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Investigacao da resposta inflamatdria promovida pelos poluentes ambientais:
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NQ) em vias aéreas de ratos pré-tratados com capsaicina
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Investigation of the inflammatory response promoted by environmental pollutants: diesel exhaust particles (DEP) and
1,2-Naphthoquinone (1,2-NQ) in capsaicin-pretreated rat airways
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Resumo

Objetivo: CondicGes inflamatdria como a asma estdo associadas com a exposi¢do de poluentes ambientais incluindo particulas
de exaustdo do diesel (PED) e o composto quimico (1,2-naftoquinona [1,2-NQ]). Neste estudo nés examinamos a relagdo entre a
inflamagdo neurogénica e a exposi¢do da PED mais 1,2-NQ nas vias aéreas de ratos. Método: Ratos wistar (250-280 g) anestesiados
com cetamina mais xilazina foram utilizados. Depois de 3h os ratos foram sacrificados e os bronquios removidos. Os niveis de
RNAm de TNF-alfa (receptores TNFR1 e TNFR2), NOSi e NF-capaB foram determinados utilizando a técnica de RT-PCR em tempo
real. Resultados: Injecdo intra-traqueal (i.tr.) de PED (1 mg/kg) mais 1,2-NQ (35 nmol/kg) causou aumento da expressdo génica
de TNF-alfa (e seus receptores TNFR1 e TNFR2), NOSi mas ndo de NF-capaB (n=3-5) em vias aéreas de ratos pré-tratados com
capsaicina. Conclusao: Este estudo demonstrou que a inativagdo de fibras C pela capsaicina exacerba a resposta inflamatdria
aguda causada pela exposicdo dos poluentes PED mais 1,2-NQ em tecidos bronquiopulmonares, como indicado pelo aumento
de pré-inflamatdrias citocinas (ex.: TNF-alfa [como provavel conseqliéncia de infiltragdo magica de neutréfilos) e expressdo de
NOSi sugerindo um papel protetor das fibras C em vias aéreas de ratos.

Palavras-chave: inflamagdo neurogénica, poluentes do ar, ratos, sistema respiratorio.

Abstract

Objective: Inflammatory conditions such as asthma have been associated with increasing exposure to ambient air pollutants
including diesel exhaust particle (DEP) and chemical compounds (1,2-Naphthoquinone [1,2-NQ]). The aim of this study was to
examine the relationship between neurogenic inflammation and exposure to DEP plus 1,2-NQ in the capsaicin-pretreated rat
airway. Method: Wistar rats (250-280 g) were used and received anesthesia with ketamine and xylazine. After 3 h rats were
sacrificed and had their bronchi removed. The levels of TNF-alpha (TNFR1 and TNFR2 receptors), iNOS and NF-kappa B mRNA
were determined using real-time RT-PCR. Results: Intra-tracheal (i.tr.) injection of DEP (1 mg/kg) plus 1,2-NQ (35 nmol/kg)
caused increased gene expression of TNF-alpha (and its receptors TNFR1 and TNFR2), iNOS, but not NF-kappa B (n=3-5) in
capsaicin-pretreated rat airways. Conclusion: This study demonstrated that C-fiber inactivation by capsaicin exacerbates acute
inflammatory response to DEP plus 1,2-NQ exposure in bronchopulmonary tissues, as indicated by increased proinflammatory
cytokines (eg TNF-alpha [thus triggering massive neutrophil airways infiltration]) and expression of iINOS, suggesting a protective

role for C-fibers in rat airways.

Keywords: neurogenic inflammation, air pollutants, rats, respiratory system.

1 Ph.D (Pesquisadora)
2 Ph.D (Professor Doutor na Escola de Artes, Ciéncias e Humanidades (EACH) da Universidade de Sao Paulo)

3 Livre Docéncia (Professora associada do Departamento de Farmacologia do Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de Sdo Paulo)
Correspondéncia: Teles AM. Tel: (11) 3214-0597 Rua Dr. Pena Forte Mendes, 86 Apart. 13. Bela Vista. Sdo Paulo-SP Cep. 01308-010. E-mail address: tmausp@yahoo.com
CNPgq; FAPESP
Este artigo foi submetido no SGP (Sistema de Gestdo de Publicagdes) da Rev Bras Cien Med Saide em 1 de margo de 2009 . Cod. 11.

Artigo aceito em 2 de outubro de 2009 .

