicerol e 1ug de poli dldC) por
20 minutos em temperatura ambiente, em volume final de 20uL. Posteriormente,
cada amostra foi incubada por 30 minutos a temperatura ambiente com +
40.000 cpm dos oligonucleotideos. Os complexos proteina-DNA foram
avaliados em gel ndo-desnaturante 6% de acrilamida/bisacrilamida (37,5:1) em
0,25x TBE a 150V por 1 hora e 30 minutos. Apds secagem o gel foi exposto a
um filme autoradiografico por 24 - 48 horas a -70°C e analisados

densitometricamente.

3.12 Determinagéao da atividade fagocitica e microbicida

Neste ensaio foi analisada a atividade fagocitica e microbicida de
neutréfilos migrados para o peritbnio. Apos o tratamento com a HQ nas
concentracdes de 5uM e 10uM por uma hora, 1 x 10° células foram incubados
com a Candida albicans (1x 10°) por 18 horas em placas de 24 pocos sobre
laminulas de vidro estéreis. Findo este periodo, as laminulas foram retiradas e
apos secagem foram coradas com corante panético. A quantificacdo foi
realizada através de microscoépio 6ptico (FERREIRA et al., 2004), no qual foi
analisado: (i) total de 100 células, (ii) nUumero de células que fagocitaram
fungos e (iii) quantidade de fungos fagocitados.

A porcentagem de fagocitose foi determinada pela féormula:
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numero de células que fagocitaram pelo menos 1 fungo x 100

numero de células totais

O indice de fagocitose foi determinado pela férmula:

numero de células que fagocitaram X numero de fungos que foram fagocitados

Para a quantificacdo da atividade microbicida, apés 18 horas de
incubacao com a Candida albicans, o sobrenadante da cultura foi centrifugado
(600rcf, 4°C, 15 minutos), e descartado. O pellet de células foi lisado com 1mL
de agua destilada, gelada e estéril e uma aliquota (1:250) foi semeada em
placas contendo agar Sabouraud. Os resultados foram expressos pelo numero
de as unidades formadoras de colénia (UFC) apds 24 horas de incubacéo a
30°C.

3.13 Anadlise Estatistica

Os resultados obtidos foram submetidos a analise de variancia (ANOVA)
seguida de pos — testes estatisticos apropriados (Bonferroni e Tukey). O teste
‘1" de Student foi empregado para amostras ndo pareadas. As analises
estatisticas foram conduzidas utilizando o GraphPad Prism versao 4.00
(GraphPad Prism Software Inc, 1992-2003). Os resultados foram expressos
como média + erro padrao média (e.p.m) com nivel de significancia menor que
5%.
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4. RESULTADOS

4.1 Célula endotelial

4.1.1 Caracterizagcao da célula endotelial por microscopia confocal

A caracterizagao das culturas primarias de célula endotelial foi realizada
pela marcacédo da célula com PECAM-1, uma molécula constitutiva da célula
endotelial (WOODFIN et al., 2007; GARRIDO-URBANI et al., 2008), de forma a
assegurar pureza das culturas. A analise por microscopia confocal mostrou
marcagado intensa para PECAM-1, como mostrado na Figura 6. Esta

caracterizacao foi realizada com periodicidade durante os ensaios.
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Figura 6. Caracterizagao da célula endotelial.

Foto representativa de células endoteliais em cultura obtidas do musculo
cremaster de ratos Wistar machos. A imagem foi capturada por microscopia
confocal (aumento de 400x) apés marcagdo com anticorpo anti-PECAM-1
conjugado a P.E.
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4.1.2 Efeito do tratamento com HQ sobre a viabilidade celular

Para a avaliagao da viabilidade, as culturas de células endoteliais foram
mantidas em condigdes normais (meio DMEM e 20% SFB) e pré-tratadas com
HQ (10 ou 100uM, 2 horas) e posteriormente incubadas ou ndo com LPS
(2ug/mL) por 48 horas. Os resultados apresentados na Figura 7 mostram que
os tratamentos nao afetam a viabilidade da célula endotelial, uma vez que
estas permaneceram viaveis apds os tratamentos com a HQ e apéds a
incubacdo com meio de cultura ou LPS (Figura 7B). Estes dados refletem a
incapacidade da HQ causar necrose ou apoptose (Figuras 7A).

Como controle positivo, a cultura de célula endotelial foi exposta a U.V,
por 30 segundos, a radiagao de 300J, e mantida por 48 horas em meio DMEM
contendo 10% de SBF. Os dados apresentados na Figura 7B indicam que o
controle positivo empregado foi adequado, uma vez que houve reducao

acentuada na viabilidade da célula endotelial.
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Figura 7. Efeito do tratamento com HQ sobre a viabilidade da célula endotelial.
Células endoteliais em cultura foram incubadas com meio de cultura DMEM
(células controles), ou pré-tratadas com 10 ou 100uM de HQ por duas horas,
posteriormente foram incubadas na presencga e auséncia de LPS (2ug/mL, 48
horas), ou irradiadas (U.V. 300J por 30 segundos). A viabilidade foi
quantificada em ensaios de citometria de fluxo com marcagéo pela Anexina V e
Pl. Os valores expressam a média + e.p.m. de 6 culturas de células obtidas de
diferentes animais. (A) Células positivas para anexina V e Pl (B) Células
viaveis. *** P[] 0,001 vs controle.
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4.1.3 Efeitos do tratamento com HQ sobre a produgdao de NO e sobre a
secrecao de citocinas inflamatoérias

Os dados apresentados na Figura 8 mostram que as incubagbes com
HQ n&o alteraram a producdo basal de NO. No entanto, a incubacao prévia
com 100uM de HQ inibiu significantemente a producdo de NO induzida pelo
LPS.

Diferentemente, a incubagédo com 100uM de HQ causou um aumento
significante na concentragdao basal de TNF-a, similar a concentracao
encontrada em células estimuladas pelo LPS e diferente da observada em
células controles incubadas somente com meio de cultura (Figura 9A). A
incubacgéao prévia com HQ, nas duas concentragdes estudadas, ndo modificou a
secrecao de TNF-a provocada pelo LPS (Figura 9A).

As concentragbes de IL-1B8 no sobrenadante de células incubadas com
ambas as doses de HQ (10uM e 100uM) foram significantemente maiores que
as observadas em células controles incubadas com meio de cultura, mas de
menor magnitude que a encontrada em células incubadas com LPS. A
pré-incubagédo com a HQ nao alterou a secregéo desta citocina induzida pelo
LPS (Figura 9B).

As concentracdes de CINC-1, IL-10 e IL-6 em células incubadas com HQ
nao foram diferentes das encontradas em sobrenadantes de células controles
incubadas com meio de cultura (Figuras 10A, B e C). Da mesma forma, a
incubacgao prévia com HQ nao modificou a secregédo das citocinas em células
estimuladas pelo LPS. Os valores encontrados foram equivalentes ao
encontrado no sobrenadante de células incubadas com meio de cultura e LPS
(Figuras 10A, B e C).
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Figura 8. Efeito da HQ sobre a producao de NO pela célula endotelial.

Células endoteliais em cultura foram pré-tratadas ou ndo com 10 ou 100uM de
HQ por duas horas. Posteriormente foram incubadas na presenga e auséncia
de LPS (2ug/mL, 48 horas). Os sobrenadantes foram empregados para as
determinagdes de NO,™ por reagao de Griess. Os valores expressam a média +
e.p.m. de 4 culturas de células obtidas de diferentes animais. P 0,001 vs
respectivo basal, **P10,01 vs respectivos valores estimulados pelo LPS no
grupo HQ 10uM e controle.
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Figura 9. Efeito da HQ sobre a secregcdo de TNF-a e IL-1B pela célula

endotelial.

Células endoteliais em cultura foram pré-tratadas ou ndo com 10 ou 100uM de
HQ por duas horas. Posteriormente foram incubadas na presenca e auséncia
de LPS (2ug/mL, 18 horas). Os sobrenadantes foram empregados para as
determinagdes de citocinas por ELISA. Os valores expressam a média + e.p.m.
de 6 culturas de células obtidas de diferentes animais. (A) TNF-a, (B) IL-
1B8. *P10,001 vs respectivo basal, **P 0,01,*** P10,001 vs valor basal do

grupo controle.
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Figura 10. Efeito da HQ sobre a secregdo de CINC-1, IL-10 e IL-6 pela célula
endotelial.

Células endoteliais em cultura foram pré-tratadas ou ndo com 10 ou 100uM de
HQ por duas horas. Posteriormente foram incubadas na presenga e auséncia
de LPS (2ug/mL, 18 horas). Os sobrenadantes foram empregados para as
determinagdes de citocinas por ELISA. Os valores expressam a média + e.p.m.
de 6 culturas de células obtidas de diferentes animais. (A) CINC-1 (B) IL-10, (C)
IL-6. *PU 0,05, **PU 0,01, *** P0,001 vs respectivo basal .
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4.1.4 Efeito do Tratamento com HQ sobre a Atividade Enzimatica das NOS

A diminui¢ao da producado de NO;™ por células endoteliais tratadas com HQ
(100uM) sob estimulagdo com o LPS delineou os ensaios para investigacao
dos efeitos da HQ sobre a atividade das enzimas 6xido nitrico sintases (NOS).
Foram determinados os efeitos da HQ sobre as atividades das NOS totais,
dependentes e independente de Ca™. Os resultados mostraram que a
atividade das NOS totais estava reduzida nas células endoteliais tratadas com
HQ e posteriormente incubadas com LPS (Figura 11). Este valor refletiu a
reducao da atividade das NOS dependentes e independente de Ca*?, uma vez
que suas atividades foram menores do que em células controles tratadas com

meio de cultura adicionado de LPS.
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Figura 11. Efeito do tratamento com HQ 100uM sobre as atividades das NOS
na presenca de estimulagao com LPS.

