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RESUMO

A transicdo epitelial-mesenquimal (EMT) é um processo de transdiferenciagdo em que células
epiteliais passam a apresentar fendtipo mesenquimal. Pode ocorrer de forma fisiol6gica, como
na embriogénese ou de forma patologica, como nas respostas fibroticas. Em condicGes de
inflamacéo cronica, a EMT tem participacdo importante na patogénese e progressao da fibrose.
A fibrose decorre de uma deposicédo excessiva de componentes de matriz extracelular que leva
a perda de funcdo do tecido original. A principal célula efetora na fibrose é o miofibroblasto,
que durante uma reposta inflamatdria cronica acumula-se no tecido devido a diferenciacao de
fibroblastos e também devido a transdiferenciacdo de células epiteliais. Estudos cientificos
publicados na ultima década apontam que a inibicdo dos eventos associados a EMT reduzem a
progressao do processo fibrético nos tecidos, indicando que a EMT é um potencial alvo para
tratamento de desordens fibréticas. Doencas fibroticas possuem impacto negativo na sadde da
populacdo, e, até 0 momento, ndo hd um tratamento farmacoldgico eficaz. Na tentativa de
buscar novas moléculas com potencial terapéutico para a fibrose, os produtos naturais tém sido
promissores para pesquisas farmacolégicas. Compostos fenolicos da classe do &cido cinamico
mostraram efeitos anti-inflamatorio, antioxidante e antibacteriano. O &acido trans-cindmico
(TCA) é a isoforma do &cido cindmico mais presente na natureza e seus potenciais efeitos na
EMT no contexto da fibrose nao foram reportados na literatura cientifica até 0 momento. Neste
contexto, o objetivo deste projeto foi investigar in vitro o efeito do &cido trans-cinamico sobre
aspectos morfoldgicos e moleculares associados a transdiferenciacéo epitelial-mesenquimal em
celulas do epitélio alveolar humano. Para isso, foram utilizadas células humanas da linhagem
A549. O efeito citotoxico do TCA foi avaliado pelo método MTT. As células foram tratadas
com TGF-p para inducdo da EMT. Ap6s 24 horas de exposi¢do ao TCA, aspectos morfoldgicos
foram observados por microscopia de luz e producdo da fibronectina (marcador mesenquimal)
foram quantificados por microscopia de fluorescéncia. A capacidade migratéria foi mensurada
pelo ensaio de migracdo horizontal. Resultados foram considerados significativos quando
p<0,05. Nossos resultados revelaram que o TCA ndo desmonstrou efeito citotoxico relevante
nas concentracdes testadas. O TCA inibiu a producéo da fibronectina e a capacidade migratéria
das células e afetou a morfologia celular. Em conjunto, os resultados do presente estudo sdo
inéditos na literatura cientifica, e sugerem que o TCA possui um potencial modulador sobre o
processo de EMT.

Palavras-chave: acido trans-cinamico, transicéao epitelial-mesenquimal, fibrose



ABSTRACT

The epithelial-mesenchymal transition (EMT) is a process of transdifferentiation in which
epithelial cells start to show a mesenchymal phenotype. It can occurs in a physiological form,
as in embryogenesis or in a pathological form, as in fibrotic responses. In chronic inflammation
conditions, EMT has an important role on the pathogenesis of fibrosis. Fibrosis is caused by
excessive deposition of extracellular matrix components and loss of function of the original
tissue. The main effector cell in fibrosis is the myofibroblast, which during a chronic
inflammatory response accumulates in the tissue due to the differentiation of fibroblasts and
due to the transdifferentiation of epithelial cells. Scientific studies published in the last decade
indicate that the inhibition of events associated to EMT reduce the progression of the fibrotic
process on tissues, suggesting that EMT is a potential target for treatment of fibrotic disorders.
Fibrotic diseases have a great impact on populational health. However, there is yet no cure for
fibrosis and the available drugs are not efficient. In the attempt to search for new molecules
with therapeutic potential, natural products have been promising for pharmacological research.
Phenolic compounds from the cinnamic acid class have showed anti-inflammatory, antioxidant
and anti-bacterial effects. The trans-cinnamic acid (TCA) is the most present isoform of
cinnamic acid in nature and its potential effects on EMT in the fibrosis context are not reported
in the scientific literature until now. In this context, the objective of this project was to
investigate the effect of trans-cinnamic acid in vitro on morphological and molecular aspects
associated to the epithelial-mesenchymal transdifferentiation on human alveolar epithelial cells.
For this were used human cells of the A549 line. The cytotoxic effect of TCA was evaluated by
the MTT method. Cells were treated with TGF-p to induce EMT. After 24 h after TCA
treatment, morphological aspects were observed through microscopy and fibronectin
production (a mesenchymal molecular markers) were quantified by fluorescent microscopy.
The migratory capacity was measured by the scratch-wound healing assay. Results of this study
showed no cytotoxic effect at low concentrations. TCA inhibited the production of fibronectin
and the migratory capacity of cells and seem to affect cell morphology. Taken together, the
results of the present study are new in the scientific literature, and suggest that TCA has a
potential modulator effect on EMT process.

