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RESUMO

A fibrose pulmonar é uma patologia cronica e fibroproliferativa caracterizada
pela deposicdo exacerbada de matriz extracelular (MEC), na qual as células epiteliais
submetidas ao processo de transdiferenciacdo epitelial-mesenquimal (TEM) tem
papel relevante para o processo fibrogénico. Durante a TEM, as células epiteliais
perdem suas caracteristicas fenotipicas originais e adquirem propriedades
mesenquimais, como maior motilidade e producdo excessiva de MEC. Estudos
prévios indicam que o cinamato de metila (CM) possui propriedades antioxidantes e
anti-inflamatorias, entretanto, seus efeitos antifibréticos ainda ndo foram investigados.
Neste estudo, avaliamos os efeitos do CM em células de epitélio alveolar humano
induzidas a passar por TEM ap6s estimulagdo com TGF-B1. Células da linhagem
epitelial humana A549 foram expostas ao CM e tiveram a viabilidade celular avaliada
por meio do ensaio MTT. Nossos resultados demonstraram que o CM nao apresentou
citotoxicidade nas concentra¢cdes analisadas. A TEM foi confirmada ap6s 24 horas de
estimulo com TGF-B1, evidenciada por alteragdes morfolégicas distintas e aumento
na expressdo de marcadores mesenquimais, como a vimentina. Contudo, o
tratamento com CM resultou em uma reducdo significativa na expressdo desse
marcador. Adicionalmente, o ensaio de migracdo celular revelou que o CM inibiu o
aumento na taxa de migracéo das células mesenquimais induzidas por TGF-1. Esses
achados indicam que o cinamato de metila pode ser util como agente modulador dos
processos celulares associados a fibrose, indicando sua possivel aplicagdo no

controle da progresséo dessa patologia.

Palavras-chave: fibrose; cinamato de metila; transicdo epitelial-mesenquimal,

epitélio.



ABSTRACT

Pulmonary fibrosis is a chronic, fibroproliferative pathology characterised by the
exacerbated deposition of extracellular matrix (ECM), in which epithelial cells
undergoing the process of epithelial-mesenchymal transdifferentiation (EMT) play a
relevant role in the fibrogenic process. During EMT, epithelial cells lose their original
phenotypic characteristics and acquire mesenchymal properties, such as greater
motility and excessive production of ECM. Previous studies indicate that methyl
cinnamate (MC) has antioxidant and anti-inflammatory properties; however, its
antifibrotic effects have not yet been investigated. In this study, we evaluated the
effects of CM on human alveolar epithelial cells induced to undergo EMT after
stimulation with TGF-B1. Human epithelial A549 cells were exposed to CM and had
their cell viability assessed using the MTT assay. Our results showed that CM was not
cytotoxic at the concentrations analysed. EMT was confirmed after 24 hours of
stimulation with TGF-B1, evidenced by distinct morphological changes and increased
expression of mesenchymal markers such as vimentin. However, treatment with CM
resulted in a significant reduction in the expression of this marker. Additionally, the cell
migration assay revealed that CM inhibited the increase in the migration rate of
mesenchymal cells induced by TGF-B1. These findings indicate that methyl cinnamate
may be useful as a modulating agent for the cellular processes associated with fibrosis,

indicating its possible application in controlling the progression of this pathology.

Keywords: fibrosis; methyl cinnamate; epithelial-mesenchymal transition; epithelium.
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1. INTRODUCAO

A fibrose pulmonar € uma doenca fibroproliferativa cronica caracterizada pela
inflamagé@o persistente e deposicdo excessiva de matriz extracelular (MEC),
resultando em danos estruturais no tecido pulmonar (Park et al., 2019). Até o
momento, ndo existe uma terapia eficaz disponivel capaz de reverter os danos
causados por essa patologia. Estima-se que o tempo meédio de sobrevida dos
pacientes diagnosticados com fibrose pulmonar seja de aproximadamente trés anos
(Bang et al., 2019). Essa condicao leva ao enrijecimento do pulm&o, diminuindo sua
elasticidade e comprometendo a capacidade de realizar trocas gasosas adequadas.
A fibrose pulmonar faz parte de um grupo de doencas respiratorias crénicas (DRCs),
que inclui também a fibrose pulmonar idiopatica, a asma e a Doenca Pulmonar
Obstrutiva Crénica (DPOC) que sao responsaveis por 5% das mortes mundiais. (OMS,
2024).

Durante a progressédo da fibrose pulmonar, fibroblastos e miofibroblastos,
frequentemente derivados de células epiteliais que passaram pelo processo de
transicao epitelial-mesenquimal (TEM), desempenham um papel central na secrecéo
de componentes da MEC (Marconi et al., 2021). Sabe-se que células epiteliais
pulmonares do tipo I, sob condi¢cdes de estresse, podem se diferenciar em células
com caracteristicas proliferativas e migratorias aprimoradas. Essas células, além de
sintetizarem MEC de maneira exacerbada, elas perdem gradualmente suas
caracteristicas epiteliais, como formato poliédrico, contato célula-célula e expresséo

de proteinas epiteliais (Lamouille; Xu; Derynck, 2014).

A transicao epitelial-mesenquimal é um processo fisioldgico importante para a
cicatrizacdo e o desenvolvimento embrionario, mas, em condi¢des patoldgicas, ocorre
de forma desregulada, levando ao acumulo excessivo de MEC devido a proliferacéao
anormal de células mesenquimais (Ma et al., 2021; WU et al., 2021). Diversos fatores
podem desencadear a TEM, com destaque para o0 estresse oxidativo e a inflamacao
cronica. Na literatura, € amplamente descrito que a citocina pro-inflamatoria TGF-31
(fator de crescimento transformador-beta 1) atua como um dos principais indutores da
TEM, através da ativacéo da via de sinalizacdo Smad 2/3. O entendimento detalhado

dessa via em condic¢des patologicas associadas a fibrose suscita interesse na busca



11

por compostos capazes de inibir ou reverter os processos fibréticos relacionados a

esse mecanismo (Lamouille; Xu; Derynck, 2014; Ma et al., 2021).

