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RESUMO

Frias DP. Estudo da expressao de oncogenes em co-cultura de células BEAS-2B e
macréfago tipo 1 ou tipo 2 expostas a antracose e ao material particulado da poluicéo
atmosférica (PM2,5) [tese]. Sdo Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de Séo
Paulo; 2023.

Antracose € um termo usado para descrever a pigmentacdo preta dos pulmdes e
arvore tragueobrdnquica causada pelo depoésito de particulas de carbono inaladas.
Evidéncias recentes indicam que o particulado da poluicdo atmosférica tem um papel
importante no estabelecimento da antracose e possivelmente no desenvolvimento de
cancer no sistema respiratério, devido as substancias carcinogénicas provenientes da
poluicdo que permanecem depositadas no pulméo. O objetivo deste trabalho foi
verificar a reatividade do particulado da antracose (MPA), avaliando a expresséao de
oncogenes em células de brébnquios humanos normais (BEAS-2B) ou
adenocarcinoma de pulmdo (A549) em co-cultura com macréfagos M1 ou M2
expostas ao MPA. O material particulado ambiental (DEP) foi coletado da exaustéo
de um motor a diesel e o MPA foi coletado de pacientes que vieram a 6bito e foram
submetidos a autdpsia do Servico de Verificacdo de Obitos da Capital da USP (SVO).
Ambos foram quimicamente caracterizados para Hidrocarbonetos Policiclicos
Aromaticos (HPA) por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa.
ApoOs a exposicao a diferentes concentracdes de cada particulado, foram realizados
testes de viabilidade MTT e LDH em monoculturas de BEAS-2B e A549. Apés 24
horas de exposi¢cdo a MPA ou DEP a 50 pg/mL em co-culturas e monoculturas, foram
avaliadas por RT-PCR as expressdes dos genes envolvidos nas vias de resposta a
xenobidticos CYP1Al e CYP1B1 e marcadores de cancer: TP53, AGR2 (mecanismo
de reparo do DNA e ciclo celular) PTEN, PIK3CA e EGFR (crescimento celular). Foi
realizada imunofenotipagem por citometria de fluxo dos macrofagos expostos ao MPA
e dosadas citocinas IL-13, TNF-q, IL-6, IL-8, IL-10 e INF-y no sobrenadante das mono
e co-culturas. Os resultados mostraram que para MPA, os HPAs mais frequentes
apresentavam-se com 2 anéis e 4 ou 5 anéis para DEP, e maior quantidade de HPA
em pg/g em DEP em comparacdo com MPA. MTT e LDH apontaram baixa
citocoxicidade de MPA e DEP apés 24 horas de exposi¢cdo. A imunofenotipagem
mostrou heterogeneidade entre os macrofagos, exibindo marcadores M1 e M2 tanto
em mono, quanto em co-culturas, enquanto as citocinas IL-13, TNF-a, IL-6, IL-8
aumentaram apo0s a exposicdo a MPA, mas ndo em DEP. Os oncogenes
permaneceram inalterados nas mono e co-culturas, enquanto os genes CYP1Al e
CYP1B1 aumentaram a expressao apos exposicdo ao DEP, mas ndo ao MPA. Os
achados deste trabalho indicam que o MPA n&o é um particulado inerte, mas provocou
uma resposta diferente nas células pulmonares e nas co-culturas em comparacao ao
DEP, provavelmente relacionado as diferengas em suas composicoes.

Palavras-chave: Antracose. Material particulado. Poluicdo ambiental. Hidrocarbonetos
policiclicos arométicos. Cultura de células. Bronquios. Macréfagos. Oncogenes.
Citocinas. Citocromo P-450.



ABSTRACT

Frias DP. Study of oncogene expression in co-culture of BEAS-2B cells and type 1 or
type 2 macrophages exposed to anthracose and particulate matter from atmospheric
pollution (PM2.5) [thesis]. Sado Paulo: “Faculdade de Medicina, Universidade de Séo
Paulo”; 2023.

Anthracosis is a term used to describe the black pigmentation of the lungs and
tracheobronchial tree caused by the deposition of inhaled carbon particles. Recent
evidence indicates that particulate matter from air pollution plays an important role in
the establishment of anthracosis and possibly in the development of cancer in the
respiratory system, due to carcinogenic substances from pollution that remain
deposited in the lung. The aim of this work was to verify the reactivity of anthracosis
particulate matter (MPA), evaluating the expression of oncogenes in normal human
bronchial cells (BEAS-2B) or lung adenocarcinoma (A549) in co-culture with M1 or M2
macrophages exposed to MPA. Environmental particulate matter (DEP) was collected
from diesel exhaust engine and MPA was collected from at the USP Capital Death
Verification Service (SVO). Both were chemically characterized for Polycyclic Aromatic
Hydrocarbons (PAH) by gas chromatography coupled to mass spectrometry. After
exposure to different concentrations of each particulate, MTT and LDH viability tests
were performed on monocultures of BEAS-2B and A549. After 24 hours of exposure
to MPA or DEP at 50 pg/mL in co-cultures and monocultures, the expressions of genes
involved in the xenobiotic response CYP1A1 and CYP1B1 and cancer markers TP53,
AGR2 (DNA repair mechanism and cell cycle), PTEN, PIK3CA and EGFR (cell growth)
were evaluated by RT-PCR. Immunophenotyping of macrophages exposed to MPA
was performed by Flow Cytometry and the cytokines IL-18, TNF-a, IL-6, IL-8, IL-10
and INF-y were measured in the supernatant of mono and co-cultures. The results
showed PAHs with 2 rings for MPA and 4 or 5 rings for DEP, also a higher amount of
PAH in pg/g in DEP compared to MPA. MTT and LDH showed low cytotoxicity of MPA
and DEP after 24 hours of exposure. Immunophenotyping showed heterogeneity in
macrophages, displaying M1 and M2 markers both in mono and co-cultures, while the
cytokines IL-1B, TNF-a, IL-6, IL-8 increased after exposure to MPA, but not DEP.
Oncogenes remained unchanged in mono- and co-cultures, while CYP1Al and
CYP1B1 genes increased expression after exposure to DEP, but not MPA. The
findings of this work indicate that MPA is not an inert particulate, but induced a different
response in pulmonary cells and co-cultures compared to DEP, probably related to
differences in their compositions.

Keywords: Anthracosis. Particulate matter. Environmental pollution. Polycyclic
aromatic hydrocarbons. Cell culture. Bronchi. Macrophages. Oncogenes. Cytokines.
Cytochrome P-450.
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1 INTRODUCAO

A antracose (anthracosis = anthrac - significando carvéao, carbono + osis
significando condicéo) é resultado da deposicao de particulas pretas de carbono nos
pulmdes pela inalacao repetida de particulas de poluentes atmosféricos, fumaca de
cigarro ou particulas de fuligem de carvao. A antracose pulmonar pode ser identificada
macroscopicamente pela presenca de manchas pretas no parénquima pulmonar e na
mucosa brénquica, acompanhadas de antracose pleural (1) (2) (3).

Poluicdo do ar urbano, tabagismo, mineracdo de carvdo, exposicao
ocupacional a poeira sdo reconhecidos como um dos principais fatores da etiologia
das doencas pulmonares. A inalacéo de fuligem de carbono tem relacdo direta com a
exposicao a poeira, especialmente poeira de carvao pela queima de biomassa (1) (2).
Os resultados do estudo de Qorbani et al., 2014 (2) demonstram uma associacao
positiva entre a exposicao a fumaca em ambientes fechados devido ao cozimento
tradicional e antracose (principalmente em mulheres). Contudo, outros elementos
como ferro, chumbo, cadmio, silica, fenol, complexos de hidrocarbonetos e outras
substancias inorganicas ou organicas também podem causar essa pigmentacao
através de suas exposi¢cdes ocupacionais (4).

A doenca pulmonar de mineradores de carvao e outros trabalhadores expostos
a poeiras minerais demonstra o acumulo inicial de particulas de poeira. Amoli et al.
(2009) (5) reportaram 102 casos de mudancas crbnicas das vias aéreas com
depdsitos antracoticos significativos, em que as mulheres (n = 60) foram expostas a
inalacdo de fumaca interna a longo prazo, enquanto assavam pao caseiro, e 0S
homens (n = 42) tinham uma variedade de atividades que envolviam inalagao
ocupacional de fumaca. A histopatologia do tecido pulmonar mostrou particulas
semelhantes a carbono dentro do citoplasma dos macrofagos na parede bronquica e
particulas livres nos linfonodos mediastinais

Estas exposi¢cdes gerada pela queima de combustiveis fésseis tem uma
relacdo com a pigmentacdo antracotica devido a concentracdo e também com a
duracdo da exposicdo como demonstrou o estudo de Takano et al. (2019) (3), que
mostrou que a quantidade de antracose depositada nos pulmdes tem relacdo com
tempo e dose (tempo de vida e dose na cidade de Sao Paulo), com a ressalva de que
o tabagismo néo foi considerado. Os resultados indicam que a proporc¢éo de antracose

na superficie pleural dos pulmdes estad positivamente associada a exposicdo a
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poluicdo do ar derivada do trafego e a idade dos individuos, sugerindo um padrao
dependente do tempo. Outro estudo feito por Souza et al. (1998) (6), constatou que
moradores nao-fumantes de Guarulhos, regido metropolitana de Sao Paulo, que
vivem em ambiente poluido, apresentaram maior quantidade de pigmento de carbono
em parede traqueobrdnquica, quando comparados a moradores nao-fumantes de
regides menos expostas a poluicdo, em Ribeirdo Preto e Ourinhos, sugerindo que a
antracose pode representar um marcador de exposicdo a poluicdo atmosférica.

LesBes malignas associadas a antracose foram relatadas esparsamente, mas
nao ha ainda associacdo epidemiolégica ou etiolégica entre antracose e cancer de
pulméo (1). Contudo, entre os muitos componentes da fumaca do tabaco e da polui¢do
do ar interno e externo estédo os hidrocarbonetos policiclicos aroméaticos (HPAs), que
séo considerados os carcin0genos mais importantes nessas misturas complexas e a
exposicdo por inalagdo a substancias contendo HPA aumenta o risco de cancer de
pulm&o em humanos (7).

Em geral, os HPAs sdo compostos lipofilicos que podem ser captados para o
interior das células ap6s a inalagdo. As moléculas de HPA que entram nas células
pulmonares sdo consideradas pro-carcin0genos, porque sua metabolizacdo dentro
das células gera metabdlitos cancerigenos que contribuem para a etiologia do cancer.
A transformacdo desses compostos envolve varias enzimas e 3 vias principais
conhecidas: via das aldo-ceto redutases (via AKR), a via do CYP1A1/1B1 e da ep6xido
hidrolase (via CYP/EH)(7).

Estudos em modelo animal demonstram que exposi¢cdes crbnicas ao
particulado urbano resultam em aumento significativo na expressao dos marcadores
de tumor: VEGF, EGFR, Wnt, TGF-B1, e-caderina, B-catenina, c-Myc e K-Ras (8) e
aumento da expressao de supressores de tumor no estagio inicial da exposicédo, mas
gue diminuem nos estagios intermediarios e tardios, indicando possivel inativacao dos
supressores de tumor apés exposicdo prolongada (9).

Um aspecto importante no estabelecimento do cancer, que nao envolve
mutacdes de oncogenes, é a acao de células do sistema imune na tumorigénese como
ocorre com 0s macréfagos em cancer de pulmdo. A atividade fagocitica dos
macrofagos remove as células mortas ou em processo de morte. Em resposta a varios
estimulos de citocinas, os macréfagos passam por uma mudanga em suas vias

metabdlicas que leva a diferenciacéo em dois subtipos principais: inflamatorio (M1) ou
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regulatério (M2) (10). Os macrofagos apresentam plasticidade, com mudltiplas
subpopulacdes que possivelmente se alteram temporariamente durante o
desenvolvimento do cancer. M1 € um fendtipo pré-inflamatério com atividade anti-
tumoral, enquanto M2 é um tipo de célula imunossupressora, que contribui para a
progressao do tumor. Os metabdlitos do cancer, como o acido lactico, sdo promotores
da polarizacdo M2, fazendo com que os tumores consigam modular o metabolismo
dos macréfagos em algum nivel para prevenir a inflamacdo e a morte das células
tumorais, facilitando o crescimento do tumor e induzindo a supressdo imunolégica
(11).

Pritchard et al. (2020) (12) demonstraram que as células da linhagem de cancer
de pulmdo A549 produzem exossomos (pequenas vesiculas com contetdo proteico
que sdo externadas das células) capazes de regular a plasticidade dos macréfagos.
Em co-cultura, os macrofagos internalizaram exossomos derivados das A549 e se
diferenciaram no fenétipo M2. Os exossomos derivados de tumor aumentaram a taxa
de consumo de oxigénio dos macréfagos, alterando seu estado bioenergético
consistente com o dos macrofagos M2.

O objetivo principal desta pesquisa € avaliar a expressdo de oncogenes
classicos e/ou relacionados ao cancer de pulmdo em co-cultura de células de via
aérea normal (BEAS-2B) ou cancerigena (A549) e macrofagos (M1 ou M2) expostas

ao particulado ambiental ou material antracético total extraido de pulméao.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Poluicdo atmosférica

A poluicéo do ar pode ser considerada um dos grandes problemas ambientais
do mundo atualmente, ndo apenas pelo seu impacto nas mudancas climaticas, mas
também pelo seu impacto na saude publica e individual, sendo um importante fator de
risco para o desenvolvimento de doencas crbnicas e suas incapacidades e
mortalidade associadas (13, 14). De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude,
poluicdo atmosférica é a contaminacdo do ambiente por qualquer agente quimico,
fisico ou bioldgico que altere as caracteristicas naturais da atmosfera (15).

A poluicédo pode ser originada por fontes naturais, como erup¢des vulcanicas,
poeira da superficie terrestre, sal marinho em areas costeiras, tempestades de areia
em areas desérticas, material biolégico sob a forma de pélen, esporos ou detritos
vegetais e animais, raios, erosao eélica e zonas umidas, como pantanos e turfeiras,
gue produzem metano (16). No entanto, as atividades humanas como queima de
combustiveis fésseis pelos motores a combustéo, intenso trafego rodoviario e aéreo,
atividade das industrias siderurgicas e quimicas, construcdo civil, praticas de
agropecuaria, entre outros, sdo as fontes de poluicdo mais comuns em grandes
cidades e paises industrializados (17) (16).

Os poluentes podem ser classificados em duas categorias: poluentes primarios,
aqueles emitidos diretamente pelas fontes de emissdo, e poluentes secundarios,
agueles formados através da reacdo quimica entre poluentes primarios e
componentes naturais da atmosfera (13, 18). Segundo a Companhia Ambiental do
Estado de S&o Paulo (CETESB), os poluentes sé&o escolhidos para monitoramento da
qualidade do ar de acordo com a frequéncia de sua ocorréncia, dos seus efeitos
adversos e dos recursos disponiveis para seu acompanhamento. Sao eles: material
particulado (PM), diéxido de enxofre (SO2), monoéxido de carbono (CO), o0zbnio (O3),
compostos organicos volateis (COV) e 6xidos de nitrogénio (NOX).

Estudos sobre a poluicdo atmosférica e os efeitos na saude da populacéo tém
demonstrado que, mesmo abaixo dos niveis determinados pela legislacdo, os
poluentes atmosféricos ainda sdo capazes de provocar efeitos deletérios na saude
das pessoas, principalmente naqueles mais suscetiveis, como idosos, criancas e

pessoas que ja sofrem de problemas respiratérios (17). A tabela 1 a seguir informa as
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caracteristicas de cada poluente monitorado e as possiveis consequéncias da
exposicao a eles:

Tabela 1: Poluentes monitorados e seus efeitos na saude.

Poluente Caracteristica Efeito na saude dos individuos

Particulas de material sélido
ou liquido suspensas no ar, na

Particulas forma de poeira, neblina,
Inalaveis Finas ~ aerossol, fumaga, fuligem etc.,  Os efeitos das particulas na
(PM2,5) gue podem permanecer no ar satde dependem do seu

e percorrer longas distancias.

tamanho, mas geralmente
Faixa de tamanho < 2,5 pm.

causam: irritacéo do nariz e da
garganta e crises de bronquite; a
Particulas Mesma definicdo das longo prazo pode causar danos
Inalaveis (PM10) particulas inalaveis finas, mas  nos pulmdes, risco de parada
e Fumaca com faixa de tamanho < 10 ym cardiaca, efeitos cancerigenos
se transportarem compostos
Mesma definicdo das toxicos e morte precoce
particulas inalaveis finas, mas
com faixa de tamanho de 50

Particulas Totais
em Suspensao

PTS
(PTS) um
Pode causar irritacdo nos olhos e
.. . no trato respiratoério, induz tosse
Gas incolor, inodoro nas . Lo
N . . intensa, falta de ar e irritacdo nos
. concentracdes ambientais e 0 ~ .
Ozbnio (03) . pulmdes, levando a uma maior
principal componente da -
. o suscetibilidade a doencas
névoa fotoquimica. L .
respiratorias, além de exacerbar
crises de asma
E um irritante respiratério, pode
agravar doencas respiratérias
L. com forte odor, semelhante ao 9 ¢ P
Dioxido de

existentes, aumenta os sintomas

respiratdrios dos adultos, como

tosse e altera a fungéo pulmonar
das criancas

gas produzido na queima de

Enxofre (SO.) palitos de fésforos

Se liga ao local de transporte de
oxigénio na hemoglobina, o que

reduz o transporte de Oz ho
Monoxido de Gas incolor, inodoro e corpo, em altas concentracoes é
Carbono (CO) insipido. muito téxico, causando dores de

cabeca, nauseas, reducéo da
capacidade de pensar e até
morte
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Sao gases e vapores
resultantes da queima
incompleta e evaporagéo de
combustiveis e de outros
Compostos produtos organicos. Dentre os
Organicos compostos organicos volateis
Volateis (COVs) presentes nas atmosferas
urbanas estdo 0os compostos
aromaticos, em particular:
benzeno, tolueno, etil-benzeno
e xilenos.

