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Resumo 

A hidroquinona (HQ) é um composto fenólico encontrado em grandes quantidades no cigarro, em 

medicamentos e alimentos, além de ser um dos mais importantes metabólitos tóxicos do benzeno 

(BZ). Temos mostrado que a exposição sistêmica à HQ compromete a resposta inflamatória in vivo. 

Complementando estas investigações, o objetivo do presente projeto foi investigar o efeito da 

exposição ambiental à HQ sobre o recrutamento leucocitário para o pulmão induzido pelo 

lipopolisacarídeo de E.coli (LPS) e sobre os eventos celulares envolvidos neste processo, bem como 

sobre a formação de adutos de DNA no tecido pulmonar. Para tanto, 12,5, 25 ou 50 ppm de HQ ou 

veículo (solução salina 5% de etanol) foram nebulizadas em caixa de exposição (60 mL/1h; 5 dias) 

onde 5 camundongos Swiss machos estavam alocados. Uma hora após as últimas exposições, a 

inflamação pulmonar foi induzida pela inalação de LPS (0,1 mg/mL; 10 min). Os animais expostos à 

HQ e na vigência ou ausência de inflamação foram empregados para: 1) coleta do lavado 

broncoalveolar (LBA) três horas após a inalação de LPS para quantificação do número de leucócitos 

(câmara de Neubauer e esfregaços corados por Panótico®); 2) coleta de sangue para quantificação do 

número de leucócitos circulantes antes e 3 horas após a inalação de LPS (câmara de Neubauer e 

esfregaços corados por Panótico®); para a quantificação da expressão de moléculas de adesão em 

leucócitos de animais não inflamados induzida ou não pelo formil-metionil-leucil-fenilalanina (fMLP) 

in vitro (citometria de fluxo); para obtenção de plasma para quantificação de malonaldeído (HPLC) e 

de neutrófilos para quantificação de espécies reativas de oxigênio intracelular (EROs; citometria de 

fluxo) de animais não inflamados pelo LPS; 3) coleta de tecido pulmonar para  quantificação da 

expressão de moléculas de adesão em células endoteliais e para quantificação da atividade da 

enzima mieloperoxidase  (MPO) 3 horas após a inalação de LPS  e para quantificação de adutos de 

DNA em tecido de animais não inflamados. Adicionalmente, a concentração de HQ na caixa de 

exposição foi quantificada por HPLC. Os resultados obtidos mostraram que a exposição à HQ não 

afetou os números de leucócitos circulantes, mas reduziu o número de leucócitos polimorfonucleares 

(PMN) e mononucleares (MN) no LBA; aumentou a atividade de MPO no tecido pulmonar; reduziu a 

expressão de L-selectina em PMN estimulados in vitro pelo fMLP; aumentou a expressão de 2 

integrinas em PMN na vigência ou ausência (basal) de estimulação pelo fMLP; aumentou a expressão 

de 3 integrinas e PECAM-1 em condições basais; aumentou a formação de EROs por PMN; não 

alterou a expressão das moléculas de adesão endoteliais PECAM-1, VCAM-1, ICAM-1, JAM-C, P e E-

selectinas e VE-Caderina; não aumentou significantemente a formação de adutos 8-oxo-7,8-dihidro-

2’-desoxiguanosina e 1,N2-propano-2′-deoxiguanosina no tecido pulmonar; aumentou a 

concentração de malonaldeído plasmático. A saturação da concentração de HQ na caixa de exposição 

foi 10 vezes menor que as preconizadas para a exposição ocupacional pelas agências 
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regulamentadoras, indicando que mesmo a baixas concentrações de exposição, a HQ prejudica a 

resposta do hospedeiro a um agente infeccioso. O mecanismo tóxico pode estar relacionado à 

ativação das células na circulação, dependente da produção de espécies reativas de oxigênio, e que a 

toxicidade pode não ser detectada na ausência de resposta do organismo ao trauma.   

Palavras-Chave: Pulmão inflamado, Adutos de DNA, contaminação ambiental e ocupacional, LPS 
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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 Panótico® stained smears); 2) blood collection to quantify 

the circulating leukocytes before and three hours after LPS inhalation (Neubauer chamber and 

Panótico® 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 non-inflamed 

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 β2 integrins in PMN in the presence or absence (basal) stimulation 

by fMLP, increased the expression of β3 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,N2-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 
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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 Fenólicos 

Os compostos fenólicos ou polifenóis compreendem mais de 8000 estruturas 

químicas caracterizadas por pelo menos um anel aromático ligado a um ou mais 

grupos hidroxila. Estes compostos podem ser classificados pelo número e arranjo de 

seus átomos de carbono, sendo divididos em pelo menos 10 grupos, a saber: fenóis 

simples, ácidos fenólicos, cumarinas, isocumarinas, naftoquinonas, xantonas, 

estilbenes, antraquinonas, flavonóides e ligninas (CROZIER et al., 2009; 

JAGANATHAN & MANDAL, 2009). 

Os compostos fenólicos são amplamente encontrados no reino vegetal 

conjugados a açúcares e ácidos orgânicos como resultado do metabolismo 

secundário de plantas, ou seja, são produzidos em resposta a danos externos, 

sendo essenciais para o crescimento e reprodução das mesmas (SVARCOVA et al., 

2007; EPSTEIN, 2009). 

Os compostos fenólicos possuem múltiplos efeitos biológicos incluindo ação 

antioxidante, antiplaquetária, antitrombótica, antialérgica, antitumoral, antiviral e anti-

inflamatória (MIEAN & MOHAMED, 2001; HSU & YEN, 2008; BEN FARHAT et al., 

2009). Isso os torna alvos interessantes na pesquisa por fitoquímicos naturais que 

beneficiem a saúde, uma vez que há a necessidade do uso destes compostos na 

indústria alimentícia e farmacêutica (EPSTEIN, 2009; BEN FARHAT et al., 2009). 

Os efeitos benéficos destas moléculas relacionados à sua atividade 

antioxidante são particularmente devido à sua habilidade de eliminar radicais livres, 

de doar átomos de hidrogênio ou elétrons e de quelar cátions metálicos, 

responsáveis pelo estresse oxidativo (RAHMAN et al., 2006; FERNANDEZ-

PANCHON et al., 2008; BEN FARHAT et al., 2009). Ademais, alguns compostos 

fenólicos, em especial os flavonóides, são capazes de reduzir as atividades das 

óxido nítrico sintases (NOS) e ciclooxigenases (COX), a adesão leucocitária, a 

desgranulação de mastócitos, além de diminuírem os níveis de interleucina-2 (IL-2), 

fator de necrose tumoral-α (TNF-α) e interferon-γ (IFN-γ). Desta forma, são assim 

considerados estratégias novas e seguras para modulação da inflamação 

dependente da via do fator de transcrição nuclear NF-κB (SVARCOVA et al., 2007). 

Os produtos de transformação dos compostos fenólicos também estão 

presentes em alimentos processados e bebidas, como no chá preto e verde, vinho 

tinto e café, além de ser encontrado no cacau, alho, kiwi, ameixa, cereja, uva, maçã, 
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pêra, frutas berries, frutas cítricas, brócolis, couve, cidra, chicória, espinafre, soja, 

entre outros (CROZIER et al., 2009; NICHOLS & KATIYAR, 2010). 

Um dos compostos fenólicos amplamente encontrado em plantas é a arbutina 

(4-Hidroxifenil-β-D-glicopiranosídeo), presente em frutas como as berries frutas 

cítricas e vermelhas, pêra e maçã, além de seus derivados tais como sucos e 

geléias. Plantas da família Ericaceae, como a Arctostaphylos uvae ursi, contém 

arbutina como seu principal constituinte ativo e são utilizadas como fitoterápico no 

tratamento de desordens do trato urogenital (JIN & SATO, 2003; THAVARAJAH & 

LOW, 2006, MCGREGOR, 2007).  

Apesar da ampla descrição das ações consideradas benéficas dos compostos 

fenólicos, a toxicidade destes compostos não está bem estabelecida. Maiores 

estudos sobre os efeitos causados por estes compostos são necessários, uma vez 

que, dependendo da dosagem e do tempo de utilização, seu uso pode resultar em 

comprometimento do sistema de defesa do organismo (ZHAO et al., 2009; 

MICHAŁOWICZA & MAJSTEREK, 2010; PAREDES-LÓPEZ et al., 2010). 

 

1.2 Hidroquinona 
O produto de hidrólise da arbutina é a hidroquinona (HQ, Figura 1: 1,4-

dihidroxibenzeno), o objeto de estudo deste trabalho. Adicionalmente, a HQ livre 

também está presente naturalmente em alguns alimentos e bebidas, tais como em 

brócolis (0,1 ppm), vinho tinto (0,5 ppm) e café (40 mg/Kg no grão seco; 100 µg/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). 
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Figura 1 - Estrutura química da hidroquinona. 
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A HQ é utilizada na indústria cosmética, sendo um dos tratamentos mais 

indicados por dermatologistas para o clareamento da pele com finalidades estéticas 

ou terapêuticas. A Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA) estipula a 

comercialização de cremes com concentração de até 2% de HQ, mas podemos 

encontrar de 4 a 10% de HQ em formulações manipuladas (RDC nº79/2000; 

DECAPRIO, 1999; WESTERHOF & KOOYERS, 2005). 

 A HQ proveniente da atividade antropogênica está relacionada com a 

atividade industrial, como por exemplo, das indústrias produtoras de borracha, visto 

que a HQ é utilizada como inibidor da polimerização da mesma, das indústrias 

petroquímicas, da formulação de soluções reveladoras de fotografias em preto e 

branco, entre outras inúmeras linhas industriais (IARC, 1987; MCGREGOR, 2007). A 

literatura estima que a produção industrial de HQ seja em torno de 35.000 a 40.000 

toneladas por ano (DECAPRIO, 1999; WESTERHOF & KOOYERS, 2005). 

Há registros que a HQ dispersa no ar pode estar conjugada a poeira nas 

concentrações de 0,1 a 6,0 mg/m3 em indústrias que manipulam a mesma ou seus 

precursores, um número muito elevado visto que as agências de regulamentação 

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/m3 onde o trabalhador pode 

permanecer em contato com a HQ por um período limitado de 8 horas por dia. 

(NIOSH, 1994; PIFER et al., 1995). No Brasil não ha uma legislação ou norma 

regulativa com relação a limites de exposição à HQ, porém as fichas de segurança 

de produtos químicos utilizam os valores determinados pela NIOSH.  

A HQ também é produto de metabolização do benzeno (BZ), utilizado na 

indústria petroquímica e na produção que requer solventes aromáticos, como a 

fabricação de borracha e sapatos. Os motores a gasolina são as principais fontes de 

emissão móvel, gerando assim, pela queima do combustível, o benzeno que é 

liberado no ar, contribuindo para a contaminação ambiental. Além disso, os riscos de 

vazamentos podem ocasionar contaminação de aqüíferos e lençóis freáticos 

(TIBURTIUS et al., 2004; LIANG et al., 2008; WEISEL, 2010). 

Entre 1972 e 1991 a média de concentração de benzeno na gasolina 

americana foi de 0,8 a 3,18%, enquanto que atualmente a gasolina americana 

contém cerca de 1%. Já na comunidade européia, a concentração de benzeno na 

gasolina geralmente está acima de 2% (KEENAN et al., 2010). No Brasil, a Agência 
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Nacional de Petróleo, Gás Natural e Biocombustíveis (ANP) preconiza a 

concentração máxima de 1% de BZ na gasolina comum. Mas, infelizmente, a 

literatura e a própria mídia brasileira mostram valores que alcançaram a marca de 

8% de BZ, decorrentes de adulteração da gasolina (ANP, 2001; AGÊNCIA 

ESTADUAL DE NOTICIAS, 2005). 

Outra fonte de ocorrência importante de HQ e BZ é o cigarro, um dos maiores 

responsáveis por doenças do trato respiratório (DOMAGALA-KULAWIK, 2008; 

PATEL et al, 2008). Monografias da International Agency for Research on Cancer 

(IARC) descrevem que um cigarro pode conter até 100 µg de HQ e 72,2 µg de BZ 

em sua composição. Já as quantidades liberadas pela fumaça de um cigarro podem 

variar de 72,2 µg a 183,5 µg de HQ e 46,3 µg a 272 µg de BZ pela corrente primária 

e secundária, respectivamente. Desta forma tanto fumantes ativos quanto passivos 

são expostos a concentrações significativas destas substâncias. Dados da 

Organização Mundial da Saúde mostram que 600.000 mortes por ano no mundo 

estão relacionadas as doenças causadas pelo cigarro (IARC, 1987; RDC n°05/2001; 

KIM, Y. J., 2005). 

O BZ absorvido pela pele ou pelas vias aéreas sofre epoxidação no fígado ou 

nos pulmões, mediada pela CYP2E1 gerando o óxido de BZ. Este estabelece 

equilíbrio entre sua forma oxepina ou pode sofrer metabolização por duas vias 

distintas: 1) O óxido de BZ via epóxido hidrolase origina o BZ dihidrodiol que pela 

ação da CYP forma o BZ diolepóxido ou pela ação da dihidrodiol desidrogenase 

origina o catecol; 2) o óxido de BZ pela ação da CYP origina o fenol que novamente 

pela ação da CYP é convertido a HQ. O óxido de BZ a partir da sua forma oxepina 

pode gerar o ácido trans, trans-mucônico ou o óxido de BZ pode ser diretamente 

conjugado a glutationa resultando no ácido fenilmercaptúrico. Estes ácidos podem 

ser encontrados na urina e são utilizados como marcadores de exposição ao BZ. Os 

demais compostos fenólicos gerados podem ser transportados pelo sangue para a 

medula óssea, onde são metabolizados pela mieloperoxidase (MPO) e 

prostaglandina H sintetase gerando 1,4 e 1,2-benzoquinonas que são compostos 

extremamente eletrofilicos, e contribuem para a mielotoxicidade (GANOUSIS et al., 

1992; para revisões ver DE CAPRIO, 1999; SNYDER, 2004; JOHNSON et al., 2007; 

HARTWIG, 2010). A comprovação da importância da metabolização 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 

que a exposição à HQ compromete a função 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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Figura 2 - Metabolização do benzeno. Figura de JOHNSON et al., 2007. 



24 
 

Segundo os protocolos da OECD, a HQ apresenta os seguintes parâmetros 

fisioquímicos: Peso molecular de 110.11 g/mol; ponto de fusão de 169 °C; ponto de 

ebulição de 286 °C; pressão de vapor de 2,3 x 10-3 Pa a 25 °C e solubilidade em 

água de 73000 mg/L a 25 °C. Também, com base nos protocolos de toxicidade da 

OECD, os seguintes parâmetros são apresentados: toxicidade oral aguda para 

camundongos da espécie Swiss com dose letal (LD50) 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 químico do 

grupo 3, ou seja, não carcinogênica para humanos, McGregor (2007) questiona esta 

classificação, propondo que talvez os modelos de avaliação aplicados aos animais 

sejam limitados e inadequados para a indicação da toxicidade à HQ. Desta forma, 

estudos experimentais que elucidem os mecanismos de ação tóxica da HQ e que 

identifiquem indicadores biológicos de efeitos mais precoces e sensíveis podem 

contribuir efetivamente para avaliação do risco.  

 

1.3 Genotoxicidade da HQ 

Os agentes genotóxicos são compostos químicos extremamente eletrofílicos 

e, funcionalmente, são classificados como substâncias que tem afinidade pelo DNA 

e capacidade de alterar a replicação e a transcrição gênica (COMBES, 1992). Essas 

substâncias são atraídas por moléculas com alta densidade eletrônica, como é o 

caso das bases do DNA (molécula nucleofílica), levando a formação de adutos. A 

base do DNA com maior afinidade de ligação é a guanina, porém já existem dados 

da formação de adutos nas demais bases do DNA.  As formações de adutos podem 

levar a mutações em proto-oncogenes ou, ainda, em genes que são supressores de 

tumor causando a iniciação de um processo de carcionogênese, além de impedir a 

perfeita replicação do material genético (LOUREIRO et al., 2002). 

