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Resumo

A inflamacgdo cronica, fortemente associada a varias doencas da actualidade,
afecta drasticamente a qualidade de vida de uma grande parte da populacdo mundial.
Actualmente, o tratamento de tais patologias prende-se com terapéuticas aliadas a varias
limitacGes, entre as quais graves efeitos secundarios. Com o intuito de ultrapassar essas
adversidades, a procura de compostos de origem natural, com potencial terapéutico e
reduzidos efeitos secundarios, tem sido incessante.

O infuso de Cymbopogon citratus (DC) Stapf., espécie com grande distribuicao
geogréfica, tem sido amplamente usado pela medicina tradicional no tratamento de
diversas patologias, entre as quais condi¢des inflamatorias. Contudo, pouco
conhecimento existe ainda sobre as suas reais accdes terapéuticas, e subsequentes
mecanismos de acgao.

Este trabalho surge, deste modo, com o objectivo de investigar o efeito do
extracto aquoso de C. citratus (livre de dleo essencial) num processo inflamatério
cronico. Para tal, o estudo utilizou um modelo in vivo desse processo induzido pelo
método de cotton pellet (cotton pellet-induced granuloma), realizado em ratos Wistar
machos. Este modelo foi tratado com o extracto de C. citratus por um periodo de cinco
dias, apos o qual se procedeu a andlise do efeito imunomodelador. O procedimento
referido também foi utilizado para os controlos do estudo (indometacina, 1 mg/Kg;
dexametasona, 2,5 mg/Kg; veiculo).

As relagdes percentuais de citocinas IL-1a, IL-1pB, IL-2, IL-4, IL-6, 1L-10, IL-12,
IL-13, IFN-y, TNF-0, GM-FEC e RANTES, no foco inflamatério crénico, foram
comparadas entre 0s grupos teste e controlo negativo pela técnica de ELISA.

O C. citratus reduziu a expressdo da maioria dos elementos proteicos pro-
inflamatorios analisados, a excepcao das isoformas da IL-1. O efeito nas citocinas anti-
inflamato6rias foi igualmente uma redugdo, embora ndo se tenha verificado uma
diminuicdo tdo acentuada como a que se verificou para a indometacina. Daqui pode
concluir-se que, de facto, o extracto aquoso de C. citratus possui um efeito
imunomodelador e um maior efeito protector em comparacdo com o0s AINES,
evidenciando, por isso, uma possivel actividade anti-inflamatdria cronica.

Além disso, os resultados da andlise histolégica efectuada ndo evidenciaram

qualquer citotoxicidade associada & administracdo da toma cronica.



Os resultados obtidos no presente estudo constituem, deste modo, fortes
indicadores de efeito terapéutico do Cymbopogon citratus (DC) Stapf. no que toca a
desordens inflamatdrias de caracter cronico, edificando, desta forma, uma base a
futuros estudos que possam confirmar totalmente a propriedade originalmente descrita

pela etnomedicina.

Palavras-chave: Cymbopogon citratus (DC) Stapf., processo inflamatorio cronico,

citocinas, etnomedicina.



Abstract

Today, chronic inflammation is strongly linked to several diseases that
dramatically affect a large portion of the world population’s life quality. Currently,
treatment of these pathologies relates to therapeutic coupled to several limitations,
including severe side effects. In order to overcome these adversities, the exploration for
natural compounds with therapeutic potential and reduced side effects, has been
unremitting.

Cymbopogon citratus (DC) Stapf. leaves infusion, species with wide geographic
distribution, is used in traditional medicine for the treatment of several diseases,
including inflammatory conditions. However, there is little knowledge about the real
therapeutic actions and mechanisms of the species.

Therefore, the aim of this study is to investigate the effect of essential oil-free
infusion of C. citratus in chronic inflammatory process. For this, we used an in vivo
model of chronic inflammation by cotton pellet-induced granuloma, in male Wistar rats.
This model was treated with aqueous extract of C. citratus for five days. After this, we
examined the immunomodulatory effect of this vegetal specimen on granuloma. The
above procedure also used for controls (indomethacin 1 mg/Kg; dexamethasone, 2.5
mg/Kg; vehicle).

The relationship of IL-1a, IL-1B, IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, I1L-12, IL-13, IFN-y,
TNF-a, GM-CSF and RANTES in granuloma were performed by comparison between
test group and negative control using the ELISA technique.

C. citratus inhibited the most of cytokines, with exception of IL-1’s isoforms.
The effect on anti-inflammatory cytokines was also reduced. Although the reduction,
the effect was lower than indomethacin’s effect. This supports the immunomodulatory
and protective effect of oil-free infusion of C. citratus compared with NSAIDs. And, so
it evidenced the chronic anti-inflammatory properties. Furthermore, histological
analysis’s results showed that the extract was not found to be cytotoxic in chronic doses.

The results of this study are strong indicators of therapeutic effect of
Cymbopogon citratus (DC) Stapf., in chronic inflammatory diseases and it may become
a basis for future studies in order to confirm this property, described originally by folk

medicine.



Keywords: Cymbopogon citratus (DC) Stapf., chronic inflammation, cytokines,

ethnomedicine.



Abreviaturas

ADN: &cido desoxirribonucleico

AINEs: anti-inflamatdrios ndo-esteroides

AMPc: monofostato ciclico de adenosina

ARNmM: &cido ribonucleico mensageiro

C: cisteinas

CAIR: moléculas cinases associadas ao receptor da interleucina 1
CMH: complexo maior de histocompatibilidade

COX: enzima ciclo-oxigenase

DM: dominio de morte

DMATR: proteina de dominio de morte associada ao receptor do factor de necrose
tumoral

ELISA: Enzyme-linked Immunosorbent Assay

EPM: erro padrdo da média

ERG: elementos de resposta a glucocorticoides

FADM: proteina adaptadora do dominio de morte

FATR: factor associado ao receptor do factor de necrose tumoral
FCDP: factor de crescimento derivado de plaquetas

FCE: factor de crescimento epidérmico

FCF: factor de crescimento dos fibroblastos

FCFb: factor de crescimento dos fibroblastos béasico

FCVE: factor de crescimento vascular endotelial

FDA: Food and Drug Administration

FTC-p: factor de transformacéo de crescimento 3

GDP: guanina di-fosfato

GM-FEC: factor estimulador de colénias de granulécitos e macréfagos
GTP: guanina tri-fosfato

IFN: interferéo

IFN-R: receptor de interferdo

IkB: inibidor citoplasmatico do NF-xB

IKK: factor inibitorio do NF-kB cinase

IL: interleucina

IL-1Ra: antagonista do receptor da IL-1

IL-1R: receptor da interleucina 1

IL-2R: receptor da interleucina 2

IL-4R: receptor da interleucina 4

IL-6R: receptor da interleucina 6

IL-10R: receptor da interleucina 10
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JAK: familia de tirosinas cinases Janus

JNK: cinases c-jun

KAL.: células killer activadas por linfocinas

kDa: quilodalton

LCD40: ligando indutor de apoptose relacionado com o factor de necrose tumoral
LFas: ligando fas

M-FEC: factor estimulador de coldnias de macréfagos

MyD88: proteina de resposta primaria a diferenciacdo miel6ide 88

NK: células natural killer

NF-kB: Nuclear factor xB

PA-1: proteina 1 activadora

PG: prostaglandina

PI3C: via da fosfatidilinositol-3 cinase

PIM-1: proteina 1 inflamatoria de macréfagos

PIR-1: proteina 1 de interac¢do com o receptor

PRF: peroxidase de raiz-forte

RANTES: Regulated on activation, normal T cell expressed and secreted
RAPG: receptores acoplados a proteina G

RG: receptor glucocorticoide

RHC: regido de homologia responsavel pela ligacao as citocinas

SDM: proteina silenciadora do dominio de morte

SH: dominio de homologia Src

STAT: familia de transdutores de sinal e activadores de transcri¢do

TIR: dominio citoplasmatico Toll/receptor da interleucina-1

TLRs: Toll-like receptors

TMB: 3,3,5,5-tetrametilbenzidina

TNF: Tumor necrosis factor

TNFR: receptor do factor de necrose tumoral

WSXWS: sequéncia de aminoacidos triptofano-serina-X-triptofano-serina
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diferenca estatisticamente significativa em relacdo ao controlo negativo (p<0,01) g ****
diferenca estatisticamente significativa em relacdo ao controlo negativo (p<0,0001),
como determinada por ANOVA, seguindo o teste de Bonferroni.

Figura 12 - Efeito da administracdo do extracto aquoso de C. citratus e dos controlos positivos
(Indometacina, 1 mg/Kg e Dexametasona, 2,5 mg/Kg) na sintese da citocina IL-4,
aquando da presenca de um processo inflamat6rio crénico (método do cotton-pellet
induced granuloma). O grupo de animais ao qual apenas se administrou o veiculo foi
usado como Controlo negativo. Os dados representam a média + EPM de 5-7 ensaios
similares e sdo expressos como valores relativos, comparados com o Controlo negativo.
** diferencga estatisticamente significativa em relagdo ao controlo negativo (p<0,01) e
*** diferenca estatisticamente significativa em relacdo ao controlo negativo (p<0,001),
como determinada por ANOVA, seguindo o teste de Bonferroni.

Figura 13 - Efeito da administracdo do extracto aquoso de C. citratus e dos controlos positivos
(Indometacina, 1 mg/Kg e Dexametasona, 2,5 mg/Kg) na sintese da citocina IL-6,
aquando da presenca de um processo inflamatorio cronico (método do cotton-pellet
induced granuloma). O grupo de animais ao qual apenas se administrou o veiculo foi
usado como Controlo negativo. Os dados representam a média £ EPM de 5-7 ensaios
similares e sdo expressos como valores relativos, comparados com o Controlo negativo.
* diferenca estatisticamente significativa em relagdo ao controlo negativo (p<0,05), **
diferenca estatisticamente significativa em relacdo ao controlo negativo (p<0,01) e ***
diferenca estatisticamente significativa em relagdo ao controlo negativo (p<0,001),
como determinada por ANOVA, seguindo o teste de Bonferroni.

Figura 14 - Efeito da administracdo do extracto aquoso de C. citratus e dos controlos positivos
(Indometacina, 1 mg/Kg e Dexametasona, 2,5 mg/Kg) na sintese da citocina IL-10,
aquando da presenca de um processo inflamatorio cronico (método do cotton-pellet
induced granuloma). O grupo de animais ao qual apenas se administrou o veiculo foi
usado como Controlo negativo. Os dados representam a média + EPM de 5-7 ensaios
similares e sdo expressos como valores relativos, comparados com o Controlo negativo.
** diferenga estatisticamente significativa em relacdo ao controlo negativo (p<0,01),
*** diferenca estatisticamente significativa em relagéo ao controlo negativo (p<0,001) e
**** Diferenca estatisticamente significativa em relacdo ao controlo negativo
(p<0,0001), como determinada por ANOVA, seguindo o teste de Bonferroni.

Figura 15 - Efeito da administracdo do extracto aquoso de C. citratus e dos controlos positivos
(Indometacina, 1 mg/Kg e Dexametasona, 2,5 mg/Kg) na sintese da citocina 1L-12,
aquando da presenca de um processo inflamatorio cronico (método do cotton-pellet
induced granuloma). O grupo de animais ao qual apenas se administrou o veiculo foi
usado como Controlo negativo. Os dados representam a média £ EPM de 5-7 ensaios
similares e sdo expressos como valores relativos, comparados com o Controlo negativo.
** diferenga estatisticamente significativa em relacdo ao controlo negativo (p<0,01),
como determinada por ANOVA, seguindo o teste de Bonferroni.

Figura 16 - Efeito da administracdo do extracto aquoso de C. citratus e dos controlos positivos
(Indometacina, 1 mg/Kg e Dexametasona, 2,5 mg/Kg) na sintese da citocina I1L-13,
aquando da presenca de um processo inflamatorio cronico (método do cotton-pellet
induced granuloma). O grupo de animais ao qual apenas se administrou o veiculo foi
usado como Controlo negativo. Os dados representam a média + EPM de 5-7 ensaios
similares e sdo expressos como valores relativos, comparados com o Controlo negativo.
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** diferenca estatisticamente significativa em relacdo ao controlo negativo (p<0,01) e
**** diferenca estatisticamente significativa em relacdo ao controlo negativo
(p<0,0001), como determinada por ANOVA, seguindo o teste de Bonferroni.

Figura 17 - Efeito da administracdo do extracto aquoso de C. citratus e dos controlos positivos
(Indometacina, 1 mg/Kg e Dexametasona, 2,5 mg/Kg) na sintese do IFN-y, aquando da
presenga de um processo inflamatorio cronico (método do cotton-pellet induced
granuloma). O grupo de animais ao qual apenas se administrou o veiculo foi usado
como Controlo negativo. Os dados representam a média + EPM de 5-7 ensaios similares
e sdo expressos como valores relativos, comparados com o Controlo negativo. ****
diferenca estatisticamente significativa em relagcdo ao controlo negativo (p<0,0001),
como determinada por ANOVA, seguindo o teste de Bonferroni.

Figura 18 - Efeito da administracdo do extracto aquoso de C. citratus e dos controlos positivos
(Indometacina, 1 mg/Kg e Dexametasona, 2,5 mg/Kg) na sintese do TNF-a, aquando da
presenca de um processo inflamatério cronico (método do cotton-pellet induced
granuloma). O grupo de animais ao qual apenas se administrou o veiculo foi usado
como Controlo negativo. Os dados representam a média + EPM de 5-7 ensaios similares
e sdo expressos como valores relativos, comparados com o Controlo negativo. **
diferenca estatisticamente significativa em relacdo ao controlo negativo (p<0,01) e ****
diferenca estatisticamente significativa em relacdo ao controlo negativo (p<0,0001),
como determinada por ANOVA, seguindo o teste de Bonferroni.

Figura 19 - Efeito da administracdo do extracto aquoso de C. citratus e dos controlos positivos
(Indometacina, 1 mg/Kg e Dexametasona, 2,5 mg/Kg) na sintese do GM-FEC, aquando
da presenca de um processo inflamatorio cronico (método do cotton-pellet induced
granuloma). O grupo de animais ao qual apenas se administrou o veiculo foi usado
como Controlo negativo. Os dados representam a média £ EPM de 5-7 ensaios similares
e sdo expressos como valores relativos comparados com o Controlo negativo. *
diferenca estatisticamente significativa em relacéo ao controlo negativo (p<0,05) e ****
diferenca estatisticamente significativa em relacdo ao controlo negativo (p<0,0001),
como determinada por ANOVA, seguindo o teste de Bonferroni.

Figura 20 - Efeito da administracdo do extracto aquoso de C. citratus e dos controlos positivos
(Indometacina, 1 mg/Kg e Dexametasona, 2,5 mg/Kg) na sintese do RANTES, aquando
da presenca de um processo inflamatorio cronico (método do cotton-pellet induced
granuloma). O grupo de animais ao qual apenas se administrou o veiculo foi usado
como Controlo negativo. Os dados representam a média + EPM de 5-7 ensaios similares
e sdo expressos como valores relativos comparados com o Controlo negativo. ****
Diferenca estatisticamente significativa em relacdo ao controlo negativo (p<0,0001),
como determinada por ANOVA, seguindo o teste de Bonferroni.

Figura 21 - Efeito da administragdo do extracto aquoso de C. citratus e dos controlos positivos
(Indometacina, 1mg/Kg e Dexametacina, 2,5 mg/Kg) na presenca localizada do leque de
citocinas analisadas neste estudo, aquando da presenca de um processo inflamatdrio
cronico (método do cotton-pellet induced granuloma). Cada coluna representa a
absorvancia obtida para cada citocina de cada grupo analisado, normalizada com os
controlos intrinsecos ao kit utilizado. A normalizacdo foi determinada em percentagem,
de acordo com a férmula: ((média de absorvancia do grupo teste — absorvancia do
controlo negativo intrinseco ao Kkit)/(absorvancia do controlo positivo do kit —
absorvancia do controlo negativo do kit)) x 100. Os dados representam a média + EPM
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de 5-7 ensaios similares e sdo expressos como valores relativos comparados com o
Controlo negativo. * diferenca estatisticamente significativa em relacdo ao controlo
negativo (p<0,05), ** diferenga estatisticamente significativa em relagdo ao controlo
negativo (p<0,01), *** diferenca estatisticamente significativa em relacdo ao controlo
negativo (p<0,001) e **** diferenca estatisticamente significativa em relacdo ao
controlo negativo (p<0,0001), como determinado por ANOVA, seguindo o teste de
Bonferroni.

Figura 22 - Imagens histoldgicas de corte de figado com coloracdo de hematoxilina (ntcleos
celulares a azul) e eosina (coloracdo do citoplasma a vermelho rosado). A: Controlo
negativo; B: grupo teste tratado com a dose cronica de C. citratus.

Figura 23 - Imagens histolégicas de corte de rim com coloracdo de hematoxilina (ndcleos
celulares a azul) e eosina (coloracdo do citoplasma a vermelho rosado). A: Controlo
negativo; B: grupo teste tratado com a dose cronica de C. citratus.
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1.1. Processo inflamatorio

Os invertebrados, por ndo possuirem sistema vascular, reagem a um agente
agressor digerindo-o através de hemacitos ou, caso nao seja possivel a sua digestao, a
porcao tecidual agredida € rejeitada e substituida atraves de processos de regeneracao. O
mesmo ndo acontece em formas de vida mais evoluidas, como € o caso da espécie
humana. Nestas, a reaccdo fisiologica a um dano € realizada atraves de mecanismos
complexos, dada a existéncia do sistema circulatorio, sendo o processo inflamatério ou
inflamacdo uma das primeiras linhas de defesa destes organismos (Spector, 1989).

O processo inflamatério € um mecanismo de proteccdo e de defesa do
organismo, baseando-se numa resposta bioldgica e fisiologica dos tecidos vivos a
qualquer tipo de agressdo por forma a restabelecer a homeostasia. Este processo €
desencadeado por agressdes causadas por infecgbes (bacterianas, flngicas e/ou virais),
por traumatismos corporais (danos quimicos, térmicos e/ou incisdes), por corpos
estranhos ou por distarbios imunolégicos (Kumar et al., 2005; Suralkar, 2008; Pinto,
2009). Embora qualquer tecido possa sofrer danos, a inflamacdo caracteriza-se
essencialmente por ser uma reac¢do que envolve a microcirculacéo (arteriolas, vénulas,
capilares e vasos linfaticos) e os seus componentes (leucocitos, eritrécitos, plaquetas e
plasma) (Spector, 1989).

O processo inflamatdrio, tendo em consideracdo o tempo e a resposta a agressao,
¢ caracterizado por duas fases distintas: uma fase aguda e uma fase cronica.
Inicialmente, sugeria-se até que o0s dois processos tivessem origem em causas distintas
devido a actividade das diferentes células e mediadores envolvidos, o que resultava em
diferentes quadros patoldgicos. Contudo, actualmente reconhece-se que ambos 0s
processos estao interligados (Roy et al., 2013).

A resposta aguda é uma resposta rapida e de curta duracdo (Spector, 1989),
encarregue de conduzir mediadores até ao local da lesdo e ai neutralizar o agressor.
Devido a este proposito, ela é representada por trés eventos principais: alteracdo do
calibre dos vasos sanguineos e alteracfes estruturais na microcirculacdo — fase vascular
da inflamac&o — e migragdo dos leucdcitos ate ao foco inflamatorio, com a finalidade de
neutralizar o agente nocivo — fase celular da inflamacdo (Kumar et al., 2005; Corwin,
2008). Deste modo, a resposta inflamatdria aguda evolui a partir da fase vascular que
tem inicio logo apds a agressdo. De facto, imediatamente apds a agressdo ocorre uma

vasodilatacdo local e um recrutamento de capilares adicionais, 0 que provoca um
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aumento da permeabilidade vascular. Estas etapas sdo mediadas por aminas vasoactivas,
tais como a histamina e a serotonina, libertadas por mastocitos e mondcitos, pouco
tempo apos a agressao.

As alteracGes vasculares verificadas proporcionam um aumento do fluxo
sanguineo local, processo que justifica o rubor e o calor da inflamacgéo, e ainda um
aumento da permeabilidade vascular. Em consequéncia, saem para 0O espaco
extravascular proteinas, agua, elementos dos sistemas de complemento, da coagulacdo e
das cininas, bem como leucdcitos, por um processo denominado exsudacdo. Este
processo consubstancia-se num aumento da movimentacdo de um filtrado plasmatico
para o espaco intersticial, razdo da formacgédo do edema (Corwin, 2008).

Uma das caracteristicas capitais da inflamacdo aguda é o extravasamento de
leucdcitos. Este processo, juntamente com um gradiente de substancias quimiotacticas,
permite a sua chegada e activacado celular no tecido alvo. Uma vez no local da leséo, 0s
leucdcitos, em particular os neutréfilos (leucdcitos polinucleares), tentam neutralizar o
agente patogenico, geralmente através de mecanismos fagociticos e enzimaticos,
reparando a lesdo (Pinto, 2009; Kumar et al., 2010a).

O processo inflamatério agudo pode ter, contudo, trés resultados finais: (1) uma
resolugdo completa, ocorrendo quando a lesdo é limitada e a destrui¢do dos tecidos foi
pouco significativa e, assim, as células sdo regeneradas, sucedendo-se fendmenos de
retorno a homeostase; (2) uma cicatrizacdo com tecido conjuntivo (fibrose), quando o
processo provoca uma destrui¢do consideravel dos tecidos, ou a lesdo instigada envolve
tecidos incapazes de regenerar, ou quando existe um grande exsudato de fibrina,
terminando com uma reabsorcdo do tecido assolado sendo substituido por fibrose; (3)
progressdo para um processo inflamatdrio cronico, sendo esta transicdo caracterizada
pela permanéncia do agente lesivo ou pela interferéncia no processo normal de
cicatrizagdo.

Assim, um processo inflamatério crénico é representado por um longo intervalo
temporal, histologicamente pela presenca de células mononucleares (linfécitos e
macrofagos), proliferagdo de vasos sanguineos, desenvolvimento de respostas
imunitarias especificas (humorais e celulares), fibrose e necrose tecidular (Cotran et al.,
1999; Kumar et al., 2005; Gabay, 2006; Pinto, 2009). Este processo constitui, assim, um
pilar de varios estados patolégicos cronicos comuns, como artrite reumatdide,

aterosclerose (Roy et al., 2013), fibrose pulmonar (Cotran et al., 1999; Kumar et al.,
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2005; Pinto, 2009), asma, psoriase (Roy et al., 2013), tuberculose e esclerose mdltipla,
entre muitos outros (Kumar et al., 2010a).

Embora um processo inflamatério créonico partilhe vérias caracteristicas,
envolva, por vezes, 0s mesmos tipos celulares de uma inflamagédo aguda e inclua mesmo
fases agudas no seu decorrer (Spector, 1989), a constituicdo de uma resposta
inflamatoria cronica compreende uma resposta diferente da inflamacdo aguda a
determinada causa (Kumar et al., 2010a). Desta forma, ndo sendo o proposito deste
trabalho a inflamagé@o aguda, iremos focar-nos apenas no terceiro ponto dos resultados
obtidos da resposta inflamatoria: o processo inflamatorio cronico (Cotran et al., 1999;
Kumar et al., 2010b).

1.1.1. Processo inflamatorio crénico

Um processo inflamatério crénico tem como factores etiolégicos a nédo
neutralizacdo de um agente agressor que causou inicialmente uma inflamacgéo aguda, a
interferéncia no processo normal de recuperacdo desta, antigénios endogenos que
desencadeiam respostas auto-imunes (Lee et al., 2009), a exposicdo prolongada a
substancias toxicas ou ndo degradaveis (Underwood et al., 2009) ou, de uma forma
subtil, pela persisténcia de agentes cronicos de baixa intensidade que ndo invocam um
processo inflamatorio agudo significativo. E possivel, entdo, definir um processo
inflamat6rio crénico como sendo uma resposta inflamatéria de longa duracdo e
ininterrupta, que ocorre simultaneamente com uma destrui¢do tecidual (Kumar et al.,
2010b) e com sucessivas tentativas de reparacao tecidular (Nowak et al., 2004; Kumar
et al., 2010a).

O processo inflamatdrio crénico possui caracteristicas morfoldgicas diferentes
de um processo inflamatério agudo. Na inflamacdo aguda ocorrem alteracdes
vasculares, edema e infiltracdo de neutréfilos, ao passo que na inflamacdo cronica
predomina um infiltrado de células mononucleares (macrofagos, linfdcitos, fibroblastos
e células plasmaticas) e uma destruicdo tecidular (induzida pelo proprio agressor e pelas
células inflamatérias), acompanhada de tentativas de cicatrizacdo do tecido devastado
(substituicdo do tecido lesado por tecido conjuntivo acompanhada de angiogénese e
fibrose) (Kumar et al., 2010b).

O processo de reparacéo, conseguido pelo crescimento de tecido de granulacgéo,
esta intimamente associado a inflamacao cronica, visto que uma das caracteristicas deste

processo é a destruicdo da arquitectura tecidular. O tecido de granulagdo consubstancia-
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se em tecido conjuntivo fibroso composto, principalmente, por macrofagos, fibroblastos
e novos vasos sanguineos (Kumar et al., 2010a).

Uma outra caracteristica da inflamacdo crdnica que a distingue do processo
inflamatdrio agudo € a presenca de uma exsudacdo ndo muito pronunciada, o que leva a
um maior envolvimento celular, resultado da elevada mobilizacéo e proliferacdo local
(Nowak et al., 2004).

Num qualquer processo inflamatério cronico o tipo celular predominante é o
macrofago, sendo a sua acumulacdo uma importante caracteristica do processo. Desse
modo, dependendo da organizacédo espacial dos macréfagos e da participacdo de outros
tipos celulares, pode classificar-se a inflamagdo cronica em ndo-granulomentosa (ndo
especifica ou difusa) ou em granulomentosa (especifica) (Nowak et al., 2004). O
conceito granuloma tem origem no termo “tumores de aparéncia granular” e ¢ definido
como sendo um agregado celular denso e localizado de macrofagos activos em conjunto
com os seus derivados, numa tentativa de reter o agente ofensivo (Spector, 1989; Kumar
et al., 2010a; Kumar et al., 2010b).

Um processo inflamatério cronico ndo-especifico é assim designado devido a
sua aparéncia microscépica difusa. Isto deve-se a presenca simultanea de neutréfilos
(que continuam a ser recrutados para manterem uma resposta aguda), de macrofagos e
de linfécitos. A zona lesada é delimitada por tecido de granulacdo e, quando presente
uma estimulacdo por citocinas, ha sintese de colagénio, cercando a lesdo com uma
espécie de tecido cicatrizado. Este tipo de inflamacdo cronica esta associado ao que
ocorre na sucessdo de um processo inflamatério agudo (Spector, 1989), e € o tipo mais
comum de inflamagéo crénica. Como exemplos temos a artrite reumatodide e outras
doencas auto-imunes (Nowak et al., 2004; Kumar et al., 2010a).

Opostamente, agentes cronicos inatos incluem corpos estranhos inertes (como
microrganismos) e reacc¢Oes inflamatorias imunolégicas descritas como sendo reaccoes
de hipersensibilidade tardia. Este tipo de agentes desencadeia uma inflamacao cronica
granulomentosa, que se caracteriza pela presenca de poucos neutréfilos e pela
predominancia de macrofagos, levando a formagdo de uma lesdo especifica,
denominada granuloma (Spector, 1989; Nowak et al., 2004; Kumar et al., 2010a).

Dentro do tipo granulomentoso, os granulomas podem ainda ser classificados em
dois tipos, consoante a capacidade do agente agressor ser ou ndo reconhecido pelo
sistema imunitario e a sua diferente patogénese (Kumar et al., 2010b). Caso se tratem de

corpos estranhos inertes e passem despercebidos ao sistema imunitario, os granulomas
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dai resultantes designam-se de “granulomas de corpo estranho” — apresentam-se
pequenos, e 0s Unicos elementos observados sdo células gigantes multinucleadas
formadas por fusdo; se 0 agente agressor desencadear uma resposta imunitaria celular,
ha a formacdo de “granulomas imunes” — caracterizam-se por uma estrutura composta
por macrofagos modificados (grande area citoplasmatica e finas delimitacdes celulares)
conhecidos por células epitelidides e por células gigantes multinucleadas, cercadas por
leucocitos mononucleares (linfocitos T e células plasmaticas) (Kumar et al., 2010a;
Kumar et al., 2010b). Pode ainda suceder que, em alguns casos de inflamacao
granulomentosa, o centro do granuloma se encontre necrosado (Nowak et al., 2004;
Kumar et al., 2010a).

Apesar da distincdo que é feita entre inflamagdo cronica difusa e
granulomentosa, existem patologias que se desenvolvem partilhando caracteristicas de

ambos os tipos inflamatérios (Kumar et al., 2010a).

1.1.2. Mediadores inflamatorios

O processo inflamatorio, tal como descrito anteriormente, € uma resposta
complexa dos tecidos vivos ao dano, caracterizando-se por uma fase aguda e uma fase
cronica. A organizacgao de todos os eventos de um processo inflamatdrio, que envolva o
recrutamento ou activacdo celular é responsabilidade dos chamados mediadores
inflamatorios (Kumar et al., 2010a).

Os mediadores inflamatorios podem ser classificados dentro de quatro categorias
(Feghali et al., 1997):

e Os mediadores lipidicos, como o factor de activacao plaquetario e derivados do
acido araquidonico, como as prostaglandinas, leucotrienos e lipoxinas,
sintetizados a partir de fosfolipidos membranares;

e Peptideos pro-inflamatdrios provenientes de quatro cascatas bioldgicas — cascata
da coagulacdo, sistema do complemento, sistema das cininas e sistema
fibronolitico;

e Oxido nitrico, um vasodilatador endégeno;

e Grupo de polipeptideos sintetizados de novo com origem celular, conhecidos
por citocinas, que constituem o maior leque de moléculas com influéncia na
resposta inflamatoria devido ao seu papel crucial na migracdo e activacdo

celular.
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No processo inflamatorio cronico, as citocinas tém um papel fundamental em varios
procedimentos, entre eles, o recrutamento, activagdo e replicacdo local de macréfagos e
células T, sobrevivéncia das células inflamatérias pela inibi¢cdo do processo apoptotico,
na concepcao de uma resposta imunitaria e na sintese de tecido de granulacéo e fibrose
(Kumar et al., 2010a).

1.1.2.1. Ascitocinas

As citocinas podem ser definidas como proteinas de baixo peso molecular (7-80
kDa) principalmente produzidas por leucdcitos, mas também o podem ser por células
endoteliais, queratindcitos e fibroblastos (Lamoureux et al., 2007). As citocinas
exercem a sua funcao local ou sistemicamente sobretudo de duas formas: de uma forma
autocrina, quando se ligam a receptores da superficie da célula onde séo sintetizadas: de
uma forma paracrina, quando actuam em células adjacentes as que as produziram
(Feghali et al., 1997; Lamoureux et al., 2007). Contudo, quando sdo sintetizadas em
elevada quantidade, elas também podem actuar endocrinamente, ao entrarem na
circulacdo e efectuarem fungdes em lugares distantes do seu local de origem (Kumar et
al., 2010a). Todas as formas de producdo subjacentes ao seu método de actuacdo sdo
altamente reguladas (Wilson et al., 2009).

A familia de citocinas inclui moléculas proferidas por uma grande diversidade
de denominagdes, como interleucinas, interferdes, quimiocinas, factores estimuladores
de colonias, factores de crescimento e todas as proteinas cujo nome englobe a palavra
factor (Kumar et al., 2010a).

O modo de accdo das citocinas est4, na maioria das vezes, dependente da ligacéo
a receptores especificos da superficie celular, da qual resulta um sinal que, dando inicio
a uma cascata de sinalizacdo, leva essencialmente a alteracdes na transcricdo genética.
Fenotipicamente, estas alteracdes podem traduzir-se na regulacdo da comunicacao entre
células envolvidas tanto em processos fisiolégicos como patolégicos. Os processos
invadidos por estas sdo a imunidade, inflamacdo, hematopoiese, embriogénese,
guimiotaxia, apoptose e crescimento, funcdo e diferenciacdo de varias células durante a
inflamacdo e respostas imunitarias tardias, como demonstra a Tabela | (Lamoureux et
al., 2007; Wilson et al., 2009).
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Tabela 1: Imensiddo funcional das citocinas, onde se pode verificar a

redundancia das suas funcdes. Adaptada de Wilson et al., 2009.

Funcéo

Citocinas envolvidas

Pro-inflamatéria

Anti-inflamatoria

Antiviral

Factores de crescimento das células T
Factores de crescimento das células B

Factores hematopoiéticos

Factores quimiotacticos
Embriogénese
Reparacéo tecidual/cicatrizacéo

Imunidade inata

Imunidade adquirida

IL-12, IL-17, IL-18, IL-23, IL-27

IL-4, IL-10, IL-13, IL-21, IL-25, FTC-B

IFN-q, IFN-B, IFN-y

IL-2, IL-4, IL-7, IL-9, IL-12, IL-15, IL-21

IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-13, IL-14, IL-21
IL-3, IL-7, IL-9, IL-11, GM-FEC, M-FEC, factor
das células estaminais

CXCL1, CXCLS8 (IL-8), CCL2, CCL5, CCL11
FCVE, FCF, FTC-B

FTC-a, FTC-B, FCE, PDGF, FCFb

TNF-a, IL-1, 1L-12, IFN-a, IFN-B, IFN-y, IL-10,
IL-6, IL-15, IL-18, IL-23, IL-27

IL-2, IL-4, IL-5, IFN-y, FTC-B, IL-10, IL-12, IL-13,

IL-17

Em condicles fisioldgicas, o controlo in vivo da rede de citocinas envolve
diversos processos. Muitas vezes esse controlo é tdo complexo que acaba por
desencadear producdo ou activacdo excessiva de citocinas, originando processos
patoldgicos. De facto, as citocinas, para além de apresentarem tempos de semi-vida
curtos, sdo estritamente reguladas espacialmente. Algumas citocinas necessitam de
sofrer uma clivagem para se tornarem activas. Ademais, as citocinas podem induzir ou
inibir a producdo de outras e dos seus receptores e podem actuar sinergistica ou
antagonisticamente. As citocinas podem ainda antagonizar receptores especificos, nao
transmitindo sinal. Um outro tipo de regulacdo envolve a presenca de inibidores das
vias de sinalizacdo inerentes as citocinas (Wilson et al., 2009).

Por todos estes motivos, o estudo destas moléculas de baixo peso molecular
prende-se com vaérias dificuldades. Além do pleiotropismo por elas verificado por
executarem multiplas funcdes dependendo do tipo celular com que interagem,
raramente sdo produzidas ou agem individualmente. Este facto conduz, muitas vezes, a
eventos de sinergismo ou antagonismo. Ha ainda a acrescentar o facto da redundancia
funcional verificada pela partilha de véarias fungdes (Tabela 1) (Wilson et al., 2009;
Kumar et al., 2010a).



Capitulo 1 — Introducéo

Apesar da redundéancia e pleiotropismo das citocinas, estas podem ser divididas,
em termos latos, em dois grandes grupos: as envolvidas na inflamacdo aguda e as
responsaveis por mediarem a inflamacéo cronica (Feghali et al., 1997), em que cada
grupo pode ainda ser subdividido consoante o seu envolvimento na patogénese — pro-
inflamatdrias, ou proteccdo contra/término da resposta inflamatoria — anti-inflamatorias.
No entanto, é necessario ter em conta que algumas citocinas contribuem
significativamente para ambos 0s processos. Daqui pode concluir-se que as citocinas
desenvolvem uma rede de acgdes extensa, onde fendmenos de sinergismo, antagonismo,
regulacao positiva e negativa tém lugar, o que torna o estudo de determinado processo

inflamatdrio um verdadeiro desafio (Wilson et al., 2009).

1.1.2.1.1. Familias de citocinas mais relevantes, seus receptores e vias de
sinalizagdo intracelular

Com a expansiva descoberta das citocinas, tornou-se evidente a possibilidade de
as classificar em subgrupos, ou em familias, tendo por base a partilha de caracteristicas
estruturais, localizagbes cromossomais ou mesmo de subunidades dos respectivos
receptores (Meager et al., 2007). Como a redundancia funcional e o pleiomorfismo das
citocinas sdo, na maioria das vezes, uma consequéncia da homologia dos seus
receptores é, frequentemente, feita a classificacdo destas proteinas com suporte no
receptor a que se ligam e, consequentemente, no mecanismo de sinalizacdo intracelular
por elas induzido.

Todas as familias de receptores de citocinas partilham uma estrutura proteica
tridimensional. O padrdo comum dos receptores de citocinas é constituido por uma
subunidade especifica e Unica para a ligacdo de determinada citocina e outras
subunidades comuns a todos. Esta igualdade de subunidades pode explicar, ainda que
parcialmente, a redundancia funcional das citocinas. Por exemplo, a IL-6, a IL-11 e a
oncostatina M, por possuirem uma subunidade gp130, actuam de forma similar nas
células hepaticas; contudo, em certas células, cada uma tem uma fungdo Unica. Esta
diferenca provavelmente serd consequéncia da expressdo diferencial de receptores
especificos ao ligando. E possivel, entdo, classificar as citocinas em cinco grupos com
base na homologia estrutural do dominio de ligacdo extracelular do receptor e o seu

respectivo mecanismo de sinalizacdo (Figura 1).
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Familia de receptores  Familia de receptores Familia de receptores
do tipo I do tipo II doINE
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Familia de receptores i
de quimiocinas

Figura 1 - Representacdo do dominio extracelular conservado que d&
origem a classificacdo das diferentes familias de citocinas.
Adaptado de Wilson et al., 20009.

1.1.2.1.1.1.Superfamilia de citocinas do tipo |

A maior familia de citocinas, classificada com base nas caracteristicas comuns
dos seus receptores, é designada por familia de citocinas do tipo I. Esta familia engloba
cerca de 27 membros, incluindo as citocinas helicais IL-2, IL-4, IL-6, IL-12, IL-13 e 0
GM-FEC (Foster et al., 2004; Huang et al., 2008; Wilson et al., 2009). A origem da sua
designacdo advém da classe de receptores a que se ligam — a familia de receptores do
tipo .

Os receptores do tipo | sdo proteinas membranares do tipo |, cuja estrutura pode
ser essencialmente considerada na forma modular (Bravo et al., 2000). No segmento
extracelular, o modulo crucial envolve uma regido de homologia responsavel pela
ligacdo as citocinas (RHC) constituida por, pelo menos, dois dominios de fibronectina
do tipo Ill. O dominio RHC basico, um dominio com uma sequéncia conservada
WSXWS, o dominio transmembranar e um dominio intracelular conservado (Liongue et
al., 2007) estdo presentes em todos 0s receptores do tipo aqui abordado, os quais, para
alguns membros, sdo o suficiente para que ocorra a sinalizacdo intracelular pretendida.
Contudo, a maioria dos receptores do tipo I requer dominios auxiliares, como dominios
do tipo imunoglobulina ou moléculas de fibronectina adicionais, para que a respectiva
sinalizacédo ocorra (Wang et al., 2009).

De um modo geral, os receptores da superficie celular interagem com 0s seus

ligandos através de interaccGes altamente especificas; contudo, isso ndo acontece com
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0S receptores de citocinas, uma vez que, sdo receptores poli-especificos capazes de
interagirem com um espectro consideravel de ligandos. Na familia de receptores de
citocinas do tipo | existem trés receptores principais partilhados pelas citocinas da
familia: a cadeia comum gamma (yc), o gpl30 e a cadeia comum beta (Bc). E, no
entanto, necessario salientar a baixa, ou nenhuma, afinidade que cada um destes,
sozinho, possui com as citocinas, formando apenas complexos de alta afinidade na
presenca de receptores ndo sinalizadores especificos para elas (Wang et al., 2009).