Dependendo de seu composto
quimico, eles tém varios efeitos e
podem estar associados ao
cancer, além de efeitos adversos
neuroldgicos, reprodutivos e de
desenvolvimento

Gas marrom avermelhado,

com odor forte e muito E um irritante respiratdrio, pode
irritante. Pode levar a piorar a doenca respiratéria
Oxidos de formacéo de acido nitrico, existente, pode levar a

Nitrogénio (NOx) nitratos (os quais contribuem hiperresponsividade brénquica e
para o aumento das particulas diminui¢cdo da funcdo pulmonar
inalaveis na atmosfera) e em individuos asmaticos.
compostos organicos toxicos.
Fonte: Adaptado de Cetesb (2021)(19) e Pénard-Morand e Annesi-Maesano (2004)(16).

Os componentes da poluicdo atmosférica podem entrar no organismo humano
por meio da ingestdo, contato com a pele ou mais comumente, pelo trato respiratorio
(16). Os possiveis mecanismos envolvidos nos efeitos cardiorrespiratérios da poluigdo
atmosférica incluem inflamacéo e estresse oxidativo, quando espécies reativas de
oxigénio e nitrogénio (ERON), geradas por poluentes inalados, superam as defesas
antioxidantes dos tecidos (13). Os mecanismos de neurotoxicidade das particulas do
ar ndo estdo totalmente esclarecidos, mas a inflamagéo sistémica e o0 estresse
oxidativo cerebral parecem desempenhar um papel importante nas alteracbes
estruturais e funcionais do sistema nervoso central (14).

A exposicao aos poluentes como MP, NO2, Oz e CO, bem como a polui¢cdo do
ar relacionada ao trafego de veiculos, estdo associadas a um maior namero de
exacerbacodes, hospitalizacbes e mortes em pacientes com asma, além de aumento
da incidéncia e exacerbacdo da rinite (13). Além disso, a exposicdo a poluicdo
aumenta o risco de cancer de pulméo, pois pode induzir efeitos genotéxicos nas
células, que incluem a formacao de adutos de DNA, quebras nas duplas fitas e danos
as bases do DNA, devido a oxidacdo, mutacfes genéticas, danos cromossémicos as

células sométicas, mutacdes nos gametas e transformacéao oncogénica (20).
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A inalacdo do PM da poluicdo atmosférica parece exercer um papel importante
no risco de desenvolvimento de cancer de pulmao, principalmente devido a outras
substancias adsorvidas no PM (15, 20). O PM tem uma composicdo complexa —
contém metais, carbono elementar e carbono orgéanico (tanto em hidrocarbonetos,
quanto em peptideos), sulfatos e nitratos, além de outros constituintes. A composicao
do PM varia de acordo com o espaco geografico, sendo influenciada pelas condi¢des
meteoroldgicas do local e pela fonte de emissao (21).

Devido a maior entrada de motores a diesel no mercado em muitos paises
industrializados e ao fato de que eles geram até 100 vezes mais particulas do que
motores a gasolina, as particulas de exaustédo de diesel (DEP) acabam contribuindo
significativamente com o PM urbano em muitas das maiores cidades do mundo (22).
Segundo o relatério da Cetesb de 2021 (19), quase 40% do PM10 liberado na regido
metropolitana de Sdo Paulo vem de motores movidos a diesel (Figura 1). J4 a fonte
do PM2,5 é principalmente o aerossol secundario, resultante de reacfes quimicas

envolvendo compostos orgéanicos volateis, 6xidos de nitrogénio e diéxido de enxofre.

Figura 1: Principais fontes de poluentes da regido metropolitana de Sao Paulo
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Figura 1. Principais fontes de poluentes e a porcentagem da participacdo de cada um, segundo relatério
de qualidade do ar da Cetesb (2021).

Um dos componentes mais nocivos do PM sé&o os hidrocarbonetos policiclicos
aromaticos (HPA). Eles podem ser encontrados tanto no PM ambiental (externo),
quanto no doméstico (interno), o que torna a sua inalagdo um risco para o
desenvolvimento/ agravamento de doencas respiratdrias e risco de cancer de pulmao

(7). A fracdo organica das particulas da exaustdo de diesel (DEP) consiste
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majoritariamente em HPAs, moléculas hidrofobicas que se difundem facilmente
através das membranas celulares. As particulas induzem a geracao de radicais livres,
gue podem levar a um aumento do estresse oxidativo nas células, causando danos
oxidativos a macromoléculas biolégicas, como DNA, lipidios e proteinas, provocando
a exacerbacdo de alguns sintomas respiratérios (23).

2.1.1 Hidrocarbonetos Policiclicos Aromaticos (HPA)

Hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs) sédo definidos como um grupo
de substéncias quimicas contendo 2 ou mais anéis de benzeno fundidos, mas sem
heteroatomos (atomos diferentes de carbono e hidrogénio). Em geral, os HPA sao
compostos lipofilicos que podem atravessar facilmente as membranas celulares por
difusédo passiva (7). Eles podem ser divididos em duas categorias: compostos de baixo
peso molecular, que consistem em menos de quatro anéis; e compostos de alto peso
molecular de quatro ou mais anéis. Embora os HPAs de baixo peso molecular sejam
encontrados mais comumente como vapor na troposfera, eles também podem se
condensar ap0s a emissao e permanecer na fase particulada. Por sua vez, os HPAs
de alto peso molecular sdo predominantemente encontrados na fase particulada (24).

A ampla ocorréncia de HPAs se deve a sua producéo por praticamente todos
os tipos de combustdo de materiais organicos. Os HPAs podem ser emitidos no
ambiente através da combustdo incompleta de combustiveis contendo carbono de
fontes naturais, industriais, comerciais, veiculares e residenciais. A principal via de
exposicdo aos HPAs na populacdo em geral € o ar ambiente (externo e interno),
alimentos que contenham HPAs, fumaca de cigarros ou fumaca de lareiras abertas
(24).

Os HPAs estdo amplamente distribuidos na atmosfera e foram um dos
primeiros poluentes atmosféricos designados como suspeitos de serem cancerigenos
(24), sendo considerados os carcindbgenos mais importantes nas misturas complexas
envolvendo fumaca de tabaco, queima doméstica de biomassa, queima incompleta
de combustiveis e poluicdo atmosférica. (7, 24). A carcinogenicidade dos HPAs esta
associada a complexidade da molécula, uma vez que a medida que o peso molecular
aumenta, a carcinogenicidade dos HPAs também aumenta (24).

A Agéncia Internacional para Pesquisa sobre o Cancer (IARC) (20) lista os

seguintes HPAs (Tabela 2) como carcinégenos humanos ou carcinégenos potenciais:
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Tabela 2: HPAs potencialmente carcinogénicos segundo a IARC

Composto Estrutura Composto Estrutura

benzo[a]antraceno dibenzo[a,i]pireno

benzo[b]fluoranteno indeno[1,2,3-cd]pireno

benzolj]fluoranteno benzo[k]fluoranteno

benzo[a]pireno dibenzo[a,e]pireno O
O ®

dibenzo[a,h]antraceno ‘OO dibenzo[a,|]pireno P /‘

QA X3

-
§ 2

7H-dibenzo[c,g]carbazol 0 O 5-metilcriseno

dibenzo[a,h]pireno “O

Fonte: IARC (2012) (20)

Alguns HPAs tornaram-se uma das principais preocupacdes de saude devido
ao seu potencial de se ligar a proteinas celulares e DNA. A interferéncia dos HPAs na
estrutura bioquimica dessas moléculas pode resultar em dano celular, mutagdes,
malformacdes de biomoléculas e alteracdo de ciclo celular, aumentando o risco de
aparecimento de tumores (24).

Devido aos seus conhecidos efeitos carcinogénicos, o benzo[a]pireno (BaP)
tem sido usado frequentemente como referéncia para a carcinogenicidade dos HPAs.
Estudos realizados em modelos in vitro, com cultura de células de via aérea,
demonstraram o efeito genotdxico/carcinogénico do BaP, como alteragdo na
expressao génica de linhagem de células de adenocarcinoma de pulméo (A549) (25),
proliferacéo celular tanto na via de sinalizacdo do receptor do fator de crescimento
epidérmico (EGFR) (26), quanto na via do receptor aril-hidrocarboneto (AhR) (27). No
entanto, € importante destacar que outros HPAs também precisam ser estudados,
pois além do BaP, os benzo[a]antraceno e dibenzo[ah]antraceno foram identificados
como potentes carcindgenos (24).

As moléculas de HPA que entram nas células pulmonares sdo consideradas
pré-carcinogénicas, porque a transformacédo delas em metabdlitos carcinogénicos

contribuem para a origem do cancer. A transformagdo destes compostos envolve
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multiplas enzimas metabdlicas e as vias mais conhecidas séo a via CYP1A1/1B1 e
epoxido hidrolase (7).

Em geral, os HPAs sdo metabolizados pelas enzimas da familia do citocromo
P450 (CYPs), em conjunto com outras enzimas metabdlicas, em fendis, catecéis e
quinonas, resultando na formacdo de diolepéxidos, cations radicais ou o-quinonas
reativas e redox-ativas. Esses metabolitos podem reagir com o DNA para produzir
adutos de DNA, como por exemplo, as quinonas que reagem com o N-7 da guanina e
N-3 da adenina do DNA. Essa formacdo de adutos de DNA pode causar
incompatibilidade na replicacdo, bem como alteracdo da metilacdo de regibes
promotoras, levando a uma mutacdo de DNA ou expressdo génica anormal,
contribuindo para o risco de tumorigénese no tecido (7).

As enzimas do citocromo P450 séo induzidas pelo receptor aril-hidrocarboneto
(AhR). O mecanismo pelo qual os HPAs induzem o AhR é bem compreendido: de
maneira simplificada, o AhR é um fator de transcricdo normalmente envolto em um
complexo proteico inativo no citosol; a ligagcao do HPA ao receptor o libera, resultando
na sua translocacao para o ndcleo, onde é entdo capaz de reconhecer elementos de
resposta a AhR em regifes promotoras de genes de resposta a xenobidticos (Figura
2). O AhR regula a transcricdo para alterar os niveis de expressao de uma bateria de
genes, incluindo isoformas CYP1 (7, 21).

A ativagdo do AhR tem uma variedade de outros efeitos que incluem a
formacédo de adutos de DNA (via ativacdo metabdlica dependente de CYP1A/1B1),
tumorigénese, inflamacao, proliferacdo celular e perda de adesao celular (7). Estudos
com células de brénquios humanos normais imortalizadas (linhagem e BEAS-2B) e
transformadas (linhagem BEP2D) expostas a BaP e a concentragdes crescentes de
resveratrol (um potente inibidor das enzimas do CYP), resultaram em uma inibicéo
dependente da dose e do tempo da formacao de adutos de DNA (28). Devido ao seu
alto nivel de expressado em células epiteliais brébnquicas humanas, o AhR tem muitas
consequéncias fisiolégicas no pulmdo, como seus efeitos na proliferacdo e
diferenciacdo celular, interacdo de adeséo célula-célula, expressao de citocinas,

producdo de mucina e metabolismo de xenobidticos (7).
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Figura 2: Exemplo de ativacdo do receptor aril - hidrocarboneto
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Figura 2. Ativacéo do receptor aril-hidrocarboneto. Na imagem, Benzo(a)pireno (BaP) (exemplo) passa
pela membrana da célula e encontra o receptor aril inativado, envolto em um complexo proteico. A
ligacdo do BaP com o receptor o libera do complexo e resulta na sua translocacdo para o nucleo, onde
regula elementos de resposta ao AhR, como as enzimas da familia CYP (exemplo).

2.1.2 Cancer de pulmao

Do ponto de vista patologico e biologico, as células que constituem o sistema
respiratdrio sao diversas e quando se transformam em células cancerigenas também
apresentam varios tipos de neoplasias fenotipicamente diversas e regionalmente

distintas. Pode ser classificado em dois grandes grupos histopatologicos: cancer de
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pulméo de células ndo pequenas (CPNPC) e cancer de pulméo de pequenas células
(CPPC). CPNPC sao divididos em trés tipos principais: carcinoma de células
escamosas (SCC); adenocarcinoma e carcinomas de células grandes (29-31). Como
os carcinomas de grandes células podem representar formas indiferenciadas dos
outros tipos de cancer, € um tipo vagamente definido e os critérios para seu
diagndstico variam (31).

A maioria dos SCC surgem do epitélio das vias aéreas geralmente em um
brénquio principal ou lobar, enquanto o CPPC é comumente localizado centralmente
no pulmao e os adenocarcinomas surgem principalmente dos bronquiolos e alvéolos
distais. SCCs podem ter sua origem na célula basal, enquanto os adenocarcinomas
muito provavelmente tem sua origem nas células exdcrinas e no pneumacito tipo Il

(Figura 3) (31), (29, 32, 33).

Figura 3: Regides caracteristicas de cada subtipo de tumor
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Cancer de células
escamosas

Cancer de células
pequenas

Alvéolo

a -a — .B Adenocarcinoma

Basal Ciliada Caliciforme Exécrina Neuroendécrina Alveolar  Alveolar
tipo | tipo I

Figura 3: Tipos celulares do sistema respiratério e o subtipo de tumor caracteristico de cada regiéo.
Fonte: Adaptado de Bonastre et al. (2016).

O cancer de pulmdo também é etiologicamente heterogéneo; embora o
tabagismo seja responsavel por mais de 80% dos casos, o risco de cancer de pulméo
entre ndo fumantes estd aumentando constantemente, sendo que a maioria dos
canceres de pulmao em nao fumantes s&o adenocarcinomas. Uma observagéao global
consistente é que o cancer de pulméo em ndo fumantes ocorre com mais frequéncia

em mulheres do que em homens. (29, 31, 33).
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Estudos epidemioldgicos identificaram varios fatores ambientais, genéticos e
hormonais associados ao risco de cancer de pulmao (31). Entre os fatores de risco
para o desenvolvimento de cancer de pulmao em nunca-fumantes, destaca-se (31,
32):

e Fumante passivo: embora a dose de carcin6genos seja muito menor do que a
do fumante, devido a sua diluicdo no ar, metabdlitos de carcindbgenos
especificos do tabaco sao detectaveis em ndo-fumantes expostos.

e Fatores hormonais: a predominéancia do sexo feminino entre os pacientes nao
fumantes também implica um papel potencial para os hormonios sexuais. Os
receptores de estrogénio sdo expressos tanto no tecido pulmonar normal
guanto nos tumores pulmonares.

e Radobnio: o radbnio é um gés radioativo produzido a partir da decomposi¢éo do
uranio natural em rochas e solo. Embora quimicamente inerte, o radénio se
decompde em produtos ativos que se ligam ao material particulado no ar e séo
inalados, onde aderem ao epitélio respiratorio.

e Suscetibilidade ao cancer de pulméo herdada: estudos identificaram alguns loci
e polimorfismo de nucleotideo Unico dentro de algumas regides cromossdmicas
gue contribuem para o risco de cancer de pulmao (historico familiar de cancer
de pulméo).

e Vapores de Oleo de cozinha e queima interna de carvdo: as altas taxas de
cancer de pulméo entre mulheres que nunca fumaram na China levaram a
estudos avaliando o papel potencial de fatores ambientais, como exposicao a
vapores de 0Oleo de cozinha e queima de carvdo em ambientes fechados.
Substéancias volateis geradas a partir de 6leos de cozinha demonstraram ser
mutagénicas e contém HPAs.

e Resposta inflamatéria: é relatado que a inflamacao crénica desempenha um
papel na iniciagcado e promogéao do tumor.

e Metabolismo cancerigeno: polimorfismos para genes que codificam as enzimas
implicadas no metabolismo cancerigeno podem contribuir para a variabilidade
na suscetibilidade individual ao cancer.

e Genes de reparo de DNA: polimorfismos de genes envolvidos em mecanismos
de reparo de DNA também foram estudados como fatores de risco para cancer

de pulméo em nunca fumantes.

24



Evidéncias de associacdo entre exposicao a poluicdo atmosférica e cancer de
pulmdo tém sido frequentemente relatadas na literatura. Raaschou-Nielsen et al.
(2013) (34) analisaram 17 coortes de 9 paises europeus (Austria, Italia, Espanha,
Grécia, Reino Unido, Suécia, Dinamarca, Paises Baixos e Noruega) a fim de verificar
a associacao entre a exposicao residencial ao material particulado da poluicéo do ar
e 0 risco de cancer de pulmdo. As associacbes foram mais fortes para
adenocarcinomas de pulmao nos participantes que permaneceram vivendo em
grandes centros urbanos durante o acompanhamento. De acordo com os autores, dos
principais subtipos histolégicos de cancer de pulméo, o adenocarcinoma é o unico que
também se desenvolve em numero substancial de ndo-fumantes, sendo geralmente
associado a exposicao a grupos de poluentes atmosféricos cancerigenos, como HPAs
e compostos N-nitrosos, como as nitrosaminas.

Em estudo com células de linhagem imortalizada de adenocarcinoma de
pulmédo (A549) expostas Benzo(a)pireno (BaP), foi encontrado atividade proliferativa
aumentada via fosforilagdo de EGFR, Akt e ERK e alteragcéo do perfil de expressao
génica, sugerindo que BaP pode atuar, potencialmente, tanto como um carcinégeno,
guanto de tumor no cancer de pulmao, ativando a via de sinalizacédo do EGFR (26).

O risco de desenvolvimento de tumores depende da alteracédo na atividade de
um grupo de genes criticos para o cancer, em que suas atividades podem ser
aumentadas ou diminuidas. Varias anormalidades moleculares adquiridas tém sido
observadas no céancer de pulmao que contribuem para a génese do tumor e podem
ser necessarias para a manutencdo do tumor (32). O cancer de pulmdo em néao
fumantes parece ser uma doenca distinta com caminhos genéticos separados que sédo
causados por mutacdes discretas em genes promotores de tumores, ao contrario das
alteracdes genéticas observadas no cancer de pulméo em fumantes (33).

