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RESUMO



Lourenco JD. Estudo da expressdao das proteinas STAT e SOCS no
desenvolvimento da doenca pulmonar obstrutiva crénica: comparacao entre a
resposta imunoldégica local e sistémica [tese]. Sdo Paulo: Faculdade de
Medicina, Universidade de S&o Paulo; 2020.

Introducédo: A diferenciacdo das células TCD4+ para os diferentes subtipos €
mediada pela sinalizacdo das proteinas transdutoras de sinais e ativadoras de
transcricdo (STAT) e das proteinas supressoras da sinalizacdo de citocinas
(SOCS). Na doenca pulmonar obstrutiva crénica (DPOC), ha o envolvimento dos
subtipos T helper (Th)1, Th17 e T reguladora (Tregs). Entretanto, o desequilibrio
entre as respostas pro e anti-inflamatérias Thl7 e Treg é descrita como um
mecanismo fundamental no desenvolvimento e progressdo da doenca. Dessa
forma, o objetivo desse estudo foi avaliar a expressédo das proteinas STAT e
SOCS envolvidas na diferenciacdo das células TCD4+, principalmente para 0s
subtipos Th17 e Treg, no desenvolvimento da DPOC comparando a resposta
local e sistémica. Métodos: Foram coletadas amostras de tecido pulmonar e
sangue periférico de 24 pacientes submetidos a resseccado pulmonar, divididos
em dois grupos: Grupo Fumantes Nao Obstrutivos (FNO) e DPOC estagios | e
Il. Para as avaliacbes realizadas no sangue periférico, foi incluido um terceiro
grupo composto por 14 pacientes com DPOC estagios Il e IV. A expresséo
génica para SOCS1 e 3, STATL1, 3 e 5, Retinoic-acid-related orphan receptor
(RORYT), Forkhead box p3 (Foxp3), T-box-expressed-in-T-cells (T-bet),
Interleucinas (IL)-6, 17, 10 e Fator de transformac&o do Crescimento (TGF)-j3,
foi avaliada em amostras de tecido pulmonar e leucdcitos totais do sangue
através da técnica de PCR em tempo real. A expressédo das proteinas SOCS1 e
3, STAT1, 3 e 5 totais e fosforiladas foi avaliada por Western Blotting nos
mesmos compartimentos. Adicionalmente, foram avaliados os niveis de IL-6, 10,
17,12, Interferon-gama (IFN-y) e TGF- no tecido pulmonar e plasma sanguineo
por ELISA. Resultados e Discussdo: Em amostras de tecido pulmonar, foi
observado o aumento da expressdo génica de STAT1 e 3, RORyt, Foxp3, IL-6,
TGF-B e aumento dos niveis de IL-6, além da diminuicdo da expressdo da
proteina pSTAT5 e da razdo pSTAT5/STATS em pacientes com DPOC | e Il.

Enquanto na resposta sistémica foi observado aumento da expressao génica de



STAT1 e 3 nos grupos DPOC lll e IV comparado aos demais e aumento de T-
bet, RORVt, IL-6, TGF-[3 e expressédo da proteina STAT3 total no grupo DPOC Il
e IV comparado ao grupo DPOC | e IIl. O aumento dos niveis de IL-6 no plasma
sanguineo foi observado no grupo DPOC | e Il comparado ao grupo FNO. Além
disso, foi demonstrado aumento na expresséo génica de STATS5 no grupo DPOC
[l e IV, embora tenha havido uma diminui¢cdo na expressao de Foxp3 no grupo
DPOC | e Il, acompanhada de diminui¢cdo dos niveis de IL-10 no grupo DPOC llI
e IV em comparagédo aos individuos com DPOC | e Il. Adicionalmente, a analise
da expressdo das proteinas SOCS demonstrou somente o aumento da
expressdo génica de SOCS3 em tecidos de pacientes com DPOC | e I, e
leucécitos de pacientes com DPOC Il e IV comparado aos demais. Conclusdes:
Observamos diferenciacao para resposta Th17 nas amostras de tecido pulmonar
desde os estagios iniciais da DPOC, enquanto na resposta sistémica essas
alteracbes acontecem em estagios mais graves. Entretanto, a sinalizacéo
intracelular para a resposta Treg parece variar dependendo do compartimento
analisado, com diminuicdo de IL-10 em estagios avancados da doenca,
reforcando a ideia de haver uma falha na atividade de Treg no desenvolvimento

e progressao da DPOC.

Descritores: Doenga pulmonar obstrutiva cronica; Imunidade adaptativa,;
Fatores de transcri¢do; Linfocitos T; Linfocitos T reguladores; Tabagismo.



ABSTRACT



Lourenco JD. Study of STAT and SOCS proteins expression in chronic
obstructive pulmonary disease development: comparison between the local and
systemic immune responses [thesis]. S&o Paulo: "Faculdade de Medicina,
Universidade de S&o Paulo"; 2020.

Introduction: The differentiation of TCD4+ cells into the different subtypes is
mediated by the signalling of Signal Transducers and Activators of Transcription
(STAT) and the Suppressor of Cytokine Signalling (SOCS) proteins. In Chronic
Obstructive Pulmonary Disease (COPD), the T helper (Th) 1, Th17 and regulatory
T (Tregs) subtypes are involved. However, the imbalance between the pro and
anti-inflammatory responses mediated by Th17 and Treg cells is described as a
fundamental mechanism in the disease development and progression. Thus, the
aim of this study was to evaluate the expression of STAT and SOCS proteins
involved in TCD4+ cells differentiation, especially the Th17 and Treg subtypes,
in COPD development, comparing both local and systemic responses. Methods:
Samples of lung tissue and peripheral blood were collected from 24 patients who
underwent pulmonary resection and divided into two groups: Non-Obstructive
Smokers (NOS) and COPD stages | and Il. For the evaluations carried out in the
peripheral blood, a third group comprising 14 patients with COPD stages IIl and
IV was included. Gene expression of SOCS1 and 3, STAT1, 3 and 5, Retinoic-
acid-related orphan receptor (RORYT), Forkhead box p3 (Foxp3), T-box-
expressed-in-T-cells (T-bet), Interleukins (IL)-6, 17, 10 and Transforming Growth
Factor (TGF)-B, was evaluated in lung tissue samples and total blood leukocytes
using the real-time PCR technique. The expression of total and phosphorylated
proteins SOCS1 and 3, STAT1, 3 and 5 was evaluated by Western Blotting in the
same compartments. Additionally, the levels of IL-6, 10, 17, 12, Interferon-
gamma (IFN-y) and TGF-f in lung tissue and blood plasma were evaluated by
ELISA. Results and Discussion: The tissue lung sample analyses revealed an
increase in gene expression of STAT1 and 3, RORyt, Foxp3, IL-6, TGF-B and an
increase in IL-6 levels, in addition to decreased expression of pSTATS protein
and the pSTATS5/STATS ratio in patients with COPD | and Il. Whereas in systemic
response, was observed an increase in gene expression of STAT1 and 3 in

COPD Ill and IV group compared to the others, and an increase in T-bet, RORvt,



IL-6, TGF-B and expression of the total STAT3 protein in COPD Il and IV group
compared to the COPD | and Il. Increased levels of IL-6 in blood plasma were
observed in COPD | and Il group compared to the NOS group. Moreover, an
increase in STAT5 gene expression was demonstrated in COPD Il and 1V group,
although there was a decrease in Foxp3 expression in COPD | and Il group,
accompanied by a decrease in IL-10 levels in COPD lll and IV group compared
to individuals with COPD | and Il. In addition, the analysis of SOCS protein
expression demonstrated only an increase in SOCS3 gene expression in lung
tissue from patients with COPD | and II, and leukocytes from patients with COPD
[l and IV compared to the others. Conclusions: We observed differentiation for
the Th17 response in lung tissue samples since initial stages of COPD, whereas
in systemic response these changes occur in more severe stages. However, the
intracellular signalling for Treg response seems to vary depending on the
compartment analysed, with a decrease in IL-10 levels in advanced stages of
disease, reinforcing the idea that there is a failure in Treg activity in the
development and progression of COPD.

Descriptors: Pulmonary disease, chronic obstructive; Adaptive immunity;

Transcription factors; T-lymphocytes; T-lymphocytes, regulatory; Smoking.
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1. INTRODUCAO

1.1 Doenc¢a Pulmonar Obstrutiva Crénica (DPOC)

A doenca pulmonar obstrutiva cronica (DPOC) é uma doenga comum,
prevenivel e tratavel, caracterizada por sintomas respiratorios persistentes e pela
limitag&o ao fluxo aéreo, geralmente progressiva. E causada como resultado da
exposicdo constante e de longo periodo a gases ou particulas toxicas,
combinados a fatores intrinsecos ao paciente, como fatores genéticos, hiper-
responsividade das vias aéreas e a uma deficiéncia no desenvolvimento
pulmonar durante a infancia (1). A DPOC nédo é considerada uma doenca
curdvel, mas o seu tratamento pode ajudar a aliviar os sintomas, melhorar a
gualidade de vida e reduzir o risco de morte (2).

A limitacdo crénica ao fluxo aéreo observada na DPOC acontece devido
a uma mistura da obstrucéo de pequenas vias aéreas (comumente chamada de
bronquite cronica) e da destruicdo do parénquima pulmonar (chamada de
enfisema pulmonar). No enfisema pulmonar, se observa o alargamento dos
espacos aéreos distais, perda das ligacdes alveolares as pequenas vias aéreas,
perda da elasticidade pulmonar e obstrucdo de pequenas vias aéreas sem
evidéncia de fibrose (1,3). Essas alteracbes nem sempre acontecem ao mesmo
tempo, variam de individuo para individuo, e se desenvolvem em proporcées
diferentes ao longo do tempo (1).

De acordo com a Organizagdo Mundial de Saude (OMS), em 2016 a
DPOC foi responsavel por aproximadamente 3,04 milhdes de o6bitos, o que
representa 5,3% do total de mortes registrados naquele ano. E observado um
aumento gradual da porcentagem desta doenga em populagfes com faixa etéria
mais avangada. No ano 2000, a DPOC era considerada a quarta maior causa de
mortes no mundo e, atualmente, ja ocupa o terceiro lugar nesta lista (4,5).
Estima-se que em 2030, a DPOC cause mais de 4,5 milhdes de mortes
anualmente no mundo e permaneca em terceiro lugar na lista de doencas que

mais causam mortes no mundo (5).



No Brasil, a DPOC foi a quarta principal causa de morte entre os anos de
2000 a 2006, a quinta principal causa de morte de 2007 a 2014 e novamente a
quarta principal causa de morte de 2015 a 2016 (6). No ano de 2011, a DPOC
gerou um custo de R$103 milhdes ao Sistema Unico de Saude (SUS), referente
a mais de 142 mil internacBes nos hospitais publicos (7), e em 2015, a
enfermidade relacionada ao tabagismo foi a que mais gerou gastos nos sistemas
publicos e privados de saude, somando R$ 16 bilhdes (8). De acordo com o
projeto latino-americano de investigacdo em obstrucdo pulmonar (PLATINO),
15,8% da populacdo no municipio de Sdo Paulo apresenta a doenca, o que

representa cerca de 5 a 6 milhdes de brasileiros com DPOC (9).

1.2 Fatores de risco para o desenvolvimento da DPOC e Diagnoéstico da

Doenca

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude, o tabagismo ainda é o
principal fator de risco para o desenvolvimento da DPOC (1). Em varios paises,
a DPOC também esta relacionada a inalacdo de poluentes decorrentes da
gueima de combustiveis fésseis e de exposicdes inalatérias ocupacionais a
poeiras e gases toxicos. Entretanto, nem todos os tabagistas desenvolvem
DPOC clinicamente significativa, o que sugere que h& outros fatores intrinsecos
ao individuo envolvidos na sua patogénese (1).

Um dos fatores de risco genético € a deficiéncia hereditaria de alfa-1
antitripsina (a1-AT), uma antiprotease de elastase neutrofilica produzida
naturalmente pelo corpo, de carater recessivo. Os deficientes de a1-AT
apresentam enfisema e piora da funcdo pulmonar de maneira precoce e
acelerada, e quando héa interacdo com exposicbes ambientais, como o
tabagismo, a suscetibilidade ao desenvolvimento da doenca é significantemente
aumentada (10).

Segundo o GOLD (Global Initiative for Obstructive Lung Disease)
atualizado em 2020, a DPOC pode ser classificada em quatro estagios baseados
nos parametros espirométricos escolhidos para a avaliacao da limitagdo ao fluxo
aéreo (1). Entre estes parametros, o mais utilizado € o VEF1: volume expirado

forcado no primeiro segundo, bem como a razdo entre esta variavel e a CVF



(capacidade vital forcada): VEF1/CVF. Valores desta razdo em espirometria apos
administracdo de broncodilatador, menores que 0,70 caracterizam a presenca
de limitagc&o ao fluxo aéreo, enquanto a classificagdo do estagio da DPOC € dada
pelos valores de VEF1 em porcentagem do predito pés broncodilatador,

conforme a tabela a seguir:

Tabela 1 - Classificacdo da severidade da limitagcdo ao fluxo aéreo na DPOC
em pacientes com VEF1/CVF < 0,70.

VEF:1 (p6s broncodilatador)

GOLD 1 (Leve) VEF1 = 80% do predito
GOLD 2 (Moderado) 50% < VEF1 < 80% do predito
GOLD 3 (Grave) 30% < VEF1 <50% do predito
GOLD 4 (Muito Grave) | VEF1 < 30% do predito

VEF:1: volume expirado forcado no primeiro segundo; CVF: capacidade vital forcada; %:
porcentagem; =: maior ou igual; £ menor ou igual; <: menor. FONTE: Adaptados de GOLD
(Global Initiative for Obstructive Lung Disease) 2020(1).

