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Unitermos
A gravidade dos efeitos causados pela exposicdo ambiental e  * Benzeno
ocupacional ao benzeno determinou o controle de sua utilizagdo. ~ * Hidroquinona

.~ . . . . ® Fenol
No entanto, mesmo nestas condic¢oes, toxicidade ao sistema imune

. . .. , . e Inflamacao pulmonar
e nervoso tem sido descrita. A toxicidade do benzeno é determinada

¢ Lipopolissacarideo (LPS)
pelos seus produtos de biotransformagdo, em que fenol (FE) e de Salmonella abortus
hidroquinona (HQ) tém papel relevante na imunotoxicidade. Neste
contexto, o presente trabalho mostra que a exposi¢do de ratos
Wistar, machos, a doses de 5 ou 10 mg/kg de HQ (via i.p., uma vez
ao dia, 13 doses consecutivas, com intervalos de 2 dias a cada 5
doses) provocou redugoes acentuadas no influxo de leucocitos
polimorfonucleares (PMN) e mononucleares (MN) para o pulmao
24 horas apos inalagdo de Lipopolissacarideo (LPS) de Salmonella
abortus. Diferentemente, a migragdo de leucocitos em animais
expostos ao FE ndo foi alterada. A exposi¢do a ambos os agentes
quimicos simultaneamente (dose de 5 mg/kg cada) manteve a
reducdo na migracdo de MN detectada em animais expostos a
HQ e potencializou o efeito inibitorio da HQ sobre a migragdo de
leucocitos PMN. Os prejuizos nas migragoes de leucocitos ndo
foram decorrentes de modificagcoes no numero destas células na
circulagdo. E importante ressaltar que os efeitos foram induzidos
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de HQ ndo provoca alterag¢oes nos parametros empregados como
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INTRODUCAO

Apesar de ter seu uso restrito, o benzeno ¢ um
solvente organico empregado em varias fac¢des industriais,
sendo que a petroquimica ocupa a lideranga. Além da uti-
lizagdo industrial, a presencga de benzeno na fumaga de
veiculos automotivos e do cigarro contribui para contami-
nagao ambiental (Darrall et al., 1998; Qu et al., 2000;
2003; Turteltaub, Mani, 2003; Fustioni et al., 2005). O
controle da exposi¢ao em paises em desenvolvimento nem
sempre ¢ satisfatorio e, assim, relatos clinicos de intoxica-
¢do ocupacional e ambiental pelo benzeno ainda sdo encon-
trados na literatura (Waidyanatha et al., 2001; Lan et al.,
2004; Stokstad, 2004; Qu et al., 2005; Kim et al., 2006).

Tem-se demonstrado experimentalmente que os pro-
dutos de biotransformagao do benzeno, entre os quais 0s
compostos fenolicos hidroquinona (HQ) e fenol (FE), sao
os responsaveis pela neurotoxicidade, hematotoxicidade e
imunossupressao observada em casos de intoxicagdes
(Rothman et al., 1996; Mc Cue et al., 2000; 2003; Poirier
et al., 2002; Snyder, 2002, 2004).

Em mamiferos, o benzeno ¢ oxidado por enzimas do
complexo citocromo P450 (CYP), principalmente pela ati-
vidade enzimatica da CYP 2E1 hepatica ou pela CYP 2F2
presente nos pulmdes. O 6xido de benzeno formado ¢ es-
pontaneamente convertido a FE por meio de rearranjo nao-
enzimatico e, subseqiientemente, a HQ e catecol pela acao
da CYP2 E1 (Medinsky et al., 1995; Ong et al., 1996;
Silva et al., 2003; Gaskell et al., 2004). Estes compostos
oxidados sdo substratos para enzimas sulfotransferases e
glicuroniltransferases hepaticas (Medinsky ez al., 1995) ou
sao transportados para a medula 6ssea, onde sdo oxidados
a 1,4-benzoquinona (1,4-BQ) e 1,2-benzoquinona (1,2-
BQ) pela acao de mieloperoxidases e prostanglandina H
sintetase, respectivamente (Medinsky et al., 1995; De
Caprio, 1999; Snyder, 2004). Se ndo metabolizados efici-
entemente por sistemas enzimaticos competentes, como
algumas redutases presentes na medula 6ssea, tais compos-
tos causam prejuizo na producdo, maturacao e fungao de
células hematoldgicas em humanos e em animais de expe-
rimentacao (Sheets et al., 2004; Sheets, Carlson, 2004;
Snyder, 2004; Kim et al., 2006). A despeito dos efeitos
imunotoxicos estarem bem demonstrados em ensaios in
vitro ou em condicdes toxicas de exposi¢do ao solvente, 0s
mecanismos de acdo responsaveis pelos efeitos toxicos do
benzeno ainda ndo estdo completamente elucidados.