Para trés genes principais envolvidos na patogénese dos canceres de pulmao,
EGFR (receptor do fator de crescimento epidérmico), KRAS (kirsten rat sarcoma) e
TP53 (gene de reparo do DNA), diferencas marcantes nas alteracbes moleculares
foram encontradas em cénceres de pulmdo em ndo e em fumantes, fornecendo
evidéncias de que esses canceres surgem por meio de mecanismos moleculares
distintos (31). Por exemplo, em adenocarcinomas de nao-fumantes a mutacdo de
EGFR €& mais frequente; mutacdes de KRAS sdo mais encontradas em
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adenocarcinomas de fumantes; mutacdes TP53 sdo frequentes em ambos, mas sao

mais comuns em CPNPCs em fumantes (31).

2.1.2.1 Marcadores de cancer de pulméo

Devido as possiveis diferencas na etiologia do céancer de pulmao de
fumantes e ndo fumantes, sendo estes ultimos associados a inalacdo de fuligem,
fumaca e particulado urbano, foi feita uma pesquisa sobre os principais marcadores
de cancer de pulméo de células ndo pequenas (CPNPC), em atengdo especial aos
subgrupos adenocarcinoma e células escamosas (SCC).

O receptor do fator de crescimento epidérmico (EGFR) é um membro do
receptor de tirosina cinase da familia ERBB. Quando o ligante extracelular ativa o
EGFR, ocorre homo ou heterodimerizacao desse receptor, levando a fosforilacdo de
sitios na tirosina cinase citoplasmatica e ativacdo de varias vias intracelulares, como
fosfatidilinositol 3-cinase (PI3K)/AKT/mTOR (mTOR = alvo mamifero da rapamicina)
e RAS/RAF/MAPK (proteina cinase ativada por mitbgeno), que levam a proliferacéo
celular, metastase e prevencao de apoptose (30, 31). A superexpressdo de EGFR em
CPNPCs tem sido associada a mau prognostico. Muta¢cdes de EGFR séo encontradas
mais frequentemente em adenocarcinomas de mulheres que nunca fumaram (30). As
mutacdes do EGFR sdo a primeira mutagdo genética especifica associada aos
pacientes ndo fumantes, e o aumento da exposi¢cdo ao fumo esta negativamente
correlacionado com a mutacao (29).

PI3Ks sado cinases lipidicas heterodiméricas compostas por subunidades
cataliticas e regulatérias e fazem parte de varias vias envolvidas no crescimento
celular, transformacao, adesao, apoptose, sobrevivéncia e motilidade. Amplificagdes,
delecdes e mutacdes somaticas de sentido errado de PIK3CA foram relatadas em
muitos tumores, incluindo cancer de pulmdo. Na verdade, PIK3CA €& um dos
oncogenes mais comumente mutados, foram relatadas com mais frequéncia no SCC
em comparag¢ao com o adenocarcinoma (6,5% vs 1,5%) (30).

O gene PTEN (homologo de fosfatase e tensina) codifica uma proteina que
desfosforila o fosfoinositol-3,4,5-trifosfato (PIP3) em fosfoinositideo-4,5-bifosfato
(PIP2), e assim neutraliza a acdo de PI3K. Anormalidades genéticas que levam a
inativagdo de PTEN sdo caracteristicas comuns em cancer de pulmdo,

preferencialmente em SCC e CPNPC, onde este gene € inativado em cerca de 20%
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desses tipos de cancer. Ao aumentar os niveis de PIP2, o PTEN regula negativamente
as funcbes controladas pelo eixo AKT/mTOR, como progressdo do ciclo celular,
enquanto a perda de PTEN parece induzir a aumento da migragao e invaséao celular
dos tumores (29).

O supressor tumoral p53 (codificado por TP53) possui multiplas fun¢cbes, como
a regulacdo de apoptose e respostas a danos no DNA. Mutacdes em TP53 sdo uma
das alteracbes mais frequentes identificadas em células tumorais humanas, e as
mutacdes comuns levam a geracdo de formas mutantes com sequéncias de
aminoacidos alteradas que ndo possuem atividade de ligacdo ao DNA. Embora as
mutacGes TP53 ocorram em canceres de pulméao que surgem em fumantes e em nao
fumantes, elas ocorrem com menos frequéncia em tumores em nao fumantes (29).

Diante das mutacdes mais frequentes dos tipos de cancer mais fortemente
associados aos ndo fumantes, foi decidido que os marcadores de cancer escolhidos
para este trabalho seriam: KRAS, EGFR, PIK3CA, PTEN e TP53. Apesar do fato de
gue as vias de KRAS e EGFR sédo redundantes na génese de tumor pulmonar (29, 30,
32), ambos serdo investigados, pois nosso modelo neste estudo € uma linhagem de
células de bronquios normais, enquanto a ceélula controle € uma linhagem de
adenocarcinoma KRAS mutada (A549) (35).

2.2 Defesas do Sistema Respiratorio

O tecido do sistema respiratorio € composto por diferentes tipos celulares que
formam a interface entre o [limen e o parénquima, desde a passagem nasal até os
alvéolos. E o local de contato de todas as substancias que entram pela inalagéo e,
portanto, atua como uma barreira fisica e imunoldgica que protege o organismo de
substancias exégenas (35).

Com base nas caracteristicas anatdmicas e funcionais, o pulmdo pode ser
dividido em trés dominios epiteliais com composicao distinta de tipos de células
epiteliais: a via aérea cartilaginosa proximal (traqueia e brénquios), bronquiolos distais
(bronquiolos, bronquiolos terminais e bronquiolos respiratorios) e espacos aéreos de
troca gasosa (alvéolos) (36).

Na zona condutora, a via aérea proximal é revestida por células epiteliais
colunares pseudoestratificadas, predominantemente, incluindo células basais,

exodcrinas, ciliadas e caliciformes e intercaladas com glandulas submucosas abaixo
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do epitélio superficial. Nas vias aéreas distais (bronquiolos), células secretoras,
células ciliadas, neuroendocrinas e caliciformes sdo as principais populacfes
celulares. Na zona respiratéria, o epitélio alveolar € revestido por pneumdcitos
alveolares cuboidais tipo Il, produtores de surfactante, e pneumdécitos alveolares

escamosos tipo |, de troca gasosa (Figura 4) (36, 37).

Figura 4: Representacdo do epitélio das vias aéreas
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Figura 4. Representacdo esquematica do epitélio das vias aéreas, desde a traquéia até os alvéolos.
Fonte: Adaptado de Bennet et al. (2021) (38)

A extensa superficie epitelial do trato respiratério entre o nariz e os alvéolos é
exposta diariamente a patdgenos virais e bacterianos, particulas e material gasoso
com efeitos potencialmente nocivos. Em resposta, o organismo desenvolveu uma
série de mecanismos de defesa para proteger as vias aéreas, mantendo os pulmdes
em uma condicdo quase estéril. A defesa pulmonar envolve tosse, barreiras epiteliais,
producdo de mucina e proteinas bactericidas e mecanismos imunolégicos (35, 39).
Toxinas inaladas, como fumaga de cigarro, danificam as juncfes que mantém as
células epiteliais unidas, resultando em um epitélio permeavel, hiperproliferativo e

anormalmente diferenciado (35).
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O mecanismo de defesa primario das vias aéreas € o transporte mucociliar. As
células epiteliais tém cilios bem desenvolvidos e produzem muco composto
principalmente de glicoproteinas, como a mucina. Corpos estranhos que ficam presos
na camada de muco sdo levados em direcdo a boca pelo movimento ciliar, onde
podem ser deglutidos ou expelidos pela tosse ou pelo espirro (39, 40). Algumas
mucinas estdo associadas as células e sdo necessarias para manter a homeostase
de hidratacdo das vias aéreas para a motilidade ciliar normal, enquanto as mucinas
secretadas para formar uma fase de gel, liberadas pelas glandulas submucosas e
células caliciformes, sdo fundamentais para a limpeza de microorganismos e
poluentes das vias aéreas, via aparelho mucociliar (41).

As particulas do PM maiores que 10 um geralmente ficam presas no nariz e na
garganta e ndo chegam nos pulmdes. Particulas menores que 10 um, mas maiores
que 2 1 m, se depositam na arvore tragueobrénquica e séo eliminadas pelo transporte
mucociliar. Particulas menores ainda, ultrafinas, podem atravessar as vias aéreas e
se depositar na regido alveolar (23), sendo necessaria a presenca do sistema de
defesa imunoldgica nas vias aéreas (40).Nesta regido, células fagocitarias, incluindo
neutroéfilos e macrofagos, séo recrutadas por citocinas e quimiocinas e engolfam essas
particulas por fagocitose. O transporte mucociliar entdo transporta neutrofilos e
macrofagos carregados de particulas (23, 40). Defeitos neste mecanismo podem levar
a infeccBes recorrentes, como visto em pacientes com fibrose cistica, doenca
pulmonar obstrutiva crénica (DPOC) e discinesia ciliar (35).

A homeostase imune pulmonar é mantida tanto pelos leucdcitos locais e
recrutados, quanto pelas proprias células epiteliais pulmonares, que sao
imunologicamente ativas e capazes de secretar citocinas que influenciam os
leucdcitos vizinhos (42). Estudos de cultura de células mostraram que células
epiteliais bréonquicas humanas estimuladas com extratos de poluentes produzem
guantidades aumentadas de citocinas pro-inflamatérias, incluindo IL-1a, IL-183, IL-6,
IL-8 e GM-CSF (21).

Além das células epiteliais brénquicas, a mucosa respiratéria consiste em
células imunes residentes, como macréfagos alveolares, células dendriticas,
granulécitos, como os neutréfilos, e células da imunidade adaptativa, como linfocitos
T e B (21). As células dendriticas sdo uma populacédo de células apresentadoras de

antigeno, altamente especializadas, capazes de apresentar peptideos ligados as
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proteinas do MHC (complexo de imuno-histocompatibilidade) da sua superficie e sdo
as ceélulas imunes mais importantes para a ativacao de linfécitos T, representando
uma ponte entre a imunidade inata e adaptativa (21, 43).

No pulmdo humano, os linfocitos sdo organizados em tecidos linfoides
secundarios e terciarios. Apés a ativacdo antigénica, os linfécitos T pulmonares
adquirem a capacidade de produzir um amplo repertério de citocinas. Essas moléculas
atuam como mediadores criticos das funcdes celulares e das comunicacfes célula-
célula, influenciando muitas propriedades fisiolégicas do tecido, incluindo proliferacéo,
diferenciacéo e ativac@o de outras células imunocompetentes (44).

As células T produtoras de citocinas podem ser subdivididas em tipos de
células, com base no padrao de producao de citocinas. Os linfécitos TH1 secretam IL-
2, IL-12, IFNy e TNFP, enquanto os linfécitos TH2 produzem IL-4, IL-5, IL-6, IL-9 e
IL10. Ambos os tipos de células produzem GM-CSF e IL-3 (44). Além desses, as
subpopulacdes de células TH17 produzem IL-17, IL-21 e IL-22 e sdo capazes de
mediar a inflamacao crénica, enquanto os linfécitos T reguladores (Treg) tem fungéo
de suprimir respostas imunes superreativas/ autoimunes e podem induzir a producéo
de IL-10, por exemplo (45).

Contudo, as células imunes de “primeira resposta” nos pulmdes séo as células
imunes inatas nas vias aéreas, como macrofagos alveolares e neutréfilos, que podem
responder rapidamente a patégenos inalados (21). Os neutréfilos desempenham uma
ampla gama de funcdes, desde eliminacéo bacteriana a reparacao tecidual, e apesar
de serem considerados células imunes de curta duracdo, no contexto de inflamacgéo
e doencas pulmonares cronicas a sua vida util é prolongada devido a resisténcia a
apoptose (46). Além disso, neutréfilos produzem proteases inflamatérias, como a
elastase, que estd envolvida em mecanismos pro-inflamatorios, facilita a
transmigracao de leucdcitos e regula a expressao de mucinas (41).

O pulmao contém dois subconjuntos de macro6fagos diferentes, com base na
posicdo e funcdo anatdmicas: macréfagos intersticiais e macrofagos alveolares. As
subpopulacdes e caracteristicas fisiologicas dos macréfagos intersticiais estdo sendo
gradualmente elucidadas, enquanto o0s macrofagos alveolares ja sdo mais
conhecidos. Os macréfagos alveolares, por sua vez, possuem duas subpopulacfes
distintas: macréfagos alveolares residentes em tecido e macréfagos alveolares

derivados de mondcitos (47).
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Embora a plasticidade dos macréfagos envolva mecanismos complexos e
dependentes do ambiente em que eles se desenvolvem, os macrofagos geralmente
sao distribuidos em dois fenétipos distintos: “M1”, pré-inflamatério, em resposta a
estimuladores como IFN-y, GM-CSF (fator estimulador de colénias de granulécitos e
macréfagos) e LPS (lipopolissacarideos), apresentando atividade bactericida e
tumoricida, gerando espécies reativas de oxigénio e 6xido nitrico e produzindo alto
nivel de citocinas pro-inflamatérias, como TNF-a e IL-6, configurando assim uma
resposta do tipo TH1; e “M2”, anti-inflamat6rio, em resposta ao M-CSF (fator
estimulante de col6nia de macréfago) e citocinas anti-inflamatérias como IL-13 e IL-4,
tendo papel central na reparacdo do tecido, remodelamento e cicatrizacao,
promovendo uma resposta do tipo TH2 (10, 48, 49).

Quando ocorre infeccdo ou lesdo, os mondcitos migram para a cavidade
alveolar e se diferenciam em macréfagos derivados de mondécitos. Devido a sua
origem, esses macréfagos sdo mais suscetiveis de assumirem diferentes fenotipos
em resposta aos estimulos do microambiente do que os macréfagos alveolares
residentes nos tecidos, que parecem ter menor capacidade de resposta e plasticidade
limitada, sendo mais restritos a um fendtipo “M2”, anti-inflamatorio (47).

A inflamacdo € um mecanismo de defesa natural do corpo para remover
estimulos nocivos, como patégenos, substancias irritantes e células danificadas e
iniciar o processo de cicatrizagdo. Inicialmente, a inflamacao é um processo benéfico
gque ajuda a conter a regido lesionada e permite que o resto do sistema imunologico
se mobilize para curar as lesdes. Por outro lado, o processo inflamatério a longo prazo
se transforma em um problema e ndo em uma solucdo. Tecidos cronicamente
inflamados normalmente recrutam células imunes da corrente sanguinea para
amplificar a resposta inflamatéria, mas sua permanéncia prolongada na regido
inflamada pode destruir tecidos saudaveis circundantes em uma tentativa fracassada
de iniciar o processo de cicatrizacao (50).

A inflamacéo das vias aéreas geralmente é causada por patdgenos ou pela
exposicao a toxinas, poluentes e alérgenos. A inalacdo de poluentes existentes no
ambiente causa danos celulares no tecido pulmonar e contribui para o agravamento

de doencas crbnicas, como asma e DPOC (50).
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2.2.1 Poluicao atmosférica e defesa imune inata

As particulas da poluicdo atmosférica podem se depositar no epitélio das vias
aéreas e interagir tanto com o epitélio, quanto com os leucdcitos residentes e
desencadear respostas imunes (Figura 5). Os componentes da poluigao estimulam as
células através de uma variedade de mecanismos de detecc¢do celular, incluindo Toll-
Like Receptors (TLRs), vias de deteccdo de ERONSs e vias de deteccdo de HPAs,
como o receptor de aril. Estes, por sua vez, ativam cascatas de sinalizacao intracelular

pro-inflamatérias, como a via NFKB e MAPK (21).

Figura 5: Exemplo de atuacdo do PM nas vias aéreas
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Figura 5: Atuacdo do PM no epitélio das vias aéreas. O PM pode sensibilizar diretamente as células do
préprio epitélio das vias aéreas, as células dendriticas e os macréfagos. A comunicacao entre as células
que primeiro foram sensibilizadas vai ativar novas células e iniciar a resposta imune, como as células
linféides inatas e as células T. Fonte: Adaptado de Glencross et al. (2020).

O PM pode gerar espécies reativas oxidantes, sendo bem conhecido por causar
estresse oxidativo e reducao de antioxidantes enddgenos. O estresse oxidativo pode
induzir a sinalizagcdo de NFkB e AP-1, bem como transcricdo de genes contendo o
promotor do elemento de resposta antioxidante (ARE). Nrf2 é o principal fator de
transcricdo que atua nas sequéncias do promotor ARE para aumentar a expressao do
genes antioxidantes (21, 51) e pode interagir com as vias de sinalizagao NFkB e MAPK
(21).
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Os HPAs na poluicéo do ar, principalmente em DEP, podem se ligar ao AhR e
alterar a homeostase imune pulmonar, ja que o receptor possui sinalizacéo cruzada
com varios fatores de transcri¢gao inflamatérios e antioxidantes, como RORyt, STAT1,
Nrf2 e NFkB (21). Estudos com BEAS-2B expostas ao DEP indicam que essas
particulas foram capazes de gerar resposta imune no modelo de células de vias
aéreas, indicando que elas podem acionar as defesas imunoldgicas do sistema
respiratorio. Foi encontrado aumento na producao de IL-6 e IL-8 (11 e 4 vezes,
respectivamente) apds 24 ou 48 h de exposi¢do ao DEP (52).

Existe ainda a possibilidade de que o AhR participe da formacé&o da barreira de
mucina no pulméo tanto durante a homeostase, quanto durante a infeccdo, por
influéncia de ligantes endogenos (53). Sendo o AhR um regulador de uma das
principais vias de metabolismo de HPAs, pode-se dizer que o AhR possui uma
possivel funcdo imunomodulatéria no sistema respiratério quando exposto aos HPAs
da poluicdo atmosférica.

A inalacdo constante de PM pode causar um desajuste no funcionamento do
aparelho mucociliar e exacerbacdo das defesas imunes no pulméo. A antracose
pulmonar € caracterizada pela formacao de pigmentacéo preta na mucosa brénquica,
resultado de particulas inaladas que ndo foram removidas pelas defesas do sistema

respiratério (54, 55).

