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RESUMO

A fibrose cistica (FC) consiste em uma doenca genética autossOmica recessiva,
causada por mutagdo no gene regulador da condutancia transmembrana da fibrose
cistica (CFTR), que codifica uma proteina de mesmo nome, responsavel pelo
transporte de cloreto e bicarbonato. A redugao ou auséncia da fungao proteica leva a
alguns disturbios multissistémicos, além de infecgdes pulmonares crénicas, causadas
principalmente por Pseudomonas aeruginosa, € uma resposta imune exagerada, na
qual os neutréfilos aparecem como o tipo celular majoritario, embora ndo sejam
capazes de eliminar os patégenos adequadamente. A apresentacdo da doenca
depende de inumeros fatores e um mesmo gendtipo pode ser clinicamente diferente
em sujeitos distintos. Como alternativas ao tratamento, os moduladores de CFTR tém
apresentado resultados importantes, porém, existem limitacbes decorrentes do
background genético que podem reduzir sua eficacia. Sob esta perspectiva, os
compostos fendlicos surgem como uma estratégia terapéutica natural e mais barata
para controlar a inflamagao e o estresse oxidativo. Para avaliar a acdo dos acidos
cafeico, clorogénico e rosmarinico, realizamos coleta de sangue periférico de trés
sujeitos com FC e de trés individuos nao afetados. As células mononucleares de
sangue periférico (PBMCs) foram cultivadas e expandidas em frascos de cultura
celular e transferidas para placas de 24 pocos. Apos a transferéncia e adaptacao,
foram tratadas com diferentes concentragdes dos acidos estudados. A viabilidade
celular foi analisada pelo método MTT e parametros de estresse oxidativo também
foram testados. Identificamos que os compostos fendlicos aumentaram as
concentracdes de acido ascoérbico e os niveis de 0xido nitrico, bem como aumentaram
a viabilidade celular. Nesse sentido, os compostos fendlicos séo estratégias mais
acessiveis e naturais para o tratamento da FC que devem ser estudadas.
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ABSTRACT

Cystic fibrosis (CF) is an autosomal recessive genetic disease caused by a mutation
in the cystic fibrosis transmembrane conductance regulator gene (CFTR), which
encodes a protein of the same name, responsible for the transport of chloride and
bicarbonate. The reduction or absence of protein function leads to some multisystem
disorders, in addition to chronic lung infections, caused mainly by Pseudomonas
aeruginosa, and an exaggerated immune response, in which neutrophils appear as the
majority cell type, although they are not able to eliminate pathogens. properly. The
presentation of the disease depends on numerous factors and the same genotype can
be clinically different in different subjects. As alternatives to treatment, CFTR
modulators have shown important results, however, there are limitations arising from
the genetic background that may reduce their effectiveness. From this perspective,
phenolic compounds emerge as a natural and cheaper therapeutic strategy to control
inflammation and oxidative stress. To evaluate the action of caffeic, chlorogenic and
rosmarinic acids, we collected peripheral blood from three subjects with CF and from
three unaffected individuals. Peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) were grown
and expanded in cell culture flasks and transferred to 24-well plates. After transfer and
adaptation, they were treated with different concentrations of the studied acids. Cell
viability was analyzed by the MTT method and oxidative stress parameters were also
tested. We identified that phenolic compounds increased ascorbic acid concentrations
and nitric oxide levels, as well as increased cell viability. In this sense, phenolic
compounds are more accessible and natural strategies for the treatment of CF that
should be studied.

Keywords: Cystic fibrosis; Phenolic compounds; Oxidative stress.

1 INTRODUGAO

A fibrose cistica (FC) consiste em um disturbio multissistémico hereditario,
limitante da vida, causado por mutagbes no gene regulador da condutancia
transmembrana da fibrose cistica (CFTR), que leva a anormalidades na proteina
CFTR, um canal de cloreto (CI) e bicarbonato (HCO;~) (RAFEEQ; MURAD, 2017;
BELL et al., 2020). E considerada a doenga autossémica recessiva mais frequente na
populagdo caucasiana (aproximadamente 1/2.500 nascidos vivos), com
consequéncias pulmonares, intestinais, hepaticas, pancreaticas e também no trato
reprodutor masculino (KAMAL; SURANA; KOH, 2018; TERZIC et al., 2019; BELL et
al., 2020).

Mais de 2.000 mutagdes foram descritas e agrupadas em seis classes, de
acordo com seu efeito proteico (VEIT et al., 2016). A gravidade da FC é induzida
geneticamente por genes de mutagdo e modificadores (STRUG et al., 2018), bem
como pela presenga de mais de uma mutacdo no mesmo alelo (CHEVALIER;
HINZPETER, 2020). Nesse sentido, sujeitos com a mesma mutagdo em homozigose
podem apresentar diferentes manifestagdes pulmonares da doenca (VECCHIO-
PAGAN et al., 2016). No mesmo contexto, mutagdes adicionais em outras regides de
genes também podem alterar a gravidade do quadro, bem como a eficacia dos
moduladores de CFTR (MASSON et al., 2019).



A inflamagao nas vias aéreas de sujeitos com FC é mediada por uma infiltragao
de leucdcitos polimorfonucleares, no entanto, eles ndo sao capazes de eliminar
infeccdbes pulmonares, notadamente por Pseudomonas aeruginosa, além de
contribuirem para danos teciduais e estresse oxidativo (RADA et al.,, 2017; DO
CARMO et al.,, 2021). Nesse sentido, € importante salientar que os neutréfilos
representam entre 50% a 70% dos leucdcitos no sangue humano, formando a primeira
barreira contra infeccbes (KRUGER et al., 2015).

Yoshimura et al. (1991) descreveram pela primeira vez a expressao de mRNA
de CFTR em neutrdfilos, embora em baixas concentragdes. Por sua vez, Painter et al.
(2006), Bonfield et al. (2012) e Ng et al. (2014) demonstraram, por meio de estudos in
vivo e in vitro, que a fungado reduzida da CFTR, ou sua auséncia em neutrofilos,
prejudica a fungao bactericida.

Sabe-se também que os neutrdfilos na FC estdo sob profunda ativagao (ADIB-
CONQUY et al., 2008). Essas células sofrem adaptagbes ao ambiente indcuo das vias
aéreas de sujeitos com FC, uma vez que o microambiente inflamatério é responsavel
pela regulagdo da morte celular dos neutréfilos (COAKLEY et al., 2002), com
regulagao positiva de vias celulares, metabdlicas e de estresse (MAKAM et al. , 2009).