Nesse contexto, o cinamato de metila, um éster metilico derivado do &cido
hidroxicinamico, se destaca por suas propriedades anti-inflamatorias e antioxidantes
(E etal., 2023; Gui et al., 2018). No entanto, seus efeitos antifibréticos ainda nao foram
completamente explorados, o que gera uma oportunidade para a investigacao de suas
potenciais agdes nesse contexto. Assim, este estudo teve como objetivo caracterizar
os efeitos do cinamato de metila nos eventos celulares relacionados a ativacédo de
células epiteliais induzida por TGF-B1 in vitro, com foco nos processos envolvidos na

fibrose.
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2. OBJETIVOS: GERAL E ESPECIFICOS

Avaliar os efeitos do cinamato de metila sobre a funcdo de células epiteliais

induzidas por TGF-B1 ao processo de transicao epitelial-mesenquimal in vitro.

Avaliando de forma especifica:

1. A citotoxicidade do cinamato de metila sobre células epiteliais.

2. O efeito do cinamato de metila sobre as modificac6es morfoldgicas na transicao
epitelial-mesenquimal em células epiteliais.

3. O efeito do cinamato de metila sobre as alteracdes migratérias relacionadas a
transicao epitelial-mesenquimal em células epiteliais

4. A interferéncia do cinamato de metila sobre a expressdo de marcadores

moleculares (vimentina) associados a transi¢éo epitelial-mesenquimal.
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3. REFERENCIAL TEORICO

3.1 CELULASEPITELIAIS

As células do epitélio formam uma camada mais superficial dos tecidos que
compde a pele do corpo, possuem caracteristicas morfolégicas como justapostas e
com contato célula-célula. Além disso, células do epitélio atuam como uma barreira
formando uma linha de defesa contra o ambiente externo, e sdo mantidas por células
tronco, acionadas por cascatas de sinalizagdes que equilibram a sua autorrenovacéo
(Larsen; Cowley; Fuchs, 2020). As células epiteliais sdo sensiveis a perturbacdes no
microambiente, tendo a capacidade de iniciar respostas inflamatorias, secretando
proteinas sinalizadoras que estimulam a migracdo e proliferacdo de outros tipos

celulares, como os fibroblastos (Debnath et al., 2022).

A natureza do epitélio alveolar se diferencia conforme a regido da via aérea.
Nas cavidades nasais, faringe e laringe ha maior ocorréncia do epitélio colunar
pseudoestratificado. Na regido mais inferior da traqueia e nos brénquios o epitélio
colunar pseudoestratificado é transformado em células cuboidais formando um
epitélio alveolar de camada Unica. O epitélio alveolar é formado por dois tipos de
célulares: células epiteliais alveolares do tipo | (AT1), que possuem um formato plano
e realizam as trocas gasosas, e células epiteliais alveolares do tipo Il (AT2), que sdo
progenitoras das células epiteliais alveolares do tipo | (Jakwerth et al., 2022).

As células do epitélio sdo a primeira barreira de defesa ao ambiente externo,
conseguindo identificar perturbacées no microambiente e sinalizar refor¢cos. No
entanto, na literatura € demonstrado que elas também podem estar atuando como
efetoras da inflamacdo participando também na resposta imune inata. (Larsen;
Cowley; Fuchs, 2020; Whitsett; Alenghat, 2015). Para a formacao de uma barreira de
protecao, é caracteristico das células epiteliais uma riqueza de proteinas de juncoes.
Sendo a E-caderina uma juncdo aderente essencial associada ao fenadtipo epitelial.
Além disso, ha a presenca da familia de proteinas adaptadoras, zonula occludens,
Z0-1, Z0-2, Z0O-3 que estao localizadas na superficie citoplasméatica das TJs (tight
junctions); outras proteinas integrais de membrana como a familia das claudinas; e
proteinas associadas as TJs como € o exemplo da ocludina (Karetnikova et al., 2023;
Van lItallie & Anderson, 2014).
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3.2 TRANSICAO EPITELIAL MESENQUIMAL

Em microambientes de lesdo, células indiferenciadas iniciam suas
diferenciac¢des, enquanto células epiteliais se proliferam e ativam fibroblastos com sua
secrecdo de citocinas. Ademais, as células epiteliais ainda podem passar por um
processo de diferenciacdo para miofibroblastos, um tipo celular capaz de secretar
matriz e colaborar em um reparo tecidual mais eficiente (Kendall; Feghali-Bostwick,
2014). Para que essa diferenciagdo para miofibroblastos ocorra, a célula epitelial
necessita passar pelo processo de transicao epitelial-mesenquimal (TEM), podendo
ocorrer de maneira parcial ou completa. Quando a transicdo ocorre de maneira
incompleta, as ceélulas sdo diferenciadas em células epiteliais fibroblasticas, no
entanto, quando a diferenciacdo ocorre de forma completa as células epiteliais sdo
diferenciadas em miofibroblastos (Hao; Baker; Ten Dijke, 2019; Li et al., 2016).

