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RESUMO

FABRIS, A. L. Efeito da exposicdo a hidroquinona na resposta imune
adaptativa induzida pela vacina contra a influenza. 2019. 73f. Dissertacdo
(Mestrado) — Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de Sao Paulo,
S&o Paulo, 20109.

A gripe € causada pelo virus Influenza e € um problema de saude publica
mundial, que pode levar a problemas sérios em idosos e criancas. O Brasil
implantou a vacinagéo anual contra influenza a partir de 1999, como acéo preventiva
contra a doencga. A vacina é produzida pelo Instituto Butantan e contém trés cepas
diferentes do virus Influenza fragmentado para induzir resposta imune adaptativa,
com producao de anticorpos especificos e neutralizantes. A literatura tem mostrado
gue a exposicdo a xenobidticos com potencial imunossupressor pode comprometer
a eficacia de imunizagfes ativas, como a imunizacao contra a gripe. Nosso grupo de
pesquisa tem mostrado que a exposi¢do a hidroquinona (HQ), um composto toxico
presente em altas concentracdes na fumaca do cigarro, prejudica a resposta imune
inata e adquirida. Assim, este trabalho avaliou o efeito da exposicdo a HQ sobre a
resposta imune a vacinagdo contra influenza. Camundongos machos da linhagem
C57BL/6 foram diariamente expostos a HQ (2500 ppm) ou PBS, por 1 hora, por
nebulizac¢éo, por um periodo de 8 semanas. Durante este periodo, foram imunizados
nas semanas 6 e 8 do inicio das exposicoes, pela injecdo i.m. de 100uL da vacina.
Os parametros téxicos e imunolégicos foram avaliados 7, 35 e 70 dias apés a
segunda dose da vacina. A exposicao a HQ nao alterou o peso corpéreo dos
animais e nem causou alteragcdes morfolégicas no pulmao, figado e rins (histologia
por H&E); reduziu a frequéncia de hemacias (11%), hematdcrito (14%),
hemoglobina (14%) e volume celular (4%); causou estresse oxidativo no bago
(citometria de fluxo); aumentou a area dos foliculos de células B no baco e
linfonodomegalia (histologia por H&E). Em conjunto, os dados aqui obtidos mostram
gue a exposi¢do a HQ afetou mecanismos envolvidos na génese da imunidade ativa
contra influenza. Assim, os dados deste trabalho mostram mecanismos téxicos
ainda nédo descritos para a HQ, e ressalta a HQ como um poluente ambiental que

deve ser considerado nas avalia¢des de risco.

Palavras-chaves: imunotoxicologia, vacinacéo, influenza, fumaca do cigarro



ABSTRACT

FABRIS, A. L. Effects of hydroquinone exposure on the adaptive immune
response induced by the influenza vaccine. 2019. 73f. Dissertacdo (Mestrado) —
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo,
20109.

The flu is a health problem worldwide which is caused by the Influenza virus
and may result in severe illness in infants and the elderly. The annually vaccination
against influenza was implemented in Brazil in 1999 as a preventive measure. The
vaccine is produced by Butantan Institute and contains three different strains of the
inactivated Influenza virus which induce the adaptive immune response along with
production of specific and neutralizing antibodies. The literature has shown that
exposure to immunosuppressive xenobiotics may compromise the efficacy of active
immunizations, such as influenza. Our research group has shown that exposure to
hydroquinone (HQ), a toxic constituent of cigarette smoke, impairs both innate and
adaptive immune response. Thus, the aim of this work was to evaluate the effects of
HQ on the immune response induced by the influenza vaccine. Male C57BL/6 mice
were daily exposed to HQ (2500 ppm) or PBS by nebulization, for 1 hour, for 8
weeks. During the exposure period, the animals were vaccinated on weeks 6 and 8
with 100uL of the vaccine. Toxicologic and immunological parameters were
assessed 7, 35 and 70 days after boost administration. HQ exposure did not alter
body weight and did not cause morphological alterations in the lungs, liver and
kidneys (H&E staining); reduced the frequency of erythrocytes (11%), hematocrit
(14%), hemoglobin (14%) and cellular volume (4%) and caused oxidative stress on
the spleen (Flow Cytometry); increased the area of B cell follicles in the spleen and
increased the size of draining lymph nodes (H&E staining). Altogether, these data
show that HQ exposure affected mechanisms involved in the genesis of the adaptive
immune response. Thus, the data presented in this work show toxic mechanisms of
HQ that have not yet been described, and it also points out HQ as an environmental

pollutant which should be considered on risk assessments.

Keywords: immunotoxicology, vaccine, Influenza, cigarette smoke
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1. INTRODUCAO
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1.1 O virus Influenza

O Influenza é um virus envelopado, contém 8 segmentos de RNA,
pertence a familia Orthomyxoviridae e é classificado de acordo com as
caracteristicas antigénicas da matriz proteica e proteinas nucleares (Fig. 1)
(HEDESTAM et al., 2008; SHTYRYA et al., 2009). Os virus do tipo A e B sdo
0S mais relevantes para a saude publica, pois estdo associados a maior
morbimortalidade. Mais especificamente, o tipo A esta associado a 75% das
infeccdes e pode ter carater pandémico (GLEZEN et al., 2013; OLSON et al.,
2007; MINISTERIO DA SAUDE, 2009).

Virus Influenza

Figura 1. Estrutura do Virus Influenza A. As proteinas estdo representadas na parte
exterior da membrana: hemaglutinina (HA) e neuroaminidase (NA). A HA forma trimeros e a
NA forma tetrdmeros. O material genético consiste em 8 fitas de RNA senso negativo. Fonte:
Figura adaptada de HEDESTAM et al., 2008.

O Influenza A é subdividido de acordo com o subtipo de hemaglutinina
(HA) e neuroaminidase (NA) presente na superficie da membrana viral.
Existem varios subtipos de HA e NA e, atualmente, os virus classificados
como H3N2 e HIN1 sédo os causadores de endemias em humanos. Estas



13

glicoproteinas sdo responséaveis por fung¢des importantes na infeccdo das
células do hospedeiro. A HA é dividida estruturalmente em HA1l e HA2 (Fig.
2). A HAl se liga aos residuos de acido sialico de glicoproteinas e
glicolipideos que estédo presentes na membrana das células do hospedeiro e,
a partir desta interac@o ocorre a entrada do virus na célula (Fig. 3). No interior
da célula, o virus se encontra em endossomas, caracterizados como
compartimentos intracelulares com pH baixo, e nesse ambiente acido,
ocorrem alteracBes irreversiveis na conformacdo da molécula de HA
resultando na exposicdo da regido HA2. Esta porcdo € responsavel pela
fusdo das membranas e, consequentemente, pela liberacdo do material
genético do virus (CAO et al.,, 2017; HEDESTAM et al., 2008; KIM et al.,

2018).

A NA tem a funcéo de facilitar a aproximacéo do virus as células-alvo,
clivando o acido sialico das mucinas do trato respiratério, além de auxiliar na
fusdo das membranas, amplificando a atividade de clivagem da HA
(SHTYRYA et al., 2009). Adicionalmente, estudos relatam que a NA também
€ estavel em niveis de pH baixos (VARGHESE et al., 1983; TAKAHASHI et
al., 2003).

Membrana viral

Receptor com
acido sialico

Figura 2. Esquema da interacdo da hemaglutinina do Influenza A com receptores virais
nas células do hospedeiro. A imagem mostra um modelo estrutural das glicoproteinas do
envelope do virus e outras proteinas. A porcdo HA1l liga-se com o &cido sialico dos
receptores celulares. Apds esta interacdo, ocorre internalizacdo do virus em endossomas.
Dentro dos endossomas, o pH baixo causa alteragdes conformacionais na molécula de HA
gue expbdem a porcdo HA2. A HA2 é responsavel pela fusdo das membranas e liberagdo do
RNA viral no citosol celular. Fonte: Figura adaptada de HEDESTAM et al., 2008.
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Por conta da importancia da HA para o ciclo viral, esta hemaglutinina é
0 maior alvo indutor de anticorpos neutralizantes, os quais interferem com a
habilidade do virus ligar-se a célula do hospedeiro e obter acesso aos
endossomos com pH baixo. Para escapar da acdo dos anticorpos produzidos
pelo hospedeiro e garantir sua sobrevivéncia, o Influenza possui mecanismos
para modificar estruturalmente seus antigenos, conhecidos como antigenic
drift e antigenic shift. O drift consiste na introducdo de mutacdes pontuais no
genoma viral durante a replicagcdo e estas resultam em alteracbes de
epitopos importantes. Muitas destas mutacBes podem gerar virus nao
viaveis, contudo algumas alteram regides importantes nas proteinas HA e
NA. Assim, os virus que sofreram estas mutacdes escapam da imunidade
pré-existente do hospedeiro e sdo selecionados, dando origem a uma nova
populacéo viral variante (BOTH et al., 1983; CATON et al., 1992; FITCH et
al., 1991; KOELLE et al., 2006). Por outro lado, o shift compreende a troca
completa dos genes da HA e NA, diferentemente das mudancas graduais
decorrentes de mutacfes pontuais. Este evento ocorre apenas entre 0s tipos
A devido ao seu variado reservatério animal, e esta alteracdo resulta em um
novo virus que possui uma nova molécula de HA acompanhada ou nédo de
uma nova NA. Uma vez que a populacdo possui imunidade limitada a esta
novas variantes, podem ocorrer pandemias (NICHOLSON et al., 2003; COX e
SUBBARAO, 2000; WEBSTER et al., 1982). A gripe espanhola, que causou
aproximadamente 40 milhdes de mortes pelo mundo em 1918 foi gerada pela
variante do Influenza A (H1N1) pelo antigenic shift (COX e SUBBARAO,
2000).

