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Resumo

A hidroquinona (HQ) é um composto fendlico encontrado em grandes quantidades no cigarro, em
medicamentos e alimentos, além de ser um dos mais importantes metabdlitos toxicos do benzeno
(BZ). Temos mostrado que a exposicdo sistémica a HQ compromete a resposta inflamatéria in vivo.
Complementando estas investigacdes, o objetivo do presente projeto foi investigar o efeito da
exposicdo ambiental a HQ sobre o recrutamento leucocitario para o pulmdo induzido pelo
lipopolisacarideo de E.coli (LPS) e sobre os eventos celulares envolvidos neste processo, bem como
sobre a formacgdo de adutos de DNA no tecido pulmonar. Para tanto, 12,5, 25 ou 50 ppm de HQ ou
veiculo (solugdo salina 5% de etanol) foram nebulizadas em caixa de exposi¢do (60 mL/1h; 5 dias)
onde 5 camundongos Swiss machos estavam alocados. Uma hora apds as Ultimas exposicdes, a
inflamacgdo pulmonar foi induzida pela inalagdo de LPS (0,1 mg/mL; 10 min). Os animais expostos a
HQ e na vigéncia ou auséncia de inflamag¢do foram empregados para: 1) coleta do lavado
broncoalveolar (LBA) trés horas apds a inalagdo de LPS para quantificagdo do niumero de leucécitos
(cdmara de Neubauer e esfregacos corados por Panético®); 2) coleta de sangue para quantificagdo do
numero de leucdcitos circulantes antes e 3 horas apds a inalagdo de LPS (camara de Neubauer e
esfregacos corados por Panodtico®); para a quantificagdo da expressdo de moléculas de adesdo em
leucdcitos de animais ndo inflamados induzida ou ndo pelo formilmetionil-leucil-fenilalanina (fMLP)
in vitro (citometria de fluxo); para obtencdo de plasma para quantificacdo de malonaldeido (HPLC) e
de neutréfilos para quantificacdo de espécies reativas de oxigénio intracelular (EROs; citometria de
fluxo) de animais ndo inflamados pelo LPS; 3) coleta de tecido pulmonar para quantificacdo da
expressdao de moléculas de adesdo em células endoteliais e para quantificacdo da atividade da
enzima mieloperoxidase (MPO) 3 horas apds a inalagdo de LPS e para quantificagdo de adutos de
DNA em tecido de animais ndo inflamados. Adicionalmente, a concentracdo de HQ na caixa de
exposicdo foi quantificada por HPLC. Os resultados obtidos mostraram que a exposicdo a HQ nao
afetou os nimeros de leucdcitos circulantes, mas reduziu o numero de leucdcitos polimorfonucleares
(PMN) e mononucleares (MN) no LBA; aumentou a atividade de MPO no tecido pulmonar; reduziu a
expressdo de L-selectina em PMN estimulados in vitro pelo fMLP; aumentou a expressdo de 3,
integrinas em PMN na vigéncia ou auséncia (basal) de estimulagédo pelo fMLP; aumentou a expressdo
de B3 integrinas e PECAM-1 em condigBes basais; aumentou a formagdo de EROs por PMN; ndo
alterou a expressdao das moléculas de adesdo endoteliais PECAM-1, VCAM-1, ICAM-1, JAM-C, P e E-
selectinas e VE-Caderina; ndo aumentou significantemente a formacgdo de adutos 8-oxo-7,8-dihidro-
2’-desoxiguanosina e 1,N*-propano-2’-deoxiguanosina no tecido pulmonar; aumentou a
concentragdo de malonaldeido plasmatico. A saturagdo da concentragdo de HQ na caixa de exposi¢do

foi 10 vezes menor que as preconizadas para a exposicdo ocupacional pelas agéncias



regulamentadoras, indicando que mesmo a baixas concentra¢cles de exposicdo, a HQ prejudica a
resposta do hospedeiro a um agente infeccioso. O mecanismo téxico pode estar relacionado a
ativacgdo das células na circulagdo, dependente da producgdo de espécies reativas de oxigénio, e que a

toxicidade pode ndo ser detectada na auséncia de resposta do organismo ao trauma.

Palavras-Chave: Pulmao inflamado, Adutos de DNA, contaminagdo ambiental e ocupacional, LPS



Abstract

Hydroquinone (HQ) is a phenolic compound found in large quantities in cigarettes, medicines and
food, besides it is one of the most important toxic metabolites of benzene (BZ). We have shown that
systemic exposure impairs in vivo inflammatory response. Following these investigations, this work
aimed to study the effects of environmental exposure to HQ on leukocyte recruitment to the
inflamed lung induced by lipolissacarideo of E. coli (LPS), the cell events involved in this process, and
adducts formation on DNA of pulmonary tissue cells . For that 12.5, 25, or 50 ppm of HQ or vehicle
(saline solution with 5% of ethanol) we aerosolized into an exposure box (60 mL/1h; 5 days)
containing 5 male Swiss mice. One hour after the last exposures, the pulmonary inflammation was
induced by LPS inhalation (0.1 mg/mL; 10 min). Animals exposed to HQ in presence or absence of
inflammation were used for: 1) BAL collection three hours after LPS inhalation to quantify the
leukocytes in BAL (Neubauer chamber and Pandtico® stained smears); 2) blood collection to quantify
the circulating leukocytes before and three hours after LPS inhalation (Neubauer chamber and
Panotico® stained smears); to quantify the expression of adhesion moleculas in leukocytes from non-
inflamed animals induced or not for formyl-methionyl-leucyl-phenylalanine (fMLP) in vitro (flow
citometry); to obtain blood plasma and quantify the formation of malondialdehyde (MDA; HPLC) and
neutrophils to quantify the intracellular generation of reactive oxygen spices (ROS; flow citometry)
from non-inflamed animals; 3) pulmonary tissue collection to quantify the expression oh adhesion
molecules on endothelial cells and quantify the mieloperoxydase (MPO) activity, three hours after
LPS inhalation and to quantify the DNA adducts on pulmonary tissue obtained from noninflamed
animals. Additionally, the concentration of HQ in the exposure box was quantified by HPLC. The
results showed that exposure to HQ did not affect the numbers of circulating leukocytes, but reduced
the number of polymorphonuclear leukocytes (PMN) and mononuclear (MN) in BAL, increased the
activity of MPO in lung tissue; reduced the expression of L-selectin in PMN stimulated by fMLP in
vitro, increased the expression of 3, integrins in PMN in the presence or absence (basal) stimulation
by fMLP, increased the expression of B; integrin and PECAM-1 in basal conditions; increased ROS
formation by PMN, did not alter the expression of endothelial adhesion molecules PECAM-1, VCAM-
1, ICAM-1, JAM-C, P and E-selectin and VE-Cadherin; not significantly increased the formation of 8-
oxo-7,8-dihydro-2’-desoxyguanosine e 1,N*-propano-2'-deoxyguanosine adducts in lung tissue;
increased the concentration of plasma malondialdehyde. The concentration of HQ into the exposure
box was 10 times lower than those recommended for occupational exposure from regulatory
agencies, indicating that even at low exposure concentrations, HQ affect the host response to an

infectious agent. The toxic mechanism may be related to activation of circulating cells, dependent on



the generation of reactive oxygen species, and toxicity can not be detected in the absence of body

response to trauma.

Key words: Inflamed lung, DNA adducts, environmental and occupational contamination, LPS
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1.1 Compostos Fendlicos

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

Os compostos fenodlicos sdo amplamente encontrados no reino vegetal
conjugados a agucares e acidos organicos como resultado do metabolismo
secundario de plantas, ou seja, sao produzidos em resposta a danos externos,
sendo essenciais para o crescimento e reprodu¢ao das mesmas (SVARCOVA et al.,
2007; EPSTEIN, 2009).

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

Os efeitos benéficos destas moléculas relacionados a sua atividade
antioxidante séo particularmente devido a sua habilidade de eliminar radicais livres,
de doar atomos de hidrogénio ou elétrons e de quelar cations metalicos,
responsaveis pelo estresse oxidativo (RAHMAN et al, 2006; FERNANDEZ-
PANCHON et al., 2008; BEN FARHAT et al., 2009). Ademais, alguns compostos
fendlicos, em especial os flavondides, sdo capazes de reduzir as atividades das
oxido nitrico sintases (NOS) e ciclooxigenases (COX), a adesao leucocitaria, a
desgranulagcado de mastdcitos, além de diminuirem os niveis de interleucina-2 (IL-2),
fator de necrose tumoral-a (TNF-a) e interferon-y (IFN-y). Desta forma, sdo assim
considerados estratégias novas e seguras para modulagdo da inflamagéo
dependente da via do fator de transcricdo nuclear NF-xkB (SVARCOVA et al., 2007).

Os produtos de transformagao dos compostos fendlicos também estéo
presentes em alimentos processados e bebidas, como no cha preto e verde, vinho

tinto e café, além de ser encontrado no cacau, alho, kiwi, ameixa, cereja, uva, maga,
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péra, frutas berries, frutas citricas, brocolis, couve, cidra, chicoria, espinafre, soja,
entre outros (CROZIER et al., 2009; NICHOLS & KATIYAR, 2010).

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

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

1.2 Hidroquinona

O produto de hidrolise da arbutina € a hidroquinona (HQ, Figura 1: 1,4-
dihidroxibenzeno), o objeto de estudo deste trabalho. Adicionalmente, a HQ livre
também esta presente naturalmente em alguns alimentos e bebidas, tais como em
brécolis (0,1 ppm), vinho tinto (0,5 ppm) e café (40 mg/Kg no grao seco; 100 ug/200
mL no produto pronto para o consumo) (IARC, 1987; DEISINGER, et al., 1996;
DARRALL et al., 1998; JIN & SATO, 2003; DIMITROVA et al., 2005; THAVARAJAH
& LOW, 2006).

HO OH

Figura 1 - Estrutura quimica da hidroquinona.
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A HQ é utilizada na industria cosmética, sendo um dos tratamentos mais
indicados por dermatologistas para o clareamento da pele com finalidades estéticas
ou terapéuticas. A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) estipula a
comercializacdo de cremes com concentracdo de até 2% de HQ, mas podemos
encontrar de 4 a 10% de HQ em formulagdes manipuladas (RDC n°79/2000;
DECAPRIO, 1999; WESTERHOF & KOOYERS, 2005).

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

Ha registros que a HQ dispersa no ar pode estar conjugada a poeira nas
concentragdes de 0,1 a 6,0 mg/m*® em industrias que manipulam a mesma ou seus
precursores, um numero muito elevado visto que as agéncias de regulamentagao
como a American Conference of Industrial Hygienists (ACGIH), National Institute of
Occupational Safety & Health (NIOSH) e a Occupational safety and Health
Administration (OSHA) preconizam um limite de 2,0 mg/m® onde o trabalhador pode
permanecer em contato com a HQ por um periodo limitado de 8 horas por dia.
(NIOSH, 1994; PIFER et al., 1995). No Brasil ndo ha uma legislagdo ou norma
regulativa com relagao a limites de exposicédo a HQ, porém as fichas de seguranca
de produtos quimicos utilizam os valores determinados pela NIOSH.

A HQ também é produto de metabolizagcdo do benzeno (BZ), utilizado na
industria petroquimica e na produgdo que requer solventes aromaticos, como a
fabricagdo de borracha e sapatos. Os motores a gasolina sdo as principais fontes de
emissdo moével, gerando assim, pela queima do combustivel, o benzeno que é
liberado no ar, contribuindo para a contaminagao ambiental. Além disso, os riscos de
vazamentos podem ocasionar contaminacdo de aquiferos e lengois freaticos
(TIBURTIUS et al., 2004; LIANG et al., 2008; WEISEL, 2010).

Entre 1972 e 1991 a média de concentracdo de benzeno na gasolina
americana foi de 0,8 a 3,18%, enquanto que atualmente a gasolina americana
contém cerca de 1%. Ja na comunidade européia, a concentragdo de benzeno na

gasolina geralmente esta acima de 2% (KEENAN et al., 2010). No Brasil, a Agéncia
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Nacional de Petroleo, Gas Natural e Biocombustiveis (ANP) preconiza a
concentracdo maxima de 1% de BZ na gasolina comum. Mas, infelizmente, a
literatura e a propria midia brasileira mostram valores que alcangaram a marca de
8% de BZ, decorrentes de adulteragdo da gasolina (ANP, 2001; AGENCIA
ESTADUAL DE NOTICIAS, 2005).

Outra fonte de ocorréncia importante de HQ e BZ € o cigarro, um dos maiores
responsaveis por doengas do trato respiratério (DOMAGALA-KULAWIK, 2008;
PATEL et al, 2008). Monografias da International Agency for Research on Cancer
(IARC) descrevem que um cigarro pode conter até 100 yg de HQ e 72,2 ug de BZ
em sua composi¢ao. Ja as quantidades liberadas pela fumaga de um cigarro podem
variar de 72,2 ug a 183,5 ug de HQ e 46,3 pug a 272 ug de BZ pela corrente primaria
e secundaria, respectivamente. Desta forma tanto fumantes ativos quanto passivos
sdo expostos a concentragdes significativas destas substéncias. Dados da
Organizagdo Mundial da Saude mostram que 600.000 mortes por ano no mundo
estdo relacionadas as doengas causadas pelo cigarro (IARC, 1987; RDC n°05/2001;
KIM, Y. J., 2005).

O BZ absorvido pela pele ou pelas vias aéreas sofre epoxidagao no figado ou
nos pulmdes, mediada pela CYP2E1 gerando o oOxido de BZ. Este estabelece
equilibrio entre sua forma oxepina ou pode sofrer metabolizacdo por duas vias
distintas: 1) O 6xido de BZ via epdxido hidrolase origina o BZ dihidrodiol que pela
acao da CYP forma o BZ diolep6xido ou pela agdo da dihidrodiol desidrogenase
origina o catecol; 2) o 6xido de BZ pela agao da CYP origina o fenol que novamente
pela acado da CYP é convertido a HQ. O éxido de BZ a partir da sua forma oxepina
pode gerar o acido trans, trans-mucénico ou o 6xido de BZ pode ser diretamente
conjugado a glutationa resultando no acido fenilmercapturico. Estes acidos podem
ser encontrados na urina e sao utilizados como marcadores de exposi¢ao ao BZ. Os
demais compostos fendlicos gerados podem ser transportados pelo sangue para a
medula Ossea, onde sdo metabolizados pela mieloperoxidase (MPO) e
prostaglandina H sintetase gerando 1,4 e 1,2-benzoquinonas que sao compostos
extremamente eletrofilicos, e contribuem para a mielotoxicidade (GANOUSIS et al.,
1992; para revisdes ver DE CAPRIO, 1999; SNYDER, 2004; JOHNSON et al., 2007;
HARTWIG, 2010). A comprovagao da importancia da metabolizagdo do BZ para sua
toxicidade é bastante evidenciada em estudos com animais geneticamente

modificados para as enzimas CYP2E1 e MPO, uma vez que a mielotoxicidade é
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bastante reduzida nestes animais (KETTLE & WINTERBOURN, 1992; MEDINSKY et
al., 1995; SNYDER 2002;2004). Ademais, os estudos, na maioria in vitro, mostram
gue a exposi¢cao a HQ compromete a fungao de células do sistema imune (TAYSSE
et al., 1995; LEE et al., 2007; CHO et al., 2008; CHOI et al., 2008).
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Segundo os protocolos da OECD, a HQ apresenta os seguintes parametros
fisioquimicos: Peso molecular de 110.11 g/mol; ponto de fusdo de 169 °C; ponto de
ebulicido de 286 °C; pressdo de vapor de 2,3 x 10° Pa a 25 °C e solubilidade em
agua de 73000 mg/L a 25 °C. Também, com base nos protocolos de toxicidade da
OECD, os seguintes parametros sado apresentados: toxicidade oral aguda para
camundongos da espécie Swiss com dose letal (LDso) de 390 mg/Kg; No Observed
Efect Level (NOEL) de 25 mg/Kg para toxicidade de doses orais repetidas para
camundongos (B6C3F1). Embora a IARC classifique a HQ como agente quimico do
grupo 3, ou seja, nao carcinogénica para humanos, McGregor (2007) questiona esta
classificagdo, propondo que talvez os modelos de avaliagdo aplicados aos animais
sejam limitados e inadequados para a indicagdo da toxicidade a HQ. Desta forma,
estudos experimentais que elucidem os mecanismos de acao toxica da HQ e que
identifiquem indicadores biolégicos de efeitos mais precoces e sensiveis podem

contribuir efetivamente para avaliagao do risco.

1.3 Genotoxicidade da HQ

Os agentes genotdxicos sdo compostos quimicos extremamente eletrofilicos
e, funcionalmente, sdo classificados como substancias que tem afinidade pelo DNA
e capacidade de alterar a replicacao e a transcricdo génica (COMBES, 1992). Essas
substancias sao atraidas por moléculas com alta densidade eletrénica, como é o
caso das bases do DNA (molécula nucleofilica), levando a formagéo de adutos. A
base do DNA com maior afinidade de ligagdo € a guanina, porém ja existem dados
da formagao de adutos nas demais bases do DNA. As formacdes de adutos podem
levar a mutagdes em proto-oncogenes ou, ainda, em genes que s&o supressores de
tumor causando a iniciagdo de um processo de carcionogénese, além de impedir a
perfeita replicagdo do material genético (LOUREIRO et al., 2002).

Inumeras mutagdes ocorrem em todos os seres vivos continuamente, sendo
considerado um processo fundamental para a evolucao e diversidade das espécies.
Contudo, estas mutagdes, se ndo devidamente corrigidas, podem acarretar uma
série de problemas incluindo ma formacao fetal, envelhecimento celular causado
pelo estresse oxidativo e cancer. (DA SILVA et. al., 2003).

Basicamente, as mutagdes sao classificadas como estruturais e funcionais.

Mutacbes estruturais estdo ligadas a modificagbes na estrutura do DNA como
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insercdo, dele¢cdo, ampliacdo, inversao e translocacao de bases, estas podem ser
pontuais ou se repetirem em varias regides na fita de DNA. As mutag¢des funcionais
sdo aquelas nas quais genes mutados apresentam perda de fungdo ou ganho de
nova fungado diferente daquela apresentada por um gene ndo mutado (DA SILVA,
2003).

Os erros decorrentes da adicdo de grupos quimicos a estrutura do DNA
podem ocorrer tanto em células germinativas, quanto em células somaticas. Se o
erro ocorrer em células da linhagem germinativa, este pode ser transmitido as
geracOes futuras e se perpetuar causando as doencgas hereditarias. Mutacbes em
células somaticas sao transmitidas durante a divisdo celular e apresentam carater
cumulativo. Estas mutagdes estao relacionadas a doencas degenerativas e cancer,
por exemplo. Felizmente, a grande maioria destas mutacdes sdo detectadas por
uma série de sistemas de reparo capazes de corrigir/eliminar a mutagédo. Alguns
destes sistemas incluem reparo por fotorreativagao enzimatica, por excisdo de base,
por excisdo de nucleotideo, reparo de bases mal pareadas, por recombinacio, por
unido de extremidades homologas e ndo homologas, entre outros. De uma maneira
muito simplificada o reparo da mutagao consiste na remogao de bases com defeito
ou oxidadas, pela clivagem das ligagbes base nitrogenadas-desoxirribose e insergao
de uma nova base sem defeito (ZAHA, et al., 2003). Entretanto, quando estes
sistemas falham e mutacbes no DNA s&o transmitidas as células-filhas e
perpetuadas, ocorre a manifestagao das doengas (LOUREIRO et al., 2002).