As células que passam pelo processo de transicdo epitelial-mesenquimal
exibem caracteristicas para além das células epiteliais ndo diferenciadas. Como
exemplo, uma alta capacidade migratoria, proliferativa e invasiva. Células epiteliais
podem passar por transdiferenciacdo em condi¢cdes de desenvolvimento, por exemplo
em estagios embrionarios, ou em condi¢des patoldgicas, haja vista casos de fibrose
tecidual e cancer (Moustakas; Heldin, 2016). Nesse sentido, a transicao epitelial
mesenquimal pode ficar subdivida em 3 tipos: TEM tipo 1 que ocorre em estagios
embrionarios; TEM tipo 2 que ocorre no contexto da regeneracao e reparo tecidual; e

TEM tipo 3 que é recorrente em tumores metastaticos (Li et al., 2016).

No processo de transicao epitelial mesenquimal completo células epiteliais que
possuem marcadores associados ao fendtipo epitelial como a proteinas de jungéo
estreitas (tjs), queratinas, e-caderina, ocludina, ZO-2 tem seus niveis reduzidos
(Karetnikova et al., 2023). Esses marcadores apOs processo de transicdo Ssao
reduzidos paulatinamente, enquanto proteinas relacionadas ao fenétipo mesenquimal
como: vimentina, a-SMA, n-caderina, snail, slug, passam por uma superexpressao
(Bang et al., 2019; Hao; Baker; Ten Dijke, 2019; Manfioletti; Fedele, 2023).

Diversos fatores podem induzir a transicao epitelial-mesenquimal, estudos
recentes apontam para que um forte indutor da TEM seriam as NETs (armadilhas
extracelulares de neutrofilos), que estimulam a liberacéo citocinas pré-inflamatérias e

fatores de crescimento que induzem a transicdo (Manfioletti; Fedele, 2023). Além
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disso, uma citocina amplamente relatada na literatura e que esta relacionada ao
processo de transicao epitelial-mesenquimal é o TGF-B. O TGF- € uma molécula que
pode induzir uma cascata de sinalizagdo através da via de SMAD2/3 ou vias nao
candnicas e provocar alteragdes morfoldgicas e funcionais nas células epiteliais. (Ji et
al., 2016; Kyung et al., 2018). Também o TGF- € amplamente utilizado como modelo
de inducdo da transicao epitelial-mesenquimal, tendo seus niveis aumentados em
doencas fibroproliferativas como fibrose. Assim, nesse trabalho utilizamos essa

citocina para nosso modelo experimental.

Células A549 epiteliais Células A549 mesenquimais

Figura 1. Modelo de inducéo da transicéao epitelial-mesenquimal com TGF-B. Fonte:
autor (2024).

3.3 FIBROSE PULMONAR

Dentre as doencas respiratorias cronicas, a fibrose pulmonar demonstra um
destaque pela sua agressividade. Segundo Cui et al., (2019) o tempo de sobrevivéncia
de pacientes com fibrose é de aproximadamente 3 a 5 anos (apud Dong, et al., 2019).
O tabagismo € um habito digno de atencéo quando o assunto é doencas respiratorias,
o dano gerado pela fumaca do cigarro pode ser bastante nocivo a longo prazo,
gerando uma lesdo no microambiente e a ativacdo de cascatas de sinalizagéo e
inflamacéo (Zhang et al., 2021). Em doencas fibroproliferativas os fibroblastos sao

ativados se diferenciando em miofibroblastos e células epiteliais passam pelo
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processo de transdiferenciacdo para miofibroblastos (Moustakas; Heldin, 2016;
Penke; Peters-Golden, 2019).

De acordo com Penke, Peters-Golden (2019) a fibrose patolégica pode
acometer diversos o0rgdo, sendo reconhecida como distarbio fibrotico ou
fibroproliferativo. Dessa forma, o disturbio pode também ser provocado pelo ataque
de células imunes as células epiteliais. Assim, a resposta para esse dano provocado
em células epiteliais gera desregulacdes nas vias metabdlicas e resulta em estresse

e na ativacao de outras células como fibroblastos.

A fibrose pulmonar idiopatica (FPI) € uma das formas mais comuns e graves
da doenca, associada a alta taxa de mortalidade e uma resposta limitada aos
tratamentos convencionais. A FPI estd associada a ativacao recorrente de fibroblastos
e miofibroblastos, mediada por fatores de crescimento como TGF-3, que desempenha
um papel fundamental na inducdo das alteragbes no tecido alveolar. Outro estudo
relevante de Otoupalova et al., 2020 sugere que 0 estresse oxidativo e a ativagéo do
sistema imunoldgico, especialmente por macrofagos alveolares, também contribuem
para o desenvolvimento e progressdo da fibrose. Eles produzem mediadores
inflamatorios e citocinas fibrogénicas, que perpetuam o ciclo de lesao tecidual e reparo
inadequado, levando a fibrogénese.

Diversos estudos apontam para o papel da transicdo epitelial-mesenquimal
(TEM) na fibrose pulmonar, onde as células epiteliais alveolares sofrem
transdiferenciacdo em miofibroblastos. Estes trabalhos destacam a importancia da
EMT como um dos mecanismos centrais na remodelacdo tecidual na fibrose
pulmonar, reforcando o papel da sinalizagdo TGF-B no processo fibrogénico pois
permite a transformacao de células epitelial em células mesenquimais, o que leva a
uma reorganizacdo do tecido pulmonar pela producdo exacerbada de matriz
extracelular e colageno que contribui para a formacgéo do tecido conjuntivo fibroso
(Debnath et al., 2022; Salton; Volpe; Confalonieri, 2019).

