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O tabagismo é responsável pelo maior número de mortes evitáveis no mundo, por estar relacionado ao 

desenvolvimento de diversas enfermidades, como a doença pulmonar obstrutiva crônica (DPOC), asma, 

doenças cardiovasculares, além de diversos tipos de cânceres, sendo o principal o de pulmão. Desta 

forma, torna-se relevante a busca de biomarcadores para a identificação precoce de tais doenças. Assim, 

o presente estudo objetivou avaliar possíveis alterações promovidas pelo tabagismo em parâmetros 

bioquímicos, imunológicos (hemograma e marcadores de citocinas pró-inflamatória), moleculares 

(expressão HSP70 e anti-HSP70, danos no DNA), além daqueles relacionados à função pulmonar, que 

podem estar envolvidas no desenvolvimento de doenças pulmonares. Para tanto, foram coletadas 

amostras de sangue periférico de 40 tabagistas ativos (carga tabágica >10 anos/maço) e 40 indivíduos 

não tabagistas (controles). A tese está dívida em 2 capítulos. Capítulo I, trata-se de uma revisão 

bibliográfica, a qual possibilitou fazer uma análise e síntese de estudos relevantes publicados sobre a 

heat shock protein 70 (HSP70) e sua relação com o cigarro e as doenças relacionadas. Capítulo II, 

apresentamos o artigo submetido a revista European Respiratory Journal (impact factor 10.569). 

Propusemos neste artigo avaliar o efeito do uso crônico do cigarro nos níveis séricos da proteína HSP 

70 extracelular, a expressão gênica da HSP70, juntamente com os níveis de IL-8, quantidade de 

neutrófilos e dano no DNA. Dessa forma, essa tese buscou compreender os mecanismos moleculares 

subjacentes à imunopatologia associada ao tabagismo e a proteína HSP70 e seu anticorpo. Como 

também mostrar os efeitos deletérios promovidos pelo uso do cigarro.  

 

Palavras chaves:  Tabagismo, Heat shock Protein 70, Danos no DNA, Inflamação sistêmica 
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Introdução 

 O tabagismo é responsável pelo maior número de mortes evitáveis no mundo 

e tornou-se tema relevante para estudos nas últimas décadas, principalmente em 

consequência dos diversos danos causados à saúde. Além disso, gera consequências 

negativas no âmbito social, econômico e sanitário, decorrentes do aumento da 

mortalidade. (Fagundes et al., 2014, 2015; World Health Organization - WHO, 2015, 

WHO, 2017).  

A epidemia do tabaco é uma das maiores ameaças à saúde pública enfrentada 

mundialmente, pois uma em cada 10 mortes em todo o mundo é causada pelo uso de 

tabaco. Existem mais de um bilhão de fumantes em todo o mundo, de modo que são 

consumidos em média cerca de seis trilhões de cigarros todos os anos. 

Aproximadamente, sete milhões de pessoas morrem a cada ano em decorrência do 

uso do tabaco. Desse total, mais de seis milhões de mortes são decorrentes do uso 

direto do cigarro, enquanto cerca de 890.000 são o resultado de não fumantes exposto 

ao fumo passivo (WHO, 2018). 

As estimativas futuras sugerem que se a atual tendência de consumo do tabaco 

se mantiver, em 2030, ocorrerão oito milhões de mortes por ano, 80% dessas mortes 

evitáveis ocorrerão em países de baixa e média renda (Eriksen et al., 2015). Esses 

índices são maiores do que as taxas de mortes por alcoolismo, síndrome da 

imunodeficiência adquirida (SIDA), acidentes de trânsito, homicídios e suicídios 

somados (Jha, 2012).  

Em 2014, a prevalência de usuários do tabaco no Brasil foi de 21,9 milhões 

de pessoas, o que equivale a 15% da população. No entanto, esse percentual de 

fumantes apresentou expressiva queda nos últimos anos, devido às ações 



 
 

22 
 

desenvolvidas pela Política Nacional de Controle do Tabaco (Brasil, 2014). Pesquisa 

realizada pelo Ministério da Saúde mostra redução de 0,6% ao ano na prevalência do 

tabagismo. No ano de 2006, essa pesquisa revelou prevalência de 15,7% de fumantes 

adultos e pesquisas nos anos subsequentes mostram valores de 14,8% (2008), 14,1% 

(2010), 12,1% (2012), 10,4% (2015) e 10,2% (2016) em média (Vigitel, 2016).  

Estimativas epidemiológicas mostram que no Brasil no ano de 2015, 

morreram mais de 250 mil pessoas por causas relacionadas ao tabaco. Desse total, 35 

mil foram vítimas de doenças cardíacas e 31 mil de doença pulmonar obstrutiva 

crônica (DPOC). O câncer de pulmão é o quarto motivo de morte relacionado ao 

tabagismo, com mais de 23 mil casos. Em sequência, as mortes relacionadas ao fumo 

passivo com mais de 17 mil ocorrências (INCA, 2017). 

Segundo a Revisão da Classificação Estatística Internacional de Doenças e 

Problemas Relacionados à Saúde (CID-10, 1997), o tabagismo é uma doença que 

integra o grupo dos transtornos mentais e comportamentais, devido à ação da nicotina 

que é uma substancia psicoativa. É considerado também uma doença crônica e um 

fator de risco para o desenvolvimento de diversas outras doenças, como DPOC, asma, 

doenças cardiovasculares (particularmente o infarto agudo do miocárdio), acidente 

vascular encefálico, hipertensão arterial, além de diversos tipos de cânceres como o 

de pulmão, bexiga, câncer de mama e câncer de próstata (Asma et al., 2014). Além 

destas doenças, o uso do cigarro aumenta o risco para o desenvolvimento de 

insuficiência renal, isquemia intestinal, vários tipos de infecções (pneumonia, 

tuberculose, etc.) e outras doenças respiratórias como a fibrose cística (Carter et al., 

2015). A inclusão dessas doenças aumentou em 17% a taxa de mortalidade causada 

pelo tabaco (Carter et al., 2015). Ressalta-se também que o uso do cigarro reduz a 
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expectativa de vida em dez anos em média nos tabagistas (Asma et al., 2014). 

Portanto, a única forma de diminuir os efeitos deletérios promovidos pelo cigarro é a 

cessação do tabagismo (WHO, 2018).  

Um importante fator para o desenvolvimento dessas doenças é a inalação da 

fumaça do cigarro que contém mais de 7.000 substâncias químicas de diferentes 

classes, sendo a maioria tóxica para o organismo humano (U.S. Department of Health 

and Human Services, 2014). Entre essas substâncias foram identificadas 69 elementos 

que podem apresentar atividades mutagênica e/ou carcinogênica, que incluem 

hidrocarbonetos aromáticos policíclicos, hidrocarbonetos heterocíclicos, 

hidrocarbonetos voláteis, nitro-hidrocarboneto, aminas aromáticas, N-heterocíclicos 

aminas, N-nitrosaminas, aldeídos e outros (Hoffmann et al., 2001; Rodman & 

Perfetti, 2013). 