E importante salientar que uma grande variedade de substancias exégenas a
qual o homem estd exposto constantemente, como é o caso de poluentes
ambientais, causam mutacdes. Neste contexto, a literatura tem mostrado o papel do
BZ e dos seus metabdlitos nas formagdées de adutos de DNA em diferentes tipos
celulares (BODELL, et al., 1999; VARKONYI, et al., 2006; JI, et al., 2009). Os
mecanismos estdo relacionados ao metabolismo do BZ, gerando compostos
altamente eletrofilicos que induzem a produgédo de espécies reativas de oxigénio
(EROS) e formagéo de produtos de peroxidagao lipidica. Estes ultimos interagem
covalentemente com o DNA, formando os adutos (KASTAM & BARTEK, 2004,
LOUREIRO et. al., 2002).

A HQ e a benzoquinona (BZQ) sédo descritas como causadoras de alguns
efeitos lesivos ao DNA observados tanto in vivo como in vitro. Estas acdes estao

relacionadas a troca de cromatides irmas, falhas na montagem do citoesqueleto e
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formagdo de micronucleos observados em linfécitos humanos e eritrocitos de
camundongos, além da inibigcdo da replicagdo e a habilidade de induzir a quebra de
umas das fitas de DNA (GASKELL et. al., 2004; SOMMERS et. al., 2006; BARRETO
et al.,2009; JI, et al. 2009). Tanto a HQ quanto a BZQ formam adutos exociclicos de
benzoeteno, com as bases guanina, adenina e citosina (RODRIGUEZ et. al., 2010).
Adicionalmente, a HQ e a BZQ causam oxidagédo de bases nitrogenadas, originando
8-ox0-7,8-dihidro-2'-desoxiguanosina (8-oxodGuo) que tem sido bem descrito como
indicador de oxidagao da base da guanina em presenga de HQ (LEANDERSON &
TAGESSON, 1990; LEANDERSON & TAGESSON, 1992; LI et al., 2002; ZHONG et
al., 2008).

Os efeitos genotoxicos podem ser quantificados diretamente pela mensuragao
da interacdo de um agente quimico ao DNA ou, de forma indireta, pela mensuragao
do reparo do DNA, da producédo de genes mutados ou da produgdo de
cromossomos alterados (CASARETT, 1996). Neste sentido, os testes de
genotoxicidade e toxicidade sdo empregados para a avaliagdo da toxicidade de um
agente quimico, os quais podem ser conduzidos in vitro ou in vivo, e contribuem para
a indicagao de biomarcadores de exposi¢ao e para a descoberta de novos endpoints
para produtos especificos (HAYASHI & HONMA, 2007).

1.4 Resposta Inflamatéria Pulmonar pelo LPS

Os pulmdes sdo o6rgaos esponjosos, com aproximadamente 25 cm de
comprimento, sendo envolvido por uma membrana serosa denominada pleura.
Anatomicamente, os pulmdes sao constituidos por, brénquios, que ramificam-se
profusamente, dando origem a tubos cada vez mais finos denominados bronquiolos.
Cada bronquiolo termina em pequenas bolsas formadas por células epiteliais
achatadas recobertas por capilares sanguineos, denominadas alvéolos pulmonares,
0s quais constituem a maior superficie epitelial do organismo (BARTHOLO &
BARTHOLO, 2009).

Por constituir a principal porta de entrada de poluentes e microrganismos
inalados, a interacdo entre o ar atmosférico e as células do trato respiratorio
credencia o pulmao como 6rgao-alvo no desenvolvimento de eventos inflamatdrios.

Entretanto, o trato respiratorio apresenta um sistema altamente integrado no
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combate de substancias inaladas constituido pelo aparato mucociliar, pelo sistema
fagocitico inflamatério agudo (macrofagos e neutrofilos) e pelos mecanismos imunes
celular e humoral. Se estes sistemas de defesa nao forem eficazes na eliminagao
dos patdgenos, uma resposta inflamatoria altamente complexa é inicializada, que é
caracterizada por modificagées na reatividade das vias aéreas, migragao leucocitaria
do sangue para o tecido pulmonar e lavado broncoalveolar (LBA), aumento de
permeabilidade vascular e ativacao de células residentes (DOMAGALA-KULAWIK,
2008).

Os microorganismos inalados apresentam estruturas altamente conservadas
em suas membranas conhecidas como padrées moleculares associados ao
patégeno (PAMP), que no organismo sao reconhecidos por proteinas de membrana
denominadas de receptores de reconhecimento de patégenos (PRRs). Estes
receptores sao expressos em células residentes do sistema respiratério como
macréfagos, células dendriticas, células epiteliais, células endoteliais e fibroblastos
(TAKEUCHI & AKIRA, 2010).

Os receptores tipo Toll (TLRs) compreendem uma das familias mais bem
caracterizadas de PRR. Estes receptores sédo caracterizados por apresentarem um
dominio N-terminal com repetidas regides ricas em leucina, uma regiao
transmembrana e um dominio citoplasmatico tipo Toll com homologia com receptor
de interleucina-1 (IL-1). A grande variedade de receptores tipo Toll reconhece
distintos padrées moleculares de microorganismos. Especificamente, o TLR4
reconhece o LPS presente na membrana de bactérias gram-negativas (AKIRA et al.,
2001; TAKEUCHI & AKIRA, 2010). O LPS é um composto glicolipidico composto por
um polissacarideo hidrofilico e um dominio hidrofébico, conhecido como lipidio A, o
principal responsavel pela atividade biologica do LPS (TRIANTAFILOU &
TRIANTAFILOU, 2005). No organismo, o LPS se liga a uma proteina ligadora de
LPS (LBP) presente no plasma e o complexo LPS-LBP é reconhecido pela proteina
CD14 presente em células mieléides. O CD14 atua como um co-receptor e permite
que todo o complexo LPS-LBP-CD14 seja reconhecido pelo TLR4. O CD14 também
pode ser encontrado na sua forma soluvel (sCD14) no plasma e a interagdo do
complexo LPS-LBP com sCD14 permite que células endoteliais, que ndo expressam
CD14 em suas membranas, mas expressam TLR4, possam ser ativadas pelo LPS
(AKIRA et al., 2001; DAUPHINEE & KARSAN, 2005). A interagdo deste complexo

com o TLR4 ativa diferentes vias de sinalizagdo intracelular dependente ou
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independente da proteina adaptadora MyD88 (myeloid differentiation primary
response gene 88). A via dependente de MyD88 estd envolvida no controle da
expressao de citocinas e moléculas de adesao através da ativagdo do fator de
transcricdo nuclear NF-xB. A via independente de MyD88 induz, principalmente, a
expressao de genes dependentes da ativagdo do fator regulatério de interferon 3.

Porém, esta via também pode culminar na ativagao de NF-xB (AKIRA et al., 2001).

1.5 Recrutamento Leucocitario Pulmonar

Como ja salientado, a resposta inflamatéria pulmonar é caracterizada pelo
influxo de células brancas. Este recrutamento leucocitario a partir dos
compartimentos de reserva e da corrente sanguinea € dependente da perfeita
interagcdo dos leucécitos circulantes com o endotélio da parede vascular.
Inicialmente, os leucécitos circulam no centro do vaso e os eritrocitos na regido
periférica. O reconhecimento de patdégenos por células residentes no pulméo
desencadeia a ativagao destas células e liberagdo de fatores quimiotaticos e
mediadores quimicos. Os neutréfilos que anteriormente estavam circulando na
regidao central do vaso, agora comegam a marginar e deslizar sobre as células
endoteliais da microcirculacdo, num comportamento denominado rolling, para
subsequentemente, aderir firmemente a parede do vaso e migrar por entre as
juncdes interendoteliais (para revisdes ver HARLAN, 1985; RAMPART 1994;
WIEDLE et al., 2001). Estes fendbmenos s&o altamente controlados e mediados pela
expressao/ativagao sequencial de moléculas de adesao nas superficies celulares e,
em conjunto, sdo fundamentais para o recrutamento leucocitario para o local da
lesédo, recebendo a denominagéo de interagéo leucécito-endotélio (WIEDLE et al.,
2001; RAO et al., 2007).

O comportamento rolling de leucécitos no endotélio microvascular pulmonar é
mediado primeiramente pela expressdo de moléculas pertencentes a familia das
selectinas, expressas nos leucécitos (L-selectina) e na célula endotelial (E-selectina)
e expressas nas plaquetas e no endotélio (P-selectina). Estas se ligam a
carboidratos especificos presentes nas membranas celulares, especialmente
carboidratos fucosilados e sialilados (para revisao ver SPERANDIO, 2006). A familia
das selectinas € composta por moléculas que de maneira geral sdo expressas

constitutivamente e podem ter sua expressao aumentada apos estimulo inflamatorio.
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A P-selectina que esta presente nos corpusculos de Weibel-Palade das células
endoteliais e granulos-alfa das plaquetas é rapidamente mobilizada para a superficie
da célula, apdés estimulo como histamina, leucotrieno B4 (LTB4), bradicinina ou
radicais livres; a E-selectina (ELAM-1) é expressa somente em células endoteliais,
onde é rapidamente sintetizada apds estimulagao por citocinas como TNF-a ou IL-1;
a L-selectina (LECAM) que esta presente na membrana de mondcitos, linfocitos e
neutréfilos apds exercer sua fungao no processo rolling é clivada para que a adeséao
firme acontega com a agao das integrinas (GRAILER et al., 2009; SMALLEY & LEY,
2005; JYM & LEY, 1999; ALBELDA et al., 1994).

Complementarmente, as integrinas favorecem a estabilizacdo dos eventos
mediados pelas selectinas. As integrinas pertencem a uma grande familia de
receptores heterodiméricos (subunidades a e 3), que além de mediar a adeséo entre
células, emitem sinais bidirecionalmente para o interior da célula e para o ambiente
extracelular. A subunidade a fornece informagdes sobre o ligante especifico e a
subunidade B fornece um link para o citoesqueleto, e a perfeita interagdo entre as
duas subunidades compreende o sitio de ligacdo do receptor. A associagdo de
varias subunidades o com uma subunidade 3 comum subdividiu esta familia. Assim,
a subfamilia das Po-integrinas compreende lymphocyte-function adhesion-1 (LFA-1;
CD11a); macrophage-associated antigen-1 (MAC-1, CD11b); Gp150,95 (CD11c) e
CD11d. As trés primeiras moléculas sdo expressas predominantemente em
leucdcitos e medeiam a adesao por ligarem-se a uma variedade de receptores na
célula endotelial, que incluem as moléculas da superfamilia das imunoglobulinas
(SCHYMEINSKY et al., 2007; TAKADA et al., 2007).

A subfamilia das B¢ (CD29) ou very late activation (VLA), medeiam,
principalmente, a interacdo dos leucécitos a matriz vascular e extra vascular no
processo de quimiotaxia (HONG-GELLER, 2009; KUWANO et al, 2010). A
subfamilia das Bz (CD61) ou integrina citoadesiva, possui fungdo adesiva ao
endotélio e as (7 integrinas, medeiam a interagédo célula-célula (ELANGBAM et al.,
1997; SIXT et al., 2006; ROSE et al., 2007).

A célula endotelial expressa as moléculas da superfamilia das
imunoglobulinas intercellular adhesion molecules -1 e -2 (ICAM-1, ICAM-2), vascular
cell adhesion molecule (VCAM-1) e platelet-endothelial cell adhesion molecule

(PECAM-1) que atuam como ligantes para as integrinas e, desta forma, estao
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envolvidas na firme adesdo e na subsequente transmigracdo. A ICAM-1 esta
constitutivamente expressa na membrana de varias células como fibroblastos,
macrdéfagos, linfocitos e células endoteliais, mas assim como as integrinas essa
molécula pode ter sua expressdo aumentada apds estimulo com IL-1, fator de
necrose tumoral-a (TNF-a). Esta molécula esta envolvida na transmigragéo
paracelular, permitindo a migracdo dos leucdcitos por entre as jungdes
interendoteliais, e na migracéo transcelular, onde o leucécito transmigra passando
por dentro da célula endotelial, utilizando basicamente as mesmas moléculas de
adesao para que haja a transmigracdo. Este tipo de transmigragdo é mais comum no
sistema nervoso central. A PECAM-1 faz ligacbes homotipicas ou interage com
moléculas do tipo integrinas expressas pelos leucdcitos como LFA-1 e MAC-1
(PETRI & BIXEL, 2006; YUSUF-MAKAGIANSAR et al., 2002; para revisdo ver
VESTWEBER, 2007).

A VCAM-1 uma outra molécula de adesdo da super familia das
imunoglobulinas que embora ndo esteja expressa em alta densidade em condi¢des
basais, pode ser induzida apdés a estimulagédo com citocinas (TNF-a). A VCAM-1
interage com as integrinas as31 e o437 presente em leucdcitos, as quais estao
relacionadas a transmigragcdo de leucdcitos por entre a jungdes interendoteliais
(PETRI & BIXEL, 2006; VESTWEBER, 2007; MESTAS & LEY, 2008).

Outra molécula pertencente a super familia das imunoglobulinas e de grande
relevancia para as interacdes leucdcito-endotélio ¢ a PECAM-1. E expressa na
maioria das células da linhagem hematopoiéticas incluindo plaquetas, mondcitos,
neutréfilos e linfécitos (PRIVRATSKY et al., 2010). A PECAM-1 é uma glicoproteina
transmembrana, expressa em células endoteliais, monadcitos, PMN, plaguetas e em
algumas linhagens de linfécitos. A PECAM é estruturalmente composta por uma
regido extracelular composta por seis dominios de imunoglobulina (Ig), uma regido
que atravessa a membrana com 19 residuos de Ig e apresenta uma calda
citoplasmatica com 118 residuos de lg. A porcéo intracelular & responsavel por
desencadear uma serie de sinalizacbes que resulta na mudanca da conformacéao
estrutural da célula endotelial aumentando sua superficie de contato, auxiliando na
transmigracdo e direcionamento de neutréfilos para o foco da lesdo (NEWMAN,
1997; FUJIWARA, K., 2006; WOODFIN et al., 2007).

As células endoteliais apresentam jungdes do tipo tight ou ocludentes,

formadas por interagcbes homotipicas entre proteinas de adesado, presentes na
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regido apical da célula endotelial. Estas interagdes estabelecem uma barreira com
permeabilidade seletiva.

Outro tipo de jungao existente nas células endoteliais s&o as jungdes do tipo
aderente, formadas logo abaixo das jungdes tight. Estas jun¢des sao formadas por
proteinas de adesdo que mantém a regido basal das células endoteliais aderidas
umas as outras. Os dois tipos de jun¢des supracitadas sdo responsaveis por manter
a integridade do endotélio, garantindo a justaposicdo e organizacdo das células
endoteliais.

As proteinas de adesdo, citadas anteriormente, que medeiam a interacao
entre as células endoteliais sdo conhecidas como moléculas de adesao juncional.
Dentre estas moléculas destacam-se as junctional adhesion molecules JAM-A e C,
presente basicamente nas juncdes do tipo tight e as moléculas presentes nas
juncdes aderentes, VE e N-caderinas (WORTHYLAKE & BURRIDGE, 2001,
AURRAND-LIONS et al., 2005; NOURSHARGH et al., 2006; BRADFIELD et al.,
2007; LAUKOETTER et al., 2007; WOODFIN et al., 2007; AGHAJANIAN et al., 2008;
ALCAIDE et al., 2008).

A molécula de adesao juncional A (JAM-A ou -1) é uma molécula pertencente
a super familia das imunoglobulinas, predominantemente expressa nas membranas
de células epiteliais, endoteliais e de leucdcitos (NAIK et al., 2001; LAUKOETTER et
al., 2007; CERA et al., 2009). Constitutivamente, a JAM-A se concentra na porgéo
apical da célula endotelial. Apds estimulagcao, a molécula é redistribuida no interior
da célula, permitindo a abertura das jungbes interendoteliais e a passagem dos
leucdcitos por interagédo homotipica ou com a integrina LFA-1. Com isso a JAM-1
tem fungcdo de modular a migragao, polaridade e proliferagdo de varios tipos
celulares. (SEVERSON & PARKOS, 2009; WOJCIKIEWICZ et al., 2009).
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A molécula de adeséao juncional C (JAM-C ou -3) é expressa em plaquetas,
monacitos, linfocitos, células endoteliais e células dendriticas. Esta relacionada com
a transmigracédo de neutrdfilos para o foco inflamatério por interagbes homotipicas
ou com MAC-1. A JAM-C esta localizada nos desmossomos e na regiao apical das
jungdes interendoteliais, apds estimulo inflamatério ha a redistribuicdo desta
molécula assim como todas as outras da familia das JAMs (para revisbes ver
VESTWEBER et al., 2007; WEBER et al., 2007). A figura 3 ilustra as interacdes

entre a JAMs e seus ligantes para a transmigracao de leucécitos.

Formacdo do Anel

Regido Bazal

Figura 3 - Transmigracao de leucdcitos por entre as jungdes interendoteliais. Adaptado de WEBER et al.,
2007.

Em alguns casos, algumas moléculas de adesdo podem suprir a deficiéncia
de outra. Mas a deficiéncia de expressao/ativacdo de moléculas no decorrer do
processo compromete a migracao leucocitaria e o progredir da reacao inflamatéria,
uma vez que as interagdes moleculares funcionam como comunicacao intercelular e
induzem sinalizagbes intracelulares importantes para o desenvolvimento da
inflamacéao, como por exemplo, a sintese de citocinas (LIEBNER et al., 2006; LUO et
al., 2007).

A descricdo dos mecanismos envolvidos no recrutamento leucocitario na

vigéncia da resposta inflamatéria mostra que eventos celulares e vasculares ocorrem
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coordenadamente no sentido de mobilizar/eliminar o agente lesivo. Modificagdes
nestes eventos podem acarretar inibicado ou exacerbacéo do processo inflamatério, e

em ambos 0s casos, ha prejuizo ao hospedeiro.

1.6 Estresse Oxidativo

Espécies reativas de oxigénio (EROs) sao produzidas continuadamente pelas
células como parte de seus processos metabdlicos, como por exemplo a cadeia
respiratoria mitocondrial e durante o burst oxidativo. Estas espécies sio originadas a
partir de adicdo de elétrons, quebras de ligagdes duplas, ou ainda pela remogao de
hidrogénios de moléculas por outros radicais. Sdo espécies quimicas altamente
reativas e instaveis. Podem ser classificadas em espécies radicalares que contem
um ou mais elétrons ndo pareados no seu orbital molecular na camada de valéncia
mais externa ou nao-radicalares, tais como o anion superoxido (O2'-), o anion
peroxinitrito (ONOO ), o perdéxido de hidrogénio (H,O,), o oxido nitrico (NO-) e o
radical hidroxila (OH-) (DU et al., 1998; MOSSMAN, 2003).

Como supracitado, outra fonte para a producao de EROs é o burst oxidativo
produzido pela ativacdo das células do sistema imune, como por exemplo os
fagécitos quando reconhecem um agente agressor sao ativados e produzem EROs
na tentativa de elimina-lo. Os fagdcitos apresentam a NADPH oxidase que é um
complexo formado por algumas subunidades que permanecem ancoradas a
membrana (p22) e outras citoplasmaticas (p40, p47, p67) No reconhecimento de um
estimulo, ocorre a migragéo das subunidades citoplasmaticas para a membrana e o
complexo é formado e se torna cataliticamente ativo. Este sistema é responsavel
pelo burst oxidativo, definido como uma cascata de eventos bioquimicos, rapida e
extensa decorrente da ativagao fagocitica, levando a formagao e liberagdo macica
de EROs (BABIOR, 1999; BABIOR, 2004; LOPES et al., 2004, SHEPPARD et al.,
2005).