Individuos com FC também tém burst respiratério reduzido e expressao
alterada de receptores toll-like (TLR) (PETIT-BERTRON et al., 2008; HOUSTON et
al., 2013), como TLR2, TLR4 e TLRS (KOLLER et al., 2009). A reducao do burst
respiratorio esta relacionada a atividade da explosédo oxidativa da mieloperoxidase
(MPO), que esta alterada na FC quando comparada aos controles (ZHOU et al., 2013).

O estresse oxidativo desempenha papéis benéficos no organismo, como
indugdo da resposta mitogénica, do controle de vias de sinalizagado celular e do
sistema imunolégico, a fim de ativar a cascata inflamatdria e eliminar patégenos
(PIZZINO et al., 2017; LIGUORI et al., 2018; IDDIR et al., 2020). Tem sido apontado
um papel fundamental na fisiopatologia da FC, uma vez que a infecgdo pulmonar
crbénica leva a uma resposta imune excessiva, mediada principalmente por leucécitos
ativados, que produzem grandes quantidades de espécies reativas de oxigénio
(EROs) (GALLI et al., 2012; SOARES et al., 2021).

Apesar dos avancos relativos no tratamento da FC com moduladores de CFTR,
devido ao seu alto custo, ao dificil acesso, ao beneficio limitado do tratamento em
criangas, a resposta insignificante em mutagées menos prevalentes e em arranjo
genético, € importante a busca por alternativas terapéuticas seguras e de baixo custo
(RAFEEQ; MURAD, 2017; MASSON et al., 2019). Como alternativa, os compostos
fendlicos apresentam-se como opgdes promissoras, devido as suas propriedades anti-
inflamatdrias e antioxidantes e por estarem presentes em inumeros compostos
naturais (SOARES et al., 2021).

Nesse contexto, considerando o possivel papel do estresse oxidativo na FC e
o potencial terapéutico promissor dos compostos fendlicos, objetivamos avaliar a
viabilidade celular e o efeito antioxidante dos acidos cafeico, clorogénico e rosmarinico
em células mononucleares do sangue periférico (PBMCs) de sujeitos com FC.



2  MATERIAIS E METODOS
21 DECLARACAO ETICA

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade
Federal da Fronteira Sul - Campus Chapecd, sob o numero de registro
48492621.7.0000.5564. Todos os protocolos realizados nesta investigacdo seguiram
os padrdes éticos do comité de ética em pesquisa institucional e nacional sobre o
envolvimento de participantes humanos. Os sujeitos com FC e o grupo sem FC foram
admitidos no estudo apds a assinatura do Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido.

2.2 PRODUTOS QUIMICOS E REAGENTES

Todos os reagentes e produtos quimicos utilizados neste estudo foram de grau
analitico adquiridos da Sigma-Aldrich Inc. (St. Louis, MO, EUA) e Merck KGaA
(Darmstadt, Alemanha). Salvo indicagdo em contrario, todos os outros reagentes
foram de pureza analitica e todas as solugdes foram preparadas com agua destilada.
Os marcadores bioquimicos foram realizados pelo analisador clinico automatizado
Wiener Lab. CM 200 (LABIN POLSKA SP. Z.0.0.). As placas e frascos de cultura de
células utilizados para os procedimentos de cultura foram obtidos da Gibco™ Thermo
Fisher Scientific (Grand Island, NY, EUA) e da Invitrogen Life Technologies (Carlsbad,
CA, EUA). A analise fotométrica foi realizada em um espectrofotbmetro de
microplacas Multiskan™ GO (Thermo Fisher Scientific, EUA).

2.3 DESENHO DO ESTUDO E CRITERIOS DE SELEGCAO DOS PARTICIPANTES

Trés sujeitos com diagndstico de FC foram selecionados com base nos critérios
de inclusédo e exclusdo. O estudo incluiu sujeitos de ambos os sexos do sul do Brasil,
diagnosticados com FC com teste genético confirmatoério, podendo ou néo ter atingido
a maioridade, denominados de sujeitos 01, 02 e 03 (Tabela 1). Foram excluidos os
sujeitos com FC que apresentavam processo infeccioso em andamento e/ou estavam
em uso de imunossupressores. Ademais, trés sujeitos (04, 05 e 06) que néo
apresentavam o diagnéstico de FC foram incluidos com base no pareamento de idade
e sexo em relagao aos sujeitos com FC. Os participantes foram solicitados a assinar
o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido antes da coleta de sangue, e os
menores de 18 anos também assinaram um Termo de Assentimento.

Tabela 1 — Caracteristicas dos sujeitos com FC

Sujeitos Mutacgoes e classes Idade Género

01 F508del e ¢.2657+5G>A
(classe Il e classe V)

43 ‘ Feminino



02 F508del e pn1303k 8 Feminino
(ambas classe )

03 F508del e G85E 19 Feminino
(ambas classe )

Fonte: Elaborado pelos autores (2022)

2.4  ANALISE BIOQUIMICA DO SANGUE PERIFERICO

O sangue total foi coletado de cada sujeito por meio de pungao venosa em
tubos anticoagulantes EDTA, de aproximadamente 20 ml, e o material coletado foi
utilizado para separar as PBMCs. Amostras usando PBMCs sao essenciais para
pesquisa imunoldgica, diagndstico de doencas e desenvolvimento de novos
medicamentos. Eles tém uma vantagem sobre outros métodos por serem faceis de
obter e rapidamente isolados e processados (RIEDHAMMER; HALBRITTER;
WEISSERT, 2016; MARCO-CASANOVA et al., 2021).

As amostras de sangue foram diluidas com o mesmo volume de solugéo salina
tamponada com fosfato (PBS). Esta preparacéo foi adicionada ao Ficoll Histopaque
(proporcéao de 2 partes de sangue para 1 parte de Ficoll), centrifugado a 1800 rpm por
30 minutos em temperatura ambiente, e a fase entre o plasma e o Ficoll foi coletada.
Esta fase foi lavada com soro fisioldgico.

As células foram cultivadas em incubadora de CO2 a temperatura de 37 °C, em
meio de cultura Roswell Park Memorial Institute (RPMI), com 10% de soro fetal bovino
(FBS), suplementado com 1% de penicilina/estreptomicina e 1% de antifungico
anfotericina B (PERES; CURI, 2005), no laboratério de cultura de células da
Universidade Federal da Fronteira Sul, Campus Chapecd. Apos o cultivo, as células
foram adicionadas a uma placa estéril de 24 pocos a uma densidade celular de 1x10°
para tratamento com acido cafeico, acido clorogénico e acido rosmarinico nas
medicdes de 25 yM, 50 uM, 100 yM, 200 uM e 400 pM. As concentragdes foram
determinadas com base em uma escala logaritmica.