Além desses compostos, podem-se citar os metais pesados cádmio, chumbo e 

arsênio, como componentes da fumaça do cigarro que tem ações prejudiciais para a 

saúde humana.  Sendo assim, fumar resulta em aumento desses metais nos pulmões 

e contribuem para o potencial carcinogênico do cigarro (Pinto et al., 2017). 

Estudos in vitro mostraram que os produtos químicos da fumaça do cigarro 

promovem danos mitocondriais que levam à apoptose e necrose das células epiteliais 

das vias aéreas (Liu et al., 2009, Messner et al., 2012), gerando perda celular 

progressiva e alargamento dos tecidos pulmonares, o que resulta no desenvolvimento 

do enfisema pulmonar (Mohamed et al., 2013). Este efeito parece resultar 

principalmente da atividade de radicais livres da fumaça do tabaco (Bernardo et al., 

2015; Kozlowski et al., 2017), que inclui muitos agentes oxidantes e espécies reativas 

de oxigênio (ROS), capazes de contribuir para o desenvolvimento de várias doenças 
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degenerativas pulmonares e cardiovasculares, bem como o câncer (Ghoorah et al., 

2013).  

Dessa forma, os agentes tóxicos do cigarro estimulam a geração de ROS e 

espécies reativas de nitrogênio (RNS) das células pulmonares, que por sua vez 

provocam respostas inflamatórias e resultam na liberação de citocinas pró-

inflamatórias e quimiocinas e, posteriormente, estimulam o influxo de leucócitos 

polimorfonucleares e monócitos para os pulmões, de modo a combater os agentes 

patogênicos invasores ou agentes tóxicos. Porém, esse processo vai além dos efeitos 

benéficos, pois as exposições repetidas das substâncias tóxicas e a inflamação crônica 

levam à lesão das células pulmonares pelo sistema imune (Azad et al., 2008; Gardi & 

Valacchi, 2012), 

Portanto, o tabagismo está associado às alterações nos níveis sistêmicos 

relacionados ao processo imunológico e à inflamação (Gonçalves et al., 2011; Shiels 

et al., 2014), caracterizados pelo recrutamento de células inflamatórias, como os 

neutrófilos e linfócitos CD8+, com consequente aumento da produção de citocinas 

como a interleucina 8 (IL-8) e o fator de necrose tumoral alfa (TNF- ) e diminuição 

da produção de interleucina 10 (IL-10), sugerindo desequilíbrio entre produção de 

citocinas pró e anti-inflamatórias (NHLBI/WHO, 2003; Tanni, 2010). De fato, tais 

alterações desempenham papel importante na patogênese das doenças pulmonares 

relacionadas ao fumo (Hsiao et al., 2013), uma vez que as citocinas inflamatórias, 

mediadores lipídicos (leucotrienos e prostaglandinas) e enzimas (elastase) liberados 

pelos neutrófilos promovem dano tecidual, associando o cigarro ao desenvolvimento 

da DPOC (Holz et al. 2008, Johannsen et al., 2014 ). 

 Portanto, os dados da literatura mostram que os produtos químicos do cigarro 
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podem causar danos irreversíveis ao organismo e, consequentemente, levar ao 

desenvolvimento de doenças pulmonares como a DPOC. No entanto, os mecanismos 

moleculares pelos quais o cigarro promove o desenvolvimento de doenças ainda não 

foram completamente elucidados. Sendo observada na literatura escassez de estudos 

que explicam a influência do cigarro na ação da heat shock proteins 70 (HSP70) e a 

interação dessa proteína no sistema inflamatório sistêmico, imunológico e na indução 

de danos no DNA. 

 

 

Heat Shock Proteins (HSPs) 

 

As HSPs são proteínas altamente conservadas durante o processo evolutivo 

(Mayer et al., 2013), cuja as expressões são induzidas em respostas a uma grande 

variedade de insultos fisiológicos e ambientais, incluindo temperatura elevada, 

inflamação, isquemia, exposição a toxinas, estresse oxidativo, hipóxia, entre outras 

(de Moura et al., 2013, Newkirk et al., 2012, Ikwegbue et al., 2017). 

As HSPs são consideradas chaperonas moleculares, pois atuam no 

dobramento, redobramento e transporte de outras proteínas. Além dessas funções, as 

HSPs estão envolvidas na montagem de complexo macromolecular, na degradação 

de proteínas, bem como na dissociação e o redobramento de agregados de proteínas 

desnaturadas pelo estresse. O estresse pode induzir resposta regulada, o que resulta 

no aumento da síntese de HSPs, como forma de auxiliar no reequilíbrio da 

homeostasia (Kakkar et al., 2014). 

O genoma humano é capaz de codificar mais de 100 tipos diferentes de HSPs 
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e, com base na sua função, peso molecular e sequências de aminoácidos, as HSPs dos 

mamíferos foram classificadas em diferentes famílias, incluindo HSPH (HSP110), 

HSPC (HSP90), HSPA (HSP70), DNAJ (HSP40), HSPB (HSPs com peso molecular 

pequeno (HSP27), as chaperoninas humanas HSPD (HSP60) e HSPE (HSP10) (Tang 

et al. 2005; Kampinga et al., 2009; Ikwegbue et al., 2017). 

 

 

Família das proteínas HSP70 

 

Os membros da família das HSP70 são expressos constitutivamente, ou 

regulados por indução e estão presentes em diferentes compartimentos subcelulares. 

Dentro de cada família, as HSP70 são distribuídas conforme a sua função, peso 

molecular e o local onde atuam (Santos et al., 2017).   

A HSP70 pode ser subdividida em quatro tipos (Santos et al., 2017), sendo 

eles:  HSP72 kDa (HSPA), que apresenta resposta ao estresse induzido (não 

fisiológico), com um aumento significativo dos seus níveis até seis horas após a 

exposição aos fatores estressantes (Whitham & Fortes, et al., 2008), indução da 

resposta imune antitumoral (Rodríguez et al., 2009; Fujii et al., 2018) e a inflamação 

(Roy et al., 2014; Ikwegbue et al., 2017). A HSP73 kDa (HSPA8) é expressa 

constitutivamente em todas as células e está presente no citoplasma e núcleo 

(Beckmann et al., 1990), Facilita o dobramento de peptídeos, inibe a proliferação 

celular (Nirdé et al., 2010) e tem um papel importante na resposta inflamatória 

(Rodríguez et al., 2009). A HSP75 kDa (HSPA9) encontrada na mitocôndrias, atua 

na resposta ao estresse e regula o crescimento celular e metástase de carcinoma 
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epidermóide oral (Tsuneki et al., 2013) e HSP78 kDa (HSPA5) quando encontrado 

no retículo endoplasmático e atua na resistência a agentes antiangiogênicos (Kern et 

al., 2009).  

