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RESUMO

Os fibroblastos sdo amplamente reconhecidos pelo seu papel crucial na deposicao e
remodelacdo da matriz extracelular (MEC). No entanto, a ativacdo desregulada dos
fibroblastos resulta no acimulo excessivo de MEC, fendmeno diretamente associado
ao desenvolvimento de doencas fibréticas, como a cirrose hepatica e doenca
pulmonar obstrutiva crénica (DPOC). Dentre os fatores envolvidos na formacéo do
ambiente fibrético, o fator de crescimento transformador beta-1 (TGF-f1)
desempenha um papel central na migracdo e diferenciacdo de fibroblastos em
condicdes patoldgicas. Nesse contexto, a busca por compostos capazes de modular
a ativacdo de fibroblastos representa uma estratégia promissora para o0
desenvolvimento de terapias eficazes. Com base no fato de que produtos de origem
natural podem conter substadncias com potencial terapéutico para condi¢Oes
fibrogénicas, este estudo teve como objetivo investigar o efeito de um derivado do
acido hidroxicinamico sobre ativacdo de fibroblasto. Selecionamos o cinamato de
metila (CM) devido as suas propriedades anti-inflamatérias e antioxidantes. Para
tanto, utilizamos fibroblastos de camundongos da linhagem L929 mantidos em meio
de cultivo DMEM, submetidas ao tratamento com distintas concentragbes de CM e
estimuladas com TGF-B1. Nossos achados demonstram que o CM foi capaz de
atenuar a ativacao de fibroblastos estimulados com TGF-B1, levando a reducao da
migracéao celular e da producéo de proteinas de matriz extracelular, sem comprometer
a viabilidade celular. Mecanicamente, o CM inibiu a transloca¢do nuclear de Smad3
fosforilada (p-Smad3), um fator de transcri¢éo critico para via de sinalizacdo do TGF-
B1. Assim, o CM apresentou efeitos significativos na inibicdo de fendémenos
associados ao estado fibrogénico tecidual, o que potencialmente o coloca como um

candidato promissor para o tratamento de fibroses.

Palavras-chaves: fibroblastos, fibrose, TGF- 1, acido hidroxicindmico, cinamato de

metila.



ABSTRACT

Fibroblasts are widely recognised for their crucial role in the deposition and remodelling
of the extracellular matrix (ECM). However, deregulated activation of fibroblasts results
in excessive accumulation of ECM, a phenomenon directly associated with the
development of fibrotic diseases such as liver cirrhosis and Chronic obstructive
pulmonar disease (COPD). Among the factors involved in the formation of the fibrotic
environment, transforming growth factor beta-1 (TGF-B1) plays a central role in the
migration and differentiation of fibroblasts under pathological conditions. In this
context, the search for compounds capable of modulating fibroblast activation
represents a promising strategy for developing effective therapies. Based on the fact
that products of natural origin may contain substances with therapeutic potential for
fibrogenic conditions, this study aimed to investigate the effect of a hydroxycinnamic
acid derivative on fibroblast activation. We selected methyl cinnamate (MC) because
of its anti-inflammatory and antioxidant properties. To this end, we used mouse
fibroblasts of the L929 strain maintained in DMEM culture medium, subjected to
treatment with different concentrations of CM and stimulated with TGF-B1. Our findings
show that CM was able to attenuate the activation of fibroblasts stimulated with TGF-
B1, leading to a reduction in cell migration and the production of extracellular matrix
proteins, without compromising cell viability. Mechanically, CM inhibited the nuclear
translocation of phosphorylated Smad3 (p-Smad3), a transcription factor critical to the
TGF-B1 signalling pathway. Thus, CM showed significant effects in inhibiting
phenomena associated with the tissue fibrogenic state, which potentially places it as a

promising candidate for the treatment of fibrosis.

Keywords: fibroblasts, fibrosis, TGF- 3, hydroxycinnamic acid, methyl cinnamate.
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1. INTRODUGCAO

Os fibroblastos séo células de aspecto alongado com um nucleo oval e
achatado, encontrados nos espacos intersticiais dos 6rgdos. Essas células sao as
principais responsaveis pela producdo e manutencao de todo o arcabouco da matriz
extracelular (MEC) nos tecidos, e desempenham papéis importantes na determinacao
do fendtipo e funcdo de outras células teciduais (Kendall; Bostwick, 2014). Nesse
contexto, os fibroblastos contribuem para as respostas a leséo tecidual nas fases de
iniciacao e resolugéo (Gharbia, et al., 2023).

Geralmente, fibroblastos sdo encontrados em um estado de dorméncia, sendo
chamados de fibrocitos, mas podem ser ativados por multiplos fatores como dano
tecidual, citocinas e fatores de crescimento (Shi, et al.,, 2011). Em resposta, 0s
fibroblastos adquirem um fenotipo mais alongado, proliferativo e aumento da
capacidade migratoria. O aumento da capacidade migratéria esta associado a
expressao de a-SMA, proteina do citoesqueleto usualmente encontrada no masculo
liso, que deixa os fibroblastos (agora miofibroblastos) com um caréater contractil e
migratorio (Pakshir, et al., 2021).

A matriz extracelular € uma estrutura complexa e dinamica encontrada na
grande maioria dos tecidos capaz de fornecer nutricdo e sustentacdo, formada
principalmente por proteinas fibrosas e estruturais , tais como o colageno, fibronectina,
laminina, proteoglicanos e glicosaminoglicanos (GAG) (Dzobo; Dandara, 2023). Além
disso, os componentes formadores da MEC também influenciam o comportamento
das células, desempenhando um papel chave em processos celulares essenciais
como na migracao, proliferacéo e captacao de nutrientes (e.g., metabdlitos, oxigénio
e outros ions) e na leséo tecidual (Saraswathibhatla; Indana; Chaudhuri, 2023). Nos
casos em que ocorre uma desestruturacao da MEC, os fibroblastos sao as principais
células sentinelas responsaveis pelo reparo (Plikus, et al., 2021).

Os fibroblastos séo células extremamente dindmicas e participam ativamente
do reparo, desde a sua fase inflamatoria até a fase de remodelamento. Ainda sobre o
reparo, os fibroblastos respondem a diversos estimulos, como citocinas pro-
inflamato6rias como o TNF-a e a fatores de crescimento, sendo o TGF-1 a principal
citocina. O TGF-B1 é uma citocina de acédo pleiotropica e sobre fibroblastos exerce

influéncia na sua diferenciacdo em miofibroblastos, bem como no aumento da
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migracao de deposicao de proteinas de matriz (Dong, et al., 2016; Cheng, et al., 2022).
Importante salientar que a sinalizacdo dos fibroblastos deve ser feita de forma
coordenada e que disturbios na sinalizacdo podem levar ao desenvolvimento de
patologias associadas a acdo aberrante de fibroblastos, como o cancer e a fibrose
tecidual (Zielins, et al., 2015; Karin; Clevers, 2016). A fibrose € um termo referente aos
vérios tipos de doencas que envolvem uma inflamacé&o crbnica, microambiente pro
oxidativo e a alta deposicdo de matriz, podendo afetar 6rgdos como pulmao, rins,
figado e coracao, sendo esses fatores associados principalmente a grande presenca
do TGF-B1 (Friedman, et al., 2013).