Ainda segundo o GOLD (1), a espirometria é realizada para determinar a
gravidade da limitacdo ao fluxo aéreo, a fim de fornecer um diagndstico. No
entanto, a determinacéo do tratamento do paciente se da através da avaliacédo
dos seus sintomas. As duas principais formas de mensurar os sintomas sao
através de 2 questionarios: o mMRC (Modified Medical Research Council), que
avalia o nivel da dispneia do paciente, gerando uma pontuacdo de 0 a 4, e 0
CAT'™ (COPD Assessment Test), que avalia os impactos que os sintomas da
DPOC causa no bem estar e dia a dia do paciente, e gera um resultado com
pontuacdo de 0 a 40. No CAT, o escore maior do que 10 é considerado como a
pontuacgdao limite, refletindo a presencga de impactos significativos. A partir dessas
avaliacoes a DPOC pode ser classificada também em letras (A, B, C ou D), como
demonstrado na Tabela 2, possibilitando a escolha da melhor conduta
terapéutica. Para essa classificacdo, sdo considerados os valores obtidos na
espirometria, que determinam a gravidade da limitagc&o ao fluxo aéreo (GOLD 1-
4), juntamente com o resultado dos questionarios mMMRC (0-4) e CAT (0-40),

assim como o historico de exacerbacdes (com hospitalizacées ou nado). As



exacerbacdes sao caracterizadas por reducdo da funcdo pulmonar, diminuicdo
da qualidade de vida e estd associada com o aumento de mediadores pro-

inflamatoérios nos pulmdes (11).

Tabela 2 - Classificagcdo da DPOC de acordo com os sintomas apresentados.

Exacerbacdes Classificacao
=2ou
C D
= 1 com hospitalizagao
0 (zero) ou
o A B
1 sem hospitalizacéo
mMRC 0-1 mMRC = 2
CAT <10 CAT =210
Sintomas

mMRC: Modified Medical Research Council; CAT: COPD Assessment Test; =: maior ou igual; <:
menor. FONTE: Adaptado de GOLD (Global Initiative for Obstructive Lung Disease) 2020(1)

1.3 Mecanismos para o desenvolvimento da DPOC: papel da imunidade

inata e adaptativa para a progresséao da doenca

A principal caracteristica da DPOC € o desenvolvimento de uma resposta
inflamatoria exacerbada e crbnica a inalacdo da fumaca de cigarro. Embora a
maior parte dos fumantes apresente evidéncias de algum processo inflamat6rio
pulmonar, somente parte destes apresentara uma resposta inflamatoria
amplificada, sendo que os mecanismos envolvidos neste processo ainda estéo
pouco descritos (12). Este processo inflamatorio € mediado por células da
resposta imune inata (inespecifica) e resposta imune adaptativa (adquirida)
(13,14).

A resposta imune inata compreende a primeira linha de defesa pulmonar
gue atua de maneira rapida e nao especifica, em resposta aos componentes
irritantes da fumaca do cigarro, ao estresse celular e a leséo tecidual. Esta
resposta € fornecida pela barreira epitelial, pelo transporte mucociliar, pelos

fatores humorais e por células como macréfagos, células dendriticas, mondcitos,



neutrofilos, e mastécitos (15) (Figura 1). A exposicdo a fumaca de cigarro
promove lesdo de células epiteliais e consequente liberagcdo de produtos
derivados desta injuria, como os DAMPs (Padrées moleculares associados ao
dano), os quais irdo se ligar aos receptores de membrana Toll (Toll Like
Receptors) no epitélio, induzindo as células epiteliais remanescentes a
produzirem mediadores inflamatérios (15). Esta sequéncia de eventos acarreta
a maturacao das células dendriticas (apresentadoras de antigenos) e a migracéo
destas células para os o6rgdos linfoides, onde na presenca de condicbes
favoraveis, ocorrera a ativacéo de células T (16) (Figura 1).

Cosio e colaboradores (16) propuseram que a resposta imune adaptativa
manifesta-se somente quando ha uma falha no mecanismo imunoregulador ou
uma deficiéncia na tolerancia do sistema imune, que resulta na progressao e
perpetuacdo do processo inflamatério, com consequente agravamento da
DPOC. A inflamacéo pulmonar em pacientes com DPOC grave é caracterizada
pelo aumento de linfocitos CD4+ e CD8+, como também de células B,
responsaveis pela producdo e liberacdo de anticorpos, as quais continuam

aumentadas mesmo apos anos de cessacdo ao habito de fumar (17).
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Figura 1. Principais células inflamatérias e seus mediadores na fisiopatologia da DPOC.
Adaptado de Lane N, 2010(18)



1.3.1 Linfécitos T CD8+ e CD4+

Se o processo inflamatério causado pela exposicdo a fumaca de cigarro
ndo for controlado, as células dendriticas expressam altos niveis de proteinas
como as do complexo-histocompatibilidade classe 1 e 2 (MHC-1 e MHC-2) e
moléculas como CD80 e CD86 e ja na regido dos foliculos linfoides irdo fazer a
apresentacao dos antigenos as células T, promovendo a ativacao, diferenciacéo
e migracao de linfécitos T CD4+ e CD8+ para o trato respiratério (15).

Células TCD8+ séo o subtipo de linfocito presente em maior quantidade
em pacientes com DPOC, e liberam enzimas proteoliticas como as perforinas e
a granzima-B. Essas enzimas provocam a morte de células estruturais por
apoptose ou necrose levando a degradacdo de matriz extracelular e
remodelamento, resultando na obstrucdo de pequenas vias aéreas (16,19,20).
Em casos de infeccBes de vias aéreas, as células TCD8+ encontram-se ainda
mais aumentadas, sugerindo que essa resposta inflamatéria seja causada pela
colonizagdo de bactérias no trato respiratério de pacientes com DPOC (21).

As células T CD4+ naive podem se diferenciar em células Thl, Th2, Th17
ou T reguladoras (Tregs) de acordo com a sinalizacdo de citocinas presentes no
microambiente (22). Cada subtipo celular apresenta diferentes fatores de
transcricdo, receptores de membrana e produzem determinadas citocinas
(15)(Figura 2).
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Figura 2. Diferenciacdo das células T CD4+ naive. Adaptado de Lane N, 2010(18)

Existem pelo menos dois tipos de linfécitos T CD4+ efetoras em pulmdes
de pacientes DPOC: as células Thl e as células Th17 (17,23). Os linfocitos CD4+
Thl de pacientes enfisematosos secretam maiores quantidades de interferon-y
(IFN-y) quando comparados aos controles, promovendo o acumulo de células
inflamatérias no pulméo (17,21). Além disso, a alta expressdo de citocinas
relacionadas a resposta Thl durante exacerbacdes, principalmente de TNF-a
(Fator de Necrose Tumoral — a), foi relacionado ao mau prognadstico de pacientes
com DPOC, devido ao papel das citocinas Thl na promoc¢do de respostas
inflamatorias, secrecdo de muco e destruicdo do tecidual (24). A diferenciagcao
para células Thl e producdo de IFN-y é regulada principalmente pelo fator de
transcricdo T-box-expresso em células T, conhecido como T-bet (25). Por sua
vez, as células Th1l7 estdo envolvidas na manutencéo do processo inflamatorio
e associadas a progressao da DPOC e a exacerbacao da destruicdo alveolar,
através da liberagéo de interleucina (IL) -17A, IL-17F e IL-22 (15,17). As células
Th1l7 sdo encontradas principalmente na mucosa brbnquica e possuem a
expresséo do fator de transcricdo RORyt (Retinoic-acid-related orphan receptor)

como um marcador especifico para esse tipo celular (26).



Enquanto as células Thl e Th1l7 sdo responsaveis por perpetuar o
processo inflamatorio, o controle da proliferacéo e migracdo de células T para o
trato respiratério € mediado por outro subtipo de linfocitos CD4+: as células
Tregs, que apresentam fun¢des imunoreguladoras, inibindo a autoimunidade e
suprimindo a inflamacéo. Esse efeito imunossupressor ocorre devido a producéo
de citocinas anti-inflamatérias como a Interleucina 10 (IL-10) e o fator de
transformacao do crescimento-B (TGF-B) (15,27), e € dependente da expressao
do fator de transcri¢cdo Forkhead box p3 (Foxp3) (26). A IL-10 é uma interleucina
produzida por macrofagos, células dendriticas, células B, células TCD8+ e por
varias linhagens de TCD4+, sendo conhecida principalmente por seus efeitos
anti-inflamatérios, ao limitar a producdo de citocinas e quimiocinas pro-
inflamatérias como IL-1B, 6, 12, 18, TNF-a, MIP-1, entre outras. Além disso, na
falta de IL-10, os niveis de IL-23 podem aumentar, levando a uma diferenciacao
para Th17 (18,28-30).

1.3.2 Células T reguladoras e a progressdo da DPOC

Cosio e colaboradores (16) propdem que a progressdao da DPOC e a
gravidade desta doenca sdo determinadas tanto pela habilidade das células
dendriticas em estimularem as células T, quanto por acdes imunoreguladoras
dependentes das Tregs. Estes autores sugerem que uma falha grave neste
mecanismo resulta em estagios avancados de DPOC.

Lee e colaboradores (14) foram uns dos primeiros autores que
propuseram que uma reducdo na quantidade de células Treg estava associada
a progressao da DPOC, causando um desequilibrio entre as respostas pro e anti-
inflamatorias. Neste estudo, foi observada uma reducéo de expressao nos niveis
de RNA mensageiro (RNAmM) para Foxp3 e da expresséo de IL-10 em tecido de
pacientes com DPOC, reforcando a teoria de uma menor resposta reguladora
em pacientes portadores da doenca. Os autores também demonstraram a
presenca de anticorpos anti-elastina e aumento da resposta Th1l, caracterizada
pelo aumento da producdo de IFN-y em células TCD4"* isoladas do sangue de
pacientes com DPOC, que foram correlacionadas com a gravidade do enfisema

nestes individuos. A partir dessas observacoes, foi proposto que a exposicao a



fumaca de cigarro induz as células da imunidade inata a secretarem enzimas
proteoliticas, liberando fragmentos de elastina que podem ser reconhecidos
como auto antigenos e iniciar um processo de auto imunidade mediado por
células T e B contra a elastina. Além disso, 0s autores propuseram que as células
Treg sdo importantes para a regulacéo desta resposta inflamatoria na tentativa
de suprimir a resposta aos autoantigenos.

Em estudo anterior desenvolvido por nosso grupo de pesquisa (31), foi
demonstrado o aumento nas células positivas para IL-17 (IL-17*) em ambos 0s
grupos de fumantes obstruidos ou ndo, enquanto o nimero de células Treg
(Foxp3*) e IL-10* diminuiram nas pequenas vias aéreas de fumantes obstruidos
em comparacdo a fumantes saudaveis e individuos controle, sugerindo a
importancia das células Tregs no controle do processo inflamatério através da
producdo de IL-10. Os autores também ressaltam a importancia do estudo dos
diferentes compartimentos pulmonares, uma vez que encontraram aumento de
células Treg nos tecidos linfoides, diferentemente do observado em pequenas e
grandes vias aéreas. Em outro estudo desenvolvido por nosso grupo (32), o
desequilibrio entre as respostas Thl7 e Treg foi avaliado em modelo
experimental induzido por exposi¢ao a fumaca de cigarro, de forma temporal ao
longo de 1, 3 e 6 meses de exposi¢des. Foi demonstrado o aumento de IL-17* e
diminuicdo de Foxp3* na area peribroncovascular ap6s o sexto més de
exposi¢cdo, embora a diminui¢cdo de IL-10* e TGF-3* tenham acontecido desde o
primeiro més. Esses dados sugerem que apesar da quantidade de células Treg
presente no tecido pulmonar, sua atividade imunossupressora encontra-se
diminuida.

Estes estudos sugerem o papel importante das Tregs via mediagao por
IL-10 no controle da resposta imunoldgica pro inflamatéria em pacientes DPOC.
A auséncia ou falha no mecanismo de agédo dessas células, assim como falhas
em sua via de sinalizac&o, corrobora com a inflamacgéo persistente e contribui

para a perpetuacdo da doenca (15).
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1.3.3 Ativadores de Fatores de Transcricdo e 0s Supressores de
Sinalizacéo de Citocinas: STAT e SOCS

As citocinas e os fatores de crescimento sdo mediadores extracelulares
responsaveis por transmitir sinais entre as células e desta forma promover a
manutencao de alguns processos inflamatorios e progressao de doencas como
descrito acima. Estes sinais s&o recebidos por subunidades de receptores
intracelulares associados as proteinas do tipo Janus quinases (JAKSs) (33) como
descrito na Figura 3. A ativacdo das JAKs promove a propagacao destes sinais
por meio intracelular para atingir um perfil de transcrigéo correto de determinadas
proteinas através da ativacdo das STAT (do inglés Signal Transducer and
Activator of Transcription), as quais séo transdutores de sinais e ativadores de
transcricdo (34). Esta complexa cascata de transmisséo de sinais intracelulares
€ responsavel pela manutencdo da homeostase destas células resultando em
sua proliferacéo, diferenciacéo e sobrevivéncia como é o caso da diferenciacédo
das células TCD4+. Muitas doencas resultam das alteracdes nestes processos
de sinalizacédo e transducao de sinais, como na artrite reumatoide, arterosclerose
e no processo de tumorigénese (33,35).

Ainda dentro deste processo de homeostase celular existem as proteinas
supressoras da sinalizacdo JAK/STAT, do inglés “Supressor Of Cytokine
Signaling”, denominadas SOCS. Sao pequenas proteinas intracelulares que
desempenham um importante controle das respostas celulares as diferentes
citocinas e fatores de crescimento (33,34,36). As SOCS promovem a
degradacdo de diversas proteinas fosforiladas e atuam no ajuste fino da resposta

imunoldégica, inflamacéo, metabolismo e no cancer (36).
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Figura 3. Estrutura e funcéo das proteinas SOCS. Adaptado de Yoshimura e colaboradores
(2012) (33).