Em condições celulares normais e sem estímulos estressores, as concentrações 

de HSP correspondem aos níveis comuns de síntese de proteínas normalmente 

encontradas nas células. Porém, em condições de estresse como, por exemplo, após a 

exposição a agentes tóxicos ambientais, as proteínas no interior da célula podem 

sofrer o desdobramento, excedendo a capacidade dos sistemas das chaperonas em 

evitar a desnaturação (Kakkar et al., 2014). Este estímulo induz aumento da expressão 

da HSP70, que consequentemente é secretada para o meio extracelular (Lim et al., 

2013; Ranek et al., 2018).  

Sabe-se que a HSP70 apresenta funções diferentes dependendo do local onde 

se encontra. Dentro da célula, a HSP70 tem a função de auxiliar no dobramento de 

outras proteínas em fase de síntese, fazendo com que elas alcancem sua conformação 

e função correta. A HSP70 pode ligar-se às proteínas desnaturadas para promover a 

degradação, além de regular respostas imunes (Bhardwaj et al., 2012; Mayer et al., 

2013) e minimizar danos teciduais, auxiliando no reparo de tecido danificado e 

aumentando a resistência celular em várias comorbidades relacionadas a lesão 

cerebral, como o acidente vascular cerebral (Liebelt et al., 2010), doenças 

cardiovasculares (Cai et al., 2010; Ranek et al., 2018), diabete gestacional (Santos et 

al., 2015), entre outras.  

As HSPs são sintetizadas constantemente nos locais de inflamação e 

secretadas, pelas células sob estresse, para o espaço extracelular (Zonneveld-

Huijssoon et al., 2013). Fora da célula, a HSP 70 estimula a expressão de genes pró-
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inflamatórios, pois tem a capacidade de se ligar a receptores celulares com toll like 

(TLR2 e TLR-4) em macrófagos, monócitos, neutrófilos (Wheeler et al. 2009), 

células epiteliais brônquicas (Abreu et la., 2018; Vitenberga & Pilmane, 2018), 

hepatócitos (Galloway et al. 2008; Huang et al., 2017). Além disso, a HSP70 

extracelular atua como "sinal de perigo", levando a ativação do sistema imune em 

uma resposta regulada (Lim et al., 2013). 

De fato, as lesões celulares causadas pelo estresse não fisiológico podem 

liberar fatores endógenos como os DAMPs (Damage-associated molecular patterns), 

pelas células danificadas e necróticas, resultando na indução da resposta inflamatória 

através da ligação aos receptores de reconhecimento padrão como os toll like 

receptors (Roy et al., 2014). As HSPs são consideradas uma das mais importantes 

DAMPs, podendo ligar-se a receptores celulares, ativando, assim, as células do 

sistema imune (van Eden et al., 2012). Portanto, as HSP70 podem modular tanto a 

resposta imune inata quanto a adaptativa (Binder, 2014), liberando mediadores 

inflamatórios (proteases, leucotrienos, e citocinas) que promovem o recrutamento de 

células efetoras leucocitárias (Abraham & John, 2010). Esse processo pode ser 

prejudicial ao organismo, pois a inflamação exagerada e crônica pode levar à 

destruição de tecidos e morte celular (Roy et al., 2014). 

Portanto, as HSPs apresentam papel protetor quando atuam dentro da célula, 

mas têm funções potencialmente deletérias quando liberadas no meio extracelular, 

pois podem iniciar ou manter o processo inflamatório no local onde estão sendo 

estimuladas (Quintana & Cohen, 2005; de Maio, 2011).   

 

Relação entre HSP70 e as doenças causadas pelo cigarro 
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Estudos mostram o envolvimento da HSP70 com doenças respiratórias, sendo 

considerada como marcador para alterações na atividade do sistema imune, lesão 

celular e processo inflamatório (Xie et al., 2010;  Dong et al., 2013; Cappello et al., 

2015).  

A proteína HSP70 é constitutivamente expressa em muitas linhagens de 

células tumorais, sendo correlacionada com o mau prognóstico em vários tipos de 

câncer (Murphy, 2013). Essa proteína desempenha um papel importante no 

desenvolvimento do tumor, como também na sobrevivência das células com defeito 

(Yaglom et al., 2007, Sherman, 2010, Leu et al., 2017). Estudo mostra que HSP70 

intracelular é uma das proteínas responsáveis pelos efeitos anti-apoptóticos das 

células cancerígenas pulmonares, contribuindo para sobrevivência da célula. De 

modo que, a proliferação acelerada e o potencial de angiogênese de carcinomas 

pulmonares são induzidos pela HSP70, cuja expressão é regulada pela via de 

sinalização de PI3K / Akt (Nyman et la., 2011; Wan et al., 2016). Assim, inibidores 

farmacológicos da chaperona HSP70 foram desenvolvidos como agentes 

anticancerígenos assumindo um papel importante como parte da quimioterapia 

(Murphy, 2013). 

 Vários estudos clínicos relevantes apresentados em uma revisão da literatura 

mostram que os métodos quantitativos para a detecção de HSP70 têm sido utilizados 

para demonstrar a ligação dessa proteína como biomarcador de desenvolvimento de 

várias doenças. A HSP70 foi indicada por alguns estudos como parte da patogênese 

de doenças respiratórias como asma e DPOC (Qu et al., 2015). 

Portanto, a condição asmática pode levar a expressão do gene HSP70 (Aron 
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et al., 1999; Tong & Luo, 2000). Em pacientes com asma brônquica persistente, a 

HSP70 fora da célula pode ser usada como marcador para avaliar o grau de obstrução 

das vias aéreas, sendo que os níveis aumentados dessa proteína correlacionam-se 

positivamente com a gravidade dos pacientes asmáticos (Hou et al., 2011). Além 

disso, gravidas asmáticas mostram níveis mais elevados da HSP70 em comparação 

com gestantes saudáveis (Tamási et al., 2010). Estes dados apoiam um papel 

importante da HSP70 plasmática no desenvolvimento da doença e na progressão da 

mesma. 

Nesse sentido, (Dong et al., 2013) foi observado também aumento da 

expressão de HSP70 e IL-8 no tecido pulmonar não-tumoral de pacientes com 

diagnóstico de câncer de pulmão e DPOC. Além disso, a expressão aumentada de 

ambas as proteínas correlacionou-se positivamente com a gravidade da doença 

obstrutiva.  

Estudo recente avaliou os níveis de HSP70 no plasma e em linfócitos isolados 

do sangue periférico de trabalhadores em uma mineração de carvão e que foram 

diagnosticados com DPOC. Os resultados mostraram que os níveis plasmáticos de 

HSP70 foram maiores entre os pacientes com DPOC em comparação ao minerador 

sem DPOC e esses níveis estavam associados com o risco aumentado para o 

desenvolvimento da doença (Cui et al., 2015).  