2.5 COLETADE SANGUE E CULTURA DE PBMCS

Os niveis sanguineos periféricos de fosfatase alcalina, de bilirrubina direta e
total, de creatina quinase, de aspartato aminotransferase, de alanina transaminase,
de lactato desidrogenase, de uréia, de acido urico e de creatinina em sujeitos com FC
e no grupo sem FC foram avaliados em um analisador clinico automatizado (Wiener
Lab. CM 200) usando kits de reagentes, por meio de ensaio colorimétrico.

2.6 VIABILIDADE CELULAR

O ensaio de brometo de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazolio (MTT)
foi utilizado de acordo com um estudo realizado por Mosmann (1983).
Resumidamente, as PBMCs foram semeadas em placas de 96 pocgos, em 4
repeticdes, em densidades de 1x10° células/pogco e tratadas com diferentes



concentragcdes dos acidos cafeico, clorogénico e rosmarinico. Apods os tempos de
exposicao, o sobrenadante foi removido e as células foram lavadas uma vez com PBS
(0,1 M, pH 7,4) para evitar qualquer interferéncia do composto utilizado no tratamento.
O reagente MTT (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) (5 mg/ml) dissolvido em PBS foi
adicionado e as placas foram incubadas por 2 horas a 37°C. Posteriormente, o
sobrenadante foi descartado e 200 uL de DMSO foram adicionados para dissolver os
cristais de formazan gerados pela redugdo do sal MTT pelas células viaveis. A
absorbancia foi medida a 570 nm usando microplacas SpectraMax® i3 Multimode
Plate Reader 96 (Molecular Devices, Sunnyvale, CA, EUA).

2.7 OXIDONITRICO

O teste de Oxido Nitrico (NO) detecta a presenca de nitrito organico na amostra.
O nitrito é detectado pela formagédo de uma cor rosada quando o reagente de Griess

€ adicionado a amostra contendo NO?~. A sulfanilamida no reagente de Griess é

responsavel pela formagao de sais de diazbénio a partir do nitrito na amostra. Quando
o bicloridrato de N-1-naftiletiienodiamina, um azo composto, interage com sais de
diazbnio, aparece uma coloracdo rosa na amostra, que € avaliada por ensaio
espectrofotométrico em 540 nm (CHOI, et al., 2012; NOH et al, 2015).

2.8 TEORDE ACIDO ASCORBICO

O acido ascorbico, também chamado de vitamina C, funciona como um cofator
enzimatico, sendo capaz de eliminar as EROs (REIS et al., 2015). O teor de acido
ascorbico pode ser acessado pelo método de Jacques-Silva et al. (2001), com leitura
de absorbancia em 520 nm. Resumidamente, 100 pL de aliquota de sobrenadante em
um volume final de 170 pL de solugao, contendo 2,4-dinitrofenilhidrazina (DNPH) e
TCA 13,3%, foi incubado por 2 horas a 37 °C. Por fim, foi gerado um produto composto
vermelho alaranjado, proporcional ao teor de acido ascorbico, expresso em ug/dL de
acordo com o padrao de acido ascorbico.

2.9 ANALISE ESTATISTICA

Todos os testes foram realizados em quadruplicata. Os dados foram tabulados
em planilhas Excel e apresentados em porcentagem em relagao ao grupo controle. As
estatisticas foram realizadas usando o software Graphpad Prism, versdo 9.0. Os
resultados foram comparados por analise de variancia unidirecional seguida pelo teste
post hoc de Tukey. Resultados com p<0,05 foram considerados estatisticamente
significantes. Resultados com um asterisco (*) mostram p=0,05; com dois asteriscos
(**), p=0,01; trés asteriscos (***), p=0,001 e quatro asteriscos (****), p<0,001.



3 RESULTADOS
3.1 VIABILIDADE CELULAR

Quanto a viabilidade e a proliferacao celular, analisadas pela técnica do MTT,
o acido clorogénico foi responsavel por aumentar a viabilidade das amostras celulares
de dois sujeitos com FC, a partir de concentragdes de 200 uM (Figura 1). No entanto,
a amostra 02 apresentou redugao significativa na viabilidade celular nas
concentragbes de 25 uyM (p<0,001), 200 uM (p=0,001) e 400 uM (p=0,001). Nas
amostras de células do grupo sem FC, houve aumento da viabilidade celular,
principalmente na concentracdo de 400 uM, com diferentes significancias de acordo
com cada sujeito (Figura 2).

O acido rosmarinico foi responsavel por aumentar progressivamente a
viabilidade celular das amostras celulares 01 e 03 de sujeitos com FC, sendo que a
concentragdo de 400 pM apresentou significancia de p<0,001. Na amostra 02, a
viabilidade celular diminuiu significativamente na concentragdo de 400 uM (p=0,05).
Nas amostras do grupo sem FC, houve aumento progressivo da viabilidade celular em
dois sujeitos, com a concentragédo de 400 uM apresentando alto grau de significancia
(p=0,001). O sujeito 04 apresentou significancia no aumento da viabilidade celular em
trés concentragdes (25 uM, 200 uM e 400 uM).

O acido cafeico demonstrou aumentar a viabilidade celular em duas amostras
de células de sujeitos com FC, especialmente em uma concentracdo de 200 uM
(p=0,01) no sujeito 01 e em 200 pM (p=0,001) e 400 uM (p=0,001) no sujeito 02. No
entanto, na amostra de células do sujeito 03, ndo houve alteragao significativa. Houve
também, aumento da viabilidade celular em duas amostras de células de sujeitos sem
FC, notavelmente na concentragdo de 400 pM (p<0,001), mas n&o houve alteragao
significativa na amostra de células 04.

Figura 1 — Viabilidade celular de PBMCs de sujeitos com fibrose cistica tratados com
acidos cafeico, clorogénico e rosmarinico
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Figura 2 — Viabilidade celular de PBMCs de sujeitos sem fibrose cistica tratados com
acidos cafeico, clorogénico e rosmarinico
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3.2 ACIDOASCORBICO

O acido rosmarinico foi capaz de aumentar a concentragao de acido ascérbico
em PBMCs de dois sujeitos com FC, sendo que a concentracdo de 400 uM
representou um alto grau de significancia (p<0,001) (Figura 3). Em PBMCs do sujeito
02, especificamente, o acido n&o alterou significativamente os niveis de vitamina C.
No entanto, em PBMCs de sujeitos que ndo apresentam mutagdes no gene CFTR, as
concentragdes de 25 uM e 200 uM foram responsaveis por um aumento significativo
de acido ascorbico (p<0,001), nas trés amostras de células (Figura 4).