2.3 Fisiopatologia da antracose

Antracose € o termo usado para descrever a pigmentacdo preta dos pulmdes
e arvore traqueobrdnquica causada pelo depdsito de particulas de carbono inaladas.
Se trata de uma lesdo pulmonar caracterizada por pigmentacdo das células por
particulas de carvao endocitadas e tem sido encontrada tanto em pulmdées quanto em
linfonodos (1, 47, 55). Em termos fisioldgicos, ndo ha alteracdo diretamente
relacionada a antracose, mas geralmente est4 associada a proliferacdo da mucosa,
causando obstrucao (antracofibrose), sendo tosse e dispneia 0s principais sintomas
dessa condicéo (1, 55).

Geralmente a antracose esta relacionada a exposicdo ocupacional de
carvoeiros e mineradores e exposicdo domeéstica em areas rurais de paises em
desenvolvimento (1, 55), de pessoas com histérico de tabagismo (47), em

trabalhadores de mineracéo, populacdes de grandes centros urbanos ou em areas
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com altos indices de poluentes atmosféricos, (4, 56, 57). A poeira de carvdo pode
conter silica livre, que pode desencadear inflamacdo nos alvéolos, proliferacdo de
fibroblastos, deposicdo de matriz extracelular e eventualmente resultar em fibrose
pulmonar difusa (58, 59).

Contudo, outros elementos como ferro, cadmio, chumbo, silica, fenol,
hidrocarbonetos e outras substancias organicas e inorganicas derivadas da poluicao
atmosférica também podem causar essa pigmentacao. A inalacdo de poeira gerada
pela mineracdo de carvdo pode levar ao desenvolvimento de doencas pulmonares,
como bronquite cronica, enfisema, fibrose difusa relacionada a poeira, além da
pneumoconiose classica dos trabalhadores de carvdo. A exposicéo a poeira também
pode afetar a funcdo pulmonar de mineiros em um padréo semelhante ao da DPOC,
principalmente para aqueles que s&o fumantes (60-63).

A doenca pulmonar de mineradores de carvao e outros trabalhadores expostos
a poeiras de minas demonstra o acumulo inicial de particulas de poeira, macrofagos
e outras células inflamatérias. Amoli et al. (2009) (5) reportaram 102 casos de
mudancas crénicas das vias aéreas com depdsitos antracéticos significativos, em que
as mulheres (n = 60) foram expostas a inalacdo de fumaca interna a longo prazo,
devido a queima de carvao advinda da exposi¢ao durante o cozimento de péo caseiro,
e 0s homens (n = 42) tinham uma variedade de atividades que envolviam inalagao
ocupacional de fumaca. A histopatologia do tecido pulmonar mostrou particulas
semelhantes a carbono dentro do citoplasma dos macrofagos na parede bronquica e
particulas livres nos linfonodos mediastinais.

Em 1963, Zeidberg e Prindle (64) sugeriram que a antracose pleural poderia
servir como um indice de exposi¢ao a poluicdo do ar e concluiu que o valor depositado
nos pulmodes teve associacao positiva com o tempo de exposicao (tempo de vida na
cidade), com a ressalva de que o tabagismo ndo foi considerado. A exposicdo a
poluicdo atmosférica dos centros urbanos, associada ou ndo ao uso do tabaco, tem
sido indicada como uma das causas da antracose nos individuos. Por exemplo, um
estudo feito por Souza et al. (1998)(6), constatou que moradores ndo-fumantes de
Guarulhos, regido metropolitana de Sao Paulo, que vivem em ambiente poluido,
apresentaram maior quantidade de pigmento de carbono em sua parede

tragqueobrdnquica, quando comparados a moradores nao-fumantes de regides menos
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expostas a poluicdo, em Ribeirdo Preto e Ourinhos, sugerindo que a antracose pode
representar um marcador de exposicao a poluicdo atmosférica.

A quantidade de carbono negro acumulado nos macrofagos das vias aéreas
esta associada a variagfes regionais de concentracdo de particulas de poluicdo
ambiental em criancas (65) e adultos (66) e, portanto, a antracose pode ser
considerada como uma variavel de longo-termo de acumulo de carbono negro no
parénquima pulmonar (3).

Recentemente, nosso grupo de pesquisa realizou um estudo baseado em
autopsia, com moradores da cidade de S&o Paulo, para verificar se a exposi¢do a
poluicdo atmosférica urbana esta associada ao grau de antracose pulmonar. Os
resultados indicam que a proporgdo de antracose na superficie pleural dos pulmdes
esta positivamente associada a idade e a exposicdo ao ar poluido derivado do trafego,
sugerindo um padrdo dependente do tempo (Figura 6). (3).

Figura 6 — Histoquimica microscopica representativa de antracose
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Figura 6: Histoquimica microscopica representativa de antracose (manchas pretas) no lobo pulmonar
superior. A, B e C sdo imagens do lobo superior de uma mulher de 78 anos (sempre residindo em S&o
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Paulo), ndo fumante, dona de casa e falecida por infarto do miocardio. Os painéis D, E e F representam
imagens do lobo superior de uma mulher de 67 anos (com apenas 1 ano de residéncia em Sao Paulo),
tabagista com 1,5 macos-ano, dona de casa e falecida por tromboembolismo pulmonar. Fonte: Takano
et al. (2019).

Lesbes malignas associadas a antracose foram relatadas esparsamente,
apesar de ndo haver associacdo epidemiolégica ou etiologica entre antracose e
cancer de pulmao (1) Jamaati et al. (2017)(54) avaliaram o nivel de expressao do gene
LUNX, marcador tumoral em cancer de pulméao, e dos genes supressores de tumor
P16 e CDH1 em lesdes antracoticas e tecidos saudaveis adjacentes, para avaliar a
correlacdo da antracose com cancer de pulméo de células ndo pequenas. Os autores
encontraram diminuicdo da expressao de P16 e CDH1 e o aumento da expressao de

LUNX no centro das lesdes antracoticas, em comparagcdo com as margens.

3 JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS

Elucidar os mecanismos moleculares que ocorrem nas células do pulmao e
macrofagos na antracose € de extrema importancia para ajudar a esclarecer a
fisiopatologia das doencas respiratérias causadas pela inalacdo de xenobioticos.
Diante do que foi exposto nesta revisdo bibliografica, ha diversos estudos que
relacionam a exposicado a poluicdo atmosférica a casos de cancer de pulmao, ou
modificacdes genbmicas que podem aumentar o risco de desenvolvimento de cancer.
Entretanto, apesar de existir uma relacao entre exposicédo ao PM/ lesdes antracéticas/
expressdo de genes tumorais (54), ainda ndo ha estudos que mostram o efeito do
extrato de antracose diretamente na expressdo de oncogenes em co-cultura de
células de epitélio respiratdrio e macrofagos. Uma vez que esses compostos ja foram
metabolizados, mas permanecem no epitélio pulmonar por muito tempo, a hipétese
desta pesquisa é que o material proveniente da antracose ainda pode conter
substancias que danificam as células, podendo promover alteracbes nas cadeias de
DNA de células saudaveis, nao representando apenas um ‘“imprinting” do PM

metabolizado.

3.1 Objetivo Geral
Avaliar o potencial toxico do material antracotico total extraido de pulméo
acessando a expressao de oncogenes classicos e o perfil de citocinas em co-cultura

de células de via aérea (BEAS-2B e A549) e macrofagos.
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3.2 Objetivos especificos

e Estudar a composicdo de HPAs do Material Particulado da Antracose.

e Verificar a citotoxicidade das particulas, analisando o metabolismo e viabilidade
celular das linhagens pulmonares e dos macréfagos;

e Avaliar a expressdao dos oncogenes TP53, PTEN, EGFR e PIK3CA em
linhagens de células pulmonares em co-cultura com macrofagos apds a
exposicao ao material particulado da antracose;

e Avaliar a expressao dos genes CYP1Al e CYP1B1, relacionados ao receptor
Aril, principal via de metabolismo de xenobiético dos HPA;

e Verificar a a polarizacdo dos macréfagos em anti-inflamatério (M2) ou
inflamatorio (M1) apds a exposicao as particulas;

e Avaliar a producdo de citocinas nas co-culturas, pesquisando também perfil

inflamatoério e anti-inflamatorio.

4 MATERIAL E METODOS

4.1 Coleta das particulas
Para este trabalho foram utilizados dois tipos de particulas: o material
particulado da antracose, principal foco do estudo, e material particulado de diesel,

utilizado como um controle positivo para antracose.

4.1.1 Material Particulado do Diesel (DEP)

O Material Particulado de Diesel (DEP) foi escolhido como um controle positivo
para este estudo, por se tratar de uma particula ambiental. O DEP foi coletado em
2015 a partir de um motor a diesel, com o auxilio de um retentor de particulas acoplado
ao escapamento do veiculo. O retentor de particulas consiste de um filtro bi-metalico
gue cria um campo capaz de reter o MP emitido a partir do escapamento. O aparelho
foi desenvolvido pelo Prof. Paulo Roberto da Conceigéo.

O veiculo escolhido era um 6nibus Volkswagen, ano 2004, motor MWM x-10, 6
cilindros. Trata-se de um 6nibus de uma companhia privada, que circula no bairro
Campo Belo, regido sul da cidade de Sao Paulo. O 6nibus circula cerca de 100 a 150
km/dia e o retentor de particulas ficou acoplado ao escapamento por 1 semana.

A caracterizacdo deste material esta publicada (51), pois foi realizada durante
o trabalho de meu mestrado.
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4.1.2 Material Particulado da Antracose (MPA)

O material particulado da antracose utilizado nesse estudo foi coletado a partir
de pulmdo de pacientes que foram a o6bito e foram encaminhados ao Servico de
Verificacdo de Obito da Capital (SVO), na Faculdade de Medicina da Universidade de
Sao Paulo. Os individuos escolhidos foram adultos, ndo fumantes e que residiam na
cidade de Séo Paulo ha pelo menos 5 anos. No periodo de agosto de 2019 até outubro
de 2019, foram coletadas amostras de tecido pulmonar e linfonodos de 36 casos do
SVO.

4.2 Extracdo do MPA

4.2.1 Digestéo dos pulmdes

O protocolo para extracdo do material particulado de antracose (MPA) foi
adaptado de Catarino et al. (2017)(67). Por se tratar de um protocolo novo, € inevitavel
gue alguns padrdes sejam definidos empiricamente, por isso, alguns casos foram
perdidos no inicio da padronizacédo, restando um total de 33 casos para serem
processados. Os fragmentos de linfonodo e pulméo foram pesados, picotados e
permaneceram sob agitagao “overnight” em uma solugéo de 1,5 mL de Corolase 7089
em 100 mL de agua MiliQ. O sistema foi aquecido a 60°C por 24 horas (Figura 7).
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Figura 7 — Etapas de extracdo do material particulado da antracose

Dia 1

Casos 10733, 9388 e 9760 Inicio da agitacao 20 minutos apos
com solugao de o aquecimento
Corolase 7089
Dia 2

Apos agitagao overnight Material digerido
coletado e armazenado a
—-20°C

4.2.2 Lavagem, liofilizacao e esterilizagdo do MPA

Apos a digestdo do material biol6gico, a fase liquida resultante foi centrifugada

a 5000 rpm por 10 minutos (2x), resultando em um precipitado preto (MPA). Para

retirar residuos de Corolase, o particulado preto foi lavado 2 vezes com meio de

cultura e 2 vezes com PBS 1X (Figura 8), por meio de centrifugacéao (5000 rpm, 5

minutos).
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Figura 8 — Lavagem do MPA. O pellet foi armazenado a -20°C para processo de

liofilizacao.

C

MPA apés a 2@ MPA ap6s a 22 MPA na 12 MPA na ultima
centrifugacdo lavagem com lavagem com lavagem com
meio de cultura PBS 1x PBS 1x

O MPA lavado foi armazenado a -20° C e posteriormente congelado em
nitrogénio liquido por alguns segundos, como preparo para liofilizacdo. Apos 4 horas
no liofilizador (Figura 9), as amostras estavam em forma de p6 e foram armazenadas
no dessecador. O peso total dos fragmentos de pulmé&o e linfonodo coletado foi de
141,55 g e o0 peso de po preto obtido ao final da digestéo foi de 797,3 mg.
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Figura 9 — Liofilizagcdo do MPA

Liofilizador LJJ02 — Laboratério de Patologia Amostras de MPA sendo liofilizadas por 4
Ambiental Experimental horas

MPA Liofilizado

7

O MPA, assim como o DEP, ndo é considerado um material estéril para
exposicdo em cultura de células, por isso foi realizada descontaminacao por irradiacdo
gama no aparelho GAMMACELL (IPEN-USP), com dose de 25 KiloGrays por 60
horas, a mesma usada para irradiacdo na industria alimenticia, que permite a
eliminagdo de populagcdes de microrganismos que promovem deterioragdo dos
alimentos (esterilizacdo industrial para carne de vaca e de frango, frutos do mar e
dietas hospitalares) (68, 69).

4.3 Caracterizacao das particulas
Apds o processo de descontaminagdo do MPA e do DEP, as particulas foram

caracterizadas quimicamente, com controle antes e depois do processo no IPEN.

4.3.1 Compostos organicos

A determinacao de Hidrocarbonetos Policiclicos Arométicos (HPA) foi realizada
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no Laboratério de Quimica e Manufaturados/Bionanomanufatura do Instituto de
Pesquisas Técnoldgicas - IPT.

Cerca de 100 mg de amostra foi pesada em um frasco e adicionada uma
aliquota da solucdo de recuperacdo (contendo Terfenil-D14 na concentracdo de 1
pug/mL). A amostra foi extraida com duas porc¢des distintas de 10 mL de diclorometano
por 30 minutos em banho de ultrassom e o extrato foi concentrado em evaporador
rotativo até 1 mL. Em seguida, foi adicionado uma aliquota da solucdo de padrao
interno (contendo naftaleno-D8, fenantreno-D10, criseno-D12 e perileno-D12 na
concentracdo de 1 pg/mL). O extrato foi entdo analisado por cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massas.

Para certificar de que a irradiacdo néo altera a natureza dos compostos, tanto

o DEP quanto o MPA foram analisados com e sem a dose de irradiacdo supracitada.

4.4 Grupos de estudo
A tabela 3 resume os grupos de estudo considerados para este trabalho:

Tabela 3 - Grupos de estudo

Grupos Descrigao

Cultura de células BEAS-2B apenas com meio de
cultura

Co-cultura de células BEAS-2B e macrofago tipo 1
apenas com meio de cultura

Co-cultura de células BEAS-2B e macrofago tipo 2
apenas com meio de cultura

BEAS-2B
CCMi1B
CCM2B

BEAS-2B MPA Cultura de células BEAS-2B expostas ao MPA

Co-cultura de células BEAS-2B e macréfago tipo 1
expostas ao MPA

Co-cultura de células BEAS-2B e macréfago tipo 2
expostas ao MPA

CCM1B MPA
CCM2B MPA

BEAS-2B DEP Cultura de células BEAS-2B expostas ao DEP

Co-cultura de células BEAS-2B e macrdéfago tipo 1

CCM1B DEP expostas ao DEP
CCM2B DEP Co-cultura de células BEAS-2B e macréfago tipo 2
expostas ao DEP
A549 Cultura de células A549 apenas com meio de cultura
CCMIA Co-cultura de células A549 e macréfago tipo 1 apenas

com meio de cultura
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Co-cultura de células A549 e macréfago tipo 2 apenas

CCM2A .
com meio de cultura

A549 MPA Cultura de células A549 expostas ao MPA
Co-cultura de células A549 e macréfago tipo 1 expostas
ao MPA

Co-cultura de células A549 e macréfago tipo 2 expostas
ao MPA

CCM1A MPA
CCM2A MPA

A549 DEP Cultura de células A549 expostas ao DEP
Co-cultura de células A549 e macrofago tipo 1 expostas
ao DEP

Co-cultura de células A549 e macréfago tipo 2 expostas
ao DEP

CCM1A DEP

CCM2A DEP

4.5 Cultura de células

4.5.1 Cultivo e manutencao de BEAS-2B

As BEAS-2B (Sigma Aldrich) foram cultivadas em frasco de cultura de 25 cm?
contendo meio de cultura LHC-9 (Gibco, Life Technologies), em camara umida a 37°C
com 5% de CO.. Para expandir a linhagem celular, uma vez atingida a confluéncia de
80- 90% no frasco de cultura, foi feita a passagem das células para um frasco novo.
As células foram lavadas com PBS e incubadas com tripsina - EDTA 0,5% (Gibco-
BRL, USA) a 37°C até se destacarem do frasco. Para inativar a agdo da tripsina foi
adicionado soro fetal bovino (SFB) na mesma proporcao. As células foram entédo
centrifugadas a 2000 rpm por 5 minutos, em seguida o sobrenadante foi removido e o
pellet ressuspendido em meio de cultura. O meio contendo as células em suspenséao
foi distribuido para 2 novos frascos de cultura de 75 cm?. Ao atingir a 42 passagem,
as células foram congeladas em tubos criogénicos, utilizando meio congelante (50%
SFB; 40% LHC-9; 10% DMSO). Os tubos foram mantidos por 24h a -80° C e depois
foram transferidos para nitrogénio liquido. A linhagem expandida foi utilizada para os

estudos, ou seja, todas as células proviam da mesma expansao original.

4.5.2 Cultivo e manutencao de A549

As células de adenocarcinoma pulmonar foram gentiimente doadas pelos
pesquisadores do Laboratério de Biologia Molecular do Cancer (LBMC), do
Departamento de Bioquimica do Instituto de Quimica — USP. As A549 foram cultivadas

em frasco de cultura de 75 cm? contendo meio de cultura RPMI (Lonza) suplementado
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com 10% de soro fetal bovino (SFB), em camara umida a 37°C com 5% de CO..
Também para expandir a linhagem, as células em passagem 11 foram cultivadas nos
frascos até atingirem 80-90% de confluéncia. As células foram recuperadas usando
tripsina, posteriormente inativadas com soro fetal bovino, centrifugadas e semeadas
para frascos novos, até o momento do congelamento na passagem 15.