1.3.3.1 O papel das proteinas STAT e SOCS na diferencia¢cdo das células
TCD 4+ naive

A diferenciacao de células TCD4+ naive depende da ativacdo de citocinas
especificas como descrito na Figura 4, determinando os diferentes subtipos
celulares: Thl, Th2, Th17 e Treg. Até hoje foram descritos oito tipos de proteinas
supressoras (SOCS), entretanto as mais descritas sdo as SOCS 1 e 3, as quais
estdo envolvidas na diferenciacéo das células TCD4+ naive (36).

Na diferenciacéo de células TCD4+ naive para resposta Thl, se observa
diminuigdo da SOCS1 e aumento de SOCS3, que esta envolvida com a inibi¢éo
da STAT3 e diferenciacdo para a resposta Th17. Mas também promove inibicédo
de resposta Thl por suprimir a ativacdo de STAT4 via IL-12 (37) ou via aumento

da producéo de IL-10 e TGF-B. Em resposta Th17, observa-se menor expressao
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de SOCS3 e aumento da expressdo de SOCS1, a qual inibe resposta Thl via
supresséao de IFN-Y (33) (Figura 4).

O desvio de resposta para diferenciacdo em Treg se deve a ativacdo da
STATS5, a qual esta envolvida diretamente ao aumento da expressao de Foxp3.
Embora a delecdo de SOCS1 promova o aumento de células Tregs, estas
células apresentam piora em sua fung¢do imunoreguladora e na expressao de
citocinas (38). Entretanto, em presenca de SOCS1 ha menos células Tregs, mas

com as funcgdes celulares preservadas (39) (Figura 4).
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Figura 4. Proteinas STAT e SOCS na diferenciacdo das células T helper. Adaptado de
Yoshimura e colaboradores (2012)(33).

1.3.3.2 A ativacao e funcao das STAT e SOCS na progresséo da DPOC

Considerando o importante papel das STAT na persisténcia dos
processos inflamatorios, incluindo os envolvidos na progressao da DPOC, existe
um interesse no desenvolvimento de inibidores da cascata de reagdo JAK-STAT
como alternativa terapéutica para o tratamento da DPOC. Entretanto, ainda

pouco se sabe sobre o papel das STAT na progressao dessa doenca.
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Yew-Booth e colaboradores (40) avaliaram a participacdo das proteinas
fosforiladas STAT 1-6 em tecidos de individuos ndo fumantes, fumantes sem
presenca de obstrucdo e fumantes com obstrucdo (DPOC), obtidos em cirurgias
de transplantes. Os resultados demonstraram somente um aumento das
proteinas fosforiladas STAT 1 e 3 nos individuos fumantes com e sem obstrucéo
comparados aos ndo fumantes. Apenas outro estudo desenvolvido por Di
Stefano e colaboradores (41), avaliaram e demonstraram o aumento de STAT4
no tecido e lavado broncoalveolar (BAL, do inglés Bronchoalveolar lavage) de
fumantes com e sem obstrucdo comparados a ndo fumantes.

Também sao poucos os estudos na literatura descrevendo o papel das
SOCS na progressao da DPOC, e parte destes apresenta o papel de diferentes
tratamentos com medicamentos em cultura de células e em modelos
experimentais para o aumento da expressdao da SOCS3 (42). Nasreen e
colaboradores (42) demonstraram que o tratamento com Propionato de
Fluticasona e Salina em cultura de células epiteliais expostas a fumaca de
cigarro promoveu aumento de SOCS3 sugerindo um novo mecanismo deste
medicamento para induzir um efeito anti-inflamatério. Em outro estudo, este
mesmo grupo demonstrou em cultura de células epiteliais de pacientes que
apresentavam rinite alérgica e em modelo experimental de inflamacao alérgica
cronica de vias aéreas, o0 mesmo efeito no aumento para expressdo de SOCS3
com consequente acdo anti-inflamatéria. Por outro lado, Springer e
colaboradores (43) demonstraram diminuicdo da expressdao de SOCS3 em
tecidos retirados de biépsias de pulmdes de pacientes com DPOC, sugerindo
que o desequilibrio entre os supressores de citocinas (SOCS) e a liberacao de
citocinas inflamatérias, desempenham importante papel na progressdo da
DPOC.

Estudos realizados previamente em modelos experimentais por nosso
grupo de pesquisa demonstram a importancia das proteinas STAT e SOCS na
manutencgao do processo inflamatorio na DPOC. Em um modelo de exacerbagéo
induzida pela instilacéo de LPS (lipopolissacarideo) em camundongos expostos
a fumaca de cigarro (CS), foi observado que os animais do grupo CS/LPS
apresentaram aumento tanto dos mediadores inflamatorios STAT3*, pSTAT3" e
IL-17*, quanto dos mediadores anti-inflamatorios STAT5*, pSTAT5" e Treg
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(Foxp3*) (44). Os autores acreditam que apesar do aumento de células Treg, os
niveis iguais de IL-10 e a diminuicdo na densidade de células IL10* observada
no grupo CS/LPS sugere que a falha na liberagcdo desta citocina desempenha
um papel fundamental na resposta inflamatdria exacerbada no modelo proposto.
Em outro estudo, o papel das STAT e SOCS no desequilibrio entre as respostas
Th17/Treg foi avaliado em camundongos expostos a fumaca de cigarro, durante
3 e 6 meses (45). Os animais expostos a fumaca de cigarro apresentaram
diminuicdo de células STAT5" e pSTAT5" e diminui¢cdo dos niveis de TGF- e
IL-10 a partir do terceiro més de exposicéo, enquanto o0 aumento no niumero de
células STAT3* e pSTAT3" e da expresséao de IL-17 ocorreu somente no 6° més.
Os autores também demonstraram aumento na densidade de SOCS1* desde o
3° més, concomitantemente a diminuicdo de SOCS3*, evidenciando uma
regulacédo negativa da resposta anti-inflamatoria mediada pelas proteinas SOCS

e STAT desde o inicio do desenvolvimento da doenca.

1.4 Inflamagéo sistémica em pacientes com DPOC

Pacientes com DPOC, principalmente quando possuem a doenca em
estagios graves e durante as exacerbacdes, apresentam também inflamacéo
sistémica, que parece estar relacionada a diminuicdo acelerada da funcgéo
pulmonar. Essa inflamagdo € avaliada através do aumento de citocinas e
quimiocinas circulantes, dos niveis de proteina de fase aguda ou através de
anormalidades em células circulantes (46). O tabagismo pode causar inflamacéo
sistémica (por exemplo, aumento na contagem total de leucdcitos), porém em
pacientes com DPOC o grau desta inflamacdo € maior. Quando a inflamacéao
sistémica é persistente, ela € associada a piores resultados clinicos dos
pacientes, podendo agravar suas comorbidades, aumentar a frequéncia de
exacerbacdes e o risco de morte (21).

O desequilibrio entre as resposta Th1l7 e Treg ja foi demonstrado em
amostras de sangue de pacientes com DPOC (22,47-50), embora algumas
divergéncias sejam observadas. A maioria destes estudos avalia pacientes com

DPOC de diversos estagios reunidos em um Unico grupo, ou somente um estagio
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especifico da doenca, enquanto apenas alguns estudos avaliaram amostras de
pacientes incluindo e comparando os 4 diferentes estagios GOLD (47,50).

Foi observado que pacientes com DPOC em estagio lll apresentam
menos IL-10 circulante e mais IL-6 comparado aos individuos com a doenga em
estagio | e 1l (50). Wang e colaboradores (22) avaliaram amostras de sangue
periférico de individuos que nunca fumaram (controle), fumantes sem obstrucao
e individuos com DPOC moderada (estagios Il e Ill) e grave (estagio IV). Os
pacientes com DPOC moderada e grave apresentaram maior frequéncia de
células Thl7, niveis elevados de RNAm para RORyt e aumento dos niveis
séricos de IL -17A, IL-6, IL-21, IL-22 e IL-23, além de menor frequéncia de células
Treg e niveis séricos de Foxp3 e IL-10 diminuidos. Adicionalmente, os autores
demonstraram que o0 aumento da razdo Thl1l7/Treg foi negativamente
correlacionado com a piora da funcdo pulmonar nesses pacientes. No entanto,
Zhang e colaboradores (47) demonstrou que a IL-17A sérica aumentou com 0S
estagios da DPOC, mas nao observou diferenca nos niveis de IL-10 sérica entre
os pacientes com DPOC e fumantes saudaveis.

Ao avaliar pacientes com DPOC estagio Il estavel e exacerbada, Li e
colaboradores (49) observaram que a propor¢cao de células Treg no sangue
periférico de individuos com DPOC exacerbada é menor quando comparada aos
individuos com a doenca estavel, e maior comparada aos fumantes saudaveis.
No entanto, foi observada uma correlacdo negativa entre as respostas Thl7 e
Treg tanto na exacerbacdo aguda quanto na DPOC estavel. Enquanto Jin e
colaboradores (48) demonstraram um aumento de citocinas inflamatérias (IL-17
e TNF-a) e anti-inflamatérias (IL-10 e TGF-B) nos pacientes com DPOC
exacerbada, além do aumento de células Treg. Embora a relacdo Treg/IL-17
tenha apresentado valores normais, as células Treg foram insuficientes para
suprimir o aumento dos mediadores associados a inflamacgé&o. Estes estudos
reforcam a importancia do desequilibrio entre as respostas Thl7 e Treg na
progressdo da DPOC, assim como a importancia de se avaliar diferentes

estagios da doenca.
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2. JUSTIFICATIVA

Estudos recentes demonstram o importante papel da sinalizacdo das
proteinas STAT e SOCS na ativacdo e controle das respostas imunologicas,
além de atuar na persisténcia dos processos inflamatérios, incluindo os
envolvidos na progressao da DPOC.

Desta forma, pretendemos avancar no entendimento acerca da expressao
das proteinas STAT e SOCS, envolvidas na diferenciacdo das células TCD4+
naive para os diferentes subtipos presentes na DPOC, em individuos fumantes
ou ex-fumantes com e sem obstrugcdo, comparando a resposta imunoldgica local
e a sistémica. Daremos énfase nos subtipos Thl7 e Treg, uma vez que 0
desequilibrio entre estas respostas possui papel fundamental no

desenvolvimento e progresséo da DPOC.
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3. OBJETIVOS

Avaliar por meio de técnicas especificas, a expressao das proteinas STAT
e SOCS envolvidas no processo de diferenciacdo das células TCD4+ naive, com
énfase nos subtipos Thl7 e Treg, em pacientes fumantes ou ex-fumantes

obstrutivos (DPOC) e n&o obstrutivos, comparando a resposta local e sistémica.



METODOS
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4. METODOS

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade
de Medicina da USP (CEP-FMUSP) juntamente com a Plataforma Brasil, sob o
protocolo de nimero 15101 (parecer 1.754.895), bem como pelo Comité de Etica
em Pesquisa em Seres Humanos das instituicdes coparticipantes: Fundagéo
Anténio Prudente — A.C. Camargo Céancer Center, sob protocolo de numero
2306/16 (parecer 1.881.938), e Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina
da USP (HCFMUSP) (parecer 3.120.979) (Anexos). Todos os individuos

incluidos neste estudo assinaram um termo de consentimento livre esclarecido.

4.1 Casuistica

Foram estudados 24 individuos submetidos a resseccdo pulmonar por
tumor metastatico ou primario, no periodo de fevereiro de 2017 a dezembro de
2019, provenientes do hospital A.C. Camargo Cancer Center, instituicao
coparticipante deste estudo. Destes individuos, foram coletadas amostras de
tecido pulmonar e de sangue periférico. Também foram estudados outros 14
pacientes submetidos a coleta de sangue, durante suas consultas de rotina com
pneumologistas, sem diagndstico de neoplasia, no periodo de agosto de 2018 a
junho de 2019, provenientes do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina
da USP. Dados demograficos, historia médica, habito tabagico, medicacdes e
prova de funcao pulmonar foram obtidas a partir da analise de prontuérios.

Os pacientes do estudo foram divididos em grupos, considerando o habito
tabéagico e prova de funcdo pulmonar, de acordo com os seguintes critérios de
inclusao:

Grupo Fumantes Néo Obstrutivos (FNO) (n=14): individuos tabagistas ou
ex-tabagistas, estes com cessagcdo de fumo > 1 més, sem doenca pulmonar
prévia e prova de funcao pulmonar normal (VEF1/CVF > 70% e VEF1> 80%),
submetidos a resseccdo pulmonar por tumor primario ou metastatico. Foram

coletadas amostras de tecido pulmonar (n=14) e de sangue periférico (plasma
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sanguineo n=8, leucdcitos totais do sangue n=6).

Grupo DPOC | e Il (n=10): individuos tabagistas ou ex-tabagistas, estes
com histoérico de cessacdo de fumo > 1 més, com prova de fun¢do pulmonar
positiva para a obstrucdo de fluxo aéreo (VEF1/CVF < 70%, VEF1 = 50%),
submetidos a resseccdo pulmonar por tumor primario ou metastatico. Foram
coletadas amostras de tecido pulmonar (n= 9) e de sangue periférico (plasma
sanguineo n= 8, leucdcitos totais do sangue n=7).

Para comparar marcadores da resposta sistémica, incluimos um terceiro
grupo de pacientes com diagnostico de DPOC Il e IV e sem neoplasia.

Grupo DPOC lll e IV (n=14): individuos tabagistas ou ex-tabagistas, estes
com histérico de cessacdo de fumo > 1 més, com prova de funcdo pulmonar
positiva para a obstrucédo de fluxo aéreo (VEF1/CVF < 70%, VEF1< 50%), sem
diagnéstico de neoplasia. Amostras de sangue periférico foram coletadas
(plasma sanguineo n=13, leucdcitos totais do sangue n=10).

Pacientes com diagnéstico clinico de asma, bronquiectasia, doenca
pulmonar infecciosa, deficiéncia de a1-antitripsina, doenca pulmonar intersticial

ou que tenham realizado radioterapia prévia nao foram incluidos.