Inúmeras mutações ocorrem em todos os seres vivos continuamente, sendo 

considerado um processo fundamental para a evolução e diversidade das espécies. 

Contudo, estas mutações, se não devidamente corrigidas, podem acarretar uma 

série de problemas incluindo má formação fetal, envelhecimento celular causado 

pelo estresse oxidativo e câncer. (DA SILVA et. al., 2003).  

Basicamente, as mutações são classificadas como estruturais e funcionais. 

Mutações estruturais estão ligadas a modificações na estrutura do DNA como 
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inserção, deleção, ampliação, inversão e translocação de bases, estas podem ser 

pontuais ou se repetirem em varias regiões na fita de DNA. As mutações funcionais 

são aquelas nas quais genes mutados apresentam perda de função ou ganho de 

nova função diferente daquela apresentada por um gene não mutado (DA SILVA, 

2003). 

Os erros decorrentes da adição de grupos químicos à estrutura do DNA 

podem ocorrer tanto em células germinativas, quanto em células somáticas. Se o 

erro ocorrer em células da linhagem germinativa, este pode ser transmitido às 

gerações futuras e se perpetuar causando as doenças hereditárias. Mutações em 

células somáticas são transmitidas durante a divisão celular e apresentam caráter 

cumulativo. Estas mutações estão relacionadas a doenças degenerativas e câncer, 

por exemplo. Felizmente, a grande maioria destas mutações são detectadas por 

uma série de sistemas de reparo capazes de corrigir/eliminar a mutação. Alguns 

destes sistemas incluem reparo por fotorreativação enzimática, por excisão de base, 

por excisão de nucleotídeo, reparo de bases mal pareadas, por recombinação, por 

união de extremidades homologas e não homologas, entre outros. De uma maneira 

muito simplificada o reparo da mutação consiste na remoção de bases com defeito 

ou oxidadas, pela clivagem das ligações base nitrogenadas-desoxirribose e inserção 

de uma nova base sem defeito (ZAHA, et al., 2003). Entretanto, quando estes 

sistemas falham e mutações no DNA são transmitidas as células-filhas e 

perpetuadas, ocorre a manifestação das doenças (LOUREIRO et al., 2002).  

É importante salientar que uma grande variedade de substâncias exógenas a 

qual o homem está exposto constantemente, como é o caso de poluentes 

ambientais, causam mutações. Neste contexto, a literatura tem mostrado o papel do 

BZ e dos seus metabólitos nas formações de adutos de DNA em diferentes tipos 

celulares (BODELL, et al., 1999; VÁRKONYI, et al., 2006; JI, et al., 2009). Os 

mecanismos estão relacionados ao metabolismo do BZ, gerando compostos 

altamente eletrofílicos que induzem a produção de espécies reativas de oxigênio 

(EROS) e formação de produtos de peroxidação lipídica. Estes últimos interagem 

covalentemente com o DNA, formando os adutos (KASTAM & BARTEK, 2004; 

LOUREIRO et. al., 2002).  

A HQ e a benzoquinona (BZQ) são descritas como causadoras de alguns 

efeitos lesivos ao DNA observados tanto in vivo como in vitro. Estas ações estão 

relacionadas à troca de cromátides irmãs, falhas na montagem do citoesqueleto e 
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formação de micronúcleos observados em linfócitos humanos e eritrócitos de 

camundongos, além da inibição da replicação 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 exocíclicos de 

benzoeteno, com as bases guanina, adenina e citosina (RODRIGUEZ et. al., 2010). 

Adicionalmente, a HQ e a BZQ causam oxidação de bases nitrogenadas, originando 

8-oxo-7,8-dihidro-2'-desoxiguanosina (8-oxodGuo) que tem sido bem descrito como 

indicador de oxidação da base da guanina em presença de HQ (LEANDERSON & 

TAGESSON, 1990; LEANDERSON & TAGESSON, 1992; LI et al., 2002; ZHONG et 

al., 2008). 

Os efeitos genotóxicos podem ser quantificados diretamente pela mensuração 

da interação de um agente químico ao DNA ou, de forma indireta, pela mensuração 

do reparo do DNA, da produção de genes mutados ou da produção de 

cromossomos alterados (CASARETT, 1996). Neste sentido, os testes de 

genotoxicidade e toxicidade são empregados para a avaliação da toxicidade de um 

agente químico, os quais podem ser conduzidos in vitro ou in vivo, e contribuem para 

a indicação de biomarcadores de exposição e para a descoberta de novos endpoints 

para produtos específicos (HAYASHI & HONMA, 2007).  

 

 
1.4 Resposta Inflamatória Pulmonar pelo LPS 

 Os pulmões são órgãos esponjosos, com aproximadamente 25 cm de 

comprimento, sendo envolvido por uma membrana serosa denominada pleura. 

Anatomicamente, os pulmões são constituídos por,  brônquios, que ramificam-se 

profusamente, dando origem a tubos cada vez mais finos denominados bronquíolos. 
Cada bronquíolo termina em pequenas bolsas formadas por células epiteliais 

achatadas recobertas por capilares sangüíneos, denominadas alvéolos pulmonares, 

os quais constituem a maior superfície epitelial do organismo (BÁRTHOLO & 

BÁRTHOLO, 2009).  
Por constituir a principal porta de entrada de poluentes e microrganismos 

inalados, a interação entre o ar atmosférico e as células do trato respiratório 

credencia o pulmão como órgão-alvo no desenvolvimento de eventos inflamatórios. 

Entretanto, o trato respiratório apresenta um sistema altamente integrado no 
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combate de substâncias inaladas constituído pelo aparato mucociliar, pelo sistema 

fagocítico inflamatório agudo (macrófagos e neutrófilos) e pelos mecanismos imunes 

celular e humoral.  Se estes sistemas de defesa não forem eficazes na eliminação 

dos patógenos, uma resposta inflamatória altamente complexa é inicializada, que é  

caracterizada por modificações na reatividade das vias aéreas, migração leucocitária 

do sangue para o tecido pulmonar e lavado broncoalveolar (LBA), aumento de 

permeabilidade vascular e ativação de células residentes (DOMAGALA-KULAWIK, 

2008).  

  Os microorganismos inalados apresentam estruturas altamente conservadas 

em suas membranas conhecidas como padrões moleculares associados ao 

patógeno (PAMP), que no organismo são reconhecidos por proteínas de membrana 

denominadas de receptores de reconhecimento de patógenos (PRRs). Estes 

receptores são expressos em células residentes do sistema respiratório como 

macrófagos, células dendríticas, células epiteliais, células endoteliais e fibroblastos 

(TAKEUCHI & AKIRA, 2010). 

Os receptores tipo Toll (TLRs) compreendem uma das famílias mais bem 

caracterizadas de PRR. Estes receptores são caracterizados por apresentarem um 

domínio N-terminal com repetidas regiões ricas em leucina, uma região 

transmembrana e um domínio citoplasmático tipo Toll com homologia com receptor 

de interleucina-1 (IL-1). A grande variedade de receptores tipo Toll reconhece 

distintos padrões 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 glicolipídico composto por 

um polissacarídeo hidrofílico e um domínio hidrofóbico, conhecido como lipídio A, o 

principal responsável pela atividade biológica do LPS (TRIANTAFILOU & 

TRIANTAFILOU, 2005). No organismo, o LPS se liga a uma proteína ligadora de 

LPS (LBP) presente no plasma e o complexo LPS-LBP é reconhecido pela proteína 

CD14 presente em células mielóides. 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 solúvel (sCD14) no plasma e a interação do 

complexo LPS-LBP com sCD14 permite que células endoteliais, que não expressam 

CD14 em suas membranas, mas expressam TLR4, possam ser ativadas pelo LPS 

(AKIRA et al., 2001; DAUPHINEE & KARSAN, 2005). A interação deste complexo 

com o TLR4 ativa diferentes vias de sinalização intracelular dependente ou 
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independente da proteína adaptadora MyD88 (myeloid differentiation primary 

response gene 88). A via dependente de MyD88 está envolvida no controle da 

expressão de citocinas e moléculas  de adesão através da ativação do fator de 

transcrição nuclear NF-B. A via independente de MyD88 induz, principalmente, a 

expressão de genes dependentes da ativação do fator regulatório de interferon 3. 

Porém, esta via também pode culminar na ativação de NF-B (AKIRA et al., 2001). 

 

1.5 Recrutamento Leucocitário Pulmonar 
 

Como já salientado, a resposta inflamatória pulmonar é caracterizada pelo 

influxo de células brancas. Este recrutamento leucocitário a partir dos 

compartimentos de reserva e da corrente sanguínea é dependente da perfeita 

interação dos leucócitos circulantes com o endotélio da parede vascular. 

Inicialmente, os leucócitos circulam no centro do vaso e os eritrócitos na região 

periférica. O reconhecimento de patógenos por células residentes no pulmão 

desencadeia a ativação destas células e liberação de fatores quimiotáticos e 

mediadores químicos. Os neutrófilos que anteriormente estavam circulando na 

região central do vaso, agora começam a marginar e deslizar sobre as células 

endoteliais da microcirculação, num comportamento denominado rolling, para 

subseqüentemente, aderir firmemente à parede do vaso e migrar por entre as 

junções interendoteliais (para revisões ver HARLAN, 1985; RAMPART 1994; 

WIEDLE et al., 2001). Estes fenômenos são altamente controlados e mediados pela 

expressão/ativação seqüencial de moléculas de adesão nas superfícies celulares e, 

em conjunto, são fundamentais para o recrutamento leucocitário para o local da 

lesão, recebendo a denominação de interação leucócito-endotélio (WIEDLE et al., 

2001; RAO et al., 2007).   

O comportamento rolling de leucócitos no endotélio microvascular pulmonar é 

mediado  primeiramente pela expressão de moléculas pertencentes à família das 

selectinas, expressas nos leucócitos (L-selectina) e na célula endotelial (E-selectina) 

e expressas nas plaquetas e no endotélio (P-selectina). Estas se ligam a 

carboidratos específicos presentes nas membranas celulares, especialmente 

carboidratos fucosilados e sialilados (para revisão ver SPERANDIO, 2006). A família 

das selectinas é composta por moléculas que de maneira geral são expressas 

constitutivamente e podem ter sua expressão aumentada após estímulo inflamatório. 
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A P-selectina que está presente nos corpúsculos de Weibel-Palade das células 

endoteliais e grânulos-alfa das plaquetas é rapidamente mobilizada para a superfície 

da célula, após estímulo como histamina, leucotrieno B4 (LTB4), bradicinina ou 

radicais livres; a E-selectina (ELAM-1) é expressa somente em células endoteliais, 

onde é rapidamente sintetizada após estimulação por citocinas como TNF-α ou IL-1; 

a L-selectina (LECAM) que está presente na membrana de monócitos, linfócitos e 

neutrófilos após exercer sua função no processo rolling é clivada para que a adesão 

firme aconteça com a ação das integrinas (GRAILER et al., 2009; SMALLEY & LEY, 

2005; JYM & LEY, 1999; ALBELDA et al., 1994).  

Complementarmente, as integrinas favorecem a estabilização dos eventos 

mediados pelas selectinas. As integrinas pertencem a uma grande família de 

receptores heterodiméricos (subunidades  e ), que além de mediar a adesão entre 

células, emitem sinais bidirecionalmente para o interior da célula e para o ambiente 

extracelular. A subunidade α fornece informações sobre o ligante especifico e a 

subunidade β fornece um link para o citoesqueleto, e a perfeita interação entre as 

duas subunidades compreende o sítio de ligação do receptor. A associação de 

várias subunidades  com uma subunidade  comum subdividiu esta família. Assim, 

a subfamília das 2-integrinas compreende lymphocyte-function adhesion-1 (LFA-1; 

CD11a); macrophage-associated antigen-1 (MAC-1, CD11b); Gp150,95 (CD11c) e 

CD11d. As três primeiras moléculas são expressas predominantemente em 

leucócitos e medeiam a adesão por ligarem-se a uma variedade de receptores na 

célula endotelial, que incluem as moléculas da superfamília das imunoglobulinas 

(SCHYMEINSKY et al., 2007; TAKADA et al., 2007).  

A subfamília das β1 (CD29) ou very late activation (VLA), medeiam, 

principalmente, a interação dos leucócitos à matriz vascular e extra vascular no 

processo de quimiotaxia (HONG-GELLER, 2009; KUWANO et al., 2010). A 

subfamília das β3 (CD61) ou integrina citoadesiva, possui função adesiva ao 

endotélio e as β7 integrinas, medeiam a interação célula-célula (ELANGBAM et al., 

1997; SIXT et al., 2006; ROSE et al., 2007).   

A célula endotelial expressa as moléculas da superfamília 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, estão 
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envolvidas na firme adesão e na subseqüente transmigração. A ICAM-1 está 

constitutivamente expressa na membrana de várias células como fibroblastos, 

macrófagos, linfócitos e células endoteliais, mas assim como as integrinas essa 

molécula pode ter sua expressão aumentada após estímulo com IL-1, fator de 

necrose tumoral-α (TNF-α). Esta molécula está envolvida na transmigração 

paracelular, permitindo a migração dos leucócitos por entre as junções 

interendoteliais, e na migração transcelular, onde o leucócito transmigra passando 

por dentro da célula endotelial, utilizando basicamente as mesmas moléculas de 

adesão para que haja a transmigração. Este tipo de transmigração é mais comum no 

sistema nervoso central. A PECAM-1 faz ligações homotípicas ou interage com 

moléculas do tipo integrinas expressas pelos leucócitos como LFA-1 e MAC-1 

(PETRI & BIXEL, 2006; YUSUF-MAKAGIANSAR et al., 2002; para revisão ver 

VESTWEBER, 2007).   

A VCAM-1 uma outra molécula de adesão da super família das 

imunoglobulinas que embora não esteja expressa em alta densidade em condições 

basais, pode ser induzida após a estimulação com citocinas (TNF-α). A VCAM-1 

interage com as integrinas α4β1 e α4β7 presente em leucócitos, as quais estão 

relacionadas a transmigração de leucócitos por entre a junções interendoteliais 

(PETRI & BIXEL, 2006; VESTWEBER, 2007; MESTAS & LEY, 2008). 

Outra molécula pertencente a super família das imunoglobulinas e de grande 

relevância para as interações leucócito-endotélio é a PECAM-1. É expressa na 

maioria das células da linhagem hematopoiéticas incluindo plaquetas, monócitos, 

neutrófilos e linfócitos (PRIVRATSKY et al., 2010). A PECAM-1 é uma glicoproteína 

transmembrana, expressa em células endoteliais, monócitos, PMN, plaquetas e em 

algumas linhagens de linfócitos. A PECAM é estruturalmente composta por uma 

região extracelular composta por seis domínios de imunoglobulina (Ig), uma região 

que atravessa a membrana com 19 resíduos de Ig e apresenta uma calda 

citoplasmática com 118 resíduos de Ig. A porção intracelular é responsável por 

desencadear uma serie de sinalizações que resulta na mudança da conformação 

estrutural da célula endotelial aumentando sua superfície de contato, auxiliando na 

transmigração e direcionamento de neutrófilos para o foco da lesão (NEWMAN, 

1997; FUJIWARA, K., 2006; WOODFIN et al., 2007). 

As células endoteliais apresentam junções do tipo tight ou ocludentes, 

formadas por interações homotípicas entre proteínas de adesão, presentes na 
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região apical da célula endotelial. Estas interações estabelecem uma barreira com 

permeabilidade seletiva.  

Outro tipo de junção existente nas células endoteliais são as junções do tipo 

aderente, formadas logo abaixo das junções tight. Estas junções são formadas por 

proteínas de adesão que mantém a região basal das células endoteliais aderidas 

umas as outras. Os dois tipos de junções supracitadas são responsáveis por manter 

a integridade do endotélio, garantindo a justaposição e organização das células 

endoteliais. 

 As proteínas de adesão, citadas anteriormente, que medeiam a interação 

entre as células endoteliais são conhecidas como moléculas de adesão juncional. 