Keywords: trans-cinnamic acid, epithelial-mesenchymal transition, fibrosis
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1 INTRODUCAO

A transicdo epitelial-mesenquimal (EMT) é um processo de transdiferenciacdo em que
células epitéliais passam a apresentar fendtipo mesenquimal, onde a célula de forma gradativa
e simultanea, perde a polarizacdo tipica de células epiteliais e adquire caracteristicas de células
mesenquimais. Como resultado funcional, as células passam a exibir um aumento na capacidade
migratoria, capacidade invasiva, producdo de componentes de matriz extracelular (ECM) e
resisténcia a apoptose (KALLURI e WEINBERG, 2009). A EMT pode ocorrer de forma
fisioldgica, durante a embriogénese e no reparo tecidual normal, ou de forma patoldgica, no
cancer ou deflagrada pela resposta inflamatéria. Em condi¢des de inflamacg&o crénica, a EMT
vém sendo apontada como um mecanismo importante na patogénese da fibrose (MARCONI et
al., 2021).

A fibrose é um estado patoldgico do reparo tecidual decorrente da evolucéo de respostas
inflamatorias cronicas. E representada pela continua substituicio do tecido afetado por tecido
cicatricial, causando remodelacdo da arquitetura do 6rgao e seu mal funcionamento (LI et al.,
2016). Em geral, a condicdo fibrotica decorre quando algum estimulo permanece no tecido de
maneira cronica e estimula a producdo continua de fatores de crescimento, fatores angiogénicos,
citocinas fibrogénicas e enzimas proteoliticas, estimulando a deposicdo excessiva de elementos
de tecido conjuntivo e, consequentemente, causando dano permanente no 6rgdo (WYNN,
2008).

O principal tipo celular responsavel pela deposicdo de componentes de ECM como
colageno tipo | e, especialmente em condigdes patoldgicas, colageno tipo I11 é o miofibroblasto
(GABBIANI, 2003). Miofibroblastos possuem fendtipo intermediario de fibroblasto e de
musculo liso e sdo originados de diferentes maneiras, incluindo a partir da diferenciacéo de
fibroblastos residentes no tecido. Contudo, a EMT vém sendo apontada como um mecanismo
importante para a formacdo destas células em doéngas fibréticas (LI et al., 2016). Eventos
moleculares associados a EMT, como a expresdo excessiva do fator de crescimento
transformativo B (TGF-B), tém sido propostos como alvos terapéuticos para diferentes
condicOes fibréticas (PENG et al, 2022).

Em paises desenvolvidos, mais de 40% das mortes s&o atribuidas a doengas relacionadas
a fibroproliferacdo, como fibrose pulmonar, esclerose sistémica, cirrose hepatica, doencas
cardiovasculares, dentre outras (WYNN, 2007). Os farmacos utilizados atualmente no
tratamento da fibrose possuem eficacia limitada e efeitos adversos ao paciente. Assim, a fibrose

continua sendo uma condicdo patologica sem cura (WANG et al., 2021). Portanto, ha
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necessidade de identificar moléculas bioativas capazes de modular a resposta fibrética,
especialmente aquelas que podem afetar aspectos celulares e moleculares da EMT (PENG et
al., 2020).

Diversos produtos naturais sdo estudados como potenciais fontes de novas moléculas
bioativas para tratamento de diversas condi¢des patologicas (CHOPRA e DHINGRA, 2021).
Metabdlitos primarios ou secundarios de plantas séo comumente estudados, como por exemplo,
compostos fendlicos, que estdo presentes em varias plantas que ocorrem no Brasil (PEREIRA
etal., 2017).

Dentre 0s compostos com propriedades terapéuticas, os derivados do &cido cindmico,
que estdo presentes em muitos frutos e vegetais, principalmente na forma de isbmeros E (trans),
vém sendo reportados como possuidores de efeitos anti-inflamatérios, anti-oxidantes e anti-
bacterianos (HERRMANN e NAGEL, 1989; CONTARDI et al., 2021). O 4cido trans-cinamico
(TCA) é o isbmero E do acido cinamico. Porém, até o0 momento ndo hé registros de estudos
sobre o potencial modulador do TCA sobre a EMT em células do epitélio alveolar. Portanto, o
objetivo deste trabalho foi investigar o efeito do acido trans-cindmico na transdiferenciacdo
epitelial-mesenquimal in vitro, utilizando como modelo células do epitélio alveolar humano da
linhagem A549.
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2 OBJETIVO GERAL E OBJETIVOS ESPECIFICOS

O objetivo deste trabalho foi investigar o efeito do &cido trans-cinamico na
transdiferenciacao epitelial-mesenquimal in vitro, utilizando como modelo células do epitélio
alveolar da linhagem A549.

De forma especifica os objetivos foram:

1. Avaliar o efeito do &cido trans-cindmico sobre a viabilidade de células do epitélio alveolar.
2. Avaliar, em células do epitélio alveolar, o efeito do acido trans-cinamico em modificacGes
morfolodgicas relacionadas a transicdo epitelial-mesenquimal.