Do exposto, fica evidente que, embora o virus Influenza seja bem
conhecido cientificamente, ele possui regides importantes de mutacdes que
levam ao desafio imunoldgico constante do organismo para a producdo de

anticorpos especificos.

1.2 A influenza e a importancia da imunizagao

A gripe € uma infec¢do aguda do sistema respiratorio causada pelo
virus Influenza e é altamente transmissivel, causando epidemias sazonais e

até mesmo pandemias. As manifestacdes clinicas mais comuns da doenca
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sao aparecimento abrupto de febre, dor de garganta, tosse, mialgia, cefaleia
e astenia, as quais podem evoluir para quadros mais graves, cOomo
pneumonia e complicacbes cardiacas, que, se agravadas, podem levar ao
obito (FALLEIROS e BRICKS, 2016; PADDOCK et al., 2012; CENTRO DE
VIGILANCIA EPIDEMIOLOGICA, 2018). A gripe é considerada um problema
de Saude Publica mundial visto que acomete todos o0s continentes
anualmente (Fig. 3). Estima-se que as epidemias de gripe sazonais estéo
relacionadas a um aumento anual de 24,7 Obitos por 100.000 habitantes,
sendo que 90% destes individuos tem idade maior ou igual a 65 anos
(NUNES et al., 2011).

Zonas de transmisséo da influenza

% Positivo para infuenza

D 0-10 D 21-30
[ [ >
D Dades no dispenivels -

AN

Figura 3. Distribuicdo geogréfica da gripe. O mapa mostra as regides onde amostras
testadas foram positivas para a influenza em 2018. Fonte: Figura adaptada da OMS, 2018.

No Brasil, as epidemias de gripe recorrentes causam grande impacto
na saude publica. Cerca de 14,9% das sindromes respiratdrias agudas
graves registradas no Brasil em 2017 foram causadas pelo virus Influenza e o
total de 6bitos decorrentes desta complicacéao € de 15,2% (SECRETARIA DO
ESTADO DE SAUDE DE SAO PAULO, 2018). Por este motivo, a vacinacao
contra a influenza foi implementada no Programa Nacional de Imunizagdes
em 1999 (SANTOS e OLIVEIRA, 2010). No ano inicial, a indicagao de
vacinagao foi apenas para individuos maiores de 65 anos de idade e, houve
incremento crescente no numero de individuos vacinados nos anos
subsequentes, passando de 7,5 milhdes em 1999 para 19,7 milhdes de

doses em 2017. Este aumento foi devido a maior adesao da populagao idosa
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a vacinagdo e ao aumento populacional do grupo de risco (CENTRO DE
VIGILANCIA EPIDEMIOLOGICA, 2018). Além disso, o Ministério da Saude
(2009) relatou que apo6s a implantacdo da campanha de vacinacdo aos
grupos de risco, a morbimortalidade, absenteismo no trabalho e gastos com
tratamentos de complicacdes oriundas da infeccéo viral foram reduzidos, e
diversos estudos mostram que a imunizacdo € a forma mais eficaz para
combater a doenca (FRANCISCO et al.,, 2005; VILARINO et al., 2004;
KRAMARZ et al., 2009; GOIS e VERAS, 2010). A campanha de vacinacéo
contra a gripe acontece em épocas anteriores as de maior circulagdo do
virus, como no inverno, e a protecdo adequada ocorre com a vacinac¢ao anual
(MINISTERIO DA SAUDE, 2009). Embora a resposta imune & vacina contra a
influenza possui eficacia de 70 a 90% nos adultos jovens e de 40% nos
idosos, devido as diferencas imunoldgicas caracteristicas da idade
(CENTERS FOR DISEASE CONTROL AND PREVENTION, 2000;
SECRETARIA DO ESTADO DE SAUDE DE SAO PAULO, 2001), a
vacinacdo reduz a disseminacdo da doenca e previne complicagcbes mais
sérias (GROSS et al., 1995; MINISTERIO DA SAUDE, 2001).

A vacina da influenza utilizada no Brasil é produzida no Instituto Butantan,
localizado na cidade de Sdo Paulo, que utiliza a tecnologia desenvolvida pelo
Instituto Sanofi-Pasteur. A producao consiste em inocular cepas do virus, que
foram previamente escolhidas pela Organizacdo Mundial da Saude, na
cavidade alantdica de ovos de galinha da linhagem Hysex. Apds inoculados,
0s ovos sdo levados a incubadora para que ocorra a replicacéo viral e, entéo,
0S 0vos sdo incubados em camara fria para a morte dos embrides e retirada
do liquido alantbéico, que agora contém o virus replicado. O liquido é
purificado, diluido e o virus presente é fragmentado pela adicdo de
detergente. A suspenséo viral é, entdo, inativada com formaldeido para que
nao haja a capacidade de replicacdo e infeccdo. O material produzido é
testado e, se aprovado, é rotulado e embalado para ser entregue ao
Ministério da Satde (ACADEMIA BRASILEIRA DE CIENCIAS, 2016;
INSTITUTO BUTANTAN, 2016).

O processo de vacinacao contra o Influenza é caracterizado como uma

imunizacao ativa, pois consiste na administragdo de antigenos para estimular
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uma resposta especifica e proteger contra infecgbes futuras. A vacina
produzida pelo Instituto Butantan é composta por trés cepas do virus,
A/Michigan/45/2015 (H1N1)pdmQ9; A/Hong Kong/4801/2014 (H3NZ2); e B/
Brisbane/60/2008. Estas sédo definidas de acordo com levantamento de
dados sobre as cepas circulantes na populagcdo e € coordenado pela
Organizacdo Mundial da Saude meses antes da produc¢éo da vacina (KITLER
et al., 2002). O Influenza causa novos casos de infeccdo anualmente, pois a
imunidade adquirida durante cada infeccdo podera nédo ser efetiva em uma
proxima devido as constantes mutacdes na estrutura antigenica do virus,
como descrito anteriormente. Por este motivo, a vacinagdo anual com
reformulacdo das cepas constituintes € fundamental para protecdo da
populacdo. Uma vez administrados no tecido muscular, os antigenos
presentes na vacina sd8o reconhecidos por células residentes, como as
células dendriticas, que sdo células apresentadoras de antigenos. Apds
reconhecerem estes antigenos via receptores de membrana, como oS
receptores do tipo Toll, estas céulas séo ativadas e realizam a fagocitose dos
antigenos e, no seu citoplasma estes sdo fragmentados em moléculas
menores, com cerca de 11 aminoacidos (S| et al., 2015). As células
dendriticas, entdo, migram para os oOrgaos linfoides secundarios, como 0s
linfonodos e o baco, com a finalidade de realizar o processo de apresentacao
de antigenos para os linfécitos T, que serdo ativados. O recrutamento das
células dendriticas para os 6rgaos linfoides secundéarios é essencial para o
desenvolvimento da resposta adaptativa e depende da expressao do receptor
CCRY7 por estas células (CAO et al., 2017; KATO e SCHLEIMER, 2007). Uma
vez nos tecidos linfoides secundarios, os peptideos derivados de antigenos
proteicos sdo apresentados para as ceélulas T via MHC-II, uma molécula
presente na membrana celular das células dendriticas, que se liga ao
receptor das células T. No entanto, o processo é mais complexo, e necessita
de outros sinais co-estimulatorios para sinalizacao intracelular efetiva destes
linfocitos, como estimulacdo dos receptores de membrana CD40, ICOS e
CD28 (CHEN e FLIES, 2013). Depois de ativados, os linfécitos T proliferam e
estimulam outras células, como o linfécito B. A interacdo entre os linfocitos T
e B nos orgéaos linfoides secundarios resulta na diferenciacdo em linfécitos T

foliculares (Tr) e na formagdo dos centros germinativos (Fig. 4). Nestas
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estruturas, ocorre intensa proliferacdo dos linfécitos B com diferenciacdo em
células secretoras de anticorpos associada a troca de classe do anticorpo e
aumento da sua afinidade pelo antigeno (KRISHNASWAMY et al.,, 2018;
STEBEGG et al., 2018).