O acido clorogénico aumentou a concentragao de acido ascoérbico de PBMCs
dos trés sujeitos com FC com diferentes mutacgdes e idades, com alta significancia na
concentracao de 400 uM (p<0,001). Em amostras de células do grupo sem FC, o acido
clorogénico aumentou o potencial antioxidante também na concentragéo de 400 uM
(p<0,001) e em outras concentragdes demonstradas na figura 04.

O acido cafeico foi responsavel por aumentar a concentracido de acido
ascorbico em PBMCs de trés sujeitos heterozigotos em diferentes idades,
notadamente na concentragao de 400 pM, com diferentes significancias. Em amostras
de células do grupo sem FC, o acido supracitado foi responsavel por aumentar o acido
ascorbico em PBMCs com alta significancia (p<0,001) a partir da concentragao de 200

MM.

Figura 3 — Niveis de acido ascoérbico de PBMCs de sujeitos com fibrose cistica
tratados com acidos cafeico, clorogénico e rosmarinico
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Figura 4 — Niveis de acido ascérbico de PBMCs de sujeitos sem fibrose cistica

tratados com acidos cafeico, clorogénico e rosmarinico
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Fonte: Elaborado pelos autores (2022)

3.3 OXIDO NITRICO

Da mesma forma, os niveis de NO foram avaliados apds as amostras de células
serem tratadas com os acidos fendlicos. O acido rosmarinico desempenhou um papel
importante no aumento dos niveis de NO em todas as amostras de células de sujeitos
com FC (Figura 5). O sujeito 01, apresentou taxas significativas de aumento dos niveis
de NO nas concentragdes de 200 uyM (p=0,01) e 400 uM (p=0.01), assim como as



amostras dos sujeitos 03 (200 uM, p=0,01; 400 uM, p<0,001) e 06 (200 uM, p<0,001;
400 uM, p<0,001). A amostra do sujeito 02 apresentou taxas significativas de aumento
dos niveis de NO em todas as concentracbes testadas (25 uM, p=0,05; 100 uM,
p=0,05; 200 pM, p=0,05 e 400 uM, p=0,001), exceto 50 uM.

Quantos aos sujeitos sem FC (Figura 6), resultados semelhantes podem ser
observados na amostra do sujeito 04, que apresentaram aumento significativo nos
niveis de NO em todas as concentragdes testadas (25 pyM, p=0,05; 50 uM, p=0,001;
200 uM, p=0,05 e 400 pM, p=0,001), exceto 100 uM. A amostra do sujeito 05
apresentou um aumento significativo dos niveis de NO apenas na concentracéo de
400 uM (p=0,01). Quanto ao sujeito 06, observou-se aumento dos niveis de NO nas
concentragbes de 200 yM (p<0,001) e 400 pM (p<0,001). Nenhuma amostra
apresentou reducgao dos niveis de NO nas concentragdes testadas.

O acido cafeico ndo apresentou redugao dos niveis de NO em nenhuma
amostra celular (Figura 5; Figura 6), independentemente da concentragao testada. A
amostra do sujeito 01 nao apresentou alteragao significativa dos niveis de NO. A
amostra do sujeito 02 mostrou um aumento significativo nos niveis de NO nas
concentragdes de 200 uM (p=0,05) e 400 uM (p=0,05). A amostra do sujeito 03
mostrou aumento significativo nos niveis de NO nas concentragdes de 100 uM
(p=0,05), 200 uM (p=0,05) e 400 uM (p=0,01). A amostra do sujeito 04 apresentou
aumento nos niveis de NO nas concentragdes de 50 uM (p=0,05), 100 uM (p=0,01) e
400 uM (p=0,001), enquanto a amostra do sujeito 05 apresentou aumento significativo
nos niveis de NO nas concentragdes de 25 uyM (p=0,01), 100 uM (p<0,001) e 400 pM
(p<0,001). A amostra do sujeito 06 apresentou aumento dos niveis de NO em todas
as concentragdes testadas (25 uM, p=0,001; 50 yM, p=0,01; 100 pM, p=0,01 e 400
MM, p=0,01), exceto 200 uM.

Em relacédo ao acido clorogénico, as amostras de células de sujeitos com FC
(Figura 5) ndo apresentaram aumento significativo nos niveis de NO na maioria das
concentragdes testadas, exceto as concentragdes de 200 uM (p=0,05) na amostra do
sujeito 01 e 400 uM (p=0,05) na amostra do sujeito 03. As amostras de células dos
sujeitos sem FC (Figura 6) mostraram um aumento nas concentracbes de NO. A
amostra do sujeito 04 apresentou elevagado nos niveis de NO nas concentragdes de
50 uM (p=0,05), 200 pM (p=0,01)e 400 uM (p=0,001), enquanto a amostra do sujeito
05 apenas nas concentragdes de 50 uM (p=0,05) e 400 uM (p=0,05). A amostra do
sujeito 06, por outro lado, apresentou um aumento nos niveis de NO em baixas
concentragdes, como 25 uM (p=0,05) e 50 uyM (p=0,05).



Figura 5 — Niveis de 6xido nitrico de PBMCs de sujeitos com fibrose cistica tratados
com acidos cafeico, clorogénico e rosmarinico
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Figura 6 — Niveis de 6xido nitrico de PBMCs de sujeitos sem fibrose cistica tratados
com acidos cafeico, clorogénico e rosmarinico
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Fonte: Elaborado pelos autores (2022)

3.4 ANALISES BIOQUIMICAS

A analise bioquimica dos niveis de fosfatase alcalina, de bilirrubina direta e
total, de creatina quinase, de aspartato aminotransferase, de alanina transaminase,
de lactato desidrogenase, de uréia, de acido urico e de creatinina dos sujeitos com FC
e sem FC (Tabela 2) ndo mostrou diferencgas significativas (p<0,05). No entanto, a
média de alanina aminotransferase dos sujeitos com FC estava acima dos valores de



referéncia. O valor de p das analises nao foi significativo, possivelmente, devido ao
grande desvio padrao dos sujeitos, pois 0 sujeito 01 apresentou valores dentro da
normalidade em todas as analises, enquanto os sujeitos 02 e 03 apresentaram valores
alterados.