As células endoteliais em cultura foram pré-tratadas ou ndo com 100uM de HQ
por duas horas. Posteriormente foram incubadas com LPS (2ug/mL; 24h) para
determinagdes da atividade enzimatica das NOS, por ensaio enzimatico. Os
resultados expressam a média + e.p.m dos valores obtidos de 6 a 8 animais.
** P<0,01, *** P<0,001 vs. respectivo LPS.



62

4.1.5 Efeitos do tratamento da HQ sobre a expressado génica das eNOS e
iNOS

A expressao génica das enzimas INOS e Oxido nitrico sintetase
endotelial (eNOS) foi avaliada por ensaios de RT-PCR para investigar se a
diminuicao detectada na atividade das enzimas (iNOS; eNOS) era dependente
de uma diminuicdo da sua sintese. Os resultados obtidos mostram que a
expressao génica das enzimas INOS e eNOS nao estava alterada apos
tratamento com a HQ (100uM) na presenga de LPS (Figura 12A). A Figura 12B
mostra uma imagem representativa da eletroforese em gel de agarose para
RNAmM para iNOS e eNOS.
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Figura 12. Efeito da HQ sobre a expressao génica da eNOS e iNOS pela célula
endotelial.

As células endoteliais em cultura foram pré-tratadas ou ndo com 100uM de HQ.
Posteriormente foram incubadas com LPS (2ug/mL; 24h). O RNAm foi extraido
com reagente Trizol®. A reacdo de PCR foi realizada com primer especifico
para eNOS e iINOS. (A) expressa a média + e.p.m. de 3 a 5 culturas de células
obtidas de diferentes animais. (B) imagem representativa da eletroforese em
gel de agarose.
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4.1.6 Efeito do tratamento da HQ sobre a expressao génica das citocinas
IL-1B8 e TNF-a

Para investigar se o0 aumento das concentragbes de citocinas, IL-13 e
TNF-a nos sobrenadantes de célula endoteliais eram decorrentes de alteracdes
na sintese destas moléculas, a expressédo génica das mesmas foi determinada
por reagao de RT- PCR. Os dados obtidos mostram que a expressao génica da
IL-18, na auséncia do LPS, estava aumentada em células endoteliais tratadas
com HQ (Figura 13A). A Figura 13B mostra uma imagem representativa da
eletroforese em gel de agarose para RNAm para IL-1p.

O mesmo perfil de elevagao dos niveis de RNAm para TNF-a nao foi
detectado. O motivo desta auséncia de efeito pode ser decorrente de
sensibilidade da técnica, mas também pode ser devido a capacidade da HQ
causar elevagao da secregao da citocinas por induzir clivagem do pro-TNF-a a

sua forma ativa e secretada (UTSUMI et al., 2001).
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Figura 13. Efeito da HQ sobre a expressao génica de IL-18 pela célula
endotelial.

Células endoteliais em cultura foram pré-tratadas ou ndo com 10 ou 100uM de
HQ por duas horas. O RNAm foi extraido com reagente Trizol®. A reagdo de
PCR foi realizada com primer especifico para IL-1B. (A) expressa a média +
e.p.m. de 3 a 5 culturas de células obtidas de diferentes animais. *P<0,05 vs
controle. (B) imagem representativa da eletroforese em gel de agarose.
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4.1.7 Efeitos dos tratamentos com HQ sobre a expressao de moléculas de
adesao

As expressdes das moléculas de adesdo nas células endoteliais foram
quantificadas apods tratamento com a HQ (10 e 100 pM) na auséncia e
presenca de LPS (2 pg/mL). E importante salientar que os periodos de
incubagao com LPS variaram de acordo com a cinética de expressado destas
moléculas. Previamente a estes estudos, a cinética de expressdo das
diferentes moléculas de adesao frente ao LPS foi padronizada. Também vale
ressaltar que os periodos de incubagdo ndo ultrapassaram os periodos de
incubacao utilizados para se avaliar a viabilidade celular.

O tratamento das células endoteliais com as concentracdes de 10 ou
100uM provocou aumento significante na expressdo de ICAM-1 na membrana
celular semelhantemente a expressdo desencadeada pelo estimulo com LPS
(Figura 14A). Por outro lado, a incubacao prévia com as duas concentracdes
de HQ n&o afetou a expressao da molécula induzida pelo LPS (Figura 14A).

Semelhantemente a molécula ICAM-1, os tratamentos com as
concentracoes de 10 ou 100uM de HQ estimularam a expressao de PECAM-1
na membrana celular (Figura 14B). No entanto, esta expresséo foi menor que a
provocada pelo LPS. A incubacdo com HQ, ndo modificou a expressao de
PECAM-1 induzida pelo LPS. Os valores obtidos foram equivalentes aos
encontrados em células controles incubadas com meio de cultura e
posteriormente com LPS (Figura 14B). O tratamento com ambas as
concentragdes de HQ (10 ou 100uM) também aumentou a expressao basal de
VCAM-1 na membrana das células endoteliais, com magnitude semelhante a
desencadeada pelo LPS (Figura 14C). Por outro lado, a incubagao prévia com
as duas concentragbes de HQ ndo afetou a expressdo da molécula induzida
pelo LPS (Figura 14C).



(B)

PECAM-1
Unidades arbritarias

65

'S

S

S
J

300+

# ** *%
2004
1004 H

Basal LPS Basal | pg Basal LPS
Controle 10uM 100uM

(A)

ICAM-1
Unidades arbritarias

(intensidade de fluorescéncia)

o

-
[3.]
(=]

]
=y

a

(=]

]

*%*

# *%*
—
1004 H I
L) L)

L)
Basal LPS Basal LPS Basal LPS

100+ *% **

[3.]
(=]
1
a
(=]
1

(intensidade de fluorescéncia)
G
VCAM-1
Unidades arbritarias

(intensidade de fluorescéncia)

o
[l
(=]

Basal LPS Basal ' LPS Basal LPS

Controle 10uM 100uM Controle 10uM 100pM

Figura 14. Efeito da HQ sobre a expressao protéica de ICAM-1, PECAM-1,
VCAM-1 pela célula endotelial.

Células endoteliais em cultura foram incubadas com meio de cultura DMEM, ou
pré-tratadas com 10 ou 100uM de HQ por duas horas, posteriormente foram
incubadas na presenga e auséncia de LPS (2ug/mL, 4 ou 8 horas). As
moléculas de adesao foram quantificadas por citometria de fluxo. Os valores
expressao a média = e.p.m. de 6 culturas de células obtidas de diferentes
animais. (A) ICAM-1, (B) PECAM-1 e (C) VCAM-1. **P 11 0,01, *P 1 0,001 vs
valor basal do grupo controle.
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4.1.8 Efeitos do tratamento da HQ sobre a expressdao génica das
moléculas de adeséo

Para investigar se o aumento detectado na expressao das moléculas de
adeséo ICAM-1, VCAM-1 e PECAM na célula endotelial eram decorrentes de
alteragbes na sintese destas moléculas, a expressao génica das mesmas foi
determinada por reacao de RT- PCR.

Os dados obtidos mostram que a expressao génica das moléculas de
adesdo ICAM-1, VCAM-1 e PECAM-1, na auséncia de LPS, estava aumentada
em células endoteliais tratadas com HQ (Figura 15A) . A Figura 15B mostra

uma imagem representativa da eletroforese em gel de agarose para RNAm
para ICAM-1, VCAM-1 e PECAM-1.
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Figura 15. Efeito da HQ sobre a expressao génica de ICAM-1, PECAM-1,
VCAM-1 pela célula endotelial.

Células endoteliais em cultura foram incubadas com meio de cultura DMEM, ou
pré-tratadas com 10 ou 100uM de HQ por duas horas. O RNAm foi extraido
com reagente Trizol®. A reacdo de PCR foi realizada com primer especifico
para ICAM-1, VCAM-1 e PECAM-1 (A) expressa a média + e.p.m.de 3 a7
culturas de células obtidas de diferentes animais. *P<0,05, **P<0,01,

***P<0,001 vs respectivo basal. (B) imagem representativa da eletroforese em
gel de agarose.
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4.1.9 Efeitos do tratamento da HQ sobre a translocacao do NF-kB

Os dados que mostraram o efeito indutor da HQ sobre a producao de
citocinas (TNF-a e IL-18) e das moléculas de adesao (ICAM-1, VCAM-1,
PECAM-1) pela célula endotelial, conduziram os ensaios para a investigacao
dos efeitos deste composto fendlico sobre a translocacdo do NF-«B, um
importante fator de transcricdo responsavel pela sintese de citocinas
inflamatdrias e moléculas de adesdo. Como mostrado na Figura 16A, as
células tratadas com a HQ em ambas as concentragcdes (10uM e 100uM) na
auséncia do LPS, tiveram uma aumento na translocagao do fator de NF-xB
para o nucleo em relagcédo as células controles tratadas somente com meio de

cultura. A Figura 16B mostra uma imagem representativa do gel para NF-kB.
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Figura 16. Efeito do tratamento com HQ 10uM e 100 uM sobre a translocacao
do NF-«B.

