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Resumo

Doenca Pulmonar Obstrutiva Crénica (DPOC) é caracterizada pela diminuicdo
progressiva do fluxo de ar nas vias aéreas. Se 0 paciente necessitar alterar seu
tratamento devido sua piora clinica, diz-se que ele estd em exacerbagcdo. O
paciente, durante os diferentes estidgios da DPOC, apresenta perfis inflamatoérios
distintos. Devido ao carater inflamatério da doenca, células-tronco mesenquimais
(MSC) sao estudadas como alternativa terapéutica por serem capazes de
imunomodular o microambiente em que se encontram, através da secrecdo de
citocinas. O objetivo do trabalho foi estudar a capacidade das MSC de serem
estimuladas quando em cultura com o soro de pacientes com DPOC em diferentes
situacdes clinicas e em co-cultura com as PBMC desses pacientes. Para tal, as
PBMC dos pacientes foram isolados e co-cultivados com MSC, assim como as MSC
foram cultivadas em meio contendo soro desses pacientes. Apds 48 horas em
cultura, extraiu-se RNA das MSC para quantificar a expressdo génica de
ciclooxigenase-2 (COX-2) e hemeoxigenase-1 (HO-1) através de qRT-PCR. A
expressdo de COX-2 no grupo de MSC cultivadas com o soro de pacientes com
DPOC exacerbados e das MSC co-cultivadas com PBMC de pacientes exacerbados
foi quase 15 vezes maior (p= 0,043). Nao se observou diferenca estatistica na
expressdo da HO-1. Em ambas as avaliagbes, a auséncia de diferenca estatistica
pode ser devido ao baixo niumero de individuos no estudo. Novas avaliacbes séo
necessarias para estabelecer a relacdo entre a capacidade imunomodulatéria das
MSC e a expressao de COX-2 e HO-1 e o perfil inflamatério da DPOC.

Descritores: células-tronco mesenquimais, Doenca pulmonar obstrutiva

cronica, Expressao génica, Ciclooxigenase 2, Hemeoxigenase 1



Abstract

Chronic Obstructive Pulmonary Disease (COPD) is characterized by a
progressive reduction of airflow in the airways. If the patient need to change your
treatment because your clinical worsening, it is said that it is in exacerbation. The
patient, during the different stages of COPD, presents distinct inflammatory profile.
Due to the inflammatory nature of the disease, mesenchymal stem cells (MSCs) have
been studied as an alternative therapy to be able to immunomodulation the
microenvironment in which they are, by secreting a variety of cytokines. The objective
was to study the ability of the MSC to be stimulated in culture with the serum of
COPD patients in different clinical settings and in co-culture with PBMC of these
patients. To this end, the PBMC of patients were isolated and co-cultured with MSCs
were cultured with serum from patients. After 48 hours in culture, RNA was extracted
from MSC to quantify the gene expression of cyclooxygenase-2 (COX-2) and
hemeoxigenase-1 (HO-1) by gRT-PCR. COX-2 expression in the MSC group
cultured with serum from patients with exacerbated COPD and MSCs co-cultured
with PBMCs from patients exacerbated was almost 15 times higher (p = 0.043).
There was no statistical difference in the expression of HO-1. In both evaluations, the
absence of statistical difference may be due to the low number of individuals in the
study. New evaluations are needed to establish the relationship between the
immunomodulatory capacity of MSC and COX-2 expression and HO-1 and

inflammatory profile of COPD.

Keywords: Mesenchymal stem cells, Chronic Obstructive Pulmonary Disease,

Genic expression, Cyclooxygenase 2, Heme oxygenase 1



Introducéo

A Doenca Pulmonar Obstrutiva Crénica (DPOC) é uma doenga comum e
prevalente, caracterizada pela diminuicéo progressiva do fluxo de ar das vias aéreas
(1). Ha uma inflamacgédo anormal que ndo pode ser totalmente revertida, causada por
pela combinacdo da obstrucdo dos bronquiolos e destruicdo do parénquima
pulmonar (2, 3). Ainda, h4 uma troca gasosa deficiente nos tecidos, além de
dificuldade na expiracdo do volume de ar do pulmdo e aumento da pressao
pulmonar, causado pela vasoconstricdo das artérias pulmonares (1). No paciente,
sintomas clinicos envolvem dispneia, tosse persistente e excesso na producdo de
secrecao (1, 4). O diagnostico da doenca é€ feito através da espirometria: se, apos o
uso de um broncodilatador, a relacdo entre o volume expiratorio forcado em um
segundo (FEV1) e a capacidade vital forcada (FVC) for menor que 0,70, € indicativo
de uma limitacdo no fluxo respiratério, ou seja, de DPOC (1). Quando ha uma piora
aguda dos sintomas clinicos que leva a alteracdo no tratamento, diz-se que o
paciente estd em exacerbacdo (1, 4). A exacerbacédo pode ser desencadeada pela
exposicao a fatores de risco, como cigarro, poluicdo, infeccbes nas vias aéreas —
sejam elas virais ou bacterianas (1). O tratamento da exacerbacéo da DPOC busca
minimizar os prejuizos causados pela exacerbacdo e evitar que novos episodios
ocorram (1). Embora seja uma doenca tratavel, estima-se que em 2020 essa doenca

sera a quinta maior causa de morte no mundo (5).