REVISTA BRASILEIRA DE CIENCIAS MEDICAS E DA SAUDE 1 (1) JULHO/DEZEMBRO 2011
www.rbecms.com.br

v



INTRODUCAO

O material particulado (MP) emitida pela exaustdo
do diesel (PED) compreende uma mistura de gases, vapores,
compostos organicos e particulas finas liberadas da engenharia
do veiculo. Considerada uma das principais vilds no desen-
cadeamento de reagGes inflamatdrias e alérgicas, visto que
suas particulas finas (PM<2,5 um) penetram mais facilmente
pelas vias aéreas, podendo causar complicagdes pulmonares®,
Evidéncias bioquimicas demonstram ainda que moléculas qui-
micas toxicas tais como quinonas (1,2-NQ) incorporam-se a su-
perficie da PED, tornando-as mais toxicas ?. Considerado uma
barreira fisica e metabolicamente ativa, o epitélio pulmonar
contribui para a manutengdao da homeostase das vias aéreas.
Segundo Davies et al.,® a inflamac¢do e o remodelamento
das vias aéreas, parecem relacionar-se a susceptibilidade do
epitélio brénquico do paciente a agentes inalados do meio
ambiente. As vias aéreas contém inerva¢do abundante de
fibras aferentes sensoriais®, a estimulacdo destas fibras por
mediadores quimicos é modulada por receptores especificos,
dentre esses, destacam-se os receptor vanildide-1 (TRPV1),
sabidamente ativados pela capsaicina, ingrediente pungente
extraido de pimentas vermelhas do género Capsicum®. A
administracdo da capsaicina a ratos recém-nascidos (2 a 10
dias de idade), na dose de 50 mg/kg, promove a maxima de-
generacao de fibras aferentes sensoriais ndo mielinizadas com
conseqliente comprometimento neuroquimico, histoquimico
e funcional ©. Conexdes existem entre poluentes e as disfun-
¢cOes vasculares (ex.: inflamacgdo) via mecanismos modulados
por estresse oxidativo e NO(1), citocinas como TNF-a, o qual
tem seus efeitos bioldgicos mediados pela interagdo com seus
receptores de superficie celular: TNFR-I e TNFR-II ); ativac¢do
do fator de transcricdo NF-kB em células epiteliais do trato
respiratdrio ®, porém pouco se sabe sobre a associagdo de
poluentes ambientais e a participagdo de componentes neuro-
inflamatdrios (ex.: neuropeptideos).

2. OBJETIVO

Estudar a relacdo da inflamagdo promovida pelos
poluentes ambientais: PED e 1,2-NQ com mecanismos neu-
rogénicos em bréonquio principal de rato.

2 METODOS

2.1 Animais

O projeto foi desenvolvido de acordo com as normas
regidas pelo Comité de Etica Animal do Instituto de Ciéncias
Biomédicas da Universidade de Sdo Paulo. Ratos Wistar, de
ambos os sexos (250 - 350g) e em determinados protocolos,
ratos Wistar, recém-nascidos (2 a 10 dias de idade), tratados
com capsaicina, na dose de 50 mg/kg, foram utilizados. Os
animais utilizados foram anestesiados, pela via intraperitonial
(i.p.), com a mistura de cetamina (80 mg/kg) e xilazina (16 mg/

kg). Apds inducdo da anestesia, receberam injecdo intratra-
queal (i.tr.) dos agentes testes sendo sacrificados apds 3 horas.

2.2 Quantificagao da expressdo génica (TNF-o, TNFR1,
TNFR2, NF-kB, NOSi) por PCR em tempo real

Os animais foram tratados com os poluentes e apds
3 horas os brénquios principais foram submetido a analise
da expressdo génica da citocina TNF-a. e seus receptores:
R1 e R2, bem como do NF-kB e NOSi pelo ensaio de PCR. A
extracdo do RNA total foi realizada pelo método do Trizol. O
PCR em tempo real tem como base a presenca do fluoréforo,
presente no tampdo do PCR, o qual libera a fluorescéncia que
é proporcional ao nimero de cépias do DNA.

2.3 Analise estatistica

Os dados foram expressos como médias + EPM de
valores absolutos. Os mesmos foram submetidos a andlise
de variancia de uma unica via (ANOVA), seguida pelo teste
modificado de Bonferroni’s. As diferencgas entre as médias fo-
ram avaliadas com o auxilio do programa estatistico (software
Prism 4.0). Valores de p<0,05 foram considerados significantes.