4.2 Coleta e Processamento do Tecido Pulmonar e da Amostra de Sangue

Foram coletados fragmentos de tecido pulmonar de regido distante do
tumor pelo qual o individuo foi diagnosticado e submetido a resseccéao pulmonar
cirdrgica, e/ou amostras de sangue periférico dos pacientes. Também foram
coletadas amostras de sangue dos pacientes provenientes do ambulatério de
pneumologia do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da USP, no

momento de suas consultas de rotina.

O tecido retirado foi congelado em nitrogénio liquido e transportado até as
dependéncias da Faculdade de Medicina da USP (FMUSP), onde foi entéo
transferido para o freezer -70°C e permaneceram até o momento das analises.
As amostras de sangue foram coletadas em tubo de EDTA (&cido etilenodiamino
tetra-acético) no momento da cirurgia e mantidas em gelo até o momento em

gue chegaram a FMUSP e foram processadas.
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Para a retirada do plasma, parte do sangue foi centrifugado por 10
minutos, a 4°C e 1500 rpm. Apoés a centrifugacédo, o plasma foi transferido para
outro tubo e armazenado em freezer -70°C até o momento das analises. Para a
separacéo de leucdcitos totais do sangue, utilizamos o tampao de lise de células
vermelhas (RCLB) (0,158 g Carbonato de Amdnio, 12,2 g Cloreto de Amoénio em
2 L de agua destilada), em uma sequéncia de incubacéo no gelo por 10 minutos
e de posterior centrifugacéo a 3000 rpm por 10 minutos a 4°C, repetida por duas
vezes. Depois desse processo, o sobrenadante foi descartado, restando
somente os leucdcitos totais. Parte dos leucécitos foi armazenado em Trizol®
(Invitrogen, Carlsbad, CA) no freezer -70°C para posterior extracdo de RNA, e
em outra parte realizamos a extracdo de proteinas como descrito

posteriormente.

4.3 Expressao Génica

A expressao génica das proteinas SOCS 1 e 3, STAT 1, 3 e 5, RORt,
Foxp3, T-bet, IL-6, -10, -17 e TGF-B, foi avaliada pela PCR em tempo real (RT-
gPCR) por se tratar de um método de alta sensibilidade.

4.3.1 Criopreservacao de tecidos e Extracao de RNA

Para estudos moleculares, o tecido pulmonar coletado foi congelado em
nitrogénio liquido e mantido em tubos de criopreservacdo até o momento da
extracdo do RNA, em freezer -70°C. O tecido pulmonar foi homogeneizado em
temperatura negativa, seguido do procedimento para isolamento e purificacao
do RNA com Trizol® (Invitrogen, Carlsbad, CA) através do método modificado
de isotiocianato de guanidina/fenol/cloroformio em etapa uUnica, além do
tratamento das amostras com DNAse (Invitrogen, Carlsbad, CA). A quantidade
e a qualidade dos RNAs foram verificadas por espectrofotometria (NanoVue
Plus® Spectrophotometer; GE). O mesmo procedimento de extracdo foi

realizado para os leucdcitos totais do sangue.
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4.3.2 Transcricao reversa

Depois de extraido o RNA das amostras, realizamos a transcri¢éo reversa
(RT), para a sintese de cDNA, com a utilizacdo de 1 pg de massa de RNA total.
O volume de cada amostra necessario para a reacgao foi calculado pela formula:

Vamostra =1 /[ ] ng/ul amostra x 1000

Para isso, utilizamos o kit Super Script lll First-Strand Synthesis Super Mix
for gRT-PCR (Invitrogen, Carlsbad, CA). O volume final de cada reacao foi de 21
pl, sendo 12 ul do Super Mix, 8 pyl a soma do volume de RNA ja calculado
anteriormente com a agua DEPC, e 1 pl de RNAse E. coli que é adicionada
durante o procedimento do termocilador. Os ciclos de RT foram programados no
termociclador da seguinte forma:

1° passo: incubacéo a 25°C por 10min.

2° passo: incubacgéo a 50°C por 30min.

3° passos: incubacéo a 85°C por 5min.

4° passo: adicionar 1 yl de RNAse E. coli.

5° passo: incubar a 37°C por 20min.

O cDNA obtido foi mantido na temperatura de -20°C.

4.3.3 Real Time PCR

A expressao das STAT 1, 3 e 5, SOCS 1 e 3, RORvyt, T-bet, Foxp3, IL-6,
IL-17, IL-10 e TGF-( foi avaliada pelo método quantitativo de PCR em tempo real
(Real Time RT-gPCR). O sistema SYBER Green® foi escolhido para quantificar
a expressao dos alvos de interesse, o qual possui um fluorocromo que quando
ligado a dupla fita de DNA do produto de interesse, emite a fluorescéncia que
sera detectada e quantificada pelo leitor. A adocdo de uma mesma plataforma
para todos os alvos tem a vantagem de permitir que todos sejam amplificados
com o mesmo perfil de variagcdo térmica o que otimiza 0 uso de reagentes e de
montagem das reacoes.

As RT-gPCRs foram executadas em placas de 96 pocos com a utilizacéo
de 1 pl de produto de transcricao reversa, 10 ul de Platinum SYBR Green gPCR
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SuperMix-UDG (Invitrogen, Carlsbad, CA) (2X), 1 pl de primer forward, 1 pl de
primer reverse, 0,2 yl de enzima Rox (presente no kit) e 6,8 pl de agua DEPC,
em volume final de 20 ul. O perfil térmico das reagdes consistiu em 35 ciclos de
95°C por 15 segundos, 60°C por 30 segundos e 72°C por 30 segundos. As
amplificacBes foram executadas em um termociclador StepOnePlus Real-Time
PCR System (Applied Biosystems, Foster City, CA). Para normalizacdo das
amplificagBes utilizamos o gene enddégeno GAPDH. A expressao dos genes de
interesse foi calculada utilizando o método de 2-22Ct, e expresso como unidades
arbitrarias.

As sequencias dos genes de interesse foram obtidas do site
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide e estao descritas na Tabela 3. O tamanho
dos fragmentos gerados por RT-gPCR foram validados em gel de agarose 1,5%
corado com brometo de etidio para confirmar o tamanho do fragmento e a

especificidade da amplificacéo.

Tabela 3 - Sequéncia dos primers desenhados para o estudo.

Primer Sequéncia Forward 5’ - 3’ Sequéncia Reverse 3’- 5’
SOCS1 CGATTACCGGCGCATCACGC TGTCGCGCACCAGGAAGGTG
SOCS3 ACGGTCTTCCGACAGAGATG GCCACCTACTGAACCCTCCT
STAT1 TGAATATTCCCCGACTGAGC CCGTTTTCATGACCTCCTGT
STAT3 CGGACTGGATCTGGGTCTTA CCTTTGGAACGAAGGGTACA
STATS GTGGACGATGACAACCACAG CTGAACAACTGCTGCGTGAT
T-BET ACTTTCCAAGAAACCCAGTTCA GGAACAGGATACTGGTTGGGTA
RORYT TGAGAAGGACAGGGAGCCAA CCACAGATTTTGCAAGGGATCA
FOXP3 CAGCACATTCCCAGAGTTCCTC GCGTGTGAACCAGTGGTAGATC
IL-6 CCTGAGAAAGGAGACATGTAA GGCAAGTCTCCTCATTGAATCC
IL-17A CTTGTCCTCAGAATTTGGGCATCC GACTCCTGGGAAGACCTCATTGG
IL-10 AAGCCTGACCACGCTTTCTA ATGAAGTGGTTGGGGAATGA
TGF-B1 GGAAATTGAGGGCTTTCGCC AGTGAACCCGTTGATGTCCA
GAPDH TGCCAAATATGATGACATCAAGAA GGAGTGGGTGTCGCTGTTG

SOCS: Supressor Of Cytokine Signaling; STAT: Signal Transducer and Activator of Transcription;
T-bet: T-box-expressed-in-T-cells; RORyt: Retinoic-acid-related orphan receptor gamma; Foxp3:
Forkhead box p3; IL: Interleucina; TGF-B: Transforming Growth Factor-8; GAPDH: Gliceraldeido-

3-fosfato desidrogenase.
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4.4 ELISA (Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay)

Os niveis de IL-10, IL-17, IL-6, IL-12, IFN-Y e TGF-B nas amostras de
tecido pulmonar e plasma foram determinados por ELISA, seguindo as

informacdes do fabricante de cada um dos Kits.

4.4.1 Dosagem das citocinas por ELISA

Para todos os ensaios, microplacas (Costar, EUA) foram sensibilizadas
com anticorpos monoclonais especificos. Apds bloqueio, lavagem e distribuicdo
das amostras, foram adicionados anticorpos especificos para as diferentes
citocinas conjugados a biotina. Para a revelagcdo da ligacdo, adicionamos uma
solucdo reveladora contendo conjugado enzimatico de estreptoavidina-
peroxidase, substrato e cromdgeno. A leitura da reacéo foi realizada a 450 nm
em espectrofotdmetro M2 (Spectramax L, Moleculas Devices). As concentracdes
das amostras foram calculadas a partir das curvas-padrédo obtidas com as
citocinas recombinantes, e corrigidas pelos valores de proteina total
correspondentes.

Foram utilizados os kits especificos para humanos da marca R&D
Systems (Boston, EUA), para deteccdo de IL-10 (R&D Systems, CA, USA;
DY217B-05 limite de deteccdo 31-2000 pg/mL) e TGF-B (R&D Systems, CA,
USA; DY240-05 limite de deteccéo 31-2000 pg/mL), e kits da marca Bio Legend
(San Diego, CA) para deteccédo de IL-6 (Biolegend, CA, USA; DUO 430504-BL;
limite de detecgcao 7.8-500 pg/mL), IL-17 (Biolegend, CA, USA; DUO 433914;
limite de deteccdo 3.9-250 pg/mL), IL-12 (Biolegend, CA, USA; DUO 430704;
limite de deteccao 62.5-4,000 pg/mL) e IFN-y (R&D Systems, CA, USA; DY285B
limite de detecc¢éo 9.4 - 600 pg/mL).

4.4.2 Quantificacdo de proteinas totais no tecido pulmonar
Para a quantificacdo das proteinas totais e da posterior dosagem de

citocinas, fragmentos de tecido pulmonar foram descongelados e

individualmente homogeneizados em um homogeneizador de amostras Power
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Lyzer 24 (MO Bio Laboratories, CA, EUA) por 15 segundos, em 500 ul de tampéo
PBS.

Foi utilizado o método de Bradford (Protein Assay, Bio-rad, California,
USA) na diluicdo de 1:5 e uma curva de proteina conhecida, albumina de soro
bovino (BSA, SigmaAldrich, St. Louis, MO), nas concentracdes de 0,2; 0,4; 0,6 e
0,8 (mg/ml). As amostras foram diluidas na titulagdo de 1:10, sendo 6 pl da
amostra diluida de pulm&o adicionados aos 300 pl de reagente de Bradford em
uma placa com 96 poc¢os. ApGs a distribuicdo das amostras, as placas foram
mantidas no escuro por 10 minutos, e a leitura foi realizada em um
espectrofotometro M2 (Spectramax L, Moleculas Devices) sob a absorbancia de
570 nm.

Os valores obtidos em absorbancia e corrigidos pelo seu valor de branco
(BradFord) foram convertidos e expressos em mg/ml por meio da equacao da

reta obtida pela curva estabelecida de BSA (soro de albumina bovina).

4.5 Imunoblotting

A expressao das proteinas SOCS 1 e 3, STAT 1,3 e 5, pSTATL, 3e5no

tecido pulmonar e nos leucdcitos do sangue foi avaliada por Imunoblotting.

4.5.1 Extracdo de proteinas

Para a extracdo de proteinas, tanto o tecido pulmonar quanto o0s
leucécitos do sangue foram homogeneizados em 200 pl de tampao de lise de
células NP40 (Invitrogen, Carlsbad, CA) com inibidor de proteases PMSF
(SigmaAldrich, St. Louis, MO), e centrifugadas por 15 minutos, a 4°C em 13000
rom. O sobrenadante foi armazenado em aliquotas no freezer -70°C até o

momento das analises.
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4.5.2 Dosagem de proteinas totais

A dosagem de proteinas totais foi realizada pelo método baseado no acido
bicinchoninico (BCA, Kit Pierce), de acordo com as instru¢cdes do fabricante.
Inicialmente foi realizada uma curva padrao utilizando soro de albumina bovina
(BSA), em uma concentragéo de 20-2000 pg/ml (25 ug, 125 pg, 250 ug, 500 ug,
750 pg, 1000 pg, 1500 pg e 2000 ug). Posteriormente, 50 pl de cada uma das
solugcbes da curva padrdo da amostra e do branco foram transferidos
separadamente para tubos de 1,5 ml. Logo apds, acrescentamos 1 ml de solucéo
de reacao do kit, preparada a partir dos Reagentes A e B, na propor¢ao de 50:1.
A reacéo foi incubada em banho maria a 37°C, durante 30 minutos. Em seguida
foi feita a leitura das amostras em espectrofotometro (Evolution 60) a 562 nm.
Uma curva de calibracdo com a densidade Gtica correspondente a cada uma das
concentracbes da curva padrao foi feita, e a concentracdo da amostra foi
calculada a partir desta curva.

4.5.3 Caracterizacao das proteinas de interesse por eletroforese em gel de

poliacrilamida

As proteinas extraidas foram preparadas em tampao com -
mercaptoetanol e incubadas por 5 min a 96°C. Cerca de 10 pg da amostra foi
aplicada em gel de poliacrilamida 10% e separada por eletroforese em tampéo
10x Tris/Glycine/SDS (Bio Rad, CA, USA), sob corrente elétrica constante de
300 volts por 20 minutos. Para identificacdo do peso molecular das proteinas de
interesse (SOCS 1 e 3, STAT e pSTAT 1, 3 e 5), foi utilizado padrédo de peso
molecular comercial (Bio Rad, CA, USA).

