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A expressdo imunohistoquimica de JAK2 e STATS ocorre no estagio de alveolarizagao
sacular e em massa, mas é suprimida em alvéolos bem formados

Immunohistochemical expression of JAK2 and STATS occur in saccular and bulk alveolarization
stage but they are supressed in well formed alveoli
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RESUMO

Introducéo: Janus quinase-2 (JAK2) é uma quinase acoplada a receptor hormonal
que medeia a ativacdo do transdutor de sinal e ativador da transcricdo-5 (STAT5) em
células responsivas a horménios, dentre elas o eixo horménio do crescimento (GH)-
fator de crescimento semelhante & insulina 1 (IGF-1).

Objetivo: Como o IGF-1 é considerado uma citocina crucial associada ao
desenvolvimento pulmonar pés-natal, e esse fator de crescimento pode ser induzido
gor JAK2/STAT5, a provavel co-expressdo imuno-histoquimica entre IGF-1, JAK2 e
TAT5 durante a alveolarizacd@o pulmonar em modelos animais foi investigada.

Método: Necropsias pulmonares de ratas Wistar que foram eutanasiadas aos 2,
7,12, 15 e 22 dias pés-natais foram coletadas e submetidas & andlise histolégica e
observacdo imuno-histoquimica para anticorpos anti-IGF-1, JAK2 e STAT5. No segundo

ia, observou-se que os aspectos histolégicos dos pulm&es demonstraram um padréo
sacular. Durante este periodo, também foram observadas intensa imunoexpressdo para

Mensagem central
A alveolarizaggo  pds-natal  requer
alteragdes morfolégicas e estruturais
nas dreas pulmonares, cujos resultados
finais séo numero crescente de alvéolos
de menor tamanho, aumentando a
drea de superficie sobre a qual as
trocas gasosas podem ocorrer. Essas
mudancas  ocorrem  gradualmente,
onde se formam vdrios sulcos baixos e
salienfes derivados do padréo sacular,
indicando os contornos e estruturas
dos futuros alvéolos no parénquima
pulmonar, o que é denominado fase
de «alveolarizacdo em massa». Esses

resultados sugerem que JAK2 e STATS

por serem proteinas podem atuar na
alveologénese induzindo IGF-1, mas
s@o suprimidas em alvéolos maduros.

IGF-1, bem como 9ositividade para JAK2 e STATS na face luminal das células na drea
sacular. Nos dias 7 e 12, as caracteristicas histolégicas pulmonares demonstraram um
aspecto de alveolarizacdo em massa.

Resultado: Durante esses periodos, os aspectosimuno-histoquimicos foram semelhantes
aos do segundo dia; no entanto, quando os aspectos histolégicos dos alvéolos possuiam Rermeshe

caracteristicas usuais e maduras, a positividade para IGF—% permaneceu moderada a Podeose  sugeri JAK2 o STATS
. Pl - N r gerir que e
intensa, enquanto JAK2 e STAT5 diminuiram significativamente. concomitantes g0 IGF-1 podem ser uma
Conclusdo: Os resultados sugerem que JAK2 e STATS séo proteinas que podem atuar nova via de alveolarizacao pulmonar,
na alveologénese induzindo I%F-l, mas sdo suprimidas em alvéolos maduros. e os resullados aqui apreseniados
PALAVRAS-CHAVE: Alveologénese.JAK2. STAT5. IGF-1. Desenvolvimento pulmonar. podem dar uma nova perspecfiva para
o fratamento pulmonar futuro quando
ocorrerem deficiéncias na maturagcdo
deste érgao.

ABSTRACT

Introduction: Janus kinase-2 (JAK2) is a hormone receptor-coupled kinase that
mediates the activation of the signal transducer and activator of transcription-5 (STAT5)
in hormone-responsive cells, among them the growth hormone (GH)-insulin-like growth
factor 1 (IGF-1) axis.