Células endoteliais em cultura foram incubadas com meio de cultura DMEM, ou
pré-tratadas com 10 ou 100uM de HQ por duas horas. Para a quantificagdo do
fator de transcricdo NF-kB roram empregados ensaios de deslocamento em
gel. Os resultados expressam a média + e.p.m dos valores obtidos 4 animais
por grupo. ** P<0,01 vs controle.
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4.1.10 Efeito do tratamento com HQ sobre a expressdao génica enzimas
MPO e CYP 2E1

Com o intuito de investigar a capacidade da célula endotelial metabolizar
a HQ, a expressao génica de mieloperoxidase e CYP2E1 foi quantificada. Os
resultados obtidos mostraram que a célula endotelial expressa CYP2E1
constitutivamente e que sua expressao nao sofre influéncia do tratamento com
HQ (Figura 17A). Por ouro lado, os dados mostraram que a célula endotelial
nao apresenta enzima mieloperoxidase (Figura 17B). O controle positivo do

ensaio foi neutrofilos, que expressam a mieloperoxidase.
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Figura 17. Efeito da HQ sobre a expressao génica da MPO e CYP2E1 pela
célula endotelial.

Células endoteliais em cultura foram incubadas com meio de cultura DMEM, ou
pré-tratadas com 10 ou 100uM de HQ por duas horas. O RNAm foi extraido
com reagente Trizol®. A reacdo de PCR foi realizada com primer especifico
MPO e CYP2E1 (A) expressa a média + e.p.m de RNAm obtido de 4 animais
por grupo e imagem representativa para CYP2E1. (B) Imagem representativa
da eletroforese em gel de agarose para MPO, sendo visualizado apenas o
controle positivo utilizado que foi a presenca de mieloperoxidase em neutrofilos.
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4.2 Neutrofilos

4.2.1 Efeito do tratamento com HQ sobre a viabilidade celular

Para a avaliagdo da viabilidade, neutréfilos migrados para o peritbnio
foram mantidos em condi¢gdes normais (meio RPMI e 10 % SBF) e tratados
com HQ na maior concentragdo utilizada nos ensaios (10uM) por 1 hora e
posteriormente incubados ou ndo com LPS (5ug/mL) por 18 horas. Os
resultados apresentados na Figura 18 mostram que os tratamentos né&o
afetaram a viabilidade dos neutréfilos, uma vez que estes permaneceram
viaveis apoés os tratamentos com a HQ e apds a incubagdo com meio de cultura
ou LPS (Figura 18A). Estes resultados refletem a incapacidade da HQ causar
necrose ou apoptose (Figura 18B).

Os resultados da viabilidade de neutréfilos delinearam as concentracdes
de HQ empregadas no estudo, ja que concentragdes superiores a estas

causaram morte celular por apoptose (dados nao mostrados).
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Figura 18. Efeito do tratamento com HQ sobre a viabilidade de neutrdfilos.
Neutréfilos em cultura foram foram incubados com meio de cultura RPMI
(células controles), ou pré-tratados com 10uM de HQ por uma hora,
posteriormente foram incubados na presenca e auséncia de LPS (5ug/mL, 18
horas). A viabilidade foi quantificada em ensaios de citometria de fluxo com
marcacao pela Anexina V e PIl. Os valores expressam a média + e.p.m. de
7 culturas de células obtidas de diferentes animais. (A) Células positivas para
Anexina V e PI (B) Células viaveis.
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4.2.2 Efeitos do tratamento com HQ sobre a produgdao de NO e sobre a
secrecao de citocinas inflamatoérias

Os dados apresentados na Figura 19 mostram que as incubagbées com
as duas concentracdes de HQ diminuiram a producgao basal de NO. Os valores
obtidos foram significantemente menores que os observados em células
controles, incubadas com meio de cultura. Da mesma forma, a incubacao
prévia com as duas concentragées de HQ inibiu a producdo de NO induzida
pelo LPS.
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Figura 19. Efeito da HQ sobre a produg¢ao de NO por neutrofilos.

Neutrofilos em cultura foram pré-tratados ou ndo com 5 ou 10uM de HQ por
uma hora. Posteriormente foram incubados na presenca e auséncia de LPS
(5ug/mL, 18 horas). Os sobrenadantes foram empregados para as
determinagdes de NO, por reacao de Griess. Os valores expressao a média +
e.p.m. de 4 culturas de células obtidas de diferentes animais. P 0,001,
*P110,05, **Pr10,01, vs valor basal do grupo controle. ***P10,001 vs valores
estimulados pelo LPS no grupo controle.
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Diferentemente, a incubagdo com HQ n&o causou alteragdes significativas na
concentragao basal de TNF-a, IL-6 e IL-1 (Figura 20A, B e C). No entanto, a
incubacdo com HQ, nas duas concentragbes estudadas, previamente a
incubagcao com LPS, reduziu significantemente a concentragéo das citocinas
nos sobrenadante das células. Os valores obtidos em células incubadas com a
HQ e estimuladas pelo LPS foram significantemente menores que as
encontradas em células controles incubadas com meio de cultura e LPS e

similares a produgao basal das citocinas (Figura 20A, B e C).

4000+

W
(=3
(=3
e

(A)

TNFa (pg/mL)
N
S
'

-
(=3
(=3
T

=l Bl Bt B

Basal LPS Basal LPS Basal LPS

o

Controle HQ 5uM HQ 10uM

4000+
4000+

30004
30004

20004

IL-18 (pg/mL)

#
#
20004 =
(©)
10004 I‘-‘I |__|__| i— 1000, |l‘ . ﬁ e
iEl HEl Nl | Hul Eul B

(=]

Basal LPS Basal LPS Basal LPS Basal LPS Basal LPS Basal LPS

Controle HQ 5uM HQ 10,M Controle HQ 5,M HQ 10uM

Figura 20. Efeito da HQ sobre a produgao citocinas por neutrofilos.

Neutrofilos em cultura foram pré-tratados ou ndo com 5 ou 10uM de HQ por
uma hora. Posteriormente foram incubados na presenca e auséncia de LPS
(5ug/mL, 18 horas). Os sobrenadantes foram empregados para as
determinagdes de citocinas por ELISA. Os valores expressdo a média + e.p.m.
de 6 culturas de células obtidas de diferentes animais. (A) TNF-qa, (B) IL-6, (C)
IL-1B. *P10,001 vs respectivo valor basal do grupo controle,***P0,001 vs
respectivo valor estimulado pelo LPS no grupo controle.
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4.2.3 Efeito do Tratamento com HQ sobre a Atividade Enzimatica das NOS

A diminuicdo da producdo de NO, em neutrdfilos tratados com HQ
(5 e 10uM) na presenga ou auséncia de LPS delineou os ensaios para
investigacao dos efeitos da HQ sobre a atividade das enzimas 6xido nitrico
sintases (NOS). Foram determinados os efeitos da HQ sobre as atividades das
NOS totais, dependentes e independente de Ca*?, na auséncia ou presenca de
LPS. Os resultados mostraram que a atividade das NOS totais, dependente e
independente de Ca®* nao estavam alteradas em neutrofilos tratados com HQ
na auséncia de LPS, Figura 21A.

Em neutrdfilos estimulados com LPS, verificou-se uma reducdo da
atividade das NOS total, independentes e dependente de Ca*?, uma vez que
suas atividades foram menores do que em células controles tratadas com meio
de cultura adicionado de LPS (Figura 21B e C).
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Figura 21. Efeito do tratamento com a HQ sobre a atividade das NOS de
neutréfilos

Neutréfilos em cultura foram pré-tratados ou ndao com 5 ou 10uM de HQ por
uma hora. Posteriormente foram incubados na presenga e auséncia de LPS
(5ug/mL, 18 horas) para determinagdes da atividade enzimatica das NOS, por
ensaio enzimatico. Os valores expressao a média + e.p.m. de 3 a 5 culturas de
células obtidas de diferentes animais. (A) NOS basal, (B) NOS estimulada com
LPS. * P<0,05, ** P<0,01 vs respectivos valores estimulados pelo LPS, ***
P<0,001 vs respectivos valores estimulados pelo LPS no grupo HQ 5uM e
controle.
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4.2.4 Efeito do Tratamento com HQ sobre a expressao génica da iNOS
cNOS

A expressao génica das enzimas enzimas iINOS e oxido nitrico sintetase
constitutiva (cNOS) foi avaliada por ensaios de RT-PCR para investigar se a
diminuicdo detectada na atividade das enzimas (iNOS; eNOS) era ou néao
dependente de uma diminui¢cao da sua sintese protéica.