3. Avaliar, em células do epitélio alveolar, o efeito do acido trans-cindmico sobre a migracéo
celular.

4. Avaliar, em células do epitélio alveolar, o efeito do &cido trans-cinamico sobre a producéo

de proteinas de matriz extracelular (fibronectina).
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1  Células epiteliais

As ceélulas epiteliais sdo o tipo celular mais comum nos metazoarios. Em geral, possuem
forma poliédrica e organizam-se como folhetos, tubos ou aglomerados, sempre justapostas
umas com as outras, firmemente ligadas por juncGes intercelulares e ancoradas no tecido
subjacente. Estas células possuem uma assimetria estrutural denominada de polarizacéo apical-
basal. Esta polaridade é essencial para a forma e funcdo das células epiteliais. A porcdo da
célula que fica voltada para o exterior ou para o limen de érgdos ocos é chamada de porcao
apical e o resto da superficie celular, que fica ancorada no tecido conjuntivo subjacente é
chamada de porcdo basal. Funcionalmente, a membrana plasmatica pode ser dividida em
superficie apical (voltada ao limen), e superficie basolateral (em contato com células adjacentes
ou com o tecido conjuntivo subjacente). (ALBERTS et al., 2021; BUCKLEY e ST
JOHNSTON, 2022; JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2017).

Estas superficies da membrana plasmatica sdo separadas por um cinturdo de juncdes de
oclusédo localizado na pocéo apical da membrana, que impede a difuséo livre de proteinas e
lipidios entre elas, além também impedir a difusdo de substancias pelos espacos intercelulares.
Adjacente a este, ha outro “cinturdo” na superficie basolateral, desta vez com jungdes aderentes
gue sdo mediadas pelo receptor de adesdo transmembrana E-caderina (XU, LAMOUILLE e
DERYNCK, 2009).

O epitélio é geralmente o primeiro tecido a encontrar substancias nécivas como
poluentes, microorganismos ou alergénicos. Quando se consideram os processos inflamatorio,
as células do epitélio sdo classicamente vistas como alvos que respondem ao estimulo. Porém,
muitas vezes, especialmente no epitélio pulmonar, as células epiteliais também atuam como
efetoras da inflamacdo (MARTIN et al., 1997).

3.2  Epitélio alveolar

O epitélio alveolar é classificado como epitélio simples pavimentoso e possui dois tipos
celulares: pneumacitos tipo | e pneumdcitos tipo 11 (JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2017). As
células tipo I cobrem mais de 90% da area total do epitélio alveolar e ndo entram em divisao

celular. J& as células tipo 1l sdo mais numerosas e possuem diferentes fungdes no epitélio
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alveolar, além de serem capazes de entrar em mitose. A linhagem celular A549, que foi utilizada
neste trabalho, pertence aos pneumacitos tipo 1l (FOSTER et al., 1998).

Quando sob estresse causado por dano inflamatorio, além das tipicas respostas como o
aumento na secrecdo de muco e alteracdo na atividade ciliar, as células do epitélio alveolar
também atuam como efetoras, secretando fatores pro-inflamatorios e pro-fibréticos como
interleucinas e TGF-B, intensificando o processo fibrético (WANG et al., 2020). Por exemplo,
na fibrose pulmonar idiopatica, o0 TGF-p € principalmente derivado de macrofagos e
pneumacitos tipo 1l (PENG et al., 2022).

3.3  Transdiferenciagéo epitelial-mesenquimal

A transdiferenciacdo ou transicdo epitelial-mesenquimal (EMT) foi, inicialmente,
denominada “transformacao epitelial-mesenquimal”. A mudanca para a utilizacdo do termo
“transi¢do” se deu para diferencia-la da transformacdo neoplésica, causada pelo efeito de
carcindgenos, e pela reversibilidade desta transicdo sob a forma de outro fenébmeno denominado
transicdo mesenquimal-epitelial (KALLURI e WEINBERG, 2009).

A EMT pode ser dividida em 3 tipos: EMT tipo 1, que ocorre durante o
desenvolvimento embrionario, onde células do epitelio embrionario ddo origem a células de
mesenquima primario que migram para formar outros 6rgaos. Ha também a EMT tipo 3, que
ocorre em carcinomas epiteliais que sofreram mudancas genéticas e epigenéticas e é um
processo importante para a capacidade invasiva e migratoria de tumores metastaticos. JAa EMT
tipo 2 € a mais relevante no contexto da regeneracao e reparo de ferimentos e sera o foco deste
trabalho. Nesta, as células epiteliais adquirem fenotipos de fibroblastos para auxiliar no
processo de cicatricial (L1 et al. 2016; MORENO-BUENO et al., 2009).

As células epiteliais perdem suas juncdes aderentes e a aderéncia a8 ECM mediada por
integrinas, além de sofrer uma profunda reorganizacao do citoesqueleto de actina, perdendo a
polaridade funcional apical-basolateral tipica de células epiteiliais, passando a ter uma
morfologia mesenquimal (LAMOUILLE, XU e DERYNCK, 2014). As celulas em transi¢do
diminuem a producgdo de marcadores epiteliais, como a E-caderina, a proteina de jungdes de
oclusdo 1 (ZO-1) e citoqueratina e aumentam a producdo de marcadores mesenquimais, Como
vimentina, N-caderina, proteina especifica de fibroblastos 1 (FSP1) e a actina de musculo liso
alfa (a-SMA), além de também expressar metaloproteases. E importante mencionar que a
transicdo nem sempre é completa, e, a depender dos estimulos, uma célula pode se manter em

um fenotipo intermediario entre epitélio e mesenquima (LI et al., 2016; STONE et al., 2015).
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Em contextos fisiologicos de cicatrizacdo e regeneracdo, a EMT possui funcéo
importante, principalmente durante a re-epitelizacdo, onde células epiteliais na margem da leséo
passam por EMT e migram pela lesdo. A EMT também contribui para a formacdo dos
miofibroblastos, que além de secretar componentes de ECM, também possuem capacidade
contratoria e contribuem mecanicamente para o fechamento do ferimento. Apds a re-
epitelizacdo, muitos miofibroblastos sofrem apoptose e a producdo extensiva de componentes
de ECM ¢ cessada (STONE et al., 2016).