Dentre estas moléculas destacam-se as junctional adhesion molecules JAM-A e C, 

presente basicamente nas junções do tipo tight e as moléculas presentes nas 

junções 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 adesão juncional A (JAM-A ou -1) é uma molécula pertencente 

a super família das imunoglobulinas, predominantemente expressa nas membranas 

de células epiteliais, endoteliais e de leucócitos (NAIK et al., 2001; LAUKOETTER et 

al., 2007; CERA et al., 2009). Constitutivamente, a JAM-A se concentra na porção 

apical da célula endotelial.  Após estimulação, a molécula é redistribuída no interior 

da célula, permitindo a abertura das junções interendoteliais e a passagem dos 

leucócitos por interação homotípica ou com a integrina LFA-1. Com isso a JAM-1 

tem função de modular a migração, polaridade e proliferação de vários tipos 

celulares.  (SEVERSON & PARKOS, 2009; WOJCIKIEWICZ et al., 2009). 
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A molécula de adesão juncional C (JAM-C ou -3) é expressa em plaquetas, 

monócitos, linfócitos, células endoteliais e células dendríticas.  Está relacionada com 

a transmigração de neutrófilos para o foco inflamatório por interações homotípicas 

ou com MAC-1. A JAM-C está localizada nos desmossomos e na região apical das 

junções interendoteliais, após estimulo inflamatório há a redistribuição desta 

molécula assim como todas as outras da família das JAMs (para revisões ver 

VESTWEBER et al., 2007; WEBER et al., 2007). A figura 3 ilustra as interações 

entre a JAMs e seus ligantes para a transmigração de leucócitos. 

Em alguns casos, algumas moléculas de adesão podem suprir a deficiência 

de outra. Mas a deficiência de expressão/ativação de moléculas no decorrer do 

processo compromete a migração leucocitária e o progredir da reação inflamatória, 

uma vez que as interações moleculares funcionam como comunicação intercelular e 

induzem sinalizações intracelulares importantes para o desenvolvimento da 

inflamação, como por exemplo, a síntese de citocinas (LIEBNER et al., 2006; LUO et 

al., 2007).  

A descrição dos mecanismos envolvidos no recrutamento leucocitário na 

vigência da resposta inflamatória mostra que eventos celulares e vasculares ocorrem 

Figura 3 - Transmigração de leucócitos por entre as junções interendoteliais. Adaptado de WEBER et al., 
2007. 
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coordenadamente no sentido de mobilizar/eliminar o agente lesivo. Modificações 

nestes eventos podem acarretar inibição ou exacerbação do processo inflamatório, e 

em ambos os casos, há prejuízo ao hospedeiro. 

 

1.6 Estresse Oxidativo 

Espécies reativas de oxigênio (EROs) são produzidas continuadamente pelas 

células como parte de seus processos metabólicos, como por exemplo a cadeia 

respiratória mitocondrial e durante o burst oxidativo. Estas espécies são originadas a 

partir de adição de elétrons, quebras de ligações duplas, ou ainda pela remoção de 

hidrogênios de moléculas por outros radicais. São espécies químicas altamente 

reativas e instáveis. Podem ser classificadas em espécies radicalares que contem 

um ou mais elétrons não pareados no seu orbital molecular na camada de valência 

mais externa ou não-radicalares, tais como o ânion superóxido (O2·¯), o ânion 

peroxinitrito (ONOO¯), o peróxido de hidrogênio (H2O2), o oxido nítrico (NO·) e o 

radical hidroxila (OH·) (DU et al., 1998; MOSSMAN, 2003). 

Como supracitado, outra fonte para a produção de EROs é o burst oxidativo 

produzido pela ativação das células do sistema imune, como por exemplo os 

fagócitos quando reconhecem um agente agressor são ativados e produzem EROs 

na tentativa de eliminá-lo. Os fagócitos apresentam a NADPH oxidase que é um 

complexo formado por algumas subunidades que permanecem ancoradas a 

membrana (p22) e outras citoplasmáticas (p40, p47, p67) No reconhecimento de um 

estímulo, ocorre a migração das subunidades citoplasmáticas para a membrana e o 

complexo é formado e se torna cataliticamente ativo. Este sistema é responsável 

pelo burst oxidativo, definido como uma cascata de eventos bioquímicos, rápida e 

extensa decorrente da ativação fagocítica, levando a formação e liberação maciça 

de EROs (BABIOR, 1999; BABIOR, 2004; LOPES et al., 2004; SHEPPARD et al., 

2005).   

A produção excessiva de espécies reativas de oxigênio pode causar danos 

aos sistemas biológicos por promover um estado conhecido como estresse 

oxidativo. Esta definição refere-se ao estado em que há uma superprodução de 

agentes oxidantes alcançando níveis que ultrapassam as capacidades antioxidantes 

dos sistemas biológicos.  
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Os efeitos deletérios das EROs são causados pela interação destas espécies 

com componentes celulares como proteínas e lipídios, pode levar a destruição de 

células por necrose ou apoptose e, ainda, se complexarem com biomoléculas, como 

por exemplo, o DNA onde há a oxidação suas bases, pela ação do radical hidroxila, 

formando adutos (RUIZ-RAMOS et al., 2005). Ainda, a interação de EROs com a 

membrana celular leva à oxidação desta estrutura, causando a peroxidação lipídica 

(HALLIWELL & CHIRICO, 1993), que  leva a perda de fluidez da membrana, com 

conseqüente comprometimento da permeabilidade de íons como o cálcio, e  morte 

celular (HALLIWELL & CHIRICO, 1993).  

Os produtos eletrofílicos gerados pela peroxidação lipídica têm sido 

associados com a gênese de diversas doenças, como arteriosclerose, câncer e o 

envelhecimento precoce (ESTERBAUER et al., 1991; DMITRIEV & TITOV, 2010). 

Dentre os produtos eletrofílicos gerados por este evento, se encontra o 

malonaldeído (MDA) que faz parte dos agentes alquilantes que, da mesma forma 

que as EROs, ligam-se a grupos nucleofílicos no DNA e outras biomoléculas, 

alterando suas funções biológicas (LOUREIRO et al., 2000); AUGUSTO, 2006) 

O evento da peroxidação lipídica e a conseqüente formação do MDA é 

iniciado, principalmente pelo OH·, que retira um átomo de hidrogênio dos ácidos 

poliinsaturados, com a conseqüente produção de um radical de lipídio (L·). O radical 

(L·) por sua vez, reage com o oxigênio molecular, formando LOO· (radical peroxila). 

O LOO· reage com outro acido graxo poliinsaturado qualquer retirando um 

hidrogênio. O radical LOO. inicia a fase de propagação, já que há formação de um 

hidroperóxido de lipídio (LOOH) e outro (L·), que reage com oxigênio reiniciando o 

processo de peroxidação. Na fase final ou terminação, dois radicais L· reagem entre 

si e formam um não radical (L-L). O LOOH pode sofrer outras reações, com 

conseqüente produção de alcanos e aldeídos de diferentes tamanhos como, por 

exemplo, o MDA, como ilustra a figura abaixo (AUGUSTO, 2006; BENTZ, A. B., 

2009).  
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Uma vez que a medida direta de radicais livres in vivo é muito complexa, faz-

se necessário a quantificação de produtos formados pela reação destas espécies 

reativas com os componentes celulares, tais como proteínas, DNA e lipídios. Como a 

peroxidação lipídica culmina com a formação de MDA, este tem sido utilizado como 

indicador de dano a membranas celulares (MICHEL et al., 2008; DMITRIEV & 

TITOV, 2010). 

Na literatura muitos métodos são descritos para determinação/quantificação 

de MDA em diferentes amostras biológicas. O método mais conhecido e 

conseqüentemente mais utilizado é o que leva o acido tiobarbitúrico (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 cromatográficas (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 exposição ocupacional e ambiental à HQ 
 

 Como já citado anteriormente, as agências regulamentadoras internacionais 

como a NIOSH, OSHA, ACGIH, preconizam que um indivíduo pode estar exposto 

ocupacionalmente a HQ em uma concentração máxima de 2 mg/m3 durante 8 horas 

por dia e 40 horas semanais. A literatura mostra que a poeira de indústrias que 

trabalham com a HQ ou seus precursores apresenta uma concentração elevada de 

HQ, que variavam de 0,1 a 6 mg/m3, indicando um risco a saúde deste trabalhador 

Figura 4 – Peroxidação lipídica e formação de malonaldeído. adaptado de BENTZ, A. B., 2009. 
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(PIFER et al., 1995). Outro ponto somatório e agravante da exposição a HQ é a 

exposição ambiental, visto que este agente fenólico esta presente na composição 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 união destas fontes 

de exposição pode traduzir-se em uma cronicidade da exposição, embora sejam a 

baixas concentrações e a literatura apresenta vários efeitos deletérios aos sistemas 

biológicos, como câncer e problemas respiratórios, advindos da exposição a este 

agente fenólico (JIANG, G. F. et al., 2003; VARKONYI et al., 2006; JIANG, G. et al., 

2008; MONKS et al., 2011)  

 Como descrito anteriormente, um efeito bem caracterizado da exposição 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 produção de  

EROs (DECAPRIO, 1999; BARRETO et al., 2009; MONKS et al., 2011).  

 Os efeitos deletérios causados na medula óssea e na produção de células já 

estão 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 inflamatório. Trabalhos onde neutrófilos foram 

incubados in vitro com concentrações baixas de HQ, causaram efeitos 

imunossupressivos. Ensaios in vivo, mostraram que a exposição a HQ via 

intraperitoneal a ratos wistar apresentou efeito, também, imunossupressor, pois 

quando estes animais foram desafiados com OVA por via respiratória, as células do 

sistema imune não alcançaram o foco de lesão      

  

  

 
 
 
 
 
 
 
 
 



37 
 

2 Objetivo 

 Dando continuidade aos trabalhos do nosso grupo de pesquisa que investiga 

o papel da HQ sobre a resposta inflamatória, o presente projeto teve como objetivo 

caracterizar a exposição subaguda à HQ em camundongos Swiss  e investigar  os 

efeitos desta sobre o recrutamento leucocitário para o pulmão inflamado pelo LPS e 

os mecanismos relacionados.  

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 



38 
 

 

 

 

 

Metodologia 
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3.1 Delineamento Experimental  

 

3.2 Animais 
Camundongos Swiss, machos, com peso entre 20-25 g, foram fornecidos pelo 

Biotério da Faculdade de Ciências Farmacêuticas e do Instituto de Química da 

Universidade de São Paulo. Os animais foram mantidos em condições normais de 

biotério até o início dos experimentos. Todos os procedimentos foram realizados de 

acordo com os Princípios Éticos de Experimentação Animal adotados pelo Colégio 

Brasileiro de Experimentação Animal (COBEA). Os animais foram anestesiados pela 

injeção de cetamina (20 mg/kg; Vetbrands, Jacareí, SP) associada a xilazina (2 

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

 

3.3 Exposição à Hidroquinona 

 O esquema de exposição compreendeu inalação de solução de HQ (Sigma-

Aldrich®, St Louis, MO) nas concentrações de 12,5, 25 ou 50 ppm (0,75, 1,5 ou 3,0 

Figura 5 – Esquema do delineamento experimental utilizado durante o desenvolvimento da dissertação.  
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mg/ 60 mL), com freqüência de 1 mL/minuto. Animais controles receberam volumes 

equivalentes do veículo (solução salina a 5% de etanol) pela mesma via. Os grupos 

HQ e veículo foram expostos durante 5 dias, 1 hora por dia e realizando a indução 

da inflamação pulmonar 1 hora após a última exposição. Para tanto, 5 animais de 

cada vez foram acondicionados em caixas acrílicas diferentes (457 x 326 x 280 mm, 

volume total de 29 L), dotadas de 3 orifícios (Figura 6). Pelo primeiro orifício, as 

soluções de HQ ou veículo foram nebulizadas utilizando um inalador ultrassônico 

(marca NS), com capacidade de produzir névoa com partículas entre 0,5 e 10,0 m3 

e os outros dois orifícios permitem a saída de gases da caixa de acondicionamento. 

Todo o procedimento foi realizado em capela de exaustão.  

 

 

Figura 6 - Esquema de exposição à HQ ou veículo, contendo o nebulizador e a caixa de exposição. 

 

3.4 Saturação de HQ no Interior da Caixa de Exposição  

O teste de saturação foi aplicado para avaliar a quantidade de HQ dispersa no 

ar no interior da caixa de exposição. Para tanto foi utilizado um protocolo adaptado 

da NIOSH (NIOSH protocolo n° 5004). 

 O sistema para mensuração da concentração de HQ consistiu de um cassette 

(suporte plástico para o filtro) contendo um filtro de éster celulose (0,8 µm), que foi 

alocado na porção 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 exposição foi capturado 

durante uma hora, equivalente ao período em que os animais permaneceram no 

interior da caixa. O procedimento foi repetido quatro vezes, sendo amostrados 4 

filtros. 

 Após uma hora de captura de ar, o filtro foi removido e imediatamente 

colocado em um frasco contendo 10 mL de solução de ácido acético glacial (Synth, 

São Paulo, Brasil) a 1%, ao abrigo da luz, por 24h, como descrito pelo método da 

NIOSH. Todo procedimento foi executado em colaboração com a FUNDACENTRO. 

Após o período, os filtros foram retirados dos frascos e submetidos à lavagem por 

duas vezes com 5 mL de solução de ácido 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 alíquota de 500 µL foi injetada no 

sistema HPLC/DAD. 
  

 

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 análise das amostras foi feita em um sistema de HPLC constituído por um 

equipamento da Shimadzu (Kyoto, Japão) 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 módulo 

comunicação CBM-20A e o software LC-Solution.  

O sistema de eluição utilizado foi constituído de uma coluna Luna C18 (2) 250 

mm x 4,6 mm ID, 5 µm (Phenomenex, Torrance, CA). A eluição foi realizada com 
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fase móvel de ácido acético glacial 1%, pH 3,2 com 10% de acetonitrila em modo 

isocrático (tempo de corrida 10 minutos) com fluxo de 1 mL/min.  O detector DAD foi 

fixado em 290 nm para a identificação da HQ. 

As curvas de calibração foram construídas a partir de uma solução padrão de 

HQ obtida nos intervalos de 0,005 a 0,4 µg. As concentrações de HQ retidas em 

cada filtro foram determinadas a partir da equação da reta gerada pela curva de 

calibração. 
 

3.5 Indução da Resposta Inflamatória Pulmonar 

A indução da inflamação pulmonar foi realizada uma hora após a última 

inalação das soluções de HQ ou veículo, os animais foram novamente 

acondicionados em outra caixa, semelhante à utilizada para a inalação do agente 

fenólico, e uma solução de 100 μg/mL de lipopolissacarídeo de E.coli (LPS, sorotipo 

026:B6, Sigma-Aldrich®, St Louis, MO) foi nebulizada durante 10 minutos, na 

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

 
3.6 Lavado Broncoalveolar 
 A coleta do lavado broncoalveolar foi realizada três horas após a indução da 

resposta inflamatória de acordo com TAVARES DE LIMA et al. (1998) e 

BOZINOVSKI et al. (2004). A cavidade peritoneal foi exposta e a exsanguinação 

realizada pela aorta abdominal. Em seguida, a traquéia foi exposta e canulada com 

uma cânula de polietileno, onde então foi acoplada uma seringa de 1 mL contendo 

500 l de tampão fosfato salino (PBS). O volume de PBS foi injetado no pulmão, 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 então obtido foi centrifugado (10 min, 600 g, 4oC), o sobrenadante foi 

descartado e o pellet de células foi ressuspenso em 1mL de PBS. A contagem total 

das células foi feita em câmara de Neubauer. Para a realização da contagem total de 

células, alíquotas de 10 µL foram diluídas em 190 µL de liquido de Türk (cristal 

violeta a 0,2% dissolvido em 30% de ácido acético, finalizando uma diluição de 1:20 

(v/v)). Para a realização da contagem diferencial alíquotas de 100 µL da suspensão 

de células foram centrifugadas em uma centrifuga citológica Citospin® (Fanen, SP, 
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Brasil) a 1.000 rpm por 5 min. As laminas para a contagem diferencial (esfregaço 

sanguíneo e concentrado de células pelo citospin), foram coradas com o corante 

Panótico® (Laborclin, PR, Brasil) e a contagem foi realizada diferenciando células 

mononucleares (MN) e polimorfonucleares (PMN). As contagens foram feitas em 

microscópio óptico. 