A manifestacdo da fibrose pode acontecer nos mais diversos 6rgéaos. A fibrose
pulmonar idiopatica (FPI) por exemplo, é a forma mais comum de doenca intersticial
gue estd associada a lesdes no tecido pulmonar devido a fatores como estresse
ambiental ou poluicdo (Tomos, et al., 2021) e inalacdo excessiva de particulas pré —
fibrogénicas como a silica ou uso crénico de cigarro (Samara, et al., 2011; Koga, et
al., 2021). Em doengas pulmonares cronicas, incluindo asma, doenga pulmonar
obstrutiva crénica (DPOC) e fibrose pulmonar idiopatica ha alteracdes no numero e
no fenétipo dos fibroblastos (Ark; Cao; Li, 2018). Essas mudancas desempenham um
papel critico na perda da arquitetura e funcdo normal do tecido associada a essas
doencas (Friedman et al, 2013).

Outros tipos de fibrose como a renal e hepatica estdo mais relacionadas com
uma variedade de estimulos crénicos como doencas autoimunes e doencas
metabolicas (Elpeck, 2014) ou em decorréncia de outras patologias, como a diabetes
do tipo Il que, pelo excesso de glicose sanguinea, pode comprometer o microambiente
dos rins e favorecer o desenvolvimento da fibrose renal (Kim, et al.,, 2017,
D’Alessandro, et al., 2022). A intersecao entre os mais diversos tipos de fibrose é que
nao se tem nenhum farmaco capaz de reduzir ou até mesmo inibir a progressao
fibrogénica (Sheng, et al., 2016). Além disso, os fibroblastos desempenham papel
chave nessa patologia devido ao seu papel canénico na producédo da MEC.

Embora um consideravel esforco de pesquisa tenha se concentrado na
modulacdo da funcado leucocitaria e da inflamacéo, relativamente poucos estudos
investigaram os efeitos de terapias existentes ou novas na funcdo dos fibroblastos.
Neste sentido, uma melhor compreensao de compostos que possam modular a fungéo
dos fibroblastos pode destacar caminhos especificos para patologias de doencas,

dando origem a terapéuticas direcionadas.
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Nesse sentido, é importante destacar o papel fundamental dos produtos
naturais na descoberta de novos farmacos. Moléculas obtidas de fontes naturais tém-
se mostrado de extrema importancia devido aos mais variados efeitos, incluindo
capacidade anti-inflamatoria, antioxidante e antimicrobiana (Taguchi, et al., 2015; Ali,
etal., 2021). Outro fator que deve ser apontado € que os produtos naturais se mostram
uma excelente fonte de obtencéo de farmacos, principalmente devido a abrangente
diversidade quimica encontrada in natura junto da sua capacidade moduladora nas
funcdes biomoleculares (Hong, 2011). Dentre os produtos naturais, os metabolitos
secundéarios sdo os mais utilizados devido a sua grande presenca em plantas e
microrganismos. Dentre eles, os compostos fenolicos merecem destaque devido ao
amplo espectro de aplicacdes, principalmente terapéuticas e sdo encontrados
principalmente em frutas e cereais (Olas, et al., 2018).

Nos ultimos anos, diversos estudos tém sido mostrados para evidenciar 0s
potenciais efeitos dos compostos fendlicos, em especial o cinamato de metila. O
cinamato de metila (CM) € um éster metilico natural derivado do &cido hidroxicinamico,
encontrado principalmente em frutas e cereais (Nunes, et al., 2017), detentor de varias
atuacdes biolégicas e de interesse farmacoldgico, tais como sua capacidade
antimicrobiana (Chen et al., 2012), antiespasmddica (Lima et al., 2014) e anti-
inflamatoria (Murakami et al., 2018) embora seu papel sobre fibroblastos seja pouco
descrito. Portanto, o objetivo deste trabalho foi investigar os possiveis efeitos do

cinamato de metila sobre a ativacéo de fibroblastos.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito in vitro do cinamato de metila sobre
fibroblastos murinos da linhagem L929.

2.2 Objetivos especificos

De modo especifico, este trabalho buscou avaliar:

1. O efeito do cinamato de metila sobre a viabilidade de fibroblastos;

2. O efeito do cinamato de metila sobre a producdo de proteinas de matiz
extracelular;

3. O efeito do cinamato de metila sobre a migracéo de fibroblastos;

4. A acao do cinamato de metila na ativagéo da via SMADS3 estimulada por TGF-

B1 em fibroblastos.
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3. REFERENCIAL TEORICO
3.1. Fibroblastos

Os fibroblastos sdo células mesenquimais abundantes no tecido conjuntivo,
caracterizadas por seu nucleo ovoide e formato alongado e fusiforme, sendo
encontrados principalmente no tecido conjutivo em um estado de quiescéncia na
forma de fibrético, um tipo celular com citoplasma pequeno, poucos ribossomos e
cromatina condensada, sendo este um reflexo do seu estado de dorméncia (Lendhal;
Muhl; Betsholtz, 2022) e sdo vastamente heterogéneos, se diferenciando de acordo
com o tecido em que estéo presentes (Younesi,et al., 2024). Essas células apesar de
quiescentes podem ser ativadas por multiplos estimulos como fatores de crescimento
ou em resposta ao dano tecidual, aumentando seu metabolismo junto da sua taxa de
proliferacéo e capacidade migratoria (Shaw; Rognoni, 2020), iniciando o processo de
producdo e expressdo de proteinas associadas aos fibroblastos ativados (Linthout;
Miteva; Tschope, 2014).

Apesar de serem células abundantes, a identificacdo tecidual dos fibroblastos
é dificil, principalmente devido a heterogeneidade de sua populagéo celular, que varia
conforme o tecido e o 6rgdo em que estdo presentes. Devido a sua notavel
plasticidade, o perfil fenotipico e comportamental dos fibroblastos pode sofrer
mudancas significativas, seja em condi¢des fisiologicas de homeostase ou em
resposta a estimulos regulatérios em doengas como cancer e fibrose tecidual (Miki;
Manresa, 2023). A grande diversidade entre os fibroblastos ainda estd sendo
identificada por sequenciamento de RNA de célula unica (single-cell RNA-seq),
embora haja um consenso de que, em geral, os fibroblastos expressam colageno | e
o receptor alfa do fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGFRa), além de
outros marcadores, como vimentina e a proteina especifica de fibroblastos (FSP,
Fibroblast Specific Protein) (Dulbecco et al.1983; Strutz et al., 1995; Kissleva et al.,
2012; Yao et al., 2022).

