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RESUMO

OLIVEIRA, L.C.LF. STEM CELL FACTOR ESTIMULA CELULAS DA
MUSCULATURA LISA DA TRAQUEIA A PRODUZIR TGF-B, FGF-2 E CCL3/MIP-
1a. 2012. Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade de Odontologia, Departamento de
Ciéncias Basicas, Laboratorio de Farmacologia — Programa Multicéntrico de Pos-
Graduacgédo em Ciéncias Fisiologicas, UNESP Aracatuba — 2012.

RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar o mecanismo envolvido na producédo de TGF-f,
FGF-2 e CCL3/MIP-1la induzida por Stem cell factor (SCF) em células da
musculatura lisa de traqueia (CMLT) e as vias de transdugdo de sinalizagao
ativadas. Traqueias de camundongos normais foram coletadas, fragmentadas e
colocadas em garrafas contendo meio de cultura DMEM com 10% de Soro Fetal
Bovino. CMLT foram estimuladas com SCF (1, 10 and 100 ng/mL) e avaliadas ap6s
1, 6 e 24 horas. Caracteristicas fenotipicas das CMLT foram analisadas por
imunofluorescéncia para a-actina de musculo liso (a-AML), a-citoqueratina e a-
proteina de ativacdo de fibroblastos (a-FAP). Ativacdo de c-kit em CMLT
estimuladas por SCF foi avaliada por citometria de fluxo. A expressdo de RNAm para
TGF-B foi observada pela reacdo de polimerase em cadeia-transcriptase reversa
(RT-PCR) e a producdo da proteina, por ensaio de imunoabsor¢cdo enzimatica
(ELISA). A producdo de FGF-2 foi avaliada por immunoblot e a producdo de
CCL3/MIP-1a por ELISA. Em outro conjunto de experimentos, CMLT foram pré-
tratadas com inibidores de MAPK p42/44(PD 98059 [PD]), p38(SB 202190[SB])), e
JNK (SP 600125 [SP]) por 30 minutos seguidos de estimulacdo com SCF (10 ng/mL)
por 24 horas. Células pré-tratadas com anticorpos especificos ndo revelaram
qualquer marcacdo para citoqueratina nem para a-FAP, contudo, ocorrendo a
marcacao para a-AML, indicando a pureza da linhagem celular primaria. SCF induziu
a expressao de receptores c-kit em CMLT. CMLT estimuladas por 10 ng/mL de SCF
expressaram TGF-B mRNA e produziram TGF- B proteina, FGF-2 e CCL3/MIP-1a
apos 24 horas. O pré-tratamento com SB, PD e SP inibiu estas producdes. Estas
producdes foram mediadas pela ativacdo das vias p42/44, p38, e JNK. CMLT
parecem ser importantes células residentes envolvidas na ativagéo e reparo tecidual,
visto que s&o capazes de produzir fatores de crescimentos e quimiocinas,
adicionando novas informacfes sobre o papel da musculatura lisa de traqueia na

inflamacé&o alérgica.

Palavras-chave: SCF, asma, TGF-3, FGF-2, CCL3, traqueia.



ABSTRACT

OLIVEIRA, L.C.F. STEM CELL FACTOR STIMULATES TRACHEAL SMOOTH
MUSCLE CELLS TO PRODUCE TGF-B, FGF-2 AND CCL3/MIP-1a. 2012.
Dissertacdo (Mestrado) - Universidade Estadual Paulista, Faculdade de Odontologia,
Departamento de Ciéncias Basicas, Laboratorio de Farmacologia — Programa
Multicéntrico de P6s-Graduacdo em Ciéncias Fisiolégicas. Aragatuba — 2012.

ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the mechanism involved in SCF-induced TGF-
B, FGF-2 and CCL3/MIP-1a production in tracheal smooth muscle cells (tSMC) and
the activated signaling transduction pathway. Normal mouse tracheas were collected,
fragmented and placed in bottles containing the culture medium DMEM with 10%
Fetal Bovine Serum. tSMC primary cultures were stimulated with SCF (1, 10 and 100
ng/mL) and evaluated at 1, 6 and 24 hours. The phenotypic characteristic of tSMC in
primary culture was analyzed using immunofluorescence staining for a-smooth
muscle actin (a-SMA), a-cytokeratin and a-Fibroblast Activation Protein (a-FAP).
c-Kit activation in SCF-stimulated tSMC was evaluated by flow cytometric. The TGF-
B MRNA expression was observed by reverse-transcriptase polymerase chain
reaction (RT-PCR) and protein production by enzyme-linked immunosorbent assay
(ELISA). FGF-2 production was evaluated by immunoblot and CCL3/MIP-1a
production by ELISA. In other set of experiment, tSMC were pretreated p42/44
inhibitor (PD 98059 [PD]), p38 inhibitor (SB 202190[SB]), or JNK inhibitor (SP
600125 [SP]) for 30 minutes followed by stimulation with SCF (10 ng/mL) for 24 hour.
Cells treated with specific antibodies, showing neither labeling for cytokeratin nor
either FAP, however, labeling for a-SMA indicating purity of the primary cell line. SCF
induces c-Kit expression on tSMC. SCF-stimulated tSMC express TGF-f mRNA
expression and FGF-2 and CCL3/MIP-1a production at 10 ng/mL after 24 hours. SB,
PD and SP pre-treatment inhibited these productions. These productions were
mediated by activation pathways p42/44, p38, and JNK. tSMC seems to be important
resident cells involved in the cell activation and tissue repair, since they are capable
of producing growth factors and chemokines and added new information about the

role of tracheal smooth muscle cells in the allergic inflammation.

Keywords: Key words: SCF, asthma, TGF-B, FGF-2, CCL3, trachea.
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1 Introducéo

Asma é uma patologia que promove alteracbes nas vias aéreas, sendo
responsavel pelos processos de inflamacao, hiper-reatividade e remodelamento
gue acometem essas estruturas (PAGE et al., 2001), além de ser caracterizada
pela contracdo espastica da musculatura lisa dos bronquiolos, decorrente da
hipersensibilidade contratii dos mesmos, em resposta a uma variedade de
alergenos presente no meio ambiente (BOUSQUET et al., 2000; VIGNOLA et al.,
2000; ELIAS et al., 2000; STEWART et al., 2001). Etiologicamente, a asma é
uma doenca heterogénea, aparecendo muitas vezes como uma forma de
hipersensibilidade imediata (RENAULD et al., 2001), envolvendo episodios
recorrentes de obstrucdo das vias aéreas e respiracdo ofegante, processos
decorrentes da presenca nas vias aéreas de resposta inflamatoria alérgica que
envolve extensa infiltracdo leucocitaria, superproducdo de muco e contracdo da
musculatura lisa (SHUM et al., 2008).

De acordo com a ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE (OMS), 300
milhdes de pessoas sdo afetadas pela asma no mundo (MASOLI et al., 2004),
enquanto que nos paises ocidentais, seus indices tém alcancado um platd
desde os anos de 1990, especialmente em adultos (VON HERTZEN et al.,
2006), incidéncia significante que representa um grande problema sob o ponto
de vista socioecondémico (WEISS, et al., 2001).

E clara a sobreposicdo das manifestacdes clinicas da asma com outras
afeccdes alérgicas, em especial aos da rinite alérgica e anafilaxia. No entanto,
talvez o paradigma mais aceito para sua patogénese é baseado na inflamacéo
das vias aéreas, por mecanismos que foram sendo investigados ao longo do
tempo, fornecendo subsidios para esta proposta e desenvolvendo o conceito de
gue a inflamacéo era causa importante no fenétipo da asma (WALTER et al.,
2005). Aléem da associacdo com a alergia, em funcdo da elevacdo da IgE
plasmatica, a presenca de proteinas liberadas pelos eosindfilos na reacdo
inflamatoria, pode danificar o epitélio das vias aéreas e contribuir para a hiper-
reatividade (GANONG, 2006).

O remodelamento das vias aéreas na asma é delimitado por variacdes na

estrutura de sua parede, incluindo hiperplasia e hipertrofia da musculatura lisa,
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as quais crescem com a severidade da doenca e, portanto, sdo associadas com
a obstrucdo do fluxo de ar (SAUNDERS et al., 2009). Apesar de significativos
avancgos na compreensao da patologia, as abordagens terapéuticas, apesar de
existirem, sado limitadas. Alguns pacientes nédo respondem bem ou param de
responder ao uso de corticosteroides (ANTONICELLI et al., 2004) e mesmo
diante de adequada terapia anti-inflamatodria, observa-se a perda em longo prazo
da funcdo pulmonar em pacientes asmaticos (LANGE et al., 1998), o que
aumenta a relevancia na pesquisa visando obter novas drogas e terapias
adequadas a esta morbidade.

Muitos doentes com asma tém outras manifestacbes associadas, como
rinite e eczema, aonde a fisiologia da constricdo das vias aéreas € semelhante,
levantando a hipotese de que a degranulacdo dos mastécitos pode ser a base
da doenca (RENAULD, 2001). No entanto, é improvavel que apenas uma célula
seja responsavel pela iniciacdo e perpetuacdo desta doenca, sendo que 0s
mastoécitos humanos libertam mediadores responsaveis por gerarem intensa
broncoconstricdo, induzindo a proliferacdo de células da musculatura lisa,
recrutamento e ativacdo de células inflamatorias, contribuindo desta maneira
para 0s aspectos caracteristicos da asma (PAGE, 2001).

Diversas células do interior dos pulmdes estdo implicadas na doencga, as
guais sao responsaveis pelo inicio e perpetuacdo do processo inflamatério,
incluindo mastoécitos, eosindfilos, linfocitos T e B, fibroblastos e células da
musculatura lisa das vias aéreas (PAGE, 2001). A densidade de mastdcitos €
alta no musculo liso das vias aéreas e nas glandulas mucosas e sua
degranulacdo € aumentada na asma fatal (ALRASHDAN et al., 2012) e essa
densidade, associada as mudancas em sua distribuicdo nos tecidos pulmonares,
contribuem significantemente para a fisiopatologia da asma (VAN DER VELDEN
et al.,, 2012). Linfécitos estdo envolvidos com a asma alérgica atopica, bem
como com a nao atépica e profissional, com potencial para modular a inflamacéo
das vias aéreas, através da liberacdo de IL-13 e outras citocinas, induzindo a
hiper-responsividade das vias aéreas independentemente do IgE e eosinofilia
em modelos animais (KAY A., 2006). Fibroblastos bronquiais de pacientes com
asma induzem maior expressao de proteinas da matriz extracelular, sendo que
mais de 50% foram definidos como miofibroblastos, com maior potencial para

fibrose tecidual (NAM et al., 2012) A atividade mastocitica na asma, levando ao
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recrutamento de eosindfilos, torna relevante a analise de seu papel durante a
inflamacé&o, relacionado com a expressao de varias citocinas, quimiocinas e seus
receptores, importantes durante o processo inflamatorio alérgico associado, bem
como para a compreensao dos determinantes da severidade desta patologia e 0
desenvolvimento de novas terapias (OLIVEIRA, et al, 2003). As descobertas
relativamente recentes do papel central das células da musculatura lisa das vias
aéreas (CMLVA) na sintese desses mediadores, bem como de moléculas de
adesdo (JOHNSON et al., 1995), permitem atribuir a essas substancias, ampla
capacidade de promover e perpetuar os mecanismos inflamatorios presentes na
patologia (CHUNG, 2000).

Novos estudos revelam que CMLVA séao fontes importantes de inUmeras
citocinas, quimiocinas e fatores de crescimento biologicamente ativos,
demonstrando que a liberacdo de mediadores pro-inflamatérios por elas, pode
estimular eosinofilos, células epiteliais, linfécitos, mastocitos, macréfagos,
neutréfilos e plaquetas, auxiliando no recrutamento e ativacdo dessas células da
inflamacé&o, aumentando, portanto, a cascata inflamatoria (McKAY et al., 2001).

As células recrutadas ou residentes presentes nas vias aéreas
respondem, portanto, pela iniciacdo ou perpetuacdo da doenca, por secretarem
mediadores inflamatdérios ou por expressarem moléculas de adesdo celular
sendo que, a interacao célula-célula contribui para a hiper-reatividade das vias
aéreas no disturbio, evidenciando supor que a células T, mastdcitos e as células
do musculo liso, interagem diretamente, via estas moléculas de adesédo celular
(DAMERA et al., 2009). Estes processos permitem evidenciar que as células da
musculatura lisa das vias aéreas (CMLT) sdo também uma potencial fonte de
producao de fatores de crescimento implicados no espessamento da parede das
vias aéreas (MCKAY et al., 2001).

O envolvimento da traqueia nos processos inflamatoérios alérgicos
relacionados as vias aéreas, especialmente na asma, foi objeto de estudos
envolvendo proliferacdo celular (MALAVIA et al., 2009); hipertrofia, hiperplasia e
deposicdo da matriz extracelular (JAMES et al., 2012); relaxamento induzido por
Oxido Nitrico (PEREZ-ZOGHBI et al., 2010); fenémenos fisiopatologicos
envolvidos na remodelacdo das vias aéreas na asma (BARA et al, 2010) e
expressdo de IL-8 (MULLAN et al., 2008). Todos esses estudos foram realizados

com células epiteliais ou musculares lisas de traqueia humana. Outros trabalhos



INTRODUCAO 16

mostram o papel de células musculares lisas de traqueia de porcos em modelo
experimental de asma simulada in vitro, avaliando mecanismos de resisténcia e
adaptacdo (MCPARLAND et al 2005); expressdo génica em ratos de Pré-
protaquinina-A derivada de nervo e receptores de Neurokinin-1 (MAGHNI et al,
2003); e aumento de IL-13 na contratiidade do musculo liso traqueal de
camundongos (FARGHALY et al, 2008).