Os dados obtidos mostram que a expressao génica das enzimas iNOS e
cNOS, na presenga de LPS, ndo estava alterada apés tratamento com a HQ na
concentragcao de 5 e 10uM na presenca de LPS, Figura 22A. A Figura 22B
mostra uma imagem representativa da eletroforese em gel de agarose para
RNAmM para iNOS e eNOS.
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Figura 22. Efeito do tratamento da HQ na expresséo génica da eNOS e iNOS
por neutrofilos.

Neutrofilos em cultura foram pré-tratados ou ndo com 5 ou 10uM de HQ por
uma hora. Posteriormente foram incubados na presenca de LPS (5ug/mL,
18 horas). O RNAm foi extraido com reagente Trizol®. A reacédo de PCR foi
realizada com primer especifico para cNOS e iNOS. (A) expressa a média +
e.p.m. de 4 culturas de células obtidas de diferentes animais. (B) imagem
representativa da eletroforese em gel de agarose.
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4.2.5 Efeito do Tratamento com HQ sobre a translocagado do NF-kB

Os dados que mostraram o efeito inibitério da HQ sobre a produgéo de
citocinas estimuladas pelo LPS em neutrdfilos, conduziram os ensaios para a
investigacao dos efeitos deste composto fendlico sobre a translocagao nuclear
do NF-kB, um importante fator de transcricao responsavel pela sintese de
citocinas inflamatdrias. Como mostrado na Figura 23, células tratadas com a
HQ (5uM e 10uM) e estimuladas com o LPS, tiveram diminuicdo na
translocagdo do fator de NF-kB no nucleo em relagdo as células controles

tratadas somente com meio de cultura adicionado com LPS.
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Figura 23. Efeito do tratamento com HQ 5uM e 10 uM sobre a translocagéao do
NF-kB por neutrdfilos.

Neutrdéfilos em cultura foram pré-tratados ou ndo com 5 ou 10uM de HQ por
uma hora. Posteriormente foram incubados na presenca de LPS (5ug/mL,
4 horas).Para a quantificagdo do fator de transcricdo NF-kB foram empregados
ensaios de deslocamento em gel .Os resultados expressam a média + e.p.m
dos valores obtidos 4 animais por grupo. *** P<0,001 vs LPS.
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4.2.6 Efeito do tratamento da HQ sobre a expressao génica das citocinas
IL-1B8, TNF-a e IL-6

Para investigar se a diminuicdo de citocinas nos sobrenadantes de
neutréfilos era decorrente de alteragdes na sintese destas moléculas, a
expressao génica das mesmas foi determinada por reacao de RT- PCR. Os
resultados mostram que a expressao génica das citocinas pro-inflamatérias
TNFa, IL-6 e IL-1B , na presenca do LPS, estava diminuida em neutrdfilos
tratados com HQ (Figura 24A). A Figura 24B mostra uma imagem
representativa da eletroforese em gel de agarose para RNAm para TNFa, IL-6
e IL-1B.
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Figura 24. Efeito da HQ sobre a expressao génica de TNF-q, IL-6, IL-13 por
neutréfilos.

Neutréfilos em cultura foram pré-tratados ou ndao com 5 ou 10uM de HQ por
uma hora. Posteriormente foram incubados na presenca de LPS (5ug/mL,
4 horas). O RNAm foi extraido com reagente Trizol®. A reagdo de PCR foi
realizada com primer especifico para TNF-a, IL-6, IL-13 (A) expressa a média +
e.p.m de RNAm obtido de 4 animais por grupo * P<0,05, ** P<0,01, *** P<0,001
vs respectivos valores estimulados pelo LPS. (B) Imagem representativa da
eletroforese em gel de agarose.
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4.2.7 Efeito do tratamento com a HQ na atividade fagocitica e microbicida

Os efeitos da HQ sobre a atividade fagocitica e microbicida de
neutrdéfilos foi determinada frente a Candida albicans em células previamente
incubadas com a HQ (5 e 10uM) durante 1 hora. As células tratadas com 10uM
de HQ apresentaram atividade fagocitica menores que as tratadas com meio
de cultura ou com 5uM de HQ (Figura 25A). O indice de fagocitose, que
representa a relagdo entre o numero de células que fagocitaram e o numero de
fungos fagocitados também se apresentou diminuido (Figura 25B).

Para avaliar os efeitos da HQ sobre a atividade microbicida de
neutrofilos, estas células foram incubadas com a HQ ou meio de cultura e
incubadas com fungo Candida albicans por 18 horas. Findo o periodo de
incubacdo, os neutrdfilos foram lisados e os fungos fagocitados foram
novamente cultivados. Quanto maior o numero de colénias formadas, menor a
atividade microbicida. Os resultados obtidos mostraram que o tratamento com
as duas concentragdes de HQ reduziu a atividade microbicida frente a Candida
albicans. O numero de colénias de fungos foi maior em culturas realizadas com
lisados de neutrdfilos tratados com a HQ em relagdo a neutrofilos controles

tratados com meio de cultura (Figura 26).
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Figura 25. Efeito do tratamento com HQ sobre atividade fagocitica de
neutrofilos frente a Candida albicans.

Neutrofilos em cultura foram pré-tratados ou ndo com 5 ou 10uM de HQ por
uma hora e foram incubados com Candida albicans (1 x 10 18 horas).
Posteriormente as células foram quantificadas por coloragdo em lamina para
avaliar a atividade fagocitica. Os resultados expressam a média + e.p.m dos
valores obtidos 4 animais por grupo. ** P<0,01 vs valor do grupo controle e
HQ 5uM.
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Figura 26. Efeito do tratamento com HQ 5uM e 10uM e incubagdo com
Candida albicans na atividade microbicida de neutrdfilos.

Neutrdéfilos em cultura foram pré-tratados ou ndo com 5 ou 10uM de HQ por
uma hora e foram incubados com Candida albicans (1 x 10 18 horas).
Posteriormente as células foram lisadas e semeadas em agar sabourand e
mantidas em estufa por 18 horas, a determinagdo da atividade microbicida foi
realizada por contagem das unidades formadoras de colénias. Os resultados
expressam a média + e.p.m dos valores obtidos 4 animais por grupo * P<0,05
vs controle.
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4.2.8 Efeito do tratamento com HQ sobre a expressao génica enzimas
MPO e CYP 2E1

Para investigar a capacidade de neutrofilos de metabolizar a HQ, a
expressao génica de mieloperoxidase e CYP2E1 foi quantificada. Os dados
obtidos mostram que neutrdéfilos estimulados com LPS expressam a enzima
mieloperoxidase. Os resultados mostram que os tratamentos com a HQ
aumentam a expressam de MPO (Figura 27A). A CYP2E1 é expressa por
neutréfilos apods estimulo com LPS, mas os tratamentos com a HQ nas
concentracbes de 5uM e 10uM ndo alteraram sua expressao génica
(Figura 27B).
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Figura 27. Efeito da HQ sobre a expressdo génica da MPO e CYP2E1 por
neutrofilos.

Neutréfilos em cultura foram pré-tratados ou ndao com 5 ou 10uM de HQ por
uma hora. Posteriormente foram incubados na presenca de LPS (5ug/mL,
18 horas). O RNAm foi extraido com reagente Trizol®. A reacdo de PCR foi
realizada com primer especifico mieloperoxidase e CYP2E1 (A) expressa a
media + e.p.m de RNAmM obtido de 4 animais por grupo e imagem
representativa para MPO, *P<0,05, **P<0,01 vs valor estimulado pelo LPS (B)
expressa a média + e.p.m de RNAm obtido de 4 animais por grupo e imagem
representativa para CYP2E1.
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5. DISCUSSAO

Os resultados obtidos no presente trabalho mostraram que o tratamento
in vitro com HQ acarreta efeitos anti e pro-inflamatérios em neutrdfilos e célula
endotelial, respectivamente. Mostramos que HQ induz, per se, a expressao de
moléculas de adesao da super familia das imunoglobulinas e a secregcao de
TNF-a e IL-1B em células endoteliais, que possivelmente seja decorrente do
aumento da translocagao nuclear do NF-kB. No entanto, o tratamento com HQ
inibe a producédo de NO, sob estimulacado pelo LPS, via inibicdo das atividades
das enzimas NO sintases. Em neutroéfilos, a HQ exerce efeitos antiinflamatérios,
mostrados pela diminuicdo da atividade fagocitica e microbicida, inibicdo da
producdo de NO, pela inibicdo das atividades das enzimas NO sintases,
inibicao da secrecao de citocinas pro-inflamatérias frente estimulacao pelo LPS.
Este ultimo efeito pode ser decorrente de reducio da translocacido nuclear do
NF-«B.