As células Ab49 foram utilizadas neste estudo porque sao células
transformadas e podem fornecer uma via de comparacao com as células de brénquios

normais.

4.5.3 Obtencéao de células mononucleares de sangue periférico

O sangue foi coletado de individuos saudaveis e sem historico de tabagismo,
em 7 tubos de heparina sédica de 9 mL. Os individuos escolhidos foram membros do
grupo de pesquisa, alunos de iniciacdo cientifica e alunos de pdés-graduacdo do
departamento. As PBMCs foram separadas por densidade com HISTOPAQUE-1077
(d-1,077, Sigma Aldrich) na razdo de 1:1. Ap6s a centrifugacdo a 1000 g por 20
minutos, as PBMC foram coletadas e lavadas em PBS gelado trés vezes, em duas
velocidades decrescentes de centrifugacédo (1x 600 g por 10 minutos e 250g duas
vezes por 10 minutos) para remocao das plaqguetas e do ficoll residual. Em seguida, a
concentragéo e viabilidade foi determinada pela contagem em hemocitdmetro com
corante Trypan Blue. As células foram distribuidas de forma homogénea nas placas,
com RPMI sem SFB e apo6s o periodo de 1:30 h, o meio de cultura foi trocado para
remocao das células ndo aderidas. Cada experimento foi realizado individualmente

para cada voluntario.

4.5.3.1 Cultivo e manutencdo de macrofagos derivados de mondcitos

Apods os procedimentos descritos acima, as células ficaram por 72 horas com
meio condicionado, em camara Umida a 37°C com 5% de CO.. Para a diferenciacéo
para macréfagos, os mondcitos foram incubados em RPMI 10% SFB suplementado
com M-CSF (50 ng/mL, Peprotech, USA) e IL-6 (25 ng/mL, Peprotech, USA) para a
polarizacéo ao perfil M2 ou GM-CSF (50 ng/mL, Peprotech, USA), para a polarizacao
ao perfil M1. No terceiro dia de cultivo, novamente o meio foi trocado e foi realizado
um reforgo das citocinas, trocando metade da quantidade de meio por meio fresco +
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citocinas. Apos 5 dias de cultivo, as células estavam prontas para os procedimentos

experimentais (Figura 10).

Figura 10: Macréfagos derivados de mondcitos em cultura

Macrofagos induzidos com GM-CSF 50 Macrofagos induzidos com M-CSF 50
ng/mL — M1 ng/mL e IL-6 25 ng/mL - M2

Aumento 200X

Os macrofagos sao células que apresentam plasticidade, portanto, é natural
que as populacdes apresentem fendtipos mistos. Portanto, neste trabalho os
macrofagos pré-induzidos com GM-CSF serdo denominados M1 e os pré-induzidos

com M-CSF e IL-6 serdo denominados M2, por convengao.

4.5.4 Estabelecimento das co-culturas

Para a co-cultura, as células BEAS-2B foram semeadas nas placas em que 0s
macréfagos ja estavam sendo cultivados por 5 dias. A proporcao utilizada foi de 2:3,
sendo aproximadamente 2x10° de macréfagos para 3x10° de BEAS-2B, totalizando
em torno de 5x10° células em cada poco, da placa de 12 pocos. A co-cultura foi
mantida por 24 horas com LHC-9 antes das exposic¢oes.

O procedimento para co-cultura de A549 é basicamente o0 mesmo das BEAS-
2B, com excecao de que ndo ha substituicdo do meio de cultura utilizado, pois ambos

os tipos celulares se mantém em RPMI 10% SFB.

4.5.5 Exposicdo das células e co-culturas as particulas

Apoés 24 horas de co-cultura, as células foram expostas a MPA e DEP na
concentracdo de 50 pug/mL por 24 horas. Ao final da exposi¢cao, o sobrenadante de
cada grupo foi coletado, centrifugado a 2000 rpm por 5 minutos e armazenado a -80°
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C, para futuras analises. As células foram tratadas com reagente TRIzol® (Thermo

Scientific) e seguiu-se para os procedimentos de coleta de RNA.

4.6 Testes de citotoxicidade
Os ensaios de citotoxicidade foram realizados nas linhagens celulares
individualmente, ou seja, ndo foram realizados em co-culturas, uma vez que as células
em cultura sdo muito parecidas e dificilmente percebidas ao microscopio (Figura 11),
0 que poderia gerar confusédo caso houvesse morte ou metabolismo diferenciado de
apenas um tipo celular.
Figura 11: Co-cultura de macréfagos com A549
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4.6.1 Ensaio MTT

Para avaliar se as particulas MPA e DEP sao capazes de causar algum efeito
no metabolismo das células BEAS-2B, foi realizado o teste do MTT (brometo de [3-
(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil tetrazolium]), um ensaio colorimétrico que avalia a
capacidade das enzimas dependentes de NAD(P)H de converter o corante MTT em
formazan, um composto arroxeado.

As células foram cultivadas em meio LHC-9 (BEAS2-B) ou RPMI 10% SFB
(A549) e plaqueadas em confluéncia minima de 80%, em placas de 24 pogos. As
exposicdes ocorreram nas concentracdes de 10, 50 e 100 pg/mL, por 24 horas. Apés
as exposicoes, as células foram submetidas a 0,5 mL de meio de cultura contendo
20% de MTT 2,5 mg/mL. Depois de 4 horas de reacdo, a solugdo de MTT foi
descartada e foram adicionados 0,5 mL de dimetil sulféxido (DMSO), para solubilizar
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os cristais de formazan. A placa ficou sob agitacdo por 10 minutos e depois 0s
sobrenadantes foram centrifugados por 10 minutos a 14000 rpm, para remocao de
particulas remanescentes no sobrenadante. Em nova placa de 96 pocos, a leitura dos
ensaios foi realizada no aparelho ELISA-Spectra Max, nos comprimentos de onda de
570 e 690 nm.

Foram realizados 3 experimentos independentes para as linhagens
imortalizadas (BEAS-2B e A549).

4.6.2 Ensaio LDH

Este teste colorimétrico tem base na medida da atividade da lactato
desidrogenase (LDH) liberada do citosol de células danificadas no sobrenadante. Para
tanto, as células BEAS-2B e A549 foram cultivadas em meio de cultura préprio e
expostas as particulas pelos tempos de 2, 4, 8, 12 e 24 horas, na concentracdo de 50
pug/mL, sendo que em 24 horas, também foi feita a concentracdo de 100 pg/mL. O
teste foi realizado de acordo com as instru¢des do fabricante (Cytotoxicity Detection
Kit — LDH — Sigma Aldrich).

As células foram expostas as particulas e o sobrenadante foi coletado e
centrifugado a 250 g por 10 minutos, para remocao do particulado preto. Para o teste,
100 pL do sobrenadante de cada grupo/duplicata foi transferido para uma placa de 96
pocos, onde foi adicionado 100 pL de reagente em cada amostra e a placa ficou
incubada, protegida da luz, a temperatura ambiente, por 30 minutos. Como sugestao
de controle do fabricante, foi adicionado um grupo a mais, com células tratadas com
a substancia TRITON X, como parametro da liberacdo maxima de LDH. A absorbancia
das amostras foi medida no comprimento de onda 490 nm, com 600 nm de referéncia.

A porcentagem de células vivas foi calculada de acordo com a férmula:

Citotoxicidade (%) = amostra — grupo ndo exposto x 100

TRITON X — grupo néo exposto
Foram realizados 3 experimentos independentes para as linhagens
imortalizadas (BEAS-2B e A549).

4.6.3 Analise estatistica
A andlise estatistica dos experimentos de MTT foi realizada no software Sigma

Plot. Os valores relativos (controle ndo tratado = 1) foram analisados usando o teste
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de variancia One Way ANOVA para dados paramétricos e Kruskall Wallis para dados
nao parameétricos (nivel de significancia p< 0.05), e, quando demonstrada diferenca,
foi realizado o teste de Dunnett para pareamento dos grupos MPA e DEP versus o
controle ndo tratado. Para o ensaio de LDH, foi escolhido o teste Two Way ANOVA
para dados paramétricos (nivel de significancia p< 0.05), considerando os fatores
tempo e tratamento. Quando demonstrada diferenca, foi realizado o teste de Holm-

Sidak pareamento dos grupos.

4.7 Citometria de fluxo

4.7.1 Co-cultura

Apos os 5 dias de inducgéo por citocina, os macrofagos M1 ou M2 plaqueadaos
foram reunidos com as células pulmonares para formacao da co-cultura considerando
0S grupos:

e CCM1B: BEAS 2B + M1 em meio de cultura LHC-9;

e CCM1B MPA: BEAS 2B + M1 em meio de cultura LHC-9 exposta a MPA 50
ug/mL;

e CCM2B: BEAS 2B + M2 em meio de cultura LHC-9;

e CCM2B MPA: BEAS 2B + M2 em meio de cultura LHC-9 exposta a MPA 50
pg/mL.

O DEP nao foi incluido nessa etapa devido a ensaios preliminares que
mostraram o risco da particula de entupir o citbmetro de fluxo. Esses experimentos de
padronizacdo da citometria de fluxo foram conduzidos no laboratério de
imunofarmacologia da professora Sénia Jancar, com o auxilio dos alunos da mesma.

Foram realizados 3 experimentos independentes

4.7.2 Imunofenotipagem de macrofagos expostos ao MPA

Além das células em co-cultura, macréfagos isolados também foram
submetidos ao MPA e realizada citometria. Para estes grupos, foi adicionado extrato
de acaro da poeira doméstica (HDM), gentilmente fornecido pela Prof2 Dr2 Thais
Mauad, como controle para a modulacdo do perfil inflamatorio das células. Apos as
exposicBes dos macréfagos as citocinas de diferenciagéo (5 dias) e ao MPA ou HDM
por 24 horas a 50 pg/mL, os macréfagos foram retirados da placa de 6 pogcos usando

hipotermia e acdo mecanica: a placa ficou em gelo por 40 minutos mantidos sé em
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tampao salina; apos esse periodo, delicadamente, os macrofagos foram retirados dos
pocos usando um raspador de células. A viabilidade foi verificada durante a citometria
com o reagente Live and Dead (LIVE/DEAD™ Fixable Dead Cell Stain Sampler Kit —
Thermo Fischer). Os marcadores utilizados foram:
e CD14 = marcador comum de macro6fago;
e HLA-DR = marcador de perfil M1,
e (CD163 = marcador de perfil M2.
Os marcadores, em suas respectivas dilui¢coes:
e Pe-Cy7 (fluoréforo) = HLA-DR 1:200 pL;
e Alexa 647 (fluoréforo) = CD163 1:200 pL;
e QD 605 (fluoréforo) = CD14 1:200 pL;
e FITC (fluoréforo) = Live and Dead 0,25 pL/mL
Para marcacao, as células foram centrifugadas a 400 x g por 5 min a 4°C,

ressuspendidas em tampéao de coloracdo (PBS 0,1% BSA) e entdo separadas em:
"UN: um tubo com um mix de amostras n&o marcadas;
NMl CTR: macréfagos M1 ndo expostos;
"M1 MPA: macréfagos M1 expostos a 50 ug/mL MPA;
"M2 CTR: macrofagos M2 ndo expostos;

~M2 MPA: macréfagos M2 expostos a 50 ug/mL MPA;

Cada tubo foi incubado com seu respectivo anticorpo (single color), mix de
anticorpos (amostras) ou apenas PBS, (UN), por 30 min a 4°C. Depois da incubacéo,
foi adicionado 3 mL de tampé&o de coloracdo gelado para lavar e os tubos foram
centrifugados a 400 x g por 5 min a 4°C. Depois da lavagem, as células foram
ressuspendidas em 200 pl de PBS para aquisicéo no citdmetro.

Para cada anticorpo do painel (chamados de Single Color), foram utilizadas
beads humanas (BD Biosciences™) para fazer a compensacdo dos fluoréforos do
painel no citbmetro.

As amostras foram analisadas no citbmetro Fortessa localizado no IMT -
Instituto de Medicina Tropical, coletando 500.000 eventos em cada leitura. A
estatistica apresentada foi a fornecida pelo software de analise de citometria

FLOREADA.IO. Foram realizados 3 experimentos independentes.
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4.7.3 Analise estatistica

A porcentagem de células positivas para HLADR e/ou CD163 foi submetida a
analise estatistica realizada no software Sigma Plot. Os parametros considerados
foram o tratamento e a porcentagem de células dentro de cada marcador. Foi utilizado
o teste TwoWay ANOVA para dados paramétricos (nivel de significancia p< 0.05), e
guando demonstrada diferenca foi realizado o teste de Tukey para pareamento dos

grupos.

4.8 Expressao génica

A expressao do RNA mensageiro dos genes CYP1Al, CYP1B1, AGR2, TP53,
PTEN, PIK3CA, e EGFR foi realizada para os grupos de células imortalizadas BEAS-
2B e A549 e suas respectivas co-culturas CCM1 e CCM2, apds exposicdo a MPA ou
DEP a 50 pg/mL por 24 horas.

4.8.1 PCR em tempo real - RT-PCR

Para obtencao de RNA total foi utilizado o kit TRIzol™ Plus RNA Purification Kit
(Invitrogen™). O kit extrai RNA com coluna de silica, além de acompanhar um
tratamento com DNAse para evitar contaminacdo por DNA gendmico (PureLink™
DNase Set - Invitrogen™). A quantidade e integridade das amostras de RNA foram
verificadas no espectrofotometro NanoDrop (Thermo Fisher Scientific). Para
estabilidade das amostras, o RNA total foi convertido em DNA complementar (cDNA),
utilizando o High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems™) e
armazenado a -20°C.

Para deteccéo dos produtos da PCR em tempo real, foi utilizada a tecnologia
de sonda Tagman. Para tanto, as sondas pré-desenhadas (Tabela 4) TagMan™ Gene
Expression Assay (Applied Biosystems™) foram incubadas com o reagente
TagMan™ Fast Advanced Master Mix for gPCR (Applied Biosystems™) em placa de
96 pocos e lidas no aparelho StepOnePlus™ Real-Time PCR System (Applied

Biosystems™),
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Tabela 4 - Sondas utilizadas na reacédo de PCR em tempo real

GENE CODIGO
TP53  Hs01034249 m1l
PTEN  Hs02621230 s1
EGFR  Hs01076090_m1
PIK3CA Hs00907957_m1
AGR2  Hs00356521 m1l
CYP1A1 Hs01054796 g1
CYP1B1 Hs00164383 ml
RPL3a Hs04194366 gl
B2M Hs00187842 m1

4.8.2 Padronizacdo de genes enddgenos

ApOs pesquisa em literatura, foi decidido testar 2 genes enddgenos classicos
para padronizacdo da PCR em tempo real: RPL13a (51), uma proteina ribossomal, e
B2M (70) uma proteina da classe MHC. Os genes enddgenos foram testados

utilizando amostras de cDNA de cada grupo, para cada exposi¢ao.

4.8.3 Anédlise estatistica

O resultado da andlise de RT-PCR foi obtida através do método Pfaffl (71), em
gue a expressao do gene alvo é normalizada por uma amostra de referéncia (controle
nao exposto), derivando um resultado relativo. Os valores relativos (controle n&o
exposto = 1) foram analisados usando o teste de variancia One Way ANOVA para
dados paramétricos e Kruskall Wallis para dados ndo paramétricos (nivel de
significancia p< 0.05), e, quando demonstrada diferenca, foi realizado o testeTukey
para parear 0S grupos.

4.9 Analise de citocinas

O sobrenadante das culturas e co-culturas expostas a 50 pg/mL de MPA ou
DEP foi coletado, centrifugado a 14000 RPM por 10 minutos e armazenado a -80°C,
para posterior andalise das citocinas IFNy, IL-10, IL-18, IL-6, IL-8 e TNF-a. As citocinas
foram analisadas utilizando o ensaio multiplex MILLIPLEX MAP Human

Cytokine/Chemokine Magnetic Bead Panel - Immunology Multiplex Assay (Merck™),
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acoplado a plataforma Luminex® xMAP® em formato beads magnéticas. Os grupos
analisados foram os da tabela 3, incluindo:

e M1CTR;

e M1HDM;

e M1 MPA;

e M2CTR;

e M2HDM,;

e M2 MPA.

4.9.1 Analise estatistica

Os valores da dosagem de citocinas em pg/mL foram analisados usando o teste
de variancia One Way ANOVA para dados paramétricos e Kruskall Wallis, para dados
ndo paramétricos (nivel de significancia p< 0.05), e, quando demonstrada diferenca,

foi realizado o testeTukey para parear 0s grupos.