Tabela 2 — Parametros Bioquimicos

Parametros Grupo com FC Grupo sem FC Valores de Valor-p
(média/desvio (média/desvio referéncia
padréao) padréao)

Fosfatase Alcalina 376,3+184,3 152,7 + 39 65to 300 U/L | 0.1685
Bilirrubina Direta 0,2+0,05 0,10 0to 0,3 mg/dL| 0.1161
Bilirrubina Total 0,43 £ 0,09 0,3+0,08 0to1mg/dL | 0.2051

Creatina Quinase 25+ 7,79 14,67 + 0,47 24 to 95 U/L 0.1344

Aspartato 20,3+49 14,7+ 0,5 0 to 38 U/L 0.1804

Aminotransferase

Alanina Transaminase 11+6,2 7,7+05 0 to 41 U/L 0.4883

Lactato Desidrogenase| 319,7 +52,5 282,3 +28,9 |(230to460 U/L| 0.4279

Uréia 17,7+1,2 21,7+ 2,6 10 to 50 mg/dL| 0.1234

Acido Urico 41+12 4+0,5 2,5to 6 mg/dL| 0.9180

Creatinina 0,8+0,2 0,98 + 0,1 0,72 to 1,16 0.2999
mg/dL

Fonte: Elaborado pelos autores (2022)
4 DISCUSSAO

Primeiramente, como forma de avaliar a citotoxicidade de compostos fendlicos
em PBMCs, foi utilizado o ensaio MTT, considerando que os valores de absorbancia
obtidos sao diretamente proporcionais ao numero de células vivas (GRELA;
KOZLOWSKA; GRABOWIECKA, 2018). O MTT apresenta vantagens como facil
manuseio, aplicagdo em larga escala e auséncia de radioatividade (WEICHERT et al.,
1991; NI; HOLLANDER, 1996), e ja foi validado em células ndo aderentes, como
linfécitos de sangue periférico (WEICHERT et al., 1996; AMANI et al., 2021; HASSANI
et al., 2021). Os acidos fendlicos, em geral, aumentaram a viabilidade celular e a
proliferagdo de PBMCs, mas as células do sujeito 02 tiveram uma diminuigao
significativa em sua viabilidade. Embora nao tenhamos encontrado estudos
semelhantes para comparagdo, o acido rosmarinico aumentou a contagem de
leucécitos em camundongos (EFTEKHAR; MOGHIMI; BOSKABADY, 2018). Quanto
ao acido cafeico, Prasad, Jeyanthimala e Ramachandran (2009) demonstraram um
aumento significativo na viabilidade celular de linfécitos do sangue humano de forma
dependente da concentragédo. No estudo de Cariddi et al. (2015), o acido clorogénico
nao afetou a viabilidade dos linfécitos, independente da concentracado testada, mas



reduziu o dano induzido pela ocratoxina A, sendo assim, um possivel bioprotetor. Em
nosso estudo, o acido clorogénico foi responsavel por aumentar a viabilidade e
proliferacdo celular tanto nas amostras dos sujeitos sem FC quanto nas amostras de
células de sujeitos com FC. Assim, os compostos polifendlicos estudados
aumentaram a viabilidade das PBMCs na maioria das amostras de células testadas,
com excegao das PBMCs do sujeito 02, o que demonstra que nao sao citotéxicos em
diferentes concentragdes, abrindo caminho para futuras terapias. No entanto, estudos
in vitro e in vivo sdo necessarios para confirmar esse achado.

Os compostos fendlicos testados foram capazes de aumentar a concentracéo
de acido ascorbico de PBMCs tanto em sujeitos com FC quanto em amostras de
sujeitos sem FC. A funcdo pulmonar em sujeitos com FC tem sido associada a
diminuicdo das concentragdes plasmaticas de acido ascorbico (BROWN et al. 1996),
que é importante para reduzir o estresse oxidativo e, no contexto da FC, também pode
induzir a abertura da CFTR, a fim de aumentar a secregao de fluido epitelial e melhorar
a depuracao mucociliar (FISCHER et al., 2004). Além disso, também parece inibir a
formagao de MPO a partir de PBMCs (WILLIAMS et al., 1984). Baixas concentragdes
de acido ascorbico estdo associadas a altos graus de inflamagéao em sujeitos com FC
(WINKLHOFER-ROOB et al., 1997; ADEWALE et al., 2020). Assim, o aumento do
acido ascorbico pode ser benéfico para os sujeitos com FC, reduzindo a quantidade
de EROs e também os aspectos inflamatorios.

Comparando os trés compostos fendlicos testados, o acido clorogénico
apresentou um aumento do acido ascorbico mais significativo e constante nas PBMCs
de sujeitos com FC. O acido clorogénico conseguiu aumentar os niveis de acido
ascorbico de forma altamente significativa, mesmo em amostras de células do sujeito
02, que tiveram uma resposta menor ao acido cafeico e sem alteragdes quando
tratadas com acido rosmarinico. Comparadas as amostras de células do sujeito 03,
que apresentavam as mesmas classes de mutagdes, sexo e idade semelhante, as
amostras de células do sujeito 02 podem ter uma resposta menor devido a fatores
nutricionais e metabdlicos, uma vez que este apresentou fosfatase alcalina elevada e
creatinina abaixo do esperado (Tabela 1).

Mutacdes de classe Il como a F508del, que esta relacionada com pouca ou
nenhuma funcéo da proteina CFTR, tende a promover um fenétipo classico de FC. No
entanto, heterozigotos com mutagdes classe V, como ¢.2657+5G>A, que preserva a
funcdo residual da proteina, tém melhor progndstico, pois apresentam fungéo
pancreatica exdcrina e menos complicagdes pulmonares (MASVIDAL et al., 2014;
BELL et al., 2020). Assim, devido a um genotipo brando, o sujeito 01 tem resultados
mais semelhantes aos sujeitos sem FC, enquanto os sujeitos 02 e 03, portadores de
duas mutagdes de classe I, sdo menos responsivos aos tratamentos com os acidos.
Além disso, o sujeito 01 tem 43 anos, sendo praticamente o dobro da expectativa de
vida dos sujeitos com FC no Brasil (BELL et al, 2020), mostrando que a mutagao
classe V esta ligada a melhor qualidade de vida. Cabe ressaltar que as manifestagdes
fenotipicas s&o variadas, pois fatores como genes modificadores e fatores ambientais
e socioecondmicos interferem na gravidade e apresentagdo da doenga (COLLACO;
CUTTING, 2008; BELL et al, 2020). Ha também muitas duvidas sobre o fenétipo
gerado pelo rearranjo genético em heterozigose na FC (TOMAIUOLO et al., 2008).