Foi empregada cultura de célula endotelial primaria obtida do musculo
cremaster de ratos Wistar, machos. O procedimento experimental permite
crescimento especifico de células endoteliais de vasos da microcirculagao,
caracterizadas, rotineiramente, por microscopia confocal pela marcacao da
expressao de PECAM-1. Esta cultura tem sido usada pelo nosso grupo de
pesquisa para elucidar mecanismos pré ou anti-inflamatérios de mediadores
endogenos ou de novas moléculas de origem sintética ou animal (LOTUFO et
al., 2001; CAVALCANTI et al., 2007; WAISMAN et al., 2009). A utilizagdo desta
cultura foi escolhida em detrimento as obtidas de corddo umbilical humano ou
de aorta bovina, duas culturas de facil obtencéo, pelos seguintes motivos: (i) os
eventos de interagdo leucécito-endotélio e a transmigragdo de leucdcitos
ocorrem, predominantemente, em vénulas da microcirculagcdo (HARLAN, 1985;
RAMPART, 1994); (ii) as células endoteliais de vasos de grande e pequeno
calibre diferem em inumeras caracteristicas, entre as quais a expressao de

moléculas de adesdo (RAMPART, 1994); (iii) nossos resultados que
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demonstram que a exposi¢do a HQ in vivo prejudica a evolugdo da resposta
inflamatdria tém sido obtidos em ratos Wistar, machos (FERREIRA et al., 2007;
MACEDO et al., 2007).

Os estudos foram realizados em neutréfilos migrados para o peritdnio,
por meio da injecao de agente irritante, no caso o glicogénio de ostra, uma vez
que a concentragao deste tipo de células na circulacdo de roedores é pequena
em relagdo aos demais tipos de leucdcitos (10 a 20%), inviabilizando sua coleta
em numero expressivo. Esta estratégia metodoldgica é amplamente descrita e
os neutrofilos obtidos sdo empregados para avaliagdo de inumeras atividades,
entre as quais as aqui investigadas (para revisao ver STEWART et al., 1993),

As concentragdes de HQ empregadas nestes estudos nos ensaios
com as células endoteliais foram obtidas a partir de dados preliminares do
nosso laboratério, que mostraram a menor concentracdo para inducdo da
expressao de moléculas de adesao. No caso dos neutrdéfilos, as concentragdes
e tempos utilizados foram menores que os empregados nos ensaios com a
célula endotelial, devido ao fato que concentragbes iguais ou superiores a
50uM afetaram a viabilidade.

A literatura mostra que a concentracdo de exposicdo, bem como o
periodo de incubagdo com HQ s&o muito variaveis, dependendo da célula e do
efeito toxico estudado. Como ja salientado na Introdugao, as concentragdes de
HQ encontradas na literatura variaram de 10 uM a 20 mM para os diferentes
tipos celulares estudados e para os efeitos observados (HAZEL, 1996;
HENSCHLER et al., 1996; LI et al., 1997; ANDREOLI et al., 1999; WIEMELS &
SMITH, 1999; OUYANG et al., 2000; VAN DEN HEUVEL et al. 2001; POIRIER
et al., 2002; MA et al., 2003; GASKELL et al., 2004; LINDSEY et al., 2005;
MORETTI et al., 2005; ZHAO, 2008). Apesar da grande quantidade de estudos
in vitro com a HQ, dados sobre suas acbes sobre as células endoteliais e
neutréfilos ainda sdo escassos, portanto os delineamentos experimentais
empregados foram padronizados durante a realizagédo deste trabalho.

Para determinar se os tratamentos ndo provocavam morte celular, o
primeiro passo deste trabalho foi investigar se o tratamento com HQ e a

subsequlente incubagdo com LPS nao acarretavam apoptose e necrose. Os
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dados obtidos mostraram que os tratamentos nao causaram ambos os tipos de
morte celular, tanto na célula endotelial quanto nos neutréfilos. Estes dados
diferem dos da literatura que indicam que a HQ interfere com as vias de
apoptose em diferentes linhagens celulares, induzindo ou inibindo o processo,
dependendo do tipo celular, tempo e concentragcdo de HQ usados (IBUKI &
GOTO, 2004; ROSS et al., 1996; ZHAO et al., 2008). Tem sido mostrado que a
incubacao de células da medula 6ssea com HQ inibe proteases envolvidas no
processo de apoptose de células neoplasicas e que espécies reativas de
oxigénio participam do processo (ROSS et al., 1996; IBUKI E GOTO, 2004).
Por outro lado, varias evidéncias sugerem seu papel na indu¢do do processo,
especialmente em células ndo neoplasicas (BIRONAITE et al., 2004; INAYAT-
HUSSAIN & ROSS, 2005; TERASAKA et al., 2005; ZHAO et al., 2008). Os
mecanismos envolvidos ainda ndo estéo totalmente esclarecidos, mas sugerem
fortemente a participagdo de espécies reativas de oxigénio (TERASAKA et al.,
2005) e discordam quanto a dependéncia ou ndo da ativagdo de caspases
(INAYAT-HUSSAIN & ROSS, 2005). E importante salientar que, tanto a cultura
de célula endotelial como os neutrofilos empregados em nossos estudos,
possuem as vias intracelulares necessarias para inducdo de apoptose, uma
vez que temos mostrado suas mortes por apoptose pela acao de diferentes
estimulos (CAVALCANTI et al., 2007; WAISMAN et al., 2009).

Os tratamentos com HQ aqui empregados induziram a expressao de
moléculas de adesao da superfamilia das imunoglobulinas na célula endotelial,
responsaveis pela aderéncia de leucécitos a parede vascular. Os resultados
mostram que as duas concentragdes de HQ empregadas causaram aumento
na expressao de ICAM-1, VCAM-1 e PECAM-1 na membrana celular, mas nao
alterou a expressao elevada provocada pelo LPS. A ICAM-1 é expressa
constitutivamente na célula endotelial e sua expressao génica € aumentada por
diferentes estimulos inflamatérios (YANG et al., 2006). Diferentemente, a
expressao de VCAM-1 é quase que inteiramente dependente de estimulacao
(POBER & COTRAN, 1991) e a PECAM-1 possui expressado constitutiva e
localiza-se preferencialmente na bordas das células endoteliais, onde participa
efetivamente da jung¢des entre estas células (GARRIDO-URBANI et al., 2008).
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A expressao e ativagao da PECAM-1 na membrana é dependente de sintese
protéica e € induzida por estimulos inflamatérios e pelo shear stress (COOK-
MILL & DEEM, 2005; FUJIWARA, 2006), além de reinternalizagado ou clivagem
(WANG et al, 1997; GARNACHO et al., 2008). Interessantemente, os
resultados obtidos mostraram que a HQ induz a expressdao na membrana,
dependentemente, de sintese génica. Niveis de RNAm para as trés moléculas
estavam elevados apés incubagcdo com HQ.

A literatura é carente quanto a acao da HQ sobre a expressado de
moléculas de adesdo. Nossos estudos prévios mostraram que animais
expostos in vivo a HQ expressam maiores concentragcbes de PECAM-1 no
endotélio de vénulas pds- capilares do musculo cremaster apés estimulagao
com LPS (MACEDO, 2008).

O tratamento com HQ na célula endotelial ndo induziu a secregao de
IL-10, IL-6 e CINC-1, mas aumentou a secrecao basal de TNF-a e IL-1[3. Esta
acao da HQ sobre a IL-1B é dependente de expressao génica. Por outro lado, o
mesmo perfil de elevagcado dos niveis de RNAm para TNF-a nao foi detectado.
O motivo desta auséncia de efeito pode ser decorrente de sensibilidade da
técnica, mas também pode ser devido a capacidade da HQ causar elevacao da
secrecao da citocinas por induzir clivagem do pré6-TNF-a a sua forma ativa e
secretada (UTSUMI et al., 2001)

Interessantemente, o tratamento com HQ inibiu a secrecéo de IL-6,
TNF-a e IL-1B apds estimulagdo com LPS por neutrdfilos e essa inibigéo foi
dependente de inibigdo na expressao génica dessas citocinas. Os dados da
literatura sao contraditérios sobre a agao da HQ sobre a secrecao da imensa
gama de citocinas pré ou anti-inflamatérias. Tem sido mostrado que HQ
provoca aumento na secregao de IL-8 (BIRONAITE et al., 2004), mas por outro
lado o pré-tratamento com HQ inibiu a produgcdo de TNF-a por células
mononucleares humanas estimuladas por anti-CD3 ou acetato de forbol
miristato (PMA) (OUYANG et al.,, 2000), e de IL-1B impedindo a conversao
proteolitica da pré-11-1 a IL-18 em macrofagos (NICULESCU et al., 1995; 1996).
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Tanto a expresséo génica de moléculas de adesédo quanto de citocinas é
dependente da translocacdo do NF-kB. Em neutrdfilos verificou-se que a HQ
tem a capacidade de diminuir esse fator de transcricao, enquanto que na célula
endotelial, o efeito é oposto. Em conjunto, estes dados podem explicar o
mecanismo responsavel pela diminuicdo ou aumento na secrecdo destas
citocinas. Estes dados corroboram uma série de trabalhos, realizados em
diferentes linhagens celulares e estimulos proé-inflamatérios, que sugere que o
NF-xB é alvo de agao das HQ. PYATT et al., (2000) demonstraram redugéo da
atividade de NF-xB em linfécitos B CD19+ e T CD4 estimulados pelo PMA e
pelo TNF-a, respectivamente. Nesta mesma linha de evidéncias, foi mostrado
que a expressao protéica de NF-kB esta diminuida em célula do estroma da
medula dssea humana estimulada pelo PMA, no entanto, a intensidade de
resposta variou com a concentragéo (superior a 100 uM) e o tempo de
incubacao empregados (YANG et al., 2006). Adicionalmente, estudos de
MA et al., (2003) mostraram em macréfagos estimulados pelo LPS, que a HQ
também é capaz de bloquear a transcrigdo génica para TNF-a, por inibir a
ligacao do NF-«kB ao DNA. Em conjunto, os dados sugerem que a HQ interfere
positivamente ou negativamente com a translocagdao nuclear do fator de
transcricdo dependendo do tipo celular tratados com a HQ. Ademais, vale
ressaltar que a indugdo ou inibicdo da translocacdo nuclear do fator de
transcricdo leva a agbes especificas, uma vez que mostramos na célula
endotelial, inducdo da expressdo de moléculas de adesdo e da expressao
protéica de génica de IL-1B, mas nao afetou a secregcao de outras citocinas
transcritas pelo fator, como a IL-6 e IL-8, nem mesmo a expressdo das NO
sintases. Em conjunto, estes dados mostram a especificidade da HQ afetar a
translocacado do NF-kB para sitios especificos no DNA.