A troca de classe das imunoglobulinas € induzida apds vacinacdo ou
infeccdo de forma especifica para diferentes tipos de patogenos. O Influenza,
por exemplo, € reconhecido por receptores citoplasméticos, como o RIG-1 e 0
receptor do tipo Toll 7, e as sinaliza¢gfes intracelulares desencadeadas pela
ativacdo destes receptores direcionam a resposta humoral para a producéo
de anticorpos mais apropriados para neutralizar virus (CHEN et al., 2018;
TAUBENBERGER e MORENS, 2008). Este mecanismo consiste na delecao
de determinadas regibes do gene que codifica a cadeia pesada das
imunoglobulinas, resultando na codificacdo e expressdao de uma cadeia
diferente a que estava sendo expressada anteriormente. Além disso, este
mecanismo necessita que divisdes celulares subsequentes ocorram para ser
fixado, o que é propicio no microambiente dos centros germinativos, onde
ocorre intensa proliferacéo celular. Diferentemente, a alteracdo na afinidade
dos anticorpos ocorre por meio da hipermutacdo somatica, processo no qual
intensas mutacfes pontuais sdo inseridas no segmento V(D)J e VJ dos
genes que codificam a regido variavel das cadeias pesadas e leves,
respectivamente. Com isso, estes genes mutados codificardo proteinas com
mudancas estruturais que resultam em alteracdes na afinidade do anticorpo
pelo antigeno. Estas mudancas, por sua vez, podem ser positivas ou
negativas e as células que sofreram mutacdes positivas, ou seja, que
geraram anticorpos com boa afinidade, séo selecionadas no préprio centro
germinativo. Ambos 0s mecanismos ocorrem principalmente pela agdo da
enzima Desaminase Induzida por Ativagéo (AID) que atua realizando delec&o
de bases e quebra das fitas de DNA (HWANG et al., 2015; STAVNEZER et
al., 2008; XU et al., 2012).

Apoés as células B passarem por varios ciclos de divisdo celular, pelo
mecanismo de hipermutacdo somatica, troca de classe das imunoglobulinas
e selecdo da afinidade, estas podem se diferenciar em células secretoras de

anticorpos (Fig. 4). Esta diferenciacdo induzida pela vacinagdo ou pela
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propria infec¢do viral ocorre dentro dos centros germinativos e depende da
presenca de citocinas, como a CXCL13, interleucina 4 (IL-4), interleucina 5
(IL-5), interleucina 6 (IL-6) e interleucina 21 (IL-21). Na presenca destas
citocinas, os linfécitos B migram para 0s centros germinativos e passam a
expressar fatores de transcricdo que direcionam sua diferenciagdo em
plasmablastos e, por outro lado, inibem fatores que conferem a identidade
das células B. A expresséo do fator de transcricdo BLIMP1 (B lymphocyte-
induced maturation protein-1) € estimulada e este, por sua vez, suprime o
PAX5 (Paired box protein Pax-5) e BCL-6 (B6 lymphoma 6 protein)
resultando na expresséo de XBP1 (X-box binding protein 1) e IRF4 (Interferon
regulatory factor 4). Em conjunto, a modulacdo destes fatores induz a
formacdo do perfil da célula secretora de anticorpos, como aumento do
tamanho celular, secrecdo da imunoglobulina anteriormente fixa na
membrana celular, biogénese de organelas, aumento na frequéncia do
dobramento de proteinas e degradacdo de proteinas malformadas
(RADBRUCH et al., 2006; SHAPIRO-SHELEF e CALAME, 2005). Um Unico
clone de célula B é capaz de originar mais de 5 mil células secretoras de
anticorpos em cerca de uma semana. Essa expanséo celular € necessaria e
importante para acompanhar a divisdo rapida dos micro-organismos (KUMAR
et al., 2005).

E importante ressaltar que os linfécitos B recebem assisténcia de
outras células durante as reacdes que ocorrem dentro dos centros
germinativos. Os linfocitos Tr, por exemplo, auxiliam na sele¢éo positiva das
células B que apresentam boa afinidade contra o antigeno apos a
hipermutacdo somatica. Esta selecdo ocorre por meio de estimulos, como
secrecdo de IL-6 e BAFF (B-cell activating fator). As ceélulas dendriticas
também tém importancia crucial na reacdo do centro germinativo, pois se
diferenciam em células dendriticas foliculares nos o6rgados linfoides
secundarios na presenca de fator de necrose tumoral (TNF) e, juntamente
com as células Tr, auxiliam na selecdo positiva de células B ap0s ciclos de
hipermutacdo somética, além de serem responsaveis por manter a estrutura
do centro germinativo (Fig. 4) (DE SILVA e KLEIN, 2015; HEESTERS et al.,
2014; WANG et al., 2011).
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Por fim, apds diferenciadas em plasmablastos, estas células passam a
expressar o receptor CXCR4 que medeia a migracdo para a medula 6ssea,
onde se diferenciardo terminalmente em plasmoécitos (HARGREAVES et al.,
2001; O'CONNOR et al., 2004). Estas células sobrevivem e residem nos
nichos da medula éssea, pois recebem estimulos de sobrevivéncia deste
microambiente, enquanto secretam quantidades constantes de anticorpos
para garantir protecdo ao mesmo antigeno por varios anos e, portanto, sao
classificadas como células de vida longa (NUTT et al., 2015). Os elementos e
condigcbes necessarias para a sobrevivéncia das células secretoras de
anticorpos nos nichos da medula 6ssea ainda ndo estédo elucidados, mas ha
relatos que células, como eosindfilos, basdfilos e células dendriticas, e
citocinas, como IL-6 (Interleucina 6), CXCL12 (Stromal cell-derived factor 1
precursor), APRIL (A proliferation-inducing ligand) e BLyS (B Lymphocyte
Stimulator) sdo importantes neste contexto (CHU et al., 2011; DILOSA et al.,
1991; HARGREAVES et al., 2001; MINGES et al., 2002; RODRIGUEZ et al.,
2010; ROLDAN et al., 1992; ROZANSKI et al., 2011).

Além das células secretoras de anticorpos, a reacdo do centro
germinativo gera as células B de memodria que tem como caracteristica
circularem na corrente sanguinea ou residirem nos o6rgdos linfoides
secundarios de forma quiescente, até serem novamente ativadas e passar
pela reacao de centro germinativo (DE SILVA E KLEIN, 2015).
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Figura 4. Reacdo do centro germinativo. Simplificadamente, as células B apresentam
antigenos para as células T e recebem sinalizacdo co-estimulatéria. As células entdo séo
ativadas e entram na zona escura do centro germinativo (CG). Nesta regido, ocorre
hipermutagcéo somatica (HMS) e proliferacao celular. Apds alguns ciclos destes eventos, as
células migram para a zona clara. Nesta zona, as células B mutadas por conta da HMS sédo
expostas a antigenos pelas células dendriticas foliculares (CDF). As células com baixa
afinidade pelos antigenos ndo recebem estimulos de sobrevivéncia e entram em apoptose.
As que possuem alta afinidade sdo estimuladas pelas células T foliculares (Tr). Estas
células que sobrevivem podem voltar & zona escura e passar novamente pela HMS e
proliferacé@o, deixar o CG como plasmoécitos ou células B de memoéria. Além disso, pode
ocorrer a troca de classe das imunoglobulinas, formando anticorpos mais especificos ao
tipo de patégeno que reentrardo na zona escura para proliferacdo e HMS. Fonte: Figura
adaptada de HEESTERS et al., 2014.

E importante salientar que o processo de imunizagéo ativa induz uma
resposta imune adaptativa especifica, que tem caracteristica de ser mais
lenta na primeira exposicdo ao antigeno. A lentiddo do processo ocorre
porque o clone celular que é ativado ndo esta expandido para que mais
células filhas sejam geradas rapidamente. Porém, a exposi¢cao subsequente
ao mesmo antigeno, conhecida como desafio, leva a ativacdo das células B
de memdéria e a resposta € mais intensa, rapida e efetiva (KUMAR et al.,

2005).
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O intuito da imunizag&o ativa contra o Influenza é estimular o sistema
imune dos individuos com cepas inativadas dos virus circulantes, as quais
nao apresentam risco de causar a doenca, mas sao capazes de produzir uma
resposta especifica que protegera a populacdo de uma eventual infeccao
viral e, mais importante, as complicacdes que podem ser causadas pelo virus
serdo evitadas. Desta forma, a imunizagcdo deve ser efetiva e os fatores que
comprometem este processo devem ser conhecidos para que possam ser

prevenidos ou contornados.
1.3 Hidroquinona

As caracteristicas do sistema imune, como brevemente descritas
anteriormente, sdo determinantes para a imunizagao preventiva, portanto, a
exposicdo a fatores ambientais que modificam o sistema imune pode
comprometer esta eficacia (MEDICI et al., 2015). Neste contexto, tem sido
mostrado que a exposi¢do a poluentes ambientais, como metais e bifenilas
policloradas, prejudica varias funcdes do sistema imunoldgico inato e
adaptativo, resultando em resposta inflamatéria reduzida e diminuicdo nos
titulos de anticorpos (TODD et al., 2016; XINJIANG et al.,, 2016). Além
destes, a fumaca do cigarro € fonte de exposicdo de diversos compostos
toxicos que também sdo poluentes ambientais. A literatura mostra a
toxicidade da exposicdo a fumaca do cigarro sobre o sistema imune, como
diminuicdo da resposta de anticorpos de forma duradoura, supressdo da
secrec¢do de citocinas, como IL-183, IL-2, IFN-y e TNF-a, além de reducédo da
viabilidade celular de leucocitos (NGUYEN, 2004; OUYANG et al., 2000;
STABBERT et al., 2017; WILSON et al., 2012). Embora a vacinagéo tenha
eficacia comprovada como medida profilatica, h& relatos na literatura de que
a vacinagao contra a influenza em fumantes passivos, ativos e ex-fumantes
pode estar comprometida (FINKELA et al., 1971; GODOY et al.,, 2017,
GRUIJIFF et al., 1999; LUGADE et al., 2014; WILSON et al., 2013).

