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RESUMO

Nas vias aéreas, a transicao epitelial-mesenquimal (TEM) tem sido implicada na patogénese da
Doenca Pulmonar Obstrutiva Crénica (DPOC). O epimero da rersolvina D1 (AT-RvD1) é
conhecida por estar envolvida na resolucdo da inflamacéo e inibe a TEM induzida por TGF-B1
em células A549. Nesse estudo, avaliamos o papel do epimero AT-RvD1 na TEM induzida por
extrato de fumaca de cigarro (CSE) em células epiteliais brénquicas (BEAS-2B). A CSE
aumentou a producdo de TGF-B1 ¢ as expressdes de marcadores mesenquimais (N-caderina,
vimentina, SMAD2/3 e Slug). Além disso, CSE diminuiu a expressdo de E-caderina, um
marcador epitelial. Além disso, a CSE induziu um aumento na expressao do receptor de ROS e
FPR2. Quando AT-RvD1 foi associado, houve restauragdo da expressdao de E-caderina e
reducdo da expressdo de N-caderina, vimentina e SMAD2/3 e producdo de TGF-B1 em células
BEAS-2B estimuladas por CSE. O epimero AT-RvD1 diminuiu os niveis de ROS e FPR2. Em
conclusdo, nossos resultados demonstram que AT-RvD1 diminuiu a TEM induzida por CSE ao
restaurar a expressao de E-caderina e inibir a producéo de TGF-B1 ¢ ROS ¢ a expressao de N-
caderina, vimentinae SMAD2/3. Juntos, esses resultados sugerem que AT-RvD1 tem potencial

para controlar a transicao epitelial-mesenquimal.

Palavras-chave: transicéo epitelial-mesenquimal; CSE; AT-RvDL1.



ABSTRACT

In the airways, the epithelial-mesenchymal transition (EMT) has been implicated in the
pathogenesis of Chronic Obstructive Pulmonary Disease (COPD). Aspirin-triggered resolvin
D1 (AT-RvD1) is known to be involved in the resolution of inflammation and inhibits TGF-
B1-induced EMT on A549 cells. Here, we extend this results and evaluated the role of AT-
RvD1 in EMT induced by cigarette smoke extract (CSE) on bronchial epithelial cells (BEAS-
2B). CSE increased TGF-B1 production and the mesenquimal markers (N-cadherin, vimentin,
SMAD2/3 and Slug) expressions. In addition, CSE decreased E-cadherin expression, an
epithelial marker. Furthermore, CSE induced an increase in ROS and FPR2 receptor expression.
When AT-RvD1 was associated, there was restored the expression of E-cadherin and reduced
expression of N-cadherin, vimentin and SMAD2/3 and TGF-B1 production on BEAS-2B cells
stimulated by CSE. In addition, AT-RvD1 decreased ROS and FPR2 levels. In conclusion, our
results demonstrate that AT-RvD1 decreased CSE-induced EMT by restored the expression of
E-cadhrein and inhibit the TGF-B1 and ROS production and expression of N-cadherin, vimentin
and SMAD2/3. Together, these results suggest that AT-RvD1 has the potential to control

epithelial-mesenchymal transition.

Keywords: epithelial-mesenchymal transition; CSE; AT-RvD1.
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1 INTRODUCAO