Em relacdo ao tratamento da DPOC, os farmacos mais utilizados sao os
corticoides (1, 2), broncodilatadores (6) e antibidticos (1), mas pode-se ainda ser

necessario fazer uso da oxigenioterapia e ventilacdo mecanica.

Células-tronco mesenquimais (MSC) tem sido testadas como uma das
potenciais estratégias para o tratamento da DPOC (7, 8), uma vez que possuem
importante atividade imunomoduladora. A acdo das MSC é capaz de modular
respostas imune e inflamatéria (9) e é influenciada pelo microambiente em que elas
se encontram. S&o capazes de produzir, em resposta aos estimulos recebidos, uma
série de fatores de crescimento e citocinas (10-12) e, com isso, reduzir a inflamacéo
ou injuria, reparando o tecido (10). Essa capacidade de modular o ambiente se da
pelo efeito paracrino que as substancias secretadas pela MSC tém sobre as células
vizinhas (7). Para que ocorra a producdo desses fatores, é preciso que haja a

ativacdo das MSC, através de, por exemplo, citocinas pro-inflamatorias (7, 9). Ja se



tem mostrado que as MSC s&o capazes de produzir prostaglandina E2 (PGE2) —
metabolito da enzima ciclo oxigenase 2, que tem um efeito antiproliferativo nas
células mononucleares de sangue periférico (PBMC); quinurenina — um metabdlito
do L-triptofano produzido pela indolamina 2,3 dioxigenase (IDO), com efeito
antiproliferativo nas células T (7, 13); e biliverdina e monéxido de carbono, produtos
da hemeoxigenase-1 (HO-1) que induz o aumento do numero de células T
regulatérias (Treg); além de eritropoetina, fatores de crescimento endoteliais,
angiopoetinas, interleucina 6 e uma série de outros fatores (7, 9). Em modelos

murinos de DPOC, as MSC demonstraram afetar o grau de enfisema.

Recentemente, Yang Jin et al (14) demostraram diferencas no perfil de
linfécitos e citocinas dependendo do estagio da DPOC que o paciente se encontra.
Por exemplo, linfocitos T reguladores (Treg) podem estar envolvidos na patogénese
da DPOC, estando aumentados em pacientes que se encontram em exacerbacao
(15). Também, mostrou-se um aumento nos niveis de interleucina 17 (IL-17) em
pacientes com DPOC. Essa interleucina tem um perfil inflamatério importante e é
produzida pelas células Th 17 (16). H4, portanto, um desequilibrio na relacédo entre
Treg / IL-17 nesses pacientes, especialmente quando em exacerbacdo onde,
aparentemente, as Treg n&do sao capazes de produzir uma reacao eficiente (14).

Desta forma, o presente estudo foi realizado para investigar se o paciente
com DPOC ou DPOC exacerbada possui diferente capacidade de estimular o

potencial imunomodulador das células-tronco mesenquimais.

Materiais e Métodos
Isolamento de Células-Tronco Adipoderivadas (AdMSC)

As ADMSC foram isoladas a partir de tecido adiposo obtido de pacientes (n =
3) submetidos a procedimentos cirdrgicos no Hospital de Clinicas de Porto Alegre,
apos assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE). O tecido
adiposo foi submetido a digestdo enzimatica com uma solugdo de meio RPMI-1640
(Life Technologies, DE) contendo 2% de soro fetal bovino (SFB) e 300 u/mL de
colagenase do tipo | (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA). As células obtidas foram
cultivadas em meio Dulbecco’s modified Eagle médium - DMEM (Life Technologies,

DE) com 10% de SFB em estufa com temperatura e umidade controladas (37°C, 5%



CO,). Trocas de meio ocorreram a cada 48 horas até que as células atingissem
confluéncia adequada. Células com confluéncia de 80-90% eram repicadas para

novos frascos de cultura ou entdo congeladas e armazenadas em nitrogénio liquido.

Caracterizacado das MSC e Diferenciacao Celular

Os ensaios de diferenciacdo das MSC foram realizados usando-se meios de
inducéo de diferenciagédo celular, segundo as normas da Internacional Society for
Cell Transplantation, que preconiza que as MSC devem ser capazes de se
diferenciar em, obrigatoriamente, duas das trés linhagens ostedcito, adipécito e
condrdcito. Para diferenciacdo das células em ostedcitos, adicionou-se 10 Mm 3-
glicerolfosfato, 10® M de dexametasona e 50 pg/mL de acido ascérbico fosfatado ao
meio de cultura e a deteccédo da diferenciacéo realizou-se por coloracdo com Alizarin
Red S, que cora os depoésitos de célcio, presentes na matriz extracelular dos
ostedcitos. Para diferenciacdo em adipdcitos, adicionou-se ao meio de cultivo 2,5
pg/mL Insulina, 5 pM Indometacina, 5 uM rosiglitazona dissolvido em DMSO e 107’
M de dexametasona. A coloracéao foi feita com Oil Red, que cora os vacuolos com

depdsitos de gordura, tipicamente encontrados nos adipécitos.