Os fibroblastos séo responsaveis pela producéo, deposi¢cao e manutencéo de
componentes da matriz extracelular (MEC) como colageno | e glicoproteinas como a
fibronectina e laminina. Participam ativamente da cicatrizacdo de feridas, sendo

responsaveis pelo remodelamento do estroma tecidual por meio da secrecdo de
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metaloproteinases (MMPSs) e de forma concomitante participam ativamente nas fases
da cicatrizacdo como a fase inflamatoria, proliferativa e de remodelamento, sendo seu
papel crucial na contracdo de feridas e remodelamento da MEC, junto da resposta
imune e diferenciacdo de outros tipos celulares (Park; Foster; Longaker, 2018; Cialdai;
Risaliti; Monici, 2021). Apesar da sua associagdo canodnica na manutencdo do
arcabouco da MEC, os fibroblastos também detém uma funcdo chave em outros
fenbmenos que compreendem a homeostase, como o fornecimento do nicho ideal
para outras células, como a garantia do batimento cardiaco por meio da formacéo de
juncBes com Varios tipos de células que compdem o microambiente cardiaco e que
na sua auséncia leva a complicagcfes patologicas, como o infarto do miocéardio e a
fibrose cardiaca (Camelliti, et al., 2004; Baudino et al., 2006; Harrington, 2024).

Fibroblastos também servem como uma célula norteadora para outros tipos de
células mesenquimais especializadas como osteoblastos e adipécitos (Figura 1), isso
porque fibroblastos ndo séo células totalmente diferenciadas e detém a capacidade
de serem ativados e diferenciados em outros sub tipos de células semelhante a
fibroblastos, sendo o miofibroblastos o tipo mais frequente (Kendall; Bostwick, 2014).
A diferenciacdo de fibroblastos em miofibroblastos acontece principalmente em
situacdes de estresse, ocorrendo principalmente na cicatrizagéo (por conta da sua alta
contractilidade) ou na fibrose tecidual, sendo recrutados em funcéo de varias vias de
sinalizacao incluindo o fator trasnformante do tipo beta ( TGF-), fator de crescimento
derivado de plaquetas (PDGF) e por citocinas pré-inflamatérias tais como fator de
necrose tumoral do tipo a (TNF-a) e algumas interleucinas como IL-1 e IL-6 (Kendall;
Bostwick, 2014; Plikus et al., 2021; Tai, et al., 2021).
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Figura 1. Plasticidade de fibroblastos.

Fibroblastos Quiescente

_ MEC
|
/ — Fibroblasto Ativado

/ § i N

Pericito

//‘/ / / | \\\. o
CTPi >
H. B EC
TH))
S

Adipécito  Condrécito

~ - i
TN
N

Fibrécitos quando ativados tornam-se fibroblastos. Fibroblastos ativados por
fatores sdo transdiferenciados em outros tipos celulares como pericito, célula

endotelial, condrotico e adipdcito. Fonte: Adaptado de Kalluri (2016).

3.2 Matriz extracelular (MEC)

Uma das principais formas de manter a homeostase tecidual € producédo e
manutencdo da matriz extracelular e uma das principais funcdes dos fibroblastos € a
manutencdo dessa matriz. A MEC é uma estrutura tridimensional formada por
macromoléculas essencial para a sobrevivéncia celular por desempenhar um papel
essencial no suporte de tecidos e exercer influéncia em processos bioquimicos,
biomecanicos e nas atividades celulares como proliferacdo, migracdo e apoptose,
favorecendo a homeostase dos diferentes tecidos (Hynes, 2009; Faria, et al., 2024).

A estrutura da MEC além de influenciar na homeostasia do tecido, também
exerce influéncia na sua funcdo. Por exemplo, a MEC do tecido 0sseo é densa por
conta da deposicdo de minerais e alta presenca de fibras de colageno, ja a MEC
sanguinea € constituida pelo plasma e mantém as células em suspensao (Poole;
Guidolin, 2021), enquanto a do cérebro é escassa no que se refere a fibras, mas rica
em acido hialuronico e proteoglicanos (Kaushik, et al., 2021).

Importante salientar que a MEC é uma estrutura altamente dindmica composta

principalmente por proteinas fibrosas como o colageno, elastina, fibronectina e
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laminina (Figura 2). Além disso, enquanto as proteinas fibrosas conferem as
propriedades mecéanicas da MEC, o espaco entre elas € preenchido por proteinas
estruturais chamadas de proteoglicanos e glicosaminoglicanos (GAGSs), que
desempenham um papel fundamental na capacidade de suportar forcas compressivas
(Frantz; Stewart; Weaver, 2010; Faria, et al., 2024) e por conta do seu alto dinamismo
sofre modificagbes de remodelamento associados a um estado fisiologico ou

patoldgico, como no cancer e fibrose tecidual (Faria, et al., 2024).

Figura 2. Principais constituintes da matriz extracelular.
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Os principais componentes formadores da matriz extracelular e a interagao

célula-matriz. Fonte: adaptado de Poole; Guidolin (2021).

3.3 Reparo Tecidual e Fibrose

O reparo tecidual € um processo organizado que utiliza vias de sinalizacao
especificas para a ativacdo de células presentes no microambiente lesionado e para
o recrutamento de outras células do sistema imune. Durante uma lesdo, uma série de
eventos celulares sao deflagrados em prol de restaurar a homeostase tecidual e sao
divididas em trés fases: inflamatodria, proliferativa e remodelamento. Cada uma das

trés fases sofre uma fina regulacao de citocinas e fatores de crescimento, facilitando
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a ativacdo e recrutamento de diversas células como fibroblastos, neutrofilos,
macrofagos e mastécitos.

Os fibroblastos ganham destaque em funcéo do seu papel canénico durante a
producdo da MEC. Seu papel se estende durante as trés fases, uma vez que ja na
fase inflamatéria é capaz de secretar citocinas pro inflamatorias e quimiocinas. Os
macréfagos residentes em decorréncia da lesdo secretam TGF-B1, que por
consequéncia ativam os fibroblastos de forma paréacrina e inicia o processo de adeséao,
producdo e deposicdo de proteinas associadas a MEC, além de também mediar o
balanco entre MMPs e proteinas inibidoras de MMP (TIMP) (Visse; Nagase, 2003;
Ueshima, et al., 2019). Ainda durante o reparo, apds a producdo da MEC, células
como fibroblastos, miofibroblastos e células endoteliais iniciam o processo de
apoptose, mecanismo este que impede patologias como a fibrose (Darby, et al., 2014).