Os riscos do tabagismo a saude sdo bem documentados e mesmo assim uma
proporcdo substancial de homens e mulheres nos paises desenvolvidos continuam
habitualmente a fumar cigarros. Para piorar a situacdo, as taxas de prevaléncia de
tabagismo estdo em ascensdo nos paises em desenvolvimento, portanto sdo esperados
aumentos nas taxas de morbidade e mortalidade (Peto et al., 1999; Sealock, Sharma,
2021). Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), cerca de 8 milhdes de pessoas
morrem de doencas associadas ao tabagismo a cada ano. Mais de 7 milhdes dessas mortes
resultam do uso direto desse produto, enquanto cerca de 1,2 milhdo é o resultado de néo-
fumantes expostos ao fumo passivo. A OMS afirma ainda que cerca de 80% dos mais de
um bilh&o de fumantes do mundo vivem em paises de baixa e média renda onde o peso
das doencas e mortes relacionadas ao tabaco é maior (WHO, 2020). Das numerosas
doencas relacionadas ao tabagismo o cancer de pulmao é o mais letal e a doenca pulmonar
obstrutiva cronica (DPOC) é a mais comum (Houghton, 2013). A fumaca do cigarro, além
de conter substancias carcinogénicas que alteram a apoptose e proliferacdo celular
(Aoshiba et al., 2003), contém substancias com potencial oxidativo e pro-inflamatério
(Crapo, 2003). O tabagismo, especialmente em fumantes crénicos, induz a ativacdo e o
recrutamento de células hematopoiéticas como os neutréfilos para as vias aéreas. Além
disso, induz a ativacao de células estruturais como as células epiteliais bronquicas (Kou
et al.,, 2011; Strzelak et al., 2018). O epitélio das vias aéreas além da funcdo na
manutencdo da conducdo de ar para os alvéolos e protecdo do pulmao contra patégenos,
alérgenos e particulas inaladas, modula a resposta imune natural e adaptativa
determinando assim a intensidade e a qualidade da resposta inflamatdria pulmonar
(Lambrecht, Hammad, 2012; Wohnhaas et al., 2021). A exacerbacdo do processo
inflamatorio induzido pela fumaca do cigarro pode provocar alteragdes significativas na
expressao de genes em ceélulas epiteliais das vias aéreas podendo contribuir para o
desenvolvimento e a progressdo de doencas como o céancer do pulmdo e a DPOC
(Bozinovski et al., 2016). Além das células epiteliais, os fibroblastos sdo também ativados
durante o tabagismo. Em repostas as repetidas exposi¢Ges a fumaca do cigarro ocorre a
ativacdo de uma resposta fibroblastica desregulada e exagerada ocasionado depositos
excessivos de componentes da matriz extracelular podendo causar fibrose e

remodelamento das vias aéreas de pacientes com DPOC (Figural) (Krimmer et al., 2012;



13

Salazar, Herrera, 2011; Zhou-Suckow et al., 2017; Jensen et al., 2012). Interessante, 0s
sobrenadantes de culturas de células epiteliais bronquicas contém fatores que estimulam
ou inibem a proliferacéo de fibroblastos (Thompson et al., 1995). Da mesma forma, 0s
fibroblastos, atraves de secrecdo de fatores de crescimento, regulam a diferenciacdo de
células epiteliais (Skibinski et al., 2007) induzindo, por exemplo, a transicdo epitelial
mesenquimal (TEM), processo no qual as células epiteliais adquirem caracteristicas
mesenquimais do tipo fibroblasto (Pain et al., 2014). Durante o processo da ativagao da
TEM ocorre a reducdo da expressdo de proteinas epiteliais tais como a E-caderina e
citogueratina (proteinas envolvidas na adesdo e no contato célula-célula) e aumento da
expressdo de proteinas mesenquimais tais como N-caderina e vimentina (proteinas
envolvidas na migracdo de células). Além disso, ocorre alteracdo na expressdo de
componentes da matriz extracelular (fibronectina e colageno) e de enzimas tais como as
metaloproteinases (MMPs) favorecendo a migracdo e invasdo celular (Hay, 2005;
Ikenouchi et al., 2003; Ozdamar et al., 2005).

Figural- Efeito do cigarro nas células epiteliais e nos fibroblastos

SMOKE Indirect

Direct effects
effects

Pro-inflammatory
Cytokines (IL-8, etc.)

Fibroblast proliferation

Fonte: Jensen, et al., 2012.