Selecédo dos Pacientes

Para o estudo, foram convidados a participar pacientes com DPOC
provenientes do Ambulatério Especializado em DPOC do Hospital de Clinicas de
Porto Alegre em duas diferentes situagBes clinicas: ndo exacerbados e
exacerbados, a partir dos critérios estabelecidos pelo Global Initiative for Chronic

Obstructive Disease (1).

Os pacientes estudados tinham diagnéstico espirométrico de DPOC grave ou
muito grave (VEF; < que 50%) com mais de 40 anos, com indice tabagico superior a
10 macgos-ano, que cessaram o tabagismo ha mais de um ano (1). O grupo um, de
pacientes ndo exacerbados — DPOC, constitui-se por pacientes clinicamente
estaveis nas Ultimas 6 semanas ndo exacerbadores (sem exacerbac¢des no ultimo
ano). O grupo dois é constituido por pacientes com DPOC na vigéncia de uma
exacerbacédo aguda — DPOC EX. O terceiro grupo — grupo controle — € constituido



por individuos sem DPOC, néo tabagistas e recrutados no Banco de Sangue do
HCPA, que também passaram pelos critérios de inclusao e exclusdo do estudo.

Excluiu-se do estudo pacientes portadores de doencas inflamatorias crénicas
como doencas reumatolégicas ou doenca inflamatdria intestinal, outras doencas
pulmonares (doenga pulmonar intersiticial, tuberculose ativa, asma ou overlap
asma/DPOC), insuficiéncia cardiaca ou cardiopatia isquémica, cirrose, doenca renal

cronica, neoplasia maligna ou SIDA.

Coleta de Sangue e Isolamento da Fracdo Mononuclear de Sangue Total

Coletou-se 20 mL de sangue periférico dos pacientes selecionados apés
analise dos critérios e inclusdo e exclusdo e assinatura dos TCLEs. O sangue
coletado foi dividido em tubos contendo anticoagulante e outros sem anticoagulante.
Separou-se 0 soro do sangue periférico e parte dele foi congelada em freezer -
80°C. Com o sangue total, procedeu-se o isolamento da fracdo mononuclear (PBMC
— Peripheral Blood Mononuclear Cells) com Ficoll-Paque PLUS (Sigma- Aldrich Ltda,
Reino Unido) através de um processo de separacao por gradiente de densidade,
segundo protocolo do fabricante. O pellet de células formado foi ressuspendido em
meio RPMI-1640 com 10% de soro do paciente e 1% de penicilina.

Ensaio de co-cultura

A co-cultura de MSC e PBMC foi realizada em placas de 24 pocos. 24 horas
antes do ensaio, plaqueou-se 3 x 10* MSC em passagem 4 por poco com meio
DMEM completo. No dia seguinte, o meio de cultura era trocado e as células
submetidas a trés diferentes tratamentos: um controle, composto por RPMI-1640
com 10% de SFB; o segundo tratamento foi feito com meio RPMI-1640 e 10% do
soro do paciente; e, no terceiro tratamento, as MSC ficaram em meio RPMI-1640
com 10% do soro do paciente e também receberam um inserto — sistema de
transmembrana com poro de 0,4 um (Greiner Bio-one, Stonehoue, Glos, UK) — onde
plaqueou-se as PBMCs isoladas (3 x 10° células por inserto) para cada grupo de
pacientes. Esse sistema permite que haja troca de meio entre as células dos dois
compartimentos, sem contato direto entre os diferentes tipos celulares. Ao final, a
proporcao de MSC:PBMC foi de 1:10.



Extracdo e Quantificacdo de RNA

As MSC, apos 48 horas de co-cultura, foram submetidas a extracdo de RNA
com o Kit comercial RNAeasy (Quiagen, Alemanha), seguindo as instru¢cdes do
fornecedor. Cada um dos tratamentos constitui uma amostra e foram quantificados
separadamente através do espectrofotbmetro NanoDrop 3300 (Thermo Fischer,

Wilmington, DE) e armazenadas em freezer -80°C.