Na patogénese da fibrose, similarmente, as células epiteliais se tornam importantes
precursores de fibroblastos e miofibroblastos por EMT e passam a ter caracteristicas como
aumento da capacidade migratoria, capacidade contratdria pela expressao de a-SMA e secre¢do
de componentes de ECM como colageno, fibronectina, laminina, elastina e tenacina, além de
sinais pré-inflamatorios. Contudo, no contexto fibrético, a EMT é desregulada e a ativacdo dos
miofibroblastos é persistente, causando deposicdo excessiva de ECM (KALLURI e
WEINBERG, 2009; STONE et al., 2016).

O principal indutor da EMT tipo 2 em muitos tipos celulares in vitro e in vivo é o fator
de crescimento transformativo beta (TGF-f), uma citocina pluripotente que sera utilizada neste
trabalho para induzir EMT em células do epitélio alveolar (LI et al., 2016). Esta citocina é
considerada uma importante molécula reguladora em repostas fibréticas. Muitos tipos celulares
podem secretar TGF-B, como macréfagos, mondcitos, células T, plaquetas, celulas epiteliais e
fibroblastos. Os mediadores intracelulares mais comuns do TGF-3 séo da familia de proteinas
Smad, contudo, outras vias relevantes para a fibrose podem ser ativadas, como da proteina
quinase ativada por mitdgeno (MAPK) e quinase regulada por sinal extracelular (ERK), da p38
e quinase JUN N-terminal (JNK) e da quinase associada a RHO (ROCK) e proteina quinase
RAC-a serina/treonina (AKT) (DEES, CHAKRABORTY e DISTLER, 2020).

34 Fibrose

A fibrose é uma consequencia patoldgica da maioria das doencas inflamatérias crénicas.
E caracterizada pelo excesso de deposicdo de componentes da ECM no tecido afetado, muitas
vezes descrita, como um reparo tecidual fora dos limites fisioldgicos. A formacao de um quadro
fibrético pode ocorrer quando um ferimento é muito severo, repetitivo, ou Se as respostas de
cicatrizagdo se tornam desreguladas. Pode causar cicatrizes permanentes no 6rgao afetado
capazes de comprometer o funcionamento deste érgdo e, em certos casos, ocasionar a morte do
paciente (WYNN e RAMALINGAM, 2012).
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Quando um ferimento ocorre, mediadores inflamatdrios sdo liberados, iniciando uma
cascata de coagulacdo e a formacdo de uma matriz proviséria no local. Fibroblastos s&o ativados
e que comecam a secretar componentes de ECM (WYNN, 2008). As principais celulas
responsaveis pela secrecdo de ECM durante a cicatrizagdo sao miofibroblastos, nome dado aos
fibroblastos com capacidade contréatil. Miofibroblastos podem ser derivados de muitos tipos
celulares, como fibroblastos residentes do tecido, células de musculo liso, células epiteliais e
células endoteliais a partir do fendbmeno denominado de transdiferenciacdo. (DEES,
CHAKRABORTY e DISTLER, 2021).

A transdiferenciacdo € um processo de reprogramacdo celular que ocorre durante o
desenvolvimento tecidual, e também, na regeneracdo ap6s danos normais e fisiologicos. A
reprogramacao celular descreve o processo no qual uma célula totalmente diferenciada redefine
seu programa existente de expressdo génica sendo induzida a se transformar em um tipo de
célula diferente (SISAKHTNEZHAD e MATIN, 2012).

Em condi¢des normais, os miofibroblastos sé&o eliminados via apoptose quando o
processo cicatricial é finalizado. Ja em condicdes patoldgicas de fibrose, estas populacdes
celulares podem perdurar e continuar depositando componentes de ECM por anos (DARBY e
HEWITSON, 2007). E esse excesso de deposicdo de componentes de ECM que pode causar
deformacéo e mal funcionamento do érgdo afetado por doencas fibréticas (GABBIANI, 2003).

A fibrose ainda é um tipo de doenca de dificil tratamento. Por exemplo, na fibrose
pulmonar, além da pirfenidona e nintedanibe, que sdo os principais farmacos utilizados para
tratar os pacientes, diversas outras substancias como glicocorticoides, antioxidantes, entre
outros, sdo comumente utilizados. Contudo, a fibrose pulmonar continua sendo considerada
uma doenca sem cura, pois estas substancias possuem eficacia limitada e podem causar efeitos
adversos no paciente (WANG et al., 2021).