 
3.7 Leucograma 

 A contagem total e diferencial dos leucócitos circulantes foi realizada a partir 

do sangue arterial heparinizado, coletado pela aorta abdominal 3 horas após a 

inalação do LPS. A contagem total dos leucócitos foi realizada em câmara de 

Neubauer e a contagem diferencial foi realizada em esfregaços sanguíneos corados 

com corante Panótico® em microscópio óptico. 

 
3.8 Atividade da Mieloperoxidase 

Três horas após a inalação do LPS, os animais foram anestesiados e 

submetidos à laparotomia mediana e exsanguinados pela aorta abdominal. 

Subseqüentemente a traqueia foi exposta e canulada com cânula de polietileno e o 

pulmão foi imediatamente perfundido com PBS para a remoção de sangue. Após a 

lavagem o pulmão foi removido completamente. O tecido pulmonar livre de sangue 

foi submerso em hexano (Synth, São Paulo, Brasil) envolto em gelo seco para 

imediato congelamento e então armazenado a -80 oC 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 período de 30 segundos em Polytron (Brinckman). Os 

homogenatos resultantes foram levados a estufa a 60oC por 2 horas para inativação 

da catalase. Em seguida, as amostras foram centrifugadas a 10.000 rpm durante 2 

min. O sobrenadante foi utilizado para determinação da atividade de MPO. Para 

tanto, foram acrescentados 10 µL do sobrenadante a 200 µL da solução reagente (o-

dianisidina, H2O2 a 0,0005%, em tampão fosfato 5 mM, pH 6,0) em uma microplaca. 

As amostras foram levadas ao espectrofotômetro (Spectra Max Plus – Molecular 

Devices, Chicago, IL, USA) para a monitorização da velocidade de formação do 

produto de oxidação da o-dianisidina, através do registro do aumento da 

absorbância da mistura a 460 nm. 
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3.9 Citometria de Fluxo 

Os leucócitos foram isolados do sangue coletado da aorta abdominal para 

quantificar a expressão de L-selectina, 2-integrina, 3-integrina e PECAM-1 por 

citometria de fluxo. 

Inicialmente os eritrócitos foram lisados com solução de lise (NH4Cl2 0,13 M).  

A solução foi centrifugada (10 min, 4ºC, 600 g), o sobrenadante foi descartado e os 

leucócitos recuperados com solução salina balanceada de Hank’s (HBSS). Os 

leucócitos (1 x 105) foram incubados na ausência ou presença de fMLP (formyl-

Methionyl-Leucyl-Phenylalanine) (10-8 M, 1 hora, 37 oC). Após este período, 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-β2-integrina (anti-CD18, BD 

Pharmingen, CA, USA) ou anti-β3-integrina (anti-CD61, BD Pharmingen, CA, USA) 

conjugados ao FITC por 20 minutos a 4 oC na ausência de luz.  

Em seguida, as células foram fixadas pela adição de p-formaldeído 2% e, em 

momento oportuno foram analisadas em citômetro de fluxo (FACS Calibur, Beckton 

& Dickinson – San Jose, CA, USA). Aproximadamente 10.000 células foram obtidas 

e somente leucócitos mono e polimorfonucleares viáveis foram analisados. 
 

3.10 Extração de DNA Tecido Pulmonar 

 Para a extração de DNA de tecido pulmonar foi empregado a metodologia 

fornecida pelo fabricante do kit de extração de DNA (QIAGEN, Maryland, USA).  

Inicialmente, 10 mg do tecido pulmonar foram macerados com PBS para a 

obtenção de um homogenato. O homogenato obtido foi transferido para um tubo 

contendo 300 µL de solução de lise celular e levado a agitação em vórtex. Em 

seguida, 1,5 µL de proteinase K (2 mg/mL) foi adicionada ao homogenato e 

incubado overnight a temperatura ambiente. Após o período de incubação, 1,5 µL de 

RNAse A foi adicionado ao homogenato e o tudo foi invertido 25 vezes para 

homogeneizar a solução, que foi novamente incubada por uma hora a 37 °C. 

Após a incubação, foram adicionados 100 µL da solução de precipitação de 

proteína e homogeneizada em vórtex, 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 µL de 

isopropanol a 4C para precipitação do DNA. A amostra foi novamente centrifugada 

(16.000 g/5 min/37 °C), e o pellet de DNA foi lavado com 300 µL solução 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 µL de 

desferroxamina (0,1mM), homogeneizado em vórtex e armazenado a -20°C até o 

momento da hidrólise enzimática. 

 

3.11 Hidrólise Enzimática do DNA 

A hidrólise enzimática do DNA foi empregada para o isolamento dos 

nucleosídeos e subseqüente análise por HPLC/ESI-MS/MS-MRM da formação dos 

adutos 8-hidroxi-2-deoxiguanosina, 1,N2-eteno-2′-deoxiguanosina e 1,N6-eteno-2′-

deoxiadenosina fruto de suas oxidações.  

Para a reação de hidrolise foram adicionados em um tubo 54 µL de 

desferroxamina (0,1mM), 5 L de tampão Tris-HCl/MgCl2 200mM (pH 7,4), 2,5 µL de 

desoxirribonuclease A (DNAse 10 unidades, Sigma-Aldrich®, St Louis, MO), 1,7 µL 

de um mistura de padrões internos marcados [15N5]8-oxodGuo (1000 fmol, Sigma-

Aldrich®, St Louis, MO) e [15N5]1,N2-propanodGuo (Sigma-Aldrich®, St Louis, MO) e 

50 µg de DNA isolado, a amostra foi incubada durante uma hora a 37 °C, sob 

agitação de 1000 rpm.  

Após a incubação a amostra recebeu 1,5 µL da enzima fosfotidilesterase 

(PDE1, 0,004 unidades, Sigma-Aldrich®, St Louis, MO), 1,7 µL da enzima fosfatase 

alcalina (10 unidades, Sigma-Aldrich®, St Louis, MO), o volume final da amostra foi 

acertado para 75 µL com água deionizada e levada novamente a incubação sob as 

mesmas condições (1h, 37 °C, 1000 rpm). 

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

de vidro; 20 L do DNA hidrolisado foram injetados no sistema analítico. 
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3.12 Análises Cromatográficas dos Níveis de 8-oxodGuo,  e 1,N2-propanodGuo  
por HPLC/ESI-MS/MS-MRM 

Para determinação dos adutos 8-oxo-7,8-dihidro-2'-desoxiguanosina (8-

oxodGuo), e 1,N2-propano-2′-deoxiguanosina (1,N2-propanodGuo), que são 

descritos na literatura como indicativos de dano oxidativo ao DNA, foram conduzidas 

análises cromatográficas em colaboração com o grupo da profª. Dra Ana Paula de 

Melo Loureiro. Para tanto, amostras de DNA hidrolisado enzimaticamente foram 

analisadas por cromatografia líquida de alta performance com ionização eletro-spray 

acoplado ao espectrômetro de massas com monitoramento de reações múltiplas 

(HPLC/ESI-MS/MS-MRM). 

O sistema de análise foi constituído de um HPLC da Shimadzu (Shimadzu, 

Kyoto, Japão) equipado com um injetor automático (SIL-10AD/VP), um injetor 

Rheodyne (Cotati, CA), uma válvula automática de comutação de fluxo (FCV-12AH), 

duas bombas (Class LC 10AD) e um detector de absorbância SPD-10AV/VP, 

controlados por um módulo de comunicação (SCL-10A/VP-CBM 10A), integrado a 

um espectrômetro de massas Quattro II (Micromass, Manchester, Reino Unido). 

Parâmetros de ESI-MS foram executados em modo positivo, a otimização dos 

parâmetros analíticos foi realizada conforme o descrito por LOUREIRO et al., 2002. 

As análises foram conduzidas pela detecção por monitoramento de reação múltipla 

(MRM) utilizando-se as seguintes fragmentações: m/z 284 (MH+)  m/z 168 (MH+-

2’-desoxirribose+H) para a detecção de 8-oxodGuo, e m/z 338 (MH+)  m/z 222 

(MH+-2’-desoxirribose+H) 1,N2-propanodGuo. O detector de arranjo de diodos foi 

fixado em 260 nm para a quantificação da 2'-desoxiguanosina (dGuo) e da 2’-

desoxiadenosina (dAdo). Curvas de calibração foram feitas para a quantificação dos 

adutos nos intervalos de 0 a 125 fmol, corrigidas pelos padrões internos [15N5]8-

oxodGuo (1000 fmol), e [15N5]1,N2-propanodGuo. Para a quantificação dos 

desoxinucleósideos foram feitas curvas nos intervalos de 0 a 15 nmol de dGuo. A 

fração molar de adutos/ desoxinucleosídeos presente em cada amostra de DNA foi 

então determinada. Os dados foram processados utilizando o software MassLynx 

(Micromass). Foi utilizada a seguinte condição cromatográfica: Uma Coluna Kinetex 

C18 (2) (150 mm x 3.0 mm id, 2.6 µm, (Phenomenex, Torrance, CA) foi eluída com 

um gradiente de ácido fórmico 0,1% em água e acetonitrila (ACN), com um fluxo de 

180 µL/min a 30ºC nas seguintes condições: 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 válvula automática de comutação 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 µM - Millipore) e desgaseificados. 

 

3.13 Quantificação dos Níveis de Malonaldeído em Plasma 

Com o objetivo de verificar a capacidade da HQ em induzir a peroxidação 

lipídica, foi realizada a quantificação de malonaldeído (MDA) no plasma. Para tanto, 

250 μL do plasma de animais expostos à HQ na concentração de 25 ppm ou ao 

veículo foram transferidos para um tubo de 2 mL. Subseqüentemente, foram 

adicionados 36 µL de solução de hidroxitolueno butilado (BHT) a 0,2% e 12,5 µL 

NaOH 10 M. A mistura foi incubada a 60 °C por 30 min. sob agitação. Após a 

incubação, foram adicionados 1500 μL de acido tricloroacético (TCA) a 7,2% e 1% 

de iodeto de potássio sobre a amostra que foi, posteriormente, levada a vórtex e ao 

banho de gelo por 10 min. Em seguida, a solução foi centrifugada (3300 rpm/ 

10min.). O sobrenadante foi coletado e transferido para um tudo de 2 mL com rosca, 

e 500 μL de acido tiobarbitúrico (TBA) a 0,6% foram adicionados e, novamente, a 

amostra foi levada ao vórtex e à incubação a 90 °C por 45 min sob agitação. Após 

este período, a amostra recebeu 250 µL de n-butanol, sob agitação em vórtex e, 

posteriormente, à centrifugação (6000 rpm/5 min.). Ao fim da centrifugação, 60 μL da 

fase contendo o n-butanol foi transferida para um vial e injetada no HPLC/DAD. 

 A análise das amostras foi feita em um sistema de HPLC constituído por um 

equipamento da Shimadzu (Kyoto, Japão), 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 módulo 

comunicação CBM-20A e o software LC-Solution. O sistema de eluição utilizado foi 

constituído de uma coluna Luna C18 (2) 250 mm x 4,6 mm ID, 5 µm (Phenomenex, 

Torrance, CA). A eluição foi realizada com fase móvel de tampão fosfato de potássio 

50 mM – pH 7,0; com 35% de metanol em modo isocrático (tempo de corrida 37 

minutos) com fluxo de 1 mL/min. O detector DAD foi fixado em 532 nm para a 

identificação do MDA. 
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Curvas de calibração foram construídas a partir de uma solução padrão de 

1,1,3,3-tetramethoxypropane (Sigma-Aldrich, MO, USA) obtida nos intervalos de 0,5 

a 5 μM. As concentrações de MDA obtidas no plasma foram determinadas a partir 

da equação da reta gerada pela curva de calibração. 

 

3.14 Quantificação do burst oxidativo em neutrófilos por citometria de fluxo  

Com o objetivo de mensurar a produção intracelular de EROS em leucócito 

circulantes, foi utilizado o DCFH2-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 reação para a identificação da produção de EROs intracelular baseia-se na 

conversão de 2’-7’ diclorodihidrofluoresceína-diacetato (DCFH2-DA) para 2’-

7’diclorofluoresceína (DCF), ocorrendo da seguinte maneira: a forma diacetato do 

DCFH2-DA e seu acetometil éster DCFH2DA-AM são absorvidos pelas células onde 

as esterases não específicas vão quebrá-los em grupos lipofílicos, resultando em um 

composto diferente do inicial que permanece aderido no interior da célula. A 

oxidação 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 exc.= 485 nm, em.= 528 nm 

(HELD, P. 2010) 
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Para tanto, leucócitos obtidos do sangue coletado da artéria aorta abdominal 

de animais expostos à HQ ou ao veículo foram utilizados para a quantificação da 

geração de EROs intracelular. Inicialmente, os eritrócitos foram lisados com solução 

Figura 8 – Modelo esquemático da conversão de 2’-7’ diclorodihidrofluoresceína-diacetato acetometil (DCFH2-
DA-AM), composto não fluorescente, para 2’-7’ diclorofluoresceína, composto altamente fluorescente. Adaptado 
de HELD, P. 2010. 
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de lise (NH4Cl2 0,13 M).  A solução foi centrifugada (10 min, 4ºC, 600 g), o 

sobrenadante foi descartado e os leucócitos recuperados em PBS. Em um tubo de 

citometria foram transferidos 2 x 105 células e adicionados 300 µL 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 μL de 2’,7’-diclorofluorescina-diacetato 

(DCFH-DA, 3 mM). O volume final das amostras foi completado para 1100 µL com 

PBS. Os leucócitos foram incubados a 37 °C por 30 minutos e ao fim da incubação, 

2 mL de EDTA (3 mM) a 4C foram adicionados. As soluções foram centrifugadas 

(600 g/ 10 min/ 4°C), os sobrenadantes descartados e os pellets ressuspensos em 

100 μL de PBS. 

As amostras foram estimuladas ou não com fMLP (10-6M) por 1 ou 5  minutos 

e analisadas em citômetro de fluxo (FACS Calibur, Beckton & Dickinson – San Jose, 

CA, USA). Aproximadamente 10.000 células foram obtidas e somente leucócitos 

morfologicamente viáveis foram analisados  

 

3.15 Imunohistoquímica 

O ensaio de imunohistoquímica foi realizado para a avaliação da expressão 

das moléculas de adesão 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 três horas após a inalação do LPS, a cavidade peritoneal foi aberta 

para sangramento pela aorta abdominal. Os pulmões foram rapidamente removidos 

e insuflados com meio de suporte para congelamento de tecidos (meio de inclusão 

para tecidos OCT, Tissue TekTM; Miles, IN, USA) diluído em PBS na proporção de 2 

para 1. Regiões dos lobos direito e esquerdo dos pulmões foram seccionadas e 

congeladas em hexano à baixa temperatura, envolto em gelo seco para imediato 

congelamento. Após o congelamento, os tecidos foram cortados em criostato a -25 

ºC (Leica Microsystems, São Paulo, Brasil) na espessura de 10 m e depositados 

em lâminas previamente silanizadas. As laminas contendo os tecidos foram imersas 

em acetona gelada para fixação por 10 min a -25 ºC. Em seguida, as laminas foram 

armazenadas em freezer (-20 ºC) até o momento do ensaio. 

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

incubadas com solução de bloqueio (Solução de Pierce) para sítios inespecíficos por 
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24 horas em atmosfera úmida a 4 ºC. Após este período, 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 câmara úmida, 4°C. A intensidade de 

fluorescência foi quantificada em Software analisador de imagens (Axio Vision 

versão 4.8, Carl Zeiss do Brasil) acoplado a microscópio de fluorescência 

(Axioplan2, Carl Zeiss do Brasil). Para eliminar o background, os mesmos 

procedimentos foram realizados em secções de pulmões na ausência de anticorpos. 