A producdo de espécies reativas de oxigénio esta relacionada a
toxicidade de metabdlitos do benzeno, entre os quais a HQ (WIEMELS &
SMITH, 1999; ANDREOLI et al., 1999). Esta afirmacédo estd baseada em
inumeras evidéncias, entre as destacadas a seguir: (i) a pré-incubagao com HQ

estimula células da medula éssea a produzirem NO em resposta ao LPS ou



88

IFN-y (LASKIN et al., 1995); (ii) a HQ, gera producdo de anion superdxido e
ativacdo das o6xido nitrico sintases por células da medula Ossea de
camundongos (MELIKIAN et al., 2008) e que a consequente geracdo de
peroxinitritos pode ser a responsavel pela citotoxicidade da HQ (ROSS et al.,
1996, IBUKI & GOTO ,2004 , RANA & VERMA, 2005); (iii) HQ é um potente
indutor de lesao de DNA, dependente da presenca de NO (LI et al.,1997).

Pesquisas descritas recentemente mostram que a HQ, na presenca de
LPS, causa uma diminuicdo da producdo de NO (dose-dependente) em
macrofagos, suprimindo a expressao génica da iINOS (CHO et al., 2008). Os
resultados aqui apresentados nos ensaios com culturas de célula endotelial
corroboram esta afirmacao, mas incluem outras informagdes importantes nao
ainda descritas. Mostramos que a exposicdo a HQ reduz a producdo de NO na
vigéncia de estimulagéo pelo LPS, ndo pela alteragdo da expressao génica de
iINOS e eNOS, mas sim pela inibicdo de suas atividades. Em neutréfilos, o
tratamento com HQ também diminuiu a secrecdo de NO, tanto em niveis
basais como apds a estimulacao pelo LPS. Da mesma forma que o observado
nas células endoteliais, 0 mecanismo responsavel por este efeito é a inibicao
da atividade das enzimas, sem comprometimento das suas expressoes génicas.
Se associados, os dados obtidos em neutréfilos e célula endotelial sdo
concordantes quanto a agao da HQ sobre as fungdes das NOS, sugerindo que
estas enzimas sejam alvo de agao da HQ.

A eNOS esta localizada na membrana plasmatica ligada a caveola e no
aparato de Golgi. As caveolas sao invaginagdes da membrana plasmatica onde
ficam ancoradas numerosas proteinas sinalizadoras, incluindo subunidades da
proteina G, fosfatidil-3-inositol, e proteinas tirosina quinases (para revisao ver
FLEMING & BUSSE, 1999). A eNOS e a nNOS existem nas células como
proteinas pré-formadas e suas atividades dependem da elevagao intracelular
de calcio em resposta a neurotransmissores e substancias vasoativas (para
revisdo ver BOGDAN, 2001). Esta ativacdo ocorre de maneira rapida e
transitéria sendo que a cinética de ativacao é dependente da biodisponibilidade
do calcio intracelular. A regulacdo da atividade das cNOS esta relacionada a

diferentes mecanismos pos-tradugdo, incluindo interacdo das enzimas com
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proteinas ou fosfolipides de membrana, fosforilacido de residuos de serina ou
treonina, biodisponibilidade de cofatores e do substrato L-arginina (para revisao
ver FLEMMING & BUSSE, 1999). Por exemplo, a fosforilagdo da treonina no
dominio de ligacdo da CaM exerce efeito inibitério na atividade da NOS
enquanto a fosforilagdo dos residuos de serina causa uma ativagcao em
resposta ao shear stress (forca paralela ou tangencial exercida pelo fluxo
sanguineo no endotélio), estrogeno ou insulina, (ALP & CHANNON, 2004;
MOUNT et al., 2007).

O controle da geracao de NO pela atividade da iNOS pode envolver
eventos como: fosforilagao de sitios da proteina, biodisponibilidade de O, e da
L-arginina além da dimerizagao da proteina e da ligagdes de cofatores, como o
tetrahidrobiopterina (BH4;) um co-fator essencial para a atividade NOS,
facilitando estabilizagdo dos dimeros e reforcando a ligacdo com a L- arginina
(para revisdo ver AKTAN, 2004, CHATTERJEE et al., 2008 ). Como a HQ
exerce este efeito inibitorio sobre a atividade da NOS ainda sera elucidado.

A diminui¢cdo das atividades fagociticas e microbicidas de fagocitos esta
diretamente ligada a produgédo de NO e ion-superéxido. Recentemente CHO et
al., (2008) demonstraram que a inibicdo da via oxidativa em macrofagos reduz
a atividade fagocitica e microbicida de macrofagos. Como resultados
semelhantes foram aqui obtidos em neutrofilos, este pode ser um mecanismo
relevante para este efeito da HQ em neutréfilos. No entanto, como observamos
que a HQ interfere com vias intracelulares que levam a secregéo de citocinas, &
plausivel que outras investigacdes sejam conduzidas.

Em conjunto, os dados aqui obtidos mostram que os neutréfilos sao
células mais susceptiveis aos efeitos toxicos da HQ, uma vez que
concentragdes, bem como periodos de incubacdo menores que os empregados
para célula endotelial causaram morte celular. Adicionalmente, os efeitos em
neutréfilos parecem levar a um estado de paralisia celular, diferente do
observado no outro tipo celular estudado. Como ja salientado na Introducgao, a
HQ ¢é metabolizada a benzoquinonas mais reativas pela acdo da
mieloperoxidase e prostaglandina H sintetase (Casarrett, 2007). Desta forma,

inferimos que diferengas nos efeitos encontrados nos dois tipos celulares aqui
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empregados, sejam dependentes, pelo menos em parte, da capacidade destas
células metabolizarem distintamente a HQ. Desta forma, a expressao génica da
mieloperoxidase foi quantificada em ambos os tipos celulares e somente
neutréfilos, como ja era esperado, expressam a enzima, e interessantemente,
sua expressao génica € aumentada frente a incubagcao com a HQ. Este dado
ratifica a literatura, uma vez que tem sido mostrado que a incubacido de
agentes fenodlicos com diferentes tipos celulares aumenta a sintese de
expressao de enzimas de biotransfomagao, entre as quais as oxidativas do
sistema do citocromo P450 e MPO (Zhu et al., 1995; Trush et al., 1996). Apesar
de ndo estar muito bem estabelecido na literatura a MPO é expressa em
células endoteliais do endocardio humano submetidas a estresse oxidativo (La
Rocca et al., 2008).

Por outro lado, a célula endotelial, bem como os neutréfilos, expressam
CYP2E1, outra enzima importante na conversao de benzeno a éxido de
benzeno e este a HQ (FARIN et al., 1994). A incubagdo com HQ ndo induziu
sua expressao génica. Este fato é relevante, uma vez que tem sido mostrado
na literatura que a incubacgao de agentes fendlicos a diferentes tipos celulares
aumenta a sintese de expressao de enzimas de biotransformacao, entre as
quais as oxidativas do sistema do citocromo P450 e MPO (ZHU et al., 1995;
TRUSH et al., 1996). Neste contexto, podemos sugerir que as diferengas de
efeitos aqui encontrados pela acdo da HQ possam decorrer de sua
metabolizacdo a benzoquinonas, que sao mais reativas que a HQ. Tem sido
mostrado que as benzoquinonas possuem alto poder oxidativo, que lesa
substratos endogenos com maior facilidade que a HQ, como DNA, proteinas e
lipideos, com consequéncias mais deletérias que a HQ (SMITH, et al., 1989,
SNYDER & HENDLI, 1996). Esta hipotese sera investigada brevemente.