A produgdo excessiva de espécies reativas de oxigénio pode causar danos
aos sistemas biolégicos por promover um estado conhecido como estresse
oxidativo. Esta definicao refere-se ao estado em que ha uma superprodugao de
agentes oxidantes alcangcando niveis que ultrapassam as capacidades antioxidantes

dos sistemas bioldgicos.
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Os efeitos deletérios das EROs s&o causados pela interacao destas espécies
com componentes celulares como proteinas e lipidios, pode levar a destruicao de
células por necrose ou apoptose e, ainda, se complexarem com biomoléculas, como
por exemplo, o DNA onde ha a oxidacao suas bases, pela acao do radical hidroxila,
formando adutos (RUIZ-RAMOS et al., 2005). Ainda, a interacdo de EROs com a
membrana celular leva a oxidagao desta estrutura, causando a peroxidacao lipidica
(HALLIWELL & CHIRICO, 1993), que leva a perda de fluidez da membrana, com
consequente comprometimento da permeabilidade de ions como o calcio, e morte
celular (HALLIWELL & CHIRICO, 1993).

Os produtos eletrofilicos gerados pela peroxidagao lipidica tém sido
associados com a génese de diversas doengas, como arteriosclerose, cancer e o
envelhecimento precoce (ESTERBAUER et al., 1991; DMITRIEV & TITOV, 2010).
Dentre os produtos eletrofilicos gerados por este evento, se encontra o
malonaldeido (MDA) que faz parte dos agentes alquilantes que, da mesma forma
que as EROs, ligam-se a grupos nucleofilicos no DNA e outras biomoléculas,
alterando suas fung¢des biolégicas (LOUREIRO et al., 2000); AUGUSTO, 2006)

O evento da peroxidacdo lipidica e a consequente formagdo do MDA é
iniciado, principalmente pelo OH-, que retira um atomo de hidrogénio dos acidos
poliinsaturados, com a consequente produgédo de um radical de lipidio (L-). O radical
(L-) por sua vez, reage com o oxigénio molecular, formando LOO- (radical peroxila).
O LOO- reage com outro acido graxo poliinsaturado qualquer retirando um
hidrogénio. O radical LOO' inicia a fase de propagacao, ja que ha formagdo de um
hidroperdxido de lipidio (LOOH) e outro (L-), que reage com oxigénio reiniciando o
processo de peroxidagao. Na fase final ou terminagao, dois radicais L- reagem entre
si e formam um nao radical (L-L). O LOOH pode sofrer outras reagdes, com
consequente producao de alcanos e aldeidos de diferentes tamanhos como, por
exemplo, o MDA, como ilustra a figura abaixo (AUGUSTO, 2006; BENTZ, A. B,,
2009).
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Figura 4 — Peroxidagao lipidica e formagao de malonaldeido. adaptado de BENTZ, A. B., 2009.

Uma vez que a medida direta de radicais livres in vivo € muito complexa, faz-
se necessario a quantificacdo de produtos formados pela reagdo destas espécies
reativas com os componentes celulares, tais como proteinas, DNA e lipidios. Como a
peroxidacgao lipidica culmina com a formacao de MDA, este tem sido utilizado como
indicador de dano a membranas celulares (MICHEL et al., 2008; DMITRIEV &
TITOV, 2010).

Na literatura muitos métodos sao descritos para determinagao/quantificacéao
de MDA em diferentes amostras biologicas. O método mais conhecido e
consequentemente mais utilizado € o que leva o acido tiobarbiturico (TBA) como
derivatizante, o qual reage como o MDA formando um complexo facilmente
quantificavel através de diversos métodos como espectrofotometria ou fluorimétrica,
e ainda utilizando técnicas cromatograficas (MAULIK et al, 1998, MOORE &
ROBERTS, 1998; DEL RIO et al., 2005; KUBALA et al., 2009; MONIUSZKO et al.,
2011).

1.7 Efeitos deletérios da exposi¢cdo ocupacional e ambiental a HQ

Como ja citado anteriormente, as agéncias regulamentadoras internacionais
como a NIOSH, OSHA, ACGIH, preconizam que um individuo pode estar exposto
ocupacionalmente a HQ em uma concentragcdo maxima de 2 mg/m3 durante 8 horas
por dia e 40 horas semanais. A literatura mostra que a poeira de industrias que
trabalham com a HQ ou seus precursores apresenta uma concentragao elevada de

HQ, que variavam de 0,1 a 6 mg/m3, indicando um risco a saude deste trabalhador
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(PIFER et al., 1995). Outro ponto somatorio e agravante da exposicdo a HQ é a
exposi¢cao ambiental, visto que este agente fendlico esta presente na composigao de
uma gama variada de alimentos e também presente no ar de grandes centros
urbanos na forma de BZ, precursor da HQ (DECAPRIO, 1999; DUARTE et al., 1999;
KHALEQUZZAMAN et al., 2010; WHITWORTH et al., 2011). A unido destas fontes
de exposi¢cdo pode traduzir-se em uma cronicidade da exposi¢do, embora sejam a
baixas concentracdes e a literatura apresenta varios efeitos deletérios aos sistemas
bioldgicos, como cancer e problemas respiratérios, advindos da exposicédo a este
agente fendlico (JIANG, G. F. et al., 2003; VARKONY!I et al., 2006; JIANG, G. et al.,
2008; MONKS et al., 2011)

Como descrito anteriormente, um efeito bem caracterizado da exposi¢cdo a
HQ é o estresse oxidativo, pois a HQ ao ser metabolizado conjuga-se com a
glutationa o que pode levar a HQ a entrar no ciclo redox, o que eleva a produgéo de
EROs (DECAPRIO, 1999; BARRETO et al., 2009; MONKS et al., 2011).

Os efeitos deletérios causados na medula éssea e na produgao de células ja
estdo bem descritos pela literatura (DECAPRIO, 1999; MCGREGOR, 2007;
HIRABAYASHI & INOUE, 2010), sobre o sistema imune a HQ comporta-se como um
imunossupressor e como um agente inflamatério. Trabalhos onde neutréfilos foram
incubados in vitro com concentracbes baixas de HQ, causaram efeitos
imunossupressivos. Ensaios in vivo, mostraram que a exposicdo a HQ via
intraperitoneal a ratos wistar apresentou efeito, também, imunossupressor, pois
guando estes animais foram desafiados com OVA por via respiratoria, as células do

sistema imune nao alcancaram o foco de lesao
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2 Objetivo

Dando continuidade aos trabalhos do nosso grupo de pesquisa que investiga
o papel da HQ sobre a resposta inflamatéria, o presente projeto teve como objetivo
caracterizar a exposi¢ao subaguda a HQ em camundongos Swiss e investigar os
efeitos desta sobre o recrutamento leucocitario para o pulmao inflamado pelo LPS e
0S mecanismos relacionados.
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3.1 Delineamento Experimental

Producao de EROs Intracelular

de Leucdcitos Circulantes
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’ Peroxidacao Lipidica

Figura 5 — Esquema do delineamento experimental utilizado durante o desenvolvimento da dissertagao.

3.2 Animais

Camundongos Swiss, machos, com peso entre 20-25 g, foram fornecidos pelo
Biotério da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas e do Instituto de Quimica da
Universidade de Sao Paulo. Os animais foram mantidos em condi¢gdes normais de
biotério até o inicio dos experimentos. Todos os procedimentos foram realizados de
acordo com os Principios Eticos de Experimentacdo Animal adotados pelo Colégio
Brasileiro de Experimentacao Animal (COBEA). Os animais foram anestesiados pela
injecdo de cetamina (20 mg/kg; Vetbrands, Jacarei, SP) associada a xilazina (2

mg/kg, i.p.; Vetbrands, Jacarei, SP) antes dos ensaios.

3.3 Exposicao a Hidroquinona

O esquema de exposigdo compreendeu inalagédo de solugdo de HQ (Sigma-
Aldrich®, St Louis, MO) nas concentragdes de 12,5, 25 ou 50 ppm (0,75, 1,5 ou 3,0
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mg/ 60 mL), com frequéncia de 1 mL/minuto. Animais controles receberam volumes
equivalentes do veiculo (solugéo salina a 5% de etanol) pela mesma via. Os grupos
HQ e veiculo foram expostos durante 5 dias, 1 hora por dia e realizando a indugao
da inflamagao pulmonar 1 hora apds a ultima exposigao. Para tanto, 5 animais de
cada vez foram acondicionados em caixas acrilicas diferentes (457 x 326 x 280 mm,
volume total de 29 L), dotadas de 3 orificios (Figura 6). Pelo primeiro orificio, as
solugcdes de HQ ou veiculo foram nebulizadas utilizando um inalador ultrassénico
(marca NS), com capacidade de produzir névoa com particulas entre 0,5 e 10,0 pm3
e 0s outros dois orificios permitem a saida de gases da caixa de acondicionamento.

Todo o procedimento foi realizado em capela de exaustao.

(3 < )

Fluxo do ar

Figura 6 - Esquema de exposigéo a HQ ou veiculo, contendo o nebulizador e a caixa de exposigéo.

3.4 Saturacao de HQ no Interior da Caixa de Exposigao

O teste de saturacgao foi aplicado para avaliar a quantidade de HQ dispersa no
ar no interior da caixa de exposigao. Para tanto foi utilizado um protocolo adaptado
da NIOSH (NIOSH protocolo n° 5004).

O sistema para mensuragao da concentragao de HQ consistiu de um cassette
(suporte plastico para o filtro) contendo um filtro de éster celulose (0,8 pm), que foi

alocado na porcéo inferior da caixa. Este cassette foi acoplado a uma mangueira de
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borracha ligada a uma bomba de amostragem (Figura 7; A. P. BUCK inc., modelo
VSS5. Orlando, Fl., USA). O ar no interior da caixa de exposi¢do foi capturado
durante uma hora, equivalente ao periodo em que 0s animais permaneceram no
interior da caixa. O procedimento foi repetido quatro vezes, sendo amostrados 4
filtros.

Apds uma hora de captura de ar, o filtro foi removido e imediatamente
colocado em um frasco contendo 10 mL de solugéo de acido acético glacial (Synth,
Séao Paulo, Brasil) a 1%, ao abrigo da luz, por 24h, como descrito pelo método da
NIOSH. Todo procedimento foi executado em colaboragcdo com a FUNDACENTRO.
Apbs o periodo, os filtros foram retirados dos frascos e submetidos a lavagem por
duas vezes com 5 mL de solugao de acido acético glacial 1%. Os volumes obtidos
das lavagens dos filtros foram somados aos 10 mL iniciais e completados com acido
acético glacial até o volume final de 25 mL. Uma aliquota de 500 pL foi injetada no
sistema HPLC/DAD.

N

2
=—

Fluxo do ar

Figura 7 - Esquema de coleta de ar no interior da caixa onde 1 representa a bomba amostradora e 2 representa
o cassette contendo o filtro de éster celulose.

A andlise das amostras foi feita em um sistema de HPLC constituido por um
equipamento da Shimadzu (Kyoto, Japao) equipado com duas bombas LC-20AT, um
detector de arranjo de fotodiodos DAD-20AV, um auto-injetor (Proeminence SIL-
20AC), um forno para colunas (CTO-10AS/VP), controlados por um moddulo
comunicagao CBM-20A e o software LC-Solution.

O sistema de elui¢do utilizado foi constituido de uma coluna Luna C18 (2) 250

mm x 4,6 mm ID, 5 ym (Phenomenex, Torrance, CA). A elui¢cao foi realizada com
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fase moével de acido acético glacial 1%, pH 3,2 com 10% de acetonitrila em modo
isocratico (tempo de corrida 10 minutos) com fluxo de 1 mL/min. O detector DAD foi
fixado em 290 nm para a identificagao da HQ.

As curvas de calibracao foram construidas a partir de uma solugao padrao de
HQ obtida nos intervalos de 0,005 a 0,4 ug. As concentragbes de HQ retidas em
cada filtro foram determinadas a partir da equagédo da reta gerada pela curva de

calibragao.

3.5 Inducgao da Resposta Inflamatéria Pulmonar

A inducdo da inflamacao pulmonar foi realizada uma hora apo6s a ultima
inalacdo das solugbes de HQ ou veiculo, os animais foram novamente
acondicionados em outra caixa, semelhante a utilizada para a inalagédo do agente
fendlico, e uma solugao de 100 ug/mL de lipopolissacarideo de E.coli (LPS, sorotipo
026:B6, Sigma-Aldrich®, St Louis, MO) foi nebulizada durante 10 minutos, na

frequéncia de 1 mL/minuto. Cinco animais foram expostos de cada vez.

3.6 Lavado Broncoalveolar

A coleta do lavado broncoalveolar foi realizada trés horas apds a inducéo da
resposta inflamatéria de acordo com TAVARES DE LIMA et al. (1998) e
BOZINOVSKI et al. (2004). A cavidade peritoneal foi exposta e a exsanguinagao
realizada pela aorta abdominal. Em seguida, a traquéia foi exposta e canulada com
uma canula de polietileno, onde entéo foi acoplada uma seringa de 1 mL contendo
500 pl de tampao fosfato salino (PBS). O volume de PBS foi injetado no pulmao, que
recebeu uma suave massagem, e aspirado na mesma seringa. O procedimento foi
repetido 4 vezes até que o volume final coletado completasse 2 mL.

O LBA ento obtido foi centrifugado (10 min, 600 g, 4°C), o sobrenadante foi
descartado e o pellet de células foi ressuspenso em 1mL de PBS. A contagem total
das células foi feita em camara de Neubauer. Para a realizagcdo da contagem total de
células, aliquotas de 10 uyL foram diluidas em 190 pL de liquido de Tuark (cristal
violeta a 0,2% dissolvido em 30% de acido acético, finalizando uma diluicao de 1:20
(v/v)). Para a realizagao da contagem diferencial aliquotas de 100 uL da suspensao

de células foram centrifugadas em uma centrifuga citolégica Citospin® (Fanen, SP,
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Brasil) a 1.000 rpm por 5 min. As laminas para a contagem diferencial (esfregaco
sanguineo e concentrado de células pelo citospin), foram coradas com o corante
Pandtico® (Laborclin, PR, Brasil) e a contagem foi realizada diferenciando células
mononucleares (MN) e polimorfonucleares (PMN). As contagens foram feitas em

microscopio optico.

3.7 Leucograma

A contagem total e diferencial dos leucdcitos circulantes foi realizada a partir
do sangue arterial heparinizado, coletado pela aorta abdominal 3 horas apés a
inalagdo do LPS. A contagem total dos leucécitos foi realizada em camara de
Neubauer e a contagem diferencial foi realizada em esfregagos sanguineos corados

com corante Panotico® em microscépio optico.

3.8 Atividade da Mieloperoxidase

Trés horas apds a inalacdo do LPS, os animais foram anestesiados e
submetidos a laparotomia mediana e exsanguinados pela aorta abdominal.
Subsequentemente a traqueia foi exposta e canulada com canula de polietileno e o
pulméo foi imediatamente perfundido com PBS para a remogao de sangue. Apos a
lavagem o pulméo foi removido completamente. O tecido pulmonar livre de sangue
foi submerso em hexano (Synth, Sao Paulo, Brasil) envolto em gelo seco para
imediato congelamento e entdo armazenado a -80 °C até o momento de uso.

No momento do ensaio, as amostras foram pesadas e imersas em brometo de
hexadeciltrimetilamonio (HTAB 0,5%, 1 mL/50mg de tecido) e em seguida
homogeneizadas por periodo de 30 segundos em Polytron® (Brinckman). Os
homogenatos resultantes foram levados a estufa a 60°C por 2 horas para inativagio
da catalase. Em seguida, as amostras foram centrifugadas a 10.000 rpom durante 2
min. O sobrenadante foi utilizado para determinacdo da atividade de MPO. Para
tanto, foram acrescentados 10 uL do sobrenadante a 200 uL da solugao reagente (o-
dianisidina, H,O2 a 0,0005%, em tampao fosfato 5 mM, pH 6,0) em uma microplaca.
As amostras foram levadas ao espectrofotdmetro (Spectra Max Plus® — Molecular
Devices, Chicago, IL, USA) para a monitorizagdo da velocidade de formagao do
produto de oxidacdo da o-dianisidina, através do registro do aumento da

absorbancia da mistura a 460 nm.
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3.9 Citometria de Fluxo

Os leucdcitos foram isolados do sangue coletado da aorta abdominal para
quantificar a expressado de L-selectina, Bo-integrina, Bs-integrina e PECAM-1 por
citometria de fluxo.

Inicialmente os eritrocitos foram lisados com solugao de lise (NH4Cl; 0,13 M).
A solucao foi centrifugada (10 min, 4°C, 600 g), o sobrenadante foi descartado e os
leucécitos recuperados com solugdo salina balanceada de Hank’s (HBSS). Os
leucécitos (1 x 10°) foram incubados na auséncia ou presenca de fMLP (formyl-
Methionyl-Leucyl-Phenylalanine) (10° M, 1 hora, 37 °C). Apds este periodo, as
células foram lavadas com HBSS e incubadas com os anticorpos monoclonais anti-
L-selectina (anti-CD62L, BD Pharmingen, CA, USA) ou anti-PECAM-1 (anti-CD31,
BD Pharmingen, CA, USA) conjugados ao PE, e anti-B,-integrina (anti-CD18, BD
Pharmingen, CA, USA) ou anti-Bs-integrina (anti-CD61, BD Pharmingen, CA, USA)
conjugados ao FITC por 20 minutos a 4 °C na auséncia de luz.

Em seguida, as células foram fixadas pela adicdo de p-formaldeido 2% e, em
momento oportuno foram analisadas em citdbmetro de fluxo (FACS Calibur, Beckton
& Dickinson — San Jose, CA, USA). Aproximadamente 10.000 células foram obtidas

e somente leucdcitos mono e polimorfonucleares viaveis foram analisados.

3.10 Extragao de DNA Tecido Pulmonar

Para a extracdo de DNA de tecido pulmonar foi empregado a metodologia
fornecida pelo fabricante do kit de extragdo de DNA (QIAGEN, Maryland, USA).

Inicialmente, 10 mg do tecido pulmonar foram macerados com PBS para a
obtencdo de um homogenato. O homogenato obtido foi transferido para um tubo
contendo 300 pL de solucédo de lise celular e levado a agitacdo em vértex. Em
seguida, 1,5 pyL de proteinase K (2 mg/mL) foi adicionada ao homogenato e
incubado overnight a temperatura ambiente. Apds o periodo de incubagao, 1,5 uL de
RNAse A foi adicionado ao homogenato e o tudo foi invertido 25 vezes para
homogeneizar a solugéo, que foi novamente incubada por uma hora a 37 °C.

Apods a incubacao, foram adicionados 100 uL da solucdo de precipitacéo de

proteina e homogeneizada em vértex, por 20 segundos. A amostra foi centrifugada
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(16.000 g/10 min/37 °C) e o sobrenadante obtido foi dispensado sobre 300 pL de
isopropanol a 4°C para precipitacdo do DNA. A amostra foi novamente centrifugada
(16.000 g/5 min/37 °C), e o pellet de DNA foi lavado com 300 uL solugao de etanol
70% gelada. As amostras de DNA foram mantidas em temperatura ambiente por 15
minutos para secagem. O pellet de DNA foi ressuspendido em 100 uL de
desferroxamina (0,1mM), homogeneizado em vértex e armazenado a -20°C até o

momento da hidrélise enzimatica.