4.5.4 Imunoblotting para quantificacdo das proteinas de interesse

Depois de separadas por eletroforese, as amostras foram
eletrotransferidas para uma membrana de nitrocelulose (Bio Rad). A
transferéncia aconteceu em tampéao tris 25 mM, glicina 192 mM e metanol 10%,
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por 30 min a 100 volts. A eficiéncia da transferéncia foi confirmada pela coloracao

com solucédo de Ponceau S 0,5% (Sigma Chem Co).

Posteriormente, as membranas de nitrocelulose foram incubadas por 2h
em temperatura ambiente, em solugcdo de leite em pd desnatado 5% ou em
solucdo de BSA 5% em TBST, para bloquear sitios inespecificos. Em seguida,
as membranas foram incubadas de 16 a 18h em 4°C com o anticorpo primario
de interesse (SOCS1, SOCS3, STAT1, pSTAT1, STAT3, pSTAT3, STATS5,
pSTATS e B-actina como controle enddgeno), diluido em solucdo de leite
desnatado 5% ou BSA 5% em TBST. ApGs este periodo, as membranas foram
lavadas trés vezes com TBST e posteriormente incubadas com o anticorpo
secundario conjugado com HRP, correspondente ao primario, diluido em leite
desnatado 3% em TBST. No caso das proteinas fosforiladas e totais, a marcacéao
da proteina fosforilada foi realizada antes da marcacdo da proteina total,
utilizando-se a mesma membrana. Utilizamos o Stripping buffer (15g glicina, 1g
de SDS, 10mL de Tween-20, 1L de agua destilada, pH 2.2) para retirar a
marcacao da proteina fosforilada, e entdo reiniciar a marcagéo da proteina total.
A revelagdo das reacdes foi realizada com o Kit Clarity (Bio Rad, CA, USA). As
imagens de quimioluminescéncia foram obtidas pelo fotodocumentador
ChemiDoc (Bio Rad, CA, USA) e analisadas no software ImagelLab (Bio Rad,
CA, USA).

4.6 Analise Estatistica

As andlises estatisticas foram realizadas através do software GraphPad
Prism® v.5. A normalidade na distribuicdo dos dados foi avaliada por meio do
teste de Shapiro-Wilk. Dependendo da normalidade na distribuicdo dos dados, o
teste T de Student ndo pareado ou o teste de Mann-Whitney foram usados ao
analisar dois grupos, e a analise de variancia One-Way ANOVA seguida do pos
teste de Tukey ou Kruskal-Wallis seguido pelo teste de Dunns foi usada para as
comparacdes entre trés grupos. Os dados sdo apresentados como meédia *
desvio padrédo (DP) ou mediana e interquartis a depender da normalidade dos
dados. Consideramos o valor de p <0,05 estatisticamente significativo.
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5. RESULTADOS

5.1. Caracterizacdo dos pacientes

Ao analisar o perfil dos pacientes incluidos no estudo, observamos que
nao ha diferenca estatistica entre os grupos quando comparamos carga tabagica
e idade, demonstrando que estes ndo séo fatores relacionados a obstrucéo e
gravidade da doenca em nossa amostra. Com relagéo aos parametros referentes
a funcdo pulmonar, observamos valores menores de VEF1 e VEF1/CVF pré e pos
broncodilatador (BD) no grupo DPOC | e Il comparado ao grupo FNO, e no grupo
DPOC lll e IV comparado aos demais grupos (Tabela 4).

Entre os 10 individuos do grupo DPOC | e Il, 2 possuem a doenca em
estagio GOLD | — leve, com valor de VEF1 =2 80% do predito, e 8 possuem a
doenca em estagio GOLD Il — moderado, com valor de VEF1 pos broncodilatador
entre 80% e 50% do predito. No grupo DPOC lll e IV, 9 pacientes possuem a
doenca em estagio GOLD Il — Grave, com valor de VEF1 p6s BD entre 30% e
49% do predito, e 5 pacientes em estagio GOLD IV - Muito grave, com valores
de VEF1 menor do que 30% do predito.



32

Tabela 4 - Analise das caracteristicas dos pacientes.

FNO DPOC l e ll DPOC lll e IV
Instituicdo (n°. de pacientes)
AC Camargo Cancer Center 14 10 0
HCFMUSP 0 0 14
Idade (anos) 61,29 + 9,47 68,44 + 4,44 61+7,78
?I\/‘Ia:fcrjlino/Feminino) S/9 "3 6/8
Fumantes/Ex-fumantes 4/10 4/6 2/12
Carga Tabagica 30,01 + 22,35 37,40 £ 24,71 47,53 £ 35,39
VEF1% do predito 95,36 + 13,33 71.10+ 14,65 # 29,21 +8*
VEF/CVF % 77,21 + 5,67 64,4+ 4,69 # 45,57 £ 10,99 *

VEF1% do predito (P6s-BD) 97,25+12,8 76 £1522 # 31,36 £9,07 *

VEF:/CVF % (P6s-BD) 77,93 + 4,89 655+4,32# 44,43 +11,63*

Dados apresentados em médias * desvio padrao. FNO: Fumantes sem obstrucao; DPOC | e Il:
individuos com diagnéstico de DPOC estagios | e Il; DPOC Il e IV: individuos com diagnéstico
de DPOC estagios Il e IV. HCFMUSP: Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da USP.
BD: broncodilatador; VEF1: volume expirado forcado no primeiro segundo; CVF: capacidade vital
forcada. * p< 0.0001, DPOC Il e IV comparado aos demais grupos; # p < 0.001, DPOC | e Il

comparado ao grupo FNO.
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5.2 Andlise daresposta Thl

5.2.1 Analise da resposta Th1l local

A avaliacdo da expressao dos fatores de transcricdo para resposta Thl
nas amostras de tecido pulmonar revelou somente 0 aumento da expressao
génica de STAT1 nos pacientes com DPOC | e Il comparados ao grupo FNO
(Figura 5A). Nao foram observadas diferenga na expressdo génica de T-bet
(Figura 5B), na expressao das proteinas STAT1 e pSTAT1 (Figura 5C e 5D) e
na relacdo entre expressdo de STAT1 fosforilada e total (pSTAT1/STATL)
(Figura 5E). Também nao foram observadas diferencas na expresséo de IFN-y
e IL-12 (Figura 6A e 6B) entre os grupos estudados.
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Figura 5 - Fatores de transcri¢cdo para resposta Thl em amostras de tecido pulmonar. (A)
Houve aumento da expressédo génica de STAT1 (p=0,0013) no grupo DPOC | e Il comparado ao
grupo FNO. Nao houve diferenca estatistica entre os grupos em (B), (C), (D) e (E). (F) Imagem
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(D).



35

A. B
25- 300+
n=8
—— n=4 n=7
o 2 o n=10
£ £ 200- -1 _
a 15' \m
o o
3 10- N
4 by i
i ='- 100
5+ — —
0 T T 0 T
FNO DPOC FNO DPOC
lell

lell

Figura 6 — Citocinas envolvidas na resposta Thl em amostras de tecido pulmonar. Nao
houve diferenca estatistica entre os grupos para as citocinas avaliadas. Dados expressos como
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5.2.2 Andlise daresposta Thl sistémica

A expressao dos fatores de transcricdo da resposta Thl sistémica foi
avaliada nos leucdcitos totais do sangue. Foi encontrado o aumento da
expressdo génica de STAT1 no grupo DPOC Il e IV comparado aos demais
grupos (Figura 7A), juntamente ao aumento da expressao génica de T-bet no
grupo DPOC Il e IV comparado ao grupo DPOC | e Il (Figura 7B). A analise da
expressao da proteina STAT1 através da técnica de Imunoblotting apresentou
marcacao positiva somente em trés amostras nos grupos FNO e DPOC lll e IV
(Figura 7C). Dessa forma, ndo houve diferenca entre os grupos ao avaliar a
expressdo das proteinas STAT1 total e fosforilada (Figura 7C e 7D), e entre a
relagdo pSTAT1/STAT1 (Figura 7E). Também néo foi observada diferenca entre

0S grupos na expressao de IL-12 no plasma sanguineo (Figura 8).
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ao grupo DPOC | e Il. Nao houve diferenca entre os grupos em (C), (D) e (E). (F) Imagem
ilustrativa da analise densitométrica dos niveis de pSTAT1 e STAT1 normalizadas com [3-actina.
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5.3 Andlise daresposta Th17

5.3.1 Andlise daresposta Th17 local

A avaliacdo dos fatores de transcricdo para resposta Th17 nas amostras
de tecido pulmonar demonstrou aumento da expressao génica de STAT3 e de
RORyt (Figura 9A e 9B) nos pacientes com DPOC | e Il comparados aos
fumantes ndo obstrutivos (FNO). Entretanto ndo observamos diferenca entre os
grupos ao quantificar a expressao das proteinas STAT3 e pSTAT3, bem como a
relacéo entre elas (Figura 9C, 9D e 9E, respectivamente).

Ao avaliar as citocinas envolvidas na resposta Thl7, observamos
aumento tanto da expressdo génica quanto para os niveis de IL-6 no tecido
pulmonar (Figura 10A e 10C) no grupo DPOC | e Il comparado ao grupo FNO,
porém nao observamos diferenca para a expressdo e niveis de IL-17 nas
amostras avaliadas (Figura 10B e 10D).
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Figura 9 - Fatores de transcricdo para resposta Th17 em amostras de tecido pulmonar. (A)
Aumento da expressédo génica de STAT3 (p= 0,005) no grupo DPOC | e Il comparado ao grupo
FNO. (B) Aumento da expresséo génica de RORyt (p= 0,017) no grupo DPOC | e Il comparado
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analise densitométrica dos niveis de pSTAT3 e STAT3 normalizadas com (-actina. Dados
expressos como média + DP em (A), (B) e (E), e como mediana e interquartis em (C) e (D).
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Figura 10 - Citocinas envolvidas na resposta Th17 em amostras de tecido pulmonar. (A)
Aumento da expressao génica (p= 0,015) e (C) nos niveis de IL-6 (p= 0,0002) no grupo DPOC |
e Il comparado ao grupo FNO. N&o houve diferenca entre os grupos em (B) e (D). Dados
apresentados como mediana e interquartis.
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5.3.2 Andlise daresposta Th17 sistémica

A expressao dos fatores de transcricdo da resposta Th17 foi avaliada nos
leucdcitos do sangue. Foi observado o aumento da expressao génica para
STAT3 somente nas amostras de pacientes com DPOC em estagios mais
avancados (grupo DPOC Il e IV) comparado aos demais grupos (Figura 11A).
Também foi observado o aumento da expressao génica de RORyt (Figura 11B)
e da proteina STAT3 total (Figura 11C) nos pacientes com DPOC Il e IV
somente quando comparado aos com DPOC | e Il. No entanto, ndo foram
observadas diferencas quanto a expressao da proteina fosforilada pSTAT3, e da
relacdo pSTAT3/STAT3 (Figura 11D e 11E, respectivamente).

A avaliacao das citocinas presentes na resposta Th17 revelou o aumento
da expresséao génica de IL-6 nos leucdcitos sanguineos somente no grupo DPOC
lll e IV comparado ao grupo DPOC | e Il (Figura 12A). Entretanto, foi observado
0 aumento dos niveis de IL-6 no plasma sanguineo nos pacientes com DPOC |
e Il comparado aos fumantes sem obstrucdo (Figura 12C). Nao foi observada
diferenca entre os grupos para a avaliacdo da expressao de IL-17 no plasma
sanguineo (Figura 12D), e devido a niveis baixos de expresséo, foi possivel
detectar a expressdo génica de IL-17 somente em poucas amostras de

leucocitos do sangue (Figura 12C).
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Figura 11 - Fatores de transcricdo para resposta Th1l7 em amostras de leuc6citos do
sangue. (A) Aumento da expressdo génica de STAT3 (p= 0,0004) no grupo DPOC Il e IV
comparado aos demais grupos; (B) Aumento da expresséo génica de RORyt (p= 0,002) e (C) da
expresséao de proteina STAT3 (p= 0,02) no grupo DPOC Ill e IV comparado ao grupo DPOC | e
Il. Ndo houve diferenca entre os grupos em (D) e (E). (F) Imagem ilustrativa da analise
densitométrica dos niveis de pSTAT3 e STAT3 normalizadas com f-actina. Dados expressos
como mediana e interquartis em todas as andlises.
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Figura 12 - Citocinas envolvidas na resposta Th1l7 em amostras de leucécitos e plasma
sanguineo. (A) Aumento da expressao génica de IL-6 (p= 0,037) nos leucécitos sanguineos do
grupo DPOC lll e IV comparado ao grupo DPOC | e II; (C) Aumento dos niveis de IL-6 no plasma
sanguineo do grupo DPOC | e Il comparado ao grupo FNO. N&o houve diferenca entre os grupos
em (B) e (D). Dados expressos como média + DP em (C) e como mediana e interquartis em (A),
(B) e (D).
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5.4 Andlise da resposta Treg

5.4.1 Andlise daresposta Treg local

A avaliacdo dos fatores de transcricdo da resposta Treg em amostras de
tecido pulmonar demonstrou que embora haja o aumento da expressao génica
de Foxp3 no grupo DPOC | e Il (Figura 13B), houve diminuicdo da expresséo da
proteina fosforilada pSTAT5 (Figura 13D), assim como da razdo pSTAT5/STATS
(Figura 13E) no grupo DPOC | e Il comparado ao grupo FNO. N&o foi observada
diferenca entre os grupos para as avaliaces de expressdo génica e de proteina
total de STAT5 (Figura 13A e 13C, respectivamente).