A fumaca do cigarro pode ser dividida em fase particulada e fase de
vapor e, dentre todos 0os compostos toxicos presentes, a hidroquinona (HQ)
tem especial relevancia toxico e imunolégica. Cada cigarro € capaz de liberar
de 50-114ug de HQ (BODNAR et al., 2012), e ensaios in vitro mostram que a
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HQ presente na fase particulada do cigarro é responsavel por 10% da
toxidade celular in vitro (STABBERT et al., 2017). Além disso, cada cigarro
contém cerca de 42-91ug de benzeno (BZ), o qual consiste em outra forma
de exposicdo a HQ, pois quando absorvido é biotransformado em HQ. Por
estes e outros motivos, a HQ vem recebendo atengéo crescente nas ultimas

décadas.

A HQ (Fig. 5) é um composto fendlico que ja foi amplamente utilizado
comercialmente na industria cosmética, nas industrias envolvidas na
producdo de borracha e na revelacdo de material fotografico, além de ser
liberada na atmosfera por outros meios antropogénicos. Contudo, a forma
mais importante de exposicdo a HQ atualmente é pela fumaca do cigarro de
tabaco que, além da propria HQ, contém BZ. E importante ressaltar que a HQ
€ um dos principais produtos da metabolizacdo enddégena do BZ, com
comprovada toxicidade ao sistema imune e hematologico. Uma vez absorvido
pela via respiratoria, oral ou pele, o BZ € metabolizado pela enzima citocromo
P450 2E1, em especial nos pulmdes e no figado, e gera metabdlitos toxicos,
como o catecol, HQ e 1,4-benzoquinona (Fig. 6) (MCGREGOR, 2008).

HO OH

Figura 5. Estrutura quimica da hidroquinona. A estrutura da HQ consiste em 2 grupos
hidroxila (—OH) na posicéo para de um anel benzénico.

Uma forte linha de evidéncias mostra que a toxicidade da HQ é
consequéncia do seu elevado poder oxidativo. Nos tecidos, como hepético e
pulmonar, a HQ é rapidamente oxidada em outros metabdlitos, dos quais
destaca-se a 1,4-benzoquinona e semiquinonas. Este processo pode ocorrer
espontaneamente ou via acdo enzimatica, como pelas enzimas da familia
citocromo P450, mieloperoxidase e prostaglandina H sintetase. Apds ser
oxidada, a molécula passa a possuir um centro eletrofilico forte, que é
altamente reativo e capaz de se ligar covalentemente a macromoléculas,
como proteinas e DNA (Fig. 6). Além dos metabdlitos altamente reativos, a

oxidacao da HQ gera espécies reativas de oxigénio (EROs) que também sao
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responsaveis por interagir com macromoléculas e, em excesso, causam
estresse oxidativo (DECAPRIO, 1999; MCGREGOR, 2008; SNYDER, 2007;
SUBRAHMANYAM et al., 1991). Essas interagcdes com moléculas biolégicas
podem levar a formacdo de adutos de DNA, peroxidacao lipidica de
membranas celulares e fragmentacdo de proteinas. Com isso, a toxicidade
da HQ € decorrente, pelo menos em parte, do intenso estresse oxidativo e da
complexacdo dos seus metabdlitos com biomoléculas, que resultam em
mutacles, carcinogénese, interferéncia em mecanismos celulares e morte
celular (ABPLANALP et al., 2018; AMIN et al., 2018; BAHADAR et al., 2015;
GAO et al., 2018; MARTINEZ-RODRIGUEZ et al., 2018; SUN et al., 2017;
XIONG et al., 2016).

Benzeno Oxido de benzeno Oxepino Fenol

O O~ 0~ 0
A

Catecol Hidroquinona

OH
OH

1,2,4-benzenotriol Semiquinona 1,4- benzoqumona

Figura 6. Metabolismo enddgeno do benzeno. Resumidamente, o BZ é enzimaticamente
metabolizado em Oxido de benzeno, que é transformado em fenol por rearranjo nao-
enziméatico. Por sua vez, o fenol é biotransformado em catecol e HQ. A HQ é posteriormente
oxidada em 1,2,4-benzenotriol e semiquinona, a qual é novamente oxidada em 1,4-
benzoquinona. O ponto na molécula de semiquinona representa o forte nucleo eletrofilico.

Estudos in vitro mostram que a HQ causa supresséo da secrecao de
mediadores inflamatorios, como interferon (IFN) do tipo | e 11, IL-1B, IL-2, IL-4,
IL-6, IL-8 e TNF, além de reduzir a viabilidade celular de leucdcitos, inibir a
fungéo fagocitica de fagocitos e a proliferagdo e maturacao dos linfocitos B e
T (CHOI et al., 2008; FRAZER-ABEL et al., 2007; HUANG et al., 2015; KIM et
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al., 2009; KIM et al., 2017; KING et al., 1987; LEE et al., 2012; LEE et al.,
2002; LEWIS et al., 1988; PENG et al., 2012; PYATT et al., 1998; PYATT et
al., 2000; OUYANG et al., 2000; YANG et al., 2011). ApOs exposicao in vivo,
foi evidenciado que a exposicdo a HQ causa leucemia de células
mononucleares, compromete a resposta inata por comprometer a migragao
leucocitaria, prejudica fungBes importantes para o0s neutrofilos, causa
genotoxicidade em esplendcitos e apoptose de leucocitos (HEBEDA et al.,
2012; JAGETIA et al., 2000; MACEDO et al., 2007; RIBEIRO et al., 2011,
SHIMADA et al., 2012a; SHIMADA et al., 2012b).

Algumas doencas em humanos ligadas a exposicdo ao cigarro tém
sido associadas a exposicdo a HQ. Neste caso, foi mostrado que fumantes
possuem maior incidéncia de degeneracdo da macula associada a idade
(SMITH et al., 2001; DHUBHGHAILL et al., 2010; THORNTON et al., 2005;
KLEIN et al., 2008), que é um processo degenerativo do epitélio pigmentado
da retina e € a principal causa de cegueira ndo tratada dentre os idosos. A
etiologia ainda ndo é totalmente compreendida, ndo existe cura, meios de
prevencao e as formas de tratamento sdo escassas (SHARMA et al., 2012;
AUGOOD et al., 2006; KLEIN et al., 2004). Sado diagnosticados mais de
300.000 novos casos por ano s6 nos Estados Unidos e, ao menos que algum
modo de tratamento preventivo seja descoberto, é esperado que este numero
aumente para proporcoes epidémicas (FRIEDMAN et al., 2004; REIN et al.,
2009). Estudos experimentais mais recentes tém mostrado que a HQ
presente no cigarro € um dos responsaveis pela doenca e 0os mecanismos
envolvem acdo via receptor AGE (advanced glycation endproduct),
desregulacéo da producao de citocinas e fatores de crescimento pelo epitélio
ocular (BERTRAM et al., 2009; PONS et al., 2010; PONS et al., 2011;
TSUJINAKA et al.,, 2015; WANG et al., 2009). Ademais, a exposi¢cdo a
fumaga do cigarro estd envolvida no desenvolvimento de doengas
autoimunes, como a artrite reumatoide, uma vez que a incidéncia de artrite é
maior em fumantes (OLIVER e SILMAN, 2006; KLARESKOG et al., 2007).
Nosso grupo de pesquisa mostrou, recentemente, que quando ratos sao
expostos a HQ, ocorre aumento dos sintomas da doenga, como edema nas

articulagdes, aumento no infiltrado celular e producéao de IL-6, IL-18 e IL-17
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no local da inflamacédo, resultando na piora do quadro clinico da doenca
(HELUANY et al., 2018a; HELUANY et al., 2018b). Em conjunto, estes dados
recentes confirmam que a HQ é um importante componente do cigarro e que

seus efeitos toxicos ndo podem ser negligenciados.