3.11 Hidrdlise Enzimatica do DNA

A hidrélise enzimatica do DNA foi empregada para o isolamento dos
nucleosideos e subsequente andlise por HPLC/ESI-MS/MS-MRM da formag¢ao dos
adutos 8-hidroxi-2-deoxiguanosina, 1,N*-eteno-2'-deoxiguanosina e 1,AN°-eteno-2'-
deoxiadenosina fruto de suas oxidagoes.

Para a reagdo de hidrolise foram adicionados em um tubo 54 pL de
desferroxamina (0,1'mM), 5 uL de tampéao Tris-HCI/MgCl, 200mM (pH 7,4), 2,5 uL de
desoxirribonuclease A (DNAse 10 unidades, Sigma-Aldrich®, St Louis, MO), 1,7 uL
de um mistura de padrées internos marcados [*°Ns]8-oxodGuo (1000 fmol, Sigma-
Aldrich®, St Louis, MO) e ["°*Ns]1,N*-propanodGuo (Sigma-Aldrich®, St Louis, MO) e
50 pg de DNA isolado, a amostra foi incubada durante uma hora a 37 °C, sob
agitagéo de 1000 rpm.

Apds a incubagcdo a amostra recebeu 1,5 yL da enzima fosfotidilesterase
(PDE1, 0,004 unidades, Sigma-Aldrich®, St Louis, MO), 1,7 yL da enzima fosfatase
alcalina (10 unidades, Sigma-Aldrich®, St Louis, MO), o volume final da amostra foi
acertado para 75 yL com agua deionizada e levada novamente a incubagao sob as
mesmas condi¢des (1h, 37 °C, 1000 rpm).

Ao término da segunda incubacédo, o volume final foi transferido para um vial

de vidro; 20 uL do DNA hidrolisado foram injetados no sistema analitico.
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3.12 Analises Cromatograficas dos Niveis de 8-oxodGuo, e 1,N*-propanodGuo
por HPLC/ESI-MS/MS-MRM

Para determinagdo dos adutos 8-oxo-7,8-dihidro-2'-desoxiguanosina (8-
oxodGuo), e 1,Nz-propano-2’-deoxiguanosina (1,N2-propanodGuo), que sao
descritos na literatura como indicativos de dano oxidativo ao DNA, foram conduzidas
analises cromatograficas em colaboragdo com o grupo da profé. Dra Ana Paula de
Melo Loureiro. Para tanto, amostras de DNA hidrolisado enzimaticamente foram
analisadas por cromatografia liquida de alta performance com ionizagao eletro-spray
acoplado ao espectrometro de massas com monitoramento de reag¢des multiplas
(HPLC/ESI-MS/MS-MRM).

O sistema de analise foi constituido de um HPLC da Shimadzu (Shimadzu,
Kyoto, Japao) equipado com um injetor automatico (SIL-10AD/VP), um injetor
Rheodyne (Cotati, CA), uma valvula automatica de comutagéo de fluxo (FCV-12AH),
duas bombas (Class LC 10AD) e um detector de absorbancia SPD-10AV/VP,
controlados por um modulo de comunicagao (SCL-10A/VP-CBM 10A), integrado a
um espectrometro de massas Quattro Il (Micromass, Manchester, Reino Unido).
Parametros de ESI-MS foram executados em modo positivo, a otimizagdo dos
parametros analiticos foi realizada conforme o descrito por LOUREIRO et al., 2002.
As analises foram conduzidas pela deteccdo por monitoramento de reacdo multipla
(MRM) utilizando-se as seguintes fragmentagées: m/z 284 (MH*) — m/z 168 (MH"-
2-desoxirribose+H) para a detecgédo de 8-oxodGuo, e m/z 338 (MH") — m/z 222
(MH*-2’-desoxirribose+H) 1,N*-propanodGuo. O detector de arranjo de diodos foi
fixado em 260 nm para a quantificagdo da 2'-desoxiguanosina (dGuo) e da 2'-
desoxiadenosina (dAdo). Curvas de calibragao foram feitas para a quantificagéo dos
adutos nos intervalos de 0 a 125 fmol, corrigidas pelos padrdes internos ["°Ns]8-
oxodGuo (1000 fmol), e ["Ns]1,N*-propanodGuo. Para a quantificacdo dos
desoxinucledsideos foram feitas curvas nos intervalos de 0 a 15 nmol de dGuo. A
fracao molar de adutos/ desoxinucleosideos presente em cada amostra de DNA foi
entdo determinada. Os dados foram processados utilizando o software MassLynx
(Micromass). Foi utilizada a seguinte condicdo cromatografica: Uma Coluna Kinetex
C18 (2) (150 mm x 3.0 mm id, 2.6 um, (Phenomenex, Torrance, CA) foi eluida com
um gradiente de acido formico 0,1% em agua e acetonitrila (ACN), com um fluxo de
180 pL/min a 30°C nas seguintes condi¢des: 0 — 10 min 1% ACN; 10 - 11 min 1 - 3%
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ACN; 11 — 16 min 3% ACN; 16 — 17 min 3 — 6% ACN, 17- 25 min 6% ACN, 25 — 35
min de 6 — 30% ACN; 35 — 45 min 30% ACN; 45 — 50 min 30 — 1% ACN e 50 — 65
min 1% ACN. A valvula automatica de comutacao de fluxo foi mantida aberta para a
fonte de ESI nos seguintes intervalos: 13 — 15 min e 22 — 30 min. Todos os
solventes utilizados foram previamente filtrados (membrana de acetato de celulose

0,2 uM - Millipore) e desgaseificados.

3.13 Quantificagao dos Niveis de Malonaldeido em Plasma

Com o objetivo de verificar a capacidade da HQ em induzir a peroxidagao
lipidica, foi realizada a quantificagdo de malonaldeido (MDA) no plasma. Para tanto,
250 yL do plasma de animais expostos a HQ na concentracdo de 25 ppm ou ao
veiculo foram transferidos para um tubo de 2 mL. Subseqientemente, foram
adicionados 36 pL de solucdo de hidroxitolueno butilado (BHT) a 0,2% e 12,5 L
NaOH 10 M. A mistura foi incubada a 60 °C por 30 min. sob agitagdo. Apds a
incubacao, foram adicionados 1500 pL de acido tricloroacético (TCA) a 7,2% e 1%
de iodeto de potassio sobre a amostra que foi, posteriormente, levada a vortex e ao
banho de gelo por 10 min. Em seguida, a solugcédo foi centrifugada (3300 rpm/
10min.). O sobrenadante foi coletado e transferido para um tudo de 2 mL com rosca,
e 500 uL de acido tiobarbiturico (TBA) a 0,6% foram adicionados e, novamente, a
amostra foi levada ao vortex e a incubagao a 90 °C por 45 min sob agitagdao. Apds
este periodo, a amostra recebeu 250 yL de n-butanol, sob agitagdo em vortex e,
posteriormente, a centrifugagao (6000 rpm/5 min.). Ao fim da centrifugacao, 60 pL da
fase contendo o n-butanol foi transferida para um vial e injetada no HPLC/DAD.

A analise das amostras foi feita em um sistema de HPLC constituido por um
equipamento da Shimadzu (Kyoto, Japao), equipado com duas bombas LC-20AT,
um detector de arranjo de diodos DAD-20AV, um auto-injetor (Proeminence SIL-
20AC), um forno para colunas (CTO-10AS/VP) controlados por um moddulo
comunicagao CBM-20A e o software LC-Solution. O sistema de elui¢cao utilizado foi
constituido de uma coluna Luna C18 (2) 250 mm x 4,6 mm ID, 5 ym (Phenomenex,
Torrance, CA). A eluigao foi realizada com fase mével de tampao fosfato de potassio
50 mM - pH 7,0; com 35% de metanol em modo isocratico (tempo de corrida 37
minutos) com fluxo de 1 mL/min. O detector DAD foi fixado em 532 nm para a
identificacdo do MDA.
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Curvas de calibragdo foram construidas a partir de uma solugao padrao de
1,1,3,3-tetramethoxypropane (Sigma-Aldrich, MO, USA) obtida nos intervalos de 0,5
a 5 uyM. As concentracbes de MDA obtidas no plasma foram determinadas a partir

da equacgao da reta gerada pela curva de calibragéo.

3.14 Quantificagao do burst oxidativo em neutréfilos por citometria de fluxo

Com o objetivo de mensurar a produgao intracelular de EROS em leucdcito
circulantes, foi utilizado o DCFH,-DA um composto que ao ser oxidado por EROs
intracelular gera o DCF um composto altamente fluorescente que pode ser detectado
por citometria de fluxo.

A reacao para a identificagdo da produgao de EROs intracelular baseia-se na
conversdo de 2-7° diclorodihidrofluoresceina-diacetato (DCFH,-DA) para 2’-
7’diclorofluoresceina (DCF), ocorrendo da seguinte maneira: a forma diacetato do
DCFH,-DA e seu acetometil éster DCFH,DA-AM sao absorvidos pelas células onde
as esterases nao especificas vao quebra-los em grupos lipofilicos, resultando em um
composto diferente do inicial que permanece aderido no interior da célula. A
oxidacdo de DCFH pelo EROs converte a molécula inicial para 2, 7
diclorofluoresceina (DCF), que é altamente fluorescente, como ilustra a Figura 8. A
nova molécula apresenta os comprimentos de onda de Aexc= 485 nm, Aem = 528 nm
(HELD, P. 2010)
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Figura 8 — Modelo esquematico da converséo de 2’-7’ diclorodihidrofluoresceina-diacetato acetometil (DCFH,-

DA-AM), composto ndo fluorescente, para 2’-7’ diclorofluoresceina, composto altamente fluorescente. Adaptado
de HELD, P. 2010.

Para tanto, leucécitos obtidos do sangue coletado da artéria aorta abdominal
de animais expostos a HQ ou ao veiculo foram utilizados para a quantificagdo da

geracdo de EROs intracelular. Inicialmente, os eritrécitos foram lisados com solugéo
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de lise (NHsCl2 0,13 M). A solugdo foi centrifugada (10 min, 4°C, 600 g), o
sobrenadante foi descartado e os leucécitos recuperados em PBS. Em um tubo de
citometria foram transferidos 2 x 10° células e adicionados 300 pL com PBS. As
amostras foram centrifugadas (600 g/ 10 min/ 4°C), o sobrenadante foi descartado e
o pellet de células foi ressuspenso em 200 yL de 2’,7’-diclorofluorescina-diacetato
(DCFH-DA, 3 mM). O volume final das amostras foi completado para 1100 yL com
PBS. Os leucdcitos foram incubados a 37 °C por 30 minutos e ao fim da incubagao,
2 mL de EDTA (3 mM) a 4°C foram adicionados. As solugcdes foram centrifugadas
(600 g/ 10 min/ 4°C), os sobrenadantes descartados e os pellets ressuspensos em
100 yL de PBS.

As amostras foram estimuladas ou nao com fMLP (10°M) por 1 ou 5 minutos
e analisadas em citdbmetro de fluxo (FACS Calibur, Beckton & Dickinson — San Jose,
CA, USA). Aproximadamente 10.000 células foram obtidas e somente leucdcitos

morfologicamente viaveis foram analisados

3.15 Imunohistoquimica

O ensaio de imunohistoquimica foi realizado para a avaliacado da expressao
das moléculas de adesdao PECAM-1, ICAM-1, VCAM-1, E- e P-selectina, E e VE-
caderina e JAM-C no endotélio vascular pulmonar. Para tanto, os animais foram
anestesiados e trés horas apds a inalacdo do LPS, a cavidade peritoneal foi aberta
para sangramento pela aorta abdominal. Os pulmbes foram rapidamente removidos
e insuflados com meio de suporte para congelamento de tecidos (meio de incluséao
para tecidos OCT, Tissue Tek™; Miles, IN, USA) diluido em PBS na proporgao de 2
para 1. Regibes dos lobos direito e esquerdo dos pulmdes foram seccionadas e
congeladas em hexano a baixa temperatura, envolto em gelo seco para imediato
congelamento. Apds o congelamento, os tecidos foram cortados em criostato a -25
°C (Leica Microsystems, Sdo Paulo, Brasil) na espessura de 10 um e depositados
em laminas previamente silanizadas. As laminas contendo os tecidos foram imersas
em acetona gelada para fixagdo por 10 min a -25 °C. Em seguida, as laminas foram
armazenadas em freezer (-20 °C) até o momento do ensaio.

Para os ensaios de imunofluorescéncia, as laminas contendo os cortes foram

incubadas com solugéo de bloqueio (Solugéo de Pierce) para sitios inespecificos por
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24 horas em atmosfera umida a 4 °C. Apods este periodo, os tecidos foram incubados
com anticorpos monoclonais anti-E-selectina (BD Pharmingen, CA, USA) ou anti-
PECAM-1(BD Pharmingen, CA, USA) ou anti-ICAM-1 (BD Pharmingen, CA, USA)
conjugados a PE ou anti-VCAM-1 (BD Pharmingen, CA, USA) ou anti-P-selectina
(BD Pharmingen, CA, USA) ou anti-E-cadarina (BD Pharmingen, CA, USA) ou anti-
VE-caderina (BD Pharmingen, CA, USA) ou JAM-C (RD Systems, MN, USA)
conjugados ao FITC, “overnight’” em camara umida, 4°C. A intensidade de
fluorescéncia foi quantificada em Software analisador de imagens (Axio Vision
versao 4.8, Carl Zeiss do Brasil) acoplado a microscépio de fluorescéncia
(Axioplan2, Carl Zeiss do Brasil). Para eliminar o background, os mesmos

procedimentos foram realizados em secgdes de pulmdes na auséncia de anticorpos.

3.16 Analise Estatistica

Os resultados obtidos foram apresentados como média + e.p.m e foram
analisados estatisticamente pelo Teste “t” de Student. Foi utilizado o programa de
analises estatisticas GraphPad Prisma (versdo 5.00) e os valores obtidos foram

considerados significativos quando P<0,05.
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4.1 Determinagao das Concentracdes de HQ no Interior da Caixa de Exposicao

4.1.1Confecgao da Curva de Calibragao

Para quantificar a concentragao real de HQ presente no interior da caixa de
exposicao, amostras de ar foram coletadas conforme descrito no item 3.4 da
metodologia e a concentragdo de HQ foi determinada por HPLC. Estes ensaios
foram inicialmente padronizados no laboratério de Marcadores Moleculares de
Exposicdes a Xenobidticos em colaboracdo com a Prof?. Dra. Ana Paula de Melo
Loureiro (FCF-USP).

Para a obtencédo dos dados analiticos, foi preparada uma curva de calibracao
a partir de concentragdes conhecidas de HQ nos intervalos de 0,005 a 0,4 ug. Os
dados referentes as concentracdes e areas obtidas para a curva de calibracao estao

descritos na figura abaixo.
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Figura 9 - Curva obtida através da analise da area dos picos do padrdo de HQ injetado no HPLC na
concentragéo de 0,005 a 0,4 ug
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4.1.2 Determinacgao das Concentragdes de HQ

Nos cromatogramas obtidos na analise por HPLC foram analisadas as areas
referentes ao pico que apresentou um espectro com 0 maximo de absorbancia em
290 nm, correspondente a absorbancia da HQ. A partir do valor resultante das areas
dos picos destas corridas, foi obtida a média de cada filtro. Tais valores foram entéo
aplicados na equacao da reta, gerada pela curva de calibragdo, para se obter a
concentracdo de HQ em cada filtro. A Figura 10 ilustra uma corrida cromatografica
(1) e o espectro de absorgéo (2) de uma das amostras, na qual pode-se observar o
tempo de retengdo da HQ (6 min.). O pico com preenchimento representa a HQ no

espectro de absor¢cédo de 290 nm
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Figura 10 - (1) Cromatograma obtido por HPLC-DAD. O pico identificado é referente a detec¢éo de HQ
em 290nm, nas amostras de ar. (2) Espectro de maxima absorg¢ao de HQ em 290nm.

As quantificagdes das concentragdes de HQ no interior da caixa de exposicao
foram realizadas apenas para a caixa onde os animais foram expostos a 25 ppm de
HQ. Os resultados obtidos mostraram que a concentragao de HQ dispersa no interior
da caixa foi 10 vezes menor do que a concentragcdo permitida por agencias
regulamentadoras, uma vez que 0,20 mg/m3 foi detectado disperso no interior da
caixa e equivale a aproximadamente 0,04 ppm. O calculo da conversao de unidades
mg/m?® para ppm foi realizado no site da NIOSH.
(http://www.cdc.gov/niosh/docs/2004-101/calc.htm).
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Dispersa no ar Retido no filtro
0,20 mg/m?® 1,59 pg
+0,09 + 0,26

Tabela 1 — Teste de saturagédo de Hidroquinona no interior da caixa de exposigéo.