A formacéo do complexo de alta afinidade entre o ligando e o receptor alvo € o
evento inicial na activacdo da cascata de transducdo de sinal intracelular. De facto, isto
leva a formacdo de um complexo proteico de sinalizagdo, que pode incluir a familia de
tirosinas cinases citoplasmaticas JAK e a familia de factores de transcricdo STAT
(transdutores de sinal e activadores de transcri¢do). Os membros destas familias (quatro
membros JAK e sete membros STAT (Schindler et al., 2007)) sdo caracterizados pela
exibicdo de diferentes afinidades para com distintos receptores. Este facto oferece
diferentes combinacGes para darem resposta, a0 mesmo tempo, as fungdes sobrepostas e
Unicas das citocinas (Wilson et al., 2009). Isto significa que a composicdo do complexo
sinalizador, e o consequente sinal, estdo dependentes da identidade e composicdo dos
receptores complexados pelo ligando (Bravo et al., 2000).

Assim, a ligacdo da citocina ao receptor induz uma oligomerizagdo responsavel
pela justaposicdo dos dominios intracelulares das subunidades de sinalizacdo. Nao tendo
actividade enzimatica intrinseca, 0s receptores de citocinas do tipo | estdo
constutivamente associados a tirosinas cinases da familia Janus. Esta associacdo faz
com que as JAK sejam activadas pela oligomerizacao sofrida pelo complexo receptor. A
activacdo enzimatica das JAK faz com que se auto-fosforilem e aos dominios do
receptor a elas coligados. Nesta medida, os residuos de tirosina fosforilados funcionam
como locais de acoplamento para a segunda familia de proteinas envolvida: os STATS.
A ligacdo dos STATSs ao complexo leva-os a sua fosforilagcdo e consequente dissociacao
dos receptores. Os STATS dissociados formam dimeros que, apés translocacédo nuclear,
ligam a sequéncias de ADN e actuam como factores de transcri¢do (Bravo et al., 2000;
Wang et al., 2009).

Apesar de principal, a via JAK/STAT né&o é a tnica pela qual as citocinas do tipo
I sinalizam, utilizando por vezes vias como a via PI3C e a via RAS-PCAM (Wang et
al., 2009). Resumidamente, a via da fosfatidilinositol-3 cinase (PI3C) leva a

fosforilagdo e activacdo da proteina cinase B. Esta, por sua vez, activa a fosforilacdo do
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complexo IKK, resultando na degradacdo do IkB e consequente libertacdo do factor
nuclear (NF-kB) (mecanismo descrito mais a frente). A via RAS-PCAM leva a
translocacéo nuclear da proteina cinase activa por mitogénio (PCAM), juntamente com
outros factores e co-activadores de transcricdo, que dao inicio a transcricdo de uma
variedade de genes (Huang et al., 2008).

Os receptores partilhados permitem subagrupar os complexos de receptores de
citocinas do tipo | em trés subclasses: os complexos que usam o receptor partilhado
gp130, os que usam o receptor yc e, por fim, os que usam a cadeia fic.

O gpl30 é o componente comum aos complexos receptores associados a
designada “superfamilia de citocinas gp130” ou IL-6/IL-12, composta por 10 membros,
dos quais se salientam a IL-6 e a IL-12 (Wang et al., 2009). A IL-6 é sintetizada no foco
inflamatdrio por fagocitos mononucleares, células T e fibroblastos, incitada por diversas
citocinas mas inibida por glucocorticosterdides (Meager et al., 2007). Na resposta
inflamatoria aguda, a IL-6 altera a concentragdo de muitas proteinas de fase aguda, de
IL-1 e TNF-a. Ja quanto a sua presenca num processo inflamatorio cronico, a IL-6 ndo
sO incita as reaccOes de fase aguda como também conduz ao desenvolvimento de
respostas imunitarias celulares e humorais especificas (Gabay, 2006), ao actuar como
factor de crescimento e diferenciacdo de células B e activador e diferenciador de células
T (Feghali et al., 1997). A IL-6 tem um efeito ambiguo: quando presente em
determinados niveis (inflamacdo aguda), tem uma accdo protectora; em episodios de
cronicidade, tem uma accdo pré-inflamatéria ao favorecer a acumulacdo de células
mononucleares no foco inflamatério (Gabay, 2006). Ja a IL-12, citocina envolvida na
resposta inflamatdria cronica mediada por células, € sintetizada essencialmente por
células B activas e macréfagos. Biologicamente, ela é responsavel pela promocao da
sintese e activacdo de células T citotdxicas, pelo aumento da actividade citolitica, pela
proliferacdo de células natural killer (NK) e células killer activadas por linfocinas
(KAL) e pela maturacdo de células dendriticas e linfécitos Thl (Feghali et al., 1997;
Meager et al., 2007; Shaikh, 2011). Tanto a IL-6, como a IL-12, exercem as suas
funcdes bioldgicas através da ligacdo a receptores heterodiméricos de alta afinidade.
Estes sdo, estruturalmente, definidos pela cadeia receptora especifica para a citocina IL-
6Ra e IL-12RPB1, e pela cadeia sinalizadora partilhada pgl30 e IL-12Rp2,
respectivamente. Ambas as cadeias sinalizadoras estdo associadas a proteina Tyk2
(Schindler et al., 2007; Wang et al., 2009). J& os membros da familia STAT,

responsaveis pela sinalizacdo feita por estas citocinas, sdo distintos: o STAT3, factor
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associado a inducéo de expressdo de genes anti-inflamatorios e pré-proliferativos, anti-
apoptdticos e codificantes de proteinas de fase aguda, é induzido pela IL-6; ja a 1L-12
leva a activagdo do STAT4, proteina que alveja genes pro-inflamatérios e antagonistas
da proliferacéo (Schindler et al., 2007).

A cadeia B¢, uma proteina transmembranar do tipo I, € composta por quatro
dominios de fibronectina que formam dois pares de médulos RHC contiguos (Wang et
al., 2009). Esta cadeia receptora partilhada é funcional apenas com a presenca das
cadeias a especificas da citocina, como ocorre com o GM-FEC. Esta citocina pertence a
classe dos factores estimuladores de colonicas (FEC), assim designado pela sua
capacidade de inducdo de formacgdo de coldnias de macrdéfagos e granuldcitos em
culturas de medula éssea. O GM-FEC ¢é sintetizado por mondcitos, células T,
fibroblastos e células endoteliais quando activas por produtos de macrofagos (IL-1 e
TNF-0) e a sua acgdo principal prende-se com a inflamacdo aguda. Nesta, 0 GM-FEC
estimula as funcGes efectoras dos neutrdfilos, eosinofilos e fagocitos mononucleares
(Feghali et al., 1997). Estas funcdes sdo dependentes da ligacdo do GM-FEC ao seu
complexo receptor, ao qual estd associado a molécula JAK2 e a proteina STATS
(Schindler et al., 2007).

Finalmente, a cadeia y. estd presente na sinalizacdo feita por citocinas como a
IL-2, IL-4 e IL-13 (Wang et al., 2009). Ao ser sintetizada, mormente por linfocitos T, a
IL-2 actua como factor de crescimento/activador de células T, NK e B e como
promotora do desenvolvimento de células KAL. A IL-2 possui ainda um papel critico
tanto na regulacdo da resposta inflamatoria cronica humoral como na celular. Isto
porque a ligacdo da IL-2 ao receptor da IL-2 (IL-2R) nos linfécitos T leva a proliferacado
celular, bem como ao aumento da secrecdo de linfocinas e expressdo de moléculas da
classe Il do complexo maior de histocompatibilidade (CMH I1) (Feghali et al., 1997,
Shaikh, 2011). Os receptores de alta afinidade para a IL-2, encontrados principalmente
nos linfdcitos T, consistem em trés cadeias polipeptidicas — IL-2Rp e IL-2Ry, ambas
expressas em células T ndo activas, e IL-2Ra, expressa aquando da sua activagdo
(Meager et al., 2007). A ligacdo da IL-2 ao seu receptor activa a JAK-3 e a STAT-5,
factor este associado a eritropoiese e linfopoiese (Schindler et al., 2007). A IL-4, por
sua vez, tem origem a partir de células CD4+, mastocitos e basofilos e esta envolvida na
resposta inflamatéria humoral. Este papel é traduzido pelas fungdes por ela
desempenhadas, entre elas a inducdo da diferenciacdo de células T (ThQ) a células Th2

(responsaveis pela secrecdo de citocinas de diferenciacdo), a inibicdo do
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desenvolvimento de celulas Thl (células que segregam citocinas activadoras dos
macrofagos) e a indugdo da diferenciacdo de mondcitos a macrofagos, ao mesmo tempo
que inibe o crescimento dos ultimos. Além disso, a IL-4 é um antagonista das funcdes
desempenhadas pelo IFN-y e vice-versa (Feghali et al., 1997). A IL-13, com origem
principalmente nas células T, é uma citocina anti-inflamatéria por inibir a producéo de
varias citocinas pro-inflamatdrias e a activacdo do NF-kB nos macréfagos. Além disso,
controla positivamente a diferenciacdo e proliferacdo dos linfécitos B. Os IL-4R,
expressos em escasso numero, sdo partilhados pela IL-4 e pela IL-13. Este complexo
receptor é constituido por uma cadeia receptora especifica para a IL-4 (IL-4Ra) e pela
Y, a subunidade comum de alta afinidade (Meager et al., 2007). A ligacdo da IL-4, ou
da IL-13, ao IL-4R activa a via JAK/STAT através da JAK3, e subsequentemente do
STAT6, homodimero implicado na activacdo genética proliferativa e diferenciativa,

como a de células B e mastdcitos (Schindler et al., 2007).

1.1.2.1.1.2. Superfamilia de citocinas do tipo 11

A familia de citocinas do tipo Il é assim chamada devido a sua semelhanca com
a familia anteriormente descrita, ou seja, tendo por base o padrdo de aminoacidos
conservados do dominio extracelular da familia de receptores a ela associados (Kotenko
et al., 2000; Wilson et al., 2009). Esta familia engloba os interferdes do tipo | (IFN-a,
IFN-B e IFN-m), os do tipo I (IFN-y) e os membros da familia IL-10 (como a IL-10, IL-
19 e IL-20) (Feghali et al., 1997; Wilson et al., 2009). Os ligandos, que utilizam os
receptores de citocinas da classe Il para sinalizar, em particular, os IFNs e a IL-10, sdo
importantes imunomodeladores capazes de induzir um largo espectro de respostas
bioldgicas dependendo do tipo celular, das condigdes e/ou co-estimuladores presentes
(Kotenko et al., 2000). Os interferGes do tipo | sdo vitais ao desenvolvimento de
respostas antivirais e anti proliferativas. Ja o IFN-y, membro dos interferdes do tipo II, é
um homodimero sintetizado nas células T activas e por células NK. Este Gltimo tipo é
crucial a promocdao de respostas imunitérias celulares ao elevar os niveis de expressao
de moléculas do CMH 1 e Il em células nucleadas e €, ainda, um estimulador de funcdes
efectoras dos fagocitos mononucleares. A IL-10, sintetizada por células T e B activas, é,
por outro lado, uma citocina anti-inflamatdria e imunossupressora e, por essa razdo, é
vulgarmente conhecida por “anti-citocina” (Shaikh, 2011). Esta propriedade esta patente
nas acgdes que tem sobre os monaocitos activos. A IL-10 inibe a sintese de varias

citocinas, como IL-1a e B, IL-6, IL-8, TNF-a e a expressdo de varias moléculas do
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CMH 11, bem como impede fortemente a apresentacdo de antigénios pelas mesmas
citocina” é ainda capaz de interditar a translocacdo nuclear do NF-kB e de promover a
degradacdo do ARNm codificante de citocinas pro-inflamatorias (Shaikh, 2011). A IL-
10 é ainda capaz, sinergisticamente, de promover a proliferacdo e a diferenciacdo de
células B, bem como a hematopoiese (Feghali et al., 1997; Meager et al., 2007).

A familia de receptores de citocinas do tipo Il é composta por sete membros
funcionais: o factor tecidual e trés pares de subunidades receptoras, que compdem 0s
complexos individuais dos receptores em virtude dos IFN do tipo | (subunidades IFN-
aR1 e IFN-aR2), dos IFN do tipo II (IFN-yR1 e IFN-yR2) ¢ da IL-10 (IL-10R1 e IL-
10R2). Estruturalmente, os receptores de citocinas do tipo Il s&o semelhantes aos
receptores do tipo I, caracterizando-se por um dominio extracelular com moléculas de
fibronectina do tipo 111 mas pela auséncia da sequéncia WSXWS (Kotenko et al., 2000).
Ja o dominio intracelular esta associado a uma molécula tirosina cinase pertencente a
familia das Janus cinase, através da qual é transmitido o sinal pela via de sinalizacdo
JAK/STAT (Wilson et al., 2009).

A estrutura similar exibida pelos complexos dos receptores IL-10 e IFN-y sugere
que a sinalizagdo feita pelos ligandos respectivos envolve, em geral, 0s mesmos
eventos. Tanto o homodimero IFN-y como o homodimero IL-10 estabelecem ligacdo a
duas moléculas das cadeias dos respectivos receptores (duas cadeias IFN-yR1 e duas IL-
10R1). Este evento inicial é, contudo, insuficiente para que haja sinalizacdo intracelular
e, por isso, as segundas cadeias sdo recrutadas (IFN-yR2 e IL-10R2) (Meager et al.,
2007). Tal como j& mencionado, ao dominio intracelular dos membros desta familia esta
inerente uma molécula tirosina cinase que, no caso das cadeias IFN-yR1 e IL-10R1, se
denomina JAK1, mas que sdo distintas no caso das segundas cadeias (a IFN-yR2 esta
associada a JAK2 e a IL-10R2 a TyK2) (Kotenko et al., 2000; Schindler et al., 2007;
Wilson et al., 2007).

A ligacdo do ligando ao seu receptor especifico induz uma oligomerizacdo dos
componentes do receptor que resulta na activacdo das JAKs. Devido a activagdo ocorre
fosforilagdo dos residuos de tirosina dos dominios intracelulares das cadeias R1
(Kotenko et al., 2000). Os residuos fosfotirosil do receptor dali resultantes recrutam,
directamente, STATs especificos (devido a interaccbes com SH2), que se tornam
substrato para as JAKs. Nas células ndo estimuladas, as STATs encontram-se no

citoplasma como homodimeros inactivos. As moléculas STAT sdo fosforiladas e, por
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isso, tornam-se activas. Estas sdo libertadas do receptor devido a sua reorientagdo em
dimero antiparalelo, que permite a ligacdo dos dominios SH2 de uma STAT a
fosfotirosina da outra STAT. Os dimeros daqui resultantes translocam-se para o nucleo,
onde interagem com elementos promotores de transcricdo genética especificos
(Schindler et al., 2007).

Os STATSs activados pela sinalizacéo feita por IFN-y s&o distintos dos activos
pela IL-10. O IFN-y promove a activacdo do STAT-1, cujos genes alvo promovem a
inflamacédo e antagonizam a proliferacdo. Pelo contréario, a sinalizagéo feita pela IL-10
conduz a activacao das STAT3, cujos genes por elas direccionados sdo caracterizados
por actividade anti-inflamatoria e pro-proliferativa. Interessantemente, pode-se notar
uma accdo antagonista entre o IFN-y e a IL-10, particularmente na regulacdo de
respostas Thl e Th2 e ainda, na activacdo de macrofagos, desempenhada pelo IFN-y
que ¢ inibida pela IL-10 (Kotenko et al., 2000; Schindler et al., 2007).

1.1.2.1.1.3. Superfamilia de factores de necrose tumoral

A descoberta de uma molécula com actividade anti-tumoral, h& cerca de 30 anos,
resultou numa outra superfamilia de citocinas — a familia dos Factores de necrose
tumoral (TNF). Esta grande familia compreende membros como 0 TNF-a, o membro
prototipico da familia (Wajant et al., 2003), a linfotoxina-a, o ligando Fas (LFas), o
ligando CD 40 (LCD40) e o ligando indutor de apoptose relacionado com o TNF
(LIART), entre outros (Baud et al., 2001; Huang et al., 2008).

Embora numerosos, os membros TNF exercem um estreito leque de
bioactividades relativamente a0 TNF-a. O LIART e o LFas induzem, maioritariamente,
apoptose e ndo um processo inflamatério (Wajant et al., 2003); jA& o LCD40 previne a
morte celular programada e induz proliferacdo celular (Baud et al., 2001). Por sua vez, o
TNF-o pode ser considerado o principal mediador pro-inflamatério, com capacidade
facultativa de induzir apoptose. Em situacdes fisiopatolégicas, 0 TNF-a. demonstra uma
dualidade funcional, ao estar fortemente comprometido tanto com processos
regenerativos como com a destruicdo tecidual (Wajant et al., 2003). Particularmente, o
TNF-a € responsavel pela indu¢do da migragdo e activagdo de linfocitos e leucocitos,
pela febre (devido ao aumento da concentracdo de prostaglandinas (PG) no hipotalamo),
pela sintese de proteinas de fase aguda, pela proliferacdo e diferenciacéo celular, pela
expressao genética e, entre outras, pela apoptose (Baud et al., 2001). Sendo que, ao

contrario do que acontece com a generalidade das citocinas, 0 TNF-a, tal como a IL-1,
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exerce 0 seu efeito sistemicamente, quer quando sintetizado em grande quantidade na
inflamacdo aguda, quer na inflamagdo cronica, produzido em menor nivel (Shaikh,
2011). A dualidade funcional pode ser explicada através de importantes pardmetros
influenciadores do efeito net do TNF, tais como a especificidade tecidual, o contexto
celular, os niveis de expressdo de receptores e a duracao de accao do mediador (Baud et
al., 2001; Wajant et al., 2003).

O FNT-a ¢, principalmente, sintetizado por macréfagos, mas também por células
linféides, mastocitos, fibroblastos e células endoteliais (Feghali et al., 1997), como
sendo uma proteina transmembranar do tipo Il, estabilizada estruturalmente como
homotrimero. No entanto, uma forma soluvel homotrimérica é sintetizada
proteoliticamente a partir da forma transmembranar pela enzima conversora de TNF-a.
A bioactividade da Ultima estd dependente da sua concentra¢do, uma vez que tende a
dissociar-se a concentracdes abaixo da escala nanomolar, e da sua baixa afinidade aos
receptores.

Os membros da familia TNF praticam as suas funcdes bioldgicas através da
interaccdo com receptores membranares especificos, os receptores da familia TNF.
Especificamente, 0 TNF-a sinaliza através de dois receptores distintos: 0 TNF-R1,
constitutivamente expresso na maioria dos tecidos, e 0 TNF-R2, tipicamente encontrado
em células do sistema imunitério, como os macréfagos.

Estruturalmente, ambos os receptores sdo constituidos, extracelularmente, por
quatro dominios ricos em cisteinas que lhes conferem uma estrutura alongada,
responsavel pela interaccdo com o ligando (Wajant et al., 2003; Brauschadel et al.,
2007). Ja o dominio intracelular tem uma particularidade que subdivide a familia TNF-
R em receptores que contém um dominio de morte (DM) e receptores que interagem
com FATR (factores associados ao receptor TNF). Com a ligacdo do TNF-a ao TNF-
R1, o DM conduz a sinalizagdo a um programa de morte celular, através de proteases
pré-apoptoticas, embora este receptor também seja um forte activador de expressao
genética através do recrutamento indirecto de membros da familia FATR. J& o TNF-R2
recruta directamente o membro FATR-2, com consequente inducao genética.

A expressdo genética induzida por TNF é desencadeada principalmente por
proteinas da familia NF-xB. O NF-xB é um grupo de factores de transcri¢do,
constituidos pela familia NF-kB/Rel, envolvidos na activagdo transcripcional de genes

inflamatdrios em resposta a citocinas ou outros factores estimulantes (Wajant et al.,
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2003). A via NF-kB ha muito que ¢ considerada a via de sinaliza¢dao pro-inflamatoria
prototipica (Lawrence, 2009).

Em células ndo estimuladas, 0 NF-kB encontra-se inactivo no citoplasma devido
a ligacao de uma proteina inibitoria de 43 kDa — a IxB — que lhe mascara a sequéncia de
localizagdo nuclear (Haddad et al., 2011). Em resposta ao TNF-a, bem como a outros
agonistas, as IkB podem sofrer degradacdo proteolitica, consequéncia da sua
ubiquitinagdo induzida pela fosforilagdo pelo complexo inibitério da NF-kB cinase
(IKK). O complexo IKK acredita-se ser composto por um heteromero de duas cinases
(IKK-1 ou a ¢ IKK-2 ou B), uma proteina reguladora IKKy (NEMO) (Lawrence, 2009)
e um homodimero de proteina de choque térmico 90.

O primeiro passo na activacdo do complexo IKK é a reorganizacdo dos membros
do TNF-R1, devido as alteracGes estruturais induzidas pela ligacdo do ligando. O DM ¢é
capaz de se auto-agregar e, assim, sinalizar, independentemente da presenca de um
ligando. Contudo, esta propriedade intrinseca é silenciada por uma proteina silenciadora
do DM (SDM). Ap6s a ligacdo do ligando, a SDM dissocia-se do complexo TNF-R1 e a
proteina de DM associada ao TNF-R1 (DMATR) é conscrita para 0 DM do TNF-R1. A
ligacdo do DMATR ao TNF-R1 serve assim como plataforma para ligacdo de outras
duas moleculas efectoras: o factor 2 associado a0 TNF-R (FATR2), responsavel pelo
recrutamento do complexo IKK, e a proteina 1 de interacgdo com o receptor (PIR1),
necessaria a activacdo do mesmo.

Contudo, outras vias secundarias parecem ter também lugar: a PIR1 parece
activar indirectamente a IKK através da via PCAM e ainda, a molécula FATR6
relacionada com a FATR2 é capaz de interagir com uma proteina cinase C atipica, que
tambeém estd implicada na activacdo do NF-«kB. De facto, embora o conhecimento das
maltiplas fungdes do TNF-a in vivo, bem como as vias que levam da interaccdo
TNF/TNF-R1 a activacdo do complexo IKK e do NF-«B, estejam bem compreendidos,
0s mecanismos dos Ultimos eventos da resposta do NF-kB ainda se encontram por
definir (Wajant et al., 2003).

Além do NF-kB, o TNF-a induz igualmente a activagdo de cinases do grupo das
proteinas cinase activadas por stress/cinase c-jun (JNK). Apos activacdo, as cinases
JNK translocam-se para o nucleo aumentando a actividade transcripcional de factores,
como o c-Jun, através da sua fosforilacdo. O c-Jun pertence a um grupo de proteinas que

se dimerizam para formar factores de transcricdo, conhecidos como proteina 1
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activadora (PA-1). A PA-1 esta comprometida com processos celulares, como
proliferacdo, diferenciacdo e prevencdo de processos apoptoticos.

Ademais a transcricdo genetica, o TNF é capaz de induzir mecanismos
moleculares de morte celular, através do DM citoplasmatico do seu receptor. Nao
obstante, este processo € minoritario em relacdo a sua fungédo reguladora em processos
inflamatorios, até, por vezes, inibindo-se mutuamente. Apesar de ndo ser o Unico meio
de inducéo de apoptose, diversos estudos tém comprometido a presencga de uma proteina
adaptadora FADM, ligada a DMATR, e de caspases ao processo indutor de morte
celular (Wajant et al., 2003). A FADM recruta moléculas caspases 8 para a sua
proximidade, local onde ocorre a sua activacdo auto-proteoliticamente. A activacdo
comporta a activagdo de cascatas de caspases que, por fim, conduzem a clivagem de um
largo namero de proteinas celulares, resultando na morte da célula (Baud et al., 2001).

Assim, o TNF-a tem um papel essencial na regulacdo do balango entre respostas
pré-apoptoticas ou anti-apoptéticas e, ao mesmo tempo, na proliferagdo celular e
inflamacdo. Embora o conhecimento actual da sinalizacdo feita pelo TNF-a seja
extenso, ndo esta ainda completo. A sua conclusdo pode vir a ser relevante na
intervencdo terapéutica de doencas inflamatdrias cronicas, como a doenca de Crohn,

artrite reumatoide, esclerose mdaltipla e Alzheimer (Baud et al., 2001).

1.1.2.1.1.4. Superfamilia de quimiocinas

Desde a descoberta da CXCL8 (IL-8) e da CCL2 (PIM-1), no final dos anos 80,
que a superfamilia das quimiocinas tem sido largamente expandida (Zlotnik et al.,
2012). As quimiocinas abrangem um grupo de proteinas sollveis, de baixo peso
molecular, impares entre as citocinas pelas suas propriedades quimiotécticas (Wilson et
al., 2009). Produzidas e alvejadas por uma variedade multipla de células sédo, contudo,
essencialmente, enderecadas a quimioatraccdo leucocitaria e ao trafego de células
imunes para todo o organismo (Huang et al., 2008).

Funcionalmente, as cerca de 40 quimiocinas descritas (Chensue, 2013) podem
ser divididas em trés categorias: as quimiocinas responsaveis pela manutencdo da
homeostasia, as que induzem processos inflamatorios e as de dupla fungdo, ou seja,
guimiocinas que medeiam ambos os processos (Huang et al., 2008; Zlotnik et al.,
2012).

As quimiocinas homeostaticas, expressas constitutivamente mas limitadas ao

tipo celular, estdo envolvidas na organizacdo e regulagdo do sistema imunitario ao
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mediar a migracdo homeostatica de linfocitos e células dendriticas (células envolvidas
na imunidade adquirida). Pelo contréario, as quimiocinas inflamatdrias sdo produzidas
apenas perante situagdes de infeccdo, ou inflamatérias, desencadeando o recrutamento
de células como macrofagos e neutrofilos para o foco inflamatério (Huang et al., 2008;
Zlotnik et al., 2012).

A assinatura molecular das quimiocinas baseia-se em quatro residuos de cisteina
conservados intercalados por liga¢Ges dissulfito (Zlotnik et al., 2012). Com base na
presenca e posicionamento dos dois residuos de cisteina do N-terminal, as quimiocinas
podem ser agrupadas em quatro subfamilias: CXC, CC, (X)C e CX3C. Nas quimiocinas
CXC, um anico aminoacido ndo conservado (X) separa a primeira da segunda cisteina,
enquanto a subfamilia CC possui as suas cisteinas adjacentes; as citocinas CX3C
possuem trés aminoacidos entre as suas cisteinas e a subfamilia (X)C distingue-se por
ndo conter a primeira e a terceira cisteina (Zlotnik et al., 2012).

A actividade das quimiocinas é mediada pela ligacdo a familia de receptores
acoplados a proteina G (RAPG), mais concretamente a um subgrupo da classe A, a
classe Gai das proteinas G heterotriméricas (Zlotnik et al., 2012). A classe A do
receptor RAPG, também designada por receptores rodopsina, € uma subfamilia
geralmente subdividida em quatro grupos: a, B, y ¢ 6. Em geral, os RAPGs interagem
com as, e sinalizam através de, proteinas heterotriméricas reguladoras, capazes de
interagirem com o nucleotideo guanina (proteina G). Apds estimulacdo pelo ligando, o
RAPG sofre uma alteracdo conformacional capaz de activar a proteina G pelo processo
fosforilativo de GDP a GTP. A activagdo da proteina G induz o seu desacoplamento ao
receptor e, consequentemente, o desencadeamento de uma cascata de eventos de
sinalizacdo que regulam vérias funcdes celulares (Huang et al., 2008). As quimiocinas
partilham ainda outra caracteristica com as demais citocinas: a sobreposi¢do de outras
vias de sinalizagdo como a JAK/STAT e a PI3C (Huang et al., 2008). Com vista a
quimiotaxia ocorrem processos celulares dependentes de actina, sintese de moléculas de
adesdo, aumento dos niveis intracelulares de calcio, reorganizacdo do citoesqueleto e
extensdo de pseuddpodes; nos leucocitos ha a promocédo de processos fagociticos e de
desgranulagéo (Juan et al., 2009; Wilson et al., 2009; Koelink et al., 2012).

A nomenclatura dos receptores é determinada de acordo com a principal
subfamilia por eles ligada. Estdo descritos cerca de 20 receptores de quimiocinas com
actividade quimiotactica dependente de Gai, embora cinco receptores atipicos tenham

sido também descritos. Estes Gltimos sdo estruturalmente semelhantes, embora as suas
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funcBes se prendam com o sequestro de quimiocinas, evitando a sinalizagdo, ou entdo,
para a estabilizagdo da concentracdo destas, para uma mais eficiente quimiotaxia (Juan
et al., 2009; Zlotnik et al., 2012; Chensua, 2013).

Este tipo de citocinas parece ter uma ampla accdo na inflamacéo cronica, ja que
este processo € caracterizado pela continua activacdo das células imunes residentes e
continua infiltracdo de células circulantes (Koelink et al., 2012).

Uma das quimiocinas mais versateis pertence a subfamilia CC, o CCL5, ou
tradicionalmente conhecido como RANTES. O CCL5 é armazenado em grandes
concentragdes nos granulos plaquetarios e das células T CD8+, mas libertado
rapidamente sob activacéo celular (Zlotnik et al., 2012). Este, tal como os membros da
sua subfamilia, activa principalmente mondcitos, linfocitos, eosintfilos e basofilos
(Juan et al., 2009).

1.1.2.1.1.5. Superfamilia da interleucina-1

Historicamente, a familia IL-1, também conhecida por superfamilia
imunoglobulina, compreendia duas proteinas: a IL-1a e a IL-13 (Meager et al., 2007).
Contudo, actualmente, € composta por 11 membros, dos quais se destacam as duas
referidas e o antagonista do receptor da IL-1 (IL-1Ra), como os mais bem estudados
(Dinarello, 2002; Huang et al., 2008; Dinarello, 2009). A IL-1a ¢ a IL-1p s3o membros
agonistas da familia, enquanto a IL-1Ra é um antagonista do receptor especifico para a
IL-1a e para a IL-1P. Esta propriedade, inica da familia IL-1, pode levar a neutralizagdo
do efeito pré-inflamatorio das isoformas IL-1, ja que este inibidor enddégeno compete
pelo receptor IL-1 (Feghali et al., 1997; Dinarello, 2002).

A IL-1a e a IL-1p sdo sintetizadas como pro-formas, em que apenas a da IL-1a é
biologicamente activa quando apresentada na membrana celular. As respectivas pro-
formas s@o clivadas por proteases especificas (calpaina para a IL-la e a enzima
conversora de IL-1B) para produzir as formas maduras de 17,5 kDa e 17,3 kDa,
respectivamente (Meager et al., 2007).

Os principais membros da familia, a excep¢do da IL-1Ra, sdo essencialmente
citocinas pré-inflamatorias, devido a sua habilidade estimulatoria de expressédo de genes
associados a inflamacéao e doencas auto-imunes (Dinarello, 2002). Ambas as isoformas
sdo produzidas por uma grande variedade celular incluindo os mondcitos, neutrofilos,
fibroblastos e linfocitos T e B. Responsaveis por efeitos num vasto leque de células, ddo

origem a um elevado numero de actividades bioldgicas. A abundancia de efeitos tem
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origem, principalmente, na capacidade que a IL-1 (IL-1a e IL-1pB) tem para induzir a
sintese de outras citocinas, que assim exercem as suas proprias fungdes (Meager et al.,
2007). A IL-1 é encarregue da inducdo do processo pirogénico atraves da estimulagdo
da COX-2 e fosfolipase A2, e ainda actua, sinergisticamente, com factores de
crescimento hematopoiéticos resultando no estimulo proliferativo de células T (Feghali
et al., 1997; Dinarello, 2002; Shaikh, 2011).

A familia de receptores IL-1 é codificada por cerca de nove genes distintos.
Contudo, bem como os membros desta familia de citocinas, muitos dos receptores a ela
associado encontram-se ainda com fungdes por definir. Aos trés principais membros
estdo associados os receptores IL-1R1 (ou IL-1RI), IL-1R2 (ou IL-1RII) e IL-1R3 (ou
IL-1R AcP). Dos trés membros referidos, o IL-1p possui a menor afinidade para o
receptor membranar do IL-1RI, e ainda menor para com a sua forma soltvel. A IL-1
liga-se com maior afinidade ao receptor IL-1RIl, que se caracteriza por ndo possuir
maquinaria de sinalizacdo, designado por receptor negativo ou decoy, sendo considerada
uma interac¢do quase irreversivel devido ao longo tempo de dissociacdo. Ja o IL-1Ra €
0 membro com maior afinidade a IL-1RI, tornando a ligacdo praticamente irreversivel
(Dinarello, 2002).

Os receptores da superfamilia IL-1 sdo, extracelularmente, caracterizados por
trés dominios conservados do tipo imunoglobulina (Akira et al., 2004; Drexler et al.,
2010), confiados ao reconhecimento dos membros da familia, ao passo que o dominio
intracelular do IL-1R ¢é partilhado pelos Toll-like receptors (TLRs), designando-se por
dominio citoplasmatico Toll/receptor da IL-1 (TIR). O dominio TIR é responsavel pela
sinalizacdo desencadeada pelos membros da superfamilia IL-1, & excepcdo do IL-1RII,
gue ndo o possui (Figura 2).

Apds a ligacdo do ligando ao dominio extracelular, o complexo TLR/IL-1R
dimeriza, sofrendo uma alteragdo conformacional indispensével ao recrutamento de
moléculas necessarias a cascata sinalizadora. Destas destaca-se a proteina de resposta
primaria a diferenciacdo mieldide 88 — MyD88. Esta molécula € comum a varios
receptores TLR para a transdugdo de sinal e, para isso, recruta moléculas cinases
associadas ao receptor da IL-1 (CAIR-1 e CAIR-4) para que interajam com o “dominio
de morte” a ela associado. Uma vez ai, 0 complexo CAIR-1/CAIR-4 sofre um processo
fosforilativo, pelo qual uma molécula FARF6 se associa a CAIR-1 fosforilada. O
complexo formado por CAIR-1 e por FARF6 dissocia-se do receptor e activa o

complexo IKK - responsavel pela fosforilagdo do IxB (processo que conduz a sua
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ubiquitinacdo e consequente degradacdo por um proteossoma). Daqui advém a
translocacéo dos dimeros do NF-xB (p50/p65) para o nlcleo e consequente inducéo da
expressdo de genes pro-inflamatorios com locais de ligacdo para o NF-xB (Dinarello,
2002; Akira et al., 2004; Drexler et al., 2010). O NF-xB ¢ uma familia de factores de
transcricdo induziveis largamente estudados que regula a expressdo de mediadores
inflamatdrios (Haddad et al., 2011).

Afora o envolvimento e inducdo do NF-«B, esta via tem um outro alvo, ao levar
a activacdo de cascatas de PCAM, onde se incluem a PCAM p38, a proteina cinase
regulada por sinais extracelulares e a proteina JNK, que aduz igualmente a um aumento
da ligagéo de factores de transcricdo ao ADN (Akira et al., 2004; Wilson et al., 2009;
Drexler et al., 2010).

Quando hé ligacdo ao IL-1RII, ndo ocorre transducdo de sinal, ja que o receptor
decoy ndo possui dominio citoplasmatico. Por sua vez, este receptor é responsavel pela
prevencédo da ligacdo da IL-1p ao receptor do tipo I e consequente sinalizagdo.

O receptor soltvel da IL-1RIl também € capaz de ligar membros IL-1, embora a
sua ligacdo tenha como intuito a neutralizacdo desse membro ou sequestracdo de
cadeias essenciais (ex. IL-1RI AcP) necessarias a transducdo pelo IL-1 RI (Dinarello,
2002).

IL-1 RIl soltvel IL-1R 11 soltvel
(Neutralizacdo) +

IL-1B IL-1R Acp

IL-1IRII
= = IL-IR AcP
Ndo existe
sinalizagdo

MyD88 Nio existe

sinalizagdo
Recrutamento de
cinases ‘ FARE-6

OW

Figura 2 - Representacdo esquematica da via de transducdo de sinal da
familia de citocinas IL-1. Adaptado de Dinarello, 2002.

Aproximagio
dos dominios
citoplasmaticos
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1.2. Terapéutica anti-inflamatoria

1.2.1. Farmacos sintéticos

S&o inmeras as doencas que evoluem com episddios de dor, febre e inflamacéo
e, por esse facto, desde muito cedo incessantemente se procuraram compostos que
aliviassem esses sintomas e tratassem os disturbios inflamatorios. Actualmente, os
farmacos mais utilizados, para esse fim, sdo os anti-inflamatorios ndo esteroides
(AINES) e os anti-inflamatdrios esteroides, também denominados glucocorticoides ou
corticosteroides (Guimaraes et al., 2006; Rang et al., 2007).

Os AINEs sdo um grupo heterogéneo de compostos quimicos que partilham néo
sO propriedades anti-inflamatérias como também propriedades analgésicas e
antipiréticas (Roy et al., 2013). Estes compostos sdo o0s escolhidos entre os dois
principais grupos para o alivio sintomatico da dor e inflamacdo em varias enfermidades
cronicas, como na artrite reumatdide, em afec¢des inflamatorias mais agudas, como
fracturas e entorses, mas também no alivio de outras dores, como a pds-operatéria, a
dental e enxaquecas. A sua extensa utilizacdo esta, contudo, demarcada por diversos
efeitos adversos.

Os glucocorticoides sdo os farmacos anti-inflamatorios por exceléncia, pois
actuam no processo inflamatorio tanto na fase aguda — nas manifestacdes precoces de
rubor, calor, dor e edema — como na fase cronica — nas manifestacfes mais tardias de
cicatrizacao, reparacao da lesdo e reaccdes proliferativas da inflamacéo crénica (Rang et
al., 2007). A eficicia deste grupo de agentes terapéuticos resulta dos efeitos
pleiotrépicos do receptor glucocorticdide em diversas vias de sinalizagdo. Contudo,
estes efeitos pleiotropicos desencadeiam igualmente efeitos adversos, como
retardamento no crescimento infantil, imunossupressdo, hipertensdo, osteoporose e

distarbios metabdlicos, entre outros (Rhen et al., 2005).

1.2.1.1. Anti-inflamatoérios ndo esteroides

Remonta ao antigo Egipto a utilizacdo de plantas para combater dores
reumaticas e febre, que mais tarde se veio a saber terem salicilatos na sua constituicéo.
Em 1860, o acido salicilico torna-se extensamente Gtil como anti-séptico, antipirético,
anti-reumatico, analgésico e anti-inflamatorio. Esta vasta lista de efeitos terapéuticos
promove uma revolucdo no desenvolvimento de novos farmacos com acgles

farmacoldgicas mimetizadas, incluindo o acetilsalicilato (aspirina) da Bayer®. Os
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agentes daqui resultados passam a constituir um grupo designado por “farmacos tipo
aspirina” ou por “anti-inflamatdrios ndo esteréides” (Vane et al., 1998; Guimaraes et
al., 2006). A grande variedade de estruturas e formulacdes ndo reflectem, porém,
propriedades terapéuticas dispares. De facto, todos os AINEs aliviam inchaco, rubor e
dor inflamatdria, febre e enxaquecas (Vane et al., 1998). Todavia, a utilizacdo a longo
prazo destes farmacos € acompanhada de efeitos secundarios dose-dependentes,
destacando-se, entre eles, as complicagdes cardiovasculares, gastrointestinais e renais
(Guimardes et al., 2006).

A partilha ndo s6 dos mesmos efeitos terapéuticos como também dos efeitos
secundarios fez com que os especialistas conjecturassem que 0 mecanismo de acg¢ao dos
AINEs se baseasse numa sé intervencdo bioquimica (Vane et al., 1998). Em 1960, Vane
e 0s seus colaboradores determinaram a base de accdo deste grupo de agentes
terapéuticos: a inibicdo das enzimas ciclo-oxigenases (COXs). As COXs sdo enzimas
responsaveis pela conversdo do &cido araquidonico em mediadores pro-inflamatorios,
como as PGs e os tromboxanos, e em mediadores homeostaticos, como a prostaciclina
(Orlando et al., 2010).