Embora a literatura mostre que a exposicdo ao cigarro interfere
negativamente com o sistema imunoldgico resultando em resposta deficiente
a imunizacdo, ndo ha dados sobre quais componentes do cigarro sao 0s
responsaveis por este efeito. Sabe-se que o cigarro possui mais de 8000
substancias (STABBERT et al, 2017) e que muitas delas s&do altamente
toxicas. No entanto, nenhuma delas ainda foi descrita como interferente da
resposta humoral frente a vacinacdo contra o Influenza. Como existe
demonstracao recente que a HQ é um componente importante do cigarro e
gue sua acgao toxica desencadeia doencas de maior incidéncia em fumantes,
€ importante investigar se a exposicdo a HQ prejudica a resposta imune na

vacinacao contra influenza.
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2. OBJETIVO
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O objetivo do presente trabalho foi avaliar o efeito da exposi¢do a HQ
in vivo sobre parametros da imunizacao ativa induzida pela vacina contra o

virus causador da influenza.
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3. MATERIAIS E METODOS
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3.1 Animais

Camundongos machos da linhagem C57BL/6, de 6 a 8 semanas de
idade e com peso entre 20-25g, foram fornecidos pelo Biotério da FCF-USP e
do Instituto de Quimica (IQ) da USP. Os animais foram mantidos em
condicbes normais de biotério até o inicio dos experimentos. Todos o0s
procedimentos foram realizados de acordo com os Principios Eticos de
Experimentacdo Animal adotados pelo Conselho Nacional de Controle de
Experimentacdo Animal (CEUA no. 561).

3.2 Exposicao a HQ

O protocolo de exposicao foi feito por meio da nebulizacdo de solucao
de HQ (99%, Sigma-Aldrich®, St. Louis, MO) na concentracdo de 2500 ppm,
na frequéncia de 1mL/minuto, por 1 hora, diariamente, por um total de 8
semanas (Fig. 7). Animais controles receberam volumes equivalentes do
veiculo (Tampado Fosfato de Sodio (PBS) pela mesma via. Para tanto, 5
animais de cada vez foram acondicionados em uma caixa de volume total de
29L dotada de 3 orificios. Pelo primeiro orificio, as solu¢des de HQ ou PBS
foram nebulizadas utilizando um inalador ultrassénico (NS®, S&o Paulo, BR).
Os outros dois orificios permitiram a saida dos vapores da caixa de
acondicionamento. Todo o procedimento foi realizado em capela de
exaustdo. Vale salientar que os animais ndo sofreram durante este
procedimento, o qual ja foi realizado diversas vezes no laboratério da Prof.
Dr2. Sandra Helena Poliselli Farsky (HELUANY et al., 2018a; HELUANY et
al., 2018b; MACEDO et al., 2007; RIBEIRO et al., 2011; SHIMADA et al.,
2012a; SHIMADA et al., 2012b).

3.3 Imunizacdes

Cada animal foi imunizado 2 vezes, via intramuscular, nas semanas 6
e 8 durante do periodo de exposi¢cdo, com um total de 100uL, metade deste
volume em cada coxa por dose, conforme esquematizado na Figura 7. Esse
volume contém 3,75ug de vacina trivalente e fragmentada, sendo 1,25ug
referentes a cada um dos 3 virus: A/Michigan/45/2015 (H1N1)pdmOQ09 -
A/Hong Kong/4801/2014 (H3N2) - B/ Brisbane/60/2008. Esta vacina foi

gentilmente cedida pelo Dr. Paulo Lee Ho, do Instituto Butantan.
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Figura 7. Protocolo de exposicdo a HQ. Os animais foram expostos as solucdes de HQ e
seu veiculo (PBS) por um total de 8 semanas (linha preta) e observados durante as semanas
subsequentes com coleta de amostras quando necessario (linha tracejada vermelha). Os
animais receberam a primeira dose da vacina na semana 6, e a segunda dose na semana 8.

3.4 Parametros Clinicos
3.4.1 Evolucao ponderal

Os animais foram pesados semanalmente durante o periodo de
exposicdo e nas semanas subsequentes ao término das mesmas, como

ilustrado na Figura 7.
3.4.2 Hemograma

Os parametros hematolégicos foram avaliados por meio de
hemograma realizado com sangue periférico coletado com anticoagulante
(EDTA 10% tamponado - Sigma-Aldrich Cod. 114). O ensaio foi realizado no
Contador de Células Sanguineas automatizado (ABX Vetpack). A contagem
diferencial das subpopulacdes de leucécitos circulantes no sangue foi
realizada por meio de esfregacos do sangue coletado em laminas de vidro,
gue foram coradas com o kit Panético Répido (Laborclin). Depois de coradas,
as laminas foram avaliadas em microscépio 6ptico e o niumero de células
foram contadas de acordo com a morfologia. Os resultados estédo

apresentados em porcentagem de células.
3.4.3 Marcadores do dano tecidual

As atividades das enzimas transaminase glutamico-oxalacética (TGO)
e transaminase glutamico-piravica (TGP), além do nivel de creatinina sérica,
foram determinadas utilizando kits comerciais (Labtest Ref.: 109; 108; e 35,
respectivamente) e a absorbancia foi obtida em espectrofotbmetro Molecular
Devices SpectraMAX 190.
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3.4.4 Histologia

Catorze dias ap6s a segunda imunizacdo, os animais expostos foram
eutanasiados e o baco, linfonodos inguinais, pulméo, figado e rins foram
coletados para preparacdo de cortes histologicos. Os 6rgdos removidos
foram fixados em paraformaldeido 4% tamponado e processados para
inclusdo em blocos de parafina. Em seguida, as amostras foram seccionadas
a 3uM e corados com Hematoxilina-Eosina para posterior analise em
microscopio optico Nikon E 200.

3.5 ELISPOT

O ensaio de ELISPOT para quantificacdo de células secretoras de
antigenos totais e especificas ao antigeno da vacina foi realizado conforme
desenvolvido no laboratorio do Prof. Dr. Eduardo Silveira da FCF-USP, com
modificagbes. Para o coating, foram utilizados 100uL de vacina diluida por
poco, que contém 3ug/mL de cada antigeno, conforme descrito no item 3.3, e
100pL por poco do anticorpo anti-IgG, IgM e IgA (H + L) murino (Invitrogen A-
10666) diluido, que contém 5ug/mL de proteina. Estas solucbes foram
adicionadas as placas de ELISPOT (Millipore MSHAN4B50) e foram
incubadas overnight a 4°C. Apos a etapa de coating, as placas foram lavadas
4 vezes com PBS contendo 0,05% de Tween 20 (PBS-T20 0.05%) e 4 vezes
com PBS estéril. Em seguida, os pocos foram blogueados por 2 horas
usando meio de cultura RPMI suplementado com 10% de FBS (RPMI-
FBS10%). Ap6s o bloqueio, o meio de cultura foi removido das placas e
1x10° células (esplendcitos, linfonodos drenantes e lavado de medula éssea),
diluidas em RPMI-FBS10%, foram adicionadas nos primeiros pocos da placa.
Diluicbes seriadas de 3 vezes foram realizadas nos poc¢os das linhas
seguintes das placas, as quais foram incubadas overnight a 37°C em estufa
de 5% de CO2. Em seguida, as células foram removidas e as placas foram
lavadas 4 vezes com PBS-T20 0.05%. Posteriormente, uma solugéo de
anticorpo secundario biotinilado especifico a IgG (ThermoFisher Scientific -
B2763), diluido 1:1000 em solucdo de PBS contendo 0.05% de Tween 20 e
2% de FBS (PBS-T20 0.05%-FBS2%), foi incubada por 120 minutos a

temperatura ambiente. As placas foram lavadas novamente por 4 vezes com
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solugéo PBS-T20 0.05%, receberam solugcao de Avidin D - HRP (Vector labs),
diluida 1:1000 em PBS-T20 0.05%-FBS2% e foram incubadas por 3 horas a
temperatura ambiente, na auséncia de luz. Por fim, o ensaio foi revelado a
partir da adicdo do substrato filtrado 3-amino 9-etilcarbazol (AEC; BD
Biosciences - 551951). Apds a revelacdo, as placas foram mantidas a
temperatura ambiente para secar e, apos secas, 0s spots foram contados no
Laboratério do Prof. Dr. Esper George Kallas, da Faculdade de Medicina da

USP, usando o equipamento AID Reader.
3.6 ELISA de titulos e avidez de anticorpos

O ensaio de imunoabsorcdo enzimatica (ELISA) foi realizado para
deteccdo dos titulos e avidez de anticorpos IgG especificos a vacina a partir
de amostras de soro de camundongos que foram expostos a HQ ou PBS e

imunizados.