Em conjunto, os resultados obtidos mostram que a HQ ativa
propriedades inflamatérias da célula endotelial, como a expressdao de
moléculas de adesdo e secrecdo de citocinas, mas por outro lado, inibe as
NOS e a produgado de NO. Diferentemente, os dados indicam que a HQ inibe
efeitos pro-inflamatérios em neutrédfilos, como a secrecdo de citocinas proé-

inflamatdrias e inibe as NOS e a producao de NO, bem como as atividades
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fagociticas e microbicidas. E possivel que estas acdes sobre os neutréfilos
possam contribuir, pelo menos em parte, pela redugédo da migragao celular

durante a resposta inflamatéria observada apds exposigéo in vivo a HQ.
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6. RESUMOS DOS RESULTADOS OBTIDOS E CONCLUSOES

Os resultados obtidos neste estudo permitem concluir que:

1) Os dados obtidos mostraram que o tratamento de células endoteliais
com HQ, nas concentragdes de 10 ou 100uM, na presenga ou auséncia
de LPS (2ug/mL):

«» ndo afetou a viabilidade da célula endotelial;

+» reduziu a producido de NO sob estimulacido pelo LPS, nao dependente
de diminuicao de sintese das enzimas iINOS e eNOS, mas de inibi¢cdes
de suas atividades;

+ aumentou a expressao génica e protéica de citocinas pr6 — inflamatoérias,
TNF-a e IL-1B, em condi¢bes basais;

+« aumentou a expressao génica e protéica de moléculas de adesédo ICAM-
1, PECAM-1 e VCAM-1 em condi¢des basais;

+«» aumentou a translocacdo nuclear do NF-kB em condi¢bes basais;

+ nao interferiu com a expressao de CYP2E1;

O que permite concluir que a HQ ativa as propriedades pro—
inflamatorias da célula endotelial, como aumento da expresséo génica e
protéica de moléculas de adeséo e citocinas, possivelmente devido a um
aumento no translocagdo nuclear do fator de transcrigdo NF-kB. Por outro
lado, reduz, em condigbes de inflamac¢ao, a producao de NO por inibir a
atividade das NOS.

2) Os dados obtidos mostraram que o tratamento de neutréfilos com HQ,
nas concentragdes de 5 ou 10 yM, na presenca ou auséncia de LPS
(5ug/mL):

+ nao afetou a viabilidade de neutrdfilos;

+¢ reduziu a producgao de NO, ndo dependente de sintese, mas de redugao

das atividades enzimaticas das cNOS e iNOS;
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+ reduziu a expressao génica e protéica das citocinas pro—inflamatodrias,
TNF-a, IL-1B e IL-6 sob estimulacao pelo LPS.
++ inibiu a translocacao nuclear do NF-kB sob estimulacao pelo LPS;
+ reduziu a capacidade microbicida e fagocitica frente a Candida albicans;
+«+ aumentou a expressao da enzima de biotransformagéao MPO;
+ nao modificou a expressao génica de CYP2E1;
O que permite concluir que a HQ inibe as propriedades pro—inflamatorias
de neutrofilos, pela diminuicdo da expressdo génica e protéica de citocinas e
moléculas de adeséo, possivelmente pela interferéncia com a capacidade de
translocacgao nuclear do NF-kB. Ainda, diminui a secre¢ao de NO, pelo bloqueio
da atividade das NOS e inibe a capacidade de fagocitica e microbicida de

neutrdfilos.
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ANEXOS

Anexo A - Pareceres da Comissao de Etica em Experimentacdo Animal

UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
Comiss3o de Etica em Experimentagdo Animal - CEEA

Oficio CEEA n°® 06 /2008

CERTIFICADO

Certificamos que o Projeto “Efeitos da hidroquinona na funcdo e
viabilidade da célula endotelial” (Protocolo CEEA n°l69), de
responsabilidade da pesquisadora Fernanda Judice Pinedo sob a
orientac¢do da Profa. Sandra Helena P. Farsky, estd de acordo com os
Principios Eticos na Experimentagdo Animal adotado pelo Colégio
Brasileiro de Experimenta¢do Animal (COBEA) e foi aprovado pela
Comissdo de Etica em Experimentacdo Animal (CEEA) desta
Faculdade, em 11/02/2008.

Sdo Paulo, 12 de fevereiro de 2008.

—=7) |
Profa. Dra. Ligi WGomes
Presidente da CEEA

Av. Prof. Lineu Prestes, 580 - Bloco 13 A - Cidade Universitaria - CEP 05508-900 - Sdo Paulo - SP
Fone: (11) 3091-3677 / Fax: (11) 3813-5093 - e-mail: rtrigo@usp.br
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ANEXO B - Ficha do Aluno
Universidade de Sao Paulo
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
Documento sem validade oficial
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Data de Nascimento: 23/12/1984
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Orientador(es): Prof(a). Dr(a). Sandra Helena Poliselli Farsky - 12/07/2007 a --
E.Mail: sfarsky@usp.br
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Exame de Qualificagao: Aprovado em 30/04/2009
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Data maxima para aprovagao da
Banca:
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Superior
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A Pesquisa e a Matricula
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Fundamentos das
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Publicagao
Mecanismos das
interacGes patoldgicas
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endoteliais e elementos ,
FBC5723-4 circulantes e sua 09/06/2008([29/06/2008| 75 5 88.90 Concluida
importancia em
processos vaso-
oclusivos
Resposta Inflamatoria, Turma
FBC5703-5 ([Citocinas e 15/09/2008)/19/10/2008| 60 0 0.00 cancelada
Hematopoiese
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FBF5766-2 ||bioequivaléncia de 30/09/2008((01/12/2008| 90 6 85.00 Concluida
medicamentos

Créditos minimos exigidos

Para Exame~ de P_ara Dep95|to de créditos obtidos
Qualificacao Dissertacao/Tese

Disciplinas: 25 25 Disciplinas: 26
Atividades Programadas: 0 Atividades Programadas:

Seminarios: 0 0 Seminarios: 0
Estagios: 0 0 Estagios: 0
Total: Il 25 [ 25 | [26

Créditos Atribuidos a Dissertagdo: 71

Conceito até 31/12/1996:

A - Excelente, com direito a crédito; B - Bom, com direito a crédito; C - Regular, com direito a crédito; D
- Insuficiente, sem direito a crédito; E - Reprovado, sem direito a crédito; I - Incompleto; J - Abandono

Justificado; T - Transferéncia.

Conceito a partir de 02/01/1997:
A - Excelente, com direito a crédito; B - Bom, com direito a crédito; C - Regular, com direito a crédito; R
- Reprovado; T - Transferéncia.

Um(1) crédito equivale a (15) horas de atividade programada.

Situagao em: 29/06/2009 12:02
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Anexo C — Curriculo Lattes

Fernanda Judice Pinedo

Possui graduacio em Farmicia pela Universidade de Mogi das Cruzes (2005). Em 2007 ingressou na
pos-graduacde pela Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de Sdo Paulo na area de
Toxicologia Experimental, com término previsto para julho de 2008.

(Texto informado pelo autor)

Ultima atualizagdo em 01/06/2009

Endereco para acessar este CV:
http-iiattes.cnpq.br/i4819633170596536

Dados Pessoais

Nome Fernanda Jidice Pinedo

Nome em citagbes PINEDO, F. 1.
bibliograficas

Sexo feminino

Hascimento 23/12/1884 - Mogi das Cruzes/SP - Brasil

Carteira de ldentidade 434431245 S5P - SP - 11/08/2003

CPF 33750403355

Enderego residencial Rua Joaquim Marting Coelho, 701

ila Oliveira - Sao Paulo
08730-700, SP - Brasil
Telefone: 11 47883385

Enderego profissional Universidade de Sdo Paulo, Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas

Avenida Professor Lineu Prestes, 520
- Sao Paulo

05508-000, SP - Brasil

Telefone: 11 30812187

Enderego eletrénico

e-mail para contato : fepinedo@usp.br
e-mail atternativo : fepinedo@hotmail com

Formagdo Académica/Titulagdo

2007 MWestrado em Andlises Toxicoldgicas.
Universidade de Sdo Paulo, USP, Sao Paulo, Brasil
Titulo: Efeitos da Hidroquinona sobre a atividade funcional da célula endotelial & neutrofilos.
Orientador: Sandra Helena Poliselli Farsky
Bolsista do(a): Fundacio de Amparo 4 Pesquisa do Estado de S&o Paulo
Palavras-chave: célula endotelial, hidroguinons, mediadores inflamatorios, Moléculas de adesdo, inflamacio
Areas do conhecimento : Andlize Toxicoldgica

2002 - 2005 Graduacdo em Farmacia.

Universidade de Mogi das Cruzes, UMC, Moji Das Cruzes, Brasil

1999 - 2001 Ensino Médic (2o grau).