Ao avaliar as citocinas envolvidas na resposta Treg nas amostras de
tecido pulmonar, observamos apenas o0 aumento da expressao génica de TGF-
B (Figura 14A) em pacientes com DPOC | e Il comparado ao grupo FNO. N&o
houve diferenca entre os grupos ao avaliar a expressao génica de IL-10 (Figura
14B) e os niveis de TGF-B e IL-10 (Figura 14C e 14D, respectivamente).
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Figura 13 - Fatores de transcricdo para resposta Treg em amostras de tecido pulmonar.
(B) Aumento da expressdo génica de Foxp3 (p= 0,025) no grupo DPOC | e Il comparado ao
grupo FNO; (D) Diminuicéo da expressao da proteina pSTATS5 (p= 0,018) e (E) da relacéo entre
a expressado de pSTATS5/STATS (p=0,007) no grupo DPOC | e Il comparado ao grupo FNO. N&o
houve diferenca entre os grupos em (A) e (C). (F) Imagem ilustrativa da analise densitométrica
dos niveis de pSTAT5 e STATS normalizadas com -actina. Dados expressos como média + DP
em (B), (C) e (D), e mediana e interquartis em (A) e (E).
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Figura 14 - Citocinas envolvidas na resposta Treg em amostras de tecido pulmonar. (A)
Aumento da expresséo génica de TGF-B (p= 0,027) no grupo DPOC | e Il comparado ao grupo
FNO. N&o houve diferenca entre os grupos em (B), (C) e (D). Dados expressos como média +
DP em (C) e como mediana e interquartis em (A), (B) e (D).
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5.4.2 Andlise daresposta Treg sistémica

A expressao dos fatores de transcricdo da resposta Treg foi avaliada nos
leucdcitos totais do sangue. Foi observado aumento da expressao génica de
STATS5 (Figura 15A) nas amostras de pacientes com DPOC Il e IV comparado
aos demais, embora haja diminuicdo da expressao de Foxp3 (Figura 15B) nas
amostras de pacientes com DPOC | e Il comparado ao grupo FNO. Nao foi
observada diferenca entre os grupos ao avaliar a expressao das proteinas
STATS5 e pSTATS5, assim como a relacao entre elas (Figuras 15C, 15D e 15E,

respectivamente).

Apesar de observarmos aumento da expressao génica de TGF-B nos
leucocitos do sangue, além do aumento dessa mesma citocina no plasma
sanguineo de pacientes com DPOC Ill e IV comparado aos com DPOC | e |l
(Figura 16A e 16C,respectivamente), houve uma diminui¢cdo dos niveis de IL-10
no plasma sanguineo do grupo DPOC Il e IV comparado ao DPOC | e Il (Figura
16D). Nao houve diferenca entre 0os grupos para a avaliacdo da expressao
génica de IL-10 (Figura 16B).
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Figura 15 - Fatores de transcricdo para resposta Treg em amostras de leucdcitos do
sangue. (A) Aumento da expressdo génica de STAT5 (p= 0,0007) no grupo DPOC Il e IV
comparado aos demais; (B) Diminuigdo da expresséo génica de Foxp3 (p=0,02) no grupo DPOC
| e Il comparado ao grupo FNO. N&o houve diferenca entre os grupos em (C), (D) e (E). (F)
Imagem ilustrativa da analise densitométrica dos niveis de pSTAT5 e STAT5 normalizadas com
B-actina. Dados expressos como mediana e interquartis em todas as analises.
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Figura 16 - Citocinas envolvidas na resposta Treg em amostras de leucocitos e plasma
sanguineo. (A) aumento da expressao génica de TGF-B (p= 0,02) nos leucécitos do sangue e
(C) dos niveis de TGF- no plasma sanguineo (p= 0,03) no grupo DPOC Il e IV comparado ao
DPOC | e Il; (D) Diminuicdo dos niveis de IL-10 (p= 0,0086) no plasma sanguineo do grupo
DPOC Il e IV comparado ao grupo DPOC | e Il. Nao houve diferenca entre os grupos em (B).
Dados expressos como média + DP em (C) e como mediana e interquartis em (A), (B) e (D).
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5.5 Andlise da expressao local das proteinas SOCS

Ao avaliar a expressdo das proteinas SOCS nas amostras de tecido
pulmonar, observamos somente o aumento da expressao génica de SOCS3
(Figura 17B) nos pacientes com DPOC | e Il comparado aos fumantes nao
obstrutivos. Nao foi observada diferenca na expressdo génica e de proteinas
SOCS1 (Figuras 17A e 17C, respectivamente), e na expressao de proteinas
SOCS3 (Figura 17D).
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Figura 17 — Expressao das proteinas SOCS nas amostras de tecido pulmonar. (B) Aumento
d expressao génica de SOCS3 (p= 0,037) no grupo DPOC | e Il comparado ao FNO. Nao houve
diferenca entre os grupos em (A), (C) e (D). (E) Imagem ilustrativa da andlise densitométrica dos
niveis de SOCS1 e (F) SOCS3 normalizadas com B-actina. Dados expressos como média + DP
em (C) e como mediana e interquartis em (A), (B) e (D).
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5.6 Andlise da expressao sistémica das proteinas SOCS

A avaliagdo da expressao das proteinas SOCS nas amostras de
leucécitos totais do sangue demonstrou somente 0 aumento da expressao
génica de SOCS3 (Figura 18B) nos pacientes com DPOC Il e IV comparado aos
demais grupos. Além de nao ser observada diferenca na expressao génica de
SOCS1 (Figura 18A), a andlise da expresséo dessa proteina através da técnica
de Imunoblotting apresentou marcacao positiva somente em duas amostras
(Figura 18C). Nao foi observada diferenca entre 0s grupos para a expressao de
proteina SOCS3, e dentro do grupo FNO, somente duas amostras apresentaram

marcacao positiva para essa proteina (Figura 18D).
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Figura 18 - Expressdo das proteinas SOCS nas amostras de leucécitos do sangue. (B)
Aumento da expressao génica de SOCS3 (p= 0,001) no grupo DPOC lll e IV comparado aos
demais grupos. Nao houve diferenca entre os grupos em (A), (C) e (D). (E) Imagem ilustrativa da
analise densitométrica dos niveis de SOCS1 e (F) SOCS3 normalizadas com B-actina. Dados
expressos como mediana e interquartis em todas as analises.



DISCUSSAO



56

6. DISCUSSAO

No presente estudo, demonstramos diferencas na expressdo das
proteinas STAT e SOCS entre as respostas local e sistémica. Enquanto em
amostras de tecido pulmonar foi observado aumento na sinalizacao intracelular
para Thl e Thl7 desde os estagios iniciais da DPOC, na resposta sistémica
essas alteracfes foram observadas nos estagios mais graves. Por outro lado, a
sinalizacdo intracelular para a resposta Treg parece variar dependendo do

compartimento analisado.

Ao avaliarmos o perfil dos pacientes incluidos no estudo, observamos que
os individuos com DPOC estégios | e Il e os com DPOC estagios lll e IV, possuem
valores menores de VEF1 e VEF1/CVF, tanto antes quanto apds a administracao
de broncodilatador quando comparados ao grupo FNO. Observamos também
gue nao ha diferenca entre os grupos com relacdo a carga tabagica e idade,
demonstrando que estes ndao sao fatores que contribuem para o

desenvolvimento da doenca nesta amostra estudada.

Para facilitar o entendimento dos dados, a discussao sera subdividida em
tépicos, de forma que a comparacdo entre a resposta local e sistémica para as

respostas Thl, Th1l7 e Treg seja melhor explorada.

Sinalizacdo pararesposta Thl

Antes dos estudos que demonstraram a importancia das células Th17 na
perpetuacdo do processo inflamatério na DPOC, o papel das células do tipo Thl
foi extensamente descrito como fundamental para a perpetuagao da inflamacéo
na doenca (41,51). As analises referentes a resposta do tipo Thl no tecido
pulmonar demonstraram somente um aumento da expressao génica de STAT1
no grupo DPOC | e Il comparado ao FNO. Enquanto nos leucdcitos totais do
sangue, foi observado o aumento da expressado génica de STAT1 no grupo
DPOC lll e IV comparado aos demais, e de T-bet no grupo DPOC Il e IV quando

comparados aos pacientes com DPOC | e Il. No entanto, ndo foram observadas
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alteracdes na expressao das proteinas STATL1 total e fosforilada nas amostras

de tecido pulmonar e nas de leucdcitos do sangue.

Divergéncias quanto a expressao de STAT1 em diferentes
compartimentos e mediante o uso de diferentes técnicas ja foram demonstradas.
O aumento da proteina fosforilada de STAT1 foi observado em tecido de
pacientes com DPOC em estagios lll e IV comparado a pacientes ndo fumantes,
somente quando avaliado por western blotting e ndo por imuno-histoquimica
(40). Em contrapartida, Di Stefano e colaboradores (52) demonstraram o
aumento de células positivas para STAT1 no epitélio brénquico de pacientes com
DPOC lll e IV, enquanto na submucosa bronquica esse aumento foi detectado
desde os estagios | e Il da DPOC, acompanhado do aumento de pSTAT1 no
grupo com DPOC Il e IV. Em estudo anterior do mesmo grupo de pesquisadores,
o fator de transcricdo T-bet foi avaliado na submucosa brénquica e em linfocitos
do lavado broncoalveolar de pacientes com DPOC leve e moderada, e em ambos
os casos ndo foram observadas diferencas ao comparar com 0s pacientes
controles (41). Nossos dados reforcam as diferencas observadas na expresséo
de STAT1 avaliada por diferentes técnicas, além da diferenca de expressao entre
compartimentos e estagios da doenca. Adicionalmente, demonstramos pela
primeira vez o aumento da expressdo de STAT1 e T-bet nos leucécitos do

sangue de pacientes com DPOC grave e muito grave.

Apesar do aumento da expressdo génica para os fatores de transcricdo
da resposta Thl, ndo observamos alteracdo nos niveis de IL-12 e IFN-y, tanto
na resposta local quanto sistémica. Em amostras de tecido pulmonar, ja foi
observado o aumento IFN-y na submucosa brénquica de pacientes com DPOC
leve e moderada comparado aos individuos ndo fumantes (41). Enquanto
Vinterberga e colaboradores (53) analisaram citocinas pro e anti-inflamatérias
em fragmentos de pulméao de pacientes com DPOC e n&o observaram diferenca
na densidade de células positivas para IL-12 nos compartimentos avaliados,
corroborando com os nossos achados. Estudos avaliando citocinas de resposta
Th1l em sangue de pacientes com DPOC demonstraram aumento de IFN-y em
individuos com DPOC exacerbada comparado aos pacientes com a doenca
estavel (54), e aumento da frequéncia de células Thl que expressam IFN-y,
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acompanhado do aumento de IL-12 em pacientes com DPOC estavel
comparado aos fumantes saudaveis e nunca fumantes (51). As diferencas
observadas entre esses estudos e 0s nossos dados em relacdo a expressao de
citocinas no tecido e sangue de pacientes com DPOC, podem acontecer devido

a diferentes técnicas utilizadas e ao numero de amostras analisadas.

Sinalizacéo para resposta Th17

O aumento na sinalizagdo intracelular para diferenciagdo em Thl7,
mediado por fatores de transcricdo como STAT3 e RORyt, foi observado tanto
em amostras de tecido pulmonar quanto em leucécitos de pacientes com DPOC,
guando avaliamos a expressédo génica para esses fatores. Nas amostras de
tecido pulmonar, essas alteracdes puderam ser observadas em estagios leve e
moderado (DPOC I e Il) em comparacao aos pacientes fumantes sem obstrucdo
(FNO), enquanto a avaliacdo dos leucdcitos do sangue demonstrou essas
alteracdes apenas em pacientes com estagios mais graves da DPOC (DPOC llI
e IV). Adicionalmente, foi observado o aumento da expressao da proteina STAT3
total nos leucécitos do grupo DPOC Il e IV quando comparados aos pacientes
com DPOC | e Il.

O aumento da expressao génica e proteica de RORyt foi observado em
estudo conduzido em amostras de tecido de pacientes com DPOC moderada e
grave (estagios Il e lll), submetidos a resseccdo pulmonar por carcinoma
periférico (55), e corroboram com nossos achados. Yew-Booth e colaboradores
(40) avaliaram amostras de tecido obtidas em cirurgia de transplante e
demonstraram um aumento na proteina STAT3 fosforilada no grupo DPOC em
comparacao com fumantes nédo obstruidos e nunca fumantes. Neste estudo, 0s
pacientes com DPOC encontravam-se nos estagios Il e IV, enquanto em nosso
estudo as amostras de tecido séo de estagios | e Il da DPOC, demonstrando que
mesmo nos estagios leve e moderado da doenga, ha um aumento da expresséo
de STAT3 no tecido pulmonar. Segundo estes autores, o0 aumento de STAT3
juntamente com os niveis elevados de IL-6 demonstrados tanto em amostras de

escarro quanto em amostras de tecidos de pacientes com DPOC em trabalhos
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prévios (56,57), reforca a ideia do papel da IL-6 na ativacdo da STAT3 e

corrobora com os nossos achados.

Em nosso estudo foi observado o aumento tanto da expressédo génica
quanto dos niveis de IL-6 em amostras de pulméo em estégios leve e moderado
da DPOC. No entanto, detectamos aumento da expressao génica nos leucdcitos
somente no grupo de pacientes em estagios grave e muito grave, enquanto 0s
niveis de IL-6 avaliados pela técnica de ELISA se apresentam aumentados nos

pacientes com DPOC | e Il

A IL-6 se apresenta constantemente aumentada na circulagcdo sanguinea
de pacientes com DPOC, principalmente durante exacerbacfes, porém sem
correlacdo com os niveis da doenca (58,59). Os seus efeitos ainda ndo séo
claros, porém, podem estar relacionados com o enfraquecimento do musculo
esquelético (17). Silva e colaboradores (50) demonstraram 0 aumento nos
niveis de IL-6 no plasma sanguineo de pacientes com DPOC estagio Il quando
comparado aos pacientes em estagio | e I, enquanto Wang e colaboradores (22)
demonstraram o aumento de IL-6, IL-17A e da expressao de RORyt no sangue

de pacientes com DPOC moderada e grave.