 

3.16 Análise Estatística 

 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 estatísticas GraphPad Prisma (versão 5.00) e os valores obtidos foram 

considerados significativos quando P<0,05. 
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4.1 Determinação das Concentrações de HQ no Interior da Caixa de Exposição 

4.1.1Confecção da Curva de Calibração  
 

 Para quantificar a concentração real de HQ presente no interior da caixa de 

exposição, amostras de ar foram coletadas conforme descrito no item 3.4 da 

metodologia e a concentração de HQ foi determinada por HPLC. Estes ensaios 

foram inicialmente padronizados no laboratório de Marcadores Moleculares de 

Exposições a Xenobióticos em colaboração com a Profª. Dra. Ana Paula de Melo 

Loureiro (FCF-USP).   
 Para a obtenção dos dados analíticos, foi preparada uma curva de calibração 

a partir de concentrações conhecidas de HQ nos intervalos de 0,005 a 0,4 g. Os 

dados referentes às concentrações e áreas obtidas para a curva de calibração estão 

descritos na figura abaixo. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9 - Curva obtida através da analise da área dos picos do padrão de HQ injetado no HPLC na 
concentração de 0,005 a 0,4 g 
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4.1.2 Determinação das Concentrações de HQ  
 

Nos cromatogramas obtidos na análise por HPLC foram analisadas as áreas 

referentes ao pico que apresentou um espectro com o máximo de absorbância em 

290 nm, correspondente à absorbância da HQ. A partir do valor resultante das áreas 

dos picos destas corridas, foi obtida a média de cada filtro. Tais valores foram então 

aplicados na equação da reta, gerada pela curva de calibração, para se obter a 

concentração de HQ em cada filtro. A Figura 10 ilustra uma corrida cromatográfica 

(1) e o espectro de absorção (2) de uma das amostras, na qual pode-se observar o 

tempo de retenção da HQ (6 min.). O pico com preenchimento representa a HQ no 

espectro de absorção de 290 nm 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

As quantificações das concentrações de HQ no interior da caixa de exposição 

foram realizadas apenas para a caixa onde os animais foram expostos a 25 ppm de 

HQ. Os resultados obtidos mostraram que a concentração de HQ dispersa no interior 

da caixa foi 10 vezes menor do que a concentração 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 conversão de unidades 

mg/m3 para ppm foi realizado no site da NIOSH.  

(http://www.cdc.gov/niosh/docs/2004-101/calc.htm).  

Figura 10 - (1) Cromatograma obtido por HPLC-DAD. O pico identificado é referente a detecção de HQ 
em 290nm, nas amostras de ar. (2) Espectro de máxima absorção de HQ em 290nm. 
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Dispersa no ar Retido no filtro 

0,20 mg/m3 

± 0,09 

1,59 µg 

± 0,26 

Tabela 1 – Teste de saturação de Hidroquinona no interior da caixa de exposição. 
 
4.2 Efeito das Exposições com 12,5, 25 ou 50 ppm de HQ Sobre Número de 
Células no Sangue Circulante 
 
 Os resultados obtidos mostraram que animais expostos a 12,5, 25 ou 50 ppm 

de HQ não apresentaram alterações no número de leucócitos circulantes. As Figuras 

11, 12 e 13 representam as contagens total e diferencial de leucócitos circulantes de 

animais expostos a 12,5, 25 ou 50 ppm 3 horas após a inalação do LPS, 

respectivamente. Vale ressaltar que somente a exposição à HQ em condições 

basais não afetou a celularidade na circulação (HQ 50 ppm = 3483535,71/mm3 

(n=6); Controle=3560  329,55/mm3 (n=5)).  

 

 

   

 

 

Figura 11 - Efeito da exposição à HQ sobre o número de leucócitos total e diferencial no sangue circulante. 
Animais foram expostos a 12.5 ppm de HQ (1h/dia; 5 dias) ou ao veículo (salina com 5% de etanol) e no 
último dia, uma hora após a última a exposição os animais foram expostos ao LPS (0,1 mg/mL; 10 min). O 
número de leucócitos no sangue circulante foi quantificado em câmara de Neubauer. A contagem diferencial 
foi realizada em esfregaços corados com Panótico®.  As figuras acima representam as contagens total e 
diferencial dos leucócitos no sangue circulante de animais expostos à HQ na concentração de 12.5 ppm, 
respectivamente. Os resultados expressam a média ± erro padrão da media (e.p.m.) de células obtidas de 
10 - 15 animais por grupo. 
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Figura 12 - Efeito da exposição à HQ sobre o número de leucócitos total e diferencial no sangue circulante. 
Animais foram expostos a 25 ppm de HQ (1h/dia; 5 dias) ou ao veículo (salina com 5% de etanol) e no 
último dia, uma hora após a última a exposição os animais foram expostos ao LPS (0,1  mg/mL; 10 min). O 
número de leucócitos no sangue circulante foi quantificado em câmara de Neubauer. A contagem 
diferencial foi realizada em esfregaços corados com Panótico®.  As figuras acima representam as 
contagens total e diferencial dos leucócitos no sangue circulante de animais expostos à HQ na 
concentração de 25 ppm, respectivamente. Os resultados expressam a média ± erro padrão da media 
(e.p.m.) de células obtidas de 10 - 15 animais por grupo. 

Figura 13 - Efeito da exposição à HQ sobre o número de leucócitos total e diferencial no sangue circulante. 
Animais foram expostos a 50 ppm de HQ (1h/dia; 5 dias) ou ao veículo (salina com 5% de etanol) e no 
último dia, uma hora após a última a exposição os animais foram expostos ao LPS (0,1 mg/mL; 10 min). O 
número de leucócitos no sangue circulante foi quantificado em câmara de Neubauer. A contagem diferencial 
foi realizada em esfregaços corados com Panótico®.  As figuras acima representam as contagens total e 
diferencial dos leucócitos no sangue circulante de animais expostos à HQ na concentração de 50 ppm, 
respectivamente. Os resultados expressam a média ± erro padrão da media (e.p.m.) de células obtidas de 
10 - 15 animais por grupo. 



57 
 

4.3 Efeito das Exposições com 12,5, 25 ou 50 ppm HQ Sobre a Migração de 
Leucócitos para o Pulmão Induzida pelo LPS 
 

Os efeitos das exposições à HQ sobre a migração de leucócitos para o 

pulmão induzida pelo LPS foram investigados. Os resultados obtidos mostraram que 

animais expostos a 12,5, 25 ou 50 ppm de HQ apresentaram prejuízo na migração 

de leucócitos para o pulmão inflamado. O menor número de leucócitos no pulmão 

após a inalação do LPS foi decorrente da menor migração tanto de leucócitos PMN 

quanto de MN (Figuras 14, 15 e 16).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 14 - Efeito da exposição à HQ sobre a mobilização de leucócitos para o pulmão 3 horas após 
a indução da resposta inflamatória. Animais foram expostos a 12.5 ppm de HQ (1h/dia; 5 dias) ou ao 
veículo (salina com 5% de etanol), uma hora após a última a exposição os animais foram expostos ao LPS 
(0,1 mg/mL; 10 min). O número de leucócitos migrados para pulmão foi quantificado no LBA em câmara de 
Neubauer. A contagem diferencial foi realizada em esfregaços corados com Panótico®. As figuras acima 
representam as contagens total e diferencial dos leucócitos no LBA de animais expostos à HQ na 
concentração de 12.5 ppm, respectivamente. Os resultados expressam a média ± erro padrão 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 exposição à HQ sobre a mobilização de leucócitos para o pulmão 3 horas após 
a indução da resposta inflamatória. Animais foram expostos a 25 ppm de HQ (1h/dia; 5 dias) ou ao 
veículo (salina com 5% de etanol), uma hora após a última a exposição os animais foram expostos ao LPS 
(0,1 mg/mL; 10 min). O número de leucócitos migrados para pulmão foi quantificado no LBA em câmara de 
Neubauer. A contagem diferencial foi realizada em esfregaços corados com Panótico®. As figuras acima 
representam as contagens total e diferencial dos leucócitos no LBA de animais expostos à HQ na 
concentração de 25 ppm, respectivamente. Os resultados expressam a média ± erro padrão da média 
(e.p.m.) de células obtidas de 10 - 15 animais por grupo. *P<0.05 e *** P<0.0001 vs. Respectivo controle. 

Figura 16 - Efeito da exposição à HQ sobre a mobilização de leucócitos para o pulmão 3 horas após a 
indução da resposta inflamatória. Animais foram expostos a 50 ppm de HQ (1h/dia; 5 dias) ou ao veículo 
(salina com 5% de etanol), uma hora após a última a exposição os animais foram expostos ao LPS (0,1 
mg/mL; 10 min). O número de leucócitos migrados para pulmão foi quantificado no LBA em câmara de 
Neubauer. A contagem diferencial foi realizada em esfregaços corados com Panótico®. As figuras acima 
representam as contagens total e diferencial dos leucócitos no LBA de animais expostos à HQ na 
concentração de 50 ppm, respectivamente. Os resultados expressam a média ± erro padrão da média 
(e.p.m.) de células obtidas de 10 - 15 animais por grupo. *P<0.05; **P<0.01; *** P<0.0001 vs. Respectivo 
controle. 
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4.4 Efeito da Exposição a 25 ppm Sobre a Atividade de MPO no Tecido 
Pulmonar 
 
 A atividade da MPO foi mensurada para a avaliação da presença de 

neutrófilos no tecido pulmonar.  Animais expostos a 25 ppm de HQ apresentaram 

atividade de MPO maior que animais tratados com o veículo 3 horas após a 

administração de LPS por via inalatória (Figura 17).  

 

 

 

 

 

 

 

 

4.5 Efeito da Exposição a 25 ppm de HQ Sobre a Expressão de Moléculas de 
Adesão por Leucócitos Circulantes 
 

 Os efeitos da exposição à HQ sobre as expressões de L-Selectina, 2-

Integrina, 3-integrina e PECAM-1 na membrana de leucócitos estimulados ou não 

pelo fMLP foram investigados por ensaios de citometria de fluxo. 

Os resultados obtidos mostraram que a exposição à HQ não modificou a 

expressão basal de L-selectina em leucócitos PMN. Na vigência de estimulação pelo  

fMLP, in vitro, PMN provenientes de animais normais apresentaram níveis maiores 

de L-selectina na membrana, o que não foi observado em PMN de animais obtidos 

de animais expostos à HQ.  As expressões de L-selectina em condições basais ou 

Figura 17 - Efeito da exposição à HQ sobre a atividade da mieloperoxidase em tecido pulmonar. 
Atividade a MPO mensurada em sobrenadante de homogenatos pulmonar obtido de animais expostos à HQ na 
concentração de 25 ppm ou veículo (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 
absorbância para verificar a velocidade de formação dos produtos de oxidação da o-dianisidina. Os ensaios 
foram realizados em duplicatas.*P<0.05. 
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após a estimulação pelo fMLP foram equivalentes em ambos os grupos de animais 

estudados (Figura 18). 

A análise da expressão de β2-integrina nos leucócitos PMN mostrou que 

células de animais expostos à HQ apresentaram aumento na expressão da molécula 

em condições basais ou estimuladas pelo fMLP. O fMLP per se não foi capaz de 

induzir a expressão de β2-integrina na membrana de PMN obtidos de animais 

controles. Leucócitos MN obtidos de animais expostos à HQ, estimulados ou não 

com fMLP, não apresentaram alterações na expressão de β2-integrina em relação ao 

seu controle (Figura 19). 

A determinação da expressão de 3-integrina na membrana de leucócitos 

circulantes mostrou que células PMN obtidas de animais expostos à HQ 

apresentaram maiores concentrações da molécula em condições basais em relação 

às células obtidas de animais controles. A incubação de PMN de animais controles   

com fMLP aumentou a  expressão da molécula, o que não foi detectado em células 

provenientes de animais expostos à HQ. A expressão de 3-integrina foi equivalente 

na membrana de leucócitos MN obtidos de animais controles ou expostos à HQ e 

estimulados ou não pelo fMLP (Figura 20).  

 Os dados apresentados na Figura 21 mostram que PMN obtidos de animais 

expostos à HQ apresentaram aumento na expressão basal de PECAM-1. No 

entanto, na vigência de incubação in vitro com fMLP a expressão não foi aumentada. 

Diferentemente, em PMN de animais controles observou-se aumento na expressão 

de PECAM-1 após a incubação com fMLP.  As expressões de PECAM-1 em MN não 

diferiram entre os grupos de animais estudados (Figura 21).   
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Figura 19 -  Efeito da exposição à HQ sobre a expressão de β2-integrina em leucócitos PMN e MN. 
Expressão da molécula de adesão β2-integrina em leucócitos circulantes de animais expostos à HQ 25 ppm 
(1h/dia por 5 dias) ou veículo (salina 5% de etanol). Os leucócitos foram obtidos de amostras de sangue 
coletado da artéria aorta abdominal e estimulados in vitro ou não com fMLP. A expressão de β2-integrina foi 
quantificada por citometria de fluxo. Os resultados expressam a média ±EPM de células obtidas de 6 
animais/grupo. Os ensaios foram realizados em duplicatas. **P<0.01 vs. respectivo controle. 

Figura 18 -  Efeito da exposição à HQ sobre a expressão de L-selectina em leucócitos PMN e MN. 
Expressão da molécula de adesão L-selectina em leucócitos circulantes de animais expostos à HQ 25 ppm 
(1h/dia por 5 dias) ou veículo (salina 5% de etanol). Os leucócitos foram obtidos de amostras de sangue 
coletado da artéria aorta abdominal e estimulados in vitro ou não com fMLP. A expressão de L-selectina foi 
quantificada por citometria de fluxo. Os resultados expressam a média ±EPM de células obtidas de 6 
animais/grupo. Os ensaios foram realizados em duplicatas.*P<0.05 vs. respectivo controle. 

Figura 20 - Efeito da exposição à HQ sobre a expressão de β3-integrina em leucócitos PMN e MN. 
Expressão da molécula de adesão β3-integrina em leucócitos circulantes de animais expostos à HQ 25 ppm 
(1h/dia por 5 dias) ou veículo (salina 5% de etanol). Os leucócitos foram obtidos de amostras de sangue 
coletado da artéria aorta abdominal e estimulados in vitro ou não com fMLP. A expressão de β3-integrina foi 
quantificada por citometria de fluxo. Os resultados expressam a média ±EPM 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 exposição à HQ sobre a expressão de PECAM-1 em leucócitos PMN e MN. 
Expressão da molécula de adesão PECAM-1 em leucócitos circulantes de animais expostos à HQ 25 ppm 
(1h/dia por 5 dias) ou veículo (salina 5% de etanol). Os leucócitos foram obtidos de amostras de sangue 
coletado da artéria aorta abdominal e estimulados in vitro ou não com fMLP. A expressão de PECAM-1 foi 
quantificada por citometria de fluxo. Os resultados expressam a média ±EPM de células obtidas de 6 
animais/grupo. Os ensaios foram realizados em duplicatas. *P<0.05; **P<0.01 vs. respectivo controle. 

PMN MN 
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4.6 Efeito da Exposição a 25 ppm de HQ Sobre a Expressão de Moléculas de 
Adesão no Endotélio Vascular Pulmonar 

Os efeitos da exposição in vivo a HQ sobre a expressão das moléculas de 

adesão da superfamília das imunoglobulinas PECAM-1, VCAM-1, ICAM-1, das 

selectinas E- e P-selectina e das moléculas de manutenção juncional E e VE-

caderina e JAM-c pelo endotélio da microcirculação pulmonar na vigência de 

estimulação in vivo pelo LPS foram investigados por ensaios de imunofluorescência. 

Os resultados obtidos mostraram que animais controles ou expostos à HQ 

apresentaram expressões similares das moléculas de adesão aqui investigadas 

(Figuras 22, 23 e 24).  