Embora os tecidos tenham uma fina regulagdo durante o reparo tecidual, a
ativacdo aberrante de fibroblastos pode ocorre devido a desregulagcédo nas vias de
sinalizacao provenientes de lesGes constantes ou de forma idiopatica. Varios tipos de
fibroses como a pulmonar, cardiaca e renal os fibroblastos sdo as células chave na
progressédo da patogénese. A fibrose € um processo patoldgico associado ao reparo
tecidual desordenado, inflamacéo cronica e principalmente a produgéo excessiva de
MEC, levando a faléncia progressiva do érgdo (Vasse, et al., 2021) e vérias doencas
podem deflagrar o processo fibrético como a como cirrose hepatica, doenca renal
cronica e fibrose pulmonar idiopética (Zhao, et al., 2022), podendo ter varias causas
a depender do tecido afetado. A fibrose pulmonar idiopatica (FPI) por exemplo pode
ser deflagrada por fatores ambientais devido a exposicao a diversas particulas que
guando acumuladas deflagram respostas pré-fibrogénicas como o asbesto
(asbestose), silica (silicose) e carvdo (Pneumoconiose), além do uso cronico de
cigarro ou causas genéticas (Oh; Murray; Molfino, 2012; Hoy; Chambers, 2020).

Outros tipos de fibrose como a hepatica, renal e cardiaca ocorrem em resposta
ao dano e ao estresse prolongado. A fibrose hepatica pode ser causada devido ao
uso cronico de alcool ou infecgdo por Schistosoma mansoni (; Andrade, 2009; Baglieri;
Brenner; Kisseleya, 2019), enquanto a renal pode ocorre em consequéncia de outros
fatores também proé-fibréticos, podendo ser inflamatoério (e.g., pielonefrite), obstrucéo
renal (e.g., pedra nos rins) e metabdlica (e.g., nefropatia diabética) (Meran; Steadman,
2011). A fibrose cardiaca por sua vez ocorre em decorréncia do estresse excessivo

sobre o musculo cardiaco como a leséo isquémica e o aumento da pressao sanguinea
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(Kurose, 2021). Apesar da progressao fibrética ter um inicio diferente nos diversos
tecidos, a intersecdo entre elas é a alta presenca de fibroblastos, miofibroblastos e
TGF-B1. Estudos utilizando imunohistoquimica (IHC) apontam que a citocina mais
presentes nesses tecidos fibroticos é o TGF-B1. O TGF-B1 € uma citocina de acao
pleiotrépica, que atua sobre diversos alvos celulares, incluindo os fibroblastos
(Broekelmann, et al., 1991).

Ainda sobre o TGF-B1 na progressado fibrética, esta citocina induz a
diferenciacéo de fibroblastos em miofibroblastos e tem sido extensamente estudada
no contexto da fibrose (Wei; Nguyen; Brenner, 2021). O TGF-31 deflagra seus efeitos
a partir da sua interacdo com o receptor de TGF (TGFBR), regulando as mudancas
gendmicas pela superfamilida de SMADs, de forma que apés a fosforilagcdo das
SMAD2 e SMADS3, estas formam um complexo heterotrimérico com a SMAD4,
translocando para o ndcleo e regulando genes pro-fibréticos (Lee; Massagué, 2022).
Os efeitos do TGF-B1 culminam ndo s6 na deposi¢cdo desordenada de proteinas
associadas a MEC, mas também na diferenciacéo de fibroblastos em miofibroblastos,
estas que sao células mais contracteis em decorréncia da alta expressao de a-SMA e
leva a perda do 6rgéo afetado (Deng, et al., 2024).

Os miofibroblastos sao células frequentemente encontradas em tecidos como
a pele, figado e pulméo, além de ter uma vasta fonte de células capazes de aumentar
o arsenal de miofibroblastos no sitio fibrético (Ye; Hu, 2021). Além dos fibroblastos,
outras células como pericito, células endoteliais e células epiteliais servem como

possiveis fontes de miofibroblastos (Kendal; Bosteick, 2014).
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Figura 3. Miofibroblastos e suas possiveis origens.
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Os miofibroblastos podem se diferenciar através de varias células precursoras. Fonte:
adaptado de Kendal; Bosteick (2014).

Apesar dos inimeros estudos sobre a fibrose, ainda ndo se tem um tratamento
efetivo para esta patologia. No geral, o tratamento em alguns casos se restringe ao
uso de farmacos sintéticos, como a pirfenidona e nintedanib para o tratamento da
fibrose pulmonar, mas no geral ndo se tem farmacos que tratem a fibrose (Wang, et
al., 2021).

3.4 Produtos Naturais

Os produtos naturais séo utilizados como fontes de alimento e medicamentos
desde os primoérdios das civilizagbes humanas (Ansari, et al.,2023). Registros
apontam que no Egito antigo utilizavam 0leos provenientes de plantas que nos dias
de hoje ainda séao utilizadas para o tratamento de tosse, resfriado e inflamacéo (Cragg,
2005) No inicio dos anos 2000, entre 2005 e 2007, cerca de 13 farmacos baseados
em produtos naturais foram aprovados no mundo, sendo desses cinco classificados
como produtos naturais (Butler, 2008). Além disso, os produtos naturais representam
uma vantagem na descoberta e desenvolvimento de novos farmacos, representando
novidades quimicas quando comparados com outras fontes, sendo 0s principais

candidatos para alvos complexos (Calixto, 2019).
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Atualmente, os componentes naturais como metabdlitos secundarios de
plantas ou derivados de microorganismos tem sido amplamente investigados e
utilizados como novos farmacos na terapéutica de varias patologias (Chopra; Dhingra,
2021). Fungos, microorganismos e plantas sdo fontes extremamente relevantes na
descoberta e desenvolvimento de novos farmacos, principalmente pela producéo de
metabdlitos secundarios. Metabdlitos secundarios sdo componentes nao essenciais
para 0s organismos que produzem e que ndo afetam o seu crescimento, reproducao
e desenvolvimento (Dias; Urban; Roessner, 2012). Geralmente, os metabdlitos
secundarios sdo os “produtos naturais” propriamente dito, isto porque a sua
biossintese e aplicacdo € ilimitada. As principais rotas de producdo desses
metabdlitos incluem a degradacdo de produtos intermediarios, tais como: acetil
coenzima A, rota do acido chiquimico e acido mevaldnico (Dias; Urban; Roessner,
2012; Dewick,2002), além do que o arsenal de produtos naturais possui grupos
farmacoforicos de extrema relevancia, o que auxilia no desenvolvimento de farmacos
sintéticos (Rodrigues, et al., 2016).