Os trés acidos testados mostraram uma tendéncia de aumentar a concentragao
de NO em PBMCs tanto em amostras de células de sujeitos sem FC quanto de sujeitos
com FC. Apesar de serem compostos antioxidantes, € interessante notar que esse
aumento de NO foi mais significativo nas células tratadas com acido rosmarinico.
Embora a FC seja considerada uma doenca que apresenta um aspecto geral pro-



oxidante, o NO exalado esta diminuido, sugerindo reducao na sua formagao, aumento
do metabolismo e/ou perda de NO (DE WINTER; ENT, 2005). Apds o inicio da terapia
com moduladores CFTR, ha um aumento no NO exalado, o que suporta uma estreita
conexao entre a fungcdo da CFTR e a regulagédo do NO (GRASEMANN et al., 2015;
KOTHA et al., 2015; KORTEN et al., 2017). Em estudo recente, alteragbes locais e
sistémicas na via da L-arginina e do NO foram encontradas no escarro, sangue e urina
de sujeitos com FC (HANUSCH et al., 2020). A redugédo do NO exalado também esta
relacionado a contagens mais altas de neutréfilos no sangue em sujeitos com FC
(KRANTZ et al., 2017). Como o NO demonstrou se opor ao sequestro de neutrdfilos,
a relativa falta na FC pode estar por tras da intensa infiltracdo de neutrofilos que
caracteriza a doenga (MENG et al., 2000).

As terapias com NO inalado demonstram melhora no quadro clinico
(YAACOBY-BIANU et al., 2018. BARTLEY et al., 2020; BENTUR et al., 2020). As
terapias que aumentam o NO foram testadas em uma variedade de condigdes em
sujeitos com FC e se mostraram promissoras (SOMAYAJI; NICHOLS; BELL, 2020).
Assim, o aumento do NO reduz a inflamacéo excessiva dos pulmdes, aumentando
ainda mais o potencial terapéutico desses acidos para a FC, principalmente na forma
inalada e na solucéo de acido rosmarinico. Estudos com administracdo pulmonar de
uma solugao de acido polifendlico, que inclui o acido rosmarinico, fornecem uma visao
pré-clinica da viabilidade de administragdo pulmonar desse composto (LU et al.,
2019).

Por fim, em relagdo aos parametros bioquimicos, a fosfatase alcalina estava
elevada em dois sujeitos com FC, com a média dos trés sujeitos acima do valor de
referéncia. O desvio padrdo foi significativo, pois o sujeito 01 ndo apresentou
alteracdes, possivelmente devido as caracteristicas de seu gendtipo. A fosfatase
alcalina, que pode ser muito alta em sujeitos com FC (REKEN et al., 2021; DELMEZ
et al., 2022), € uma enzima hepatica importante para caracterizar a doenga hepatica
relacionada a FC, uma das principais causas de morbimortalidade da doenca
(COLOMBO; ALICANDRO, 2019). No entanto, apresenta resultados estatisticos
moderados para ser utilizado como método de triagem, com sensibilidade de 63% e
especificidade de 64% (MARTONOSI et al.,, 2021). Estudos prévios indicaram
isoenzimas de fosfatase alcalina no liquido amnidtico com um possivel teste de
triagem pré-natal para FC (DICTUS-VERMEULEN et al., 1988; SCHOENAU et al.,
1989), porém outros exames recentes apresentam resultados mais satisfatorios (LAM
et al., 2019; LEWINDON et al., 2019). Para caracterizar a doenga hepatica, a
elastografia transitoria mostrou-se um método superior, mais simples e mais barato
(LAM et al.,, 2019; MARTONOSI et al.,, 2021). Outros marcadores bioquimicos
hepaticos testados ndo mostraram diferencgas significativas com os sujeitos sem FC,
como aspartato aminotransferase e alanina transaminase. Por fim, dados bioquimicos
sem diferencas estatisticas entre sujeitos com FC e sujeitos sem alteragdo no gene
CFTR, podem indicar que os sujeitos testados possuem uma doencga relativamente
controlada e uma capacidade homeostatica para uma boa resposta as terapias
experimentais.

5 CONSIDERAGOES FINAIS

Mostramos que amostras de células tratadas in vitro com diferentes
concentragdes de compostos fendlicos, em geral, tiveram sua viabilidade aumentada.



Os acidos fendlicos testados (acido rosmarinico, acido cafeico e acido clorogénico)
também mostraram um papel significativo no aumento das concentragcées de acido
ascorbico. Esse dado é importante, uma vez que o acido ascoérbico esta relacionado
a reducao do estresse oxidativo, por inibir a génese da MPO e também contribuir para
a inducao da abertura da CFTR, o que favorece a reducao do dano tecidual e melhora
0 clearance mucociliar. Nesse sentido, o acido clorogénico apresentou melhor
desempenho no aumento dos niveis de acido ascoérbico.

Os compostos fendlicos também demonstraram um aumento nos niveis de NO
das amostras de células tratadas, o que aparece como um ponto promissor do nosso
estudo, uma vez que os sujeitos com FC apresentam melhora significativa de suas
condicdes clinicas quando tratados com NO inalado.