Estudo experimental (Xie et al. 2010), mostrou que a exposição de ratos 

Wistar à fumaça de cigarro pelo período de um mês estava relacionada ao aumento 

dos níveis de HSP70 no tecido pulmonar, ao passo que a exposição por três  meses 

causou diminuição dos níveis dessa proteína. Dessa forma, os autores concluíram que 

a exposição a longo prazo aos produtos químicos do cigarro levam a redução da 
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expressão da HSP70 intracelular, pois existe mecanismo de adaptação do organismo 

aos estímulos tóxicos do cigarro (Xie et al., 2010). 

 Sabe-se que os componentes químicos da fumaça do cigarro também alteram 

a função celular por interagir com a molécula de DNA. Wu et al. (2013) 

demonstraram em estudo in vitro com células do músculo liso das vias aéreas 

humanas, ação genotóxica do cigarro e diminuição dos níveis de HSP70 intracelular. 

Além disso, os autores demonstraram que a diminuição dos níveis de HSP70 

intracelular estava relacionada ao aumento dos níveis de danos no DNA, pois com os 

níveis menores da HSP70 no interior da célula, o mecanismo de proteção também 

diminui, favorecendo a ação das substancias tóxicas do cigarro na ocorrência de danos 

no DNA. Entretanto, os dados a respeito da genotoxicidade do cigarro são 

controversos, associando (Husgafvel-Pursiainen, 2004; Hoffmann et al., 2005; Huang 

et al., 2013) ou não (Maluf et al., 2001; Hoffmann and Speit, 2005) o consumo de 

tabaco ao aumento dos níveis de danos no DNA.  

Diante do exposto, propusemos avaliar o efeito do uso crônico do cigarro nos 

níveis séricos da proteína HSP 70 extracelular e seus anticorpos, a expressão gênica 

da HSP70, juntamente com os níveis de IL-8, quantidade de neutrófilos e dano no 

DNA, com o objetivo de melhor compreender os mecanismos envolvidos nos efeitos 

deletérios promovidos pelo uso do cigarro. 

Nossa hipótese é que a HSP 70 possa ser um biomarcador precoce de 

alterações que possam estar ocorrendo devido à exposição prolongada aos produtos 

químicos do cigarro, de modo que, essas alterações influenciam, também, nos níveis 

de inflamação sistêmica e consequentemente na ação das células de defesa em 

fumantes crônicos assintomáticos. Assim, os resultados desse estudo poderão abrir 
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caminhos para novas pesquisas e contribuir para a elucidação dos mecanismos 

moleculares relacionados aos processos patológicos promovidos pelo tabagismo, 

possibilitando o desenvolvimento de novas terapias e a detecção precoce de doenças 

relacionadas ao cigarro. 
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Abstract 

 
Smoking is responsible for the largest number of preventable deaths in the world, and 

is related to the development of several diseases, mainly chronic obstructive 

pulmonary disease (COPD). Thus, the search for early biomarkers of such diseases 

becomes relevant for their identification and for successful therapy. 

The objectives of our study were to evaluate the concentration of heat shock protein 

70 (HSP70), expression of the HSP70 gene, anti-HSP70 auto antibodies, the systemic 

inflammatory marker through cytokine interleukin-8 (IL-8) and CPR, immunological 

changes and DNA damage in peripheral blood of chronic asymptomatic smokers and 

non-smokers. 

Our results showed increased serum concentrations of HSP70, anti-HSP70, IL-8, 

CPR and neutrophils, and DNA damage in blood cells of smokers than in non-

smokers. Therefore, cigarette smoking was confirmed as a noxious agent on 

physiological and molecular parameters associated with the risk for developing 

COPD and other lung diseases. 

Based on the data we suggest that HSP70 can be responsible for the increased levels 

of inflammatory cytokines, and consequently, the increased influx of neutrophils into 

the lungs and increased DNA damages e anti-HSP70 auto antibodies. 
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Introduction 

 
Cigarette smoke contains more than 7,000 substances, most of them toxic to 

the human organism [1]. It has been shown that these compounds are able to initiate 

and promote oxidative damage, leading to various lung degenerative diseases, 

cardiovascular disease and different types of cancer [2]. Among the diseases caused 

by cigarette smoking, chronic obstructive pulmonary disease (COPD) is one the most 

important [3]. Smoking is associated with changes at systemic levels (immune 

processes and inflammation) [4], in response to the toxic agents. However, this 

process goes beyond the beneficial effects, because repeated exposures to toxic 

substances and chronic inflammation leads to injury of lung cells by the immune 

system [5]. 

The molecular mechanisms by which cigarette smoke promotes the 

development of diseases have not been fully elucidated.  There are few studies about 

cigarette smoking activity causing non-physiological stress. Usually, when cells are 

exposed to non-physiological insults and to some environmental agents, natural 

defense increases, including the synthesis of a small group of proteins called Heat 

Shock Proteins [6]. The Heat Shock Protein 70 (HSP70), may present a protective 

role when acting within the cell, as well as potentially deleterious functions when 

secreted outside cells, because where it is stimulated it can initiate or maintain the 

inflammatory process, causing cell death [7]. The relationship between this protein 

and pulmonary diseases has been demonstrated by studies that showed the 

involvement of HSP70 with COPD [8, 9]. Therefore, we hypothesized that cigarette 

smoking can increase the levels of HSP70 in smokers and their anti-HSP70 auto 

antibodies, and that this protein is linked to increased inflammatory processes and 
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neutrophil stimulation, causing pulmonary lesions and the development of diseases 

such as COPD. 

 In summary, the objectives of our study were to evaluate the concentration 

and expression of HSP70, anti-HSP70 levels, systemic inflammatory marker through 

cytokine IL-8, immunological changes and DNA damage in the peripheral blood of 

chronic asymptomatic smokers and non-smokers. 

 

 

Methods 

Subjects 

The study included 40 active smokers with previous cigarette consumption for 

greater than 10 years (estimated as packet/years) and without diagnosis of any 

disease. Subjects were consecutively selected, among those who were followed at the 

Smoking Cessation Ambulatory Service of the Clinical Hospital of Botucatu / 

SP/Brazil. Additionally, 40 non-smokers were recruited as the control group. These 

were selected from among the residents of the city of Botucatu, through informative 

posters of the research. Individuals in the control group were questioned regarding 

passive smoking. 

The study included only individuals who presented the results of biochemical 

tests (lipidogram (total cholesterol, high-density lipoprotein (HDL), low-density 

lipoprotein (LDL) and triglycerides), fasting glycemia, insulin, and C-reactive protein 

(CRP) measured after fasting for 12 hours), blood count (hemoglobin, hematocrit, 

leukocytes), and spirometry within the values of normality. All procedures were 

performed according to the criteria established by the Pulmonary Function 

Laboratory of the Botucatu Clinical Hospital by the automated method (Vitros 950 
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(Johnson & Johnson) and CELL-DNY Ruby). 

