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RESUMO

A inflamacgao é uma resposta fisiolégica de tecidos vascularizados iniciado por uma
agressao quimica, fisica ou bioldgica, que objetiva eliminar a causa inicial assim como
reparar os possiveis danos teciduais causados. No entanto, a resposta inflamatéria
pode ser iniciada inapropriadamente ou escapar dos controles fisiolégicos do
organismo, contribuindo para o desenvolvimento de diferentes tipos de doencgas. A
identificacdo de moléculas candidatas a farmacos capazes de modular a inflamacao
permanece como um processo de suma importancia para a etapa de desenvolvimento
de medicamentos anti-inflamatoérios. Nesse contexto, os produtos naturais constituem
uma fonte importante de substancias bioativas, e sao frequentemente utilizados no
tratamento de um grande numero de doengas. Dentre os compostos de origem
natural, os acidos fendlicos sao detentores de uma vasta gama de efeitos
farmacolodgicos relevantes. Entretanto, o acido tfrans-cinamico (ATC), um composto
polifendlico encontrado em alimentos como soja, café, maca e 6leo de oliva, tem sido
reportado como possuidor de efeitos supressores da peroxidagao lipidica e
antitumorais. Porém, ainda s&o escassos os trabalhos que descrevem os efeitos desta
substancia sobre resposta inflamatoria aguda. Portanto, o presente estudo teve como
objetivo avaliar o efeito do acido trans-cinamico sobre parametros da resposta
inflamataoria in vivo e in vitro. Para atingir este propdsito foram utilizados os modelos
de edema de pata induzido por carragenina e prostaglandina Ez2, pleurisia induzida por
lipopolissacarideo (LPS) e ensaios in vitro utilizando neutrofilos humanos. Nossos
resultados mostraram que apds 4 h do estimulo inflamatdrio, o ATC inibiu de maneira
significativa a formagéo de edema induzido por carragenina. Além disso, quando a
resposta edematogénica foi induzida por PGE2, o tratamento com a menor dose de
ATC também promoveu uma inibicdo da formagao do edema. No modelo de pleurisia
induzida por LPS, utilizado para avaliar o efeito do acido no recrutamento leucocitario,
o ATC (10 mg/kg) reduziu de forma significativa o influxo de neutréfilos para o sitio
inflamataério. In vitro, o tratamento de neutréfilos humanos com ATC inibiu a adesao
neutrofilo-endotélio e a mudanga de forma (“shape change”) induzidas por TNF-q,
porém sem interferir com a geragao de espécies reativas de oxigénio, ou mesmo,
afetar a viabilidade destas células. Portanto, estes resultados demostram o potencial
do acido trans-cinamico em inibir a resposta inflamatoéria por afetar a mobilizacao de
neutroéfilos in vivo e seu perfil de ativagao in vitro.

Palavras-chave: inflamagao; acido cindmico; neutrdfilos.



ABSTRACT

Inflammation is a physiological response of vascularized tissues initiated by chemical,
physical or biological aggression, which aims to eliminate the initial cause and repair
tissue damage. However, the inflammatory response can be triggered inappropriately
or be out of physiological limits, contributing to the development of several types of
disease. Development of anti-inflammatory drugs remains an important process for
therapeutics due to some available drugs side effects. In this regard, natural products
are a significant source of bioactive molecules that are usually utilized in the treatment
of a large number of diseases. Among compounds found in natural sources, phenolic
acids have a large variety of relevant pharmacological effects. The cinnamic acid, a
polyphenol compound found in soy, coffee, apple, olive and others, have been reported
as a suppressor of lipid peroxidation and tumor cell growth. However, cinnamic acid
effects on the inflammatory response still poorly described. Therefore, the present
study aimed to evaluate cinnamic acid effects on inflammatory response in vivo and in
vitro. To achieve this purpose, models of carrageenan and prostaglandin E2 induced
mouse paw edema, lipopolysaccharide (LPS) induced pleurisy and in vitro assays us-
ing human neutrophils were used. Results showed that cinnamic acid (in concentra-
tions of 5, 50 and 100 mg/kg) significantly reduced carrageenan induced edema for-
mation. In the LPS induced pleurisy, treatment with cinnamic acid at 10 mg/kg concen-
tration significantly decreased neutrophil influx to the inflammatory site. In vitro neutro-
phil treatment with cinnamic acid inhibited TNF-a induced neutrophil adhesion and
shape change without interfering with reactive oxygen species generation nor cell via-
bility. Thus, these results showed trans-cinnamic acid potential in decreasing inflam-
matory response by reducing edema formation and neutrophil motility in vivo and its
activation profile in vitro.

Keywords: inflammation; cinnamic acid; neutrophils.
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1 INTRODUGAO

A inflamagdo € uma resposta protetora dos tecidos vascularizados contra
estimulos extremos, e tem como objetivo principal eliminar o agente causador e
proporcionar o reparo tecidual (KOTAS; MEDZHITOV, 2015). Apesar de ser um
processo majoritariamente fisiolégico e benéfico, a inflamagdo esta envolvida na
patogénese e progressdo de muitas doengcas como asma, aterosclerose, artrite
reumatoide, esclerose multipla, doenga pulmonar obstrutiva crénica (DPOC), doengas
cardiacas e cancer (HALARIS, 2013; PANT et al., 2013; AGUSTI; SIN, 2014; DIAKOS
et al., 2014; KOJIMA et al., 2014; WENDELL; BAFFI; HOLGUIN, 2014; DENDROU;
FUGGER; FRIESE, 2015).

O tratamento das desordens de origem inflamatéria é realizado com auxilio dos
farmacos anti-inflamatoérios. O repertorio destes farmacos atualmente disponivel
consiste, principalmente, em anti-inflamatérios n&o-esteroidais  (AINEs),
glicocorticoides e imunossupressores. Apesar de existir uma grande variedade destes
medicamentos, a resposta do paciente a seu uso muitas vezes ndo se mostra
satisfatoria, seja pelos efeitos colaterais ou pela refratariedade ao medicamento, o
que acaba dificultando e/ou impossibilitando a continuidade do tratamento, e
comprometendo a qualidade de vida dos pacientes (BARNES et al., 2015).

Neste sentido, a busca por novos compostos anti-inflamatérios traz alternativas
de tratamento para minimizar os efeitos colaterais da terapéutica farmacoldgica atual,
bem como ampliar as possibilidades de tratamento, colaborando assim para o
desenvolvimento de terapias mais eficazes para as diferentes doencas que
comprometem a qualidade de vida de grande parte da populagcdo mundial e séo
responsaveis por um consideravel indice de morbimortalidade em todo o mundo
(FURST; ZUNDOREF, 2014).

Dentre as fontes de principios ativos utilizadas na terapéutica medicamentosa,
as espécies vegetais foram as primeiras que se tém registros na histéria humana. Em
todas as culturas, diferentes partes de uma grande variedade de plantas foram
utilizadas para o tratamento de diversas enfermidades (CRAGG; NEWMANN, 2013).
Porém, a ideia de que uma ou mais entidades quimicas eram responsaveis pelos
efeitos farmacologicos destas plantas e que elas poderiam ser isoladas para a

utilizacdo apareceu apenas no século XIX, época em que foram descobertas, isoladas
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e caracterizadas diferentes moléculas que sao utilizadas na terapéutica até os dias
atuais, como exemplo, a morfina (analgésico opioide isolado de Papaver somniferum),
a quinina (antimalarico isolado de Cinchona officinalis), o &acido salicilico (anti-
inflamatorio obtido de Salix alba) e a teofilina (antiasmatico isolado de Camellia
sinensis) (BALUNAS; KINGHORN, 2005; FURST; ZUNDOREF, 2014).

Os acidos fendlicos constituem uma classe importante de metabdlitos
secundarios por apresentar efeitos antioxidante, antidiabético, anticancer e anti-
inflamatorio (SAIBABU et al., 2015). Essas substancias s&o comumente encontradas
em frutas, vegetais, plantas medicinais e aromaticas (CORTIJO et al., 2017). Um dos
representantes dessa classe é o acido cinamico, que mesmo apresentando dois
isbmeros (trans e cis, que diferem entre si pelo arranjo espacial do grupamento
carboxila) as atividades biologicas reportadas para este composto mostram-se
semelhantes, tais como antitumoral e antidiabética (LOSER et al., 2000; DE; BALTAS;
BEDOS-BELVAL, 2011; HAFIZUR et al., 2015). Portanto, no presente estudo buscou-
se avaliar o efeito anti-inflamatorio do acido trans-cindmico em modelos de inflamacéao

aguda in vivo e in vitro.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Aspectos gerais da inflamagao

A inflamacéo € uma resposta do organismo contra a agresséao tecidual com o
propésito de localizar, conter e eliminar o agente agressor, possibilitando a
restauragao da regidao danificada (KOTAS; MEDZHITOV, 2015). A reacgao inflamatodria
€ caracterizada classicamente por cinco sinais cardinais denominados calor, rubor,
tumor, dor e perda de fungao. Tais sinais decorrem de uma série de mudancgas na
vasculatura que incluem alteragdes no fluxo sanguineo e na permeabilidade dos
vasos, que contribuem para o recrutamento de células circulantes para o local da
injuria. Apesar de ser um processo fisioldgico, a persisténcia da resposta inflamatdéria
pode causar danos teciduais, tornando-a deletéria ao organismo e contribuindo,
portanto, para o desenvolvimento de um grande numero de doencas (OKIN;
MEDZHITQV, 2012).