4.2 Efeito das Exposi¢gées com 12,5, 25 ou 50 ppm de HQ Sobre Numero de

Células no Sangue Circulante

Os resultados obtidos mostraram que animais expostos a 12,5, 25 ou 50 ppm
de HQ nao apresentaram alteragdes no numero de leucdcitos circulantes. As Figuras
11, 12 e 13 representam as contagens total e diferencial de leucécitos circulantes de
animais expostos a 12,5, 25 ou 50 ppm 3 horas apdés a inalacdo do LPS,
respectivamente. Vale ressaltar que somente a exposicdo a HQ em condi¢des
basais ndo afetou a celularidade na circulagdo (HQ 50 ppm = 3483+535,71/mm?®
(n=6); Controle=3560 + 329,55/mm? (n=5)).
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Figura 11 - Efeito da exposigdo a HQ sobre o nimero de leucécitos total e diferencial no sangue circulante
Animais foram expostos a 12.5 ppm de HQ (1h/dia; 5 dias) ou ao veiculo (salina com 5% de etanol) e no
Ultimo dia, uma hora ap6s a ultima a exposi¢do os animais foram expostos ao LPS (0,1 mg/mL; 10 min). C
numero de leucdcitos no sangue circulante foi quantificado em camara de Neubauer. A contagem diferencial
foi realizada em esfregagos corados com Panético®. As figuras acima representam as contagens total €
diferencial dos leucécitos no sangue circulante de animais expostos a HQ na concentragdo de 12.5 ppm,
respectivamente. Os resultados expressam a média + erro padrdo da media (e.p.m.) de células obtidas de
10 - 15 animais por grupo.
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Figura 12 - Efeito da exposi¢cdo a HQ sobre o nimero de leucdcitos total e diferencial no sangue circulante.
Animais foram expostos a 25 ppm de HQ (1h/dia; 5 dias) ou ao veiculo (salina com 5% de etanol) e no
ultimo dia, uma hora apo6s a ultima a exposi¢do os animais foram expostos ao LPS (0,1 mg/mL; 10 min). C
numero de leucdcitos no sangue circulante foi quantificado em camara de Neubauer. A contagem
diferencial foi realizada em esfregagcos corados com Panético®. As figuras acima representam as
contagens total e diferencial dos leucécitos no sangue circulante de animais expostos a HQ na
concentragdo de 25 ppm, respectivamente. Os resultados expressam a média + erro padrdo da media

(e.p.m.) de células obtidas de 10 - 15 animais por grupo.
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Figura 13 - Efeito da exposi¢do a HQ sobre o nimero de leucdcitos total e diferencial no sangue circulante.
Animais foram expostos a 50 ppm de HQ (1h/dia; 5 dias) ou ao veiculo (salina com 5% de etanol) e no
ultimo dia, uma hora apds a Ultima a exposi¢do os animais foram expostos ao LPS (0,1 mg/mL; 10 min). O
numero de leucdcitos no sangue circulante foi quantificado em cadmara de Neubauer. A contagem diferencial
foi realizada em esfregagos corados com Panoético®. As figuras acima representam as contagens total €
diferencial dos leucdcitos no sangue circulante de animais expostos a HQ na concentracdo de 50 ppm,
respectivamente. Os resultados expressam a média * erro padrdo da media (e.p.m.) de células obtidas de

10 - 15 animais por grupo.
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4.3 Efeito das Exposi¢cées com 12,5, 25 ou 50 ppm HQ Sobre a Migragado de
Leucdcitos para o Pulmao Induzida pelo LPS

Os efeitos das exposigdes a HQ sobre a migracao de leucécitos para o
pulméo induzida pelo LPS foram investigados. Os resultados obtidos mostraram que
animais expostos a 12,5, 25 ou 50 ppm de HQ apresentaram prejuizo na migragao
de leucécitos para o pulméo inflamado. O menor niumero de leucécitos no pulméao
apos a inalacédo do LPS foi decorrente da menor migracao tanto de leucécitos PMN
quanto de MN (Figuras 14, 15 e 16).
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Figura 14 - Efeito da exposicdo a HQ sobre a mobilizagao de leucécitos para o pulméo 3 horas apoés
a indugdo da resposta inflamatéria. Animais foram expostos a 12.5 ppm de HQ (1h/dia; 5 dias) ou ao
veiculo (salina com 5% de etanol), uma hora apds a ultima a exposigéo os animais foram expostos ao LPS
(0,1 mg/mL; 10 min). O ndmero de leucécitos migrados para pulmao foi quantificado no LBA em camara de
Neubauer. A contagem diferencial foi realizada em esfregacos corados com Panético®. As figuras acima
representam as contagens total e diferencial dos leucécitos no LBA de animais expostos a HQ na
concentragdo de 12.5 ppm, respectivamente. Os resultados expressam a média + erro padrdo da média
(e.p.m.) de células obtidas de 10 - 15 animais por grupo. *P<0.05 vs. Respectivo controle.
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Figura 15 - Efeito da exposicdo a HQ sobre a mobilizacao de leucécitos para o pulméao 3 horas apoés
a indugao da resposta inflamatéria. Animais foram expostos a 25 ppm de HQ (1h/dia; 5 dias) ou ao
veiculo (salina com 5% de etanol), uma hora ap6s a ultima a exposi¢éo os animais foram expostos ao LPS
(0,1 mg/mL; 10 min). O nimero de leucdcitos migrados para pulméo foi quantificado no LBA em camara de
Neubauer. A contagem diferencial foi realizada em esfregagos corados com Pandético®. As figuras acima
representam as contagens total e diferencial dos leucdcitos no LBA de animais expostos a HQ na
concentragdo de 25 ppm, respectivamente. Os resultados expressam a média + erro padrdo da médie
(e.p.m.) de células obtidas de 10 - 15 animais por grupo. *P<0.05 e *** P<0.0001 vs. Respectivo controle.
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Figura 16 - Efeito da exposigdao a HQ sobre a mobilizagdo de leucocitos para o pulmao 3 horas apés ¢
indugdo da resposta inflamatéria. Animais foram expostos a 50 ppm de HQ (1h/dia; 5 dias) ou ao veiculo
(salina com 5% de etanol), uma hora apds a ultima a exposi¢cdo os animais foram expostos ao LPS (0,1
mg/mL; 10 min). O numero de leucdcitos migrados para pulmao foi quantificado no LBA em camara de
Neubauer. A contagem diferencial foi realizada em esfregagos corados com Pandético®. As figuras acima
representam as contagens total e diferencial dos leucécitos no LBA de animais expostos a HQ na
concentragcdo de 50 ppm, respectivamente. Os resultados expressam a média + erro padrdo da médic

(e.p.m.) de células obtidas de 10 - 15 animais por grupo. *P<0.05; **P<0.01; *** P<0.0001 vs. Respectivc
controle.
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4.4 Efeito da Exposicdo a 25 ppm Sobre a Atividade de MPO no Tecido
Pulmonar

A atividade da MPO foi mensurada para a avaliagdo da presenca de
neutréfilos no tecido pulmonar. Animais expostos a 25 ppm de HQ apresentaram
atividade de MPO maior que animais tratados com o veiculo 3 horas apés a

administragdo de LPS por via inalatoria (Figura 17).
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Figura 17 - Efeito da exposicdo a HQ sobre a atividade da mieloperoxidase em tecido pulmonar.
Atividade a MPO mensurada em sobrenadante de homogenatos pulmonar obtido de animais expostos a HQ na
concentragéo de 25 ppm ou veiculo (salina com 5% de etanol) (1h/dia durante 5 dias) e ao LPS (0,1 mg/mL por
10 minutos).O tecido pulmonar foi homogeneizado em Politron® e sobrenadante foi utilizado para mensurar a
absorbancia para verificar a velocidade de formagao dos produtos de oxidagdo da o-dianisidina. Os ensaios

foram realizados em duplicatas.*P<0.05.

4.5 Efeito da Exposicdao a 25 ppm de HQ Sobre a Expressdao de Moléculas de
Adesao por Leucocitos Circulantes

Os efeitos da exposicdo a HQ sobre as expressbes de L-Selectina, Bo-
Integrina, Ps-integrina e PECAM-1 na membrana de leucdcitos estimulados ou nao
pelo fMLP foram investigados por ensaios de citometria de fluxo.

Os resultados obtidos mostraram que a exposicdo a HQ n&o modificou a
expressao basal de L-selectina em leucécitos PMN. Na vigéncia de estimulag&o pelo
fMLP, in vitro, PMN provenientes de animais normais apresentaram niveis maiores
de L-selectina na membrana, o que nao foi observado em PMN de animais obtidos

de animais expostos a HQ. As expressdes de L-selectina em condi¢cdes basais ou
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apos a estimulacéo pelo fMLP foram equivalentes em ambos os grupos de animais
estudados (Figura 18).

A analise da expressdo de B.-integrina nos leucécitos PMN mostrou que
células de animais expostos a HQ apresentaram aumento na expressao da molécula
em condi¢des basais ou estimuladas pelo fMLP. O fMLP per se nao foi capaz de
induzir a expressao de [B.-integrina na membrana de PMN obtidos de animais
controles. Leucécitos MN obtidos de animais expostos a HQ, estimulados ou nao
com fMLP, ndo apresentaram alteragdes na expressao de Be-integrina em relagao ao
seu controle (Figura 19).

A determinagcdo da expressao de [s-integrina na membrana de leucécitos
circulantes mostrou que células PMN obtidas de animais expostos a HQ
apresentaram maiores concentracées da molécula em condi¢cdes basais em relagao
as células obtidas de animais controles. A incubacdo de PMN de animais controles
com fMLP aumentou a expressao da molécula, o que nao foi detectado em células
provenientes de animais expostos a HQ. A expressao de Bs-integrina foi equivalente
na membrana de leucocitos MN obtidos de animais controles ou expostos a HQ e
estimulados ou nao pelo fMLP (Figura 20).

Os dados apresentados na Figura 21 mostram que PMN obtidos de animais
expostos a HQ apresentaram aumento na expressao basal de PECAM-1. No
entanto, na vigéncia de incubacao in vitro com fMLP a express&o ndo foi aumentada.
Diferentemente, em PMN de animais controles observou-se aumento na expressao
de PECAM-1 apés a incubacao com fMLP. As expressdes de PECAM-1 em MN nao

diferiram entre os grupos de animais estudados (Figura 21).
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Figura 18 - Efeito da exposicdao a HQ sobre a expressao de L-selectina em leucécitos PMN e MN.
Expressdo da molécula de adesao L-selectina em leucdcitos circulantes de animais expostos a HQ 25 ppm
(1h/dia por 5 dias) ou veiculo (salina 5% de etanol). Os leucdcitos foram obtidos de amostras de sangue
coletado da artéria aorta abdominal e estimulados in vitro ou ndo com fMLP. A expresséo de L-selectina foi
quantificada por citometria de fluxo. Os resultados expressam a média tEPM de células obtidas de 6
animais/grupo. Os ensaios foram realizados em duplicatas.*P<0.05 vs. respectivo controle.
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Figura 19 - Efeito da exposicdo a HQ sobre a expressado de B;-integrina em leucocitos PMN e MN.
Expressdo da molécula de adesdo Bz-integrina em leucdcitos circulantes de animais expostos a HQ 25 ppm
(1h/dia por 5 dias) ou veiculo (salina 5% de etanol). Os leucdcitos foram obtidos de amostras de sangue
coletado da artéria aorta abdominal e estimulados in vitro ou nao com fMLP. A expresséo de Bz-integrina foi
quantificada por citometria de fluxo. Os resultados expressam a média tEPM de células obtidas de 6
animais/grupo. Os ensaios foram realizados em duplicatas. **P<0.01 vs. respectivo controle.
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Figura 20 - Efeito da exposicdo a HQ sobre a expressdo de Bs-integrina em leucécitos PMN e MN.
Expressdo da molécula de adesao Bs-integrina em leucécitos circulantes de animais expostos a HQ 25 ppm
(1h/dia por 5 dias) ou veiculo (salina 5% de etanol). Os leucdcitos foram obtidos de amostras de sangue
coletado da artéria aorta abdominal e estimulados in vitro ou ndo com fMLP. A expressao de Bs-integrina foi
quantificada por citometria de fluxo. Os resultados expressam a média tEPM de células obtidas de 6
animais/grupo. Os ensaios foram realizados em duplicatas. *P<0.05 vs. respectivo controle.
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Figura 21 - Efeito da exposicdo a HQ sobre a expressio de PECAM-1 em leucécitos PMN e MN.
Expressdo da molécula de adesdo PECAM-1 em leucdcitos circulantes de animais expostos a HQ 25 ppm
(1h/dia por 5 dias) ou veiculo (salina 5% de etanol). Os leucécitos foram obtidos de amostras de sangue
coletado da artéria aorta abdominal e estimulados in vitro ou ndo com fMLP. A expressdao de PECAM-1 foi
quantificada por citometria de fluxo. Os resultados expressam a média tEPM de células obtidas de 6
animais/grupo. Os ensaios foram realizados em duplicatas. *P<0.05; **P<0.01 vs. respectivo controle.
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4.6 Efeito da Exposicdao a 25 ppm de HQ Sobre a Expressdao de Moléculas de
Adesao no Endotélio Vascular Pulmonar

Os efeitos da exposi¢cao in vivo a HQ sobre a expressao das moléculas de
adesdo da superfamilia das imunoglobulinas PECAM-1, VCAM-1, ICAM-1, das
selectinas E- e P-selectina e das moléculas de manutengado juncional E e VE-
caderina e JAM-c pelo endotélio da microcirculagdo pulmonar na vigéncia de
estimulagao in vivo pelo LPS foram investigados por ensaios de imunofluorescéncia.

Os resultados obtidos mostraram que animais controles ou expostos a HQ
apresentaram expressdes similares das moléculas de adesdo aqui investigadas
(Figuras 22, 23 e 24).
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Figura 22 - Efeito da exposi¢dao a HQ sobre a expressdao das moléculas de adesao da superfamilia das
imunoglobulinas PECA-1, VCAM-1 e ICAM-1 no endotélio vascular pulmonar. Expressao das moléculas
de adesdo PECAM-1, VCAM-1 e ICAM-1 em cortes histolégicos pulmonar obtidos de animais exposto a HQ na
concentragdo de 25 ppm ou ao veiculo (salina com 5% de etanol) trés horas apos a indugao a inflamacac
pulmonar (Fig. A, D e G). As figuras B e C sio fotos representativas da expressdo de PECAM-1, E e F
representam a expressao de VCAM-1 e as fotos He | representam a expressédo de ICAM-1 em animais exposto

ao veiculo e a HQ respectivamente.
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Figura 23 - Efeito da exposicdo a HQ sobre a expressdao das moléculas de adesdo da familia das
selectinas P- e E-selectina no endotélio vascular pulmonar. Expressdo das moléculas de adesdo P- e E-
selectina em cortes histolégicos pulmonar obtidos de animais exposto a HQ na concentragédo de 25 ppm ou ao
veiculo (salina com 5% de etanol) trés horas apds a indugéo a inflamag&o pulmonar (Fig. J e M). As figuras K e
L séo fotos representativas da expressédo de P-selectina e as figuras N e O representam a expressao de E-
selectina em animais exposto ao veiculo e a HQ respectivamente.
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Figura 24 - Efeito da exposicdo a HQ sobre a expressdo das moléculas de adesdao de manutencao das
jungoes interendoteliais E- e VE-caderina e JAM-C no endotélio vascular pulmonar. Expressdo das
moléculas de adeséo E- e VE-caderina e JAM-C em cortes histolégicos pulmonar obtidos de animais exposto a
HQ na concentragdo de 25 ppm ou ao veiculo (salina com 5% de etanol) trés horas apds a indugdo a inflamacéo
pulmonar (Fig.P, S e V). As figuras Q e R sé&o fotos representativas da expressdo de E-Caderina, as figuras T e
U representam a expressao de VE-Caderina e as figuras W e X representam a expressédo de JAM-C em animais
exposto ao veiculo e a HQ respectivamente.
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4.7 Efeito da Exposicao a HQ Sobre a Producao de Espécies Reativas de
Oxigénio Intracelular

Os efeitos da exposicdo a HQ sobre a producdo de EROs intracelular por
leucdcitos circulantes foi verificado por citometria de fluxo, através da oxidagao de
DCFH. Os resultados obtidos mostraram que PMN de animais expostos a HQ
apresentaram concentragdes maiores de EROS intracelular que células de animais

controle (Figura 25).

1500+

10004

500

Unidades Arbitrarias)

Oxidagao de DCFH
(Intensidade de Fluorescencia/

T
Controle

Figura 25 - Efeito da exposicdo a HQ sobre a producao de EROs intracelular por leucécitos circulantes.
Leucdcitos foram coletados de animais expostos a HQ na concentragéo de 25 ppm (1h/dia/5 dias) ou ao veiculo
(salina com 5% de etanol). A analise foi feita através da oxidacdo do corante DCFH por meio de citometriade
fluxo. Os resultados expressam a média tEPM de células obtidas de 7 animais/grupo. Os ensaios foram
realizados em duplicatas. *P<0.05 vs. respectivo controle.
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4.8 Efeito da Exposicao a HQ Sobre a Formagao de MDA.

Os efeitos da exposicdo a HQ sobre a peroxidagéo lipidica e consequente
formagédo de MDA foram investigados por HPLC-DAD em plasma obtido de animais
expostos @ HQ ou ao veiculo. Os dados obtidos mostraram que a HQ induziu a
formagdo de MDA, uma vez que as concentragdes plasmaticas obtidas do MDA
foram maiores em amostras de animais expostos a HQ que em amostras de animais

expostos ao veiculo (Figura 26).
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Figura 26 - Efeito da exposicdo a HQ sobre a formag¢do de malonaldeido (MDA). Amostras coletadas de
animais expostos a HQ na concentragcéo de 25 ppm (1h/dia/5 dias) ou ao veiculo (salina com 5% de etanol). As
amostras foram submetidas a analise por HPLC-DAD. Os resultados expressam a média +EPM de células
obtidas de 4 animais/grupo. Os ensaios foram realizados em duplicatas. **P<0.01 vs. respectivo controle.
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4.9 Efeito da Exposicao a HQ Sobre o Ciclo Celular.

Os efeitos da exposicao a HQ na concentragdao de 25 ppm sobre o ciclo
celular de leucdcitos totais foi investigado por ensaio de citometria de fluxo. Os
resultados obtidos mostraram que a exposi¢do a HQ nao causou alteragdo no ciclo
celular de leucdcitos, quando comparados com os leucécitos de animais expostos ao

veiculo (Figura 27).
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Figura 27 - Efeito da exposicdo a HQ sobre o ciclo celular de leucécitos. O ciclo diviséo celular foi estudado
em amostras de leucécitos coletados de animais expostos a HQ na concentragédo de 25 ppm (1h/dia/5 dias) ou
ao veiculo (salina com 5% de etanol). As amostras foram analisadas por citbmetro de fluxo e através do
histograma gerado pelo citbmetro foi possivel verificar a numero de células em casa fase do ciclo, onde A e B
apresentam os histogramas das células obtidas dos animais exposto ao controle e a HQ, respectivamente, em
cada fase da divisdo celular. Os resultados expressam a porcentagem de células em cada fase da divisao
celular. As amostras foram obtidas de 8 animais/grupo.

4.10 Efeito da Exposi¢cdo a HQ Sobre a Integridade do DNA

Os efeitos da exposi¢cao a HQ na concentragdo de 25 ppm sobre a integridade

do DNA de leucdcitos totais foi investigado por ensaio de citometria de fluxo. Os
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resultados obtidos mostraram que a exposicdo a HQ apresentou uma tendéncia a
fragmentagdo de DNA nos leucdcitos, quando comparados com os leucécitos de
animais expostos ao veiculo (Figura 28). Os resultados obtidos ndo apresentaram

diferenca estatisticamente significante.

20+
<
8
o 151
2 —_
[e)
us
O -
g 10
-
c
[}]
£ 4
o 9
©
—
w
0 T
Controle
A
2500 -
2000
8 . Fragmentagdo ;
= U 1
8 1500
@
o
z
1000
500 L
0 ey
o 102 103 104 10°
PE-A
B C
5000
6000 |
4000
w
s g
_'m — 1
= 3 3000
(&) - @® .
3 Fragmentagado : & : Fragmentagao .
UZ I 1 zZ T 1
2000
1000 |
0 e e 0 =T Sy
0 102 103 104 10° o 102 103 10* 10°%
PE-A PE-A

Figura 28 - Efeito da exposicdo a HQ sobre a integridade do DNA celular. A integridade do DNA de
leucécitos foi investigada em amostras coletadas de animais expostos @ HQ na concentragdo de 25 ppm
(1h/dia/5 dias) ou ao veiculo (salina com 5% de etanol). As amostras foram analisadas por citdmetro de fluxo e
através do histograma gerado pelo citdbmetro foi possivel verificar a fragmentacdo do DNA celular, onde A
representa o controle positivo (células com 10% de etanol 70%), B representa células de animais controle e C
representa células de animais tratados com HQ. Os resultados expressos no grafico representam a mediana da
fragmentagao celular. As amostras foram obtidas de 8 animais/grupo.



70

4.11 Efeito da Exposi¢ao a HQ Sobre a Formagao de Adutos de DNA em Tecido
Pulmonar

Os efeitos da exposicao a HQ sobre a formagao dos adutos 8-oxo-7,8-dihidro-
2’-desoxiguanosina  (8-oxodGuo), e 1,N*-propano-2'-deoxiguanosina  (1,N*-
propanodGuo) foram investigados por HPLC/ESI-MS/MS-MRM em homogenatos de
tecido pulmonar obtidos de animais controles ou expostos a HQ. Os dados obtidos
mostraram que nao foram detectadas diferengas na formacgédo de 8-oxodGuo e de

1,N?-propanodGuo no tecido pulmonar obtido de ambos os grupos (Figura 29 e 30).
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Figura 29 - Efeito da exposicdo a HQ sobre a formacado de 8-oxo-7,8-dihidro-2’-desoxiguanosina em
tecido pulmonar. Amostras de DNA extraidos do tecido pulmonar de animais expostos a HQ na
concentragdo de 25ppm (1h/dia/5 dias) ou ao veiculo (salina com 5% de etanol). As amostras foram
submetidas a analise em HLP/ESI-MS/MS-MRM. O nimero de amostras representam 6 amostras de cada
grupo
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Figura 30 - Efeito da exposigdo a HQ sobre a formagéo de 1,N*-propano-2'-deoxiguanosina em tecido
pulmonar. Amostras de DNA extraidos do tecido pulmonar de animais expostos a HQ na concentragdo de
25ppm (1h/dia/5 dias) ou ao veiculo (salina com 5% de etanol). As amostras foram submetidas a analise em
HLP/ESI-MS/MS-MRM. O numero de amostras representam 3 amostras.