Um dos fatores de crescimento relevantes na compreensao dos
fenbmenos que envolvem a participacdo e aumento dos mastocitos nas vias
aéreas asmaticas é o Fator de Crescimento de Mastocitos, conhecido como
Stem cell factor (SCF) ou c-Kit ligante (HUANG et al., 1990; MARTIN et al.,
1990), uma glicoproteina com interacdo por receptores tirosina-quinase
denominados c-Kit, protooncogenes expressos em células-tronco primitivas
hematopoiéticas (GEISSLER et al., 1988), melanécitos (NOCKA et al., 1989),
células germinativas (MANOVA et al., 1990) eosindfilos do sangue periférico
(YUAN et al., 1997) e mastdcitos (GALLI et al., 1995). SCF é expresso in vitro
por varias células das vias aéreas, incluindo aquelas do epitélio brénquico (WEN
et al., 1996), fibroblastos pulmonares (KASSEL et al.,, 1998), células da
musculatura lisa brénquica (KASSEL et al., 1999), dentre outras. O SCF é
importante na manutencdo e sobrevivéncia dos mastocitos por inibir sua
apoptose, induzindo quimiotaxia e tendo papel essencial em sua adesdo a
matriz extracelular (MEININGER et al., 1992; DASTYCH et al., 1994).

A ativacdo dos mastocitos pelo SCF faz com que muitos mediadores pré-
formados sejam liberados, induzindo interacdo entre leucocitos circulantes e o
endotélio das vénulas poés-capilares (KUBES, 1996). Desta forma, SCF pode
estar relacionado com muitas doencas associadas com aumento local do
ndamero e/ou ativacdo de mastécitos e interagdo com outras células, como ocorre
na asma (KASSEL et al.,, 2001). Estudos prévios (OLIVEIRA et al.,, 2001)
demonstraram que o SCF est4d diretamente envolvido na producdo de
leucotrienos e na inducdo de hiper-reatividade das vias aéreas, via ativacao de
mastoécitos. O Fator de Crescimento de Fibroblastos basico (FGF-2) e o Fator
transformador do crescimento beta (TGF-B), também sdo mediadores
sintetizados pelas células da musculatura lisa das vias aéreas, com atividades

relacionadas a promocdo, diferenciacdo e ativacdo de eosindfilos; producéo e
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liberacdo de IgE e expressado de receptores de IgE em mastécitos e eosinofilos
(COKER et al., 1996; CHU et al., 2004, YUM et al., 2011).

TGF-B é uma citocina caracterizada como uma superfamilia de vias de
sinalizacao (CHIBA et al., 2003; BERGHORN et al., 2006) que incluem activinas,
proteinas morfogenéticas Osseas, fator de diferenciacdo de crescimento e
proteinas TGF-B, mediadores secretados que regulam uma série de funcgbes
biolégicas em varios tipos celulares (SHI et al., 2003; DERYNCK et al., 2003;
MASSAGUE et al., 2005). O TGF-$ esta relacionado a importante papel na
regulacéo da inflamacéo e remodelacdo das vias aéreas na asma (BOTTOMS et
al., 2010), sendo caracterizados como fatores de crescimento pleiotrépicos com
relevante funcdo na manutencdo da homeostase dos tecidos (MASSAGUE,
2000). Possui todas as isoformas conhecidas em mamiferos, TGF-p, TGF-f1 e
TGF-B3 expressas nas vias aéreas e TGF-B e TGF-B2 com sua sintese
aumentada na asma (BOTTOMS et al., 2010). No pulmé&o humano normal, todas
as trés isoformas sdo expressas no epitélio bronquial, sendo TGF-1 e TGF-p3
expressas por macrofagos e o TGF-B1 também expresso pelo endotélio
vascular, muasculo liso e fibroblastos (AUBERT et al.,1994; COKER et al., 1996;
CHU et al., 2004). No entanto, os mecanismos envolvidos na expressao deste
mediador em CMLT induzida pelo SCF necessitam ser mais bem estudados.

O FGF-2 € membro de uma familia de proteinas reguladoras de funcéao,
da proliferacdo e da diferenciacdo celular, possuindo 17.000 DA de peso
molecular e que tem sido reconhecido como potente fator angiogénico
(FOLKMAN et al., 1987), mitogénico e quimiotatico para fibroblastos e células
endoteliais (TERRANOVA et al., 1985). O FGF-2 possui também importante
papel na inflamacédo e na cicatrizacdo de feridas (MOHAN et al., 2010), sendo
gue sua expressdao ocorre em rins humanos, células da musculatura lisa
vascular, fibroblastos, cérebro e retina (CHOTANI et al., 2000), estando ainda
relacionado com a resposta imune modulada pelos odontoblastos,
principalmente no processo de reparo tecidual envolvendo a polpa dental
(OLIVEIRA et al, 2011).

Alguns estudos relacionados a atividade do TGF-B e do FGF-2 na
inflamacdo e remodelacdo das vias aéreas (YUM et al.,, 2011) ainda sédo
incipientes e o papel especifico destas citocinas dentro da cascata de células e

mediadores presentes na asma ainda € pouco conhecido.
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Outra proteina investigada nos processos fisiopatoldgicos relacionados as
doencas inflamatérias alérgicas das vias aéreas € CCL3/MIP-1a, quimiocina
associada com atividade quimiotatica para células mononucleares in vitro e in
vivo (OPPENHEIM et al., 1991; SCHALL et al., 1991), sendo envolvida de modo
critico na patogénese de inflamacdes pulmonares em camundongos infectados
experimentalmente com o Virus sincicial respiratério (HAEBERLE et al., 2001).
Sua producéo pode ser significantemente up-regulada em resposta a produgao
de citocinas inflamatdrias como IL-1, IFN-& e IL-10 em processos patoldgicos
como granulomas fibroblasticos (LUKACS et al., 1994), contribuindo na
exacerbacgdo da injuria pulmonar (TOKUDA et al., 2000; ISHIDA et al., 2007) e
sendo relacionada também com a capacidade de estimular macrofagos e
fibroblastos para produzir IL-1, IL-6 e TNF (OPPENHEIM et al., 1991). Halwani et
al. (2011) propde que CCL3/MIP-1qa, dentre outras citocinas e quimiocinas, pode
influenciar diretamente o aumento da taxa de proliferacdo de células da
musculatura lisa das vias aéreas e de sua sobrevivéncia, no processo de
mudancas estruturais associadas a asma, sugerindo ainda ocorrer uma reducao
na distancia entre essas células e o epitélio, através de um possivel processo de
migragao celular.

A ativacdo de células residentes, linfocitos e a produgéo destas citocinas,
guimiocinas e fatores de crescimento variados, promovem a diferenciacéo e
ativacdo de eosinofilos; producédo e liberacdo de IgE; expressdo de receptores
de IgE em mastécitos e eosindfilos. O papel das células da musculatura lisa das
vias aéreas sobre a sua sintese € descrito em alguns trabalhos recentes, ja
citados acima néo sendo, porém, encontrados estudos sobre a possivel relacéo
entre o SCF, TGF-, FGF-2 e CCL3/MIP-1a nestas estruturas. Avaliar o papel do
SCF sobre a expressado destas proteinas nas células da musculatura lisa das
vias aéreas, bem como elucidar as possiveis vias de transducdo de sinal
relacionadas a esse processo, pode ser uma importante ferramenta no controle
da resposta inflamatéria alérgica na asma, principalmente tendo em vista a
possibilidade de utilizacdo de farmacos mais seletivos no tratamento desta
patologia.

O processo de injuria tecidual em relacdo a processos inflamatorios
alérgicos como, por exemplo, a asma, é complexo e requer uma inter-relacao

entre infiltracdo de leucocitos, endotélio, epitélio residente, macrofagos
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alveolares e células da musculatura lisa da traqueia. Estes processos, isolados
ou conjuntamente, requerem uma série de sinais orquestrados. Uma das
principais vias de sinalizacdo utilizadas € a via das proteinas quinases ativadas
por mitdbgenos (MAPK) (HERLAAR et al.,, 1999), um dos maiores sistemas
sinalizadores utilizados pelos organismos eucariéticos, para transducéo de sinais
extracelulares gerando respostas intracelulares (HUANG et al., 2004).

Os receptores ligados a quinases medeiam as agfes de uma ampla
variedade de proteinas mediadoras, incluindo fatores de crescimento e citocinas,
além de horménios como a Insulina e a Leptina, cujos efeitos sdo exercidos
principalmente ao nivel da transcricdo génica, possuindo importante papel no
controle da divisdo, crescimento e diferenciagcdo celulares, assim como na
inflamacéo, reparacéo tecidual, apoptose e respostas imunoldogicas (RANG et
al., 2007).

Aspectos comuns a todas as isoformas de MAPKs é a fosforilagdo de
residuos de Treonina (Thr) e Tirosina (TyR) e apresentarem a sequéncia de
aminoacidos Thr-Xxx-Tyr, na qual X difere de acordo com a isoforma, podendo
ser Acido Glutdmico (Glu) na MAPK tipo ERK (p44/42), prolina (Pro) na MAPK
tipo JNK e glicina (Gly) na MAPK p38, os trés maiores grupos de MAPK
conhecidos (HERLAAR et al., 1999). Uma vez ativadas, as MAPKs podem
fosforilar e ativar outras quinases ou proteinas nucleares e como tal, fatores de
transcricdo no citoplasma ou no nucleo, sendo que estas substancias atuam via
MAPK p38 e 0 aumento ou decréscimo na expressao de determinados genes-
alvo, resultam na resposta bioldgica especifica (HERLAAR et al., 1999).

TGF-B, FGF-2 e CCL3/MIP-1a regulam importantes respostas endogenas
em varios tecidos, e 0s mecanismos de sua expressao e producdo nos musculos
lisos das vias aéreas em processos inflamatorios como a asma, ainda carecem
de estudos. O objetivo deste trabalho foi avaliar a producédo de TGF-, FGF-2 e
CCL3/MIP-1a por CMLT de camundongos saudaveis estimuladas por SCF e os

mecanismos envolvidos na expressao destes mediadores.
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2 PROPOSICAO:

O objetivo do presente estudo foi avaliar os mecanismos envolvidos na
expressédo e producédo de FGF-2, TGF-f e CCL3/MIP-1a em CMLT de
camundongos estimuladas pelo SCF, além de avaliar as possiveis vias de

sinalizacéo intracelular relacionadas as MAPKSs ativadas no processo.

Assim sendo, as estratégias utilizadas no presente estudo foram:

1- Avaliar a presenca do receptor c-Kit, ligante do SCF em CMLT;

2- Investigar se CMLT de camundongos estimuladas por SCF produzem TGF-j3,
FGF-2 e CCL3/MIP-1q;

3- Investigar qual a via de sinalizagdo intracelular (p42/44, p38 ou JNK)
envolvida na expressdo de TGF-B, FGF-2 e CCL3/MIP-1a em CMLT

estimuladas por SCF.
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3 Materiais e Métodos

3.1 Animais e aspectos éticos

Todos os procedimentos experimentais que envolveram o uso de animais
foram revistos e aprovados pelo Comité Institucional de Bem-estar animal da
Faculdade de Odontologia da Universidade Paulista, Aragatuba, SP (protocolo n°
2010-003463). Um total de 5 camundongos Balb/c machos saudaveis, pesando
entre 20 e 25g foram utilizados, sendo mantidos em sala com temperatura
controlada, com livre acesso a agua e racdao. Com o propdsito de obter todos os
explantes das amostras de traqueia utilizadas neste estudo, os camundongos
foram sacrificados com uma overdose de Halotano (Tanohalo, Cristélia,

Campinas, SP, Brasil).

3.2 Isolamento e cultura primaria de células da musculatura lisa da traquéia

de camundongos

Células da musculatura lisa da traqueia (CMLT) foram obtidas usando
técnica de explante (Fig. 1). Apds excisado, as traqueias foram transferidas para
capela de fluxo laminar, onde o tecido conectivo e o epitélio das vias aéreas
foram removidos por cuidadosa raspagem da superficie luminal. As estruturas
foram picadas com uma lamina de bisturi em fragmentos pequenos em placas
de petri, centrifugadas e adicionadas em garrafas pequenas de cultura contendo
meio Dulbecco’'s eagle modificado (GIBCO, Life Technologies, USA),
suplementado com 10% de soro fetal bovino (Cultilab, Brasil), 4 mM L-glutamina
(Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA), 100 U/mL de penicilina, 100 mg/mL
de estreptomicina (GIBCO, Life Technologies, USA), e 0,25 mg/mL de
anfotericina (GIBCO, Life Technologies, USA). As culturas foram mantidas a
37°C em atmosfera umidificada contendo 5% de CO, até a densidade celular
adequada aos repiques necessarios para a realizacdo dos experimentos. As
garrafas com os fragmentos foram mantidas nas condicdes citadas por cerca de
uma semana, tempo suficiente para que as células possam migrar dos mesmos
e aderirem no fundo das garrafas. Apés, os fragmentos foram retirados,

permitindo uma livre proliferagdo das células, com trocas do meio de cultura a
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cada 48 horas. A cada passagem, as células em confluéncia foram repicadas,
sendo descoladas das garrafas com 0,25% de tripsina e 0,05% de EDTA (Sigma
Chemical Co., St. Louis, MO, USA) por 5 minutos. CMLT foram utilizadas entre a
42 e 62 passagens para todos os experimentos.

Fig.1 — Traqueia exposta de camundongo Balb/c macho para explante.

3.3 Andlise e caracterizagcdo por imunofluorescéncia da cultura priméria de
CMLT.

CMLT foram preparadas em cultura e semeadas sobre laminulas
circulares (20 mm de diametro), colocadas em placa de cultura com 24 pocos,
até a adesao em sua superficie, o que ocorreu apés cerca de 18h. As laminulas
foram removidas dos pogos e pré-fixadas em acetona gelada, sendo
armazenadas a -20°C. No momento da marcacao, as células foram fixadas com
acetona gelada por 2 minutos, sendo, em seguida, lavadas com tampéao PBS. As
laminulas foram incubadas por 2 horas em temperatura ambiente com PBS/soro
de coelho para o bloqueio de ligacdes inespecificas. Os anticorpos primarios
Anti-a-Smooth muscle actin mouse monoclonal (aSMA; 1:200; A5228 Sigma-
aldrich, St. Louis, MO, USA); Anti-Cytokeratin 10/13 mouse monoclonal antibody
(1:100; MMS-157S Covance Inc. Dallas, TX, USA) and anti-FAP—a goat
polyclonal antibody (anti-FAP-a; 1:100; sc-54538 Santa Cruz, SC, CA, USA)
foram incubados por 18h a 4°C. ApGs nova lavagem, as células foram incubadas

com o0s anticorpos secundarios Alexa Fluor 488 goat anti-mouse IgG H+L
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antibody (1:200; A11001 Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) and rabbit anti-goat
IgG-FITC antibody (1:200; sc- 2777 Santa Cruz, SC, CA, USA), sendo, em
seguida, montadas em laminas para microscopia imersas em meio de montagem
contendo DAPI (4,6-diamidino-2-fenilindol) (H-1200- Vector Labs, California,
USA). A analise e captura das imagens foram realizadas em microscopio
confocal invertido sistema a laser LEICA TCS-SPE (Leica Microsystems,
Mannheim, Alemanha), equipado com objetiva para 6leo de imersdo em plano
apocromatico (1.3 CS) com contraste de interferéncia diferencial. O software

LAS AF 2.5.1 foi utilizado para captacéo das imagens.