A TEM pode ser classificada em trés categorias com diferencas funcionais: Tipo
I (associado com a embriogénese); Tipo Il (associado a cicatrizacdo fisioldgica e ao
desenvolvimento de fibrose patoldgica) e Tipo Il (associado com cancer e metastase)
(Figura 2) (Lesseps, Brown, 1974; Lovisa, 2021; Scanlon et al.,2013). Durante a
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exacerbagdo e cronificacdo do processo inflamatorio assim como nas agressdes cronicas
do epitélio a TEM do Tipo Il pode ser continuamente ativada ocasionando a fibrose
tecidual como observado, por exemplo, na fibrose idiopéatica pulmonar (Selman, Pardo,
2003; Yeung, Yang, 2017; Selman et al., 2004). Varios fatores podem induzir a TEM
como o fator de crescimento de fibroblasto-2, IL-1 e o fator de crescimento tumoral
(TGF)-B1 (Pain et al., 2014; Willis, Borok, 2007). Estes fatores ativam fatores de
transcricdo como Smad2 (mothers against decapentaplegic 2), Smad3, Twistl (Twist-
related protein 1), Zeb1 (zinc finger E-box-biding homolog 1), Zeb2, Snaill (zinc finger
trascription fator 1), Snail2 (conhecido também como Slug) e fator de transcricdo NF-
kappa B (NF-kB) que modulam a TEM (Figura 3) (Pain et al., 2014; Peinado et al., 2007;
Nowrin et al., 2014; Zhang et al., 2012; Li et al., 2015; Dongre; Weinberg, 2019).

Figura 2- Classificacdo das transicao epitelial mesenquimal

Tipo 1: Desenvolvimento Tipo 2: Cicatrizacao Tipo 3: Invasdo no cancer
de Feridas
Prollferagiio de
Camada Epiblastica Fibroblastos células tumorais
Camada = @ codgulo

primitiva ¥ de fibrina "‘*3—‘—'
Y - TEM 2 [ - 4 4>

Camada Masenquimal Camada Basal

HY
Ve -~
» Invasio de células &\&)"‘

Fonte: Scanlon et al.,2013.

Figura 3- Marcadores epiteliais e mesenquimais
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Fonte- Dongre; Weinberg, 2019.

A correlacdo da TEM com o aumento do potencial metastatico de células tumorais
de varios tipos de canceres como o cancer de pulmao é amplamente conhecida (De
Craene, Berx, 2013). Apesar disto somente nos ultimos anos as pesquisas estdo
associando a TEM como um fator de risco no desenvolvimento da fibrose das vias aéreas
em pacientes como a DPOC. A expressdao génica de TGF-B1, indutor de TEM, ¢é
significativamente maior no epitélio das vias aéreas de individuos fumantes com DPOC
guando comparados com os individuos controles (Takizawa et al., 2001). Além disso, nos
pacientes com DPOC foi observado uma correlagdo positiva entre a expresséo de TGF-
B1, historico de tabagismo (anos e quantidade de cigarro por dia) e o grau de obstrucao
das vias aéreas. Estudos in vitro com células epiteliais alveolares de ratos (linhagem RLE-
6TN) e camundongos (AT2) assim como células epiteliais alveolar de carcinoma humano
(A549) demonstraram a indu¢do da TEM apds tratamento com TGF-B1(Willis, Borok,
2007; Kasai et al., 2005; Kim et al., 2006; Willis et al., 2006). Além do TGF-fB1, o extrato
da fumaca do cigarro também induziu a TEM em células epiteliais bronquicas (linhagem
BEAS-2B) e células epiteliais alveolares tumorais (linhagem A549 e H358) humanas
(Zhanget al., 2012; Liu et al., 2010; Li et al., 2014; Shen et al., 2014; Veljkovic et al.,
2011). O extrato da fumaca do cigarro induziu reducdo da expressdo de marcadores
epiteliais (E-caderina e citoqueratina), aumento da expressdo de proteinas mesenquimais

(fibronectina, a-SMA e/ou vimentina) assim como o aumento da producdo de MMP-9



16

e/ou coldgeno I. Além disso, induziu a ativagdo de fatores de transcri¢do (Smad3, NF-xB
e Slug) (Zhanget al., 2012; Liu et al., 2010; Li et al., 2014; Shen et al., 2014; Veljkovic
etal., 2011).