Figura 1 - Sinais cardinais da inflamag&o segundo Celsus e Galeno.

‘Calor Rubor  Ede

Bl { e f o™

Fonte: Adaptado de LAWRENCE et al., 2002.

saaaduill e

'

O processo inflamatério pode ser dividido em agudo e crénico tomando como
base a sua duragao e caracteristicas fisiopatoldgicas. A inflamag¢ao aguda tem curta
duracao e é caracterizada pela vasodilatagao, exsudacéao de liquido rico em proteinas,
migracao de células (principalmente neutroéfilos) para o local da injuria e, em alguns
casos, a ativacédo da cascata de coagulagdo. Ja a inflamagao crénica caracteriza-se

por uma duragdo prolongada com ocorréncia simultdnea de inflamagao ativa,
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destruicdo tecidual e tentativa de reparo do tecido, além de infiltracdo de células
mononucleares e fibrose tecidual (LEE; NA; SURH, 2013).

A resposta inflamatoria mostra-se como um processo ordenado, no qual
eventos sdo temporalmente ativados. No estagio inicial da inflamacéo, o estimulo
provoca o aumento do calibre dos vasos sanguineos, do fluxo sanguineo local e da
permeabilidade dos vasos, de forma que ocorre o vazamento de fluido rico em
proteinas. A vasodilatacdo é causada principalmente pela ativacdo de células
endoteliais e producao de éxido nitrico (NO) e prostaglandinas (PGs) vasodilatadoras,
como a prostaglandina E2 (PGE-2), facilitando a chegada de mediadores soluveis e
células inflamatoérias. Em casos de inflamacgao sistémica severa, como na sepse, a
vasodilatagao disseminada pode causar hipotenséo e choque (FREIRE; DYKE, 2013;
VANHOUTTE et al., 2016).

A vasodilatagdo proporciona o aumento da pressao hidrostatica e da
permeabilidade vascular provocam o extravasamento plasmatico que forma o
exsudato inflamatorio no sitio da injuria. Este fluido rico em proteinas proveniente do
compartimento intravascular para o intersticio ocorre em resposta a acido de
histamina, serotonina, bradicinina, prostaglandinas, leucotrienos (LTs), componentes
do sistema complemento, substancia P e fator ativador de plaquetas (PAF) (CHUNG
et al.,, 1990; HELLER et al., 1998). Estes fatores alteram a funcao e a permeabilidade
de capilares e vénulas, permitindo a passagem de agua e proteinas plasmaticas, ao
mesmo tempo em que a pressao hidrostatica € aumentada no sitio inflamatério por
causa da vasodilatacao local. O extravasamento do plasma causa uma concentragao
de eritrécitos nos microvasos e aumenta a viscosidade do sangue. Esse fluxo
transvascular de fluido eventualmente restaura a pressao intravascular no local da
inflamacdo ao mesmo tempo em que a perda de proteinas do plasma diminui a
pressao oncética intravascular (POBER; SESSA, 2014; VANHOUTTE et al., 2016).
Juntos, esses eventos agem induzindo o fluxo transvascular de fluidos e proteinas
para o intersticio inflamado, permitindo a entrega de fatores soluveis como anticorpos
e proteinas de fase aguda no local da injuria (NEWTON; DIXIT, 2012; POBER;
SESSA, 2014).

A alteragao na permeabilidade vascular contribui para a chegada de neutréfilos
ao local da inflamagao, fenébmeno migratério que ocorre nas vénulas pés-capilares da

circulacdo sistémica e nos capilares pulmonares. Em resposta aos mediadores
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inflamatorios provenientes do local da injuria, tais como o lipopolissacarideo
bacteriano (LPS), em caso de infecgdo, ou mediadores endégenos produzidos em
resposta ao estimulo, como TNF-a e IL-1[3, as células endoteliais produzem moléculas
de adesao como P-selectinas, E-selectinas e diversos membros da superfamilia das
integrinas (ICAMs). Os neutrdfilos circulantes, que expressam constitutivamente dois
tipos de proteinas reconhecedoras de sinais inflamatdrios endoteliais (PSGL-1 e L-
selectina) passam a interagir com as selectinas expressas no endotélio, permitindo
uma adesao de baixa afinidade. Esse evento é seguido pelo caracteristico rolamento
dos neutrdfilos antes de aderir firmemente ao endotélio, promovido pela combinagao
entre as forcas da interacédo selectina-ligante e da pressao sanguinea. A ligacao de
PSGL-1 e L-selectina com as moléculas de adesao endoteliais inicia uma cascata de
sinalizagao intracelular que resulta em uma série de mudancgas nos neutrofilos que
levam a uma adesao de alta afinidade mediada por integrinas da familia beta 2 (LFA-
1 e Mac-1, nos neutrdéfilos) e imunoglobulinas (ICAMs) no endotélio. Este evento,
conhecido como adesdo, € essencial para que essas células cheguem ao sitio
inflamatorio. A partir da adesao, os neutrofilos encontram jungdes celulares por onde
possam transmigrar a partir de complexas interagdes entre integrinas e seus ligantes,
moléculas de juncdes endoteliais e proteinas de membrana dos neutréfilos (AMULIC
et al, 2012). Ao transmigrar os neutréfilos atingem o espaco intersticial, um local
repleto de quimioatraentes e estimulantes inflamatérios exdégenos, como a N-
formilmetionil-leucil-fenilalanina (fMLP, um tripeptideo liberado por bactérias) e
enddgenos, como a interleucina 8 (IL-8). Os neutroéfilos reagem de diferentes maneiras
apo6s o contato inicial com esses sinais inflamatérios, dependendo do mediador e sua
concentragédo, mas o resultado final é a ativagdo dos mecanismos microbicidas dessas
células, como fagocitose, degranulagédo e emissdo de redes extracelulares (NETSs)
(PHILLIPSON; KUBES, 2011; AMULIC et al., 2012; MOCSAI et al., 2015). Os eventos

mencionados acima estao resumidos na figura 2 (p. 19).
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Figura 2 - Eventos celulares da inflamagao aguda.
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Os neutrofilos rolam, tornam-se ativados e aderem ao endotélio para transmigrar e seguir em diregao
aos quimioatraentes produzidos no local lesionado. Diferentes mediadores predominam em cada etapa,
a saber: as selectinas no rolamento; as quimiocinas na ativagdo dos neutrdfilos; as integrinas na adesao
forte; e a CD31 (PECAM-1) na transmigracdo ICAM-1, Molécula de adeséo intercelular; PECAM-1
(CD31), molécula de adesao celular endotelial plaquetaria; TNF, fator de necrose tumoral. (Fonte:
adaptado de KUMAR; ABBAS; ASTER, 2016).

Juntamente com a adesdo ao endotélio passam a ocorrer mudancas
morfolégicas nos neutrofilos, que passam de um fendtipo arredondado para mais
achatado. Essa mudanca esta associada a reorganizagdo do citoesqueleto e
consequente polarizagao da célula, que passa a apresentar extremidades anterior e
posterior com uma distribuicdo diferencial de proteinas de sinalizagao intracelular,
receptores de membrana e moléculas de adesdo em cada extremidade. Essa
polarizacao permite a mobilidade direcional dos neutrdfilos e a formagao de protrusdes
que ocorre durante a transmigragao. Em conjunto, essas mudangas morfologicas sao
conhecidas como “shape change”, e sao imprescindiveis para que os leucdécitos
atinjam o sitio inflamatério (NOURSHARGH; HARDIJK; SIXT, 2010).

2.2 Neutréfilos e as doengas inflamatérias

Os neutrofilos sdao importantes componentes da resposta imune e da
eliminagédo da infecgdo. Porém, a resposta neutrofilica pode colaborar com a
progressao de muitas doencas. O cancer, por exemplo, € uma doenca relacionada a

inflamacgao na qual os neutrdéfilos participam. Neutréfilos sdo abundantes em tumores
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e influenciam seu desenvolvimento através da produgdo de mediadores como
citocinas, EROs e proteases degradantes de matriz extracelular. Estudos clinicos
indicam que tumores com maior infiltragdo de neutréfilos estdo associados com um
progndéstico menos favoravel. Alguns tumores parecem recrutar neutrofilos através da
producao de IL-8, assim como a deplegédo de neutréfilos pode reduzir o crescimento
tumoral (PEKAREK et al., 1995; BELLOCQ et al., 1998, HOUGHTON et al., 2010;
GREGORY; HOUGHTON, 2011).