Expressao génica por gRT-PCR:

1 pg de cDNA foi sintetizado a partir do RNA extraido das MSC utilizando-se
a transcriptase reversa SuperScript Vilo (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA). A Reacao
em Cadeia da Polimerase Quantitativa em Tempo Real (Quantitative Real Time
Polymerase Chain Reaction — qRT-PCR) foi realizada no equipamento Vii7 Real
Time PCR System (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA). Os genes avaliados
foram a COX-2 (F: 5 CAGCACTTCACGCATCAGTTT 3; R: %
GCGCAGTTTACGCTGTCTA 3’) (17) e a HO-1 (F: 5 CACGCATATACCCGCTACCT
3 ; R: 5’AAGGCGGTCTTAGCCTCTTC 3’) (18). A expressao do gene GAPDH (F: &’
CCCATCACCATCTTCCAGG 3 ; R: 5 GAGATGATGACCCTTTTGGC 3’) foi usada
como controle interno: Ct = Ct (gene) — Ct (GAPDH). Os resultados foram calibrados
contra a expressdo génica das MSC cultivas com SFB (controle interno) e

analisadas pela equacao 2 4¢t

Analises estatisticas

Os resultados obtidos na expressao dos genes COX-2 e HO-1 por qRT-PCR
foram analisados com o software SPSS, versao 20.0. Fez-se teste de Kruskal-Wallis,
seguido de teste de Dunn. Os dados foram expressos por mediana (intervalo

interquartil 25;75) e considerou-se valores de p<0,05 significativos.

Resultados

Caracterizacao dos pacientes



As caracteristicas clinicas dos pacientes com DPOC estédo descritas na tabela

abaixo.
Histoérico de FEV 1
. Masc | Idade fumo FEV 1 Teste de
Paciente | Grupo (% _ .
/ Fem| (anos) | (macos- (% FvC) | broncodilatacao
predito)
ano)
1 DPOC F 68 30 55 58 negativo
2 DPOC F 58 50 31 52 negativo
3 DPOC M 68 80 39 58 negativo
4 DPOC EX F 66 36 24 34 negativo
5 DPOCEX| M 82 50 46 57 negativo
6 DPOCEX| F 60 11 58 43 positivo
7 Controle F 42 - - - -
8 Controle F 53 - - - -
9 Controle F 38 - - - -
Tabela 1: Caracteristicas clinicas dos pacientes. Grupo DPOC é formado por pacientes com Doenca

Pulmonar Obstrutiva Crénica estavel. Grupo DPOC EX formado por pacientes com doenga pulmonar

obstrutiva crdnica em exacerbacao. Grupo de pacientes controle formados por pacientes saudaveis.

Caracterizacao das MSC isoladas

As células isoladas a partir de tecido adiposo apresentaram morfologia

fibroblastoide e capacidade de aderéncia ao plastico. Também, as células foram

capazes de se diferenciar em adipocitos e ostedcitos, como mostra a figura a seguir.




Figura 1: Capacidade de diferenciagcdo das Células-Tronco Mesenquimais.
(A) Diferenciac@o em adipdcitos (aumento de 200x). (B) Diferenciacdo em
ostedcitos (aumento de 100x).

Expresséo génica da COX-2 e expressao génica da HO-1

A expressao dos genes da COX-2 e da HO-1 foi avaliada pelos valores
exponenciais de AACT. As medianas de cada tratamento e o intervalo interquartil

(25 ; 75) para os pacientes controle, DPOC e DPOC EX estdo na tabela abaixo.



Grupo Quantificagao relativa COX-2  Quantificacdo relativa HO-1
MSC + Soro
0,31 (0,30; 1,48) 0,09 (0,07 ; 2,00)
Controle
MSC + Soro
0,47 (0,42 ; 0,50) 0,09 (0,08 ; 0,10)
DPOC
MSC + Soro
0,31 (0,25 ; 0,36) 0,06 (0,05 ; 0,07)
DPOC EX
MSC + PBMC
10,13 (7,59 ; 12,72) 0,18 (0,13 ; 0,31)
Controle
MSC + PBMC
2,94 (2,38 ; 3,43) 0,12 (0,08 ; 0,36)
DPOC
MSC + PBMC
18,01 (14,20 ; 18,01) 0,07 (0,06 ; 0,09)
DPOC EX

Tabela 2: Quantificacéo relativa dos genes da ciclooxigenase 2 (COX-2) e da hemeoxigenase
1 (HO-1) expressos has células-tronco mesenquimais (MSC). Os seis diferentes grupos referem-se a
combinacgéo dos diferentes tratamentos in vitro e os diferentes grupos de pacientes: MSC com soro
de paciente controle; MSC com soro de pacientes com Doenca Pulmonar Obstrutiva Cronica (DPOC);
MSC com soro de pacientes com DPOC em exacerbacao (DPOC EX); MSC com células
mononucleares de sangue periférico (PBMC) de pacientes controle; MSC com PBMC de pacientes
com DPOC; e MSC com PBMC de pacientes DPOC EX.
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Figura 2: Expressao relativa do gene da ciclooxigenase 2 (COX-2) nas células-tronco mesenquimais
submetidas a diferentes tipos de meio de cultura. Os seis diferentes grupos referem-se a combinacéo
dos diferentes tratamentos in vitro e os diferentes grupos de pacientes: MSC com soro de paciente
controle; MSC com soro de pacientes com Doenga Pulmonar Obstrutiva Crénica (DPOC); MSC com
soro de pacientes com DPOC em exacerbacdo (DPOC EX); MSC com células mononucleares de
sangue periférico (PBMC) de pacientes controle; MSC com PBMC de pacientes com DPOC; e MSC
com PBMC de pacientes DPOC EX.*p=0,043

Na comparacdo entre os diferentes tratamentos aos quais as MSC foram
submetidas, observou-se que houve diferenca estatistica (p=0,043) na quantificacdo
relativa de COX-2 apenas entre as MSC cultivadas com soro de DPOC EX e as
MSC co-cultivadas com PBMC de pacientes DPOC EX.