A fibrose pulmonar é uma doencga de dificil manejo terapéutico, principalmente
devido a limitag&do dos tratamentos disponiveis. Embora a pirfenidona e o nintedanibe
sejam os principais medicamentos aprovados para retardar a progressao da doenca,
ambos apresentam problemas significativos, como efeitos colaterais hepéaticos, além

de respostas terapéuticas limitadas (Aimo et al., 2022; Kyung et al., 2018; Tepede;
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Yogaratnam, 2019). Esses fatores dificultam o controle da fibrose e a melhora da
qualidade de vida dos pacientes. Diante disso, tem-se investigado novas alternativas,
como o uso de produtos naturais. O cinamato de metila, foco deste trabalho, surge
como uma promissora abordagem terapéutica devido as suas propriedades anti-
inflamatorias e antioxidantes, o que pode oferecer uma via menos citotoxica e mais

eficaz para o tratamento da fibrose pulmonar.

3.4 PRODUTOS NATURAIS

Os produtos naturais tém desempenhado um papel fundamental na
descoberta e desenvolvimento de novos farmacos ao longo da histéria da
medicina, servindo como fontes valiosas de compostos bioativos utilizados na
medicina tradicional e moderna. A biodiversidade presente nos ecossistemas
oferece uma ampla diversidade de substancias com potencial terapéutico com uma
variedade estrutural e funcional, que possuem propriedades farmacologicas como
atividades anti-inflamatérias, antimicrobianas, antioxidantes, anticancerigenas.
Além disso, em outros estudos tem demonstrado eficiéncia no tratamento de
doencas neurodegenerativas e propriedades antifibréticas (Kyung et al., 2018;
Mittal et al., 2023; Prakash et al., 2012).

Além de seu uso tradicional em diversas culturas, o estudo cientifico de
produtos naturais continua a ser uma abordagem estratégica na busca por novos
agentes terapéuticos contra uma vasta gama de doencas. Varias moléculas
derivadas de produtos naturais tém demonstrado uma capacidade moduladora do
sistema imunoldgico, como &cidos graxos e polifendis (Fernandes et al., 2023).

O estudo de produtos naturais, portanto, é essencial para a descoberta de
novos farmacos, sendo que muitos medicamentos atualmente utilizados foram
derivados ou inspirados por moléculas encontradas em plantas, microorganismos
e outros organismos vivos. O entendimento dos mecanismos de acdo e da
estrutura quimica dessas substancias é crucial para a exploracdo de seus

beneficios e para o desenvolvimento de abordagens inovadoras na saude.
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3.5 CINAMATO DE METILA

Na classe dos produtos naturais o cinamato de metila € um composto
amplamente encontrado em Oleos essenciais de plantas, especialmente na canela
(Cinnamomum spp.) e em outras espécies aromaticas. Pertencente a classe dos
ésteres, ele possui uma estrutura simples, porém com propriedades biologicas
promissoras, incluindo atividades antioxidante, anti-inflamatoria, antimicrobiana e
antilipidica (Fu et al., 2024; Murakami et al., 2018; Park et al., 2020). Além de ser
utilizado na industria alimenticia e de cosméticos por seu aroma agradavel, o
cinamato de metila tem despertado o interesse da comunidade cientifica devido ao

seu potencial terapéutico.

O
4

/" OCH,

Figura 2. Formula molecular do cinamato de metila. Fonte: adaptado de Fu et al.,
2024.

Estudos recentes tém investigado sua acdo em processos celulares como
atividade antilarvicida, antimicrobiana que sao eficazes contra uma ampla gama
de patdgenos, incluindo bactérias e fungos, o que aumenta seu potencial de uso
em formula¢cbes de medicamentos e produtos cosméticos. (Fujiwara et al., 2017;
Huang et al., 2009). Além disso o cinamato também apresentou ser capaz de inibir
a producdo de mediadores inflamatérios e neutralizar os radicais livres,
contribuindo para a reducdo do estresse oxidativo no organismo e um potencial
efeito antitumoral pela inibicdo da tirosina quinase (Fu et al., 2024; Lima et al.,
2014).

Essas caracteristicas fazem do cinamato de metila um composto versatil
(Guo et al., 2022), com aplicacdes que vao desde a industria farmacéutica até o
setor de cosmeéticos, reforcando a importancia de pesquisas continuas para

explorar novas abordagens terapéuticas assim como objetivamos nesse trabalho.
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4. METODOLOGIA

41 CULTIVO CELULAR

Células epiteliais alveolares humanas do tipo Il (A549) foram semeadas em
meio Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM), suplementado com 10% de soro
fetal bovino (SFB), L-glutamina 4 mM, piruvato 1mM, penicilina e estreptomicina (2
pL), e mantidas em estufa a 37 °C e atmosfera de 5% de CO2.

4.2  AVALIACAO DA VIABILIDADE CELULAR

O efeito do CM sobre a viabilidade das células epiteliais foi determinado através
do ensaio de MTT. Para isso, as células (1074 células/poco) foram semeadas em
microplacas de 96 pogos e mantidas overnight em estufa de CO2. Posteriormente, as
células foram expostas as diferentes concentracdes de cinamato de metila (CM, 0,1,
1; 3; 10 e 30 uyM) e apenas meio de cultura (controle). Apos 24h, foi adicionado 22,5
ML/poco de MTT ([brometo de (3- (4,5- dimetiltiazol-2-yl)-2,5-difenil tetrazdlio]) a 5
mg/mL em PBS. Seguido do periodo de incubacdo por 4 h com MTT, e adicionado
150 pL de dimetilsuféxido (DMSO) para solubilizar o formazan produzido. A
absorbancia de cada poco foi mensurada usando um espectrofotbmetro de

microplacas e a densidade 6ptica (DO) medida a 540 nm.