Em bidpsias endobrénquicas das vias aéreas de fumantes fisiologicamente
normais, fumantes e ex-fumantes com DPOC foi observado aumento dos biomarcadores
da TEM (reducédo da expressdo de E-caderina e aumento da expressao de MMP-9 e
S100A4, uma proteina de fibroblasto) quando comparados com individuos controles
(Sohal et al., 2011). No entanto, estas alterac6es foram mais evidentes em fumantes com
DPOC. Em outro estudo, Milara et al.,, 2013 demonstraram que 0s marcadores
mesenquimais como o-actina de musculo liso, vimentina e colageno do tipo | estavam
aumentados e os marcadores epiteliais como a E-caderina e citoqueratina estavam
reduzidos nas células epiteliais bronquicas de fumantes com DPOC em comparagdo com
individuos ndo-fumantes. Estes autores sugeriram que a TEM pode potencialmente estar
associada a fibrose pulmonar (TEM do tipo Il) e a progressdo do cancer de pulméo e
metastase (TEM do Tipo I11) em pacientes com DPOC (Milara et al., 2013).

Interessante, a nicotina, o principal componente ativo e viciante do cigarro,
induziu também a TEM em linhagem de células epiteliais bronquicas primarias humanas
e do carcinoma pulmonar humano (A549) através da ativacdo de Zebl e Zeb2 (Dasgupta
et al., 2009; Zou et al., 2013; Pillai, Chellappan, 2012). Foi demonstrado que a indugéo
de TEM pela nicotina foi dependente do seu receptor nicotinico de acetilcolina
subunidade a7 (Pillai, Chellappan, 2012).

Os receptores de peptideos formilados (FPR) estdo envolvidos na modulagéo do
cancer e da resposta inflamatéria da DPOC, dentre outras doencas (Bozinovski et al.,
2012; Li, Ye, 2013). Estes receptores foram primeiramente encontrados em neutréfilos
(Hoyle, Freer, 1984; Migeotte et al., 2006) e posteriormente em varias células como as
células epiteliais bronquicas, demonstrado por nosso e outros grupos (Bozinovski et al.,
2012; Migeotte et al., 2006; Rogerio et al., 2012). Os receptores FPRs pertencem a familia
de receptores acoplados a proteina G com genes agrupados no cromossomo 19g13.3 que
codificam trés receptores: FPR1, FPR2 e FPR3 (Boulay et al., 1990). Os peptideos
formilados como, por exemplo, o tripeptideo N-formil-metionil-leucil-fenilalanina
(FMLP) foram os primeiros agonistas descritos destes receptores (Migeotte et al., 2006).
Estes peptideos, liberados tanto por bactérias Gram-negativas quanto durante o processo

de degeneracéo celular (Carp, 1982), induzem o recrutamento de leucdcitos, a producéao
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de citocinas, secrecdo de enzimas lisossomais, geracdo de mediadores lipidicos e
producdo de espécies reativas de oxigénio (Migeotte et al., 2006). Interessante, diferentes
agonistas do receptor FPR2 demonstram efeitos opostos. Por exemplo, enquanto o soro
amildide A (SAA; proteina de fase aguda hepética associada ao processo inflamatorio)
(Bozinovski et al., 2012) é pro-inflamatdrio (Migeotte et al., 2006), a lipoxina Az, as
resolvinas (como a RvD1) e seus epimeros (como o AT-RvD1), mediadores lipidicos
enddgenos produzidos durante o processo de resolucdo da inflamacdo, sdo anti-
inflamatdrios (Serhan et al., 2015; Dalli et al., 2016). Existem varios mecanismos que
podem explicar a versatilidade do receptor FPR2, como por exemplo, a ligagéo diferencial
dos agonistas em dominios especificos do receptor. O SAA liga-se nos loops
extracelulares | e Il, enquanto a lipoxina As, as resolvinas e seus epimeros ligam-se no
loop extracelular 111 do receptor FPR2 (Bena et al., 2012; Nacht et al., 1976; Scott, 1991).
Além disso, a ligacdo dos agonistas do receptor FPR2 (pré- ou anti-inflamatorios) podem
induzir diferentes alteragfes conformacionais no receptor o que permite a ativagédo de
diferentes vias de sinalizacéo (fosfolipases, quinases, dentre outros) (Scott, 1991; Galvéo
etal., 2021).