A enzima ciclo-oxigenase possui trés isoformas — COX-1, COX-2 e COX-3 —
embora o conhecimento sobre a ultima seja ainda bastante limitado (Roy et al., 2013).
As outras duas isoformas, apesar de partilharem 60% de identidade e a mesma
actividade catalitica, distinguem-se na expressado tecidual e regulacdo (Guimarées et al.,
2006). A COX-1, por ser uma enzima constitutiva na maioria dos tecidos, opera como
regulador homeostatico, sendo responsavel pela integridade da mucosa gastrica, funcédo
plaquetéaria e fluxo renal; j& a COX-2 é uma forma induzivel da enzima, ndo se
exprimindo em condicdes fisiologicas na generalidade dos tecidos, com algumas
excepcdes. De facto, a COX-2 é expressa, constitutiva e fisiologicamente, no rim,
cérebro, 0ssos e cartilagem (Guimardes et al., 2006; Rang et al., 2007; Roy et al., 2013).

Os niveis de COX-2, que sdo em geral baixos nas células, sdo intensamente
regulados por varios estimulos mitogénicos e inflamatdérios, como citocinas e
mensageiros intracelulares (Vane et al., 1998). A COX-2, por ter notabilidade em
situagcbes patoldgicas, em particular na inflamacdo, estd associada & acgdo anti-
inflamatdria dos AINEs. Por outro lado, os indesejaveis efeitos secundarios sao devidos
a inibicdo da homeostatica COX-1 e da COX-2 fisiologica (Vane et al., 1998).

Tanto a COX-1 como a COX-2 exercem as suas funcbes biologicas como

homodimero, constituido por dois dominios cataliticos intrinsecos: o de dioxigenase e 0
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de peroxidase. A via das ciclo-oxigenases, que conduz a biotransformacgédo do acido
araquidonico (clivado dos fosfolipidos membranares pela enzima fosfolipase A) a
protandides, tem inicio com a adicdo de duas moléculas de oxigénio ao &cido
araquidénico pela COX. Dai resultam intermediarios que, pela accdo do dominio
catalitico de peroxidase, guiam a formacdo de distintos prostanoides, envolvidos tanto
na patogénese como na regulagdo homeostética.

Esta enzima bifuncional é composta por trés unidades estruturais: um dominio
do tipo factor de crescimento epidermal, um dominio de ligacdo a membrana e um
dominio enzimatico (Vane et al., 1998). O dominio de ligacdo a membrana forma a
estrutura em canal hidrofdbico, caracteristica das COX, através do qual tanto substratos
como inibidores acedem ao local activo da COX (Seta et al., 2012).

Em geral, os AINEs sdo acidos fracos que previnem, reversivel ou
irreversivelmente, a biossintese de prostanoides, pela obstrucdo do acesso do &cido
araquidonico ao dominio catalitico da COX. A obstrucao € realizada através da insercéo
do AINE no canal onde permanece através de ligagdes de hidrogénio a residuos de
arginina. A grande variedade estrutural dos AINES prende-se com varios graus de
selectividade no que toca a inibicdo da COX-1 ou da COX-2 (Seta et al., 2012). Este
facto permite dividir os AINEs em duas classes: os AINEs cléssicos, ou ndo selectivos,
que abrangem os farmacos que inibem ambas as isoformas das enzimas e os Coxibs, que
englobam os agentes que blogueiam preferencialmente a COX-2. Contudo, os Gltimos
estdo largamente associados a um grande risco de ocorréncia de eventos
cardiovasculares trombdticos (Roy et al., 2013).

Os AINEs podem também intervir, minoritariamente, a nivel de outros
mecanismos inflamatorios, como na remocdo de espécies reactivas de oxigénio, na
diminuicdo da sintese de IL-1 e nos eventos intracelulares mediados pelo célcio (Rang
et al., 2007; Roy et al., 2013).

1.2.1.2. Glucocorticéides

No processo inflamatorio, as citocinas ndo sdo s responsaveis pela activacédo de
componentes do sistema inflamatério. Indirectamente, elas também influenciam a
sintese e secrecdo de glucocorticoides pelas células do cortex adrenal (Smoak et al.,
2004).

Ao actuar num universo enorme de tipos celulares, os glucocorticoides exercem

o0s seus efeitos anti-inflamatorios e imunossupressores tanto em processos inflamatérios
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agudos como cronicos (Chapman et al., 2013). Estes actuam ao nivel da activacao e
repressdo de genes anti e pré-inflamatorios, respectivamente, bem como a nivel pos-
transcripcional (Barnes, 2010). De facto, desde a descoberta da cortisona em 1940 e do
seu sucesso inicial no tratamento da artrite reumatodide, que os glucocorticoides
sintéticos constituem a terapia anti-inflamatéria mais eficaz para muitas doencas
cronicas (Barnes, 2010; Chapman et al., 2013).

Devido a sua natureza lipofilica, os glucocorticoides entram para 0o meio
intracelular por um processo de difusdo passiva. Ai, exercem as suas funcdes pela
interaccdo com o receptor glucocorticoide (RG), membro da superfamilia de receptores
de factores de transcricdo nuclear (De Bosscher et al., 2003). Das duas isoformas do RG
humanas, RGa ¢ RGP, apenas a RGo liga glucocorticdides e tem actividade na
transcricdo genética. O RGP, por sua vez, interage com o ADN, mas ndo com os
glucocorticoides, e esta teoricamente associada a inibicdo da RGa e a resisténcia deste
tipo de farmacos (Smoak et al., 2004; Barnes, 2010). Em células ndo estimuladas, o
RGa encontra-se sequestrado no citoplasma por um complexo proteico que Ihe mascara
a sequéncia de localizagdo nuclear. Apos interac¢do com o ligando, o RGa activo ¢
rapidamente translocado para o nucleo, local onde modula, estimulando ou inibindo,
processos transcripcionais de genes inflamatdrios, pela ligacdo directa ao ADN ou por
interac¢Oes com outros factores de transcricdo (Smoak et al., 2004).

A activacdo transcripcional requer a homodimerizacdo do RG. Enquanto
homodimero, 0 RG complexado ao glucocorticoide interage com elementos de resposta
a glucocorticoides (ERG) presentes no promotor dos genes positivamente regulados. A
ligagdo a ERG induz uma alterag&o conformacional do RG que promove o recrutamento
de varias moléculas co-activadoras para o complexo GR-ADN. Estas moléculas, como a
proteina de ligacdo a elementos de resposta a AMPc, possuem actividade de
acetiltransferase de histonas, intrinseca. A accdo destas provoca uma acetilagdo de
histonas, que induz um rearranjo nucleossomal relaxado e, por isso, um facil acesso da
maquinaria de transcricdo ao promotor alvo. Os genes que sdo modulados positivamente
pelos glucocorticdides, codificam proteinas anti-inflamatoérias como o IL-1Ra, a IL-10 e
a liporcortina-1, uma proteina com efeito inibitério na enzima fosfolipase A, e
consequente inibicdo da producdo de mediadores lipidicos pela cascata do acido
araquiddnico (Barnes, 1998; De Bosscher et al., 2003).

Contudo, os glucocorticoides exercem o seu maior efeito anti-inflamatério pela

repressao transcripcional. Para isso, o RGa pode reprimir os genes pela ligagéo directa a
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ERG negativos, embora a repressdo genética esteja maioritariamente associada a
interac¢des com outros factores de transcrigdo (NF-xB e PA-1) (Smoak et al., 2004; De
Bosscher et al., 2003). Neste Gltimo mecanismo, 0 RG-a activo interage com moléculas
co-repressoras que atenuam a actividade co-activadora de moléculas promovidas pelo
NF-kB. O complexo RG-glucocorticoide recruta a enzima desacetilase-2 de histonas
que, ao estruturar a compactacdo do ADN, evitando o acesso dos factores de transcrigéo
aos seus locais de ligacdo, incita a repressdo genética (Barnes, 2010). Entre outras
formas, este tipo de formulacdo farmacoldgica pode também suprimir a actividade do
NF-kB através da activacdo do gene codificador do inibidor IxB (De Bosscher et al.,
2003). Os mecanismos de repressao expostos levam a repressao da sintese das citocinas
como TNF-a, GM-FEC, IL-1p, IL-2, IL-6, RANTES e enzimas, COX-2 e isoforma
indutivel da 6xido nitrico sintetase (Smoak et al., 2004).

Apesar dos meios pelos quais RGa antagoniza PA-1 ndo estarem completamente
descritos, pensa-se que tenham a mesma base de acc¢do dos utilizados na inibicdo do
NF-kB. Entre eles, a interac¢do directa com o complexo de c-jun e c-fos, bem como a
inibicdo das fosforilacdes da cascata PCAM necessarias a activacdo do c-Jun (Smoak et
al., 2004; Rhen et al., 2005; Guimaréaes et al., 2006).

Os glucocorticéides podem ainda exercer efeitos na pos-transcricdo genética.
Alguns genes proé-inflamatdrios codificam sequéncias de ARNmM instaveis, que
necessitam de estimulos inflamatorios para os estabilizar. A via p38 PCAM é um
exemplo deste mecanismo, ao estabilizar os ARNm de proteinas como a COX-2, TNF-a,
e IL-6. Os glucocorticoides reprimem este efeito através da inducdo de inibidores da
PCAM ou por aumento da transcricdo de ribonucleases especificas, resultando numa
rapida degradacdo do ARNm e consequente diminui¢do de secrecdo proteica (Barnes,
1998; Rhen et al., 2005; Barnes, 2010).

A eficéacia dos glucocorticdides no alivio de desordens inflamatorias, devido ao
pleiotropismo do seu receptor, faz com que sejam bastante Gteis clinicamente. Contudo,
essa mesma caracteristica é responsavel por um elevado nimero de efeitos secundarios,
0 que faz com que a sua utilizacdo seja limitada. Efeitos secundarios comuns prendem-
se com hipertensédo, hiperglicémia, imunossupressdo e aterosclerose (Chapman, 2013).
De facto, esta é a principal razéo pela qual imensos esforcos tém sido aplicados nesta
area, para o possivel desenvolvimento de compostos esteroides menos ofensivos e que
permitam terapias mais especificas (Barnes, 1998; De Bosscher et al., 2003; Rhen et al.,
2005).
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1.2.2. Farmacos de origem natural

Actualmente, o tratamento maioritario de enfermidades associadas a desordens
inflamatorias cronicas prende-se com terapéuticas aliadas a vérias limitagdes, como
graves efeitos secundarios, falta de eficacia e elevados custos de producéo (Francisco et
al., 2011). Com um grande interesse em ultrapassar estes contratempos, tanto a
medicina convencional como os préprios doentes, tém recorrido cada vez mais ao uso
da medicina complementar e da medicina tradicional, como é o caso do uso de extractos
de plantas medicinais.

A fitoterapia, para além de ser a base dos sistemas de medicina tradicional
mundiais, consubstancia 25% dos farmacos actualmente comercializados (de
constituicdo vegetal bruta) e 25% dos farmacos derivados de extractos vegetais
quimicamente modificados (Ahmed et al., 2005).

Nos ultimos anos, 0 mundo ocidental tem renovado o interesse pela utilizacéo
das plantas com fim terapéutico, constituindo um crucial auxilio nos cuidados de saude,
ndo s6 como complemento & medicina classica, como também no desenvolvimento de
novos compostos terapéuticos (Cunha, 2005; Francisco et al., 2011).

Estima-se que cerca de 1200 espécies vegetais apresentem propriedades
medicinais. No entanto, menos de 10% destas foram alvo de investigacdo sobre as suas
caracteristicas fitoquimicas e farmacoldgicas (Nyiredy, 2004). Por este facto, ha
necessidade de finalizar o conhecimento cientifico sobre 0 mecanismo de ac¢do pelo
qual estas espécies tém actividade, de modo a garantir um uso terapéutico de qualidade,
seguro e eficaz (Cunha, 2005).

Insere-se aqui o interesse em avaliar o efeito do Cymbopogon citratus (DC)
Stapf., espécie boténica largamente utilizada tradicionalmente no “combate” a varias

patologias, especialmente nas que envolvem um processo inflamatério crénico.

1.2.2.1. Cymbopogon citratus (DC) Stapf.

Cymbopogon citratus (DC) Stapf., espécie anteriormente descrita por
Andropogon citratus por De Candolle e reclassificada por Otto Stapf, pertence a familia
Poaceae (comummente conhecida por gramineas), que compreende cerca de 660
géneros e 9000 espécies vegetais (Figura 3) (Kasali et al.,, 2001). A designacédo
Cymbopogon tem origem nas palavras gregas kymbe e pogon, significando “arranjo de

flores em espiga” (Shah et al., 2011); ja citratus, com origem latina, refere-se ao sabor a
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Reino: Plantae

Sub-reino: Tracheobionta
Superdivisao: Spermatophyta
Divisdo: Magnoliophyta
Classe: Liliopsida

Subclasse: Commelinidae

Figura 3 - Classificagéo cientifica de Cymbopogon citratus (DC) Stapf.
Adaptado de Negrelle et al., 2007.

limao caracteristico das folhas desta espécie. Em Portugal, é vulgarmente conhecido por
Erva-principe (Negrelle et al., 2007).

Apesar de nativo do sudoeste asiatico, o C. citratus cresce espontaneamente por
todo o mundo, embora com preferéncia por regides tropicais ou de savana (Figueirinha
et al., 2008). A erva-principe é uma graminea perene com rizoma, azul-esverdeada, de
caules fortes, folhas lineares (Figura 4) e com agradavel aroma a limao (devido ao seu
oleo essencial), cujo crescimento pode atingir trés metros de altura (Negrelle et al.,
2007; Tavares et al., 2009; Francisco et al., 2011).

Além da habitual utilizacdo em bebidas aromaticas e na culinaria (Figueirinha et
al., 2008), os infusos e os decoctos preparadas com base nas folhas, secas ou frescas,
deste especime h& muito que sdo usados na medicina tradicional. A ampla distribuicéo
mundial faz com que esta pratica seja utilizada para um largo espectro de finalidades

terapéuticas. A etnomedicina aconselha, terapeuticamente, o “cha” de C. citratus para

Figura 4 - Cymbopogon citratus (DC) Stapf. Fotografia gentilmente cedida
pela ERVITAL, Plantas Arométicas e Medicinais, Lda., sediada
em Mezio, Castro Daire, Portugal.
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distdrbios gastrointestinais e nervosos e como agente ansiolitico, relaxante, antipirético,
anti-séptico, antioxidante, analgésico, antiasmatico, antiespasmaodico, anti-reumatico e
anti-inflamatorio (Negrelle et al., 2007; Figueirinha et al., 2008; Asaolu et al., 2009).

Apesar do seu disseminado uso e aceitacdo, pouca informacdo existe sobre o
mecanismo de accdo pelo qual o C. citratus exerce as suas actividades biologicas
(Negrelle et al., 2007; Orlando et al., 2010).

1.2.2.1.1. Composicao do 6leo essencial

Além das infusBes e decoccdes das folhas utilizadas pela medicina tradicional,
outras substancias originarias desta espécie tém grande utilidade, em especial o dleo
essencial que exubera no C. citratus (Negrelle et al., 2007).

Na medicina tradicional, o 6leo essencial ¢ utilizado no tratamento da acne, pé-
de-atleta, enxaquecas, cdibras musculares e como agente anti-inflamatério,
antimicrobiano, antibacteriano e insecticida (Schaneberg et al., 2002). Ja
industrialmente, o dleo essencial € muito utilizado na industria alimenticia, de
perfumaria e cosmética (Negrelle et al., 2007; Asaolu et al., 2009; Bassolé et al., 2011;
Shah et al., 2011).

Devido ao seu grande proveito economico, ha uma maior incidéncia de estudos
fitoquimicos centrados nos compostos volateis de C. citratus e, consequentemente, um
maior conhecimento sobre eles em comparacdo com 0s compostos nao-volateis
(Figueirinha et al., 2008).

A composicdo quimica do 6leo essencial de C. citratus apresenta variabilidade
qualitativa e quantitativa. Isto acontece devido a dependéncia da composi¢do quimica de
factores como a origem geogréafica, método de cultivo, idade da espécie e fotoperiodo
(Negrelle et al., 2007; Barbosa et al., 2008). Os compostos volateis das plantas sdo, em
geral, liquidos lipofilicos com alta pressdo de vapor (Agostini-Costa et al., 2012).
Porém, independentemente da origem geogréafica e dos outros factores, o 6leo essencial
do C. citratus é composto maioritariamente por citral (Figura 5), designacdo dada a
mistura dos aldeidos guanial (citral A) e neral (citral B) (Barbosa et al., 2008; Bassolé et
al., 2011). Esta mistura, onde predomina o geranial, representa de 30 a 93,74% da
composi¢cdo do 6leo essencial da erva-principe, e é responsavel pelo caracteristico

aroma a limé&o da espécie (Negrelle et al., 2007).
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Além dos compostos maioritarios — os aldeidos — o Oleo essencial € ainda
composto por terpenos (dos quais se destacam o mirceno e o limonene), outros aldeidos,
como o citronelal e alcoois e esteres, como o geraniol (Figura 5) (Negrelle et al., 2007).

\(\/WH
Geraniol

Neral Geranial

A '

Limonene Citronelal Mirceno

Figura 5 - Principais elementos quimicos que compdem o 6leo essencial.
Adaptado de Negrelle et al., 2007.

1.2.2.1.2. Composi¢do em compostos ndo-volateis

As folhas de C. citratus constituem a fonte de dleo essencial, 0 composto mais
bem estudado fitoquimicamente. Mas, como as propriedades terapéuticas tém vindo a
ser atribuidas aos compostos ndo-volateis, alguma atencdo, embora pouca, tem vindo a
ser dada a esses elementos (Figueirinha et al., 2008; Figueirinha et al., 2010).

As folhas e raizes sdo constituidas, tal como todo o reino Plantae, por
metabolitos secundarios. Os metabolitos secundarios sdo os fitoconstituintes cujo papel
na planta ndo se prende com processos de fotossintese, respiracdo, crescimento ou
desenvolvimento, mas que apesar disso se encontram presentes em elevadas
concentracOes (Croizer et al., 2009). Dentro dos metabolitos secundarios encontram-se,
na erva-principe, essencialmente polifendis, dos quais acidos fenodlicos, flavonoides e
taninos, alcaldides, terpenos e alcoois (Figura 6) (Negrelle et al., 2007; Figueirinha et
al., 2008; Figueirinha et al., 2010). Todos estes elementos sdo conhecidos por Vvarios

efeitos terapéuticos e protectores intrinsecos (Asaolu et al., 2009).
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Os polifendis e os seus derivados constituem 0s compostos ndo-volateis
maioritarios da planta C. citratus, bem como do infuso preparado a partir desta
(Figueirinha et al., 2008). Os polifendis sdo caracterizados por possuirem na sua
estrutura pelo menos um anel aromatico, com um ou mais grupos hidroxilo conjugados,
estrutura que toma a designacédo de fenol (Cunha, 2005; Agostini-Costa et al., 2012). A
repressdo genética e enzimatica e ao sequestro de espécies reactivas de oxigenio;
consequentemente, a presenca destes compostos prende-se com as actividades anti-
inflamatdria, antioxidante e anti carcinogénica (Cheel et al., 2002; Cunha, 2005;
Figueirinha et al., 2008; Figueirinha et al., 2010; Miranda et al., 2012). Dentro desta
familia sobressaem os &cidos fendlicos, compostos de baixo peso molecular (Croizier et
al., 2009) dos quais se destacam o acido caféico, o acido p-cumarico, 0 acido
clorogénico e seus derivados (Negrelle et al., 2007; Figueirinha et al., 2008); os
flavonoides, polifendis de peso molecular intermédio, dos quais se salientam a luteolina
e a apigenina (Negrelle et al., 2007; Figueirinha et al., 2008; Croizier et al., 2009); e por
fim os taninos, em que o0s taninos condensados, também designados por
proantocianidinas (polimeros de longa cadeia) se evidenciam (Cunha, 2005; Figueirinha
et al., 2008; Agostini-Costa et al., 2012).

Os alcal6ides sdo compostos com um ou mais atomos de azoto heterociclicos
derivados, essencialmente, de aminoacidos (Agostini-Costa et al., 2012). As actividades
terapéuticas atribuidas aos alcaloides estdo associadas a efeitos sedativos,
antiespasmadicos e hipnaticos (Cunha, 2005).

Os terpenos sdo a maior e a mais diversa familia de produtos naturais,
compreendendo desde compostos com estruturas lineares a moléculas policiclicas e de
moléculas de cinco carbonos (isopreno) a compostos com milhares de unidades de
isoprenos. Todos os terpenos séo sintetizados pela condensagédo de unidades de isopreno
e classificados pelo nimero desses conjuntos no nucleo estrutural (Agostini-Costa et al.,
2012). O C. citratus contém dois triterpenos (30 carbonos): o cimbopogone e o

cimbopogonol (Figura 6) (Negrelle et al., 2007).
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Os alcoois presentes nas folhas da erva-principe sdo o octacosanol, o

dotriacontanol e o triacontanol (Negrelle et al., 2007).
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Figura 6 - Principais componentes ndo-volateis do Cymbopogon citratus
(DC) Stapf. Adaptado de Crozier et al., 2009; Ferreira, 2011; Shah
et al., 2011; Agostini-Costa et al., 2012,
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Actualmente, a terapéutica anti-inflamatoria cronica disponivel afecta a
qualidade de vida dos doentes. Isto leva a que cada vez mais se procurem farmacos
alternativos, com semelhante eficacia mas maior seguranca. Ha, consequentemente, um
crescente nimero de estudos procurando alternativas terapéuticas em compostos de
origem natural.

Depois de se ter comprovado a accéo anti-inflamatéria do infuso, livre do 6leo
essencial, de C. citratus, em modelo animal de inflamacgédo aguda (Garcia, 2010; Garcia
et al., 2013), é objectivo do presente estudo averiguar a actividade anti-inflamatoria do
mesmo infuso num modelo animal de inflamag&o cronica, procurando desta forma

justificar o seu uso tradicional em situagdes de doencas inflamatdrias cronicas.

Desta forma, os principais objectivos deste estudo foram:

1. Avaliar a actividade anti-inflamatéria do extracto de Cymbopogon citratus
(DC) Stapf. num modelo experimental in vivo de inflamacéo crénica.

2. Contribuir para uma melhor compreensdo dos mecanismos celulares e
moleculares envolvidos na referida actividade anti-inflamatéria do
Cymbopogon citratus.

3. Avaliar a toxicidade cronica do Cymbopogon citratus (DC) Stapf.
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3.1. Material

3.1.1. Material botanico

O estudo avaliativo realizado teve como interveniente a espécie botanica
Cymbopogon citratus (DC) Stapf. As folhas secas utilizadas deste espécime foram
adquiridas a ERVITAL, Plantas Aromaéticas e Medicinais, Lda., sediada em Mezio,
Castro Daire, Portugal. Este local esta situado a 1000 metros acima do nivel das aguas
do mar, onde a espécie foi cultivada em estufa. Ndo obstante, foi confirmada a sua
identidade pelo Professor Doutor Jorge Paiva, do Centro de Ecologia Funcional do
Departamento de Botanica da Universidade de Coimbra. Um exemplar deste material
encontra-se confiado ao Herbanario da Faculdade de Farmécia da Universidade de

Coimbra.

3.1.2. Animais de laboratorio

Neste estudo foram utilizados ratos (Rattus norvegicus) Wistar albinos, machos,
com peso compreendido entre 250-300 g, adquiridos na Charles River Inc., Espanha. Os
processos de alojamento, de manutengdo e utilizacdo de todos o0s animais
experimentados (n=30) seguiram em conformidade com a Portaria n°® 1005/92 de 23 de
Outubro e com prévia aprovacdo pela Direccdo Geral de Veterindria para este
estabelecimento de utilizacdo. Segundo as directrizes da portaria acima referida, os
animais foram alojados em gaiolas individuais mantidas num Rack (Allentown®) com
adequada ventilacdo (taxa de ventilagdo de 59-60 renovacdes de ar/hora), temperatura
(22-23°C) e iluminagdo (ciclo luz-obscuridade de 12/12 horas). O acesso a dieta

padronizada para roedores (4 RF 21/1, Mucedola, Itlia) e a 4gua foi ad libitum.

3.1.3. Farmacos/Reagentes quimicos

Para a execucdo do protocolo experimental foi administrada, por via intra-
muscular, uma mistura de cetamina (50 mg/mL, Ketalar®, Parke-Daves, Pfizer, Seixal,
Portugal) e cloropromazina (2,5%, Largatil®, Ph6ne-Poulenc Rorer, Laborat6rios

Vitoria, Amadora, Portugal) nas doses de 50 mg/Kg e 2,3 mg/Kg, respectivamente.
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Como farmaco anti-inflamatorio nao esteroide padréo foi utilizada, por via oral,
a indometacina (1 mg/mL, 25 mg, Indocid®, IROKO products Ltd., Londres, Reino
Unido) numa dose diaria de 2 mg/Kg (Barreto et al., 2012).

Como farmaco padréo da classe dos glucocorticoides foi utilizada, por via oral, a
dexametasona (>97%, 25 mg, SIGMA-AIldrich®, Sintra, Portugal) numa dose diaria de
2,5 mg/Kg (Wu et al., 2006).

Como anti-séptico de largo espectro nas intervencgdes cirdrgicas realizadas foi
utilizado o iodopovidona (Betadine®, Viatris, Lisboa, Portugal).

De entre 0s reagentes quimicos utilizados durante os ensaios salientam-se o n-
hexano (Carlo Erba Reagenti SpA, Mildo, Itdlia) — hidrocarboneto usado na remogéo
dos constituintes lipidicos, aquando da preparacdo do extracto aquoso de C. citratus — e
0 conjunto de reagentes quimicos, com origem QIAGEN Sciences (Maryland, EUA)

utilizado na execucéo do kit de quantificacdo de citocinas (Multianalyte ELISArray).

3.1.4. Material fisico e software

Material fisico Fabricante
gaiolas individuais ventiladas Allentown®
Rack Allentown®
evaporador rotativo Buchi®, R-114
ultra-sons Brandon®, 2200
termometro digital de microsonda Physitemp®, model Bat-12
sonda térmica Physitemp®
centrifugador SIGMA®, 2-5
estufa de esterilizacdo Jouan®
leitor de placas de ELISA BioSurplus®, SLT. Spectra
processador de tecidos Shandon®, Citadel 1000
microtomo Shandon®, AS325
microscopico optico Nikon®, Eclipse E600
Software Fabricante

editor de fotografias histol6gicas Abobe®, Photoshop CS3
construtor digital de graficos GraphPad®, Prism 5
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3.2. Métodos

3.2.1. Preparacéo do extracto botanico de Cymbopogon citratus (DC)
Stapf.

O método utilizado na preparagdo do extracto de C. citratus seguiu em
conformidade com o proposto por Figueirinha e seus colaboradores (2008).

O extracto foi preparado pela adicdo de 150 mL de agua fervente a 5 g de folhas
secas de C. citratus, previamente pulverizadas. A infusdo foi deixada repousar por 15
minutos & temperatura ambiente. Seguidamente, o infuso foi filtrado sob vacuo, e o
volume de 150 mL perfeito com o mesmo solvente. Apoés filtrado, o infuso foi
repetidamente tratado com n-hexano, para a remoc¢do dos seus componentes apolares.
De seguida, a fase aquosa, livre de 6leo essencial, foi concentrada por evaporacéo
rotativa, liofilizada, e o resultado armazenado a - 4°C até ser necessario (Garcia, 2010).

Aquando dos ensaios com 0s modelos animais procedeu-se a ressuspensao,
diaria, do extracto liofilizado em agua destilada. As ressuspensdes foram feitas para um

extracto aquoso final de concentracdo 50 mg/mL.

3.2.2. Doses botanicas administradas aos animais

Com o objectivo de avaliar o uso terapéutico do extracto aquoso de C. citratus
utilizado na etnomedicina procurou adaptar-se a dose humana referenciada ao modelo
animal do estudo. Tradicionalmente, a infusdo é preparada com a adi¢do de 150 mL de
agua a duas folhas frescas ou a 2 g de folhas secas do espécime em estudo. Esta
preparacdo corresponde a uma dose de 2 mL de infuso por Kg de massa corporal
(Carlini et al., 1986) e a 27 mg de folha por Kg de massa corporal.

A conversdo para doses animais foi realizada com base nas directrizes
recomendadas pela FDA (Food and Drug Administration). Esta conversdo é necessaria
para compensar o facto de que a espécie humana ou, outros animais de grande porte,
tem, em geral, uma taxa metab6lica mais baixa e, por conseguinte, requerem uma menor
dose (mg) por Kg de massa corporal (Wojcikowshi et al., 2013). Segundo o guia para a
indUstria da FDA, no célculo da dose de extracto a administrar a ratos considerou-se o
factor 6 (EUFDA, 2005). Considerando os factores supramencionados e o rendimento
de extraccdo obtido (16,6%) foi preparada uma solucdo de extracto aquoso de C.
citratus de concentragdo final de 50 mg/mL. Desta solucdo foram administradas doses

cronicas (duplas) bi-diarias de 68 mg/Kg de massa corporal do animal (Tabela I1). A
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duplicacdo da dose seguiu em conformidade com os resultados de Garcia e seus
colaboradores (2010), que verificaram um maior efeito anti-inflamatério deste espécime
aquando da administracdo de dose dupla em relacdo a indicada pela medicina

tradicional (efeito dose-dependente).

Tabela I11 - Relacdo entre a dose humana utilizada na medicina tradicional
e a dose de rato equivalente (Carlini et al., 1986; EUFDA, 2005;
Wojcikowshi et al., 2013).

Factor de conversao

Espécie Massa corporal (Kg) (Km) Dose (mg/KQg)
Humano adulto 60 37 27
Rato 0,150 6 68 (x2)

3.2.3. Auvaliagdo da actividade anti-inflamatéria em modelo in vivo de
inflamacéo cronica

3.2.3.1. Desenho experimental

O estudo da actividade anti-inflamatéria cronica do extracto de C. citratus
requereu quatro grupos experimentais: um grupo-teste englobando os animais aos quais
foi administrado o extracto botanico nas doses acima referidas (n=12); um primeiro
grupo controlo-positivo referente aos animais que receberam a indometacina como
AINE padrdo (n=6); um segundo grupo controlo-positivo referente aos animais que
receberam a dexametasona como glucocorticoide padrdo (n=5); um quarto e ultimo
grupo controlo-negativo ao qual foi administrado agua destilada como veiculo (n=7).
Nos quatro casos, a administracdo foi executada oralmente, por gavagem orogastrica.

A administracdo do extracto aquoso de C. citratus, bem como a administragédo
do veiculo, ocorreu duas vezes por dia (de manha e ao final do dia), nos cinco dias
consecutivos apés o dia de inducdo do processo inflamatério crénico. Como
supracitado, a administracdo seguiu em conformidade com a executada pela medicina
tradicional, desse modo, a dose bi-diaria foi requisito desta Ultima. Ja a administracéo
de ambos os farmacos anti-inflamatérios aos animais do grupo correspondente ocorreu
em dose Unica diaria, nos mesmos dias de experiéncia, conforme a indicagao terapéutica

dos mesmos.
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3.2.3.2. Inducéo do processo inflamatdrio crénico nos animais

Um qualquer estudo realizado in vivo necessita dos seus respectivos modelos
animais. Para averiguar o efeito anti-inflamatério cronico do extracto aquoso de C.
citratus foi concebido um modelo in vivo de inflamacdo cronica. O método empregue
foi uma modificacdo do utilizado por Winter e seus colaboradores (1957) — o método da
“porcdo de algoddo” (do inglés Cotton Pellet). Esta técnica induz inflamacdo cronica
sob a forma de granuloma, permitindo avaliar a proliferagio dos componentes
envolvidos neste processo (Paschapur et al., 2009), incluindo mediadores anti- e pro-
inflamatdrios. Neste teste, a migracdo de mondcitos/macréfagos, a proliferacdo de
fibroblastos, a apoptose e todos os componentes associados a inflamagdo crénica
ocorrem nas imediacdes do cotton pellet, envolvendo-o em tecido de granulagéo
(Uzkeser et al., 2012).

O procedimento iniciou-se anestesiando 0s animais com a mistura anestésica
acima descrita (Nagar et al., 2005). De seguida, uma porc¢do de cerca de 10 + 0,49 mg
de algoddo, previamente esterilizada por autoclavagem, foi inserida na regido
interescapular de cada animal (Paschapur et al., 2009). A esterilizacdo do material
cirurgico, bem como das porcdes de algodao, foi realizada em estufa de esterilizacao a
180°C. O processo de microcirurgia realizou-se apds tricotomia da zona dorsal dos
animais, zona na qual se efectuou uma pequena incisdo subcutanea para a inser¢do do
algoddo. A incisdo foi suturada com linha estéril.

Apds cinco dias da execucdo desta técnica, os animais foram novamente
anestesiados e os cotton pellets removidos cirurgicamente, bem como os tecidos
circundantes (Winter et al., 1957; Suralkar et al., 2008; Paschapur et al., 2009; Nagar et
al., 2011).

Este procedimento permitiu a utilizacdo de método de avaliacdo que consistiu na
solubilizacdo do granuloma em tampéao de diluicdo (fornecido pelo kit) para a avaliacédo

do nivel de citocinas através da técnica de ELISA.
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3.2.3.3. Analise da actividade anti-inflamatoria em modelos in
Vivo

3.2.3.3.1. Determinacao do nivel de citocinas

A relacdo do nivel de citocinas nas amostras do solubilizado do granuloma, em
conjunto com a porc¢do de algoddo, foi determinada pela técnica de ELISA (Enzyme-
Linked Immunosorbent Assay) (Lee et al., 2009; Novoselova et al., 2009).

Ao quinto dia ap0s a inducdo do processo inflamatdrio crénico, o granuloma foi
cirurgicamente removido. Esta estrutura tecidular, bem como a porcéo de algodao que
Ihe deu origem, foram solubilizadas em 2 mL de tampé&o de dilui¢do provido pelo kit
Multi-Analyte ELISArray, da QIAGEN. Apos recolha do solubilizado, este sofreu uma
diluicdo 1:2 com o mesmo tampdo. De seguida, foi executado o kit colorimétrico em
questdo, seguindo as instrucdes do fornecedor (Figura 7).

Resumidamente, o procedimento teve inicio com a preparacdo de todos os
reagentes necessarios, amostras e controlos. De seguida, adicionou-se 50 uL de tampao

de ensaio em cada pogo da placa, ao qual se somou 50 pL das amostras/controlos, nos

=

2 345 6 7 8 92101112
Controlo negativo

Amostra 1
Amostra 2

Amostra 3
Amostra 4
Amostra 5
Amostra 6

ITO"mONO ®@>

Controlo positivo

Figura 7 - Representacdo da placa fornecida pelo kit. A placa de ELISA de
96 pocos esta indicada para a deteccdo das citocinas IL-1a, IL-1p,
IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-12, IL-13, IFN-y, TNF-0, GM-FEC e
RANTES (colunas l1a 12). As linhas A a H fornecem a
possibilidade da detecgdo de cada citocina em seis amostras e em
dois controlos intrinsecos. Adaptado do protocolo fornecido pelo
kit Multi-Analyte ELISArray, da QIAGEN.

respectivos pocos. Depois de uma breve agitacdo, incubou-se a placa por 2 horas. Apos
esse periodo, procedeu-se a trés lavagens e a adigdo de 100 uL da solugdo de detecgdo
de anticorpos, a qual exige uma incubacdo de 1 hora. Foram novamente feitas trés
lavagens, as quais se seguiu a adi¢cdo de 100 pL de avidina-PRF (peroxidase de raiz-
forte) e uma incubagdo de 30 minutos. Seguiram-se quatro lavagens. Adicionou-se,

sucessivamente, 100 pL de solugdo de desenvolvimento € uma incubagdo por 15
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minutos ao abrigo da luz. Apos este tempo foi adicionada a mesma quantidade de
solucdo de paragem. Finalmente, dentro dos 30 minutos de reaccdo da Ultima solucdo,
foi lida a absorvéncia a 450 nm, com uma correcgédo de comprimento de onda de 570
nm para corrigir imperfeicGes Opticas existentes na placa de ELISA (plastico) (Figura
8).

Preparacio dosreagentes, amostras e controlos

7

Adicio das amostras respectivas a cada pogo daplaca
Incubacdo por 2 horas

v Lavagem (3x)

Adicio da solucio de deteccio de anticorpos
Incubagdo por 1 hora

a F Lavagen (4x)

Adicio da solucdo de Awvidina - PEF
Incubagio por 30 minutos

{ 7 Lavagem (3x)

Adicio da solugio de desenvolvimento
Incubac3o por 15 minutos, ao abrigo daluz

NZ

Adicio da solugio de paragem

Leftura da absorvincia a 430 nm, com uma correcgdo de comprimento de onda a 570 nm

Figura 8 - Esquema representativo dos passos cruciais ao protocolo da
técnica de ELISA empregue.

3.2.4. Monitorizagdo da temperatura basal

A febre é um efeito sistémico estritamente associado a processos inflamatérios e
provido, maioritariamente, pela ac¢do de citocinas. Para monitorizar possiveis
alteracdes na temperatura corporal dos modelos animais em estudo e, por isso, a
existéncia de uma possivel accdo antipirética associada ao extracto aquoso do C.
citratus ou um processo infeccioso, determinou-se a temperatura corporal dos animais
em estudo.

A medicdo da temperatura basal foi realizada cerca de 2 semanas antes dos
ensaios de inducdo, enquanto que a temperatura tida com um processo inflamatorio

crénico a decorrer foi determinada no dia do sacrificio dos animais.
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Para o procedimento, os animais foram anestesiados com a mistura anestésica
referida anteriormente. A sonda térmica foi inserida 3-4 cm no recto do animal, e ai
permaneceu por 2 minutos, permitindo neste periodo a estabilizagdo da temperatura. O
nivel de pirexia foi ostentado por um termometro digital e registado manualmente
(Tomazetti et al., 2005; Mythreyi et al., 2008; Victoria et al., 2012).

3.2.5. Analise histoldgica

Apos a recolha do granuloma foram sacrificados por deslocamento cervical e
sujeitos a necropsia (todos os grupos num total de n=30). Neste procedimento foram
recolhidos os rins e figado para posterior analise histolégica. A preparacdo das pegas
consistiu na formulagéo de fragmentos de espessura 0,5 cm, cortados transversalmente,
com ulterior imersdo em formaldeido 10%. Decorridas 24 horas, os fragmentos foram
processados pela substituicdo do formaldeido por parafina, que permite uma maior
firmeza aquando da necessidade de corte. Apds inclusdo em blocos de parafina, o0s
fragmentos foram armazenados a -20°C. Dos fragmentos congelados foi possivel
realizar um corte de 4 um de espessura. A frac¢do daqui originaria foi colocada em
laminas, desparafinada com xilol e etanol e colorada com hematoxilina e eosina. A
hematoxilina cora os nucleos celulares de azul, enquanto a eosina cora o citoplasma
com tom vermelho rosado. As laminas prontas foram observadas com auxilio de uma
microscopio optico de luz, com objectivas de 20x e 40x, adaptado a uma maquina
digital (Ferreira, 2011).