3.4 Analise histologica de CMLT

Para o experimento, CMLT (3x10°células/mL) foram semeadas em placas
com 6 pocos até alcancar aderéncia, o que ocorreu apés cerca de 12h . Em
seguida, as células foram coradas pela técnica de Hematoxilina/Eosina
(Panoptico rapido — Laborclin, Pinhais, PR, Brasil) e analisadas por microscopia
Otica com captura de imagens por Camera Digital Olympus acoplada ao

microscopio.

3.5 Estimulacao das CMLT

Para os experimentos, CMLT entre 4 a 6 passagens (3 a 4 semanas de
incubacgéo), foram plaqueadas até a densidade de 3x10° células/mL células em
meio DMEM com 10% de Soro fetal bovino. As células foram tripsinizadas e
subcultivadas em placas de 24 pocgos para preparo dos ensaios para avaliacao
por Western blot, Citometria de fluxo, ELISA e extragdo de RNA. ApoOs a
obtencdo da confluéncia, as células foram estimuladas em presenca ou
auséncia de SCF nas concentracdes de 1, 10 e 100 ng/mL (Recombinant mouse
SCF 250-03 PEPROTECH, Colénia Narvarte, México, DF) e examinadas apés
1h, 6h e 24h. As células e os sobrenadantes livres de células foram coletados e

armazenados em freezer a -80°C até sua utilizaco.
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3.6 Anélise da expressao de c-Kit em CMLT por Citometria de Fluxo.

A expressdo do receptor para SCF foi avaliada em CMLT obtidas apos
metodologia descrita anteriormente. CMLT foram estimuladas com SCF (10
ng/mL) por 24h. As células foram coletadas em tampé&o PBS, contendo 0.1% de
BSA em &gua deionizada. O total de 10 x 10° células foram coletadas ap6s
desprendimento da placa com Tripsina (Sigma-Aldrich®) 0,25%, lavadas em
PBS e incubadas por 18 h a 4°C com 10 mg/mL de anticorpo monoclonal c-Kit
Rato anti-camundongo CD117:RPE (MCA1365PE AbD Serotec, Kidlington,
Oxford, OX5 1 GE, UK). Em seguida, as células foram lavadas trés vezes com
PBS mais Triton X-100 0,1%. Uma diluicdo a 1:50 de anticorpo policlonal
secundario Coelho F(ab’)2 anti-rato IgG:RPE (STAR20A AbD Serotec,
Kidlington, Oxford, OX5 1 GE, UK) foi adicionada a 100 pL de suspenséao celular
e incubada a 37°C por 30 min. A suspenséo celular foi lavada com PBS como
previamente descrito, e ap0s a lavagem final, as células foram fixadas com 4 %
de paraformaldeido. Os dados foram obtidos com Attune™ sistema fotométrico
de foco acustico (Applied Biosystems®, Foster City, CA, USA). O padrao
negativo foi examinado por aplicacdo da mesma suspensao celular com a
primeira incubacéo, sendo o resultado incluido na compensacédo global para
excluir a autofluorescéncia. Um filtro A BL1-A (488 nm) foi usado em cada

andlise.

3.7 RT-PCR e andlise da expresséo de TGF-f em CMLT

O RNA total foi obtido das CMLT, com o uso do reagente Trizol
(Invitrogen, Life Technologies, Grand Island, NY) de acordo com as instrugoes
do fabricante. A suspensao foi adicionado 200 L de cloroférmio em cada tubo
de amostra, e em seguida centrifugadas a 13.000 rpm durante 15 minutos a 4°C.
Apés a centrifugacao, a solu¢do aquosa foi transferida para novos tubos e 500
ML de alcool isopropilico foi adicionado a cada tubo da amostra e armazenado a
-20°C até o dia seguinte. Apds, as amostras foram retiradas do freezer e
centrifugadas a 13.000 rpm durante 15 minutos a 4°C. Em seguida, o
sobrenadante foi removido e 500 uL de etanol 75% foi adicionado a cada

amostra que foram centrifugadas novamente a 13.000 rpm durante 10 minutos a
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4°C. Em seguida, todo o sobrenadante foi descartado e os tubos foram vertidos
para baixo até o pellet estar completamente seco. Apds esta etapa, o pellet foi
ressuspendido em 20 pyL de agua de DEPC a 0,1% por amostra, e em seguida
armazenados a -80°C. A concentracdo do RNA foi determinada em
espectrofotbmetro com a leitura sendo realizada utilizando absorbancia de
260/280nm (OD260 equivalente a cada unidade). As amostras de RNA foram
armazenadas a -80°C e usadas subsequentemente em procedimentos de
transcriptase reversa. A sintese de cDNA foi realizada pelo método do RT-PCR
e subsequente eletroforese em gel de agarose para avaliar a expressao do gene
constitutivo de B-actina e de TGF-3. Para a realizacédo da transcriptase reversa,
1 ug de RNA total foi utilizado em uma reagédo contendo 1 pL de oligo-DT (0,5
Mg/uL, Invitrogen), 4 uL de dANTP (2,5 pM, Invitrogen), 2 uL de DTT (0,1m/500 l,
Invitrogen), 4 uyL de 5x first-standard buffer (250 mM, Invitrogen) e 1 uL de
transcriptase reversa (Super Script Il, 200 U/uL, Invitrogen). A reagdo de
transcriptase reversa foi realizada de acordo com o seguinte perfil de
amplificacdo: pré-desnaturacdo a 70°C durante 10 minutos, amplificacdo
(desnaturacédo a 4 °C durante 5 minutos; anelamento a 42 °C durante 60
minutos; e extensdo a 90°C durante 5 minutos). Apds a termociclagem as
amostras foram armazenadas a 4°C para posteriores analises. Para a realizacdo
do PCR, 1 pyL de cDNA foi usado em uma reacéo contendo 4 uL de agua de
DEPC, 2 pyL de dNTP (2,5 uM, Invitrogen), 2,5 yL de 10x PCR Rxn Buffer (-
MgCl,, Invitrogen), 1,5 yL de MgCl, (50 nM, Invitrogen), 1 uL de primer 10 nM,
12,8 uL de agua ultrapura (Invitrogen) e 0,1 uL de Taq DNA polymerase (5 U/uL,
Invitrogen). A condicdo padrdo para PCR de B-actina foi 94°C (10 min.), 30
ciclos a 94°C (1 min.), 56°C (1 min.) e 72°C (1 min.) seguida de curva de
desnaturacdo. A condicdo padréo para PCR de TGF- foram 94°C (4 min.), 35
ciclos a 94°C (1min.), 58°C (1 min.) e 72°C (1 min.) seguida de curva de
desnaturacdo. O conjunto de primers (camundongos) utilizados foram: B-actina
(sense: 5' TGG AAT CCT GTG GCA TCC ATG AAA C - 3; antisense: 5' TAA
AAC GCA GCT CAG TAA CAG TCC G — 3, 445 bp) e TGF-B (5' CGG AAG
CGC GCC ATC GAA ATC C - 3; antisense: 5' GCA GCA GCT CTG AGC CAC
GG - 3, 350 bp). A deteccdo de mRNA para B-actina foi usada como controle
interno. Para deteccdo dos produtos amplificados, uma aliquota de 13 pL de

cada amostra foi analisada por eletroforese em gel de agarose (Invitrogen, Life
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Technologies, Grand Island, NY, USA): 196 mL de agua ultrapura (livre de
DNAse e RNAse), 3,6 gramas de agarose e 4 mL de tampéo TAE (50X), corado
com brometo de etidio 10 mg/mL(Sigma, Sigma Chemical, St Louis, MO, USA).
A eletroforese foi realizada a 90 volts, por 150 minutos, em uma cuba horizontal,
e 0 cDNA foi visualizado através de luz ultravioleta em um transiluminador (GE
Healthcare - ImageQuant 100). O peso molecular dos produtos da RT-PCR foi
determinado pela comparagcdo com marcador de peso molecular conhecido
(DNA ladder, 100-1500 bp, Invitrogen). A fotodocumentacéo dos géis de agarose
foi realizada com a utilizacdo de uma maquina fotografica acoplada ao
transiluminador (Olympus SP-500 UZ). O Gel de agarose foi escaneado e
analisado utilizando-se o programa Scion Image (Scion Corp., Frederick, MD,
USA), para obter um valor numérico que permitiu uma comparacdo semi-

guantitativa entre o alvo TGF-3 e 0 controle constitutivo 3-actina.

3.8 Western Blotting e analise de deteccdo imunoldgica de FGF-2 em CMLT

Neste conjunto de experimentos, apds 1h, 6h, e 24 h, os sobrenadantes
livres de células foram coletados para quantificacdo de FGF-2 usando a técnica
de Western blotting. CMLT foram cultivadas e preparadas sob as mesmas
condicbes experimentais descritas anteriormente. ApOS 0s respectivos
tratamentos e periodos experimentais, as células cultivadas foram lisadas para
pesquisa da expressao constitutiva de (-actina e FGF-2, apds estimulacéo.
Lisados celulares foram obtidos com tampéao de lise Tris-HCI 50 mM (pH 7,4),
Tween 20 1%, deoxicolato de sodio 0,25%, NaCl 150 mM, EGTA 1 mM, O-
Vanadato 1 mM, NaF 1 mM e inibidores de proteases (aprotinina 1 pg/ml,
leupeptina 10 pg/ml e PMSF 1 mM), sendo deixados em banho de gelo por 2h.
Em seguida o extrato foi clarificado por centrifugacdo a 14.000 rpm por 5
minutos e a concentracdo de proteina determinada pelo Método de Lowry
modificado. O precipitado foi descartado e ao sobrenadante foi adicionado
tampao de amostra na proporcdo de 1:1 [Tris-HCI 100 mM (pH 6,8), DTT 200
mM, SDS 4%, azul de bromofenol 0,1 % e glicerol 20%]. As amostras foram
fervidas por 5 min e aplicadas em gel de poliacrilamida (10-12%) contendo SDS
(SDS-PAGE). Apos a corrida, realizou-se a transferéncia para membranas de
PVDF. As membranas foram blogueadas com leite (1%) ou com BSA (1%)
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preparados em tampao Tris contendo tween 20 (0,05%-TBST) e incubadas
"overnight” com anticorpos primarios FGF-2 Goat polyclonal (1:1000 sc-1360
Santa Cruz, SC, CA, USA), B-actin Mouse monoclonal (1:1000 sc-81178 Santa
Cruz, SC, CA, USA). Em seguida, foram lavadas com TBST e incubadas com
anticorpos secundarios Rabbitt anti-goat (1:3000 sc-2768 Santa Cruz, SC, CA,
USA) and Goat anti-mouse (1:3000; sc-2005 Santa Cruz, SC, CA, USA) por 1
hora. Apés lavagem das membranas com TBS, as bandas foram detectadas por
guimiluminescéncia (ECL). Para a andlise densitométrica das bandas obtidas, foi
utilizado o software Scion Image (Scion Corporation, Frederick, Maryland, USA),
apropriado para esse fim. O nivel de expressao foi determinado através da razéo
da intensidade do sinal da proteina em relacdo a (-actina. Os dados sao
expressos como meédia * desvio padrdo da média. Em subsequente
experimento usando inibidores de MAP quinases, e apés estimulagdo com SCF,

0 mesmo protocolo foi realizado.

3.9 Determinacéao de TGF-f e CCL3/MIP-1a por ELISA em CMLT

A deteccdo das proteinas analisadas no sobrenadante das CMLT foi
realizada O sobrenadante foi coletado e armazenado a -80°C até o momento do
uso. Uma placa de 96 pocgos para cada proteina analisada (CCL3/MIP-1a e
TGF-B (kit R&D Systems — TGF-B1 controle) foi revestida com anticorpo
monoclonal de captura (50 pL por poco), sendo em seguida armazenada a 4°C
(geladeira) durante 18 horas. No dia seguinte, a placa foi lavada com solucéo de
lavagem. Em seguida foram adicionados 100 pyL de PBS+BSA 1% em cada
poco, e as placas foram mantidas em incubagéo por 2 horas em temperatura
ambiente. Apos, as placas foram lavadas novamente e adicionado 50 pL
proteina recombinante diluida em PBS+BSA 1% no primeiro poco nas seguintes
concentracdes: (CCL3/MIP-1a (4000pg) e TGF-B (2000 pg/mL, kit R&D Systems
— TGF-B1 padrdo), do segundo poco até o décimo primeiro as concentracfes
foram diluidas a metade e mantidas incubando por 2 horas a temperatura
ambiente. Ap6s 2 horas, as placas foram lavadas, sendo adicionado 50 pL de
anticorpo biotinilado diluido em PBS+BSA 1% para CCL3/MIP-1a e TGF- (kit
R&D Systems — TGF-B conjugado) e mantidas em incubacdo durante 1 hora.

Apés, as placas foram lavadas, adicionado 50 pL do reagente TMB (Sigma, CA,
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USA) em cada poco e incubadas durante 30 minutos em ambiente livre de luz a
temperatura ambiente. Apés os 30 minutos, 100 uL de solucdo de H,SO,4 4N foi
adicionado a cada poco para a paralisacdo da reagdo enzimatica. A
guantificacdo dos resultados foi feita pela leitura da densidade Optica das
amostras usando um espectrofotbmetro com absorbéancia de 450nm. A
concentracdo do CCL3/MIP-1a e TGF-$ foi calculada a partir de uma curva

padrdo em pg/mL.

3.10 Efeito de SB 202190, PD 98059 e SP 600125 sobre a producéo de FGF-2
e CCL3/MIP-1a e expressédo de TGF-B por CMLT estimuladas por SCF.

