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RESUMO

NUNES, A. V. Influéncia da Hidroquinona nas respostas imune humoral e celular
induzida por vacina viral com proteina recombinante (Dengue). 186 p. Dissertacédo
(Mestrado em Ciéncias). Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de

Sao Paulo, Sao Paulo, Brasil, 2019.

A fumaca do cigarro apresenta mais de 8700 substancias identificadas, as quais ja
foram relacionadas com o desenvolvimento das mais variadas doencas. Dentre elas,
uma substancia relevante neste contexto de toxicidade do cigarro é a hidroquinona
(HQ), gerada apOs a biotransformacdo do benzeno inalado. A HQ apresenta
atividades relacionadas com a imunossupressao das respostas imune inata e
adaptativa, observados mais no contexto in vitro e parcamente no in vivo; contudo,
nenhum estudo ainda trouxe a abordagem do efeito da exposicdo a HQ sobre a
resposta induzida por vacinacdo. Sendo assim, sera que a exposicdo a fumaca do
cigarro ou a HQ influenciaria na resposta de células B e geracdo de anticorpos
induzidas por imunizagdes com vacinas anti-virais? Observamos que, apos a
exposicao diaria com 2500 ppm de HQ (equivalente a um maco de cigarro fumado /
dia) por 8 semanas e vacinag¢do com proteina recombinante codificadora do dominio
[l do Envelope do virus da Dengue sorotipo 2 (EDIII) mais o adjuvante Alum, houve
uma “tendéncia” para menores titulos de IgG total e IgG1 especificos a EDIII em
camundongos C57BL/6. Analises histologicas revelaram um menor numero de
foliculos e reducao significativa de suas areas no baco do grupo HQ em comparacéo
com 0s nao expostos. Para entendermos o efeito da HQ sobre a resposta humoral,
realizamos uma analise de dados publicos de transcriptoma obtidas de amostras de
sangue de humanos. Curiosamente, observamos que a HQ regula positivamente
genes relacionados com a ativagcdo de células B, assim como a migracdo e
quimiotaxia de neutrofilos e outros leucécitos. Como é sabido que existe uma
populacao de neutréfilos (N2) com a capacidade de auxiliar as respostas de células
B, hipotetizamos que essas células poderiam disparar um mecanismo

imunocompensatdrio que aumenta os titulos de anticorpos no grupo HQ.

Palavras chave: Hidroquinona, Resposta Imune, Vacinas, Transcriptoma.



ABSTRACT

NUNES, A.V. The Influence of Hydroquinone in the humoral and cellular immune
responses elicited by vaccination with Dengue envelope recombinant Protein;
Dissertation (Master of Science). 186 p. School of Pharmaceutical Sciences of the

University of Sdo Paulo, Sdo Paulo, Brazil, 2019.

The cigarette smoke has more than 8700 harmful substances related to the occurrence
of the most varied diseases. Among them, a relevant substance is the hydroquinone
(HQ), generated upon the biotransformation of inhaled benzene. In vitro and in vivo
analyses have demonstrated that HQ can suppress both innate and adaptive immune
responses. However, no study has approached the effect of the HQ exposure on the
vaccination-induced response. Thus, would the exposure to the cigarette smoke or
HQ influence the B-cell and antibody responses elicited by immunizations with antiviral
vaccines? We observed a "tendency" to lower titers of IgG total and IgG1 anti-EDIII in
mice daily exposed to 2,500 ppm of HQ for 8 weeks and vaccinated. Histological
analyses revealed a smaller number of follicles and a significant reduction in their area
in the HQ group in comparison to their counterparts. In order to understand the effect
of the HQ on the humoral response, we performed an analysis of public transcriptome
data derived from human blood samples. We observed that the HQ up-regulates the
expression of genes related to B cell activation as well as the migration and chemotaxis
of neutrophils and other leukocytes. Considering that N2 neutrophils have the ability to
help the B cell response, we have hypothesized that the HQ exposure may trigger an

immunocompensatory effect, increasing the humoral response.

Key Words: Hydroquinone, Immune Response, Vaccines, Transcriptome.
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1. INTRODUCAO

1.1 Poluentes e seus efeitos toxicos

De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), a poluigdo do ar é
designada como a contaminacdo do ambiente interno ou externo por qualquer agente
gue possa modificar as caracteristicas naturais da atmosfera. Esses agentes podem
ser de natureza quimica, fisica ou biologica, podendo destacar-se substancias como:
o mondxido de carbono, oz6nio, dibéxido de enxofre e o dioxido de nitrogénio (Sircar,
K. et al. 2015.; EPA, 2017; REVIHAAP. 2017). Tais componentes estdo presentes
geralmente na poluicdo doméstica, em veiculos automotores, na queima de
combustivel por industrias quimicas, siderargicas e também incéndios (Alexis, N. P et
al., 2004; Jarrett, M., 2009).

Outros compostos téxicos derivados dessas mesmas fontes, que também
podem oferecer um grande risco para saude humana e ambiental, sdo o cigarro e 0s
seus componentes toxicos. A exposi¢ao a esses agentes esta associada com maiores
chances de desenvolvimento e progresséo de doengcas graves que
consequentemente podem levar o individuo ao 6bito (WHO, 2017). Ainda em relacao
ao cigarro, € inquestionavel o impacto de sua toxicidade para a saude publica mundial.
Esse possui mais de 8700 substéancias identificadas (Stabbert et al., 2017), dentre as
quais estao descritos metais, gases téxicos e substancias cancerigenas. Nao
obstante, os mecanismos propostos de como a acdo da fumaca do cigarro afeta o
inicio ou o desenvolvimento de certas doencas, ainda ndo sao bem explanados. O
efeito dos seus constituintes individuais, como a HQ, ainda é contraditorio e pouco
compreendido nestes modelos biolégicos (Hecht & Szabo, 2014.; INCA, 2017).

A exposicdo as substancias presentes na fumaca do cigarro propicia o
desenvolvimento de graves doengas como alteracdes na pele, infertilidade, problemas
respiratorios, cardiovasculares, diabetes e cancer, assim como o enfraquecimento do
sistema imunoldgico (revisado por Stampfli & Anderson, 2009), (Figura 1). Estima-se
gue existam aproximadamente 1,1 bilhdo de fumantes no mundo, sendo somente no
Brasil mais de 200 mil ébitos a cada ano pertinentes ao tabagismo, onde mais de 1,5%
sao de fumantes passivos (Jarrett et al., 2009; BRASIL, 2014).
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Figura 1 - Principais problemas relacionados ao tabagismo. Fonte: Figura
modificada de: adverse effects of cigarette smoke, From How cigarette smoke skews
immune responses to promote infection, lung disease and cancer. Martin R. Stampfili
& Gary P. Anderson, Nature Reviews Immunology 9, 377-384 (2009).

Durante a queima do cigarro ocorre a metabolizacdo de varias substancias
quimicas, dentre elas o BZ (Figura 2). Esse é um composto aromatico
(hidrocarboneto) empregado em varios processos quimicos e siderurgicos, sendo
utilizado na fabricacdo de plasticos, corantes e resinas. Muitos sdo 0s meios de
contato com o BZ, sendo bem comum a exposicdo ocupacional e sua liberagédo por
veiculos (Wilber, 2008). Dentre seus varios efeitos toxicos para 0 organismo, S&o
descritos a hematoxicidade, neoplasias e efeitos imunossupressores (Li et al., 2014).
Alguns estudos que mostraram o perfil de expressao génica regulados pelo BZ e seus
metabdlitos apontam alvos criticos da hematopoese sendo alterados ap6s a alta
exposicao com essa substancia (Li et al., 2014).

E crucial abordar também os varios estudos em humanos relacionados a
exposicdo ao BZ, onde o prejuizo para a funcdo imunoldgica possui um grande
destaque. As exposi¢cdes com essa substancia, mesmo em baixas concentragdes,
mostraram alterar as proporc¢des das células imunes (Lan et al., 2004), além do forte
efeito sobre as vias de sinalizacéo envolvidas na resposta imunolégica (McHale et al.,
2010).



Esse processo inicia-se com a absorcdo do BZ pelas vias dérmicas,
respiratoria, oral ou intestinal. Em seguida, ele é metabolizado pelas enzimas do
citocromo P-450 presentes no figado e no pulméo (Schlosser et al., 1989; Snyder,
2004). Com isso, € gerado o 6xido de benzeno que é amplamente metabolizado ou
sofre rearranjo espontaneo, produzindo o fenol. Este ultimo & convertido pelas
enzimas do citocromo P-450, principalmente a CYP2E1, em HQ no figado (Hedli,
1996; Inchem, 2017). Depois de absorvida, a HQ é rapidamente distribuida pela
corrente sanguinea aos tecidos (Pinedo, 2009; CEFARMA, 2017; Santos et al., 2017).
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Figura 2 - Metabolizacdo do Benzeno e geracdo de Hidroquinona (HQ). A
metabolizacdo do benzeno é realizada pelas enzimas do citocromo P450 no pulméo
e no figado, principalmente pela CYP 2E1, gerando a hidroguinona e o fenol que sdo
seus principais metabdlitos. Figura modificada de: Santos., et al. Aspectos
Toxicologicos do Benzeno, Biomarcadores de Exposicdo e Conflitos de Interesses.
Rev. Bra. De Saude Ocupacional. 2017.



1.2 Hidroquinona

Além do cigarro, a HQ também pode ser encontrada a partir da atividade nas
industrias quimicas e petroliferas, em medicamentos dermatoldgicos, solventes
usados em reveladores fotograficos e em fontes alimenticias, como o café, vegetais,
frutas, cha e vinho. Consequentemente, essa dualidade em meios de exposicao,
trazem maiores dificuldades no processo de compreensdo da absor¢cdo da HQ no
organismo humano com relacdo as diferentes fontes de exposi¢cao (DeCaprio, 1999;
Lee et al., 2007) (Tabela 1).

Tabela 1 — Principais fontes de exposi¢cdo a Hidroquinona.

Fontes de exposigdo a Hidroquinona

Produtos domissanitarios Desinfetantes, naftalenos, lustra-

moveis, ceras para chao.

Produtos alimenticios Café, frutas, verduras, cha, pao,

vinho, algumas plantas medicinais.

Medicamentos Cremes dermatolégicos.
Solventes Alguns 6leos brutos (ex. 6leo Bunker)
Industria siderurgica Componente usado nos processos

siderargicos.

Industria Quimica Gas de coqueira (BTX) Benzeno,

Tolueno e Xileno.

Industria Petrolifera Gasolina automotiva.

A HQ, quando aquecida, atua como combustivel. E um produto redutor que é
oxidado para semiquinona e quinona de forma reversivel (Enguita e Leitdo., 2013;
INCHEM., 2017). Também esta disponivel na natureza na forma de arbutina, sendo
convertida no organismo em HQ (Inoue et al., 2013).

Apesar das poucas fontes citadas, o seu veiculo maior de exposi¢cao conhecida,

€ o cigarro. Considerando que sua fumaca pode ser dividida em fase de vapor e fase
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particulada, a HQ pode representar cerca de 10% da fase particulada (Stabbert et al.,
2017). Ademais, suas concentracdes podem variar de 100 a 300 microgramas por
cigarro, tendo um papel de depésito de cerca de 100 microgramas por cigarro de HQ
nos pulmdes, podendo ser entdo distribuida para outros orgéos e tecidos (IARC,
1987).

Ainda é indispensavel citar a fonte de exposi¢cdo ocupacional envolvendo a
HQ. Em diferentes paises, essa exposicdo pode variar de 0,5 a 2 mg/m3. Um terco
dos mais de 30 milhdes de produtos produzidos & base de HQ no mundo sao
vendidos nos EUA (Tse., 2010; Enguita e Leitdo., 2013; Onlinelibrary, 2017). A
Organizacao do Trabalho dos Estados Unidos determina que o limite de exposicéo a
HQ seja de 2 mg/m3. Mesmo assim, desde o ano 2000 os paises da Unido Europeia
proibiram a venda de produtos cosméticos a base de HQ que exceda o valor de 1%
em suas formulagdes, justificado pelos impactos relatados, pouco elucidados e
controversos sobre essa substancia (Tse, 2010; OSHA, 2018).

Apesar da HQ poder ser dosada no sangue e na urina das pessoas, sao
escassos 0s resultados concretos da sua concentracdo no ar, agua ou solo. Sua
concentracdo em alguns produtos pode muitas vezes variar de 1 - 2% dependendo da
formulacdo, o que é permitido em alguns paises como os EUA. Entretanto, alguns
produtos de limpeza de pele podem atingir concentracdes ainda maiores, 0 que é
motivo de alta preocupacdo para as 6rgaos fiscalizadores responsaveis (INCHEM,
2017.; Onlinelibrary, 2017).

Ja em relacdo aos seus efeitos no organismo, a HQ reage com componentes
diversos do sistema biolégico, podendo exercer diretamente um efeito sobre o
metabolismo das células. A HQ ainda pode sofrer metabolizacdo pelas mesmas
enzimas do CYP-450 e oxidacdo na medula Ossea pela acdo da enzima
mieloperoxidase, formando os metabdlitos reativos o- e p-benzoquinona (Santos et
al., 2017). A sua excrec¢do juntamente com seus metabolitos é rapida, ocorrendo

principalmente pela urina (Hedli., 1996.; DeCaprio., 1999; Inchem, 2017). (Figura 3).
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Figura 3 - Oxidacdo da Hidroquinona e geracéo de produtos na médula 6ssea. A
hidroquinona € oxidada na medula éssea via acdo da enzima mieloperoxidase (MPO),
gerando os metabdlitos reativos orto- ou para-benzoquinona. Ocorre também a
reacdo inversa, na qual estes metabdlitos sdo reduzidos em HQ via catélise pela
enzima NAD(P)H quinona oxidorredutase-1 (NQO1). A HQ ainda pode ser convertida
para o metabdlito 1,2,4-trihidroxibenzeno pela acdo catalitica da enzima CYP2EL.
Figura modificada de: Santos., et al. Aspectos Toxicolégicos do Benzeno,
Biomarcadores de Exposicdo e Conflitos de Interesses. Rev. Bra. De Saude
Ocupacional. 2017.

Poucos estudos trazem abordagens para se obter resultados concretos da
biodisponibilidade da HQ no organismo. A maioria deles apontam resultados no
contexto dermatologico, o que dificulta saber realmente o grau de toxicidade geral
para o organismo humano (Monteiro et al., 2013).



1.3 Sistema Imune e sua relacdo com a Hidroquinona

O sistema imune compreende uma rede complexa de células, tecidos e 6rgéaos
que, juntos, medeiam acdes para proteger o organismo contra o estabelecimento de
infeccbes ou qualquer agente que traga prejuizos ao seu funcionamento
(https://lwww.nature.com/subjects/immune-system). O sistema imune pode ser
dividido em imunidade inata e adaptativa, os quais, possuem respostas distintas.

O sistema imune inato é a primeira linha de defesa do hospedeiro contra
agentes patogénicos, sendo mediada por fagdcitos, como os macrofagos e células
dendriticas (DCs), assim como por células NK (Medzhitov, 2013). Dentre os seus
mecanismos de ativacdo, existem o0s receptores de reconhecimento de padrdes
moleculares (do inglés, Pattern Recognition Receptors - PRRs) de microrganismos ou
associados a perigos de tecidos inflamados que reconhecem PAMPs (do inglés,
pathogen-associated Molecular Patterns) ou DAMPs (do inglés, Damage-associated
Molecular Patterns), respectivamente (Akira et al., 2006; Akira, 2013; O Neill et al.,
2013).

Dentre os protoétipos dos PRRs, podemos destacar os receptores do tipo Toll
(do inglés, Toll Like Receptor - TLR) que reconhecem um conjunto distinto de PAMPs.
Disparam, entdo, uma sinalizacdo intracelular que culmina no recrutamento de
moléculas adaptadoras especificas. Consequentemente, sua ativacdo leva a
translocacao dos fatores de transcricdo NF-kB e do regulador de Interferon IRF para
o nucleo celular, resultando na resposta imune inata (Kawasaki & Kawai, 2014). Essa
familia dos TLRs dispde de 10 membros (TLR1 — TLR10) em humanos e 12 nos
camundongos (TLR1 - TLR9, TLR11 — TLR12) (Mancuso et al., 2009; Guiducci et al.,
2013; Zakeri & Russo, 2018).

Sabe-se que alguns receptores associados a resposta imune inata, como TLR7
e TLRS5, influenciam diretamente a geragéo da resposta imune humoral. Foi observado
gue camundongos deficientes de TLR7 apresentaram menores numeros de foliculos,
frequéncias de células B e T foliculares, e secretoras de anticorpos no baco,
culminando em menores titulos de anticorpos (Soni et al., 2014). Em um contexto de
infeccdo com o virus da coriomeningite linfocitica, estes mesmos camundongos
deficientes de TLR7 mostraram menor proliferacao de células B foliculares e reducao
de células secretoras de anticorpos (Clingan & Matloubian, 2013). Quanto ao papel

de TLR5 nesta resposta, menores titulos de IgG total e subclasses especificas no soro
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foram observados em camundongos deficientes de TLR5 apds imunizagcdo com
vacina contra gripe. Neste caso, a relacdo do TLR5 na imunidade a vacina da gripe
estaria associada com a microbiota dos animais, ja que o ligante deste receptor € a
flagelina (proteina bacteriana). Apds tratamento com antibiéticos em camundongos
selvagens, diminuiu-se as quantidades de bactérias nas fezes, e foi observada uma
menor resposta humoral apds imunizacdo com vacina da gripe nos camundongos
deficientes para TLR5 (Oh et al., 2014).

E qual a relacdo destes receptores com o cigarro ou HQ? Estudos in vitro
apontam que culturas de células dendriticas infectadas com virus sincicial respiratorio
(RSV) ou de células epiteliais pulmonares com um extrato feito de cigarro tém as
expressOes de TLR7 e de TLR5 reduzidas respectivamente (Castro et al., 2011; Wang
et al., 2012). Individuos fumantes saudaveis ou fumantes com Doenca Pulmonar
Obstrutiva Crénica (DPOC) também apresentam uma menor expressdao de TLR5
(Wang et al., 2012). Além disso, sabe-se que a microbiota bacteriana intestinal de
fumantes é alterada em relacéo a individuos normais (Biedermann et al., 2013).

Além disso, ja foi observado que macrofagos alveolares oriundos de fumantes
ativos secretam niveis significativamente mais baixos de citocinas pré-inflamatérias
gue as mesmas células de individuos saudaveis (Holt & Keast, 1977; McCrea et al.,
1994). Ainda, a atividade funcional de células NK, provenientes também de fumantes,
foi reduzida significativamente quando cultivada juntamente com melanomas e outras
células cancerosas em relacdo as mesmas células de individuos saudaveis (Ferson
et al., 1979; Sopori, 2002).

A HQ induz uma imunossupressao, promovendo o crescimento de células
tumorais, 0 qual esta diretamente associado com a supressdo e modulacdo da
resposta imune (Snyder, 2002; Snyder, 2004). Neste caso, a HQ inibiu a proliferacéao
de linfécitos através da supresséo da sintese de DNA, e exerceu um efeito citotéxico
em eosinofilos, neutréfilos e até mesmo em linfécitos através da via caspase 9/3,
observados em estudos in vitro (Lee, 2012; Li, 1996; Yang, 2011).

Em relacdo a imunidade adaptativa, essa compreende 0 processo de
eliminacéo tardia dos patdgenos, que apesar das mais variadas caracteristicas, possui
um importante fator que é a especificidade e memaria imunoldgica (Akira et al., 2006).
Ela se desenvolve por selecéo clonal de linfoécitos T e B, a partir de um processo
conhecido como rearranjo génico das sequéncias VDJ de seus respectivos receptores

de antigenos durante os estagios iniciais do desenvolvimento. Isso gera multiplas
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combinac¢des que aumentam o espectro de atuacao destas células (Akira et al., 2006;
Cooper & Alder, 2006; Munoz et al., 2007). Ainda em relacdo a resposta adaptativa,
essa pode ser dividida em imunidade humoral e celular
(https://lwww.nature.com/subjects/immune-system).

Alguns estudos tém explanado que a HQ compromete a funcéo de células do
sistema imune inato e adquirido, apreciados no contexto in vitro, sugerindo que a
exposicdo a HQ pode afetar a resposta imune humoral (Taysse et al., 1995; Kim et
al., 2005; Lee et al., 2007; Choi et al., 2008). A imunidade humoral tem como base a
resposta mediada por anticorpos que também sdo conhecidos como imunoglobulinas.
Essas moléculas de proteinas glicosiladas presentes na superficie de células B
(imunoglobulinas de superficie) atuam como receptores de antigenos (BCR), ou sédo
secretadas no espago extracelular exercendo fungdes como a neutralizagao (Figura 4
(Murphy, 2012)).
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Figura 4 - Modelo estrutural dos Anticorpos — As imunoglobulinas ou anticorpos sdo
compostos por duas cadeias leves (VL e CL) e duas cadeias pesadas (VH e CH). A regido Fab
(regido de ligacdo ao antigeno — € composta por um dominio de cada cadeia (VH e VL)). As
regibes determinantes de complementariedade (CDRs) estdo presentes nos dominios
variaveis e determinam os pontos de contato do anticorpo em relacdo ao antigeno. Os
dominios CH2 e CH3 da cadeia pesada constituem o fragmento Fc, que sdo importantes para
as funcdes efetoras dos anticorpos. Figura adaptada de Hoffman et al., 2015.

Existem ainda quatro subclasses ou isotipos de anticorpos IgG (IgG1, 1gG2,
IgG3 e 1gG4) com fungbes efetoras importantes, como: neutralizagdo, com a ligagao
ao patégeno inibindo seu efeito toxico promovendo a infectividade, ativando
macrofagos e outras células imunes que se ligam aos receptores Fc (FCRs) que
reconhecem as regides constantes de classes especificas das imunoglobulinas, ou
consequentemente ativam a via classica do sistema complemento através da ligacao
a Clqg; opsonizacdo, que se trata do revestimento do patdgeno facilitando a sua
captacao pelos fagécitos e a ativacdo do sistema complemento (Hoffman et al., 2015;

Nature, 2016). Li e colaboradores apontaram que fumantes cronicos apresentam
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niveis séricos de IgG significativamente reduzida em relacéo aos individuos saudaveis
(Li et al., 1996).

E de sumo destaque salientar a importancia das células B no processo de
resposta humoral. Existem duas classes principais de linfécitos B tanto em
camundongos quanto em humanos, que se classificam de acordo com a sua
ontogenia e também a sua localizacdo anatémica, esses sao os linfocitos B1 e B2. Os
linfécitos B2 ainda se dividem em células B da Zona Marginal (MZ) e células B
Foliculares (FO) que véo originar células B de memodria ou células B secretoras de
anticorpos (Cerultti et al., 2013; Hoffman et al., 2015).

Os Linfécitos B1 exibem peculiaridades fenotipicas, ontogénicas e funcionais
proprias que divergem de outros tipos celulares, como as células B2 convencionais.
Esses secretam anticorpos naturais poli-reativos que agem na linha de frente na
defesa com sua funcdo neutralizante. Outras moléculas atuam também nesse
processo de imunomodulacéo, tal como interleucina 10 (IL-10), fator estimulante de
colénias de granuldcitos-macrofagos (GM-CSF), adenosina, IL-3 e IL-35 que também
sdo produzidas por células B1 com ou sem estimulos, que regulam doencas
inflamatorias agudas e crbnicas. Quanto aos linfocitos B2, eles se desenvolvem a
partir de células B transicionais 2 (T2) originarias de precursores ha medula 6ssea
com liberagcéo ao longo da vida (Cerutti et al., 2013; Hoffman et al., 2015).

As células B da (MZ) expressam BCRs poli-reativos que se ligam a uma gama
de PAMPs e também receptores do complemento (CD21 e CD35). Produzem
anticorpos IgM poli-reativos que facilitam a eliminacdo de microrganismos
transmitidos pelo sangue e células apoptéticas, diferente das células B (FO) que
expressam BCRs mono-reativos (Martin & Kearney, 2002). Um fator importante € que
as células B (MZ) participam principalmente de processos de respostas a antigenos
independentes de linfécitos T, dispondo de anticorpos de alta afinidade e
transportando opsoninas ligadas ao complemento para células dendriticas em
foliculos linféides do baco (Colino et al., 2002).

Em relacao as células B (FO), essas séo residentes no baco e nddulos linfaticos
e as mais abundantes de todas as linhagens de células B,. S&o elas as principais
responsaveis pela geracdo de anticorpos IgG com alta afinidade via ajuda de células
T, processo primordial para a protecado mediada por imunidade humoral classica apos

infeccdo ou vacinacgao (Cerutti et al., 2013).

11



Ainda em relacédo a resposta imune humoral, é essencial falar da reacdo do
GC, pois a resposta humoral depende dessa reacéo para que as células B secretoras
de anticorpos e células B de memoria produzam imunoglobulinas de alta afinidade ao
antigeno (Nilushi & Ulfklein, 2015). As rea¢des dos GCs sdo transitorias e parte de um
complexo sistema dentro dos 6rgaos linféides secundarios em resposta ao antigeno
que envolve uma colaboracdo Unica entre proliferacdo de células B especificas
ao antigeno, células T e DC foliculares (Gatto & Brink, 2010; Nilushi & Ulfklein, 2015).
Os anticorpos de alta afinidade gerados aqui ampliam a protecao imunolégica e, assim
como aceleram as respostas de memoaria contra antigenos especificos. Para isso, &
preciso que ocorra o0 processo de hipermutacédo somatica nos genes V(D)J da regiao
variavel da imunoglobulina (Ig) nas células B ativadas, com o intento de diversificar o
repertério de anticorpos de alta afinidade (Gatto & Brink, 2010; Nilushi & Ulfklein,
2015). Essa ativacao celular leva as células B a proliferarem e diferenciarem-se em
células secretoras de anticorpos e células B de memoaria dentro dos GCs (Nilushi &
Ulfklein, 2015).

Os foliculos linféides, em sua grande maioria, sdo constituidos por células B
IgM+ e IgD+ naive que ocupam uma regido interfolicular delimitadas por areas com
um vasto numero de células T (zonas de células T). A formacao dos GCs ocorre no
centro dos foliculos, onde estdo presentes as células dendriticas foliculares (FDCs)
que originalmente apresentam génese e fenétipo diferentes das DCs convencionais
(Nilushi & Ulfklein, 2015).

Esse processo inicia-se pela ativacdo das células B naive por antigenos
exteriores ao foliculo linfoide (Batista & Harwood, 2009). Com isso, ocorre a migracao
das células B para as zonas de células T ou B e até para a regiao interfolicular. La,
elas proliferam e interagem por longos periodos com células T especificas para os
antigenos, completando o processo de ativagdo das células B (Okada et al., 2005; Qi
et al., 2008; Nilushi & Ulfklein, 2015).

Durante estas reacdes dos GCs, diversos genes tém sua expressao alterada.
Por exemplo, a expressdo do gene BCL-6, que controla o programa de transcricao
que facilita a migracao dessas células B para os GCs (Basso & Dalla-Favera, 2010;
Nilushi & Ulfklein, 2015). Outro importante gene expresso pelas células B do GC que
contribui diretamente na regulacao da expressao de BCL-6 é o IRF8 (Lee et al. 2006).
Esse gene exerce suas influéncias na reacdo do GC no processo de recombinacéo

somatica por troca de classe e desenvolvimento de células secretoras de anticorpos
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através da unido com PU.1 (PU.1 é um fator de transcricdo familiar especifico da
transformacdo E26 que é necessario para o desenvolvimento do sistema imune) e
IRF4 para promover a ativagao de Aicda e BCL-6, genes centrais para a manutengéo
do programa de células B, enquanto reprimem genes como Prdml1 que promovem a
diferenciacdo terminal (Turkistany & DeKoter, 2011; Shukla & Lu, 2014; Nilushi &
Ulfklein, 2015). Outros genes também participam deste processo, como o MEF2B e o
MEF2C. Enquanto o MEF2B sabidamente é altamente expresso pelas células B do
GC e atua na ativacao da transcricdo de BCL-6, MEF2C parece ser necessario para
formacdo do CG exercendo um papel importante na proliferacdo de células B apos
estimulo antigénico (Wilker et al., 2008; Yin gel al., 2013). Outro fator crucial é o IRF4
(Fator Regulador de Interferon 4), também referido como sendo importante para
formacao do GC, tanto em beneficio da diferenciacdo das células B quanto das células
T. Sem a expressao de IRF4, ndo ha formacao dos GCs ap0s a imunizacdo e muito
menos a diferenciacédo das células B em secretoras de anticorpos (Willis et al., 2014)
e de células T foliculares Helper (Nilushi & Ulfklein, 2015). J& o gene MYC codifica
uma fosfoproteina nuclear com papel crucial na regulacdo da proliferacéo,
diferenciacdo e morte celular. Camundongos knock-out para a expressdo de MYC
imunizados ndo formam os GCs (Calado et al., 2011; Nilushi & Ulfklein, 2015).