Quantificacao relativa HO-1

Figura 3: Expressao relativa do gene da hemeoxigenase 1 (HO-1) nas células-tronco
mesenquimais submetidas a diferentes tipos de meio de cultura. Os seis diferentes grupos referem-se
a combinacgdo dos diferentes tratamentos in vitro e os diferentes grupos de pacientes: MSC com soro
de paciente controle; MSC com soro de pacientes com Doenca Pulmonar Obstrutiva Cronica (DPOC);

MSC com soro de pacientes com DPOC em exacerbacao (DPOC EX); MSC com células
mononucleares de sangue periférico (PBMC) de pacientes controle; MSC com PBMC de pacientes
com DPOC; e MSC com PBMC de pacientes DPOC EX.

Quando se observa o grafico da quantificacdo relativa da expressao de HO-1

nas MSC, nota-se que ndo houve diferenca estatistica entre os grupos avaliados.

Discussao

Infusdes intravenosas de células-tronco mesenquimais tém sido usadas em
ensaios clinicos (FASE ) para tratar diferentes patologias. Os ensaios tém
demonstrado que a infusdo é segura e que ndo apresenta efeitos adversos
importantes. Em modelos animais, tem-se observado que apo6s a infusdo
intravenosa de MSC, a maioria dessas células é retida no pulmdo, mas a pega
destas células no tecido é rara, tanto pela via transtraqueal quanto sistémica (19).

Dessa forma, tem-se sugerido que o efeito terapéutico dessas células € resultado da



acdo paracrina que as MSC realizam. Contudo, a atividade modulatéria das MSC
ndo € constitutivamente expressa, mas depende de um processo de sinalizacédo
dependente do microambiente em que elas se encontram. O efeito
imunomodulatério € multifatorial, mediado por citocinas pro-inflamatorias, como o
IFN-y, TNF alfa ou a ativacdo de receptores “Toll-like” por agentes infeciosos.
Experimentalmente, o que se tem observado é que o momento exato para a
administracdo de uma terapia com células-tronco depende da caracterizacdo do

microambiente inflamatério onde as células irdo atuar (20).

Em uma recente revisdo sobre o uso de terapia celular para doencas
pulmonares, Weiss escreve que doencas cronicas com baixos niveis de inflamacéao,
nao sao alvos terapéuticos para as MSC (21). A DPOC é uma doenca pulmonar
cronica, e pode apresentar graus diferentes de inflamacdo nos diferentes estagios
da doenca. Cientes dessas informacfes, definimos a hipGtese que pacientes
exacerbados seriam melhores respondedores as MSC e que este momento da

DPOC poderia ter alta eficacia.

Células-Tronco mesenquimais podem secretar uma grande quantidade de
moléculas que irdo interagir com sistema imune do receptor. Dentre estas estdo a
COX-2 e a HO-1. A COX-2 € uma isoenzima, capaz se ter sua expressao
aumentada ou reduzida dependendo dos estimulos do ambiente. O seu produto, a
prostaglandina E2 (PGE2) é tradicionalmente conhecida como uma molécula com
acao proé-inflamatéria. Porém, uma série de estudos tem mostrados que a PGE2
pode atuar suprimindo a expressao de células T, macréfagos e natural killers,

atraves da inducao de expressao de citocinas, como interleucinas 6 e 10 (7, 9).

Em um estudo recente (22), a capacidade anti-inflamatoria da PGE2 foi
relacionada a um grupo especifico de receptores, EP4. A PGE2 exb6gena, quando
ativa esse receptor, tem efeitos broncodilatador e anti-inflamatério importantes em
modelo animal. Isso corrobora com a hipétese de que a molécula tem potencial para
uma resposta benéfica, quando se trata de desordens respiratdrias que envolvam

inflamacé&o.

No presente estudo, as MSC que estiveram em contato com as PBMC
expressaram valores mais altos de COX-2 do que células cultivadas somente com
soro de pacientes, ou controle ou ainda com meio de cultivo padréo. Além disso,

vale destacar que quando as MSC foram co-cultivadas com PBMC de pacientes com



DPOC exacerbados, no sistema transmembrana, foi possivel observar um aumento
de quase 15 vezes na expressdo de COX-2, quando comparada com o nivel de
expressao deste gene com as MSC cultivadas somente com o soro dos mesmos
pacientes. Isso indica que ha comunicacdo entre as células mediadas por fatores,
visto que esse dado foi obtido no sistema in vitro, que permite comunicagéo através
de fatores sollveis sem o contato direto entre as células, foi fundamental para o
intenso efeito imunomodulador observado especialmente quando as MSC foram co-
cultivadas com as PBMC de pacientes exacerbados. O aumento na expressao
génica da COX-2 em pacientes exacerbados pode ser pela provavel presenca de
linfécitos B ativados. Vale destacar que estes dados devem ser confirmados com um

numero superior de pacientes por grupo.