Em conclusdo, ressaltamos a importancia de pesquisas basicas e ensaios
clinicos com compostos fendlicos, uma vez que sdo uma alternativa mais barata e
promissora de tratamento. Tendo em vista que a FC se apresenta como uma doencga
multifatorial, a modulagao das vias anti-inflamatérias e inflamatdrias pode ser utilizada
como base importante para o controle dos sintomas e progressao da doenga.
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	Cystic fibrosis (CF) is an autosomal recessive genetic disease caused by a mutation in the cystic fibrosis transmembrane conductance regulator gene (CFTR), which encodes a protein of the same name, responsible for the transport of chloride and bicarbo...
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	1 INTRODUÇÃO
	A fibrose cística (FC) consiste em um distúrbio multissistêmico hereditário, limitante da vida, causado por mutações no gene regulador da condutância transmembrana da fibrose cística (CFTR), que leva a anormalidades na proteína CFTR, um canal de clore...
	Mais de 2.000 mutações foram descritas e agrupadas em seis classes, de acordo com seu efeito proteico (VEIT et al., 2016). A gravidade da FC é induzida geneticamente por genes de mutação e modificadores (STRUG et al., 2018), bem como pela presença de ...
	A inflamação nas vias aéreas de sujeitos com FC é mediada por uma infiltração de leucócitos polimorfonucleares, no entanto, eles não são capazes de eliminar infecções pulmonares, notadamente por Pseudomonas aeruginosa, além de contribuírem para danos ...
	Yoshimura et al. (1991) descreveram pela primeira vez a expressão de mRNA de CFTR em neutrófilos, embora em baixas concentrações. Por sua vez, Painter et al. (2006), Bonfield et al. (2012) e Ng et al. (2014) demonstraram, por meio de estudos in vivo e...
	Sabe-se também que os neutrófilos na FC estão sob profunda ativação (ADIB-CONQUY et al., 2008). Essas células sofrem adaptações ao ambiente inócuo das vias aéreas de sujeitos com FC, uma vez que o microambiente inflamatório é responsável pela regulaçã...
	Indivíduos com FC também têm burst respiratório reduzido e expressão alterada de receptores toll-like (TLR) (PETIT-BERTRON et al., 2008; HOUSTON et al., 2013), como TLR2, TLR4 e TLR5 (KOLLER et al., 2009). A redução do burst respiratório está relacion...
	O estresse oxidativo desempenha papéis benéficos no organismo, como indução da resposta mitogênica, do controle de vias de sinalização celular e do sistema imunológico, a fim de ativar a cascata inflamatória e eliminar patógenos (PIZZINO et al., 2017;...
	Apesar dos avanços relativos no tratamento da FC com moduladores de CFTR, devido ao seu alto custo, ao difícil acesso, ao benefício limitado do tratamento em crianças, à resposta insignificante em mutações menos prevalentes e em arranjo genético, é im...
	Nesse contexto, considerando o possível papel do estresse oxidativo na FC e o potencial terapêutico promissor dos compostos fenólicos, objetivamos avaliar a viabilidade celular e o efeito antioxidante dos ácidos cafeico, clorogênico e rosmarínico em c...
	2 MATERIAIS E MÉTODOS
	2.1 DECLARAÇÃO ÉTICA
	Este estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa da Universidade Federal da Fronteira Sul - Campus Chapecó, sob o número de registro 48492621.7.0000.5564. Todos os protocolos realizados nesta investigação seguiram os padrões éticos do comitê ...
	2.2 PRODUTOS QUÍMICOS E REAGENTES
	Todos os reagentes e produtos químicos utilizados neste estudo foram de grau analítico adquiridos da Sigma-Aldrich Inc. (St. Louis, MO, EUA) e Merck KGaA (Darmstadt, Alemanha). Salvo indicação em contrário, todos os outros reagentes foram de pureza an...
	2.3 DESENHO DO ESTUDO E CRITÉRIOS DE SELEÇÃO DOS PARTICIPANTES
	Três sujeitos com diagnóstico de FC foram selecionados com base nos critérios de inclusão e exclusão. O estudo incluiu sujeitos de ambos os sexos do sul do Brasil, diagnosticados com FC com teste genético confirmatório, podendo ou não ter atingido a m...
	Tabela 1 ‒ Características dos sujeitos com FC
	Fonte: Elaborado pelos autores (2022)
	2.4 ANÁLISE BIOQUÍMICA DO SANGUE PERIFÉRICO
	O sangue total foi coletado de cada sujeito por meio de punção venosa em tubos anticoagulantes EDTA, de aproximadamente 20 ml, e o material coletado foi utilizado para separar as PBMCs. Amostras usando PBMCs são essenciais para pesquisa imunológica, d...
	As amostras de sangue foram diluídas com o mesmo volume de solução salina tamponada com fosfato (PBS). Esta preparação foi adicionada ao Ficoll Histopaque (proporção de 2 partes de sangue para 1 parte de Ficoll), centrifugado a 1800 rpm por 30 minutos...
	As células foram cultivadas em incubadora de CO2 à temperatura de 37 ºC, em meio de cultura Roswell Park Memorial Institute (RPMI), com 10% de soro fetal bovino (FBS), suplementado com 1% de penicilina/estreptomicina e 1% de antifúngico anfotericina B...
	2.5 COLETA DE SANGUE E CULTURA DE PBMCS
	Os níveis sanguíneos periféricos de fosfatase alcalina, de bilirrubina direta e total, de creatina quinase, de aspartato aminotransferase, de alanina transaminase, de lactato desidrogenase, de uréia, de ácido úrico e de creatinina em sujeitos com FC e...
	2.6 VIABILIDADE CELULAR
	O ensaio de brometo de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazólio (MTT) foi utilizado de acordo com um estudo realizado por Mosmann (1983). Resumidamente, as PBMCs foram semeadas em placas de 96 poços, em 4 repetições, em densidades de 1×105...
	2.7 ÓXIDO NÍTRICO
	O teste de Óxido Nítrico (NO) detecta a presença de nitrito orgânico na amostra. O nitrito é detectado pela formação de uma cor rosada quando o reagente de Griess é adicionado à amostra contendo NO2−. A sulfanilamida no reagente de Griess é responsáve...
	2.8 TEOR DE ÁCIDO ASCÓRBICO
	O ácido ascórbico, também chamado de vitamina C, funciona como um cofator enzimático, sendo capaz de eliminar as EROs (REIS et al., 2015). O teor de ácido ascórbico pode ser acessado pelo método de Jacques-Silva et al. (2001), com leitura de absorbânc...
	2.9 ANÁLISE ESTATÍSTICA
	Todos os testes foram realizados em quadruplicata. Os dados foram tabulados em planilhas Excel e apresentados em porcentagem em relação ao grupo controle. As estatísticas foram realizadas usando o software Graphpad Prism, versão 9.0. Os resultados for...
	3 RESULTADOS
	3.1    VIABILIDADE CELULAR
	Quanto à viabilidade e à proliferação celular, analisadas pela técnica do MTT, o ácido clorogênico foi responsável por aumentar a viabilidade das amostras celulares de dois sujeitos com FC, a partir de concentrações de 200 µM (Figura 1). No entanto, a...