Além disso, fatores de transcricdo também estdo envolvidos nesse processo,
como o Fator Nuclear KB (NF-kB). Ele exerce um papel primordial na ativacdo das
células B, sendo que o prejuizo a esse fator traz impasses na formacdo do GC. O
POU2AF1 e o OBF1 também séao relevantes nesse processo (Nilushi & Ulfklein, 2015).

Retomando o tépico principal que € a HQ e sua relacdo com o sistema imune,
0 grupo de pesquisa da Profa. Dra. Sandra Farsky (Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas (FCF-USP)), colaboradora deste projeto, tem demonstrado que
animais expostos a HQ, por aerossol, apresentam uma menor resposta inflamatoria
de origem alérgica (Macedo et al., 2006; Macedo et al., 2007) e inata (Ribeiro et al.,
2011; Shimada et al., 2012a; Shimada et al., 2012b), além do agravamento da artrite
reumatoide induzida por colageno em ratos (Heulany et al., comunicacdo pessoal).
Mais especificamente, a HQ inibe a secre¢cdo de TNF-a induzida pelo fator de
transcricdo NF-KB, resultando em uma diminui¢éo da producéo de IL-2 (David et al.,
1998). Além do NF-KB, a HQ reduz também a atividade do fator de transcricdo AP-1
(Choi et al., 2008) e a secrecéo de citocinas, como IFNg e IL-12, in vitro e in vivo (Choi

et al., 2008; Kim et al., 2005). Este mesmo fator de transcricdo desempenha um papel
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critico e importante no desenvolvimento e ativacao de células B, como ja mencionado
(Pyatt et al., 1998). Quanto aos linfocitos B, a HQ foi capaz de impedir a maturacéo
de seus precursores, as células pré-B, também observados no contexto in vitro (King
et al., 1987; King et al., 1989).

Fazendo novamente um paralelo a presenca da HQ no cigarro, ja foi relatado
gue a exposicao crbnica a fumaca do cigarro culmina na reducdo da capacidade
funcional do sistema imunologico (revisado por Stampfly & Anderson, 2009).
Corroborando com este fato, recentemente foi descrito que individuos fumantes e
infectados com HIV possuem maior carga viral que os ndo fumantes (Ande et al.,
2015). Ainda, dados sobre a imunizacdo contra pneumococcus em pessoas sob
tratamento para artrite reumatéide mostraram um menor nimero de individuos
respondedores a vacina quando estes sdo fumantes cronicos. Reduzidas respostas
humoral e celular foram detectadas nestes mesmos individuos (Roseman et al., 2012).
Camundongos expostos a fumaca do cigarro por 4 semanas e vacinados com proteina
recombinante de P6 (antigeno bacteriano) apresentaram menores titulos de
anticorpos e eliminacdo do patdgeno em relacdo aos camundongos vacinados nao
expostos (Lugade et al., 2014). Um cenério similar foi observado em camundongos
expostos a fumaca do cigarro de 8-16 semanas, mas imunizados com adenovirus.
Eles tiveram menores titulos de 1gG e capacidade de neutraliza¢éo viral em amostras
de soro que os animais nao expostos (Robbins et al., 2004).

Considerando a direta associacdo entre a inalagdo crbnica da fumaca do
cigarro e as consequéncias patofisioldgicas observadas, independentemente de ser
fumante ativo ou passivo, é plausivel acreditar que ocorra uma reducéo das funcdes
inata e adaptativa do sistema imune, assim como a participacdo da HQ neste
processo. Mesmo com um numero significativo de estudos com o cigarro indicando
um envolvimento direto prejudicial ao sistema imune e alguns poucos estudos
relatando os efeitos da HQ, ainda ndo se sabe o real efeito da HQ sobre a resposta
humoral no contexto in vivo. Sendo assim, a pergunta principal do nosso trabalho é:
‘sera que camundongos C57BL/6, expostos a HQ, apresentam alteracbes nas
respostas imune humoral e celular induzidas por vacinas?” Para tentar responder a
essa pergunta, utilizamos uma vacina baseada em uma proteina recombinante que

codifica o dominio 1l do Envelope do virus da Dengue (sorotipo 2).
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1.4 Dengue

A Dengue é uma doenca induzida por infeccdo viral e transmitida pelos

mosquitos do género Aedes das espécies Aedes aegypti e Aedes albopictus. Séo
descritos 4 sorotipos de virus causador da Dengue (DENV1 & DENV4),
antigénicamente diferentes uns dos outros, de forma que a exposicdo a um sorotipo
nao necessariamente protege o individuo contra uma infec¢cdo secundaria com um
sorotipo heter6logo (Modis et al.,2004; Lee et al., 2015).
A incidéncia do numero de casos de Dengue cresceu drasticamente no mundo todo
nos ultimos anos. No entanto, o numero real de casos é dubitavel pois muitos deles
foram classificados erroneamente (WHO, 2019). Uma estimativa mais atual indica que
possa ocorrer mais de 390 milhdes de infec¢cdes por Dengue por ano, das quais 96
milhdes induzem manifesta¢gbes clinicas da doencga. Outro dado, fundamentado na
prevaléncia de casos da doenca, estimou que 3,9 bilhdes de pessoas estdo em risco
de infeccdo pelo virus da Dengue em mais de 127 paises (Bhatt et al., 2013; OMS,
2019)

A maior prevaléncia de Dengue ocorre principalmente nas faixas tropicais e
subtropicais do globo. Sendo considerada de grande endemia em muitos paises, além
do continente Asiatico, América latina, Pacifico e Africa (Figura 5; (Mathis, 2014;
Teets et al., 2014; WHO, 2019), esta doenca traz um profundo impacto para a saude
plblica e grande reflexo direto no eixo social e econdmico (Guzman; Harris, 2015). E
pertinente destacar que o nimero de casos comunicados a OMS aumentou de 2,2
milhdes em 2010 para 3,2 milhdes em 2015 (WHO, 2019).
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Figura 5 - Distribuicdo global da infeccdo pelo virus da Dengue em 2016. As
areas de risco estdo representadas pela escala de cor que vai de cinza (auséncia de
dados até aquele momento) a vermelho (presente), sendo que, quando maior a
tonalidade do vermelho, maior o numero de casos (WHO, 2019 <
https://www.who.int/Denguecontrol/epidemiology/en/>).

Inelutavelmente, as Américas tiveram um papel relevante no numero de casos da
infeccdo pelo virus da Dengue, contribuindo com 14% das infec¢cdes ocorridas no
mundo, onde mais da metade ocorreram no Brasil e no México (Bhatt et al., 2013). No
ano de 2012, uma investigacao realizada pela OMS apontou o Brasil como sendo o
pais lider em numero de casos de infec¢do pelo virus da Dengue no periodo entre
2004 e 2010 (WHO, 2012). Em 2016, foram relatados nacionalmente um total de
1.496.282 casos. Em 2017, ouve uma queda em relacdo aos anos anteriores, foram
confirmados 237 casos de Dengue grave e 2.389 casos de Dengue com sinais de
alarme, dos quais 144 foram a 0bito. JAem 2018, até (28/07/2018), foram confirmados
191 casos de Dengue grave e 2.098 casos de Dengue com sinais de alarme (risco de
agravamento da doenca). Ademais, constatou-se que a regido Centro-Oeste obteve
0 maior numero de casos atestados de Dengue grave e Dengue com sinais de alarme,

havendo 81 e 1.260 casos, respectivamente apontados (MINISTERIO-DA-SAUDE,
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NUmero de casos

2018). Estes numeros representaram 38% menos casos que em relacdo ao ano
anterior, indicando assim uma reduc&o no numero de mortes e infec¢ao por Dengue.
Mesmo assim, é primordial destacar que o Brasil corre um risco exorbitante de
apresentar uma nova epidemia dessa infec¢cdo a cada ano, segundo os dados mais
nupérrimos vistos pela caracterizacdo do percurso da incidéncia de novos casos
(Figura 6; (MINISTERIO-DA-SAUDE, 2016).

De acordo com os dados deste ano (2019) do Ministério da Saude, houve um
aumento consideravel no niumero de casos de Dengue no Estado de S&o Paulo, onde,
até o dia 16 de marco desse mesmo ano, teve um crescimento de 2.124% em relagéo
ao mesmo periodo do ano passado, no qual, o Estado notificou 83.045 casos da
doenca. Ainda assim, no mesmo periodo de 2018, foram comunicados 3.734 casos.
No geral a incidéncia no Estado € de 182,4 casos/100 mil habitantes, entretanto, S&o
Paulo registrou neste ano 31 6bitos em virtude da doenca, no mesmo periodo
(MINISTERIO-DA-SAUDE, 2019 - http://portalms.saude.gov.br/noticias/agencia-

saude/45314-cresce-em-264-0-numero-de-casos-de-Dengue-no-pais).
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Figura 6 - Série histérica da incidéncia de casos de Dengue no Brasil de 1990 a
2016. Fonte: http://portalms.saude.gov.br/boletins-epidemiologicos.
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A transmissdo do virus da Dengue ocorre através do ciclo de transmissao
humano-mosquito-humano. Em torno de quatro dias apdés a picada do mosquito
Aedes, a pessoa apresenta alta viremia no sangue e sintomas. Enquanto a viremia
pode durar aproximadamente cerca de cinco dias podendo chegar até doze, os
sintomas podem durar aproximadamente 1 semana (Guzman et al., 2016) (Figura 7).
No entanto, a maioria dos casos se caracteriza por ser assintomatico ou subclinico
(total auséncia de sintomas e titulacdo positiva para IgM ou IgG especificos para
proteinas do virus) (revisado por (Khanna, 2016)). Mesmo sendo assintomaticos,

estes individuos ainda podem ser transmissores.

Infecgdo — Mosquito Incubacgéo Extrinseca

O mosquito se alimenta O virus infecta o intestino

do sangue de pessoas e eventualmente migra
infectadas, sendo para as glandulas
inoculado durante o salivares do mosquito.

repasto.
\ ‘ Salivares Vit da
Probéscide Dengue
Incubacgéao Intrinseca ' 5\5

O inicio dos sintomas
costuma levarde 3 -7
dias.

Figura 7 — Ciclo do virus da Dengue em humanos e nos mosquitos. O mosquito
Aedes pode se infectar durante o repasto sanguineo de pessoas contaminadas com
o virus da Dengue na fase virémica da infeccdo. Nos mosquitos, as células do intestino
médio sdo as primeiras a serem infectadas. Posteriormente, as particulas virais
disseminam-se para outros tecidos e para a glandula salivar, onde um Unico mosquito
pode infectar e transmitir o virus da Dengue para varias pessoas no processo de
alimentacdo. Figura adaptada de: Guzman et al., 2016.
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Ainda em relacdo ao virus da Dengue, seu genoma € composto de RNA de fita
simples de cadeia positiva, codificante de 10 genes cujas sequéncias de nucleotideos
divergem em cerca de 30% em relagdo aos outros sorotipos. Possui aproximadamente
11 Kb de comprimento e uma Unica fase de leitura aberta (ORF) que expressa uma
poliproteina de aproximadamente 370 kDa (Malavige et al., 2004).

Inicialmente, este virus infecta as células fagociticas mononucleares, tais como os
como macrofagos, mondcitos e DCs. Contudo, ele também pode infectar outras
células como leucécitos no sangue periférico e células endoteliais em 6rgéaos linféides
como o baco, nodulos linfaticos, medula 0Ossea, timo, rins, coracdo, pulmoes,
estbmago. E bem provavel que no cérebro também, pois muitas complicacdes
neurolégicas provocados pela infecgdo por Dengue, sdo cada vez mais relatadas em
humanos (Li et al., 2017). Corroborando com este fato, a presenca do virus da Dengue
foi observada no sistema nervoso central (SNC), por meio da deteccdo de proteinas
virais, acido ribonucléico (RNA) e imunoglobulinas (Miagostovich et al., 1997a e
1997b; Araujo et al.,, 2011; Lima et al.,, 2011). No ano de 2017, Salazar et al.,
descobriram que o virus da Dengue era altamente neurotrépico nas espécies de
Aedes aegypti. Além disso, os sorotipos DENV-2 e DENV-3 possuem uma maior
relacdo com as principais complicacdes neuroldgicas (Lum et al., 1996; Thisyakorn et
al., 1999; Miagostovich et al., 2006; Soares et al., 2010). Esses dados reforcam a
hip6tese da capacidade do virus em poder atravessar a barreira hematoencefélica
(Sunit Singhi, 2007; Santos et al., 2016). Além disso, ja foi relatado que o virus infecta
as células B e T em menor quantidade comparadas com as outras células (Silveira et
al., 2018).

No processo de infecgéo pelo virus da Dengue, tais fendmenos moleculares tém
inicio com a ligagao do virus a célula alvo, através da interagéo entre as proteinas de
superficie viral e as moléculas receptoras presentes na superficie celular. O virus se
liga ao sulfato de heparano (polissacarideo) glicosaminoglicano, que € expresso em
muitos tipos de células (Miagostovich et al., 1997). Adicionalmente, uma lectina do
tipo C especifica de manose (CLEC), foi identificada como um receptor do virus da
Dengue em células dendriticas imaturas, contribuindo também com esse processo,
além da avBs integrina e receptores fosfatidilserina TIM (célula T / imunoglobulina
transmembrana e dominio mucina) além de TYRO3, AXL e MER (que formam o
complexo TAM), (Laureti et al., 2018; Van Der Schaar et al., 2007; Kanai et al., 2006).

Essa interacdo permite a internalizagdo da particula viral, que geralmente envolve a
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endocitose mediada por receptores (Salazar et al., 2007). O meio acido do endossomo
€ essencial para promocdo da fusdo da membrana viral com a membrana
endossémica. ApGs a internalizagdo do virus, a entrada do genoma viral ao ambiente
citoplasmatico é mediada pela fusdo entre o envelope viral e a membrana
endossOmica (Van Der Schaar et al., 2007). Por exposicao dos virus ao pH acido, os
homodimeros do Envelope dissociam-se e o peptideo de fusdo dos mondémeros da
proteina E insere-se na membrana endossomal, o que resulta na formacdo de
trimeros (Melo, 2009; Van Der Schaar et al., 2007). Entdo, o dominio Ill da proteina E
trimérica se dobra de volta para o peptideo de fuséo, e a energia liberada por essa
mudanca conformacional leva a formacdo de um intermediario de
hemifusdo. Subsequentemente, forma-se um poro de fusdo e o nucleocapsideo é
distribuido no citoplasma da célula (Lindenbach, D., e C. M. Rice, 2001). A replicacao
viral é iniciada logo ap6s a remocéao do revestimento do nucleocapsideo no citoplasma
da célula, sendo posteriormente traduzido pela maquinaria celular, gerando assim as
proteinas virais (Melo, 2009; Van Der Schaar et al., 2007; Lindenbach, D., e C. M.
Rice, 2001). Esse processo detalhado se da por meio da replicacdo do RNA e
traducdo das proteinas estruturais virais. Os virus imaturos sdo reunidos por
brotamento de nucleocapsideos recém-formados no lumen do reticulo
endoplasmatico. Durante este processo, as particulas virais obtém o seu envelope de
bicamada lipidica, no qual o complexo heterodimérico prM-E ¢é
inserido. Subsequentemente, as particulas amadurecem passando através da rede
de Golgi e trans-Golgi (TGN). No TGN ou outro compartimento p6s-TGN, a prM é
clivada pela furina, resultando na formacdo de particulas maduras contendo as
proteinas M e E. Finalmente, as particulas do virus da progénie sao liberadas da
célula por exocitose Depois, o0 genoma é replicado e novas copias de RNA sdo
incorporadas nas particulas (Van Der Schaar et al., 2007; Lindenbach, D., e C. M.
Rice, 2001).

O material genético de RNA liberado codifica um precursor de poliproteina com
cerca de 3400 aminoacidos. Este polipeptidio € entdo processado na fase pos-
traducdo por sinalases de células hospedeiras e pela protease codificada pelo virus
NS2B / NS3 para sintetizar trés proteinas estruturais e sete ndo estruturais
(Figueiredo, 1999a, 1999b). As proteinas estruturais - Capsideo, pré-membrana e
envelope — fazem parte da construcéo da particula viral enquanto as proteinas néo-

estruturais (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B e NS5) estdo envolvidas na
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replicacdo do material genético viral, na montagem e estruturacdo do virus e na
modulacado da respostas da célula hospedeira (Bressanelli et al., 2004; Martina et al.,
2009).

O RNA presente no interior do virus € complexado com as proteinas do capsideo
e esse é circundado por uma bicamada lipidica que contém as proteinas de membrana
na parte externa e também a proteina do envelope, que unidos instrumentam as
interacdes do virus com o hospedeiro durante a sua entrada (Zhang et al., 2004). A
proteina do envelope € disposta na superficie do virus sendo a proteina externa que
possui 90 mondmeros fortemente compactados contra a membrana. Por sua vez, ela
facilita a entrada viral nas células hospedeiras por ligacao a receptores celulares com
a mediacao da fusdo de membranas virais e celulares (Zhang et al., 2004; Kanai et
al., 2006). Contudo, j& foi observado que a proteina E contém epitopos de
neutralizac&o especificos ao sorétipo e possui uma conformacéo especifica, induzindo
altos titulos de anticorpos neutralizantes (Crill., 2001; Sukupolvi-Petty et al., 2007;
Gromowski, 2008; Coconi-Linares et al., 2013). Além de tudo, a proteina do envelope
representa um dos antigenos mais utilizados nas formulagfes vacinais contra o virus
da Dengue. Essa proteina glicosilada é também o principal determinante na
montagem do virus icosaédrico e o catalisador da fusdo para unir membranas
celulares virais e o0 seu alvo (Klein et al., 2013). Com dobramento em trés dominios, a
proteina E possui uma porcao proximal a membrana e uma ancora transmembrana.
Os arranjos dos trés dominios dobrados em uma conformacao de pre-fusdo dimérica
e um trimero de pds-fusao induzido por pH baixo agrupam-se em uma larga superficie
hidrofébica em uma extremidade do trimero pos-fusao (Rey et al., 1995; Modis et al.,
2003; Modis et al., 2004; Bressanelli et al., 2004). Enquanto o dominio | € o N-terminal
central, o dominio Il faz parte da homodimerizacdo responséavel pela fusdo da
membrana endossdmica e o dominio Ill, semelhante a imunoglobulina, é responsavel

pela ligacdo de células alvo e entrada viral (Jitoboan et al., 2016).

1.5 Resposta Imune ao Dengue

Apé6s a infeccdo pelo virus da Dengue, ocorre uma seérie de eventos
imunologicos, culminando com a geracdo de anticorpos especificos aos epitopos

presentes no envelope do virus, onde ocorre neutralizacdo das regides dos dominios
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I e Il (responsaveis pela formacdo do dimero), impedindo essa formacao. Além do
bloqueio da ligacdo do virus com a membrana celular (Figueiredo, 1999a), esses
dominios séo considerados fatores antigénicos primordiais do virus (Campos et al.,
2017).

Quanto a conformacéo estrutural, o0 dominio | possui uma estrutura 8 (Beta)
localizada no centro do mondmero da proteina do envelope e o dominio I, uma
estrutura mais alongada (Modis & Clements, 2003; Oliphant et al., 2006). Apesar de
todos os dominios serem alvos de anticorpos neutralizantes, até hoje o dominio Il &
0 que mais possui epitopos descritos (Lee et al., 2015; Campos et al, 2017). Esses
dominios também possuem uma alta reatividade cruzada com outros flavivirus, como
o0 Zika virus (Lee et al., 2015; Campos et al, 2017).

Simultaneamente aos processos citados acima, iniciam-se 0s processos de
defesa do hospedeiro com o0s respectivos mecanismos da imunidade inata e
adaptativa. O individuo infectado comeca a ter niveis consideraveis de viremia poucos
dias apds. Por outro lado, esta carga viral pode ser controlada pelo hospedeiro devido
aos mecanismos da resposta imune inata, quando os primeiros sinais de inflamacao
sistémica ainda sdo observados. O processo de ativacao dessa resposta é decorrente
da producéo de interferons (IFNs) tipo I, alfa e beta, pelas células infectadas (Guzman
& Kouri, 2002; Ho et al., 2005; Gomes et al., 2010). Pacientes com Dengue severa
apresentam uma "tempestade de citocinas", com niveis de citocinas pré-inflamatérias
elevadas, podendo acarretar na ativagao endotelial e favorecendo o extravazamento
vascular com hemorragia e choque (Guzman & Kouri, 2002). As seguintes citocinas
como interferon-a (IFN-a), IFN-y, fator de necrose tumoral-a (TNF-a), interleucina-13
(IL -1B), IL-2, IL-6, IL-8 e IL-10 no plasma caracterizam esta resposta tanto em
pacientes com Dengue classica - DF, como com as formas graves da doenga, como
por exemplo a febre hemorragica da Dengue - FHD (Green & Rothman, 2006;
Halstead et al., 2007; Costa et al., 2013).

Esse processo ocorre devido aos primeiros ciclos de replicacdo viral, pois o
RNA do virus aumenta sua concentracdo e sao reconhecidos por sensores
especificos do hospedeiro denominados PPRs. Por conseguinte, as citocinas que sao
produzidas se deve ao fato do reconhecimento dos PAMPSs que provocam o aumento
de suas concentracfes (Kumar.; Kawai.; Akira, 2011). Dentre os varios PRRs que
estdo envolvidos na deteccédo do virus da Dengue, estudos tém demonstrado o papel

da RNA helicase | coordenada pelo &cido retindico (RIG-I) e fator 5 de diferenciacéo
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do mieloma (MDA5; (Nasirudeen et al., 2011; Ng; Kato; Fujita, 2012). Mais
especificamente, TLR3 detecta 0 RNA de fita dupla (dsRNA), ao mesmo tempo que
TLR7 reconhece RNA de fita simples (ssSRNA). J& RIG-I e MDAS5 foram identificados
como receptores intracelulares (citoplasma) de dsRNA (Kelsall et al., 2002; Urcuqui-
Inchima et al., 2017). Os receptores do tipo Toll intracelulares, TLR3, TLR7, TLR8 e
TLR9 (Nishiya et a., 2005) estdo implicados no reconhecimento de acidos nucléicos
virais.

ApGs a interacdo destes receptores com seus ligastes virais, vias intracelulares
sdo ativadas, conduzindo a producdo de efetores antivirais, incluindo interferon e
citocinas pro-inflamatérias (Urcuqui-Inchima et al., 2017; Tsai et al., 2009; ; Liang et
al., 2011; Urcuqui-Inchima et al., 2017). Ainda em relacdo aos processos citados
acima, ocorre também a translocacado nuclear de outros fatores de transcrigcdo, como
NFk-B e IRF3 e 7. Multiplas vias de sinalizacdo séo ativadas, seguidas pela secrecao
de IFN-I (Dejnirattisai et al., 2008). Esse processo é primordial, pois estimula a
transcricdo de multiplos genes que conectam as respostas imune inata e adaptativa
(Kutubuddin et al., 1991).

Com relacdo a resposta adaptativa, logo ap6és a infeccéo pelo virus da Dengue,
as células mais eficientes na apresentacdo dos antigenos, as DCs, detectam os
PAMPs, realizam a endocitose e também sua funcdo mais conhecida que é o
processamento antigénico para uma ativacao eficiente das células T (Souza et al.,
2016), para posteriormente migrar para 6rgaos linféides, como os linfonodos, para
assim, completarem a apresentacdo dos antigenos (Kelsall et al., 2002). Diferente das
células T, a ativacdo de células B naive ndo necessitam do processamento do
antigeno.

Os antigenos apresentados via moléculas de HLA classe | e Il sdo exibidos
respectivamente aos linfécitos TCD8+ e TCD4+ nessa devida ordem (Dejinirattisai el.,
2008). Células T especificas ja foram descritas como tendo um papel crucial na
protecdo contra a Dengue (Weiskopf et al., 2013). Linfécitos T também sédo capazes
de produzir quantidades elevadas de citocinas pro-inflamatdrias, com um substancial
efeito sobre o endotélio vascular, podendo causar efeitos patolégicos (Stephenson,
2005). Em relacédo as células TCD8+ ativadas, elas produzem IFN-gama e TNF-alfa,
entre outros. Além disso, essas células lisam células infectadas via degranulacéo de
granzimas e perforinas (potentes toxinas que participam do processo de morte celular)

(Dejinirattisai el., 2008; Voskoboinik et al., 2015). J& as células TCD4+ produzem
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citocinas proé-inflamatérias como INF-gama, IL-2, IL-4, IL-6 e IL-21 e citocinas anti-
inflamatorias como IL-10 e a IL-13, além de auxiliar na ativacdo das células TCD8+
(Simmons et al., 2005; Apanna et al., 2007) e células B CD19+ (Ho et al., 2001).

No que diz respeito as células B, essas produzem anticorpos que podem
controlar a infeccéo viral secundaria via mecanismos de bloqueio da interac&o virus
com a célula do hospedeiro (Wahala; Silva, 2011). Entretanto, em relacdo a infeccao
pelo virus da Dengue, a protecao contra um sorotipo especifico, ndo necessariamente
conferird protecdo contra um sorotipo diferente (Crill et al, 2009).

Salientando ainda a relevancia do papel da resposta imune, ndo podemos
deixar de explicitar os fortes avancos na procura pelo desenvolvimento de
formulacdes vacinais eficazes, mesmo se tratando da complexidade dessa infeccéo.
O ideal é que a formulagdo vacinal seja tetravalente (protecao contra os 4 sorotipos
do virus da Dengue) e que forneca protecdo a longo prazo contra os sorotipos do
virus. Segundo a OMS, um dos grandes desafios a se colocar em pauta € a falta de
um modelo animal adequado e a medida da relacdo do quanto uma vacina sera
protetora a longo prazo. A busca por uma vacina adequada contra a Dengue ja tém
mais de seis décadas. Apesar desses desafios e buscas incessantes, no ano de 2015,
foi registrada no México a primeira vacina comercial da Dengue, chamada de
Dengvaxia (CYD-TDV). Ela é uma vacina quimérica tetravalente, criada pela Sanofi
Pasteur (WHO, 2017; Fatima e Syed, 2018). Trata-se de uma composicédo atenuada
do virus, composta por quimeras do virus da febre amarela 17D e os genes estruturais
para as proteinas da pré-membrana e do envelope de cada um dos quatro sorotipos
do virus da Dengue no capsideo (Halstead, 2018). A Dengvaxia ja foi aprovada em 19
paises e foi muito usada em campanhas de vacinacdo nas Filipinas, com o
envolvimento de mais de 800.000 criancas em idade escolar (Fatima & Syed, 2018).
N&o obstante, de acordo com diversas andlises realizadas logo apés o seu
licenciamento, houve fortes indicios de que essa vacina poderia colocar em risco
algumas pessoas levando ao quadro das formas mais graves da infeccao. Isso causou
muito medo nas pessoas, pois essa vacina protege cerca de somente 35% para
DENV2, além do fenbmeno de ADE. Além disso, houve fortes indagacdes criticas da
comunidade cientifica (Nytimes, 2019), pois a proposta era que a Dengvaxia
promissoramente reduziria o risco mundial de infec¢cbes pelo virus da Dengue, suas
formas mais grave e reducéo das hospitalizacdes relacionados a essa doencga (Fatima

e Syed, 2018).
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Um fato inusitado muito pleiteado € que a protecao gerada por essa vacina era
aparentemente mais eficaz nas pessoas que nunca tiveram histérico de infeccao
precedente por Dengue. Dessa forma, a Sanofi revelou ha pouco tempo atras que os
individuos que nunca tiveram histérico de infeccdo por Dengue apresentam um risco
consideravelmente elevado de desenvolver as formas mais grave da doenca e
maiores chances de hospitalizacdes por conta da imunizagcdo com a Dengvaxia em
relacdo as pessoas que nao foram vacinadas (Halstead, 2018; Fatima e Syed, 2018).
Por conta dessas grandes controvérsias e medo da populacdo, a venda e a
distribuicdo dessa vacina foi suspensa nas Filipinas, levando a debates no mundo
inteiro sobre a seguranca e eficacia das formulacfes vacinais e os grandes impactos
negativos provados por resultados de ensaios clinicos ligados por autdpsias de mortes
relacionadas a Dengvaxia (Fatima e Syed, 2018; Telegraph, 2019).