A hemeoxigenase € uma enzima intracelular que degrada o grupo heme em
biliverdina, mondxido de carbono e ferro divalente. E a sua isoenzima do tipo 1 —
HO-1 - que considera-se ter uma atividade anti-inflamatéria. Na literatura, seus
efeitos sobre os linfocitos T regulatérios (Treg) sdo descritos, modulando as células
através do aumento da secrecao de interleucina 10 (7, 18). Uma vez que as células
Treg sdo conhecidas por sua capacidade anti-inflamatéria e j4 foi descrito um
desequilibrio na quantidade dessas células em pacientes com doencas pulmonares,
esperava-se que, quando as MSC fossem colocadas em contato com o soro de
pacientes exacerbados e também quando as MSC fossem co-cultivadas com as
PBMC desses pacientes, houvesse um aumento na expressao da HO-1. Porém,
Mougiakakos e colaboradores descrevem uma alta variabilidade na expressao deste
gene. E, assim, possivelmente, com um namero maior de pacientes por grupo seja
possivel observar resultados mais fidedignos a respeito da influéncia das PBMC e

do soro de pacientes com DPOC na regulacédo génica das MSC (23).

Desta forma, apds avaliar a influéncia de soro e PBMC de pacientes com
DPOC exacerbados ou ndo, foi possivel demonstrar, através de experimentos in
vitro, que fatores secretados pelas PBMC de pacientes com DPOC exacerbado
exercem alta influéncia sobre as MSC. Nestas condicdes as MSC expressam

grandes quantidades de RNA codificando COX-2.
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ANEXO

Instru¢bes Redatoriais para publicacao e trabalhos no Jornal Brasileiro de

Pneumologia

INSTRUCOES AOS AUTORES

O Jornal Brasileiro de Pneumologia (J Bras Pneumol) ISSN-1806-3713,
publicado bimestralmente, € érgdo oficial da Sociedade Brasileira de Pneumologia e
Tisiologia destinado a publicacdo de trabalhos cientificos referentes a Pneumologia

e areas correlatas.

Todos os manuscritos, apés aprovacao pelo Conselho Editorial serdo avaliados por
revisores qualificados, sendo o anonimato garantido em todo o processo de

julgamento.

Os artigos que ndo apresentarem merito, que contenham erros significativos de
metodologia, ou ndo se enquadrem na politica editorial da revista, serdo rejeitados
diretamente pelo Conselho Editorial, ndo cabendo recurso. Os artigos podem ser
escritos em portugués, espanhol ou inglés. Na versdo eletrbnica do Jornal
(www.jornaldepneumologia.com.br, ISSN-1806-3756) todos o0s artigos serao

disponibilizados tanto numa versdo em lingua latina como também em inglés. A
impressao de figuras coloridas é opcional e 0s custos relativos a esse processo
serdo transferidos aos autores. Favor entrar em contato com a secretaria do Jornal

por e-mail ou telefone, para esclarecimentos adicionais.

O Jornal Brasileiro de Pneumologia apoia as politicas para registro de ensaios
clinicos da Organizacdo Mundial da Saude (OMS) e do International Committee of
Medical Journal Editors (ICMJE), reconhecendo a importancia dessas iniciativas
para o registro e divulgacédo internacional de informacdes sobre estudos clinicos em
acesso aberto. Sendo assim, somente serdo aceitos para publicacdo, a partir de
2007, os artigos de pesquisas clinicas que tenham recebido um numero de
identificacdo em um dos Registros de Ensaios Clinicos validados pelos critérios
estabelecidos pela OMS e ICMJE, cujos enderecos estdo disponiveis no site do

ICMJE. O numero de identificagdo devera ser registrado ao final do resumo.


http://www.jornaldepneumologia.com.br/

Dentro desse contexto, o Jornal Brasileiro de Pneumologia adota a definicao
de ensaio clinico preconizada pela OMS, que pode ser assim resumida: "qualquer
pesquisa que prospectivamente designe seres humanos para uma ou mais
intervencdes visando avaliar seus efeitos em desfechos relacionados a saude. As
intervencdes incluem drogas, células e outros produtos biolégicos, procedimentos
cirurgicos, radiolégicos, dispositivos, terapias comportamentais, mudancas de

processos de cuidados, cuidados preventivos, etc".
CRITERIOS DE AUTORIA

A inclusdo de um autor em um manuscrito encaminhado para publicacdo so6 é
justificada se ele contribuiu significativamente, do ponto de vista intelectual, para a
sua realizacdo. Fica implicito que o autor participou em pelo menos uma das
seguintes fases: 1) concepcdo e planejamento do trabalho, bem como da
interpretacdo das evidéncias; 2) redagcédo e/ou revisao das versdes preliminares e

definitiva; e 3) aprovou a versao final.