Objective: As IGF-1 is considered a crucial cytokine associated with postnatal
lung development, and this growth factor may be induced by JAK2 /STAT5, the likely
immunohistochemical co-expression among IGF-1, JAK2, and STAT5 during lung
alveolarization in animal models was investigated.

Method: Pulmonary necropsies of Wistar rats that were euthanized at 2, 7, 12, 15
and 22 postnatal c},oys were collected and submitted for histological analysis and
immunohistochemistry observation for anti-IGF-1, JAK2, and STA?S antibodies. On
the second day, it was observed that the histological aspects of lungs demonstrated
a saccular pattern. Durir]rg this period, intense immunoexpression for IGF-1 as well as
positivity for JAK2 and STATS in the luminal face of cells in the saccular area were also
observed. On days 7 and 12, the lung histological features demonstrated an aspect of
mass alveolarization.

Result: During these periods, the immunohistochemical aspects were similar to the
second day; however, when histological aspects of alveoli possessed usual and mature
characteristics, the positivity for IGF-1 remained moderate to intense, while JAK2 and
STAT5 decreased significantly.

Conclusion: The results sug?est that JAK2 and STAT5 are proteins that may act in
alveologenesis inducing IGF-T, but they are suppressed in mature alveoli.

KEYWORDS: Alveologenesis. JAK2. STAT5. IGF-1. Lung development.
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INTRODUCAO

alveolarizacdo pés-natal requer alteracdes

morfolégicas e estruturais nas dreas pulmonares

cujos resultados finais s&o um nimero crescente
de alvéolos de menor tamanho, aumentando a drea de
superficie sobre a qual as trocas gasosas podem ocorrer.!

Essas mudancas ocorrem gradualmente, onde o
nimero de sulcos baixos e salientes derivados do padréo
sacular sdo formados, indicando os contornos e estruturas
dos futuros alvéolos no parénquima pulmonar, o que é
denominado fase de “alveolarizacdo em massa”.? O
processo terminal de alveolarizacdo tem sua aparéncia
estrutural final no meio da segunda semana pés-natal em
ratos, que ocorre de forma semelhante em cerca de 12-24
meses em humanos pés-natais.

De fato, os mecanismos envolvidos na alveolarizacéo
requerem sequéncia biolégica de eventos envolvendo
fatores de crescimento, horménio e seu receptor. Dentre
os eixos hormonais, a via do horménio do crescimento
(GH)-fator de crescimento semelhante & insulina 1 (IGF-1)
parece ser fundamental, pois a deficiéncia de IGF-1 tem
sido associada a uma diminuicéo na formacéo de alvéolos,
funcao defeituosa para trocas gasosas e desenvolvimento
de displasia broncopulmonar.?

As vias pelas quais o0 GH-IGF-1 induz a alveolarizacdo
permanecem obscuras,4 e melhor compreenséo delas pode
contribuir para uso da alveolarizacdo ou indicar a necessidade
de alternativa terapéutica, principalmente nos casos em que ha
necessidade de inferromper a gravidez prematura sem o pré-
tratamento oportuno do glicocortficoide materno.

Neste caso, levanta-se a hipétese de que, concomitante
a expressdo de IGF-1, a imunopresenca de Janus quinase-2
(JAK2) e o transdutor de sinal e ativador da transcricéo-5
(STAT5) poderiam indicar via para alteracées histolégicas
da alveolarizacéo pés-natal.

Essa hipdtese parece ser provdvel, pois, andloga & esta
hipétese, Wagner et al.® e Cafarel et al.® demonstraram
organizacdo da alveolarizacdo ou falha da alveologénese
no tecido mamadrio, respectivamente, quando JAK-2 /STAT5
estava presente ou ausente.