Todavia, qual seria a possivel explicacdo para as questdes que envolveram a
a antecipacéao, identificacdo e o licenciamento dessa vacina? De acordo com alguns
relatos da propria fabricante e de agéncias internacionais envolvidas na pesquisa
direta com a Dengvaxia, esse pode ser um fato explicado pelo ceticismo (Halstead,
2018). O ceticismo esta mais relacionado com o aumento da infeccdo dependente de
anticorpos (ADE, do inglés — Antibody Dependent Enhancement) que ocorre quando
anticorpos pré-existentes gerados apds uma infeccdo primaria por um sorotipo se
ligam a uma particula infectante do virus durante uma infecgdo subsequente com
outro sorotipo diferente do primeiro, sem conseguir neutralizar o virus. Ou seja, 0
complexo anticorpo — virus se liga a receptores Fc (FcyR) em mondcitos circulantes e
0s anticorpos “ajudam” o virus a infectar os mondcitos de forma mais eficaz. Como
resultado desse processo, sucede-se o0 aumento da replicacdo viral e maiores
chances de desenvolvimento das formas mais graves da doenca (Whitehead et al.,
2007). E importante evidenciar que essa é uma hipdtese que provavelmente possa
acontecer com o virus da Dengue em humanos, mesmo tendo sido demonstrado que
o aumento dos niveis de anticorpos anti-DENV preexistentes estdo diretamente
associados a gravidade da Dengue secundaria em humanos (Halstead, 2018;
Katzelnick et al., 2017).

Na cenario atual, é notavel explanar que o numero de trabalhos publicados
sobre a influéncia de compostos toxicos, como a HQ, na resposta imune seja irrisorio.
Considerando a importancia da HQ como um dos principais metabdlitos do benzeno,

componentes da fumaca do cigarro e sua interacdo com a resposta imune, é
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fundamental investigar como ela influenciaria a resposta imune humoral induzida por

uma formulacéo vacinal.

2.0 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral
Avaliar se camundongos C57BL/6 expostos a HQ, por aerossol, apresentam
alteracdes na resposta imune humoral e celular induzida por vacina viral com Proteina

recombinante EDIII derivada do virus da Dengue.

2.2 Objetivos especificos

« Vacinacdo dos animais com uma proteina recombinante do Dominio Il do
envelope do virus da Dengue (EDIII) em combina¢do com o adjuvante Alum;

« Quantificar a resposta humoral por analise dos titulos de 1gG e suas subclasses
especificas (IgG1 e IgG2b) ao antigeno em questao no soro por ELISA;

« Quantificar a frequéncia de células secretoras de IgG especificas aos antigenos
vacinais no baco e medula éssea por ELISPOT;

« Quantificacdo de centros germinativos no bagco e zona medular no timo por
histologia;

« Correlacionar dados publicos de expressao génica de estudos com benzeno,
hidroguinona e cigarro usando a biologia de sistemas com os resultados

encontrados no nosso estudo (Ver Figura 8 — Delineamento Experimental).
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3.0 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL
PBS HQ 2500 ppm
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Figura 8 - Desenho experimental da exposicdao com a HQ e Imunizacdo com a
EDIIl do DENV. Camundongos C57BL/6 foram expostos com 2500 ppm de HQ ou
PBS, por aerossol, durante 8 semanas. Apos 4 semanas de exposi¢cao com a HQ, os
animais foram vacinados com trés doses, intervaladas a cada duas semanas, com 10
ug da proteina recombinante do Dengue (EDIII) via i.m. Duas semanas apds cada
dose, os animais tiveram amostras de sangue e orgaos coletados para analises de
ELISA, ELISPOT e histologia. Ver sesséo “3 — Métodos”.
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4. METODOS

4.1 Animais e amostras analisadas

Camundongos C57BL/6, machos, com peso entre 20-25g, provenientes do
biotério da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas (FCF-USP) / Instituto de Quimica
(IQ-USP) da Universidade de Sao Paulo, foram mantidos em ciclo de 12 horas claro /
escuro, com agua e comida a vontade, e expostos, por meio de nebuliza¢do, por 8
semanas consecutivas a 2500 ppm de HQ (99%, Sigma-Aldrich®, St. Louis, MO), na
frequéncia de +/- ImL/minuto e 1 hora/dia. Os animais do grupo controle receberam
volumes equivalentes do veiculo (solucdo salina PBS 1x) pela mesma via. Para tanto,
0s animais de cada grupo foram acondicionados separadamente em uma camara de
polipropileno (650x445x245mm) contendo 3 orificios, um deles em um dos lados da
caixa e dois na extremidade oposta. Pelo primeiro orificio, as solu¢des de HQ ou PBS
foram nebulizadas utilizando um inalador ultrassénico (NS®, Sdo Paulo, BR) com
capacidade de produzir névoa com particulas entre 0,5 e 10,0 um3. Os outros dois
orificios permitiram a saida de gases da caixa de acondicionamento. Todo o
procedimento foi realizado em capela de exaustdo e de acordo com os Principios
Eticos de Experimentacdo Animal, adotados pelo Conselho Nacional de Controle de
Experimentacdo Animal (CEUA FCF-USP n° 506 e 561). Antes da obtencdo de
quaisquer amostras de soro ou células, os animais foram nestesiados pela injecdo de
Ketamina (80mg/kg; Syntec®, Hortolandia, SP) associada a Xilazina (8mg/kg, i.p.;
Syntec®, Hortolandia, SP). Amostras de sangue periférico foram obtidas do plexo
orbital ocular, enquanto células de outros tecidos ou 6rgaos foram coletadas somente
apos a eutanasia dos animais através de exposi¢cao a CO2em camara especifica. Vale
salientar que os animais néo sofrem durante este procedimento, o qual ja foi realizado
diversas vezes no laboratério da Profa. Dra. Sandra Farsky (Macedo et al., 2006;
Macedo et al., 2007; Ribeiro et al., 2011; Shimada et al., 2012a; Shimada et al.,
2012b).

4.2 Imunizacoes

Cada animal foi imunizado um total de 3 vezes, cujas doses consistiam de um
total de 100 uL, contendo PBS 1x, 10ug de proteina recombinante (EDIII), cedida pelo
Prof. Dr. Luis Carlos Souza Ferreira (laboratério de Desenvolvimento de Vacinas do

Instituto de Ciéncias Biomédicas da USP) e o adjuvante Alum (Thermo Fisher) na
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propor¢cdo 1:1 (antigeno + PBS e adjuvante — de acordo com o fabricante e
experimentos prévios no nosso laboratdrio). Nos principais resultados apresentados,
as trés imunizacdes com a proteina recombinante da Dengue foram realizadas nas
semanas 4, 6 e 8 da exposicao com a HQ, tendo um intervalo de 2 semanas entre as
doses cada uma, pela via intramuscular (i.m) em ambos os lados da regido do musculo
da coxa dos animais. Em relacdo a imunizacdo com a proteina recombinante MSP-1
de P. vivax (PvMSP1-19), os animais foram imunizados 3 vezes, com um total de
100uL contendo 10ug do antigeno pelas vias subcutanea ou intramuscular. Essa
proteina foi cedida pela professora Dra. Irene Soares da FCF-USP (Laboratério de

Parasitologia Aplicado a vacinas).

4.3 ELISA

O ensaio de ELISA (Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay) para detec¢éo de
anticorpos IgG anti-EDIII do virus da Dengue no soro de camundongos expostos a
HQ ou PBS e imunizados foi realizado conforme desenvolvido no laboratério do Prof.
Dr. Eduardo Silveira da FCF-USP, com modificacdes. Primeiramente, 1,0 ug/mL da
mesma proteina recombinante usada nas imunizacdes para Dengue foi adicionada a
cada poco da placa de ELISA (Costar high-binding) para o coating. Apds incubacao
por periodo overnight a 4°C, as placas foram lavadas 3 vezes com solucédo de PBS
contendo 0.5% de Tween 20 (PBS-T20 0.5%) e bloqueadas por 2 horas a 37°C com
solucdo de PBS contendo 10% de FBS (Solucédo bloqueio). Em seguida, diluicdes
séricas de amostras de soro, isoladas de sangue periférico 13 dias ap0s cada
vacinacdo (priming ou boost) de camundongos expostos a HQ, foram realizadas a
partir de 1:50 em solucdo bloqueio e adicionadas as placas. Apés 90 minutos de
incubacdo a temperatura ambiente, as placas foram lavadas 3 vezes com solugéo
PBS-T20 0.5% e incubadas com anticorpo secundario anti-lgG murino conjugado a
peroxidase diluido 1:3000 em solugéo bloqueio. Apdés 90 minutos de incubacdo a
temperatura ambiente, as placas foram lavadas 3 vezes com solu¢cdo PBS-T20 0.5%
e reveladas com solugdo contendo o substrato O-fenilenodiamina (OPD - 1 mg/ml)
diluido em tampao fosfato-citrato (pH 5.0) contendo 0.03% de peréxido de hidrogénio.
Para finalizar a revelagé@o do ensaio, foi adicionado 4N de 4cido sulfurico as placas de
ELISA. Em seguida, as placas foram lidas em um leitor de ELISA (Awareness
Technology, model Stat Fax 3200, EUA) sob densidade 6tica de 492 nm.
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4.4 ELISPOT

O ensaio de ELISPOT para enumeracéao de células secretoras de IgG, totais e
especificas a EDIII foi realizado conforme desenvolvido no laboratério do Prof. Dr.
Eduardo Silveira da FCF-USP, com modificagbes. 5ug/mL da mesma proteina
recombinante usada nas vacinacdes para Dengue e 10ug/mL do anticorpo anti-lgG
(H + L) murino (Rockland), ambos diluidos em PBS, foram adicionados
individualmente as placas de ELISPOT (Millipore MSHAN4B50) para o coating. Apos
incubacao por periodo overnight a 4°C, as placas foram lavadas 4 vezes com soluc¢ao
de PBS contendo 0.05% de Tween 20 (PBS-T20 0.05%) e 4 vezes com PBS. Em
seguida, elas foram bloqueadas por 2 horas com meio de cultura RPMI contendo 10%
de soro bovino fetal (RPMI-FBS). Este meio de cultura foi removido das placas e cerca
de 1 x 1076 células do baco, medula éssea ou timo, diluidas em RPMI-FBS, foram
adicionadas nos primeiros pocos da placa. Diluicbes séricas de 3 vezes foram
realizadas para estas células, as quais foram incubadas por periodo overnight a 37°C
em estufa de 5% de CO2. Depois, as células foram removidas e as placas foram
lavadas 4 vezes com PBS-T20 0.05%. Em seguida, uma solucdo de anticorpo
secundario biotinilado individual especifico para IgG, diluido 1:1000 em solucao de
(PBS-T20 0.05%-FBS 2%), foi incubada por 90 minutos a temperatura ambiente. As
placas foram lavadas novamente por 4 vezes com solucdo PBS-T20 0.05% e
receberam solucdo de Avidin D - HRP (Vector labs), diluida 1:1000 em PBST20
0.05%-FBS 2%. A incubacao foi realizada por 3 horas a temperatura ambiente e na
auséncia de luz. Por fim, o ensaio foi revelado a partir da adicdo do substrato filtrado
3-amino-9-etilcarbazol (AEC) as placas. O AEC (BD 551015) foi diluido a partir de 1
gota do cromégeno para cada 1mL da solucdo tampé&o e 100uL foi acrescentado a
cada pocinho da placa. Apos revelacéo, todos os pocos foram lavados com agua

corrente e as placas, secas e mantidas no escuro até obtencéo das imagens de cada

poOco.

4.5 Analises Histologicas

Os orgaos foram coletados e fixados em paraformoldeido 4% e incubados
durante 24 horas, ap0s esse periodo foram transferidas para o alcool 70%. As
amostras foram colocadas em parafina para cortes histologicos transversais de 3 mm.
Foi removida a parafina e coradas com hematoxilina-eosina para posterior analise.

Foram analisadas 4 cortes em cada lamina de dois animais por grupo. Sendo que
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para analise estatistica, consideramos 10 campos de cada corte (40 campos por

grupo/orgao).

4.6 Eletroforese de Proteina em Gel de Poliacrilamida

A integridade da proteina EDIII foi analisada por eletroforese em gel de
poliacrilamida (SDS-PAGE) segundo Laemmli (1970) com modificacdes. Para isso,
5ug da proteina foram diluidas em tampao de amostra (Tris-HCI 1M pH 6,8, contendo
SDS 4%, glicerol 20%, azul de bromofenol 0,03% e H,O g.s.p) e desnhaturadas apos
incubagao por banho-maria (97°C por 5 minutos). A eletroforese foi feita em gel com
concentracdo de 15% para o Stacking gel (Acrilamida 30% (0,67mL); SDS 20%
(40uL); Tris 0,5M pH 6.8 (1mL); &gua destilada (1,9 ml); APS (ammonium persulfate)
10% (30uL) e Temed (3 uL). O Running gel foi composto de Acrilamida 30% (5mL);
SDS 20% (100uL); Tris 1.5M pH 8.8 (2,5mL); agua destilada (2,4mL) APS (ammonium
persulfate) 10% (50 uL) e Temed (5 uL). A eletroforese foi conduzida por 70 minutos
a 140V em aparelho MiniPROTEAN Bio-rad. O gel foi fixado em mistura contendo
metanol, agua, acido acético (2,5% / 5% / 0,5%) e corado com solu¢cdo Ponceau
(0,625¢/100 mL de agua) por 20 minutos. Depois, ele foi descorado com solucdo de
agua destilada contendo 2% de &cido acético por 2 vezes durante 15 minutos para
cada incubacdo. Por fim, o gel foi escaneado para obtencdo de sua imagem através

do software da Labscan.

4.7 Selecao e andlise de dados de transcriptroma (Biologia de Sistemas)

Foi realizada uma busca sistematica por meio do banco de dados do NCBI
Gene Expression Omnibus (https://www.ncbi.nim.nih.gov/geo/) a fim de
selecionarmos séries de dados de expressdo génica em individuos expostos ao
benzeno, hidroquinona e cigarro (casos) e ndo expostos ou ndo fumantes (controles).
Para ser incluidos neste projeto, os estudos deveriam obedecer aos seguintes critérios
selecionados: (1) Dados obtidos com o perfil de expressao por array; (2) Amostras de
tecidos imunoldgicos e sangue periférico de Homo sapiens e estudos realizados em
Mus musculus; (3) desenho do estudo caso-controle (quais critérios usariamos para
definir os DEGs de cada estudo — mais detelhes no topico 4.8 - Analise de dados
transcriptémicos); (4) minimo de 4 amostras por série de dados. Com o intuito de se
complementarem, os dados sobre a exposicdo com esses agentes (principalmente a

HQ, foco do nosso modelo experimental in vivo), foram considerados o0s genes
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diferencialmente expressos (DEGS) com uma meta-analise

(técnica estat/stica especialmente desenvolvida para integrar os resultados de dois

ou mais estudos independentes, sobre uma mesma questdo de pesquisa,
combinando, em uma medida, os resultados de ambos estudos) separando apenas
genes, cujas expressdes que realmente foram significativas nos dados de exposi¢cao
ao benzeno, hidroquinona e cigarro disponiveis, para dar uma maior consolidacao no

perfil de assinaturas génicas destas condi¢des.

4.8 Analise de dados transcriptémicos

Uma forma de encontrar assinaturas de expressao génica é definir os DEGs de
uma determinada condicdo. Com base nisso, a primeira parte da analise dos dados
foi comparar casos e controles para cada substancia, com o propoésito de verificar as
alteracdes nos padrdoes de expressdo génica para cada uma delas. Para cada
conjunto de dados selecionados, essa analise foi realizada com o GEO2R, uma
ferramenta on-line que realiza uma analise de expressao diferencial separando cada
grupo (casos e controles). A saida GEO2R (ou output — saida de dados de um sistema
informatico) € uma lista de todos os genes no conjunto de dados e seu correspondente
valor-p ajustado, valor-p bruto e log-fold change (logFC). Logo apds, fizemos a
identificacdo dos DEGs envolvidos em cada organismo exposto com as diferentes
substancias. Em seguida, os DEGs mais consistentes foram definidos para cada
estudo. Isso foi feito considerando o valor de p obtidos através da ferramenta R studio
(computacdo estatistica). Consideramos como DEGs o0s genes perturbados
positivamente ou negativamente, e aqueles considerados consistentes para cada
condicéo, foram classificados em up-regulated (regulados positivamente) e down-

regulated (regulados negativamente), de acordo com seu perfil de expresséao.

4.9 Analise de Enriqguecimento do conjunto de gene

Para comparar os efeitos da exposi¢cdo com as substancias propostas sobre a
atividade de expressdo génica, realizamos uma Analise de Enriquecimento do
Conjunto de Genes (GSEA), a qual estima o nivel de expressdo de um conjunto de
genes baseado em uma classificacéo de expressao génica. Assinaturas identificadas
foram usadas como conjuntos de genes e o log2 da mudanca de vezes foi usado como

critério de classificacao.
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5.0 Construcao da rede génica

Os subconjuntos de DEGs up-regulated e down-regulated definido nos estudos
com o benzeno, hidroquinona e cigarro foram usados como base para construir uma
rede de interacdo génica no GENEmania Cytoscape app (Montojo et al., 2012), com
as devidas funcbes que cada um se relaciona. A rede foi visualizada e editada no
Paint 3D (PCWorld, 2018).

5.1 Ensaio de neutralizacdo (PRNT)

Para a realizacdo do PRNT, a cepa DENV2 NGC foi gentilmente cedida pelo
Prof. Dr. Luis Carlos de Souza Ferreira (Instituto de Ciéncias Biomédicas - ICB, Séao
Paulo, Brasil). Resumidamente, a cepa NGC foi propagada na linha celular C6/36
de Aedes albopictus, cultivada em meio Leibovitz contendo 5% de FBS incubados a
28 °C durante 7 dias. O sobrenadante de C6/36 infectado com a cepa NGC foi
coletado e titulado para a determinacdo de UFP/ml (Unidade Formadora de Placa /
ml). Para o teste de neutralizacdo (PRNT), as células Vero foram mantidas em meio
DMEM suplementado com 10% de FBS e semeadas em placas de 24 pocos (1 x 10 °
células / poco) 24h antes da infec¢do (Poggianella et al., 2015). As amostras de soro
dos camundongos (pools) dos animais imunizados, expostos ou hdo com a HQ, foram
inativadas quanto as proteinas do complemento durante 30 min a 56 °C e duplamente
diluidas (duplicatas). As IgG especificas de EDIII purificadas foram testadas em
diferentes concentracfes. Os sobrenadantes de células C6/36 contendo 200 UFP de
DENV/mI foram incubados com cada diluicdo do soros anti-EDIII ou anticorpos 1gG
purificados durante 1h a 37 °C. As células Vero foram lavadas com DMEM isento de
soro e infectadas em duplicatas com 200 uL da mistura de neutralizagéo durante 1h a
37 °C. A suspensao viral foi removida e as células foram cobertas com 1 ml de DMEM
completo [2,5% FBS e 1% carboximetilcelulose (Synth, S&o Paulo, Brasil)]. Apés
incubacéo das placas a 37 °C durante 7 dias, as células foram fixadas durante 15 min
com paraformaldeido a 4% e coradas com cristal violeta durante 10 min. A
porcentagem de reducgéo de placa comparado ao controle positivo (DENV n&o exposto
a anticorpos) foi calculada. Os titulos de anticorpos neutralizantes foram expressos
como a diluicdo do soro, produzindo reducdo de 50% no numero de placas (PRNTso)

ou PRNT total (porcentagem direta de reducao).
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5.2 Analise Estatistica

As anadlises estatisticas aplicadas aos resultados foram ultilizadas no software
Prism 5 (GraphPad Software Inc.), pelo teste T student. Diferencas significativas foram
consideradas a partir do valor p<0.05.

6.0 RESULTADOS

Antes de realizarmos as imunizagdes ou utilizarmos a EDIII nos ensaios de
ELISA e ELISPOT, foi inspecionada a integridade da proteina por eletroforese em gel
de poliacrilamida (Figura 9A). Considerando que sua constru¢ao geraria uma proteina
com peso de 10 kDa (conforme descricdo prévia (Maeda et al., 2017)), concluimos
que a EDIII possuia integridade ideal para ser usada posteriormente nos ensaios e
nas imunizac6es como o antigeno vacinal. Ainda, de acordo com Maeda et al., 2017,
a proteina EDIII apresentou quantidades baixas de LPS, < 0,02 EU/g, abaixo do valor
permitido para uso de proteina recombinante para formula¢des vacinais que é < 3.6
EU/100 ul (Padma e Singh, 2008). Utilizamos adjuvante na formulagéo, pois, o uso de
uma proteina recombinante sozinha poderia induzir tolerancia.

Como nédo tinhamos conhecimento do quanto a HQ poderia ser
imunossupressora no contexto de vacinacado com uma proteina recombinante, n0sso
primeiro protocolo de exposi¢do com essa substancia foi fundamentado em dados do
laboratério da Profa. Dra. Sandra Farsky (Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas -
USP). Sendo assim, usamos 25 ppm de HQ (n=6 /grupo) por um total de 33 dias
(periodo curto de exposi¢do), sendo que, nos dias 5 e 20, os animais foram
imunizados com 10ug de EDIII combinadas com o adjuvante Montanide ISA 720
(Seppic) (Figura 9B). No entanto, 5% de etanol foi adicionado a HQ para dissolvé-la,
conforme desenvolvido no laboratério da Profa. Dra. Sandra Farsky. Durante todo este
periodo, ndo houve alteracdes significativas no peso dos animais (Figura 9C), e nem
nos titulos de anticorpos anti-EDIII gerados pelo grupo vacinado e exposto a HQ em

comparacgao com os somentes vacinados (Figura 9D).
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Figura 9 - A exposicado a HQ por curto periodo antes (5 dias) ou durante (15 dias)
e apo6s (13 dias) a vacinacdo nao foi suficiente para provocar uma
imunossupressdo nos animais. A) Padrdo eletroforético da EDIII (peso de 10 kDa)
em gel de Poliacrilamida para verificacdo da sua integridade. B) Esquema de
vacinagao e exposicao a HQ. Animais foram expostos durante 33 dias a HQ; Cinco e
vinte dias depois eles foram vacinados com a EDIII. C) O peso corporal dos animais
foi medido em diferentes tempos durante e apds a nebulizacdo com a HQ, néo tendo
diferencas entre os grupos. D) Os titulos de IgG anti-EDIII especificos foram avaliados
por ELISA, antes da vacinacgdo e ap0s cada dose da vacinagéo para ambos 0S grupos.
Os valores representam a média +/- desvio padrao das diluicbes do soro mais baixas
gue apresentaram densidade Optica (OD) lidas maiores do que 3 vezes a OD para a
amostra de controle negativo (sem soro). P>0,05.

A nao observacao de diferengas significativas nesse protocolo pode ser devido
ao curto periodo de tempo de exposicdo a HQ, ou seja, s6 expusemos 5 dias antes

da primeira dose. Outro fato, € a concentracéo baixa da HQ que € 25 ppm, ou seja, 0
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equivalente a aproximadamente 0,2 cigarros com um padrdo de 20 cigarros por caixa
(IARC, 1987).

Considerando que experimentos similares, mas a partir da exposigdo com
fumaca do cigarro em camundongos apresentaram queda da resposta humoral e
menor capacidade de eliminacdo bacteriana por meio de periodos mais longos de
exposicao (4 semanas ou mais) (Lugade et al., 2014), resolvemos mudar assim o
nosso protocolo. Fizemos algumas modificagdes no preparo da solucdo de HQ (que
€ solavel em agua), assim como no adjuvante da vacina. A troca do preparo da
solucéo de HQ foi baseada em 2 pontos: 1) tanto a HQ quanto o etanol, usado no 10
experimento, sdo potenciais imunossupresores (Tisman e Herbert.,, 1973; Snyder,
2002; Snyder, 2004); 2) a HQ é solavel em agua:
(https://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sial/h9003?lang=pt&region=BR).

Sendo assim, passamos a empregar o PBS como veiculo, pois a mistura da HQ com
o etanol poderia pontecializar os efeitos imunossupressores da HQ. No caso do
adjuvante, o Montanide ISA720 foi substituido pelo hidroxido de aluminio (Alum), pois
tem sido demonstrado que o Montanide, em combina¢cdo com antigenos proteicos,
gera uma resposta bem mais imunogénica e duradoura que o Alum (Tobias, et al.,
2017). Desse modo, poderia ser possivel que os altos titulos de anticorpos gerados
apos a vacinacao com a EDIIl e o Montanide pudessem mascarar a imunossupressao
gerada pela HQ. Por conseguinte, além de menos imunogénico, outra razao pela
escolha do Alum é em virtude desse ser um dos poucos licenciados para uso em
humanos.

Mediante a tais mudancas no protocolo de exposicdo e imunizacdo, com o
intuito de encontrar qual concentracdo de HQ alteraria a resposta imune humoral
contra a EDIII, expusemos os animais com a HQ, por um total de 8 semanas, com
diferentes concentracdes (25 ppm, 250 ppm e 2500 ppm - n=4/grupo. Figura 10A e
10B). Apo6s 4 semanas de exposi¢do a HQ, os animais foram, entdo, imunizados com
3 doses da proteina EDIII via s.c (Figura 10A). Observamos que o0s animais vacinados
e expostos ao PBS ou 25 ppm de HQ apresentaram similares titulos de IgG anti-EDIII,
com média em torno de 15000 e desvio padrao de 25000, descartando assim a
possibilidade do uso dessa concentracao. Por outro lado, camundongos vacinados e
expostos a 250 ppm ou 2500 ppm de HQ tiveram uma “tendéncia” ndo significativa
para menores titulos de IgG anti-EDIII com média em torno de 5000 +/- Desvio padrao

de 10000. Entretanto ainda sim, nao tiveram diferencas significativas entre os grupos.
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Figura 10 — A exposicdo com maiores doses de HQ tem o potencial de reduzir
os titulos de anticorpos induzidos por vacina¢cdo com EDIII. A) Escala de tempo
especificando o periodo de exposicao a HQ, imunizacfes e coletas de sangue. B) A
exposi¢do a longo prazo, visivelmente, reduziu a resposta humoral do grupo exposto
a 250 ppm e 2500 ppm de HQ no soro de camundongos C57BL/6 vacinados com a
proteina EDIII (n=4/grupo), em relagdo aqueles que receberam 25ppm de HQ. Os
valores representam a média e desvio padrédo das diluicdes de soro mais baixas que
apresentaram densidade o6ptica (OD) lidas maiores do que 3 vezes a OD para a
amostra de controle negativo (sem soro). P>0,05.