3. RESULTADOS

3.1 Quantificagdo da expressao génica do TNF-a, TNFR1,
TNFR2, NF-kB e NOSi por PCR em tempo real em brénquio
principal de rato exposto aos poluentes

A expressao génica da citocina TNF-a e dos seus re-
ceptores TNFR1 e TNFR2 foi aumentada no bronquio de ratos
tratados isoladamente com 1,2-NQ comparado com o respec-
tivo veiculo (Figura 1A-C). No brénquio de ratos tratados com
as PED, a expressdo do receptor TNFR1, mas ndo do TNF-a. e
receptor TNFR2, foi alterada (P<0,05) quando comparada com
animais que receberam o veiculo (Figura 1A-C). No grupo de
animais que recebeu a mistura dos poluentes (DEP+1,2-NQ),
observou-se um aumento significativo apenas na expressao
do receptor TNFR1 (P<0,001) comparado com o grupo veiculo.

No grupo de animais pré-tratado com capsaicina que
recebeu a mistura dos poluentes foi observado um aumento
significativo das expressdes génicas do TNF-a (P<0,01) e seus
receptores TNFR1 (P<0,05) e TNFR2 (P<0,001) comparado
com o grupo de animais que receberam apenas a mistura dos
poluentes (Figura 1A-C).

N3do foram observados alteragdes significativas na
expressdo génica do NF-kB nos diversos grupos (Figura 2).

A mistura de poluentes nao causou alteragdo significati-
va na expressdo da NOSi, exceto com as PED isoladas (P<0,05),
em relagdo ao grupo veiculo. J4 nos animais tratados com
capsaicina, a administragdao da mistura de poluentes causou
um aumento marcante na expressao de NOSi comparado aos
animais expostos aos mesmos poluentes, nao tratados com
capsaicina (P<0,01; Figura3).
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Figura 1 A,B,C. Andlise da expressdo do gene da citocina TNF-o. (painel 1A) e
seus receptores TNFR1 (painel 1B), TNFR2 (painel 1C) em brénquio principal
de ratos. Os dados estdo expressos como a média + E.P.M. para n=3-5 ani-
mais. ¥*P<0,05, **P<0,01 e ***P<0,001 versus veiculo. #P<0,05, ##P<0,01 e
###P<0,001 versus grupo tratado com a mistura dos poluentes que receberam
capsacina, quando neonatos.
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particular interesse toxicoldgico, pois produzem, via meca-
nismos complexos, uma variedade de efeitos nocivos sobre
a saude da populagdo. Dentre estes efeitos, destacam-se: a
capacidade de gerar espécies reativas de oxigénio, promover
ligagdes covalentes com macromoléculas dos tecidos ? que
levam a citotoxicidade e morte celular @ e, ainda, interferem
com reagles enzimaticas, causando imunotoxicidade e car-
cinogése 1Y,
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O processo inflamatério de vias aéreas estd associado
a maior produgdo de citocinas proé-inflamatdrias por células
epiteliais *?, macrdfagos 13, mastdcitos ™ e eosindfilos 9,
As citocinas também apresentam papel relevante na ativagédo
celular, proliferacdo, diferenciagdo celular, adesdo, migracédo e
sintese de proteinas da fase aguda. Além disso, estudos clinicos
e experimentais apontam as citocinas como alvo em doencgas
pulmonares obstrutivas crdnicas 9. Dentre as citocinas envol-
vidas nas reag¢des inflamatdrias das vias aéreas, o TNF-o possui
um papel de destaque, pois, além de recrutar leucdcitos nas
vias aéreas, aumenta a aderéncia de neutroéfilos e mondcitos
a matriz celular, estimula a proliferacdo de fibroblastos e a
producdo de outras citocinas inflamatdrias 7.

E interessante ressaltar que a citocina pré-inflamatéria
TNF-a possui agdo estimulantes sobre fatores nucleares,
incluindo o fator NF-kB *®, Apesar dos niveis elevados desta
citocina nos homogenatos de bronquios de ratos expostos
aos poluentes, a andlise de PCR em tempo real ndo detectou
aumento significativo na concentragdo da proteina NF-kB nos
brénquios dos animais, indicando que no tempo investigado,
a concentra¢do formada do TNF-a ndo interferiu na geragao
do fator NF-kB.

Além das citocinas, o envolvimento de espécies reativas
(NO) na resposta inflamatdria tem sido amplamente demons-
trado na literatura. Este produto foi também encontrado na
poluicdo atmosférica e na fumaca do cigarro *®. Em geral, a
citotoxidade do NO estar relacionada a acdo desta molécula
com outros compostos liberados durante a inflamacdo, os
ensaios de PCR deste estudo mostraram aumento significativo
na expressdo do gene da NOSi em bronquio principal de ratos
tratados i.tr. com as PED e com a mistura dos poluentes, pré-
tratados com capsaicina mas ndao nos animais tratados com a
1,2-NQ ou a mistura destes, que ndo receberam capsaicina.