Os neutrofilos sdo as principais células contidas no fluido sinovial de pacientes
com artrite reumatoide, podendo ser encontrados também na cartilagem (RAZA et al.,
2006). Essas células encontram complexos de imunoglobulinas na articulagao e
ativam a degranulagao e produgcédo de EROs no liquido sinovial e diretamente sobre a
cartilagem. Essas reagdes implicam em dano tecidual, principalmente na destruigao
da matriz de colageno no interior da cartilagem, de forma que os neutréfilos sao
considerados importantes alvos no tratamento da artrite reumatoide (WRIGHT et al.,
2010).

Os neutrodfilos também estdo envolvidos nos mecanismos da doenga pulmonar
obstrutiva crénica (DPOC) onde o recrutamento constante induzido pelo tabagismo
leva a uma maior degranulacéo e a redug¢ao da apoptose e na eliminagao de bactérias.
Esses fatores contribuem para a destruicdo da matriz extracelular e consequente
disturbio da funcdo muco-ciliar, 0 que permite a exacerbagdo da colonizacao
bacteriana nas vias aéreas (HOENDERDOS; CONDLIFFE, 2013).

A participacao dos neutrofilos em doencas como as citadas acima justifica a
busca de substancias que possam inibir sua fungao, e consequentemente reduzir a

resposta inflamatéria nociva presente nessas doencgas.

2.3 Terapia anti-inflamatéria

O comprometimento da resolugdo na resposta inflamatéria causa efeitos
indesejaveis e propicia o desenvolvimento de diferentes tipos de patologias, a
depender do local e do tempo de exposicdo ao estimulo inflamatério. Dentre estas
patologias, pode ser mencionada a doenga pulmonar obstrutiva crénica (DPOC).

Nesta doencga, a manutengdo da migragado de células para o pulm&o provoca a
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liberacdo de substancias nocivas presentes nos granulos leucocitarios que geram os
danos teciduais que propiciam a persisténcia da lesdo (CHUNG; ADCOCK, 2008).
Atualmente existe uma ampla gama de medicamentos anti-inflamatoérios
disponiveis no mercado. Porém, muitos destes medicamentos provocam efeitos
colaterais indesejados que podem inviabilizar seu uso em determinadas situagdes. A
tabela 1 contém os principais efeitos colaterais observados com o uso de anti-

inflamatorios.

Tabela 1 — Principais efeitos colaterais associados ao uso de anti-inflamatérios.

Classe Efeitos colaterais
Curto prazo Longo prazo
AINES Irritagdo gastrointestinal Ulceras, perfuragdes e
sangramento gastrointestinal,

complicagbes  cardiovasculares,

toxicidade renal, e retencdo de

fluidos.
Inibidores Vertigem, tosse Complicagdes  cardiovasculares,
seletivos da reducao da capacidade
COX-2 (Coxibes) regenerativa gastrointestinal,

aumento da susceptibilidade a

Helicobacter pylori, complicagdes

renais
Glicocorticoides | Intolerancia Alteracdes no metabolismo lipidico,
gastrointestinal, glicémico e 6sseo; gastrite, ulcera

predisposicao a infeccao, | péptica, sindrome de Cushing,
comprometimento na | diabetes, hipertensdo, dentre

cicatrizacao outros.

Adaptado de KUMMER; COELHO, 2002; BARNES; ADCOCK, 2003; PELAIA et al., 2003; MENDES et
al., 2012; DAY; GRAHAM, 2013.
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2.4 Produtos Naturais

Desde o inicio das civilizagdes o homem tem utilizado a natureza para suprir
as suas necessidades basicas, o que inclui alimentacdo, vestimenta, utensilios e
medicina. O termo “produtos naturais” abrange desde extratos complexos até
compostos isolados, constituindo um grupo de substancias que tem demonstrado
papel importante no desenvolvimento de produtos medicamentosos. Dentre os 1211
medicamentos aprovados para o uso em humanos entre os anos de 1981 e 2014
cerca de 35% foram obtidos por sintese, enquanto mais da metade foram derivados
ou tiveram suas estruturas quimicas inspiradas em produtos naturais. Além disso,
cabe informar ainda o grande numero de medicamentos fitoterapicos comercializados
no Brasil que s&o obtidos a partir de extratos padronizados de espécies vegetais da
flora nacional. A figura 3 representa a distribuicdo das substancias aprovadas para
uso terapéutico no periodo entre 1981 e 2014. E possivel observar que ha um
crescente numero de substancias de origem natural na ultima década, bem como uma
forte prevaléncia de biocompostos e substancias inspiradas em biomoléculas
(NEWMAN; CRAGG, 2016).

Figura 3 - Farmacos aprovados para utilizacao de 1981 a 2014 distribuidos por fonte.

vV, 6% B, 16%

S*/NM, 10%
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B: macromolécula bioldgica; N: produto natural sem modificagdo; NB: Baseado em produto natural; ND:
derivado de produto natural; S: sintético; S*: sintético associado a produto natural; V: vacina; /NM:
mimico de produto natural. Fonte: NEWMAN; CRAGG, 2016.
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Os produtos naturais podem ser definidos como substancias produzidas
naturalmente por qualquer organismo vivo que envolve a sintese e a degradacgao de
metabalitos primarios e secundarios (PYE et al., 2017). Os metabdlitos denominados
como primarios sdo produtos oriundos do metabolismo primario, e, portanto,
essenciais para todos 0s organismos vivos como as proteinas, as gorduras, os acidos
nucleicos e os carboidratos. Ja os produtos obtidos por biossintese a partir de
metabalitos primarios sdo denominados metabdlitos secundarios. Os metabdlitos
secundarios sao importantes para as espécies vegetais por apresentarem fungdes
ecoldgicas, que incluem: a protegao contra herbivoros e patdégenos, servem como
atrativos (aroma, cor, sabor) para polinizadores e funcionam como agentes de
competicdo entre plantas e de simbiose entre plantas e microrganismos (SHITAN,
2016).

Os metabdlitos secundarios mostram-se subdivididos em varios grupos
distintos, tendo como base a estrutura quimica e vias sintéticas, e esses grupos
podem, por sua vez, serem diferenciados em termos da natureza de seus papéis
ecologicos e efeitos finais. Quanto a classificagdo, os metabdlitos secundarios podem
ser diferenciados pelos grupos quimicos em trés grupos distintos, sendo eles
terpenos, compostos nitrogenados e compostos fendlicos. Os terpenos sao obtidos a
partir da acetil-CoA, via rota do acido mevalbnico, ou via rota do metileritritol fosfato.
Ja os compostos nitrogenados sao sintetizados a partir dos aminoacidos, enquanto
os compostos fendlicos sao biossintetizados a partir de duas rotas principais, a do

acido chiquimico e do acido mevalénico (KABERA et al., 2014).

2.5 Acidos Fendlicos

Os acidos fenolicos sdo compostos naturais presentes em frutas, vegetais,
plantas aromaticas e com propriedades medicinais. O termo “acidos fendlicos” se
refere a um grupo distinto de acidos organicos que contém dois tipos diferentes de
estruturas de carbono (figura 4, p. 24), denominados hidroxibenzoicos e
hidroxicinamicos. Esta diferenca permite uma subclassificacdo dos acidos fendlicos
em acidos benzoicos, que contendo sete atomos de carbono, e em acidos cinamicos,
que contém nove atomos de carbono (SAIBABU et al., 2015). Como exemplos de

derivados do acido benzéico amplamente estudados podem ser citados os acidos p-
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hidroxibenzdico, vanilico, siringico e galico. Enquanto que representantes de acidos
cindmicos mais abundantes s&o acido ferulico, desidrodimeros e desidrotrimeros de
acido ferulico e acidos sinapico e p-cumarico.

Os acidos fendlicos estao entre os metabdlitos mais abundantes presentes nos
vegetais e cereias comestiveis e contribuem para a qualidade de vida humana e
animal, principalmente, devido as suas importantes atividades antioxidantes. De fato,
estes compostos representam 30% do total de compostos fendlicos na dieta
mediterranea, uma dieta rica em 6leos vegetais, legumes, frutas e graos integrais que
€ geralmente associada a diminuigdo do risco de doengas como cancer e disturbios
cardiovasculares (LADDOMADA; CARETTO; MITA, 2015; DAVIS et al., 2015; SOFI et
al., 2013).

Figura 4 — Estruturas basicas dos derivados dos acidos cinamico e benzdico.

A) R o) B) R 0

RZ R2

R? R4

Legenda: A) estrutura basica do acido cindmico e seus derivados; B) estrutura basica do acido benzoico e seus

derivados. Os radicais (R") representam os grupamentos que podem variar nos respectivos derivados.