Os produtos naturais também detém caracteristicas relevantes no processo de
descobertas de novos farmacos. Globalmente, um grande corpo de evidéncias tem
sido mostrados utilizando a bioinformatica e sendo capazes de demonstrar aspectos
importantes de produtos naturais relacionados aos ensaios clinicos translacionais e
aplicacdes de uma gama de produtos naturais bioativos (Singla, et al.,2023 ), servindo
com uma valiosa fonte relacionada descoberta terapéutica de farmacos, suplementos
ou nutracéuticos (Capo, et al., 2021; Dai et al., 2021) e dentre os produtos derivados
de plantas com propriedades terapéuticas destaca-se principalmente compostos
fendlicos, flavonoides e as quinonas (Taguchi, et al., 2015).

3.5 Cinamato de metila

Dentre os produtos de origem natural, os compostos fendlicos sado dotados de
propriedades farmacologicas importantes. A classe de compostos fendlicos é
sintetizada principalmente pela rota do acido chiquimico, uma rota metabdlica
importante para as plantas, mas também para fungos e algas. Dentre os compostos

fendlicos, os derivados do acido hidroxicinamico tém sido explorados devido a sua
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miriade de aplicacbes como na indUstria durante a producao de cosméticos, produtos
farmacéuticos e nutracéuticos (Ou, et al., 2004;Yong; ; Taofiq, etal., 2017;et al., 2021).
Os derivados do hidroxicinamico sdo uma classe de compostos que detém nove
atomos de carbono e estruturalmente sdo formados por pelo menos um anel
aromatico, tendo a fenilalanina e tirosina como moléculas precursoras (Dulce, et al.,
2016; Contardi, et al., 2021).

O Cinamato de Metila (CM) é um éster metilico derivado do &cido
hidroxicinamico e vem sido descrito como uma molécula detentora de varios efeitos
farmacol6gicos como atividade larvicida, anti-inflamatéria, antiespasmadica,
gastroprotetora e inibidor da adipogénese in vitro (Chen, et al., 2012; Lima, et al., 2014;
Fujiwara, et al, 2017; Murakami, et al., 2018; Lilin, et al., 2023; Fu, et al., 2024). Na
classe desse composto também existem outras moléculas como os acidos ferulico, p-

cumarico, caféico e galico (Saavedra, et al., 2015; Aquino, et al., 2021).

Figura 4. Estrutura quimica do cinamato de metila
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Imagem ilustrativa a respeito da estrutura quimica do éster metilico cinamato de
metila. Fonte: adaptado de Aquino, et al. (2021).

O CM é encontrado de forma abundante em frutas como o0 morango e a amora,
em cereais e plantas como a canela (Cinnamomum), manjericdo (Ocimum basilicum)
e nos Oleos essenciais como em plantas do género Alpinia (Fink, et al., 2004,
Ballabeni, et al., 2009; Park, et al., 2020). O CM também é uma substancia utilizada
na industria como flavorizante, podendo ser encontrado em cosméticos, perfumes e
outros produtos relacionados a higiene pessoal (Bhatia, et al., 2007), sendo também
utilizado no controle de pragas visto a sua acao inibitéria sob receptores tirosina-

quinase em fungos e a eliminacédo de radicais livres (Prakash, et al., 2011).
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Embora haja uma gama de aplicagbes do CM, seus potenciais efeitos sobre a
ativacdo de fibroblastos ndo s&o bem esclarecidos. Desta forma, visto suas
capacidades farmacoldgicas, neste trabalho objetivamos em avaliar os potenciais

efeitos do cinamato de metila in vitro sob a ativacao de fibroblastos.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Reagentes e solugdes

Os seguintes reagentes foram adquiridos na Sigma (St. Louis, MO, EUA):
Cinamato de Metila (PubChem CID: 637520, 298%, CM), dimetilsufoxido (DMSO),
solugédo salina tamponada com fosfato (PBS), Dulbecco’s modified Eagle Medium
(DMEM) e tripsina-EDTA. Soro bovino fetal (SBF), penicilina, estreptomicina e L-
glutamina foram adquiridas da Invitrogen (Carlsbad, CA, EUA). O TGF-B1
recombinante foi adquirido na Peprotech (peprotech, St.Louis, USA).Os anticorpos
anti-fibronectina e anti-laminina foram adquiridos na Novotec (St. Martin, LaGerene,
Franca), anticorpo anti-fosfo-Smad3 (p-Smad3) foi adquirido na Boster Biological
Technology (Pleasanton, CA, EUA) e o isotiocianato de fluoresceina (FITC) foi
adquirido através da Santa Cruz Biotechnology (CA, EUA). O cinamato de metila foi

diluido em uma solucdo de PBS contendo DMSO 1%.

4.2 Cultura Celular

A linhagem de fibroblastos murino L929 foi obtida pelo Banco de Células do Rio
de Janeiro (BCRJ), cultivadas em garrafas T75 (Greiner), mantidas com meio DMEM
e suplementada com 10% de SBF, L-glutamina (2mM), Penicilina e Estreptomicina (2
U/mL). As células foram mantidas em uma atmosfera 37° a 5% de CO2. Todos 0s
ensaios desenvolvidos neste trabalho foram feitos na presenca do Soro Bovino Fetal

(SBF).

4.3 Ensaio De Viabilidade

A fim de caracterizar os possiveis efeitos do cinamato de metila sob a
viabilidade das células L929 foi feito inicialmente o ensaio de viabilidade colorimétrico
utilizando o MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-difeniltetrazdlio) como descrito por
Mosmann (1983). Este ensaio baseia-se na atividade mitocondrial em que ocorre a
reducdo do sal de MTT em cristais de formazan. Inicialmente, as células (7x10%) foram
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semeadas em placas de 96 pocos e deixadas em estufa de CO2 por 24h. Em seguida,
as células foram expostas a diferentes concentra¢des do cinamato de metila (0.1, 1 e
10 pM), meio de cultura (controle) ou DMSO (veiculo), e mantidas por mais 24h em
estufa. Apds o tratamento, foi adicionado 23 pl/poco de MTT (5 mg/mL), seguido por
um periodo de incubacédo por 4h. ApGs este periodo, o sobrenadante foi removido e
adicionado DMSO (150 pL/poco) para a solubilizacéo dos cristais de formazan por
15min, para entdo realizar a leitura da absorbancia. A mensuracéao foi feita utilizando
espectrofotometro de microplacas (Celer Biotecnologia S.A.), e a densidade Optica
(DO) foi medida a 540 nm. A viabilidade foi estimada a partir da formula: (absorbéancia
de células tratadas/absorbancia de células ndo tratadas) x 100%.