3.2.6. Andlise estatistica

Os resultados foram expressos como média + erro padrdo da média (EPM). A
andlise estatistica foi realizada com testes de cinco ou mais experiéncias independentes
(n>5). Os dados obtidos foram analisados segundo a aplicacgio ANOVA one-way
seguida pela correccdo de Bonferroni. Os mesmos dados foram considerados
estatisticamente significativos se p<0,05 para a probabilidade de ocorréncia de
probabilidade nula. O Prism 5,0 (GraphPad Software) foi usado para todas as anélises

estatisticas.
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4.1. Avaliacdo da actividade anti-inflamatoria em modelos in vivo de
inflamacao crénica

4.1.1. Quantificacdo do nivel de citocinas

Ap0s execucdo do protocolo experimental, os niveis relativos de um conjunto de
citocinas presentes no granuloma formado foram pesquisados pela técnica de ELISA.

Na Tabela 11l podem observar-se os resultados da andlise realizada ao nivel das
citocinas IL-1a, IL-B, IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-12, IL-13, IFN-y, TNF-a, GM-FEC e
RANTES presentes no granuloma induzido por cotton pellet nos diferentes grupos teste
— C. citratus, indometacina e dexametasona e no grupo controlo negativo.

Foram determinados os niveis percentuais das citocinas através da normalizacdo
da média de absorvancias dos grupos analisados com os valores de absorvancia dos

controlos intrinsecos ao kit utilizado.
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Tabela 111 - Relagdo percentual do nivel de citocinas de cada grupo analisado. A relacdo foi calculada pela normalizagcdo com os
correspondentes controlos intrinsecos ao kit Multianalyte ELISArray, da QIAGEN Sciences. A normalizacdo foi
determinada em percentagem de acordo com a seguinte férmula: ((média das absorvancias do grupo teste — absorvancia
do controlo negativo intrinseco ao kit)/(absorvancia do controlo positivo do kit — absorvancia do controlo negativo do
kit)) x 100. Os dados sdo expressos como média £ EPM de 5-7 ensaios similares.

Relacédo percentual do nivel de citocinas (% + EPM)

IL-1a IL-1p 1L-2 1L-4 1L-6 1L-10 1L-12 1L-13 IFN-y TNF-a ICZEIE/IC RANTES
C. citratus 9,75+ 99,13 + -14,75 + 0,68 3,70 £ 1,61+ 1,91 + 2,35+ -0,10 3,35+ 2,62 495+
' 1,579 14,564 0,594 0,211 1,108 2,071 0,319 0,136 0,344 0,585 0,649 1,051
Indometacina 423+ 33,85+ 2,51+ -0,16 * -1,82 + -7,92 + 0,07 1,36 = -0,37 2,53+ 0,076 1,65+
0,381 2,099 0,788 0,075 0,810 4,247 0,036 0,71 0,238 0,713 0,060 0,334
7,99 + -0,79 + 45,38 + 8,11+ -0,51 + 10,17 + 14,97 + 17,78 + 1,48 7,69 9,84 + 13,09 +
Dexametasona
0,599 23,327 6,032 0,391 1,539 3,065 2,967 1,064 0,687 1,284 0,352 1,174
Controlo 525+ 9,39 + 19,56 + 4,08 + 12,43 + 34,17 + 4,08 + 12,77 + 7,10 £ 16,36 + 243t 16,48 +
negativo 2,201 1,803 7,594 1,693 6,792 0,351 1,389 1,943 0,239 3,387 0,905 0,380
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Com fdérmula de calculo apresentada foi possivel comparar a actividade anti-

inflamatdria do extracto aquoso de C. citratus e dos dois controlos positivos usados —

Indometacina como AINE padrdo e Dexametasona como glucocorticoide padrdo — com

o Controlo negativo (Figuras 9 a 20). As figuras traduzem, por conseguinte, a relagéo

estabelecida entre os niveis de determinada citocina presente nos grupos analisados e 0s

niveis dessa mesma citocina presentes no modelo in vivo de inflamagdo cronica

(Controlo negativo).

Os resultados da relacdo descrita para a IL-1a sdo apresentados na Figura 9:

Grupo teste

Controlo negativo

3+

EA C. citratus

E3 Indometacina

B] Dexametasona
[ Controlo negativo

Figura 9 - Efeito da administracdo do extracto aquoso de C. citratus e dos

controlos positivos (Indometacina, 1 mg/Kg e Dexametasona, 2,5
mg/Kg) na sintese da citocina IL-10, aquando da presenca de um
processo inflamatério crénico (método do cotton-pellet induced
granuloma). O grupo de animais ao qual apenas se administrou o
veiculo foi usado como Controlo negativo. Os dados representam a
média £ EPM de 5-7 ensaios similares e sdo expressos como
valores relativos, comparados com o Controlo negativo.
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Os resultados da relacdo descrita para a IL-1p sdo apresentados na Figura 10:

Grupo teste

Controlo negativo B8 C. citratus
E3 Indometacina
Bl Dexametasona

Figura 10 - Efeito da administracdo do extracto aquoso de C. citratus e dos
controlos positivos (Indometacina, 1 mg/Kg e Dexametasona, 2,5
mg/Kg) na sintese da citocina IL-1B, aquando da presenga de um
processo inflamatério crénico (método do cotton-pellet induced
granuloma). O grupo de animais ao qual apenas se administrou o
veiculo foi usado como Controlo negativo. Os dados representam a
média £+ EPM de 5-7 ensaios similares e sdo expressos como
valores relativos, comparados com o Controlo negativo. *
diferenca estatisticamente significativa em relagdo ao controlo
negativo (p<0,05), como determinada por ANOVA, seguindo o
teste de Bonferroni.

[ Controlo negativo
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Os resultados da relagdo descrita para a IL-2 estdo apresentados na Figura 11:

Grupo teste

Controlo negativo % C. Cltratus_
B3 Indometacina
3- " B} Dexametasona
—)— [ Controlo negativo
. — % .......... ...
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Figura 11 - Efeito da administracdo do extracto aquoso de C. citratus e dos
controlos positivos (Indometacina, 1 mg/Kg e Dexametasona, 2,5
mg/Kg) na sintese da citocina IL-2, aquando da presenca de um
processo inflamatério cronico (método do cotton-pellet induced
granuloma). O grupo de animais ao qual apenas se administrou o
veiculo foi usado como Controlo negativo. Os dados representam
a média + EPM de 5-7 ensaios similares e sdo expressos como
valores relativos, comparados com o Controlo negativo. *
diferenca estatisticamente significativa em relacdo ao controlo
negativo (p<0,05), ** diferenca estatisticamente significativa em
relacdo ao controlo negativo (p<0,01) e **** diferenca
estatisticamente significativa em relagdo ao controlo negativo
(p<0,0001), como determinada por ANOVA, seguindo o teste de
Bonferroni.
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Os resultados da relagdo descrita para a IL-4 s&o apresentados na Figura 12:

Grupo teste

Controlo negativo
3.

E3 C. citratus
B3 Indometacina
27 EJ) Dexametasona
[ Controlo negativo
1. .
2.

Figura 12 - Efeito da administracdo do extracto aquoso de C. citratus e dos
controlos positivos (Indometacina, 1 mg/Kg e Dexametasona, 2,5
mg/Kg) na sintese da citocina IL-4, aquando da presenca de um
processo inflamatdrio crénico (método do cotton-pellet induced
granuloma). O grupo de animais ao qual apenas se administrou o
veiculo foi usado como Controlo negativo. Os dados representam
a média £ EPM de 5-7 ensaios similares e sdo expressos como
valores relativos, comparados com o Controlo negativo. **
diferenca estatisticamente significativa em relacdo ao controlo
negativo (p<0,01) e *** diferenca estatisticamente significativa
em relacdo ao controlo negativo (p<0,001), como determinada por
ANOVA, seguindo o teste de Bonferroni.
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Os resultados da relacdo descrita para a IL-6 sdo apresentados na Figura 13:

Grupo teste

Controlo negativo

34
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EA C. citratus
E& Indometacina

Bl Dexametasona

I Ctrl. negativo

Figura 13 - Efeito da administracdo do extracto aquoso de C. citratus e dos

controlos positivos (Indometacina, 1 mg/Kg e Dexametasona, 2,5
mg/Kg) na sintese da citocina IL-6, aquando da presenga de um
processo inflamatorio crénico (método do cotton-pellet induced
granuloma). O grupo de animais ao qual apenas se administrou o
veiculo foi usado como Controlo negativo. Os dados representam
a média + EPM de 5-7 ensaios similares e sdo expressos como
valores relativos, comparados com o Controlo negativo. *
diferenca estatisticamente significativa em relacdo ao controlo
negativo (p<0,05), ** diferenca estatisticamente significativa em
relacdo ao controlo negativo  (p<0,01) e *** diferenca
estatisticamente significativa em relagdo ao controlo negativo
(p<0,001), como determinada por ANOVA, seguindo o teste de
Bonferroni.
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Os resultados da relacdo descrita para a IL-10 sdo apresentados na Figura 14:

Grupo teste
Controlo negativo

C. citratus

31 B3 Indometacina

B3] Dexametasona
[ Controlo negativo

Figura 14 - Efeito da administracdo do extracto aquoso de C. citratus e dos
controlos positivos (Indometacina, 1 mg/Kg e Dexametasona,
2,5 mg/Kg) na sintese da citocina I1L-10, aquando da presenca
de um processo inflamatério crénico (método do cotton-pellet
induced granuloma). O grupo de animais ao qual apenas se
administrou o veiculo foi usado como Controlo negativo. Os
dados representam a média + EPM de 5-7 ensaios similares e
sdo expressos como valores relativos, comparados com o
Controlo negativo. ** diferenca estatisticamente significativa
em relacdo ao controlo negativo (p<0,01), *** diferenca
estatisticamente significativa em relagcdo ao controlo negativo
(p<0,001) e **** Diferenca estatisticamente significativa em
relacdo ao controlo negativo (p<0,0001), como determinada por
ANOVA, seguindo o teste de Bonferroni.
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Os resultados da relacdo descrita para a IL-12 sdo apresentados na Figura 15:

Grupo teste
Controlo negativo

61 E3 C. citratus
ok E3 Indometacina
—1— BE] Dexametasona

[ Controlo negativo

Figura 15 - Efeito da administragdo do extracto aquoso de C. citratus e dos
controlos positivos (Indometacina, 1 mg/Kg e Dexametasona, 2,5
mg/Kg) na sintese da citocina IL-12, aquando da presenca de um
processo inflamatorio crénico (método do cotton-pellet induced
granuloma). O grupo de animais ao qual apenas se administrou o
veiculo foi usado como Controlo negativo. Os dados representam
a média + EPM de 5-7 ensaios similares e sdo expressos como
valores relativos, comparados com o Controlo negativo. **
diferenca estatisticamente significativa em relacdo ao controlo
negativo (p<0,01), como determinada por ANOVA, seguindo o
teste de Bonferroni.
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Os resultados da relagéo descrita para a 1L-13 sdo apresentados na Figura 16:

Grupo teste
Controlo negativo

EA C. citratus

3- E3 Indometacina

B} Dexametasona
[ Controlo negativo
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Figura 16 - Efeito da administracdo do extracto aquoso de C. citratus e dos
controlos positivos (Indometacina, 1 mg/Kg e Dexametasona, 2,5
mg/Kg) na sintese da citocina IL-13, aquando da presenca de um
processo inflamatorio crénico (método do cotton-pellet induced
granuloma). O grupo de animais ao qual apenas se administrou o
veiculo foi usado como Controlo negativo. Os dados representam
a média + EPM de 5-7 ensaios similares e sdo expressos como
valores relativos, comparados com o Controlo negativo. **
diferenca estatisticamente significativa em relagdo ao controlo
negativo (p<0,01) e **** diferenca estatisticamente significativa
em relacdo ao controlo negativo (p<0,0001), como determinada
por ANOVA, seguindo o teste de Bonferroni.
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Os resultados da relacdo descrita para a IFN-y sdo apresentados na Figura 17:

Grupo teste

Controlo negativo

Capitulo 4 — Resultados

E3 C. citratus
E3 Indometacina
Bl Dexametasona

[ Controlo negativo

Figura 17 - Efeito da administragdo do extracto aquoso de C. citratus e

dos controlos positivos (Indometacina, 1 mg/Kg e
Dexametasona, 2,5 mg/Kg) na sintese do IFN-y, aquando da
presenga de um processo inflamatério cronico (método do
cotton-pellet induced granuloma). O grupo de animais ao qual
apenas se administrou o veiculo foi usado como Controlo
negativo. Os dados representam a média + EPM de 5-7
ensaios similares e sdo expressos como valores relativos,
comparados com o Controlo negativo. **** diferenca
estatisticamente significativa em relagdo ao controlo negativo
(p<0,0001), como determinada por ANOVA, seguindo o teste
de Bonferroni.
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Os resultados da relacdo descrita para a TNF-a sdo apresentados na Figura 18:

Grupo teste
Controlo negativo

E&A C. citratus

31 E3 Indometacina

BE] Dexametasona
[ Controlo negativo

Figura 18 - Efeito da administracdo do extracto aquoso de C. citratus
e dos controlos positivos (Indometacina, 1 mg/Kg e
Dexametasona, 2,5 mg/Kg) na sintese do TNF-a, aquando
da presencga de um processo inflamatorio cronico (método
do cotton-pellet induced granuloma). O grupo de animais
ao qual apenas se administrou o veiculo foi usado como
Controlo negativo. Os dados representam a média + EPM
de 5-7 ensaios similares e sdo expressos como valores
relativos, comparados com o Controlo negativo. **
diferenca estatisticamente significativa em relacdo ao
controlo  negativo  (p<0,01) e ****  diferenca
estatisticamente significativa em relacdo ao controlo
negativo (p<0,0001), como determinada por ANOVA,
seguindo o teste de Bonferroni.
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Os resultados da relacdo descrita para a GM-FEC sdo apresentados na Figura 19:

Grupo teste
Controlo negativo

54 C. citratus
*kk%k R
. E3 Indometacina
3- B Dexametasona
* [0 Controlo negativo
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Figura 19 - Efeito da administracdo do extracto aquoso de C. citratus e dos
controlos positivos (Indometacina, 1 mg/Kg e Dexametasona,
2,5 mg/Kg) na sintese do GM-FEC, aquando da presenca de um
processo inflamatério crénico (método do cotton-pellet induced
granuloma). O grupo de animais ao qual apenas se administrou
o veiculo foi usado como Controlo negativo. Os dados
representam a média £ EPM de 5-7 ensaios similares e séo
expressos como valores relativos comparados com o Controlo
negativo. * diferenca estatisticamente significativa em relagéo
ao controlo negativo (p<0,05) e **** diferenca estatisticamente
significativa em relagdo ao controlo negativo (p<0,0001), como
determinada por ANOVA, seguindo o teste de Bonferroni.
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Os resultados da relacdo descrita para a RANTES séo apresentados na Figura
20:

Grupo teste
Controlo negativo

31 E3 Indometacina
BE] Dexametasona
[ Controlo negativo

Figura 20 - Efeito da administragdo do extracto aquoso de C. citratus e dos
controlos positivos (Indometacina, 1 mg/Kg e Dexametasona, 2,5
mg/Kg) na sintese do RANTES, aquando da presenga de um
processo inflamatdrio crénico (método do cotton-pellet induced
granuloma). O grupo de animais ao qual apenas se administrou o
veiculo foi usado como Controlo negativo. Os dados representam
a média £ EPM de 5-7 ensaios similares e sdo expressos como
valores relativos comparados com o Controlo negativo. ****
Diferenca estatisticamente significativa em relagdo ao controlo
negativo (p<0,0001), como determinada por ANOVA, seguindo o
teste de Bonferroni.

Na Figura vinte e um encontra-se um grafico que representa os niveis relativos de
todas as citocinas presentes no foco inflamatério cronico de cada grupo analisado: as
colunas a rosa claro representam o0s niveis de citocinas do grupo teste, tratado com o
extracto aquoso do C. citratus; a rosa forte as citocinas do grupo de animais aos quais
foi administrado um AINE padrdo (indometacina, 1mg/Kg); a rosa escuro o grupo teste
tratado com o glucocorticdide padrdo (dexametasona, 2,5 mg/Kg); a lilas o grupo

controlo negativo, ao qual apenas foi administrado o veiculo.
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Figura 21 - Efeito da administracdo do extracto aquoso de C. citratus e dos

controlos positivos (Indometacina, 1mg/Kg e Dexametacina, 2,5
mg/Kg) na presenca localizada do leque de citocinas analisadas
neste estudo, aquando da presenga de um processo inflamatério
crénico (método do cotton-pellet induced granuloma). Cada
coluna representa a absorvancia obtida para cada citocina de cada
grupo analisado, normalizada com os controlos intrinsecos ao kit
utilizado. A normalizacdo foi determinada em percentagem, de
acordo com a férmula: ((média de absorvancia do grupo teste —
absorvancia do controlo negativo intrinseco ao kit)/(absorvancia
do controlo positivo do kit — absorvancia do controlo negativo do
kit)) x 100. Os dados representam a média £ EPM de 5-7 ensaios
similares e sdo expressos como valores relativos comparados com
o Controlo negativo. * diferenca estatisticamente significativa em
relacio ao controlo negativo (p<0,05), ** diferenca
estatisticamente significativa em relacdo ao controlo negativo
(p<0,01), *** diferenga estatisticamente significativa em relacdo
ao controlo negativo (p<0,001) e **** diferenca estatisticamente
significativa em relacdo ao controlo negativo (p<0,0001), como
determinado por ANOVA, seguindo o teste de Bonferroni.
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4.2. Monitorizacdo da temperatura basal

Com o objectivo de averiguar eventuais alteracdes a temperatura basal dos
animais dos grupos experimentais subsequentes a técnica de inducdo de processo
inflamatorio crénico, a temperatura basal dos animais foi medida em dois momentos
distintos: antes do processo de inducdo e no decorrer do quinto dia de processo

inflamatdrio cronico (Tabela 1V).

Tabela 1V - Monitorizagdo da temperatura basal dos animais antes e cinco
dias apds o processo de indugdo. Os dados sdo expressos como
média £+ EPM de 5-7 ensaios similares e estatisticamente
analisados por ANOVA, segundo o teste de Bonferroni.

Numero de Temperatura (°C + EPM) antes e cinco dias
animais do  apos inducéo do processo inflamatdrio cronico

grupo Antes Apos cinco dias
Grupo teste 6 37,03+ 0,251 36,35+ 0,109
Grupo positivo de 6 37,15 + 0,270 3713 + 0,167
indometacina
CIUTD FesITHD el 5 36,90 + 0,197 37,07+ 0,123
dexametasona
Controlo negativo 7 37,35+ 0,263 36,83 + 0,222

4.3. Analise histologica

As Figuras 22 e 23 apresentam, respectivamente, as imagens histologicas de
figado e de rim dos modelos in vivo de inflamacdo cronica relativas ao grupo controlo

negativo (A) e ao grupo tratado com extracto aquoso de C. citratus (B).
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Figura 22 - Imagens histologicas de corte de figado com coloragdo de
hematoxilina (nucleos celulares a azul) e eosina (colora¢do do
citoplasma a vermelho rosado). A: Controlo negativo; B: grupo
teste tratado com a dose cronica de C. citratus.

Figura 23 - Imagens histologicas de corte de rim com coloracdo de
hematoxilina (nucleos celulares a azul) e eosina (coloracdo do
citoplasma a vermelho rosado). A: Controlo negativo; B: grupo
teste tratado com a dose cronica de C. citratus.

63



Capitulo 5

Discussao



Capitulo 5 — Discusséao

Com o crescente numero de limitacfes associado a muitos farmacos sintéticos
no tratamento de desordens inflamatdrias, os farmacos de origem natural (ou derivados)

tém ganho lugar de destaque na terapéutica nos ultimos anos (Beg et al., 2011).

O C. citratus é uma graminea perene cujo infuso € largamente usado pela
medicina tradicional no tratamento de uma variedade de desordens patoldgicas. Na
etnomedicina é usado, entre muitas outras aplicacbes, como agente anti-séptico,
analgesico, ansiolitico, antioxidante, antipirético, tranquilizante, diurético,
antimicrobiano, anti-reumatico, antifngico e anti-inflamatério (Negrelle et al., 2007;
Barbosa et al., 2008; Figueirinha et al., 2008; Asaolu et al., 2009; Sforcin et al., 2009;
Figueirinha et al., 2010; Bachiega et al., 2011; Francisco et al., 2011).

Apesar da vasta utilizacdo dos extractos desta espécie, pouco conhecimento
existe sobre os mecanismos de ac¢do pelos quais o C. citratus exerce o0s seus efeitos
terapéuticos (Figueirinha et al., 2010). Contudo, a maioria das actividades
anteriormente descritas tem sido atribuida a presenca de compostos que fazem parte dos
elementos ndo volateis do C. citratus, nomeadamente aos constituintes polifendlicos
(Figueirinha et al., 2008). Estes tém ganho terreno no que toca a actividade anti-
inflamatoria, particularmente devido ao seu desempenho como agente antioxidante e
sequestrador de radicais livres (Figueirinha et al., 2008).

Este trabalho surge, assim, como uma continuacdo ao trabalho realizado por
Garcia (2010) — que comprovou a actividade anti-inflamatoéria deste mesmo extracto em
modelo experimental in vivo de inflamagédo aguda — com o objectivo de contribuir com
mais um passo para a compreensdo a nivel celular e molecular do uso terapéutico do C.
citratus pela ethomedicina e, deste modo, justificar o0 seu uso tradicional em situacdes

de doencas inflamatorias cronicas.

Para atingir esse objectivo foi necessaria a utilizacdo de modelos in vivo de
inflamacdo cronica onde pesquisar uma possivel accdo terapéutica do extracto. O
modelo escolhido foi o do granuloma induzido por uma pequena porg¢éo de algodéo (do
inglés cotton pellet-induced granuloma). A técnica do cotton pellet da origem a um
modelo de processo inflamatério crénico largamente utilizado para avaliar a eficacia de
farmacos em inibir processos que envolvam proliferagcdo celular e, consequentemente,
componentes inerentes a esses processos. Isto deve-se ao facto de, neste modelo, pouco

tempo apds o inicio de uma resposta inflamatéria aguda ocorrer um desenvolvimento de
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células proliferativas (com um infiltrado de mondcitos, macrofagos e proliferacdo de
fibroblastos), formando o caracter cronico da inflamacdo. A implantagdo do algodao
induz um processo inflamatorio localizado, caracterizado pela migracdo de mondcitos,
acumulacdo de liquidos, apoptose e danos teciduais nas imediagcdes do cotton pellet.
Estes acontecimentos permitem um envolvimento das por¢des em tecido de granulagdo
(Uzkeser et al., 2012).

O protocolo do método do granuloma induzido pela porcdo de algod&o descrito
por Winter e seus colaboradores (1957) foi adoptado quase na sua totalidade. Este
resumiu-se a implantacdo subcutanea de porcoes de algoddo, previamente esterilizadas,
de cerca de 10 mg, por um periodo de cinco dias. O valor da massa dos cotton pellets,
bem como a duracdo de implantacdo destes, foram diminuidos em comparacdo com 0s
do método originalmente descrito. Esta diminuicdo deveu-se, essencialmente, a uma

atencdo redobrada para com o bem-estar dos animais.

Um processo inflamatério esta fortemente correlacionado com a presenca de um
elevado numero de mediadores inflamatorios, nomeadamente de citocinas (Feghali et
al., 1997; Kumar et al., 2010a). Ligada a accdo destas encontram-se, muitas vezes,
alteracOes a temperatura corporal do organismo onde o processo inflamatério ocorre.

A temperatura corporal € um pardmetro objectivo do estado fisiolégico de
determinado organismo homeotérmico, uma vez que se encontra estritamente associada
a uma importante reaccdo de defesa conservada ao longo da evolugdo — a febre (Pinto,
2009). De facto, a febre é, provavelmente, o mais bem conhecido sintoma e 0 mais
usado indicador de diagnostico de muitas desordens clinicas, particularmente as que
resultam de infec¢do (Luheshi, 1996). A febre, ou pirexia, € um sinal de doenca que
traduz uma alteracdo da termorregulacdo causada por maltiplas e variadas causas, como
infeccBes (bacterianas ou virais), neoplasias, hemorragias, episodios inflamatorios
agudos, entre outros. As substancias que provocam febre designam-se por pirogénios
enddgenos — como as citocinas IL-1, TNF-a e IL-6 — ou exdgenos — como baterias e
virus (Pinto, 2009).

Os pirogenios, uma vez no sangue, exercem as suas funcbes apos deslocamento
para o hipotalamo onde, sem penetrarem no sistema nervoso central, activam as células
endoteliais dos 6rgdos que possuem certos receptores especificos. A activacdo daqui
resultante determina a producdo de PG a partir do &cido araquidonico pela activacao da

COX-2. A PGE2, a principal PG responsavel por este processo, ao penetrar no
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hipotalamo, estimula as células hipotaldmicas a sintetizar neurotransmissores — como o
AMPc, cuja fungdo reside no aumento do limiar de temperatura do termostato
hipotaldamico. O hipotalamo, por sua vez, activa 0s neuronios periféricos responsaveis
pela vasoconstricdo cutanea e contracgdo muscular, levando ao aumento da producéo de
calor e elevacdo da temperatura sanguinea, ao novo nivel fixado pelo hipotalamo (Pinto,
2009).

Embora fracamente associado ao processo inflamatorio crénico, este efeito
sistémico é fortemente associado a processos infecciosos. De facto, foi essencialmente
por esta evidéncia que se decidiu monitorizar a temperatura basal dos animais da
experiéncia. E necessario salientar o facto do valor de temperatura corporal determinado
ser o valor sistémico e ndo o sentido no foco inflamatorio.

Alteracbes na temperatura corporal poderiam ser evidéncias que a0 mesmo
tempo que um processo inflamatorio cronico estaria a ocorrer, um processo infeccioso o
poderia estar a acompanhar, podendo, por isso, levar a resultados cientificos ndo fiaveis.

Como se pode observar na Tabela 1V, tal facto parece ndo ter ocorrido, ja que
ndo existiram alteracdes significativas entre os valores de temperatura medidos duas
semanas antes do procedimento de inducdo e a temperatura corporal sentida no quinto
dia de decorréncia do processo inflamatorio crénico, em qualquer dos grupos em estudo,
nem no controlo negativo. Este resultado permite, pois, validar a metodologia utilizada,

nomeadamente no que respeita a auséncia de processo infeccioso.

O modelo in vivo de inflamacédo crénica acima descrito permitiu a avaliacdo do
perfil imunomodelador do extracto aquoso, livre de compostos volateis, do
Cymbopogon citratus (DC) Stapf.

Imunomodeladores podem ser definidos como agentes que afectam o sistema
imunitario através de moléculas reguladoras — como as citocinas — estimulando ou
inibindo eventos da resposta imunitaria (Bachiega et al., 2011). Esta defini¢do foi a base
condutora da investigacdo da accdo imunomodeladora do C. citratus na producdo de
citocinas. As citocinas, como anteriormente descrito, tém um papel central na
inflamacdo, ao serem responsaveis pela conducdo de dada resposta inflamatdria a uma
imunidade protectora ou a inducdo de imunopatologias, sendo que os resultados clinicos
desta conducdo séo parcialmente determinados pelo balanco entre o caracter pro- e anti-

inflamatdrio dessas moléculas (Francisco et al., 2013).
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O estudo da accdo imunomodeladora, proporcionado pelo modelo in vivo de
inflamacdo cronica utilizado, permitiu avaliar a eficécia deste extracto vegetal como um
possivel agente anti-inflamatorio. Com este intuito, o solubilizado do cotton pellet foi
analisado com vista a determinacéo de doze citocinas IL-1a, IL-1p, IL-2, IL-4, IL-6, IL-
10, IL-12, IL-13, IFN-y, TNF-0, GM-FEC e RANTES — através da utilizacdo de um kit
comercial. O kit Multi-analyte ELISArray utiliza a técnica classica de ELISA, que
oferece uma rapida e simples avaliacdo de alteracbes na expressdo proteica, e esta
desenhado para, simultaneamente, tracar o perfil do nivel de mdltiplas citocinas. O
motivo pelo qual se sujeitaram as amostras a pesquisa de um tdo elevado numero de
elementos proteicos recaiu no facto do pouco conhecimento que ainda existe em relagéo
a esta espécie vegetal, possibilitando desta forma maior quantidade e informacdo mais
diversificada. O kit inclui ainda dois controlos intrinsecos, um positivo € um negativo,
para maior seguranga nos resultados. Contudo, este kit ndo permite uma quantificagdo
do nivel de citocinas, possibilitando apenas a deteccdo de alteracBes relativas entre
determinadas amostras pela leitura da densidade Optica a 450 nm.

Os resultados foram apresentados de dois modos: (1) tabela e grafico gerais
(Tabela 1V e Figura 21, respectivamente), cujos valores foram apresentados como
relagcbes percentuais da presenca das citocinas, conseguidas por normalizacdo com 0s
controlos intrinsecos ao kit empregue e (2) relacBes entre 0s grupos teste e o controlo
negativo, permitindo responder a questdo se 0s grupos teste influenciam, positiva ou
negativamente, a presenca de determinada citocina.

Os resultados obtidos da analise anteriormente referida revelam que o tratamento
oral com extracto aquoso de C. citratus possui, de facto, um efeito imunomodelador. A
administracdo do extracto aquoso de C. citratus reduziu, significativamente, os indices
da maioria das citocinas pro-inflamatorias, a excepcéo das isoformas da IL-1.

Na inflamacdo cronica, o elemento de destaque da familia de citocinas do tipo |
é a IL-6. Esta proteina € sintetizada no foco inflamatorio para favorecer a acumulagdo
de células mononucleares nesse local (Gabay, 2006). Como a IL-6, outras citocinas pro-
inflamatdrias importantes ao processo inflamatério crénico foram reduzidas, tais como
0 TNF-a e 0 RANTES. A redugdo verificada pela administracdo do extracto aquoso de
C. citratus evidencia, pois, o seu potencial anti-inflamatorio. Contudo, como ja referido,
0 mesmo extracto parece estimular a sintese das isoformas da IL-1 — citocinas pro-
inflamatdrias de grande importancia nestes estudos, ja que a principal caracteristica se

prende com a inducéo da sintese de outras citocinas pro-inflamatorias.
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A presenga das citocinas anti-inflamatérias no foco agredido foi igualmente
inibida, entre elas a IL-10. A “anti-citocina” ¢ uma proteina anti-inflamatoria e
imunossupressora, devido essencialmente a actividade inibidora para com a sintese de
outras citocinas (Meager et al., 2007; Shaikh, 2011). Comparando 0s niveis destas
citocinas anti-inflamatorias — IL-4, IL-10 e IL-13 — e os valores encontrados nos
animais sob tratamento com os farmacos padréo utilizados, pode-se verificar que, apesar
de nédo se confirmar com o C. citratus um efeito semelhante ao da dexametasona, que
aumenta os niveis da IL-4 e da IL-13, também ndo se verificou uma diminuicdo tdo
acentuada como a que se verificou para a indometacina, 0 que sugere um maior efeito
protector do C. citratus em comparag¢do com os AINEs.

Com ja referido, os valores obtidos para o nivel percentual de citocinas no
granuloma foram ainda analisados pela comparacdo com dois grupos controlos
positivos — indometacina (1 mg/Kg) e dexametasona (2,5 mg/Kg). Estes dois farmacos
foram escolhidos porque a sua accdo no modelo in vivo de inflamagdo crdnica esta
descrita: num processo inflamatorio crénico granulomatoso, induzido por cotton pellet,
tanto a indometacina como a dexametasona exercem os seus efeitos anti-inflamatorios,
maioritariamente pela inibicdo do desenvolvimento do granuloma ao suprimirem a
infiltracdo celular (Bailey et al., 1982). A indometacina € um AINE bem conhecido,
cuja ac¢do anti-inflamatoria esta comprovada por inibirem a via das COX. Contudo,
estes intervém também, embora indirectamente, ao nivel de outros mecanismos
inflamatorios, nomeadamente na sintese de certas citocinas (Rang et al., 2007; Roy et
al., 2013). De facto, a IL-1PB induz a sintese de PGE2, que por sua vez estimula a
libertacdo da IL-6 e IL-10 (Bour et al., 2000). Como seria de esperar, estas duas
citocinas foram as mais afectadas por parte da indometacina. J& a dexametasona é um
glucocorticoide amplamente utilizado em episddios de inflamacgéo crénica, prendendo-
se 0 seu mecanismo de ac¢do com uma vastiddo de redes bioldgicas. O seu efeito no
nivel de citocinas estd dependente da natureza da proteina, ou seja, é inibidor da sintese
de citocinas pro-inflamatérias mas estimulador da producdo das anti-inflamatorias
(Barnes, 2010). Os resultados obtidos revelam esta tendéncia.

Os resultados obtidos no presente estudo sdo consistentes com os obtidos por
Tiwari e seus colaboradores (2010), Bachiega e seus colaboradores (2011) e Francisco e
seus colaboradores (2013), mas totalmente inconsistentes com Sforcin e seus
colaboradores (2009).
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Neste ultimo, Sforcin e seus colaboradores (2009) observaram que o tratamento
de ratinhos com o extracto aquoso do C. citratus inibia a produgao ex vivo de IL-1P
pelos macrofagos mas induzia a producéo de I1L-6 por estas células. Contudo, no mesmo
laboratério em 2011, Bachiega e seus colaboradores investigaram o efeito do extracto
aquoso do C. citratus na producdo das mesmas citocinas IL-1p, L-6 e ainda da IL-10,
por macrofagos de ratinho in vitro. Apés estimulo inflamatorio por LPS, o extracto de
C. citratus diminuiu a producéo da citocina pré-inflamatéria IL-6, bem como da anti-
inflamatdria IL-10. No mesmo estudo, os niveis basais de IL-1B aumentaram com
baixas concentracdes de extracto, enquanto que a concentragcdo mais alta ndo afectou
significativamente a sua producéo.

Os resultados de Francisco e seus colaboradores (2013) estdo em conformidade
com este trabalho no que toca a producéo das importantes citocinas TNF-a e RANTES.
Tal como os deste trabalho, os niveis destas citocinas, produzidas in vitro por
macrdéfagos humanos perante estimulos inflamatdrios, diminuem com a administragéo
do extracto de C. citratus. Tiwari e os seus colaboradores (2010) obtiveram, em
semelhanga, uma redu¢do no mediador TNF-a, quando trataram macrofagos alveolares

de ratinho, inflamatoriamente estimulados, com um extracto alcodlico de C. citratus.

Para validar a pratica da medicina tradicional, uma das anélises mais relevante
prende-se com os resultados histolégicos. As imagens obtidas (Figuras 22 e 23)
mostram uma aparéncia de 6rgdos saudaveis nos animais tratados quando comparados
com o controlo negativo. Os hepatécitos, bem como as células renais, apresentam
morfologia normal, sem sinais de necrose ou estase — marcadores de toxicidade, tanto a
nivel hepatico como renal. Esta analise histoldgica ao figado (6rgdo metabdlico) e ao
rim (6rgdo excretor) sugere a inexisténcia de citotoxidade por parte do extracto aquoso

de Cymbopogon citratus (DC) Stapf. quando administrada em toma cronica.

Recentes investigacdes reforcam a importancia de plantas medicinais, vegetais,
frutas e outros extractos naturais como potenciais compostos activos na medicina
alternativa ou complementar, no tratamento de uma variedade de patologias (Tiwari et
al., 2010).
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O conjunto de resultados obtidos neste trabalho vem, por isso, juntar-se aos
pardmetros que evidenciam a actividade anti-inflamatéria do Cymbopogon citratus
(DC) Stapf.

Contudo, este trabalho ndo s6 vem sugerir um bom uso terapéutico desta espécie
como também a sua seguranca. Esta ficou comprovada pela andlise histologica
realizada, que demonstrou que, mesmo com a toma crénica administrada (duas vezes ao
dia, durante os cindo dias de tratamento) ndo traz consequéncias citotoxicas para 0S
animais.

Farmacologicamente, este trabalho veio comprovar o0 largo efeito
imunomodelador desempenhado pelo C. citratus, pois este foi responsavel ndo s pela
inibicdo de um elevado leque de citocinas — em particular da IL-6 — como também
evidenciou um efeito protector em comparacdo com os AINES, no que as citocinas anti-
inflamatorias. Contudo, é de ressalvar a dificuldade deste tipo de estudos que envolvem
estas proteinas. Além da redundancia funcional e pleiotropismo associado, as citocinas
sdo caracterizadas por actuarem numa rede bioldgica intensa, onde fenémenos de
sinergismo, antagonismo, regulacéo positiva e negativa tém lugar (Wilson et al., 2009).
Tudo isto torna dificil uma avaliacdo conclusiva, quando é feita uma andlise individual
das citocinas.

Uma das grandes questdes a volta desta espécie recai sobre o mecanismo de
accdo desencadeado pelo Cymbopogon citratus para atingir o seu efeito terapéutico.
Apesar de algumas incoeréncias nos resultados, este estudo sugere que 0 mecanismo
anti-inflamatorio do C. citratus esteja, maioritariamente, associado a accbes dos seus
compostos ndo volateis na via de sinalizacdo do NF-kB. Este aspecto foi suportado
recentemente pela literatura, onde ja ha evidéncias concretas que as propriedades anti-
inflamatdrias do C. citratus ocorrem pela inibicdo do proteossoma — complexo proteico
responsavel pela degradagdo do IkB — estrutura envolvida na via do NF-«xB, que reflecte
a ndo expressao de varias citocinas (Francisco et al., 2013).

O NF-kB ¢ um dos principais factores de transcri¢cdo induziveis, com um papel
essencial nas respostas inflamatdrias de caracter cronico (Bremner et al., 2002). No
entanto, a complexidade do seu mecanismo leva a uma imensiddo de alvos, onde
agentes inibitérios podem actuar: degradacdo do IkB, a nivel do complexo IKK, na
translocacdo nuclear do NF-«xB e ainda na sua ligagdo ao DNA (Bremner et al., 2002).

Contudo, tanto o potencial imunomodelador isolado, como o relacionado com a

71



Capitulo 5 — Discusséao

actividade anti-inflamatéria do Cymbopogon citratus (DC) Stapf., devem ainda ser
explorados futuramente, de modo a obter um conhecimento mais aprofundado sobre

essas caracteristicas.
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O presente trabalho de investigacdo, o qual se prop0s a avaliar a actividade anti-
inflamatoria do infuso de Cymbopogon citratus (DC) Stapf. em modelo in vivo de

inflamacéo cronica, permite agora concluir que:

1. O extracto aquoso de Cymbopogon citratus (DC) Stapf. aparenta possuir
actividade anti-inflamatéria em modelos experimentais de inflamacg&o cronica;

2. Esta actividade farmacoldgica parece estar dependente, pelo menos em parte, do
efeito imunomodelador desempenhado pelo extracto;

3. O efeito imunomodelador e, consequentemente, anti-inflamatério, poderéo estar
associados a via do NF-xB num processo crénico;

4. O extracto aquoso de C. citratus, mesmo em dose cronica, ndo mostrou ser

citotoxico.

Este trabalho permite, assim, dar um importante passo no “imenso mundo” que
podera ser a relagdo Cymbopogon citratus (DC) Stapf./processo inflamatorio crénico.
De facto, os resultados obtidos neste estudo permitem edificar uma base condutora a
investigacOes futuras com o intuito da total confirmacdo do efeito aqui verificado, bem
como 0s compostos ndo volateis que se encontram na base desta propriedade

terapéutica.
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Resumo

A inflamacgdo cronica, fortemente associada a varias doencas da actualidade,
afecta drasticamente a qualidade de vida de uma grande parte da populacdo mundial.
Actualmente, o tratamento de tais patologias prende-se com terapéuticas aliadas a varias
limitacGes, entre as quais graves efeitos secundarios. Com o intuito de ultrapassar essas
adversidades, a procura de compostos de origem natural, com potencial terapéutico e
reduzidos efeitos secundarios, tem sido incessante.