As vias aéreas sdo densamente inervadas por fibras ner-
vosas sensoriais ?® que, mediante estimulos enddgenos (ex.:
mediadores quimicos inflamatdrios) ou exdgenos (ex.: capsai-
cina, microorganismos) adequados, culminam na liberagdo de
neuropeptideos, capazes de iniciar respostas/mecanismos de
defesa tais como, tosse, vasodilatac¢do local, broncoconstricdo
e secrecdo de muco. Estes podem ser definidos classicamente
como inflamagdo neurogénica. Os resultados inflamatdrios
obtidos em ratos tratados com capsaicina (depletados de
neuropeptidios) foi potencializado quando comparado com
animais sauddveis. Embora intrigante, o presente achado vem
ao encontro de outros dados de literatura, os quais sugerem
que a degeneracdo das fibras sensoriais (tipo C), pela capsai-
cina, exacerbou a resposta inflamatdria em varios modelos
experimentais.

Dentre os estudos, Medeiros et al. Y demonstraram
que o tratamento neonatal de ratos com capsaicina aumentou
a neutrofilia evocada por OVA no lavado broncoalveolar e na
cavidade pleural destes. Este mesmo tratamento promoveu
hiperreatividade nas vias aéreas de ratos Y. Em cobaias, o
tratamento com capsaicina contribuiu para um maior aumento

na reatividade brénquica em resposta a fumaca do cigarro %2,

No conjunto, os dados obtidos neste estudo juntamente
com os descritos na literatura, indicam que o comprometi-
mento na biossintese de neuropeptideos, principalmente as
taquicininas, constitui um aspecto bastante relevante para a
regulacdo positiva da neutropoiese. E provavel que a resposta
inflamatdria exacerbada induzida pelas PED e 1,2-NQ no brén-
quio de animais tratados com capsaicina seja, em parte, decor-
rente do aumento na génese de citocinas pré-inflamatdrias. O
aumento significativo das expressdes génicas do TNF-a. e seus
receptores (TNFR1 e TNFR2) frente aos poluentes no brénquio
de ratos pré-tratados com capsaicina em relagdo aos animais
saudaveis reforca esta hipodtese.

Adicionalmente, duas outras hipdteses podem ser
discutidas para explicar melhor o maior influxo de neutroéfilos
frente aos poluentes em animais depletados de neuropepti-
deos: a primeira, baseada em evidéncias de Franco et al.,®®
0s quais sugerem que a perda permanente das fibras C e
a conseqliente supressdo da producdo de neuropeptideos
pelo tratamento de ratos neonatos com a capsaicina, leva ao
aumento da expressdo/regulacdo de mastécitos pulmonares
residentes. Desta forma, podemos postular que, se os mas-
tdcitos estdo em maior quantidade no parénquima pulmonar
de ratos tratados com capsaicina; estes, quando estimulados
pela mistura de poluentes, resultardo numa maior producao de
citocinas e conseqlientemente em maior influxo de leucdcitos
local podendo concluir que o influxo de neutrdfilos induzido
pelos poluentes em bréonquios de ratos depletados de neuro-
peptideos se deu em conseqiiéncia do aumento da regulacdo
génica de algumas citocinas por mastdcitos.

Em conclusdo, os resultados apresentados neste es-
tudo nos permitem sugerir que o aumento na producdo e/
ou liberacdo enddgena de mediadores inflamatérios como as
citocinas, modula grandemente a resposta inflamatéria indu-
zida pelos poluentes ambientais PED e 1,2-NQ, cujo processo
autofarmacoldgico é intensificado nos animais destituidos
de fibras nervosas sensoriais. Isto se deve, em parte, ao fato
de que nestes animais, a auséncia de neuropeptideos (possi-
velmente as taquicininas) resultou em aumento da atividade
funcional dos macréfagos juntamente com a produgdo de
citocinas pro-inflamatdrias por estas células e, possivelmen-
te, por mastdcitos pulmonares residentes. Estas evidéncias
contribuem com um crescente argumento de que a perda da
sinalizacdo aferente taquicininérgica leva a piora do quadro
inflamatdrio induzido por substancias irritantes, incluindo os
poluentes PED e 1,2-NQ.
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