Para determinacdo dos titulos foi realizado o seguinte procedimento
experimental: primeiramente, 100uL da vacina diluida, que corresponde a
3ug/mL de cada antigeno, conforme ja descrito no ensaio de ELISPOT (item
3.6), foi diluida em PBS e adicionado a cada poco da placa de ELISA (Costar
high-binding) para a sensibilizagdo. Apds incubacdo overnight a 4°C, as
placas foram lavadas 4 vezes com solucdo de PBS contendo 0.5% de Tween
20 (PBS-T20 0.5%) e blogueadas por 2 horas a temperatura ambiente com
solucdo de PBS-FBS10% (Solucdo de Bloqueio). Em seguida, diluicdes
seriadas das amostras de soro coletadas nos dias 7, 35 e 70 apds o termino
das exposicdes a HQ ou veiculo foram realizadas em solucéo de bloqueio e
adicionadas as placas. Apés 90 minutos de incubacdo a temperatura
ambiente, as placas foram lavadas 4 vezes com solu¢cdo PBS-T20 0.5% e
incubadas com anticorpo secundario anti-lgG murino, diluido 1:3000 (Sinapse
Biotecnologia - 04-18-06), anti-lgGl1 murino, diluido  1:16000
(SouthernBiotech — 1970-05), anti-lgG2a murino, diluido 1:4000
(SouthernBiotech — 1080-05) ou anti-IgG2b murino, diluido 1:16000
(SouthernBiotech — 1090-05). Todos 0s anticorpos secundarios estavam
conjugados a peroxidase e foram diluidos em solucdo de bloqueio. Apés 90

minutos de incubacdo a temperatura ambiente, as placas foram lavadas 4
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vezes com solugcdo PBS-T20 0.5% e reveladas com solugdo contendo o
substrato o-phenylenediamine (OPD - 1 mg/mL) diluido em tampé&o fosfato-
citrato (pH 5.2) contendo 0,003% de peroxido de hidrogénio. Para finalizar a
revelacdo do ensaio, foi adicionado acido sulfurico a 2M as placas de ELISA
(protocolo adaptado de DE ALMEIDA et al., 2008 e ZELNIK et al., 2004). Em
seguida, as placas foram lidas em leitor de ELISA (Awareness Technology,
model Stat Fax 3200, EUA) sob densidade oOptica de 492nm.

Para determinacdo da avidez foi realizado o seguinte protocolo: o
ensaio foi realizado exatamente como o ELISA descrito, mas com uma etapa
adicional na qual as placas foram incubadas com solucédo de ureia 6M. Para
realizacdo do ensaio, duas placas foram feitas simultaneamente contendo as
mesmas amostras nas mesmas diluicdes. Portanto, apos as amostras terem
sido adicionadas nas placas, incubadas por 90 minutos e as placas serem
lavadas 4x com PBS-T20 0.5%, uma das placas, correspondente ao ensaio
de avidez, recebeu 100uL de solucdo de ureia 6M preparada em solucéo de
blogueio por pogo e foi incubada por 30 minutos. A outra placa contendo as
mesmas amostras foi mantida com 100uL de solucdo de bloqueio. Apés a
incubacédo simultanea das duas placas, estas foram lavadas 4x com PBS-T20
0.5% e a continuidade do experimento para as duas placas foi realizado
exatamente como o descrito para determinacdo dos titulos. Para avaliar o
indice de avidez, que € expresso em porcentagem, a absorbancia das placas
gue foram tratadas com ureia foi dividida pela absorbancia das placas que

nao receberam o tratamento com ureia e o resultado foi multiplicado por 100.
3.7 Deteccao do estresse oxidativo nos esplendcitos

A producao de espécies reativas de oxigénio (ERO) foi avaliada nos
esplendcitos de animais expostos a HQ, usando o substrato 2' 7'-diacetato de
diclorofluoresceina (DCFH-DA) (ELBIM e LIZARD, 2009, com modificacdes).
Baco dos camundongos foi coletado, macerado, filtrado em Cell Strainer
(70um; Falcon® - 352350), e lisado com (NH4Cl 0,15M) para eliminar as
hemacias. 1x10° células foram incubadas com DCFH-DA (340 uM
solubilizado em PBS) e incubadas por 30 min a 37°C. Apos incubacao, as

células foram lavadas com PBS para retirar 0 excesso de substrato,
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centrifugadas por 5 minutos a 1,5G e ressuspendidas em PBS. As amostras
foram analisadas em citdmetro de fluxo BD Accuri™ C6. Os resultados estao
expressos em frequéncia de células (%) e intensidade média de fluorescéncia

(MFI) de 50 mil eventos analisados.
3.8 Andlise Estatistica

Os resultados obtidos foram apresentados como média + DP e foram
analisados estatisticamente pelo Teste “t” de Student ou pela Analise de
Variancia com comparacdes multiplas (ANOVA), seguido do teste de Tukey
ou Kruskal-Wallis, quando necessério. Para tanto, foi utilizado o software
estatistico GraphPad Prism® 7.0. Os valores obtidos foram considerados
significativos quando p < 0,05.
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4. RESULTADOS
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4.1 Efeitos da exposicdo a HQ sobre o peso corporal, hemograma
e atividade enzimatica do figado e rins

A variagdo de peso corporeo e a quantificacdo de enzimas de
atividade hepética e renal sdo parametros de toxicidade em estudos
experimentais de longa exposicdo. Ainda, € conhecido que a HQ causa
mielotoxicidade (MCGREGOR, 2008). Assim, estes parametros foram
avaliados como indicadores da intensidade de intoxica¢cdo por nos induzida

neste estudo.

Para tanto, o peso corporeo, parametros hematoldgicos e marcadores
de atividade hepatica e renal dos animais foram quantificados. Observamos
gue ndo houve perda de peso corpéreo nos animais expostos a HQ em

relacdo aos animais do grupo controle (expostos ao PBS) (Fig. 8A).

Ademais, o hemograma foi realizado na sexta semana apdés o inicio da
exposicdo e antes da primeira imunizagdo. Notamos que houve diminui¢do
significativa, porém discreta, do numero de eritrocitos, concentracdo de
hemoglobina, hematdcrito, volume corpuscular médio (VCM) e hemoglobina
corpuscular média (HCM) nos animais expostos a HQ em relagdo aqueles
gue receberam PBS (Fig. 9A, B, C, D e E). Contudo, ndo houve diferenca na
concentracdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM), nas

subpopulacdes de leucécitos circulantes e nas plaquetas (Fig. 9F, G, He I).

Para avaliar se a exposi¢do a HQ causaria toxicidade no figado e rins,
orgdos de metabolizacdo e excrecdo do xenobidtico, respectivamente, nos
avaliamos a atividade das enzimas transaminase glutamico-oxalacética
(TGO) e transaminase glutamico-pirtvica (TGP) e os niveis de creatinina
sérica durante a exposi¢cao. Nao foram observadas alteragdes significativas

nos niveis destes marcadores de dano tecidual (Fig. 10A, B e C).
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Figura 8. Efeito da exposi¢ao a HQ sobre a evolucédo ponderal dos animais ao longo do
protocolo de exposicdo a HQ. Peso obtido semanalmente no periodo de 8 semanas (caixa
cinza) e nas semanas apos o termino da exposicao a HQ até a eutanasia (A). Os resultados
expressam a Média £ DP de 10 animais por grupo (Two-way ANOVA seguido pelo pés-teste
de Tukey).
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Figura 9. Efeitos da exposicdo a HQ sobre o hemograma . As analises foram realizadas
com o sangue obtido na sexta semana apds o inicio das exposicbes e previamente a
administracdo da primeira dose da vacina. Os resultados expressam a Média + DP de 10
animais por grupo. * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001 (Teste t de Student).
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Figura 10. Efeitos da exposi¢cdo a HQ sobre marcadores de dano hepatico e renal.
Andlise dos niveis plasméticos das enzimas transaminase glutdmico-oxalacética (TGO) (A) e
transaminase glutdmico-piravica (TGP) (B), e da creatinina (C) na sexta semana de
exposicao. Os resultados expressam a Média + DP de 4 animais por grupo (Teste t de
Student).

4.2 Efeitos da exposicdo a HQ sobre a histologia do figado,

pulmao, rins e 6rgaos linfoides secundarios

Com o intuito de realizar uma avaliagcdo complementar da toxicidade
da exposicdo a HQ em 6rgaos de metabolizacdo e excre¢do, bem como no
pulmédo, 6rgdo de absorcdo da HQ no nosso modelo experimental, cortes
histol6gicos destes tecidos foram feitos para verificar alteracées morfolégicas
na estrutura destes tecidos. Contudo, alteragbes significativas ndo foram
observadas (Fig. 11).

Além disso, o baco e linfonodos drenantes, o6rgdos linfoides
secundarios importantes para a resposta imune frente a vacinacao, também
foram analisados histologicamente a fim de verificar alteracbes morfologicas
decorrentes da toxicidade da HQ. Foi observado que o baco de animais
expostos a HQ apresentou desorganizacdo de estruturas morfolégicas, com
aumento no tamanho da area destas estruturas em relagcdo ao 6rgao total,
mas sem aumento do tamanho do baco (Fig. 12A, B, E e G). Por outro lado,
foi observado linfonodomegalia nos animais expostos a HQ, mas alteragbes
nas estruturas internas destes linfonodos nao foram detectadas (Fig. 12C, D
e F).
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Figura 11. Efeitos da exposicdo a HQ sobre a morfologia do pulmao, figado e rim. A
morfologia do pulméo (A e B), figado (C e D) e rins (E e F) est4 sendo mostrada de forma
representativa. Foram analisadas amostras coletadas de 3 animais em cada grupo. Flechas:
alvéolos; HC: hepatécitos; EPH: espaco porta hepatico; GL: glomérulo. Corte longitudinal,
3um, corado com Hematoxilina-Eosina.
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Figura 12. Efeitos da exposicdo a HQ sobre a morfologia do baco e linfonodos
drenantes. Os 6rgdos foram coletados 70 dias apds 8 semanas de exposicdo e
administracdo do reforco da vacina. Alteracdes morfolégicas correspondentes a area dos
centros germinativos no baco (A, B, e G), tamanho do baco (E) e dos linfonodos (C, D e F).
Limite do centro germinativo (tracejado). A lamina foi corrida por completo e a imagem é
representativa de toda a extensdo do Orgdo. Corte longitudinal, 3um, corado com
Hematoxilina-Eosina. Os resultados expressam a Média + DP de 3 animais por grupo. * p <
0,05 (Teste t de Student).