O infuso de Cymbopogon citratus (DC) Stapf., espécie com grande distribuicao
geogréfica, tem sido amplamente usado pela medicina tradicional no tratamento de
diversas patologias, entre as quais condi¢des inflamatorias. Contudo, pouco
conhecimento existe ainda sobre as suas reais accdes terapéuticas, e subsequentes
mecanismos de acgao.

Este trabalho surge, deste modo, com o objectivo de investigar o efeito do
extracto aquoso de C. citratus (livre de dleo essencial) num processo inflamatério
cronico. Para tal, o estudo utilizou um modelo in vivo desse processo induzido pelo
método de cotton pellet (cotton pellet-induced granuloma), realizado em ratos Wistar
machos. Este modelo foi tratado com o extracto de C. citratus por um periodo de cinco
dias, apos o qual se procedeu a andlise do efeito imunomodelador. O procedimento
referido também foi utilizado para os controlos do estudo (indometacina, 1 mg/Kg;
dexametasona, 2,5 mg/Kg; veiculo).

As relagdes percentuais de citocinas IL-1a, IL-1pB, IL-2, IL-4, IL-6, 1L-10, IL-12,
IL-13, IFN-y, TNF-0, GM-FEC e RANTES, no foco inflamatério crénico, foram
comparadas entre 0s grupos teste e controlo negativo pela técnica de ELISA.

O C. citratus reduziu a expressdo da maioria dos elementos proteicos pro-
inflamatorios analisados, a excepcao das isoformas da IL-1. O efeito nas citocinas anti-
inflamato6rias foi igualmente uma redugdo, embora ndo se tenha verificado uma
diminuicdo tdo acentuada como a que se verificou para a indometacina. Daqui pode
concluir-se que, de facto, o extracto aquoso de C. citratus possui um efeito
imunomodelador e um maior efeito protector em comparacdo com o0s AINES,
evidenciando, por isso, uma possivel actividade anti-inflamatdria cronica.

Além disso, os resultados da andlise histolégica efectuada ndo evidenciaram

qualquer citotoxicidade associada & administracdo da toma cronica.



Os resultados obtidos no presente estudo constituem, deste modo, fortes
indicadores de efeito terapéutico do Cymbopogon citratus (DC) Stapf. no que toca a
desordens inflamatdrias de caracter cronico, edificando, desta forma, uma base a
futuros estudos que possam confirmar totalmente a propriedade originalmente descrita

pela etnomedicina.

Palavras-chave: Cymbopogon citratus (DC) Stapf., processo inflamatorio cronico,

citocinas, etnomedicina.



Abstract

Today, chronic inflammation is strongly linked to several diseases that
dramatically affect a large portion of the world population’s life quality. Currently,
treatment of these pathologies relates to therapeutic coupled to several limitations,
including severe side effects. In order to overcome these adversities, the exploration for
natural compounds with therapeutic potential and reduced side effects, has been
unremitting.

Cymbopogon citratus (DC) Stapf. leaves infusion, species with wide geographic
distribution, is used in traditional medicine for the treatment of several diseases,
including inflammatory conditions. However, there is little knowledge about the real
therapeutic actions and mechanisms of the species.

Therefore, the aim of this study is to investigate the effect of essential oil-free
infusion of C. citratus in chronic inflammatory process. For this, we used an in vivo
model of chronic inflammation by cotton pellet-induced granuloma, in male Wistar rats.
This model was treated with aqueous extract of C. citratus for five days. After this, we
examined the immunomodulatory effect of this vegetal specimen on granuloma. The
above procedure also used for controls (indomethacin 1 mg/Kg; dexamethasone, 2.5
mg/Kg; vehicle).

The relationship of IL-1a, IL-1B, IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, I1L-12, IL-13, IFN-y,
TNF-a, GM-CSF and RANTES in granuloma were performed by comparison between
test group and negative control using the ELISA technique.

C. citratus inhibited the most of cytokines, with exception of IL-1’s isoforms.
The effect on anti-inflammatory cytokines was also reduced. Although the reduction,
the effect was lower than indomethacin’s effect. This supports the immunomodulatory
and protective effect of oil-free infusion of C. citratus compared with NSAIDs. And, so
it evidenced the chronic anti-inflammatory properties. Furthermore, histological
analysis’s results showed that the extract was not found to be cytotoxic in chronic doses.

The results of this study are strong indicators of therapeutic effect of
Cymbopogon citratus (DC) Stapf., in chronic inflammatory diseases and it may become
a basis for future studies in order to confirm this property, described originally by folk

medicine.



Keywords: Cymbopogon citratus (DC) Stapf., chronic inflammation, cytokines,

ethnomedicine.



Abreviaturas

ADN: &cido desoxirribonucleico

AINEs: anti-inflamatdrios ndo-esteroides

AMPc: monofostato ciclico de adenosina

ARNmM: &cido ribonucleico mensageiro

C: cisteinas

CAIR: moléculas cinases associadas ao receptor da interleucina 1
CMH: complexo maior de histocompatibilidade

COX: enzima ciclo-oxigenase

DM: dominio de morte

DMATR: proteina de dominio de morte associada ao receptor do factor de necrose
tumoral

ELISA: Enzyme-linked Immunosorbent Assay

EPM: erro padrdo da média

ERG: elementos de resposta a glucocorticoides

FADM: proteina adaptadora do dominio de morte

FATR: factor associado ao receptor do factor de necrose tumoral
FCDP: factor de crescimento derivado de plaquetas

FCE: factor de crescimento epidérmico

FCF: factor de crescimento dos fibroblastos

FCFb: factor de crescimento dos fibroblastos béasico

FCVE: factor de crescimento vascular endotelial

FDA: Food and Drug Administration

FTC-p: factor de transformacéo de crescimento 3

GDP: guanina di-fosfato

GM-FEC: factor estimulador de colénias de granulécitos e macréfagos
GTP: guanina tri-fosfato

IFN: interferéo

IFN-R: receptor de interferdo

IkB: inibidor citoplasmatico do NF-xB

IKK: factor inibitorio do NF-kB cinase

IL: interleucina

IL-1Ra: antagonista do receptor da IL-1

IL-1R: receptor da interleucina 1

IL-2R: receptor da interleucina 2

IL-4R: receptor da interleucina 4

IL-6R: receptor da interleucina 6

IL-10R: receptor da interleucina 10
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JAK: familia de tirosinas cinases Janus

JNK: cinases c-jun

KAL.: células killer activadas por linfocinas

kDa: quilodalton

LCD40: ligando indutor de apoptose relacionado com o factor de necrose tumoral
LFas: ligando fas

M-FEC: factor estimulador de coldnias de macréfagos

MyD88: proteina de resposta primaria a diferenciacdo miel6ide 88

NK: células natural killer

NF-kB: Nuclear factor xB

PA-1: proteina 1 activadora

PG: prostaglandina

PI3C: via da fosfatidilinositol-3 cinase

PIM-1: proteina 1 inflamatoria de macréfagos

PIR-1: proteina 1 de interac¢do com o receptor

PRF: peroxidase de raiz-forte

RANTES: Regulated on activation, normal T cell expressed and secreted
RAPG: receptores acoplados a proteina G

RG: receptor glucocorticoide

RHC: regido de homologia responsavel pela ligacao as citocinas

SDM: proteina silenciadora do dominio de morte

SH: dominio de homologia Src

STAT: familia de transdutores de sinal e activadores de transcri¢do

TIR: dominio citoplasmatico Toll/receptor da interleucina-1

TLRs: Toll-like receptors

TMB: 3,3,5,5-tetrametilbenzidina

TNF: Tumor necrosis factor

TNFR: receptor do factor de necrose tumoral

WSXWS: sequéncia de aminoacidos triptofano-serina-X-triptofano-serina
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intrinsecos. Adaptado do protocolo fornecido pelo kit Multi-Analyte ELISArray, da
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Figura 9 - Efeito da administragdo do extracto aquoso de C. citratus e dos controlos positivos
(Indometacina, 1 mg/Kg e Dexametasona, 2,5 mg/Kg) na sintese da citocina IL-1a,
aquando da presenca de um processo inflamatorio cronico (método do cotton-pellet
induced granuloma). O grupo de animais ao qual apenas se administrou o veiculo foi
usado como Controlo negativo. Os dados representam a média + EPM de 5-7 ensaios
similares e sdo expressos como valores relativos, comparados com o Controlo negativo.
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usado como Controlo negativo. Os dados representam a média = EPM de 5-7 ensaios
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* diferenca estatisticamente significativa em relacdo ao controlo negativo (p<0,05),
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Figura 11 - Efeito da administracdo do extracto aquoso de C. citratus e dos controlos positivos
(Indometacina, 1 mg/Kg e Dexametasona, 2,5 mg/Kg) na sintese da citocina IL-2,
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usado como Controlo negativo. Os dados representam a média + EPM de 5-7 ensaios
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* diferenca estatisticamente significativa em relacdo ao controlo negativo (p<0,05), **
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diferenca estatisticamente significativa em relacdo ao controlo negativo (p<0,01) g ****
diferenca estatisticamente significativa em relacdo ao controlo negativo (p<0,0001),
como determinada por ANOVA, seguindo o teste de Bonferroni.

Figura 12 - Efeito da administracdo do extracto aquoso de C. citratus e dos controlos positivos
(Indometacina, 1 mg/Kg e Dexametasona, 2,5 mg/Kg) na sintese da citocina IL-4,
aquando da presenca de um processo inflamat6rio crénico (método do cotton-pellet
induced granuloma). O grupo de animais ao qual apenas se administrou o veiculo foi
usado como Controlo negativo. Os dados representam a média + EPM de 5-7 ensaios
similares e sdo expressos como valores relativos, comparados com o Controlo negativo.
** diferencga estatisticamente significativa em relagdo ao controlo negativo (p<0,01) e
*** diferenca estatisticamente significativa em relacdo ao controlo negativo (p<0,001),
como determinada por ANOVA, seguindo o teste de Bonferroni.

Figura 13 - Efeito da administracdo do extracto aquoso de C. citratus e dos controlos positivos
(Indometacina, 1 mg/Kg e Dexametasona, 2,5 mg/Kg) na sintese da citocina IL-6,
aquando da presenca de um processo inflamatorio cronico (método do cotton-pellet
induced granuloma). O grupo de animais ao qual apenas se administrou o veiculo foi
usado como Controlo negativo. Os dados representam a média £ EPM de 5-7 ensaios
similares e sdo expressos como valores relativos, comparados com o Controlo negativo.
* diferenca estatisticamente significativa em relagdo ao controlo negativo (p<0,05), **
diferenca estatisticamente significativa em relacdo ao controlo negativo (p<0,01) e ***
diferenca estatisticamente significativa em relagdo ao controlo negativo (p<0,001),
como determinada por ANOVA, seguindo o teste de Bonferroni.

Figura 14 - Efeito da administracdo do extracto aquoso de C. citratus e dos controlos positivos
(Indometacina, 1 mg/Kg e Dexametasona, 2,5 mg/Kg) na sintese da citocina IL-10,
aquando da presenca de um processo inflamatorio cronico (método do cotton-pellet
induced granuloma). O grupo de animais ao qual apenas se administrou o veiculo foi
usado como Controlo negativo. Os dados representam a média + EPM de 5-7 ensaios
similares e sdo expressos como valores relativos, comparados com o Controlo negativo.
** diferenga estatisticamente significativa em relacdo ao controlo negativo (p<0,01),
*** diferenca estatisticamente significativa em relagéo ao controlo negativo (p<0,001) e
**** Diferenca estatisticamente significativa em relacdo ao controlo negativo
(p<0,0001), como determinada por ANOVA, seguindo o teste de Bonferroni.

Figura 15 - Efeito da administracdo do extracto aquoso de C. citratus e dos controlos positivos
(Indometacina, 1 mg/Kg e Dexametasona, 2,5 mg/Kg) na sintese da citocina 1L-12,
aquando da presenca de um processo inflamatorio cronico (método do cotton-pellet
induced granuloma). O grupo de animais ao qual apenas se administrou o veiculo foi
usado como Controlo negativo. Os dados representam a média £ EPM de 5-7 ensaios
similares e sdo expressos como valores relativos, comparados com o Controlo negativo.
** diferenga estatisticamente significativa em relacdo ao controlo negativo (p<0,01),
como determinada por ANOVA, seguindo o teste de Bonferroni.

Figura 16 - Efeito da administracdo do extracto aquoso de C. citratus e dos controlos positivos
(Indometacina, 1 mg/Kg e Dexametasona, 2,5 mg/Kg) na sintese da citocina I1L-13,
aquando da presenca de um processo inflamatorio cronico (método do cotton-pellet
induced granuloma). O grupo de animais ao qual apenas se administrou o veiculo foi
usado como Controlo negativo. Os dados representam a média + EPM de 5-7 ensaios
similares e sdo expressos como valores relativos, comparados com o Controlo negativo.
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** diferenca estatisticamente significativa em relacdo ao controlo negativo (p<0,01) e
**** diferenca estatisticamente significativa em relacdo ao controlo negativo
(p<0,0001), como determinada por ANOVA, seguindo o teste de Bonferroni.

Figura 17 - Efeito da administracdo do extracto aquoso de C. citratus e dos controlos positivos
(Indometacina, 1 mg/Kg e Dexametasona, 2,5 mg/Kg) na sintese do IFN-y, aquando da
presenga de um processo inflamatorio cronico (método do cotton-pellet induced
granuloma). O grupo de animais ao qual apenas se administrou o veiculo foi usado
como Controlo negativo. Os dados representam a média + EPM de 5-7 ensaios similares
e sdo expressos como valores relativos, comparados com o Controlo negativo. ****
diferenca estatisticamente significativa em relagcdo ao controlo negativo (p<0,0001),
como determinada por ANOVA, seguindo o teste de Bonferroni.

Figura 18 - Efeito da administracdo do extracto aquoso de C. citratus e dos controlos positivos
(Indometacina, 1 mg/Kg e Dexametasona, 2,5 mg/Kg) na sintese do TNF-a, aquando da
presenca de um processo inflamatério cronico (método do cotton-pellet induced
granuloma). O grupo de animais ao qual apenas se administrou o veiculo foi usado
como Controlo negativo. Os dados representam a média + EPM de 5-7 ensaios similares
e sdo expressos como valores relativos, comparados com o Controlo negativo. **
diferenca estatisticamente significativa em relacdo ao controlo negativo (p<0,01) e ****
diferenca estatisticamente significativa em relacdo ao controlo negativo (p<0,0001),
como determinada por ANOVA, seguindo o teste de Bonferroni.

Figura 19 - Efeito da administracdo do extracto aquoso de C. citratus e dos controlos positivos
(Indometacina, 1 mg/Kg e Dexametasona, 2,5 mg/Kg) na sintese do GM-FEC, aquando
da presenca de um processo inflamatorio cronico (método do cotton-pellet induced
granuloma). O grupo de animais ao qual apenas se administrou o veiculo foi usado
como Controlo negativo. Os dados representam a média £ EPM de 5-7 ensaios similares
e sdo expressos como valores relativos comparados com o Controlo negativo. *
diferenca estatisticamente significativa em relacéo ao controlo negativo (p<0,05) e ****
diferenca estatisticamente significativa em relacdo ao controlo negativo (p<0,0001),
como determinada por ANOVA, seguindo o teste de Bonferroni.

Figura 20 - Efeito da administracdo do extracto aquoso de C. citratus e dos controlos positivos
(Indometacina, 1 mg/Kg e Dexametasona, 2,5 mg/Kg) na sintese do RANTES, aquando
da presenca de um processo inflamatorio cronico (método do cotton-pellet induced
granuloma). O grupo de animais ao qual apenas se administrou o veiculo foi usado
como Controlo negativo. Os dados representam a média + EPM de 5-7 ensaios similares
e sdo expressos como valores relativos comparados com o Controlo negativo. ****
Diferenca estatisticamente significativa em relacdo ao controlo negativo (p<0,0001),
como determinada por ANOVA, seguindo o teste de Bonferroni.

Figura 21 - Efeito da administragdo do extracto aquoso de C. citratus e dos controlos positivos
(Indometacina, 1mg/Kg e Dexametacina, 2,5 mg/Kg) na presenca localizada do leque de
citocinas analisadas neste estudo, aquando da presenca de um processo inflamatdrio
cronico (método do cotton-pellet induced granuloma). Cada coluna representa a
absorvancia obtida para cada citocina de cada grupo analisado, normalizada com os
controlos intrinsecos ao kit utilizado. A normalizacdo foi determinada em percentagem,
de acordo com a férmula: ((média de absorvancia do grupo teste — absorvancia do
controlo negativo intrinseco ao Kkit)/(absorvancia do controlo positivo do kit —
absorvancia do controlo negativo do kit)) x 100. Os dados representam a média + EPM
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de 5-7 ensaios similares e sdo expressos como valores relativos comparados com o
Controlo negativo. * diferenca estatisticamente significativa em relacdo ao controlo
negativo (p<0,05), ** diferenga estatisticamente significativa em relagdo ao controlo
negativo (p<0,01), *** diferenca estatisticamente significativa em relacdo ao controlo
negativo (p<0,001) e **** diferenca estatisticamente significativa em relacdo ao
controlo negativo (p<0,0001), como determinado por ANOVA, seguindo o teste de
Bonferroni.

Figura 22 - Imagens histoldgicas de corte de figado com coloracdo de hematoxilina (ntcleos
celulares a azul) e eosina (coloracdo do citoplasma a vermelho rosado). A: Controlo
negativo; B: grupo teste tratado com a dose cronica de C. citratus.

Figura 23 - Imagens histolégicas de corte de rim com coloracdo de hematoxilina (ndcleos
celulares a azul) e eosina (coloracdo do citoplasma a vermelho rosado). A: Controlo
negativo; B: grupo teste tratado com a dose cronica de C. citratus.
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Capitulo 1 — Introducéo

1.1. Processo inflamatorio

Os invertebrados, por ndo possuirem sistema vascular, reagem a um agente
agressor digerindo-o através de hemacitos ou, caso nao seja possivel a sua digestao, a
porcao tecidual agredida € rejeitada e substituida atraves de processos de regeneracao. O
mesmo ndo acontece em formas de vida mais evoluidas, como € o caso da espécie
humana. Nestas, a reaccdo fisiologica a um dano € realizada atraves de mecanismos
complexos, dada a existéncia do sistema circulatorio, sendo o processo inflamatério ou
inflamacdo uma das primeiras linhas de defesa destes organismos (Spector, 1989).

O processo inflamatério € um mecanismo de proteccdo e de defesa do
organismo, baseando-se numa resposta bioldgica e fisiologica dos tecidos vivos a
qualquer tipo de agressdo por forma a restabelecer a homeostasia. Este processo €
desencadeado por agressdes causadas por infecgbes (bacterianas, flngicas e/ou virais),
por traumatismos corporais (danos quimicos, térmicos e/ou incisdes), por corpos
estranhos ou por distarbios imunolégicos (Kumar et al., 2005; Suralkar, 2008; Pinto,
2009). Embora qualquer tecido possa sofrer danos, a inflamacdo caracteriza-se
essencialmente por ser uma reac¢do que envolve a microcirculacéo (arteriolas, vénulas,
capilares e vasos linfaticos) e os seus componentes (leucocitos, eritrécitos, plaquetas e
plasma) (Spector, 1989).

O processo inflamatdrio, tendo em consideracdo o tempo e a resposta a agressao,
¢ caracterizado por duas fases distintas: uma fase aguda e uma fase cronica.
Inicialmente, sugeria-se até que o0s dois processos tivessem origem em causas distintas
devido a actividade das diferentes células e mediadores envolvidos, o que resultava em
diferentes quadros patoldgicos. Contudo, actualmente reconhece-se que ambos 0s
processos estao interligados (Roy et al., 2013).

A resposta aguda é uma resposta rapida e de curta duracdo (Spector, 1989),
encarregue de conduzir mediadores até ao local da lesdo e ai neutralizar o agressor.
Devido a este proposito, ela é representada por trés eventos principais: alteracdo do
calibre dos vasos sanguineos e alteracfes estruturais na microcirculacdo — fase vascular
da inflamac&o — e migragdo dos leucdcitos ate ao foco inflamatorio, com a finalidade de
neutralizar o agente nocivo — fase celular da inflamacdo (Kumar et al., 2005; Corwin,
2008). Deste modo, a resposta inflamatdria aguda evolui a partir da fase vascular que
tem inicio logo apds a agressdo. De facto, imediatamente apds a agressdo ocorre uma

vasodilatacdo local e um recrutamento de capilares adicionais, 0 que provoca um
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aumento da permeabilidade vascular. Estas etapas sdo mediadas por aminas vasoactivas,
tais como a histamina e a serotonina, libertadas por mastocitos e mondcitos, pouco
tempo apos a agressao.

As alteracGes vasculares verificadas proporcionam um aumento do fluxo
sanguineo local, processo que justifica o rubor e o calor da inflamacgéo, e ainda um
aumento da permeabilidade vascular. Em consequéncia, saem para 0O espaco
extravascular proteinas, agua, elementos dos sistemas de complemento, da coagulacdo e
das cininas, bem como leucdcitos, por um processo denominado exsudacdo. Este
processo consubstancia-se num aumento da movimentacdo de um filtrado plasmatico
para o espaco intersticial, razdo da formacgédo do edema (Corwin, 2008).

Uma das caracteristicas capitais da inflamacdo aguda é o extravasamento de
leucdcitos. Este processo, juntamente com um gradiente de substancias quimiotacticas,
permite a sua chegada e activacado celular no tecido alvo. Uma vez no local da leséo, 0s
leucdcitos, em particular os neutréfilos (leucdcitos polinucleares), tentam neutralizar o
agente patogenico, geralmente através de mecanismos fagociticos e enzimaticos,
reparando a lesdo (Pinto, 2009; Kumar et al., 2010a).

O processo inflamatério agudo pode ter, contudo, trés resultados finais: (1) uma
resolugdo completa, ocorrendo quando a lesdo é limitada e a destrui¢do dos tecidos foi
pouco significativa e, assim, as células sdo regeneradas, sucedendo-se fendmenos de
retorno a homeostase; (2) uma cicatrizacdo com tecido conjuntivo (fibrose), quando o
processo provoca uma destrui¢do consideravel dos tecidos, ou a lesdo instigada envolve
tecidos incapazes de regenerar, ou quando existe um grande exsudato de fibrina,
terminando com uma reabsorcdo do tecido assolado sendo substituido por fibrose; (3)
progressdo para um processo inflamatdrio cronico, sendo esta transicdo caracterizada
pela permanéncia do agente lesivo ou pela interferéncia no processo normal de
cicatrizagdo.

Assim, um processo inflamatério crénico é representado por um longo intervalo
temporal, histologicamente pela presenca de células mononucleares (linfécitos e
macrofagos), proliferagdo de vasos sanguineos, desenvolvimento de respostas
imunitarias especificas (humorais e celulares), fibrose e necrose tecidular (Cotran et al.,
1999; Kumar et al., 2005; Gabay, 2006; Pinto, 2009). Este processo constitui, assim, um
pilar de varios estados patolégicos cronicos comuns, como artrite reumatdide,

aterosclerose (Roy et al., 2013), fibrose pulmonar (Cotran et al., 1999; Kumar et al.,
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2005; Pinto, 2009), asma, psoriase (Roy et al., 2013), tuberculose e esclerose mdltipla,
entre muitos outros (Kumar et al., 2010a).

Embora um processo inflamatério créonico partilhe vérias caracteristicas,
envolva, por vezes, 0s mesmos tipos celulares de uma inflamagédo aguda e inclua mesmo
fases agudas no seu decorrer (Spector, 1989), a constituicdo de uma resposta
inflamatoria cronica compreende uma resposta diferente da inflamacdo aguda a
determinada causa (Kumar et al., 2010a). Desta forma, ndo sendo o proposito deste
trabalho a inflamagé@o aguda, iremos focar-nos apenas no terceiro ponto dos resultados
obtidos da resposta inflamatoria: o processo inflamatorio cronico (Cotran et al., 1999;
Kumar et al., 2010b).

1.1.1. Processo inflamatorio crénico

Um processo inflamatério crénico tem como factores etiolégicos a nédo
neutralizacdo de um agente agressor que causou inicialmente uma inflamacgéo aguda, a
interferéncia no processo normal de recuperacdo desta, antigénios endogenos que
desencadeiam respostas auto-imunes (Lee et al., 2009), a exposicdo prolongada a
substancias toxicas ou ndo degradaveis (Underwood et al., 2009) ou, de uma forma
subtil, pela persisténcia de agentes cronicos de baixa intensidade que ndo invocam um
processo inflamatorio agudo significativo. E possivel, entdo, definir um processo
inflamat6rio crénico como sendo uma resposta inflamatéria de longa duracdo e
ininterrupta, que ocorre simultaneamente com uma destrui¢do tecidual (Kumar et al.,
2010b) e com sucessivas tentativas de reparacao tecidular (Nowak et al., 2004; Kumar
et al., 2010a).

O processo inflamatdrio crénico possui caracteristicas morfoldgicas diferentes
de um processo inflamatério agudo. Na inflamacdo aguda ocorrem alteracdes
vasculares, edema e infiltracdo de neutréfilos, ao passo que na inflamacdo cronica
predomina um infiltrado de células mononucleares (macrofagos, linfdcitos, fibroblastos
e células plasmaticas) e uma destruicdo tecidular (induzida pelo proprio agressor e pelas
células inflamatérias), acompanhada de tentativas de cicatrizacdo do tecido devastado
(substituicdo do tecido lesado por tecido conjuntivo acompanhada de angiogénese e
fibrose) (Kumar et al., 2010b).

O processo de reparacéo, conseguido pelo crescimento de tecido de granulacgéo,
esta intimamente associado a inflamacao cronica, visto que uma das caracteristicas deste

processo é a destruicdo da arquitectura tecidular. O tecido de granulagdo consubstancia-
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se em tecido conjuntivo fibroso composto, principalmente, por macrofagos, fibroblastos
e novos vasos sanguineos (Kumar et al., 2010a).

Uma outra caracteristica da inflamacdo crdnica que a distingue do processo
inflamatdrio agudo € a presenca de uma exsudacdo ndo muito pronunciada, o que leva a
um maior envolvimento celular, resultado da elevada mobilizacéo e proliferacdo local
(Nowak et al., 2004).

Num qualquer processo inflamatério cronico o tipo celular predominante é o
macrofago, sendo a sua acumulacdo uma importante caracteristica do processo. Desse
modo, dependendo da organizacédo espacial dos macréfagos e da participacdo de outros
tipos celulares, pode classificar-se a inflamagdo cronica em ndo-granulomentosa (ndo
especifica ou difusa) ou em granulomentosa (especifica) (Nowak et al., 2004). O
conceito granuloma tem origem no termo “tumores de aparéncia granular” e ¢ definido
como sendo um agregado celular denso e localizado de macrofagos activos em conjunto
com os seus derivados, numa tentativa de reter o agente ofensivo (Spector, 1989; Kumar
et al., 2010a; Kumar et al., 2010b).

Um processo inflamatério cronico ndo-especifico é assim designado devido a
sua aparéncia microscépica difusa. Isto deve-se a presenca simultanea de neutréfilos
(que continuam a ser recrutados para manterem uma resposta aguda), de macrofagos e
de linfécitos. A zona lesada é delimitada por tecido de granulacdo e, quando presente
uma estimulacdo por citocinas, ha sintese de colagénio, cercando a lesdo com uma
espécie de tecido cicatrizado. Este tipo de inflamacdo cronica esta associado ao que
ocorre na sucessdo de um processo inflamatério agudo (Spector, 1989), e € o tipo mais
comum de inflamagéo crénica. Como exemplos temos a artrite reumatodide e outras
doencas auto-imunes (Nowak et al., 2004; Kumar et al., 2010a).

Opostamente, agentes cronicos inatos incluem corpos estranhos inertes (como
microrganismos) e reacc¢Oes inflamatorias imunolégicas descritas como sendo reaccoes
de hipersensibilidade tardia. Este tipo de agentes desencadeia uma inflamacao cronica
granulomentosa, que se caracteriza pela presenca de poucos neutréfilos e pela
predominancia de macrofagos, levando a formagdo de uma lesdo especifica,
denominada granuloma (Spector, 1989; Nowak et al., 2004; Kumar et al., 2010a).

Dentro do tipo granulomentoso, os granulomas podem ainda ser classificados em
dois tipos, consoante a capacidade do agente agressor ser ou ndo reconhecido pelo
sistema imunitario e a sua diferente patogénese (Kumar et al., 2010b). Caso se tratem de

corpos estranhos inertes e passem despercebidos ao sistema imunitario, os granulomas
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dai resultantes designam-se de “granulomas de corpo estranho” — apresentam-se
pequenos, e 0s Unicos elementos observados sdo células gigantes multinucleadas
formadas por fusdo; se 0 agente agressor desencadear uma resposta imunitaria celular,
ha a formacdo de “granulomas imunes” — caracterizam-se por uma estrutura composta
por macrofagos modificados (grande area citoplasmatica e finas delimitacdes celulares)
conhecidos por células epitelidides e por células gigantes multinucleadas, cercadas por
leucocitos mononucleares (linfocitos T e células plasmaticas) (Kumar et al., 2010a;
Kumar et al., 2010b). Pode ainda suceder que, em alguns casos de inflamacao
granulomentosa, o centro do granuloma se encontre necrosado (Nowak et al., 2004;
Kumar et al., 2010a).

Apesar da distincdo que é feita entre inflamagdo cronica difusa e
granulomentosa, existem patologias que se desenvolvem partilhando caracteristicas de

ambos os tipos inflamatérios (Kumar et al., 2010a).

1.1.2. Mediadores inflamatorios

O processo inflamatorio, tal como descrito anteriormente, € uma resposta
complexa dos tecidos vivos ao dano, caracterizando-se por uma fase aguda e uma fase
cronica. A organizacgao de todos os eventos de um processo inflamatdrio, que envolva o
recrutamento ou activacdo celular é responsabilidade dos chamados mediadores
inflamatorios (Kumar et al., 2010a).

Os mediadores inflamatorios podem ser classificados dentro de quatro categorias
(Feghali et al., 1997):

e Os mediadores lipidicos, como o factor de activacao plaquetario e derivados do
acido araquidonico, como as prostaglandinas, leucotrienos e lipoxinas,
sintetizados a partir de fosfolipidos membranares;

e Peptideos pro-inflamatdrios provenientes de quatro cascatas bioldgicas — cascata
da coagulacdo, sistema do complemento, sistema das cininas e sistema
fibronolitico;

e Oxido nitrico, um vasodilatador endégeno;

e Grupo de polipeptideos sintetizados de novo com origem celular, conhecidos
por citocinas, que constituem o maior leque de moléculas com influéncia na
resposta inflamatoria devido ao seu papel crucial na migracdo e activacdo

celular.
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No processo inflamatorio cronico, as citocinas tém um papel fundamental em varios
procedimentos, entre eles, o recrutamento, activagdo e replicacdo local de macréfagos e
células T, sobrevivéncia das células inflamatérias pela inibi¢cdo do processo apoptotico,
na concepcao de uma resposta imunitaria e na sintese de tecido de granulacéo e fibrose
(Kumar et al., 2010a).

1.1.2.1. Ascitocinas

As citocinas podem ser definidas como proteinas de baixo peso molecular (7-80
kDa) principalmente produzidas por leucdcitos, mas também o podem ser por células
endoteliais, queratindcitos e fibroblastos (Lamoureux et al., 2007). As citocinas
exercem a sua funcao local ou sistemicamente sobretudo de duas formas: de uma forma
autocrina, quando se ligam a receptores da superficie da célula onde séo sintetizadas: de
uma forma paracrina, quando actuam em células adjacentes as que as produziram
(Feghali et al., 1997; Lamoureux et al., 2007). Contudo, quando sdo sintetizadas em
elevada quantidade, elas também podem actuar endocrinamente, ao entrarem na
circulacdo e efectuarem fungdes em lugares distantes do seu local de origem (Kumar et
al., 2010a). Todas as formas de producdo subjacentes ao seu método de actuacdo sdo
altamente reguladas (Wilson et al., 2009).

A familia de citocinas inclui moléculas proferidas por uma grande diversidade
de denominagdes, como interleucinas, interferdes, quimiocinas, factores estimuladores
de colonias, factores de crescimento e todas as proteinas cujo nome englobe a palavra
factor (Kumar et al., 2010a).

O modo de accdo das citocinas est4, na maioria das vezes, dependente da ligacéo
a receptores especificos da superficie celular, da qual resulta um sinal que, dando inicio
a uma cascata de sinalizacdo, leva essencialmente a alteracdes na transcricdo genética.
Fenotipicamente, estas alteracdes podem traduzir-se na regulacdo da comunicacao entre
células envolvidas tanto em processos fisiolégicos como patolégicos. Os processos
invadidos por estas sdo a imunidade, inflamacdo, hematopoiese, embriogénese,
guimiotaxia, apoptose e crescimento, funcdo e diferenciacdo de varias células durante a
inflamacdo e respostas imunitarias tardias, como demonstra a Tabela | (Lamoureux et
al., 2007; Wilson et al., 2009).
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Tabela 1: Imensiddo funcional das citocinas, onde se pode verificar a

redundancia das suas funcdes. Adaptada de Wilson et al., 2009.

Funcéo

Citocinas envolvidas

Pro-inflamatéria

Anti-inflamatoria

Antiviral

Factores de crescimento das células T
Factores de crescimento das células B

Factores hematopoiéticos

Factores quimiotacticos
Embriogénese
Reparacéo tecidual/cicatrizacéo

Imunidade inata

Imunidade adquirida

IL-12, IL-17, IL-18, IL-23, IL-27

IL-4, IL-10, IL-13, IL-21, IL-25, FTC-B

IFN-q, IFN-B, IFN-y

IL-2, IL-4, IL-7, IL-9, IL-12, IL-15, IL-21

IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-13, IL-14, IL-21
IL-3, IL-7, IL-9, IL-11, GM-FEC, M-FEC, factor
das células estaminais

CXCL1, CXCLS8 (IL-8), CCL2, CCL5, CCL11
FCVE, FCF, FTC-B

FTC-a, FTC-B, FCE, PDGF, FCFb

TNF-a, IL-1, 1L-12, IFN-a, IFN-B, IFN-y, IL-10,
IL-6, IL-15, IL-18, IL-23, IL-27

IL-2, IL-4, IL-5, IFN-y, FTC-B, IL-10, IL-12, IL-13,

IL-17

Em condicles fisioldgicas, o controlo in vivo da rede de citocinas envolve
diversos processos. Muitas vezes esse controlo é tdo complexo que acaba por
desencadear producdo ou activacdo excessiva de citocinas, originando processos
patoldgicos. De facto, as citocinas, para além de apresentarem tempos de semi-vida
curtos, sdo estritamente reguladas espacialmente. Algumas citocinas necessitam de
sofrer uma clivagem para se tornarem activas. Ademais, as citocinas podem induzir ou
inibir a producdo de outras e dos seus receptores e podem actuar sinergistica ou
antagonisticamente. As citocinas podem ainda antagonizar receptores especificos, nao
transmitindo sinal. Um outro tipo de regulacdo envolve a presenca de inibidores das
vias de sinalizacdo inerentes as citocinas (Wilson et al., 2009).

Por todos estes motivos, o estudo destas moléculas de baixo peso molecular
prende-se com vaérias dificuldades. Além do pleiotropismo por elas verificado por
executarem multiplas funcdes dependendo do tipo celular com que interagem,
raramente sdo produzidas ou agem individualmente. Este facto conduz, muitas vezes, a
eventos de sinergismo ou antagonismo. Ha ainda a acrescentar o facto da redundancia
funcional verificada pela partilha de véarias fungdes (Tabela 1) (Wilson et al., 2009;
Kumar et al., 2010a).
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Apesar da redundéancia e pleiotropismo das citocinas, estas podem ser divididas,
em termos latos, em dois grandes grupos: as envolvidas na inflamacdo aguda e as
responsaveis por mediarem a inflamacéo cronica (Feghali et al., 1997), em que cada
grupo pode ainda ser subdividido consoante o seu envolvimento na patogénese — pro-
inflamatdrias, ou proteccdo contra/término da resposta inflamatoria — anti-inflamatorias.
No entanto, é necessario ter em conta que algumas citocinas contribuem
significativamente para ambos 0s processos. Daqui pode concluir-se que as citocinas
desenvolvem uma rede de acgdes extensa, onde fendmenos de sinergismo, antagonismo,
regulacao positiva e negativa tém lugar, o que torna o estudo de determinado processo

inflamatdrio um verdadeiro desafio (Wilson et al., 2009).

1.1.2.1.1. Familias de citocinas mais relevantes, seus receptores e vias de
sinalizagdo intracelular

Com a expansiva descoberta das citocinas, tornou-se evidente a possibilidade de
as classificar em subgrupos, ou em familias, tendo por base a partilha de caracteristicas
estruturais, localizagbes cromossomais ou mesmo de subunidades dos respectivos
receptores (Meager et al., 2007). Como a redundancia funcional e o pleiomorfismo das
citocinas sdo, na maioria das vezes, uma consequéncia da homologia dos seus
receptores é, frequentemente, feita a classificacdo destas proteinas com suporte no
receptor a que se ligam e, consequentemente, no mecanismo de sinalizacdo intracelular
por elas induzido.

Todas as familias de receptores de citocinas partilham uma estrutura proteica
tridimensional. O padrdo comum dos receptores de citocinas é constituido por uma
subunidade especifica e Unica para a ligacdo de determinada citocina e outras
subunidades comuns a todos. Esta igualdade de subunidades pode explicar, ainda que
parcialmente, a redundancia funcional das citocinas. Por exemplo, a IL-6, a IL-11 e a
oncostatina M, por possuirem uma subunidade gp130, actuam de forma similar nas
células hepaticas; contudo, em certas células, cada uma tem uma fungdo Unica. Esta
diferenca provavelmente serd consequéncia da expressdo diferencial de receptores
especificos ao ligando. E possivel, entdo, classificar as citocinas em cinco grupos com
base na homologia estrutural do dominio de ligacdo extracelular do receptor e o seu

respectivo mecanismo de sinalizacdo (Figura 1).
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Familia de receptores  Familia de receptores Familia de receptores
do tipo I do tipo II doINE

Cisteinas N N\ n~

conservadas ;r;Z/«I :»"*1';\2"1;
2] ' <| |> gl lll |

WSXWS —=r's?
Familia de receptores
dalL-1
Familia de receptores i
de quimiocinas

Figura 1 - Representacdo do dominio extracelular conservado que d&
origem a classificacdo das diferentes familias de citocinas.
Adaptado de Wilson et al., 20009.

1.1.2.1.1.1.Superfamilia de citocinas do tipo |

A maior familia de citocinas, classificada com base nas caracteristicas comuns
dos seus receptores, é designada por familia de citocinas do tipo I. Esta familia engloba
cerca de 27 membros, incluindo as citocinas helicais IL-2, IL-4, IL-6, IL-12, IL-13 e 0
GM-FEC (Foster et al., 2004; Huang et al., 2008; Wilson et al., 2009). A origem da sua
designacdo advém da classe de receptores a que se ligam — a familia de receptores do
tipo .

Os receptores do tipo | sdo proteinas membranares do tipo |, cuja estrutura pode
ser essencialmente considerada na forma modular (Bravo et al., 2000). No segmento
extracelular, o modulo crucial envolve uma regido de homologia responsavel pela
ligacdo as citocinas (RHC) constituida por, pelo menos, dois dominios de fibronectina
do tipo Ill. O dominio RHC basico, um dominio com uma sequéncia conservada
WSXWS, o dominio transmembranar e um dominio intracelular conservado (Liongue et
al., 2007) estdo presentes em todos 0s receptores do tipo aqui abordado, os quais, para
alguns membros, sdo o suficiente para que ocorra a sinalizacdo intracelular pretendida.
Contudo, a maioria dos receptores do tipo I requer dominios auxiliares, como dominios
do tipo imunoglobulina ou moléculas de fibronectina adicionais, para que a respectiva
sinalizacédo ocorra (Wang et al., 2009).