As doencas pulmonares sao importantes causas de
morbidade e mortalidade, sendo que as de origem inflama-
toria infecciosa ou alérgica representam parcela significativa
e crescente na incidéncia das mesmas. Os habitos de fumar,
o estresse, a poluicao dos centros urbanizados e as ativida-
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des ocupacionais tém papel relevante para a epidemiologia
destas doencas (Bernstein et al., 2004; Peden, 2005).

A resposta inflamatoria pulmonar € caracterizada por
modificagdes na reatividade das vias aéreas e ativagdo de
células residentes, como mastdcitos, macrofagos e células
epiteliais, que secretam mediadores quimicos, responsaveis,
entre outras agoes, pela constri¢do das vias areas e pelo in-
fluxo acentuado de leucdcitos para o foco de lesdo. Para
tanto, os leucocitos circulantes interagem com o endotélio da
parede de vénulas pos-capilares proximas a area inflamada
e migram, por entre as jungdes interendoteliais, em dire¢do
ao sitio de lesdo. Neste local, os leucocitos liberam substan-
cias armazenadas em granulos intracelulares e secretam me-
diadores recém-sintetizados que, em conjunto, facilitardo a
destruicao do agente lesivo e a subseqiiente resolugao do pro-
cesso inflamatdrio. No entanto, modificagdes nestas ativida-
des celulares acarretam prejuizos ao tecido inflamado, quer
seja pela ineficacia da resposta ¢ manutengdo da lesdo, ou
por exacerbaggo do processo, com conseqiiente prejuizo aos
mecanismos de reparo e regeneracao tecidual (Tracey, 2002;
Kumar et al., 2005; Martin, Frevert, 2005).

Levando-se em consideracdo a importancia do
benzeno na contaminagdo da atmosfera e seus efeitos dele-
térios sobre o sistema imune, os efeitos da exposi¢ao a pro-
dutos de biotransformagao do benzeno sobre a capacidade de
resposta inflamatdria a um agente lesivo tém sido investiga-
dos experimentalmente. Neste contexto, os resultados obti-
dos anteriormente mostraram que a administragao i.p. de HQ
a ratos Wistar machos, na dose de 50 mg/kg/dia altera a
cinética do influxo de leucocitos polimorfonucleares na vi-
géncia de reacdo inflamatoria no tecido subcutaneo induzida
pelo glicogénio de ostra (Macedo et al., 2006). E interessante
notar que a mesma exposi¢ao ao FE ndo compromete a ca-
pacidade migratoria dos leucocitos. Este dado € bastante
instigante, uma vez que o FE ¢ metabolizado a HQ
endogenamente. No entanto, estes dados estdo de acordo com
os da literatura, que mostram que o FE, diferentemente da
HQ, ndo causa efeitos toxicos sobre a linhagem granulocitica
(Moran et al., 1996; Henschler et al., 1996).

No presente trabalho foram investigados os efeitos da
exposicao in vivo a HQ, FE e a ambos simultaneamente, em
doses menores que a preconizada pela literatura, sobre a
migragao de leucocitos na vigéncia de inflamagao pulmo-
nar induzida pelo Lipopolissacarideo (LPS) de Salmonella
abortus.

MATERIAL E METODOS
Animais

Foram empregados ratos Wistar machos, pesando
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entre 150-200 g, fornecidos pelo Biotério da Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas/Instituto de Quimica da Universi-
dade de Sao Paulo. Os animais foram mantidos em condi-
¢oes normais de biotério, com livre acesso a ragdo e agua
durante todo o periodo de exposi¢ao quimica. O projeto foi
aprovado pelo Comité de Etica em Experimentagio Animal
da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de
Sao Paulo (Oficio CEEA n. 21/2004 — Protocolo 65).