Figura 22 - Efeito da exposição à HQ sobre a expressão das moléculas de adesão da superfamília das 
imunoglobulinas PECA-1, VCAM-1 e ICAM-1 no endotélio vascular pulmonar. Expressão das moléculas 
de adesão PECAM-1, VCAM-1 e ICAM-1 em cortes histológicos pulmonar obtidos de animais exposto a HQ na 
concentração de 25 ppm ou ao veículo (salina com 5% de etanol) três horas após a indução a inflamação 
pulmonar (Fig. A, D e G). As figuras B e C são fotos representativas da expressão de PECAM-1, E e F 
representam a expressão de VCAM-1 e as fotos He I representam a expressão de ICAM-1 em animais exposto 
ao veículo e a HQ respectivamente.  
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Figura 23 - Efeito da exposição à HQ sobre a expressão das moléculas de adesão da família das 
selectinas P- e E-selectina no endotélio vascular pulmonar. Expressão das moléculas de adesão P- e E-
selectina em cortes histológicos pulmonar obtidos de animais exposto a HQ na concentração de 25 ppm ou ao 
veículo (salina com 5% de etanol) três horas após a indução a inflamação pulmonar (Fig. J e M). As figuras K e 
L são fotos representativas da expressão de P-selectina e as figuras N e O representam a expressão de E-
selectina em animais exposto ao veículo e a HQ respectivamente. 
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Figura 24 - Efeito da exposição à HQ sobre a expressão das moléculas de adesão de manutenção das 
junções interendoteliais E- e VE-caderina e JAM-C no endotélio vascular pulmonar. Expressão das 
moléculas de adesão E- e VE-caderina e JAM-C em cortes histológicos pulmonar obtidos de animais exposto a 
HQ na concentração de 25 ppm ou ao veículo (salina com 5% de etanol) três horas após a indução a inflamação 
pulmonar (Fig.P, S e V). As figuras Q e R são fotos representativas da expressão de E-Caderina, as figuras T e 
U representam a expressão de VE-Caderina e as figuras W e X representam a expressão de JAM-C em animais 
exposto ao veículo e a HQ respectivamente. 
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4.7 Efeito da Exposição à HQ Sobre a Produção de Espécies Reativas de 
Oxigênio Intracelular 

 Os efeitos da exposição à HQ sobre a produção de EROs intracelular por 

leucócitos circulantes foi verificado por citometria de fluxo, através da oxidação de 

DCFH. Os resultados obtidos mostraram que PMN de animais expostos à HQ 

apresentaram concentrações maiores de EROS intracelular que células de animais 

controle (Figura 25).  
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Figura 25 - Efeito da exposição à HQ sobre a produção de EROs intracelular por leucócitos circulantes. 
Leucócitos foram coletados de animais expostos à HQ na concentração de 25 ppm (1h/dia/5 dias) ou ao veículo 
(salina com 5% de etanol). A análise foi feita através da oxidação do corante DCFH por meio de citometria de 
fluxo. Os resultados expressam a média ±EPM 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 Exposição à HQ Sobre a Formação de MDA.   

 Os efeitos da exposição à HQ sobre a peroxidação lipídica e conseqüente 

formação de MDA foram investigados por HPLC-DAD em plasma obtido de animais 

expostos à HQ ou ao veículo. Os dados obtidos mostraram que a HQ induziu a 

formação de MDA, uma vez que as concentrações plasmáticas obtidas do MDA 

foram maiores em amostras de animais expostos à HQ que em amostras de animais 

expostos ao veículo (Figura 26). 
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Figura 26 - Efeito da exposição à HQ sobre a formação de malonaldeído (MDA).  Amostras coletadas de 
animais expostos à HQ na concentração de 25 ppm (1h/dia/5 dias) ou ao veículo (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 Exposição à HQ Sobre o Ciclo Celular. 

 Os efeitos da exposição à HQ na concentração de 25 ppm sobre o ciclo 

celular de leucócitos totais foi investigado por ensaio de citometria de fluxo. Os 

resultados obtidos mostraram que a exposição à HQ não causou alteração no ciclo 

celular de leucócitos, quando comparados com os leucócitos de animais expostos ao 

veículo (Figura 27). 

 

 

 

 

 

 

 

4.10 Efeito da Exposição à HQ Sobre a Integridade do DNA  

 Os efeitos da exposição à HQ na concentração de 25 ppm sobre a integridade 

do DNA de leucócitos totais foi investigado por ensaio de citometria de fluxo. Os 
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Figura 27 - Efeito da exposição à HQ sobre o ciclo celular de leucócitos. O ciclo divisão celular foi estudado 
em amostras de leucócitos coletados de animais expostos à HQ na concentração de 25 ppm (1h/dia/5 dias) ou 
ao veículo (salina com 5% de etanol). As amostras foram analisadas por citômetro de fluxo e através do 
histograma gerado pelo citômetro foi possível 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 divisão celular. Os resultados expressam a porcentagem de células em cada fase da divisão 
celular. As amostras foram obtidas de 8 animais/grupo.  
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resultados obtidos mostraram que a exposição à HQ apresentou uma tendência à 

fragmentação de DNA nos leucócitos, quando comparados com os leucócitos de 

animais expostos ao veículo (Figura 28). Os resultados obtidos não apresentaram 

diferença estatisticamente significante.  

 

  
 

 

 

 

Figura 28 - Efeito da exposição à HQ sobre a integridade do DNA celular. A integridade do DNA de 
leucócitos foi investigada em amostras coletadas de animais expostos à HQ na concentração de 25 ppm 
(1h/dia/5 dias) ou ao veículo (salina com 5% de etanol). As amostras foram analisadas por citômetro de fluxo e 
através do histograma gerado pelo citômetro foi possível verificar a fragmentação 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 gráfico representam a mediana da 
fragmentação celular. As amostras foram obtidas de 8 animais/grupo. 
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4.11 Efeito da Exposição à HQ Sobre a Formação de Adutos de DNA em Tecido 
Pulmonar 

Os efeitos da exposição à HQ sobre a formação dos adutos 8-oxo-7,8-dihidro-

2’-desoxiguanosina (8-oxodGuo), e 1,N2-propano-2′-deoxiguanosina (1,N2-

propanodGuo) foram investigados por HPLC/ESI-MS/MS-MRM em homogenatos de 

tecido pulmonar obtidos de animais controles ou expostos à HQ. Os dados obtidos 

mostraram que não foram detectadas diferenças na formação de 8-oxodGuo e de 

1,N2-propanodGuo no tecido pulmonar obtido de ambos os grupos (Figura 29 e 30).  
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Figura 29 - Efeito da exposição à HQ sobre a formação de 8-oxo-7,8-dihidro-2’-desoxiguanosina em 
tecido pulmonar.  Amostras de DNA extraídos do tecido pulmonar de animais expostos à HQ na 
concentração de 25ppm (1h/dia/5 dias) ou ao veículo (salina com 5% de etanol). As amostras foram 
submetidas a analise em HLP/ESI-MS/MS-MRM. O número de amostras representam 6 amostras de cada 
grupo 

Figura 30 - Efeito da exposição à HQ sobre a formação de 1,N2-propano-2′-deoxiguanosina em tecido 
pulmonar.  Amostras de DNA extraídos do tecido pulmonar de animais expostos à HQ na concentração de 
25ppm (1h/dia/5 dias) ou ao veículo (salina com 5% de etanol). As amostras foram submetidas a analise em 
HLP/ESI-MS/MS-MRM. O número de amostras representam 3 amostras. 
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Como já citado na introdução, a literatura recente tem questionado o potencial 

tóxico da exposição à HQ, e que este conceito pode estar sendo subestimado, 

principalmente com relação a sua ação genotóxica (McGregor, 2007). O nosso grupo 

de pesquisa tem investigado o efeito tóxico da exposição in vivo à HQ sobre funções 

das células brancas ligadas à resposta inflamatória e tem obtido e resultados que 

vão ao encontro a esta observação, mostrando que exposições com 

tempo/dose/freqüência 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 tóxicos decorrentes da exposição à 

HQ, em baixas concentrações, revelando que a exposição ao agente fenólico causa 

efeitos tóxicos que podem ser detectados somente na vigência de uma resposta do 

organismo a um agente agressor.   

Os principais dados apresentados pela literatura sobre a toxicidade da HQ 

estão ligados a intoxicação pelo benzeno, uma vez que a HQ é um produto 

intermediário do metabolismo deste solvente, com efeito tóxico reconhecido, 

principalmente pela sua ação deletéria sobre a medula óssea, resultando em 

prejuízos na produção, maturação e mobilização de leucócitos para circulação 

(RODRIGUEZ et al., 2010; ZHIYING et al., 2009; KIM et al., 2000; WESTER et al., 

2006). Um dos mecanismos envolvidos neste efeito é a formação de adutos nas 

bases nitrogenadas do DNA, particularmente a oxidação das bases guanina e 

adenina em células da medula óssea, causando fragmentação do DNA celular,  

alterações nas fases de maturação e diferenciação, 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 verificação da fragmentação do DNA de 

células circulantes têm sido empregados na literatura como efeitos importantes para 

a intoxicação ao benzeno e à HQ (GASKELL et al., 2005; VÁRKONYI et al., 2006; 

TOZLOVANU et al., 2006; TERASAKA et al., 2005; CHUANG et. al., 2009). Com 

base nestas observações, inicialmente investigamos estes parâmetros nas 

condições experimentais aqui empregadas. Os resultados obtidos mostraram que a 

exposição à HQ, por via sistêmica, não causou alteração no número de leucócitos 

circulantes, sugerindo que a produção de células brancas bem como os processos 

envolvidos na mobilização destas células da medula óssea para a circulação não 

tenham sido alterados.  
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 Adicionalmente, a exposição à HQ contribuiu para o aumento da peroxidação 

lipídica, dado este que corrobora a literatura, onde estudos mostraram que a 

exposição de 100 mg/kg (≈ 2 mM) de HQ, intra estomacal, aumentou a concentração 

de MDA na urina de ratos (EKSTROM et al., 1988). Este dado é importante visto que 

a peroxidação lipídica culmina na formação de MDA, um aldeído reativo, que pode 

ser ligar ao DNA causando sua oxidação, além de ser o principal marcador de danos 

a membranas celulares MARNETT 1999 (FOURNIER et al., 1995). Nesta mesma 

linha de investigação, foi observado que a exposição à HQ aumentou a produção 

intracelular de espécies reativas de oxigênio. Este efeito pode ser decorrente de dois 

mecanismos plausíveis, reforçados pela literatura, a saber: 1)   difusão do agente 

fenólico para o interior das células, e uma vez nesta localização, a HQ pode sofrer 

metabolização por enzimas citoplasmáticas, levando a formação de EROs 

intracelular. 2) pela interação do agente fenólico na membrana celular, mais 

precisamente em sistemas redox, como NADPH oxidase, aumentando a produção 

de EROs ao nível plasmático (AUGUSTO, 2006; BENTZ, A. B., 2009). O aumento da 

produção de EROs e a peroxidação lipídica poderia indicar que a exposição à HQ 

tivesse causado dano oxidativo ao DNA, com subseqüente fragmentação  do 

mesmo. Porém, os resultados aqui obtidos mostraram que o DNA dos leucócitos 

circulantes estavam íntegros e, portanto, o aumento da produção de EROs não teria 

sido suficiente para causar dano oxidativo e fragmentação do DNA em leucócitos. 

Adicionalmente, a exposição à HQ não induziu a formação dos adutos 8-oxo-7,8-

dihidro-2’-desoxiguanosina (8-oxodGuo) e 1,N2-propano-2′-deoxiguanosina (1,N2-

propanodGuo) em homogenatos de tecido pulmonar. Estes resultados, associados à 

ausência de alterações no leucograma, sugeriam que o protocolo de exposição à 

HQ aqui empregado poderia não ser suficientemente intenso para caracterizar 

intoxicação com base nestes parâmetros biológicos.   

Estes resultados são discordantes da literatura e podem ser decorrentes, das 

condições de exposição, em especial da concentração de HQ empregada. Não há 

uma relação linear entre concentração de HQ ou benzeno no ar, absorção e o peso 

corporal, o que dificulta a extrapolação dos resultados obtidos para a exposição 

humana. No entanto, é possível inferir que os animais foram expostos a 

concentrações muito menores que as observadas na literatura e que as 

preconizadas pelas agências regulamentadoras para exposição humana (CETESB; 

IARC, 1987; NIOSH). No sentido de se aferir mais corretamente a concentração da 
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exposição à HQ, sua saturação no ambiente nas condições 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 localização dos animais dentro da caixa de exposição no sentido de aferir a 

concentração real de exposição dos animais à HQ. Os resultados obtidos mostraram 

que as concentrações de HQ no filtro foram extremamente inferiores a dose 

nebulizada na caixa de exposição, o que sugere, indiscutivelmente, que os animais 

absorveram concentração extremamente menor de HQ do que a nebulizada.  

É importante ressaltar que espécies murinas, bem como culturas primárias de 

células destes animais, são amplamente empregadas para os estudos de toxicidade 

da HQ ou do benzeno, uma vez que estes manifestam sintomas de intoxicações 

equivalentes às humanas (GARCÍA-LESTÓN et al., 2010; KOLACHANA et al., 

1993). Assim, estas observações, associadas aos dados obtidos subseqüentemente 

neste trabalho, descartaram a possibilidade do modelo animal empregado não 

responder adequadamente à exposição à HQ.  

Observamos que, embora, a exposição à HQ não causou modificações no 

número de células circulantes, na vigência de uma reação inflamatória, induzida por 

endotoxina, a mobilização de leucócitos, tanto de poli quanto de mononucleares, 

para o pulmão inflamado estava reduzida. Este resultado pode ter um impacto muito 

importante para toxicologia ocupacional/ambiental, uma vez que, aparentemente, os 

animais estão em condições adequadas de saúde com base nos indicadores 

biológicos de efeito mais empregados na literatura. No entanto, a capacidade dos 

animais responderem a um estímulo imunológico está prejudicada. O modelo do 

processo inflamatório aqui empregado teve o propósito de mimetizar as agressões 

freqüentes ao organismo, já que o pulmão é alvo de exposição a bactérias 

constantemente.    

Os resultados obtidos mostraram que a exposição à HQ prejudica a migração 

leucocitária para o LBA na vigência de estimulação pelo LPS. Dados adicionais 

mostraram que os leucócitos, em especial os neutrófilos, permanecem no tecido 

pulmonar, uma vez que a atividade de MPO, uma enzima constitutiva presente em 

grânulos azurófilos de neutrófilos e que é utilizada como um indicador indireto da 

presença destas células, foi maior no tecido pulmonar de animais expostos à HQ 

que de animais controles. É importante ressaltar que o aumento na atividade de 
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MPO no pulmão não reflete  a ação da HQ sobre a expressão e atividade da MPO, 

já que a atividade desta mesma enzima foi avaliada em outros tecidos considerados 

alvos de ação da HQ, como o fígado e a medula óssea e os resultados obtidos 

mostraram que a atividade da MPO era equivalente em animais  expostos ou não à 

HQ (dados não mostrados). 