4.4 Avaliacado da producdo componentes de matriz extracelular

A producdo de fibronectina e laminina foi mensurada utilizando técnica de
imunofluorescéncia. As células foram cultivadas em placas de 24 pocos (2x10%) em
DMEM overnight. Em seguida, as células foram tratadas por 24 h com o cinamato de
metila (10 uM) ou meio de cultura, na presencga ou auséncia da estimulacdo com TGF-
B1 (10 ng/ml) por 24 h. Posteriormente, o sobrenadante foi descartado e as células
foram fixadas com paraformaldeido (PFA) 4% por um periodo de 10 min em
temperatura ambiente e submetidas ao ensaio de imunofluorescéncia (Smaniotto,et
al., 2005). Para impedir a autofluorescéncia foi utilizado PBS/glicina, enquanto a pele
de peixe (0,05%) foi utilizada para bloquear sitios inespecificos. O anticorpo anti-
laminina (1:50) ou anti-fibronectina (1:50) foi adicionado por um periodo de 1 h. Entéo,
as células foram lavadas com PBS e adicionado o anticorpo secundario GARFITC
(1:100) durante 45 min em temperatura ambiente. A contra marcacao do nucleo foi
feita utilizando DAPI por 10 min em temperatura ambiente. As laminulas foram

montadas para analise com PBS/glicerol.

4.5 Ensaio de migracao

O efeito do CM sobre a taxa da migracdo dos fibroblastos foi mensurado

utilizando o ensaio de migracdo horizontal. As células (2x10%poco) foram semeadas
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em placas de 24 pocgos para atingir uma conformag¢do em monocamada. Apos este
periodo, as células foram pré-tratadas com mitomicina-C (4 pg/mL) pelo periodo de 2
h para evitar proliferacdo. Posteriormente, foi usado uma ponteira estéril 200 ul (p200)
para criar uma area livre (gap) sem células e com margens limitadas. Em seguida, os
debris formados foram removidos por lavagem com PBS, sendo, em seguida, as
células expostas a concentracdo de 10 yM de cinamato de metila (CM) ou apenas
meio de cultura (controle), na presenca ou auséncia do estimulo com TGF-B1 (10
ng/mL). A avaliacdo ocorreu mediante a analise das fotomicrografias nos tempos 0 e
24 horas apoOs o risco utilizando o software ImagedJ, de modo que permita a
quantificacdo da porcentagem de fechamento da &rea inicial a partir da férmula:
Migracdo (%) = [(AO- At)/A0]x100. Onde AO € a area no tempo O e At € a area no

periodo de tempo apds o risco.

4.6 Avaliacdo da via canbnicado TGF-B1

A avaliacdo da translocacdo do fator de transcricdo fosforilado Smad3 (p-
Smad3) foi feita por imunofluorescéncia. Resumidamente, as células foram tratadas
com cinamato de metila (10 uM) ou meio de cultura, na presenca ou auséncia do
estimulo por TGF-B1 (10 ng/ml) por 24 h. Por conseguinte, as células foram fixadas
em PFA 4% e permeabilizadas com PBS/Triton-X100 (0,5%). PBS/BSA na proporc¢éo
de 5% foi utilizado para bloquear sitios inespecificos. Posteriormente, anti-p-Smad3
foi diluido em PBS/BSA 5% (1:50) e mantido em geladeira overnight. Em sequéncia,
as ceélulas foram lavadas com PBS e adicionado anticorpo secundario GARFITC
(1:100) em temperatura ambiente por 45 min, enquanto o ndcleo foi marcado com

DAPI. As laminulas foram montadas para analise com PBS/glicerol.
4.7 Analise Estatistica
Todos os resultados foram expressos como meédia = erro padrdo da média

(E.P.M) e analisados estatisticamente com a analise de variancia one-way ANOVA

seguida do pos-teste de Tukey’s. Os resultados foram considerados significantes
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estatisticamente quando P < 0,05. Todos os resultados foram analisados com auxilio
do programa GraphPad Prism® versao 8.0.
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5. RESULTADOS

5.1 Efeito do cinamato de metila sobre a viabilidade celular de fibroblastos

Inicialmente, os potenciais efeitos citotoxicos do cinamato de metila (CM) foram
avaliados utilizando o ensaio de viabilidade celular pelo método de MTT, com
fibroblastos expostos a diferentes concentracdes de CM (0.1, 1 e 10 yM) durante o
periodo de 24 horas. Como mostrado na Figura 5, os fibroblastos tratados com CM
nao apresentaram reducdes significativa na viabilidade celular em comparacao com o
grupo controle (tratados apenas com meio de cultura, DMEM) ou com o grupo tratado
com o veiculo (DMSO). Esse dados indicam que o CM, nas concentracdes testadas,
nao induziu citotoxicidade nos fibroblastos. Com base nesses resultados, e
considerando que o CM, na concentracédo de até 10 uM, ndo promoveu alteracoes
significativas na viabilidade celular, apenas a dose de 10 uyM foi selecionada para os

experimentos subsequentes.

Figura 5: Efeito do cinamato de metila sobre a viabilidade de fibroblastos.
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As células foram expostas a diferentes concentracdes de cinamato de metila por 24
horas. Células sem tratamentos foram utilizadas como controle (linha tracejada). O
DMSO foi utilizado como veiculo. As células ficaram incubadas com o MTT por 4h e o
D.O foi avaliada em 540 nm ap0s a dissolucéo dos cristais de formazan com DMSO.
As barras representam o média + erro padrdo da média (SEM). A barra branca
representa as células tratadas apenas com o veiculo (DMSO).



28

5.2 Efeito do cinamato de metila sobre a producdo de proteinas de matriz
extracelular por fibroblastos estimulados por TGF-B1

Para investigar os efeitos do CM na ativacao de fibroblastos induzida por TGF-
B1, avaliamos a produgao de componentes de matriz extracelular, como fibronectina
e laminina. Conforme ilustrado na Figura 6A, as células estimuladas com TGF-f1
apresentaram um aumento significativo na producdo desses componentes em
comparagao com 0 grupo controle e com o grupo tratado apenas com o CM. Esse
aumento, no entanto, foi significativamente reduzido quando as células foram tratadas
com CM na concentracdo de 10 uM. As fotomicrografias apresentadas revelaram a
producado basal de fibronectina e laminina em células mantidas apenas com meio de
cultura, sem estimulo adicional, enquanto nas células estimuladas com TGF-f1
observou-se um aumento acentuado na intensidade de fluorescéncia, indicando maior
producdo desses componentes. Entretanto, a presenca de CM foi capaz de atenuar
essa resposta, resultando em uma diminuicdo notavel na intensidade de
fluorescéncia, evidenciando a capacidade do CM de modular a producédo de matriz

extracelular em fibroblastos ativados (Figura 6B e 6C).
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Figura 6: Efeito do cinamato de metila sobre a producdo de fibronectina e

laminina.
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fibroblastos L929 marcados com anticorpos anti-fibronectina e anti-laminina (1:50)
contendo FITC. (B) e (C) representam a quantificagdo da intensidade média de
fluorescéncia (IMF) das imagens quantificadas pelo software ImageJ. Os valores
representam média + E.P.M. (+++) P < 0,001 em comparacdo com as células mantidas
apenas em meio de cultivo DMEM (controle). (****) P<0,0001 e (**) P<0,01 em
comparacdo com as ceélulas estimuladas com TGF-B1. Os resultados foram

submetidos a analise estatistica One way ANOVA utilizando-se o pOs-teste de Tukey.