Produtos de Biotransformacao do Benzeno e
Reagentes Utilizados

Hidroquinona (HQ), fenol (FE), LPS de Salmonella
abortus, albumina sérica bovina (BSA, fragdo V), orto-
dianisidina, EDTA, acetato de forbol miristato (PMA),
brometo de hexadecil-trimetilamdnio (BHTA), Azida
sodica (todos os reagentes acima foram obtidos da Sigma,
St. Louis, MO, USA); etanol, acetona, corante May-
Griinwald-Giemsa, cloreto de sodio, cloreto de calcio,
cloreto de potassio, bicarbonato de sédio, fosfato di-basi-
co de potassio, sulfato de magnésio, glicose, agua oxigena-
da (todos os reagentes acima foram obtidos da Merck &
Co, NJ, USA); pentobarbital sodico (Cristalia, Brasil);
Heparina (Roche, Brasil). Kits ALT/GPT Liquiform, AST/
GOT Liquiform, creatinina K e Analisador Bioquimico
BIO Plus BIO-2000 (Labtest, Brasil).

Protocolo de Exposicao aos Agentes Quimicos

HQ e FE foram dissolvidos em etanol absoluto (5%
da soluc¢do final) e o volume completado com solugao sa-
lina estéril. O esquema de exposi¢do compreendeu adminis-
tragdes intraperitoneais didrias de HQ ou FE (dose 5 ou
10 mg/kg/dia em um volume final de 1 mL) ou HQ e FE as-
sociados (HQ/FE; dose 5 mg/kg/dia em um volume final de
1 mL). Os animais receberam 13 doses, com intervalos de
dois dias a cada cinco doses. Animais controles receberam
volumes equivalentes dos veiculos pela mesma via. Os
ensaios foram realizados 24 horas apds a administracao da
ultima dose.

Resposta Inflamatéria Induzida pelo LPS

Os animais foram anestesiados pelo pentobarbital
sodico (65 mg/kg, i.p.) e 100 ng/mL de LPS de Salmonella
abortus em salina estéril foram instilados na cavidade na-
sal dos animais com auxilio de uma micropipeta. Vinte e
quatro horas mais tarde, os animais foram anestesiados e
os lavados broncoalveolares (LBA) ou os tecidos pulmona-
res foram coletados.
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Coleta do LBA e quantificacao celular

A coleta do LBA foi realizada de acordo com Tavares
de Lima et al. (1998) e Bozinovski et al. (2004). Para tan-
to, os animais foram anestesiados pelo pentobarbital sodico
(65 mg/kg, i.p.), a cavidade peritoneal foi exposta e a
exsanguinagao foi realizada pela aorta abdominal. Apos
manipulagao cirurgica, a traquéia foi exposta e canulada
utilizando uma valvula reguladora com trés entradas. Na pri-
meira entrada foi acoplada uma canula de polietileno; a se-
gunda, uma seringa de plastico contendo 20 mL de solugao
tampao de fosfatos (PBS) e, a terceira, uma seringa vazia
(para aspiragdo do exsudato inflamatorio). A canula foi
inserida na traquéia para lavagem do espago broncoalveolar.

O LBA obtido foi centrifugado por 10 mina 500 x g,
o sobrenadante foi descartado e as células foram
ressuspensas em 1 mL de PBS. A contagem do niimero de
células foi realizada em cdmara de Neubauer e em
esfregacgo sangiiineo corado com solucdo de May-
Griinwald e Giemsa por microscopia optica.

Determinacao da atividade de mieloperoxidase
(MPO)

Vinte e quatro horas apds a instilagdo do LPS, os
animais foram sacrificados pela administragao de dose
excessiva de anestésico (pentobarbital sodico, i.p.), a cavi-
dade toracica foi aberta e o leito vascular do pulmao ime-
diatamente perfundido com PBS contendo heparina
(5 Ul/mL), utilizando-se uma canula inserida na artéria
pulmonar.

O tecido pulmonar livre de sangue foi pesado e
perfundido com 3 mL/g de tampao fosfato (pH 6,2 conten-
do 0,5% de BHTA e 5 mM EDTA). A seguir, o pulmao foi
homogeneizado 2 % 30 s em homogeneizador de tecido,
centrifugado e o sobrenadante foi utilizado para determina-
¢a0 da atividade de MPO. Assim, 680 mL de PBS conten-
do 0,25% de BSA, 500 mL de tampao fosfato pH 6.2,
100 mL de agua oxigenada (0,0005%), 40 mL da amostra
e 100 mL de orto-dianisidina (1,25 mg/mL) foram adicio-
nados em tubos de ensaio para a reagdo. Apds 15 min, a re-
acdo foi paralisada pela adicdo de 100 mL de azida sddica
(1%). A quantificacdo da absorbancia foi feita por
espectrofotometria (450 nm) em leitor (Spectra Max Plus?
— Molecular Devices).