Tem sido mostrado que a ligação de LPS ao TLR-4, especialmente em 

macrófagos alveolares, induz a ativação do fator de transcrição NF-κB, fator este 

associado à produção de citocinas e quimiocinas, neutrofilia, permeabilidade epitelial 

e peroxidação lipídica (Blackwell et al., 1996; Liu et al., 1999). Esta via de ativação 

está ligada à proteína tirosina quinase ou quinases ativadas por mitógenos (MAP 

quinases), como JNK e p38MAP quinase, uma vez que a inibição destas viasreduziu 

a ativação do NF-κB e a reação aguda pulmonar (Lee et al., 2004; Kim et al., 2006; 

Lee et al., 2007). Desta forma, esta é uma via de ativação que está sendo 

investigada paralelamente a este trabalho em macrófagos coletados do pulmão de 

animais expostos à HQ por ensaios de western blot.  Os efeitos decorrentes da 

sinalização induzida pelo LPS no tecido pulmonar envolvidos com a mobilização 

leucocitária são diversos e complexos, dependentes da participação de uma 

diversidade de mediadores químicos secretados/liberados ou produzidos por 

diferentes tipos celulares, além da expressão/ativação de receptores glicoprotéicos 

expressos nas membranas celulares. Obviamente que esta complexidade de 

mecanismos proporciona diferentes frentes de investigação e, neste projeto, 

escolhemos estudar as ações da exposição in vivo à HQ sobre eventos relacionados 

à expressão de moléculas de adesão, tanto em leucócitos circulantes como no 

endotélio da microcirculação pulmonar. Como já descrito na Introdução, alterações 

hemodinâmicas, bem como a ação de mediadores químicos induzem a 

expressão/ativação destas moléculas, em cascata, ou seja, existe uma cinética de 

expressão e de clivagem das moléculas nas membranas celulares, imprescindíveis 

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 

adesão que até agora são consideradas as mais relevantes para o recrutamento 

leucocitário em uma resposta inflamatória aguda evocada pelo LPS foram 

investigadas. Os resultados obtidos mostraram que a exposição in vivo à HQ 

aumenta a expressão das β2 integrinas em PMN, tanto em condições basais como 

após a estimulação pelo fMLP, e reduz a expressão de L-selectina neste mesmo tipo 
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celular sob estimulação pelo fMLP. Estes resultados, em conjunto, mostram que a 

exposição à HQ ativa os PMN circulantes e estes efeitos podem levar a ações que 

interfiram com a evolução do processo inflamatório, como descrito a seguir: 1) em 

estado quiescente, os neutrófilos não expressam ou ativam as  β2 integrinas. Suas 

ativações em células da circulação estão relacionadas à agregação homotípica, com 

conseqüente ativação da sinalização para produção de citocinas inflamatórias e 

prejuízos na manutenção das adesões focais dependentes de actina, o que pode 

acarretar prejuízo no influxo destas células para focos de lesão (CABODI et al., 

2010). Este tipo de ativação dos leucócitos tem sido associado à gênese de doenças 

inflamatórias em pacientes diabéticos, que em última instância, apresentam 

respostas inflamatórias deficientes frente a estímulos infecciosos (ADVANI et al., 

2002;2004);  2)  Os dados da literatura mostram que a clivagem da L-selectina é 

fundamental para expressão das 2 integrinas in vitro (GREEN et al., 2004; MATTILA 

et al., 2005; ORR et al., 2007) apesar da demonstração direta desta relação in vivo 

ainda ser controversa (GREEN et al., 2004; ORR et al., 2007). Desta forma, pode se 

supor que este equilíbrio seja interrompido pela exposição à HQ, o que pode 

interferir com a interação dos leucócitos circulantes ao endotélio microvascular.  

Adicionalmente, a exposição à HQ aumentou a expressão basal de 3 

integrinas e PECAM-1 em PMN a valores semelhantes aos encontrados após 

estimulação pelo fMLP. O significado que este efeito pode ter no prejuízo da 

migração de neutrófilos para o foco de inflamação pode ser complexo e necessita de 

estudos adicionais. Tem sido mostrado, em especial para PECAM-1, que a interação 

de diferentes domínios da molécula com seus ligantes específicos desencadeiam 

ações pró ou antiinflamatórias (WOODFIN et al., 2007; PRIVRATSKY et al., 2010). 

Como já descrito, a PECAM-1 é uma molécula expressa na célula endotelial, 

plaquetas e células hematopoéticas (NOURSHARGH et al., 2006). Seus efeitos pró-

inflamatórios estão relacionados à sua ação adesiva direta que medeia a 

transmigração de leucócitos pela célula endotelial, além da indução de sinalizações 

intracelulares para a expressão de outras moléculas importantes para a progressão 

da migração neutrofílica, como as β1 e β3 integrinas que são expressas nos 

neutrófilos quando presentes na matriz extravascular, além da modulação do 

potencial de membrana. Por outro lado, seus efeitos antiinflamatórios estão 

relacionados à manutenção das junções interendoteliais, à alteração do limiar de 
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ativação de leucócitos e à inibição da produção de citocinas pró-inflamatórias 

(PRIVRATSKY et al., 2010).  

A expressão de integrinas na membrana da célula depende de síntese 

gênica, via ativação de fatores transcricionais como o NF-κB e a proteína ativadora-1 

(AP-1) (BORREGAARD, 2010). Diferentemente, a expressão de PECAM-1 é 

determinada pela clivagem na membrana, reinternalização e expressão gênica 

(PRIVRATSKY et al., 2010). Considerando que camundongos possuem um número 

pequeno de neutrófilos no sangue circulante, não foi possível extrair o mRNA e 

proteínas nucleares para elucidar os mecanismos envolvidos na expressão destas 

moléculas frente a exposição in vivo a HQ.    

Diferentemente do observado para a expressão das moléculas de adesão em 

leucócitos PMN, a exposição à HQ não alterou a expressão de moléculas de adesão 

da família das selectinas e da superfamília das imunoglobulinas induzidas pelo LPS 

no endotélio microvascular pulmonar. Este efeito sugere que nas condições 

experimentais empregadas, a célula endotelial não é alvo de ação da HQ. De fato, 

nosso grupo de pesquisa tem mostrado que a exposição i.p. a HQ, nas 

concentrações de 5 ou 10mg/Kg/dia, 13 doses com intervalos de 2 dias a cada 5 

dias, não modifica as expressões de ICAM-1, PECAM-1 e VCAM-1 no endotélio 

microvascular do pulmão (FERREIRA et al., 2007). As diferenças nos efeitos 

observados em PMN e células endoteliais parecem ser dependentes da capacidade 

de metabolização da HQ. Enquanto que fagócitos expressam MPO e PGHs, que 

convertem a HQ em quinonas ainda mais reativas, como as 1,2 e 1,4BZQ, a célula 

endotelial é deficiente destas enzimas. Dados do nosso grupo de pesquisa têm 

mostrado que a incubação in vitro com HQ não afeta as expressões destas 

moléculas pela célula endotelial, mas por outro lado a incubação com 1,2, BZ nas 

mesmas condições experimentais reduz a expressão de PECAM-1 e a translocação 

nuclear do NF-Kappa B (HEBEDA et al., submetido para publicação).   

É importante salientar que os dados da ação da HQ sobre a expressão de 

moléculas de adesão são escassos. Dados anteriores do nosso grupo, mostraram 

que a administração i.p. de HQ a ratos Wistar machos em concentrações e períodos 

de exposição superiores aos aqui empregados provocou redução da expressão de 

L-selectina e aumento da β2 integrina em PMN circulantes (MACEDO et al., 2006). 

Por outro lado, a incubação de neutrófilos obtidos de ratos naive com HQ não 

modificou a expressão de L-selectina e PECAM-1, mas inibiu a expressão induzida 
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pelo fMLP de β2 integrina na membrana destas células (HEBEDA et al., enviado para 

publicação). Estes dados claramente sugerem que diferentemente do observado in 

vitro, a exposição à HQ in vivo pode afetar a expressão das moléculas de adesão 

diretamente, ou indiretamente, via produção de EROs. Tem sido mostrado que a 

produção excessiva de EROs está diretamente relacionada à indução da expressão 

de moléculas de adesão em diversos tipos celulares (MORI et al., 2004; WU, 2006; 

DWORAKOWSKI et al., 2008; SADOK et al., 2009). O peróxido de hidrogênio, por 

exemplo, tem a capacidade de induzir a expressão de β integrinas em células 

epiteliais, contribuindo para a modificação do seu fenótipo (MORI et al., 2004). 

Em conjunto, resultados obtidos neste trabalho mostraram que os animais 

estavam expostos a concentrações abaixo das inicialmente preparadas para 

nebulização, resultado este evidenciado pelos ensaios realizados em HPLC. Esta 

concentração real de HQ utilizada (0,04 ppm) parece não ter causado efeitos sobre  

a medula óssea, efeito evidenciado pelo inalteração do ciclo das células mobilizadas 

para a circulação, revelando o estado de maturação completo destas células, 

excluindo, desta forma, qualquer efeito pró-leucêmico, visto que a HQ  altera o ciclo 

de precursores celulares na medula, favorecendo a mobilização de células imaturas 

para a circulação (CHANG et al., 2009).  Foi demonstrado, ainda,  que a exposição a 

HQ in vivo, não foi capaz de induzir qualquer efeitos sobre a expressão de moléculas 

de adesão no endotélio da microvasculatorua pulmonar e ,da mesma forma, não foi 

capaz de causar a oxidação das bases do DNA celular do tecido pulmonar, pois os 

níveis de formação dos 8-oxo-7,8-dihidro-2’-desoxiguanosina (8-oxodGuo) e 1,N2-

propano-2′-deoxiguanosina (1,N2-propanodGuo) não foram alterados. Em conjunto, 

estes dados sugerem que, de fato, o tecido pulmonar não é alvo de ação direto da 

HQ. Por outro lado, esta exposição foi capaz de induziu a expressão de moléculas 

de adesão e a geração de EROs em neutrófilos circulantes, o que pode levar estas 

células à um estado ativado, impedindo a resposta a um segundo estimulo. Nossos 

resultados mostraram que o fMLP in vitro não induziu qualquer aumento na 

expressão de moléculas de adesão em células de animais que receberam HQ. 

Assim, podemos inferir que o mecanismo de ação da HQ pode ser relevante para a 

deficiência da reação inflamatória aguda induzida nos animais após a inalação de 

endotoxina. Contudo é difícil concluir claramente que a HQ está atuando diretamente 

na expressão de moléculas de adesão ou através de produção de EROs ou se os 

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

1) Os animais estiveram expostos a concentrações menores que as nebulizadas 

inicialmente; 

 

2) A HQ nas concentrações de 50, 25 e 12,5 ppm não causou alteração na número 

de células circulantes quando comparados os grupos de animais controle e 

tratado frente a um estímulo inflamatório. Estes dados mostram que o 

hemograma não é um bom indicador de exposição; 

 

3) A HQ nas concentrações de 50, 25 e 12,5 ppm acarretou prejuízo na migração 

de leucócitos para o pulmão inflamado;  

 

4) A investigação da expressão de moléculas de adesão em leucócitos PMN 

mostrou que a HQ na concentração de 25 ppm inibiu a expressão de L-Selectina 

frente a um estímulo e per se aumentou a expressão de β2, β3-integrina e 

PECAM-1; 

 

5) A expressão das moléculas de adesão VCAM-1, PECAM-1, ICAM-1, JAM-C, VE-

caderina, E- e P-Selectina na células endoteliais da microvasculatura pulmonar 

não foi alterada pela exposição à HQ na concentração de 25 ppm; 

 

6) A exposição à HQ na concentração de 25 ppm não alterou o ciclo celular de 

leucócitos circulantes e não causou fragmentação no DNA destes leucócitos; 

 

7) A produção intracelular de EROs foi aumentada em animais que foram expostos 

à HQ na concentração de 25 ppm, quando comparado com animais controles; 

 

8) A HQ concentração de 25 ppm aumentou a peroxidação lipídica quando 

comparada a animais que receberam somente o veiculo; 

 

9) A exposição à HQ não induziu a formação 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 colorimetric assay; cytokines in the BALF 

were determined by ELISA. In vivo HQ exposure augmented plasma MDA levels and oxidative activity 

of neutrophils, but did not cause alterations on cellular cycle and DNA fragmentation. In this 

condition, the number of circulating leukocytes was not altered, but HQ exposure reduced LPS-

induced neutrophil migration into the alveolar space, as these cells were maintained in the 

pulmonary tissue. The HQ toxic effect did not depend on impairment on cytokines secretions in the 

BALF and lung endothelial adhesion molecules expressions. However, HQ exposure elevated β2 and 

β3 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; Várkonyi et al., 2006; Leanderson, 

1993).   

The industry development has caused a huge increase in the environmental pollutants, 

directly connected to the increment on human respiratory diseases (Perez-Padilla et al., 2010; 

D’Amato et al., 2010). Inhalation of these substances leads to different degrees of toxicity, depending 

on toxicants deposition site into the respiratory system and, therefore, make the lung an important 

target for xenobiotics actions. Lung is a highly specialized tissue composed by different type of cells 

(Azad et al., 2008; Emmendoerffer et al., 2000), which prompt reacts to breathing pollutants and/or 

microorganisms dispersed in the air, triggering a complex cascade of inflammatory events to mount a 

host defense. In this context, pulmonary resident cells release inflammatory mediators, such as 

reactive oxygen and nitrogen species (ROS and RNS), cytokines and eicosanoids which, in turn, 

stimulates and recruit circulating cells to the lung (Azad et al., 2008).   

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 et al., 2007).  Vascular, metabolic, immune 

diseases, as well as environmental and occupational pollutants can modify the physiological pattern 

of adhesion molecules expression leading to altered host defense (Khan et al., 2010; Barreiro et al., 

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

We have previously shown that in vivo HQ exposure alters leukocyte migration into 

inflammatory sites during acute innate and acquired responses development. While the effects on 

acquired immunity are related to reduced anaphylactic immunoglobulin production, the mechanisms 

involved in the acute innate inflammation has not been clearly elucidated (Ferreira et al., 2007; 

Macedo et al, 2007; 2006).   

We have now extended the studies regarding to innate inflammatory reaction using an in 

vivo lower level of systemic HQ exposure in mice and highlighted specific intracellular pathways in 

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

 

2.1 Reagents 

Lipopolisaccharide (LPS) from Escherichia coli (serotype 026:B6), N-Formyl-methionyl-leucil-

phenylalanine (fMLP), hydroquinone 99%, n-Butanol, 1,1,3,3-tetramethoxypropane 99%, 

hexadecyltrimethylammonium bromide, orto-dianizidine, acetonitrile, butylated hydroxytoluene, 

potassium iodide, triton X100, propidium iodide and RNAse A were purchased from Sigma-Aldrich (St 

Louis, MO, USA); hexane, ethanol 99% hydrogen peroxide, acetic acid, trichloroacetic acid, sodium 

chloride, monobasic and dibasic phosphate sodium, ammonium chloride and acetone  were obtained 

from Synth (Sao Paulo, SP, Brazil); DCFH was obtained from Molecular Probes (Carlsbad, CA, USA); 

ketamine (1.16 g/10 ml) and xylazine (2.3 g/100 ml) were acquired from Vetbrands (Jacareí, SP, 

Brazil); heparin (5.000 UI/ml) and sodium citrate  were purchased from Eurofarma (Sao Paulo, SP, 

Brazil); Panótico® was acquired from Laborclin (Pinhais, PR, Brazil); Tissue TekTM 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 Nº 

5004. Briefly, a cassette containing a 0.8 µm 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 l/min, during one 

hour. After that, the cassette was opened and the cellulose ester membrane was removed and 

placed in a bottle containing 10 ml of glacial acetic acid 1%. Twenty four hours later, the membrane 

was washed 3 times with 5 ml of glacial acetic acid 1% and the fluid resulting from washing was 

added to the initial volume of glacial acetic acid 1% (10 ml). HQ concentration levels were analyzed 

by high performance liquid chromatography-diode array detector (HPLC-DAD). The analytical system 

consisted of a Shimadzu HPLC (Kyoto, Kansai, Japan) equipped with two LC-20AT pumps, a CTO-

10AS/VP column oven, a PDA-20AV diode array detector, an Proeminence SIL-20AC auto sampler, 

controlled by a CBM-20A communication module. The following chromatography condition was used 

for the analyses. A 250 x 4,6 mm ID, 5 m 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 30oC. 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 m – 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 

UI/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 (Carl-Zeiss).  