5.3 Efeito do cinamato de metila sobre a capacidade migratoria de fibroblastos

estimulados com TGF-1

Diante dos efeitos do cinamato de metila na producdo de proteinas de matriz
extracelular, investigamos se esse efeito se refletia também na capacidade migratoria

dos fibroblastos. A migracéo celular foi analisada por meio do ensaio de migracao
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horizontal. Inicialmente, apds a formacdo de uma monocamada de fibroblastos, as
células foram pré-tratadas com mitomicina-C, um inibidor cldssico da proliferacao
celular, por 2 horas, para garantir que a migracao analisada fosse independente da
proliferacdo. Em seguida, foi criada uma area livre de células (gap), as células foram
lavadas com PBS para remover células ndo aderentes e detritos, e posteriormente,
tratadas com CM (10 uM) ou estimuladas com TGF-B1 (10 ng/mL). A Figura 7A mostra
que o CM, isoladamente, ndo teve efeito significativo na migracdo espontanea dos
fibroblastos apds o tempo de 24 horas. No entanto, as células estimuladas com TGF-
Bl apresentaram um aumento de 64% na migragcdo em comparagcao com O grupo
controle (DMEM). Esse aumento na migracgéo foi significativamente atenuada pelo
tratamento com CM, resultando em uma reducédo de 47% na migracdo de células
estimuladas com TGF-B1. As fotomicrografias na Figura 7B sustentam esses achados,
evidenciando uma diminuicéo visivel na migracao dos fibroblastos tratados com CM
na presenca de TGF-31.
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Figura 7: O efeito do cinamato de metila (CM) na migracao celular de fibroblastos

submetidos ao ensaio de migracédo horizontal.
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Fibroblastos foram pré-tratadas com mitomicina-C (4 pg/mL) seguido do tratamento
com CM (10 uM) ou estimulo com TGF-B1 (10 ng/mL). As imagens foram capturadas
para a analise de fechamento do GAP. (7A) Analise quantitativa do fechamento do

GAP apos 24 horas. As barras representam o média + erro padrdo da média (SEM).

(+++) P<0,001 comparados com as células tratadas apenas com meio de cultura, e
(***) P<0.0001 comparado com o grupo estimulado com TGF-B1. (7B)

Fotomicrografias representativas do fechamento do GAP.
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5.4 Efeito do cinamato de metila sobre sinalizagéo de fibroblastos estimulados
por TGF-B1

Considerando que CM foi capaz de reduzir tanto a producéo de proteinas de
matriz extracelular quanto a capacidade migratéria de fibroblastos, decidimos
investigar se o CM interfere na via de sinalizagcdo dependente de Smad3, induzida
pelo TGF-B1. Na Figura 8, podemos observar que as células estimuladas com TGF-
B1 exibem uma imunomarcacdo (marcacdo em verde) de proteina p-Smad3, o que
indica ativacdo dessa via de sinalizacdo. Esse fenbmeno néo foi observado nas
células mantidas apenas com meio de cultivo. O aumento na marcacao de p-Smad3
observado nas células estimuladas com TGF-B1 foi significativamente reduzido pelo
tratamento com CM, indicando que este composto inibiu a sinalizacdo mediada pelo
receptor para TGF-B1. Esses resultados sugerem que os efeitos inibitérios do CM
sobre a funcao dos fibroblastos ocorrem, ao menos em parte, por meio da inibicdo da
via de sinalizacdo TGF-f1/Smad3, um importante mediador da ativacdo de

fibroblastos em condi¢des patoldgicas.
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Figura 8: Efeito do cinamato de metila na sinalizagdo de fibroblastos

estimulados com TGF-B1.
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Células L929 foram cultivadas em overnight, entdo as células foram tratadas com CM
(10 uM), TGF-B1 (10 ng/mL) ou meio de cultura por 24 h. A) representacado das células
marcadas com anticorpo anti-Fosfo-Smad3 (p-SMAD3). B) A significancia estatistica
foi realizada utilizando one-way ANOVA seguido pelo pos-teste de Tukey. Os valores
representam média + E.P.M. (+++) P<0,001 comparados com as células tratadas

apenas com meio de cultura e (***) P<0,001 quando comparado ao grupo estimulado

por TGF-B1.
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6. DISCUSSAO

No presente estudo foi avaliado os potenciais efeitos do cinamato de metila e a
sua capacidade de reduzir a ativagao de fibroblastos induzidos por TGF-B1 in vitro. A
principio, foi avaliado os possiveis efeitos deletérios do CM por meio do ensaio de
viabilidade por MTT. Além disso, foi avaliado a producéo de fibronectina e laminina
induzidas por TGF-B1, enquanto funcionalmente foi-se avaliado a capacidade
migratoria de fibroblastos também estimulados por TGF-B1. Também foi avaliado a
interferéncia do CM na p-Smad3, via can0nica utilizada pelo TGF-B1 para deflagrar
sua resposta biologica.

Inicialmente, foi avaliado o efeito do cinamato de metila na viabilidade de
fibroblastos por meio do ensaio colorimétrico de MTT. Este ensaio baseia-se na
interacéo de desidrogenasses presentes na mitocondria e a reducao do tetrazolium,
gerando os cristais de formazan. A quantidade gerada de cristais de formazan é
diretamente proporcional a quantidade de células viaveis (Van Meerloo et al., 2011).
Os resultados obtidos indicam que o CM na concentracao de até 10 uM em 24 horas
nao afeta a sobrevida de fibroblastos L929. Estes resultados estdo em sintonia com
trabalhos anteriores desenvolvidos no laboratério de biologia celular em que
fibroblastos na presenca de CM em concentracdes superiores a 100 uM apos 24 horas
também ndo afetaram a viabilidade de fibroblastos (Aquino, et al., 2021). Outros
trabalhos demonstram que diferentes tipos celulares como pré-adipdcitos tratados
com concentracdes inferiores a 30 uM de CM apds 24 horas demonstram auséncia
de citotoxicidade, enquanto hepatocitos da linhagem HepG2 tratados com CM com
concentragcbes de 400 pM, uma concentracdo 40x maior do que a utilizada neste
trabalho, s6 demonstram presenca de citotoxicidade apds 72 horas de exposi¢do
(Chen, et al. 2012; Fu, et al., 2024).