72

Como ja citado na introdugao, a literatura recente tem questionado o potencial
toxico da exposicdo a HQ, e que este conceito pode estar sendo subestimado,
principalmente com relagédo a sua agao genotoxica (McGregor, 2007). O nosso grupo
de pesquisa tem investigado o efeito toxico da exposi¢ao in vivo a HQ sobre fungdes
das células brancas ligadas a resposta inflamatdria e tem obtido e resultados que
vao ao encontro a esta observacdo, mostrando que exposicbes com
tempo/dose/freqiéncia menores que as empregadas pela literatura causam
toxicidade ao sistema imune (Macedo et al., 2006; 2007; Ferreira et al., 2007). O
presente trabalho, objetivou investigar os efeitos téxicos decorrentes da exposicéo a
HQ, em baixas concentragdes, revelando que a exposicdo ao agente fendlico causa
efeitos toxicos que podem ser detectados somente na vigéncia de uma resposta do
organismo a um agente agressor.

Os principais dados apresentados pela literatura sobre a toxicidade da HQ
estdo ligados a intoxicagdo pelo benzeno, uma vez que a HQ é um produto
intermediario do metabolismo deste solvente, com efeito toxico reconhecido,
principalmente pela sua acao deletéria sobre a medula éssea, resultando em
prejuizos na produgao, maturagdo e mobilizagdo de leucdcitos para circulagao
(RODRIGUEZ et al., 2010; ZHIYING et al., 2009; KIM et al., 2000; WESTER et al.,
2006). Um dos mecanismos envolvidos neste efeito é a formacdo de adutos nas
bases nitrogenadas do DNA, particularmente a oxidagdo das bases guanina e
adenina em células da medula 6ssea, causando fragmentacdo do DNA celular,
alteragdes nas fases de maturagao e diferenciagao, além de morte prematura destas
células (RODRIGUEZ et al., 2010; NGUYEN et al., 2005; GASKELL et al., 2004;
SAMMERS et al., 2006; WHYSNER et al., 2004).

Desta forma, o leucograma e a verificagdo da fragmentacdo do DNA de
células circulantes tém sido empregados na literatura como efeitos importantes para
a intoxicagdo ao benzeno e & HQ (GASKELL et al., 2005; VARKONYI et al., 2006;
TOZLOVANU et al.,, 2006; TERASAKA et al.,, 2005; CHUANG et. al., 2009). Com
base nestas observacdes, inicialmente investigamos estes parametros nas
condigdes experimentais aqui empregadas. Os resultados obtidos mostraram que a
exposicado a HQ, por via sistémica, ndo causou alteragdo no numero de leucécitos
circulantes, sugerindo que a produgao de células brancas bem como os processos
envolvidos na mobilizacdo destas células da medula 6ssea para a circulagdo nao

tenham sido alterados.
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Adicionalmente, a exposicdo a HQ contribuiu para o aumento da peroxidacao
lipidica, dado este que corrobora a literatura, onde estudos mostraram que a
exposicédo de 100 mg/kg (= 2 mM) de HQ, intra estomacal, aumentou a concentragéo
de MDA na urina de ratos (EKSTROM et al., 1988). Este dado € importante visto que
a peroxidagao lipidica culmina na formagdo de MDA, um aldeido reativo, que pode
ser ligar ao DNA causando sua oxidagao, além de ser o principal marcador de danos
a membranas celulares MARNETT 1999 (FOURNIER et al., 1995). Nesta mesma
linha de investigagéo, foi observado que a exposicdo a HQ aumentou a producao
intracelular de espécies reativas de oxigénio. Este efeito pode ser decorrente de dois
mecanismos plausiveis, reforgados pela literatura, a saber: 1) difusdo do agente
fendlico para o interior das células, e uma vez nesta localizagdo, a HQ pode sofrer
metabolizagdo por enzimas citoplasmaticas, levando a formacdo de EROs
intracelular. 2) pela interagdo do agente fendlico na membrana celular, mais
precisamente em sistemas redox, como NADPH oxidase, aumentando a producao
de EROs ao nivel plasmatico (AUGUSTO, 2006; BENTZ, A. B., 2009). O aumento da
producao de EROs e a peroxidacao lipidica poderia indicar que a exposicao a HQ
tivesse causado dano oxidativo ao DNA, com subsequente fragmentacdo do
mesmo. Porém, os resultados aqui obtidos mostraram que o DNA dos leucécitos
circulantes estavam integros e, portanto, o aumento da produgado de EROs néo teria
sido suficiente para causar dano oxidativo e fragmentagdo do DNA em leucécitos.
Adicionalmente, a exposicdo a HQ nao induziu a formacédo dos adutos 8-oxo-7,8-
dihidro-2’-desoxiguanosina (8-oxodGuo) e 1,N?-propano-2'-deoxiguanosina (1,N*
propanodGuo) em homogenatos de tecido pulmonar. Estes resultados, associados a
auséncia de alteragbdes no leucograma, sugeriam que o protocolo de exposicado a
HQ aqui empregado poderia ndo ser suficientemente intenso para caracterizar
intoxicagdo com base nestes paréametros bioldgicos.

Estes resultados sdo discordantes da literatura e podem ser decorrentes, das
condi¢cdes de exposigdo, em especial da concentracdao de HQ empregada. Nao ha
uma relagao linear entre concentragédo de HQ ou benzeno no ar, absorgdo e o peso
corporal, o que dificulta a extrapolacao dos resultados obtidos para a exposicao
humana. No entanto, é possivel inferir que os animais foram expostos a
concentracbes muito menores que as observadas na literatura e que as
preconizadas pelas agéncias regulamentadoras para exposi¢ao humana (CETESB;

IARC, 1987; NIOSH). No sentido de se aferir mais corretamente a concentragao da
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exposicao a HQ, sua saturacdo no ambiente nas condigbes empregadas foi
investigada. O modelo experimental utilizado compreendeu um filtro de éster
celulose no interior de um cassette acoplado a uma bomba amostradora que
concentra a HQ em um fluxo 2L/min. Vale ressaltar que o filtro foi posicionado na
mesma localizagdo dos animais dentro da caixa de exposi¢éo no sentido de aferir a
concentracao real de exposi¢ao dos animais a HQ. Os resultados obtidos mostraram
que as concentracbes de HQ no filtro foram extremamente inferiores a dose
nebulizada na caixa de exposi¢cdo, o que sugere, indiscutivelmente, que os animais
absorveram concentragdao extremamente menor de HQ do que a nebulizada.

E importante ressaltar que espécies murinas, bem como culturas primarias de
células destes animais, sdo amplamente empregadas para os estudos de toxicidade
da HQ ou do benzeno, uma vez que estes manifestam sintomas de intoxicagbes
equivalentes as humanas (GARCiA-LESTON et al.,, 2010; KOLACHANA et al.,
1993). Assim, estas observagdes, associadas aos dados obtidos subsequentemente
neste trabalho, descartaram a possibilidade do modelo animal empregado né&o
responder adequadamente a exposicédo a HQ.

Observamos que, embora, a exposi¢cdo a HQ n&do causou modificagdes no
numero de células circulantes, na vigéncia de uma reagao inflamatéria, induzida por
endotoxina, a mobilizacdo de leucdcitos, tanto de poli quanto de mononucleares,
para o pulmao inflamado estava reduzida. Este resultado pode ter um impacto muito
importante para toxicologia ocupacional/ambiental, uma vez que, aparentemente, os
animais estdo em condigdes adequadas de saude com base nos indicadores
biolégicos de efeito mais empregados na literatura. No entanto, a capacidade dos
animais responderem a um estimulo imunoldgico esta prejudicada. O modelo do
processo inflamatério aqui empregado teve o propdsito de mimetizar as agressoes
frequentes ao organismo, ja que o pulméo é alvo de exposicdo a bactérias
constantemente.

Os resultados obtidos mostraram que a exposi¢ao a HQ prejudica a migragéao
leucocitaria para o LBA na vigéncia de estimulagdo pelo LPS. Dados adicionais
mostraram que os leucdcitos, em especial os neutrdfilos, permanecem no tecido
pulmonar, uma vez que a atividade de MPO, uma enzima constitutiva presente em
granulos azuréfilos de neutrdfilos e que é utilizada como um indicador indireto da
presenca destas células, foi maior no tecido pulmonar de animais expostos a HQ

que de animais controles. E importante ressaltar que o aumento na atividade de
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MPO no pulmao nao reflete a acdo da HQ sobre a expressao e atividade da MPO,
ja que a atividade desta mesma enzima foi avaliada em outros tecidos considerados
alvos de acédo da HQ, como o figado e a medula éssea e os resultados obtidos
mostraram que a atividade da MPO era equivalente em animais expostos ou nao a
HQ (dados nao mostrados).

Tem sido mostrado que a ligagdo de LPS ao TLR-4, especialmente em
macrofagos alveolares, induz a ativagdo do fator de transcricado NF-kB, fator este
associado a producgao de citocinas e quimiocinas, neutrofilia, permeabilidade epitelial
e peroxidacao lipidica (Blackwell et al., 1996; Liu et al., 1999). Esta via de ativagao
esta ligada a proteina tirosina quinase ou quinases ativadas por mitdgenos (MAP
quinases), como JNK e p38MAP quinase, uma vez que a inibicdo destas viasreduziu
a ativacdo do NF-kB e a reacdo aguda pulmonar (Lee et al., 2004; Kim et al., 2006;
Lee et al.,, 2007). Desta forma, esta € uma via de ativagdo que estd sendo
investigada paralelamente a este trabalho em macréfagos coletados do pulmao de
animais expostos a HQ por ensaios de western blot. Os efeitos decorrentes da
sinalizacdo induzida pelo LPS no tecido pulmonar envolvidos com a mobilizagao
leucocitaria sado diversos e complexos, dependentes da participagdo de uma
diversidade de mediadores quimicos secretados/liberados ou produzidos por
diferentes tipos celulares, além da expresséo/ativagao de receptores glicoprotéicos
expressos nas membranas celulares. Obviamente que esta complexidade de
mecanismos proporciona diferentes frentes de investigagcdo e, neste projeto,
escolhemos estudar as agdes da exposigao in vivo a HQ sobre eventos relacionados
a expressao de moléculas de adesédo, tanto em leucdcitos circulantes como no
endotélio da microcirculagdo pulmonar. Como ja descrito na Introdugéo, alteragcées
hemodindmicas, bem como a agdo de mediadores quimicos induzem a
expressao/ativagao destas moléculas, em cascata, ou seja, existe uma cinética de
expressao e de clivagem das moléculas nas membranas celulares, imprescindiveis
para o perfeito recrutamento celular (WARD, P. A., 1997; LOWSON & WOLF, 2009;
GRAILER et al., 2009; KULIGOWSKY et al., 2010). Neste sentido, as moléculas de
adesdo que até agora sdo consideradas as mais relevantes para o recrutamento
leucocitario em uma resposta inflamatéria aguda evocada pelo LPS foram
investigadas. Os resultados obtidos mostraram que a exposi¢céo in vivo a HQ
aumenta a expressao das [3; integrinas em PMN, tanto em condigbes basais como

apos a estimulagao pelo fMLP, e reduz a expressao de L-selectina neste mesmo tipo
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celular sob estimulagédo pelo fMLP. Estes resultados, em conjunto, mostram que a
exposi¢cao a HQ ativa os PMN circulantes e estes efeitos podem levar a agbes que
interfiram com a evolugado do processo inflamatério, como descrito a seguir: 1) em
estado quiescente, os neutréfilos ndo expressam ou ativam as f3; integrinas. Suas
ativagbes em células da circulagao estéo relacionadas a agregagéao homotipica, com
consequlente ativagcdo da sinalizagdo para producido de citocinas inflamatdrias e
prejuizos na manutencdo das adesdes focais dependentes de actina, o que pode
acarretar prejuizo no influxo destas células para focos de lesao (CABODI et al.,
2010). Este tipo de ativagao dos leucdcitos tem sido associado a génese de doencas
inflamatérias em pacientes diabéticos, que em dultima instancia, apresentam
respostas inflamatdrias deficientes frente a estimulos infecciosos (ADVANI et al.,
2002;2004); 2) Os dados da literatura mostram que a clivagem da L-selectina é
fundamental para expressao das [, integrinas in vitro (GREEN et al., 2004; MATTILA
et al., 2005; ORR et al., 2007) apesar da demonstracao direta desta relagao in vivo
ainda ser controversa (GREEN et al., 2004; ORR et al., 2007). Desta forma, pode se
supor que este equilibrio seja interrompido pela exposicdo a HQ, o que pode
interferir com a interagao dos leucdcitos circulantes ao endotélio microvascular.
Adicionalmente, a exposicdo a HQ aumentou a expressao basal de (3
integrinas e PECAM-1 em PMN a valores semelhantes aos encontrados apds
estimulagcdo pelo fMLP. O significado que este efeito pode ter no prejuizo da
migracao de neutréfilos para o foco de inflamagao pode ser complexo e necessita de
estudos adicionais. Tem sido mostrado, em especial para PECAM-1, que a interacao
de diferentes dominios da molécula com seus ligantes especificos desencadeiam
acgoes pro ou antiinflamatérias (WOODFIN et al., 2007; PRIVRATSKY et al., 2010).
Como ja descrito, a PECAM-1 é uma molécula expressa na célula endotelial,
plaguetas e células hematopoéticas (NOURSHARGH et al., 2006). Seus efeitos pro-
inflamatoérios estdo relacionados a sua acgado adesiva direta que medeia a
transmigracao de leucdcitos pela célula endotelial, além da indugao de sinalizagbes
intracelulares para a expressao de outras moléculas importantes para a progressao
da migragao neutrofilica, como as B1 e B3 integrinas que sado expressas nos
neutréfilos quando presentes na matriz extravascular, além da modulagcdo do
potencial de membrana. Por outro lado, seus efeitos antiinflamatérios estao

relacionados a manutencédo das jungdes interendoteliais, a alteracédo do limiar de
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ativacdo de leucocitos e a inibicdo da produgdo de citocinas pré-inflamatérias
(PRIVRATSKY et al., 2010).

A expressdo de integrinas na membrana da célula depende de sintese
génica, via ativagao de fatores transcricionais como o NF-kB e a proteina ativadora-1
(AP-1) (BORREGAARD, 2010). Diferentemente, a expressdao de PECAM-1 é
determinada pela clivagem na membrana, reinternalizagdo e expressao génica
(PRIVRATSKY et al., 2010). Considerando que camundongos possuem um numero
pequeno de neutrofilos no sangue circulante, ndo foi possivel extrair o mRNA e
proteinas nucleares para elucidar os mecanismos envolvidos na expressao destas
moléculas frente a exposigao in vivo a HQ.

Diferentemente do observado para a expressdo das moléculas de adesdo em
leucécitos PMN, a exposigdo a HQ nao alterou a expressao de moléculas de adeséo
da familia das selectinas e da superfamilia das imunoglobulinas induzidas pelo LPS
no endotélio microvascular pulmonar. Este efeito sugere que nas condigbes
experimentais empregadas, a célula endotelial ndo é alvo de agdo da HQ. De fato,
nosso grupo de pesquisa tem mostrado que a exposicdo i.p. a HQ, nas
concentragdes de 5 ou 10mg/Kg/dia, 13 doses com intervalos de 2 dias a cada 5
dias, ndo modifica as expressdes de ICAM-1, PECAM-1 e VCAM-1 no endotélio
microvascular do pulmdo (FERREIRA et al., 2007). As diferengas nos efeitos
observados em PMN e células endoteliais parecem ser dependentes da capacidade
de metabolizacdo da HQ. Enquanto que fagécitos expressam MPO e PGHs, que
convertem a HQ em quinonas ainda mais reativas, como as 1,2 e 1,4BZQ, a célula
endotelial € deficiente destas enzimas. Dados do nosso grupo de pesquisa tém
mostrado que a incubagao in vitro com HQ ndo afeta as expressdes destas
moléculas pela célula endotelial, mas por outro lado a incubagdo com 1,2, BZ nas
mesmas condi¢des experimentais reduz a expressao de PECAM-1 e a translocacao
nuclear do NF-Kappa B (HEBEDA et al., submetido para publicagao).

E importante salientar que os dados da agdo da HQ sobre a expressdo de
moléculas de adesdo sdo escassos. Dados anteriores do nosso grupo, mostraram
que a administracdo i.p. de HQ a ratos Wistar machos em concentragdes e periodos
de exposigcédo superiores aos aqui empregados provocou redugao da expressao de
L-selectina e aumento da (3, integrina em PMN circulantes (MACEDO et al., 2006).
Por outro lado, a incubacdo de neutréfilos obtidos de ratos naive com HQ néao

modificou a expressao de L-selectina e PECAM-1, mas inibiu a expressao induzida
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pelo fMLP de B, integrina na membrana destas células (HEBEDA et al., enviado para
publicagdo). Estes dados claramente sugerem que diferentemente do observado in
vitro, a exposigcao a HQ in vivo pode afetar a expressao das moléculas de adeséao
diretamente, ou indiretamente, via producdo de EROs. Tem sido mostrado que a
producao excessiva de EROs esta diretamente relacionada a indugédo da expressao
de moléculas de adesao em diversos tipos celulares (MORI et al., 2004; WU, 2006;
DWORAKOWSKI et al., 2008; SADOK et al., 2009). O perdxido de hidrogénio, por
exemplo, tem a capacidade de induzir a expressao de B integrinas em células
epiteliais, contribuindo para a modificagao do seu fenétipo (MORI et al., 2004).