 

2.7 Bronchoalveolar lavage (BALF) and cell counts 

 BALF was collected from vehicle or HQ exposed animals to determine the number of 

migrated leukocytes and concentrations of cytokines. Briefly, the trachea was exposed and 

cannulated with a polyethylene tube and the lung washed by flushing with phosphate buffered saline 

solution (PBS; 0.1 mM NaCl, 3 mM NaH2PO4, 7mM Na2HPO4; 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  g, 2 min). The supernatant (10 µl) was 
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added to ortho-dianisidine solution (200 µl). 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 m 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 4o 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, 2-integrin, 3-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 105) were incubated for 20 to 60 minutes in the 

dark at 4o C with 10 l of monoclonal antibody (L-selectin conjugated with FITC; β2 or β3-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 µl of plasma were added to 36 µl of butylated hydroxytoluene (BHT) 0.2% in ethanol and 12.5 µl 

NaOH 10 M followed by incubation at 60 °C for 30 min. After that, 1500 µl 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  g/10 min), the volume of 1000 µl of the supernatant was isolated 

and mixed with 500 µl of thiobarbituric acid (TBA) 0.6%. The solution was incubated at 90 °C during 

45 min. In sequence, the sample received 250 µl n-butanol, it was mixed on vortex and centrifuged 

(600  g/5 min). The n-butanol phase was collected and injected in the HLPC-DAD system, using the 

following chromatography condition. A 150 x 4,6 mm ID, 5 m C18 column (Phenomenex, Torrance, 

CA) with a C18 security guard cartridge, 4.0 x 3.0 mm (Phenomenex, Torrance, CA), was eluted in 

isocratic mode with a mobile phase consisting of 35 % MeOH and 65% potassium phosphate buffer 

(50 mM, pH 7.0), at a flow rate of 1 ml/min and 30oC. The diode array detector was set at 532 nm 

and calibration curves were constructed at intervals of 0.5 - 5.0 µM 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 µM; 

diluted in PBS) was added to 2 x 105 cells in a final volume of 1.1ml. Cells were maintained at 37oC 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 leukocytes were 

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

 

2.12 Cellular cycle and DNA fragmentation 

The effects of in vivo HQ exposure on cellular cycle and DNA fragmentation were studied 

using flow cytometry. Blood was collected, using heparin as anti-coagulant, from the abdominal 

aorta of vehicle or HQ exposed mice and erythrocytes were lysed by addition of ammonium chloride 

solution (0.13M). Leukocytes were recovered after washing with Hank’s balanced salt solution 

(HBSS). Afterward, RNAse A (20 µl; 15mg/ml) and lysis buffer (140 µl; PBS, 2 % fetal bovine serum, 

0.05 % Triton X 100, 0.1 % sodium citrate) containing propidium iodide (20µg/ml) were added to 

leukocytes (1 x 105 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 μg ± 0.26 (n=5), which determines 

0.20 mg/m3 ± 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  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 mm3.  

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-1, TNF- 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 2 and 3 integrins and PECAM-1 were significantly enhanced in 

neutrophil membranes (Figures 6B, C and D, respectively). In addition, levels of L-selectin, 2 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).  
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4 Discussion 

Epidemiological studies have associated the pivotal role of environmental pollutants on 

genesis of a diversity of human diseases, and special attention has been provided to low 

concentration of pollutants exposures, even though lower than those allowed by legislation of 

international agencies (NIOSH, OSHA).  In this context, in vivo experimental animal studies have 

contributed to amplify the knowledge of the toxic mechanism of actions. Based on these evidences, 

here we have shown that low levels of in vivo HQ exposure impairs LPS-induced host defense and 

interfere with blood neutrophils traffic, notably modifying adhesion molecules expressions. 

 The American Conference of Industrial Hygienists (ACGIH) and the National Institute of 

Occupational Safety & Health (NIOSH) defines 2 mg/m3 (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; Várkoni 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 (O2
), hydrogen 

peroxide (H2O2), 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 circulating cell number is 

detected, which contributes to anemias and immunosupressions observed in the intoxications (Lee 

et al., 2010; Kim et al., 2005). Our data showing that HQ exposure did not affect the blood leukocyte 

profile after LPS inhalation, could suggest that upon infection event, HQ exposure did not affect the 

neutrophil mobilization from the bone marrow.  Nevertheless, neutrophil migration into lung was 

impaired, as indicated by the reduced number of neutrophils recovered in the BALF after LPS 

inhalation in mice upon HQ exposure. Interestingly, as lung MPO activity was significantly increased, 

we hypothesize that HQ exposure causes a defect on cell transmigration from the lung microvascular 

vessels into alveolar compartment. MPO activity is an indirect marker of neutrophils presence at 

injured site (Gosemann et al., 2010). It is worth mentioning that HQ stimulates MPO expression and 

activity, as HQ is endogenous metabolized by MPO into more reactive quinones (McGregor, 2007; 

Snyder, 2002; Subrahmanyam et al., 1991). Overall, our findings revealing elevated lung MPO activity 

does not reflect a direct action of HQ on MPO metabolism system, since HQ 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 factor B (NF-B) 

transcriptional activation (Lawrence, 2009), and although inhibitory action on this pathway is 

involved in the BZ and HQ toxicity (Choi et al., 2008; Ma et al., 2003; Kerzic et al., 2003), it seems to 

be not related to HQ actions on lung resident or endothelial cells.   

 Interestingly, in vivo HQ exposure markedly enhanced integrins and PECAM-1 expressions on 

circulating neutrophils, which, respectively, mediates the firm leukocyte adhesion to the vessel wall 

and transmigration (Ley et al., 2007). These surprisingly data may be implicated in the HQ toxicity, as 

integrins and PECAM-1 quiescent expressions in the absence of inflammatory diseases are pivotal to 

homeostasis and for mounting the host defense (Borregaard, et al., 2010; Ley et al., 2007). Elevated 

levels of circulating β2 and β3 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-B 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 cells 

(Sadok et al., 2009; Dworakowski et al., 2008; Wu, 2006; Mori et al., 2004). Specifically, H2O2 is able 

to induce β 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 that in 

vitro fMLP stimulation did not induce increment on adhesion molecule expressions on cells obtained 

from HQ animals. Therefore, it is possible to infer that this mechanism of HQ action may be relevant 

to the impaired mounting of the acute inflammatory reaction here detected in the lung after LPS 

inhalation.  It is difficult to be sure if HQ is acting directly on adhesion molecule expression or via ROS 

production or whether both mechanisms occur simultaneously. This assumption needs further 

investigation. 

Notwithstanding we did not establish a direct correlation among human and rodent exposure 

of HQ, we infer that low levels of HQ exposure are prompt to modify host defense ability, reinforcing 

the perception that a more profound analyses of environmental risks of HQ exposure are required. 
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Figures and table 

 

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. 

 

 

 

 

 

Fig. 2. Effects of HQ exposure on cellular cycle. The animals were exposed to vehicle or HQ (25 ppm; 
1h/day; 5 days) and three hours later blood was collected from the abdominal aorta. Leukocytes 
were recovery to determine cellular cycle by flow cytometry. Results are expressed as the mean  
s.e.m. of data obtained from samples collected from five animals in each group. 
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Fig. 3. Effects of HQ exposure on leukocyte migration into the BALF and MPO activity in the lung 
tissue. The animals were exposed to vehicle or HQ (12.5, 25 or 50 ppm; 1h/day; 5 days) and after 1 h 
they were exposed to LPS (0.1 mg/ml; 10 min). Three hours later, BALF was collected and the number 
of neutrophils was quantified using Neubauer chamber and stained smears (A). In sequence, lungs 
were collected and used to quantify MPO activity by o-dianisidine-H2O2 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. 

 

Fig. 4. Effects of HQ exposure on IL-1, TNF- 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.   

 

 

 

 

 

 

 

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), β2 integrin (B), β3 integrin (C) and 
PECAM-1 (D) were quantified on neutrophil membranes in the absence (basal) or presence of fMLP in 
vitro (10-9M) 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; aP<0.05 vs. respective control stimulated with fMLP.  
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Table 1. Effects of HQ exposure on the number of circulating leukocytes after LPS stimulation. The 
animals were exposed to vehicle or HQ (12.5, 25 or 50 ppm; 1h/day; 5 days) and after 1 h they were 
exposed to LPS (0.1 mg/ml; 10 min). Three hours later, blood was collected from the abdominal aorta 
and the total and differential counts of leukocytes were determined in Neubauer chamber and 
stained smears, respectively. Results are expressed as the mean  s.e.m. of data obtained from 
samples collected from ten animals in each group.   
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Abstract  

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

 

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

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

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

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

It has been clearly demonstrated that HQ causes different degrees of toxicity to the immune 
cells, and immune responses mediated by mononuclear (MN) cells seem to be the most affected (Lee 
et al., 2007; Cho, 2008; Choi et al., 2008). The toxicity has been related to the impairment on MN 
functions, fundamental for an efficient inflammatory response.  In this context, HQ has shown 
inhibited secretion of several cytokines as tumor necrosis factor (TNF)-, interleukin (IL)-1, IL-1, IL-
6, IL-12 and other mediators such as nitric oxide (NO) and reactive oxygen species (ROS) by 
MN/macrophages (Lee et al., 2007; Cho, 2008; Choi et al., 2008; Kim et al., 2005; Carbonnelle et al., 
1995). In addition, HQ reduced cell-cell adherence mediated by 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-B. 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-Castaño, 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- 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-β2 or β3-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 naïve animals were incubated with 1 M, 10 M 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 µg/ml) and LPS+IFN-γ (1 µg/ml + 10 ng/ml), 
respectively. Supernatants were collected and used for determination of the MCP-1 levels. 
 
2.4 Blood and Bronchoalveolar lavage fluid (BALF) collection 
  One hour after vehicle or HQ exposure or three hours after LPS exposure, the animals were 
anaesthetized. Blood was collected from abdominal aorta to quantify circulating mononuclear cells 
and BALF was collected according to De Lima et al. (1992). The total and differential cell numbers in 
the blood and BALF were determined in Neubauer chambers and smears stained with Panotico. 
 
2.5 Adhesion molecules expression 
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  Leukocytes collected from blood of the abdominal aorta of vehicle or HQ exposed mice were 
employed to quantify L-selectin, 2-integrin, 3-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 
105) were stimulated or not with fMLP (10-9M, 1 h) and to quantify the expression of adhesion 
molecules, they were incubated for 20 to 60 minutes in the dark at 4 oC with monoclonal antibody (L-
selectin, β2 or β3-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 105 /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 g/ml) and IFN- (10 ng/ml) and 
incubated at 37 oC, 5% CO2, for 24 hours. The supernatant was collected to determine the 
concentrations of MCP-1. 
 
2.7 Ex vivo trachea culture 

One hour after the last vehicle or HQ exposure, the animals were anaesthetized and killed by 
sectioning the abdominal aorta. The trachea was collected and placed in a 24-well plastic microplate 
containing DMEM medium (2 ml) containing 40 mg/L of gentamicin. The tissue was incubated in the 
absence or presence of LPS (1 g/ml) and maintained at 37 oC, 5% CO2, 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 g) using an oligo(dT)15 primer (20 g/ml) after 
incubation (70 oC, 5 min) in the presence of deoxynucleotide triphosphate mixture (dNTP, 2 mM), 
ribonuclease inhibitor (20 U) and Moloney murine leukaemia virus reverse transcriptase (200 U) in 
reverse transcriptase buffer (25 L final volume). The reverse transcription occurred by incubation at 
42 oC (60 min). For PCR, the cDNA obtained was incubated with Taq DNA Polymerase (2.5 U), 3’- and 
5’- specific primers (0.4 M) and dNTP mix (200 M) in buffer-thermophilic DNA polymerase 
containing MgCl2 (1.5 mM). The following primer sequences were used: β2-microglobulin (internal 
control): 5´-CATGGCTCGCTCGGTGACC-3´ (forward) and 5´-AATGTGAGGCGGGTGGAACTG-3´ (reverse), 
MCP-1: 5´-TCTGGACCCATTCCTTCTTG-3´ (forward) and 5´-AGGTCCCTGTCATGCTTCTG-3´ (reverse).  
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2.10 In vitro chemotaxis  
2.10.1 THP-1 cell culture 

Human monocytic leukaemia cell line, THP-1 cells, were cultivated in suspension in RPMI-
1640 medium containing 10% FBS, penicillin (100 U/ml) and streptomycin (100 g/ml) at 37 oC in 5% 
CO2. 

 

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 μm 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 g/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 
(1x105 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% CO2), the filters were stained and the distance travelled by 
cells through the filters was counted in optic microscope.  

 

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

Student’s t-test or ANOVA. Turkey’s multiple comparisons were used to determine the significance of 
differences calculated between the values for the experimental conditions. GraphPad Prism 4.0 
software (San Diego, CA, USA) was used. The differences were considered significant for P < 0.05.  

 
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 cytometry assay was employed. 
However, in vivo HQ 25ppm exposure did not modify the expression of the adhesion molecules, L-
selectin, β2 integrin, β3 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 naïve AM and tracheal tissue in 
the presence of LPS or LPS/IFN- (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 µg/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. In vivo HQ 
exposure inhibited MN cell migration to the LPS-inflamed lung dependent on MCP-1 secretion by 
resident cells. 

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

The National Institute of Occupational Safety and Health (NIOSH) states 2mg/m3 (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-, IL-1, 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 naïve 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-B, AP-1 and/or STAT activation in a highly controlled process 
which is tissue and stimulus-specific (Ding et al., 2010; Yadav et al., 2010; Tanimoto et al., 2008). 
Differently from other cytokines here investigated, which are synthesized via NF-KB activation, only 
MCP-1 levels were reduced by HQ exposure. We suppose that this effect may be related to the 
following: 1) partial activation of transcription factors; 2) reduced interaction between transcription 
factors and specific gene promoter region or 3) diminished mRNA stability (Yadav et al., 2010; Ding et 
al, 2010; Tanimoto et al., 2008). In fact, it has been demonstrated that MCP-1 mRNA stability may be 
decreased by some conditions and substances like SP600125, an inhibitor of c-Jun NH2-terminal 
kinase and atorvastatin, a 3-hydroxy-3-methylglutaryl-CoA reductase inhibitor (Ding et al, 2010; 
Tanimoto et al., 2008).  

It has been clearly demonstrated that by binding to CCR2, MCP-1 control MN traffic, mainly 
under inflammatory conditions (Yadav et al., 2010; Melgarejo et al., 2009; Young; Arndt, 2009; 
Huffnagle et al, 1995). Here the impairment on MN cells migration observed in in vivo HQ exposed 
mice dependent on reduced MCP-1 levels was confirmed using the human monocytic lineage THP-1 
and Boyden chamber assay. THP-1 was used as scarce MN cells are present in the blood and BALF of 
mice. In fact, similar MCP-1 concentrations to that detected in ex vivo HQ exposed tracheal tissue 
reduced THP-1 migration in the Boyden chamber. This data confirmed that in vivo HQ exposure 
reduced MCP-1 secretion by resident cells in the respiratory system which is involved in reduced MN 
cell migration to the inflamed lung.  
 Taken together, here it has been highlighted that in vivo HQ exposure modifies cellular 
functions connected to the innate immune response. The harmful effects of in vivo HQ exposure 
seem to be only detected after a challenge. This is a new mechanism of in vivo HQ action on MN cell 
migration which could be relevant during inflammatory lung diseases. 
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Legend for figures 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
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. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
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), β2 integrin (B), β3 integrin (C) 
and PECAM-1 (D) were quantified on mononuclear cells membranes in the absence (basal) or 
presence of fMLP in vitro (10-9M), by flow cytometry. Results are expressed as the mean ± s.e.m. of 
data obtained from samples collected from five animals.   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Fig.4. Effects of HQ exposure on MCP-1 levels in the BALF. The animals were exposed to vehicle or 
HQ (25 ppm; 1h/day; 5 days) and after 1 h they were or not exposed to LPS (0.1 mg/ml; 10 min). 
Three hours later, BALF was collected and levels of MCP-1 were quantified by ELISA. Results are 
expressed as the mean ± s.e.m. of data obtained from samples collected from five animals. *P<0.05 
vs. respective basal control; #P<0.05 vs. LPS control. 
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Fig.5. Effects of in vivo HQ exposure on MCP-1 concentration in AM (A) and trachea (B) culture 
supernatants. The animals were exposed to vehicle or HQ (25 ppm; 1h/day; 5 days) and after 1 h the 
trachea and BALF were collected. Levels of MCP-1 were quantified by ELISA on supernatants of AM 
and trachea culture. Results are expressed as the mean ± s.e.m. of data obtained from samples 
collected from five animals in each group. *P<0.05, **P<0.01 and ***P<0.001 vs. respective basal 
control; #P<0.001 vs. LPS control. (C) Densitometric analysis of RT-PCR from trachea tissue culture 
was illustrated.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig.6. Effects of in vitro HQ exposure on MCP-1 concentration in AM and trachea culture 
supernatants. The trachea and AM from naïve animals were incubated with 1, 10 and 100 µM 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 105) were incubated in Boyden chamber 
for 24 hours (37C; 5% CO2). As chemotatic stimuli were used human MCP-1 (0.1 and 0.9 ng/ml) 
and/or LPS (10 µg/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 µg/ml).  
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 