43 AVALIACAO DA MORFOLOGIA CELULAR

O efeito do CM sobre a transicdo epitelial-mesenquimal (TEM) em células
epiteliais A549 foi avaliado incialmente através da analise morfologica. Para isso, as
células foram semeadas (2x1074 células/poco) em placas de 24 poc¢os e mantidas em
estufa overnight, apés 24h houve o tratamento com CM (1, 3 e 10 yM) na presenca
ou auséncia do estimulo TGF-f1. Em seguida, apés 24h do tratamento, as células
foram fixadas com metanol por 10 minutos, coradas com cristal violeta e depois
observadas sob microscopio invertido de contraste de fase. Fotomicrografias foram

capturadas aleatoriamente e avaliadas utilizando o software ImageJ quanto as
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caracteristicas morfologicas circularidade, redondeza e aspecto de proporcao

relacionadas a TEM.

4.4  AVALIACAO DA MIGRACAO CELULAR

O efeito do CM sobre a motilidade de células epiteliais estimuladas por TGF-31
foi mensurado utilizando o ensaio de migracédo horizontal (scratch-wound healing
assay). Para tanto, as células (3x10”5 células/poco) foram semeadas em placas de
24 pocos e mantidas overnight em estufa para a adesao celular e formacdo de uma
monocamada com aproximadamente 80% de confluéncia. Apés este periodo, foi
realizado um risco linear na monocamada de células, utilizando uma ponteira de 200
puL (p200). Os pocos tiveram o meio desprezado e as células lavadas com PBS,
tratadas com CM (1, 3 e 10 uM) e apenas meio de cultura (controle), na presenca e
auséncia do estimulo com TGF-B1. A migragao celular foi avaliada mediante a analise
das fotomicrografias nos tempos 0 e 24 horas apds o risco, utilizando o software
ImageJ, de modo que foi determinada quantitativamente a porcentagem de

fechamento da area inicial formada.

45 AVALIACAO DE MARCADORES MOLECULARES ASSOCIADOS A
TRANSICAO EPITELIAL-MESENQUIMAL

Para a confirmacdo da TEM foi avaliada a presenca da proteina vimentina
(marcador mesenquimal), por imunofluorescéncia indireta. Para isso, as células A549
foram cultivadas em laminulas de vidro (2x10"4 células/poco) e tratadas como
indicado por 24 h. Apos o tratamento, as células foram fixadas com metanol por 10
min, seguida de permeabilizagdo com triton X-100 a 0,5%. As ligacdes inespecificas
foram bloqueadas com gelatina de peixe a 0,5% por 30 minutos e incubadas a 4°C
overnight com o anticorpo primario (1:100) anti-vimentina. Ap0s a incubagédo, as
células foram lavadas duas vezes com PBS e incubadas com o anticorpo secundario
por 1 h. As fotomicrografias foram adquiridas por microscopia de fluorescéncia (Nikon
DS-Ril).
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4.6 ANALISE ESTATISTICA

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

com auxilio do programa GraphPad Prism® versao 5.
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5. RESULTADOS

51 Efeito do cinamato de metila sobre a viabilidade celular

Primeiramente, foi realizado o ensaio de viabilidade celular mensurado pelo
método MTT apos 24 horas. Como € possivel perceber na Figura 3 o cinamato nao
apresentou efeitos citotoxicos nas células epiteliais A549 nas concentrages de 0.1,
1, 3,10 e 30 uM.

1004 ~e=m = = = cc e c e e e e e e e e e e e a -

75+

504

254

Células viaveis (%)

DMSO 0,1 1 3 10 30

Cinamato de metila (uM)

Figura 3. Cinamato de metila ndo altera a viabilidade em células A549. Células foram
expostas a diferentes concentracdes de cinamato de metila por 24 h. As barras
representam meédia = erro padrdo da média (EPM) de trés experimentos
independentes realizados em triplicatas. A linha tracejada representa células tratadas
com meio de cultura (grupo controle). Como veiculo foi usado o DMSO.
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5.2 Efeito do cinamato de metila sobre a morfologia celular

No ensaio de morfologia foi realizado o tratamento com o CM nas
concentracdes 1 e 10 uM na presenca do estimulo TGF-B1 sobre as células A549 na
tentativa de conter a acéo indutora da TEM. Apds o tratamento as células foram
coradas com cristal violeta e observada em microscépio invertido. Dessa forma, foi
possivel observar que o CM reduziu mudancas morfolégicas provocadas pelo TGF-
B1 nos parametros de redondeza (B) e aspecto de proporc¢édo (C) na concentracao de
1 uM. No entanto, ndo demonstrou diferenca estatistica em relacéo ao grupo TGF- 31
no parametro circularidade (A). Entretanto, na concentracdo de 10 pM todos o0s
parametros morfométricos foram reduzidos de forma expressiva em relagdo ao grupo
estimulado. Figura 5. Ademais, também foi avaliado as altera¢cdes morfolégicas no
citoesqueleto provocadas pelo TGF-B1. Para isso, foi utilizado o ensaio de
imunofluorescéncia com faloidina para a avaliacao dos filamentos de f-actina.