Em relacédo a IL-17A, ndo observamos aumento da expressao génica e
dos niveis desta interleucina em nossas amostras. No entanto, 0 aumento da
expressdo génica para RORyt foi compativel com o aumento dos niveis de IL-6,
confirmando a diferenciacdo para resposta Th1l7. Di Stefano e colaboradores
(23) avaliaram as citocinas relacionadas a resposta Th17 (IL-17A, IL-22 e IL-23)
em bidpsias bronquicas de pacientes com DPOC estavel, utilizando imuno-
histoquimica e/ou RT-gPCR. Embora a IL-17A seja considerada a principal
citocina efetora das células Th17, o aumento de células positivas para IL-17 foi
detectado somente na submucosa brénquica dos individuos com DPOC e dos
fumantes saudaveis. Os autores ndo demonstraram diferencga significativa de
células positivas para IL-17A no epitélio brénquico e na expresséo génica dessa
interleucina entre fumantes com ou sem DPOC ou entre DPOC de diferentes
estagios (23). Considerando que a producdo de IL-17A esta ligada a células
estruturais, como as células endoteliais (15), acreditamos que seja mais facil

detectar esse aumento da expressao de IL-17 por meio de técnicas que avaliam
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compartimentos pulmonares especificos, e ndo em homogenato de tecido

pulmonar.

Sinalizacéo para resposta Treg

A avaliacdo dos marcadores para diferenciacdo em Treg demonstrou que
embora tenha havido um aumento na expressao génica de STAT5 em leucocitos
de pacientes com DPOC Ill e IV, a expresséo de Foxp3 foi reduzida nos grupos
DPOC | e Il. Essas alteracdes corroboraram com a diminuicdo dos niveis de IL-
10 no grupo DPOC lll e IV. Entretanto, em amostras de tecido pulmonar, embora
tenha havido diminuicdo da expressdo de pSTATS e da razdo pSTATS5/STATS,
observamos um aumento na expressao génica de Foxp3 nos grupos DPOC | e
II, sem diferengas nos niveis de IL-10. Diferentemente do observado em nossas
amostras, um estudo conduzido em amostras de tecido de pacientes com DPOC
grave e muito grave, ndo encontrou diferenca na expressdo de pSTATS
comparado aos grupos controles, tanto pela técnica de western blotting quanto
de imuno-histoquimica (40). No entanto, a diferenca na expressdo de Foxp3
entre os diferentes compartimentos ja foi abordada em estudo anterior realizado
em nosso grupo de pesquisa (31), onde foi demonstrada a diminuicdo nas
células Foxp3* nas pequenas vias aéreas de pacientes com DPOC em
comparagcdo ao grupo controle, enquanto a avaliagdo no tecido linfoide
demonstrou um aumento nas células Foxp3* em fumantes n&o obstrutivos e no
grupo com DPOC. Apesar do aumento de células Foxp3* nos tecidos linfoides,
0s autores nao observaram diferenca na densidade de células IL-10*, o que sé
pbde ser observado em pequenas e grandes vias aéreas de pacientes com

DPOC em comparagéo aos fumantes ndo obstrutivos.

Novamente demonstramos diferencas entre as respostas local e
sistémica, considerando que verificamos a diminuicdo dos niveis de IL-10
apenas no plasma de pacientes em estagios graves, sugerindo uma falha na
atividade de Treg. Estudos demonstraram niveis diminuidos de IL-10 no plasma
sanguineo de pacientes com DPOC estagio Ill em comparacdo aos com DPOC

estagios | e Il (50) e em pacientes com DPOC estagios Il e Ill, que também
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apresentaram menor quantidade de RNAm para Foxp3, comparados aos
fumantes nao obstruidos (22). Um estudo recente avaliou a expressao de células
Treg em bidpsias de tecido brénquico e no sangue de pacientes com DPOC. Os
autores demonstraram diminuicdo das células Treg no epitélio brénquico de
pacientes com DPOC grave e muito grave, em comparacao aos com DPOC leve
e moderada e fumantes saudaveis, sugerindo que a DPOC grave é
diagnosticada em pacientes com niveis menores de células Treg no sangue e

trato respiratério, corroborando com nossos achados (60).

Ademais, o TGF-f é considerado como uma citocina chave na
diferenciacédo de células TCD4+ em Th17 ou Treg. Foi demonstrado que o TGF-
B induz a expressdo de Foxp3 em células TCD4+ naive, convertendo-as em
células Treg (61) e também que a IL-6 juntamente com TGF-B induz a
diferenciacao para Th17 e inibe a diferenciagéo de Treg induzida por TGF-f3 (62).
Além da fungdo imunomoduladora, o TGF- tem atividade fibrogénica e seu
aumento pode resultar em fibrose das vias aéreas e contribuir para a limitacédo
do fluxo aéreo em doencas das pequenas vias aéreas, como a DPOC (63). O
TGF-B1 pode aumentar a produ¢do de matriz extracelular e a diferenciacédo de
miofibroblastos em fibroblastos pulmonares de individuos com DPOC (64),
enguanto a inibicdo da sinalizacdo de TGF-B, tanto em estudos in vitro quanto
em estudos in vivo, pode proteger os pulmdes de alteracdes em sua morfologia,
lesGes e diminuicdo da funcéo pulmonar (65,66). Em nosso estudo, o aumento
do TGF-( foi observado no tecido pulmonar dos estagios | e Il da DPOC e em
leucdcitos e plasma sanguineo nos estagios Il e IV da DPOC. Esse aumento
pode estar relacionado aos niveis aumentados de IL-6 observados, levando a
diferenciacdo de Thl7, e ao comprometimento da funcédo pulmonar dos grupos
com DPOC, devido a sua atividade fibrogénica.

Expresséo das proteinas SOCS

As proteinas SOCS sao responsaveis por impedir a ativacdo das STAT,
bloqueando seu recrutamento para o receptor de citocina ou inibindo sua

fosforilacdo pelas JAKs (67). Dessa forma, as SOCS desempenham um papel
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essencial na regulacdo da polarizacao de células TCD4+ para o0s seus subtipos,
e nas respostas imunologicas por elas mediadas. Em nosso estudo foi observado
somente o aumento da expressao génica de SOCS3 em tecido de pacientes com
DPOC | e Il, e nos leucécitos de pacientes com DPOC Il e IV, sem diferencas
para a expressdo de SOCS1 em ambos o0s compartimentos. Estudos
demonstram que a SOCS1 pode promover a diferenciacéo para Th17, regulando
a SOCS3 e inibindo a liberacdo de IFN-y (67), além de estar relacionada com a
integridade e funcao das células Treg, mantendo a expressao de Foxp3 (68). Em
pacientes com DPOC estagio Il, foi observado a diminuicdo da expressao de
SOCSL1 tanto na mucosa brénquica quanto em macréfagos alveolares do lavado
broncoalveolar (69). No entanto, ndo observamos diferencas quanto a expressao
de SOCS1 em nossas amostras. Novamente, essas diferengcas podem
acontecer devido as técnicas utilizadas, ao numero de amostras utilizadas ou ao

compartimento avaliado.

O papel da SOCS3 como inibidor de STAT3 e, portanto, das células Th17
€ bem estabelecido. No entanto o papel da SOCS3 nas células Treg ainda
precisa ser melhor esclarecido (36). Springer e colaboradores (43)
demonstraram diminuicdo da expressdo de SOCS3 em bhidpsias de pacientes
com DPOC estagio Il comparado a individuos controle, diferentemente do
nossos achados. No entanto, estudo realizado em tecido nasal de pacientes com
rinossinusite crénica, demonstrou uma correlagdo negativa entre SOCS3 e
Foxp3, uma vez que que a delecdo de SOCS3 aumentou a expressao de Foxp3
nessas amostras, assim como o aumento da expressdao de SOCS3 diminuiu os
niveis de Foxp3 (70). De forma semelhante, o aumento de SOCS3 observado
nas amostras de leucécitos do nosso estudo, pode estar relacionado a
diminuicdo de Foxp3 e consequente falha da resposta Treg. No entanto, Linossi
e colaboradores (71) apontam que deve haver precaucao ao avaliar e atribuir
funcd@o a uma proteina SOCS baseado somente em sua indu¢cdo de RNAm, uma
vez que a correlagdo entre a expressdo de RNAmM e os niveis de proteina,
frequentemente ndo s&o claros. Dessa forma, nossos dados reforcam a

necessidade de aprofundar os estudos em relacdo a expresséo e participacéo
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das proteinas SOCS na DPOC, principalmente a relacdo entre a SOCS3 e

resposta Treg.

Considerac®es finais

Nossos resultados demonstram diferencas entre as respostas locais e
sistémicas. O aumento dos marcadores de sinalizacdo intracelular para
diferenciacdo em resposta Th17 nos pacientes em estagios iniciais foi observado
somente em amostras de tecido pulmonar, sugerindo que essa diferenciagéo na
resposta sistémica ocorreu posteriormente. Ainda € incerto se a inflamacéao
sistémica ocorre como resultado da liberacdo de mediadores inflamatdrios ("spill
over") dos pulmdes onde a inflamag&o comecaria ou se € o resultado de alguma
comorbidade que entdo afeta os pulmdes (46,72,73). Embora existam evidéncias
indicando que a doenca das vias aéreas estd associada a alteracOes
inflamatorias sistémicas e aumento da inflamacéo, ainda faltam estudos que

confirmem ou refutem a hipotese (74).

E importante pontuar que nosso estudo possui algumas limitacées para a
comparacao entre as respostas locais e sistémica, como a falta de amostras de
tecido pulmonar de individuos com DPOC lll e IV, e o fato de que os pacientes
deste grupo nédo apresentavam doenca neoplasica. Por outro lado, os pacientes
também portadores de neoplasia (grupos FNO e DPOC | e Il) ndo foram
submetidos a nenhum tratamento sistémico antes da cirurgia. Além disso, a
maioria das citocinas atua nas células proximas a célula de origem (acdo
pardcrina) e, em alguns casos, uma quantidade suficiente das citocinas pode ser
produzida para que quantidades significativas entrem na circulacéo e atuem a
distancia (acdo endodcrina) (75). Dessa forma, a avaliacdo de citocinas

circulantes pode ser dificil de correlacionar com as amostras de tecido.

Nossos resultados demonstram um aumento na sinaliza¢ao intracelular
para Thl e Th1l7 em amostras de tecido pulmonar desde o0s estagios iniciais da
DPOC, embora somente a diferenciacao para Th1l7 seja confirmada devido ao
aumento concomitante de STAT3, RORyt e IL-6. J& a sinalizag&o intracelular

para a resposta Treg parece variar dependendo do compartimento analisado,
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sendo que a falha em sua funcéo, evidenciada pela diminuicdo de IL-10, é mais
evidente em estagios avancados da doenca. Adicionalmente, nossos dados
sugerem o envolvimento da SOCS3 na falha resposta Treg, porém mais

investigagcbes sao necessarias.
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7. CONCLUSAO

Nossos dados demonstram diferengas entre as respostas local e
sistémica quanto a expressédo das proteinas STAT e SOCS na DPOC. Embora
observemos o aumento da sinalizacéo intracelular para as respostas Thl e Thl17
nas amostras de tecido pulmonar, somente a diferenciacdo para Thl7 é
confirmada desde os estagios iniciais da DPOC, enquanto na resposta sistémica
essas alteracdes acontecem nos estagios mais graves. Entretanto, a sinalizacao
intracelular para a resposta Treg parece variar dependendo do compartimento
analisado, sendo que a falha em sua funcao, evidenciada pela diminuicéo de IL-
10, € mais evidente em estagios avancados da doenca. Esses dados reforcam
a ideia de haver uma falha na producao desta interleucina anti-inflamatoria no
desenvolvimento e progressdo da DPOC. Adicionalmente, nossos dados
sugerem o envolvimento da SOCS3 na falha da resposta Treg, porém mais

investigacbes sdo necessarias.
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da DPOC submetidos a cirurgia de retirada de tumor no pulmao,

Avaliacio dos Riscos e Beneficlos:

De acordo com parecer Numero 1.731.09.
Comentérios e Consideragbes sobre a Pesquisa:
De acordo com parecer Numero 1.731.09.

Consideragbes sobre os Termos de apresentacio obrigatoria:
TCLE apresentado com a inclusao de informagdes referentes ao periodo que o material parafinado

Endereco: DOUTOR ARNALDO 251 21° andar sala 36
Balrro: PACAEMBU CEP: 01.246-003
UF: 5P Municiplo: SAO PAULO

Telefone: (11)3893-4401 E-mall: cep fm@usp br
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serd guardado para pesquisas futuras referentes a avaliagio de mecanismos envolvidos na resposta imune
&m pacientes com DPOC, & ainda, da autorizagao do CEP das Instituigdes envolvidas na Pesquisa em caso
de prorrogagdo do tempo de armazenamento do material, com a devida justificativa do pesquisador

Continuacio do Parecer: 1.754 895

responsavel.

Recomendagbes:
Uma vez que foram sanadas todas as pendéncias apontadas no TCLE recomendo a aprovagao do projeto.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagoes:
Sam pendéncias & com recomendagio de aprovacao.