4.3 Avaliacdo das Células Secretoras de Anticorpos especificos

Um dos parametros usados para avaliar a resposta imunologica dos
animais expostos a HQ foi a quantificacdo das células secretoras de antigeno
especificas a vacina em compartimentos importantes para esta resposta.
Portanto, estas células foram quantificadas no baco, linfonodos e medula
ossea por ELISPOT. Nenhuma alteracdo no niumero de células secretoras de
anticorpos foi observada no baco e na medula 6ssea em até 70 dias apos o
término da exposicdo e administracao do refor¢o da vacina (Fig. 13A, B e C).
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Figura 13. Efeitos da exposicdo da HQ sobre o numero de células secretoras de
antigenos em d4rgédos envolvidos na resposta imune a vacina contra Influenza. As
células secretoras de antigenos especificas a vacina foram quantificadas no baco (A),
medula dssea (B) e linfonodos drenantes (C), 7, 35 e 70 dias ap0s o término da exposi¢éo a
HQ e administracdo do reforco da vacina. Tracejado corresponde ao limite de detec¢édo do
ensaio. Os resultados expressam a Média + DP de 4 animais por grupo. ** p < 0,01 (Two-
way ANOVA seguido pelo pés-teste de Kruskal-Wallis).

4.4 Titulos e avidez de IgGs

Outro parametro usado para avaliar a resposta induzida pela
imunizacao foi dosar os titulos de anticorpos especificos a vacina e verificar
sua avidez. N&o foi detectado diferenga nos titulos nem na avidez de IgG
especificas em até 70 dias apds a administracdo da segunda dose da vacina
(Fig. 14A e B). Além disso, uma andlise posterior das subclasses de IgG
mostrou que também né&o houve diferenca nos titulos de IgG1, IgG2b e IgG2c

em até 70 apos término da exposicdo e administracdo do refor¢o da vacina

(Fig. 14C, D e E).
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Figura 14. Efeitos da exposi¢ao da HQ sobre o titulo e avidez de IgG séricas. Os titulos
(A) e avidez (B) de anticorpos especificos a vacina e subclasses (C, D e E) foram avaliados
7, 35 e 70 dias apos o término da exposicao e administracéo do reforco da vacina. Soro com
valores de avidez >50% ¢ considerado alta avidez, de 30 a 50% é considerado avidez
intermediaria, e <30% representa avidez baixa (tracejado vermelho). Os resultados
expressam a Média + DP de 4 animais por grupo. (Two-way ANOVA seguido pelo pés-teste
de Tukey).

4.5 Andlise do estresse oxidativo em esplendcitos

Sabe-se que um dos mecanismos de toxicidade da HQ € via inducéo
de estresse oxidativo (SNYDER, 2012). Por este motivo, a formacdo de ERO,
gue é possivel correlacionar com o estresse oxidativo gerado, foi avaliada no
baco por meio do marcador DCFH. Observamos que a quantidade de células
positivas para DCFH (DCFH*) e a mediana da intensidade de fluorescéncia
(MFI) estavam aumentadas nos esplendcitos de animais expostos a HQ
(Fig.15).
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Figura 15. Efeitos da exposi¢ao da HQ sobre a formacdo de ERO no baco. Estratégia de
gating usado para (A). Porcentagem de células DCFH* (B). Mediana da intensidade de
fluorescéncia (MFI) das células DCFH* (C). Os resultados expressam a Média + DP de 4
animais por grupo. * p < 0,05; ** p < 0,01 (Teste t de Student).
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5. DISCUSSAO
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O presente trabalho foi delineado para investigar a toxicidade da HQ
sobre o sistema imune, que poderia causar prejuizos nas imunizac¢des ativas,
como no caso da vacina da gripe. A fundamentacdo do mesmo esta pautada
na menor efetividade da vacinacdo em fumantes (FINKELA et al.,, 1971,
GODOY et al., 2017; GRUIJIFF et al., 1999; LUGADE et al., 2014; WILSON
et al.,, 2013); na grande quantidade de HQ, bem como de benzeno, em
cigarros (STABBERT et al.,, 2017); na atividade imunossupressora da HQ
detectada in vivo (HEBEDA et al., 2012; JAGETIA et al., 2000; MACEDO et
al., 2007; RIBEIRO et al., 2011; SHIMADA et al., 2012b); e na importancia da
influenza para a salde publica (CENTRO DE VIGILANCIA
EPIDEMIOLOGICA, 2018; FALLEIROS e BRICKS, 2016). Ademais,
considerando que o virus Influenza causa principalmente infeccdo das vias
aéreas (KATO e SCHLEIMER, 2007) e que o cigarro causa O
comprometimento das células deste tecido (SHI et al., 2018), os tabagistas
apresentam maior susceptibilidade a infec¢des respiratérias, sendo assim,
um grupo de risco em pandemias.

Os resultados obtidos mostram que a exposi¢cao crénica a HQ nao
alterou marcadores importantes de intoxicacdo ao solvente, mas altera
processos que possam ser relevantes na imunizacdo. O protocolo de
exposicao foi baseado em modelos empregados em nosso laboratério, e
concentracdo e tempos de exposicdo foram realizados de acordo com
trabalhos prévios do nosso grupo de pesquisa (HELUANY et al., 2018a;
HELUANY et al., 2018b; MACEDO et al.,, 2007; RIBEIRO et al.,, 2011;
SHIMADA et al., 2012a; SHIMADA et al., 2012b). No entanto, o tempo de
exposicao e concentracdo de HQ aqui empregados foram muito superiores
aos usados anteriormente. O maior tempo de exposigéo foi empregado com
base na literatura em estudos de exposicdo a fumaca de cigarro para
avaliacdo da toxicidade ao sistema imune e pulmonar, que variaram de 4
semanas ou mais de exposicao (LIANG et al., 2018; SINZATO et al., 2018;
VAZ et al., 2015; ZHOU et al., 2018). O emprego da concentracdo elevada de
HQ foi possivel, uma vez que houve mudanca no veiculo empregado para
dissolugdo da HQ. ExposicOes realizadas anteriormente empregaram o
etanol a 0,5% como veiculo, e no presente trabalho usamos solugéo salina,

gue diminui marcantemente a toxicidade da exposicdo. Vale ressaltar que



48

estudos de dose e tempo/efeito foram realizados para padronizacdo do
protocolo experimental.

A andlise do peso dos animais é um indice relevante em estudos
experimentais de toxicologia, uma vez que ganho ou perda de peso pode
refletir toxicidade nas areas de saciedade ou locomogé&o no sistema nervoso
central, ou em vias de metabolismos e excrecdo (EUROPEAN MEDICINES
AGENCY, 2010). Nossos dados mostraram que o protocolo de exposicédo a
HQ usado neste trabalho ndo comprometeu a evolucdo ponderal, indicando
gue ndo houve toxicidade aparente nestes sistemas descritos.
Adicionalmente, os niveis plasmaticos de creatinina e a atividade das
enzimas TGO e TGP nédo foram alterados devido as exposi¢des diarias a HQ,
corroborando o ndo comprometimento de vias de metabolismos e excrecéao.
Por fim, a exposicdo a HQ também ndo causou altera¢des histologicas no
pulmao, figado e rins, 6rgdos de absorcao, metabolizacdo e excrecdo da HQ,
respectivamente. Desta forma, supomos que a exposicao a HQ nao causou
toxicidade aparente aos animais. Além disso, a exposicdo a HQ poderia ndo
ser um dos principais contribuintes para o aumento da suscetibilidade a
infeccdo pelo Influenza das células do sistema respiratorio, visto que néo
causou comprometimento morfolégico do pulmao.

Como ja salientado na Introducdo e amplamente descrito na literatura,
0 BZ absorvido é metabolizado e resulta em mielotoxicidade (MCGREGOR,
2008; SNYDER, 2012; STABBERT et al., 2017). Considerando que a HQ é
um dos principais produtos desta metabolizacdo e estudos in vitro e in vivo
mostram que a HQ inibe a proliferacdo de linfocitos, induz apoptose e causa
genotoxicidade nas células da medula 6ssea, tem sido atribuido que a HQ
seja 0 metabalito do BZ responsavel pela toxicidade na medula (CHEN et al.,
2017; LAU et al., 2009; MILLER et al., 1994; MORAN et al., 1996; RUIZ-
RAMOS et al., 2017). Os dados aqui obtidos mostraram que a exposicéo a
HQ reduziu a série eritrocitica, embora em pequena magnitude, apos poucas
semanas de exposicdo. Além destas, as células secretoras de anticorpos a
vacina também ndo sofreram alteracfes detectaveis. Estes ultimos dados
associados aos ja descritos anteriormente, confirmam que o protocolo de

exposicao aqui realizado nédo causou toxicidade intensa aos animais.