Algo inusitado nos despertou a atencéo nesse resultado, pois “aparentemente”
ocorreu uma reducdo nos titulos de IgG especificos nas concentracbes de 250 e
2500ppm de HQ em comparacgao a concetracao de 25ppm ou o grupo controle (PBS),
mesmo enfatizando bem a néo diferenca significativa. Sendo assim, quais fatores
poderiam levar a esse resultado? Sera que esses titulos menores se devem a baixa
imunogenicidade da vacina? E o que poderiamos fazer para aumentar essa
propriedade sem mascarar a possivel imunossupressao provocada pela HQ?

Apo6s 0 nosso primeiro resultado da imunizagdo com Alum, notamos titulos de
anticorpos menores do que o0s previstos. Por isso, realizamos um novo experimento
com o objetivo de aumentar a imunogenicidade da vacina, tendo visto que ja havia
sido descrito que a imunizacdo com ovalbumina combinada com Alum, pela via i.m,
gerou titulos maiores em comparacao com outras vias (Shakya & Gili, 2015). Deste
modo, realizamos um experimento piloto paralelo aos nossos experimentos de
exposicdo com a HQ, para padronizarmos a via de administragdo de uma proteina
recombinante, como a EDIII junto com o adjuvante Alum e verifircarmos se notariamos

diferencas nos titulos de IgG-especificos utilizando o nosso adjuvante. Como
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tinhamos pouca quantidade de EDIII disponivel no momento, decidimos fazer este
experimento com uma outra proteina recombinante, a PvMSP1-19 (proteina de
superficie do merozoita-1 (MSP-1) de Plasmodium vivax), cedida pela Profa. Dra.
Irene Soares (Laboratério de Parasitologia Clinica — FCF/USP).

Dentre os poucos adjuvantes licenciados para uso em humano, destaca-se o
Alum (hidroxido de aluminio). Os adjuvantes de aluminio formam depdsitos nos
tecidos, danificando as células e provocando a liberacdo de &cido urico, ATP e DNA
ocasionando uma maior resposta inflamatéria e consequente ativacao das células
dendriticas, por mecanismos diretos e indiretos (Lindblad, 2004, Lindblad, 2010). Além
disso, ativam o sistema complemento e induz retencédo da atividade migratoria dos
macréfagos e ativacdo dos linfécitos (Harm HogenEsch, 2012). Sabe-se que o Alum
estimula seletivamente uma maior resposta de Th2 em camundongos e uma resposta
mista nos seres humanos (Harm HogenEsch, 2012).

Neste caso, fizemos 3 imunizacbes com a proteina PvMSP1-19 combinada
com Alum, intervaladas por 2 semanas entre cada dose, pelas vias i.m. ou s.c (Figura
11A). Analisamos os titulos de IgG anti-PvMSP1-19 por ELISA, e constatamos que 0
grupo vacinado pela via i.m exibiu maiores titulos, com mediana em torno de 7000
para segunda dose, e 11000 para terceira dose. Em comparacao ao grupo vacinado
via s.c com mediana de 12 e 2000 para segunda e terceira doses, respectivamente.
Para ambas segundas e terceiras doses, houve uma diferenca significativa nos titulos
de anticorpos IgG especificos a MSP1-19 entre os grupos i.m e s.c. P (<0,05). (Figura
11B). Desta forma, inferimos que apds a 22 dose, via i.m, os titulos de IgG anti-
PvVvMSP1-19 foram altos, apresentando similar magnitude aos titulos da imunizagéo

obtidos apods a 32 dose da vacinacdo pela mesma via.

38



B MSP1-19 ( P. vivax)

A
i'-', 100000 , - . b -
E LA L
@
PWIMSP1-19 + Alum = 100004 ** -
= — . (T
m
J' l l ¢ 10004 ¢ ome
o 2 4 Semanas =] . n EE
- @
o n
| I | Sangue @ 1004
L L ] L =
E 10l — . : ,
* & « &
2% dose 3? dose

Figura 11 - Imunizacédo de proteina recombinante combinada com Alum induz
maiores titulos de lgG-especificos via intramuscular, que pela via subcutanea.
A) Escala de tempo especificando o periodo de imunizacdes e coletas de sangue. B)
Os resultados apontam que a imunizacdo com PvMSP1-19 tanto para segunda dose
quanto a terceira via i.m., tiveram titulos de IgG anti-PvMSP1-19 maiores que 0s
animais que foram vacinados via s.c. (n=7/grupo). Os dados representam valores
individuais e a mediana de cada grupo. P (<0,05).

Dados os resultados preliminares (Ver figura 10 e 11), decidimos fazer a
exposicdo com a maior concentracdo de HQ (2500 ppm), que € o equivalente a
aproximadamente um maco de cigarro fumado por dia, lavando em consideracdo as
proporcdes de HQ presente em casa cigarro (IARC, 1987). Por um total de 8 semanas
consecutivas de exposicédo, utilizando a via i.m para a imunizagdo com 3 doses de
EDIIl combinada com Alum (Figura 12A). Apos a terceira dose da vacina, dosamos 0s
titulos de IgG especificos a EDIIl semanalmente por até 10 semanas. Observamos
gue logo na segunda semana ap0s a ultima dose, existe um pico dos titulos de 1gG
especificos. Da 42 até a 82 semana, os titulos destes anticorpos se mantiveram em
niveis similares. Na 102 semana, observamos uma leve diminuicdo nesse parametro,
mas nao significativa no grupo HQ (Figura 12B). Esse mesmo tipo de analise foi
realizada para IgG1 e IgG2b anti-EDIII nesses animas. Foi visivel a reducao nos titulos
de IgG1 no grupo exposto a HQ em relagéo ao grupo controle. Com relacdo aos titulos
de IgG2b, seus patamares foram equivalentes para ambos os grupos (Figuras 12C e
12D).
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Figura 12 - A exposicao por 8 semanas com 2500 ppm de HQ apresentou uma
reducdo nao significativa na capacidade de resposta humoral induzida por
vacinacao para IgG1. A) Escala de tempo especificando o periodo de exposi¢do a
HQ, imunizacdes e coletas de sangue. B) Os titulos de IgG anti-EDIII foram
guantificados por ELISA nas semanas 2, apés a segunda dose e posteriormente até
a semana 10 apos a ultima dose da vacina. Os resultados apontaram que ha um pico
na resposta, na semana 2 ap6s a Ultima dose. Os titulos de IgG anti-EDIII se
mantiveram até a semana 8, e na semana 10 é nitido uma queda nos titulos de IgG
anti-EDIII. 8C e 8D) Dosagem dos titulos de IgG1 e IgG2b, na semana 4 e 10 apés a
tltima dose. Nenhum deles apresentaram diferencas significativas (n=7/grupo). Os
dados representam a mediana entre 0s grupos controle e HQ. p>0,05.
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Em uma proxima etapa, quisemos quantificar o numero de células que

secretam IgG-especificos a EDIIl através da técnica de ELISPOT. Para

padronizarmos 0 ensaio e obtermos imagens satisfatérias dos spots na placa, foi

realizado o coating da placa utilizando a EDIIl em concentracbes variadas de 1 a

20ug/mL. Sendo assim, 10ug/ml foi a melhor testada para o coating da placa. (Dados

nao mostrados). Desta forma, com o objetivo de quantificar essas células especificas

ao antigeno EDIII, sob & influéncia da exposi¢cdo pela HQ, realizamos o ensaio de

ELISPOT com células do baco, medula éssea e timo dos animais vacinados 10

semanas apos a 32 dose da vacina. Verificamos que o grupo controle possuia mediana

em torno de 55 Células Secretoras de Anticorpos (ASC)/milh&o de esplendcitos. Ja o

grupo HQ apresentou mediana em torno de 30 ASC/milhdo de esplendcitos (Figura

13A). Curiosamente, o grupo HQ apresentou maior numero destas células na medula

0ssea e no timo, com mediana em torno de 20 ASC/milh&o de células para medula

0ssea e 10 ASC /milhdo de timdcitos, ja o grupo controle teve mediana em torno de 5

ASC/milhdo de células para médula 6ssea e 3 ASC/milh&o de timdcitos. (Figuras 13B

e 13C). Entretanto, mesmo assim, ndo observamos diferengas significativas.
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Figura 13 - A exposicdo com a HQ reduz néo significativamente a frequéncia de
células secretoras de anticorpos do baco mas ndo na medula éssea e timo.
Camundongos C57BL/6 foram expostos durante 8 semanas consecutivas com 2500
ppm de HQ e vacinados com 3 doses da proteina EDIII. Seus orgaos foram removidos
para o ensaio 10 semanas apos a ultima dose de vacina. A) Spots do Baco (n=4 por
grupo), B e C) Spots da Medula éssea e do Timo respectivamente. Neste ensaio, o
limite de deteccéo destas células era de 2 para cada milhdo de esplendcitos, timocitos

ou células da medula 6ssea P>0,05.
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Com o intuito de verificarmos as possiveis alteracdes histologicas nos animais
expostos com 2500 ppm de HQ, alguns 6rgados foram analisados na 102 semana ap0s
a imunizacdo com a ultima dose da proteina EDIIl. Em coloracdo com hematoxilina-
eosina, a analise microscopica mostrou no grupo controle que o baco desses animais
apresentavam maiores foliculos e aparentemente um maior nimero dos mesmos
guando comparados ao grupo HQ. Estes eram foliculos maduros com zona central
clara, o que pode indicar a presenca de Centro Germinativo (CG). Ja o grupo HQ
possuia foliculos mais escuros na regido central, e ndo se observou plasmadcitos na
lamina (Figuras 14A e 14B). Em relacéo ao timo dos animais do grupo controle, eles
possuiam uma zona medular maior, com morfologia regular e linfécitos conservados
em comparagdo ao grupo exposto com a HQ. A zona medular do timo € importante
para maturacao dos linfécitos T (Figuras 15A e 15B).
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Figura 14 - A exposicdo com 2500 ppm de HQ diminui a area folicular no baco
de camundongos vacinados com a EDIII. Histologia do Bago dos animais do grupo
controle e HQ, corados com Hematoxilina e Eosina e observados ao microscépio com
a objetiva de 10x. A) Imagens de cortes histolégicos com o objetivo de melhor
visualizacdo dos foliculos linfoides. A esquerda, observamos os foliculos do grupo
controle com maior area e aparentemente menor niumero desses foliculos, sua regido
central € mais clara (0 que indica formacdo de Centro Germinativo — Ref:
https://edisciplinas.usp.br/pluginfile.php/3733965/mod_resource/content/0/Atlas%202
017.pdf). A direita, observa-se que o grupo exposto com a HQ tem area folicular
menor, mais escura em seu centro e aparentemente um menor numero de foliculos
linfoides. B) Representacao grafica da média +/- DP entre os grupos controle e HQ,
com a area delimitada. Os dados séo representativos de 2 animais para ambos 0s
grupos. Foi realizado um teste t de Student e foi considerado uma diferenca estatistica
0s resultados com valor P (<0,05).
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Figura 15 - A exposicdo com 2500 ppm de HQ diminui a &rea medular no timo de
camundongos vacinados com a EDIII. Histologia do Timo dos animais do grupo
controle e HQ corados com Hematoxilina e Eosina e observados ao microscépio com
a objetiva de 10x. A) Imagens do bac¢o do grupo controle (esquerda) mostrando uma
maior area da zona medular, local importante para maturacdo dos linfocitos T. A
direita, se observa o grupo HQ, com zona medular menor e mais escura, onde sugere
que a HQ tem um efeito direto no desenvolvimento da zona medular do timo desses
animais. B) Representacao grafica da média +/- DP entre os grupos controle e HQ,
com a area delimitada. Os dados sao representativos de 2 animais para ambos 0s
grupos. Foi realizado um teste t de Student e foi considerado uma diferenca estatistica
os resultados com valor P (<0,05).
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Até aqui observamos que a HQ nao alterou significativamente os titulos de
anticorpos, tampouco o numero de células secretoras de anticorpos nos orgaos
analisados. Isso sugere que a HQ pode né&o afetar diretamente a resposta humoral
induzida por vacina com uma proteina recombinante com esta dose e tempo de
exposicao, ou que seu desvio ndo seja duradouro, mesmo com evidéncias indiretas
da literatura apontando o oposto. No entanto, a exposicao com a HQ no nosso modelo
alterou a estrutura de orgéos linféides importantes, abrindo uma gama de indagac¢des
sobre quais mecanismos poderiam entdo contribuir com a geragdo de anticorpos
contra a EDIII pelo grupo exposto com a HQ em niveis idénticos aos animais nao
expostos.

Para refutar tais possibilidades, utilizamos dados de transcriptomas disponiveis
em plataformas publicas, associando as perturbacdes génicas com o Benzeno (por
ser a substancia de onde provém a HQ), o cigarro (por ser o principal veiculo de

exposicao a HQ) e a propia HQ (Figura 16).
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Figura 16 - Desenho experimental da andlise transcriptébmica. De acordo com a
literatura, selecionamos estudos com o BZ, cigarro e HQ para posteriormente
montarmos uma rede de interacdo génica e descobrir quais genes estdo envolvidos
em processos referentes a resposta imune humoral.
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Com o objetivo de relacionar dados publicos de expressdo génica usando a
biologia de sistemas com os resultados obtidos experimentalmente, selecionamos
estudos com as seguintes palavras chave em inglés na plataforma Gene Expression
Omnibus Database (GEO-NCBI) (1): Hydroquinone / hydroquinone b cell /
hydroquinone and b cell / hydroquinone and Benzene / Benzene B cell / smokers /
cigarette / smokers and B Cell / cigarette and hydroquinone / cigarette and benzene
Foram identificados 70 estudos. Ap6s uma nova andlise mais restrita levando em
apreciacdo topicos como (2): amostras de sangue, 6rgaos linféides, estudos feitos em
Homo sapiens e Mus musculus. Selecionamos um estudo com exposicdo com 0
Benzeno (GSE21892 (GSE - Identificador do Estudo)), um estudo com exposi¢cao a
tB-HQ (Terc-butil-hidroquinona), que é um derivado da HQ (GSE99152) e quatro
estudos com exposicéo ao cigarro (GSE23323; GSE47415; GSE55962; GSE87072).
Tabelas 2, 3 e 4.

Tabela 2 — Resultado do estudo com o BZ obtido da plataforma Gene Expression
Omnibus Database (GEO-NCBI)

Estudo Gene expression on 144 arrays representing 125 workers exposed to
(benzeno) arange of benzene exposures.

GSE GSE21862

Organismo Homo sapiens

Tecido Sangue

Plataforma https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSE21862

Tabela 3 — Resultado do estudo com o HQ obtido da plataforma Gene Expression
Omnibus Database (GEO-NCBI)

Estudo Transcriptomic analysis of splenic CD4+ cells from tBHQ
(Hidroquinona) treated

GSE GSE99152

Organismo Mus musculus

Tecido células T CD4+ esplénicas

Plataforma https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSE99152
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Tabela 4 — Resultado dos estudos com o Cigarro obtidos da Gene Expression
Omnibus Database (GEO-NCBI)

Estudo 1 Transcriptomics in response to cigarette smoking in humans
(Cigarro)

GSE GSE23323

Organismo Homo sapiens

Tecido Sangue

Plataforma https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSE23323
Estudo 2 Gene expression in male and female smokers.

(Cigarro)

GSE GSE47415

Organismo Homo sapiens

Tecido Sangue

Plataforma https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSE47415
Estudo 3 Systemic inflammatory response to smoking in chronic obstructive
(Cigarro) pulmonary disease: evidence of a gender effect.

GSE GSE55962

Organismo Homo sapiens

Tecido Sangue

Plataforma https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSE55962
Estudo 4 Gene expression profiles from PBMCs collected from chronic
(Cigarro) smokers and moist snuff consumers

GSE GSE87072

Organismo Homo sapiens

Tecido Sangue

Plataforma https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSE87072

No estudo com o BZ (GSE: 21862), selecionamos 114 amostras, sendo 38
controles e 76 expostos ao BZ, onde todas eram derivadas de homens e mulheres
nao fumantes. Foi importante retirar o grupo de fumantes que foram expostos ao BZ,

pois isso poderia potencializar os resultados e inviabilizaria nosso objetivo que é obter
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dados génicos apenas dos individuos expostos ao BZ. or conseguinte, selecionamos
0S genes mais ou menos expressos nesse estudo classificando-os pelo valor de P de
cada um deles. O valor de P divergiu para cada estudo analisado, pois o0 humero de
variagbes génicas para cada um s&o diferentes, e o objetivo € unir um nimero de
genes que veridicamente foram perturbados por cada substancia analisada e que
realmente sado significativos para o estudo. Dentre aqueles down-regulated, 52 no total
(ver anexo 1), apenas 6 genes apresentaram relacdo direta com resposta imune
(CEBPG, NCOAG6, BATF, MT1G, HHEX e CEBPA), entretanto, ndo foram detectados

relacdo com resposta humoral (Figura 17).

A
CEBPG - CCAAT Enhancer Binding Frotein Gamma 0,00000000176
NCOAG - Nuclear Receptor Coactivator 6 0,0000136
BATF - Basic Leucine Zjpper ATF-Like Transcription Factor 0,000059
MT1G — Metallothionein 1G 0,000363
HHEX - Hematopoietically Expressed Homeobox 0,00000503
CEBPA - CCAAT Enhancer Binding Frotein Alpha 0,00000229

Figura 17 — Lista de genes regulados negativamente pelo BZ que n&o possui
relacdo com a resposta imune humoral. A) Dentre os 52 genes regulados
negativamente no Homo sapiens pelo BZ, nesse estudo (GSE21862), 6 deles
possuem alguma relagdo com o sistema imune. Dados obtidos da plataforma online
GENEmania 2019 e GeneCard 2019.

Posteriormente, realizamos um network (rede de interacdo génica que
evidencia as fung¢des cruciais dos genes e a ligacdo entre eles) junto as principais
funcdes conhecidas desses genes, demonstrando sua relagdo com o sistema imune
(desenvolvimento de 6rgaos hematopoéticos e linféides; Desenvolvimento do sistema
imune), onde esses genes possuiam 87,76% de interacdes fisicas entre eles (Figura

18).
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Figura 18 — Network dos 6 genes down-regulated
pelo BZ interligados apresentando algum tipo de
relacdo com a resposta imune. A) Via dos genes
down-regulated com relacdo ao desenvolvimento do
sistema imune. Em vermelho s&o o grupo de 6 genes
encontrados dentre os 52 genes down-regulated do
estudo com o benzeno. Em azul a relacao dos genes
gue possuem algum tipo de interacdo com o0s
principais genes relacionados ao desenvolvimento
do sistema imune e O6rgdos hematopoiéticos e
linféides. As principais funcdes s&o exibidas. B)
Tabela com os resultados de co-expresséo,
interacbes fisicas e dominios de proteinas
compartilhados entre estes genes, mostrando que o
principal network génico € a interacdo fisica entre
eles, com 87,76% (GENEmania e Paint 3D).
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Em seguida, selecionamos nove genes regulados positivamente dentre os 176
genes desse mesmo estudo (ver anexo 2), classificando-os pelo valor de P (CCL3,
IL6, TNFAIP3, CXCL8, S100A8, S100A12, SAMSN1, CLCF1 e IFNB1). Os genes Up-
regulated foram vistos quanto sua relagdo com a resposta imune humoral. De acordo
com a ferramenta GeneMania, ndo havia nenhuma relacéo direta destes genes com
o termo resposta humoral, mas apenas com quimiotaxia e migracado de neutrofilos,
ativacdo e regulacédo da ativacao de células B; ativacdo de células B envolvidas na
resposta Imune, bem como sdo mostrados os genes e o seus valores de p (Figura
19).

A

S100A8 - 5700 calcium binding protein AS 0,02962
S100A12 - 5700 calcium binding protein A12 0,000000456
CXCL8 — C=X-C motif chemokine ligand 8 0,00000125
TNFAIP3 - 7TNF alpha induced protein 3 0,00266
CCL3 - C-C motif chemokine ligand 3 0,000203
CLCF1 - Cardiotrophin-like cytokine factor 1 0,0000586
SAMSN1 - SAM domain, SH3 domain and nuclear localization 0,000032
signals 1

IL6 - Interleukin 6 0,00000664
IFNB1 - /nterferon beta 1 0,00000000177

Figura 19 - Genes Up-regulated pelo BZ relacionados com a resposta imune e
suas redes em porcentagem. A) Dentre os genes regulados positivamente no Homo
sapiens, pelo BZ, nesse estudo (GSE21862), nove deles exercem alguma relacéo
com a resposta imune. Dados obtidos da plataforma online GENEmania 2019 e
GeneCard 20109.

Um ponto critico que deve ser elucidado aqui, € que o termo “resposta imune

humoral” ndo aparece diretamente na plataforma GENEmania com relacédo a esses
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genes. No entanto, quando esses 9 genes up-regulated sédo selecionados para
construcdo do network, o gene CCL3 que codifica a quimiocina pré-inflamatéria CCL3,
de acordo com dados mais recentes publicados, aparece como importante devido a
sua producdao local pelas células B do CG, a CCL3 de alguma forma esta envolvido
na promocao das interacdes e controle direto pelas células Tfth (células T foliculares),
sugerindo assim que as quimiocinas secretadas pelas células do CG podem ser
importantes para direcionar suas interagdes com outros tipos de células e ajustar as
respostas das células CG (Benet et al., 2018), podendo ter relacdo com a resposta
imune humoral. Em relacdo ao gene IL-6 que € uma citocina pro-inflamatdria que
promove a diferenciacdo das células Tfh, ela ja foi descrita como sendo importante
para formacao espontanea dos CG durante a autoimunidade sistémica (Arkatkar et
al., 2017), além de participar da diferenciacdo de células B e também a producéo de
imunoglobulinas (Faris et al., 1997; Kikichi et al., 2002; Maeda et al., 2010; Kawashima
et al., 2018).

Efetuamos uma andlise com o network explanando as principais funcdes
descritas desses nove genes, expondo também a interacdo desses genes principais

com outros genes que interagem com eles (Figura 20).

51



TAX1BP1

S100A12

IFNB1
CXCL3
CXCL8

IL6 ﬂ :
CXCLZ
IL1B PTX3

CXcL1

AGER NFKBIA

CXCL10 '

0

CDBB

ICAM1

G0S2
SODZ e

CLCF1

imune

CO-EXPRESSAO 79,31%

PREDITOS 9,83%

DOMINIOS DE
PROTEINAS
COMPARTILHADOS

CO-LOCALIZACAO

6,84%

S100A7

Q 51 OOAS ‘

Genes com relagao ao Sistema

NETWORK
. Co-expressio

SAMSN1 .
Preditos

Dominios de proteinas
compartilhados

I:l Co-localizagido

HCAR3

S100A8

FUNCOES
Migracio de Neutrdfilos;
@ Quimiotaxia de Neutrofilos;

o Resposta Imune adaptativa baseada na
recombinagdo somatica de receptores
imunes construidos a partir de dominios
da superfamilia de imunoglebulinas;

@ Ativagio de células B;

@ Regulagio da ativagio de células B;

@ Resposta Imune humoral;

o Ativagio de células B envolvidas na
Resposta Imune.

BCL2A1

TNFAIP3

Genes que interagem com aqueles
relacionados ao sistema imune

@

Figura 20 — Network dos 9 genes Up-regulated pelo
BZ interligados com a resposta imune. A) Via dos
genes Up-regulated com relacdo a migracdo e
guimiotaxia de neutréfilos e outros lecucécitos além de
processos relacionados com ativacao e regulacédo de
células B, além de genes como o IL-6 e o INFB1 com
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resultados de co-expressao, genes preditos, dominios
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mostrando que o principal network génico é a co-
expressao com 79,31% (GENEmania e Paint 3D).
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Outro gene crucial regulado positivamente pelo BZ, tendo envolvimento na
resposta humoral é o INFB. Esse gene codifica uma citocina que pertence a familia
de proteinas de sinalizacéo de interferon, liberada como parte da resposta imune inata
aos patégenos. Em relacdo a resposta humoral, esse gene é importante no
desenvolvimento dos estagios de maturacéo das células B, influenciando diretamente
a qualidade da sua resposta (Hamilton et al., 2017).

Ademais, decidimos investigar quais dos 17.179 genes totais, provenientes do
mesmo dado publico de transcriptoma (GEO Ref: GSE21862), estavam entre os 10
genes mais ou menos diferentemente expressos entre 0s pacientes controle e os
expostos ao Benzeno (Tabela 5). De novo, enquanto nenhum gene menos expresso,
de acordo com os valores de Fold Change (FC) e de p, no estudo com o BZ possui
relacdo com a resposta humoral, entre os genes mais expressos, IFNB1 e IL6

apresentaram relacdo com o termo resposta humoral.

Tabela 5 - Dados gerados através da plataforma GEO2R do NCBI-GEO, através do
estudo GEO Ref: GSE21862.; FC: Fold change.

5 genes MENOS expressos 5 genes MAIS expressos
FC Negativo FC Positivo
GENE LogFC P GENE LogFC P
DEFA1B -6,60E-01 2,49E-02 SERPINB2 1,94 3,39E-12
CNTNAP2 625601  3,75E05 | DNAAFL 17 391812
CEBPA . -5,59E-01 = 2,04E-08 IFNB1 1,69 2,77E-10
ASGR1 -5,29E-01 2,75E-05 IL6 1,41 1,76E-07
TCIRG1 -5,23E-01 6,41E-09 IL1A 1,33 2,16E-12

Em laranja sdo mostrados os genes com relagdo a resposta imune humoral estando
entre o topo dos genes IFNBL1 e IL6 regulados positivamente em todo o estudo e na
lista dos genes selecionados positivamente IFNB1 e IL6.

Analisamos também os genes diferencialmente expressos sob influéncia do
cigarro que estariam relacionados com a resposta humoral e a relacdo desses genes
compartilhados entre o cigarro e 0 BZ e também cigarro e HQ. Para isso selecionamos
guatro estudos com o cigarro (GSE23323; GSE47415; GSES5962; GSE87072),
realizados com sangue humano. Com um total de 200 amostras, selecionamos cerca
127 genes relevantes regulados negativamente e 73 genes relevantes regulados
positivamente, ambos pelo valor de P (anexo 3 e 4). Os genes down-regulated foram

vistos quanto sua relagdo com a resposta imune humoral e as principais redes (co-
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expressao; co-localizacéo; interacdes fisicas e genéticas). Curiosamente, nos estudos
selecionados com o cigarro, observamos gque esse néo regula negativamente nenhum
gene relacionado “diretamente” com o termo “resposta imune humoral”, de acordo
com a plataforma GeneMania. Entretanto, ao realizarmos uma busca mais detalhada
nos artigos mais recentes, observamos que dos 12 genes selecionados regulados
negativamente (HLA-DQA1, CCL5, RORA, NLRC3, NCR3, SH2D1B, TNFSF4,
CD247, NCR1, KLRK1, XCL1 e EOMES), dois deles (XCL1 e TNFSF4) participam de
processos relacionados com células B (Figura 21 e 22). Os outros genes possuem
funcdes relacionados com a ativacédo de células T, regulacéo da ativacdo de células
T, imunidade mediada por linfocitos e a regulacdo do Processo efetor imune (Figura
22).
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Genes associados com a
respostaimune

HLA-DQAL - Major
histocompatibility complex, class
II, DQ alpha 1

CCL5 - C-C motif chemokine
ligand 5

RORA — Bora, aurora kinase A
activator

NLRC3 - NLR family CARD
domain containing 3

NCRS3 - Natural cytotoxicity
triggering receptor 3

SH2D1B - SH2 domain
containing 1B

TNFSF4 - Tumor necrosis factor
superfamily member 4
CD247 - CD247 molecule

NCR1 - Natural cytotoxicity
triggering receptor 1

KLRK1 - Killer cell lectin like
receptor K1

XCL1 - X-C motif chemokine
ligand 1

EOMES - Eomesodermin

GSE23323 GSE47415 GSE55962 GSE87072
X X X

Valor de p

0,0000218

X X X 0,000759

X X 0,000384 X

X X 0,0000877 X

0.020698215 0,038941023  0,00868 0,0189

X X 0,00123  0,00000143

X X X 0,00112
0.00392109  0,02627196 0,00623 0,00342

X X X 0,0000695

X X 0,000272 X

X X X

X X 0,00000397 0,000169

Figura 21 - Genes Down-regulated pelo cigarro com maior associagcdo com a
ativacdo de células T. A) Dentre os 127 genes regulados negativamente no Homo
sapiens, pela exposicdo ao cigarro nos estudos selecionados (GSE23323;
GSE47415; GSES5962; GSE87072), 12 deles exercem alguma relagdo com a
resposta imune, principalmente em relacdo a imunidade celular mediada por células
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T. Os campos com “X” indicam que o0 gene correspondente ndo estava presente
naquele estudo.