Os acidos fendlicos tém despertado interesse da comunidade cientifica pela
variedade de propriedades farmacoldgicas que possuem. Esta classe de metabdlitos
foi alvo de diferentes estudos onde se comprovou suas propriedades antioxidantes,
anti-ulcerativa,  antidiabética, cardioprotetora,  anticancer, neuroprotetora,
hepatoprotetora, antimicrobiana e anti-inflamatéria (Figura 5, p. 25) (PRABHAKAR;
DOBLE, 2009; CHAO; HSU, YIN, 2009; LI et al., 2011; BESERRA et al., 2011;
KARUNANIDHI et al., 2013; SRIGOPALRAM et al., 2014; ZHANG et al., 2014; LEE et
al., 2014; CHEN; WU, 2014).
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Figura 5 - Acidos fendlicos e suas propriedades farmacolégicas.
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TGF: Fator de Crescimento Tecidual; PKC: Proteina quinase C; NF: Fator nuclear; PI: fosfoinositideo
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peroxissoma; ABCA: transportador de cassete ligante de ATP; eNOS: éxido nitrico sintase endotelial;
LDL: lipoproteina de baixa densidade; CAT: cloranfenicol acetil-transferase; SOD: superoxido
dismutase; GPx: glutationa peroxidase; NRF: fator relacionado ao fator nuclear eritréide 2; JNK: c-Jun
n-terminal quinase; TBARS: substancias relativas ao acido tiobarbiturico. Fonte: SAIBABU et al., 2015
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Diferentes estudos foram desenvolvidos para identificar os efeitos e
mecanismos através dos quais as diferentes moléculas isoladas exercem suas
atividades. Neste contexto, os efeitos antioxidantes dos acidos fendlicos foram
atribuidos a sua capacidade em aumentar os niveis de enzimas antioxidantes, como
a superoxido dismutase e a catalase e por reduzir a peroxidagao lipidica em diferentes
modelos experimentais (ALAM; SERNIA; BROWN, 2013; SINDHU; NISHANTHI;
SHARMILA, 2015). Além disso, tem-se observado que a atividade anti-inflamatéria
destes compostos se deve a sua capacidade de reduzir os niveis de diferentes
mediadores pro-inflamatorios, como citocinas (IL-1B e IL-6) e enzimas como a sintase
induzida do 6xido nitrico (INOS) e ciclooxigenase-2 (COX-2) (Figura 5) (SONG et al.,
2014).
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2.5.1 Acido cinamico

O acido cindmico € um polifenol bioativo da classe dos acidos fendlicos.
Quimicamente, é um acido graxo de baixa toxicidade em humanos. E composto por
um anel fenil substituido por um grupamento acido acrilico que geralmente se
apresenta na geometria trans (Figura 6) (DE; BALTAS; BEDOS-BELVAL, 2011)

Figura 6 - Configuragdes cis e frans do acido cinamico.

H_ COOH HOOC ~ H

—

-

frans- Cis-
Legenda: As extremidades em vermelho representam os grupamentos carboxila, que variam de posi¢ao

de acordo com a configuragdo geométrica do 4cido trans-cindmico.

O acido cinamico e seus derivados sao sintetizados nas plantas através da via
do acido chiquimico onde a fenilalanina e a tirosina sédo utilizadas como moléculas
precursoras. Os produtos mais conhecidos desta via sdo o acido cindmico, o acido
caféico, o acido ferulico, o acido isoferulico e o acido p-hidroxicindmico. Essas
substancias estao abundantemente presentes em alimentos como soja, café, maca,
oleo de oliva e derivados (D’ARCHIVIO et al., 2007; HELENO et al., 2015).

O acido cindmico e seus derivados sao amplamente estudados por suas
propriedades farmacoldgicas, no qual merece destaque as agdes antitumorais do
acido cinamico, onde foram descritos seus efeitos inibidores sobre células de
glioblastoma, melanoma, céncer de prostata e carcinoma pulmonar, através da
modulagao dos genes da colagenase tipo IV e da metaloproteinase de matriz 2 (MMP-
2) (LIU et al., 1995). Além disso, os derivados do acido cinamico contribuem para o

efeito anti-inflamatdrio do extrato de prépolis, inibindo a ativacdo do fator nuclear kB
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(NF- kB) e da MAP quinase (MAPK) e para o efeito antioxidante do vinho tinto, inibindo
a oxidagao da lipoproteina de baixa densidade (LDL) pelo radical peroxil (LIAO et al.,
2012; ABU-AMSHA et al., 1996). No entanto, informacdes sobre o efeito do acido
trans-cinamico sobre aspectos da inflamagéo aguda ainda sdo escassos na literatura,
incluindo trabalhos que reportam atividade do acido trans-cinamico in vivo sem
identificar alvos celulares (LIAO et al., 2012).

Logo, com o propdsito de ampliar o elenco de efeitos bioldgicos conhecidos do
acido cinamico, em especial pela caréncia de relatos cientificos a respeito dos
possiveis efeito do acido frans-cinamico na formacdo de edema e na inflamagéao
induzida por LPS, decidiu-se avaliar o potencial anti-inflamatério deste acido fendlico

em modelos in vivo e in vitro.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar o efeito do acido trans-cinamico (ATC) sobre a inflamagdo aguda em

modelos experimentais in vitro e in vivo.

3.2 Objetivos especificos

Avaliar a influéncia do ATC sobre a formacdo de edema induzido por
carragenina e prostaglandina Ez.

¢ Avaliar o efeito do ATC na inflamacao pleural induzida por LPS.

o \Verificar a adesao neutrofilo-endotélio em células expostas ao ATC.

e Investigar o efeito do ATC sobre a ativagao de neutrofilos in vitro.

e Avaliar o efeito do ATC sobre producédo de espécies reativas de oxigénio em
neutrofilos humanos in vitro;

e Examinar a citotoxicidade do ATC em neutréfilos humanos in vitro.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Reagentes e solugodes

O acido trans-cinamico, tampao fosfato salina (PBS), meio de cultura DMEM,
Percoll, 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazdlio (MTT), lipopolissacarideo (LPS;
Escherichia coli 10127:B8), reagente de Bradford, 2',7’,diacetato de
diclorofluoresceina (DCFH-DA), carragenina, dexametazona, PGE2 e o corante azul
de Trypan foram adquiridos comercialmente da Sigma-Aldrich. Os corantes Giemsa e
Pandtico rapido foram adquiridos comercialmente da Vetec. O soro bovino fetal (SBF)
e a gentamicina foram adquiridas comercialmente da Gibco. TNF-a foi obtido
comercialmente da RD Systems. Thiopentax® (tiopental sddico) foi obtido

comercialmente de Cristalia produtos quimicos e farmacéuticos.

4.2 Animais

Foram utilizados camundongos Swiss adultos (25-35 g) de ambos os sexos
provenientes do Biotério Central da Universidade Federal de Alagoas (UFAL). Os
animais foram mantidos em condigdes controladas de temperatura (22 + 2 °C) e
luminosidade (ciclo claro/escuro de 12 horas) com livre acesso a ragao e agua até a
realizacao dos experimentos. Os animais foram deixados no local de experimentagao
por pelo menos uma hora antes da realizacdo dos experimentos. Todos os
experimentos foram aprovados e estdo de acordo com as normas do Comité de Etica
Institucional da UFAL (Protocolo n° 67/2014).

4.3 Avaliacao da formagao do edema de pata

Para investigar o efeito do ATC sobre a formacao de edema foi utilizado o
modelo de edema de pata como descrito por Barros e colaboradores (2011). Os
volumes das patas dos animais foram mensurados utilizando o equipamento
pletismdmetro (Panlab, Italia) que consiste em um sistema com um sensor eletronico
de volume e duas cubetas de acrilico interligadas por um sistema de vasos

comunicantes preenchidos com solu¢cdo de NaCl 0,1 % e Triton X 1 %. As patas dos
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animais foram imersas até a jungao tibio-tarcica em uma das cubetas e o volume
deslocado na cubeta acoplada com o sensor foi registrado.

Os animais foram pré-tratados (i.p.) com o ATC (5, 10 ou 100 mg/kg) ou solu¢ao
salina (NaCl, 0,9%) e estimulados uma hora depois com carragenina (300 pg/pata) ou
PGE:2 (100 ng/pata) na pata esquerda, enquanto que na pata direita foi injetada
solugdo salina como controle. O volume das patas foi monitorado por até 4 h apds o
estimulo. Cada pata foi medida trés vezes e a média aritmética das medidas foi
considerada para o calculo do volume do edema, que foi calculado segundo a

equacao:

Volume do edema = (volume da pata esquerda — volume da pata direita)

4.4 Pleurisia induzida por LPS

A pleurisia foi induzida através da injecao intratoracica de 0,1 mL de solugao
salina contendo 250 ng de LPS dissolvidos em solugao salina. Os animais controles
receberam o mesmo volume do veiculo. Os animais foram pré-tratados (i.p.) 1 h antes
do estimulo com ATC (10 mg/Kg) ou salina. Seguido o tempo de quatro horas apos
estimulo, os animais foram eutanasiados com overdose de tiopental (120 mg/Kg; i.p.)
e tiveram a cavidade pleural aberta e lavada com 0,6 mL de solugdo de PBS/EDTA
(10 mM). O volume foi recuperado com auxilio de pipeta automatica, centrifugado e
ressuspendido em PBS 1X, onde uma aliquota foi diluida em solucéo de Turk para a
contagem de leucécitos totais em camara de Neubauer. Em seguida, uma outra
aliquota foi submetida a centrifugacdo para confeccdo de um citocentrifugado e
posteriormente coradas com corante pandtico para contagem diferencial dos

leucécitos.