5. RESULTADOS

5.1 Compostos organicos - HPA

De acordo com os resultados apresentados pelo IPT, ndo houve alteracdo na
composicao ou estrutura das particulas apos irradiacdo com 25 KGy por 48 horas. As
tabelas 5 e 6 mostram a identificacdo dos HPAs presentes nas amostras de MPA e
DEP, comparando amostras irradiadas e néo irradiadas e as figuras 12 e 13 mostram
a caracterizacdo dos HPAs em MPA e DEP, particulas irradiadas versus nédo

irradiadas:

Tabela 5 — Teor de hidrocarbonetos policiclicos aromaticos em amostra de

antracose (HPA)

Hidrocarbonetos Quantidade (Hg/g)

Policiclicos Aromaticos CAS o MPA néo Limite de Limite de_
(HPA) [ e e e irradiado Deteccéo (DL) Quan(t(glljagao
Naftaleno (C10H8) 91-20-3 2.44 £ 0.38 2.46 £ 0.09 0.01 0.1
Acenatftileno (C12H8) 208-96-8 0.47 £0.06 0.33+£0.03 0.01 0.1
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Acenafteno (C12H10) 83-32-9 ND ND 0.01 0.1
Fluoreno (C13H10) 86-73-7 0.54 + 0.23 0.23%0.01 0.01 0.1
Fenantreno (C14H10) 85-01-8 0.53+£0.01 0.48 £0.01 0.01 0.1
Antraceno (C14H10) 120-12-7 <0.1 <0.1 0.01 0.1
Fluoranteno (C16H10)  206-44-0  0.14 +0.01 0.14+0.01 0.01 0.1
Pireno (C16H10) 129-00-0  0.27 +0.01 0.56 £ 0.02 0.01 0.1
Benz(‘é[%aﬂgceno 56-55-3 <0.1 0.11+0.01 0.01 0.1
Criseno (C18H12) 218-01-9 <0.1 0.17 £ 0.05 0.01 0.1
Benz?c[:kzlguHolr%”te”o 207-08-9 ND ND 0.01 0.1
Benz‘(’ggﬁflr%”teno 205-99-2 ND ND 0.01 0.1
Benz(og(')‘fjl’lrg;‘teno 205-82-3 ND ND 0.01 0.1
Be?é‘z’gel_]gg’”o 192-97-2 ND <0.1 0.01 0.1
Be?éggaﬂg;”o 50-32-8 ND <0.1 0.01 0.1
'”de”"([clzfz’a'fg)]p"e”o 193-39-5 ND ND 0.01 0.1
Dibenz(‘é[g’zhﬁzt)raceno 53-70-3 ND ND 0.01 0.1
Benz?c[:‘?’z’gl'jl]fj)”'eno 101-24-2 ND ND 0.01 0.1

Total HPAs - 4.39 4.48 - -

Recuperacao Média (%) - 93 107 - -

ND = nao detectado
Tabela 6 — Teor de hidrocarbonetos policiclicos arométicos em amostra de DEP.
Quantidade (ug/g)
Hidrocarbonetos .
Policiclicos Aromaticos CAS o DEP nio Limite de Limite de_
(HPA) DEPirradiado j giado  Detecgao (DL) Q“a”(g'L‘;aan

Naftaleno (C10H8) 91-20-3 5.17 + 0.03 8.63 + 0.04 0.01 0.1
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Acenaftileno (C12H8)  208-96-8 ND ND 0.01
Acenafteno (C12H10) 83-32-9 0.47 £0.01 0.69 + 0.04 0.01
Fluoreno (C13H10) 86-73-7 0.28 + 0.01 0.44 % 0.02 0.01
Fenantreno (C14H10) 85-01-8 6.69 + 0.02 9.22 £ 0.02 0.01
Antraceno (C14H10) 0120-12-7 ND ND 0.01
Fluoranteno (C16H10)  206-44-0  3.12+0.07 4.28 +0.03 0.01
Pireno (C16H10) 129-00-0  3.00 +0.06 4.52 £0.04 0.01
Benz(‘gi‘]saﬂgceno 56.55-3  0.88+0.0l1  1.22+0.04 0.01
Criseno (C18H12) 0218-01-09  0.81+0.03 0.86 + 0.05 0.01
Benzz’ggg‘:"’lr%”te”o 0207-08-09  0.76+0.03  0.82+0.01 0.01
Be”ZE’([;bZ]g“Holr;‘)”te”O 205-99-2 <01 <01 0.01
Benz("gy(')f{g;‘te”o 205-82-3 <0.1 <0.1 0.01
Benzofe]pireno (C20H12)  192-97-2  0.55+0.05 0.48 £ 0.02 0.01
Benzo[aJpireno (C20H12)  50-32-8 1.21 +0.09 1.12 £0.05 0.01
'”deno(%'zzz’a'fg)]p"eno 193-39-5 <0.1 <0.1 0.01
Dibenz(%[g'zhdﬂt)raceno 53-70-3 <0.1 <01 0.01
Benzz’égz'gﬂ']fj)”'e”o 191-24-2 <0.1 <0.1 0.01
Total HPAs - 23.18 32.46 -
Recuperacdo Média (%) - 110 109 -

0.1

0.1

0.1

0.1

0.1

0.1

0.1

0.1

0.1

0.1

0.1

0.1

0.1

0.1

0.1

0.1

0.1

ND = nao detectado

E possivel observar pela tabela 5 que ndo houve diferenca significativa na
guantidade, nem na natureza do MPA antes e ap0s a irradiacdo, o que significa que a
dose usada para descontaminacdo nédo interfere nas caracteristicas quimicas das
particulas. Quanto as amostras de DEP (tabela 6), coletadas em 2015 conforme
descrito por Frias et al. (2020)(51), ndo sofreram alteragcdes na sua estrutura ou

composicdo apoés a irradiacao de 25 KyG. Em ambas, as quantidades dos demais
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componentes permanecem muito proximas, confirmando que a irradiacdo néo € a
responsavel por nenhuma mudanca na constituicdo das amostras. Lembrando que a
dose de 25 KyG é a mesma usada para irradiacdo na industria alimenticia, que permite
a eliminagcédo de populagdes de microrganismos que promovem decomposi¢cdo dos
alimentos (descontaminacao industrial para carne de vaca e de frango, frutos do mar

e dietas hospitalares) (68, 69).

Figura 12 — Porcentagem dos tipos de HPA quanto ao numero de anéis em amostra
irradiada e néao irradiada

A B
Material Particulado da Antracose (MPA) Material Particulado da Exaustéo do Diesel (DEP)
60 - A0 -
50 B —
30
40 _
=X 30 = 20 |:
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Il 1PA iradiado =1 DEP ndo iradiado
20 - 1 WPA n3o iradiado
10
10 - I H
0 . = 0 . : :
2 3 4 5 6 2 3 4 5 6
Numero de anéis Numero de anéis

Figura 12: A) Porcentagem de HPAs de acordo com o nimero de anéis em MPA B) Porcentagem de
HPAs de acordo com o ndmero de anéis em DEP.

De acordo com a Figura 12 n&do houve diferenca no perfil dos HPAs com ou
sem o procedimento da irradiacdo. Contudo, € possivel observar que DEP possui
HPAs com uma variedade maior de anéis, apresentando espécimes com até 5 aneis

de carbono, enquanto MPA possui a maioria com 2 ou 3 anéis.
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Figura 13 — Relacédo dos HPAs de acordo com o peso molecular em amostra

irradiada e ndo irradiada

A Material Particulado da Antracose (MPA) B Material Particulado da Exaustéo do Diesel (DEP)
Il M PAimadiado
[ MPA ndo iradiado Il CEF iradiado
5 35 [ DEF néc irradiado
4 30
] 25
2] > 20
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=5 = 15
10
11 H 5
D QD 3 QD D 3
v.
Vé\ ’8&\ <R \,é\ Q§\ &Qv.

Figura 13: Relacado entre HPAs de baixo peso molecular (LMW) e alto peso molecular (HMW) para o
teor total na amostra A) MPA irradiado e nao irradiado B) DEP irradiado e ndo irradiado. TPAHSs = total
de HPA

De acordo com a figura 13, a tendéncia de contribuicdo de HPA de baixo peso

molecular se manteve ap0s a irradiacao, evidenciando pouco decaimento na amostra.

5.2 Citotoxicidade

52.1MTT

Como é possivel perceber na figura 20, as células BEAS-2B e A549 reagiram
de maneiras diferentes as exposicées a MPA e DEP nas concentracdes de 10, 50 e
100 pg/mL.
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Figura 14: Resultado de MTT para BEAS-2B e A549

A MTT 24h BEAS-2B B MTT 24h A549
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Figura 1420: Metabolismo celular de BEAS-2B e A549 ap6s exposicao a MPA e DEP por 24 horas. Os
gréaficos mostram a média dos valores relativos de OD. A) BEAS-2B expostas ao MPA e ao DEP nas
concentragdes de 10, 50 e 100 pg/mL. B) A549 expostas ao material MPA ao DEP nas concentragfes
de 10, 50 e 100 pg/mL.

As células de BEAS-2B apresentaram diminuig&o significativa do metabolismo
em relacdo ao controle ndo exposto apos as exposi¢cdes a MPA e DEP, em todas as
concentracfes. Ja os resultados para A549, apesar de mostrar uma tendéncia a
diminuicdo do metabolismo na exposicdo ao DEP 100 pg/mL, ndo apresentou
significancia estatistica. A exposi¢cao a MPA 100 pg/mL para a A549 foi o Unico a ter

um efeito significativo no metabolismo da linhagem cancerigena.

5.2.2 LDH
As figuras 21 e 22 a seguir mostram os resultados do teste de viabilidade LDH
em BEAS-2B e A549, em que foi medida a citotoxicidade relativa das células em cada

grupo de exposicao:
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Figura 15: Resultado LDH para BEAS-2B
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Figura 15: Resultados da citotoxicidade relativa apds 2 horas, 4 horas, 8 horas e 12 horas a 50 pg/mL
de MPA e DEP e 24 horas de exposi¢do a 50 e 100 pg/mL.

Como mostrado na figura 21, na concentracdo de 50 pg/mL tanto as
exposi¢cdes curtas quanto as longas ndo causaram reducgdo significativa da
viabilidade, inferindo-se que ndo ha citotoxicidade aguda provocada pelas particulas
nessa concentracdo. As células expostas as particulas na concentracdo de 100
pug/mL, de MPA apresentaram citotoxicidade significativa em torno de 10%, no periodo
de 24 horas.

A figura 16 mostra o resultado da citotoxicidade nas células A549.
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Figura 16: Resultado LDH para A549
Citotoxicidade A549
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Figura 16: Resultados da citotoxicidade relativa apos 2 horas, 4 horas, 8 horas e 12 horas a 50 pg/mL
de MPA e DEP e 24 horas de exposi¢do a 50 e 100 pg/mL. Houve diferenca entre o grupo MPA 100
pg/mL exposto por 24 horas em relagdo aos demais(houve diferenca entre o MPA e DEP ou entre o
CTR e MPA ou DEP).

Assim como em BEAS-2B, n&o houve reducéo significativa na viabilidade das
amostras expostas tanto ao MPA quanto ao DEP na concentragdo de 50 pg/mL.
Contudo, a exposicdo a 100 ug/mL de MPA apresentou uma diferenca significativa

apos 24 horas de exposicao.

5.3 Citometria
5.3.1 Macréfagos

A Figura 17 representa o resultado do marcador de viabilidade celular “Live and
Dead”, para macréfagos M1 e M2 tratados com meio de cultura (CTR), &caro da poeira
domeéstica (HDM) ou particulado da antracose (MPA).
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Figura 17 — Resultado do ensaio “Live and Dead” para macrofagos M1 e M2

A B
M1 VIABILIDADE LIVE AND DEAD M2 VIABILIDADE LIVE AND DEAD
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M1 CTR M1 HDM M1 MPA M2 CTR M2 HDM M2 MPA

Figura 17: A) Viabilidade macréfago M1. B) Viabilidade macrofago M2. As culturas foram tratadas com
MPA e HDM a 50 pg/mL por 24 horas.

As exposicdes ndo promoveram diminuicao significativa na viabilidade celular,
permanecendo em torno de 80% de células vivas para cada ensaio.

A imunofenotipagem dos macréfagos esta representada nas figuras 18 e 19.
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Figura 18 — Representacdo de um experimento de citometria para macréfago
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Figura 18: A esquerda, macrofagos M1 expostos a apenas meio de cultura (A), HDM (B) ou MPA 50
pg/mL (C). A direita, macrofagos M2 expostos a apenas meio de cultura (D), HDM (E) ou MPA 50 pg/mL
(F). Todas as exposi¢cfes ocorreram por 24 horas.

61



Em M1 é possivel observar uma populacdo HLADR+ (marcador M1) e uma
populacdo mista, apresentando tanto HLADR quanto CD163 (marcador M2). Nos
macrofagos M2, tanto em CTR quanto em HDM as populac¢des sdo majoritariamente
mistas (HLADR+ e CD163+), enquanto o tratamento com MPA parece induzir 0s
macréfagos a aumentar a expressdo de HLADR (Fig. 23F).

A porcentagem de células expressando cada um dos marcadores esta

representada na Figura 19:

Figura 19 — Resultado marcadores HLADR e CD163 em macréfagos
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Figura 19: A) Porcentagem de macréfagos M1 positivos para HLADR, CD163 e HLADR/CD163
expostos ao MPA ou HDL 50 pg/mL. B) Porcentagem de macré6fagos M2 positivos para HLADR, CD163
e HLADR/CD163 expostos ao MPA ou HDL 50 pg/mL.

De acordo com os resultados do teste TWO WAY Anova dos 3 experimentos
independentes, para as células M1 houve diferenca entre os grupos HDM e CTR
(p=0,045). O grupo MPA néo apresentou diferenca significativa em relacdo a CTR,
mas é possivel observar que sua populacdo duplo positiva € quase da mesma
magnitude que HDM. Entre os marcadores a maioria era HLADR+ e a minoria eram
células expressando apenas CD163 (Fig. 19A). Os resultados para M2 nao
apresentaram diferenca entre os grupos de exposi¢cédo, mas apresentaram diferenca
significativa entre os marcadores, indicando que a populacéo duplo positiva era maior

em comparacdo as populacdes apenas HLADR+ ou CD163+ (19B). Além disso, €
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possivel observar um aumento discreto na populacdo HLADR+ nos grupos expostos

a HDM e MPA em relac&o ao controle ndo exposto.

5.3.2 Co-cultura macrofagos e BEAS-2B
Além dos macrofagos isolados, os macréfagos submetidos a co-cultura com
células BEAS-2B também foram caracterizados e a viabilidade da co-cultura apos

exposicao a MPA também foi determinada (Figuras 20 a 22).

Figura 20 — Resultado do ensaio Live and Dead para CCM1B e CCM2B

A B
CCM1B VIABILIDADE LIVE AND DEAD CCM2B VIABILIDADE LIVE AND DEAD
100 100
T
I | I
80 80
g g
> >
S 60 S 60
2] 2]
<< <<
i | =1
=1 =]
- =T
BT} 40 H BT} 40
(&) O
xR X
20 20
0 T T 0 T T
CCM1B CTR CCM1B MPA CCM2B CTR CCM2B MPA

Figura 20: A) Células vivas em CCM1B ap6s exposicdo a MPA expostos ao MPA ou HDL 50 pg/mL. B)
Células vivas em CCM2B apés exposicdo a MPA expostos ao MPA ou HDL 50 pg/mL.

Assim como em macréfagos, ndo houve diminuicao significativa da viabilidade
celular em co-cultura apés exposicao a 50 pg/mL de MPA.
A Figura 21 representa um dos resultados da citometria para as co-culturas,

considerando apenas marcadores de macréfagos, ou seja, sem BEAS-2B.
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Figura 21 — Imunofenotipagem dos macrofagos em CCM1B e CCM2B
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Figura 21: Resultado da expresséo dos marcadores HLADR e CD163 para co-culturas A) CCM1B sem
exposicédo; B) CCM1B exposta a MPA 50 pg/mL; C) CCM2B sem exposi¢cdo e D) CCM2B exposta a
MPA 50 pg/mL. Todas as exposi¢des ocorreram por 24 horas.

A Figura 22 representa o resultado do teste TWO WAY Anova para 0S
marcadores HLADR e CD163 e para os grupos CTR e MPA em CCM1B e CCM2B.
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Figura 22 — Resultado dos marcadores HLADR e CD163 em co-cultura
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Figura 22: A) Porcentagem de macrofagos positivos para os marcadores em CCM1B. B) Porcentagem
de macrofagos positivos para os marcadores em CCM2B.

N&o houve diferenca significativa entre as exposicées, mas houve entre 0s
marcadores, sendo que a maioria dos macrofagos em co-cultura era

significativamente duplo positiva, tanto em CCM1B, quanto em CCM2B.

5.4 Expressdao génica por RT-PCR

Para avaliacdo da expresséo génica do metabolismo de xenobioticos (CYP1A1
e CYP1B1), controle e reparo celular (TP53 e AGR2) e crescimento celular (PIK3CA,
PTEN e EGFR) foram utilizados os grupos da Tabela 3, em que as células A549
representam um controle para os oncogenes, uma vez que se trata de uma célula de
adenocarcinoma.

As Figuras de 23 a 25 representam os resultados da quantificagdo do RNAm
dos grupos BEAS-2B, CCM1B e CCM2B.
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Figura 23 — RT-PCR para BEAS-2B
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Figura 23: Resultado da expresséo génica de 4 (A) ou 3 (B-G) experimentos independentes para as
exposicdes a 50 pg/mL de MPA ou DEP por 24 horas.
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horas na concentracéo de 50 pg/mL.

Nos resultados de expressdo génica para BEAS-2B (Figura 23), h4 aumento

significativo na expressdo de CYP1Al e CYP1B1 apds a exposicdo a DEP por 24

Figura 24 — RT-PCR para CCM1B
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Figura 24: Resultado da expresséo génica de 3 experimentos independentes para as exposi¢des a 50
pg/mL de MPA ou DEP por 24 horas.
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As co-culturas de BEAS-2B com macréfagos M1 apresentaram aumento
significativo de CYP1Al e CYP1B1 ap0s exposicdo ao DEP, o que ja era um
comportamento esperado, devido a ja conhecida relacéo entre as enzimas do CYP450
e a poluicdo atmosférica (7). Em relacdo a exposicdo ao MPA, houve diminuicdo
significativa da chaperona AGR2 em relagdo ao grupo CTR (Fig. 24C).

Assim como em CCMI1B, apenas as co-culturas CCM2B expostas ao DEP
apresentaram alteracdo na expressdo génica dos genes CYP1Al (Fig. 25A) e
CYP1B1 (Fig. 25B). A chaperona AGR2 apresentou diminuigcdo da sua expressao,
mas discreta, sem significAncia estatistica. Nenhum dos genes relacionados ao
controle do ciclo celular ou crescimento e divisdo apresentaram alteracbes na
expressao génica, tanto em BEAS-2B (Fig. 23) quanto nas co-culturas (Fig 24 e Fig.
25).
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Figura 25 — RT-PCR para CCM2B
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Figura 25: Resultado da expressédo génica de 3 experimentos independentes para as exposi¢des a 50
pg/mL de MPA ou DEP por 24 horas.