Para ficar mais nitido visualmente, efetuamos uma analise de network expondo
as funcbes mais importantes descritas dos 12 genes selecionados, além de exibir as
interagbes desses genes principais com outros genes que relacionam com eles
(Figura 22).

56



R NETWORK
o NLRC3 0 HLA-DQA1 . Co-expressio

Interagdes Fisicas
EOMES

KLRCT == RORA I:l Caminhos / Pathway

v . Co-localizagio
XCR1
S Dominios de Proteinas compartilhados
KLRB1
D160 1§ NKG7 ‘
I TNFRSF4

9O
PYHINI = GZMB  IL2RB ‘

“ KLRK1

KLRC2 NCR3 KLRF1 0

. Interagdes Genéticas

TNFSF4
KLRC2 Lot

FUNCOES

o Ativacio de celulas T;

@ Regulagio do Processo Efetor Imune;
Regulagio da Imunidade mediada por
Linfocitos;

XCL2

CD244
b ccLs

SH2D1B o Proliferagio de célulasT;
@ Producio de Imunoglobulinas;

O o @ Regulagio da resposta imune mediada por
coss Imunoglobulinas;

@ Regulagio da Imunidade mediada por
células B

B . ] ¢ » Genes que interagem com aqueles
Genes com relagdo ao Sistema imune relacionados ao sistema imune

B
CO-EXPRESSAC 45.54% Figura 22 — Network dos 12 genes down-
regulated pelo cigarro associados com a
INTERACOES FISICAS  41,40% respostaimune. A) Interagdes e principais fungdes
dos genes down-regulated pelo cigarro, com a
VIAS / CAMINHOS 6.45% principal relagcdo de ativacdo e proliferacdo de
células T, poucos genes expressam alguma ligagédo
CO-LOCALIZAGCAO 5,51% com ceélulas B. B) Tabela com os resultados das
principais interacbes génicas, mostrando que o
DOMINIOS DE 0,65% principal network génico é a co-expressdo com
PROTEINAS 45,54%, seguida de interacdes fisicas com 41,40%
COMPARTILHADOS (GENEmania e Paint 3D).

INTERACOES 0,36%
GENETICAS

57



Em seguida, selecionamos 73 genes regulados positivamente (anexo 4) nesse

mesmo estudo classificando-os também pelo valor de P. Os genes Up-regulated foram

analisados quanto as suas relagbes com a resposta imune humoral, entretanto ndo

havia nenhuma relagdo direta com o termo “resposta humoral” no aplicativo
GeneMania. Desses, 14 genes (EIF2AK2, MX1, IFI44L, OASI, OASL, MX2, SLPI,
RSAD2, ISGI5, OAS2, IFIT1, IFIT3, IFIT5 e HERC5) tiveram alguma relacdo com

resposta de defesa a virus e regulacao do processo viral (Figura 23).

EIF2AK2 - Eukaryotic translation initiation
factor 2 alpha kinase 2

MX1 - MX dynamin like GTPase 1
IF144L - Interferon induced protein 44 like
OAS1 - 2'-5'-oligoadenylate synthetase 1

OASL - 2'-5'-oligoadenylate synthetase
like
MX2 - MX dynamin like GTPase 2

SLPI - Secretory leukocyte peptidase
inhibitor

RSAD2 - Radical S-adenosyl methionine
domain containing 2

ISG15 - ISG15 ubiquitin-like modifier

OAS?2 - 2'-5'-oligoadenylate synthetase 2

IFIT1 - Interferon induced protein with
tetratricopeptide repeats 1

IFIT3 - Interferon induced protein with
tetratricopeptide repeats 3

IFIT5 - Interferon induced protein with
tetratricopeptide repeats 5

HERCS - HECT and RLD domain
containing E3 ubiquitin protein ligase 5
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Figura 23 - Genes up-regulated pelo cigarro associados com a resposta viral. A)
Dentre os 73 genes regulados positivamente no Homo sapiens, e expostos com o
cigarro, nos estudos selecionados (GSE23323; GSE47415; GSES5962; GSE87072),
14 deles exercem alguma relacdo com a resposta imune, sendo direcionados
principalmente a resposta de defesa a virus e regulacéo do processo viral.

A escolha desses genes se baseou, principalmente, na questao de um possivel
envolvimento deles com a resposta humoral, apesar do aplicativo GeneMania nao
fazer nenhuma relacao desses genes com esse termo. Assim, avaliamos quais deles
poderiam ter algum envolvimento com células B e nenhum deles tiveram dados
publicados da relacdo direta com resposta humoral. Para elucidar melhor os genes
com suas determinadas fun¢des, construimos uma rede génica (network) expondo as
funcdes mais importantes descritas dos 14 genes selecionados, além de expor
também a interacdo desses genes principais com outros genes que interagem com

eles (Figura 24).
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' ) 0 ~
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PROTEINAS efetor imune (28,6% dos genes). B) Tabela com os
COMPARTILHADOS resultados das principais interagdes génicas,
mostrando que o principal network é a co-expressao
Al com 85,63%, seguida de interacdes fisicas com

8,42% (GENEmania e Paint 3D).

CO-LOCALIZACAO

Uma vez inalados, os componentes da fumaca do cigarro entram nos alvéolos
pulmonares e sao distribuidos pelo sistema sanguineo para todos os tecidos através
dos vasos capilares, podendo influenciar diretamente as células do sistema imune,

como as células B, células T, mondcitos e outros componentes ativos (Pan et al.,
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2010), com seus efeitos pro-inflamatorios e imunossupressores (Stampfli & Anderson,
2009). Entre eles, destaca-se a nicotina, cuja a exposicado por longo periodo pode
induzir as células B a diminuirem a secrecéo de anticorpos. Além disso, ela inibe a
sua proliferacdo e também o desenvolvimento celular, acarretando em prejuizos na

supressdo das fungdes imunes (Skok et al. 2003, 2005 , 2007) causando danos a

resposta humoral e suprimindo as funcfes das células B (Geng et al. 1995; Yang et
al. 1999; Moszczynski et al. 2001).
Contudo, apesar do grande volume de estudos envolvendo a relagdo da

exposicao com a fumaca do cigarro e componentes como a nicotina, e a sua forte
influéncia sobre as células do sistema imune, pouco se sabe sobre a HQ e sua relagéo
com o perfil de expressdo génica das células imunes, especialmente as células B.
Pensando nisso, selecionamos um estudo realizado em células TCD4+ na plataforma
GEO-NCBI (GSE99152) realizado em Mus musculus, com 8 amostras, sendo 4
controles e 4 expostos com a tB-HQ (tert-Butylhydroquinone) que € um composto
aromatico organico sintético derivado da HQ. E imprescindivel evidenciarmos aqui que
estudos com a HQ por perfis de expressdo génicas sdo limitados, contendo
pouquissimos estudos publicados, onde grande parte deles sdo relacionados com
alimentos ou o contexto dermatoldgico (devido a aplicacao estética da HQ). Os genes
mais ou menos expressos foram apontados neste estudo a partir do valor de P. Os 86
genes down-regulated (anexo 5), foram vistos quanto sua relacdo com a resposta
imune humoral e as principais redes (co-expressao; co-localizacao; interacdes fisicas
e genéticas). Curiosamente, a tB-HQ nao regula negativamente nenhum gene
relacionado diretamente com a resposta imune humoral, mas apenas 8 genes
(CTLA4, UBE2V1, GSK3B, PTPN11, BCL10, TAB2, NR4A1l e CD86) com relacdo a
via de sinalizacdo do receptor Fc, regulacdo positiva da ativacdo de células T e

ativacdo das células T (Figura 25).
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CTLA4 - Cytotoxic T-lymphocyte-associated protein 4 0,00822907
UBE2V1 - Ubiquitin-conjugating enzyme E2 variant 1 0,065982235
GSK3B — Glycogen synthase kinase 3 beta 0,005171902
PTPNL11 - Protein tyrosine phosphatase, non-receptor type 11 0,005429195
BCL10 - B cell leukemia/lymphoma 10 0,00428907
TAB2 - TGF-beta activated kinase 1/MAP3K7 binding protein 2 0,006977736
NR4A1 - Nuclear receptor subfamily 4, group A, member 1 0,00848752
CD86 - CD86 antigen 0,0020326846

Figura 25 — Genes down-regulated pela tB-HQ estdo envolvidos em processos
com células T e receptor Fc. A) Apesar de nenhum gene esta relacionado com a
resposta imune humoral (diretamente), 8 dos 86 genes encontrados possuiam redes
de interacdes bem definidas e funcdes imunes relacionas com as células T e receptor
Fc.

Para dilucidar melhor os genes com suas devidas fun¢bes, mostramos suas
redes génicas (network), expondo as funcdes mais importantes descritas dos 8 genes
regulados negativamente pela tB-HQ e também as interacdes desses genes principais

com outros (Figura 26).
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imune

CAMINHOS / PATHWAY 63,01%

INTERACOES FISICAS 31.41%
) Figura 26 — Network dos 8 genes Down-regulated
CO-LOCALIZACAO 2,88% pela HQ (tB-HQ) tendo relagcdo com processos de
células T. A) Interacbes e principais funcdes dos 8
CO-EXPRESSAO 0,67% genes down-regulated. B) Tabela com os resultados das

principais interacdes génicas, mostrando que o principal
network sdo o0s caminho biolégicos com 65,01%,
seguida de interacdes fisicas com 31,41% (GENEmania
e Paint 3D).

INTERACOES 0,03%
GENETICAS

63



Posteriormente, selecionamos 120 genes (anexo 6) mais expressos nesse
mesmo estudo também pelo valor de P. Um total de 22 genes foram selecionados por
possuirem alguma relacdo com sistema imune (S100A9, S100A8, BST1, S100A12,
IL6, SLC11A1, IL1B, GAS6, INHBA, ACOD1, PLA2G7, C1QB, CCR1, FCERIG,
HMOX1, TREM1, TNFSF13, C6, C1QA, CXCR2 e SLC16A3). Os genes Up-regulated
foram vistos quanto sua relacdo com a resposta imune humoral (Figura 27) e as
principais redes (co-expressao; co-localizacao; interacdes fisicas e genéticas). Neste
cenario observamos que a tB-HQ modula genes com relagdo a resposta imune
humoral, e para nossa surpresa aumentou genes importantes para a migracao de

neutrofilos e outros leucocitos.
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A

Genes associados com aresposta imune Valor de p

S100A9 - S100 calcium binding protein A9 (calgranulin B)

S100A8 - S100 calcium binding protein A8 (calgranulin A)

BST1 — Bone marrow stromal cell antigen 1

S100A12 - S100 calcium binding protein A12

IL6 - interleukin 6

SLC11A1 - Solute carrier family 11, member 1

IL1B - Interleukin 1 beta

GASG - Growth arrest specific 6

INHBA - Inhibin beta-A

ACOD1 - Aconitate decarboxylase 1

PLA2G7 - Phospholipase A2, group VII

C1QB - Complement component 1, g subcomponent, beta polypeptide
CCR1 - Chemokine (C-C maotif) receptor 1

FCER1G - Fc receptor, IgE, high affinity I, gamma polypeptide
HMOX1 - Heme oxygenase 1

TREML1 - Triggering receptor expressed on myeloid cells 1
TNFSF13 - Tumor necrosis factor (ligand) superfamily, member 13

C6 - Complement component 6

C1QA - Complement component 1, q subcomponent, alpha polypeptide

CXCR2 - Chemokine (C-X-C motif) receptor 2

SLC16A3 - Solute carrier family 16, member 3

0,00012153
0,00004947
0,00799589
0,03598512
0,04931002
0,00390684
0,00408147
0,00458958
0,0073469

0,00271568
0,00432654
0,0029763

0,00508396
0,00950766
0,04620165
0,00043989
0,00614105
0,00218817
0,0021161

0,00005615

0,00266274

Figura 27 — Genes Up-regulated pela HQ (tB-HQ) possuem relacado direta com a
resposta imune humoral bem como migracdo e quimiotaxia de neutrofilos. A)
Dados dos 120 genes up-regulated pela HQ (tB-HQ) relevantes, onde 21 dos 120
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genes encontrados possuem relagdo com resposta imune humoral, migracdo e
quimiotaxia de neutrofilos e outros leucdcitos, regulacéo da ativacao de células B e
resposta imune adaptativa baseada na recombinacdo somatica de receptores imunes
construidos a partir de dominios da superfamilia de Ig.

Em seguida, detalhamos a rede génica (network) dos 21 genes regulados
positivamente pela HQ (tB-HQ), expondo suas fun¢des mais importantes e também

as interacdes desses genes principais com outros (Figura 28).

66



NETWORK
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AXL
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c FUNCOES
Migragio de Neutrofilos;

@ Quimiotixia de Neutrdfilos;

@ Migracio de Leucdcitos;

® Resposta Imune Humoral;

w Regulagio da ativagio de células B;

. Imunidade mediada por células B;

@ Ativacio de células B;

& Resposta Imune adaptativa baseada na
recombinagio somdtica de receptores
imunes construidos a partir de dominios da

superfamilia de imunoglobulinas.

B
CO-EXPRESSAO 69,99% Figura 28 — Network dos 21 genes Up-regulated pela
HQ (tB-HQ) apresentando relacdo com a resposta
INTERACOES FiSICAS 17,16% humoral além da migracdo e quimiotaxia de
} neutrofilos A) Via dos genes up-regulated com as
CO-LOCALIZAGAO 7.72% principais funcdes de migracdo e quimiotaxia de

neutrofilos, migracdo de leucdcitos, resposta imune
humoral, regulacédo e ativacdo de células B, imunidade
mediada por células B e a resposta imune adaptativa
baseada na recombinacdo somatica de receptores
imunes construidos a partir de dominios da superfamilia
de Ig B) Tabela com os resultados das principais
e IE 0.16% interagbes génicas, mostrando que o principgl network
PROTEINAS Sao a co-expressao com 69,99%, seguida de interacfes
COMPARTILHADOS fisicas com 17,16% (GENEmania e Paint 3D).

PREDITOS 2,86%

VIAS / CAMINHOS 1,55%

INTERACOES 0,57%
GENETICAS
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Além disso, avaliamos o numero de genes diferencialmente expressos no
estudo com o BZ, cigarro e HQ, bem como a sobreposicdo dos genes regulados
positivamente e negativamente em ambos os grupos (Figura 29). Observamos uma
variedade no numero de genes em cada estudo descrito, sendo que no estudo com o
BZ (GSE21862) e 0 da HQ (GSE99152) o numero de genes regulados positivamente
foi maior em comparacédo aos regulados negativamente. O mesmo se observou com
o0 cigarro (GSE23323). Ja nos estudos GSE47415, GSE55962 e GSE87072,
observamos o contrario, onde o nimero de genes regulados negativamente foram
maiores (Figura 29A). Em relacdo ao numero de genes sobrepostos entre os estudos
(Figura 29B), verificamos que haviam 16 genes up-regulated entre ambos estudos,
com sobreposicao entre benzeno e hidroquinona, 2 genes entre benzeno e cigarro e
mais dois genes entre cigarro e hidroquinona (Figura 29B - direita). Dentre os genes
down-regulated, foram encontrados dois genes com sobreposi¢ao entre o cigarro e a
hidroguinona e nenhum deles entre benzeno e hidroquinona ou benzeno e cigarro

(Figura 29B - esquerda).
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o
S
S

Numero de genes

GSE21862 GSE99152 . GSE47415 GSES5962 GSE87072
(Benzeno) (Hidroquinona) (Cigarro) (Cigarro) (Cigarro) (Cigarro)
B Down-regulated ] Up-regulated
B
158 102
Benzeno |6 Hidroquinona
2 2
79
Cigarro
B Down-regulated " Up-regulated

Figura 29 — Contagem de genes regulados negativamente e positivamente de
transcriptoma analisados entre todos os estudos A) Numero de DEGs por
conjunto de dados. B) Diagrama de Venn com 0s genes regulados negativamente
(esquerda) e positivamente (direita) em cada estudo e genes com sobreposicéo entre
eles.

Observamos que havia um pequeno grupo de genes em comum cOm mMmesmo
perfil de expressdo nos estudo down-regulated entre a Hidroquinona e o cigarro
(Tabela 6A). E 16 genes up-regulated entre benzeno e hidroquinona (Tabela 6B), além

69



de dois genes up-regulated entre HQ e Cigarro (Tabela 6C) e mais dois entre BZ e
cigarro (Tabela 6D).

Tabela 6 - Genes com sobreposicédo entre o estudo do benzeno, cigarro e
hidroguinona com suas funcdes

Genes regulados negativamente entre o cigarro e hidroquinona

GZMA KLRG1

Dados obtidos da plataforma GeneMania (2018) e GeneCards — Human Gene Database
(2018)

Genes regulados positivamente entre o benzeno e hidroquinona

AQP9 CXCL2
CXCL8 DRAM1
EDN1 G0S2
IER3 IGSF6
IL1B IL6
NCF2 PTGS2
S100A8 S100A12
STEAP4 TLR2

Dados obtidos da plataforma GeneMania (2018) e GeneCards — Human Gene Database
(2018)

HP SLP1

Dados obtidos da plataforma GeneMania (2018) e GeneCards — Human Gene Database
(2018)

Genes regulados positivamente entre o benzeno e cigarro

IFIT3 OASL

Dados obtidos da plataforma GeneMania (2018) e GeneCards — Human Gene Database
(2018)
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Pensando na relacdo dos genes que possuem primeiramente alguma relacéo
com a resposta imune humoral e também com o sistema imune geral, tanto regulados
negativamente quando positivamente em todos os estudos avaliados, surgiu o
seguinte questionamento: sera que esses genes possuem alguma relagdo com genes
conhecidamente expressos nas Células Secretoras de Anticorpos (ASC)? As ASCs
sdo uma populacéo de células que possuem baixa frequéncia antes de um estimulo,
e que sao altamente especializadas, representando o estagio final do processo
diferenciacdo de células B e sua linhagem. Selecionamos, assim, cinco genes com
expressao caracteristica em ASCs: TRIB1, CD38, PRDM1, IRF4 e XBP1 (Shi et al.,
2015; Ellebedy et al., 2016). Com o objetivo de verificar onde os genes de ASCs se
agrupam e quais vias estdo mais relacionadas com o0s genes que tiveram
sobreposicao, decidimos construir uma rede de interacdes e analisar a relagdo dos
genes de ASCs com todos 0s genes sobrepostos entre os estudos com o cigarro, BZ
e HQ (Figura 31). Onde observamos que a co-expressao € a via que mais se destacou,

com 86,7% dos genes, seguida da co-localizagdo com 9,30%.
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A

Principais genes relacionados com Células
Secretoras de Anticorpos (ASC).

Principais genes regulados negativamente
nos estudos entre Hidroquinona e Cigarro
com interseccao.

Interagdes Fisicas

Genes  regulados  positivamente  com
intersec¢ao nos estudos entre benzeno e
hidroquinona.

Dominios de prote inas 0.04% Genes que se relacionam com o5 genes
’ perturbados pelo benzeno, hidroquinona,
[t mpﬁﬂé&hﬁdos\ cigarro e ASC.

TRIB1

Figura 30 — Tipos de interacfes entre os principais genes de células secretoras
de anticorpos (ASC) e os genes up- e down-regulated sobrepostos entre os
estudos com o cigarro, BZ e HQ. A) Tabela com os resultados das principais
interacbes génicas entre 0os genes de ASC e 0s genes com interseccdo entre 0s
estudos com cigarro, BZ e HQ. Via dos genes Down-regulated nos estudos com a HQ
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e o cigarro (amarelo ouro); genes Up-regulated entre os estudos com BZ e HQ (tB-
HQ) (vermelho); principais genes relacionados com os genes regulados positivamente
e negativamente nos estudos com o cigarro, BZ e HQ (azul claro) e os principais genes
expressos em celulas secretoras de anticorpos (violeta). B) Interacdes e principais
funcdes dos 5 genes de ASC e os genes up- e down-regulated sobrepostos entre os
estudos com o cigarro, BZ e HQ. Mostrando que a co-expressao é a principal rede
génica com 86,7% seguido da co-localizacdo com 9,30%. Dados obtidos da
plataforma GENEmania 2019 e editados no Paint 3D).

Como identificamos que a tB-HQ regula positivamente genes relacionados com
migracao e quimiotaxia de neutréfilos (figura 28), surgiu o interesse em saber qual a
relacdo desses genes up-regulated pela tB-HQ junto com os genes de ASCs, pois
sabidamente algumas publicacdes recentes apontam que os neutroéfilos possuem um
papel importante em ajudar as células B a secretarem anticorpos via producdo de
BAFF (fator de ativacdo de células B) pelos neutrofilos (Scapini et al., 2005; Scapini,
P., Bazzoni, F., Cassatella, M. A. 2008; Puga et al., 2012; Musich et al., 2018). Em
determinadas condi¢@es, neutrofilos migram para a zona marginal (MZ) do baco (que
€ uma area especializada das células B nas respostas de imunoglobulinas
independentes de células T), auxiliando na resposta de células B (Puga et al., 2012).
Neutréfilos de 2 diferentes fenétipos (NBH1 e NBH2) dos convencionais (Nc) sdo
encontrados na MZ do bacgo. Surpreendemente, ja foi observado anteriormente que
os neutréfilos NBH1 induzem maior expressédo do TNFSF13, regulado positivamente
pela tB-HQ, em comparacao aos NBH2. Este gene exibe co-expressdo com o gene
TNFSF13B que codifica BAFF, citocina importante na geracdo de ASCs (anexo 7).

Para sabermos qual a relacdo dos genes encontrados em cada estudo
analisado aqui, com os genes descritos em ASCs, relacionamos os genes up- e down-
regulated pela tB-HQ que tinham relagdo com migracéo e quimiotaxia de neutroéfilos e
outros leucdcitos, junto com 0s genes que obtiveram interseccdo entre os estudos
com cigarro, BZ e HQ, e analisamos a porcentagem de co-expressao e co-localizacao

desses genes com os genes de ASCs (Figura 31).
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A @ Genes Células Secretoras de Anticorpos

® Genes com interseccio Regulados Positivamente — HQ e Cigarro

® Genes com interseccio Regulados Positivamente — HQ e BZ

® Genes com intersecgio Regulados Positivamente — BZ e Cigarro
Genes com intersec¢io Regulados Negativamente — HQ e Cigarro

® Genes regulados negativamente no estude com a HQ

® Gene regulado positivamente no estudo com a HQ

Co-expressao geral (linhas
violetas) = 89,26%
Co-localizagao geral (linhas
vermelhas) = 10,74

C?XCLQ Genes Down-regulated tB-HQ = 37,5%
b XeLg de relagdo com ASC (co-expresséo)

Genes Up-regulated tB-HQ = 62,5% de
relacdo com ASC (co-expressao)

@ Genes regulados positivamente
® Genes regulados Negativamente
® Genes de ASC

Figura 31 — Genes regulados positivamente pela HQ exibem mais de 60% de co-
expressdo com o0s genes de ASCs. A) Genes regulados positivamente e
negativamente nos estudos com cigarro, benzeno e hidroquinona (interseccédo) e 0s
genes regulados positivamente e negativamente no estudo com a HQ que exibiram
alguma relacdo com resposta imune humoral ou resposta imune geral e sua relacao
com genes mais expressos nas células secretoras de anticorpos. O gréafico de Plot
mostra a relacdo dos genes expressos em células secretoras de anticorpos e sua
relacdo com os genes regulados positivamente com intersec¢ao nos estudos com a
HQ e o cigarro (halo parpura), os genes regulados positivamente com intersec¢ao nos
estudos com a HQ e BZ (halo azul marinho), genes regulados positivamente com
interseccdo nos estudos com o BZ e o cigarro (halo cinza escuro) e os genes
regulados negativamente com intersec¢ao nos estudos com a HQ e o cigarro (amarelo
ouro), além dos genes regulados negativamente pela HQ que exibiram alguma relacéo
com o sistema imune (laranja) e os genes regulados positivamente pela HQ que
exibiram também alguma relacdo com o sistema imune (vermelho escuro). As
principais redes génicas avaliadas foram co-expresséo e co-localizagdo com 89,29%
e 10,74%, respectivamente. Os dados foram obtidos da plataforma GENEmania e
editados no Paint 3D.
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E por fim, quantificamos a capacidade funcional dos anticorpos gerados apos a
imunizacdo com EDIII do animais expostos ou ndo com a HQ. Para isso, realizamos
um ensaio de neutralizacao viral (PRNT) com o soro desses animais expostos a HQ
e imunizados (Figura 32). Verificamos que o pool de soro dos animais expostos a HQ

reducdo de forma menos eficaz a formacéo de placas no ensaio que 0s animais nao

expostos.
A
PRNT,, — 1:20 PRNT,, — Zero
(CONTROLE) (HIDROQUINONA)
CTRL-  CTRL + 1:1000 = FeT—
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Figura 32 — A exposi¢cdao com a HQ diminuiu, mas néo significativamente, a
capacidade de neutralizagdo viral em ensaio de PRNT. A) Placas de PRNT
mostrando os pontos de neutralizagdo viral contra Dengue 2, onde o PRNTso foi de
1:20 para o grupo controle e Zero para o grupo HQ, mas sem diferencas significativas.
Abaixo sdo as porcentagens do PRNT total mostrando que o grupo HQ possui 3x
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menos capacidade neutralizante que o grupo controle. B) Média de duas replicatas
mostrando a porcentagem de reducao de placa. Ndo houve diferenca estatistica entre
os grupos. Valor P (>0,05).

7. DISCUSSAO

O conhecimento sobre os efeitos toxicos de algumas substancias, como a
hidroguinona, sobre a resposta imune, principalmente aquela induzida por vacinacgao,
ainda é pouco explorado e muito pouco conhecido. Pensando nisso, decidimos
investigar esses efeitos utilizando um modelo de imunizagdo. Considerando a
importancia da Dengue no contexto mundial, escolhnemos um antigeno importante
deste virus para fazer esta analise. Assim, selecionamos a proteina recombinante que
codificava a EDIII para indugédo da resposta humoral. Pelo fato de a EDIII pertencer
ao envelope do virus da Dengue e possuir um alto poder imunogénico, esse é 0 mais
utilizado antigeno do DENV em pesquisa com imunizacoes (Lee et al., 2015; Campos
et al, 2017; Revisado por Maeda et al, 2017).

Na tentativa inicial de avaliar a influéncia da HQ sobre o sistema imune,
expusemos 0s animais com baixa dose de HQ (25 ppm), e no 5° dia foram vacinados.
Na&o foi possivel detectarmos quaisquer alteracdes na magnitude da resposta humoral
anti-EDIII. Isso pode ser devido ao fato do tempo de exposi¢cdo que foi muito curto, e
também a concentracdo baixa da HQ utilizada no experimento.

Em um cenario similar, ja havia sido observado que camundongos expostos a
fumaca do cigarro por 8-16 semanas, mas imunizados com adenovirus recombinantes
tiveram menores titulos de IgG e menor capacidade de neutralizacdo viral no soro
guando comparado ao grupo nao exposto, apontando assim que o tempo de
exposicdo ao poluente é fundamental para indugédo de imunossupresséo (Robbins et
al., 2004).