4.5 Isolamento de neutroéfilos humanos

Os neutrdfilos humanos foram isolados do sangue periférico de doadores
saudaveis por densidade onde foram utilizadas diferentes concentragdes de Percoll®
(45%, 54%, 63% e 72%), cuidadosamente depositadas em tubos de 15 mL, formando

um gradiente com 2 mL de cada concentragdo conforme a figura 7 (p. 31). Apos a
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preparacao dos gradientes, foram cuidadosamente adicionados 2 mL de sangue
periférico humano sobre os gradientes e os tubos foram centrifugados a 2000 rpm por
35 minutos (23° C). Em seguida, as células na interface entre 63% e 72% foram
coletadas, transferidas para um novo tubo, diluidas em HBSS (Hank's Balanced Salt
Solution) até atingir o volume de 15 mL e centrifugadas por 10 min a 1200 rpm. Apos
esta etapa o sobrenadante foi descartado e as células foram ressuspendidas em 7 mL
de NaCl 0,2% e centrifugadas por 10 min para sedimentagdo dos eritrocitos e em
seguida ressuspendidas em NaCl 1,6% para reestabelecimento da isotonicidade e
centrifugadas por mais 10 minutos a 1200 rpm. Por fim, o sobrenadante foi descartado
e as células ressuspendidas em meio DMEM para utilizagdo nos ensaios necessarios
apos a contagem do numero de células viaveis por exclusdo com azul de trypan. A
pureza da obtencdo dos neutrdfilos foi realizada através de citocentrifugado e
contagem de células em microscopico 6ptico (Adaptado de DOOLEY; SIMPSON;
MERYMAN, 1982; FARIAS et al., 2011).

Figura 7 - Etapas do isolamento de neutrdfilos.

a) b) c) i
Sangue —» Plasma —
45% —
54% —

63% —» Neutrofilos —

0y —
72% Hemacias —

Legenda: a) Distribuigdo do gradiente de Percoll®. b) Local de deposi¢cao do sangue a ser processado.
c) Separacéo e localizagdo dos componentes sanguineos ap6és a centrifugagéo.

4.6 Avaliagao da adesao neutréfilo-endotélio

A capacidade de adesao dos neutrdfilos foi verificada através de uma co-cultura
com células endoteliais humanas da linhagem EA.hy 926. As células endoteliais foram
semeadas sobre laminulas em placas de 24 poc¢os e deixadas aderindo por 12 h. Apds

esse periodo, células endoteliais e neutréfilos foram pré-tratados com concentragdes
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de ATC (0,1; 1 e 10 yM) ou veiculo (meio DMEM) por 1 h e estimuladas com TNF-a
(50 ng/mL) por mais 1 h (neutrdéfilos) ou 6 h (células endoteliais). Em seguida, os
neutrofilos foram transferidos para a placa de 24 pogos e deixados em co-cultura com
as células endoteliais para adeséao por 2 h. Por fim, as células foram fixadas e coradas
com corante Pandtico rapido para contagem das células aderidas (LANNES-VIEIRA,

1993). O indice de adeséo foi calculado através da seguinte formula:

EA.hy 926 com Neutrofilos aderidos
neutréfilos aderidos nas EA. hy 926

100
n? total de EA. hy 926 x n? total de EA.hy 926 x

indice de Adesio =

4.7 Analise da alteragao da forma (shape change) de neutréfilos

A alteragcao na morfologia se mostra como uma caracteristica basica capaz de
indicar o nivel de ativagado celular, tanto que mudangas na forma de neutrdfilos
precedem eventos chaves como a secre¢cdao de mediadores € a quimiotaxia
(DONABEDIAN; SAWYER; SENITZER, 1987). Tais alteracdes, conhecidas como
shape change podem ser mensuradas por citometria de fluxo (COLE et al., 1995;
TREVANI et al., 1999). Para analise do shape change, neutréfilos (1,5 x 108
células/pogo) foram semeados em placa de 96 pogos e mantidos em estufa de COz2a
37 °C por 30 min, sendo tratados com ATC (0,1, 1 e 10 uM) por 1 h e em seguida
estimulados com TNF-a (50 ng/mL) por mais 1 h. Em seguida, as células foram
avaliadas em citometria de fluxo (FACSCanto Il, BD Biosciences) para identificar
mudangas na morfologia por meio da disperséo de luz de angulo direto (Forward Light
Scatter — FLS) em escala linear para cada 10* células. Dessa forma, hd uma
correlagao positiva entre 0 aumento na FLS das células e a mudanca na morfologia

de neutrdfilos (shape changes).

4.8 Avaliagcao da geracao de espécies reativas de oxigénio

As espécies reativas de oxigénio intracelulares foram quantificadas utilizando
a sonda fluorescente diacetato de 2’,7’-diclorofluoresceina (DCFH-DA) conforme o
método utilizado por Chang e colaboradores (2016) com algumas modificagdes.

Neutrdfilos foram semeados (1,5 x 108 células/pogo) em placa de 96 pogos e pré-
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tratados com ATC (0,1; 1 e 10 yM) por 1 h. Apds este tempo, as células foram
estimuladas com TNF-a (50 ng/mL) por mais 1 h. Em seguida, as células foram
centrifugadas, e o sobrenadante armazenado a ultrabaixa temperatura (-80°C), sendo
as células transferidas para tubos de citometria e ressuspendidas em 100 yL de uma
solugdo de DCFH-DA (3 mM) por 30 min. As amostras foram entdo analisadas no
citbmetro considerando a emissdo em 525 nm. Os resultados foram expressos como
a média da intensidade de fluorescéncia dos grupos analisados proporcional ao grupo

nao marcado.

4.9 Avaliacao da viabilidade dos neutroéfilos

A viabilidade de neutrofilos humanos expostos ao ATC foi verificada utilizando
0 ensaio de brometo de 3-[4,5-dimetil-tiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazélio (MTT). O ensaio
de MTT € um teste colorimétrico que se utiliza da atividade mitocondrial para reduzir
o MTT, um composto com coloragdo amarelada, em cristais de formazan que apre-
sentam coloragéo purpura, uma reagdo que ocorre apenas na mitocondria de células
vivas e é diretamente proporcional ao numero de células (MOSMANN, 1983). Os neu-
tréfilos humanos (1,5 x 10° células/pogo) foram semeados em placa de 96 pocos e
mantidos em estufa de COz a 37 °C por 30 min. Apos esse periodo as células foram
tratadas com ATC (1, 10 e 100 uM) e mantidas por 6 h nas mesmas condi¢des citadas
anteriormente. O meio foi entdo substituido por uma solugdo com 100 pL de meio de
cultivo celular contendo MTT (5 mg/mL) e a placa foi novamente incubada em estufa
ao abrigo da luz por 3 h. O sobrenadante foi descartado e substituido por 150 uL de
DMSO por pogo. Apds 15 minutos de incubacgdo a temperatura ambiente a leitura da
placa foi realizada em espectrofotdometro no comprimento de onda de 540 nm. Os re-

sultados foram expressos em porcentagem de células viaveis segundo a formula:

absorbancia do grupo teste

% viabilidade = ( ) x 100

absorbancia do grupo controle
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4.6 Analise estatistica

Os dados foram expressos como média + erro padrdo das meédias e foram
analisados através do software GraphPad Prism 5.0 (San Diego, CA, EUA).
Comparacdes entre os grupos experimentais foram feitas utilizando one-way ANOVA
seguido do teste de Newmann-Keuls-Student. Valores de p menores que 0,05 foram

considerados estatisticamente significantes.
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5 RESULTADOS

5.1 Efeito do ATC no edema de pata induzido por carragenina

Para avaliar o efeito anti-edematogénico do acido trans-cinamico foi utilizado o
modelo de edema de pata induzido por carragenina. A injecdo de carragenina na pata
dos animais induziu a formacao de edema no tempo de 4 h (figura 8). O pré-tratamento
com acido trans-cindmico foi capaz de reduzir significativamente a formacdo de

edema em todas as concentrag¢des utilizadas na formagdo do edema 4 h apds o

estimulo.
Figura 8 — Edema de pata induzido por carragenina.
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Os camundongos foram pré-tratados com solucao salina 0,9% ou acido trans-cinamico (5, 10 ou 100
mg/kg, i.p.) 1 h antes do estimulo com carragenina. Apés diferentes tempos (60, 120 e 240 min) do
estimulo o edema foi mensurado. Os resultados foram plotados como média + erro padrdo do A do
volume da pata. As diferencas estatisticas foram detectadas com ANOVA seguida com o teste de New-
man-Keuls. (*) representa p<0,05 e (**) representa p<0,01 quando comparado ao grupo tratado com
salina no tempo de 240 min.