Neste grupo de experimentos, CMLT foram pré-tratadas com os inibidores
de MAP guinases p38 SB202190 (SB, 25 mmol/L; Calbiochem) (OLIVEIRA et al.,
2011), p42/44 (ERK1/2) PD98059 (PD, 30mmol/L; Calbiochem) (OLIVEIRA et
al., 2011) e JNK SP600125 (SP, 10 mmol/L; Calbiochem) (MARCHAND-ADAM
et al., 2005) por 30 minutos seguidos por estimulagdo com SCF (10 ng/mL) por
24 horas. O sobrenadante livre de células foi armazenado para avaliacdo de
CCL3/MIP-1a e TGF-B por ELISA, e as células foram coletadas para a deteccéo
da producdo de FGF-2 usando a técnica de Western blotting e expresséo de
RNA mensageiro para TGF- usando RT-PCR.

3.11 Analise estatistica

Os dados foram obtidos a partir de, pelo menos, trés séries
independentes de experimentos e as andlises foram realizadas usando o
programa estatistico GraphPad Prism (versdo 5.0). Os dados foram expressos
como média + SEM e as comparacgdes entre os grupos foram feitas usando o
teste  ANOVA com corregao de Bonferroni. Valores de p < 0.05 foram

considerados estatisticamente significantes.
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4 RESULTADOS

4.1 Caracterizacédo de células da musculatura lisa de traqueia.

CMLT comecaram a migrar dos fragmentos da traqueia apdés uma
semana, iniciando o processo de aderéncia a superficie das placas e
proliferacdo no meio de cultura. Suas caracteristicas foram identificadas por
microscopia Otica e coloracdo pela técnica de Hematoxilina/Eosina (H&E). As
células apresentaram aspecto fusiforme com nucleo central oval, e quando em
confluéncia, assumindo o aspecto denominado “montanha & vale”, caracteristico
de células musculares lisas em cultura, identificadas por microscopia otica (Fig.
2A e 2B) e coloracdo por H&E (Fig. 2C). Para confirmar as caracteristicas
fenotipicas das CMLT em cultura primaria in vitro, e excluir possivel
contaminacdo com fibroblastos e células epiteliais, coloragdo por
imunofluorescéncia para a-actina de muasculo liso, a-citoqueratina e a-FAP foram
realizadas. Células tratadas com anticorpos especificos, ndo apresentaram
marcacao para citoqueratina (Fig. 2D) nem para FAP (Fig. 2E) e marcacao para
a-actina de musculo liso (Fig. 2F). Estes resultados demonstraram que CMLT
expressam marcadores para a-actina de musculo liso, indicando pureza da

linhagem celular primaria produzida.
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Fig. 2 - CMLT de camundongos cultivadas em DMEM completo. Imagens de cultura de
célula com aumento de 100x(A) e 200x(B), e cultura de célula apds coloracdo com
Hematoxilina/Eosina com aumento de 200x (C) obtidas por Microscépio de Contraste de
Fase acoplado com Céamera digital Olympus. Imagens obtidas por Imunofluorescéncia
revelando auséncia de células marcadas para anticorpos anti-citoqueratina com aumento de
400x(D) e anti-FAP com aumento de 400x(E), e presenca de células marcadas para
anticorpos Anti-a-actina de muasculo liso com aumento de 800x(F).
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4.2 CMLT estimuladas por SCF expressam receptores c-Kit

CMLT foram estimuladas com 10 ng/mL de SCF e a expresséo de c-Kit
em sua superficie foi avaliada pela técnica de Citometria de Fluxo. Apds
tratamento com anticorpo monoclonal CD117-RPE para receptor de SCF (c-Kit),
50000 eventos foram computados com numero de células acima de 103,
considerado o ponto de corte para positividade. A analise do controle de IgG
Isotipico com o anticorpo policlonal coelho F(ab’)2 anti-rato IgG-RPE mostrou
auséncia de marcacao, nao demonstrando autofluorescéncia com relacédo as
amostras examinadas. 23,45% das células ndo estimuladas com SCF sé&o
imunorreativas (Fig 3A). As CMLT estimuladas com 10 ng/mL de SCF por 24 h.
demonstraram alta reatividade ao marcador utilizado (Fig. 3B) e a proporcéo real
para o CD117-RPE positivo corresponde a 95,74% dos 50.000 eventos positivos
analisados, conforme demonstrado no histograma duplo derivado da
sobreposicao das imagens A e B, com resultados incluidos na compensacéo
global para excluir a autofluorescéncia (Fig. 3C). A fig. 3D apresenta a proporcao
relativa das CMLT que apresentaram imunorreatividade ao anticorpo anti-c-Kit
CD-117RPE.
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Fig. 3 — Caracterizacdo da expressdo do receptor c-kit em células da musculatura lisa da
traquéia. Células foram incubadas com anticorpos especificos controle e anti-c-Kit para
marcadores de superficie. Células ndo estimuladas (fig.A) e estimuladas com 10ng/mL de
SCF por 24h (fig. B) apresentaram-se imunorreativas ao anticorpo CD117-RPE. Histograma
duplo mostra a propor¢cdo verdadeiramente positiva para CD117-RPE em células
estimuladas e ndo estimuladas (fig.C). Do total de 50.000 eventos positivos, 23,45%
corresponde a imunorreatividade das CMLT néo estimuladas com SCF, enquanto 95,74%
das células estimuladas com SCF apresentaram-se imunorreativas (fig.D). Dados foram
obtidos com Attune™ sistema fotométrico de foco acustico (Applied Biosystems®).
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4.3 SCF induz expressédo de RNAm para TGF-B e producéo proteica de TGF-
B em CMLT.

Para examinar os efeitos do SCF sobre a expressao e producéo de TGF-
B, CMLT foram estimuladas com concentracdes crescentes de SCF (1, 10 e 100
ng/mL) e a avaliacdo da expressdo de RNAm para TGF-f e producédo desta
proteina foram observados em 1h, 6h e 24h. Como mostrado na figura 4,
observamos expressao constitutiva de TGF-B no grupo controle, 1h e 6h apds
estimulagéo, sendo reduzida apés estimulagdo com SCF 1, 10 e 100 ng/mL (Fig.
4A e 4B). Notamos que, contrariamente ao ocorrido nos tempos de 1h e 6h, com
24h, a expressao de TGF- aumentou com SCF10 ng/mL, chegando ao nivel do
controle com SCF100 ng/mL (Fig. 4C). A producdo de TGF-B proteina mostra
aumento significativo ja com 6h apds a estimulacdo com SCF na concentracao
de 100ng/mL (Fig. 5B), alcancando o pico ap6s 24h com 10 e 100 ng/mL de
SCF (Fig. 5C).
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Fig. 4 - Expressédo génica de TGF-f por CMLT estimuladas com SCF. CMLT de
camundongos em confluéncia e aderidas em placas de 24 pogos, foram incubadas com
SCF por 1h (A), 6h (B) e 24h (C) ap6s estimulo com concentragbes de 1, 10 e 100
ng/mL. Niveis de TGF-f mRNA foram mensurados por RT-PCR. O gel é representativo
de trés experimentos com resultados similares. A representacao da relacdo TGF-B/ -
actina foi determinada por meio de analise de densitometria. Os resultados representam
a média + EPM obtida em trés experimentos independentes, com resultados similares
obtidos em cada vez. (ANOVA com teste de mdultipla comparacdo de Bonferroni), * p
<0,001 comparado com controle nao tratado.
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Fig. 5 - Concentracdo proteica de TGF-B por CMLT estimuladas com SCF. CMLT de
camundongos em confluéncia e aderidas em placas de 24 pocgos, foram incubadas com
SCF por 1h (A), 6h (B) e 24h (C) ap6s estimulo com concentragfes de 1, 10 e 100
ng/mL. A producdo de TGF-B em pg/mL no sobrenadante livre de células estimuladas
pg/mL foi avaliada por ELISA. Os resultados representam a média + EPM obtida em
trés experimentos independentes, com resultados similares obtidos em cada vez.
(ANOVA com teste de multipla comparacdo de Bonferroni), ** p <0,05 e *** p <0,01
comparados com controle ndo tratado.
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4.4 SCF induz producéo de FGF-2 proteina em CMLT.

Nossos resultados demonstram produgéo constitutiva de FGF-2 no grupo
controle de 1h apoés estimulagéo, sendo reduzida apos estimulacdo com SCF (1,
10 e 100 ng/mL) (Fig. 6A). A producéo constitutiva de FGF-2 decresce apés 6h e
nos ja observamos que a producao apos o estimulo por SCF (1, 10 e 100 ng/mL)
aumenta significantemente em modo dose-resposta, quando comparada com 0
grupo controle, sendo mais significante na concentracao de 100 ng/mL (Fig. 6B).
E notado finalmente que a producdo de FGF-2, embora seja significante no
grupo estimulado de 24h, decresce em comparacdo ao grupo de 6 h apds

estimulacao (Fig. 6C).
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Fig. 6 - Produgéo proteica de FGF-2 induzida por SCF. CMLT foram incubadas em
placas de 24 pocos e tratadas com 1, 10 e 100 ng/mL, em 1h (A), 6h (B) e 24h (C).
Proteinas extraidas do lisado celular foram analisadas para FGF-2 e B-actina Western
blott. A representacdo da relacdo FGF-2/B-actina foi determinada por meio de analise
densitométrica. Os resultados representam a média + EPM obtida em trés experimentos
independentes, com resultados similares obtidos em cada vez. (ANOVA com teste de
multipla comparacéo de Bonferroni) * p <0,05 comparado com o controle ndo tratado.
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4.5 SCF induz producéo de CCL3/MIP-1la em CMLT.

Nossos dados demonstram que 1h estimulagdo por SCF, ndo houve
aumento significante na produgcdo de CCL3/MIP-1a por CMLT (Fig. 7A). O pico
da producédo de CCL3/MIP-1a ocorreu 6h apos estimulacdo com 10 ng/mL de
SCF, diminuindo no grupo de 24h, no entanto, no entanto, SCF (1 e 10 ng/mL)
foram capazes de estimular de modo significativo CMLT a produzir CCL3/MIP-1a

quando comparados ao grupo controle (Fig. 7B e 7C).
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Fig. 7 - Producdo de CCL3/MIP-1a em sobrenadante de CMLT estimuladas por SCF
para 1h (A), 6h (B) e 24h (C) nas concentracdes de 1, 10 e 100 ng/mL. A concentragéo
de CCL3/MIP-1a em pg/mL foi avaliada por ELISA. Os resultados representam a a
média + EPM obtida em trés experimentos independentes, com resultados similares
obtidos em cada vez. (ANOVA com teste de mdultipla comparagdo de Bonferroni) ** p
<0,01 e * p <0,05 comparadas com o controle ndo tratado
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4.6 SB, PD e SP inibem a expressdao de RNAm para TGF-B e producéo das
proteina TGF-B, FGF-2 e CCL3/MIP-1a em CMLT

Para determinar se as vias de sinalizacdo intracelular p38, ERK1/2 e JNK
estavam envolvidas na expressao génica e proteica de TGF-B, producdo de
FGF-2 e CCL3/MIP-1q, células em incubacdo no mesmo meio utilizado nos
experimentos anteriores, foram pré-tratadas com os inibidores de MAP quinases
PD (30 uM), SB (10 uM) ou SP (10 pM) por 30 minutos seguidos por estimulagédo
com 10 ng/mL de SCF. NOs podemos observar que a inibicdo da fosforilagdo das
trés vias reduziu significantemente a expresséo génica de TGF-B (Fig. 8A) e sua
producdo proteica (Fig. 8B) nas CMLT estimuladas com SCF. Em relacdo a
producdo proteica de FGF-2, nds observamos uma inibicdo parcial na
fosforilacdo das vias p38 e JNK, e completa inibicdo da fosforilacdo da via
ERK1/2 com relacdo ao grupo controle, nas CMLT estimuladas com SCF (Fig.
9A). A producédo de CCL3/MIP-1a foi completamente inibida por SB, PD e SP
(Fig. 9B).
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Fig. 8 — Drogas SB 202190, PD98059, SP 600125 inibem a producdo proteica e
expressao de TGF-B mRNA em CMLT estimuladas por SCF. CMLT em confluéncia
foram pré-tratadas por 30 minutos com SB 202190 (SB), PD98059 (PD) e SP 600125
(SP) e estimuladas com SCF 10 ng/mL por 24 h. A expressdo génica de TGF-$
analisada por Western Blott. A representacdo da relagdo TGF-B/B-actina foi
determinada por meio de andlise densitométrica (A). O nivel da concentracdo proteica
de TGF-B foi avaliado por ELISA (B). Os resultados representam a média + EPM obtida
em trés experimentos independentes, com resultados similares obtidos em cada vez.
(ANOVA com teste de mdultipla comparacdo de Bonferroni). ## p< 0,01 e # p <0,001
comparadas com controle ndo tratado; ** p <0,01 e * p <0,001 comparados com grupo
tratado somente com SCF.
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Fig. 9 — Drogas SB 202190, PD98059, SP 600125 inibem a producdo de FGF-2 e
CCL3/MIP-1a em CMLT estimuladas com SCF. CMLT em confluéncia foram pré-
tratadas por 30 minutes com SB 202190 (SB), PD98059 (PD) e SP 600125 (SP) e
estimuladas com SCF 10 ng/mL for 24 h. A expressao proteica de FGF-2 foi analisada
por Western Blott. A representacdo da relacdo FGF-2/3-actina foi determinada por meio
de analise densitométrica (A). O nivel de concentracdo de CCL3/MIP-1a foi mensurado
por ELISA (B). Os resultados representam a média + EPM obtida em trés experimentos
independentes, com resultados similares obtidos em cada vez. (ANOVA com teste de
multipla comparagéo de Bonferroni). # p <0,001 comparado com o controle néo tratado;
* p <0,001 comparado com o grupo tratado somente com SCF.



DISCUSSAO 43

5 Discussao

Nossos estudos mostram que células da musculatura lisa da traqueia
estimuladas por SCF, produzem FGF-2, TGFB e CCL3/MIP-1aq, via ativagédo das
MAP quinases p38, ERK1/2 e JNK. Além disso, demonstramos pela primeira vez
gue estas ceélulas expressam o receptor de tirosina-quinase c-Kit, ligante do
SCF.