No contexto de exposicédo, € interessante verificar sobre o quao expostos a HQ
as pessoas estdo. Apesar de ndo haver dados especificos na literatura sobre as
guantidades encontradas de HQ em suas diferentes fontes, sabe-se que no cigarro
pode conter mais de 100 pg dessa substancia em sua composi¢do, segundo as
monografias da International Agency for Research on Cancer (IARC). Ja as
quantidades liberadas pela fumaca do cigarro podem chegar até 72,2ug a 183,5ug de
HQ pela corrente priméria (fumaca central/ativo) e secundaria (fumo passivo),

respectivamente, levando a uma exposicao significativa, tanto para fumantes ativos
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qguanto passivos (IARC, 1987; Kim et al., 2005; revisado por Sopori, 2002). Sendo
assim, se fez necessario utilizar de outras concentracbes de HQ neste modelo
experimental

Por outro lado, é importante discriminarmos a exposicdo com o cigarro, com
mais de 8700 componentes, daguela com somente a HQ. Ainda, sera que o tempo de
exposicao justificaria essa imunossupressao nao significativa entre os grupos? Sera
que apenas 8 semanas nao foram suficientes para simular uma exposi¢éo crénica a
HQ? Existem poucos dados na literatura envolvendo exposicdo com a HQ in vivo no
contexto de resposta imune, muitos dos trabalhos envolvendo exposicdo sao com
fumaca do cigarro ou com o préprio benzeno, variando no niamero de horas de
exposicdo até na quantidade de dias. A maioria dos resultados apresentados na
literatura foram analisados através do contexto in vitro (Taysse et al., 1995; Kim et al.,
2005; Lee et al., 2007; Choi et al., 2008).

Consequentemente, mudamos nosso protocolo de experimento com a HQ.
Mais especificamente, alteramos o tempo de exposicdo e a concentracdo dessa
substéancia para, assim, demonstrar o quanto ela poderia reduzir a capacidade da
resposta imune ser induzida por uma vacina. Além disso, a troca do adjuvante
Montanide ISA720 para o Alum devido suas caracteristicas, como a menor indugao
de titulos de anticorpos que o Montanide e também seu licenciamento para uso em
humanos (Mutiso et al, 2012; Chiang et al., 2016).

Nossos resultados apresentaram-se promissores no inicio, apontando que uma
maior exposicao ao composto tdéxico antes de vacinacéo incitava uma maior tendéncia
a imunossupressao, a partir de doses de HQ 10x ou 100x maiores que a inicial. Isso
pode ser explicado pelo fato de que provavelmente a exposicdo com 250 ppm possa
estar muito proximo do limiar que induz imunossupressao nos animais. Por isso, 0 Uso
de 2500 ppm seria mais prudente para visualizagcdo do feno6tipo em questéo.

A mudancga na via de imunizacdo de s.c. para i.m. foi extraordinariamente
importante, tendo em vista que na aplicacdo de imunobioldgicos via s.c., a substancia
é depositada no tecido conectivo frouxo localizado abaixo da derme (Zuckerman,
2000). Sendo assim, os titulos de IgG especificos a PvMSP1-19 mais Alum, do grupo
I.m. em comparagao ao grupo s.c., aumentaram consideravelmente. Apesar de serem
proteinas diferentes, a proteina PvMSP1-19 serviu para direcionar a via de inoculagcéo
de maior imunogenicidade que provavelmente a EDIII + Alum apresentariam (Shakya

& Gili, 2015).
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Partindo do principio que alguns trabalhos utilizam-se de diferentes
concentracfes de HQ (Ribeiro et al., 2011 ; Macedo et al., 2006), os titulos de IgG
total dos animais expostos com 2500 ppm de HQ tiveram uma maior tendéncia a
reducdo dos titulos de IgG em comparacdo com O grupo controle.
Surpreendentemente, esses mesmos animais tiveram niveis reduzidos, mas nao
significativos, dos titulos de 1gG1, o que pode ser explicado pelo fato da exposicéo
com a HQ afetar os titulos de anticorpos induzidos pela vacina. Sabe-se que os
adjuvantes a base de aluminio estimulam de forma seletiva a resposta imune Th2 em
camundongos e uma resposta mista observada em humanos (Maeda et al., 2017 ;
HogenEsch, H., 2012). Desta forma fica claro que a exposi¢cdo com a HQ, de alguma
forma, esté afetando a resposta imune gerada pela vacina de EDIII junto com o Alum.

Ainda partindo desse raciocinio, o grupo de Lee., 2012, obteve resultados
opostos aos demonstrados neste trabalho. Foi observado que uma cultura de linfécitos
T, obtidos de linfonodos de camundongos imunizados com KLH (Keyhole limpet
haemocyanin) juntamente com Alum, teve um aumento nos niveis de IL-4 de forma
dose dependente de HQ. E importante observamos que foram utilizados protocolos
diferentes. Enquanto o experimento de Lee, 2012 foi realizado in vitro, nossos
experimentos foram realizados in vivo. Além disso, a resposta Th2 foi avaliada
indiretamente em nosso trabalho mediante a analise dos titulos de anticorpos IgG1,
ao passo que nesse outro estudo, essa resposta foi avaliada mediante quantificacao
de IL-4, sendo essa descrita como uma importante citocina relacionada com as
respostas de Th2. Sabendo que a resposta de Th2 é caracterizada pela secrecéo de
IL-4, IL-5, IL-10 e IL-13 além da expresséo de GATA-3 (Zhu et al., 2006; Cétre et al.,
1999; Blinder et al., 1995; Varella & Forte., 2001), para dar mais suporte aos n0ossos
experimentos, se faz necessaria a avaliagdo de outros fatores, tais como essas
citocinas,que néo foram avaliadas.

Ao analisarmos o numero de células secretoras de anticorpos, através do
ensaio celular de ELISPOT, verificamos que o numero de células no bago foram
maiores em comparacdo a analise feita na medula 6ssea e no timo, o que era
esperado. Mesmo ndo havendo diferencas significativas no niamero irrisério de ASCs
apos 3 doses da vacinas nos diferentes orgdos analisados, 0 grupo exposto com a
HQ apresentou uma tendéncia a aumentar o nimero de ASCs na médula 6ssea em
comparacao ao grupo controle. Dados do transciptoma realizado com a tB-HQ mostra

que ha uma reducédo na expressao de BCMA (antigeno de maturacédo de células B)
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gue € um receptor expresso em ASCs (mas ndo em células B maduras) e é crucial
para a sobrevivéncia de ASCs de vida longa na medula 6ssea (anexo 7), (Coquery et
al., 2014). Nossos dados sugerem que a HQ, de alguma forma pode afetar os locais
de producdo e maturacdo das ceélulas B, o que impactaria suas funcdes efetoras
(Doérner & Radbruch, 2005; Tan & Takeshi, 2017). Assim, é necessario uma avaliacao
mais detalhada desse fendmeno, com diferentes protocolos de tempo e outros
modelos que melhor responderiam essa hipotese.

Em relacdo as andlises histolégicas, a exposicdo com a HQ pode prejudicar a
maturacado dos foliculos e formacédo de CG, impactanto na resposta imune efetiva dos
linfécitos no baco. Nossos resultados apontam para uma reducéo significativa na zona
medular do timo, importante para a maturacdo de células T, nos animais expostos
com a HQ. Desse modo, apesar dos nossos resultados apontarem uma igualdade na
resposta imune humoral, esses dados devem ser melhores explorados para sabermos
0 grau de prejuizo na maturacdo das células B, na ativacdo das células B foliculares
e na geracao de anticorpos de alta afinidade provenientes do contato com as células
T (Cerutti et al., 2013).

O baco é considerado o maior 6rgado imunolégico secundario do organismo,
sendo responsavel por ampliar as reacdes imunes. O baco possui dois
compartimentos principais: a polpa branca, onde esta inclusa a zona marginal, a
bainha linfoide periarteriolar e os foliculos, e também a polpa vermelha, local de
armazenamento de ferro, eritrocitos e plaguetas. Esses compartimentos sdo muito
distintos na sua arquitetura, composicéo, organizacao celular e funcdes (Kuper et al.,
2002; Balogh et al., 2004). Os foliculos presentes na polpa branca sdo compostos
principalmente por células B, células dendriticas foliculares e células T CD4* e TCD8*
em menor numero (Van Rees et al., 1996; Ward et al., 1999; Shieh, Shyh-Jou et al.,
2014). Esses mesmos foliculos ainda podem conter centros germinativos que se
formam apos a estimulacdo do antigeno, apesar da presenca de poucas células (Ward
et al., 1999; Mebius e Kraal, 2005). Nossos resultados apontaram que no baco dos
animais do grupo controle, seus foliculos eram maiores comparados ao grupo exposto
com a HQ.

Ja foi demonstrado que camundongos C57BL/6 expostos com 100 mg/kg de
HQ via injecdo 1.V ou S.C, reduziu de forma significativa os niveis de celularidade nos
bacos e na medula 6ssea dos animais, corroborando com os nossos resultados de

reducdo da area folicular no baco (Wierda and Irons, 1982). Em conjunto, nossos
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resultados indicam a necessidade de um estudo mais abrangente em relacdo aos
diversos mecanismos pelos quais a HQ afetaria a resposta imune inata e,
principalmente, a adaptativa no contexto de vacinas.

Apesar da HQ atuar nos érgaos linféides com alterac6es na estrutura deles,
nao observamos alteracdes nos titulos de anticorpos e nem diferencas significativas
no namero de células secretoras de anticorpos (ASC). Sabidamente, muitos trabalhos
ja demonstraram os efeitos da HQ sobre o sistema imune, como sua relagéo direta na
resposta adaptativa, onde a HQ diminuia a atividade e fun¢des de células imunes,
além da diminuicdo da progresséo dessas no ciclo celular (Holt, 1977; Ferson et al.,
1979; Sopori et al., 1994; Li et al., 1996). Além disso, estudos in vitro demostraram
que a HQ inibia a proliferacdo de linfécitos e exercia um efeito citotoxico sobre os
eosinofilos, neutrofilos e em linfécitos via caspase 9/3 (Li, 1996; Lee, 2012; Yang,
2011).

Mesmo assim, nossos resultados demonstraram efeitos ndo esperados, em
relacdo as imunoglobulinas avaliadas nesse estudo. Li e colaboradores (1996),
observaram que fumantes crénicos apresentavam niveis séricos de imunoglobulinas
significativamente reduzidas em relacdo aos individuos saudaveis, o que foi
completamente diferente do que observamos. E evidente que o cigarro contém mais
de 8.700 substancias que podem estar agindo em conjunto, modulando diversas vias
metabdlicas e expressao génica e proporcionando tais resultados. Outra coisa é
estudar os efeitos de uma substancia, dentre os varios componentes téxicos
presentes no cigarro.

Considerando os resultados apresentados até o momento, a pergunta que
permanece €: quais fatores poderiam influenciar nos nossos resultados obtidos? Sera
que existe algum mecanismo imunocompensatério na geracdo de anticorpos
especificos a EDIII que favorece a diferenciacao e proliferagdo de células B em células
secretoras de anticorpos nos individuos expostos a HQ?

Assim, decidimos investigar, através de dados publicos de transcriptoma, essa
relacdo usando a biologia de sistema a partir de estudos com o BZ (GSE 21862),
cigarro (GSE23323; GSE47415; GSE55962 e o0 GSE87072) e um estudo com a HQ
(GSE 99152). Observamos no estudo com o BZ que dos 52 genes regulados
negativamente, apenas seis deles possuiam uma relagdo com o sistema imune,

mesmo o termo resposta humoral ndo aparecendo em nenhum momento.
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Observamos ainda que esses genes apresentaram 51,01% de interacfes
fisicas entre eles, indicando assim que suas proteinas trabalham juntas para realizar
uma determinada tarefa especifica (Avery e Wasseman, 1992). Essas interacdes
podem ser longas (formacdo de complexos proteicos) ou de curta duracao (quando
as proteinas sofrem modificacbes, como por exemplo a fosforilagdo de uma proteina
alvo por uma proteina quinase). Outro ponto importante € a co-expressao com
42,98%. Essas interagfes sdo importantes para realizacdo de processos bioldgicos
importantes para entendermos as fungdes biolégicas dos genes (Bebek, 2016) e como
a HQ pode modular essas alteracGes génicas.

Dentre os genes regulados negativamente, destacamos o gene HHEX que é
um fator de transcricdo importante para o desenvolvimento de células-tronco
hematopoiéticas definitivas (HSCs) e células B. Quando superexpresso, esta
relacionado a inducdo de leucemia de células T. Esse gene ja foi relatado que a
diminuicdo da sua expressao causa a perda progressiva de linfocitos B na circulacao
(Jacob et al., 2015). Ja o gene BATF (fator de transcricdo ativador de células B)
pertence a superfamilia ativadora da proteina 1, sendo crucial para ativagédo de células
B e células T (Betz et al., 2010; Xu et al., 2016). Dentre as principais funcdes descritas
pela plataforma GeneMania podemos destacar desenvolvimento de 6&rgdos
hematopoiéticos e Linfoides e alguma relacdo com o desenvolvimento do Sistema
Imunoldgico (BATF e HHEX) (Tawana et al., 2016; Avellino e Delwel, 2017).

Com relacao aos genes regulados positivamente pelo BZ, nove deles possuiam
relacdo com a resposta imune geral. Sendo que os genes IFNB1, IL-6, TNFAIP3 e
XLCF1 tém relacéo direta com a resposta imune geral baseado na superfamilia de Ig.
Os genes IFNB, IL-6, SAMSN1 e CLCF1 estdo envolvidos na ativacao de células B,
regulacdo da ativacdo de células B e resposta humoral, conforme descritos
anteriormente (Maeda et al., 2010; Arkatkar et al., 2017; Benet et al., 2018). Esses
resultados indicam que o BZ modula varios genes associados com a resposta imune
humoral (Schiffman et.,, 2018), além da co-expressdao ser 0 network mais
predominante nesses genes com 79,31%, indicando assim sua importancia para a
resposta imune.

Na tabela 5 podemos perceber que o IL-6 faz parte do 5 genes mais regulados
positivamente. Este gene é importante para as células B, pois ja foi descrito que a
auséncia de sua expresséao anula a formacao espontanea do Centro Germinativo (CG)

no modelo de Lupus Eritematoso Sistémico (LES) em camundongo, resultando na
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perda de autoanticorpos permutados por classe e protecdo contra autoimunidade
sistémica (Arkatkar et al., 2017), além de outras funcées como o aumento da producéo
de IgG em células B (Maeda et al., 2010).

No estudo com o cigarro, enquanto os principais genes down-regulated tiveram
relacdo direta com as células T, os genes up-regulated que demonstraram uma maior
relacdo com defesa antiviral. A co-expresséao foi o network mais expresso nos genes
down-regulated, com mais de 80% em relacdo as outras vias. Os genes down-
regulated pelo cigarro mostraram sua alta importancia para a modulacao das repostas
mediadas por células T (Sullivan et al., 2012; Zajacova et al, 2018), sendo que o
prejuizo a esses genes podem comprometer a resposta humoral (Tangye et al., 2002;
McHugh, 2017).

Dentre os genes regulados negativamente pelo cigarro, temos o gene HLA-
DQA1 (Complexo Principal de Histocompatibilidade, Classe Il, DQ Alfa 1). Moléculas
de classe Il sdo expressas em células apresentadoras de antigeno APCs, como 0s
Linfécitos B, células dendriticas e macréfagos (GHR, 2019). Zajacova e
colaboradores, 2018 observaram que haviam diferencas na expresséo dos alelos do
gene DQA1l e DQB1 em células do sangue periférico, mondcitos e linfocitos
B. Suportando assim a ideia de que o nivel de expressao dos alelos de HLA de classe
Il € o resultado de fatores promotores e especificos de células, ou seja, se o BZ
modula positivamente a expressdo de HLA-DQAL, esse pode favorecer as células B
em suas atividades como APC além das células dendriticas e os macrofagos.

Ainda ndo obstante a esse topico, o gene CCL5, um dos varios genes de
guimiocinas que formam uma superfamilia de proteinas secretadas envolvidas em
processos imunorregulatérios e inflamatorios, também exerce um efeito sobre as
células B. Ja foi demonstrado que camundongos nocaute dessa quimiocina e animais
do tipo selvagem que tiveram a neutralizacdo de CCL5 apresentaram niveis reduzidos
de células secretoras de anticorpos IgA e IgG especificos para T. cruzi. Isso sugere
que a producdo de CCL5 por células B atua de maneira autocrina para aumentar a
proliferacdo e secrecédo total de IgM, e que a CCL5 pode ser um importante co-
activador geral de células B (Sullivan et al., 2012).

Concomitante a esses achados, foi demonstrado que o CD84 se submete a
fosforilacdo da tirosina e o recrutamento das proteinas contendo o dominio SH2.

Essas sao codificadas pelo gene SH2D1B, também regulado negativamente pelo
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cigarro. Ambos os genes podem atuar na ativacdo de células B, em particular, nas
células B de memoria (Tangye et al., 2002).

Outro fator interessante € que o gene TNFSF4 que codifica o OX40L. Ja foi
bem elucidado como sendo crucial para o desenvolvimento e ativagdo de células T.
No entanto, animais knockout para OX40L em células B tiveram respostas humorais
primarias e secundarias reduzidas em relacdo ao grupo controle apds a imunizacao
com antigenos dependentes de T, expondo, assim, a importancia desse gene para
resposta humoral (McHugh, 2017).

Ja os genes up-regulated pela exposicdo ao cigarro exibiram funcbes mais
especificas com relacédo a defesa antiviral, mesmo alguns trabalhos evidenciando as
graves consequéncias de uma infeccao viral para os fumantes (Arcavi & Benowitz,
2004; Bauer et al., 2013), além do agravamento de doengcas como DPOC (Doenca
Pulmonar Obstrutiva Cronica) (Tan et al., 2013). Em similar analise dos networks
génicos, a co-expressado também obteve um maior empenho nas interacdes entre 0s
genes, apresentando mais de 85% das relacdes entre eles.

Em relacdo ao estudo com a tB-HQ (GSE99152), curiosamente a exposi¢cao
com poluente ndo demonstrou regular nenhum gene correlacionado diretamente com
a resposta imune humoral. Todavia, esses genes com expressdo alterada
apresentaram uma relacao com a via de sinaliza¢éo do receptor Fc, regulacéo positiva
da ativacdo de células T e ativacdo das células T (Figura 25), dados também
observados em outros estudos que mostraram as relacdes desses genes regulados
negativamente com as células B. Por exemplo, o gene CTLA4 que controla as
respostas das células B pela regulacao das células Tth, Tfr e Treg (Sage et al., 2014),
0 gene GSK3 que exerce um papel crucial na promocao da sobrevivéncia de células
B naive (Jellusova et al., 2017), o gene BCL-10 que € necessario para 0
desenvolvimento de células B foliculares, células B1 e células B da zona marginal
(Fischer et al., 2004) e o gene CD86 que é indispensavel para interagdes das células
B com as células T na geracéo de respostas mais robustas na ativacao de células T
(Shahinian et al., 1993). Tendo em vista que o principal network apresentado pelos
genes down-regulated foi a co-expressdo com mais de 44%, isso reforgca os efeitos
desses genes para as células B (Suvas et al., 2002). Ja o gene GSK3B glicogénio
sintase quinase 3 (GSK3) exerce um papel importante na promoc¢ao da sobrevivéncia

de células B naive (Jellusova et al., 2017).
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Outro gene regulado negativamente pela HQ é o gene BCL-10 que codifica a
proteina BCL10 (adaptador de sinalizacdo imune).Esse é um gene necessario para o
desenvolvimento de células B foliculares, células B1 e células B da zona marginal
(MZ) e, além disso é importante para a sinalizacdo de lipopolissacarideos (LPS) e
ativacdo de NF-kB (Fischer et al., 2004). Um importante gene indispensavel em se
tratando de células B € o CD86, esse gene codifica uma proteina de membrana do
tipo | que € um membro da superfamilia das imunoglobulinas (lg), sendo também
conhecida como B7-2. O CD86 € expresso principalmente em APCs, incluindo células
B, células dendriticas e os macréfagos. Enquanto as células B naive expressam
baixos niveis de CD86, esse quadro se inverte apés a estimulacédo do receptor BCR
(Freeman et al., 1993). Contudo, um dos pontos cruciais do CD86 é que essa proteina,
em células B, interage com o CD28 de uma célula T (intera¢do importante para uma
boa ativacdo das células T) (Shahinian et al., 1993), fazendo que ocorra 0 aumento
da expressao de CD40L nas células T e secrecédo de IL-4. Isso favorece recombinacgéo
de troca de classe para IgG1 nas células B (Borriello et al., 1997; Warren et al., 1999).

Sob outra perspectiva, 0s genes regulados positivamente pela tB-HQ modula
a expressao de genes com ligacao direta a resposta humoral. Além de relacdo com a
resposta imune humoral, regulacdo e ativacdo de células B, imunidade mediada por
células B e a resposta imune adaptativa baseada na recombinacdo somatica de
receptores imunes construidos a partir de dominios da superfamilia de
imunoglobulinas, curiosiamente, eles também aumentaram a expressdo de genes
relacionados com a migracéo e quimiotaxia de neutrofilos e outros leucdcitos (Figura
28). Novamente, a co-expressao foi a funcéo que mais predominou entre estes genes,
totalizando 69,99% das interacdes.

Um possivel questionamento é que ndo avaliamos diretamente 0s genes
regulados negativamente ou positivamente pela propria HQ, mas sim de derivados
dessa substancia, a tB-HQ. Como é sabido, existe uma populagdo de neutrofilos
(NBH2) com a capacidade de auxiliar as respostas de células B. Sendo assim,
hipotetizamos que essas células poderiam disparar um mecanismo
imunocompensatdrio que aumentaria os titulos de anticorpos no grupo HQ. Por
conseguinte, quais as possibilidades de a prépria HQ nao regular positivamente genes
cruciais no processo de migracao e quimiotaxia de neutréfilos? Trabalhos publicados
no contexto in vivo com exposicdo a HQ demonstraram que a exposicdo com essa

substancia aumenta a frequéncia de neutrdfilos na corrente sanguinea (Ribeiro et al.,
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2011) e favorece a migracao dos neutroéfilos para locais de inflamacéo (Heluany et al.,
2018).

Os neutrofilos formam umas das primeiras linhas de defesa do hospedeiro
contra patdégenos invasores. Rapidamente, esses neutréfilos sdo mobilizados para os
locais de infeccéo, onde organizam as defesas do hospedeiro através de mecanismos
de remocdo do microrganismo por fagocitose. Dentre eles, um grupo de neutrofilos,
com fendtipo diferente dos neutréfilos convencionais, sdo encontrados na zona
marginal do baco e auxiliam na ativacao das células B, culminando com a producéo
de anticorpos em resposta aos antigenos independentes de células T (Puga et al.,
2011). Apés a infeccdo ou imunizacao, os neutrofilos sdo as células que sdo mais
mobilizadas para os érgaos linféides secundéarios (Maletto et al., 2006; Chtanova et
al., 2008), locais onde as células B e T sofrem diferenciacdo e ativacdo em células
efetoras (Buettner e Bode, 2012). , Neutrofilos ativados possuem a capacidade de
através da secrecdo de APRIL que facilita a proliferacdo e ativacdo de linfocitos B
(Huard et al., 2008). Além disso, BAFF e IL-21 também s&o liberadas pelos neutréfilos
(Mohr et al., 2009; Coquery et al., 2014). Ainda, ja foi demonstrado que neutrofilos
esplénicos humanos induzem a a producdo de anticorpos e troca de classes pelas
células B da zona marginal, através de um mecanismo envolvendo esses fatores
(Puga et al., 2011).

De maneira geral, a literatura ainda traz dados muito limitados ou insuficientes
sobre o perfil de expressao génica em se tratando da exposi¢cédo com a HQ. Estudos
envolvendo sua relacdo com a resposta humoral sdo escassos e nao trazem
abordagens como o qual foi proposto por esse trabalho.

Em um modelo de exposicdo com a HQ seguido de inducédo de artrite
reumatdide em camundongos, a HQ favorecia um maior influxo de neutréfilos na
cavidade sinovial em comparacdo ao grupo controle (Heluany et al., 2018),
corroborando com os resultados observados dos genes que estdo envolvidos no
processo de migracéo de neutrofilos. Outros trabalhos também apontaram uma maior
ativacdo de neutrofilos em termos de toxicidade da HQ, como uma quantidade
aumentada de CD18 e neutrofilos ativados encontrados na circulagdo de ratos
expostos com essa substancia (Ribeiro et al., 2011). Dados obtidos de animais
imunizados com a vacina da gripe e expostos as mesmas concentracdes de HQ
apontam néo a ver diferencas no numero de neutrofilos no bago entre 0os grupos

analisados. No entanto, o fendtipo desses neutrdfilos ndo foram analisados
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profundamente (Fabris et al., dados ndo publicados). Considerada a frequéncia das
nossas analises transcriptbmicas com o BZ, tanto como a tB-HQ, esses dados
demonstram que a migracéo de neutrofilos pode ser facilitada através da expressao
aumentada de genes envolvidos nesse processo. Desta forma, é necessario um
estudo mais detalhado sobre essas células e seus mecanismos de acdo no NoOsso
modelo.

Em nossos dados, a exposicdo com a HQ alterou de forma significativa a
estrutura dos 6rgéaos linféides, mas ndo o numero de células secretoras de anticorpos
muito menos os titulos das imunoglobulinas avaliadas, gerando grandes indagacdes
acerca de possiveis mecanismos imunocompensatorios envolvidos nesse processo.
Qual seria a relacdo desses genes perturbados pela tB-HQ com 0s nossos
experimentos?

Recentemente, foi demonstrado que, em um modelo de imunizacdo com
proteinas recombinantes em macacos résus, os neutrofilos atuavam diretamente
ajudando as célula B nas suas funcdes efetoras. Células B de macacos imunizados e
infectados foram ativadas e sofreram troca de classe e produziram anticorpos quando
co-cultivadas com células polimorfonucleares (consistindo principalmente de
neutroéfilos). A ajuda dependente do contato entre essas células foi fundamental,
conferindo, assim, uma maior capacidade dos neutrofilos em contribuir para a
resposta imune humoral (Musich et al., 2018). Puga et al., 2012 demonstrou também
que os neutrdfilos esplénicos formavam estruturas semelhantes as NETs (armadilhas
extracelulares de neutrdfilos, do inglés, Neutrophil Extracellular Traps) que interagem
com as células B de zona marginal. Essa interacdo induzia a troca de classes de
imunoglobulinas, hipermutacdo somatica e producéo de anticorpos pela ativacao de
células B da zona marginal, via mecanismo que envolvia BAFF e APRIL e a citocina
IL-21. Nossos resultados também apontaram que a tB-HQ regula positivamente o
gene TNFSF13 (Figura 28) que possui co-expressao com o gene TNFSF13B,
codificador da proteina BAFF (anexo 7).