Em conjunto, resultados obtidos neste trabalho mostraram que os animais
estavam expostos a concentragdes abaixo das inicialmente preparadas para
nebulizagao, resultado este evidenciado pelos ensaios realizados em HPLC. Esta
concentragao real de HQ utilizada (0,04 ppm) parece nao ter causado efeitos sobre
a medula éssea, efeito evidenciado pelo inalteragdo do ciclo das células mobilizadas
para a circulagdo, revelando o estado de maturacdo completo destas células,
excluindo, desta forma, qualquer efeito pro-leucémico, visto que a HQ altera o ciclo
de precursores celulares na medula, favorecendo a mobilizagao de células imaturas
para a circulagao (CHANG et al., 2009). Foi demonstrado, ainda, que a exposi¢éo a
HQ in vivo, ndo foi capaz de induzir qualquer efeitos sobre a expressao de moléculas
de adesdo no endotélio da microvasculatorua pulmonar e ,da mesma forma, nao foi
capaz de causar a oxidacao das bases do DNA celular do tecido pulmonar, pois os
niveis de formacdo dos 8-oxo-7,8-dihidro-2’-desoxiguanosina (8-oxodGuo) e 1,N*
propano-2-deoxiguanosina (1,N?-propanodGuo) nao foram alterados. Em conjunto,
estes dados sugerem que, de fato, o tecido pulmonar nao é alvo de agao direto da
HQ. Por outro lado, esta exposigao foi capaz de induziu a expressdo de moléculas
de adesédo e a geracado de EROs em neutrdfilos circulantes, o que pode levar estas
células a um estado ativado, impedindo a resposta a um segundo estimulo. Nossos
resultados mostraram que o fMLP in vitro ndo induziu qualquer aumento na
expressao de moléculas de adesdo em células de animais que receberam HQ.
Assim, podemos inferir que o mecanismo de ag¢ao da HQ pode ser relevante para a
deficiéncia da reagao inflamatéria aguda induzida nos animais apés a inalagéo de
endotoxina. Contudo é dificil concluir claramente que a HQ esta atuando diretamente
na expressao de moléculas de adesdo ou através de producdo de EROs ou se os

dois mecanismos ocorrem simultaneamente.
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Os resultados obtidos neste trabalho permitiram inferir que:

1)

2)

3)

5)

9)

Os animais estiveram expostos a concentragdes menores que as nebulizadas

inicialmente;

A HQ nas concentragdes de 50, 25 e 12,5 ppm nao causou alteragdo na numero
de células circulantes quando comparados o0s grupos de animais controle e
tratado frente a um estimulo inflamatério. Estes dados mostram que o

hemograma n&o € um bom indicador de exposicao;

A HQ nas concentragdes de 50, 25 e 12,5 ppm acarretou prejuizo na migragao

de leucdcitos para o pulmao inflamado;

A investigagdo da expressdao de moléculas de adesdao em leucécitos PMN
mostrou que a HQ na concentragdo de 25 ppm inibiu a expressao de L-Selectina
frente a um estimulo e per se aumentou a expressao de [, Ps-integrina e
PECAM-1;

A expressao das moléculas de adesdo VCAM-1, PECAM-1, ICAM-1, JAM-C, VE-
caderina, E- e P-Selectina na células endoteliais da microvasculatura pulmonar

nao foi alterada pela exposi¢édo a HQ na concentragéo de 25 ppm;

A exposicdo a HQ na concentragdo de 25 ppm néao alterou o ciclo celular de

leucocitos circulantes e nao causou fragmentagdo no DNA destes leucocitos;

A producéo intracelular de EROs foi aumentada em animais que foram expostos

a HQ na concentragao de 25 ppm, quando comparado com animais controles;

A HQ concentragdo de 25 ppm aumentou a peroxidagado lipidica quando

comparada a animais que receberam somente o veiculo;

A exposigao a HQ nao induziu a formagao de adutos de DNA no tecido pulmonar.
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Abstract

Hydroquinone (HQ) is an environmental contaminant with important detrimental effects on immune
cells. In this study the effects of low doses of HQ exposure on neutrophil mobilization into the LPS
inflamed lung has been investigated. Male Swiss mice were exposed to aerosolized vehicle (control)

or 12.5, 25 or 50 ppm HQ (1 hour/day/5 days). One hour after, animals were or not inflamed by LPS
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inhalation (0.1 mg/ml/10 min) and three hours later, the oxidative burst, cellular cycle and DNA
fragmentation in circulating neutrophils were determined by flow cytometer; plasma
malondialdehyde (MDA) levels were measured by HPLC; the number of circulating leukocytes and in
the bronchoalveolar lavage fluid (BALF) were quantified using Neubauer chamber and stained
smears; adhesion molecules expressions on circulating neutrophils and lung microvessels endothelial
cells were quantified by flow cytometry and immunohistochemistry, respectively; myeloperoxidase
(MPO) activity was measured in the pulmonary tissue by colorimetricassay; cytokines in the BALF
were determined by ELISA. In vivo HQ exposure augmented plasma MDA levels and oxidative activity
of neutrophils, but did not cause alterations on cellular cycle and DNA fragmentation.In this
condition, the number of circulating leukocytes was not altered, but HQ exposure reduced LPS-
induced neutrophil migration into the alveolar space, as these cells were maintained in the
pulmonary tissue. The HQ toxic effect did not depend on impairment on cytokines secretions in the
BALF and lung endothelial adhesion molecules expressions. However, HQ exposure elevated {3, and
B; integrins and platelet-endothelial cell adhesion molecule-1 (PECAM-1) expressions in neutrophils,
which were not further enhanced by fMLP in vitro stimulation, indicating that HQ exposure activates
circulating neutrophils, impairing further stimulatory responses. Therefore, it has been shown, for
the first time, the target action of lower levels of in vivo HQ exposure in specific pathways of

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

Key words: environmental contaminant, adhesion molecules, cytokines, mice, DNA fragmentation.
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1 Introduction

Hydroquinone (HQ) is an eminent environmental pollutant with important effects on
immune cells. This phenolic compound is found in the atmosphere mainly as a result of burning of
benzene (BZ) in the adulterated fuel. Together with BZ, HQ is also achieved as a component of
tobacco, and high concentrations are released during smoking (McGregor, 2007). In addition, HQ is a
relevant BZ endogenous metabolite and it has been clearly demonstrated that HQ is a key
determinant for immune suppression and leukemias development in human exposed to BZ (Badham
et al., 2010; Bi et al., 2010; Atkinson, 2009). These effects have been partially associated to DNA
lesions, as HQ exposure causes oxidative DNA damage in a variety of cells, including circulating
leukocytes and lung tissue (Melikian et al., 2008; McGregor, 2007; Varkonyi et al., 2006; Leanderson,
1993).

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

As HQ is promptly absorbed by respiratory tract and derma, gaining access to other
compartments, as bone marrow, it easily interacts with circulating immune cells. The HQ actions on
different leukocytes types in vitro have shown impairment on secretory functions which are essential
during an in vivo inflammatory response (Lee et al., 2010; Cho, 2008; Choi et al., 2008). Leukocyte-

endothelial interactions are the initial and fundamental events to the leukocyte migration into an
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inflammatory focus. This highly coordinated process depends on sequential expressions of selectins,
integrins and immunoglobulin superfamily molecules. These molecules are expressed on leukocytes
and endothelial cells, which control rolling behavior, adherence and transmigration of circulating
cells into the inflammatory focus (Wong et al., 2010; Ley etal., 2007). Vascular, metabolic, immune
diseases, as well as environmental and occupational pollutants can modify the physiological pattern
of adhesion molecules expression leading to altered host defense (Khan et al., 2010; Barreiro et al.,
2010; Etzioni et al., 2010; Lino-dos-Santos-Franco et al., 2010).

We have previously shown that in vivo HQ exposure alters leukocyte migration into
inflammatory sites during acute innate and acquired responses development. While the effects on
acquired immunity are related to reduced anaphylactic immunoglobulin production, the mechanisms
involved in the acute innate inflammation has not been clearly elucidated (Ferreira et al., 2007;
Macedo et al, 2007; 2006).

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

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

2.1 Reagents

Lipopolisaccharide (LPS) from Escherichia coli (serotype 026:B6), N-Formyl-methionyl-leucil-
phenylalanine (fMLP), hydroquinone 99%, n-Butanol, 1,1,3,3-tetramethoxypropane 99%,
hexadecyltrimethylammonium bromide, orto-dianizidine, acetonitrile, butylated hydroxytoluene,
potassium iodide, triton X100, propidium iodide and RNAse A were purchased from Sigma-Aldrich (St
Louis, MO, USA); hexane, ethanol 99% hydrogen peroxide, acetic acid, trichloroacetic acid, sodium
chloride, monobasic and dibasic phosphate sodium,ammonium chloride and acetone were obtained
from Synth (Sao Paulo, SP, Brazil); DCFH was obtained from Molecular Probes (Carlsbad, CA, USA);
ketamine (1.16 g/10 ml) and xylazine (2.3 g/100 ml) were acquired from Vetbrands (Jacarei, SP,
Brazil); heparin (5.000 Ul/ml) and sodium citrate were purchased from Eurofarma (Sao Paulo, SP,

Brazil); Panético” was acquired from Laborclin (Pinhais, PR, Brazil); Tissue Tek™

OCT was acquired
from Miles Scientific (Miles, IN, USA), and all antibodies used in the current study were purchased

from BD Pharmingen (Franklin Lakes, NJ, USA). SuperBlock Blocking buffer was acquired from Pierce

(Rockford, IL, USA).

2.2 Animals

Eighteen week old male Swiss mice were supplied by the Animal House of the School of
Pharmaceutical Sciences and Chemistry Institute from University of Sao Paulo. The animals were fed
a standard pellet diet and water ad libitum and before each experimental procedure, the animals
were anaesthetized with ketamine/xylazine solution (80 mg/kg; 8 mg/kg; i.p.). All procedures were
performed according the Brazilian Society of Science of Laboratory Animals (SBCAL, number 196) for

proper care and use of experimental animals.

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

seeps out. This process was performed in an exhaustion chapel.

2.4 Levels of HQ in the exposure box

HQ concentrations in the exposure box were quantified accordingly to the NIOSH protocol N2
5004. Briefly, a cassette containing a 0.8 um cellulose ester membrane was placed on the bottom of
the exposure box. The cassette was linked to a sampling pump (A. P. BUCK inc., model VSS5.
Orlando, Fl, USA) and the air in the exposure box was captured in a flow rate of 2 I/min, during one
hour. After that, the cassette was opened and the cellulose ester membrane was removed and
placed in a bottle containing 10 ml of glacial acetic acid 1%. Twenty four hours later, the membrane
was washed 3 times with 5 ml of glacial acetic acid 1% and the fluid resulting from washing was
added to the initial volume of glacial acetic acid 1% (10 ml). HQ concentration levels were aralyzed
by high performance liquid chromatography-diode array detector (HPLC-DAD). The analytical system
consisted of a Shimadzu HPLC (Kyoto, Kansai, Japan) equipped with two LG20AT pumps, a CTO-
10AS/VP column oven, a PDA-20AV diode array detector, an Proeminence SIL-20AC auto sampler,
controlled by a CBM-20A communication module. The following chromatography condition was used
for the analyses. A 250 x 4,6 mm ID, 5 um C18 column (Phenomenex, Torrance, CA) with a C18
security guard cartridge, 4.0 x 3.0 mm (Phenomenex, Torrance, CA), was eluted in isocratic mode
with a mobile phase consisting of glacial acetic acid 1% in water and 10 % acetonitrile at a flow rate
of 1 ml/min and 30°C. The diode array detector was set at 290 nm for quantification of HQ.
Calibration curves were constructed at intervals of 0 to 500 ng of HQ. The data were acquired and
processed using LC-Solution Software (Shimadzu Corporation, Kyoto, Japan). All solvents used were

previously filtered (cellulose acetate membrane filter 5 um — Millipore) and degassed.
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2.5 Induction of LPS lung inflammatory reaction
The induction of pulmonary inflammation was performed one hour after the last vehicle or
HQ exposure using a similar exposure box approach. LPS (0.1 mg/ml) was aerosolized during 10 min

at a frequency of 1 ml/min.

2.6 Blood leukocytes

Three hours after LPS inhalation, the animals were anesthetized as described above and
arterial blood was collected from the abdominal aorta using plastic syringe containing heparin; 5000
Ul/ml. Total and differential leukocytes counts were determined in a Neubauer chamber and stained

smears with Panotico’, respectively. Counts were performed using an optical microcopy (CarkZeiss).

2.7 Bronchoalveolar lavage (BALF) and cell counts

BALF was collected from vehicle or HQ exposed animals to determine the number of
migrated leukocytes and concentrations of cytokines. Briefly, the trachea was exposed and
cannulated with a polyethylene tube and the lung washed by flushing with phosphate buffered saline
solution (PBS; 0.1 mM NaCl, 3 mM NaH,P0O4, 7mM Na,HPO,; 2 ml). The volumes recovered were
similar in all experimental groups and equated to approximately 95% of the injected volume. Total
counts were performed in a Neubauer chamber and differential cell counts were carried out on

cytocentrifuge (Cytospin; Fanen, Sao Paulo, SP, Brazil) and subsequently stained with Panotico .

2.8 Myeloperoxidase (MPO) activity
Pulmonary tissue obtained from vehicle or HQ exposed animals was homogenized in 0.5%
hexadecyltrimethylammonium bromide (HTAB, 1 ml/50 mg of tissue). The homogenates were

maintained at 60° C during 2 h and then centrifuged (9,300 x g, 2 min). The supernatant (10 pl) was



111

added to ortho-dianisidine solution (200 ul). The kinetic activity of MPO was determined on
spectrophotometer at 460 nm based on velocity of ortho-dianisidine oxidation product formation.

Results are presented as MPO units per milligram of tissue.

2.9 Adhesion molecules expression
2.9.1 Immunohistochemistry

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

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

2.9.2 Flow cytometry

Leucocytes collected from blood of the abdominal aorta of vehicle or HQ exposed mice were
employed to quantify L-selectin, B,-integrin, Bs-integrin and PECAM-1 expression. Briefly,
erythrocytes were lysed by addition of ammonium chloride solution (0.13M) to the samples and
leukocytes were recovered after washing with Hank’s balanced salt solution (HBSS). To quantify the
expression of adhesion molecules, leukocytes (1 x 10°) were incubated for 20 to 60 minutes in the
dark at 4° C with 10 pl of monoclonal antibody (L-selectin conjugated with FITC; B, or Bs-integrin
conjugated with FITC or PECAM-1 conjugated with PE). After that, the cells were analyzed in a FACS
Calibur flow cytometer (Becton & Dickinson, San Jose, CA, USA). Data from 10,000 events were
obtained and only the morphologically viable leukocytes were considered for analysis. Results are

presented as arbitrary units of fluorescence.
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2.10 Malondialdehyde (MDA) levels

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

PBS.

2.11 ROS generation

Leukocytes collected from blood from the abdominal aorta of vehicle or HQ exposed mice
were employed to quantify oxidative burst. Intracellular ROS was measured by using a non
fluorescent probe, 2',7'-dichlorfluorescein-diacetate (DCFH-DA) that can penetrate into the
intracellular matrix of cells where it is oxidized by ROS to fluorescent dichlorofluorescein (DCF) (Elbim
and Lizard, 2009). Erythrocytes were lysed by adding ammonium chloride solution (0.13M) to the
samples, and leukocytes were recovered after washing with PBS. Fluorescent dye DCFH-DA (340 uM;
diluted in PBS) was added to 2 x 10’ cells in a final volume of 1.1ml. Cells were maintained at 37°C for

30 min and rinsed with EDTA (3 mM; 2 ml) to remove the excess dye. Cells were ressuspended with
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PBS. The cells were analyzed in a FACS Calibur flow cytometer (Becton & Dickinson, San Jose, CA,
USA). Data from 10,000 events were obtained and only the morphologically viable leukocyteswere

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

2.12 Cellular cycle and DNA fragmentation

The effects of in vivo HQ exposure on cellular cycle and DNA fragmentation were studied
using flow cytometry. Blood was collected, using heparin as anti-coagulant, from the abdominal
aorta of vehicle or HQ exposed mice and erythrocytes were lysed by addition of ammonium chloride
solution (0.13M). Leukocytes were recovered after washing with Hank’s balanced salt solution
(HBSS). Afterward, RNAse A (20 ul; 15mg/ml) and lysis buffer (140 pl; PBS, 2 % fetal bovine serum,
0.05 % Triton X 100, 0.1 % sodium citrate) containing propidium iodide (20ug/ml) were added to
leukocytes (1 x 10° cells). The samples were maintained at room temperature during 30 minutes and
immediately analyzed in a FACS Calibur flow cytometer (Becton & Dickinson, San Jose, CA, USA). Data
from 10,000 events were obtained. Results of DNA fragmentation are presented as mean of arbitrary
units of fluorescence and cellular cycle as percentage of marked cell in each cycle. As a positive

control leukocytes were previously incubated with 10 % dimethyl sulfoxide.

2.13 Statistical Analyses

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

statistical software GraphPad Prism” was used for this purpose. P<0.05 was consider significant.
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3 Results
3.1 Concentration of HQ into the exposure chamber

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

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

3.2 Effects of in vivo HQ exposure on cell oxidative processes

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

groups.

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

In vivo HQ exposure at 12.5, 25 or 50 ppm did not modify the number of circulating
leukocytes after LPS challenge. The number of neutrophils and mononuclear cells was equivalent in
vehicle and HQ exposed animals (Table 1). Normal values of polymorphonuclear leukocytes (PMN) in
mice blood are around 15-20%, which is highly enhanced after acute inflammation. This pattern of
response was here detected in both groups of animals, indicating that neutrophil mobilization from

storage compartments is not affected by HQ exposure. It is noteworthy that PMN and mononuclear
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cells (MN) values in vehicle and HQ exposed animals (Table 1) must be compared in the same
concentration exposure, as assays were performed on different days and mice total leukocyte
numbers range about 3,500 to 6,000 mm>.

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

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

to the alveolar compartment.

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

As IL-13, TNF-a and IL-6 are involved in leukocyte migration by inducing adhesion molecules
expressions and secretion of chemoattractants mediators (Barreiro et al., 2010), the effects of HQ
exposure on BALF levels of these cytokines into the BALF were investigated using ELISA. Data
obtained demonstrated that HQ did not modify basal or LPS-induced secretion of these cytokines

(Figure 4).

3.5 Effects of in vivo HQ exposure on adhesion molecules expression
In vivo HQ exposure did not modify the LPS-induced endothelial E- and P-selectins (Figure 5A)
and ICAM-1, VCAM-1 and PECAM-1 expressions (Figure 5B). Basal expressions of these molecules
were very low and did not differ in lung tissue from both animal groups studied (data not shown).
On the other hand, HQ exposure affected the expression of adhesion molecules in circulating
neutrophils in the absence of inflammatory stimulus. While L-selectin expression was not altered by
HQ intoxication (Figure 6A), levels of B, and B3 integrins and PECAM-1 were significantly enhanced in

neutrophil membranes (Figures 6B, C and D, respectively). In addition, levels of L-selectin, 3, and 3
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integrins and PECAM-1 were enhanced after in vitro fMLP stimulation in neutrophil obtained from
vehicle exposed animals. Differently, these enhancements were not observed in neutrophils

collected from HQ exposed mice (Figures 6B, C and D, respectively).



117

4 Discussion

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

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

In vitro HQ exposure causes oxidative damage in different cell types, including leukocytes,
and DNA lesion is an out coming effect (Ji et al., 2009; Varkoni et al., 2006; Gaskell et al., 2005a;
2005b; Gaskell et al., 2004). The mechanism is based on HQ biotransformation into semiquinones via
redox cycling which induces ROS production, including superoxide radical anion (0,"), hydrogen
peroxide (H,0,), nitric oxide (NO®) and hydroxyl radical (OH") (Winn et al., 2003). Here we have
demonstrated that even low concentrations of in vivo aerosolized HQ exposure evoked activation of
oxidative pathways, as measured by MDA plasma levels and ROS production by circulating cells.

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

Neutrophil migration into inflamed areas depends on a diversity of chemical mediators
secreted by resident and migrated cells into inflammatory site, and by membrane receptors
expressed on leukocytes and endothelial cells (Ley et al., 2007). While cytokines display pleiotropic
actions, adhesion molecules exert specific actions on pathways of leukocyte migration. E and P
selectins mediates the fundamental and initial leukocyte interaction on endothelium, the subsequent
expression of ICAM-1 and VCAM-1 mediates the cell firm adhesion and PECAM-1 expression is
responsible for the leukocyte transmigration into the inflamed tissue (Borregaard, et al., 2010; Ley et

al., 2007). In our model, in vivo HQ exposure did not affect secretory activity of inflammatory
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resident cells and the adhesive functions of the microvascular endothelium. Of the interest,
synthesis of cytokines and endothelial adhesion molecules depends on nuclear factorkB (NF-«xB)
transcriptional activation (Lawrence, 2009), and although inhibitory action on this pathway is
involved in the BZ and HQ toxicity (Choi et al., 2008; Ma et al., 2003; Kerzic et al., 2003), it seems to
be not related to HQ actions on lung resident or endothelial cells.