5.2 Efeito do ATC no edema de pata induzido por prostaglandina E2

O tratamento com &cido trans-cinamico (5 mg/kg) 1 h antes do estimulo inter-
feriu na formacgéo do edema induzido por PGE2 de forma significativa em todos os

tempos avaliados (figura 9, p. 36).
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Figura 9 — Edema de pata induzido por PGE-.
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Camundongos foram pré-tratados com solugéo salina 0,9% ou acido frans-cindmico (5 mg/Kg, i.p.) 1 h
antes do estimulo com PGE-:. Apds diferentes tempos (30, 60, 120 e 240 min) do estimulo o edema foi
mensurado. Os resultados foram plotados como média * erro padrdo do A do volume da pata. As
diferengas estatisticas foram detectadas com ANOVA seguida com o teste de Newman-Keuls. (**)

representa p<0,01 e (***) representa p<0,001 quando comparado ao grupo tratado com salina no
respectivo tempo de analise.

5.3 Efeito do ATC no modelo de pleurisia induzida por LPS

No modelo de pleurisia, a inje¢ao intratoracica de LPS induziu, apés 4 h, um
aumento no numero de leucdcitos totais na cavidade pleural dos animais em
comparagao ao grupo controle estimulados com solugao salina (figura 10, p. 37).
Entretanto, o pré-tratamento com &acido trans-cinamico (10 mg/kg) reduziu
significativamente o recrutamento leucocitario para o sitio inflamataorio.

Ao avaliar os tipos de leucdcitos mobilizados para a cavidade pleural apos o
estimulo com LPS foi observado apés 4 h um intenso acumulo de neutréfilos em
comparagao ao grupo controle estimulado com salina (figura 10, p. 37). De forma
interessante, o pré-tratamento com acido frans-cinamico (10 mg/kg) promoveu

reducéo significativa no acumulo pleural apenas de neutrofilo (figura 10, p. 37).



Figura 10 — Contagem total e diferencial de células do lavado pleural.
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Os camundongos foram pré-tratados com solug&o salina 0,9% ou acido trans-cindmico (10 mg/kg) 1 h
antes do estimulo pleural com LPS (250 ng/ml). Apés 4 h, os animais foram sacrificados e o lavado
pleural foi recolhido para contagem de leucdcitos totais, neutréfilos, mondcitos e eosindfilos. Os resul-
tados foram apresentados como média + erro padrdo da média. Diferencgas estatisticas foram detecta-
das com ANOVA seguida do teste de Newman-Keuls. (+) representa p<0,001 comparado ao grupo
estimulado com salina (controle) e (***) representa p<0,001 quando comparado ao grupo estimulado

com LPS.

5.4 Isolamento de neutroéfilos

Todos os experimentos foram realizados com neutrofilos provenientes de iso-

lamentos com pureza (figura 11) e viabilidade = 95.

Figura 11 — Neutrofilos humanos isolados.
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Ap6s o isolamento, os neutréfilos foram citocentrifugados, corados com corante panético para avaliacao

da pureza das amostras. A imagem representa neutréfilos provenientes de um isolamento com = 95%

de pureza.



39

5.5 Efeito do ATC sobre a adesao de neutroéfilos

No ensaio de ades&o in vitro, quando neutrofilos humanos foram estimulados
com TNF-a (50 ng/mL) e postos a aderir sobre 0 endotélio, mantido apenas com meio
de cultura (DMEM), observou-se um significativo aumento no indice de adeséo celular
em comparacdo com neutrofilos ndo estimulados. Apos o tratamento dos neutrofilos
com ATC, o aumento no indice de ades&o induzido pelo TNF-a foi significativamente
inibido (figura 12A).

Figura 12 — indice de adesao de neutréfilos em células endoteliais.
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Legenda: A) indice de ades&o neutréfilo-endotélio com neutréfilos pré-tratados com ATC e estimulados
com TNF-a. B) indice de ades&o neutréfilo-endotélio com neutréfilos e endotélio pré-tratados com ATC
e estimulados com TNF-a. C) indice de ades&o neutréfilo-endotélio com endotélio pré-tratado com ATC
e estimulado juntamente aos neutrofilos com TNF-a. O estimulo com TNF-a foi realizado por 6 h no
endotélio e/ou 1 h nos neutréfilos. Apos o estimulo, as células foram co-cultivadas por 2 h, e, em se-
guida, fixadas e coradas para quantificacdo do indice de ades&o. Os resultados foram apresentados
como média * erro padrdo da média. As diferencas estatisticas foram detectadas com ANOVA seguida
com o teste de Newman-Keuls. (#) p<0,05, (# #) p<0,01, (# # #) p<0,001 comparado ao grupo mantidos
apenas com meio de cultura DMEM (controle), (**) p< 0,01 e (***) p<0,001 quando comparado ao grupo
estimulado com TNF-a.
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Neste mesmo modelo, o estimulo com TNF-a sobre as células endoteliais in-
duziu um aumento ainda maior no indice de adeséo de neutrofilos estimulados. Nesta
condicao, neutréfilos e endotélio tratados com ATC, exibiram uma reducao significa-
tiva no indice de adesdao celular (figura 12B, p. 38). Um fenbmeno semelhante foi ob-
servado quando neutrofilos estimulados com TNF-a foram postos a aderir sobre o

endotélio tratado com ATC e estimulado com TNF-a (Figura 12C, p.38).

5.6 Efeito do ATC sobre a mudanca de forma (shape change) em neutroéfilos

O efeito do acido trans-cinamico na mudanca de forma (shape change) de neu-
trofilos induzidos por TNF-a foi avaliado por citometria de fluxo apds 2 h da estimula-
cdo. As células expostas ao TNF-a (50 ng/mL) exibiram uma significativa alteracdo na
morfologia, fenbmeno que foi mensurado pelo aumento no espalhamento de luz (FLS).
No entanto, as alteracbes na forma dos neutrofilos foram significativamente inibidas
quando as células foram tratadas com acido trans-cindmico nas duas maiores con-
centracdes avaliadas (1 e 10 uM) (figura 13). O tratamento com a menor concentracao
de acido trans-cinamico (0,1 uM) apesar de reduzir a mudanca na forma dos neutrofi-

los, ndo exibiu diferenca estatistica.

Figura 13 — Mudanca na forma de neutrdfilos estimulados por TNF-a.
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Legenda: A) Neutrdfilos isolados foram pré-tratados com &cido trans-cindmico (0,1, 1 e 10 uM) por 1 h
e estimulados com TNF-a (50 ng/mL). Apés 1 h do estimulo, as células foram transferidas para tubos
e levadas ao citbmetro de fluxo para verificagdo morfolégica. B) “dotplots”representativos de neutréfilos
nao estimulados (controle), estimulados com TNF-q, e pré-tratados com acido trans-cinamico. Os re-
sultados foram expressos como média * erro padrdo da média. As diferencas estatisticas foram detec-
tadas com ANOVA seguida com o teste de Newman-Keuls. (++) representa p<0,01 quando comparado
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ao grupo estimulado com salina (controle), (*) representa p<0,05 quando comparado ao grupo exposto
ao TNF-a sem tratamento.

5.7 Efeito do ATC sobre a producao de espécies reativas de oxigénio

Para avaliar o efeito do acido trans-cinamico sobre a producdo de espécies
reativas de oxigénio (EROs) foi utilizada a sonda fluorescente DCFH-DA em neutrofi-
los tratados e submetidos a estimulacéo in vitro. Conforme mostrado na figura 14,
neutrofilos estimulados com TNF-a por 1 h exibiram um aumento expressivo na inten-
sidade de fluorescéncia do DCF, o que esté relacionado diretamente com um aumento
na geracdo de EROs. No entanto, o pré-tratamento dos neutrofilos com diferentes
concentracdes de 4cido trans-cinamico ndo provocou alteracao significativa no conte-
Gdo de EROs.

Figura 14 — Producao de espécies reativas de oxigénio em neutrdfilos.
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Os neutrdfilos foram pré-tratados com &cido trans-cinamico por 10, 30 ou 60 min e estimulados com
TNF-a (50 ng/mL). Apés 1 h do estimulo, as células foram incubadas com DCFH-DA por mais 30 min
e avaliadas no citdmetro de fluxo. Os resultados foram expressos como média + erro padrédo. Os grupos
foram comparados através de ANOVA seguida do teste de Newman-Keuls. (##) representa p<0,01
quando comparado ao grupo estimulado com meio (controle).
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5.8 Efeito do acido trans-cinamico sobre a viabilidade de neutréfilos

Com propésito de verificar o efeito do ATC sobre a viabilidade neutroéfilos, as
células foram mantidas sob tratamento com ATC por 6 h, e em seguida tiveram sua
viabilidade mensurada pela técnica do MTT. Conforme apresentado na figura 15, os
neutréfilos expostos a diferentes concentragdes de ATC nao exibiram alteragoes
significativas em sua viabilidade, o que descarta possiveis efeitos citotoxicos para este

composto fendlico sobre os neutroéfilos.