A caracterizacdo da cultura das células primarias obtidas da traqueia de
camundongos foi determinada, sendo observadas células do tipo fusiforme com
nucleo central ovalado (CHAMLEY-CAMPBELL ET AL., 1979; CAMPBELL &
CAMPBELL, 1993), que, em alta densidade, tendem a assumir a disposicéo
morfolégica denominada “montanha & vale”, caracteristica de células
musculares lisas em cultura, aspecto demonstrado em resultados de prévios
estudos (WONG et al.,, 1998; PANG et al., 1997 e AN et al., 2006). Células
epiteliais da traqueia de camundongos, avaliadas no processo de transicdo para
células mesenquimais, em doencas envolvendo remodelamento de vias aéreas
(KUROISHI et al.,, 2009), por analise de imunofluorescéncia, revelaram a
presenca de a-actina de musculo liso imunorreativa, apos diferenciacdo por
estimulo fibrogénico. WONG et al. (1998) demonstrou que esse marcador e
outros filamentos de proteinas, também s&o imunorreativos na musculatura lisa
traqueal e que este processo é regulado por condi¢cdes apropriadas de cultura.
Em nossos estudos, utilizamos a técnica de coloragdo por imunofluorescéncia
para deteccdo de a-actina de musculo liso, para nos certificarmos da auséncia
de células epiteliais e fibroblastos e, deste modo, confirmar a pureza da
linhagem celular obtida em cultura primaria.

CMLT tem revelado, em varios estudos, ser importante como origem de
mediadores tais como citocinas, quimiocinas e derivados lipidicos (JOHNSON et,
1995), com habilidade para promover e perpetuar os mecanismos inflamatoérios
presentes em patologias como o asma (CHUNG, 2000). Nosso trabalho
apresenta alguns possiveis mecanismos relacionados a ativacdo das CMLT por
SCF em produzir substancias envolvidas no processo inflamatério alérgico das
vias aéreas. Os mediadores secretados podem estimular varios tipos celulares,

induzindo ao recrutamento celular e a ativacdo da cascata inflamatoria (MCKAY
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et al, 2001). As células recrutadas ou as células residentes podem ser, portanto,
responsaveis por iniciar e perpetuar 0os processos patolégicos e, a interacéo
célula-célula contribui para a hiper-reatividade nos distlrbios das vias aéreas,
demonstrando que os linfécitos T, mastocitos e células da musculatura lisa
interagem diretamente, via moléculas de adeséo celular (DAMERA et al., 2009).
Esta inter-relagdo parece evidenciar que CMLT também s&o potenciais fontes da
producao de fatores de crescimento envolvidos no espessamento da parede das
vias aéreas (MCKAY et al., 2001).

Em nossos estudos, utilizamos o SCF como um fator ativador para as
células da musculatura lisa da traqueia.

SCF esta envolvido nas condi¢des inflamatérias e ndo inflamatérias na
asma (DA SILVA et al, 2005), sendo produzido por varios tipos celulares
incluindo CMLT, em resposta a variados estimulos, tendo um papel importante
como fator quimiotético para mastécitos durante a inflamagéo alérgica (KASSEL
et al, 1999). Dados da literatura demonstram que a expressao de SCF esta
aumentada em experimentos prévios realizados in vitro com CMLT em
condigdes inflamatodrias induzidas com Interleucinas, associadas ao aumento no
ndamero e na ativacdo de mastocitos no processo asmatico (DA SILVA et al,
2006).

A producdo de SCF durante a inflamacédo alérgica pode contribuir
significantemente para inducdo da resposta inflamatoria eosinofilica e hiper-
reatividade, via ativagdo da populagédo local de mastdcitos, sendo identificado
gue os mediadores primarios liberados durante este processo sdo os metabdlitos
de Cisteinil-leucotrienos LTC4 e LTE4 (OLIVEIRA et al.,, 2001). Linhagens
primarias de mastocitos foram submetidas a cultivo, crescimento, manutengao e
incubacdo com IL-3 e SCF, mostrando positividade para receptores c-Kit por
Citometria de Fluxo, apresentando proliferacdo em resposta a simples estimulos
com SCF, IL-3, IL-4, ou IL-10 (LUKACS et al., 1996). Estes estudos demonstram
a atividade importante de participacdo do SCF dentro do processo inflamatério
alérgico das vias aéreas e, portanto, justifica-se sua utilizacdo em nosso estudo,
demonstrando o papel ativador do SCF sobre as CMLT, induzindo a producao

de outros mediadores, bem como a identificacdo de seu receptor nessas células.
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Numerosos estudos tém detectado a expressédo de receptor c-Kit em
varios tipos celulares que respondem ao SCF, como melandcitos (NOCKA et al.,
1989), células germinativas (MAYRHOFER et al., 1987), células progenitoras
hematopoiéticas e linhagens linfoides (GEISSLER et al., 1988; AYE et al., 1992;
BROUDY et al., 1992; GODFREY et al., 1992; NOCKA et al., 1989; OGAWA et
al., 1991), eosindfilos (YUAN et al., 1997), basofilos (COLUMBO et al., 1992) e
mastoécitos (NOCKA et al., 1989; MAYRHOFER et al., 1987), aonde s&o
caracterizados como receptores com dominio transmembranico e com atividade
de tirosina-quinase intrinseca (JIANG et al., 2000). Nossos estudos identificaram
a presenca de c-Kit em CMLT com aumento de sua expressao apoés estimulacao
com SCF, em andlises realizadas por Citometria de fluxo, entretanto este padréao
de resposta difere da observada em células megacarioblasticas humanas
(CMK), onde a estimulagédo com SCF regula negativamente a expressao do c-Kit
através do sistema de degradacdo endolisossomal (TANAKA et al., 2012).
Nosso resultado demonstrou, pela primeira vez, que CMLT podem responder
diretamente ao estimulo do SCF e, possivelmente, pela ativacdo do receptor c-
Kit.

Foi observado em nossos estudos que CMLT estimuladas por SCF,
expressam o gene e produzem a proteina TGF-, produzindo também a proteina
FGF-2. Tanto a expressdo do RNAm quanto a producdo da proteina, foram
analisadas 1, 6 e 24h apo6s o estimulo com concentracdes de 1, 10 e 100 ng/mL
do SCF.

Estudos relacionando a atividade do TGF-B e FGF-2 na inflamagéo e
remodelamento das vias aéreas ainda séo incipientes (YUM et al., 2011) e o
papel especifico destas citocinas na cascata de células e mediadores presentes
na asma permanece pouco conhecido. O papel das CMLT sobre a sintese
destes mediadores é descrito em alguns estudos recentes, ndo sendo, no
entanto, encontrados estudos sobre a possivel relagdo entre 0 SCF, TGF- e
FGF-2 nestas estruturas, especialmente em células da musculatura lisa isoladas
de traqueia, no entanto, varios estudos mostraram ser a musculatura lisa da
tragueia, importante estrutura organica vinculada aos eventos inflamatorios

alérgicos relacionados a asma.



DISCUSSAO 46

CMLT de porcos em modelos experimentais de asma simulada in vitro,
foram utilizadas para avaliar os mecanismos de resisténcia e adaptacdo ao
processo inflamatério (MCPARLAND et al., 2005). A expressao génica de
receptores de neuroquinina-1 em mauasculo liso traqueal de ratos aumenta a
resposta alérgica relacionada as vias aéreas (MAGHNI et al.,, 2003). A IL-13
aumenta a contratiidade de musculo liso de traqueia em camundongos
(FARGHALY et al., 2008). Outros estudos demonstrando a relagéo da traqueia
com a asma revelam envolvimento desta estrutura, envolvida na proliferagao
celular (MALAVIA et al., 2009); na hipertrofia, hiperplasia e deposi¢cao da matriz
extra-celular (JAMES et al., 2012); no relaxamento induzido por 6xido nitrico
(PEREZ-ZOGHSBI et al., 2010); no remodelamento das vias aéreas (BARA et al.,
2010); e na expressdo de IL-8 (MULLAN et al.,, 2008). Todos estes estudos
foram realizados com células epiteliais ou de musculatura lisa traqueal humana.

Nossos estudos buscaram avaliar o papel de CMLT de camundongos
obtidas em cultivo priméario, com o objetivo de examinar, inicialmente, os efeitos
do SCF na expressao génica e proteica de TGF-B. A expressdao de RNAmM para
TGF-B ocorreu constitutivamente nos grupos controle de 1h e 6 h apés o
estimulo, ficando reduzido nas amostras estimuladas com SCF. Estes dados
sugerem que, por razdes ainda ndo bem esclarecidas, a expressao constitutiva
de RNAmM para TGF-B pode ser devido a possivel interacdo entre fatores
inibitérios produzidos pelas células ou apdés acesso ao estado excitado das
células, que precisam de um tempo maior para retornarem ao estado basal apés
aderéncia aos pocos da placa com o meio de cultura.

Estudos realizados por outros autores revelam também ocorrer
expressao constitutiva de TGF-3 em células musculares lisas das vias aéreas,
com aumento significativo em processos fisiopatolégicos como a asma. COKER
et al. (1996) demonstra a expressdo de RNAm para TGF- em pulmao de
humanos e camundongos normais, sugerindo que estes peptideos tem
importante papel na homeostase das vias aéreas, resultados corroborados por
BOTTOMS et al. (2010) que relacionou a importancia do TGF-3 na remodelagéo
das vias aéreas por meio de ensaios imunohistoquimicos. AUBERT et al. (1994)
ja demonstrou a expresséao constitutiva de RNAm para TGF-3, bem como de seu
nivel proteico e, além disso, sugere que nesta proteina, aparentemente, ndo tem

sua expressao muito aumentada em pacientes com asma ou doenca pulmonar
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obstrutiva crénica, em ensaios realizados com tecidos pulmonares. No entanto,
nenhum dado relacionado a diminuicdo da expressdo constitutiva do TGF-3, em
fungéo do tempo, em CMLT foi encontrado. Portanto, novos estudos podem ser
necessarios para explicar este fendbmeno. No periodo experimental de 24 horas,
0 grupo controle mostrou minima expressdao do RNAmM para TGF-f mas, no
grupo estimulado com 10 ng/mL de SCF, a expressdo mostrou significante
aumento. Esta relacdo entre os niveis de TGF- e a via SCF/c-Kit foi também
observada no modelo de remodelamento das vias aéreas superiores em
camundongos sensibilizados com ovalbumina, onde o inibidor tirosina-quinase
imatinibe diminuiu os niveis de TGF-f1 e SCF (RHEE et al., 2011).

O aumento da expressao de RNAm para TGF-B foi acompanhado pelo
aumento na producdo desta proteina, particularmente durante o periodo de 6h
apos a estimulacdo com 100 ng/ml e 24 h apés estimulagdo com 10 e 100 ng/mL
de SCF. O fenGmeno da expressao constitutiva do RNAm para TGF-j3,
observada nos grupos controle de 1h e 6h, ndo se repetiu com relacdo a
producdo da proteina. Diferencas observadas entre a expressdo génica e
proteica de um mesmo mediador, podem ser devidas a atividade das proteinas
reguladoras que podem inibir ou ativar a transcricdo do RNAmM, bem como o
sequente processo de sua traducdo a nivel citoplasmatico. Ndo encontramos na
literatura, estudos que demonstrem a relacdo do SCF no aumento da expressao
génica e proteica de TGF- em CMLT.

Estudos prévios relacionados ao tema revelam que a infiltracdo de
neutrofilos e mastocitos no musculo liso das vias aéreas tem sido observada em
pacientes sensiveis a alergias comuns e asma e que esse fendbmeno pode ser
devido a liberagdo de TGF-B pela musculatura lisa de bronquios humanos (LEE
et al, 2006). CHAKIR et al. (2003) sugere que a atividade do TGF- e de outros
mediadores estdo relacionadas com a severidade dos processo patologico
relacionado a asma, em andlise de biopsias bronquiais de humanos. MINSHALL
et al. (1997) mostra que pode ser atribuido ao TGF-B1, importante papel nao
alteracbes fibroticas que ocorrem nas vias aéreas asmaticas também em
ensaios com biépsias bronquiais humanas. Células da musculatura lisa das vias
aéreas de modelos humanos e de camundongos estimuladas in vitro, induzem
significante atividade quimiotatica para mastocitos e producdo de TGF-B e SCF

(BERGER et al., 2003), e o numero de mastocitos infiltrados tardiamente no
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musculo liso em pacientes asmaticos é correlacionado com a expressdo de
TGF-B nestes tecidos (BERGER et al., 2005). CMLT bovina em cultura teve sua
proliferacdo aumentada apds estimulacdo por TGF-B na auséncia de soro fetal
bovino (CHEN et al., 2006). WONG et al., (2006) utilizou o SCF como estimulo
para ativagdo de Ilinhagem de mastocitos em experimentos in vitro,
demonstrando a liberagdo de TNF-a, MCP-1, RANTES, regulada pelas MAPK
p38 e ERK. Estudos que mostram a modulagcdo da expressdo e secrecdo de
TGF-B em CMLT ap6s estimulo por SCF sdo inéditos, contudo células da
musculatura lisa das vias aéreas superiores provenientes de bidpsias
brénquicas, quando devidamente estimuladas, podem aumentar a secrecao de
TGF-B1, a expressdao da a-actina em células musculares lisa e a contracéo
agonista provocada, contribuindo para a desordem fisiol6gica das vias aéreas
gue caracteriza a asma (WOODMAN et al., 2008)

Nosso estudo também procurou investigar a producdo de FGF-2 por
CMLT estimuladas com SCF. Demonstramos que a producdo de FGF-2 por
CMLT foi significantemente aumentada nos periodos de 6h e 24h apo6s estimulo
com SCF. YUM et al. (2011), investigando aspectos da remodelagéo das vias
aéreas usando camundongos desafiados de forma cronica com OVA, revelou
aumento da co-expressao de FGF-2 e TGF- por macréfagos no fluido bronco-
alveolar. ZOU et al. (2008) demonstraram que FGF-2 pode estimular diretamente
a proliferacdo e migracdo de células da musculatura lisa brénquica e, apesar
disto, a expresséo do fendtipo de células contrateis diminuiu. FOLKMAN et al.
(1987), em ensaio de proliferagédo e diferenciagcado celular atribuiu importante
papel angiogénico, mitogénico e quimiotatico para fibroblastos ao FGF-2,
enquanto MOHAN et al. (2010) o relaciona a inflamacdo e cicatrizacdo de
feridas. CHOTANI et al. (2000) relaciona ao FGF-2 um papel fundamental na
divisdo, proliferacdo e migracdo celulares em células renais, células da
musculatura lisa e fibroblastos pulmonares, cérebro e retina. KRANENBURG et
al. (2002), em experimentos "in vivo" e "in vitro", reporta o FGF-2, como um
importante participante no processo de remodelamento vascular em doencas
pulmonares obstrutivas cronicas. Em complemento, BOSSE et al. (2005)
estabeleceu possiveis efeitos sinérgicos "in vitro" entre FGF-2 e TGF-B na
atividade fibrogénica em processos patolédgicos e hiperplasicos das vias aéreas,

enquanto SONG et al. (2002) sugere que, apesar da atividade do TGF- B no
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processo de remodelamento ocorrer mais rapidamente do que o FGF-2, a
resposta sinérgica de ambos os fatores contribuem para uma reparacdo mais
tardia associada com a migragéo das células.