O STATS é um fator de franscricdio, que é translocado
para o nicleo, contribuindo para a diferenciacdo celular e
organizacdo fecidual.” Ele é induzido em resposta & presenca
de JAK2,® que é afivado por firosina quinase e estimulado por
horménios que apresentam estruturas moleculares semelhantes,
incluindo prolacting, trombopoefina e eritropoietina, bem como
GH para franscricéo posterior de IGF-1.

O presente estudo foi realizado para verificar a
imunolocalizacdo simulténea de IGF-1, JAK2 e STATS
durante a alveolarizacdo pulmonar em ratos recém-
nascidos.

METODO

A aprovacdo éfica foi feita pelo Comité de Cuidados
com os Animais da insfitvicio (protocolo #266-2015).
Todas as diretrizes internacionais e institucionais aplicdveis
do comité para o cuidado e uso de animais foram seguidas.

Foram utilizadas 10 ratas (Rattus norvegicus albinus,
Holtizman) com idade entre 2-3 meses e peso aproximado
de 240-260 g. Os animais foram mantidos sob temperatura

C

(22 £ 2°C) e umidade (55% * 5%) controladas, com ciclo
claro/escuro de 12 h/12 h e alimentacdo e dgua disponiveis
ad libitum. Usando um cotonete embebido em solucéo salina
(pH 7,0), examinaram-se os ciclos reprodutivos por meio de
citologia oncética vaginal coletada de todas as ratas.

Aquelas em periodo estral foram acasaladas durante a
noite com ratos machos. Os esfregacos vaginais citolégicos
foram coletados na manhé seguinte e corados com o método
de Shorr para verificar a presenca de espermatozoides por
meio de microscépio dptico. Considerou-se o primeiro dia
de gestacdo quando a deteccdo de espermatozoides na
vagina estava presente.

Cada animal recém-nascido foi monitorado até o dia da
eutandsia, que ocorreu aleatoriamente no 22, 72, 122, 15% e
22° dia apés o nascimento (n = 15 para o grupo em cada
periodo de tempo). Todas as eutandsias foram realizadas
por breve exposicdo ao isoflurano.

Apds, o térax dos recém-nascidos foi aberto, e os
pulmées removidos e imersos por 48 h em temperatura
ambiente em solucdo fixadora de formaldeido a 4%
(preparada a partir de paraformaldeido) que foi tamponada
a pH 72 com fosfato de sédio 0,1 M. Os espécimes
foram seccionados longitudinalmente e cada fragmento
cirirgico foi desidratado em concentracdes graduadas
de etanol, limpo em xileno e embebido em parafina. De
cada espécime, foram obtidos cortes seriados de 3 pum de
espessura de acordo com o plano de corte longitudinal
estabelecido.

Processamento de imunohistoquimica

As laminas foram desparafinadas, hidratadas e
submetidas & recuperacdo do antigeno em tampdo citrato
de sédio 10 mM (pH 6,0) e submetidas a 3 ciclos de micro-
ondas de 5 min. As secdes foram incubadas durante a
noite a 4 °C com anticorpo primdrio anti IGF-1 (200 mg/
ml, Santa Cruz Biotechnology Inc. sc 74116, CA, EUA) com
fator de dilvicdo de 1:200, anti-JAK2 (0,5 mg/ml, Abcam,
Cambridge, Reino Unido, ab 39636) com fator de diluicéio
de 1:1100 e STAT-5 (0,5 mg/ml, Abcam, Cambridge,
Reino Unido, ab 230670) com fator de diluicdo de 1:1000.
Posteriormente, os cortes foram incubados em 1 kit de
anticorpos secunddrios contendo substrato de fosfatase
alcalina por 30 min & temperatura ambiente e revelados
com substrato cromogénico Fast Red por 15 min. Os cortes
foram contracorados com hematoxilina de Harris. Essa
abordagem técnica foi realizada em triplicata. Controle
negativo foi obtido da mesma forma, mas com solucdo
salina tamponada com fosfato 0,01 M pH 74 como
anticorpo primdrio.