A simples coleta e catalogacdo de dados ndo constituem critérios para
autoria. lgualmente, ndo devem ser considerados autores, auxiliares técnicos que
fazem a rotina, médicos que encaminham pacientes ou interpretam exames de
rotina e chefes de servicos ou departamentos, ndo diretamente envolvidos na

pesquisa. A essas pessoas podera ser feito agradecimento especial.

Os conceitos contidos nos manuscritos sdo de responsabilidade exclusiva dos

autores.

Com excecao de trabalhos considerados de excepcional complexidade, a revista
considera 8 o nimero maximo aceitavel de autores. No caso de maior numero de
autores, enviar carta a Secretaria do Jornal descrevendo a participacdo de cada um

no trabalho.

APRESENTACAO E SUBMISSAO DOS MANUSCRITOS

Os manuscritos deverao ser obrigatoriamente encaminhados via eletrbnica a

partir do sistema de submissédo ScholarOne:



https://mc04.manuscriptcentral.com/jbpneu-scielo. As instrucbes e 0 processo

de submissao estao descritos abaixo.

Ainda que 0s manuscritos sejam submetidos eletronicamente, deverdo ser
enviadas pelo correio Carta de Transferéncia de Copyright e Declaracdo de Conflitos
de Interesses, assinadas por todos os autores, conforme modelo disponivel
aqui: Declaracdo de Conflito de Interesse”

Pede-se aos autores que sigam rigorosamente as normas editoriais da
revista, particularmente no tocante ao nimero maximo de palavras, tabelas e figuras
permitidas, bem como as regras para confeccdo das referéncias bibliograficas. A
ndo observancia das instrucfes redatoriais implicard na devolucdo do manuscrito
pela Secretaria da revista para que os autores facam as correcdes pertinentes antes

de submeté-lo aos revisores.

Instrucbes especiais se aplicam para a confeccado de Suplementos Especiais
e Diretrizes e devem ser consultadas pelos autores antes da confeccdo desses

documentos na homepage do jornal.

A revista reserva o direito de efetuar nos artigos aceitos adaptacdes de estilo,

gramaticais e outras.

Com excecao das unidades de medidas, siglas e abreviaturas devem ser
evitadas ao maximo, devendo ser utilizadas apenas para termos consagrados. Estes
termos estao definidos na Lista de Abreviaturas e Acrénimos aceitos sem definicao.

Clique aqui (Lista de Abreviaturas e Siglas). Quanto a outras abreviaturas, sempre

defini-las na primeira vez em que forem citadas, por exemplo: proteina C reativa
(PCR). Apos a definicdo da abreviatura, o termo completo ndo devera ser mais
utilizado. Com excecdo das abreviaturas aceitas sem definicdo, elas ndo devem ser
utilizadas nos titulos e evitadas no resumo dos manuscritos se possivel. Ao longo do
texto igualmente evitar a mencgéo ao nome de autores, dando-se sempre preferéncia

as citagbes numeéricas apenas.

Quando os autores mencionarem qualquer substancia ou equipamento
incomum, deverdo incluir o modelo/nimero do catalogo, o nome da fabricante, a

cidade e o pais, por exemplo:

"... esteira ergométrica (modelo ESD-01; FUNBEC, Sé&o Paulo, Brasil)..."


https://mc04.manuscriptcentral.com/jbpneu-scielo
http://www.jornaldepneumologia.com.br/sgp/declaracaodeconflitointeresses.zip
http://www.jornaldepneumologia.com.br/imagebank/JBP_Abbreviations-final_%282%29.pdf

No caso de produtos provenientes dos EUA e Canada, o nome do estado ou
provincia também devera ser citado; por exemplo:
"... tTG de figado de porco da Guiné (T5398; Sigma, St. Louis, MO, EUA) ..."

PREPARO DO MANUSCRITO

A pagina de identificagdo deve conter o titulo do trabalho, em portugués e
inglés, nome completo e titulacdo dos autores, instituicbes a que pertencem,
endereco completo, inclusive telefone, fax e e-mail do autor principal, e nome do
orgédo financiador da pesquisa, se houver. Essa pagina deve ser enviada como um

arquivo a parte, separado do manuscrito principal. (enviar como TITLE PAGE)

Resumo: Deve conter informacbes facilmente compreendidas, sem
necessidade de recorrer-se ao texto, ndo excedendo 250 palavras. Deve ser feito na
forma estruturada com: Objetivo, Métodos, Resultados e Conclusdes. Quando tratar-
se de artigos de Revisdo e Relatos de Casos o0 Resumo ndo deve ser estruturado.

Para Comunicacdes Breves nédo deve ser estruturado nem exceder 100 palavras.

Abstract: Uma versdo em lingua inglesa, correspondente ao contetudo do

Resumo deve ser fornecida.