Os resultados deste nosso estudo sugerem que a expressao génica e a
producdo proteica de TGF-f e FGF-2 e sua atividade coordenada, depende
dentre outros fendmenos, da mediacdo do SCF em CMLT.

Nosso estudo investigou a possibilidade do SCF estimular CMLT a
produzir CCL3/MIP-1a. Os efeitos dessa quimiocina parecem diferir de acordo
com o tipo celular e a espécie testada. Estudos prévios ja citados demonstraram
gue esta quimiocina pode contribuir para a remodelacdo das vias aéreas na
asma, por aumento no numero e sobrevivéncia de células musculares lisas
tragueais humanas (HALWANI et al., 2011). Primariamente, o CCL3/MIP-1a é
associado com atividade quimiotética atribuida as células mononucleares
(OPPENHEIM et al., 1991), mas também pode ser localizado em granulomas
fibroblasticos (LUKACS et al., 1994), células epiteliais bronquiolares e alveolares
de camundongos infectados com o Virus sincicial respiratorio (HAEBERLE et al.,
2001) e fibrose pulmonar (RUSSO et al, 2011).

Nossos dados demonstram que CMLT estimuladas com SCF produzem
CCL3/MIP-1a, nos tempos de 6h e 24h apds o estimulo, sugerindo um possivel
papel desta quimiocina no processo de migracdo destas células até o epitélio,
como previamente proposto para ceélulas de musculatura lisa bronquial
(HALWANI et al., 2011). Novos estudos devem ser realizados para avaliar se 0
aumento da producdo de TGF-f e FGF-2 em CMLT estimuladas com SCF,
como previamente citado, pode ser influenciado pela sintese de CCL3/MIP-1a
por essas células, assim como se CCL3/MIP-1la poderia contribuir para o
remodelamento das vias aéreas caracteristico da asma na regido da traqueia.

Em conjunto, nossos dados mostram um aumento na producdo de
FGF-2, TGF-f e CCL3/MIP-1a por CMLT estimuladas por SCF e que esse
processo é possivelmente regulado pela ativacdo dos receptores c-Kit presentes
nas mesmas.

Diante destes resultados, foi objetivo de nossa pesquisa cientifica,
avaliar algumas das possiveis vias de sinalizagéo intracelulares envolvidas na

interacdo do SCF com seu receptor na resposta de incremento da expressao de
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TGF-B, FGF-2 e MIP-1a por CMLT. As células foram pré-tratadas com inibidores
das vias de MAPK p38, ERK1/2 e JNK e estimuladas com SCF.

Noés observamos que houve uma significante diminuicdo na expressao
de RNAm para TGF-3, com respeito as trés vias analisadas. O mesmo ocorreu
com relacdo a expressdo proteica deste alvo, processos em que parece ter
ocorrido uma maior tendéncia para inibicdo da JNK, ndo sendo estatisticamente
significante, via principalmente ativada por estresse celular e estimulos
inflamatoérios em varios tipos celulares, como ja demonstrado na literatura
(DAVIS et al., 2000; KYRIAKIS & AVRUCH, 2001), bem como em experimentos
envolvendo musculo liso das vias aéreas de pacientes asmaticos com aumento
da producéo de CXCL10 (ALRASHDAN et al., 2012).

Com relacao a producéo de FGF-2, detectamos significante reducéo na
expressao desta proteina com relacdo as trés vias de sinalizacdo investigadas,
entretanto, os dados sugerem que em relacdo a rota da ERK1/2 parece ocorrer
uma maior inibicdo nesse processo, contrario aos conceitos ja estabelecidos por
outros autores (MIYAZAWA et al., 1991; DAVIS et al.,, 2000; KYRIAKIS &
AVRUCH et al., 2001). ZHOU et al. (2002), relaciona a ativagdo desta via a
estimulos mitogénicos, caracteristicos da atividade fibrogénica atribuida ao FGF-
2, com um aumento na diferenciacdo de fibroblastos e fosforilacdo de
numerosas citocinas e fatores de crescimento, o que pode, por analogia,
corroborar nossos resultados, em funcao do papel fibrogénico desta proteina no
processo de remodelamento relacionado as inflamacdes alérgicas das vias
aéreas.

No que diz respeito a producdo de CCL3/MIP-1a, nossos dados
demonstraram uma significante inibicdo das trés vias analisadas, especialmente
com relacdo a da MAPK p38, também relacionada ao estimulo estressante e
producdo de citocinas inflamatdrias, como ja demonstrado com relacdo a
expressdo de VEGF em doencas alérgicas das vias (KIM et al., 2012) . A
atividade quimioatraente desta proteina sugere que talvez ela possa ser
expressa anteriormente e, deste modo, participar da cascata que promove a
ativacdo de outros fatores. Mais estudos serdo necessarios para determinar
essa possivel relagdo.

Nossos resultados sugerem que as trés vias de sinalizacao analisadas,

sdo importantes na ativacdo das CMLT estimuladas por SCF e sua interacao
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com os receptores c-Kit, para produzir TGF-p, FGF-2 e CCL3/MIP-1a, nao sendo
encontrados na literatura, dados que demonstrem processos semelhantes. No
entanto, dados anélogos a esse aspecto de nossa investigacao, foram citados
em trabalhos prévios de alguns autores demonstrando que SCF induz a
dimerizacdo os receptores c-Kit produzidos em células intactas do endotélio
aortico de porcos via atividade de proteinas-quinase (BLUME-JENSEN et al.,
1991), enquanto ROTTAPEL et al. (1991) mostra que ocorre atividade tirosina-
guinase intrinseca em dominios cataliticos que levam a fosforilagdo de
receptores c-Kit de mastocitos murinos. Estas interacdes promovem a ativacéo
da proteina RAS com posterior estimulacdo de varias proteinas-quinases
citoplasmaticas, dentre elas a ERK1/2, p38 e JNK, o que, por sua vez, migram
para o nucleo celular, onde fosforilam um ndimero de moléculas responsaveis
pela transcricdo génica, assim iniciando a proliferacdo celular (SEGER et al.,
1995; ISHIZUKA, 1998; ISHIZUKA, 1999; SEGER et al., 1995). RONNSTRAND
et al. (2004) afirma que, a compreensdo dos mecanismos de sinergia entre SCF
e varias citocinas também é um campo desafiador para futuras pesquisas.
Outros estudos foram direcionados a esta linha de investigacdo, mostrando que
a via p38 MAPK regula a resposta de IL-18 em culturas de células de musculo
liso tragueal humano (LAPORTE et al.,, 2000). SAKAI et al. (2004) sugere o
envolvimento da via ERK1/2, que fosforilada promoveu aumento da proteina
RhoA na contracdo em tecido liso bronquial induzido por TNF-a em ratos.
Estudo com fibroblastos pulmonares sugerem que sua proliferagcdo € mediada
por TGF-B1, induzindo a liberacdo de FGF-2 extracelular e fosforilacdo da via
p38 e JNK (KHALIL et al., 2005). CHEN et al. (2006) demonstra que TGF-f1
aumenta a proliferacdo de CMLT bovina por fosforilacdo de MAPK e XIE et al.
(2007), mostra que a via ERK1/2 modula o fenétipo de células da musculatura
lisa bronquial em modelo de asma crdnica em rato.

Tomados em conjuntos, nossos dados mostram que as células da
musculatura lisa da traqueia estimuladas por SCF produzem TGF-B, FGF-2 e
CCL3/MIP-1a e aumentam o receptor c-kit. Além disso, as vias das MAP
guinases podem ser importantes alvos terapéuticos para o controle da
inflamacéo das vias aéreas mediadas pela ativacdo das células da musculatura

lisa da traqueia.
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Resumo dos Resultados

% Células da musculatura lisa da traqueia estimuladas com SCF induzem a

presenca de receptores c-Kit;

‘

o,

% As células da musculatura lisa da traqueia de camundongos Balb/c estimuladas

com SCF produzem TGF-3, FGF-2 e CCL3/MIP-1q;

®,

s Os mecanismos envolvidos nesta expresséo, provavelmente sdo mediados pela

ativacao das vias de sinalizac&o intracelular p38, ERK1/2 e JNK;

Conclusao Final

» Células da musculatura lisa da traquéia estimuladas por SCF produzem TGF-f3,
FGF-2 e CCL3 via ativacao das vias de sinalizacdo p38, ERK1/2 e JNK.

» Receptores c-Kit e MAPK podem ser importantes alvos farmacologicos para

novas formas de tratamento das inflamacgdes alérgicas das vias aéreas.

» Novas informacdes foram adicionadas com relacdo ao papel do musculo liso

tragueal na inflamacéo alérgica.
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Abstract

The aim of this study was to evaluate the mechanism involved in SCF-induced FGF-
2, TGF-B and CCL3/MIP-1a production in tracheal smooth muscle cells (tSMC) and
the activated signaling transduction pathway. tSMC primary cultures were stimulated
with SCF (1, 10 and 100 ng/mL) and evaluated at 1, 6 and 24 hours. The phenotypic
characteristic of tSMC in primary culture was analyzed using immunofluorescence
staining for a-SMA, a-cytokeratin and a-FAP. c-kit activation in SCF-stimulated tSMC
was evaluated by flow cytometry. TGF- mMRNA expression was observed by PCR-
RT and protein production by ELISA. FGF-2 production was evaluated by
immunoblot and CCL3/MIP-1a production by ELISA. In other set of experiments,
tSMC were pretreated with p42/44 inhibitor (PD 98059 [PD]), p38 inhibitor (SB
202190[SB]), or JNK inhibitor (SP 600125 [SP]) for 30 minutes followed by
stimulation with SCF (10 ng/mL) for 24 hours. Cells treated with specific antibodies,
did not show any labeling for cytokeratin or FAP, but showed labeling for a-SMA
indicating purity of the primary cell line. SCF induced c-kit expression in tSMC. tSMC
stimulated with 10ng/mL of SCF after 24 hours, promotes TGF- mRNA expression
and TGF-B, FGF-2 and CCL3/MIP-1a production. Pre-treatment with SD, PD and
SCF- inhibited these productions. These responses produce activation p42/44, p38,
and JNK pathways. tSMC seem to be important resident cells involved in cell
activation and tissue repair and added new information about the role of tracheal
smooth muscle cells in allergic inflammation. Development of inhibitors targeting

MAPK could thus be an attractive strategy for the treatment of asthma.

Key words: SCF, asthma, TGF-, FGF-2, CCL3, trachea.
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Introduction

Asthma is a disorder responsible for promoting inflammation,
hyperresponsiveness and airway remodeling, involving recurrent episodes of airway
obstruction and wheezing. These are processes arising from the presence of an
allergic inflammatory response in the airways, involving extensive leukocyte
infiltration, mucus overproduction and hyper-reactivity (1, 2, 3). Furthermore, several
cell types present in the airways are involved in the disease, and are responsible for
the initiation and perpetuation of inflammation, including mast cells, eosinophils, T
and B lymphocytes, fibroblasts and smooth muscle cells of the airways (1)

Airway smooth muscle cells (ASMC) play a central role in asthma because of
its recognition activity for synthesis (4, 5, 6). These cells are recognized as having
great potential for active participation in airway inflammation by synthesis of
cytokines, chemokines and adhesion molecules, all with capacity to promote and
perpetuate the inflammatory mechanisms (7). Recent studies have shown that ASMC
are important sources of many cytokines, chemokines and growth factors. They are
biologically active and it has been shown that the proinflammatory mediators
released by them can stimulate eosinophils, epithelial cells, lymphocytes, mast cells,
macrophages, neutrophils and platelets, inducing adhesion molecule expression to
allow the recruitment and activation of these cells, thereby increasing the
inflammatory cascade. These potent inflammatory mediators released by ASMC
induce airway wall thickening in patients with asthma (8, 9, 10, 11).

Stem cell Factor (SCF) is an important cytokine known to be a mast cell
growth factor (12). Given the potential SCF autocrine or paracrine activity, its
functional role in eosinophils, neutrophils, epithelial cells, and lung fibroblast

activation has attracted the attention of many researchers. SCF expression is
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enhanced during inflammation and expressed in vitro by various cells of the airways,
including bronchial epithelium (13), lung fibroblasts (14) and bronchial smooth
muscle cells (15). Previous studies have demonstrated that the SCF is directly
involved in leukotriene production and the induction of airway hyper-reactivity via
mast cell activation (16). Data from literature have demonstrated that SCF evoked
bronchial smooth muscle contraction (17), however, up to now they have not been
associated with tracheal smooth muscle cell activation.

Fibroblast Growth Factor-2 (FGF-2) and Transforming Growth Factor-g (TGF-
B) are recognized as important mediators involved in the regulation of inflammation,
cytokine and/or chemokine production and airway remodeling in asthma (18). The
role of ASMC in their synthesis has been described in some recent studies (10, 19),
but the possible relationship between SCF, TGF-B and FGF-2 have not yet been
described.

The mitogen-activated protein kinase (MAPK) signal transduction system has
been extensively studied because these kinases take part in numerous cellular
functions including apoptosis, chemotaxis, cell activation and proliferation, and
cytokine and chemokine production (20, 21). In this context, the aim of this study was
to evaluate wether SCF induces FGF-2, TGF-B expression and CCL3/MIP-1a
production in tracheal smooth muscle cells (tSMC) and to investigate the signaling

transduction pathway involved to this process.
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Materials and Methods

Animals and Ethical aspects.

All experimental procedures involving the use of animals were reviewed and
approved by the Institutional Animal Welfare Committee of the School of Dentistry, of
Aracatuba, Universidade Estadual Paulista, Aracatuba, SP, Brazil, protocol# 2010-
003463. A total of 5 male Balb/c mice weighing from 20-25 g were used. These
animals were housed in temperature-controlled rooms and received water and food
ad libitum. In order to obtain all the tracheal sample explants used in this study, mice
were euthanized with an overdose of halothane (Tanohalo, Cristalia, Campinas, SP,

Brazil).