A expressdo dos receptores FPRs foi baixa nos tecidos neoplasicos quando
comparado com os tecidos peritumorais circundantes em biopsias pulmonares de
pacientes com cancer de pulméo (Cattaneo et al., 2015). No entanto, a expressao do
receptor FPR2 esta aumentada nas células epiteliais bronquicas de pacientes com DPOC
qguando comparados com os individuos controles (Bozinovski et al., 2012). Além disso,
0 SAA (agonista pré-inflamatorio de FPR2), potente quimiotatico para neutrdfilos, esta
presente em alta concentracgdo nas vias aéreas de pacientes com DPOC (Bozinovski et al.,
2012). O SAA induz a liberacdo de mediadores pro-inflamatério em células epiteliais
brénquicas tanto de linhagem celular (BEAS-2B) quanto primarias (isoladas de pacientes
com DPOC) (Bozinovski et al., 2012). Em corroboragdo com estes resultados, pacientes
com DPOC demonstraram baixa capacidade biosintética para a producao de lipoxina As
(agonista anti-inflamatorio) favorecendo a exacerbacdo do processo inflamatério (Balode
et al., 2012). Em outro estudo, a RvD1 reduziu a produgdo de mediadores pro-
inflamatdrios em fibroblastos isolados do pulmé&o de individuos saudaveis estimulados
com extrato da fumaca do cigarro (Hsiao et al., 2013). A RvD1 reduziu também o
recrutamento de neutréfilos para o pulméo e a producéo de citocinas pré-inflamatorias no

lavado broncoalveolar de camundongos expostos a fumaca de cigarro (Hsiao et al., 2013).
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Além do receptor FPR2, o receptor FPR1 também demonstrou importantes fun¢des na
modulacdo da resposta inflamatdria induzida pela fumaga do cigarro. Camundongos com
delecdo génica do receptor FPR1 demonstraram reducdo do processo inflamatério
provocado pela fumaca do cigarro (Cardini etal., 2012). A estimulacao do receptor FPR1
por WKYMVm, um agonista pré-inflamatorio, induziu a proliferacdo de células epitelial
do cancer de pulmdo humano (Calu-6) através da fosforilacdo do receptor do fator
crescimento epidermal (EGFR), da ativacdo da via de sinalizagédo Src e do fator de
transcricdo STAT3 (Cattaneo et al., 2011).

Prevete et al., 2015 demonstraram que o fMLP (agonista pro-inflamatério de
receptores FPRS) induziu a TEM em células epiteliais do cancer gastrico (MKN28, AGS
e MKN45) através do aumento da expressdo génica de vimentina e dos fatores de
transcricdo Twist2, Slug, Snail e Zeb1 (Prevete et al., 2015). Em outro estudo in vitro,
utilizando linhagem de células epiteliais do tubulo proximal de rim humano (HK-2), foi
demonstrado que a LXA4 (agonista seletivo do receptor FPR2) reduziu a TEM induzida
pelo fator de crescimento do tecido conjuntivo (CTGF) via redugéo da ativagéo de Ras,
MEK, ERK1/2, PI3-K e Akt. No entanto, a LXA4 ndo reduziu a ativagdo de TEM induzida
pelo TGF-B1 (Wu et al., 2010). Diferente da LXA4, a RvD1 e RvD2 reduziram a ativagao
de TEM induzida pelo TGF-f1 em linhagens de células de cancer pulmonar humano
(A549, H838, H1299 e H1703) (Yang et al., 2019). Estas resolvinas reduziram a
expressdo de marcadores mesenquimais como N-caderina, a-SMA e vimentina via
reducdo da ativacdo dos fatores de transcricdo de Zebl e Snaill. Estes efeitos foram
dependentes dos receptores FPR2 (Lee et al., 2013). AT-RvD1 inibiu a TEM em células
do carcinoma pulmonar humano (A549) estimuladas com TGF-f aumentando a
expressédo de E-caderina e reduzindo a expresséo de vimentina (de Oliveira et al., 2015).