Hematological examinations were performed on whole blood samples by 

counting white blood cells, red blood cells and platelets using automated CELL-DNY 

Ruby equipment (version 2.1). Biochemicals were performed on serum samples using 

dry chemistry using the Vitros 950 automated system (Johnson & Johnson). 

Patients with a diagnosis of acute or chronic disease, those who used 

corticosteroids in the last week and illicit drug users were not included in the study. 

The study protocol was approved by the local ethics committee, and written informed 

consent was obtained from each subject. 

Clinical and lung function assessments 

The clinical evaluation of the selected individuals consisted of anamnesis, 

physical examination and laboratory tests. Attestation of non-use of the cigarette 

(control group) and active smoking was performed by means of carbonless carbon 

monoxide emissions (Micro+Smokerlyzer, Bedfont, England, UK). Pulse oximetry 

(SpO2) was performed on all subjects using the Onyx portable oximeter (Model 9500 

Oximeter; Nonin Medical Inc., Minneapolis, MN, USA). Spirometry was performed 

through a computerized pulmonary function system (Koko® Spirometer, PDS 

Instrumentation, Louisville, EUA), according to the criteria of the American Thoracic 

Society / European Respiratory Society task force guidelines [10]. Forced Vital 

Capacity (FVC), Forced Expiratory Volume in the first second (FEV1) and the 

relationship between the two parameters were calculated following the reference 

values of Pereira and collaborators [11].  
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Analysis of HSP70 by the ELISA technique 

 

Dosages of the HSP70 protein (HSP70/HSPA1A, ELISA kit 1 x 96 wells, 

DuoSet Ancillary Reagent Kit, R&D a bio-techne brand, United Kingdom) were 

performed in duplicate by means of immunoenzymatic assays, according to the 

manufacturer's protocol. The experiment was conducted according to the 

manufacturer's protocol. Briefly, this technique corresponds to solid phase sandwich 

ELISA, where the cells of the microplate are covered by antibody specific for the 

protein studied. 

Isolation of peripheral blood mononuclear cells (PBMC) 

Isolation of peripheral blood mononuclear cells (lymphocytes and monocytes) 

was performed using culture medium (RPMI 1640) and Ficoll-Paque® (Amersham 

Biosciences).  

In summary, a falcon-type tube containing 3 ml of Ficoll was used, which was 

added 3 ml of whole blood mixed with 3 ml of RPMI and then subjected to 

centrifugation at 2500 rpm, 4°C for 30 minutes. The leukocyte layer was removed, 

homogenized in 3 ml of RPMI and again subjected to centrifugation at 1500 rpm for 

15 minutes. The supernatant was discarded, and the sediment located at the bottom 

of the tube (containing mononuclear cells) was resuspended, aliquoted in 

cryopreservation solution (60% RPMI 1640 medium, 10% fetal bovine serum and 

10% DMSO) and stored at -80 ° C. 

Comet assay (single cell gel electrophoresis assay) 

The comet assay (alkaline version) was carried out according to Tice [12], with 

some modifications [13]. Aliquots of 60 l mononuclear cells (lymphocytes and 
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monocytes) were mixed at 120 l  low melting point agarose at 0,5% (37 ° C) and 

placed on pre-coated glass sheet with a 1.5% normal melting point agarose layer. The 

slides were left at 4 ° C for 5 minutes for polymerization of the agarose. Subsequently, 

the coverslips were removed and the slides were incubated in lysis solution (2.5M 

NaCl, 100 mM EDTA, 10 mM TrisHCl, 1% N-lauroyl sarcosinate, 1% Triton X-100 

and 10% DMSO) at 4 ° C overnight. Electrophoresis was conducted in the same 

alkaline buffer at 4°C, for 20 min, at 25 V 

electrophoresis, the slides were neutralized in 0.4 M Tris-HCl (pH 7.5) solution for 

15 min, fixed with absolute ethanol and stored at room temperature until analysis. All 

steps were conducted in the dark to prevent any additional DNA damage. The slides 

were stained with SYBR Gold (1:10,000; Invitrogen, NY), immediately before 

analysis. Cell viability was assessed using the trypan blue (0.4% trypan blue; Sigma-

Aldrich, Inc., St. Louis, MO) exclusion test, and was never below 90%. A total of 150 

randomly selected nucleoids per treatment were analysed under 400× magnification, 

in a fluorescence microscope connected to an image analysis system (Comet Assay 

IV, Perceptive Instruments; Suffolk, Haverhill, UK). Tail intensity (% DNA in tail) 

was used to estimate DNA damage. The slides were prepared in duplicate from three 

independent treatments. 

 

Quantification of IL-8 cytokines by flow cytometry 

The Cytometric beads array (BD) - Human Inflammatory Cytokines (Cat. 

551811, Becton Dickinson BD) was used to quantify the IL-8 proinflammatory 

cytokine in the serum of all study participants. Briefly, bead with specific 
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fluorescence intensities for IL-8 was conjugated to a cytokine-specific capture 

antibody forming the CBA, which were read on the FACSCalibur (Becton Dickinson 

and Company, USA) cytometer. The bead was identified according to their respective 

fluorescence intensities. In CBA, the capture bead of each evaluated cytokines was 

mixed with the detection antibody conjugated with the fluorochrome PE, and then 

incubated with the samples to form the "sandwich" assay. The acquisition tubes were 

 

reagent, and the same procedure was used to reconstitute the standard curve. After 

that, the tubes were homogenized and incubated in the dark at a temperature for three 

hours. CellQuest (BD) software was used to generate the results which were 

expressed in pg / ml. 

 

HSP70 gene expression 

 

The RNA isolation was performed by blood collection in a PAXgene Blood 

RNA tube (PreAnalytiX QIAGEN / BD, Hombrechtikon, Switzerland). Total mRNA 

was isolated using the PAXgene Blook RNA® kit (Qiagen) according to the 

manufacturer's instructions. The mRNAs were reverse-transcribed to cDNA using the 

high capacity cDNA reverse transcription kit and TaqMan® expression Assays 

mRNA reverse transcription kit (Applied Biosystems, USA), respectively. The cDNA 

was used as a template for quantitative real-time PCR (qPCR), with specific human 

primers for HSP70 (Hs00359163_s1) and endogenous Control ACTB gene 

(Hs99999903_m1). 

TaqMan 2X (Applied B -
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onDemand gene expression products; Applied Biosystems). The reaction was 

performed using the following thermal cycler conditions:94°C for 10 min followed 

by 40 cycles at 94°C for 30 s and 60°C for 1 min. Fluorescence data were collected 

during each annealing/extension step. The reactions were performed using the 

Applied Biosystems 7500 FAST RealTime PCR System and the SDS software, 

version 1.2.3 (Sequence Detection Systems 1.2.3, 7500 Real-Time PCR Systems; 

Applied Biosystems). For every PCR sample, a negative (no template) control was 

processed as a routine control. Relative gene expression data were analysed using the 

performed in triplicate. 