De um modo geral, os receptores da superficie celular interagem com 0s seus

ligandos através de interaccGes altamente especificas; contudo, isso ndo acontece com
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0S receptores de citocinas, uma vez que, sdo receptores poli-especificos capazes de
interagirem com um espectro consideravel de ligandos. Na familia de receptores de
citocinas do tipo | existem trés receptores principais partilhados pelas citocinas da
familia: a cadeia comum gamma (yc), o gpl30 e a cadeia comum beta (Bc). E, no
entanto, necessario salientar a baixa, ou nenhuma, afinidade que cada um destes,
sozinho, possui com as citocinas, formando apenas complexos de alta afinidade na
presenca de receptores ndo sinalizadores especificos para elas (Wang et al., 2009).

A formacéo do complexo de alta afinidade entre o ligando e o receptor alvo € o
evento inicial na activacdo da cascata de transducdo de sinal intracelular. De facto, isto
leva a formacdo de um complexo proteico de sinalizagdo, que pode incluir a familia de
tirosinas cinases citoplasmaticas JAK e a familia de factores de transcricdo STAT
(transdutores de sinal e activadores de transcri¢do). Os membros destas familias (quatro
membros JAK e sete membros STAT (Schindler et al., 2007)) sdo caracterizados pela
exibicdo de diferentes afinidades para com distintos receptores. Este facto oferece
diferentes combinacGes para darem resposta, a0 mesmo tempo, as fungdes sobrepostas e
Unicas das citocinas (Wilson et al., 2009). Isto significa que a composicdo do complexo
sinalizador, e o consequente sinal, estdo dependentes da identidade e composicdo dos
receptores complexados pelo ligando (Bravo et al., 2000).

Assim, a ligacdo da citocina ao receptor induz uma oligomerizagdo responsavel
pela justaposicdo dos dominios intracelulares das subunidades de sinalizacdo. Nao tendo
actividade enzimatica intrinseca, 0s receptores de citocinas do tipo | estdo
constutivamente associados a tirosinas cinases da familia Janus. Esta associacdo faz
com que as JAK sejam activadas pela oligomerizacao sofrida pelo complexo receptor. A
activacdo enzimatica das JAK faz com que se auto-fosforilem e aos dominios do
receptor a elas coligados. Nesta medida, os residuos de tirosina fosforilados funcionam
como locais de acoplamento para a segunda familia de proteinas envolvida: os STATS.
A ligacdo dos STATSs ao complexo leva-os a sua fosforilagcdo e consequente dissociacao
dos receptores. Os STATS dissociados formam dimeros que, apés translocacédo nuclear,
ligam a sequéncias de ADN e actuam como factores de transcri¢do (Bravo et al., 2000;
Wang et al., 2009).

Apesar de principal, a via JAK/STAT né&o é a tnica pela qual as citocinas do tipo
I sinalizam, utilizando por vezes vias como a via PI3C e a via RAS-PCAM (Wang et
al., 2009). Resumidamente, a via da fosfatidilinositol-3 cinase (PI3C) leva a

fosforilagdo e activacdo da proteina cinase B. Esta, por sua vez, activa a fosforilacdo do

11



Capitulo 1 — Introducéo

complexo IKK, resultando na degradacdo do IkB e consequente libertacdo do factor
nuclear (NF-kB) (mecanismo descrito mais a frente). A via RAS-PCAM leva a
translocacéo nuclear da proteina cinase activa por mitogénio (PCAM), juntamente com
outros factores e co-activadores de transcricdo, que dao inicio a transcricdo de uma
variedade de genes (Huang et al., 2008).

Os receptores partilhados permitem subagrupar os complexos de receptores de
citocinas do tipo | em trés subclasses: os complexos que usam o receptor partilhado
gp130, os que usam o receptor yc e, por fim, os que usam a cadeia fic.

O gpl30 é o componente comum aos complexos receptores associados a
designada “superfamilia de citocinas gp130” ou IL-6/IL-12, composta por 10 membros,
dos quais se salientam a IL-6 e a IL-12 (Wang et al., 2009). A IL-6 é sintetizada no foco
inflamatdrio por fagocitos mononucleares, células T e fibroblastos, incitada por diversas
citocinas mas inibida por glucocorticosterdides (Meager et al., 2007). Na resposta
inflamatoria aguda, a IL-6 altera a concentragdo de muitas proteinas de fase aguda, de
IL-1 e TNF-a. Ja quanto a sua presenca num processo inflamatorio cronico, a IL-6 ndo
sO incita as reaccOes de fase aguda como também conduz ao desenvolvimento de
respostas imunitarias celulares e humorais especificas (Gabay, 2006), ao actuar como
factor de crescimento e diferenciacdo de células B e activador e diferenciador de células
T (Feghali et al., 1997). A IL-6 tem um efeito ambiguo: quando presente em
determinados niveis (inflamacdo aguda), tem uma accdo protectora; em episodios de
cronicidade, tem uma accdo pré-inflamatéria ao favorecer a acumulacdo de células
mononucleares no foco inflamatério (Gabay, 2006). Ja a IL-12, citocina envolvida na
resposta inflamatdria cronica mediada por células, € sintetizada essencialmente por
células B activas e macréfagos. Biologicamente, ela é responsavel pela promocao da
sintese e activacdo de células T citotdxicas, pelo aumento da actividade citolitica, pela
proliferacdo de células natural killer (NK) e células killer activadas por linfocinas
(KAL) e pela maturacdo de células dendriticas e linfécitos Thl (Feghali et al., 1997;
Meager et al., 2007; Shaikh, 2011). Tanto a IL-6, como a IL-12, exercem as suas
funcdes bioldgicas através da ligacdo a receptores heterodiméricos de alta afinidade.
Estes sdo, estruturalmente, definidos pela cadeia receptora especifica para a citocina IL-
6Ra e IL-12RPB1, e pela cadeia sinalizadora partilhada pgl30 e IL-12Rp2,
respectivamente. Ambas as cadeias sinalizadoras estdo associadas a proteina Tyk2
(Schindler et al., 2007; Wang et al., 2009). J& os membros da familia STAT,

responsaveis pela sinalizacdo feita por estas citocinas, sdo distintos: o STAT3, factor
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associado a inducéo de expressdo de genes anti-inflamatorios e pré-proliferativos, anti-
apoptdticos e codificantes de proteinas de fase aguda, é induzido pela IL-6; ja a 1L-12
leva a activagdo do STAT4, proteina que alveja genes pro-inflamatérios e antagonistas
da proliferacéo (Schindler et al., 2007).

A cadeia B¢, uma proteina transmembranar do tipo I, € composta por quatro
dominios de fibronectina que formam dois pares de médulos RHC contiguos (Wang et
al., 2009). Esta cadeia receptora partilhada é funcional apenas com a presenca das
cadeias a especificas da citocina, como ocorre com o GM-FEC. Esta citocina pertence a
classe dos factores estimuladores de colonicas (FEC), assim designado pela sua
capacidade de inducdo de formacgdo de coldnias de macrdéfagos e granuldcitos em
culturas de medula éssea. O GM-FEC ¢é sintetizado por mondcitos, células T,
fibroblastos e células endoteliais quando activas por produtos de macrofagos (IL-1 e
TNF-0) e a sua acgdo principal prende-se com a inflamacdo aguda. Nesta, 0 GM-FEC
estimula as funcGes efectoras dos neutrdfilos, eosinofilos e fagocitos mononucleares
(Feghali et al., 1997). Estas funcdes sdo dependentes da ligacdo do GM-FEC ao seu
complexo receptor, ao qual estd associado a molécula JAK2 e a proteina STATS
(Schindler et al., 2007).

Finalmente, a cadeia y. estd presente na sinalizacdo feita por citocinas como a
IL-2, IL-4 e IL-13 (Wang et al., 2009). Ao ser sintetizada, mormente por linfocitos T, a
IL-2 actua como factor de crescimento/activador de células T, NK e B e como
promotora do desenvolvimento de células KAL. A IL-2 possui ainda um papel critico
tanto na regulacdo da resposta inflamatoria cronica humoral como na celular. Isto
porque a ligacdo da IL-2 ao receptor da IL-2 (IL-2R) nos linfécitos T leva a proliferacado
celular, bem como ao aumento da secrecdo de linfocinas e expressdo de moléculas da
classe Il do complexo maior de histocompatibilidade (CMH I1) (Feghali et al., 1997,
Shaikh, 2011). Os receptores de alta afinidade para a IL-2, encontrados principalmente
nos linfdcitos T, consistem em trés cadeias polipeptidicas — IL-2Rp e IL-2Ry, ambas
expressas em células T ndo activas, e IL-2Ra, expressa aquando da sua activagdo
(Meager et al., 2007). A ligacdo da IL-2 ao seu receptor activa a JAK-3 e a STAT-5,
factor este associado a eritropoiese e linfopoiese (Schindler et al., 2007). A IL-4, por
sua vez, tem origem a partir de células CD4+, mastocitos e basofilos e esta envolvida na
resposta inflamatéria humoral. Este papel é traduzido pelas fungdes por ela
desempenhadas, entre elas a inducdo da diferenciacdo de células T (ThQ) a células Th2

(responsaveis pela secrecdo de citocinas de diferenciacdo), a inibicdo do
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desenvolvimento de celulas Thl (células que segregam citocinas activadoras dos
macrofagos) e a indugdo da diferenciacdo de mondcitos a macrofagos, ao mesmo tempo
que inibe o crescimento dos ultimos. Além disso, a IL-4 é um antagonista das funcdes
desempenhadas pelo IFN-y e vice-versa (Feghali et al., 1997). A IL-13, com origem
principalmente nas células T, é uma citocina anti-inflamatéria por inibir a producéo de
varias citocinas pro-inflamatdrias e a activacdo do NF-kB nos macréfagos. Além disso,
controla positivamente a diferenciacdo e proliferacdo dos linfécitos B. Os IL-4R,
expressos em escasso numero, sdo partilhados pela IL-4 e pela IL-13. Este complexo
receptor é constituido por uma cadeia receptora especifica para a IL-4 (IL-4Ra) e pela
Y, a subunidade comum de alta afinidade (Meager et al., 2007). A ligacdo da IL-4, ou
da IL-13, ao IL-4R activa a via JAK/STAT através da JAK3, e subsequentemente do
STAT6, homodimero implicado na activacdo genética proliferativa e diferenciativa,

como a de células B e mastdcitos (Schindler et al., 2007).

1.1.2.1.1.2. Superfamilia de citocinas do tipo 11

A familia de citocinas do tipo Il é assim chamada devido a sua semelhanca com
a familia anteriormente descrita, ou seja, tendo por base o padrdo de aminoacidos
conservados do dominio extracelular da familia de receptores a ela associados (Kotenko
et al., 2000; Wilson et al., 2009). Esta familia engloba os interferdes do tipo | (IFN-a,
IFN-B e IFN-m), os do tipo I (IFN-y) e os membros da familia IL-10 (como a IL-10, IL-
19 e IL-20) (Feghali et al., 1997; Wilson et al., 2009). Os ligandos, que utilizam os
receptores de citocinas da classe Il para sinalizar, em particular, os IFNs e a IL-10, sdo
importantes imunomodeladores capazes de induzir um largo espectro de respostas
bioldgicas dependendo do tipo celular, das condigdes e/ou co-estimuladores presentes
(Kotenko et al., 2000). Os interferGes do tipo | sdo vitais ao desenvolvimento de
respostas antivirais e anti proliferativas. Ja o IFN-y, membro dos interferdes do tipo II, é
um homodimero sintetizado nas células T activas e por células NK. Este Gltimo tipo é
crucial a promocdao de respostas imunitérias celulares ao elevar os niveis de expressao
de moléculas do CMH 1 e Il em células nucleadas e €, ainda, um estimulador de funcdes
efectoras dos fagocitos mononucleares. A IL-10, sintetizada por células T e B activas, é,
por outro lado, uma citocina anti-inflamatdria e imunossupressora e, por essa razdo, é
vulgarmente conhecida por “anti-citocina” (Shaikh, 2011). Esta propriedade esta patente
nas acgdes que tem sobre os monaocitos activos. A IL-10 inibe a sintese de varias

citocinas, como IL-1a e B, IL-6, IL-8, TNF-a e a expressdo de varias moléculas do
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CMH 11, bem como impede fortemente a apresentacdo de antigénios pelas mesmas
citocina” é ainda capaz de interditar a translocacdo nuclear do NF-kB e de promover a
degradacdo do ARNm codificante de citocinas pro-inflamatorias (Shaikh, 2011). A IL-
10 é ainda capaz, sinergisticamente, de promover a proliferacdo e a diferenciacdo de
células B, bem como a hematopoiese (Feghali et al., 1997; Meager et al., 2007).

A familia de receptores de citocinas do tipo Il é composta por sete membros
funcionais: o factor tecidual e trés pares de subunidades receptoras, que compdem 0s
complexos individuais dos receptores em virtude dos IFN do tipo | (subunidades IFN-
aR1 e IFN-aR2), dos IFN do tipo II (IFN-yR1 e IFN-yR2) ¢ da IL-10 (IL-10R1 e IL-
10R2). Estruturalmente, os receptores de citocinas do tipo Il s&o semelhantes aos
receptores do tipo I, caracterizando-se por um dominio extracelular com moléculas de
fibronectina do tipo 111 mas pela auséncia da sequéncia WSXWS (Kotenko et al., 2000).
Ja o dominio intracelular esta associado a uma molécula tirosina cinase pertencente a
familia das Janus cinase, através da qual é transmitido o sinal pela via de sinalizacdo
JAK/STAT (Wilson et al., 2009).

A estrutura similar exibida pelos complexos dos receptores IL-10 e IFN-y sugere
que a sinalizagdo feita pelos ligandos respectivos envolve, em geral, 0s mesmos
eventos. Tanto o homodimero IFN-y como o homodimero IL-10 estabelecem ligacdo a
duas moléculas das cadeias dos respectivos receptores (duas cadeias IFN-yR1 e duas IL-
10R1). Este evento inicial é, contudo, insuficiente para que haja sinalizacdo intracelular
e, por isso, as segundas cadeias sdo recrutadas (IFN-yR2 e IL-10R2) (Meager et al.,
2007). Tal como j& mencionado, ao dominio intracelular dos membros desta familia esta
inerente uma molécula tirosina cinase que, no caso das cadeias IFN-yR1 e IL-10R1, se
denomina JAK1, mas que sdo distintas no caso das segundas cadeias (a IFN-yR2 esta
associada a JAK2 e a IL-10R2 a TyK2) (Kotenko et al., 2000; Schindler et al., 2007;
Wilson et al., 2007).

A ligacdo do ligando ao seu receptor especifico induz uma oligomerizacdo dos
componentes do receptor que resulta na activacdo das JAKs. Devido a activagdo ocorre
fosforilagdo dos residuos de tirosina dos dominios intracelulares das cadeias R1
(Kotenko et al., 2000). Os residuos fosfotirosil do receptor dali resultantes recrutam,
directamente, STATs especificos (devido a interaccbes com SH2), que se tornam
substrato para as JAKs. Nas células ndo estimuladas, as STATs encontram-se no

citoplasma como homodimeros inactivos. As moléculas STAT sdo fosforiladas e, por
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isso, tornam-se activas. Estas sdo libertadas do receptor devido a sua reorientagdo em
dimero antiparalelo, que permite a ligacdo dos dominios SH2 de uma STAT a
fosfotirosina da outra STAT. Os dimeros daqui resultantes translocam-se para o nucleo,
onde interagem com elementos promotores de transcricdo genética especificos
(Schindler et al., 2007).

Os STATSs activados pela sinalizacéo feita por IFN-y s&o distintos dos activos
pela IL-10. O IFN-y promove a activacdo do STAT-1, cujos genes alvo promovem a
inflamacédo e antagonizam a proliferacdo. Pelo contréario, a sinalizagéo feita pela IL-10
conduz a activacao das STAT3, cujos genes por elas direccionados sdo caracterizados
por actividade anti-inflamatoria e pro-proliferativa. Interessantemente, pode-se notar
uma accdo antagonista entre o IFN-y e a IL-10, particularmente na regulacdo de
respostas Thl e Th2 e ainda, na activacdo de macrofagos, desempenhada pelo IFN-y
que ¢ inibida pela IL-10 (Kotenko et al., 2000; Schindler et al., 2007).

1.1.2.1.1.3. Superfamilia de factores de necrose tumoral

A descoberta de uma molécula com actividade anti-tumoral, h& cerca de 30 anos,
resultou numa outra superfamilia de citocinas — a familia dos Factores de necrose
tumoral (TNF). Esta grande familia compreende membros como 0 TNF-a, o membro
prototipico da familia (Wajant et al., 2003), a linfotoxina-a, o ligando Fas (LFas), o
ligando CD 40 (LCD40) e o ligando indutor de apoptose relacionado com o TNF
(LIART), entre outros (Baud et al., 2001; Huang et al., 2008).

Embora numerosos, os membros TNF exercem um estreito leque de
bioactividades relativamente a0 TNF-a. O LIART e o LFas induzem, maioritariamente,
apoptose e ndo um processo inflamatério (Wajant et al., 2003); jA& o LCD40 previne a
morte celular programada e induz proliferacdo celular (Baud et al., 2001). Por sua vez, o
TNF-o pode ser considerado o principal mediador pro-inflamatério, com capacidade
facultativa de induzir apoptose. Em situacdes fisiopatolégicas, 0 TNF-a. demonstra uma
dualidade funcional, ao estar fortemente comprometido tanto com processos
regenerativos como com a destruicdo tecidual (Wajant et al., 2003). Particularmente, o
TNF-a € responsavel pela indu¢do da migragdo e activagdo de linfocitos e leucocitos,
pela febre (devido ao aumento da concentracdo de prostaglandinas (PG) no hipotalamo),
pela sintese de proteinas de fase aguda, pela proliferacdo e diferenciacéo celular, pela
expressao genética e, entre outras, pela apoptose (Baud et al., 2001). Sendo que, ao

contrario do que acontece com a generalidade das citocinas, 0 TNF-a, tal como a IL-1,
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exerce 0 seu efeito sistemicamente, quer quando sintetizado em grande quantidade na
inflamacdo aguda, quer na inflamagdo cronica, produzido em menor nivel (Shaikh,
2011). A dualidade funcional pode ser explicada através de importantes pardmetros
influenciadores do efeito net do TNF, tais como a especificidade tecidual, o contexto
celular, os niveis de expressdo de receptores e a duracao de accao do mediador (Baud et
al., 2001; Wajant et al., 2003).

O FNT-a ¢, principalmente, sintetizado por macréfagos, mas também por células
linféides, mastocitos, fibroblastos e células endoteliais (Feghali et al., 1997), como
sendo uma proteina transmembranar do tipo Il, estabilizada estruturalmente como
homotrimero. No entanto, uma forma soluvel homotrimérica é sintetizada
proteoliticamente a partir da forma transmembranar pela enzima conversora de TNF-a.
A bioactividade da Ultima estd dependente da sua concentra¢do, uma vez que tende a
dissociar-se a concentracdes abaixo da escala nanomolar, e da sua baixa afinidade aos
receptores.

Os membros da familia TNF praticam as suas funcdes bioldgicas através da
interaccdo com receptores membranares especificos, os receptores da familia TNF.
Especificamente, 0 TNF-a sinaliza através de dois receptores distintos: 0 TNF-R1,
constitutivamente expresso na maioria dos tecidos, e 0 TNF-R2, tipicamente encontrado
em células do sistema imunitério, como os macréfagos.

Estruturalmente, ambos os receptores sdo constituidos, extracelularmente, por
quatro dominios ricos em cisteinas que lhes conferem uma estrutura alongada,
responsavel pela interaccdo com o ligando (Wajant et al., 2003; Brauschadel et al.,
2007). Ja o dominio intracelular tem uma particularidade que subdivide a familia TNF-
R em receptores que contém um dominio de morte (DM) e receptores que interagem
com FATR (factores associados ao receptor TNF). Com a ligacdo do TNF-a ao TNF-
R1, o DM conduz a sinalizagdo a um programa de morte celular, através de proteases
pré-apoptoticas, embora este receptor também seja um forte activador de expressao
genética através do recrutamento indirecto de membros da familia FATR. J& o TNF-R2
recruta directamente o membro FATR-2, com consequente inducao genética.

A expressdo genética induzida por TNF é desencadeada principalmente por
proteinas da familia NF-xB. O NF-xB é um grupo de factores de transcri¢do,
constituidos pela familia NF-kB/Rel, envolvidos na activagdo transcripcional de genes

inflamatdrios em resposta a citocinas ou outros factores estimulantes (Wajant et al.,
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2003). A via NF-kB ha muito que ¢ considerada a via de sinaliza¢dao pro-inflamatoria
prototipica (Lawrence, 2009).

Em células ndo estimuladas, 0 NF-kB encontra-se inactivo no citoplasma devido
a ligacao de uma proteina inibitoria de 43 kDa — a IxB — que lhe mascara a sequéncia de
localizagdo nuclear (Haddad et al., 2011). Em resposta ao TNF-a, bem como a outros
agonistas, as IkB podem sofrer degradacdo proteolitica, consequéncia da sua
ubiquitinagdo induzida pela fosforilagdo pelo complexo inibitério da NF-kB cinase
(IKK). O complexo IKK acredita-se ser composto por um heteromero de duas cinases
(IKK-1 ou a ¢ IKK-2 ou B), uma proteina reguladora IKKy (NEMO) (Lawrence, 2009)
e um homodimero de proteina de choque térmico 90.

O primeiro passo na activacdo do complexo IKK é a reorganizacdo dos membros
do TNF-R1, devido as alteracGes estruturais induzidas pela ligacdo do ligando. O DM ¢é
capaz de se auto-agregar e, assim, sinalizar, independentemente da presenca de um
ligando. Contudo, esta propriedade intrinseca é silenciada por uma proteina silenciadora
do DM (SDM). Ap6s a ligacdo do ligando, a SDM dissocia-se do complexo TNF-R1 e a
proteina de DM associada ao TNF-R1 (DMATR) é conscrita para 0 DM do TNF-R1. A
ligacdo do DMATR ao TNF-R1 serve assim como plataforma para ligacdo de outras
duas moleculas efectoras: o factor 2 associado a0 TNF-R (FATR2), responsavel pelo
recrutamento do complexo IKK, e a proteina 1 de interacgdo com o receptor (PIR1),
necessaria a activacdo do mesmo.

Contudo, outras vias secundarias parecem ter também lugar: a PIR1 parece
activar indirectamente a IKK através da via PCAM e ainda, a molécula FATR6
relacionada com a FATR2 é capaz de interagir com uma proteina cinase C atipica, que
tambeém estd implicada na activacdo do NF-«kB. De facto, embora o conhecimento das
maltiplas fungdes do TNF-a in vivo, bem como as vias que levam da interaccdo
TNF/TNF-R1 a activacdo do complexo IKK e do NF-«B, estejam bem compreendidos,
0s mecanismos dos Ultimos eventos da resposta do NF-kB ainda se encontram por
definir (Wajant et al., 2003).

Além do NF-kB, o TNF-a induz igualmente a activagdo de cinases do grupo das
proteinas cinase activadas por stress/cinase c-jun (JNK). Apos activacdo, as cinases
JNK translocam-se para o nucleo aumentando a actividade transcripcional de factores,
como o c-Jun, através da sua fosforilacdo. O c-Jun pertence a um grupo de proteinas que

se dimerizam para formar factores de transcricdo, conhecidos como proteina 1
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activadora (PA-1). A PA-1 esta comprometida com processos celulares, como
proliferacdo, diferenciacdo e prevencdo de processos apoptoticos.

Ademais a transcricdo genetica, o TNF é capaz de induzir mecanismos
moleculares de morte celular, através do DM citoplasmatico do seu receptor. Nao
obstante, este processo € minoritario em relacdo a sua fungédo reguladora em processos
inflamatorios, até, por vezes, inibindo-se mutuamente. Apesar de ndo ser o Unico meio
de inducéo de apoptose, diversos estudos tém comprometido a presencga de uma proteina
adaptadora FADM, ligada a DMATR, e de caspases ao processo indutor de morte
celular (Wajant et al., 2003). A FADM recruta moléculas caspases 8 para a sua
proximidade, local onde ocorre a sua activacdo auto-proteoliticamente. A activacdo
comporta a activagdo de cascatas de caspases que, por fim, conduzem a clivagem de um
largo namero de proteinas celulares, resultando na morte da célula (Baud et al., 2001).

Assim, o TNF-a tem um papel essencial na regulacdo do balango entre respostas
pré-apoptoticas ou anti-apoptéticas e, ao mesmo tempo, na proliferagdo celular e
inflamacdo. Embora o conhecimento actual da sinalizacdo feita pelo TNF-a seja
extenso, ndo esta ainda completo. A sua conclusdo pode vir a ser relevante na
intervencdo terapéutica de doencas inflamatdrias cronicas, como a doenca de Crohn,

artrite reumatoide, esclerose mdaltipla e Alzheimer (Baud et al., 2001).

1.1.2.1.1.4. Superfamilia de quimiocinas

Desde a descoberta da CXCL8 (IL-8) e da CCL2 (PIM-1), no final dos anos 80,
que a superfamilia das quimiocinas tem sido largamente expandida (Zlotnik et al.,
2012). As quimiocinas abrangem um grupo de proteinas sollveis, de baixo peso
molecular, impares entre as citocinas pelas suas propriedades quimiotécticas (Wilson et
al., 2009). Produzidas e alvejadas por uma variedade multipla de células sédo, contudo,
essencialmente, enderecadas a quimioatraccdo leucocitaria e ao trafego de células
imunes para todo o organismo (Huang et al., 2008).

Funcionalmente, as cerca de 40 quimiocinas descritas (Chensue, 2013) podem
ser divididas em trés categorias: as quimiocinas responsaveis pela manutencdo da
homeostasia, as que induzem processos inflamatorios e as de dupla fungdo, ou seja,
guimiocinas que medeiam ambos os processos (Huang et al., 2008; Zlotnik et al.,
2012).

As quimiocinas homeostaticas, expressas constitutivamente mas limitadas ao

tipo celular, estdo envolvidas na organizacdo e regulagdo do sistema imunitario ao
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mediar a migracdo homeostatica de linfocitos e células dendriticas (células envolvidas
na imunidade adquirida). Pelo contréario, as quimiocinas inflamatdrias sdo produzidas
apenas perante situagdes de infeccdo, ou inflamatérias, desencadeando o recrutamento
de células como macrofagos e neutrofilos para o foco inflamatério (Huang et al., 2008;
Zlotnik et al., 2012).

A assinatura molecular das quimiocinas baseia-se em quatro residuos de cisteina
conservados intercalados por liga¢Ges dissulfito (Zlotnik et al., 2012). Com base na
presenca e posicionamento dos dois residuos de cisteina do N-terminal, as quimiocinas
podem ser agrupadas em quatro subfamilias: CXC, CC, (X)C e CX3C. Nas quimiocinas
CXC, um anico aminoacido ndo conservado (X) separa a primeira da segunda cisteina,
enquanto a subfamilia CC possui as suas cisteinas adjacentes; as citocinas CX3C
possuem trés aminoacidos entre as suas cisteinas e a subfamilia (X)C distingue-se por
ndo conter a primeira e a terceira cisteina (Zlotnik et al., 2012).

A actividade das quimiocinas é mediada pela ligacdo a familia de receptores
acoplados a proteina G (RAPG), mais concretamente a um subgrupo da classe A, a
classe Gai das proteinas G heterotriméricas (Zlotnik et al., 2012). A classe A do
receptor RAPG, também designada por receptores rodopsina, € uma subfamilia
geralmente subdividida em quatro grupos: a, B, y ¢ 6. Em geral, os RAPGs interagem
com as, e sinalizam através de, proteinas heterotriméricas reguladoras, capazes de
interagirem com o nucleotideo guanina (proteina G). Apds estimulacdo pelo ligando, o
RAPG sofre uma alteracdo conformacional capaz de activar a proteina G pelo processo
fosforilativo de GDP a GTP. A activagdo da proteina G induz o seu desacoplamento ao
receptor e, consequentemente, o desencadeamento de uma cascata de eventos de
sinalizacdo que regulam vérias funcdes celulares (Huang et al., 2008). As quimiocinas
partilham ainda outra caracteristica com as demais citocinas: a sobreposi¢do de outras
vias de sinalizagdo como a JAK/STAT e a PI3C (Huang et al., 2008). Com vista a
quimiotaxia ocorrem processos celulares dependentes de actina, sintese de moléculas de
adesdo, aumento dos niveis intracelulares de calcio, reorganizacdo do citoesqueleto e
extensdo de pseuddpodes; nos leucocitos ha a promocédo de processos fagociticos e de
desgranulagéo (Juan et al., 2009; Wilson et al., 2009; Koelink et al., 2012).

A nomenclatura dos receptores é determinada de acordo com a principal
subfamilia por eles ligada. Estdo descritos cerca de 20 receptores de quimiocinas com
actividade quimiotactica dependente de Gai, embora cinco receptores atipicos tenham

sido também descritos. Estes Gltimos sdo estruturalmente semelhantes, embora as suas
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funcBes se prendam com o sequestro de quimiocinas, evitando a sinalizagdo, ou entdo,
para a estabilizagdo da concentracdo destas, para uma mais eficiente quimiotaxia (Juan
et al., 2009; Zlotnik et al., 2012; Chensua, 2013).

Este tipo de citocinas parece ter uma ampla accdo na inflamacéo cronica, ja que
este processo € caracterizado pela continua activacdo das células imunes residentes e
continua infiltracdo de células circulantes (Koelink et al., 2012).

Uma das quimiocinas mais versateis pertence a subfamilia CC, o CCL5, ou
tradicionalmente conhecido como RANTES. O CCL5 é armazenado em grandes
concentragdes nos granulos plaquetarios e das células T CD8+, mas libertado
rapidamente sob activacéo celular (Zlotnik et al., 2012). Este, tal como os membros da
sua subfamilia, activa principalmente mondcitos, linfocitos, eosintfilos e basofilos
(Juan et al., 2009).

1.1.2.1.1.5. Superfamilia da interleucina-1

Historicamente, a familia IL-1, também conhecida por superfamilia
imunoglobulina, compreendia duas proteinas: a IL-1a e a IL-13 (Meager et al., 2007).
Contudo, actualmente, € composta por 11 membros, dos quais se destacam as duas
referidas e o antagonista do receptor da IL-1 (IL-1Ra), como os mais bem estudados
(Dinarello, 2002; Huang et al., 2008; Dinarello, 2009). A IL-1a ¢ a IL-1p s3o membros
agonistas da familia, enquanto a IL-1Ra é um antagonista do receptor especifico para a
IL-1a e para a IL-1P. Esta propriedade, inica da familia IL-1, pode levar a neutralizagdo
do efeito pré-inflamatorio das isoformas IL-1, ja que este inibidor enddégeno compete
pelo receptor IL-1 (Feghali et al., 1997; Dinarello, 2002).

A IL-1a e a IL-1p sdo sintetizadas como pro-formas, em que apenas a da IL-1a é
biologicamente activa quando apresentada na membrana celular. As respectivas pro-
formas s@o clivadas por proteases especificas (calpaina para a IL-la e a enzima
conversora de IL-1B) para produzir as formas maduras de 17,5 kDa e 17,3 kDa,
respectivamente (Meager et al., 2007).

Os principais membros da familia, a excep¢do da IL-1Ra, sdo essencialmente
citocinas pré-inflamatorias, devido a sua habilidade estimulatoria de expressédo de genes
associados a inflamacéao e doencas auto-imunes (Dinarello, 2002). Ambas as isoformas
sdo produzidas por uma grande variedade celular incluindo os mondcitos, neutrofilos,
fibroblastos e linfocitos T e B. Responsaveis por efeitos num vasto leque de células, ddo

origem a um elevado numero de actividades bioldgicas. A abundancia de efeitos tem
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origem, principalmente, na capacidade que a IL-1 (IL-1a e IL-1pB) tem para induzir a
sintese de outras citocinas, que assim exercem as suas proprias fungdes (Meager et al.,
2007). A IL-1 é encarregue da inducdo do processo pirogénico atraves da estimulagdo
da COX-2 e fosfolipase A2, e ainda actua, sinergisticamente, com factores de
crescimento hematopoiéticos resultando no estimulo proliferativo de células T (Feghali
et al., 1997; Dinarello, 2002; Shaikh, 2011).

A familia de receptores IL-1 é codificada por cerca de nove genes distintos.
Contudo, bem como os membros desta familia de citocinas, muitos dos receptores a ela
associado encontram-se ainda com fungdes por definir. Aos trés principais membros
estdo associados os receptores IL-1R1 (ou IL-1RI), IL-1R2 (ou IL-1RII) e IL-1R3 (ou
IL-1R AcP). Dos trés membros referidos, o IL-1p possui a menor afinidade para o
receptor membranar do IL-1RI, e ainda menor para com a sua forma soltvel. A IL-1
liga-se com maior afinidade ao receptor IL-1RIl, que se caracteriza por ndo possuir
maquinaria de sinalizacdo, designado por receptor negativo ou decoy, sendo considerada
uma interac¢do quase irreversivel devido ao longo tempo de dissociacdo. Ja o IL-1Ra €
0 membro com maior afinidade a IL-1RI, tornando a ligacdo praticamente irreversivel
(Dinarello, 2002).

Os receptores da superfamilia IL-1 sdo, extracelularmente, caracterizados por
trés dominios conservados do tipo imunoglobulina (Akira et al., 2004; Drexler et al.,
2010), confiados ao reconhecimento dos membros da familia, ao passo que o dominio
intracelular do IL-1R ¢é partilhado pelos Toll-like receptors (TLRs), designando-se por
dominio citoplasmatico Toll/receptor da IL-1 (TIR). O dominio TIR é responsavel pela
sinalizacdo desencadeada pelos membros da superfamilia IL-1, & excepcdo do IL-1RII,
gue ndo o possui (Figura 2).

Apds a ligacdo do ligando ao dominio extracelular, o complexo TLR/IL-1R
dimeriza, sofrendo uma alteragdo conformacional indispensével ao recrutamento de
moléculas necessarias a cascata sinalizadora. Destas destaca-se a proteina de resposta
primaria a diferenciacdo mieldide 88 — MyD88. Esta molécula € comum a varios
receptores TLR para a transdugdo de sinal e, para isso, recruta moléculas cinases
associadas ao receptor da IL-1 (CAIR-1 e CAIR-4) para que interajam com o “dominio
de morte” a ela associado. Uma vez ai, 0 complexo CAIR-1/CAIR-4 sofre um processo
fosforilativo, pelo qual uma molécula FARF6 se associa a CAIR-1 fosforilada. O
complexo formado por CAIR-1 e por FARF6 dissocia-se do receptor e activa o

complexo IKK - responsavel pela fosforilagdo do IxB (processo que conduz a sua
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ubiquitinacdo e consequente degradacdo por um proteossoma). Daqui advém a
translocacéo dos dimeros do NF-xB (p50/p65) para o nlcleo e consequente inducéo da
expressdo de genes pro-inflamatorios com locais de ligacdo para o NF-xB (Dinarello,
2002; Akira et al., 2004; Drexler et al., 2010). O NF-xB ¢ uma familia de factores de
transcricdo induziveis largamente estudados que regula a expressdo de mediadores
inflamatdrios (Haddad et al., 2011).

Afora o envolvimento e inducdo do NF-«B, esta via tem um outro alvo, ao levar
a activacdo de cascatas de PCAM, onde se incluem a PCAM p38, a proteina cinase
regulada por sinais extracelulares e a proteina JNK, que aduz igualmente a um aumento
da ligagéo de factores de transcricdo ao ADN (Akira et al., 2004; Wilson et al., 2009;
Drexler et al., 2010).

Quando hé ligacdo ao IL-1RII, ndo ocorre transducdo de sinal, ja que o receptor
decoy ndo possui dominio citoplasmatico. Por sua vez, este receptor é responsavel pela
prevencédo da ligacdo da IL-1p ao receptor do tipo I e consequente sinalizagdo.

O receptor soltvel da IL-1RIl também € capaz de ligar membros IL-1, embora a
sua ligacdo tenha como intuito a neutralizacdo desse membro ou sequestracdo de
cadeias essenciais (ex. IL-1RI AcP) necessarias a transducdo pelo IL-1 RI (Dinarello,
2002).

IL-1 RIl soltvel IL-1R 11 soltvel
(Neutralizacdo) +

IL-1B IL-1R Acp

IL-1IRII
= = IL-IR AcP
Ndo existe
sinalizagdo

MyD88 Nio existe

sinalizagdo
Recrutamento de
cinases ‘ FARE-6

OW

Figura 2 - Representacdo esquematica da via de transducdo de sinal da
familia de citocinas IL-1. Adaptado de Dinarello, 2002.

Aproximagio
dos dominios
citoplasmaticos
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1.2. Terapéutica anti-inflamatoria

1.2.1. Farmacos sintéticos

S&o inmeras as doencas que evoluem com episddios de dor, febre e inflamacéo
e, por esse facto, desde muito cedo incessantemente se procuraram compostos que
aliviassem esses sintomas e tratassem os disturbios inflamatorios. Actualmente, os
farmacos mais utilizados, para esse fim, sdo os anti-inflamatorios ndo esteroides
(AINES) e os anti-inflamatdrios esteroides, também denominados glucocorticoides ou
corticosteroides (Guimaraes et al., 2006; Rang et al., 2007).

Os AINEs sdo um grupo heterogéneo de compostos quimicos que partilham néo
sO propriedades anti-inflamatérias como também propriedades analgésicas e
antipiréticas (Roy et al., 2013). Estes compostos sdo o0s escolhidos entre os dois
principais grupos para o alivio sintomatico da dor e inflamacdo em varias enfermidades
cronicas, como na artrite reumatdide, em afec¢des inflamatorias mais agudas, como
fracturas e entorses, mas também no alivio de outras dores, como a pds-operatéria, a
dental e enxaquecas. A sua extensa utilizacdo esta, contudo, demarcada por diversos
efeitos adversos.

Os glucocorticoides sdo os farmacos anti-inflamatorios por exceléncia, pois
actuam no processo inflamatorio tanto na fase aguda — nas manifestacdes precoces de
rubor, calor, dor e edema — como na fase cronica — nas manifestacfes mais tardias de
cicatrizacao, reparacao da lesdo e reaccdes proliferativas da inflamacéo crénica (Rang et
al., 2007). A eficicia deste grupo de agentes terapéuticos resulta dos efeitos
pleiotrépicos do receptor glucocorticdide em diversas vias de sinalizagdo. Contudo,
estes efeitos pleiotropicos desencadeiam igualmente efeitos adversos, como
retardamento no crescimento infantil, imunossupressdo, hipertensdo, osteoporose e

distarbios metabdlicos, entre outros (Rhen et al., 2005).