Consideragdes Finals a critério do CEP:

Este parecer fol elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arguivo Postagem Autor Situagao
Informactes Basicas FE_IHFGRMAJ;EES_EEEIEAE_DG_P 19/09/2016 Aceito
do Projeto ROJETOD 754791 pdf 110423 | _

TCLE / Termos da | TCLE.docx 19/09/2016 |Fernanda Degobbi Acaito
Assantimeanto / 11:02:43 | Tenorio Quiring dos
Justificativa da Santos Lopes
N ;
tros Anexo_CEP_JullanaLourenco_agostode| 29/08/2016 |Femanda Degobbl | Acefto
2016, pdf 15:48:23 | Tenorio Quiring dos
- _ _ _ _ — _ Santos Lopes
Projato Detalhado (| Projeto_Doutorado SOCS STATS docx| 06/07/2016 |Fernanda Dagobbi Acaito
Brochura 17:01:51 | Tenorio Quirino dos
|Investigador _ _ Santos Lopes
Folha de Rosto Folha_de_rosto_Plataforma_Brasil_Lour| 06/07/2016 |Fernanda Degobbi Aceito
encoJD. pdf 16:57:17 | Tenorio Quiring dos
Santos Lopes
Situacho do Parecer:
Aprovado
Nocessita Aprociagio da CONEP:
Nao

Enderego: DOUTOR ARNALDO 251 21° andar sala 38

Bairra: PACAEMBU CEP: 01.245-803

UF: 5P Municipio: SAD PAULD

Telefone: |[11)3803-4401 E-mall: cep fmi@usp b
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A.C.Camargo ,
Comité de Etica em
Cancer Center Pesquisa - CEP

APROVACAO

Os membros do Comité de Ftica em Pesquisa em Seres Humanos da Fundagio Antonio
Prudente — A.C, Camargo Cancer Center, em sua Gltima reunido de 06/12/2016, aprovaram a
realizagiio do projeto n” 2306/16 intitulado: *O PAPEL DAS PROTEINAS SOCS E STATS
NA DIFERENCIACAO DAS CELULAS TCD4+ NAIVE NO DESENVOLVIMENTO DA
DOENCA PULMONAR OBSTRUTIVA CRONICA: COMPARACAO ENTRE A
RESPOSTA IMUNOLOGICA LOCAL E SISTEMICA™.

Pesquisador responsavel: Fernanda Degobbi Tenorio Quirino dos Santos Lopes
Aluna; Juliana Dias Lourengo (Doutorado — externo)

Informagdes a respeito do andamento do referido projeto deverio ser encaminhadas no
CEP dentro de 06 meses em relatorio (modelo CEP),

Sio Paulo, 26 de dezembro de 2016,

Alenciosamente,

/ .
ézl-"éb%f)tﬁ:w L

Dra. Sandra (.'ul)w.‘ﬁ Serrano
2" Vice-(‘oord/cn{dora do Comité de Etica em Pesquisa



A.C.Camargo
Cancer Center HOSPITAL A.C. CAMARGO
CANCER CENTER

Nt T s IR

Coparticipante

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: O PAPEL DAS PROTEINAS SOCS E STATS NA DIFERENCIACAQ DAS CELULAS
TCD4+ NAIVE NO DESENVOLVIMENTO DA DOENGCA PULMONAR OBSTRUTIVA
CRONICA: COMPARACAO ENTRE A RESPOSTA IMUNOLOGICA LOCAL E

SISTEMICA.
Pesquisador: Fernanda Degobbi Tenorio Quirino dos Santos Lopes
Area Tematica:
Versdo: 1

CAAE: 57797516.9.3001.5432
Instituicdo Proponente: Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo
Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 1.881.938

Apresentacio do Projeto:

O PAPEL DAS PROTEINAS SOCS E STATS NA DIFERENCIACAO DAS CELULAS TCD4+ NAIVE NO
DESENVOLVIMENTO DA DOENGA PULMONAR OBSTRUTIVA CRONICA: COMPARAGAO ENTRE A
RESPOSTA IMUNOLOGICA LOCAL E SISTEMICA.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario:

Avaliar os mecanismos envolvidos na diferenciaciio das células TCD4+ naive para os diferentes subtipos,
em especial as células Th17 e Tregs

considerando o papel das SOCS e das STATS nestes eventos em pacientes com DPOC comparando a
resposta imune local e sistémica.

Objetivo Secunddrio:

Teremos como objetivos especificos avaliar em amostras de tecido pulmonar e de coleta de sangue de
pacientes: - Expressao génica para SOCS 1

e 3, STAT 3 e 5 através de RT-qPCR:- Quantificar as proteinas SOCS 1 e 3; STAT 3 e 5 através de Western
Blot;- Quantificar as Interleucinas-10, -

Enderego: Rua Professor Antdnio Prudente, 211

Bairro:  Liberdade CEP: 01.500-000

UF: 5P Municiplo: SAO PAULO

Telefone: (11)2189-5020 Fax: (11)2180-5020 E-mall: cep_hcancerflaccamargo org br
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Continuagio do Parecer: 1.881.938

17, -6 e TGF- através de ELISA;- Quantificar e localizar as proteinas SOCS1 e 3, STATS 3 e 5 através da
marcacgao dupla de imunohistoquimica

(somente no tecido).

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

A retirada destes pequenos pedacos de tecido pulmonar e da amostra de sangue nao ira causar ampliagao
da cirurgia ou qualquer prejulzo na

andlise da peca que sera feita pelo médico patologista para o diagnéstico da sua doenga. Da mesma forma,
que isto ndo ird trazer risco ou

desconforto adicional ao paciente.

Beneficios:

Nao ha beneficios diretos ou imediatos aos participantes do estudo. Entretanto, a pesquisa visa um meilhor
entendimento dos males causados pelo

cigarro as pessoas, eventualmente trazendo novos conhecimentos para a comunidade cientifica e,
consequentemente, contribuindo para a melhoria

do tratamento desses pacientes que apresentam bronquite cronica ou enfisema pulmonar.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

Em riscos e beneficios - sugiro colocar em riscos as possiveis complicagdes inerentes a coleta de sangue
(formagéo de hematoma, dor local, infecgéio, etc). Além disso, foi sugerido a colocagao de pelo menos um
paciente como controle sem cancer (ressecgio por doenga pulmonar benigna), jJa que alteragbes em
proteinas inflamatérias podem estar presente no sangue de pacientes com cancer. Como sugestio também,
discriminar se ha teste estatistico para célculo de tamanho da amostra. Outra sugestao seria utilizar mais
marcadores para realizar a caractenzacao do infiltrado inflamatério.

Considerages sobre os Termos de apresentacdo obrigatoria:

Em conformidade

Recomendacbes:

Sem pendéncias

Conclusdes ou Pendéncias o Lista de Inadequagdes:

Sem pendéncias

Consideragbes Finais a critério do CEP:

Nota: Informagbes a respeito do andamento do referido projeto devero ser encaminhadas ao CEP

Enderego: Rua Professor Antdnio Prudente, 211
Balrro: Liberdade CEP: 01.500-000
UF: SP Municiplo: SAO PAULO

Telefone: (11)2 1685020 Pax: (11)2109-5020 Eonall, o oo (Quccanigo ong bi



A.C.Camargo
Cancer Center

HOSPITAL A.C. CAMARGO

CANCER CENTER

Continuagio do Panscer: 1.881.938

dentro de 06 meses a partir desta data em relatério {(modelo CEP).

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Qe ™™

Tipo Documento Arquivo Postagem Aurtor Situacao
Intormagoes Basicas|FE_INFURMAGOES BASICAS LU P | 18082016 Aceito
do Projeto ROJETO 754791 pdf 11:04:23
TCLE / Termos de | TCLE.docx 18/09/2016 |Fernanda Degobbi Aceito
Assentimento / 11:02:43 | Tenorio Quiring dos
Justificativa de Santos Lopes

LAuséncia
Informagbes Basicas|PB_INFORMAGOES BASICAS DO_P | 29/08/2016 Aceito
do Projeto ROJETO 754791 pdf 15:51:15
Outros Anexo_CEP_JulianaLourenco_agostode| 29/08/2016 |Fernanda Degobbi Aceito
2016.pdf 15:49:23 | Tenoric Quirino dos
_ Santos Lopes
TCLE / Termos de | TCLE.docx 29/08/2016 |Fernanda Degobbi Aceito
Assentimento / 15:48:17 | Tenorio Quirino dos
Justificativa de Santos Lopes
Auséncia
Informagbes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS DO P | 06/07/2016 Aceito
do Projeto Rcy_wi paf 17.04; | _
Outros Anexo_CEP_Juliana_Lourenco_junho_2| 06/07/2016 [Fernanda Degobbi Acaito
016, pdf 17:02:28 | Tenorio Quirino dos
— — m— — __M = =
Projeto Detalhado [ | Projeto_Doutorado _SOCS_STATS docx| 06/07/2016 |Fernanda Degobbi Aceito
Brochura 17.01:51 | Tenorio Quirino dos
[
JHST LE ﬁmu de |TCLE.docx 06/07/2016 Fsam"an’“da ﬁgnw Acelto
Assentimento / 16:58:25 | Tenorio Quirino dos
Justificativa de Santos Lopes
Ay
Folha de Rosto Folha_de_rosto_Plataforma_Brasil Lour| O06/07/2016 |Fernanda Degobbi Aceito
encoJD.pdf 16:57:17 | Tenorio Quirino dos
Situagio do Parocor:
Aprovado
MNecossita Apreciacio da CONEP:
MNao

Endereco:  Rua Professor Antdnio Prudente, 211

Balrro:  Liberdade
UF: 5P
Telefone: (11)2180-5020

CEP: 01.500-800

Municipio:  SAD PALLD

Fax: (11)2188-5020 E-mail:

cep_hcanceniflaccamargo ong. br
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4 and USP - HOSPITAL DAS
L CLINICAS DA FACULDADE DE “GREraAl -
> MEDICINA DA UNIVERSIDADE

FMuass-

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: O PAPEL DAS PROTEINAS SOCS E STATS NA DIFERENCIAGAO DAS CELULAS
TCD4+ NAIVE NO DESENVOLVIMENTO DA DOENCA PULMONAR OBSTRUTIVA
CRONICA: COMPARAGCAO ENTRE A RESPOSTA IMUNOLOGICA LOCAL E

SISTEMICA.
Pesquisador: Fernanda Degobbi Tenorio Quirino dos Santos Lopes
Area Tematica:
Versdo: 2

CAAE: 57797516.9.3002.0068
Instituicdo Proponente: Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da USP
Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 3.120.979

Apresentacio do Projeto:

Trata-se do segundo relato da solicitagdo de uma emenda ao projeto” PAPEL DAS PROTEINAS SOCS E
STATS NA DIFERENCIACAO DAS CELULAS TCD4+ NAIVE NO DESENVOLVIMENTO DA DOENGA
PULMONAR OBSTRUTIVA CRONICA: COMPARAGAO ENTRE A RESPOSTA IMUNOLOGICA LOCAL E
SISTEMICA". Os pesquisadores realizaram adequadamente as alteragbes solicitadas no TCLE e incluiram
nova carta de anuéncia da Instituigdo Co-participante. A emenda solicitada é pertinente ao andamento do
presente projeto.

Objetivo da Pesquisa:

Os pesquisadores vao avaliar os mecanismos envolvidos na diferenciagdo das células TCD4+ naive para os
diferentes subtipos em especial as células Th17 e Tregs considerando o papel das SOCS e das STATS
nestes eventos em pacientes com DPOC comparando a resposta imune local e sistémica.Foi solicitado uma
emenda para a incluso de Instituiglo co-participante que ndo altera os objetivos do estudo.

Avaliagéo dos Riscos o Beneficios:
A emenda solicitada ndo trara riscos para o sujeito da pesquisa.

Comentéarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:
Solicitagdo da emenda para aumento da casuistica.

Enderego: Rua Ovidio Pires de Campos, 225 5* andar

Bairro: Cerquelra Cesar CEP: 05.403-010

UF: 5P Municipio: SAO PAULO

Telefone: (11)2661-7588 Fax: (11)2661-7585 E-mall: cappesq.admi@he.fm usp be
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Continuago do Parecer: 3.120.979

USP - HOSPITAL DAS
CLINICAS DA FACULDADE DE
MEDICINA DA UNIVERSIDADE

Consideragoes sobre os Termos de apresentacio obrigatoria:

O novo TCLE apresentado esta adequado.

Recomendacdes:
Recomendamos sua aprovacao.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

Sugerimos sua aprovagao.
Consideracgdes Finais a critério do CEP:

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:
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Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagao
Informagdes Basicas|PB_INFORMACOES_BASICAS DO P | 21/12/2018 Aceito
r 11 : 18:33:58 N
Outros Carta_resposta.pdf 21/12/2018 |Fernanda Degobbi Aceito
18:31:35 |Tenorio Quirino dos
- Santos Lopes n
Outros 045_18_A_DECLARACAO_revisada_A | 21/12/2018 |Fernanda Degobbi Aceito
NUENCIA_SDC_COP_089_18_021.pdf 18:30:42 |Tenorio Quirino dos
| [ Santos Lopes
[TCLE / Termos de | icle_modificado_LourencoJD_INCOR.do| 21/12/2018 |Fernanda Degobbl | Acefo
Assentimento / cx 18:24:42 | Tenorio Quirino dos
Justificativa de Santos Lopes
tros Declaracao_de_Anuencia.pdl 08/06/2018 |Fernanda Degobbl | Acelto
20:05:33 | Tenorio Quirino dos
_ —__|Santos | opes
Outros Carta_emenda_HC.pdf 08/06/2018 |Fernanda Degobbl | Acelto
20:03:41 | Tenorio Quirino dos
- - - — Santos Lopes -
Projeto Detalhado / |Projeto_Doutorado_SOCS_STATS Incl | 08/06/2018 |Fernanda Degobbi Aceito
Brochura usaoHC. docx 20:02:49 |Tenorio Quirino dos
— Sanios Lopes
TCLE / Termos de | TCLE_Incdusao_HC.docx 08/06/2018 |Fernanda Degobbi Aceito
Assentimento / 20:02:02 |Tenorio Quirino dos
Justificativa de Santos Lopes
| Auséncia
Outros Carta_emenda_PlataformaBrasil.pdf 27/07/2017 |Fernanda Degobbi Aceito
15:08:45 |Tenorio Quirino dos
Outros Anexo_CEP_JullanaLourenco_agostode| 29/08/2016 |Fermnanda Aceito
2016.pdf 15:49:23 | Tenorio Quirino dos
Santos Lopes
Situacdo do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciacdo da CONEP:
Nao

Enderego: Rua Ovidio Pires de Campos, 225 5* andar

Bairro: Cerqueira Cesar
UF: SP Municipio: SAO PAULO
Telefone: (11)2661-7585 Fax:

CEP:

(11)2661.7585

05.403-010

E-mall: cappesq.admg@hc. fm usp be
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