Descritores e Keywords: Deve ser fornecido de trés a seis termos em
portugués e inglés, que definam o assunto do trabalho.

Texto:
Artigos originais: O texto deve ter entre 2000 e 3000 palavras, excluindo
referéncias e tabelas. Deve conter no maximo 6 tabelas e/ou figuras. O nimero de
referéncias bibliograficas ndo deve exceder 40. A sua estrutura deve conter as
seguintes partes: Introducdo, Métodos, Resultados, Discussao, Agradecimentos e
Referéncias. A secdo Métodos deverd conter mencdo a aprovacao do estudo pelo
Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos, ou pelo Comité de Etica em
Pesquisa em Animais, ligados a Instituicdo onde o projeto foi desenvolvido. Nessa
secdo também deve haver descricdo da analise estatistica empregada, com as
respectivas referéncias bibliograficas. Ainda que a inclusdo de subtitulos no
manuscrito seja aceitavel, o seu uso néo deve ser excessivo e deve ficar limitado as

sessdes Métodos e Resultados somente.



Revisfes e Atualizagdes: Serao realizadas a convite do Conselho Editorial
que, excepcionalmente, também podera aceitar trabalhos que considerar de grande
interesse. O texto ndo deve ultrapassar 5000 palavras, excluindo referéncias e
tabelas. O numero total de ilustracbes e tabelas ndo deve ser superior a 8. O

namero de referéncias bibliograficas deve se limitar a 60.

Ensaios pictoricos: Serdo igualmente realizados a convite, ou ap0s consulta
dos autores ao Conselho Editorial. O texto ndo deve ultrapassar 3000 palavras,
excluidas referéncias e tabelas. O namero total de ilustracbes e tabelas ndo deve

ser superior a 12 e as referéncias bibliograficas ndo devem exceder 30.

Relatos de Casos: O texto ndo deve ultrapassar 1500 palavras, excluidas as
referéncias e figuras. Deve ser composto por Introducéo, Relato do Caso, Discussao
e Referéncias. Recomenda-se ndo citar as iniciais do paciente e datas, sendo
mostrados apenas 0s exames laboratoriais relevantes para o diagnostico e
discussdo. O numero total de ilustracdes e/ou tabelas ndo deve ser superiora 3 e 0
limite de referéncias bibliograficas € 20. Quando o niumero de casos apresentados
exceder 3, o manuscrito sera classificado como uma Série de Casos, e serdo

aplicadas as mesmas regras de um artigo original.

Comunicacdes Breves: O texto nao deve ultrapassar 1500 palavras,
excluindo as referéncias e tabelas. O namero total de tabelas e/ou figuras ndo deve
exceder 2 e o de referéncias bibliograficas 20. O texto devera ser confeccionado de

forma corrida.

Cartas ao Editor: Devem contribuicbes originais contendo resultados
preliminares, ndo ultrapassando 1000 palavras e com ndao mais do que 10

referéncias bibliograficas e 2 tabelas e/ou figuras.

Correspondéncia: Serdo consideradas para publicacdo comentarios e
sugestdes relacionadas a matéria anteriormente publicada, ndo ultrapassando 500

palavras no total.

Imagens em Pneumologia: o texto deve ser limitado ao maximo de 400
palavras, incluindo titulo, texto e até 3 referéncias. E possivel incluir até o maximo de
3 figuras, considerando-se que o conteudo total sera publicado em apenas uma

pagina.



Tabelas e Figuras: Tabelas e graficos devem ser apresentados em preto e
branco, com legendas e respectivas numeracdes impressas ao pé de cada
ilustracdo. As tabelas e figuras devem ser enviadas no seu arquivo digital original, as
tabelas preferencialmente em arquivos Microsoft Word e as figuras em arquivos
Microsoft Excel, Tiff ou JPG. Fotografias de exames, procedimentos cirdrgicos e
biopsias onde foram utilizadas coloracdes e técnicas especiais serdo consideradas
para impressao colorida, sem custo adicional aos autores. As grandezas, unidades e
simbolos devem obedecer as normas nhacionais correspondentes (ABNT:

http://www.abnt.org.br).

Legendas: Legendas deverdo acompanhar as respectivas figuras (gréaficos,
fotografias e ilustracdes) e tabelas. Cada legenda deve ser numerada em algarismos
arabicos, correspondendo a suas citacbes no texto. Além disso, todas as
abreviaturas e siglas empregadas nas figuras e tabelas devem ser definidas por

extenso abaixo das mesmas.

Referéncias: Devem ser indicadas apenas as referéncias utilizadas no texto,
numeradas com algarismos arabicos e na ordem em que foram citadas. A
apresentacdo deve estar baseada no formato Vancouver Style, atualizado em
outubro de 2004, conforme os exemplos abaixo. Os titulos dos periddicos citados
devem ser abreviados de acordo com o estilo apresentado pela List of Journal
Indexed in Index Medicus, da National Library of Medicine disponibilizados no

endereco: http://www.ncbi.nlm.nih.qgov/entrez/journals/loftext.noprov.html.
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