 

Statistical analyses 

Data are presented as mean (standard deviation) and median (interquartile 

range), when appropriate. Data were checked for normality and parametric (t-test) or 

nonparametric (gamma distribution) tests were used for group comparisons. 

Statistical correlation of the main data was assessed via Pearson correlation. We 

performed multiple linear regression analysis to description of prediction models. P-

values <0.05 were considered statistically significant. SAS Statistics (SAS Institute, 

Cary, North Carolina, USA, V.9.3) was used for all analyses. 

 

Results 

The study included 80 subjects, divided into two groups, a smoking group 

(males n = 20 and females n = 20, mean age 36 ± 8.39 years) and non-smoking group 

(males n = 20 and females n = 20, mean age 35 ± 7.8 years), matched by sex and age 
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(± 2 years). The clinical characteristics of the individuals are described in Table 1. 

Significant increase of carbon monoxide in exhaled air (p <0.001) and decreased peak 

expiratory flow (p = 0.006) and oxygen saturation (p <0.001) were observed in the 

smoking group in relation to the control. 

 

 Table 1. Clinical characteristics of the study population 

 Smokers (n = 40) Non-smoking (n = 40) p value 

Gender M/F (n) 20/20 20/20 - 

Age (years) 36 ± 8.39 35 ± 7.89 - 

BMI (kg/m²) 23.27 ± 4.23 23.95 ± 2.94 0.40 

COex (ppm) 11.32 ± 5.20 1.22 ± 1.07 <0.001* 

PEF (L/min) 430.8 ± 130.3 508 ± 116.2 0.006* 

SPO2 at rest (%) 97.50 ± 0.93 98.17 ± 0.71 <0.001* 

FEV1 (Liter) 4.15 ± 0.92 4.37 ± 1.07 0.34 

FEV1 (%of 
predicted) 

98.87 ± 10.72 98.70 ± 11.97 0.94 

FVC (Liters) 3.41 ± 0.74 3.65 ± 0.75 0.16 

FVC (% of 
predicted) 

97.50  ± 12.46 98.55  ± 9.33 0.67 

FEV1/FVC (%) 0.82  ± 0.03 0.84  ± 0.05 0.08 

Values are presented as mean ± standard deviation. M: male; F: female; BMI: body mass 
index; CO: exhaled carbon monoxide in the lung; PEF: peak expiratory flow maximum; 
SpO2: oxygen saturation; FEV1: forced expiratory volume in the first second; FVC: forced 

 
 

Table 2 presents the results of the blood chemical tests performed in the sample 

studied. The smoking patients presented a significant increase of CRP (p = 0.02), 

leukocytes (p <0.001) and neutrophils (p <0.001) in peripheral blood when compared 

to the non-smoker group. There was a significant decrease in the HDL values (p 
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<0.001) in the smoking group in relation to non-smokers. 

Table 2. Data of blood tests 

 Smokers (n=40) Non-smokers (40) p value 

Cholesterol (mg/dL) 180.4 ± 31.94 184.3 ± 29.68 0.57 

Glucose (mg/dL) 83.00 ± 10.62 79.15 ± 11.20 0.11 

HDL (mg/dL) 44.62 ± 11.25 57.15 ± 16.17 <0.001* 

LDL (mg/dL) 114.70 ± 25.14 115.10 ± 27.14 0.95 

CRP (mg/dL) 0.83 (0.5  1.0) 0.60 (0.5  0.7) 0.02** 

Triglycerides (mg/dL) 105.6 ± 36+81 93.30 ± 41.04 0.16 

Hemoglobin (g/dL) 15.06 ± 1.35 14.57 ± 1.36 0.10 

Hematocrit (%) 44.33 ± 3.70 42.10 ± 6.04 0.05 

Platelets (mm³) 255.40x10³ ± 6.91 264.40x10³ ± 43.45 0.45 

Leukocytes (mm³) 9.97x10³ ± 2.60 6.10x10³ ± 1.36 <0.001* 

Neutrophils (mm³) 4.79 ± 1.69 3.57 ± 0.91 <0.001* 

Lymphocytes (mm³) 2.31 ± 0.74 2.04 ± 0,55 0.07 

Monocytes (mm³) 0.38 ± 0.22 0.38 ± 0.21 0.97 

Eosinophils (mm³) 0.26 ± 0.18 0.18 ± 0.09 0.84 

Basophils (mm³) 0.07 ± 0.03 0.07 ± 0.03 0.95 

Values are presented as mean ± standard deviation or median (quartile 1 - quartile 3). HDL: 
High density lipoproteins; LDL: Low density lipoproteins; CRP: C-Reactive Protein; * 

 
 

Figure 1 presents the extracellular HSP70 protein concentrations in serum 

samples from smokers and non-smokers. Data show a significant increase of HSP70 

(2613.4±1675.5 vs 5149.9±6225.3; p = 0.01) in smokers compared to non-smokers. 

Non-significant difference was observed in the HSP70 mRNA expression (1.23±1.06 

vs 1.31±1.16; p = 0.77) in peripheral blood cells. 
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Figure 1. Serum levels of HSP70 (A) and expression of HSP70 mRNA in peripheral blood 
cells (B) of smokers and non-smokers. Data presented as mean ± standard deviation.  

 

Figure 2 presents the proinflammatory cytokine concentrations and DNA 

damage in blood samples collected from all subjects. Results showed a significant 

increase of IL-8 (6.93±3.75 vs 9.56±5.29; p=0.02) and DNA damage (40.80±13.89 

vs 54.40±10.07; p <0.001) in smokers compared to non-smokers. 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 2. Serum concentrations of IL-8 (pg / ml) (A) and DNA damage (tail intensity) in 
lymphocytes (B) from smokers and non-smokers.  
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Figure 3 shows the levels of extracellular anti-HSP70 protein concentrations 

assessed in the serum from smokers and non-smokers. The data showed a significant 

increase in anti-HSP levels in the serum of smokers compared to non-smokers 

(582.0±904.3 vs 256.2±190.1; p=0.03). 

 

 

Figure 3. Analysis of the  extracellular anti-HSP70 protein levels in the serum from 

smokers and non-smokers. 

 

 

A network of interactions between the studied variables was created, based on 

Pearson correlation analysis. Figure 4 shows the statistically significant correlations. 

The most important data were the positive correlation between CO and HSP70, IL-8, 

neutrophils and leukocytes; between HSP70 and IL-8; IL-8 and DNA damage; 
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HSP70 mRNA expression and leukocytes; and leukocytes and neutrophils. No 

significant difference was observed between the number of cigarette packs per year 

or mean number of cigarettes consumed per day or the degree of cigarette 

dependence, and the mean of cigarettes consumed per day and degree of cigarette 

dependence in relationship HSP70, HSP70 mRNA expression, IL-8, DNA damage, 

neutrophils and leukocytes. 