Interestingly, in vivo HQ exposure markedly enhanced integrins and PECAM-1 expressions on
circulating neutrophils, which, respectively, mediates the firm leukocyte adhesion to the vessel wall
and transmigration (Ley et al., 2007). These surprisingly data may be implicated inthe HQ toxicity, as
integrins and PECAM-1 quiescent expressions in the absence of inflammatory diseases are pivotal to
homeostasis and for mounting the host defense (Borregaard, et al., 2010; Ley et al., 2007). Elevated
levels of circulating B2 and B3 integrins and PECAM-1 molecules, which may be the result of higher
membrane expressions and/or subsequent cleavage, are found in artherosclerosis, diabetes, cancer
and others (Mousa, 2008). Integrin membrane expressions on neutrophil depend on gene synthesis,
via activation of NF-kB or activating protein-1 (AP-1) transcription factors (Borregaard, 2010); and
PECAM-1 membrane levels are determined by membrane cleavage, re-internalization and gene
synthesis (Privratsky et al, 2010; Garnacho et al., 2008). Considering that mice have low number of
neutrophils into the blood, it is not possible to extract mRNA and nuclear proteins to elucidate the
mechanisms of in vivo HQ exposure on adhesion molecule expressions.

Adhesion molecules mediate adhesive interactions between cells and activate intracellular
signaling. In this context, PECAM-1 and integrin activation are involved on NO production via eNOS
stimulation and superoxide generation, respectively (Privratsky et al., 2010; Zarbock and Ley, 2009;
Fleming et al, 2005). Therefore, elevated integrins and PECAM-1 expressions may be determined by a
direct action of HQ on cell membranes or indirectly by increasing the ROS production. In fact, it has
been clearly demonstrated that ROS induces adhesion molecules expression on diverse types of ells
(Sadok et al., 2009; Dworakowski et al., 2008; Wu, 2006; Mori et al., 2004). Specifically, H,0, is able

to induce B integrins expressions on epithelial cells, contributing to the modifications on its
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phenotype (Mori et al., 2004). In the current study we have shown that HQ exposure induced
adhesion molecules expressions and ROS generation in neutrophils, which, in association, may
render a state of inactivation in response to a second stimulus. In fact, here it has been shown thatin
vitro fMLP stimulation did not induce increment on adhesion molecule expressions on cells obtained
from HQ animals. Therefore, it is possible to infer that this mechanism of HQ action may be relevant
to the impaired mounting of the acute inflammatory reaction here detectedin the lung after LPS
inhalation. It is difficult to be sure if HQ is acting directly on adhesion molecule expression or via ROS
production or whether both mechanisms occur simultaneously. This assumption needs further
investigation.

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

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

group.*P<0.05 vs. respective control.
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Fig. 2. Effects of HQ exposure on cellular cycle. The animals were exposed to vehicle or HQ (25 ppm;
1h/day; 5 days) and three hours later blood was collected from the abdominal aorta. Leukocytes
were recovery to determine cellular cycle by flow cytometry. Results are expressed as the meant
s.e.m. of data obtained from samples collected from five animals in each group.
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Fig. 3. Effects of HQ exposure on leukocyte migration into the BALF and MPO activity in the lung
tissue. The animals were exposed to vehicle or HQ (12.5, 25 or 50 ppm; 1h/day; 5 days) and after 1 h
they were exposed to LPS (0.1 mg/ml; 10 min). Three hours later, BALF was collected and the number
of neutrophils was quantified using Neubauer chamber and stained smears (A). In sequence, lungs
were collected and used to quantify MPO activity by o-dianisidine-H,0, assay (B). The dotted line
indicates neutrophil counts of vehicle and non inflamed exposed animals. Results are expressed as
the mean + s.e.m. of data obtained from samples collected from five animals in each group *P<0.05,
**P<0.01 and ***P<0.001 vs. respective control.
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Fig. 4. Effects of HQ exposure on IL-13, TNF-a and IL-6 levels into the BALF. The animals were
exposed to vehicle or HQ (25 ppm; 1h/day; 5 days) and after 1 h they were or not exposed to LPS (0.1
mg/ml; 10 min). Three hours later, BALF was collected and levels of cytokines were quantified by
ELISA. Results are expressed as the mean * s.e.m. of data obtained from samples collected from five
animals in each group. *P<0.05 vs. respective basal control.
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Fig. 5. Effects of HQ exposure on adhesion molecules expression on lung microvascular endothelium.
The animals were exposed to vehicle or HQ (25 ppm; 1h/day; 5 days) and after 1 h they were
exposed to LPS (0.1 mg/ml; 10 min). Three hours later, lung was collected and used to determine
expression of E-selectin and P-selectin (A), ICAM-1, PECAM-1 and VCAM-1 (B) by
immunohistochemistry. Results are expressed as the mean * s.e.m. of data obtained from samples
collected from five animals in each group.
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Fig. 6. Effects of HQ exposure on adhesion molecules expressions on neutrophils membranes.The
animals were exposed to vehicle or HQ (25 ppm; 1h/day; 5 days) and three hours later blood was
collected from the abdominal aorta. Expressions of L-selectin (A), B, integrin (B), Bz integrin (C) and
PECAM-1 (D) were quantified on neutrophil membranes in the absence (basal) or presence of fMLP in
vitro (10”°M) by flow cytometry. Results are expressed as the mean+ s.e.m. of data obtained from
samples collected from five animals in each group. *P<0.05, **P<0.01 and **P<0.01 vs. respective
basal values; °P<0.05 vs. respective control stimulated with fMLP.
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HQ concentration

Vehicle HQ
PMN MN PMN MN
12.5ppm 2108+ 189.1 1432+ 1704 2534 £ 290.6 1663 + 235.4
25ppm 1978£4207 | 573743567 | 18843570 | 335845429
50 ppm 321422779 | 85631732 | 4143:3978 | 119442553

Table 1. Effects of HQ exposure on the number of circulating leukocytes after LPS stimulation. The
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animals were exposed to vehicle or HQ (12.5, 25 or 50 ppm; 1h/day; 5 days) and after 1 h they were
exposed to LPS (0.1 mg/ml; 10 min). Three hours later, blood was collected from the abdominal aorta

and the total and differential counts of leukocytes were determined in Neubauer chamber and
stained smears, respectively. Results are expressed as the mean= s.e.m. of data obtained from

samples collected from ten animals in each group.
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Abstract

Hydroquinone (HQ) is a component of indoor and outdoor pollution. Here it has been demonstrated
that mice exposed to low levels of aerosolized HQ (25 or50 ppm; 1h/day/5 days) presented impaired
mononuclear cell (MN) migration to the LPS-inflamed lung as consequence of reduced monocyte
chemoattractant protein-1 (MCP-1) secretion, without affect circulating MN, cytokines secretion and
adhesion molecules alterations on MN membranes. Reduced MCP-1 concentrations detected on
supernatant of ex vivo alveolar macrophages (AM) and tracheal tissue (TT) from HQ exposed mice
were also found. A direct action of HQ on MCP-1 secretion was verified by incubating naive AMor TT
with HQ. Using the human monocytic lineage THP-1 in the Boyden chamber, it was confirmed that in
fact reduced concentrations of MCP-1 found in the BALF or cell supernatant from HQ exposed mice
determined reduced MN migration. Considering that resident MN are involved on lung tissue
homeostasis, in the innate and acquired immunity, the mechanism of HQ toxicity here presented
may be relevant on genesis of lung diseases.

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

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

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

Macrophage chemoattractant protein-1 (MCP-1 or CCL2) is a member of the CC chemokines
subfamily, produced by different cell types as a result of induction by oxidizing agents, cytokines or
growth factors (Yadav et al., 2010). Although MCP-1 is constitutively produced, higher concentrations
are observed during inflammatory response. By interacting with G-protein-coupled receptors as the
chemokine (C-C motif) receptor 2 and the Duffy antigen receptor for chemokines (DARC) expressed
on leukocyte membranes, MCP-1 controls the monocyte/macrophage and lymphocyte traffic during
inflammation (Yadav et al., 2010; Deshmane et al., 2009).

It has been clearly demonstrated that HQ causes different degrees of toxicity to the immune
cells, and immune responses mediated by mononuclear (MN) cells seem to be the most affected (Lee
et al., 2007; Cho, 2008; Choi et al., 2008). The toxicity has been related to the impairment on MN
functions, fundamental for an efficient inflammatory response. In this context, HQ has shown
inhibited secretion of several cytokines as tumor necrosis factor (TNF}q, interleukin (IL)-1c, IL-1p, IL-
6, IL-12 and other mediators such as nitric oxide (NO) and reactive oxygenspecies (ROS) by
MN/macrophages (Lee et al., 2007; Cho, 2008; Choi et al., 2008; Kim et al., 2005; Carbonnelle et al.,
1995). In addition, HQ reduced cell-cell adherence mediated by the integrins CD29 and CD18 and
phagocytic uptake mediated by the co-stimulatory molecules CD80 and CD86. In vitro but not in vivo
HQ exposure inhibited lymphocyte proliferation from bone marrow and spleen (Lee et al., 2007; Cho,
2008; Macedo et al. 2007, Kim et al., 2005). This broad spectrum of immunosuppressive effects has
been associated to the HQ inhibition on NF-kB. The role of HQ on MCP-1 production has recently
observed. In vitro HQ exposure inhibited MCP-1 secretion via transcriptional modification by human
retinal pigment epithelial cell line ARPE-19 (Pons and Marin-Castafio, 2011).

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

2.1 Chemicals

Lipopolisaccharide (LPS) from Escherichia coli (serotype 026:B6), N-Formyl-methionyl-leucil-
phenylalanine (fMLP), hydroquinone 99% were purchased from Sigma-Aldrich (St Louis, MO, USA);
human MCP-1 from eBioscience (San Diego, CA, USA); Rat IFN-y Recombinant was purchased from
Thermo Scientific (Waltham, MA, USA); all RT-PCR reagents were purchased from Promega
Corporation (Madison, WI, USA); MCP-1 ELISA kit and antibodies anti-L-selectin, anti-B, or Bs-integrin
and anti-PECAM-1 from BD Pharmingen (San Diego, CA, USA).

2.2 Animals

Eighteen-week-old male Swiss mice were supplied by the Animal House of the School of
Pharmaceutical Sciences and Chemistry Institute from University of Sao Paulo. The animals were fed
a standard pellet diet and water ad libitum. All procedures were performed according to the Brazilian
Society of Science of Laboratory Animals (SBCAL, number 196), for proper care and use of
experimental animals. Before each experimental procedure, the animals were anaesthetized with
ketamine/xylazine (80:8mg/Kg; i.p.) to avoid stress.

2.3 Protocols of exposure
2.3.1 In vivo HQ exposure

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

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

2.3.3 In vitro HQ exposure

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

2.4 Blood and Bronchoalveolar lavage fluid (BALF) collection

One hour after vehicle or HQ exposure or three hours after LPS exposure, the animals were
anaesthetized. Blood was collected from abdominal aorta to quantify circulating mononuclearcells
and BALF was collected according to De Lima et al. (1992). The total and differential cell numbers in
the blood and BALF were determined in Neubauer chambers and smears stained with Panotico.

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

2.6 Alveolar macrophages culture

One hour after the last vehicle or HQ exposure, the BALF was collected and resident alveolar
macrophages (AM) were isolated, as following. Total cells (1 x 10° /well) were placed in a 24-well
plastic microplate containing RPMI-1610 medium supplemented with 10% of fetal bovine serum
during 3h to allow adherence. Then, non-adherent cells were removed by washing with culture
medium and adhered cells were stimulated or not with LPS (1 ug/ml) and IFN-y (10 ng/ml) and
incubated at 37 °C, 5% CO,, for 24 hours. The supernatant was collected to determine the
concentrations of MCP-1.

2.7 Exvivo trachea culture

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

2.8 MPC-1 levels quantification

Concentrations of MCP-1 were quantified in BALF and in the supernatant of trachea or AM
culture, using enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) kits according to the manufacturer’s
specifications. The results were expressed as pg/mL.

2.9 Reverse transcription polymerase chain reaction (RT-PCR)

Total RNA was extracted from in vitro LPS-stimulated trachea using Trizol reagent following
the manufacturer’s instructions. RNA extraction was carried out in an RNAse free environment. RNA
was quantified by reading the absorbance at 260 nm.

cDNA was synthesized from total RNA (2 pug) using an oligo(dT);s primer (20 ug/ml) after
incubation (70 °C, 5 min) in the presence of deoxynucleotide triphosphate mixture (ANTP, 2 mM),
ribonuclease inhibitor (20 U) and Moloney murine leukaemia virus reverse transcriptase (200 U) in
reverse transcriptase buffer (25 pL final volume). The reverse transcription occurred by incubation at
42 °C (60 min). For PCR, the cDNA obtained was incubated with Tag DNA Polymerase (2.5 U), 3- and
5’- specific primers (0.4 uM) and dNTP mix (200 uM) in buffer-thermophilic DNA polymerase
containing MgCl, (1.5 mM). The following primer sequences were used: B,-microglobulin (internal
control): 5'-CATGGCTCGCTCGGTGACC-3’ (forward) and 5'-AATGTGAGGCGGGTGGAACTG-3’ (reverse),
MCP-1: 5"-TCTGGACCCATTCCTTCTTG-3" (forward) and 5-AGGTCCCTGTCATGCTTCTG-3’ (reverse).
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2.10In vitro chemotaxis
2.10.1 THP-1 cell culture

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

2.10.2 Boyden chamber

THP-1 cell migration was evaluated in a 48-well Boyden chamber with the top and bottom
wells separated by cellulose filters (8 um pore size, Milipore). As chemotactic stimuli, solutions using
recombinant human MCP-1 were prepared in RPMI culture medium at concentrations mimicking
MPC-1 levels found in the supernatant of ex vivo control or HQ exposure tracheal tissue (0.1 or 0.9
ng/ml, respectively). LPS (10 ug/ml) was added to MCP-1 solutions to counterfeit residual LPS
present in the ex vivo cultures. MCP-1/LPS solutions were added to the bottom wells. The THP-1 cells
(1x10° cells/ml) were placed in the top wells. RPMI alone was used as negative control. Following an
incubation period of 24 hours (37 °C; 5% CO,) the filters were stained and the distance travelled by
cells through the filters was counted in optic microscope.

2.11 Statistical analyses

Mean and standard error of the mean (s.e.m.) of all data presented herein were compared by
Student’s t-test or ANOVA. Turkey’s multiple comparisons were used to determine the significance of
differences calculated between the values for the experimental conditions. GraphPad Prism 4.0
software (San Diego, CA, USA) was used. The differences were considered significant forP < 0.05.

3 Results
3.1 In vivo HQ exposure impairs mononuclear cells migration into inflamed lung

The number of circulating MN cells was not modified after in vivo HQ exposure, both in basal or
LPS-stimulated conditions (Figure 1). However, MN cells migration to the BALF in response to LPS
inhalation was markedly impaired (Figure 2).

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

To verify whether reduced cell migration into the BALF was caused by alterations on
adhesion molecules expressions of circulating MN cells, flow cytometryassay was employed.
However, in vivo HQ 25ppm exposure did not modify the expression of the adhesion molecules, L-
selectin, B2 integrin, B3 integrin and PECAM-1 in circulating MN cells in the absence or presence of
fMLP (Figura 3).

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

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

A direct HQ action on the chemoattractant chemokine secretion was observed as reduced
levels of MCP-1 were found in the supernatant of in vitro HQ treated naive AM and tracheal tissue in
the presence of LPS or LPS/IFN-y (Figure 6).

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

To understand the connection of in vivo HQ exposure on MCP-1 secretion and MN migration,
THP-1 monocytic cells were used in a Boyden chamber model. Using MCP-1 (0.1 and 0.9 ng/ml)
and/or LPS (10 pg/ml) as chemotactic agents, data obtained showed that MCP-1 (0.9 ng/ml) plus LPS
induced cell migration into the filter. On the order hand, distance travelled by THP-1 cells was shorter
when the lowest concentration of MCP-1 was employed (Figure 7).

Discussion

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

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

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

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

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

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

Taken together, here it has been highlighted thatin vivo HQ exposure modifies cellular
functions connected to the innate immune response. The harmful effects of in vivo HQ exposure
seem to be only detected after a challenge. This is a new mechanism ofin vivo HQ action on MN cell
migration which could be relevant during inflammatory lung diseases.
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Fig. 1. Effects of HQ exposure on the number of circulating mononuclear leukocytes after LPS
stimulation. The animals were exposed to vehicle or HQ (50 or 25ppm; 1h/day; 5 days) and after 1 h
they were exposed to LPS (0.1 mg/ml; 10min). Three hours later, blood was collected from the
abdominal aorta and the total and differential counts of leukocytes were determined in Neubauer
chamber and stained smears, respectively. Results are expressed as the mean + s.e.m. of data
obtained from samples collected from ten animals in each group.
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Fig. 2. Effects of HQ in vivo exposure on mononuclear leukocyte migration into the BALF. The animals
were exposed to vehicle or HQ (50 or 25 ppm; 1h/day; 5 days) and after 1 h they were exposed to
LPS (0.1 mg/ml; 10 min). Three hours later, BALF was collected and the number of mononuclear cells
was quantified using Neubauer chamber and stained smears. Results are expressed as the mean +
s.e.m. of data obtained from samples collected from five animals in each group. The dotted line
indicates mononuclear counts of vehicle and non inflamed exposed animals. *P<0.05 vs. control.
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Fig.3. Effects of HQ exposure on adhesion molecules expressions on mononuclear cells membranes.
The animals were exposed to vehicle or HQ (25 ppm; 1h/day; 5 days) and three hours later, blood
was collected from the abdominal aorta. Expressions of L-selectin (A), B, integrin (B), Bs integrin (C)
and PECAM-1 (D) were quantified on mononuclear cells membranes in the absence (basal) or
presence of fMLP in vitro (10°M), by flow cytometry. Results are expressed as the mean + s.e.m. of
data obtained from samples collected from five animals.

=
E 400+
E #
)
*
& 200-
] %
0
Control HQ Control HQ
Basal LPS in vivo

Fig.4. Effects of HQ exposure on MCP-1 levels in the BALF. The animals were exposed to vehicle or
HQ (25 ppm; 1h/day; 5 days) and after 1 h they were or not exposed to LPS (0.1 mg/ml; 10 min).
Three hours later, BALF was collected and levels of MCP-1 were quantified by ELISA. Results are
expressed as the mean + s.e.m. of data obtained from samples collected from five animals. *P<0.05
vs. respective basal control; *P<0.05 vs. LPS control.
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Fig.5. Effects of in vivo HQ exposure on MCP-1 concentration in AM (A) and trachea (B) culture
supernatants. The animals were exposed to vehicle or HQ (25 ppm; 1h/day; 5 days) and after 1 h the
trachea and BALF were collected. Levels of MCP-1 were quantified by ELISA on supernatants of AM
and trachea culture. Results are expressed as the mean t s.e.m. of data obtained from samples
collected from five animals in each group. *P<0.05, **P<0.01 and ***P<0.001 vs. respective basal
control; *P<0.001 vs. LPS control. (C) Densitometric analysis of RT-PCR from trachea tissue culture
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Fig.6. Effects of in vitro HQ exposure on MCP-1 concentration in AM and trachea culture
supernatants. The trachea and AM from naive animals were incubated with 1, 10 and 100 uM of HQ
from 1 hour. Levels of MCP-1 were quantified by ELISA on supernatants of these cultures. Results are
expressed as the mean * s.e.m. of data obtained from samples collected from five animals in each

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