35 Produtos naturais

Desde o inicio da civilizacdo, produtos naturais sdo usados no tratamento de doencas.
Hoje, os componentes naturais, 0s denominados metabdlitos secundarios de plantas, ou
produtos obtidos de organismos aquaticos ou microrganismos, vém sendo utilizados como fonte
de novos farmacos por afetarem o funcionamento de alvos moleculares chaves de varios
processos patologicos, contribuindo assim com a terapéutica para varias doencas (CHOPRA e
DHINGRA, 2021).
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E comum que produtos naturais possuam padrdes farmacéforos relevantes, podendo ser
usados também como inspiracdo para o desenvolvimento de drogas sintéticas mais eficientes
(RODRIGUES et al., 2016). No tratamento da fibrose pulmonar, muitos compostos de origem
natural, tais como acidos triterpénicos, luteolina e tanshinona Il1A, mostraram acao positiva ao
inibir citocinas e diminuir a infiltracdo de células efetoras do processo fibrotico (WANG et al.,
2021).

3.6  Acido trans-cinamico

O é&cido trans-cinamico (TCA; Fig. 1) é a forma mais comum do &cido cinamico, um
acido carboxilico aromético natural e com muitos derivados. O acido cindmico e seus derivados
estdo presentes em muitas espécies de plantas, quase sempre (>99%) na forma de isbmeros E
(trans), por ser mais estavel que a forma Z (cis) (HERRMANN e NAGEL, 1989; BADAWI et
al., 2022).

OH

Figura 1. Estrutura quimica do acido trans-cindmico

Muitos dos derivados deste acido (i.e. acido ferulico, curcumina, acido cafeico, acido p-
hidroxicinamico, &cido coumarico, acido clorogénico, entre outros) possuem efeitos
farmacoldgicos importantes como efeitos anti-inflamatério, anti-oxidante, anti-bacteriano e
anti-carcinogénico (CONTARDI et al., 2021; RUWIZHI e ADERIBIGBE, 2020). Contudo, 0

efeito do TCA na EMT no contexto da fibrose ainda ndo é conhecido na literatura cientifica.
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4 METODOLOGIA

4.1 Células

Foram utilizadas células da linhagem epitelial alveolar humana A549 cultivadas em
Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) com suplementa¢do de 10% de soro bovino
fetal, 2 uM L-glutamina e 40 pg/mL de penicilina e condicionadas em estufa a 37 °C e 5% COx.

4.2  Ensaio de viabilidade celular

A viabilidade das células em exposicdo ao acido trans-cinamico foi quantificada pelo
ensaio de MTT. Células foram semeadas em microplacas de 96 pogos (1x10* células/pogo) e
mantidas durante a noite em estufa. Posteriormente, as células foram expostas a diferentes
concentragdes de acido trans-cinamico (TCA 0,1; 1; 3; 10; 30 uM). Celulas do grupo controle
foram mantidas apenas ao meio DMEM, ao veiculo dimetilsulféxido (DMSO) ou a uma solugédo
de Tween 3% em DMEM. Apos 24h de exposicdo, sobre as células foi acrescentado 22,5
puL/poco de MTT (brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolio) diluido em 5
mg/mL de tampao fosfato-salino (PBS) e mantidas por mais 4h em incubacdo na estufa. Apos
esta etapa, foi adicionado 150 puL de DMSO para solubilizar os cristais de formazan produzidos,
sendo a quantificacdo da densidade Optica (A = 540 nm) realizada por meio de um
espectrofotdmetro de placas.

4.3  Ensaio de migracao celular

A motilidade das células em resposta a exposi¢do ao TCA foi mensurada pelo ensaio de
migracao horizontal (scratch-wound healing assay). Foram semeadas em placas de 24 pogos
(7x10* células/pogo) mantidas durante a noite em estufa. Apos este periodo, foi realizado um
risco na monocamada de células de cada poco com ponteira de 200 pl, sendo o meio de cultura
substituido por um novo. As células foram expostas a mitomicina C por 1 hora e entdo cada
poco foi lavado com PBS e tratados por TCA com ou sem o estimulo de TGF-f (10 ng/mL).
Foram feitas fotomicrografias de cada pogo nos tempos de O e 24 horas apds tratamento. Ao
final deste periodo, foi entdo mensurada a taxa de fechamento da area inicial do risco apos 24

horas utilizando o software Adobe® Photoshop®.

4.4  Avaliacdo da morfologia celular
O efeito do TCA sobre a transicao epitelial-mesenquimal (EMT) em células da linhagem

Ab549 foi avaliado inicialmente através da analise morfologica. As células foram cultivadas em
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laminulas circulares de 13 mm de didmetro e mantidas a 37°C e 5% de CO> por 24 horas. Ap6s
este periodo, as células foram tratadas com TCA (30 uM) com ou sem o estimulo de TGF-
(10 ng/mL) e mantidas por 24 h. Em seguidas, as células foram fixadas com metanol por 10
minutos e coradas com a solugdo de cristal violeta (cristal violeta 0,05% em etanol 20%) e

visualizadas em microscépio de luz.