Andlise de imagem

Asimagens foram captadas por cémera digital (Samsung,
Coreia do Sul) conectada a microscdpio Sptico com
ampliac&o original de x100. As contas foram feitas usando o
software Imagel (https://imagej.nih.gov/ij). Consideramos
a presenca ou auséncia de posifividade independente de
sua expressdo na membrang, citoplasma ou nicleo. As
células (positivas e negativas) foram contadas e marcadas
manualmente. Apés a tabulacdo dos dados, transformamos
os dados em proporcdo de células positivas/ 100 células
para facilitar a interpretacéo dos resultados.
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Andlise estatistica

Cada parémetro  imunoistoquimico foi  avaliado
separadamente. A andlise de Shapiro-Wilk foi utilizada
para deferminar a normalidade, seguida do teste ndo
paramétrico de Kruskal Wallis para verificar as diferencas
estatisticas. p <0,05 foi considerado estatisticamente
significativo.

RESULTADO

Imunopositividade intensa para IGF-1 foi detectada
em tfodos os periodos analisados e seus dados sdo
demonstrados na Figura TA. No 22 dia pés-nascimento,
a imunopresenca de IGF-1 foi difusa. No entanto, a
imunopositividade (cor vermelha) foi prevalente nas
células ao redor do saco terminal (Figura D), nas células
luminais que consfituiam estrutura alveolar (Figuras E a F)
e nos alvéolos maduros (Figuras G a H). Simultaneamente,
observou-se imunopresenca de JAK2 (Figuras | a K) e STATS
(Figura N a P) nas células luminais apenas nos dias 2, 7 e
12. No entanto, a presenca de JAK2 (Figuras Le M) e STATS
(Figuras Q e R) diminuiu substancialmente no 152 e 22° dia
(dados quantitativos nas Figuras B e C)

Quando IGF-1, esses
corroboraram estudos anteriores que relacionaram o IGF-

focados  no resultados
1 ao crescimento pulmonar e & organizacdo celular10
e & catdlise celular para promover estrutura cribriforme,
que coincide com o desenvolvimento dos alvéolos."
Aqui, acrescenta-se a informacdo de que alteracdes na
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morfologia pulmonar para formacdo de pré-alvéolos
requerem a presenca de JAK2 e STATS, o que ndo ocorre
apés a maturacdo dos alvéolos, mesmo na presenca de

IGF-1 (Figura).

DISCUSSAO

O espectro de processos fisiolégicos regulados por
JAK2 e STATS5 é vasto,12 incluindo crescimento, regulacéo
dos canais i6nicos, hematopoiese e lactacdo.” Todas
essas vias parecem ser reguladas por acdes hormonais
que possuem semelhancas quimicas estruturais, como
prolacting,6 eritroifina, trombopoeting,14 ou mesmo por vias
do GH-IGF-1.%

Comumente, o GH ¢é produzido em pulsos e
suas acdes sdo mediadas por meio do receptor do
horménio do crescimento (GHR), um JAK2 associado ao
receptor.”® A interacGo GH-GHR desencadeia mudancas
conformacionais nos dimeros da superficie celular que séo
capazes de promover um JAK2 ativo, que por sua vez,
promove a ativacdo do STAT5 a jusante.” A fosforilacéo
de firosing, dependente de GH de STAT5, permite a
translocacdo nuclear eficaz e a regulacdo especifica da
sequéncia de DNA de genes importantes nas acdes do GH,
especialmente o IGF-1, que atua nas formas pardcrina e
autderina.