Colégio Sdo Marcos, CSM, Brasil
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Atuagdo profissional

1. Universidade de Sao Paulo - USP

Vinculo institucional
2007 - Atual Vinculo: Livre , Enguadramento funcional: Aluno de pos graduacdo , Carga horaria: 40, Regime: Dedicacdo Exclusiva

Outras informacdes:
Bolzista Fapesp (processo nimero:07/56259-3)

Atividades
2007 - Atual Projetos de pesquisa, Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas

Participacdo em projetos:
“Efeito da hidroguinona na atividade funciona! da céluls endotelial & neutrdfilos”

Projetos

2007 - 2009 “Efeito da hidroguinona na atividade funcional da célula endotelial e neutrofilos™

Descricdo: A hidroguinena (HQ) & um composto fendlico obtide a partir da metabolizacdo enddgena do benzeno, além
de ser componente do cigarro, de medicamentos, revelador fotografico e estar presente em alguns alimentos e plantas
medicinais. Uma vez que a populacio estd constantemente exposta 4 HQ, nosso grupo de pesquisa demonstrou que
em doses consideradas seguras pelos orgdos regulamentadores, a exposicio 4 HQ compremete a migragdo de
leucicitos para o pulméo na vigéncia de inflamac#o alérgica ou ndo-especifica Este projeto visa dar continuidade &
investigacio dos mecanismos de acdo da HQ sobre a induclo da resposta inflamatdria, enfocando os efetos sobre a
célula endotelial, uma vez gue esta reveste os vasos sanguineos e exerce papel fundamental no centrole da resposta
inflamatdria,  neutrdfios, que s3o as primeiras células de defesa a ser recrutada para foco de lesdo, avaliando a
expressdo de mediadores inflamatérios (NO, IL-1B,IL-10,IL-8 TNF-a}, moléculas de adesdo (JCAM-1, WCAM-1, PECAM-
1), & atividade fagocitica e microbicidade de neutrofilos.

Situagdo: Em Andamento Natureza: Pesquisa

Integrantes: Fernanda Jidice Pinedo (Responsavel);

Financiador{es): Fundacéo de Amparo a Pesquisa do Estado de S8o0 Paulo-FAPESP

Areas de atuagdo

1. Andlize Toxicoldgica

Idiomas

Inglés Compreende Razoavelmente , L& Bem

Prémios e titulos

2008 Mensdo Honrosa no 40° Congresso Brasileiro de Farmacologia e Terapéutica Experimental, SBFTE

2004 1* Mencdo Honresa no VIl Congresso de Iniciacdo Cientifica da Universidade de Mogi das Cruzes, Universidade de Mogi
das Cruzes
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Produgdo em C, T& A

Produgio bibliografica

Trabalhos publicados em anais de eventos (resumao)

1.

PINEDO, F. J., FARSKY, 5.
EFEMOS DA HIDROGQUINONA NA FUN;f\CI E VIABILIDADE DA CELULA ENDOTELIAL In: 40 Conagresso de Farmacologia € Terapéutica
Experimental, 2008, ﬂguas de Linddia.
EFEITOS DA HIDROQUINONA NA FUH(;ﬁD E VIABILIDADE DA CELULA ENDOTELIAL. , 2008
Palavras-chave: célula endotelial, hidroguinona, Moléculas de adesdo, mediadores inflamatorios
Referéncias adicionais : Brasil/Portugués. Meio de divulgacio: Meio digital
Foster Premiado com mens8o honrosa.

PINEDO, F. J., TRINDADE, C. B.
"Estudo da Citotoxicidade de Biomateriais Metalicos em Cultura Primaria de Células Precursoras Hematopoiéticas™ In: 572 Reunido Anual da SBPC,
2005, Fortaleza.

"Estudo da Citotoxicidade de Biomateriais Metilicos em Cultura Priméria de Células Precursoras Hematopoiéticas". , 2005.
Referéncias adicionais : Brasil/Portugués. Meio de divulgacdo: Impresso

PINEDO, F. J., TRINDADE, C. B.
"Estudo da Citetoxicidade de Biomateriais Metalicos em Cultura Primaria de Células Precursoras Hematopoiéticas™ In: Wi Congresso de Iniciagdo
Cientifica, 2004, Mogi das Cruzes.

"Estudo da Citotoxicidade de Biomateriais Metilicos em Cultura Priméria de Células Precursoras Hematopoiéticas". , 2004,
Palavraz-chave: biomateriaiz metdlicos, células precursoras hematopoidticas, citotoxicidade
Referéncias adicionais : Brasil/Portugués. Meio de divulgacdo: Impresso
Trabalho premiado com & 1 mens&o honrosa.

Apresentacdo de Trabalho

1.

PINEDO, F. J., FARSKY S.

"Efeitos da Hidroguinona na fungéo e viabilidade da célula endotelial”, 2008. (Congresso, Apresentacdo de Trabalho)
Palavras-chave: célula endotelial, hidroguinons, inflamacéo, mediadores inflamatorios, Moléculas de adesdo

Referéncias adicionais ; Brasil/Portugués; Evento: 40 Congresso Brasileiro de Farmacologis e Terapéutice Experimental”

{QI' PINEDQ, F. J., TRINDADE, C. B.

ESTUDO DA CITOTOXICIDADE DE BIOMATERIAIS METALICOS EM CULTURA PRIMARIA DE CELULAS PRECURSORAS HEMATOPOIETICAS,
2005. (Congresso Apresentacdo de Trabalho)

Palavras-chave: biomateriaiz metélicos, células precursoras hematopoiéticas, citotoxicidade

Arsas do conhecimento © Andlise Toxicoldgics, Farmacia

Setores de atividsde - Sadde humana

Referéncias adicionais : Brasil/Portugués. Meio de divulgagdo: Impresso; Local: Universidade Estadual do Ceard, Cidade: Fortaleza; Evento:
57% Reunido Anual da SBPC

PIMEDO, F. J., TRINDADE, C. B.

" Estudo da citotoxicidade de biomateriais metilicos em cultura primaria de células precursoras hematopoiéticas”, 2004.
(Outra, Apresentacéo de Trabalho)

Referéncias adicionais - Brasil/Portugués; Evento: "XNl Semana Farmacéutica”, Inst promotorafinanciadora: UMC
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Produgdo Técnica

Demais produgdes técnicas

1.

FARSKY, 5., PINEDO, F. J.

Comprometimento do Sistema Imunoldgico nas Intoxicagdes, 2009. (Outro, Curse de curta duracde ministrado)

Palavras-chave: Imunotoxicidade

Aress do conhecimento - Farmécia

Referéncias adicionais : Brasil/Portugués. 2 horas. Meio de divuigacio: Meio digital

Aula ministrada na discipling de Pds graduagéo, FECS746- Comprometimento do Sistema Imunolbgice nas Intoxicagbes, a convite do docente
responzdvel Profa.Ora. Sandra Helena Polizelli Farsky.

Eventos

Partici pa;ﬁo em eventos

1.

Apresentacdo de Poster / Painel nu(a}ﬂ-ﬂ“ Congresso de Far['nacologia e Terapéutica Experimental, 2008. (Congresso)
EFEMCS DA HIDROQUINONA MA FUNCAO E VIABILIDADE DA CELULA ENDOTELLAL.

Apresentacdo de Poster / Painel no(a) 57 Reunido Anual da SBPC, 2005. (Cengresso) i i
ESTUDO DA CITOTOXICIDADE DE BIOMATERIAIS METALICOS EM CULTURA PRIMARLA DE CELULAS PRECURSORAS HEMATOPOIETICAS.

Apresentacde Oral noa) "VIl Congresso de Iniciagdo Cientifica”, 2004. (Congresso)
" Estudo da citotoxicidade de biomateriais metalicos em cultura primaria de células precurzoras hematopoigticas™.

Apresentacdo Oral noa) " Xl Semana Farmacéutica”, 2004. (Encontro)
" Estudo da citotoxicidade de biomaterias metalicos em cultura primaria de células precursoras hematopoigticas™.

"Xl Semana Farmacéutica”, 2003. (Encontro)

Totais de produgio

Produgao bibliografica

Trabalhos publicados em anais de eventos 3
Apresentaciies de Trabalhos (Congresso) 2
Apresentacies de Trabalhos (Outra) 1

Produgdo Técnica

Curso de curta duracdo ministrado (outro) 1
Eventos
Participagies em eventos (congresso) 3

Participacfies em eventes (encontro) 2
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Anexo D: Informacdes para os Membros de Bancas Julgadoras

UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
Secretaria de P6s-Graduagao

Informagodes para os Membros de Bancas Julgadoras de
Mestrado/Doutorado

1. O candidato fara uma apresentacao oral do seu trabalho, com
duragao maxima de trinta minutos.

2. Os membros da banca fardo a argui¢éo oral. Cada examinador
dispora, no maximo, de trinta minutos para arguir o candidato, exclusivamente
sobre o tema do trabalho apresentado, e o candidato dispora de trinta minutos
para sua resposta.

2.1 Com a devida anuéncia das partes (examinador e candidato), é
facultada a arglicao na forma de dialogo em até sessenta minutos por
examinador.

3. A sesséao de defesa sera aberta ao publico.

4. Terminada a arguig¢ao por todos os membros da banca, a
mesma se reunira reservadamente e expressara na ata (relatério de defesa) a
aprovacao ou reprovacao do candidato, baseando-se no trabalho escrito € na
arguicao.

4.1 Caso algum membro da banca reprove o candidato, a
Comissao Julgadora devera emitir um parecer a ser escrito em campo
exclusivamente indicado na ata.

4.2 Sera considerado aprovado o aluno que obtiver aprovacao por
unanimidade ou pela maioria da banca.

5. Duvidas poderao ser esclarecidas junto a Secretaria de Pos-
Graduagao: pgfarma@usp.br, (11) 3091 3621.

Sao Paulo, 18 de margo de 2005.
Profa Bernadete D.G.M.Franco
Presidente da CPG/FCF/USP