49

Considerando que o processo de imunizacdo ativa é dependente da
migracdo de plasmablastos para a medula 6ssea, onde se alojam para
diferenciarem-se em plasmaocitos (HARGREAVES et al., 2001; O’'CONNOR et
al., 2004), investigamos as células secretoras de anticorpos especificas que
residem neste compartimento. Os dados obtidos mostraram que a quantidade
destas células nao foi alterada pela exposicdo a HQ em todos os tempos
avaliados. Assim, inferimos que a exposicdo a HQ nao afetou a capacidade
de migracdo das células secretoras de anticorpos para os nichos da medula
0ssea, nem causou efeitos toxicos sobre os fatores necessarios para a
sobrevivéncia das células secretoras de anticorpos no microambiente
medular.

A morfologia dos oOrgaos linfoides secundarios foi analisada no
presente trabalho, uma vez que alteragOes estruturais e funcionais podem
resultar em prejuizos para a resposta imune humoral. Nestes
compartimentos, as células B residem e circulam até entrarem em contato
com antigenos e serem ativadas com o auxilio das células T. Esta interacéo
resulta na formacdo dos centros germinativos, onde ocorre intensa
proliferacdo celular e as células mais especificas ao antigeno se diferenciam
em secretoras de anticorpos (plasmablastos e plasmadcitos) (KUMAR et al.,
2005). Nossos dados mostraram que a exposicdo a HQ causou
desestruturacao dos centros germinativos no bago e aumento na area destes
foliculos, mas sem alteracdo no tamanho do 6rgdo e na quantidade de
células secretoras de anticorpos. Além disso, os linfonodos parecem ser
alvos da HQ, pois a exposicdo a HQ causou aumento no tamanho destes
orgaos associado a reducdo no numero de células secretoras de anticorpos.
Ha relatos que a HQ e a 1,4-benzoquinona, um de seus metabdlitos, podem
funcionar como haptenos e sensibilizar os linfonodos aumentando a
guantidade de células neste tecido, majoritariamente células B e T (EWENS
et al., 1999), além de causar alteracdes histopatolégicas nos 6rgéos linfoides
de animais (RAO et al., 1988; WARD et al., 1985). Associados, estes dados
sugerem que a HQ, quando administrada in vivo, é capaz de interferir com
vias de sinalizagdo nos tecidos linfoides e, desta forma, modular a resposta

imunologica.
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Estudos descrevem que alteragbes na estrutura dos centros
germinativos do bago sao observadas em diferentes doengas, como
toxoplasmose, enfisema, e em infeccdes bacterianas e virais, levam a
diminuicdo na producéo de anticorpos (ODERMATT et al., 1991; RACINE et
al.,, 2010; TAKAHASHI, 2004; ZARETSKY et al., 2018). Dentre as causas
responsaveis por esta diminui¢cdo, pode-se destacar a atividade irregular das
células T nos foliculos linfoides que acabam por causar a morte de outros
tipos celulares do microambiente e prejudicando a estrutura do tecido,
diminuicdo da producdo de CXCL13 pelas células dendriticas foliculares e
comprometimento da sinalizacdo da via do TNF, o qual € essencial para a
organizacdo dos centros germinativos (MUELLER e AHMED, 2008). Com
base nestes estudos, poder-se-ia supor que a producdo de anticorpos frente
a imunizacao a influenza estaria reduzida nos animais que foram expostos a
HQ. A primeira vista, os titulos de 1gG, bem como sua avidez ao antigeno,
nao foram alterados pela exposicdo a HQ, mas uma analise dos titulos das
subclasses destes anticorpos mostrou diminuicdo da IgG2c a longo prazo.
Trabalhos relacionam a importancia desta subclasse de IgG na protecao
contra o Influenza A, onde vacinas que a induzem tem maior eficiéncia em
proteger camundongos contra a infeccdo e, ainda, animais que possuem
menores titulos de IgG2c tem maior perda de peso e mortalidade frente ao
desafio imunoldgico (BALDWIN et al., 2018; JIAN et al., 2013; JIANG et al.,
2016; KANG et al., 2004; KOPECKY-BROMBERG et al., 2009; WELDON et
al., 2012). Van Den Hoecke e colaboradores (2017) corroboraram
recentemente a importancia da IgG2c contra o Influenza pela comparacéo da
efichcia de IgGl e IgG2c, de mesma especificidade, em animais de
experimentagcdo. Neste estudo, animais tratados com a subclasse IgG2c e
posteriormente desafiados apresentaram melhor capacidade de neutralizar o
virus e foram protegidos quando comparado aos que foram tratados com
IgG1 e aos animais controles. Com base nestes estudos é possivel afirmar
gue a IgG2c desempenha papel fundamental na protecdo contra a infeccéo
causada pelo Influenza. Portanto, nossos dados sugerem que a HQ pode
tornar a resposta imune especifica a vacina menos duradoura por causar a
diminuicdo de IgG2c a longo prazo e resultar em susceptibilidade a infeccéo

viral.
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O mecanismo de toxicidade da HQ esta relacionado, pelo menos em
parte, pela sua capacidade de gerar estresse oxidativo (IARC, 1987; JURICA
et al.,, 2017; MCGREGOR, 2008; SYDER, 2007; SUBRAHMANYAM et al.,
1991). Assim, é possivel que 0 estresse oxidativo possa ser 0 mecanismo
responsavel por causar as alteracdes morfolégicas observadas, a diminuigdo
das células secretoras de anticorpos nos linfonodos drenantes e,
consequentemente, a queda dos titulos de anticorpos especificos a longo
prazo observado em animais expostos a HQ. Nossos dados mostraram que
esplendcitos de animais que foram expostos a HQ apresentaram aumento na
guantidade de células em estresse oxidativo e aumento na intensidade deste
processo, mesmo 7 dias apdés o término das exposi¢cdes. Embora seja
possivel que o0 aumento de estresse oxidativo seja 0 mecanismo da
toxicidade da HQ em esplendcitos, sabe-se que a concentracao das espécies
de oxigénio formada é fator relevante para efeitos imunossupressores ou
imunoestimulantes. ERO estdo envolvidas no burst oxidativo de fagocitos e
na atividade de linfécitos na imunidade adaptativa (BAUER e DE LA
FUENTE, 2016; DE LA FUENTE et al., 2011). O peréxido de hidrogénio é
fator importante para a ativacao e diferenciacdo das células B, onde células
na auséncia deste composto apresentam prejuizo nestes processos celulares
(BERTOLOTTI et al., 2016; POLIKOWSKY et al., 2015); As células T, assim
como as B, necessitam das ERO para serem ativadas, expandidas e
exercerem sua funcdo (CEMERSKI et al.,, 2002; DEVADAS et al.,, 2002;
GELDERMAN et al., 2006; JACKSON et al., 2004). Diferentemente, altas
concentracfes de ERO levam a ativacdo de mecanismos de morte celular, o
gue é bem descrito para os efeitos tdéxicos da HQ (BELIKOV et al., 2015;
CHO, 2008; GELDERMAN et al., 2006). Assim, o real papel do aumento do
estresse oxidativo nos esplendcitos pela exposicdo a HQ ainda ndo pode ser
estabelecido. E possivel que este seja ativado para reestabelecer a resposta
adaptativa ineficiente pela exposicdo a HQ, como mediador em diversas
etapas do processo, ou se € um indutor de acbes toxicas que levam a
modifica¢des estruturais do tecido e consequentemente da fungéo.

Em conjunto, os dados obtidos mostram que o protocolo de exposi¢céo
aqui realizado ndo causou um quadro de intoxicacdo grave, mas descrevem

efeitos toxicos da HQ ainda ndo descritos. Ademais, os dados apontam que a
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exposicdo a HQ é um problema de saude publica, visto que causa toxicidade
em mecanismos ligados a resposta humoral na vacinagdo contra Influenza. A
vacina da gripe demanda intenso trabalho e investimento financeiro para ser
produzida anualmente (PEASAH et al., 2013). Assim, a identificacdo de
agentes que interfiram na efichcia da mesma é relevante para identificacéo

de grupos de risco das graves complicacdes decorrentes da infecgao viral.

6. CONCLUSAO
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Os resultados aqui apresentados mostram que a exposi¢ao por tempo
prolongado & HQ n&o causou intoxicacdo aparente nos animais, porém a
resposta imune adaptativa frente a vacinacdo foi prejudicada, visto que a
exposicdo a HQ causou alteracbes morfoldégicas no baco e linfonodos
drenantes.

Estes resultados sdo inéditos, pois mostram alteragcdes nos 6rgaos
linfoides secundarios resultantes da exposicdo a HQ que ainda néo foram

descritas em casos de exposi¢cao ao BZ ou a propria HQ.
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