Determinacido do nimero de leucdcitos circulantes
A contagem total e diferencial de leucocitos

circulantes foi realizada a partir de amostras de sangue
heparinizado, coletadas do plexo orbital dos animais com



458

auxilio de um tubo capilar de vidro. A contagem global de
células foi realizada em camara de Neubauer, apos a dilui-
¢do das amostras de sangue na proporgao de 1:20 (v:v) com
liquido de Tiirk. A contagem diferencial foi realizada em
extensdo de sangue fixado e corado, pancromicamente pela
solugdo de May-Griinwald e Giemsa.

Determinacao da atividade das transaminases
hepaticas e concentracao de creatinina sérica

Os animais foram anestesiados pelo pentobarbital
(65 mg/kg, i.p.) 24 horas apds a ultima dose dos agentes qui-
micos ou ao veiculo. Sangue foi coletado da artéria abdomi-
nal e o soro foi separado por centrifugacao (800 x g por
10 min). Amostras do soro de cada animal foram utilizadas
para determinar a atividade das transaminases hepaticas,
aspartato aminotransferase (AST) e alanina aminotransferase
(ALT), além da concentrac@o de creatinina.

A atividade enzimatica das transaminases (ALT e
AST) foi determinada pela metodologia Liquiform. Nesta
metodologia a ALT catalisa a transferéncia de grupos
amina da alanina para o cetoglutarato, com formagao de
glutamato e piruvato. Este ¢ reduzido a lactato por a¢do da
lactato desidrogenase (LDH), enquanto que a coenzima
NADH ¢ oxidada a NAD. A AST catalisa a transferéncia
de grupos amina da alanina para o cetoglutarato, com for-
magdo de glutamato e oxalacetato. Este é reduzido a malato
por acao da malato desidrogenase (MDH), enquanto que a
coenzima NADH ¢ oxidada a NAD. A conseqiiente redu-
¢do da absorbancia em 340 ou 365 nm, monitorizada
espectrofotometricamente, ¢ diretamente proporcional a
atividade das enzimas na amostra.

A determinagdo da concentragdo de creatinina foi
baseada na reacao de Jaffé, de acordo com a metodologia
Liquiform, na qual a creatinina reage com a solucao de
picrato em meio alcalino, formando um complexo de cor
vermelha que ¢ medido colorimetricamente.

Andlise Estatistica
Os resultados obtidos foram apresentados com mé-
dia + erro padrdo da média e analisados estatisticamente

pelo teste “t” de “Student” ou ANOVA, seguida de testes
complementares apropriados (Bonferroni e Tukey).

RESULTADOS

HQ, mas nao FE, inibiu a migracao de leucécitos
para o pulmao induzida pelo LPS

Os resultados obtidos na analise diferencial das cé-
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lulas no LBA mostram que a exposicao de HQ, nas doses
de 5 ou 10 mg/kg, inibiu significativamente o recrutamen-
to de leucdcitos MN e PMN para o espago broncoalveolar
em relagdo ao recrutamento observado em animais contro-
les, que receberam o veiculo pela mesma via (Figura 1A).
Os valores encontrados, especialmente com a dose de
10 mg/kg, foram proximos aos numeros de leucocitos re-
sidentes, uma vez que os valores basais de MN e PMN no
BAL s30 5,08 x 10° ¢ 0,17 x 10°, respectivamente.

A enzima mieloperoxidase ¢ expressa em neutrofilos
e a mensuracao de sua atividade ¢ proporcional a quanti-
dade de leucocitos no tecido inflamado. Os dados encontra-
dos mostram que a exposi¢do a HQ reduziu a atividade
enzimatica de MPO no tecido pulmonar. Os valores obti-
dos ap6s exposi¢ao a ambas as doses de HQ foram meno-
res que os encontrados em animais controles (Figura 1B).
E importante salientar que o valor basal de MPO em ani-
mais naive ¢ 0,04 = 0,001 (n=4).