1.2.1.1. Anti-inflamatoérios ndo esteroides

Remonta ao antigo Egipto a utilizacdo de plantas para combater dores
reumaticas e febre, que mais tarde se veio a saber terem salicilatos na sua constituicéo.
Em 1860, o acido salicilico torna-se extensamente Gtil como anti-séptico, antipirético,
anti-reumatico, analgésico e anti-inflamatorio. Esta vasta lista de efeitos terapéuticos
promove uma revolucdo no desenvolvimento de novos farmacos com acgles

farmacoldgicas mimetizadas, incluindo o acetilsalicilato (aspirina) da Bayer®. Os
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agentes daqui resultados passam a constituir um grupo designado por “farmacos tipo
aspirina” ou por “anti-inflamatdrios ndo esteréides” (Vane et al., 1998; Guimaraes et
al., 2006). A grande variedade de estruturas e formulacdes ndo reflectem, porém,
propriedades terapéuticas dispares. De facto, todos os AINEs aliviam inchaco, rubor e
dor inflamatdria, febre e enxaquecas (Vane et al., 1998). Todavia, a utilizacdo a longo
prazo destes farmacos € acompanhada de efeitos secundarios dose-dependentes,
destacando-se, entre eles, as complicagdes cardiovasculares, gastrointestinais e renais
(Guimardes et al., 2006).

A partilha ndo s6 dos mesmos efeitos terapéuticos como também dos efeitos
secundarios fez com que os especialistas conjecturassem que 0 mecanismo de acg¢ao dos
AINEs se baseasse numa sé intervencdo bioquimica (Vane et al., 1998). Em 1960, Vane
e 0s seus colaboradores determinaram a base de accdo deste grupo de agentes
terapéuticos: a inibicdo das enzimas ciclo-oxigenases (COXs). As COXs sdo enzimas
responsaveis pela conversdo do &cido araquidonico em mediadores pro-inflamatorios,
como as PGs e os tromboxanos, e em mediadores homeostaticos, como a prostaciclina
(Orlando et al., 2010).

A enzima ciclo-oxigenase possui trés isoformas — COX-1, COX-2 e COX-3 —
embora o conhecimento sobre a ultima seja ainda bastante limitado (Roy et al., 2013).
As outras duas isoformas, apesar de partilharem 60% de identidade e a mesma
actividade catalitica, distinguem-se na expressado tecidual e regulacdo (Guimarées et al.,
2006). A COX-1, por ser uma enzima constitutiva na maioria dos tecidos, opera como
regulador homeostatico, sendo responsavel pela integridade da mucosa gastrica, funcédo
plaquetéaria e fluxo renal; j& a COX-2 é uma forma induzivel da enzima, ndo se
exprimindo em condicdes fisiologicas na generalidade dos tecidos, com algumas
excepcdes. De facto, a COX-2 é expressa, constitutiva e fisiologicamente, no rim,
cérebro, 0ssos e cartilagem (Guimardes et al., 2006; Rang et al., 2007; Roy et al., 2013).

Os niveis de COX-2, que sdo em geral baixos nas células, sdo intensamente
regulados por varios estimulos mitogénicos e inflamatdérios, como citocinas e
mensageiros intracelulares (Vane et al., 1998). A COX-2, por ter notabilidade em
situagcbes patoldgicas, em particular na inflamacdo, estd associada & acgdo anti-
inflamatdria dos AINEs. Por outro lado, os indesejaveis efeitos secundarios sao devidos
a inibicdo da homeostatica COX-1 e da COX-2 fisiologica (Vane et al., 1998).

Tanto a COX-1 como a COX-2 exercem as suas funcbes biologicas como

homodimero, constituido por dois dominios cataliticos intrinsecos: o de dioxigenase e 0
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de peroxidase. A via das ciclo-oxigenases, que conduz a biotransformacgédo do acido
araquidonico (clivado dos fosfolipidos membranares pela enzima fosfolipase A) a
protandides, tem inicio com a adicdo de duas moléculas de oxigénio ao &cido
araquidénico pela COX. Dai resultam intermediarios que, pela accdo do dominio
catalitico de peroxidase, guiam a formacdo de distintos prostanoides, envolvidos tanto
na patogénese como na regulagdo homeostética.

Esta enzima bifuncional é composta por trés unidades estruturais: um dominio
do tipo factor de crescimento epidermal, um dominio de ligacdo a membrana e um
dominio enzimatico (Vane et al., 1998). O dominio de ligacdo a membrana forma a
estrutura em canal hidrofdbico, caracteristica das COX, através do qual tanto substratos
como inibidores acedem ao local activo da COX (Seta et al., 2012).

Em geral, os AINEs sdo acidos fracos que previnem, reversivel ou
irreversivelmente, a biossintese de prostanoides, pela obstrucdo do acesso do &cido
araquidonico ao dominio catalitico da COX. A obstrucao € realizada através da insercéo
do AINE no canal onde permanece através de ligagdes de hidrogénio a residuos de
arginina. A grande variedade estrutural dos AINES prende-se com varios graus de
selectividade no que toca a inibicdo da COX-1 ou da COX-2 (Seta et al., 2012). Este
facto permite dividir os AINEs em duas classes: os AINEs cléssicos, ou ndo selectivos,
que abrangem os farmacos que inibem ambas as isoformas das enzimas e os Coxibs, que
englobam os agentes que blogueiam preferencialmente a COX-2. Contudo, os Gltimos
estdo largamente associados a um grande risco de ocorréncia de eventos
cardiovasculares trombdticos (Roy et al., 2013).

Os AINEs podem também intervir, minoritariamente, a nivel de outros
mecanismos inflamatorios, como na remocdo de espécies reactivas de oxigénio, na
diminuicdo da sintese de IL-1 e nos eventos intracelulares mediados pelo célcio (Rang
et al., 2007; Roy et al., 2013).

1.2.1.2. Glucocorticéides

No processo inflamatorio, as citocinas ndo sdo s responsaveis pela activacédo de
componentes do sistema inflamatério. Indirectamente, elas também influenciam a
sintese e secrecdo de glucocorticoides pelas células do cortex adrenal (Smoak et al.,
2004).

Ao actuar num universo enorme de tipos celulares, os glucocorticoides exercem

o0s seus efeitos anti-inflamatorios e imunossupressores tanto em processos inflamatérios
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agudos como cronicos (Chapman et al., 2013). Estes actuam ao nivel da activacao e
repressdo de genes anti e pré-inflamatorios, respectivamente, bem como a nivel pos-
transcripcional (Barnes, 2010). De facto, desde a descoberta da cortisona em 1940 e do
seu sucesso inicial no tratamento da artrite reumatodide, que os glucocorticoides
sintéticos constituem a terapia anti-inflamatéria mais eficaz para muitas doencas
cronicas (Barnes, 2010; Chapman et al., 2013).

Devido a sua natureza lipofilica, os glucocorticoides entram para 0o meio
intracelular por um processo de difusdo passiva. Ai, exercem as suas funcdes pela
interaccdo com o receptor glucocorticoide (RG), membro da superfamilia de receptores
de factores de transcricdo nuclear (De Bosscher et al., 2003). Das duas isoformas do RG
humanas, RGa ¢ RGP, apenas a RGo liga glucocorticdides e tem actividade na
transcricdo genética. O RGP, por sua vez, interage com o ADN, mas ndo com os
glucocorticoides, e esta teoricamente associada a inibicdo da RGa e a resisténcia deste
tipo de farmacos (Smoak et al., 2004; Barnes, 2010). Em células ndo estimuladas, o
RGa encontra-se sequestrado no citoplasma por um complexo proteico que Ihe mascara
a sequéncia de localizagdo nuclear. Apos interac¢do com o ligando, o RGa activo ¢
rapidamente translocado para o nucleo, local onde modula, estimulando ou inibindo,
processos transcripcionais de genes inflamatdrios, pela ligacdo directa ao ADN ou por
interac¢Oes com outros factores de transcricdo (Smoak et al., 2004).

A activacdo transcripcional requer a homodimerizacdo do RG. Enquanto
homodimero, 0 RG complexado ao glucocorticoide interage com elementos de resposta
a glucocorticoides (ERG) presentes no promotor dos genes positivamente regulados. A
ligagdo a ERG induz uma alterag&o conformacional do RG que promove o recrutamento
de varias moléculas co-activadoras para o complexo GR-ADN. Estas moléculas, como a
proteina de ligacdo a elementos de resposta a AMPc, possuem actividade de
acetiltransferase de histonas, intrinseca. A accdo destas provoca uma acetilagdo de
histonas, que induz um rearranjo nucleossomal relaxado e, por isso, um facil acesso da
maquinaria de transcricdo ao promotor alvo. Os genes que sdo modulados positivamente
pelos glucocorticdides, codificam proteinas anti-inflamatoérias como o IL-1Ra, a IL-10 e
a liporcortina-1, uma proteina com efeito inibitério na enzima fosfolipase A, e
consequente inibicdo da producdo de mediadores lipidicos pela cascata do acido
araquiddnico (Barnes, 1998; De Bosscher et al., 2003).

Contudo, os glucocorticoides exercem o seu maior efeito anti-inflamatério pela

repressao transcripcional. Para isso, o RGa pode reprimir os genes pela ligagéo directa a
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ERG negativos, embora a repressdo genética esteja maioritariamente associada a
interac¢des com outros factores de transcrigdo (NF-xB e PA-1) (Smoak et al., 2004; De
Bosscher et al., 2003). Neste Gltimo mecanismo, 0 RG-a activo interage com moléculas
co-repressoras que atenuam a actividade co-activadora de moléculas promovidas pelo
NF-kB. O complexo RG-glucocorticoide recruta a enzima desacetilase-2 de histonas
que, ao estruturar a compactacdo do ADN, evitando o acesso dos factores de transcrigéo
aos seus locais de ligacdo, incita a repressdo genética (Barnes, 2010). Entre outras
formas, este tipo de formulacdo farmacoldgica pode também suprimir a actividade do
NF-kB através da activacdo do gene codificador do inibidor IxB (De Bosscher et al.,
2003). Os mecanismos de repressao expostos levam a repressao da sintese das citocinas
como TNF-a, GM-FEC, IL-1p, IL-2, IL-6, RANTES e enzimas, COX-2 e isoforma
indutivel da 6xido nitrico sintetase (Smoak et al., 2004).

Apesar dos meios pelos quais RGa antagoniza PA-1 ndo estarem completamente
descritos, pensa-se que tenham a mesma base de acc¢do dos utilizados na inibicdo do
NF-kB. Entre eles, a interac¢do directa com o complexo de c-jun e c-fos, bem como a
inibicdo das fosforilacdes da cascata PCAM necessarias a activacdo do c-Jun (Smoak et
al., 2004; Rhen et al., 2005; Guimaréaes et al., 2006).

Os glucocorticéides podem ainda exercer efeitos na pos-transcricdo genética.
Alguns genes proé-inflamatdrios codificam sequéncias de ARNmM instaveis, que
necessitam de estimulos inflamatorios para os estabilizar. A via p38 PCAM é um
exemplo deste mecanismo, ao estabilizar os ARNm de proteinas como a COX-2, TNF-a,
e IL-6. Os glucocorticoides reprimem este efeito através da inducdo de inibidores da
PCAM ou por aumento da transcricdo de ribonucleases especificas, resultando numa
rapida degradacdo do ARNm e consequente diminui¢do de secrecdo proteica (Barnes,
1998; Rhen et al., 2005; Barnes, 2010).

A eficéacia dos glucocorticdides no alivio de desordens inflamatorias, devido ao
pleiotropismo do seu receptor, faz com que sejam bastante Gteis clinicamente. Contudo,
essa mesma caracteristica é responsavel por um elevado nimero de efeitos secundarios,
0 que faz com que a sua utilizacdo seja limitada. Efeitos secundarios comuns prendem-
se com hipertensédo, hiperglicémia, imunossupressdo e aterosclerose (Chapman, 2013).
De facto, esta é a principal razéo pela qual imensos esforcos tém sido aplicados nesta
area, para o possivel desenvolvimento de compostos esteroides menos ofensivos e que
permitam terapias mais especificas (Barnes, 1998; De Bosscher et al., 2003; Rhen et al.,
2005).
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1.2.2. Farmacos de origem natural

Actualmente, o tratamento maioritario de enfermidades associadas a desordens
inflamatorias cronicas prende-se com terapéuticas aliadas a vérias limitagdes, como
graves efeitos secundarios, falta de eficacia e elevados custos de producéo (Francisco et
al., 2011). Com um grande interesse em ultrapassar estes contratempos, tanto a
medicina convencional como os préprios doentes, tém recorrido cada vez mais ao uso
da medicina complementar e da medicina tradicional, como é o caso do uso de extractos
de plantas medicinais.

A fitoterapia, para além de ser a base dos sistemas de medicina tradicional
mundiais, consubstancia 25% dos farmacos actualmente comercializados (de
constituicdo vegetal bruta) e 25% dos farmacos derivados de extractos vegetais
quimicamente modificados (Ahmed et al., 2005).

Nos ultimos anos, 0 mundo ocidental tem renovado o interesse pela utilizacéo
das plantas com fim terapéutico, constituindo um crucial auxilio nos cuidados de saude,
ndo s6 como complemento & medicina classica, como também no desenvolvimento de
novos compostos terapéuticos (Cunha, 2005; Francisco et al., 2011).

Estima-se que cerca de 1200 espécies vegetais apresentem propriedades
medicinais. No entanto, menos de 10% destas foram alvo de investigacdo sobre as suas
caracteristicas fitoquimicas e farmacoldgicas (Nyiredy, 2004). Por este facto, ha
necessidade de finalizar o conhecimento cientifico sobre 0 mecanismo de ac¢do pelo
qual estas espécies tém actividade, de modo a garantir um uso terapéutico de qualidade,
seguro e eficaz (Cunha, 2005).

Insere-se aqui o interesse em avaliar o efeito do Cymbopogon citratus (DC)
Stapf., espécie boténica largamente utilizada tradicionalmente no “combate” a varias

patologias, especialmente nas que envolvem um processo inflamatério crénico.

1.2.2.1. Cymbopogon citratus (DC) Stapf.

Cymbopogon citratus (DC) Stapf., espécie anteriormente descrita por
Andropogon citratus por De Candolle e reclassificada por Otto Stapf, pertence a familia
Poaceae (comummente conhecida por gramineas), que compreende cerca de 660
géneros e 9000 espécies vegetais (Figura 3) (Kasali et al.,, 2001). A designacédo
Cymbopogon tem origem nas palavras gregas kymbe e pogon, significando “arranjo de

flores em espiga” (Shah et al., 2011); ja citratus, com origem latina, refere-se ao sabor a
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Reino: Plantae

Sub-reino: Tracheobionta
Superdivisao: Spermatophyta
Divisdo: Magnoliophyta
Classe: Liliopsida

Subclasse: Commelinidae

Figura 3 - Classificagéo cientifica de Cymbopogon citratus (DC) Stapf.
Adaptado de Negrelle et al., 2007.

limao caracteristico das folhas desta espécie. Em Portugal, é vulgarmente conhecido por
Erva-principe (Negrelle et al., 2007).

Apesar de nativo do sudoeste asiatico, o C. citratus cresce espontaneamente por
todo o mundo, embora com preferéncia por regides tropicais ou de savana (Figueirinha
et al., 2008). A erva-principe é uma graminea perene com rizoma, azul-esverdeada, de
caules fortes, folhas lineares (Figura 4) e com agradavel aroma a limao (devido ao seu
oleo essencial), cujo crescimento pode atingir trés metros de altura (Negrelle et al.,
2007; Tavares et al., 2009; Francisco et al., 2011).

Além da habitual utilizacdo em bebidas aromaticas e na culinaria (Figueirinha et
al., 2008), os infusos e os decoctos preparadas com base nas folhas, secas ou frescas,
deste especime h& muito que sdo usados na medicina tradicional. A ampla distribuicéo
mundial faz com que esta pratica seja utilizada para um largo espectro de finalidades

terapéuticas. A etnomedicina aconselha, terapeuticamente, o “cha” de C. citratus para

Figura 4 - Cymbopogon citratus (DC) Stapf. Fotografia gentilmente cedida
pela ERVITAL, Plantas Arométicas e Medicinais, Lda., sediada
em Mezio, Castro Daire, Portugal.
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distdrbios gastrointestinais e nervosos e como agente ansiolitico, relaxante, antipirético,
anti-séptico, antioxidante, analgésico, antiasmatico, antiespasmaodico, anti-reumatico e
anti-inflamatorio (Negrelle et al., 2007; Figueirinha et al., 2008; Asaolu et al., 2009).

Apesar do seu disseminado uso e aceitacdo, pouca informacdo existe sobre o
mecanismo de accdo pelo qual o C. citratus exerce as suas actividades biologicas
(Negrelle et al., 2007; Orlando et al., 2010).

1.2.2.1.1. Composicao do 6leo essencial

Além das infusBes e decoccdes das folhas utilizadas pela medicina tradicional,
outras substancias originarias desta espécie tém grande utilidade, em especial o dleo
essencial que exubera no C. citratus (Negrelle et al., 2007).

Na medicina tradicional, o 6leo essencial ¢ utilizado no tratamento da acne, pé-
de-atleta, enxaquecas, cdibras musculares e como agente anti-inflamatério,
antimicrobiano, antibacteriano e insecticida (Schaneberg et al., 2002). Ja
industrialmente, o dleo essencial € muito utilizado na industria alimenticia, de
perfumaria e cosmética (Negrelle et al., 2007; Asaolu et al., 2009; Bassolé et al., 2011;
Shah et al., 2011).

Devido ao seu grande proveito economico, ha uma maior incidéncia de estudos
fitoquimicos centrados nos compostos volateis de C. citratus e, consequentemente, um
maior conhecimento sobre eles em comparacdo com 0s compostos nao-volateis
(Figueirinha et al., 2008).

A composicdo quimica do 6leo essencial de C. citratus apresenta variabilidade
qualitativa e quantitativa. Isto acontece devido a dependéncia da composi¢do quimica de
factores como a origem geogréafica, método de cultivo, idade da espécie e fotoperiodo
(Negrelle et al., 2007; Barbosa et al., 2008). Os compostos volateis das plantas sdo, em
geral, liquidos lipofilicos com alta pressdo de vapor (Agostini-Costa et al., 2012).
Porém, independentemente da origem geogréafica e dos outros factores, o 6leo essencial
do C. citratus é composto maioritariamente por citral (Figura 5), designacdo dada a
mistura dos aldeidos guanial (citral A) e neral (citral B) (Barbosa et al., 2008; Bassolé et
al., 2011). Esta mistura, onde predomina o geranial, representa de 30 a 93,74% da
composi¢cdo do 6leo essencial da erva-principe, e é responsavel pelo caracteristico

aroma a limé&o da espécie (Negrelle et al., 2007).
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Além dos compostos maioritarios — os aldeidos — o Oleo essencial € ainda
composto por terpenos (dos quais se destacam o mirceno e o limonene), outros aldeidos,
como o citronelal e alcoois e esteres, como o geraniol (Figura 5) (Negrelle et al., 2007).

\(\/WH
Geraniol

Neral Geranial

A '

Limonene Citronelal Mirceno

Figura 5 - Principais elementos quimicos que compdem o 6leo essencial.
Adaptado de Negrelle et al., 2007.

1.2.2.1.2. Composi¢do em compostos ndo-volateis

As folhas de C. citratus constituem a fonte de dleo essencial, 0 composto mais
bem estudado fitoquimicamente. Mas, como as propriedades terapéuticas tém vindo a
ser atribuidas aos compostos ndo-volateis, alguma atencdo, embora pouca, tem vindo a
ser dada a esses elementos (Figueirinha et al., 2008; Figueirinha et al., 2010).

As folhas e raizes sdo constituidas, tal como todo o reino Plantae, por
metabolitos secundarios. Os metabolitos secundarios sdo os fitoconstituintes cujo papel
na planta ndo se prende com processos de fotossintese, respiracdo, crescimento ou
desenvolvimento, mas que apesar disso se encontram presentes em elevadas
concentracOes (Croizer et al., 2009). Dentro dos metabolitos secundarios encontram-se,
na erva-principe, essencialmente polifendis, dos quais acidos fenodlicos, flavonoides e
taninos, alcaldides, terpenos e alcoois (Figura 6) (Negrelle et al., 2007; Figueirinha et
al., 2008; Figueirinha et al., 2010). Todos estes elementos sdo conhecidos por Vvarios

efeitos terapéuticos e protectores intrinsecos (Asaolu et al., 2009).
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Os polifendis e os seus derivados constituem 0s compostos ndo-volateis
maioritarios da planta C. citratus, bem como do infuso preparado a partir desta
(Figueirinha et al., 2008). Os polifendis sdo caracterizados por possuirem na sua
estrutura pelo menos um anel aromatico, com um ou mais grupos hidroxilo conjugados,
estrutura que toma a designacédo de fenol (Cunha, 2005; Agostini-Costa et al., 2012). A
repressdo genética e enzimatica e ao sequestro de espécies reactivas de oxigenio;
consequentemente, a presenca destes compostos prende-se com as actividades anti-
inflamatdria, antioxidante e anti carcinogénica (Cheel et al., 2002; Cunha, 2005;
Figueirinha et al., 2008; Figueirinha et al., 2010; Miranda et al., 2012). Dentro desta
familia sobressaem os &cidos fendlicos, compostos de baixo peso molecular (Croizier et
al., 2009) dos quais se destacam o acido caféico, o acido p-cumarico, 0 acido
clorogénico e seus derivados (Negrelle et al., 2007; Figueirinha et al., 2008); os
flavonoides, polifendis de peso molecular intermédio, dos quais se salientam a luteolina
e a apigenina (Negrelle et al., 2007; Figueirinha et al., 2008; Croizier et al., 2009); e por
fim os taninos, em que o0s taninos condensados, também designados por
proantocianidinas (polimeros de longa cadeia) se evidenciam (Cunha, 2005; Figueirinha
et al., 2008; Agostini-Costa et al., 2012).

Os alcal6ides sdo compostos com um ou mais atomos de azoto heterociclicos
derivados, essencialmente, de aminoacidos (Agostini-Costa et al., 2012). As actividades
terapéuticas atribuidas aos alcaloides estdo associadas a efeitos sedativos,
antiespasmadicos e hipnaticos (Cunha, 2005).

Os terpenos sdo a maior e a mais diversa familia de produtos naturais,
compreendendo desde compostos com estruturas lineares a moléculas policiclicas e de
moléculas de cinco carbonos (isopreno) a compostos com milhares de unidades de
isoprenos. Todos os terpenos séo sintetizados pela condensagédo de unidades de isopreno
e classificados pelo nimero desses conjuntos no nucleo estrutural (Agostini-Costa et al.,
2012). O C. citratus contém dois triterpenos (30 carbonos): o cimbopogone e o

cimbopogonol (Figura 6) (Negrelle et al., 2007).

33



Capitulo 1 — Introducéo

Os alcoois presentes nas folhas da erva-principe sdo o octacosanol, o

dotriacontanol e o triacontanol (Negrelle et al., 2007).
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Actualmente, a terapéutica anti-inflamatoria cronica disponivel afecta a
qualidade de vida dos doentes. Isto leva a que cada vez mais se procurem farmacos
alternativos, com semelhante eficacia mas maior seguranca. Ha, consequentemente, um
crescente nimero de estudos procurando alternativas terapéuticas em compostos de
origem natural.

Depois de se ter comprovado a accéo anti-inflamatéria do infuso, livre do 6leo
essencial, de C. citratus, em modelo animal de inflamacgédo aguda (Garcia, 2010; Garcia
et al., 2013), é objectivo do presente estudo averiguar a actividade anti-inflamatoria do
mesmo infuso num modelo animal de inflamag&o cronica, procurando desta forma

justificar o seu uso tradicional em situagdes de doencas inflamatdrias cronicas.

Desta forma, os principais objectivos deste estudo foram:

1. Avaliar a actividade anti-inflamatéria do extracto de Cymbopogon citratus
(DC) Stapf. num modelo experimental in vivo de inflamacéo crénica.

2. Contribuir para uma melhor compreensdo dos mecanismos celulares e
moleculares envolvidos na referida actividade anti-inflamatéria do
Cymbopogon citratus.

3. Avaliar a toxicidade cronica do Cymbopogon citratus (DC) Stapf.
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3.1. Material

3.1.1. Material botanico

O estudo avaliativo realizado teve como interveniente a espécie botanica
Cymbopogon citratus (DC) Stapf. As folhas secas utilizadas deste espécime foram
adquiridas a ERVITAL, Plantas Aromaéticas e Medicinais, Lda., sediada em Mezio,
Castro Daire, Portugal. Este local esta situado a 1000 metros acima do nivel das aguas
do mar, onde a espécie foi cultivada em estufa. Ndo obstante, foi confirmada a sua
identidade pelo Professor Doutor Jorge Paiva, do Centro de Ecologia Funcional do
Departamento de Botanica da Universidade de Coimbra. Um exemplar deste material
encontra-se confiado ao Herbanario da Faculdade de Farmécia da Universidade de

Coimbra.

3.1.2. Animais de laboratorio

Neste estudo foram utilizados ratos (Rattus norvegicus) Wistar albinos, machos,
com peso compreendido entre 250-300 g, adquiridos na Charles River Inc., Espanha. Os
processos de alojamento, de manutengdo e utilizacdo de todos o0s animais
experimentados (n=30) seguiram em conformidade com a Portaria n°® 1005/92 de 23 de
Outubro e com prévia aprovacdo pela Direccdo Geral de Veterindria para este
estabelecimento de utilizacdo. Segundo as directrizes da portaria acima referida, os
animais foram alojados em gaiolas individuais mantidas num Rack (Allentown®) com
adequada ventilacdo (taxa de ventilagdo de 59-60 renovacdes de ar/hora), temperatura
(22-23°C) e iluminagdo (ciclo luz-obscuridade de 12/12 horas). O acesso a dieta

padronizada para roedores (4 RF 21/1, Mucedola, Itlia) e a 4gua foi ad libitum.

3.1.3. Farmacos/Reagentes quimicos

Para a execucdo do protocolo experimental foi administrada, por via intra-
muscular, uma mistura de cetamina (50 mg/mL, Ketalar®, Parke-Daves, Pfizer, Seixal,
Portugal) e cloropromazina (2,5%, Largatil®, Ph6ne-Poulenc Rorer, Laborat6rios

Vitoria, Amadora, Portugal) nas doses de 50 mg/Kg e 2,3 mg/Kg, respectivamente.
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Como farmaco anti-inflamatorio nao esteroide padréo foi utilizada, por via oral,
a indometacina (1 mg/mL, 25 mg, Indocid®, IROKO products Ltd., Londres, Reino
Unido) numa dose diaria de 2 mg/Kg (Barreto et al., 2012).

Como farmaco padréo da classe dos glucocorticoides foi utilizada, por via oral, a
dexametasona (>97%, 25 mg, SIGMA-AIldrich®, Sintra, Portugal) numa dose diaria de
2,5 mg/Kg (Wu et al., 2006).

Como anti-séptico de largo espectro nas intervencgdes cirdrgicas realizadas foi
utilizado o iodopovidona (Betadine®, Viatris, Lisboa, Portugal).

De entre 0s reagentes quimicos utilizados durante os ensaios salientam-se o n-
hexano (Carlo Erba Reagenti SpA, Mildo, Itdlia) — hidrocarboneto usado na remogéo
dos constituintes lipidicos, aquando da preparacdo do extracto aquoso de C. citratus — e
0 conjunto de reagentes quimicos, com origem QIAGEN Sciences (Maryland, EUA)

utilizado na execucéo do kit de quantificacdo de citocinas (Multianalyte ELISArray).

3.1.4. Material fisico e software

Material fisico Fabricante
gaiolas individuais ventiladas Allentown®
Rack Allentown®
evaporador rotativo Buchi®, R-114
ultra-sons Brandon®, 2200
termometro digital de microsonda Physitemp®, model Bat-12
sonda térmica Physitemp®
centrifugador SIGMA®, 2-5
estufa de esterilizacdo Jouan®
leitor de placas de ELISA BioSurplus®, SLT. Spectra
processador de tecidos Shandon®, Citadel 1000
microtomo Shandon®, AS325
microscopico optico Nikon®, Eclipse E600
Software Fabricante

editor de fotografias histol6gicas Abobe®, Photoshop CS3
construtor digital de graficos GraphPad®, Prism 5
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3.2. Métodos

3.2.1. Preparacéo do extracto botanico de Cymbopogon citratus (DC)
Stapf.

O método utilizado na preparagdo do extracto de C. citratus seguiu em
conformidade com o proposto por Figueirinha e seus colaboradores (2008).

O extracto foi preparado pela adicdo de 150 mL de agua fervente a 5 g de folhas
secas de C. citratus, previamente pulverizadas. A infusdo foi deixada repousar por 15
minutos & temperatura ambiente. Seguidamente, o infuso foi filtrado sob vacuo, e o
volume de 150 mL perfeito com o mesmo solvente. Apoés filtrado, o infuso foi
repetidamente tratado com n-hexano, para a remoc¢do dos seus componentes apolares.
De seguida, a fase aquosa, livre de 6leo essencial, foi concentrada por evaporacéo
rotativa, liofilizada, e o resultado armazenado a - 4°C até ser necessario (Garcia, 2010).

Aquando dos ensaios com 0s modelos animais procedeu-se a ressuspensao,
diaria, do extracto liofilizado em agua destilada. As ressuspensdes foram feitas para um

extracto aquoso final de concentracdo 50 mg/mL.

3.2.2. Doses botanicas administradas aos animais

Com o objectivo de avaliar o uso terapéutico do extracto aquoso de C. citratus
utilizado na etnomedicina procurou adaptar-se a dose humana referenciada ao modelo
animal do estudo. Tradicionalmente, a infusdo é preparada com a adi¢do de 150 mL de
agua a duas folhas frescas ou a 2 g de folhas secas do espécime em estudo. Esta
preparacdo corresponde a uma dose de 2 mL de infuso por Kg de massa corporal
(Carlini et al., 1986) e a 27 mg de folha por Kg de massa corporal.

A conversdo para doses animais foi realizada com base nas directrizes
recomendadas pela FDA (Food and Drug Administration). Esta conversdo é necessaria
para compensar o facto de que a espécie humana ou, outros animais de grande porte,
tem, em geral, uma taxa metab6lica mais baixa e, por conseguinte, requerem uma menor
dose (mg) por Kg de massa corporal (Wojcikowshi et al., 2013). Segundo o guia para a
indUstria da FDA, no célculo da dose de extracto a administrar a ratos considerou-se o
factor 6 (EUFDA, 2005). Considerando os factores supramencionados e o rendimento
de extraccdo obtido (16,6%) foi preparada uma solucdo de extracto aquoso de C.
citratus de concentragdo final de 50 mg/mL. Desta solucdo foram administradas doses

cronicas (duplas) bi-diarias de 68 mg/Kg de massa corporal do animal (Tabela I1). A
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duplicacdo da dose seguiu em conformidade com os resultados de Garcia e seus
colaboradores (2010), que verificaram um maior efeito anti-inflamatério deste espécime
aquando da administracdo de dose dupla em relacdo a indicada pela medicina

tradicional (efeito dose-dependente).

Tabela I11 - Relacdo entre a dose humana utilizada na medicina tradicional
e a dose de rato equivalente (Carlini et al., 1986; EUFDA, 2005;
Wojcikowshi et al., 2013).

Factor de conversao

Espécie Massa corporal (Kg) (Km) Dose (mg/KQg)
Humano adulto 60 37 27
Rato 0,150 6 68 (x2)

3.2.3. Auvaliagdo da actividade anti-inflamatéria em modelo in vivo de
inflamacéo cronica

3.2.3.1. Desenho experimental

O estudo da actividade anti-inflamatéria cronica do extracto de C. citratus
requereu quatro grupos experimentais: um grupo-teste englobando os animais aos quais
foi administrado o extracto botanico nas doses acima referidas (n=12); um primeiro
grupo controlo-positivo referente aos animais que receberam a indometacina como
AINE padrdo (n=6); um segundo grupo controlo-positivo referente aos animais que
receberam a dexametasona como glucocorticoide padrdo (n=5); um quarto e ultimo
grupo controlo-negativo ao qual foi administrado agua destilada como veiculo (n=7).
Nos quatro casos, a administracdo foi executada oralmente, por gavagem orogastrica.

A administracdo do extracto aquoso de C. citratus, bem como a administragédo
do veiculo, ocorreu duas vezes por dia (de manha e ao final do dia), nos cinco dias
consecutivos apés o dia de inducdo do processo inflamatério crénico. Como
supracitado, a administracdo seguiu em conformidade com a executada pela medicina
tradicional, desse modo, a dose bi-diaria foi requisito desta Ultima. Ja a administracéo
de ambos os farmacos anti-inflamatérios aos animais do grupo correspondente ocorreu
em dose Unica diaria, nos mesmos dias de experiéncia, conforme a indicagao terapéutica

dos mesmos.
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3.2.3.2. Inducéo do processo inflamatdrio crénico nos animais

Um qualquer estudo realizado in vivo necessita dos seus respectivos modelos
animais. Para averiguar o efeito anti-inflamatério cronico do extracto aquoso de C.
citratus foi concebido um modelo in vivo de inflamacdo cronica. O método empregue
foi uma modificacdo do utilizado por Winter e seus colaboradores (1957) — o método da
“porcdo de algoddo” (do inglés Cotton Pellet). Esta técnica induz inflamacdo cronica
sob a forma de granuloma, permitindo avaliar a proliferagio dos componentes
envolvidos neste processo (Paschapur et al., 2009), incluindo mediadores anti- e pro-
inflamatdrios. Neste teste, a migracdo de mondcitos/macréfagos, a proliferacdo de
fibroblastos, a apoptose e todos os componentes associados a inflamagdo crénica
ocorrem nas imediacdes do cotton pellet, envolvendo-o em tecido de granulagéo
(Uzkeser et al., 2012).

O procedimento iniciou-se anestesiando 0s animais com a mistura anestésica
acima descrita (Nagar et al., 2005). De seguida, uma porc¢do de cerca de 10 + 0,49 mg
de algoddo, previamente esterilizada por autoclavagem, foi inserida na regido
interescapular de cada animal (Paschapur et al., 2009). A esterilizacdo do material
cirurgico, bem como das porcdes de algodao, foi realizada em estufa de esterilizacao a
180°C. O processo de microcirurgia realizou-se apds tricotomia da zona dorsal dos
animais, zona na qual se efectuou uma pequena incisdo subcutanea para a inser¢do do
algoddo. A incisdo foi suturada com linha estéril.

Apds cinco dias da execucdo desta técnica, os animais foram novamente
anestesiados e os cotton pellets removidos cirurgicamente, bem como os tecidos
circundantes (Winter et al., 1957; Suralkar et al., 2008; Paschapur et al., 2009; Nagar et
al., 2011).

Este procedimento permitiu a utilizacdo de método de avaliacdo que consistiu na
solubilizacdo do granuloma em tampéao de diluicdo (fornecido pelo kit) para a avaliacédo

do nivel de citocinas através da técnica de ELISA.
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3.2.3.3. Analise da actividade anti-inflamatoria em modelos in
Vivo

3.2.3.3.1. Determinacao do nivel de citocinas

A relacdo do nivel de citocinas nas amostras do solubilizado do granuloma, em
conjunto com a porc¢do de algoddo, foi determinada pela técnica de ELISA (Enzyme-
Linked Immunosorbent Assay) (Lee et al., 2009; Novoselova et al., 2009).

Ao quinto dia ap0s a inducdo do processo inflamatdrio crénico, o granuloma foi
cirurgicamente removido. Esta estrutura tecidular, bem como a porcéo de algodao que
Ihe deu origem, foram solubilizadas em 2 mL de tampé&o de dilui¢do provido pelo kit
Multi-Analyte ELISArray, da QIAGEN. Apos recolha do solubilizado, este sofreu uma
diluicdo 1:2 com o mesmo tampdo. De seguida, foi executado o kit colorimétrico em
questdo, seguindo as instrucdes do fornecedor (Figura 7).

Resumidamente, o procedimento teve inicio com a preparacdo de todos os
reagentes necessarios, amostras e controlos. De seguida, adicionou-se 50 uL de tampao

de ensaio em cada pogo da placa, ao qual se somou 50 pL das amostras/controlos, nos

=

2 345 6 7 8 92101112
Controlo negativo

Amostra 1
Amostra 2

Amostra 3
Amostra 4
Amostra 5
Amostra 6

ITO"mONO ®@>

Controlo positivo

Figura 7 - Representacdo da placa fornecida pelo kit. A placa de ELISA de
96 pocos esta indicada para a deteccdo das citocinas IL-1a, IL-1p,
IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-12, IL-13, IFN-y, TNF-0, GM-FEC e
RANTES (colunas l1a 12). As linhas A a H fornecem a
possibilidade da detecgdo de cada citocina em seis amostras e em
dois controlos intrinsecos. Adaptado do protocolo fornecido pelo
kit Multi-Analyte ELISArray, da QIAGEN.

respectivos pocos. Depois de uma breve agitacdo, incubou-se a placa por 2 horas. Apos
esse periodo, procedeu-se a trés lavagens e a adigdo de 100 uL da solugdo de detecgdo
de anticorpos, a qual exige uma incubacdo de 1 hora. Foram novamente feitas trés
lavagens, as quais se seguiu a adi¢cdo de 100 pL de avidina-PRF (peroxidase de raiz-
forte) e uma incubagdo de 30 minutos. Seguiram-se quatro lavagens. Adicionou-se,

sucessivamente, 100 pL de solugdo de desenvolvimento € uma incubagdo por 15
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minutos ao abrigo da luz. Apos este tempo foi adicionada a mesma quantidade de
solucdo de paragem. Finalmente, dentro dos 30 minutos de reaccdo da Ultima solucdo,
foi lida a absorvéncia a 450 nm, com uma correcgédo de comprimento de onda de 570
nm para corrigir imperfeicGes Opticas existentes na placa de ELISA (plastico) (Figura
8).

Preparacio dosreagentes, amostras e controlos

7

Adicio das amostras respectivas a cada pogo daplaca
Incubacdo por 2 horas

v Lavagem (3x)

Adicio da solucio de deteccio de anticorpos
Incubagdo por 1 hora

a F Lavagen (4x)

Adicio da solucdo de Awvidina - PEF
Incubagio por 30 minutos

{ 7 Lavagem (3x)

Adicio da solugio de desenvolvimento
Incubac3o por 15 minutos, ao abrigo daluz

NZ

Adicio da solugio de paragem

Leftura da absorvincia a 430 nm, com uma correcgdo de comprimento de onda a 570 nm

Figura 8 - Esquema representativo dos passos cruciais ao protocolo da
técnica de ELISA empregue.

3.2.4. Monitorizagdo da temperatura basal

A febre é um efeito sistémico estritamente associado a processos inflamatérios e
provido, maioritariamente, pela ac¢do de citocinas. Para monitorizar possiveis
alteracdes na temperatura corporal dos modelos animais em estudo e, por isso, a
existéncia de uma possivel accdo antipirética associada ao extracto aquoso do C.
citratus ou um processo infeccioso, determinou-se a temperatura corporal dos animais
em estudo.

A medicdo da temperatura basal foi realizada cerca de 2 semanas antes dos
ensaios de inducdo, enquanto que a temperatura tida com um processo inflamatorio

crénico a decorrer foi determinada no dia do sacrificio dos animais.
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Para o procedimento, os animais foram anestesiados com a mistura anestésica
referida anteriormente. A sonda térmica foi inserida 3-4 cm no recto do animal, e ai
permaneceu por 2 minutos, permitindo neste periodo a estabilizagdo da temperatura. O
nivel de pirexia foi ostentado por um termometro digital e registado manualmente
(Tomazetti et al., 2005; Mythreyi et al., 2008; Victoria et al., 2012).