Figure 4. Flowchart showing the network among the main variables analyzed using the 

Pearson correlation. Data are expressed with R and p values. 

 

 

Table 3 shows the analysis of the predictors of non-physiological stress 

caused by cigarette chemicals. It was possible to observe a positive association 

between the level of HSP70 and IL-8 (p = 0.0001); IL-8 and neutrophils (p = 0.01) 
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and IL-8 and DNA damage (p = 0.004). The model presented by linear regression 

was constructed and demonstrated according to our hypothesis.

Table 3. Description of prediction models 

Dependent 

Variable 

Variable Parameter Estimation (95% IC) p value 

 

HSP70 

(R2= 0.36) 

Intercept -1480.487(-10393  7431.866) 

Carbon monoxide 86.914 (-88.912  262.742) 0.32 

 

 

IL-8 

(R2= 0.46) 

Intercept 6.996 (-3.295  17.288) 0.17 

Carbon monoxide 0.064 (-0.190  0.319) 0.61 

HPS70 0.0005 (0.0002  0.0008) 0.0001* 

 

 

Neutrophil 

(R2= 0.77) 

Intercept 0.684 (-1.509  2.878) 0.53 

Carbon monoxide 0.002 (-0.051  0.055) 0.93 

IL-8 0.069 (0.012  0.127) 0.01* 

 

 

DNA damage 

(R2= 0.24) 

Intercept 35.583 (22.623  48.543) <0.0001* 

Carbon monoxide 0.735 (-0.044  1.514) 0.06 

HPS70 -0.0008 (-0.0018  0.00007) 0.07 

IL-8 1.325 (0.431  2.220) 0.004* 

Neutrophils -2.841 (-7.395  1.713) 0.21 

Discussion 

Our results demonstrated that the compounds in cigarette smoke may lead to 

changes in physiological and molecular parameters, generating an imbalance of the 
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protective factors of the organism and consequent break in homeostasis. These 

findings were confirmed by the increased serum concentration of HSP70, anti-

HSP70, IL-8, CRP and neutrophils. Such parameters might be linked with the risk of 

lung disease development. 

These data, together with the results from previous studies allow us to suggest 

that the compounds in cigarette smoke have toxic effects and can be considered 

important factors in generating non-physiological stress. Indeed, in our study positive 

correlations were observed between exhaled CO levels and serum concentrations of 

HSP70, leukocytes, neutrophils and DNA damage. Similar results were reported in 

the literature, showing that carbon monoxide may increase the levels of antibodies 

against HSP70. The extent of DNA damage measured in lymphocytes was higher in 

workers form the high temperature and carbon monoxide-exposed groups [14]. 

Another study showed that the lung cells of rats exposed to cigarette compounds are 

able to increase the levels of HSP70 protein [15, 16]. 

In our study no significant difference was observed between the studied 

groups regarding the abundance of RNA message of the HSP70 protein. However, a 

study conducted in vitro on cells of human and rodent cell lines shows that tobacco 

smoke (TS) induces expression of HSP70 [17]. 

Another study showed that cigarette smoke water extract in primary human 

lung fibroblasts increased expression of HSP70 and that HSP70 participates in the 

cigarette smoke-induced inflammatory process through the MAPK-EGR-1-HSP70 

pathway [18]. Microarray analysis was used to carry out an unbiased survey of the 

differences in gene expression profiles in the alveolar macrophages of phenotypically 

normal, 20 pack-year smokers compared to healthy nonsmokers, and this study 
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observed that 75 genes were modulated by smoking, among them is HSP70 [19]. 

Smoking increases the genetic expression of HSP70, which can lead to the activation 

of signaling pathways that promote development of disease and chronic inflammation 

[20]. 

The increase of the intracellular HSP70 stimulates the cell to secrete it into 

the extracellular medium, by non-physiological stress stimulation, which leads to 

increased IL-8 synthesis by fibroblasts and pulmonary endothelial cells [18, 21]. 

Indeed, cigarette smoke is responsible for stimulating systemic inflammation, 

demonstrated by the increased levels of IL-8 and CRP, which may lead to increased 

levels of neutrophils in the blood of smokers [22, 23]. Our data are consistent with 

those from other studies demonstrating a clear increase of neutrophils [24, 25] IL-8 

and CRP in smokers [26, 27]. 

Another factor that can explain the relationship between the substances 

present in cigarette smoke and the increase in inflammatory process is linked to 

oxidative stresses, and their ability to activate the intracellular signaling cascade that 

leads to increased IL-8 synthesis in the pulmonary epithelium [28, 29, 30]. The 

circulating neutrophils in the blood are subsequently recruited to the lungs by the 

action of IL-8 on the receptors CXCR1 and CXCR2 (C-X-C motif chemokine 

receptor) [31]. In the lung, neutrophils produce elastase and matrix metalloproteinase, 

which degrade the extracellular matrix proteins, leading to tissue destruction, and 

consequently to development of pulmonary disease [32, 33]. 

Based on this information and on our results, it is shown that the substances 

in cigarette smoke promote increased levels of HSP70, inducing systemic 

inflammatory processes and consequent neutrophilic stimulation to the lung region. 
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Neutrophils in contact with the inhaled cigarette substances release enzymes as a 

defense mechanism. However, these factors lead to the occurrence of lung lesions, 

because the enzymes released in the lung do not have the capacity to distinguish the 

damage that may be irreversible. This process can in part explain the risk of cigarette 

smoking in relation to the development of lung diseases, such as COPD. 

According to previous studies, HSP70 can be used as a marker of diagnosis in 

patients with COPD [8, 9, 34, 35]. However, the data related to this protein and the 

use of cigarettes in asymptomatic smokers are still conflicting, because experimental 

and in vitro studies have shown a significant increase of HSP70 in conditions 

simulated by cigarette products. Contrary to our results, the previous cited studies did 

not find significant difference in the levels of HSP70 between smokers (non-COPD) 

and non-smokers. Despite this, we can emphasize that one of the limitations of such 

studies was the low number of participants and the criteria used for selecting the study 

subjects. 

Our data showed that the chemical substances present in the cigarette smoke 

can elevate the levels of anti-HSP70 autoantibody in the serum from chronic 

asymptomatic smokers, when compared to non-smokers. We believe that these 

changes associated with failure of the anti-HSP70 to maintain the balance between 

HSP70 levels may result in deleterious effects on smoking, can be considered one of 

mechanisms leading to the development of pulmonary diseases. Furthermore, data on 

literature showed that the levels of anti-HSP70 increase in response to high levels of 

extracellular HSP70, playing an important role in the pathophysiology of various 

pulmonary diseases [36, 37, 38, 39]. 
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Cellular DNA often undergoes several lesions caused by exogenous factors, 

such as the genotoxic chemical substances and the intrinsic products that are results 

of cellular metabolism, such as reactive oxygen species (ROS) [40]. These substances 

can cause different types of DNA damage, including breaking of single-stranded 

DNA as well as double-stranded DNA, single base modifications and cross links. 