Durante o processo de alveologénese, a presenca de
mRNA de GH foi detectada por Beyea, Olson e Harvey"”
na maioria das células mesenquimais e epiteliais de

p=0.7187 P<0.0001

—
p<0.0001 o0 p<0.0001
B a0 @

=0.0002

p=0.0771 ol =0.0026 p=0.0595
—

10+ <0.0001

= =

' | 0 ' + ' 4 |

t | t t +

+ i
15 22 days 2 7 12 15 22 days

FIGURA — A, B e C demonstram o nimero de células positivas para respectivamente IGF-1,JAK2 e STAT5 em todos os periodos analisados. As micrografias D a H revelam
a presenca imunoistoquimica de IGF-1 em 2, 7, 12, 15 e 22 dias de andlise. Verifica-se a presenca intensa (cor vermelha) em todo o periodo analisado.
Micrografia | a M - mostram a presenca imunoistoquimica de JAK2 nos espécimes. Verificar a presenca moderada a intensa para JAK2 especialmente em

células luminais de periodo de tfempo mais precoce (I e J) do pulméo, denominada fase de alveolarizacéo secular e em massa. Assim que o fempo passa
ocorre o processo de alveolarizacdo e diminuicdo da imunolocalizacédo de JAK2 (K até M). Micrografias N a R - revelam a presenca imunoistoquimica de
STAT5 para cada periodo de tempo. Demonstra-se imunopositividade para STAT5 em células luminais do pulméo, na fase de alveolarizacéo sacular e em

massa tfambém no periodo de tfempo prematuro (N e O), enquanto diminuem assim que ocorre o processo de alveolarizacdo

C
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pulmdes de ratos neonatais entre 4-14 dias pés-natais. No
entanto, a imunopresenca para JAK2 e STATS restrita ao
epitélio luminal no 22 dia até o 122 dia de desenvolvimento
pés-natal, como observado aqui, e sugere que a via JAK2/
STATS é necesséria na organizacdo dos pré-alvéolos e
denota os locos e o periodo de acdo do GH, enquanto
as células mesenquimais parecem ser fonte pardcrina de
producdo de GH para as células epiteliais luminais.

Apoiando nossa hipétese, Wagner et al.’ demonstraram
a importéncia da presenca de JAK2 e STATS na
alveologénese mamdria em ratos induzida por prolacting,
mas mesmo sob acdo hormonal, a alveologénese foi
suprimida em ratos knockout para JAK2.

Vale ressaltar que a positividade para JAK2 e STAT5
diminuiu de forma robusta, assim que ocorreu a morfologia
terminal da alveolarizacdo (152 ao 222 dia), tornando-se
restrita apenas em algumas células alveolares com aspecto
histolégico de pneumdcitos tipo |1.

A imunolocalizacdo reduzida em alvéolos maduros
parece necessaria porque a resolucdo dessa acdo direta
do GH contribui para a inibicdo da visceromegalia. Esse
efeito inibitério pode ser atribuido & supressdo de JAK2,
pois a falta da proteina JAK2 favorece a endocitose e a
ubiquitinizacdo do GHR."® Além disso, JAK2 também é
indutor de trombogénese e hematopoiese e a supressdo
de JAK2/STAT5 parece contribuir para a homeostase
pulmonar, pois o cardter hematolégico recentemente
atribuido ao pulmdo ndo deve se sobrepor & funcdo das
trocas gasosas.”

Além disso, a imunolocalizacdo precoce de JAK2 e
STAT5S aqui apresentada fornece novas evidéncias para
explicacdo plausivel do porque o pulmao é érgéo no qual
ocorre hematopoiese extramedular em alguns casos de
eritroblastose fetal ou mielofibrose,20 ou mesmo explicar
a presenca de JAK2 em linhagens de alguns tipos de
adenocarcinoma pulmonar agressivo,21 que, a partir deste
momento, pode ser atribuido & desdiferenciacdo celular das
células que formam estruturas semelhantes a alvéolos.

CONCLUSAO

Este processo pode ser sugerido como uma nova
via de alveolarizagdo pulmonar com participagdo de
JAK2 e STAT5 concomitantes ao IGF-1, e resultados aqui
apresentados podem dar nova perspectiva para o futuro
tratamento pulmonar quando ocorrerem deficiéncias na
maturacdo desse drgdo.
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