Figura 15 - Viabilidade de neutrdfilos expostos ao acido frans-cinamico.
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Os neutrdfilos humanos foram expostos a diferentes concentra¢des de acido frans-cindmico por 6 h.
ApOs esse periodo, as células foram incubadas com MTT por 4 h e, em seguida, foi realizada a leitura
em espectrofotdmetro no comprimento de onda de 540 nm. Os resultados foram expressos como média
das porcentagens em relagdo ao grupo controle (média do controle = 100% de viabilidade) £ erro
padrao.
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6 DISCUSSAO

Neste estudo objetivamos avaliar o efeito do acido frans-cinamico (ATC), um
composto fendlico de origem natural, sobre diferentes paradmetros da resposta
inflamatoéria aguda utilizando modelos experimentais in vitro e in vivo. NoOssos
resultados revelaram que a administracado sistémica do ATC foi capaz de inibir a
inflamacé&o por reduzir a formagao de edema e o recrutamento de neutrdfilos. Além
disso, verificamos ainda que o ATC inibiu a ades&o entre neutrofilo e endotélio, bem
como atenuou a ativacado de neutrdfilos por suprimir o “shape change” induzido por
TNF-a sem afetar a viabilidade das células. Entretanto, apesar destes efeitos
inibidores, a producédo de espécies reativas de oxigénio (EROs) por neutrdfilos
ativados n&o sofreram interferéncia apds tratamento com ATC, sugerindo que este
composto fendlico age por vias especificas para afetar a funcéo neutrofilica.

A identificacdo de substancias a partir de fontes naturais tem contribuido
significativamente para a obtencdo de farmacos (LIU, 2013). Na atualidade, mesmo
com todos os avangos no desenvolvimento de novos medicamentos, os produtos
obtidos de fontes naturais continuam sendo utilizados como base para o
desenvolvimento de medicamentos, seja de forma direta, ou tendo suas estruturas
utilizadas como inspiracao para sintese de novos compostos (NEWMAN; CRAGG,
2016). Além disso, um crescente numero de trabalhos tem apontado para os
potenciais beneficios da inclusdo de alimentos ricos em metabdlitos secundarios
bioativos na dieta, em especial alimentos como hortalicas, cereais e frutas, que sao
ricos em compostos fendlicos. Os acidos fendlicos tém sido relacionados a atenuagao
das alteragdes no organismo associadas ao envelhecimento, incluindo redugao do
risco de desenvolvimento de doencas crbnicas, como diabetes, doencas
cardiovasculares e cancer (SAIBABU et al., 2015).

O acido cinamico, mesmo tendo sido alvo de estudos anteriores por diversos
grupos de pesquisa, onde foi reportado possuidor de atividades antimicrobianas,
antifungicas, antivirais, antitumoral e antidiabéticas, até o momento, poucos estudos
descrevem suas agdes sobre a resposta inflamatéria aguda, em especial sobre a
formagao do edema inflamatdrio e ativagéo de neutrofilos (ADISAKWATTANA, 2017;
AMANO et al., 2017; SILVEIRA et al., 2018; LIMA et al., 2017; UESAWA et al., 2018).
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Portanto, neste estudo objetivamos avaliar os efeitos do acido frasn-cinamico sobre a
inflamagao aguda em modelos experimentais in vitro e in vivo.

Inicialmente, decidimos avaliar o efeito do ATC na formacdo do edema
inflamatorio induzido por carragenina. O modelo de edema de pata induzido por
carragenina em camundongos € uma metodologia amplamente utilizada para a
identificacdo de substancias com potencial anti-inflamatério. Neste modelo
experimental, a injecdo da carragenina induz altera¢des vasculares que culminam na
formagdo de um edema inflamatorio regido por tipos diferentes de mediadores que
atuam em momentos distintos. Como consequéncia, a inje¢ao de carragenina permite
a formacao de edema em uma denominada primeira fase (até 2 h apds o estimulo),
onde nota-se a intensa participagédo da histamina, enquanto que na segunda fase (que
ocorre entre 3 e 6 h apds o estimulo) nota-se a intensa liberagdo de prostaglandinas
e infiltragdo de neutrdfilos no local da inflamagao (HENRIQUES et al., 1987). No
presente estudo, o tratamento prévio com ATC reduziu o volume das patas de animais
estimulados com carragenina 4 h apds o estimulo em todas as concentragdes
utilizadas. Porém, n&o foi possivel identificar qualquer tipo de efeito inibidor nos
tempos anteriores a 4 h. Logo, estes resultados sugerem que o ATC apresenta efeitos
preferencialmente sobre o edema formado pela produgao/acédo das prostaglandinas
e/ou sobre a infiltracao de neutroéfilos. De fato, estudos realizados in vitro por Liao e
colaboradores (2012) demonstraram que o tratamento com ATC inibiu a expressao de
COX-2 em macrofagos estimulados por LPS, o que reforga a proposta de agao
inibidora do ATC sobre a geracao de prostanoides.

Com propdsito de melhor esclarecer o alvo de agao do ATC, os animais foram
previamente tratados com este composto fendlico e submetidos ao modelo de
formacdo de edema induzido por PGE2. Neste conjunto de experimentos foi
observado que o ATC inibiu a formacédo do edema em todos os tempos avaliados,
indicando um efeito deste composto fendlico em prevenir as acdes da PGE2. Posadas
e colaboradores (2004) observaram que a PGE2 é um importante mediador presente
nos tempos mais tardios da edematogénese, mantendo-se em niveis elevados até 96
h apos o estimulo com carragenina.

Merece ser destacado ainda que a formagao do edema inflamatério se mostra
também dependente o influxo de leucécitos para o sitio inflamatério (SUO et al., 2014).

Dessa forma, decidimos também verificar se os efeitos inibidores do ATC sobre a
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formacao do edema se estendem aos eventos de mobilizagao leucocitaria. Para isso,
utilizamos modelo de pleurisia induzida por LPS. Neste modelo experimental, a
injecdo intratoracica de LPS provoca, apds 4 h, uma intensa mobilizagdo leucocitaria
para o espacgo pleural, em especial o recrutamento de neutréfilos (CAVALHER-
MACHADO et al., 2008). Nossos resultados demonstraram que o tratamento com ATC
inibiu intensamente o influxo de neutrdéfilos, fendmeno que pode ser devido a efeitos
diretos e/ou indiretos do ATC sobre os mecanismos responsaveis pela mobilizagcao
deste tipo celular para o tecido. Em sintonia com estes achados, estudos prévios
demonstram que o ATC mostra-se capaz de inibir o acumulo de neutréfilos no pulmao
de animais estimulados com LPS (XU et al.,, 2017). Além disso, Bouriche e
colaboradores (2016) observaram uma redugao em dois importantes mediadores do
recrutamento de neutrofilos (TNF-a e IL-1B) quando pré-trataram células
mononucleares de sangue periférico com extrato metandlico das folhas de Hertia
cheirifolia, ap6s o estimulo com concavalina A. Esse extrato tem como um de seus
principais constituintes o ATC.

Cabe mencionar que apesar dos neutréfilos serem células importantes para a
defesa do organismo contra agentes invasores, o numero aumentado deste tipo
celular no tecido mostra-se relacionado a patogénese de diferentes tipos de doencas
como por exemplo artrite reumatoide, doenga pulmonar obstrutiva cronica, fibrose
cistica e cancer (AMULIC et al., 2012; MOCSAI et al., 2015). Modelos experimentais
com animais demonstraram que o leucotrieno B4 produzido por neutréfilos nas
articulagdes é essencial para o desenvolvimento da artrite reumatoide. Os neutrdfilos
sao os leucdcitos mais abundantes no fluido sinovial de pacientes com essa doenca
(RAZA et al., 2006). Os neutréfilos sdo abundantes em tumores e influenciam seu
desenvolvimento através da liberacdo de mediadores como ROS, citocinas e
proteases. De fato, uma maior presencga de neutrofilos esta associada a prognésticos
desfavoraveis. Diversos tumores recrutam neutréfilos através da produgéo de IL-8
(GREGORY; HOUGHTON, 2011). Essas informacdes justificam a identificagcdo de
substancias capazes de controlar o trafico de neutréfilos para o sitio inflamatério.

De fato, os eventos que levam a mobilizagao leucocitaria para o tecido apos o
estimulo inflamatdrio constituem alvos farmacoldgicos importantes. O recrutamento
de neutrdéfilos mostra-se orquestrado pela producio/secrecdo/acao de quimiocinas,

citocinas, mediadores lipidicos e mudancgas endoteliais. A acdo ordenada de todos
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estes eventos leva a transmigracao de neutrdfilos através da parede dos vasos,
acumulando-se no espago extravascular (AMULIC et al., 2012). A infecgao por
bactérias gram-negativas é um exemplo de evento inflamatério com alto recrutamento
de neutrdfilos. A membrana externa dessas bactérias tem em sua composigao o LPS,
molécula que se liga a receptores do tipo Toll (TLR) induzindo a produg¢ao de citocinas
como IL-1B8, TNF-a, IL-6 e IL-8, mediadores que estdo envolvidos no recrutamento de
neutrofilos (BASIT et al., 2006; MOCSAI et al., 2015).