Na Figura 5 pode ser visualizado as alteracdes geradas pelo TGF- 31: (1) como
a perda da polaridade apical-basal, (2) perda do contato célula-célula, (3)
acompanhado do estreitamento do seu citoesqueleto. Além disso, ap6s o tratamento

com o cinamato de metila o padréo epitelial semelhante ao controle é retomado.
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Figura 4. Os graficos ilustram os parametros morfométricos avaliados. Circularidade
(A), Roundondeza (B) e Aspecto de proporcado (C). As andlises morfométricas foram
feitas utilizando o software ImageJ. Grupo T1 refere-se a abreviacdo do grupo TGF-
1+ CM 1 e T10 ao grupo TGF-p1 + CM 10. Valores representam a média + E.P.M.
(++++) P <0,0001 em comparacao com as células mantidas unicamente com meio de
cultura. (*) P < 0,05, (****) P < 0,0001 em relagéo as células estimuladas com TGF-
B1. (D) Painel com fotomicrografias das células apds 24 horas de tratamento.
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Figura 5. Cinamato de metila atenua mudancas no citoesqueleto de actina provocadas pelo TGF-B1 em células A549. Morfologia
de células A549 24 h ap6s exposicao ao cinamato de metila e estimulo com TGF-B1. Fotomicrografias foram obtidas apés 24 h com
auxilio do microscopio de fluorescéncia (Nikon DS-Ril), as imagens da parte superior apresentam 0s grupos sem o tratamento com
cinamato de metila, estimulo TGF- 1.

HY¢
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5.3 Efeito do cinamato de metila sobre a migracéao

Para avaliar a taxa migratéria das células epiteliais apdés o processo de
transdiferenciacdo para mesenquimal, foi realizado o ensaio de migracdo horizontal.
Esse ensaio mostrou que os grupos estimulados com TGF-B1 (10 ng/mL) apresentaram
um aumento significativo de aproximadamente 164% na migracdo em comparagao ao
grupo controle. Além disso, o tratamento com cinamato de metila na concentracao de 10
MM conseguiu reduzir a migracao de células A549 estimuladas por TGF-B1 em cerca de
68%, atingindo valores proximos ao grupo controle (tratado apenas com meio de cultura)
(Figuras 6 A e B).
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Figura 6. (A) Representacéo grafica do efeito do cinamato de metila na presenca e auséncia do TGF-B1 por 24 horas. O CM reduz
a migragcdo de células A549 estimuladas com TGF-B1 de forma significativa. Painel com as fotomicrografias representativas da
migracao das células nos tempos de 0 e 24 horas apds o risco (gap) e tratamento. A analise da taxa de migracao utilizou o software
Imageld. (B). As barras representam média * erro padrao da média (EPM). Os resultados foram submetidos a andlise estatistica One
Way ANOVA utilizando-se o pés-teste de Bonferroni, onde (+++) significa p<0,001 quando comparado ao respectivo grupo controle
(sem estimulo) e (**) significa p<0,01 quando comparado o grupo TGF- 31 tratado com meio (DMEM).
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5.4  Efeito do cinamato de metila sobre a expressao de vimentina

A literatura demonstra que células epiteliais quando estimuladas por TGF-1
adquirem um fendtipo mais mesenquimal, onde a proteina vimentina € expressa em
maiores quantidades. Entdo, para avaliar essa expressao, utilizou-se a técnica de
imunofluorescéncia indireta. As células foram fixadas com metanol por 10 minutos, os
sitios inespecificos foram bloqueados com gelatina de peixe a 0,5% e incubadas com
anticorpo monoclonal anti-vimentina por 12 horas. Apos 24 horas de estimulo com
TGF-B1 (10 ng/ml), as células A549 exibiram um aumento na quantidade de vimentina,

como evidenciado na Figura 7A.

Os resultados quantitativos da andlise de imunofluorescéncia mostraram que
as células tratadas com TGF-B1 exibiram uma fluorescéncia significativamente mais
intensa em comparagdo com as células dos grupos controle e tratadas com cinamato
de metila. O tratamento com cinamato de metila reverteu o fenétipo mesenquimal para
epitelial, reduzindo a expressdo de vimentina em 53% nas células A549. Essa
diminuicao foi estatisticamente significativa, com uma reducao clara na intensidade da

fluorescéncia em relacéo ao grupo tratado apenas com TGF-B1 (Figura 7B).
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Figura 7. (A) Cinamato de metila reduz a expressao de vimentina em células A549
estimuladas com TGF- 31 de forma significativa. As células foram expostas ao meio
de cultura (DMEM) ou estimulo com a concentragdo de 10 uM de cinamato de metila
por 24 h. (B) Painel com as fotomicrografias de fluorescéncia. O cinamato de metila
reduz a producdo de vimentina de células A549 na presenca e na auséncia do
estimulo TGF-B1. As fotomicrografias foram adquiridas por microscopia de
fluorescéncia (Nikon DS-Ril). Insertos na regido direita com aumento de 40x.
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6. DISCUSSAO

Os resultados obtidos neste estudo corroboram com outros achados da
literatura que apontam para o potencial terapéutico do cinamato de metila em diversos
contextos biolégicos. A auséncia de citotoxicidade nas concentracdes testadas (0,1,
1, 3, 10 e 30 uM) em células epiteliais A549 (Figura 3) € um dado promissor, uma vez
que muitos compostos bioativos naturais, apesar de seus efeitos benéficos, podem
apresentar toxicidade celular em concentragbes mais altas, limitando seu uso
terapéutico. Trabalhos anteriores, como o de Fu et al., 2024, demonstraram que 0
cinamato de metila possui baixa toxicidade em outros tipos celulares, testando
diferentes concentracfes de 12,5 uM até 800 uM, onde o CM nao demonstrou alterar
a viabilidade de células hepaticas. Também, no trabalho de Chen et al., 2012 o CM
nao demonstrou citotoxicidade em linhagens de fibroblastos, o que reforca seu perfil
de seguranca e amplia suas aplicacfes potenciais.