Isolation and primary culture of murine tracheal smooth muscle cells.

tSMC were obtained using an explant technique. Tracheas were transferred to a
laminar flow hood, where the connective tissue and airway epithelium were removed
by firmly scraping the luminal surface. The trachea strips were minced into small
fragments using a blade, and grown in Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM)
supplemented with 10% fetal bovine serum (FBS), with 4 mM L-glutamine and
antibiotics (100 U/mL penicillin, 100 mg/mL streptomycin, and 0.25 mg/mL
amphotericin). Cultures were maintained at 37°C in a humidified atmosphere of 5%
CO; and 95% air. Confluent cells were detached with 0.25% trypsin and 0.05%
EDTA for 5 minutes. tSMC were used between passages four and six for all
experiments and their characteristics were identified by light microscopy, histological

analysis and immunofluorescence of smooth muscle a-actin.
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Immunofluorescence staining analysis of alpha-smooth muscle actin,
cytokeratin and fibroblast activation protein-a in tracheal smooth muscle cells.
tSMC were prepared in culture and the immunofluorescence staining was performed
according to previously published methods (22). Primary antibodies and dilutions
were as follows: a-Smooth muscle actin mouse monoclonal antibody (aSMA; 1:200;
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA); Cytokeratin 10/13 mouse monoclonal antibody
(1:100; Covance Inc. Dallas, TX, USA) and fibroblast activation protein—a goat
polyclonal antibody (anti-FAP-a; 1:100; Santa Cruz, SC, CA, USA). Secondary
antibodies were as follows: Alexa Fluor 488 goat anti-mouse IgG H+L antibody
(1:200; Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) and rabbit anti-goat IgG-FITC antibody
(1:200; Santa Cruz, SC, CA, USA). Images were captured with a Leica TCS SPE
confocal laser system equipped with a 63 oil immersion plan apochromatic objective
(1.3 CS) with differential interference contrast. LAS AF 2.5.1 software was used for

Image acquisition.

Histological analysis of tracheal smooth muscle cells.
For the experiment, tSMC (3x10° /mL) were seeded in 6-well plates until confluence
was reached. After that, cells were stained with hematoxylin and eosin (H&E) and

analyzed by light microscopy.

Tracheal smooth muscle cell stimulation.

For the experiments, tSMC in passages 4-6 were plated at a density of 3x10°mL in
complete DMEM with 10% FBS. Cells were trypsinized and subcultured in 24-well
plates to prepare the assays for evaluation by western blot, flow cytometry, enzyme-

linked immunosorbent assay (ELISA) and RNA extractions. After confluence was
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reached cells were stimulated either in the presence or absence of SCF (1, 10 and
100 ng/mL) (Recombinant mouse SCF R&D Systems, MN, USA) and examined after
1, 6 and 24 hours. The cells and the cell-free supernatants were collected and kept in

a freezer at -80°C until use.

Reverse-Transcriptase Polymerase Chain Reaction

Using Trizol reagent (Invitrogen, Life Technologies, Grand Island, NY), the total RNA
was extracted from tSMC stimulated with or without SCF according to the protocol
recommended by the manufacturer (Invitrogen, California, USA). cDNA synthesis
was performed by the RT-PCR method and subsequent agarose gel electrophoresis
to evaluate the expression of constitutive gene B-actin, and TGF-B. Reverse
transcriptase-polymerase chain reaction (PCR-RT) was performed as previously
described (23). The standard conditions for PCR of B-actin were 94°C (10 min), 30
cycles at 94°C (1 min), 56°C (1 min) and 72°C (1 min) followed by a denaturation
curve. The standard conditions for PCR for TGF- were 94°C (4 min), 35 cycles at
94°C (1min), 58°C (1 min) and 72°C (1 min) followed by a denaturation curve. The
set of primers used was: B-actin (sense: 5' TGG AAT CCT GTG GCA TCC ATG AAA
C - 3'; antisense: 5' TAA AAC GCA GCT CAG TAA CAG TCC G — 3’, 445 bp) and
TGF-B (5' CGG AAG CGC GCC ATC GAA ATC C - 3'; antisense: 5' GCA GCA GCT
CTG AGC CAC GG - 3, 350 bp). B-actin mRNA detection was used as internal
control. The PCR products were electrophoresed and visualized under ultraviolet light
on 1.8% agarose gel (Invitrogen, Life Technologies, Grand Island, NY, USA)
containing 10 mg/mL ethidium bromide (Sigma, Sigma Chemical, St Louis, MO,
USA). The agarose gel was scanned and densitometry analysis was evaluated using

Scion Image software (Scion Corp., Frederick, MD, USA) to obtain a numerical value
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that allowed semi quantitative comparison between target TGF- and the constitutive

control B-actin.

Western Blot and immune detection analysis of FGF-2 in tracheal smooth
muscle cells.

In this set of experiments, after 1, 6, and 24 hours, the cell-free supernatants were
collected for FGF-2 quantification using western blot analysis. tSMC were grown and
prepared under the same experimental conditions previously described. Cellular
lysates were prepared and Western Blot analysis was performed as previously
described (24). Briefly, tSMC were incubated with primary FGF-2 goat polyclonal
antibody, B-actin Mouse monoclonal (1:1000 Santa Cruz, SC, CA, USA) antibody,
and secondary rabbit anti-goat and goat anti-mouse antibodies (1:3000; Santa Cruz,
SC, CA, USA). After the respective treatments and experimental periods, cell cultures
were collected and lysed for research into the constitutive expression of B-actin and
FGF-2, after stimulation. In subsequent experiments using MAPk inhibitors and after
stimulation with SCF, the same protocol was performed. At the end, the bands
obtained were detected by chemiluminescence (ECL). At least three Western blots
were performed for each protein and the bands were quantified by densitometric
analysis using Scion Image software (Scion Corp., Frederick, MD, USA). The protein

levels were expressed relative to 3-actin.

Flow cytometric analysis of c-Kit in tracheal smooth muscle cells
SCF receptor expression was evaluated in tSMC obtained after the previously
described methodology. tSMC was stimulated with SCF (10 ng/mL) for 24h. The cells

were collected in PBS, containing 0.1% deionized BSA. 1 x 10° cells were harvested
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after detachment with 0.25 % trypsin (Sigma-Aldrich®), washed in PBS and
incubated for 18 h at 4°C with 10 mg/mL of c-kit Rat anti mouse monoclonal antibody
(CD117:RPE; AbD Serotec, Kidlington, Oxford, OX5 1 GE, UK). Next, cells were
washed three times with PBS plus 0.1 % Triton X-100 and, a 1:50 dilution of Rabbit F
(ab’)2 Anti-Rat polyclonal secondary antibody (IgG:RPE, AbD Serotec, Kidlington,
Oxford, OX5 1 GE, UK) was added to 100 pL of cell suspension and incubated at
37°C for 30 min. The cell suspension was washed in PBS as previously described,
and after the final wash, the cells were fixed with 4 % paraformaldehyde. Data were
acquired with the Attune™ acoustic focusing cytometer system (Applied
Biosystems®, Foster City, CA, USA). The negative pattern was examined by
applying the same cell suspension with the first incubation, and the result was
included in the global compensation to exclude the auto fluorescence. A BL1-A

(488 nm) filter was used in each analysis.

Determination of TGF-B and CCL3/MIP-1a by enzyme linked immunosorbent
assay (ELISA).

Tracheal smooth muscle cell-free supernatants were collected in order to measure
TGF-B and CCL3/MIP-1a. The supernatant was collected and kept at -80°C until use.
The 96-well plate was coated with monoclonal antibody (R&D Systems, Minneapolis,
USA) to TGF-B and CCL3/MIP-1a. Samples and recombinant TGF-B and chemokine
were added to the wells and after 2 h, unbound proteins were washed away and an
enzyme-linked polyclonal antibody was added to the wells. This antibody acted as a
link between the TGF- or chemokine and a dying agent. A color change proportional
to the amount of TGF-f and CCL3/MIP-1a was observed. This was quantified by

comparing the optical densities of the samples with those of known dilutions using a
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plate reader at 450 nm. The concentration of each TGF-B and CCL20/MIP-1a was

calculated from a standard curve in pg/mL.

The Effect of SB 202190, PD 98059 and SP 600125 on FGF-2 and CCL3/MIP-1a
production and TGF-B expression by SCF-stimulated tracheal smooth muscle
cells.

In this set of experiments, tASMC were pretreated with the mitogen-activated protein
kinase p38 inhibitor SB 202190 (SB, 25 mmol/L; Calbiochem) (23), the mitogen-
activated protein kinase p42/44 (ERK1/2) inhibitor PD 98059 (PD, 30mmol/L;
Calbiochem) (23), and the selective inhibitor of c-Jun N-terminal kinase (JNK)-1, -2
and -3 SP 600125 (SP, 10 mmol/L; Calbiochem) (25) for 30 minutes followed by
stimulation with SCF (10 ng/mL) for 24 hours. The cell-free supernatant was stored
for CCL3 measurement by ELISA, and cells were collected for the detection of FGF-2

production using western blot analysis and TGF-3 expression using RT-PCR.

Statistical analysis

Data were obtained from at least three independent series of experiments and
analyses were performed using the statistical program GraphPad Prism (version 5.0).
Data were expressed as mean £ SEM, and intergroup comparisons were made using
the simple one-way ANOVA with Bonferroni correction. p values < 0.05 were

considered statistically significant.
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Results

Characterization of Tracheal smooth muscle cells.

tSMC began to migrate out of the fragments after 1 week and their characteristics
were identified by light microscopy and stained with hematoxylin and eosin (H&E).
tSMC were spindle-shaped with central oval nuclei, while the confluent cells depicted
the “hill and valley” appearance which is characteristic of smooth muscle cells in
culture identified by light microscopy (Fig. 1A, 1B) and H&E stain (Fig. 1C). To
confirm the phenotypic characteristic of tSMC in primary culture in vitro, and exclude
the possible contamination with fibroblasts and epithelial cells, immunofluorescence
staining for a-SMA, a-cytokeratin and a-FAP was performed. Cells treated with
specific antibodies, did not show any labeling for cytokeratin (Figure 1D) or FAP
(Figure 1E), but showed labeling for a-SMA (Figure 1F). These results
demonstrated that tSMC expressing a-SMA markers, indicated purity of the primary

cell line produced.

Tracheal smooth muscle cells express c-Kit receptors

In Figure 2, tSMC were stimulated with 10 ng/mL of SCF and the c-kit expression on
the surface was evaluated by flow cytometry. After treatment with CD117-RPE
antibody for SCF receptor (c-kit), 50000 events were computed with 75% of cells
above 103, considered the cutoff for positivity. The analysis of isotypic control 1gG
showed that 15% of the cells are immunoreactive with 75% of negative cells for the
target molecule. The true proportion of positive CD117, corresponds to 89% of 50000
positive events analyzed and an apparent increase could be observed in the c-kit

receptor expression in SCF-stimulated in comparison with un-stimulated cells.
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SCF induces TGF-B mRNA expression and production in tracheal smooth
muscle cells.

To examine the effects of SCF on TGF-B expression and production, tSMC were
stimulated with increasing concentrations of SCF (1, 10 and 100 ng/mL) and the
evaluation of TGF-B mRNA expression and production was observed at time
intervals of 1, 6 and 24 hours. As shown in Figure 3, constitutive expression of TGF-3
was observed in the control group at 1 h and 6 h after stimulation, being reduced by
1, 10 and 100 ng/mL after stimulation with SCF (Fig. 3A and B). It was noted that
differently from 1 and 6 hours, at 24 hours TGF-B expression increased after SCF
stimulation (10 ng/mL), and then decreased again to the level of the control with SCF
(100 ng/mL) (Fig. 3C). TGF-B production was observed at 6 hours after SCF
stimulation (100 ng/mL) but the peak of TGF-B production was observed at 24 hours

with 10 and 100 ng/mL of SCF (Fig. 3F).

SCF induces FGF-2 protein production in tracheal smooth muscle cells.

The results of this study demonstrated constitutive production of FGF-2 in the control
group as early as 1h after culture, and it was reduced after SCF stimulation (1, 10
and 100 ng/mL) (Fig. 4A). The constitutive production of FGF-2 decreased at 6 hours
and FGF-2 production was observed after SCF stimulation (1, 10 and 100 ng/mL)
increasing significantly in a dose-dependent manner when compared with control
group. Production was more significant at the concentration of 100 ng/mL of SCF
(Fig. 4B). Finally, it was noted that there was FGF-2 production in stimulated group at
24h, but it was lower in comparison with that of the 6 h group after SCF-stimulation

(Fig. 4C).
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SCF-induced CCL3/MIP-1a production in tracheal smooth muscle cells.

The results of this study demonstrated that 1h after SCF stimulation, there was no
significant increase in CCL3/MIP-1a production by tSMC (Fig. 5A). The peak of
CCL3/MIP-1a production occurred after SCF stimulation (10 ng/mL) at 6 hours. At 24
hours, CCL3/MIP-1a production was observed after SCF stimulation (1 and 10
ng/mL) when compared with the control group, however the production it was lower

when compared with that of the 6 h group (Fig. 5B and C).

SB, PD and SP inhibit TGF-B mRNA expression and production, FGF-2 protein
production and CCL3/MIP-1a production in tracheal smooth muscle cells.