Diferentemente do mostrado para animais expostos
a HQ, em animais expostos ao FE, independentemente da
dose utilizada, o influxo de leucodcitos para o espago
broncoalveolar e a atividade de MPO foram equivalentes
as observadas em animais expostos ao veiculo (Figura 1C
e D).

A exposicao associada de FE e HQ potencializou a
inibicio da migracao de PMN induzida pela HQ

Os resultados obtidos mostram que a associagao de
FE a HQ nio alterou a reduzida migragdo de MN para o
pulmao inflamado evidenciado em animais expostos a HQ
(HQ =reducao de 51,13% vs controle; HQ + FE =reducao
de 41,28% vs controle) (Figura 1E). No entanto, a exposi-
¢do associada dos agentes quimicos potencializou o efeito
inibitério da HQ sobre a mobilizagdo de PMN, demonstra-
dos pelo decréscimo significativo no nimero destas células
no LBA (HQ =reducao de 50,8% vs controle; HQ + FE =
reducdo de 85% vs controle) (Figura 1E) e pela atividade
de MPO no tecido pulmonar (HQ =reducao de 36,84% vs
controle; HQ + FE =redugao de 68,85% vs controle) (Fi-
gura 1F).

A exposicao aos agentes quimicos nio comprometeu
a mobilizacao de leucécitos para o sangue circulante

Prejuizos na produgao de leucdcitos e a conseqiien-
te reducao no numero de leucdcitos circulantes t€m sido
descritos a baixas doses de exposic¢do ao benzeno (Lan et
al., 2004; Stokstad, 2004), sendo que os metabodlitos
fenolicos exercem papel relevante no processo (Poirier et
al.,2002; Mc Cue et al., 2003; Macedo et al., 2006). Para



Exposicdo a hidroquinona e ao fenol sobre a resposta inflamatéria pulmonar induzida por bactéria

A-HQ

157

-t
o
1

[&;]
1

Leucdcitos (x10 5'c(—‘-,lulas)

Atividade de MPO (450 nm)

o

PMN

@]
M
m

- =h
(=] (4]
1

w

Leucdcitos (x10°células)
Atividade de MPO (450 nm)

o

—
()]

-
o

6)]

*

72

Leucacitos (x1¢° células)
Atividade de MPO (450 nm)

My

o

PMN MN

0.90
0.75
0.60
0.45
0.30
0.15
0.00

075

0.60
045
0.30
0.15
0.00

0.90
0.75
0.60
0.45
0.30
0.15

0.00

459

[ Veiculo
HQ 5 mg/kg
£SY HQ 10 malkg

B -HQ

[ Veiculo

F - HQ + FE

[Veiculo
¥4 HQ + FE 5mg/kg

—

FIGURA 1 - Numero de leucécitos no lavado broncolaveolar (A, C ¢ E) e atividade de mieloperoxidase (B, D e F) no tecido
pulmonar 24 horas ap6s inalagdo de LPS em animais previamente expostos a HQ, FE, HQ e FE simultaneamente ou ao
veiculo. Os resultados expressam a média + e.p.m. de 6 animais em cada grupo. HQ= hidroquinona; FE= fenol; PMN=
leucdcitos polimorfonucleares; MN= leucécitos mononucleares, MPO= mieloperoxidase. *P<0,001 em relagdo ao

respectivo valor obtido no grupo de animal controle.

investigar se as inibi¢des nas migracgdes de leucdcitos para
o foco de inflamagao em animais expostos 8 HQ oua HQ
e FE simultaneamente refletiam alteragdes na mobilizacao
destas células da medula dssea para o compartimento pe-
riférico, o numero de leucoécitos circulantes foi quantificado
antes das exposigoes quimicas, imediatamente antes ¢ 24
horas apo6s a inalagdo do LPS. Os dados obtidos mostram
que nenhum dos protocolos de exposi¢ao aos agentes qui-
micos modificou o niimero de leucocitos circulantes, nem
o recrutamento destas células para o compartimento peri-
férico apds administragao do LPS (Figura 2).