45 Avaliagdo da producdo de constituinte de matriz extracelular por
imunofluorescéncia

As células (7x10* células/pogo) foram cultivadas em laminulas circulares de 13 mm de
didmetro em placas de 24 pocos e mantidas a 37°C e 2,5% de CO- por 24 horas. Ap6s este
periodo, as células foram expostas ao TCA com ou sem o estimulo de TGF-p (10 ng/mL) e
mantidas por mais 24 h. Posteriormente, o meio de cultura foi removido e as células lavadas 2
vezes com PBS gelado, fixadas com paraformaldeido 4% por 30 minutos. As células foram
incubadas com os anticorpos primarios para identificar fibronectina durante a noite. Apds este
periodo de incubacéo as células foram lavadas com PBS e foi adicionado anticorpo secundario
conjugado ao fluorocromo. Apds 1h as celulas foram lavadas com PBS e observadas em

microscopio de fluorescéncia.

46  Anélise estatistica

Todos os resultados foram expressos como média + erro padrdo da média (EPM) e
analisados estatisticamente com o a analise de variancia (ANOVA) one-way seguida de pos-
teste de Newman-Keuls. Os resultados serdo considerados significantes estatisticamente
quando p<0,05. Todos os resultados serdo analisados com auxilio do programa GraphPad

Prism® versdo 8.0.1.
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5 RESULTADOS

5.1 Citotoxidade do TCA

Inicialmente, com proposito de identificar um possivel efeito citotoxico do TCA sobre
as células epiteliais, células A549 foram incubadas com concentracdes de 0,1, 1, 3, 10 e 30 uM
TCA e aviabilidade celular mensurada pelo método MTT apds 24 horas. Como apresentado na
Figura 2, o TCA ndo exibiu efeitos citotoxicos significativos sobre as células epiteliais em
nenhuma das concentragcdes avaliadas em comparacdo com as células mantidas apenas em
DMEM (controle negativo) ou ao veiculo (DMSO) (Fig. 2).

1004

Viabilidade celular (%)

Veiculo 0,1 1 3 10 30 O]

Acido trans -cinamico ( pM)

Figura 2. Efeito do acido trans-cindmico na viabilidade célular de pneumdcitos da
linhagem A549 depois de 24 horas de exposicao. A linha tracejada representa o controle
negativo (células mantidas apenas em DMEM), o grupo veiculo representa DMSO
0,04% em DMEM, (-) representa Tween 3% em DMEM. Valores representados como

média * desvio padréo. Significancia estatistica ***P < 0,001.
5.2 Efeito do TCA na morfologia epitelial
Na andlise morfoldgica, as células epiteliais foram coradas com cristal violeta e

observadas em microscopio de luz. Apos 24 horas em cultivo, as células mantidas apenas em

meio DMEM exibiram um fenotipo cubdide, com uma morfologia poligonal e “cobblestone”
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caracteristica, tipicamente presente em células epiteliais (Fig. 3). A exposicdo ao TCA (30 uM)
n&o causou alteracdo nesta morfologia cubdide nas células epiteliais A549 (Fig. 3). No entanto,
apos 24 h sob estimulo com TGF-f (10 ng/mL) as células epiteliais exibiram uma drastica
mudanca em sua morfologia, alterando seu formato cubdide para um formato alongado e com
caracteristicas fibroblastdides (Fig. 3), o que indica as trocas associadas ao perfil EMT. Ja nos
grupos estimulados por TGF-f e tratados com TCA (30 uM) foi observado uma atenauagéo nas
mudancas induzidas pelo estimulo, de modo que, mesmo sob tratamento, as alteracdes na

morfologia das células A549 ndo foram na mesma intensidade comparadas aquelas induzidas

pelo TGF-B, indicando uma interferéncia do TCA em afetar as trocas morfoldgicas associadas
A EMT (Fig. 3).

Figura 3. Morfologia de células A549 coradas com cristal violeta e observadas sob microscopio
apos 24 horas de exposicdo a TCA (30 uM) e estimulo com TGF-f (10 ng/mL). As setas

indicam células com perfil morfoldgico poligonal tipica de células epiteliais.
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5.3  Efeito do TCA na expressao de fibronectina

A fibronectina é um importante componente de matriz extracelular produzido por
células mesenquimais durante etapas da cicatrizacao tecidual. Como apresentado pela Figura 4,
analises por imunofluorescéncia revelaram que células A549 exibem uma expressao basal de
fibronectina quando mantidas em meio DMEM (Fig. 4A). Esta expresséo basal de fibronectina
ndo foi alterada quando as células forma expostas ao TCA (30 uM) por 24 h. Entretanto, quando
as células epiteliais foram estimuladas por 24h com TGF-B (10 ng/mL) foi observado uma
significativa elevacéo na producdo de fibronectina, fenébmeno que foi suprmido pelo tratamento
com TCA (30 uM). A quantificacdo desta expresao de fibronectina por imunofluorescéncia fica
demonstrada na Figura 4B que mensura a intensidade de fluorescéncia média (IFM) das
fotomicrografias obtidas ap6s os experimentos. Nesta figura, fica evidente o efeito inibidor do

TCA sobre o contetdo defibronectina induzido pelo estimulo.