As figuras de 26 a 28 apresentam os resultados para os grupos A549 sozinhas

ou em co-cultura com macrofagos M1 ou M2.
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Figura 26 — RT-PCR para A549
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Figura 26: Resultado da expresséo génica de 4 experimentos independentes para as exposi¢des a 50
pg/mL de MPA ou DEP por 24 horas.

O resultado da expressado génica para os grupos A549 nao apresentou
alteraces nos oncogenes (TP53, PTEN, PIK3CA e EGFR) ap0s a exposi¢do ao DEP
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e ao MPA. Apenas as enzimas do citocromo P450 apresentaram alteracfes

significativas ap0s exposi¢ao ao controle positivo DEP (Fig. 26 A e B).

Figura 27 — RT-PCR para CCM1A
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Figura 27: Resultado da expresséo génica de 4 experimentos independentes para as exposi¢des a 50

png/mL de MPA ou DEP por 24 horas.
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Os resultados para os grupos CCM1A néo ficaram diferentes dos resultados
para A549, sendo a exposicdo ao DEP a responsavel pelo aumento das enzimas do
citocromo P450 (Fig. 27 A e B).

Figura 28 — RT-PCR para CCM2A
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Figura 28: Resultado da expressédo génica de 3 experimentos independentes para as exposi¢des a 50
pg/mL de MPA ou DEP por 24 horas.
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O resultado de CCM2A também apresentou alteracdes significativas em
CYP1Al e CYP1B1 apos exposicdo ao DEP. A chaperona AGR2 apresentou uma

diminuicdo significativa da expressao em relacdo a CTR apds exposicdo ao MPA.

5.5 Quantificacdo de citocinas

Para quantificacédo de citocinas no sobrenadante das culturas foram utilizados
todos os grupos de estudo desta pesquisa, ou seja, aqueles previamente descritos na
Tabela 3 de MATERIAL E METODOS, incluindo os grupos de macréfagos: M1 CTR,
M1 HDM, M1 MPA, M2 CTR, M2 HDM e M2 MPA. As citocinas analisadas foram IFNy,
IL-10, IL-1 B, IL-6, IL-8, TNFa.

As figuras de 29 e 30 mostram a dosagem dessas citocinas para 0s grupos de
BEAS-2B e co-culturas de macréfagos M1 ou M2 com BEAS-2B.

Figura 29 — Dosagem de citocinas para os grupos BEAS-2B
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Figura 29: Representa¢éo de um experimento da quantificacio de citocinas no sobrenadante de BEAS-
2B expostas a MPA ou DEP a 50 pug/mL por 24 horas.
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Figura 30 — Dosagem de citocinas para co-culturas CCM1B e CCM2B
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Figura 30: Representacdo de um experimento da quantificacdo de citocinas no sobrenadante de co-
culturas CCM1B e CCM2B expostas a MPA ou DEP a 50 pg/mL por 24 horas.
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Os sobrenadantes das culturas de BEAS-2B apresentaram aumento
significativo em IL-6 e IL-8 nos grupos expostos a MPA (Fig. 29 D e E). Para as co-
cultura de BEAS-2B com CCM1B e co-cultura de BEAS-2B com CCM2B tiveram
aumento significativo das citocinas IL-10, IL-6 e TNF a (Fig. 30 B, D, F, H, J e L).
Embora ndo significante, é possivel observar um aumento na producéo de IL-1 B e IL-
8 apobs exposicdo ao MPA nas co-culturas de CCM1B (Fig. 30 C e E) e CCM2B (Fig.
30 | e K).

As figuras 31 e 32 apresentam os resultados das mesmas citocinas para 0s
grupos A549 e co-culturas de A549 com macrofagos M1 ou M2.

Figura 31 — Dosagem de citocinas para 0s grupos A549
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Figura 31: Representacé@o de um experimento da quantificacéo de citocinas no sobrenadante de A549
expostas a MPA ou DEP a 50 pg/mL por 24 horas.
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Figura 32 — Dosagem de citocinas para os grupos CCM1A e CCM2A
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Figura 32: Representacdo de um experimento da quantificacdo de citocinas no sobrenadante de co-
culturas CCM1A e CCM2A expostas a MPA ou DEP a 50 pg/mL por 24 horas.
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N&o houve alteracao significativa e as citocinas variaram entre os experimentos
com A549. No geral, apenas IL-8 e IL-6 tiveram alguma producdo expressiva, mas
sem significancia ou diferenca entre 0s grupos experimentais.

No caso das co-culturas com macrofagos A549 e CCM1A apresentou aumento
significativo da citocina IL-8 apés exposicdo ao MPA (Fig. 32 E). Contudo, é possivel
observar um aumento discreto de outras citocinas apos exposicdo ao MPA, mas nao
estatisticamente significante, como IL-10, IL-1 8, [I-6 e TNF a (Fig. 32 B, C, D e F). J&
nos grupos de A549 e CCM2A houve produgédo significativa de IL-10, IL-1 3 e IL-8
(Fig. 32 H, | e K), enquanto IFNy, IL-6 e TNF a apresentaram uma tendéncia, mas nao
significante (Fig. 32 G, Je L).

A figura 33 apresenta os resultados dessas citocinas para 0s grupos de

macrofagos expostos a MPA e ao controle positivo HDM.
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Figura 339 — Dosagem de citocinas para macréfagos M1 e M2
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Figura 33: Representacdo de um experimento da quantificacdo de citocinas no sobrenadante de
culturas de macrofagos previamente induzidos a M1 ou M2 expostas a MPA ou DEP a 50 pg/mL por

24 horas.
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De acordo com os resultados da Figura 33, os macréfagos M1 apresentaram
alteracdo na producao das citocinas apés exposicdo ao MPA, com excecédo de IL-6
(Fig. 33 A-F). Ja para os macrofagos M2, houve mais variacdo entre 0os experimentos
e as citocinas IL-10 e IL-1 B (Fig. 33 H e I) e apresentaram diferenca significativa em
relacdo ao CTR.

6. DISCUSSAO

No presente trabalho, a caracterizacdo quimica do material particulado da
antracose revelou que essas particulas possuem HPAs em sua estrutura, embora de
baixa complexidade. Ainda assim, o MPA foi capaz de provocar alteracdes no
metabolismo celular e induzir aumento da liberacéo de citocinas pro-inflamatorias na
cultura de macréfagos e nas co-culturas com células pulmonares, evidenciando que,
apesar de se tratar de um material metabolizado no organismo, o0 MPA pode néo ser
uma substancia inerte apenas depositada no aparelho respiratorio. A figura 34 resume

os principais achados deste trabalho.
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Figura 34 — Principais resultados da pesquisa
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Figura 34: Considera-se apenas os resultados estatisticamente significativos. A) Caracterizacéo
quimica das particulas para HPAs. B) Metabolismo celular, teste MTT. C) Lipoperoxidacao, teste de
liberacdo de LDH). D) Citometria de fluxo para imunofenotipagem de macréfagos sozinhos ou em co-
cultura. E) Dosagem de citocinas no sobrenadante de macréfagos. F) Compilado dos resultados de
expressdo de RNAm e dosagem de citocinas para as culturas de células de brénquios normais BEAS-
2B e suas respectivas co-culturas com M1 ou M2 e células de adenocarcinoma pulmonar A549 e suas
respectivas co-culturas com M1 ou M2.

Os resultados da caracterizagdo quimica no MPA revelaram a presenca de
HPAs em sua maioria contendo 2 anéis de benzeno e baixo peso molecular (Figs. 12A
e 13A), enquanto o controle positivo DEP apresentou estruturas mais complexas, a
maioria apresentando 4 anéis e algumas com até 5 anéis (Fig. 12B). Além disso, a

descontaminacdo ndo causou mudancas drasticas nas particulas e se mostrou
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eficiente para evitar crescimento de microrganismos nas culturas e co-culturas
(Tabelas 5 e 6). Comparando os resultados das tabelas 5 e 6, também é possivel
observar que a quantidade de HPA na amostra de antracose é menor que na amostra
de DEP, sendo o total de HPA de MPA = 4,39 ug/g e de DEP = 23,18 ug/g, i.e. o DEP
possui 5,28 vezes mais HPA que o MPA. Claramente, a particula ambiental possui
maior quantidade de HPA, enquanto, que o MPA, uma particula que parece ja ser
processada dentro do organismo, apresenta uma diminuicdo da quantidade e da
complexidade dos HPAs.

Os testes de viabilidade MTT, apontaram diminuicdo do metabolismo (Fig. 14)
apos 24 horas de exposicdo a MPA e DEP, nas concentracdes de 10, 50 e 100 pg/mL
em BEAS-2B, enquanto em A549 apenas a concentracdo de 100 pg/mL de MPA
apresentou alteragbes. A diminuicdo do metabolismo nas células pode estar
relacionada a morte celular, principalmente levando em consideracdo que o teste do
MTT avalia o metabolismo mitocondrial, que esta diretamente envolvido no
mecanismo de morte celular por exposi¢céo ao PM (72).

Um dos mais conhecidos efeitos da exposicdo a poluicdo atmosférica € o
estresse oxidativo e a lipoperoxidacéo (73). O teste de liberacdo de LDH é utilizado
como um meio de determinar a integridade da membrana plasmatica, uma vez que o
aumento das espécies reativas de oxigénio pode induzir morte celular, resultando em
ruptura da membrana plasmatica e liberacdo de LDH para o meio extracelular. As
figuras 15 e 16 mostram que houve um aumento de LDH apos 24 horas de exposicéo
ao MPA, na concentracdo de 100 pg/mL. Ja no trabalho de Chew et al. (2020)(74),
mostraram que em cultura de células primarias da mucosa nasal a diferentes
concentracbes de PM houve reducao aproximada de 30% na atividade metabdlica
medida através da reducdo do MTT na concentragdo de 50 pg/mL, mas, sem
citotoxicidade evidente, pois ndo houve diferenca na liberacdo de LDH, apés
incubacdo de 24 horas de PM de diferentes tamanhos, sugerindo que houve
recuperacéo ao dano causado pelo PM.

O interesse deste trabalho foi analisar as respostas celulares mantendo a
viabilidade, para que a célula responda ao estimulo da particula sem entrar em
processo de morte e desintegracdo de membrana. Por isso, a concentracao de 50
pg/mL por 24 horas de exposicao foi escolhida para ser utilizada nos demais testes,

pois se mostrou suficiente para provocar a célula no microambiente da cultura sem
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comprometer a qualidade dos experimentos. A viabilidade foi posteriormente
comprovada nos testes de citometria usando o corante “Live and Dead”, como
apresentado nas Figuras 17 e 20.

Os resultados de citometria evidenciaram a plasticidade natural dos
macréfagos (Fig. 18), exibindo marcadores geralmente relacionados ao perfil M1
(HLADR) ao mesmo tempo que marcadores comumente associados ao perfil M2
(CD163) (75-78). A exposicao ao MPA né&o provocou diferenca na expressao desses
marcadores em relagdo as células ndo expostas (CTR) ou ao controle positivo (HDM),
embora para as células entédo designadas como M1 a presenca do marcador HLADR
foi significativamente maior em comparacdo com a quantidade de células duplo
positivas ou apresentando apenas CD163 (Fig. 19). A maioria das células M2
expressou os dois marcadores concomitantemente, apresentando um leve aumento
no marcador HLADR ap0s exposi¢cdo a MPA e HDM, sem significancia estatistica.

Apesar da imunofenotipagem n&o apontar diferenca na expressdo dos
marcadores, 0s resultados da expressao significativa de citocinas inflamatorias ap6s
a exposicdo ao MPA evidenciaram que os macrofagos apresentaram uma tendéncia
pro-inflamatoria (Fig. 33). Ao parear os resultados da citometria com os resultados da
dosagem de citocinas, € possivel perceber que as células M1 apresentaram aumento
significativo na producao de citocinas como IFNy, IL-1B, IL-8 e TNFa, apds exposicéo
ao MPA, mas ndo ao HDM (Fig. 33 A, C, E e F), sugerindo que a particula é capaz de
gerar resposta pro-inflamatoria na cultura de macrofagos. Assim também, as células
M2 apresentaram aumento da expressao de IL-1B (Fig. 33l). Tanto nos macrofagos
sozinhos, quanto em alguns grupos de co-culturas houve aumento significativo de IL-
10 (Figs. 30 B e H; 32H e 33 B e H), citocina geralmente relacionada ao perfil anti-
inflamatorio (79). Contudo, analisando contextualmente com o resultado da citometria,
a liberacéo significativa de IL-10 comprova que as células formaram uma populacao
heterogénea entre M1 e M2 apdés a exposicdo ao MPA, mas a producao de IL-10 ndo
implica que houve necessariamente diminuicdo ou inibicdo da resposta inflamatoria.
Pettersen et al. (2011) (78) caracterizaram a populacdo de macrofagos em cancer de
células escamosas e encontraram uma populacéo heterogénea, exibindo marcadores
tanto para M1, quanto para M2. Além disso, os macréfagos apresentavam funcdes
mistas, expressando STATG6 fosforilada (importante nas vias de sinalizagéo que levam

a diferenciacéo das células Th2) e genes de macrofagos M1, como STAT1 e IL-12/IL-
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23p40. Por fim, os autores demonstraram que 0s macrofagos no ambiente do cancer
de células escamosas expressavam CD163, STAT6 e STATL, simultaneamente. (78)

Os macréfagos reunidos em torno do microambiente tumoral (TME) séo
chamados macréfagos associados a tumores (TAMs). Os TAMs podem ser divididos
em macrofagos classicamente ativados, denominados M1 e alternativamente
ativados, denominados M2 (80). Macréfagos M1 no TME matam e removem células
tumorais ativando citocinas pro-inflamatorias, como fator de necrose tumoral alfa,
TNF-q, ativando citocinas como IFNy e IL-12 para infiltrar células efetoras imunes no
TME. Ao contrario, os macrofagos M2 liberam citocinas como IL-10, IL-13, CCL9 e
fatores de transformacdo de crescimento para destruir a membrana basal,
promovendo a angiogénese e recrutando células imunossupressoras para facilitar o
desenvolvimento do tumor primario e metastase (81, 82).

Nos ultimos anos, os cientistas tém discutido e questionado a dicotomia M1/M2,
principalmente porque em circunstancias patolégicas os macréfagos apresentam
plasticidade, modificando o seu perfil de expressdo em resposta a estimulos
ambientais ao longo de um espectro continuo, tendo os fenétipos M1 e M2 como
extremos (77, 79, 83). Mesmo neste trabalho, esse modelo classico de ativacéo foi
utilizado e um tratamento prévio com citocinas buscou induzir o perfil dos macrofagos
antes da exposicao ao MPA ou ao DEP. Contudo, é necessario considerar o espectro
de ativagdo desses fagocitos, que se mostra muito mais amplo que apenas M1/M2 e
dependente dos estimulos do microambiente nos quais eles estdo inseridos (84).
Sendo assim, os resultados de citometria (Fig. 18, 19, 21 e 22) refletindo populacdes
mistas e ndo dicotbmicas é coerente com o esperado de uma célula capaz de produzir
populacées heterogéneas dependendo dos estimulos aos quais € submetida.

Além disso, embora nédo testado e estudado profundamente, foi possivel
verificar a fagocitose das particulas pelos macréfagos em co-cultura no microscopio
optico invertido (Figura 35), mas futuros experimentos sao necessarios para verificar
a atividade fagocitica das células durante a exposicdo ao MPA e ao DEP, para inferir
se h& algum desequilibrio na fagocitose e se existe alguma sinalizacdo relacionada
influenciando o perfil dos macrofagos. Rylance et al. (2015)(85) expuseram
macréfagos alveolares humanos e macréfagos derivados de mondcitos de voluntarios
saudaveis ao PM de queima de biomassa. Os pesquisadores verificaram aumento na

producédo de citocinas inflamatorias IL-8 e IL-6 e alteracdo na taxa de fagocitose de
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microrganismos pelos macrofagos, sugerindo aumento na suscetibilidade a infeccbes

apos exposicao ao PM.

Figura 35 — Atividade fagocitica observada nos macréfagos expostos as particulas

3
SR

Figura 35: Aumento 400X.

Era esperado que o HDM aumentasse a expressdo de citocinas inflamatorias
como um controle positivo, contudo, por se tratar de uma cultura primaria derivada do
sangue periférico de doadores, a resposta dos macréfagos ao HDM pode ter refletido
uma variabilidade natural entre os voluntarios desta pesquisa, como evidenciado na
variacdo dos dados em box plot na Figura 3339, principalmente em relacdo as
citocinas IL-6, IL-8 e TNFa (Fig. 39 D, E, F, J, Ke L). Toler&ncia a endotoxinas é um
fenbmeno no qual células ou organismos expostos a baixas concentracbes de
endotoxina (por exemplo, LPS) entram em um estado transitorio de falta de resposta
(86). Nao ha evidéncia suficiente para afirmar que esse fenbmeno esta ocorrendo
nestas condicfes experimentais dos macréfagos com HDM, porém, como é uma
particula derivada de microrganismo (acaros da poeira doméstica), essa possibilidade
pode ser considerada.

As co-culturas de BEAS-2B com macrofago M1 ou M2 ndo apresentaram
diferenca na expressao dos marcadores HLADR e CD163 apds a exposi¢cao ao MPA,
ambos os modelos CCM1B e CCM2B apresentaram populac¢des duplo positivas (Figs.
21 e 22). No entanto, a dosagem de citocinas revelou também tendéncia pré-
inflamatoria nas co-culturas, com aumento significativo de IL-6 e TNFa, além de
aumento discreto em IL-8 e IL-1B apds exposigdo ao MPA, mas nao ao DEP (Fig. 30).