To determine whether the p38, ERK1/2, and JNK pathways were involved in TGF-
MRNA expression and production, FGF-2 protein production and CCL3/MIP-1a
production cells were pretreated with PD, SB, or SP for 30 minutes followed by
stimulation with SCF (10 ng/mL) and evaluated 24 hours later. It was observed that
the inhibition of phosphorylation of p38 (SB), ERK1/2 (PD), and JNK (SP)
significantly reduced TGF-$ gene expression (Fig. 6A) and protein production (Fig.
6B) in SCF-stimulated tSMC. With regard to FGF-2 protein production, the partial
inhibition of phosphorylation of p38 and JNK, and complete inhibition of ERK1/2
phosphorylation was observed to reach the level of the control group in SCF-
stimulated tSMC (Fig. 6C). CCL3/MIP-1a production was completely inhibited by SB,

PD and SP (Fig. 6D).
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DISCUSSION

The present studies indicate that FGF-2 and TGF-3 production in mouse tSMC
activity is regulated by the SCF through their specific receptors; that the MAP kinases
pathways play an important role in the intercellular signal-related process, and that
the experimental conditions of collection, culture and cell growing, are critical in
obtaining the results. The proper cultivation of tissues taken from the trachea of
healthy young mice revealed proliferation of spindle shaped cells with central oval
nuclei, characteristics such as those disclosed in other studies (26, 27). In the same
culture, cells in high densities tended to form a monolayer with a hill-and-valley
morphology, appeared to be smaller, and had fewer processes visible at the light
microscope level, aspects also demonstrated in the results of previous studies (27,
28, 4). Tracheal epithelial cells of mice, used to evaluate the process of transition to
mesenchymal cells in diseases involving airway remodeling (29), by
immunofluorescence analysis, revealed the presence of immunoreactive a-SMA after
differentiation by fibrogenic stimuli. WONG et al., 1998 (28) demonstrated that the a-
SMA and other filamentous proteins are also immunoreactive in the tracheal smooth
muscles, process regulated by appropriate culture conditions. In our studies,
assessment of a-SMA immunofluorescence was used to confirm the purity of the
primary lineage obtained, excluding the presence of epithelial cells and fibroblasts.

In experiments with bronchial smooth muscle cells of humans, it has been
proved that there is chemotactic activity that promotes the survival and infiltration of
mast cells promoted by SCF (15) and that this process may be responsible for
modification of structural and functional properties of myocytes (30). SCF is involved

in inflammatory and non-inflammatory conditions in asthma (31) and is produced by
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various cell types, including bronchial smooth muscle cells in response to various
stimuli, releasing important chemotactic factors for recruitment of allergic cells (15).
For the first time, our studies have identified the presence of c-kit in tSMC with
increased expression after SCF stimulation analyzed by flow cytometry. Numerous
studies have identified the expression of c-kit receptor in various cell types that
respond to SCF, such as melanocytes (32), germinal cells (33), haematopoietic
progenitor cells, lymphoid lines (34, 35, 32, 36) and mast cells (32, 33). It is
characterized as a receptor with transmembrane domain and intrinsic tyrosine kinase
activity (37). Recently, our group demonstrated that odontoblast-cell line stimulated
by SCF produced FGF-2 (23). Based on these results, SCF was used as a stimulus
to identify whether tSMC is able to produce TGF-B, FGF-2 and CCL3, important
mediators involved in allergic inflammation.

Studies related to the activity of TGF-B and FGF-2 in inflammation and airway
remodeling are still incipient and the specific role of these cytokines and growth
factors in the cascade of cells and mediators present in asthma remains unknown.
The role of ASMC in their synthesis has been described in some recent studies;
however, no studies were found on the possible relationship between the SCF, TGF-
B and FGF-2 in these structures, especially in isolated smooth muscle cells of the
trachea.

The involvement of the trachea in airway-related allergic inflammatory
conditions, especially in asthma, has been the subject of relatively recent
experiments involving airway remodeling in asthma (38); prostaglandin E, expression
(28), IL-8 expression (5), all studies with smooth muscle of the trachea. Other studies
have shown the role of smooth muscle cells of porcine trachea in an experimental

model of asthma simulated in vitro, evaluating mechanisms of resistance and
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adaptation (39) and neurokinin-1 receptor (9). Gastric fluid-stimulated tSMC induced
interleukin 4, interleukin 6 and tumor necrosis factor-a (TNF-a) and the chemokines,
lipopolysaccharide-induced CXC chemokine (LIX/CXCL5), cytokine-induced
neutrophil chemoattractant 2 (CINC-2), CINC-3, fractalkine, ciliary neurotrophic factor
(CNTF) production and vascular endothelial growth factor (40) demonstrating that
tracheal smooth muscle cells are important targets to be evaluated and in the future
could possibly be a tool in the control of the airway inflammatory process.

Initially, the aim of the present study was to examine the effects of SCF on the
gene expression and protein production of TGF-B in tracheal smooth muscle cells.
Expression of TGF- mRNA occurred constitutively in the control groups 1 and 6
hours after the stimulus, was reduced in the control group 24 hours after the stimulus
with  SCF. These data suggest, for reasons yet to be evaluated, that tSMC
constitutively express TGF-B mRNA. In the experimental period of 24 hours after the
stimulus, expression of TGF-f mMRNA showed significant increase at a dose of 10
ng/mL. Data from literature demonstrated that smooth muscle, endothelial and
mesothelial cells, as well as the sub-epithelial cells from control lung cells produced
TGF-B (18). According to our data SCF stimulation was able to inhibit TGF-f mRNA
expression at 1 and 6 hours after stimulation. This decrease may be due to possible
interaction between inhibitory factors produced by SCF-stimulated cells or after
access to the excited state of the cells that need a longer time to reach their resting
state after handling, to adhere to a 24 well plate. Increased TGF-f mRNA expression
in SCF-stimulated tSMC was accompanied by the increase in protein production at
24 h after stimulation. The relationship between SCF and TGF-B in allergic
inflammation has not yet been exhaustively studied. Data from the literature has

demonstrated that tryptase-stimulated ASMC in humans and mice, in vitro, induced
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significant mast cell chemotactic activity through the production of TGF-3 and to less
extent to SCF (41), and the number of mast cell infiltrates in the smooth muscle in
asthma patients is correlated with a TGF-3 expression in these tissues (30). Another
study related that the interaction of fibroblasts from chronic allergen-challenged mice
with eosinophils, increased alpha-smooth muscle cell actin and procollagen |
expression as well as inducing transforming growth factor-beta. The changes in
myofibroblast activation were dependent on SCF-mediated pathways because anti-
SCF antibody treatment reduced the expression of all three of these latter fibrosis-
associated markers (42). However, this is the first time that we have observed
studies showing TGF- production mediated by SCF in tSMC of mice.

Our studies also demonstrated that FGF-2 protein production by tSMC was
significantly increased in the 6 and 24 hours periods after SCF stimulation. FGF-2, a
member of a family of regulatory proteins, involved in proliferation and cell
differentiation and has functioned as a potent angiogenic factor (43) with a role in
airway remodeling in asthma, inflammation and wound healing (44). In addition,
Bossé et al, 2006 (19) established possible synergistic effects "in vitro" between
FGF-2 and TGF-f fibrogenic activity in hyperplastic and pathological processes of
the airways, while Song et al, 2002 (45) states that although the activity of TGF-B in
the remodeling process occurs faster than that of FGF-2, the synergistic response of
the two factors contribute to a repair later associated with cell migration. The results
of this study suggest that TGF- gene expression and protein production, and FGF-2
production are dependent on, among other phenomena, the mediation of SCF-
stimulated tSMC, and might be important during the airway repair.

In the present study it was observed that SCF stimulate tSMC to produce

CCL3. Halwani et al, 2011 (46) demonstrated that MIP-1a may contribute to airway



ANEXOS 86

remodeling in asthma by increasing the number and survival of human bronchial
tSMC. Primarily, CCL3 is associated with chemotactic activity attributed to
mononuclear cells, but it can also be located in epithelial cells of the bronchioles and
alveoli in mice infected with respiratory syncytial virus (47) and pulmonary fibrosis
(48). The data of the present study demonstrate that SCF-stimulated tSMC produce
CCL3 as early as 6h and 24 hours after stimulation, suggesting a possible role of this
chemokine in the process of cell migration into the epithelium, as has previously been
proposed for bronchial smooth muscle cells (46). New studies are being carried out
to assess whether the increased production of TGF- and FGF-2 in tSMC stimulated
with SCF, previously mentioned, is mediated by CCL3.

As has been demonstrated, the data of the present study show increased
production of growth factors FGF-2 and TGF-B, and the chemokine CCL3 by SCF-
stimulated tSMC. This process is regulated by c-Kit receptor activation present in
these cells. A scientific research should be conducted to evaluate and study the
possible signaling pathways that regulate each metabolic process, in order to
complement the understanding of the mechanisms shown.

At present, the involvement of MAPKSs is being investigated for therapeutic use
of MAPK inhibitors in different types of inflammation. In this study, the signaling
pathways possibly involved in the interaction of SCF with its c-kit receptor in tSMC
activation were evaluated with regard to TGF-B mRNA expression and FGF-2 protein
production. The pre-treatment of the cells with MAPK inhibitors p38, ERK1/2 and
JNK significantly decreased TGF-B mMRNA expression and FGF-2 protein production.
Several recent studies have conducted research in this direction, showing that the
proliferation of pulmonary interstitial fibroblasts is mediated by TGF-B1, which

induces release of extracellular FGF-2 and phosphorylation of p38 MAPK and JNK
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(49). TGF-B1 increases proliferation of bovine trachea tSMC by phosphorylation of
MAPK (50). FGF-2 autocrine contributes to changing the phenotype in endothelial
pulmonary hypertension, mainly regulated by a process via ERK1 / 2 (51). The
decrease in TGF-B mRNA and FGF-2 protein production in cells pretreated with
MAPK inhibitors suggests an important relationship between these pathways and
regulates the biological processes mediated by these mediators, such as resident
cell activator and/or tissue repair, as mentioned above. In the data of the present
study, the inhibition of the ERK1/2 seems to demonstrate a more marked decrease in
the FGF-2 production, and this pathway could perhaps be the main one involved in
the regulation of epithelial tissue repair in the tSMC. Recent studies have
demonstrated that the participation of MAPK transduction pathways in FGF-2
production is an important modulator in the cytokine/chemokine production and
tissue repair involved in odontoblast activation in dental pulp (23, 52).

As regards CCL3 production, the data of the present study demonstrated
significant inhibition of the three pathways analyzed, especially with regard to MAPK
p38, also related to stress stimuli and inflammatory cytokine production in allergic
airway disease (53) suggesting that it could perhaps be expressed earlier, or
participate in the cascade promoting the activation of other factors. Studies have
shown that activation of eosinophils by IL-25, for the release of MIP-1a and other
chemokines and cytokines is mediated by the combined activation of NF-kB and JNK
and P38 MAPK pathways (54). Further studies are needed to evaluate the direct or
indirect effect of CCL3 on TGF- or FGF-2 production in SCF-stimulated tSMC.

In conclusion, for the first time, the activation of c-kit receptor in SCF-

stimulated tSMC was demonstrated, to produce TGF-B, FGF-2 and CCL3, important
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mediators involved in resident cell activation and tissue repair, and new information

was added about the role of tracheal smooth muscle cells in allergic inflammation.
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LEGENDS

Fig. 1. Primary murine tracheal smooth muscle cells cultured in DMEM complete
medium. In the process of proliferation after the 5th passage, showing Hill & Valley
appearance. Cell culture image at 100x (A), 200x (B) and H&E cell culture image at
200x magnification (C) taken with an Olympus Digital Camera. Immunofluorescence
images revealed absence of labeling cells for anti-cytokeratin antibody at 400x(D)
and anti-FAP antibody at 400x(E), and presence of labeling cells for Anti-aSMA

antibody at 800x(F).

Fig. 2. Flow cytometric analysis of the tSMC lines. 1 x 10° cells were incubated with
specific antibodies for specific cell surface markers. These included control and c-Kit
antibodies. tSMC were incubated with the individual antibodies on ice in PBS buffer
containing 0.2% sodium azide. Cells were washed and fixed with 4%
paraformaldehyde. Data were acquired with the Attune™ acoustic focusing
cytometer system (Applied Biosystems®). The negative control results were included

in the global compensation to exclude auto fluorescence.

Fig. 3. Gene expression and protein production of TGF-B by tSMC stimulated with
SCF. Confluent and growth-arrested murine tSMC in 24-well plates were incubated
with SCF for 1h (3A), 6h (3B) and 24 hours (3C) after stimulation with SCF at the
concentrations of 1, 10 and 100 ng/mL. mRNA levels of TGF-B were measured by
RT-PCR. Production of TGF-B in cell-free supernatant of tSMC stimulated by SCF for
1h (3D), 6h (3E) and 24 hours (3F) at the concentrations of 1, 10 and 100 ng/mL.
The concentration of TGF-f in pg/mL was evaluated by ELISA. The gel is

representative of three experiments with similar results. A representation of the TGF-
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B/b-actin ratio determined by means of densitometry analysis. The results represent
the meant SEM of the mean of 3 independent experiments, with similar results
obtained each time (ANOVA with the Bonferroni multiple comparison test) * p <0.001,

** p <0.05 and *** p <0.01 compared with untreated control.

Fig. 4. Induction of FGF-2 protein production by SCF. tSMC were incubated in 24-
well plates and treated with 1, 10 and 100 ng/mL, at 1h (4A), 6h(4B) and 24h (4C).
Protein extracted from the lysed cells was analyzed for FGF-2 and B-actin by
immunoblot. A representation of the FGF-2/B-actin ratio determined by means of
densitometry analysis. The results represent the mean + SEM of 3 experiments with
similar results obtained each time (ANOVA with the Bonferroni multiple comparison

test) * p <0.05 compared with untreated control.

Fig. 5 CCL3/MIP-1a production in cell-free supernatant of tSMC stimulated by SCF
for 1h (5A), 6h (5B) and 24 hours (5C) at the concentrations of 1, 10 and 100 ng/mL.
The concentration of CCL3/MIP-1a in pg/mL was evaluated by ELISA. The results
represent the mean = SEM of three experiments with similar results obtained each
time (ANOVA with the Bonferroni multiple comparison test) ** p <0.01 and * p <0.05

compared with untreated control.

Fig. 6. SB 202190, PD98059, SP 600125 drugs inhibit TGF- mRNA expression,
FGF-2 and CCL3/MIP-1a production in SCF-stimulated tSMC. tSMC in confluence
were pre-treated for 30 minutes with SB 202190 (SB), PD98059 (PD) and SP 600125
(SP) and stimulated with SCF 10 ng/mL for 24 h. The level of TGF-f and CCL3/MIP-

1a protein was measured by ELISA. TGF- and FGF-2 gene expression was
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measured by immunoblot. Representation of the TGF-B/B-actin and FGF-2/B-actin
ratio determined by means of densitometric analysis. The results represent the mean
+ SEM of three experiments with similar results obtained each time (ANOVA with the
Bonferroni multiple comparison test) ## p< 0.01 and # p <0.001 compared with

untreated control; ** p <0.01 and * p <0.001 compared with SCF-treated group
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Fig. 4
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Fig. 5
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Fig. 6
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