Nosso grupo estuda, ao longo dos anos, os efeitos dos agonistas e das funcbes dos
receptores FRP2 em diversos modelos experimentais. Por exemplo, RvD1 e/ou do AT-
RvD1 demonstraram efeitos anti-inflamatorios no modelo experimental de inflamagéo
alérgica das vias aéreas induzida pela ovalbumina (Rogerio et al., 2012) e de lesdo aguda
pulmonar induzida por &cido (Eickmeier et al., 2013). Nosso grupo demonstrou também
que 0 AT-RvD1 reduziu a produgéo das quimiocinas CCL2 e IL-8 assim como a ativagéo
de STAT6 e STAT1 em células epiteliais bronquicas (linhagem celular BEAS-2B)

estimuladas com a IL-4 e o lipopolissacarideo, respectivamente. Estes efeitos foram
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dependentes do receptor FPR2, uma vez que o antagonista (BOC2) deste receptor reverteu
os efeitos anti-inflamatdrios do AT-RvD1 (de Oliveira et al., 2015).

No presente projeto, pretende-se estender os estudos do receptor FPR2, com um
foco na modulacdo da TEM em células epiteliais bronquicas humanas (linhagem BEAS-
2B) estimuladas com extrato da fumaca do cigarro e tratadas com o epimero da resolvina
(AT-RvD1).
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2 JUSTIFICATIVA

O tabagismo é umas das mais sérias preocupacfes na area da salde podendo
causar doengas com significativas taxas de morbidade e mortalidade. O tabagismo
favorece 0 aumento de agonistas pro-inflamatorios do receptor FPR2 favorecendo o
desenvolvimento do processo inflamatorio nas vias aéreas de pacientes com DPOC. O
processo de “transi¢cdo epitelial mesenquimal (TEM)” foi reconhecido como potencial
fator do desenvolvimento da fibrose e do remodelamento das via aéreas na DPOC.
Interessante, os receptores FPRs também modulam a ativacdo da TEM, o qual foi
reconhecido como potencial fator do desenvolvimento da fibrose nas vias aéreas de
pacientes com DPOC. Enquanto o agonista pré-inflamatorio dos receptores FPRs (fMLP)
estimula a TEM, agonistas anti-inflamatorios (LXA4, RvD1 e RvD2) reduzem o aumento
da TEM induzido por CTGF e/ou TGF-B1. Uma vez que o papel da TEM em patologias
das vias aéreas ainda ndo esta bem descrito, as pesquisas para o entendimento dos
mecanismos envolvidos na modulacdo da TEM sédo necessarios, tanto para a identificacdo
de alvos terapéuticos quanto para a prevencdo e/ou o tratamento da fibrose, do
remodelamento das vias aéreas e do cancer de pulmdo em individuos fumantes,
principalmente aqueles com DPOC. Sendo assim, este estudo pode favorecer a melhor
compreensdo da funcgéo do receptor FPR2 na modulacdo da TEM associada ao tabagismo
podendo no futuro auxiliar no desenvolvimento de drogas a serem utilizadas para o

tratamento de doencas das vias aéreas como a DPOC.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivos gerais

Investigar o efeito do epimero da resolvina (AT-RvD1) na modulacdo da TEM em
células epiteliais bronquicas humanas (BEAS-2B) estimuladas com o extrato da fumaca

do cigarro.

3.2 Objetivos especificos

3.2.1 Apos o tratamento ou ndo com o agonista anti-inflamatério (AT-RvD1), as células
epiteliais brénquicas (BEAS-2B) estimuladas com extrato da fumaca do cigarro serdo
avaliados os seguintes parametros:

3.2.2 Avaliar a expressdo do receptor FPR2 nas células epiteliais;

3.2.3 Avaliar a expressdo génica (SMAD2);

3.2.4 Avaliar a producgéo de TGF-B1;

3.2.5 Avaliar a expressao de marcador epitelial (E-caderina) e mesenquimal (N-caderina,

vimentina, SLUG e SMAD?2/3).
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4 METODOLOGIA

4.1  Preparagdo do extrato da fumaga de cigarro

Cigarros comerciais (Marlboro®) foram utilizados neste estudo. O extrato da
fumaca do cigarro foi preparado como descrito por Zhang et al. (Zhang et al., 2012).
Brevemente, a fumaca de um cigarro foi borbulhada em kitassato contento 25 mL de PBS
através do uso de vacuo. O extrato da fumaca do cigarro foi ajustado para o pH 7,4 e
posteriormente filtrado em filtro de 0,22 um. Este extrato foi considerado como 100%.
Depois, realizou uma diluicdo do mesmo para a realizacdo dos experimentos e a
absorbancia das amostras diluidas foi medida por espectrofotometria a 320 nm para

padronizar a concentragao do extrato em cada experimento independente.