A)

N EY))

TGF-p + TCA (30 uM)
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Figura 4. (A) Imunomarcacao de fibronectina observada em microscopio de fluorescéncia apos
24 horas de tratamento com TCA (30 uM) e estimulo com TGF-f. A coloracéo verde representa
a imunomarcacao para fibronectina. A coloragdo azul representa a imunomarcacao para acidos
nucleicos (DAPI). (B) Quantificagdo da fluorescéncia da fibronectina apds 24 horas de
exposicdo ao TCA (30 uM). Valores representados como média * desvio padrdo. Significancia

estatistica +++p<0,001 e ***p< 0,001.

5.4  Efeito do TCA na migracao celular

A migracdo foi mensurada comparando as taxas de fechamento do ferimento na
monocamada de células A549 nos grupos com e sem estimulos por TCA. Houve diminuicdo
significativa nas taxas de migragédo nos grupos tratados por TCA nas concentracdes 1, 10 e 30
UM em relagdo ao grupo tratado apenas por TGF-f (10 ng/mL) (Fig. 5). Em relacéo ao grupo

controle (DMEM) nédo houve diferenca significativa com o grupo tratado apenas com TCA (30

UM).
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Figura 5. Migragdo das células A549 apos 24 horas de tratamento com TCA e estimulo com

TGF-B. O grafico representa a % de fechamento do risco no ensaio de migracdo horizontal.

Valores representados como média = desvio padrdo. Significancia estatistica em relacdo ao

grupo TGF-B representada por **p<0,01 e ***p<0,001. Significancia do grupo TGF-B em

relacdo ao grupo controle (DMEM) representada por +p<0,001.
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6 DISCUSSAO

No presente trabalho, foi avaliado de forma inédita o potencial do acido trans-cindmico
(TCA) em interferir com o processo de transicdo epitelial-mesenquimal (EMT) em células
A549 in vitro. Para tanto, foi verificado o efeito do TCA sobre a viabilidade das células, bem
como suas agdes sobre as alteragcBes morfologicas induzidas pelo estimulo TGF-B, sobre o
marcador molecular da producdo de ECM, a fibronectina e também sobre um parametro
funcional que foi a migracéo celular.

Inicialmente, com intuito de descartar acdes citotdxicas do TCA sobre as células A549,
decidimos avaliar os efeitos do TCA sobre a viabilidade de células epiteliais usando a técnica
do MTT. Utilizando o teste do MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolio) é possivel
avaliar a capacidade das desidrogenases mitocondriais de células vivas, uma vez que estas
enzimas converterem o substrato MTT em cristais de formazan que apresentam cor violeta. As
enzimas permanecem ativas somente em células vivas, portanto, a intensidade da cor violeta é
proporcional ao numero de células viaveis. Os resultados obtidos revelaram que, nas
concentracgdes utilizadas, o TCA ndo foi capaz de induzir efeitos citotoxicos nas células A549,

Em um estudo anterior, os autores demosntraram que o TCA possui efeitos citotoxicos
em células epiteliais somente quanto utilizado em concentragcdes maiores (de 0,9 a 2 mM)
(BINGYAN et al., 2016). Estas concentragdes estdo em uma ordem de grandeza de cerca de
1000 vezes superior as concentracdes utilizadas em nosso estudo, onde a concetracdo maxima
utilizada foi de 30 puM. Reforcando a auséncia de citotoxicidade do TCA em baixas
concentracdes, Badawi e colaboradores (2022), em seu estudo recente utilizando o TCA livre
ou encapsulado por nanoparticulas de PLGA (TCA-PLGA-NPs) demonstraram que o TCA
livre se mostrou menos citotoxico que as TCA-PLGA-NPs. Adicionalemnte, a auséncia de
toxicidade também foi constadada em modelos animais tratados in vivo. Assim, a partir destes
resultados podemos garantir em nosso estudo que os possiveis efeitos sobre as células epiteliais
ndo decorrem de efeitos do TCA sobre a vias associadas a morte celular.

Com a certeza da auséncia de efeitos citotoxicos das concentracGes do TCA, partimos
para avaliar os efeitos do TCA sobre a morfologia de células A549 submetidas a EMT induzida
por TGF-B. E amplamente conhecido que 0 TGF-B possui papel determinante na indugdo da
EMT por ativar distintos fatores de transcricdo capazes de regular a transdiferenciacdo do
epitélio (KIM et al., 2007). Assim, utilizando o modelo de inducdo da EMT por TGF-B, que ja
estad bem estabelecido na literatura cientifica, foi avaliado o efeito do TCA sobre os aspectos

morfoldgicos das células 24 h apos a estimulacdo da EMT. Utilizando a microscopia de luz
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constatou-se que o TGF-B foi capaz de induzir drasticas alteragdes nas células epiteliais
alterando o formato da célula para o perfil mesenquimal, e que, o tratamento com TCA foi
capaz de atenuar este processo.

Em varios estudos, moléculas envolvidas nas etapas da EMT sdo usadas como
marcadores fenotipicos do evento de transdiferenciacdo, provando a passagem de uma célula
de um perfil epitelial para um perfil mesenquimal. Neste cenario, a producdo de componentes
de ECM, tal como a fibronectina, mostra-se como um indicador da transformacao para o perfil
mesenquimal. Em nosso estudo, células A549 estimuladas com TGF-B, que passaram a
apresentar um perfil mesenquimal, passaram a exibir um aumento no contetdo de fibronectina
apos 24h de estimulo. Este fonémeno reforca a capacidade do TGF-p em induzir a EMT.