A exposicao aos agentes quimicos nao alterou a
funcao hepdtica ou renal

Uma vez que os agentes quimicos foram administra-
dos por via intraperitoneal e a metabolizagdo e excre¢ao
dos mesmos ¢ feita, primordialmente, pelas vias hepatica e
renal, respectivamente, quantificamos a atividade sérica
das enzimas transaminases ALT ¢ AST, marcadoras de
funcdo hepatica, e a concentragdo sérica de creatinina,
marcadora de fungdo renal, para avaliar o possivel compro-
metimento funcional destes drgdos. Os dados apresentados
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FIGURA 2 - Numero de leucdcitos no sangue periférico de animais expostos a HQ, FE, HQ e FE simultaneamente ou
ao veiculo. As quantificagdes foram realizadas antes do inicio das exposi¢des, imediatamente antes e 24 horas apds
instilacdo de LPS. O sangue foi coleta do plexo orbital. Os resultados expressam a média + e.p.m. de 6 animais em cada
grupo. HQ=hidroquinona; FE= fenol; PMN= leucdcitos polimorfonucleares; MN= leucdcitos mononucleares. *P<0,01
em relagdo ao respectivo valor obtido antes da instilagdo de LPS.

TABELA I - Atividade das transminases hepaticas (AST e ALT) e concentrag@o de creatinina no soro de animais expostos
a hidroquinona (HQ), fenol (FE), hidroquinona + fenol (HQ + FE) ou ao veiculo

Veiculo HQ FE HQ +FE
ALT (U/L) 41,2+10,6 31,0+8,8 31,043,5 44,0+6,2
AST (U/L) 149,7+27.2 130,6+14,5 121,2+1,2 149,0+18,2
Creatinina (mg/dL) 0,45+0,02 0,44+0,04 0,42+0,02 0,50+0,00

Os resultados estdo expressos como média + e.p.m. de soro coletado de 4 animais em cada grupo. As dosagens foram
realizadas em duplicatas.

na Tabela I mostram que a atividade das enzimas ALT ¢  sociados, uma vez que os valores encontrados foram simi-
AST e a concentragdo de creatinina presentes no sorondo  lares aos obtidos em animais controles.
foram alteradas pela exposi¢ao a HQ, FE ou HQ e FE as-
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DISCUSSAO

Infecgdes bacterianas sdao causas relevantes de
morbidade e mortalidade no mundo. As respostas as infec-
cdes envolvem uma interagdo complexa entre os compo-
nentes bacterianos e o sistema imune. Endotoxinas libera-
das de bactérias gram-negativas sdo estimulos potentes
para o sistema imune e a resposta competente do organis-
mo a estes agentes determina a evolucdo do processo.
Usando o lipopolisacarideo de S. abortus como indutor de
processo inflamatdrio infeccioso pulmonar mostramos
experimentalmente que a exposi¢do a metabolitos do
benzeno, agente relevante na exposi¢cdo ocupacional e
ambiental, em doses consideradas seguras pela literatura e
pelos orgaos regulamentadores, comprometem a resposta
do organismo a infecgoes.

A relag@o entre dose, tempo de exposicao e toxicidade
do benzeno nao ¢ linear, por conta dos diferentes efeitos de-
sencadeados pelos seus metabdlitos (Savitz, Andrew, 1997;
Lan et al., 2004). Tem sido proposto que o NOAEL (No
Observed Adverse Effect Level) em animais de experimen-
tacao para HQ ou FE € 15 e 12 mg/kg/dia, respectivamente
(Ryan et al., 2001). Os dados aqui obtidos, demonstrados
pela marcada redugdo no numero de leucdcitos no pulmao
inflamado em animais expostos a HQ e a auséncia de efeitos
em animais expostos ao FE, confirmam a complexidade
desta relagao e mostram que a toxicidade pode ocorrer pela
exposi¢io a doses menores que as consideradas seguras. E
importante salientar que os animais expostos aos agentes
quimicos ndo apresentaram alteragdes no numero de
leucocitos circulantes, pardmetro usado clinicamente na
avaliagdo da toxicidade. Ademais, as fungdes hepatica e re-
nal ndo foram afetadas pela exposi¢do quimica.