O TGF-B1 é uma citocina de acao pleiotropica que regula diversos fenbmenos
celulares como a manutencdo do sistema hematopoiético e regulacdo de células T
reguladoras, além de ser uma citocina chave no processo de cicatrizagdo por
aumentar a migragao e producao de MEC em fibroblastos (Chen, et al., 2022; Kang,
et al., 2019). A literatura relata que alguns compostos fenélicos como a quercertina,
acido galico, e o acido ferulico exercem papeis farmacolégicos importantes durante a
fibrogénese tecidual, sendo capazes de reduzir o quadro fibrético cardiaco e pulmonar

por meio da reducéo de células senescentes, componentes da MEC e citocinas pro
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inflamatorias (Geng, et al., 2022; Jin, et al., 2018; Ali, et al., 2021) e visto o papel
fundamental do TGF-B1 sob a inducédo de proteinas de matriz, decidimos avaliar os
efeitos do CM na producéo de proteinas da MEC. Nossos resultados indicam que o
tratamento com CM frente ao estimulo por TGF-B1 foi capaz de reduzir a producéo de
fibronectina e laminina, duas glicoproteinas da matriz extra celular extremamente
presentes durante a fibrogénese tecidual. Lee e colaboradores demonstraram que
pacientes com fibrose pulmonar idiopatica apresentam uma maior expressao de
laminina em relacédo ao tecido pulmonar de pacientes saudaveis e que a laminina é
um importante marcador fibrético, além de também ser um importante alvo terapéutico
para portadores de desordens de origem fibrética (Lee, et al, 2018).

Apesar de alguns compostos fendlicos serem capazes de reduzir as proteinas
associadas a matriz extracelular, nosso trabalho demonstra de forma inédita a acéo
do cinamato de metila sob a producéo da MEC em fibroblastos estimulados por TGF-
B1. Visto que o CM foi capaz de reduzir a producao de proteinas associadas a MEC,
buscamos avaliar se esta reducdo teria implicacdo na capacidade migratoria dos
fibroblastos. Para isso, fizemos um ensaio de migracdo horizontal, sendo este um
ensaio facil, de baixo custo e amplamente utilizado para medir a migracao in vitro
(Liliang, et al., 2007), uma vez que o estimulo com TGF-1 in vitro aumenta a migracao
de fibroblastos, decidimos avaliar o potencial efeito do CM sobre a capacidade
migratoria dessas células.

Nesse sentido, em sintonia com estudos anteriores, nossos resultados
demonstraram que fibroblastos quando estimulados com TGF-B1 tem um aumento
significativo na sua capacidade migratoria quando comparados ao grupo controle. Os
resultados também mostram que o CM possui uma capacidade em reduzir a migragao
de fibroblastos na presenca de TGF-B1 no periodo de 24h. Interessantemente, Park
e colaboradores (2020) demonstraram que apenas o tratamento com o CM foi capaz
de reduzir a migragdo de pré-ostebolastos (Park, et al., 2020). Este resultado elenca
a capacidade do cinamato de metila agir de forma distinta e moduladora em
fibroblastos in vitro.

Sabe-se que que a producao de componentes da MEC e a migracao dependem
de diversas vias de sinalizacdo. A via canbnica do TGF-B1 é ativada quando o ligante
TGF-B1 se liga ao receptor TGFBRII, que entdo fosforila o TGFBRI que quando
fosforilado ativa a via downstream fosforilando as proteinas Smad2, Smad3 e Smad4,

formando um complexo que entdo transloca para o nucleo e regula a transcricao de
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genes relacionados ao TGF-B1 (Hata, 2016; Heldin; Moustakas, 2011). As proteinas
Smads sao uma super familia que medeiam a transducéo de sinais gerados pelo TGF-
B1 quando interage com o seu receptor (Luo, 2017) e sao fundamentais na ativacao
da via candnica do TGF-B1. Estudos também apontam o papel crucial da ativacdo da
via TGF-B1/Smad em doencas fibréticas (Shi, et al., 2020; Penke, 2019), sendo sua
ativacao relacionada com modificagdes no citoesqueleto, bem como no aumento da
producdo de proteinas da matriz extracelular e o aumento da motilidade de
fibroblastos (Wnuk, et al., 2020; Cheng, et al., 2022; Zhang, et al., 2020).

A literatura cientifica vem descrevendo o papel crucial da via TGF-f1/Smad3
por mediar diversos fendbmenos em fibroblastos. Por exemplo, estudos utilizando RNA
de interferéncia (SiIRNA) para Smad3 evidenciaram o papel fundamental da via na
regulacdo negativa na producao de moléculas de matriz (Zeng, et al., 2020), sugerindo
que a via TGF-1/Smad3 possui um importante papel na resposta de fibroblastos
frente a estimulos com TGF-B1. Tendo em vista o efeito do CM sobre a producédo de
MEC e capacidade migratoria, buscamos avaliar se o efeito redutor do CM poderia
estar associado com a via candnica do TGF-B1. Foi observado que quando as células
sao estimuladas com TGF-B1 ocorre um aumento da intensidade de fluorescéncia
nuclear dos fibroblastos em relagéo ao controle, sendo esta uma forma de avaliar, a
nivel proteico, a modificacdo da proteina Smad3 em fosfo-Smad3 (p-Smad3), mas que
na presenca do CM apls 24h a intensidade de fluorescéncia nuclear diminui,
mostrando que o efeito redutor do CM parece ser dependente da via TGF-1/Smad3.

Portanto, este trabalho demonstrou, pela primeira vez, que o tratamento com o
cinamato de metila in vitro tem um potencial efeito redutor na ativacéo de fibroblastos
induzidas por TGF-B1 por reduzir a deposicéo de fibronectina e laminina. Além disso,
também foi evidenciado que o cinamato de metila possui um efeito direto na
capacidade migratéria de fibroblastos, uma vez que o tratamento reduziu a ativacao
das células induzidas por TGF-B1, sendo estes efeitos dependentes da via TGF-
B1/Smads3.



37

7. CONCLUSAO

Tomados em conjunto, nossos resultados permitem concluir que o tratamento
com o cinamato de metila afeta vias especificas do maquinario celular que
desempenham fung¢des chaves no funcionamento de fibroblastos, como a reducéo na
producéo de proteinas de matriz extracelular, bem como a redugéo da migragdo. Além
disso, o cinamato de metila também demonstrou interferir na sinalizacao intracelular
disparado pelo TGF-B1 inibindo a translocacdo do p-Smad3 para o nucleo. Estes
resultados apontam que o cinamato de metila tem um potencial reduzir a ativagéo de
fibroblastos provocados pela estimulacéo pelo TGF-B1 in vitro, visto a sua reducao em

aspectos chaves da funcao celular sem afetar a viabilidade.
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