3.2.5. Analise histoldgica

Apos a recolha do granuloma foram sacrificados por deslocamento cervical e
sujeitos a necropsia (todos os grupos num total de n=30). Neste procedimento foram
recolhidos os rins e figado para posterior analise histolégica. A preparacdo das pegas
consistiu na formulagéo de fragmentos de espessura 0,5 cm, cortados transversalmente,
com ulterior imersdo em formaldeido 10%. Decorridas 24 horas, os fragmentos foram
processados pela substituicdo do formaldeido por parafina, que permite uma maior
firmeza aquando da necessidade de corte. Apds inclusdo em blocos de parafina, o0s
fragmentos foram armazenados a -20°C. Dos fragmentos congelados foi possivel
realizar um corte de 4 um de espessura. A frac¢do daqui originaria foi colocada em
laminas, desparafinada com xilol e etanol e colorada com hematoxilina e eosina. A
hematoxilina cora os nucleos celulares de azul, enquanto a eosina cora o citoplasma
com tom vermelho rosado. As laminas prontas foram observadas com auxilio de uma
microscopio optico de luz, com objectivas de 20x e 40x, adaptado a uma maquina
digital (Ferreira, 2011).

3.2.6. Andlise estatistica

Os resultados foram expressos como média + erro padrdo da média (EPM). A
andlise estatistica foi realizada com testes de cinco ou mais experiéncias independentes
(n>5). Os dados obtidos foram analisados segundo a aplicacgio ANOVA one-way
seguida pela correccdo de Bonferroni. Os mesmos dados foram considerados
estatisticamente significativos se p<0,05 para a probabilidade de ocorréncia de
probabilidade nula. O Prism 5,0 (GraphPad Software) foi usado para todas as anélises

estatisticas.
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4.1. Avaliacdo da actividade anti-inflamatoria em modelos in vivo de
inflamacao crénica

4.1.1. Quantificacdo do nivel de citocinas

Ap0s execucdo do protocolo experimental, os niveis relativos de um conjunto de
citocinas presentes no granuloma formado foram pesquisados pela técnica de ELISA.

Na Tabela 11l podem observar-se os resultados da andlise realizada ao nivel das
citocinas IL-1a, IL-B, IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-12, IL-13, IFN-y, TNF-a, GM-FEC e
RANTES presentes no granuloma induzido por cotton pellet nos diferentes grupos teste
— C. citratus, indometacina e dexametasona e no grupo controlo negativo.

Foram determinados os niveis percentuais das citocinas através da normalizacdo
da média de absorvancias dos grupos analisados com os valores de absorvancia dos

controlos intrinsecos ao kit utilizado.
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Tabela 111 - Relagdo percentual do nivel de citocinas de cada grupo analisado. A relacdo foi calculada pela normalizagcdo com os
correspondentes controlos intrinsecos ao kit Multianalyte ELISArray, da QIAGEN Sciences. A normalizacdo foi
determinada em percentagem de acordo com a seguinte férmula: ((média das absorvancias do grupo teste — absorvancia
do controlo negativo intrinseco ao kit)/(absorvancia do controlo positivo do kit — absorvancia do controlo negativo do
kit)) x 100. Os dados sdo expressos como média £ EPM de 5-7 ensaios similares.

Relacédo percentual do nivel de citocinas (% + EPM)

IL-1a IL-1p 1L-2 1L-4 1L-6 1L-10 1L-12 1L-13 IFN-y TNF-a ICZEIE/IC RANTES
C. citratus 9,75+ 99,13 + -14,75 + 0,68 3,70 £ 1,61+ 1,91 + 2,35+ -0,10 3,35+ 2,62 495+
' 1,579 14,564 0,594 0,211 1,108 2,071 0,319 0,136 0,344 0,585 0,649 1,051
Indometacina 423+ 33,85+ 2,51+ -0,16 * -1,82 + -7,92 + 0,07 1,36 = -0,37 2,53+ 0,076 1,65+
0,381 2,099 0,788 0,075 0,810 4,247 0,036 0,71 0,238 0,713 0,060 0,334
7,99 + -0,79 + 45,38 + 8,11+ -0,51 + 10,17 + 14,97 + 17,78 + 1,48 7,69 9,84 + 13,09 +
Dexametasona
0,599 23,327 6,032 0,391 1,539 3,065 2,967 1,064 0,687 1,284 0,352 1,174
Controlo 525+ 9,39 + 19,56 + 4,08 + 12,43 + 34,17 + 4,08 + 12,77 + 7,10 £ 16,36 + 243t 16,48 +
negativo 2,201 1,803 7,594 1,693 6,792 0,351 1,389 1,943 0,239 3,387 0,905 0,380
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Com fdérmula de calculo apresentada foi possivel comparar a actividade anti-

inflamatdria do extracto aquoso de C. citratus e dos dois controlos positivos usados —

Indometacina como AINE padrdo e Dexametasona como glucocorticoide padrdo — com

o Controlo negativo (Figuras 9 a 20). As figuras traduzem, por conseguinte, a relagéo

estabelecida entre os niveis de determinada citocina presente nos grupos analisados e 0s

niveis dessa mesma citocina presentes no modelo in vivo de inflamagdo cronica

(Controlo negativo).

Os resultados da relacdo descrita para a IL-1a sdo apresentados na Figura 9:

Grupo teste

Controlo negativo

3+

EA C. citratus

E3 Indometacina

B] Dexametasona
[ Controlo negativo

Figura 9 - Efeito da administracdo do extracto aquoso de C. citratus e dos

controlos positivos (Indometacina, 1 mg/Kg e Dexametasona, 2,5
mg/Kg) na sintese da citocina IL-10, aquando da presenca de um
processo inflamatério crénico (método do cotton-pellet induced
granuloma). O grupo de animais ao qual apenas se administrou o
veiculo foi usado como Controlo negativo. Os dados representam a
média £ EPM de 5-7 ensaios similares e sdo expressos como
valores relativos, comparados com o Controlo negativo.
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Os resultados da relacdo descrita para a IL-1p sdo apresentados na Figura 10:

Grupo teste

Controlo negativo B8 C. citratus
E3 Indometacina
Bl Dexametasona

Figura 10 - Efeito da administracdo do extracto aquoso de C. citratus e dos
controlos positivos (Indometacina, 1 mg/Kg e Dexametasona, 2,5
mg/Kg) na sintese da citocina IL-1B, aquando da presenga de um
processo inflamatério crénico (método do cotton-pellet induced
granuloma). O grupo de animais ao qual apenas se administrou o
veiculo foi usado como Controlo negativo. Os dados representam a
média £+ EPM de 5-7 ensaios similares e sdo expressos como
valores relativos, comparados com o Controlo negativo. *
diferenca estatisticamente significativa em relagdo ao controlo
negativo (p<0,05), como determinada por ANOVA, seguindo o
teste de Bonferroni.

[ Controlo negativo
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Os resultados da relagdo descrita para a IL-2 estdo apresentados na Figura 11:
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Figura 11 - Efeito da administracdo do extracto aquoso de C. citratus e dos
controlos positivos (Indometacina, 1 mg/Kg e Dexametasona, 2,5
mg/Kg) na sintese da citocina IL-2, aquando da presenca de um
processo inflamatério cronico (método do cotton-pellet induced
granuloma). O grupo de animais ao qual apenas se administrou o
veiculo foi usado como Controlo negativo. Os dados representam
a média + EPM de 5-7 ensaios similares e sdo expressos como
valores relativos, comparados com o Controlo negativo. *
diferenca estatisticamente significativa em relacdo ao controlo
negativo (p<0,05), ** diferenca estatisticamente significativa em
relacdo ao controlo negativo (p<0,01) e **** diferenca
estatisticamente significativa em relagdo ao controlo negativo
(p<0,0001), como determinada por ANOVA, seguindo o teste de
Bonferroni.
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Os resultados da relagdo descrita para a IL-4 s&o apresentados na Figura 12:

Grupo teste

Controlo negativo
3.

E3 C. citratus
B3 Indometacina
27 EJ) Dexametasona
[ Controlo negativo
1. .
2.

Figura 12 - Efeito da administracdo do extracto aquoso de C. citratus e dos
controlos positivos (Indometacina, 1 mg/Kg e Dexametasona, 2,5
mg/Kg) na sintese da citocina IL-4, aquando da presenca de um
processo inflamatdrio crénico (método do cotton-pellet induced
granuloma). O grupo de animais ao qual apenas se administrou o
veiculo foi usado como Controlo negativo. Os dados representam
a média £ EPM de 5-7 ensaios similares e sdo expressos como
valores relativos, comparados com o Controlo negativo. **
diferenca estatisticamente significativa em relacdo ao controlo
negativo (p<0,01) e *** diferenca estatisticamente significativa
em relacdo ao controlo negativo (p<0,001), como determinada por
ANOVA, seguindo o teste de Bonferroni.
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Os resultados da relacdo descrita para a IL-6 sdo apresentados na Figura 13:

Grupo teste

Controlo negativo
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Figura 13 - Efeito da administracdo do extracto aquoso de C. citratus e dos

controlos positivos (Indometacina, 1 mg/Kg e Dexametasona, 2,5
mg/Kg) na sintese da citocina IL-6, aquando da presenga de um
processo inflamatorio crénico (método do cotton-pellet induced
granuloma). O grupo de animais ao qual apenas se administrou o
veiculo foi usado como Controlo negativo. Os dados representam
a média + EPM de 5-7 ensaios similares e sdo expressos como
valores relativos, comparados com o Controlo negativo. *
diferenca estatisticamente significativa em relacdo ao controlo
negativo (p<0,05), ** diferenca estatisticamente significativa em
relacdo ao controlo negativo  (p<0,01) e *** diferenca
estatisticamente significativa em relagdo ao controlo negativo
(p<0,001), como determinada por ANOVA, seguindo o teste de
Bonferroni.

53



Capitulo 4 — Resultados

Os resultados da relacdo descrita para a IL-10 sdo apresentados na Figura 14:

Grupo teste
Controlo negativo

C. citratus

31 B3 Indometacina

B3] Dexametasona
[ Controlo negativo

Figura 14 - Efeito da administracdo do extracto aquoso de C. citratus e dos
controlos positivos (Indometacina, 1 mg/Kg e Dexametasona,
2,5 mg/Kg) na sintese da citocina I1L-10, aquando da presenca
de um processo inflamatério crénico (método do cotton-pellet
induced granuloma). O grupo de animais ao qual apenas se
administrou o veiculo foi usado como Controlo negativo. Os
dados representam a média + EPM de 5-7 ensaios similares e
sdo expressos como valores relativos, comparados com o
Controlo negativo. ** diferenca estatisticamente significativa
em relacdo ao controlo negativo (p<0,01), *** diferenca
estatisticamente significativa em relagcdo ao controlo negativo
(p<0,001) e **** Diferenca estatisticamente significativa em
relacdo ao controlo negativo (p<0,0001), como determinada por
ANOVA, seguindo o teste de Bonferroni.
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Os resultados da relacdo descrita para a IL-12 sdo apresentados na Figura 15:

Grupo teste
Controlo negativo

61 E3 C. citratus
ok E3 Indometacina
—1— BE] Dexametasona

[ Controlo negativo

Figura 15 - Efeito da administragdo do extracto aquoso de C. citratus e dos
controlos positivos (Indometacina, 1 mg/Kg e Dexametasona, 2,5
mg/Kg) na sintese da citocina IL-12, aquando da presenca de um
processo inflamatorio crénico (método do cotton-pellet induced
granuloma). O grupo de animais ao qual apenas se administrou o
veiculo foi usado como Controlo negativo. Os dados representam
a média + EPM de 5-7 ensaios similares e sdo expressos como
valores relativos, comparados com o Controlo negativo. **
diferenca estatisticamente significativa em relacdo ao controlo
negativo (p<0,01), como determinada por ANOVA, seguindo o
teste de Bonferroni.
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Os resultados da relagéo descrita para a 1L-13 sdo apresentados na Figura 16:

Grupo teste
Controlo negativo
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Figura 16 - Efeito da administracdo do extracto aquoso de C. citratus e dos
controlos positivos (Indometacina, 1 mg/Kg e Dexametasona, 2,5
mg/Kg) na sintese da citocina IL-13, aquando da presenca de um
processo inflamatorio crénico (método do cotton-pellet induced
granuloma). O grupo de animais ao qual apenas se administrou o
veiculo foi usado como Controlo negativo. Os dados representam
a média + EPM de 5-7 ensaios similares e sdo expressos como
valores relativos, comparados com o Controlo negativo. **
diferenca estatisticamente significativa em relagdo ao controlo
negativo (p<0,01) e **** diferenca estatisticamente significativa
em relacdo ao controlo negativo (p<0,0001), como determinada
por ANOVA, seguindo o teste de Bonferroni.
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Os resultados da relacdo descrita para a IFN-y sdo apresentados na Figura 17:

Grupo teste

Controlo negativo
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E3 C. citratus
E3 Indometacina
Bl Dexametasona

[ Controlo negativo

Figura 17 - Efeito da administragdo do extracto aquoso de C. citratus e

dos controlos positivos (Indometacina, 1 mg/Kg e
Dexametasona, 2,5 mg/Kg) na sintese do IFN-y, aquando da
presenga de um processo inflamatério cronico (método do
cotton-pellet induced granuloma). O grupo de animais ao qual
apenas se administrou o veiculo foi usado como Controlo
negativo. Os dados representam a média + EPM de 5-7
ensaios similares e sdo expressos como valores relativos,
comparados com o Controlo negativo. **** diferenca
estatisticamente significativa em relagdo ao controlo negativo
(p<0,0001), como determinada por ANOVA, seguindo o teste
de Bonferroni.

57



Capitulo 4 — Resultados

Os resultados da relacdo descrita para a TNF-a sdo apresentados na Figura 18:

Grupo teste
Controlo negativo

E&A C. citratus

31 E3 Indometacina

BE] Dexametasona
[ Controlo negativo

Figura 18 - Efeito da administracdo do extracto aquoso de C. citratus
e dos controlos positivos (Indometacina, 1 mg/Kg e
Dexametasona, 2,5 mg/Kg) na sintese do TNF-a, aquando
da presencga de um processo inflamatorio cronico (método
do cotton-pellet induced granuloma). O grupo de animais
ao qual apenas se administrou o veiculo foi usado como
Controlo negativo. Os dados representam a média + EPM
de 5-7 ensaios similares e sdo expressos como valores
relativos, comparados com o Controlo negativo. **
diferenca estatisticamente significativa em relacdo ao
controlo  negativo  (p<0,01) e ****  diferenca
estatisticamente significativa em relacdo ao controlo
negativo (p<0,0001), como determinada por ANOVA,
seguindo o teste de Bonferroni.
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Os resultados da relacdo descrita para a GM-FEC sdo apresentados na Figura 19:
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Figura 19 - Efeito da administracdo do extracto aquoso de C. citratus e dos
controlos positivos (Indometacina, 1 mg/Kg e Dexametasona,
2,5 mg/Kg) na sintese do GM-FEC, aquando da presenca de um
processo inflamatério crénico (método do cotton-pellet induced
granuloma). O grupo de animais ao qual apenas se administrou
o veiculo foi usado como Controlo negativo. Os dados
representam a média £ EPM de 5-7 ensaios similares e séo
expressos como valores relativos comparados com o Controlo
negativo. * diferenca estatisticamente significativa em relagéo
ao controlo negativo (p<0,05) e **** diferenca estatisticamente
significativa em relagdo ao controlo negativo (p<0,0001), como
determinada por ANOVA, seguindo o teste de Bonferroni.
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Os resultados da relacdo descrita para a RANTES séo apresentados na Figura
20:

Grupo teste
Controlo negativo

31 E3 Indometacina
BE] Dexametasona
[ Controlo negativo

Figura 20 - Efeito da administragdo do extracto aquoso de C. citratus e dos
controlos positivos (Indometacina, 1 mg/Kg e Dexametasona, 2,5
mg/Kg) na sintese do RANTES, aquando da presenga de um
processo inflamatdrio crénico (método do cotton-pellet induced
granuloma). O grupo de animais ao qual apenas se administrou o
veiculo foi usado como Controlo negativo. Os dados representam
a média £ EPM de 5-7 ensaios similares e sdo expressos como
valores relativos comparados com o Controlo negativo. ****
Diferenca estatisticamente significativa em relagdo ao controlo
negativo (p<0,0001), como determinada por ANOVA, seguindo o
teste de Bonferroni.

Na Figura vinte e um encontra-se um grafico que representa os niveis relativos de
todas as citocinas presentes no foco inflamatério cronico de cada grupo analisado: as
colunas a rosa claro representam o0s niveis de citocinas do grupo teste, tratado com o
extracto aquoso do C. citratus; a rosa forte as citocinas do grupo de animais aos quais
foi administrado um AINE padrdo (indometacina, 1mg/Kg); a rosa escuro o grupo teste
tratado com o glucocorticdide padrdo (dexametasona, 2,5 mg/Kg); a lilas o grupo

controlo negativo, ao qual apenas foi administrado o veiculo.
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Figura 21 - Efeito da administracdo do extracto aquoso de C. citratus e dos

controlos positivos (Indometacina, 1mg/Kg e Dexametacina, 2,5
mg/Kg) na presenca localizada do leque de citocinas analisadas
neste estudo, aquando da presenga de um processo inflamatério
crénico (método do cotton-pellet induced granuloma). Cada
coluna representa a absorvancia obtida para cada citocina de cada
grupo analisado, normalizada com os controlos intrinsecos ao kit
utilizado. A normalizacdo foi determinada em percentagem, de
acordo com a férmula: ((média de absorvancia do grupo teste —
absorvancia do controlo negativo intrinseco ao kit)/(absorvancia
do controlo positivo do kit — absorvancia do controlo negativo do
kit)) x 100. Os dados representam a média £ EPM de 5-7 ensaios
similares e sdo expressos como valores relativos comparados com
o Controlo negativo. * diferenca estatisticamente significativa em
relacio ao controlo negativo (p<0,05), ** diferenca
estatisticamente significativa em relacdo ao controlo negativo
(p<0,01), *** diferenga estatisticamente significativa em relacdo
ao controlo negativo (p<0,001) e **** diferenca estatisticamente
significativa em relacdo ao controlo negativo (p<0,0001), como
determinado por ANOVA, seguindo o teste de Bonferroni.

61



Capitulo 4 — Resultados

4.2. Monitorizacdo da temperatura basal

Com o objectivo de averiguar eventuais alteracdes a temperatura basal dos
animais dos grupos experimentais subsequentes a técnica de inducdo de processo
inflamatorio crénico, a temperatura basal dos animais foi medida em dois momentos
distintos: antes do processo de inducdo e no decorrer do quinto dia de processo

inflamatdrio cronico (Tabela 1V).

Tabela 1V - Monitorizagdo da temperatura basal dos animais antes e cinco
dias apds o processo de indugdo. Os dados sdo expressos como
média £+ EPM de 5-7 ensaios similares e estatisticamente
analisados por ANOVA, segundo o teste de Bonferroni.

Numero de Temperatura (°C + EPM) antes e cinco dias
animais do  apos inducéo do processo inflamatdrio cronico

grupo Antes Apos cinco dias
Grupo teste 6 37,03+ 0,251 36,35+ 0,109
Grupo positivo de 6 37,15 + 0,270 3713 + 0,167
indometacina
CIUTD FesITHD el 5 36,90 + 0,197 37,07+ 0,123
dexametasona
Controlo negativo 7 37,35+ 0,263 36,83 + 0,222

4.3. Analise histologica

As Figuras 22 e 23 apresentam, respectivamente, as imagens histologicas de
figado e de rim dos modelos in vivo de inflamacdo cronica relativas ao grupo controlo

negativo (A) e ao grupo tratado com extracto aquoso de C. citratus (B).
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Figura 22 - Imagens histologicas de corte de figado com coloragdo de
hematoxilina (nucleos celulares a azul) e eosina (colora¢do do
citoplasma a vermelho rosado). A: Controlo negativo; B: grupo
teste tratado com a dose cronica de C. citratus.

Figura 23 - Imagens histologicas de corte de rim com coloracdo de
hematoxilina (nucleos celulares a azul) e eosina (coloracdo do
citoplasma a vermelho rosado). A: Controlo negativo; B: grupo
teste tratado com a dose cronica de C. citratus.
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Com o crescente numero de limitacfes associado a muitos farmacos sintéticos
no tratamento de desordens inflamatdrias, os farmacos de origem natural (ou derivados)

tém ganho lugar de destaque na terapéutica nos ultimos anos (Beg et al., 2011).

O C. citratus é uma graminea perene cujo infuso € largamente usado pela
medicina tradicional no tratamento de uma variedade de desordens patoldgicas. Na
etnomedicina é usado, entre muitas outras aplicacbes, como agente anti-séptico,
analgesico, ansiolitico, antioxidante, antipirético, tranquilizante, diurético,
antimicrobiano, anti-reumatico, antifngico e anti-inflamatério (Negrelle et al., 2007;
Barbosa et al., 2008; Figueirinha et al., 2008; Asaolu et al., 2009; Sforcin et al., 2009;
Figueirinha et al., 2010; Bachiega et al., 2011; Francisco et al., 2011).

Apesar da vasta utilizacdo dos extractos desta espécie, pouco conhecimento
existe sobre os mecanismos de ac¢do pelos quais o C. citratus exerce o0s seus efeitos
terapéuticos (Figueirinha et al., 2010). Contudo, a maioria das actividades
anteriormente descritas tem sido atribuida a presenca de compostos que fazem parte dos
elementos ndo volateis do C. citratus, nomeadamente aos constituintes polifendlicos
(Figueirinha et al., 2008). Estes tém ganho terreno no que toca a actividade anti-
inflamatoria, particularmente devido ao seu desempenho como agente antioxidante e
sequestrador de radicais livres (Figueirinha et al., 2008).

Este trabalho surge, assim, como uma continuacdo ao trabalho realizado por
Garcia (2010) — que comprovou a actividade anti-inflamatoéria deste mesmo extracto em
modelo experimental in vivo de inflamagédo aguda — com o objectivo de contribuir com
mais um passo para a compreensdo a nivel celular e molecular do uso terapéutico do C.
citratus pela ethomedicina e, deste modo, justificar o0 seu uso tradicional em situacdes

de doencas inflamatorias cronicas.

Para atingir esse objectivo foi necessaria a utilizacdo de modelos in vivo de
inflamacdo cronica onde pesquisar uma possivel accdo terapéutica do extracto. O
modelo escolhido foi o do granuloma induzido por uma pequena porg¢éo de algodéo (do
inglés cotton pellet-induced granuloma). A técnica do cotton pellet da origem a um
modelo de processo inflamatério crénico largamente utilizado para avaliar a eficacia de
farmacos em inibir processos que envolvam proliferagcdo celular e, consequentemente,
componentes inerentes a esses processos. Isto deve-se ao facto de, neste modelo, pouco

tempo apds o inicio de uma resposta inflamatéria aguda ocorrer um desenvolvimento de

65



Capitulo 5 — Discusséao

células proliferativas (com um infiltrado de mondcitos, macrofagos e proliferacdo de
fibroblastos), formando o caracter cronico da inflamacdo. A implantagdo do algodao
induz um processo inflamatorio localizado, caracterizado pela migracdo de mondcitos,
acumulacdo de liquidos, apoptose e danos teciduais nas imediagcdes do cotton pellet.
Estes acontecimentos permitem um envolvimento das por¢des em tecido de granulagdo
(Uzkeser et al., 2012).

O protocolo do método do granuloma induzido pela porcdo de algod&o descrito
por Winter e seus colaboradores (1957) foi adoptado quase na sua totalidade. Este
resumiu-se a implantacdo subcutanea de porcoes de algoddo, previamente esterilizadas,
de cerca de 10 mg, por um periodo de cinco dias. O valor da massa dos cotton pellets,
bem como a duracdo de implantacdo destes, foram diminuidos em comparacdo com 0s
do método originalmente descrito. Esta diminuicdo deveu-se, essencialmente, a uma

atencdo redobrada para com o bem-estar dos animais.

Um processo inflamatério esta fortemente correlacionado com a presenca de um
elevado numero de mediadores inflamatorios, nomeadamente de citocinas (Feghali et
al., 1997; Kumar et al., 2010a). Ligada a accdo destas encontram-se, muitas vezes,
alteracOes a temperatura corporal do organismo onde o processo inflamatério ocorre.

A temperatura corporal € um pardmetro objectivo do estado fisiolégico de
determinado organismo homeotérmico, uma vez que se encontra estritamente associada
a uma importante reaccdo de defesa conservada ao longo da evolugdo — a febre (Pinto,
2009). De facto, a febre é, provavelmente, o mais bem conhecido sintoma e 0 mais
usado indicador de diagnostico de muitas desordens clinicas, particularmente as que
resultam de infec¢do (Luheshi, 1996). A febre, ou pirexia, € um sinal de doenca que
traduz uma alteracdo da termorregulacdo causada por maltiplas e variadas causas, como
infeccBes (bacterianas ou virais), neoplasias, hemorragias, episodios inflamatorios
agudos, entre outros. As substancias que provocam febre designam-se por pirogénios
enddgenos — como as citocinas IL-1, TNF-a e IL-6 — ou exdgenos — como baterias e
virus (Pinto, 2009).

Os pirogenios, uma vez no sangue, exercem as suas funcbes apos deslocamento
para o hipotalamo onde, sem penetrarem no sistema nervoso central, activam as células
endoteliais dos 6rgdos que possuem certos receptores especificos. A activacdo daqui
resultante determina a producdo de PG a partir do &cido araquidonico pela activacao da

COX-2. A PGE2, a principal PG responsavel por este processo, ao penetrar no
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hipotalamo, estimula as células hipotaldmicas a sintetizar neurotransmissores — como o
AMPc, cuja fungdo reside no aumento do limiar de temperatura do termostato
hipotaldamico. O hipotalamo, por sua vez, activa 0s neuronios periféricos responsaveis
pela vasoconstricdo cutanea e contracgdo muscular, levando ao aumento da producéo de
calor e elevacdo da temperatura sanguinea, ao novo nivel fixado pelo hipotalamo (Pinto,
2009).

Embora fracamente associado ao processo inflamatorio crénico, este efeito
sistémico é fortemente associado a processos infecciosos. De facto, foi essencialmente
por esta evidéncia que se decidiu monitorizar a temperatura basal dos animais da
experiéncia. E necessario salientar o facto do valor de temperatura corporal determinado
ser o valor sistémico e ndo o sentido no foco inflamatorio.

Alteracbes na temperatura corporal poderiam ser evidéncias que a0 mesmo
tempo que um processo inflamatorio cronico estaria a ocorrer, um processo infeccioso o
poderia estar a acompanhar, podendo, por isso, levar a resultados cientificos ndo fiaveis.

Como se pode observar na Tabela 1V, tal facto parece ndo ter ocorrido, ja que
ndo existiram alteracdes significativas entre os valores de temperatura medidos duas
semanas antes do procedimento de inducdo e a temperatura corporal sentida no quinto
dia de decorréncia do processo inflamatorio crénico, em qualquer dos grupos em estudo,
nem no controlo negativo. Este resultado permite, pois, validar a metodologia utilizada,

nomeadamente no que respeita a auséncia de processo infeccioso.

O modelo in vivo de inflamacédo crénica acima descrito permitiu a avaliacdo do
perfil imunomodelador do extracto aquoso, livre de compostos volateis, do
Cymbopogon citratus (DC) Stapf.

Imunomodeladores podem ser definidos como agentes que afectam o sistema
imunitario através de moléculas reguladoras — como as citocinas — estimulando ou
inibindo eventos da resposta imunitaria (Bachiega et al., 2011). Esta defini¢do foi a base
condutora da investigacdo da accdo imunomodeladora do C. citratus na producdo de
citocinas. As citocinas, como anteriormente descrito, tém um papel central na
inflamacdo, ao serem responsaveis pela conducdo de dada resposta inflamatdria a uma
imunidade protectora ou a inducdo de imunopatologias, sendo que os resultados clinicos
desta conducdo séo parcialmente determinados pelo balanco entre o caracter pro- e anti-

inflamatdrio dessas moléculas (Francisco et al., 2013).
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O estudo da accdo imunomodeladora, proporcionado pelo modelo in vivo de
inflamacdo cronica utilizado, permitiu avaliar a eficécia deste extracto vegetal como um
possivel agente anti-inflamatorio. Com este intuito, o solubilizado do cotton pellet foi
analisado com vista a determinacéo de doze citocinas IL-1a, IL-1p, IL-2, IL-4, IL-6, IL-
10, IL-12, IL-13, IFN-y, TNF-0, GM-FEC e RANTES — através da utilizacdo de um kit
comercial. O kit Multi-analyte ELISArray utiliza a técnica classica de ELISA, que
oferece uma rapida e simples avaliacdo de alteracbes na expressdo proteica, e esta
desenhado para, simultaneamente, tracar o perfil do nivel de mdltiplas citocinas. O
motivo pelo qual se sujeitaram as amostras a pesquisa de um tdo elevado numero de
elementos proteicos recaiu no facto do pouco conhecimento que ainda existe em relagéo
a esta espécie vegetal, possibilitando desta forma maior quantidade e informacdo mais
diversificada. O kit inclui ainda dois controlos intrinsecos, um positivo € um negativo,
para maior seguranga nos resultados. Contudo, este kit ndo permite uma quantificagdo
do nivel de citocinas, possibilitando apenas a deteccdo de alteracBes relativas entre
determinadas amostras pela leitura da densidade Optica a 450 nm.

Os resultados foram apresentados de dois modos: (1) tabela e grafico gerais
(Tabela 1V e Figura 21, respectivamente), cujos valores foram apresentados como
relagcbes percentuais da presenca das citocinas, conseguidas por normalizacdo com 0s
controlos intrinsecos ao kit empregue e (2) relacBes entre 0s grupos teste e o controlo
negativo, permitindo responder a questdo se 0s grupos teste influenciam, positiva ou
negativamente, a presenca de determinada citocina.

Os resultados obtidos da analise anteriormente referida revelam que o tratamento
oral com extracto aquoso de C. citratus possui, de facto, um efeito imunomodelador. A
administracdo do extracto aquoso de C. citratus reduziu, significativamente, os indices
da maioria das citocinas pro-inflamatorias, a excepcéo das isoformas da IL-1.

Na inflamacdo cronica, o elemento de destaque da familia de citocinas do tipo |
é a IL-6. Esta proteina € sintetizada no foco inflamatorio para favorecer a acumulagdo
de células mononucleares nesse local (Gabay, 2006). Como a IL-6, outras citocinas pro-
inflamatdrias importantes ao processo inflamatério crénico foram reduzidas, tais como
0 TNF-a e 0 RANTES. A redugdo verificada pela administracdo do extracto aquoso de
C. citratus evidencia, pois, o seu potencial anti-inflamatorio. Contudo, como ja referido,
0 mesmo extracto parece estimular a sintese das isoformas da IL-1 — citocinas pro-
inflamatdrias de grande importancia nestes estudos, ja que a principal caracteristica se

prende com a inducéo da sintese de outras citocinas pro-inflamatorias.
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A presenga das citocinas anti-inflamatérias no foco agredido foi igualmente
inibida, entre elas a IL-10. A “anti-citocina” ¢ uma proteina anti-inflamatoria e
imunossupressora, devido essencialmente a actividade inibidora para com a sintese de
outras citocinas (Meager et al., 2007; Shaikh, 2011). Comparando 0s niveis destas
citocinas anti-inflamatorias — IL-4, IL-10 e IL-13 — e os valores encontrados nos
animais sob tratamento com os farmacos padréo utilizados, pode-se verificar que, apesar
de nédo se confirmar com o C. citratus um efeito semelhante ao da dexametasona, que
aumenta os niveis da IL-4 e da IL-13, também ndo se verificou uma diminuicdo tdo
acentuada como a que se verificou para a indometacina, 0 que sugere um maior efeito
protector do C. citratus em comparag¢do com os AINEs.

Com ja referido, os valores obtidos para o nivel percentual de citocinas no
granuloma foram ainda analisados pela comparacdo com dois grupos controlos
positivos — indometacina (1 mg/Kg) e dexametasona (2,5 mg/Kg). Estes dois farmacos
foram escolhidos porque a sua accdo no modelo in vivo de inflamagdo crdnica esta
descrita: num processo inflamatorio crénico granulomatoso, induzido por cotton pellet,
tanto a indometacina como a dexametasona exercem os seus efeitos anti-inflamatorios,
maioritariamente pela inibicdo do desenvolvimento do granuloma ao suprimirem a
infiltracdo celular (Bailey et al., 1982). A indometacina € um AINE bem conhecido,
cuja ac¢do anti-inflamatoria esta comprovada por inibirem a via das COX. Contudo,
estes intervém também, embora indirectamente, ao nivel de outros mecanismos
inflamatorios, nomeadamente na sintese de certas citocinas (Rang et al., 2007; Roy et
al., 2013). De facto, a IL-1PB induz a sintese de PGE2, que por sua vez estimula a
libertacdo da IL-6 e IL-10 (Bour et al., 2000). Como seria de esperar, estas duas
citocinas foram as mais afectadas por parte da indometacina. J& a dexametasona é um
glucocorticoide amplamente utilizado em episddios de inflamacgéo crénica, prendendo-
se 0 seu mecanismo de ac¢do com uma vastiddo de redes bioldgicas. O seu efeito no
nivel de citocinas estd dependente da natureza da proteina, ou seja, é inibidor da sintese
de citocinas pro-inflamatérias mas estimulador da producdo das anti-inflamatorias
(Barnes, 2010). Os resultados obtidos revelam esta tendéncia.

Os resultados obtidos no presente estudo sdo consistentes com os obtidos por
Tiwari e seus colaboradores (2010), Bachiega e seus colaboradores (2011) e Francisco e
seus colaboradores (2013), mas totalmente inconsistentes com Sforcin e seus
colaboradores (2009).
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Neste ultimo, Sforcin e seus colaboradores (2009) observaram que o tratamento
de ratinhos com o extracto aquoso do C. citratus inibia a produgao ex vivo de IL-1P
pelos macrofagos mas induzia a producéo de I1L-6 por estas células. Contudo, no mesmo
laboratério em 2011, Bachiega e seus colaboradores investigaram o efeito do extracto
aquoso do C. citratus na producdo das mesmas citocinas IL-1p, L-6 e ainda da IL-10,
por macrofagos de ratinho in vitro. Apés estimulo inflamatorio por LPS, o extracto de
C. citratus diminuiu a producéo da citocina pré-inflamatéria IL-6, bem como da anti-
inflamatdria IL-10. No mesmo estudo, os niveis basais de IL-1B aumentaram com
baixas concentracdes de extracto, enquanto que a concentragcdo mais alta ndo afectou
significativamente a sua producéo.

Os resultados de Francisco e seus colaboradores (2013) estdo em conformidade
com este trabalho no que toca a producéo das importantes citocinas TNF-a e RANTES.
Tal como os deste trabalho, os niveis destas citocinas, produzidas in vitro por
macrdéfagos humanos perante estimulos inflamatdrios, diminuem com a administragéo
do extracto de C. citratus. Tiwari e os seus colaboradores (2010) obtiveram, em
semelhanga, uma redu¢do no mediador TNF-a, quando trataram macrofagos alveolares

de ratinho, inflamatoriamente estimulados, com um extracto alcodlico de C. citratus.

Para validar a pratica da medicina tradicional, uma das anélises mais relevante
prende-se com os resultados histolégicos. As imagens obtidas (Figuras 22 e 23)
mostram uma aparéncia de 6rgdos saudaveis nos animais tratados quando comparados
com o controlo negativo. Os hepatécitos, bem como as células renais, apresentam
morfologia normal, sem sinais de necrose ou estase — marcadores de toxicidade, tanto a
nivel hepatico como renal. Esta analise histoldgica ao figado (6rgdo metabdlico) e ao
rim (6rgdo excretor) sugere a inexisténcia de citotoxidade por parte do extracto aquoso

de Cymbopogon citratus (DC) Stapf. quando administrada em toma cronica.

Recentes investigacdes reforcam a importancia de plantas medicinais, vegetais,
frutas e outros extractos naturais como potenciais compostos activos na medicina
alternativa ou complementar, no tratamento de uma variedade de patologias (Tiwari et
al., 2010).
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O conjunto de resultados obtidos neste trabalho vem, por isso, juntar-se aos
pardmetros que evidenciam a actividade anti-inflamatéria do Cymbopogon citratus
(DC) Stapf.

Contudo, este trabalho ndo s6 vem sugerir um bom uso terapéutico desta espécie
como também a sua seguranca. Esta ficou comprovada pela andlise histologica
realizada, que demonstrou que, mesmo com a toma crénica administrada (duas vezes ao
dia, durante os cindo dias de tratamento) ndo traz consequéncias citotoxicas para 0S
animais.

Farmacologicamente, este trabalho veio comprovar o0 largo efeito
imunomodelador desempenhado pelo C. citratus, pois este foi responsavel ndo s pela
inibicdo de um elevado leque de citocinas — em particular da IL-6 — como também
evidenciou um efeito protector em comparacdo com os AINES, no que as citocinas anti-
inflamatorias. Contudo, é de ressalvar a dificuldade deste tipo de estudos que envolvem
estas proteinas. Além da redundancia funcional e pleiotropismo associado, as citocinas
sdo caracterizadas por actuarem numa rede bioldgica intensa, onde fenémenos de
sinergismo, antagonismo, regulacéo positiva e negativa tém lugar (Wilson et al., 2009).
Tudo isto torna dificil uma avaliacdo conclusiva, quando é feita uma andlise individual
das citocinas.

Uma das grandes questdes a volta desta espécie recai sobre o mecanismo de
accdo desencadeado pelo Cymbopogon citratus para atingir o seu efeito terapéutico.
Apesar de algumas incoeréncias nos resultados, este estudo sugere que 0 mecanismo
anti-inflamatorio do C. citratus esteja, maioritariamente, associado a accbes dos seus
compostos ndo volateis na via de sinalizacdo do NF-kB. Este aspecto foi suportado
recentemente pela literatura, onde ja ha evidéncias concretas que as propriedades anti-
inflamatdrias do C. citratus ocorrem pela inibicdo do proteossoma — complexo proteico
responsavel pela degradagdo do IkB — estrutura envolvida na via do NF-«xB, que reflecte
a ndo expressao de varias citocinas (Francisco et al., 2013).

O NF-kB ¢ um dos principais factores de transcri¢cdo induziveis, com um papel
essencial nas respostas inflamatdrias de caracter cronico (Bremner et al., 2002). No
entanto, a complexidade do seu mecanismo leva a uma imensiddo de alvos, onde
agentes inibitérios podem actuar: degradacdo do IkB, a nivel do complexo IKK, na
translocacdo nuclear do NF-«xB e ainda na sua ligagdo ao DNA (Bremner et al., 2002).

Contudo, tanto o potencial imunomodelador isolado, como o relacionado com a
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actividade anti-inflamatéria do Cymbopogon citratus (DC) Stapf., devem ainda ser
explorados futuramente, de modo a obter um conhecimento mais aprofundado sobre

essas caracteristicas.
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O presente trabalho de investigacdo, o qual se prop0s a avaliar a actividade anti-
inflamatoria do infuso de Cymbopogon citratus (DC) Stapf. em modelo in vivo de

inflamacéo cronica, permite agora concluir que:

1. O extracto aquoso de Cymbopogon citratus (DC) Stapf. aparenta possuir
actividade anti-inflamatéria em modelos experimentais de inflamacg&o cronica;

2. Esta actividade farmacoldgica parece estar dependente, pelo menos em parte, do
efeito imunomodelador desempenhado pelo extracto;

3. O efeito imunomodelador e, consequentemente, anti-inflamatério, poderéo estar
associados a via do NF-xB num processo crénico;

4. O extracto aquoso de C. citratus, mesmo em dose cronica, ndo mostrou ser

citotoxico.

Este trabalho permite, assim, dar um importante passo no “imenso mundo” que
podera ser a relagdo Cymbopogon citratus (DC) Stapf./processo inflamatorio crénico.
De facto, os resultados obtidos neste estudo permitem edificar uma base condutora a
investigacOes futuras com o intuito da total confirmacdo do efeito aqui verificado, bem
como 0s compostos ndo volateis que se encontram na base desta propriedade

terapéutica.
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