4.2 Citotoxicidade celular

A citotoxicidade das células foi realizada atraves do ensaio colorimétrico com o
sal de tetrazolium (MTT — [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)2,5-difenil brometo de tetrazolium]),
de acordo com (Jang et al., 2014). As células epiteliais bronquicas (1 x 10> cel/pogo)
foram cultivados em placa de 96 pogos na auséncia ou na presenca do CSE (1% e 2,5%)
durante 24 horas a temperatura de 37°C em estufa de CO2 a 5%. O volume final de cada
pogo foi ajustado para 180 pLL com meio de cultura D-MEM/F-12 acrescido de soro fetal
bovino (10%) e 1% de antibidticos (penicilina, estreptomicina e gentamicina). Em
seguida foi adicionado 20uL de MTT e incubados por 4 horas em estufa de CO2 5% a
37°C. O sal resultante (formazan) dessa metabolizacdo foi solubilizado com a adicao de
100puL de Dimetilsulfoxido (DMSO) puro (Sigma) para dissolver os cristais. Agitou-se
entdo a placa em um agitador de placa por 10 minutos e apés 5 minutos para a
estabilizacdo da cor, foi realizado a leitura da absorbancia em um comprimento de onda

de 570 nm em leitor de ELISA (Turner Biosystems — Modulus Microplate).

4.3  Células epiteliais bronquicas e estimulagcdo com o extrato da fumaca do cigarro

A linhagem de células epiteliais bronquicas humanas (BEAS-2B; ATCC,
Rockville, MD) foi cultivada em meio de cultura conforme especificacbes dos
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fabricantes. As células (1 x 10° cel/mL) foram incubadas em placas de 96 pogos na
auséncia ou presenca de extrato da fumaca de cigarro (1%) e as anélises foram realizadas
48 h apos a estimulacdo (Wang et al., 2013).

4.4 Tratamento com AT-RvD1

As células epiteliais bronquicas foram tratadas com AT-RvD1 (100 nM) (Liu et

al., 2016) 30 minutos antes da estimulacdo com o extrato da fumaca do cigarro.
45  Expressdo do receptor FPR2, E-caderina e N-caderina

O estudo da expressdo génica do receptor FPR2, da proteina epitelial E-caderina
e da proteina mesenquimal N-caderina nas células epiteliais brénquicas foi realizado
através de citometria de fluxo (Li, Ye, 2013; Nishioka et al., 2015).

4.6  Expressao do receptor FPR2 nas células epiteliais bronquicas

A expressdo do receptor FPR2 na superficie das células epiteliais bronquicas foi
realizada por citometria de fluxo (Norling et al., 2012).

4.7  Quantificacdo de TGF-p1

A deteccdo de TGF-B1 no sobrenadante de cultura das células epiteliais foi
realizada através de ensaio imunoenzimatico de acordo com as instruc@es dos fabricantes
(R&D System ou BD Pharmigen).
4.8  Avaliagdo da expressao das proteinas epiteliais e mesengquimais

A expressdo da proteina epitelial (E-caderina) e mesenquimal (N-caderina,
vimentina, SLUG e SMAD2/3) foi determinada por citometria de fluxo (Shen et al.,

2014; Prevete et al., 2015).

4.9  Avaliacdo da expressdo génica SMAD2
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A determinacdo da expressdo génica (SMAD?2) foi realizada através do ensaio de

reacao em cadeia da polimerase em tempo real (Li, Ye, 2013; Nishioka et al., 2015).

4.10 Anélise estatistica

Os resultados foram expressos pela média + erro padrdo da média. A avaliacdo
dos resultados foi realizada por anélise de variancia (ANOVA), seguida de teste de Tukey
ou com o teste t de Student. Valores de P menores do que 0,05 serdo considerados

estatisticamente significativos.
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