Dentre as etapas do recrutamento de neutréfilos, a adesao ao endotélio € um
fendmeno essencial para a transmigracao dessas células e consequentemente para
sua chegada ao sitio inflamatério. O endotélio ativado expressa moléculas de adesao
que permitem a interacdo com neutrofilos, que se inicia com baixa afinidade através
de selectinas, e prossegue com a adeséo firme que resulta da ativagdo de cascatas
de sinalizagao intracelular agao de integrinas (PHILLIPSON; KUBES, 2011). Ainibicao
farmacolégica da adesao de neutréfilos contribui para a redugao da inflamacéo, de
forma que os neutrofilos ndo conseguem se firmar no lumen endotelial e
consequentemente ndo alcangam o sitio inflamatorio (NOURSHARGH; HORDIJK;
SIXT, 2010). Em condi¢cbes experimentais, a adesdo pode ser observada in vitro
através da co-cultura de células endoteliais ativadas e neutréfilos, e constitui um meio
de avaliar a o efeito de compostos de interesse farmacoldgico sobre este fendbmeno
e, consequentemente, sobre a inflamacéo.

Considerando que os resultados obtidos até o momento revelaram que o ATC
reduziu o acumulo de neutréfilos no modelo de pleurisia, decidimos avaliar uma
possivel acado direta deste composto fendlico sobre a ativagao de células endoteliais
e neutrdfilos através da adesao entre essas células em co-cultura. O pré-tratamento
com acido trans-cinamico inibiu a adesao nao s6 quando administrado em neutrdfilos,
mas também em células endoteliais. A redu¢do da capacidade adesiva nas células
endoteliais pode indicar uma acg&o inibidora do &acido trans-cinamico sobre a
expressado de moléculas de adeséo, ja que essas moléculas ndo sdo expressas no
endotélio em repouso (POBER; SESSA, 2007). Nos neutrdfilos, é possivel que o acido
trans-cinamico esteja impedindo o “shape change”, fenbmeno necessario para que
essas células consigam aderir firmemente, transmigrar e seguir gradientes de
quimiotaticos (NOURSHARGH; HORDIJK; SIXT, 2010). Em todo caso, esses

resultados corroboram com a diminui¢gdo do recrutamento de neutrofilos observada no
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modelo de pleurisia induzida por LPS. A inibicdo da adesdao € um fenbémeno
desencadeado por diversos AINEs, colaborando com seus efeitos farmacoldgicos
(CRONSTEIN et al., 1994).

O “shape change” de neutrofilos € um conjunto de alteragbes morfoldgicas
indispensavel para a migragao dessas células. Ao detectar esses sinais inflamatorios,
os neutrofilos reorganizam os componentes do citoesqueleto se tornando polarizados,
um processo que cria um gradiente de sinalizacdo intracelular que possibilita que os
neutrofilos adiram, transmigrem e se desloquem até o sitio inflamatorio seguindo o
gradiente de concentragdo de agentes quimiotaticos (NOURSHARGH; HORDIJK;
SIXT, 2010). Mudangas na morfologia de neutrofilos podem ser mensuraradas,
permitindo identificar a ativagdo celular, e, consequentemente, possibilitando o
rastreamento de compostos capazes de induzir ou inibir a ativacao celular. A citometria
de fluxo é uma técnica consolidada para a identificacdo de mudancgas na forma (shape
change) de neutrdéfilos (CONTE et al., 2015; COLE et al., 1995).

Considerando o efeito inibidor do ATC sobre a adesao neutréfilo-endotélio, e
tendo em vista que as mudangas morfolégicas em neutréfilos sdo indicadoras de
ativagcao celular, além de uma condicdo importante para o recrutamento dessas
células, decidimos avaliar o efeito do acido frans-cinamico sobre o “shape change” de
neutrofilos. Nossos resultados demonstraram que neutrofilos humanos tratados com
ATC tém suas mudancgas na forma atenuadas apds ativacao. Este resultado permite
sustentar que o impedimento na mudanga de forma de neutrdfilo justifica a menor
capacidade migratoria desta célula, o que sustenta os achados in vivo no modelo de
pleurisia. Corroborando com estes achados, EI-Raouf e colaboradores (2015)
demonstraram que o tratamento com ATC inibiu 0 acumulo de neutrdfilos no bago de
ratos injetados com cisplatina, o que contribuiu para redugéo na esplenotoxicidade
deste quimioterapico.

A partir da observacao de que o ATC mostrou-se capaz de inibir a alteragao na
forma de neutrofilos, decidiu-se avaliar se outros parametros relacionados a ativagao
neutrofilica também estariam inibidos apds o tratamento com este composto fendlico.
E de conhecimento de que neutrdfilos ativados produzem espécies reativas de
oxigénio (ERO) para realizar multiplas fun¢des. Por exemplo, ao engolfar bactérias os
neutréfilos as isolam em pequenas vesiculas — os fagossomos — onde sao liberados

0s anions superoxidos (precursor do peroxido de hidrogénio e de outras EROs) com
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atividade microbicida (MITTAL et al., 2014). Os neutrdéfilos também utilizam EROs para
sinalizagcdo em vias regulatérias através da enzima NADPH oxidase 2 (NOX2) e
podem modificar alvos extracelulares e alterar a funcédo das células vizinhas através
da produgéo de oxidantes (WINTERBOURNE; KETTLE; HAMPTON, 2016). Mutagdes
em genes envolvidos na produg¢ao de EROs resultam em desordens patolégicas como
a doenga granulomatosa crénica, que € caracterizada por um grande aumento na
suscetibilidade a infecgdes bacterianas e fungicas (MITTAL et al., 2014). Tomados em
conjunto estas informagdes, seguimos para avaliar a produgédo de espécies reativas
de oxigénio em neutréfilos apds estimulagdo com TNF-a. Nossos resultados
revelaram que o tratamento prévio com ATC nao alterou a producdo de EROs nos
neutréfilos estimulados com TNF-a. Este resultado difere de alguns estudos ja
publicados na literatura cientifica que descrevem o potencial antioxidante do acido
cindmico (MAKHMOOR et a., 2013; BELOBORODOVA et al., 2012). Entretanto, tal
diferenca entre os estudos deve levar em consideracdo a distingdo do protocolo
experimental tanto no que diz respeito ao tempo de ativagdo quanto a natureza do
estimulo que foram diferentes entre os trabalhos. Além disso, outras fungdes dos
neutréfilos podem estar comprometidas, dentre elas a migragdo. Entretanto, mais
estudos sao necessarios para responder esta questéao.

Para descartar um potencial efeito citotéxico do ATC sobre os neutrdfilos, e com
isso validar seus efeitos inibidores sobre o infiltrado de neutréfilos no modelo de
pleurisia em camundongos, a adesdo e as mudangas de forma (“shape change”)
observadas nos neutroéfilos in vitro, a interferéncia do ATC sobre a viabilidade de
neutrofilos foi avaliada por MTT. Os resultados deste estudo demonstraram que o ATC,
nas condi¢des experimentais utilizadas, nédo foi citotoxico para neutréfilos nas
concentragdes utilizadas. Portanto, o conjunto de destes resultados demonstram que
0 ATC possui efeito anti-inflamatério sendo capaz de modular agdes especificas sobre
neutrofilos in vivo e in vitro.

Os resultados observados neste trabalho revelam os efeitos do acido trans-
cindmico sobre alguns parametros da inflamagdo aguda. Contudo, muitos outros
aspectos necessitam ser explorados para esclarecer os potenciais mecanismos de
acgao que este composto afeta para atingir seus efeitos nas células estudadas. Fatores
como a expressao de moléculas de adesao endoteliais e em neutrdfilos, citoesqueleto

e expressado de NF-kB, um fator de transcricdo com papel central na inflamacao,
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envolvido com a expressao de moléculas de adesao, sintese de citocinas pro-
inflamatorias e na produgdao da COX-2, podem contribuir de forma positiva para a

construcdo do conhecimento sobre os efeitos anti-inflamatérios do acido trans-

cindmico.
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7 CONCLUSAO

Os resultados apresentados neste trabalho permitem concluir que o ATC:

e Apresentou atividade anti-inflamatoria nos modelos de edema de pata induzido
por carragenina e prostaglandina Eo.

e Mostrou-se capaz de inibir o recrutamento leucocitario, em especial de
neutroéfilos, no modelo de pleurisia induzida por LPS.

¢ Induziu a reducéo da adesao tanto em neutrdéfilos quanto em células endoteliais
estimuladas por TNF-a.

¢ Inibiu a alteragao de forma de neutréfilos humanos estimulados por TNF-a, mas
nao interferiu com a capacidade dos neutrofilos em produzir espécies reativas
de oxigénio apos estimulo com TNF-a.

¢ Nao apresentou efeitos citotoxicos sobre neutrofilos.

Em conjunto, os resultados obtidos apontam o potencial anti-inflamatério do

ATC em modelos inflamatorios in vivo e in vitro.
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