Recent studies show that the intracellular HSPs are needed to stabilize the main 

components of DNA repair mechanisms, because they have cytoprotective functions 

that are explained by their antiapoptic role. However, altered levels of HSPs, as 

shown by our study, can lead to failures in detection, as well as delayed untimely 

repair of damaged DNA [41]. 

Accordingly, our study showed increased DNA damage in smokers. 

Therefore, chemical substances present in cigarette smoke lead to a decrease of 

antioxidant capacity of lung cells, generating an increase in the production of ROS 

[42]. Additionally, several studies have shown that cigarette smoke has been 

associated with increased ROS production in neutrophils, in conjunction with the 

inflammatory response, which leads to damage of the pulmonary tissues, contributing 

to the pathogenesis of COPD [30, 43] and the development of lung cancer [44]. 

Thus, we can suggest that the increase of levels of extracellular HSP70 in 

smokers and all the mechanisms triggered by their action outside the cell possibly 

exceeds the protection action of this protein inside the cell, which could explain in 

part the genotoxic action of the cigarette. However, the mechanisms that maintain 

genome stability within the nucleolus and the actions of HSP70 within the process 

of DNA cytotoxicity are still poorly understood and the findings are inconclusive.   

In relation to our results, some limitations must be taken into account. Thus, 
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some studies show that the peak levels of HSP70 found in blood occur around 8 hours 

after exposure of the stressor. Thus, this may be a factor that interferes with the 

variability of HSP70 levels in the blood of smokers, which could explain in part the 

high standard deviation in this group. Second, the HSP70 gene expression was 

performed with peripheral blood, which may have interfered with the result of no 

significant difference between the groups, because being investigation of the 

peripheral blood constitutes a systemic analysis and not at the pulmonary level. 

Therefore, this result needs to be confirmed in cell samples directly linked to the 

pulmonary system. If the result remains, a possible explanation for the increase of the 

peripheral blood protein of the smoker, without increased gene expression, can be 

related to the occurrence of necrosis with rupture of the cell membrane and release of 

the protein into the extracellular environment. Although comparisons of estimated 

value gave some levels of statistical significance, we believe that increasing the 

sample number will improve some results of this study, mainly linked to correlation 

and association analyses. 

In conclusion, we have shown that asymptomatic chronic smokers have high 

HSP70 levels in peripheral blood, favoring the development of a systemic 

inflammatory process, demonstrated by the increased levels of IL-8, CRP, neutrophils 

and DNA damage. Increased levels of the autoantibody anti-HSP70 failed in decrease 

the high HSP70 levels and the inflammatory process in chronic asymptomatic 

smokers. Probably, this process can be responsible for stimulating a deleterious 

response in the lung, can cause tissue damage due to the action of auto-reactivity of 

the immune system and increased inflammatory process and a possible predisposition 

to the development of pulmonary diseases. 
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Anexo 1 

 
 

Supplementary Material Chapter I 

 
Hematological examinations  
 

Hematological examinations were performed on whole blood samples 

through the white cell count, red and platelets, using automated equipment CELL-

DNY Ruby (version 2.1). Biochemicals were performed on serum samples, by dry 

chemistry using the automated system 950 Vitros (Johnson & Johnson). 

 
Collection, processing and storage of samples  
 

Participants selected for the study were referred to the Laboratory of 

Pulmonary Function of HC / UNESP / Botucatu / SP for blood collection and 

completing the questionnaire and term of free and informed consent. Peripheral blood 

was collected in 5 ml vacutainer dry tube, centrifuged at 3500 rpm for 15 minutes at 

18 ° C, being alicotado in 1.5 ml microtubes  °C 

until HSP70 determinations by ELISA and and detection of cytokines by flow 

cytometry. 

Approximately 3 mL of peripheral blood were collected in vacutainer® 

tubes with anticoagulant ethylenediamine tetra acetic acid (EDTA), for lymphocyte 

isolation for analysis of DNA damage by the comet test. Isolation of the 

mononuclear cells was performed within a period of up to 4 hours and subsequently 

aliquoted and stored at -80 ° C. 
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NÍVEL DE DEPENDÊNCIA (Fagerstrõm)  

 

Tempo do primeiro cigarro:  

(3)          5min.  

(2)          6 a 30min.  

(1)          31 a 60min.  

(0)          Após 60min.   

 

É difícil não fumar em locais proibidos:  

(1) Sim    (0) Não   

 

O cigarro do dia com mais satisfação:  

(1) Primeiro da manhã        (0) Outros  

  

Cigarros/dia:   

(0)           Menos de 10  

(1)           11 a 20   

(2)           21 a 30   

(3)           Mais de 31   

 

Fuma mais pela manhã: 

 (1) Sim      (0) Não   

 

Fuma mesmo doente:  

(1) Sim       (0)Não  

 

 

 

PONTUAÇÃO:______GRADUAÇÃO: < 4: Leve; 4  6: Moderada; > 6: Elevada 
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Anexo 3 
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Apêndice  

 
 

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 

 

 Expressão da Heat 

Shock Protein 70 em usuários do tabaco

de sangue periférico e a sua expressão gênica em tabagistas em paciente com DPOC.    O 

sr(a). foi selecionado(a) a participar dessa pesquisa por utilizar o cigarro ou não utilizar o 

cigarro.  A pesquisa consta de um questionário que avaliará o nível de dependência do cigarro 

e de coleta de pequena quantidade de sangue, colhido por materiais esterilizados e avaliados 

pela Anvisa. Todo o procedimento será realizado em torno de 10 minutos. A pesquisa tem 

por finalidade permitir a identificação precoce de fatores de risco em tabagista saudáveis 

como também propor planejamento de estratégias de prevenção secundária e novas 

abordagem terapêuticas.   Caso você não queira participar da pesquisa, é seu direito e isso 

não vai interferir com seu tratamento ou preferência de agendamento médico, assim como 

interferências trabalhistas.  Você poderá retirar seu consentimento, em qualquer fase da 

pesquisa sem nenhum prejuízo.  É garantido total sigilo do seu nome, imagem, resultado de 

exame ou doença, em relação aos dados relatados nesta pesquisa. Você receberá uma via 

deste termo, e outra via será mantida em arquivo pelo pesquisador por cinco anos.  

CONCORDO EM PARTICIPAR DA PESQUISA   

Nome:_______________________________________________ 

Assinatura:_____________________________________________________________ 

____________ Data: ____/____/____   

Orientador: Dados do orientador 

Pesquisador: Dados do pesquisador 

Assinatura:____________________________    

 