	O ácido rosmarínico foi responsável por aumentar progressivamente a viabilidade celular das amostras celulares 01 e 03 de sujeitos com FC, sendo que a concentração de 400 µM apresentou significância de p<0,001. Na amostra 02, a viabilidade celular dim...
	O ácido cafeico demonstrou aumentar a viabilidade celular em duas amostras de células de sujeitos com FC, especialmente em uma concentração de 200 µM (p=0,01) no sujeito 01 e em 200 µM (p=0,001) e 400 µM (p=0,001) no sujeito 02. No entanto, na amostra...
	Figura 1 ‒ Viabilidade celular de PBMCs de sujeitos com fibrose cística tratados com ácidos cafeico, clorogênico e rosmarínico
	Fonte: Elaborado pelos autores (2022)
	Fonte: Elaborado pelos autores (2022)
	Figura 2 ‒ Viabilidade celular de PBMCs de sujeitos sem fibrose cística tratados com ácidos cafeico, clorogênico e rosmarínico
	Fonte: Elaborado pelos autores (2022)
	Fonte: Elaborado pelos autores (2022)
	3.2     ÁCIDO ASCÓRBICO
	O ácido rosmarínico foi capaz de aumentar a concentração de ácido ascórbico em PBMCs de dois sujeitos com FC, sendo que a concentração de 400 µM representou um alto grau de significância (p<0,001) (Figura 3). Em PBMCs do sujeito 02, especificamente, o...
	O ácido clorogênico aumentou a concentração de ácido ascórbico de PBMCs dos três sujeitos com FC com diferentes mutações e idades, com alta significância na concentração de 400 µM (p<0,001). Em amostras de células do grupo sem FC, o ácido clorogênico ...
	O ácido cafeico foi responsável por aumentar a concentração de ácido ascórbico em PBMCs de três sujeitos heterozigotos em diferentes idades, notadamente na concentração de 400 µM, com diferentes significâncias. Em amostras de células do grupo sem FC, ...
	Figura 3 ‒ Níveis de ácido ascórbico de PBMCs de sujeitos com fibrose cística tratados com ácidos cafeico, clorogênico e rosmarínico
	Fonte: Elaborado pelos autores (2022)
	Figura 4 ‒ Níveis de ácido ascórbico de PBMCs de sujeitos sem fibrose cística tratados com ácidos cafeico, clorogênico e rosmarínico
	Fonte: Elaborado pelos autores (2022)
	3.3    ÓXIDO NÍTRICO
	Da mesma forma, os níveis de NO foram avaliados após as amostras de células serem tratadas com os ácidos fenólicos. O ácido rosmarínico desempenhou um papel importante no aumento dos níveis de NO em todas as amostras de células de sujeitos com FC (Fig...
	Quantos aos sujeitos sem FC (Figura 6), resultados semelhantes podem ser observados na amostra do sujeito 04, que apresentaram aumento significativo nos níveis de NO em todas as concentrações testadas (25 µM, p=0,05; 50 µM, p=0,001; 200 µM, p=0,05 e 4...
	O ácido cafeico não apresentou redução dos níveis de NO em nenhuma amostra celular (Figura 5; Figura 6), independentemente da concentração testada. A amostra do sujeito 01 não apresentou alteração significativa dos níveis de NO. A amostra do sujeito 0...
	Em relação ao ácido clorogênico, as amostras de células de sujeitos com FC (Figura 5) não apresentaram aumento significativo nos níveis de NO na maioria das concentrações testadas, exceto as concentrações de 200 µM (p=0,05) na amostra do sujeito 01 e ...
	Figura 5 ‒ Níveis de óxido nítrico de PBMCs de sujeitos com fibrose cística tratados com ácidos cafeico, clorogênico e rosmarínico
	Fonte: Elaborado pelos autores (2022)
	Figura 6 ‒ Níveis de óxido nítrico de PBMCs de sujeitos sem fibrose cística tratados com ácidos cafeico, clorogênico e rosmarínico
	Fonte: Elaborado pelos autores (2022)
	3.4     ANÁLISES BIOQUÍMICAS
	A análise bioquímica dos níveis de fosfatase alcalina, de bilirrubina direta e total, de creatina quinase, de aspartato aminotransferase, de alanina transaminase, de lactato desidrogenase, de uréia, de ácido úrico e de creatinina dos sujeitos com FC e...
	Tabela 2 ‒ Parâmetros Bioquímicos
	Fonte: Elaborado pelos autores (2022)
	4 DISCUSSÃO
	Primeiramente, como forma de avaliar a citotoxicidade de compostos fenólicos em PBMCs, foi utilizado o ensaio MTT, considerando que os valores de absorbância obtidos são diretamente proporcionais ao número de células vivas (GRELA; KOZLOWSKA; GRABOWIEC...
	Os compostos fenólicos testados foram capazes de aumentar a concentração de ácido ascórbico de PBMCs tanto em sujeitos com FC quanto em amostras de sujeitos sem FC. A função pulmonar em sujeitos com FC tem sido associada à diminuição das concentrações...
	Comparando os três compostos fenólicos testados, o ácido clorogênico apresentou um aumento do ácido ascórbico mais significativo e constante nas PBMCs de sujeitos com FC. O ácido clorogênico conseguiu aumentar os níveis de ácido ascórbico de forma alt...
	Mutações de classe II como a F508del, que está relacionada com pouca ou nenhuma função da proteína CFTR, tende a promover um fenótipo clássico de FC. No entanto, heterozigotos com mutações classe V, como c.2657+5G>A, que preserva a função residual da ...
	Os três ácidos testados mostraram uma tendência de aumentar a concentração de NO em PBMCs tanto em amostras de células de sujeitos sem FC quanto de sujeitos com FC. Apesar de serem compostos antioxidantes, é interessante notar que esse aumento de NO f...
	As terapias com NO inalado demonstram melhora no quadro clínico (YAACOBY-BIANU et al., 2018. BARTLEY et al., 2020; BENTUR et al., 2020). As terapias que aumentam o NO foram testadas em uma variedade de condições em sujeitos com FC e se mostraram promi...
	Por fim, em relação aos parâmetros bioquímicos, a fosfatase alcalina estava elevada em dois sujeitos com FC, com a média dos três sujeitos acima do valor de referência. O desvio padrão foi significativo, pois o sujeito 01 não apresentou alterações, po...
	5 CONSIDERAÇÕES FINAIS
	Mostramos que amostras de células tratadas in vitro com diferentes concentrações de compostos fenólicos, em geral, tiveram sua viabilidade aumentada. Os ácidos fenólicos testados (ácido rosmarínico, ácido cafeico e ácido clorogênico) também mostraram ...
	Os compostos fenólicos também demonstraram um aumento nos níveis de NO das amostras de células tratadas, o que aparece como um ponto promissor do nosso estudo, uma vez que os sujeitos com FC apresentam melhora significativa de suas condições clínicas ...
	Em conclusão, ressaltamos a importância de pesquisas básicas e ensaios clínicos com compostos fenólicos, uma vez que são uma alternativa mais barata e promissora de tratamento. Tendo em vista que a FC se apresenta como uma doença multifatorial, a modu...
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