Diversos autores demonstraram que o PM da poluicdo atmosférica é capaz de
provocar resposta inflamatéria tanto em modelos animais, quanto em cultura celular

(87). A exposicdo ao extrato soluvel de PM2,5 reduziu a viabilidade nas linhagens
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BEAS-2B e A549, aumento de ERO intracelular, secrecao de citocinas GM-CSF, IL-6,
IL-1 e CXCL8 em BEAS-2B, além de quimiotaxia em macréfagos em resposta as
guimiocinas liberadas pelas células epiteliais de via aérea (88). Células da linhagem
imortalizada de mondcitos leucémicos (THP-1) expostas a PM derivado de regido
industrial, na concentracao de 50 pg/mL, mostraram aumento do RNAm e da liberacao
de IL-8 e IL-1B apds 6 e 48 horas, respectivamente. No mesmo estudo, mondcitos
derivados do sangue periférico também foram expostos a 12,5 pg/mL de PM e o
sobrenadante das culturas foi adicionado ao meio de células BEAS-2B por 48 horas,
para estudar a interacdo das vesiculas extracelulares liberadas pelos mondcitos nas
células epiteliais de via aérea. Nessas condi¢des houve aumento de IL-6 e TNFa, mas
reducao de IL-8 (89).

Em outro estudo, macréfagos da linhagem de camundongo RAW 264.7 foram
expostos a 250 ug/mL de PM2,5 por 24, 48 e 72 horas. A liberacdo de citocinas
inflamatorias diminuiu com o tempo de exposicdo, enquanto a taxa de morte celular
chegou ao maximo apo6s 72 horas. Os resultados mostraram que apds o tratamento
com PM2,5 por 24 horas houve aumento na expresséo de iNOS e TNFa, indicando
gue os macrofagos reconheceram particulas PM2,5 e liberaram citocinas para induzir
a polarizacdo M1 (90).

Modelos de co-cultura de células pulmonares com células do sistema imune
também foram utilizados para verificar a resposta inflamatéria apés a exposicao a
poluicdo atmosférica. Kocbach et al. (2008) (91) expuseram co-culturas de monécitos
com pneumacitos por diferentes tempos a PM derivado do trafego ou PM derivado da
queima de biomassa, em concentragdes de 10 a 40 ug/cm?. Os resultados mostraram
maior diferenca no efeito da exposi¢do as particulas conforme o aumento do tempo e
da concentracdo, provocando liberacdo de TNF-a, IL-6 e IL-8 apds 12 horas de
exposicao.

Co-cultura de células primarias de brénquios humanos e macréfagos
alveolares, expostas a PM10 a 100 pg/mL por 24 horas, apresentaram aumento
significativo na producdo de GM-CSF, IL-6, MIP-13 e M-CSF, sendo que os niveis de
GM-CSF, IL-6 e MIP-1B produzidos pelas co-culturas foram maiores do que a soma
desses mediadores dosados nas respectivas monoculturas, sugerindo um efeito
sinérgico (92). Em outro estudo semelhante, células primarias de brébnquios em co-

cultura com macrofagos alveolares também aumentaram a expressao de TNFa, GM-
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CSF, IL-1B e IL-8 apds exposicdo ao PM10 a 100 pg/mL por 24 horas e houve um
efeito sinérgico significativo na expressédo de IL-6 e GM-CSF em comparacdo as
monoculturas (93).

Os resultados da dosagem de citocinas das co-culturas (Figuras 30 e 32) em
comparacao a monocultura de macréfagos (Figura 33) ndo mostrou efeito sinérgico,
ao contrario, os macrofagos produziram quantidade parecida de citocinas em pg/mL,
ou mais que o dobro quando comparado com as co-culturas, como no caso da TNFa
(Figuras30 Fe L; 32 Fe L e 33 F e L). E possivel inferir que a) a origem das células
pode ter influenciado na resposta, uma vez que os macréfagos deste trabalho séo
derivados de mondcitos de sangue periférico (ndo alveolares) e as células de
brénquios séo imortalizadas (ndo primarias) b) a influéncia da quantidade de células,
pois, se tratando de um modelo com dois tipos celulares em contato direto, ha uma
certa imprecisdo da quantidade de cada tipo celular na co-cultura, e mesmo nos
trabalhos citados na discussao dos experimentos feitos neste estudo, essa informacéao
nao é precisa c) a propria natureza quimica do MPA, menos complexa que a particula
ambiental, pode ter produzido um resultado diferente daquele observado em co-
culturas expostas ao PM, embora este estudo tenha usado DEP (que € fracédo do PM
da poluicdo urbana) e mesmo assim, ndo ocorreu 0 sinergismo. N&o foram
encontrados estudos de exposicéo in vitro na literatura com material particulado da
antracose, sendo necessario mais estudos para investigar a razdo desses resultados
apos exposicao ao MPA.

Neste trabalho, a expressdo do RNAmM para os genes relacionados ao
metabolismo do cancer ndo apresentou diferenca apos a exposi¢cdo ao MPA ou ao
DEP tanto nas culturas de células pulmonares BEAS-2B e A549, quanto nos grupos
de co-culturas dessas células com macréfagos CCM1B, CCM2B, CCM1A e CCM2A
(Figuras 23 a 28). Os genes relacionados ao controle e crescimento celular como
EGFR, TP53, PTEN e PIK3CA permaneceram inalterados ap0s a exposicdo as
particulas, até nos grupos A549 e as respectivas co-culturas.

Mais recente, Hill et al. (2023)(94) exploraram 0os mecanismos com 0s quais a
poluicdo atmosférica pode promover a progresséo do cancer de pulméo. Em uma das
etapas, os autores fizeram co-cultura de células alveolares tipo 2 (AT2) de
camundongos EGFR-mutante super-expresso com macréfagos expostos a PM ou

solucédo salina (PBS), obtendo aumento na eficiéncia de formacdo de organoides
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(modelo de cultura celular 3D, que pode exibir organizacao espacial semelhante a um
orgdo) nas co-culturas com macrofagos expostos a PM, sugerindo que o
microambiente promovido pelos fagocitos pode ser um fator chave na promoc¢ao do
cancer. Em outra etapa, os autores testaram se IL-1B poderia ser um mediador
molecular da promoc¢ao tumoral, pois houve aumento na liberagéo dessa citocina em
pulmdes de camundongos EGFR-mutante expostos a PM. A equipe tratou células AT2
desses camundongos com IL-1 in vitro, o que provocou aumento da taxa formacéao
de organoides, nos camundongos ja o anticorpo inibidor da IL-1B foi suficiente para
atenuar a formacdo de adenocarcinoma pulmonar induzida por EGFR em
camundongos mutantes expostos ao PM. Os pesquisadores inferiram que os
macrofagos expostos ao PM sao uma fonte de IL-1p8, cuja sinalizacdo poderia ser a
chave para a promoc¢ao adenocarcinoma de pulmdo em camundongos EGRF
mutante.

Os macrofagos utilizados neste estudo permaneceram viaveis nas condi¢coes
de cultura até 7 dias ap0s o isolamento, contando que desses, 5 dias foram destinados
ao tratamento com citocinas. O mecanismo de desenvolvimento do cancer é complexo
e longo, sendo necessario inumeros eventos entre mutacdes e proliferacdo celular
para o estabelecimento do tumor. Os oncogenes estudados ndo apresentaram
alteracdo na expressdo do RNAm apos 24 horas de exposi¢do, o que ndo é incomum,
uma vez que 24 horas pode nao ser tempo suficiente para induzir super-expressao
em um modelo in vitro. Como citado acima, Hill et al. (2023) (94) utilizaram
camundongos e cultura de células desses animais para estudar a promocéao do cancer
por exposicao ao PM e os resultados sugerem que os poluentes ndo estao associados
a frequéncia de ativacdo de mutacfes oncogénicas, mas sim a expansao de clones ja
mutantes de EGFR. Alinhado com essa hipétese Riva et al. (2020)(95) estudaram 20
possiveis carcinébgenos humanos, incluindo alguns poluentes atmosféricos como
isobutil nitrito, cobalto, 6xido de niquel, entre outros, e apenas 3 deles (1,2,3-
tricloropropano, cloreto de vinilideno e cobalto) induziram mutagdes em
camundongos, indicando que as outras 17 substancias promovem crescimento
tumoral a partir de mutacdes enddgenas ja estabelecidas nos tecidos. A hipétese dos
autores é que a inflamacé&o seja um fator chave para esse processo.

Mesmo o modelo de células transformadas da linhagem A549 ndo apresentou

alteracdes na expressao de oncogenes apos tratamento com as particulas (Figs. 26 a
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28). Os marcadores utilizados neste trabalho se limitaram a vias de crescimento
celular e controle do ciclo, contudo, outros mecanismos de promoc¢ao tumoral podem
estar ocorrendo que néao foram acessados nesta pesquisa, embora a célula A549 foi
escolhida como uma via de comparacdo com as células de brédnquio normais BEAS-
2B. Santibanez-Andrade et al. (2022)(96) expuseram células A549 a PM10 por 24
horas e estudaram as proteinas relacionadas a formacéo do fuso mitético. Segundo
0S autores, a exposicao altera a expressado e o0s niveis de proteina dos principais
reguladores mitoticos, resultando em formacdo defeituosa do fuso mitético,
aneuploidia e instabilidade cromossomica, que tém sido consideradas biomarcadores
do desenvolvimento do cancer.

O gene da chaperona AGR2 apareceu significativamente sub-expresso em
alguns grupos como CCM1BMPA e CCM2A MPA (Figuras 23C e 28C). A proteina
AGR2 foi relacionada ao mecanismo de promocdo tumoral, pois as células
cancerigenas possuem demandas elevadas na producéo de proteinas mutantes e na
sintese de proteinas do cancer, fazendo com que o aumento de AGR2 por meio do
estresse do reticulo endoplasmatico facilite a maturagéo de receptores, que estimulam
o controle do crescimento celular (97). Além disso, AGR2 ainda € capaz de responder
a hormdnios estrogénio em cancer de mama (97), inibir o supressor de tumor p21 em
células no microambiente tumoral do cancer de pulméo (98) e desregular a funcéo de
p53 em cancer de células escamosas (99) e cancer de pulméo (98).

A super-expressdo desse gene esta relacionada a progressao tumoral e
metastase de adenocarcinoma de pulmao (100, 101), enquanto a inibicdo da
expressdo de AGR2 esta relacionada a reducdo do tumor e indices normais de
expressao dos supressores p21 e p53 (98). Apds exposicdo ao MPA e ao DEP, além
da inibicdo de AGR2, os indices de expressdo de TP53 (p53) e EGRFR
permaneceram inalterados nas células pulmonares e em co-cultura, sugerindo que
ndo ha promocdao do crescimento celular, nem alteragdes no controle de qualidade do
ciclo apds exposicao as particulas. No entanto, a nivel basal as células A549 super-
expressam AGR2 em relacdo a BEAS-2B, com uma diferenca de até 10 ciclos no RT-
PCR entre os basais das duas células (dados ndo mostrados), o que corrobora com o
comportamento de AGR2 em células de adenocarcinoma descrito na literatura. O
microambiente da co-cultura é complexo e as células de via aérea e macrifagos

podem se comunicar via vesiculas secretadas e mensageiros moleculares (98),
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inclusive para modular a polarizacdo de macrofagos (12, 102). Sendo assim, novos
experimentos precisam ser realizados para explorar a sub-expressao de AGR2 nos
grupos CCM1B MPA e CCM2A MPA.

Os genes do citocromo P450 CYP1Al e CYP1B1, sabidamente envolvidos na
metabolizacdo de HPAs nas células, se apresentaram significativamente super-
expressos em todos 0s grupos expostos ao DEP, mas ndo ao MPA. Comparando este
resultado com a caracterizacdo quimica das particulas é coerente que o DEP
apresente aumento da expressdo dessas enzimas, uma vez que possui praticamente
5 vezes mais HPAs em pg/g de material que o MPA utilizado nos experimentos.

Contudo, é interessante notar que o DEP provocou aumento na expressao de
CYP (Figuras 23 a 28), mas ndo aumentou a expressao de citocinas inflamatérias
(Figuras 29 a 33), enquanto MPA atuou de forma contréria, induzindo expressao
significativa de citocinas inflamatérias, mas ndo de CYP, como didaticamente
evidenciado na Figura 34 F. Esses resultados corroboram com os de Jaguin et al.
(2015)(103), em que macréfagos humanos derivados de mondécitos do sangue
periférico previamente ou ndo induzidos a M1 ou M2 foram tratados com DEP por 24
horas a 10 pyg/mL apresentaram aumento na expressao de CYP1B1, diminuicdo da
aquisicao de varios marcadores M1 e M2 e diminuicdo da resposta de M1 ao LPS,
monitorada pela reducdo da secrecéo de IL-12p40 e IL-6. Os autores demonstraram
ainda que AhR e Nrf2 estdo envolvidos na supressao da resposta inflamatoria ao LPS,
concluindo que os efeitos do DEP sao gene-especificos, ou seja, hdo estao restritos
a um tipo de macrofago, mas sua resposta é capaz de produzir uma populacao
heterogénea dessas células, aumentando a suscetibilidade a infec¢des em individuos
expostos a esses poluentes.

A relacdo entre as enzimas do citocromo P450 e a liberacdo de citocinas é
complexa e h& estudos relatando uma relagéo inversa entre a expressao de CYPs e
o nivel sérico de TNF e IL-6 em pacientes com insuficiéncia cardiaca (104). Algumas
citocinas que séo liberadas no microambiente tumoral (por exemplo, IL-1, IL-6 e TNF-
a) podem diminuir a expressao dos genes CYP, especialmente das familias CYP1,
CYP2, CYP3 e CYP4 (105). No figado, citocinas inflamatérias causam a inducéo do
gene NOS2, o que leva a um aumento na producdo de NO no figado, que pode se
ligar as enzimas P450, levando a inibicao (106). Hepatécitos tratados com TCDD,
indutor de AhR, exibiram expressédo aumentada de CYP1Al e CYP1A2 apds 12 horas,
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enquanto hepatocitos mantidos em meio condicionado de mondécitos humanos
exibiram supresséo desses genes, via sinalizacao das citocinas IL-138 e TNFa (107).

A expressdo de AhR no pulmdo é comparavel a encontrada em 6rgaos
conhecidos por expressarem constitutivamente o AhR, como o figado. O alto nivel de
expressdo de AhR observado no pulméo resulta na expressao basal significativa de
varios membros das enzimas do citocromo P450, sendo CYP1A e CYP1B1 os mais
proeminentes (53). O receptor Aril também é conhecido por modular a resposta
inflamatoria, tanto para promocao da inflamacgéo, quanto para inducao de vias anti-
inflamatérias, dependendo especificamente do ligante, do tecido afetado e do tipo
celular estudado (108). Os macréfagos de camundongos tratados com LPS
apresentaram ativacdo de AhR e producdo de citocinas inflamatorias como IL-6,
TNFa, IL-12p40, enquanto camundongos knock out para AhR apresentaram maior
suscetibilidade ao LPS, aumentando ainda mais a produgdo de IL-6 quando
comparado ao camundongo selvagem, sugerindo que AhR possui algum nivel de
controle fino sobre a liberacdo dessa citocina (109).

Como discutido nesta sec¢do, a poluicao atmosférica ambiental € um conhecido
fator de inducao a resposta inflamatoéria e os genes do AhR podem estar relacionados
ao controle dessa resposta (21, 110). Contudo, os estudos sobre esses mecanismos
em tecido antracotico sdo escassos, fazendo com que os achados deste trabalho
sejam inéditos por promover pela primeira vez a exposicao de células in vitro ao
material particulado da antracose.

Por fim, os resultados deste trabalho sugerem que MPA e DEP induzem a
resposta de células pulmonares e macrofagos de maneiras diferentes, uma vez que
MPA, uma particula com HPAs de menor complexibilidade, induziu a liberacdo de
citocinas pro-inflamatorias, mas ndo aumentou o metabolismo de xenobioticos,
enquanto DEP, particula ambiental com HPAs mais pesados, aumentou o
metabolismo de xenobidticos, mas ndo promoveu aumento na liberacao de citocinas.
A composicdo quimica das particulas e a complexa via de modulagdo da imunidade
por AhR, podem ser as pecas-chave que explicam a diferenca entre as respostas nas

monoculturas e nas co-culturas.
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7. CONCLUSAO

A extracdo do material particulado da antracose do pulmé&o de pacientes que
foram a Obitos e submetidos a autopsia foi bem-sucedida, proporcionando a
exposicao direta de células in vitro a essas particulas.

O material particulado da antracose € quimicamente mais simples que o
material particulado de diesel, apresentando HPAs de até 2 anéis, baixo peso
molecular e cerca de 5 vezes menos jg/g de HPAs que o DEP.

Tanto o MPA quanto o DEP s&o capazes de provocar diminuicdo do
metabolismo de células pulmonares BEAS-2B e A549 numa concentracéo de
50 pug/mL, sem provocar citotoxicidade severa.

A exposicdo a MPA e DEP induziu populacdes heterogéneas em macréfagos
em co-cultura e monocultura, apresentando marcadores relacionados ao perfil
M1 e M2 ao mesmo tempo. No entanto, o perfil de citocinas demonstrou
tendéncia pro-inflamatoria dessas culturas, principalmente em macrofagos pré-
induzidos a M1, embora houvesse um aumento da IL-10 nas monoculturas e
nas co-culturas.

A expressao génica dos oncogenes se manteve inalterada apds 24 horas de
exposicao a 50 pg/mL de MPA ou DEP, tanto em monocultura quanto em co-
cultura.

A expressdo de genes relacionados ao metabolismo de xenobibticos
aumentaram apenas em monoculturas pulmonares e co-culturas expostas ao
DEP, enquanto a producédo de citocinas inflamatérias aumentou apenas em
grupos expostos ao MPA.

O aumento de CYP ocorreu nas células tratadas com o DEP enquanto o
aumento de citocinas pro-inflamatérias ocorreu apenas nas células tratadas
com MPA. Uma hipoétese sugerida € que a caracteristica quimica do MPA e do
DEP influenciou nas respostas, uma vez que a particula ambiental parece ter
provocado uma resposta priméaria de metabolismo de xenobiéticos, enquanto a
particula metabolizada induziu resposta inflamatéria. Contudo, sdo necessarios

mais experimentos para investigar a causa desse comportamento das culturas.
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