Diferentemente da exposi¢ao a HQ, a exposicao ao
FE nio inibiu o recrutamento celular para o foco de lesao
e somente potencializou a intensa diminui¢ao no recruta-
mento de leucocitos PMN, demonstrados pela quanti-
ficacdo destas células no LBA e pela atividade de MPO.
Apesar da auséncia de efeitos do FE ser instigante, uma vez
que o FE ¢ endogenamente metabolizado a HQ, corrobora
dados prévios descritos por Moran et al., (1996) e
Henschler et al. (1996), que mostraram efeito potencia-
lizador do FE sobre a producdo e maturagdo de granulo-
citos causados pela HQ. Uma explicacdo plausivel é a ca-
pacidade de o FE aumentar o metabolismo da HQ na me-
dula 6ssea aos seus subprodutos altamente toxicos, com
conseqjiiente efeito prejudicial na produgio e mobilizacao
de leucocitos para o compartimento periférico (Eastmond
et al., 1987; Ruiz-Ramos et al., 2005). No entanto, este
pode ndo ser o mecanismo téxico desencadeado no proto-
colo de exposicao por nos preconizado, ja que o nimero de

leucocitos circulantes ndo esta alterado e que a mobilizagdo
destas células para o compartimento periférico na vigéncia
de estimulo infeccioso ndo esta comprometida em animais
expostos a HQ ou a HQ e FE simultaneamente.

Os mecanismos envolvidos no recrutamento leuco-
citario sao complexos e dependem da agao de substancias
quimicas geradas ou secretadas no decorrer do processo,
que modificam a hemodinamica dos vasos da microcir-
culacdo proximas a area lesada e induzem alteragdes
morfoldgicas, bioquimicas e funcionais nos leucécitos
circulantes e em células que compdem a parede vascular e
o intersticio (Esche et al., 2005; Petri, Bixel, 2006). Nes-
te contexto, a expressao seqiiencial de moléculas de adesdo
nos diferentes tipos celulares envolvidos no processo me-
deia as interagdes célula-célula, responsaveis pela migra-
¢do celular. Apesar do mecanismo envolvido na inibigdo do
recrutamento celular induzido pela exposi¢ao a HQ ainda
ndo estar estabelecido, € possivel que a HQ altere a secre-
¢do de mediadores ou fungdes celulares responsaveis pela
migracao do leucécito no intersticio, uma vez que a expres-
sdo de moléculas envolvidas na intera¢do leucocito-
endotélio ndo foi alterada pela exposi¢do a HQ. As expres-
soes de L-selectina e 3, integrina nos leucdcitos circulantes,
bem como das imunoglobulinas (ICAM-1, VCAM-1 e
PECAM-1) na célula endotelial da microcirculagdo pulmo-
nar foram equivalentes em todos os grupos de animais es-
tudados (dados ndo mostrados).

Em conjunto, os dados aqui apresentados mostram a
complexidade dos mecanismos toxicos dos metabolitos do
benzeno e que suas exposigdes in vivo, abaixo dos limites
recomendados, ndo garantem a seguranca de exposicao.
Alteracdes celulares provocadas pelas exposi¢des podem ser
detectadas somente na vigéncia de estresse, como aqui evi-
denciadas na resposta inflamatoria de origem infecciosa.

ABSTRACT

Hydroquinone and phenol exposure on pulmonary
inflammatory response induced by bacteria

The high toxicity induced by occupational and
environmental benzene exposure lead to its use restriction.
However, at these conditions, neuronal and immune toxicity
has been described. It is well known that benzene
metabolites, such as hydroxyl compounds phenol (PHE)
and hydroquinone (HQ), are responsible for immuno-
toxicity. In this context, it has shown herein that male Wistar
rats exposed to HQ (doses of 5 or 10 mg/kg/day; 13 days
with 2-day intervals every 5 doses) presented marked
reduction in the number of mononuclear (MN) and
polymorphonuclear (PMN) leukocytes in the
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bronchoalveolar fluid 24 hours after inhalation of
Lipopolyssacaride of Salmonella abortus (LPS; 100 ug/mlL).

On the other hand, leukocyte migration into inflamed lungs

was not altered in FE exposed rats, since values obtained
were similar to those detected in control animals.

Simultaneous exposure to HQ and PHE (5 mg/kg each

compound) maintained the decreased number of MN cells

observed in HQ exposed rats and potentiated the reduction

of PMN cells induced by HQ exposure. The impaired
leukocyte migration into inflamed lung did not reflect
alterations on number of circulating cells. Moreover, it is
important to emphasize that schedule of intoxication did not
alter the functional ability of liver and kidney, as detected
by normal activity of transaminases and creatinine
concentration in the serum. Therefore, it is shown herein

that in vivo exposures to lower doses of HQ do not alter end
points used as biological indicators of toxicity, nevertheless

toxic effects are evident after a host defense.

UNITERMS: Benzene. Hydroquinone. Phenol. Lung
inflammation. Lipopolyssacaride of Salmonella abortus.
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