Dessa forma, ser4 esse 0 mecanismo imunocompensatorio que melhor
explicaria nossos resultados? Tentando elucidar melhor esse processo, e dar mais
fundamento a nossa hipoétese, decidimos investigar, através de uma meta-analise, a
distribuicdo dos genes em cada grupo BZ, cigarro e HQ (tB-HQ), e identificamos genes
importantes que foram sobrepostos negativamente e positivamente entre 0S mesmos

(Figuras 29 e 30).
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Sabidamente, estudos descrevendo o perfil transcricional das células B estéao
sendo cada dia mais explorados. Através de estudos recentes e correlagcdo com outros
estudos, investigamos se 0s genes regulados positivamente e negativamente com a
tB-HQ, BZ e cigarro e que tinham interseccdo entre eles, apresentavam alguma
relacdo com os principais genes descritos em ASCs (TRIB1, IRF4, CD38, XBP1 e
PRDM1) (Shi et al., 2015; Ellebedy et al., 2016). Ao avaliar todos os genes mais
expressos nas ASCs contra 0s genes sobrepostos positivamente e negativamente nos
estudos e os genes regulados pela HQ (tB-HQ) que expressaram func¢des de migracao
e guimiotaxia de neutrdéfilos e leucocitos (Figura 28), observamos que sua principal
rede de interacdo foi a co-expressdo. Essa tipo de interacdo representava 86,7%,
seguida de co-localizacdo com 9,30%. Mas quais foram o0s genes que exibiram a co-
expressao e co-localizagdo com os genes de ASC? A relacdo dos genes de ASCs
com todos 0s genes sobrepostos nos estudos e os genes regulados pela HQ (tB-HQ)
pode ser visualizada na figura 32. Dentre 0s genes regulados positivamente pela HQ,
inclusive com aqueles que tiveram as principais funcdes de migracéo e quimiotaxia de
neutrdéfilos, cerca de 62,5% deles tinham co-expressdo com os genes de ASCs.
Quanto aos genes regulados negativamente, somente 37,5% eram co-expressos com
0os genes de ASCs (Figura 31). Isso sugere que quando esses genes sao
aumentadamente expressos, e faz com que ocorra a migracdo de neutrofilos, ocorra
também a co-expressao dos genes de ASCs. 0 que poderia favorecer uma sinergia
entre as funcdes destas células, estimulando a geracédo de anticorpos observada em
nosso modelo. Apesar dos animais expostos com a HQ terem apresentados titulos de
anticorpos similares com o grupo controle, em alguns animais, o pool de soro obtido
dos expostos a HQ tiveram uma tendéncia a menor capacidade de neutralizacdo viral
gue o pool de soro dos anomais controles (Figura 32). Neste caso, ambos 0S grupos
de animais apresentaram titulos de PRNT menor que os observado anteriormente
(Maeda et al., 2017). Vérios fatores adicionais podem ter influenciado nos titulos de
PRNT dos animais expostos com a HQ, tais como a propria influéncia da exposicao
com esse agente toxico para as ceélulas do sistema imune, pois conforme relatado
anteriormente, a HQ compromete as fun¢des dos linfocitos B (Taysse et al., 1995; Kim
et al., 2005; Lee et al., 2007; Choi et al., 2008).

Em sintese, é relevante destacar que os dados gerados pela biologia de
sistema sugerem que os trabalhos publicados apontam as consequéncias da

exposicdo a HQ, através de uma substancia derivada da mesma (tB-HQ). Com base
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nisso, pudemos sugerir um possivel mecanismo imunocompensatorio induzido com a
exposicao a HQ. No entanto, os mecanismos exatos subjacentes a geracao dos titulos
identicos de anticorpos no grupo exposto com a HQ e o grupo controle permanecem
ainda pouco esclarecidos. Isso levanta questdes diretas como: qual seria o fenétipo
dos neutrofilos no baco destes animais expostos a HQ? Se eles, de fato, ajudam as
células B na geracdo de anticorpos, via BAFF? Se a HQ pode afetar as funcbes
efetoras desses anticorpos por mecanismos diretos ou indiretos? A vista disso, é
imprescindivel que novas investigacdes sejam realizadas para entendermos o0s

processos pelas quais a HQ age sobre a resposta imune humoral.

8.0 CONCLUSOES

Nossos resultados sugerem que a exposicao a HQ por um periodo mais longo
de exposicédo (28 + 28 dias), baseado em protocolos estabelecidos para a fumaca do
cigarro, antes do estimulo ao sistema imune (vacinacao), pode realmente provocar
alteracdes na capacidade de resposta de células B. Visto por meio da reducédo da area
folicular no baco, e reducdo da zona medular do timo observados nos animais
expostos com a HQ. Detectamos ainda uma tendéncia a diminui¢cdo nos titulos de IgG
e lgG1 especifico a EDIII, e da capacidade de neutralizacdo viral em alguns animais
expostos com a HQ. Os procedimentos realizados mostram que a diminuicdo dos
titulos de IgG especificos a EDIIl, gerados apds estimulo pela imunizacéo, foi
inversamente proporcional as concentracdes de HQ inaladas por cada grupo.
Podendo-se, logo, supor que quanto mais um camundongo € exposto a essa
substancia, mais vulneravel tornaria seu sistema imune aos diferentes estimulos.
Assim, um ponto importante a ser explorado apés esta andlise € se individuos
altamente expostos a HQ, como fumantes, responderiam de forma menos eficaz a
vacinas ou infec¢des virais. Para explorar as diversas possibilidades desses
guestionamentos, se faz necessario mais estudos para mensurar a extensdao dos
danos provocados pela exposicdo a HQ no sistema imune, tanto em relacdo a

resposta humoral como celular, no contexto de imunizagdes virais.
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9.0 ASPECTOS ETICOS
Todos os procedimentos foram realizados de acordo com o0s Principios
Eticos de Experimentacdo Animal, adotados pelo Conselho Nacional de Controle
de Experimentacdo Animal (CEUA FCF-USP nos° 506 e 561).

10.0 DISSEMINACAO E AVALIACAO

Os resultados deste estudo foram disseminados na forma de apresentacdes
em diversos eventos cientificos, o qual foi premiado com uma menc¢ao honrosa na
XXIII Semana Farmacéutica de Ciéncia e Tecnologia, que contemplou naquela
semana a LIIl Semana Universitaria Paulista de Farmacia e Bioquimica, X Simpdsio
Anual de Pesquisas em Ciéncias Farmacéuticas e XV Campanha de Diabetes
realizada em outubro de 2018 na Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da
Universidade de Sao Paulo. Também foi utilizado em aulas de programas de poés-

graduacédo, e em defesa de tese.
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Anexo 1 — Dados dos 52 genes down-regulated pelo Benzeno

YPEL2 yippee like 2 0,000000248
C160RF87 chromosome 16 open reading frame 87 0,0000000435
YOD1 YOD1 deubiquitinase 0,0000641
EAF2 ELL associated factor 2 0,000148
ASB13 ankyrin repeat and SOCS box containing 13 0,000205
NCOA6 nuclear receptor coactivator 6 0,0000136
IFTS7 intraflagellar transport 57 0,000326
PDK4 pyruvate dehydrogenase kinase 4 0,0000711
SLC30A1  solute carrier family 30 member 1 0,0000221
BLOC1S1  biogenesis of lysosomal organelles complex 1 subunit 1 0,0000547
DERA deoxyribose-phosphate aldolase 0,000283
RPS7 ribosomal protein S7 0,0000000137
HHEX hematopoietically expressed homeobox 0,00000503
FAM96A  family with sequence similarity 96 member A 0,00000557
KCTD12 potassium channel tetramerization domain containing 12  0,000256
CEBPA CCAAT/enhancer binding protein alpha 0,00000229
ASGR1 asialoglycoprotein receptor 1 0,000293
LMO2 LIM domain only 2 0,0000453
CEBPD CCAAT/enhancer binding protein delta 0,000000176
ATFS activating transcription factor 5 0,00445
SUMF1 sulfatase modifying factor 1 0,000499
CEBPB CCAAT/enhancer binding protein beta 0,00223
CLIC4 chloride intracellular channel 4 0,0049

MT1E metallothionein 1E 0,00283

ADI1 acireductone dioxygenase 1 0,00247
TLE1 transducin like enhancer of split 1 0,0064

MTIF metallothionein 1F 0,00261
TOR3A torsin family 3 member A 0,000194
UBE2J1 ubiquitin conjugating enzyme E2 J1 0,000311
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MT1G metallothionein 1G 0,000363
CEBPG CCAAT/enhancer binding protein gamma 0,00000000176
RBBP8 RB binding protein 8, endonuclease 0,00252
SNX3 sorting nexin 3 0,00000147
JCHAIN joining chain of multimeric IgA and IgM 0,00574
MARCH1 ~ membrane associated ring-CH-type finger 1 0,0000187
COMMD3  COMM domain containing 3 0,000000998
PRDX4 peroxiredoxin 4 0,00000462
ATF4 activating transcription factor 4 0,000216
DDIT3 DNA damage inducible transcript 3 0,00372
YPEL2 yippee like 2 0,000000248
RNF135 ring finger protein 135 0,0000812
LAMTOR1 |ysosomal adaptor, MAPK and MTOR activator 1 0,000193
RRAS related RAS viral (r-ras) oncogene homolog 0,000247
BATF basic leucine zipper ATF-like transcription factor 3 0,00059
MT1X metallothionein 1X 0,000374
SNRPF small nuclear ribonucleoprotein polypeptide F 0,0000849
CEBPE CCAAT/enhancer binding protein epsilon 0,0024
YWHAH tryptophan 5-monooxygenase activation protein eta 0,000104
ARRDC4  grrestin domain containing 4 0,000328
SMAD6 SMAD family member 6 0,000000433
RSL1D1 ribosomal L1 domain containing 1 0,0000832
AP1S1 adaptor related protein complex 1 sigma 1 subunit 0,000246
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Anexo 2 — Dados dos 176 genes Up-regulated pelo Benzeno

MTF1 metal regulatory transcription factor 1 0,0000398
HCAR3 hydroxycarboxylic acid receptor 3 0,000314

GBP1 guanylate binding protein 1 0,000000931
NFKBIZ NFKB inhibitor zeta 0,00064

UPB1 beta-ureidopropionase 1 0,000000000176
RALGDS ral guanine nucleotide dissociation stimulator 0,0000354
DOT1L DOT1 like histone lysine methyltransferase 0,000036
FFAR2 free fatty acid receptor 2 0,000000232
GPR84 G protein-coupled receptor 84 0,0000103
SOD2 superoxide dismutase 2, mitochondrial 0,0000000684
PLEK pleckstrin 0,000000588
GBP2 guanylate binding protein 2 0,0000000863
LYZ lysozyme 0,01561

CLCF1 cardiotrophin-like cytokine factor 1 0,0000586
ATP6V1B2 ATPase H+ transporting V1 subunit B2 0,00000196
IFNB1 interferon beta 1 0,00000000177
PRG2 proteoglycan 2, pro eosinophil major basic protein ~ 0,000000328
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ADORA2A adenosine A2a receptor 0,0000000238
LDLR low density lipoprotein receptor 0,0000547
ACSL1 acyl-CoA synthetase long-chain family member 1 0,00000201
GCH1 GTP cyclohydrolase 1 0,00000000000082
PFKFB3 6-phosphofructo-2-kinase 0,01107
TNFSF14 tumor necrosis factor superfamily member 14 0,0000000128
GPR132 G protein-coupled receptor 132 0,000000452
SLC11A2 solute carrier family 11 member 2 0,000000153
ZBTB17 zinc finger and BTB domain containing 17 0,0000000468
RNF125 ring finger protein 125 0,0000212
CCL3 C-C motif chemokine ligand 3 0,000203
CCL4 C-C motif chemokine ligand 4 0,00000219
NFKB1 nuclear factor kappa B subunit 1 0,0000000178
S100A12 S100 calcium binding protein A12 0,02988
DSCR4 Down syndrome critical region 4 0,00000427
ZC3H12A zinc finger CCCH-type containing 12A 0,000261
SLC39A8 solute carrier family 39 member 8 0,000000521
TMEM88 transmembrane protein 88 0,0000015
CYB5D1 cytochrome b5 domain containing 1 0,000000132
HK2 hexokinase 2 0,000119
interferon induced protein with tetratricopeptide 0,00000069
IFIT3 repeats 3
TRIP10 thyroid hormone receptor interactor 10 0,0000979
FCN1 ficolin 1 0,002255
MSC musculin 0,0000000053
NOCT nocturnin 0,00000361
ZNF264 zinc finger protein 264 0,000000381
interferon induced protein with tetratricopeptide 0,00000124
IFIT2 repeats 2
RASGEF1B RasGEF domain family member 1B 0,000258
SMPDL3A sphingomyelin phosphodiesterase acid like 3A 0,0000376
TNFAIP6 TNF alpha induced protein 6 0,00000000623
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IL1B interleukin 1 beta 0,00286
SLAMF7 SLAM family member 7 0,000000783
ST3GAL6 ST3 beta-galactoside alpha-2,3-sialyltransferase 6  0,0000675
ZBTB43 zinc finger and BTB domain containing 43 0,000164

CTRC chymotrypsin C 0,000363
SPAG5 sperm associated antigen 5 0,0000187
CARD17 caspase recruitment domain family member 17 0,00000097
SERPINB2 serpin family B member 2 0,0000000000428
PTX3 pentraxin 3 0,00000000000092
NFKB1A nuclear factor kappa B subunit 1 0,0000000178
SAMSN1 SH3 domain and nuclear localization signals 1 0,0000032
IGSF6 immunoglobulin superfamily member 6 0,0000172
HSH2D hematopoietic SH2 domain containing 0,00000000133
DRAM1 DNA damage regulated autophagy modulator 1 0,0000000255
IL36G interleukin 36, gamma 0,00000426
RNF144B ring finger protein 144B 0,0000019
EDN1 endothelin 1 0,000000162
PELI1 pellino E3 ubiquitin protein ligase 1 0,000000027
TNFAIP3 TNF alpha induced protein 3 0,00266
PRDM8 PR/SET domain 8 0,000182
CSF2RA colony stimulating factor 2 receptor alpha subunit 0,0000131
RNF19B ring finger protein 19B 0,000000834
TNFSF8 tumor necrosis factor superfamily member 8 0,0000806
CLN8 ceroid-lipofuscinosis, neuronal 8 0,00000207
HAVCR2 hepatitis A virus cellular receptor 2 0,000227

TNIP1 TNFAIP3 interacting protein 1 0,0000000097
IL6 interleukin 6 0,00000664
CXCL8 C-X-C motif chemokine ligand 8 0,00141
PPP1R15A protein phosphatase 1 regulatory subunit 15A 0,000000038
SLC1A3 solute carrier family 1 member 3 0,00000236
IL1A interleukin 1 alpha 0,000000000307
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RNF166 ring finger protein 166

0,000157

MFSD2A major facilitator superfamily domain containing 2A  0,000000207
NABP1 nucleic acid binding protein 1 0,000000929
CCL20 C-C motif chemokine ligand 20 0,0000000527
ITPKB inositol-trisphosphate 3-kinase B 0,000266
BCL2A1 BCL2 related protein A1 0,0311

EIF4E eukaryotic translation initiation factor 4E 0,0000306
CXCR3 C-X-C motif chemokine receptor 3 0,000356
SERPINB9 serpin family B member 9 0,00000114
ZNFX1 zinc finger NFX1-type containing 1 0,000000000172
HCAR2 hydroxycarboxylic acid receptor 2 0,0000411
B4GALT5 beta-1,4-galactosyltransferase 5 0,00000342
PLAUR plasminogen activator, urokinase receptor 0,000000222
PTGS2 prostaglandin-endoperoxide synthase 2 0,00000000679
NAMPT nicotinamide phosphoribosyltransferase 0,000827
MAP3K8 mitogen-activated protein kinase kinase kinase 8 0,00000369
BASP1 brain abundant membrane attached signal protein 1  0,000000075
SLC9A8 solute carrier family 9 member A8 0,000000788
MTF1 metal regulatory transcription factor 1 0,0000398

AKNA AT-hook transcription factor 0,00000000885
DNAAF1 dynein axonemal assembly factor 1 0,000000000474
OASL 2'-5'-oligoadenylate synthetase like 0,0000000899
CD55 CD55 molecule (Cromer blood group) 0,000424

ILARN interleukin 1 receptor antagonist 0,0000000000938
TRAF1 TNF receptor associated factor 1 0,000000000125
BAZ1A bromodomain adjacent to zinc finger domain 1A 0,0000000499
STEAP4 STEAP4 metalloreductase 0,0000254
PAFAH2 platelet activating factor acetylhydrolase 2 0,000000468

defective in cullin neddylation 1 domain containing
DCUN1D3 3

0,000000133

TTPAL alpha tocopherol transfer protein like

0,0000000143
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NINJ1 ninjurin 1 0,0000305
IFNGR2 interferon gamma receptor 2 0,000202
G0S2 GO0/G1 switch 2 0,01799
LCP2 lymphocyte cytosolic protein 2 0,000000401
TLR2 toll like receptor 2 0,0000000497
NRIP3 nuclear receptor interacting protein 3 0,0000626
SLC12A7 solute carrier family 12 member 7 0,0000513
UBTD2 ubiquitin domain containing 2 0,0000139
C2CD4B C2 calcium dependent domain containing 4B 0,000278
P2RX4 purinergic receptor P2X 4 0,0000000186
IER3 immediate early response 3 0,00000237
RELB RELB proto-oncogene, NF-kB subunit 0,00406
ADAD2 adenosine deaminase domain containing 2 0,000000000247
SH2D2A SH2 domain containing 2A 0,000235
STARDS StAR related lipid transfer domain containing 8 0,00000302
SPAG9Y sperm associated antigen 9 0,00000554
ARL5B ADP ribosylation factor like GTPase 5B 0,0000000895
FAM177A1 family with sequence similarity 177 member Al 0,0000119
CXCL10 C-X-C motif chemokine ligand 10 0,0000496
F3 coagulation factor Ill, tissue factor 0,000000204
S100A8 S100 calcium binding protein A8 0,02962
IRAK2 interleukin 1 receptor associated kinase 2 0,0000000149
AQP9 aquaporin 9 0,000000000125
OXSR1 oxidative stress responsive 1 0,0000000176
OLR1 oxidized low density lipoprotein receptor 1 0,00000476
PHACTR1 phosphatase and actin regulator 1 0,000235
FRMD7 FERM domain containing 7 0,0000000184
myristoylated alanine rich protein kinase C 0,00000519
MARCKS substrate
ICAM1 intercellular adhesion molecule 1 0,0000198
NCF2 neutrophil cytosolic factor 2 0,013
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IL23A interleukin 23 subunit alpha 0,00000657
EHD1 EH domain containing 1 0,0000000402
potassium voltage-gated channel subfamily J 0,0000000000784
KCNJ2 member 2
SLC2A6 solute carrier family 2 member 6 0,000000194
GK glycerol kinase 0,0000329
OTULIN OTU deubiquitinase with linear linkage specificity 0,000367
NFE2L2 nuclear factor, erythroid 2 like 2 0,0000449
ITGAS integrin subunit alpha 5 0,0000524
DUSP5 dual specificity phosphatase 5 0,00088
ZBP1 Z-DNA binding protein 1 0,00000028
ENTPD4 ectonucleoside triphosphate diphosphohydrolase 4 0,000204
ABL proto-oncogene 2, non-receptor tyrosine 0,0000000189
ABL2 kinase
PPP1R10 protein phosphatase 1 regulatory subunit 10 0,0000000000827
VPS37C VPS37C, ESCRT-I subunit 0,00000174
NFKB2 nuclear factor kappa B subunit 2 0,0000000549
SDC4 syndecan 4 0,00000841
MAFB MAF bZIP transcription factor B 0,00251
EREG epiregulin 0,0000304
ETV3 ETS variant 3 0,000202
CSGALNACT2  chondroitin sulfate N- 0,0000133
acetylgalactosaminyltransferase 2
MVD mevalonate diphosphate decarboxylase 0,0000015
CHST7 carbohydrate sulfotransferase 7 0,0000126
TNF tumor necrosis factor 0,0000114
PNP purine nucleoside phosphorylase 0,000411
ZFP36 ZFP36 ring finger protein 0,00111
NLRP3 NLR family pyrin domain containing 3 0,000000546
ADM adrenomedullin 0,000000366
SLC7A5 solute carrier family 7 member 5 0,000146
NFKBID NFKB inhibitor delta 0,00000206
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RIN2 Ras and Rab interactor 2 0,00000534

CXCL2 C-X-C motif chemokine ligand 2 0,000275

CD83 CD83 molecule 0,00000028
JunB proto-oncogene, AP-1 transcription factor 0,00169

JUNB subunit

CSF2 colony stimulating factor 2 0,000108

PLAU plasminogen activator, urokinase 0,0000113

DENND5A DENN domain containing 5A

0,00000000397

CLEC5A C-type lectin domain family 5 member A

0,0000000192

TBC1D7 TBC1 domain family member 7

0,0000672

INTERACOES FISICAS
CO-LOCALIZACAO
VIAS

PREDITOS

DOMINIOS DE PROTEINAS COMPARTILHADOS

9,05%

2,73%

0,99%

0,79%

0,17%
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Anexo 3 — Dados dos 127 genes down-regulated pelo Cigarro

e Na sequéncia, de cima para baixo, sdo mostrados os valores de P
correspondente aos genes de cada estudo, GSE23323; GSE47415; GSE55962
e GSE87072, respectivamente. “X” indica que determinado gene nao estava

presente naquele estudo.

Killer cell lectin like receptor F1 0.01195507
0.00445224
0.000671
KLRF1 0,00000049

Serum deprivation response 0.08195991
0.03298765
0.00813
SDPR 0.00992
Natural killer cell granule protein 7 0.00162754
0.09306895
0.0154
NKG7 0,000000492

Guanylate cyclase 1 soluble subunit alpha X
0.0020422
0.0028
GUCY1A3 X

Cysteine and histidine rich domain containing 1 X
X
0.000677
CHORDC1 X

Zinc finger protein 322 X
X
0.000166
ZNF322A X
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HLA-DQA1

Major histocompatibility complex, class ii, dq alpha 1

X
X
0,006399089
X

IKZF3

IKARQOS family zinc finger 3

0.073037047
0.038234747
0,038234747
0.0265

KLRB1

Killer cell lectin like receptor B1

0.028247859
0.00770592
0,0000205
0,00770592

PDLIM1

PDLIM1 interacting kinase 1 like

0.017892873
0.031087297
0.00173
0.0733

SPRY1

Sprouty RTK signaling antagonist 1

X
0.00867126
0.0476
0.0123

ARHGAPS

Rho gtpase activating protein 5

0.03309888
0.01545181
0.00123
0.015

HEMGN

Hemogen

0.04988436
0.00857385
0.0225
0.0165

KIR3DL1

Killer cell immunoglobulin like receptor, three Ig domains
and long cytoplasmic tail 1

0.06386029
0.037139802
0.0104
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0.00028

FGFBP2

Fibroblast growth factor binding protein 2

0.00083844
0.00901984
X

0,00901984

KLRD1

Killer cell lectin like receptor D1

0.00326408
0.009766628
X
0,009766628

GUCY1B3

Guanylate cyclase 1 soluble subunit beta

X
0.00084829
X
X

CDKN1C

Cyclin dependent kinase inhibitor 1C

0.00001722
0.44120768

X
0.0185

GAS1

Growth arrest specific 1

X
0.00237976
0.0478
0.0176

DLGAP1

DLG associated protein 1

X
0.03841889
0.0147
0.0601

ISM2

Isthmin 2

X
0.016303688
0.00076
0.0271

XCL1

C-X-C motif chemokine ligand 17

X
0.00253137
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0.0675
0.0806

GZMH

Granzyme H

0.00481924
0.50875931
0.0665
0.000442

TGFBR3

Transforming growth factor beta receptor 3

0.02101452
0.02855058
X

0.00055

GPR18

G protein-coupled receptor 18

0.09478213
0.02864161
0,02864161
0.0754

CLDN5

Claudin 5

X
0.00032648
0.0181
0.0185

FAM43A

Family with sequence similarity 43 member A

0.086475954
0.027704239

0,027704239
0.0648

S1PR5

Sphingosine-1-phosphate receptor 5

0.00016167
X

0.00225

X

PPBP

Pro-platelet basic protein

0.018108695
0.00019269
0.0152
0.0661
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GZMA

Granzyme A

0.01926617
0.0395866

0,0395866
0.01926617

CX3CR1

C-X3-C motif chemokine receptor 1

0.00058184
0.025395661
0.000593
0.0323

PROzZ

Protein Z, vitamin K dependent plasma glycoprotein

X
0.00375567
0.0131711
0.0284

ITGB3

Integrin subunit beta 3

0.017478798
0.00579501
0.0227
0.00628

HOPX

HOP homeobox

X
0.0466925
0,0466925
X

GZMB

Granzyme B

0.03360245
0.018466087
0.0259
0.03360245

PGRMC1

Progesterone receptor membrane component 1

0.05540073
0.03262389
0.0117
0.0168

KLRC1

Killer cell lectin like receptor C1

0.012943574
0.07846147
0.0146
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X

ASPN

Asporin

X
0.00388958
0.0219
0.0456

CTTN

Cortactin

X
0.00742277
0.00797
0.00713

CD160

CD160 molecule

0.00383646
0.05079372
0.00217
2.55e-05

PDGFD

Platelet derived growth factor D

X
0.31987476
0.322
0.00383646

CD81

CD81 molecule

0.01814089
0.0070662693
0.000824
0.0224

TBX18

T-box 18

X
0.02469696
0.0209
0.00638

PTCRA

Pre T-cell antigen receptor alpha

0.00387319
0.00233072
0.00936
0.00789

HDC

Histidine decarboxylase

0.023257369
0.00019847
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0.0259
0.00529

ST13

Progesterone receptor-associated p48 protein

X
X
0,010788737
X

MYBL1

MYB proto-oncogene like 1

X
0.023992211
0.000403
0.000668

TMEM40

Transmembrane protein 40

0.02204069
0.0001505
0.0352

X

KLRC3

Killer cell lectin like receptor C3

0.0094521174
0.028151005
0.0285
0.00166

KLRK1

Killer cell lectin like receptor K1

0.013817936
0.03948256
0.000272

X

DNM3

Dynamin 3

0.0079725827
0.00199101
0.0195
0.00749

HGD

Homogentisate 1,2-dioxygenase

0.07354226
0.03030193
0.018
0.0109

KIR2DL2

Killer cell immunoglobulin like receptor, two Ig domains 0.05017155

and long cytoplasmic tail 2
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0.015148746
X
0.000148

FCER1A

Fc fragment of ige receptor la

0.046017884
0.05833995
0,005833995
0.24

CCL4

C-C motif chemokine ligand 4

0.03633344
0.0093068488
X

0.0318

FAM81B

Family with sequence similarity 81 member B

X
0.01504963
0.00795
0.00136

GP1BA

Glycoprotein Ib platelet alpha subunit

X
X
0.0132
0.0138

ADRB2

Adrenoceptor beta 2

0.05003837
0.0075264895
0.030226
0.000546

SPON2

Spondin 2

X
X
X
0.00210098

MCUR1

Mitochondrial calcium uniporter regulator 1

X
0.00476835
X

0.0158
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TBX21

T-box 21

0,0000023
0.28756029
0.00417
0.00002844

RAMP1

Receptor activity modifying protein 1

0.010673615
0.00115757
0.00913743
0.0185

TSPAN13

Tetraspanin 13

0.0079020885
0.033233803
0,033233803
0.0252

ACRBP

Acrosin binding protein

0.03378563
0.00037243
0.0491

X

CLIC3

Chloride intracellular channel 3

0.0014134
0.00022951
0.00931
0.0014134

ADGRG1

Adhesion G protein-coupled receptor G1

0.00064201
X
X
X

CLEC1B

C-type lectin domain family 1 member B

0.014257002
0.0009691
0.021
0.00164

FAXDC2

Fatty acid hydroxylase domain containing 2

0.011597922
0.0009905
X
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0.00414