Além disso, a capacidade do cinamato de metila de atenuar alteractes
morfologicas e reduzir a migragao celular na concentragédo de 10 puM vai ao encontro
de estudos que investigam compostos naturais com propriedades antimigratorias.
Durante a transicao epitelial-mesenquimal as células que séo induzidas pelo TGF- a
realizar a transicdo apresentam um aumento consideravel da sua capacidade
migratéria. Portanto, moléculas capazes de apresentar um potencial antimigratério se
destacam por demonstrar além da caracteristica antitumoral, também uma
caracteristica antifibrética. No trabalho de (Luo et al., 2018), foi utilizado um produto
natural isolado chamado Toosendanin sobre células A549 induzidas por TGF-f1 a
transicéo epitelial-mesenquimal. O composto interferiu na TEM, inibindo o aumento
da migragdo provocada pelo TGF-B1 através da possivel inibicdo das vias de
sinalizacdo ERK1/2 e Snail.

Em outros estudos, Park e colaboradores (2020) demonstraram que o cinamato
de metila pode inibir a migragéo celular em linhagens tumorais de osteoblastos, o que
sugere que o cinamato de metila pode compartilhar mecanismos de acéo
semelhantes, possivelmente através da modulacéo de vias de sinalizagdo envolvidas
na mobilidade celular que merecem atengéao nesse contexto, como a via Smad 2/3 e
NF-kB. Em nossos resultados, vimos que o cinamato de metila ndo apresentou

diminuicao estatistica em relacao ao grupo controle quando tratado de forma isolada.
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(Figura 6) Porém, foi capaz de inibir o aumento da taxa migratéria induzida pelo TGF-
B a partir da concentracéo de 10 uM, o que vai de acordo com a literatura.

A capacidade do cinamato de metila em conter as alteracdes morfolégicas do
citoesqueleto de F-actina também € um achado importante, uma vez que a
reorganizacdo do citoesqueleto € um processo crucial para a migracdo e invasao
celular. A F-actina € uma proteina essencial na manutencéo da estrutura celular, e
sua desestabilizacdo esta frequentemente associada a transicdo epitelial-
mesenquimal, onde as células perdem sua aderéncia e ganham maior mobilidade.
(Izdebska et al., 2018; Mondal et al., 2021). Os resultados deste estudo, mostraram
gue o cinamato de metila foi capaz de conter a reestruturacéo do citoesqueleto de F-
actina provocada pelo TGF-B1 que facilita a migracéo celular. Nao so isso, mas pode
preservar caracteristicas da estrutura inicial, como o contato célula-célula e formato
poliédrico caracteristico do epitélio e que é fundamental para conter a progresséo de
condicBes patologicas associadas a TEM.

A concentracdo de 10 puM foi definida para os seguintes ensaios apoés
escolhermos a menor dose efetiva. Na analise quantitativa da morfometria (Figura 4A)
foi demonstrado que as alteracdes dos parametros relacionadas a circularidade,
redondeza e aspecto de proporcéo provocados pelo TGF-f1 sdo diminuidos de forma
amena no tratamento com o CM na concentracdo de 1 uM. No entanto, o parametro
de circularidade ndo apresentou alteracdo significativa em relacédo ao grupo TGF,
dessa forma foi selecionada a contragcdo de 10 pM para 0sS seguintes testes.
Concentragcdo que se demonstrou efetiva no ensaio de migracdo horizontal
apresentando uma reducédo de 68% em relacdo ao grupo estimulado.

Estudos anteriores também revelaram que compostos derivados do acido
cindmico, como o cinamato de metila, possuem propriedades anti-inflamatorias que
podem atuar sinergicamente com sua capacidade de modulacdo de marcadores
associados a transicao epitelial-mesenquimal. Esse efeito foi demonstrado por
MURAKAMI et al., 2018, que observaram a redugéo de mediadores inflamatorios em
células tratadas com derivados do cinamato, efeito esse que pode contribuir para a
atenuacdo de microambientes tumorais favoraveis a progressdo da TEM. Outros
compostos naturais com caracteristicas semelhantes tém sido amplamente
estudados, como a curcumina e o resveratrol, que demonstram efeitos similares na
modulagdo da migragéo e invasao celular (Guo et al., 2021). Estudos como o de

7

Bahrami et al., 2019 confirmam que a migragéo celular € um processo crucial no
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avanco do cancer e que a curcumina, por apresentar capacidade de interferéncia
nessa etapa, pode dificultar a disseminacéo de células tumorais. Assim, o fato de o
cinamato de metila reduzir a migracao celular posiciona-o de forma favoravel entre
esses agentes naturais com potencial para inibir a progressao tumoral, metastase e
fibrose.

Outros trabalhos como de Aquino et al., 2021 demonstram que derivados do
acido hidroxicindmico, incluindo o cinamato de metila, possuem efeito moduladores
da ativacdo dos fibroblastos e com um possivel mecanismo envolvendo as vias de
sinalizacao de PKA ou p38-MAPK, vias associadas a proliferacdo, migracdo celular e
regulacdo da resposta inflamatoria. Esses dados podem contribuir para o
entendimento dos derivados do &cido cindmico como um anti-inflamatério, podendo
suprimir a producao de mediadores inflamatdrios, como as citocinas pré-inflamatorias.
O funcionamento dessas vias de sinalizacdo pode ser interessante para um futuro
entendimento do mecanismo de ac¢ao do cinamato de metila, outros trabalhos como o
de Liang et al., 2023, relata que € possivel inibir a transi¢do epitelial mesenquimal a
partir da restricdo da via de sinalizagdo p38/STAT3.