Diversos derivados do acido cinamico também foram reportados com detetores de
efeitos inibidores de EMT em estudos recentes. Por exemplo, o &cido ferulico que reverteu
parcialmente a EMT na fibrose pulmonar, diminuindo a expressdo da vimentina, proteina de
filamentos intermediarios e importante marcador mesenquimal na EMT, assim como de a-
SMA, importante marcador da fibrogénese (ALI, et al., 2021). Outro produto natural derivado
do acido cinamico, a curcumina, foi reportada como inibidora da EMT na fibrose hepatica,
diminuindo também a expressdo da vimentina e a-SMA, assim como inibindo producdo de
componentes de matriz, como o colageno tipo IV, em hepatdcitos (KONG et al., 2020). Outros
derivados como ester fenetil do acido cafeico, foram reportados como moduladores da EMT e
ja tiveram seus efeitos investigados no contexto do cancer, e exibiram capacidade de inibir o
fator de transcricdo Twist 2, que é um repressor da E-caderina em células neopléasicas do
pancreas (CHEN, et al., 2013).

Em nosso estudo, ao submeter as células A549 ao tratamento com TCA e, em seguida,
realizar a estimulagdo com TGF-B, constatamos que a producdo fibronectina foi
consideravelmente inibida pelo TCA na concentracdo de 30 uM. Este resultado reforca os dados
anteriores, onde verificamos que o TCA foi capaz de atenuar as alteracbes morfologicas do
epitélio induzida por TGF-p.

Os primeiros eventos na EMT sdo a reducdo de marcadores epiteliais, notavelmente a
E-caderina, proteina de juncBes aderentes responsavel por manter o contato célula-célula e a
aderencia do epitélio ao tecido subjacente (LI et al., 2016). A vimentina, um componente dos
filamentos intermediarios, € muito importante como marcador do estado mesenquimal na EMT
e também tem efeito regulador na E-caderina, impedindo a chegada desta proteina a membrana

plasmaética, onde teria sua a¢do na jungédo aderente (STONE et al., 2016). Tendo por base estas
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informacdes, estudos futuros se fazem necesséarios para confirmar se 0 TCA mostra-se capaz de
interferir na expressdo destes marcadores classicos de EMT.

Além das alteracGes na morfologia das células e na expressdo de marcadores
fenotipicos, a EMT também é marcada pelo ganho de capacidades tipicamente mesenquimais,
como 0 aumento da motilidade celular (PENG et al., 2022; ZHENG, 2019). Em sintonia com
estudos anteriores, nossos resultados também revelaram que 0 TGF- mostrou-se capaz de
induzir um aumento na resposta migratéria das células in vitro. Nossos resultados revelaram
que a migracdo aumentada das células A549 foi significativamente inibida pelo tratamento com
TCA.

Apesar do efeito do TCA sobre a EMT ndo ser bem conhecido, foi recentemente
reportado por Aquino e colaboradores (2021) que este composto tem um efeito cicatrizante pelo
aumento da migracdo em fibroblastos in vitro na concentracao de 30 uM. No mesmo estudo, 0
TCA ndo demonstrou citotoxicidade mesmo em concentrages consideravelmente mais altas
(300 uM). Além disso, em sintonia com nossos achados, um estudo prévio demonstrou que a
capacidade migratoria das células neoplasicas foi significativamente reduzida pelo TCA livre e
foi potencializada nas TCA-PLGA-NPs (BADAWI et al., 2022). Os autores atribuiram este
efeito ao tamanho das nanoparticulas, que teriam melhorado a solubilidade e a absor¢éo celular
do composto. Em modelos in vivo as TCA-PLGA-NPs aumentaram a presenga de E-caderina
em tumores solidos e inibiram a producdo de N-caderina, indicando um potencial inibitério da
EMT.

Os resultados do presente trabalho sdo inéditos na literatura cientifica, porém a maioria
dos marcadores da EMT ndo s&o produzidos exclusivamente por um tipo celular e nem
exclusivamente na EMT. Por isso, ¢ ideal que se considere uma variedade de marcadores para
avaliar a EMT (LI et al., 2016). Este trabalho foi limitado neste aspecto, sendo necessaria a

realizacdo de mais estudos para confirmar os efeitos do TCA sobre a EMT de células alveolares.
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7 CONCLUSAO

Este trabalho apresentou resultados inéditos do efeito do TCA em marcadores da EMT
em células do epitélio alveolar que indicam que o TCA possui baixa citotoxicidade no epitélio
alveolar, uma capacidade de atenuar as alteracbes morfoldgicas associados ao perfil
mesenquimal, e um efeito inibitorio na producédo da fibronectina e na capacidade migratoria de
ceélulas alveolares em EMT.

Contudo, a quantidade de marcadores analisados foi limitada e mais estudos sdo
necessarios para conhecer os efeitos do TCA na EMT no contexto da fibrose, utilizando
marcadores moleculares como E-caderina e vimentina, e marcadores de producdo de ECM,
como colageno e laminina, além de identificar as vias de sinalizacdo envolvidas para sustentar

que o TCA é um inibidor de processos relacionados a EMT.
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