SFRS2B

Serine and arginine rich splicing factor 8

X
X
0.0007905
X

TAS2R46

Taste 2 receptor member 46

X
0.01669049
0.00192

X

SAMD3

Sterile alpha motif domain containing 3

0.00039395
0.007125129
0.00525
0.000287

MATK

Megakaryocyte-associated tyrosine kinase

0.00261284
0.0035183
0.000109
0.00261284

TMEM130

Transmembrane protein 130

X
0.00846233
0.00401
0.00812

RHOBTB3

Rho related BTB domain containing 3

X
0.0384199
0.00398

X

DGKB

Diacylglycerol kinase beta

X
0.0108532
0.000353
0.0285

KLRC2

Killer cell lectin like receptor C2

X
X
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0.0076
X

TUBB1

Tubulin beta 1 class VI

0.06526808
0.00512764
0.0400598
0.00984

CACNA2D2

Calcium voltage-gated channel auxiliary subunit
alpha2delta 2

0.0307462
0.02633873
0.000711
0.0307462

TNFSF4

Tumor necrosis factor superfamily member 4

0.039536905
0.04523034
0.016
0.00112

PRTFDC1

Phosphoribosyl transferase domain containing 1

X
0.00031196
0.0167
0.0421

CBARP

CACN beta subunit associated regulatory protein

X
0.0003386
X

0.00693

ABCB5

ATP binding cassette subfamily B member 5

X
0.01175929
0.0127
0.00785

PTGDR

Prostaglandin D2 receptor

0,00000000863

0.06414302

0.00193

X

CDK2AP1

Cyclin dependent kinase 2 associated protein 1

0.23344799
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0.00030476
0.0163
0.00223

FASLG

Fas ligand

X
0.0098371
0.0482
0.00147808

FGB

Fibrinogen beta chain

X
0.00230045
0.0606
0.0218

ANK2

Ankyrin 2, neuronal

0.00247985
0.035930922
0,0105

0.468

ENPPS5

Ectonucleotide pyrophosphatase/phosphodiesterase 5
(putative)

X
0.0083799879
0.0156
3.83e-06

SYTL2

Synaptotagmin like 2

0.50750027
0.24492834
0,0083799879
0.0641

CA2

Carbonic anhydrase 2

0.00047793
0.00273274
0.0199
0.0183

KLRG1

Killer cell lectin like receptor G1

0.0068581828
0.0084525028
0.000165
0.00272
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SH2D1B

SH2 domain containing 1B

0.00416467
0.00133599
X

0.00416467

PDGFA

Platelet derived growth factor subunit A

0.78209366
0.00801978
0.00762
0.00623

CXCR6

C-X-C motif chemokine receptor 6

X
0.0038616
0.00777
0.0359

Clorfl86

Chromosome 1 open reading frame 186

0.0050287093
0.02186886
0.000352

X

RORA

RAR related orphan receptor A

0.012334257
0.008745357
0.000384
0.0172

PRF1

Perforin 1

0.00036667
0.26548625
0.0127

0.00036667

DHH

Desert hedgehog

0.0065920208
0,00407

0.228

0.854

OLIG1

Oligodendrocyte transcription factor 1

0.0331679
0.19994209
0,019994209
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0.747

LENEP

Lens epithelial protein

X
0,0335
0.00699
0.0335

IGF2BP3

Insulin like growth factor 2 mrna binding protein 3

0.07989102
0.00011747
0.00698
0.00283

AKR1C3

Aldo-keto reductase family 1, member C3

0.011786013
0.00012249
0.0117
8.1e-05

PF4

Platelet factor 4

0.02823852
0.011786013
0.0114
0.00705

ALOX12

Arachidonate 12-lipoxygenase, 12S type

0.009846289
0.00272095
0.023

0.0134

FSTL1

Follistatin like 1

0.0071597178
0.00063342

X

0.0295

NMUR1

Neuromedin U receptor 1

0.00017372
0.02692962
0.000725
0.023

CMTM5

CKLF like MARVEL transmembrane domain containing 5

0.01423167
0.00094906
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0.0225
0.0487

MLH3

Mutl homolog 3

X
0.00491894
X

0.000276

NRGN

Neurogranin

0.09692924
0.00622993
0.0164
0.00673

SMOX

Spermine oxidase

0.025510042
X

0.0004428
0.0139

NLRC3

NLR family CARD domain containing 3

0.03579315
0.010533119
0,010533119
0.00813

SSBP3

Single stranded DNA binding protein 3

0.020272562
0.013076477
0.000441
0.000284

GATA2

GATA binding protein 2

X
0.00038917
X

0.00626

PTGDS

Prostaglandin D2 synthase

0,00000000123

0.02720486

0.0208
1.23e-09
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PRKAR2B

Protein kinase camp-dependent type Il regulatory subunit 0.06523722

beta

0,00004262
X
0.0123

MYLK

Myosin light chain kinase

0.04667671
0.00114622
0.0123

X

NDP

NDP, norrin cystine knot growth factor

X
0.04248087
0.0109173
0.00525

RFTN2

Raftlin family member 2

X
0.00994632
0.00024
0.00653

SLCOC1

Solute carrier family 9 member C1

X
0.00144588
X
X

GNLY

Granulysin

0.03261128
0.04920848
0.0255
0.000432

GZMM

Granzyme M

0.00487379
0.006201182
0.00111
0.00487379

CST7

Cystatin F

0.0054077069
0.0052571287
0.00618
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0.0054077069

Carboxypeptidase A3

CPA3

0.032701393
0.00235468
0,00806
0.00804

(IGIP) iga inducing protein

C5o0rf53

X
X
0,0000159
X

EH domain containing 3

EHD3

0.01218821
0.0120404
0.0216
0.0134

Cyclin dependent kinase 11A

CDK11A

X
X
0.00106
X

Tabela com os genes down-regulated pelo cigarro. Na sequéncia de cima para baixo

sdo os valores de P correspondente dos genes de cada estudo, GSE23323;
GSE47415; GSE55962 e GSEB7072, respectivamente. “X” indica que determinado

gene ndo estava presente naquele estudo.

CO-LOCALIZACAO

INTERACOES FISICAS

VIAS

INTERACOES GENETICAS

DOMINIOS DE PROTEINAS COMPARTILHADOS

PREDITOS

5,50%

3,62%

1,32%

0,42%

0,30%

0,11%
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Anexo 4 — Dados dos 73 genes Up-regulated pelo Cigarro

e Na sequéncia, de cima para baixo, sdo mostrados os valores de P
correspondente aos genes de cada estudo, GSE23323; GSE47415; GSE55962
e GSE87072, respectivamente. “X” indica que determinado gene nao estava

presente naquele estudo.

NAIP

NLR family apoptosis inhibitory protein

0.007979045
0.08395868
0.0135
0.00614

FAMB83E

Family with sequence similarity 83 member E

0.00160027
0.01039101
0.0228
0.00938

NAIP

NLR family apoptosis inhibitory protein

0.007979045
0.008395868
0.0135
0.00614

SASH1

SAM and SH3 domain containing 1

0.02782105
0,00790803
0,0261
0,0000000163

NEK2

NIMA related kinase 2

X
0,00007428
0.0169
0,0474

EIF2AK2

Eukaryotic translation initiation factor 2 alpha kinase 2

X
X
0,0000562
X

NHLH2

Nescient helix-loop-helix 2

X
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0.00262335
0.0366
0.0285

CCNE2

Cyclin E2

X
0.00076671
0.0212
0.0152

PCDHGA3

Protocadherin gamma subfamily A, 3

X
0.00024227
0.0294
0.0367

RSAD2

Radical S-adenosyl methionine domain containing 2

0.05065947
0.1639732
0.00225
0.0129

SCN5A

Sodium voltage-gated channel alpha subunit 5

X
0.00688677
0.0118

X

ZP1

Zona pellucida glycoprotein 1

X
0.0051395
0.000119
X

LRRC70

Leucine rich repeat containing 70

0.00020819
X
X
X

MX1

MX dynamin like gtpase 1

X
0.07560337
0.000913

X
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KCNJ13

Potassium voltage-gated channel subfamily J member X

13

0,00001885
0.00785
X

OTOP2

Otopetrin 2

0.0031563
X

X

0.00807

OMG

Oligodendrocyte myelin glycoprotein

X
0.0307501
0.00433

X

ISG15

ISG15 ubiquitin-like modifier

0.04196127
X

0.00076

X

AMELX

Amelogenin, X-linked

X
0.00535781
0.000455

X

SLC32A1

Solute carrier family 32 member 1

0.03896378
0.03508106
0.0197

X

TRPC4

Transient receptor potential cation channel subfamily C
member 4

X
0.00090253
X
X

IF144L

Interferon induced protein 44 like

X
0.07725587
0.00485
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X

G protein-coupled receptor 15 X
0,00001984
0,00000184
GPR15 0,0000000000063

Oleoyl-ACP hydrolase X
0.02804853
0.029554
OLAH X

Keratin 17 0.00030241
0.0414809
X
KRT17 X

Interferon induced protein 44 like X
0.07725587
0.00485
IFI44 X

HLF, PAR bzip transcription factor 0.00003974
0.70577369
0.0322
HLF X

Haptoglobin 0.0366698
X
0.000122
HP X

Mast cell expressed membrane protein 1 X
X
0.000201

C190rf59 X

Anterior gradient 2, protein disulphide isomerase family X
member 0.00515528
AGR2 0.00876
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X

Glycine receptor alpha 1 X
0.00074127
0.0175
GLRA1 X

HECT and RLD domain containing E3 ubiquitin protein X
igase 5 0.0994654
0.002
HERCS5 X

2'-5'-oligoadenylate synthetase 1 X

OAS1 X

Tetraspanin 7 X
0.00646345
0.000273
TSPAN7 X

Mitochondrial amidoxime reducing component 2 X
0.00215681
X
MARC2 0.0274

Chromosome 20 open reading frame 173 X
0.03772344
0.0021
C200rf173 X

Interferon induced protein with tetratricopeptide repeats 0.02416215
3
X
0.00346
IFIT3 X

Acyl-coa oxidase 2 0.00284594
ACOX2 X

143




0.00722
0.00948

C1QC

Complement C1q C chain

X
0.00486558
0.0169

X

TRPM8

Transient receptor potential cation channel subfamily M

member 8

X
0.04729443
0.000776

X

OASL

2'-5'-oligoadenylate synthetase like

0.05411906
X

0.012

X

PLEC

Pleckstrin 2

X
0.02669068
X
X

LRRN3

Leucine rich repeat neuronal 3

X
0.00639393
X
0,00000261

PALMD

Palmdelphin

X
0.0063819
0.00376

X

IFIT1

Interferon induced protein with tetratricopeptide repeats

1

X
X
0.00752
X

SAMD7

Sterile alpha motif domain containing 7

X
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0.01312961
0.000278
X

KRT7

Keratin 76

X
0.00016244
0.0494

X

KRTAP4-6

Keratin associated protein 4-6

X
0.00079498
X
X

IFI6

Interferon alpha inducible protein 6

X
0.08325724
0.00719

X

HOXD13

Homeobox D13

0.00174336
X

X

0.0156

SIPA1L2

Signal induced proliferation associated 1 like 2

0.00371546
0.00419068
0.00484

X

UNCS5D

Unc-5 netrin receptor D

X
0.00149605
0.00358

X

DRD1

Dopamine receptor D1

X
0.02223793
0.000374

X
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MORN repeat containing 1 X
0.00170846
0.0261
MORN1 X

Aryl-hydrocarbon receptor repressor X
0,00001908
0.0136
AHRR 0.00222

G protein-coupled receptor 61 X
0.00387946
0,0000662
GPR61 X

Secretory leukocyte peptidase inhibitor 0.00901588
0.00101743
X
SLPI X

Germ cell associated 1 X
0.00142739
X
GSG1 X

Cortactin binding protein 2 X
0.00887769
0.00509
CTTNBP2 0,00000918

Olfactomedin 3 X
0.01103534
0.0413
OLFM3 0.0131

Fucosidase, alpha-L- 1, tissue 0.02514427
0.00193184
X
FUCA1 0.0134
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Gastrulation brain homeobox 2 X
0.023241
0.00233
GBX2 X

Ventral anterior homeobox 2 0.00167482
0.03873356
X
VAX2 X

Keratin 24 X
0.00288315
0.0292
KRT24 0.0908

Epidermal growth factor receptor 0.00187931
X
0.0223
EGFR 0.0874

Formyl peptide receptor 3 0.0229181
X
0.00361
FPR3 0.0291

EGF like domain multiple 6 X
0.02211733
0.0495
EGFL6 0.00575

Family with sequence similarity 47 member A X
0,00008344
X
FAM47A X

ADAM metallopeptidase with thrombospondin type 1 X
motif 17 0.00640659
ADAMTS17 X
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0.00136

Alcohol dehydrogenase 4 (class Il), pi polypeptide

ADH4

X
0.00036834
0.00943

X

Cytochrome P450 family 3 subfamily A member 4

CYP3A4

X
0.0088969
0.0146

X

Ret finger protein like 2

RFPL2

0.00005638
X

0.00275

X

Protease, serine 37

PRSS37

X
0,00002378
X
X

VIAS 15,49%
INTERACOES FiSICAS 8,47%
PREDITOS 1,37%
CO-LOCALIZACAO 0,85%
DOMINIOS DE PROTEINAS COMPARTILHADOS 0,36%
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Anexo 5 — Dados dos 86 genes Down-regulated pela tB-HQ

KBTBD2 Kelch repeat and BTB (POZ) domain containing 2 0,00249971
COX6A2 Cytochrome c oxidase subunit via polypeptide 2 0,00021692
DUSP14 Dual specificity phosphatase 14 0,00058617
ITGA6 Integrin alpha 6 0,006636673
GSK3B GSK3B interacting protein 0,005171902
SEMA3D  Sema domain, immunoglobulin domain (lg), short basic 0,00699066
domain, secreted, (semaphorin) 3D
PLXDC2 Plexin domain containing 2 0,00028187
CLEC10A  C-type lectin domain family 10, member A 0,00009714
PAQRS5 Progestin and adipoq receptor family member V 0,00040525
DNAJB6 Dnaj heat shock protein family (Hsp40) member B6 0,00501709
COL17A1  Collagen, type XVII, alpha 1 0,00188829
FRAT2 Frequently rearranged in advanced T cell lymphomas 2 0,00057309
CSNK2A1  Casein kinase 2, alpha 1 polypeptide 0,012591059
OSER1 Oxidative stress responsive serine rich 1 0,00559426
CYB561A3 Cytochrome b561 family, member A3 0,00623328
HAUS2 HAUS augmin-like complex, subunit 2 0,00308939
FBXO32 F-box protein 32 0,007311
SPNS3 Spinster homolog 3 0,00637397
RGS2 Regulator of G-protein signaling 2 0,00690993
BHLHE40  Basic helix-loop-helix family, member e40 0,00200469
KBTBD2 Kelch repeat and BTB (POZ) domain containing 2 0,00249971
ITGB4 Integrin beta 4 0,026532043
HEY1 Hairy/enhancer-of-split related with YRPW motif 1 0,00399146
DYRK3 Dual-specificity  tyrosine-(Y)-phosphorylation  regulated 0,0019214
kinase 3
HS3ST1 Heparan sulfate (glucosamine) 3-O-sulfotransferase 1 0,00160872
TGIF2 TGFB-induced factor homeobox 2 0,00725222
SPTY2D1  SPT2, Suppressor of Ty, domain containing 1 (S. Cerevisiae) 0,00347618
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CCR9 Chemokine (C-C motif) receptor 9 0,00528513
CD86 CD86 antigen 0,020326846
SPIB Spi-B transcription factor (Spi-1/PU.1 related) 0,0064668
HPSE Heparanase 0,00542523
KPNA1 Karyopherin (importin) alpha 1 0,00807222
GRB7 Growth factor receptor bound protein 7 0,00393473
PLK2 Polo-like kinase 2 0,00186623
CTLA4 Cytotoxic T-lymphocyte-associated protein 4 0,00822907
CCDC122  Coiled-coil domain containing 122 0,00601692
GZMA Granzyme A 0,0003194
PER1 Period circadian clock 1 0,028637273
EPHAZ2 Eph receptor A2 0,00018881
UPB1 Ureidopropionase, beta 0,00014183
REL MAS-related GPR, member A2B 0,00601654
KLK1 Kallikrein 1 0,00026348
DFFB DNA fragmentation factor, beta subunit 0,042655093
ZFAND2A  Zinc finger, AN1-type domain 2A 0,00344127
FBXL13 F-box and leucine-rich repeat protein 13 0,00620334
TSC22D1  TSC22 domain family, member 1 0,00723469
LAMC2 Laminin, gamma 2 0,010105729
LAMB1 Laminin B1 0,00072157
PLACS8 Placenta-specific 8 0,00834892
RNASE6 Ribonuclease, rnase A family, 6 0,00655469
TNFRSF17 Tumor necrosis factor receptor superfamily, member 17 0,00162089
SLC41A2  Solute carrier family 41, member 2 0,00035321
ZC3H12C  Zinc finger CCCH type containing 12C 0,00012526
SLAMF9 SLAM family member 9 0,00654731
ATF3 Activating transcription factor 3 0,00282482
NR4A2 Nuclear receptor subfamily 4, group A, member 2 0,005593344
HMGN3 High mobility group nucleosomal binding domain 3 0,00402134
BCL10 B cell leukemia/lymphoma 10 0,00428907
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ASNS

Asparagine synthetase

0,018642404

CAPZB Capping protein (actin filament) muscle Z-line, beta 0,0063953
SLCO4Al1  Solute carrier organic anion transporter family, member 4al 0,00069798
FAM222A  Family with sequence similarity 222, member A 0,00268972
CDH1 Cadherin 1 0,00094176
NR4A1 Nuclear receptor subfamily 4, group A, member 1 0,0848752
TAB2 Stabilin 2 11687791
DUSP4 Dual specificity phosphatase 4 0,00047917
DFFA DNA fragmentation factor, alpha subunit 0,00810282
SCML2 Sex comb on midleg-like 2 (Drosophila) 0,00689207
PNMA1 Paraneoplastic antigen MA1 0,00782427
YPEL4 Yippee-like 4 (Drosophila) 0,00451409
GEM GTP binding protein (gene overexpressed in skeletal muscle) 0,00617254
DUSP4 Dual specificity phosphatase 4 0,00047917
LAMA3 Laminin, alpha 3 0,049204654
KLRG1 Killer cell lectin-like receptor subfamily G, member 1 0,00515281
UBE2V1 Ubiquitin-conjugating enzyme E2 variant 1 0,00659822
DUSP10 Dual specificity phosphatase 10 0,00007321
LRRC16A  Leucine rich repeat containing 16A 0,00121899
ZFYVE28  Zinc finger, FYVE domain containing 28 0,00275954
NFIL3 Nuclear factor, interleukin 3, regulated 0,00038503
KLF11 Kruppel-like factor 11 0,00406669
LAMB3 Laminin, beta 3 0,008155
PTPN11 Protein tyrosine phosphatase, non-receptor type 11 0,005429195
CD300C CD300C molecule 0,00106513
ITGA7 Integrin alpha 7 0,00676748
TNFSF11  Tumor necrosis factor (ligand) superfamily, member 11 0,00117496
GAPT Grb2-binding adaptor, transmembrane 0,00750156
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VIAS 20,86%
INTERACOES FISICAS 20,75%
PREDITOS 8,77%
CO-LOCALIZACAO 3,22%
INTERACOES GENETICAS 1,48%
DOMINIOS DE PROTEINAS COMPARTILHADOS 0,75%
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Anexo 6 — Dados dos 120 genes Up-regulated pela tB-HQ

MMP8 Matrix metallopeptidase 8 0,0000796
TGFBI Transforming growth factor, beta induced 0,0013093
MND1 Meiotic nuclear divisions 1 0,0329313
G0S2 GO0/G1 switch gene 2 0,0002882
EMILIN2  Elastin microfibril interfacer 2 0,0007356
GDA Guanine deaminase 0,0004933
FUT7 Fucosyltransferase 7 0,0010110
BST1 Bone marrow stromal cell antigen 1 0,0079959
HMOX1 Heme oxygenase 1 0,0462016
DDIT4 DNA-damage-inducible transcript 4 0,0072863
Complement component 1, g subcomponent, alpha 0,0021161
ClQA polypeptide
MATN1 Matrilin 1, cartilage matrix protein 0,0000294
SCRG1 Scrapie responsive gene 1 0,0032278
IER3 Immediate early response 3 0,0005466
APOC1 Apolipoprotein C-I 0,0108426
IL1B Interleukin 1 beta 0,0040815
ARG2 Arginase type Il 0,00751
COoQ3 Coenzyme Q3 methyltransferase 0,000042
VSIG4 V-set and immunoglobulin domain containing 4 0,0045546
PYGL Liver glycogen phosphorylase 0,0056252
ARG1 Arginase, liver 0,0081339
PTGS2 Prostaglandin-endoperoxide synthase 2 0,00263995
HDC Histidine decarboxylase 0,00230829
GCNT2 Glucosaminyl (N-acetyl) transferase 2, I-branching enzyme 0,00214361
HNMT Histamine N-methyltransferase 0,0026672
NFE2 Nuclear factor, erythroid derived 2 0,00004758
IGSF6 Immunoglobulin superfamily, member 6 0,01687611
ALOX5AP Arachidonate 5-lipoxygenase activating protein 0,042057
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LRP1 Low density lipoprotein receptor-related protein 1 0,001912
PPP1R3D Protein phosphatase 1, regulatory subunit 3D 0,00035685
CD163 CD163 antigen 0,00776709
CSF3R Colony stimulating factor 3 receptor (granulocyte) 0,0004526
FOLR2 Folate receptor 2 (fetal) 0,030728
CXCL9 Chemokine (C-X-C motif) ligand 9 0,061438
INHBA Inhibin beta-A 0,0073469
Leukocyte immunoglobulin-like receptor, subfamily A (with TM 0,00372811
LILRAG domain), member 6
SLPI Secretory leukocyte peptidase inhibitor 0,00015379
IFITM2 Interferon induced transmembrane protein 2 0,0004971
IL6 Interleukin 6 0,04931002
HACD4 3-hydroxyacyl-coa dehydratase 4 0,00813989
LRG1 Leucine-rich alpha-2-glycoprotein 1 0,00082707
HRH4 Histamine receptor H4 0,00422027
LCN2 Lipocalin 2 0,00026163
CCR1 Chemokine (C-C motif) receptor 1 0,00508396
GPNMB Glycoprotein (transmembrane) nmb 0,0028517
CLEC7A  C-type lectin domain family 7, member A 0,00654373
HS3ST2  Heparan sulfate (glucosamine) 3-O-sulfotransferase 2 0,00387272
ACOD1 Aconitate decarboxylase 1 0,00271568
S100A9 S100 calcium binding protein A9 (calgranulin B) 0,00012153
CEBPD CCAAT/enhancer binding protein (C/EBP), delta 0,00046385
CLEC4D  C-type lectin domain family 4, member D 0,00109143
UDP-glcnac:betagal beta-1,3-N-acetylglucosaminyltransferase 0,00724509
B3GNT4 4
RAB3IL1  RABS3A interacting protein (rabin3)-like 1 0,00532892
TRIM50 Tripartite motif-containing 50 0,00557576
Phospholipase A2, group VII (platelet-activating factor 0,00432654
PLA2G7  acetylhydrolase, plasma)
CD14 CD14 antigen 0,00177981
CLEC4E  C-type lectin domain family 4, member E 0,00081333
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TSGA13  Testis specific gene A13 0,00331595

LHFP Lipoma HMGIC fusion partner 0,0066709
SEPN1 Selenoprotein N, 1 0,00317537
CXCL2 Chemokine (C-X-C motif) ligand 2 0,00110011
S100A12  S100 calcium binding protein A12 0,00256
MGST1 Microsomal glutathione S-transferase 1 0,00358076
DRD3 Dopamine receptor D3 0,00490106
DRAM1 DNA-damage regulated autophagy modulator 1 0,00834004
IL1F9 Interleukin 1 family, member 9 0,00001537
MMP7 Matrix metallopeptidase 7 0,00280808
AQP9 Aquaporin 9 0,03254625
PILRA Paired immunoglobin-like type 2 receptor alpha 0,00685638
EDN1 Endothelin 1 0,00311576
CXCR2 Chemokine (C-X-C maotif) receptor 2 0,00005615
MEIG1 Meiosis expressed gene 1 0,002849
LGMN Legumain 0,0046759
FCGR2A  Fc receptor, igg, low affinity 1A 0,0349594
PILRA Paired immunoglobin-like type 2 receptor alpha 0,00685638
HP Haptoglobin 0,00029133
GZMB Granzyme B 0,0002933

Solute carrier family 16 (monocarboxylic acid transporters), 0,00266274
SLC16A3 member 3

S100A8 S100 calcium binding protein A8 (calgranulin A) 0,00004947

Ribonuclease, rnase A family, 2A (liver, eosinophil-derived 0,02987031
RNASE2  neurotoxin)

Solute carrier family 11 (proton-coupled divalent metal ion 0,00390684
SLC11A1 transporters), member 1

TSPAN4  Tetraspanin 4 0,00229747
DMXL2 Dmx-like 2 0,00324232
SGMS2 Sphingomyelin synthase 2 0,00209158
C1QB Complement component 1, g subcomponent, beta polypeptide 0,0029763
TYROBP  TYRO protein tyrosine kinase binding protein 0,0352822
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TNFSF13  Tumor necrosis factor (ligand) superfamily, member 13 0,00614105
OSM Oncostatin M 0,00112876
MCF2 Mcf.2 transforming sequence 0,00284302
PLIN5 Perilipin 5 0,00292651
MMP9 Matrix metallopeptidase 9 0,0000584
TLR2 Toll-like receptor 2 0,01487867
CD33 CD33 antigen 0,00259037
C6 Complement component 6 0,00218817
GJA1 Gap junction protein, alpha 1 0,000824
TRNP1 TMF1-regulated nuclear protein 1 0,0005603
APOE Apolipoprotein E 0,00100412
NCF2 Neutrophil cytosolic factor 2 1953834

F5 Coagulation factor V 0,0062334
GAS6 Growth arrest specific 6 0,00458958
STEAP4  STEAP family member 4 0,00031724
CELAL Chymotrypsin-like elastase family, member 1 0,00671343
FPR1 Formyl peptide receptor 1 0,0022518
C3AR1 Complement component 3a receptor 1 0,0090689
SULT1A1 Sulfotransferase family 1A, phenol-preferring, member 1 0,00782242
F10 Coagulation factor X 0,00608495
MRAP Melanocortin 2 receptor accessory protein 0,0010137
SFXN5 Sideroflexin 5 0,00331257
TNFAIP2  Tumor necrosis factor, alpha-induced protein 2 473397
CCL8 Chemokine (C-C maotif) ligand 8 0,0051562
ALOX5 Arachidonate 5-lipoxygenase 0,0007816
FPR2 Formyl peptide receptor 2 0,00090337
ITGA11 Integrin alpha 11 0,00801561
TMEM178 Transmembrane protein 178 0,00310638
NR1H3 Nuclear receptor subfamily 1, group H, member 3 0,00661431
FCER1G Fc receptor, ige, high affinity I, gamma polypeptide 0,00950766
IFITM1 Interferon induced transmembrane protein 1 0,00118417
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STAC2 SH3 and cysteine rich domain 2

0,00271953

PI116 Peptidase inhibitor 16

0,0021025

ASPRV1  Aspartic peptidase, retroviral-like 1

0,00025894

CO-LOCALIZACAO

PREDITOS
CAMINHOS

INTERACOES FISICAS
INTERACOES GENETICAS

DOMINIOS DE PROTEINAS COMPARTILHADOS

8,95%
3,29%
0,31%
2,87%
0,22%

0,16%
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Anexo 7 — Esquema do aumento de BAFF pela exposi¢cdo com atB-HQ e rede de

interacdes génicas

Co-expresséio
Interagiio Fisica
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tB-HQ mp l BCMATTNFSFI 3

Dominios de Proteinas Compartilhados
Interagtio Fisica

TNFSF13B

3

,Codifica BAFF

1
Células B \ . Exposigiio
Neutrdfilos | atB-HQ

. Gene BCMA (Proteina de maturacio de
células B)
TNFSF13B (BAFF — Fator de Ativacédo de
células B) |
TNFSF13 (Membro da Superfamilia de
Ligantes do Fator de Necrose Tumoral 13)

. Genes que interagem com o5 genes em vermelho

Co-localizagao 6,17%

e Interagdes Genéficas  L4o%

Dominios de proteinas compartilhados 0,59%
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