Outro achado relevante em nossos resultados foi a reducdo do conteddo de
vimentina, uma proteina conhecida por ser um marcador chave na plasticidade celular
do fendtipo mesenquimal, associada ao aumento da motilidade e invasividade celular
nas células A549. No contexto da transicdo epitelial mesenquimal os niveis de
vimentina em células epiteliais sdo regulados positivamente apds o estimulo com
TGF-B (Satelli; Li, 2011). Em nossos resultados a diminuicdo da vimentina observada
nas células A549 tratadas com 10 uM de cinamato de metila (Figura 7) sugere que o
composto pode interferir na plasticidade celular e inibir processos relacionados a
transicao epitelial-mesenquimal, o que € corroborado por estudos que associam a
inibicdo da vimentina com a supressao da TEM. Por exemplo, o trabalho de Dong et
al., 2016 demonstrou que a reducgéo dos niveis de vimentina esta diretamente ligada
a contencao da transicao epitelial-mesenquimal e a supressao das vias de sinalizacéo
JAK/STAT e TGF-B1/Smad em células A549. Esse é um dado interessante porque
reforca a relevancia do cinamato de metila como possivel modulador dessas vias.

Na expertise da mecanistica molecular, o cinamato de metila demonstrou ter
efetividade na via de sinalizacdo de MAPK/ERK evitando a colite em camundongos,
além disso mostrou-se ser capaz de reduzir p38, e JNK (E et al.,, 2023). Como a

principal via de sinalizacdo candnica relacionada ao TGF é a via de TGF-B/SMAD, um
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possivel mecanismo de acdo do cinamato de metila seria a interferéncia dele sobre a
cascata de sinalizacdo, onde cinamato poderia interferir com o receptor TGF-BR,
impedindo a ativagdo de Smad2 e Smad3 e consequentemente a formagdo do
complexo Smad2/3-Smad4. Outro possivel mecanismo seria sobre a sinalizacao vias
nao canodnicas do TGF-B, como sustentado na literatura. Vias de sinalizacdo como
p38 MAPK, ERK, JNK, Pi3K/AKT, Rho/ROCK e NF-kB sao alvos interessantes para
investigagdo a fim de desvendar os mecanismos moleculares do cinamato de metila.
(Dong et al., 2016; JI et al., 2016; Kyung et al., 2018; Zhao et al., 2015). No trabalho
de Yao et al., 2021 ja foi demonstrado que o acido cinamico tem a capacidade de
interferir na sinalizacdo da via do NF-kB impedindo a transcricdo de determinados
genes.

Outros dados também relevantes para o entendimento do funcionamento do
cinamato de metila na modulacéo da transicao epitelial-mesenquimal (EMT) pode ser
sua possivel relacdo ao estresse de reticulo endoplasmatico (ER). O estresse de
reticulo esta intimamente ligado a TEM, j& que ele induz respostas celulares que
favorecem a perda de caracteristicas epiteliais e a aquisicdo de um fenétipo mais
mesenquimal, facilitando um perfil fibrético no tecido. Como descrito no trabalho de
Burman et al., 2018 a relacdo entre o estresse de reticulo e a fibrose pulmonar.
Estudos indicam que compostos com propriedades antioxidantes e antitumorais
capazes de modular o estresse de reticulo, conseguem também modular a transicao
epitelial mesenquimal, reduzindo a ativacdo de vias pro-inflamatérias e apoptoticas,
como JNK, p38 e Akt, que desencadeiam a EMT (Shah et al., 2017).

De acordo com Yu et al., 2023 a modulacéo estresse de ER induzido por cloreto
de niquel em células A549 ocorre através das vias de sinalizacdo p38 MAPK e
SMAD?2/3. Compostos naturais que podem evitar a ativacao de fatores como CHOP,
GRP78, BIP e XBP-1s, que estdo envolvidos no aumento da plasticidade celular e na
promoc¢do de um fendtipo invasivo, podem ser interessantes para a contencdo da
TEM. Nesse sentido, € valido a investigacdo se cinamato de metila pode suprimir o
estresse de reticulo, a fim atenuar os efeitos moleculares que levam a EMT,
reforcando sua importancia na prevencgao da progressao da fibrose e na preservacao
da homeostase celular.

Portanto, os resultados deste estudo, que indicam a capacidade do cinamato
de metila de reduzir a migragéo celular e diminuir o contetdo de vimentina em células

A549, estdo em concordancia com a literatura existente sobre o papel de compostos
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naturais na regulacdo de processos biolégicos, como a transicdo epitelial-
mesenquimal. Esses achados apontam para o potencial do cinamato de metila como
agente terapéutico, especialmente em contextos onde o controle da migragdo celular
para a progressdo de doencas, como a fibrose pulmonar, sdo fundamentais. Mais
estudos s8o necessarios para esclarecer os mecanismos moleculares exatos

envolvidos e confirmar esses efeitos em modelos in vitro.

7. CONCLUSAO

Nossos resultados sobre a caracterizagdo do cinamato de metila em células
epiteliais A549 mostram que ele além de ndo apresentar efeito citotoxico, ele foi
capaz de conter as alterac6es morfolégicas induzidas pelo TGF-B1 para um padrao
mesenquimal. Além disso, € possivel observar o efeito inibitério do CM sobre a
capacidade migratoria de células estimuladas por TGF-B1. Também, ao observar os
niveis de vimentina - marcador conhecidamente mesenquimal - expresso nas células
A549 apos o tratamento com o cinamato de metila € perceptivel uma reducédo
estatistica, o que € um avanco para o conhecimento dos efeitos do cinamato de
metila sobre sua caracterizacdo. Embora seja um avanco, estudos futuros ainda séo
necessarios para elucidar a compreensao sobre 0os mecanismos associados aos
aspectos moleculares e aos efeitos do CM sobre a sinalizacao intracelular e outros
marcadores associados ao processo de transicao epitelial-mesenquimal.
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