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RESUMO

As Doencas Inflamatérias Intestinais (DIl) sdo um grupo de doencas inflamatorias crénicas e
recidivantes que envolvem o trato gastrointestinal e cuja etiologia nao se encontra ainda

completamente esclarecida.

Atualmente, além de ndo existir, ainda, um tratamento que conduza a cura destas doengas, os
farmacos mais frequentemente utilizados apresentam uma baixa eficicia e encontram-se
associados a efeitos secundarios graves num elevado niimero de doentes, o que torna urgente

o desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas que combinem eficicia e seguranca.

Os polifendis da dieta, devido a sua capacidade de modular vias de sinalizagao celular cruciais
envolvidas em processos fisioldgicos e patolégicos, nomeadamente, em processos
inflamatorios, tém sido considerados promissores na prevengio e tratamento de doengas
inflamatorias cronicas. Efetivamente, nos dltimos anos, estes compostos tém sido alvos de
estudos intensos pelo seu potencial beneficio nas DII, dada a sua capacidade de modular vias
de sinalizagao celular como as do NF-kB, das JAK/STAT e do Nrf2, e de proteger a integridade
da barreira intestinal. Este trabalho sumariza os principais mecanismos moleculares
subjacentes a atividade anti-inflamatéria dos polifendis e o seu potencial impacto benéfico na

prevencao e tratamento das DIl.

ABSTRACT

Inflammatory bowel diseases (IBD) are a group of chronic and relapsing inflammatory diseases

of the gastrointestinal tract, whose etiology has not yet been fully elucidated.

Currently, IBD does not have cure and, the most frequently used medicines exhibit low efficacy
and are associated with severe side effects in a large number of patients. Consequently, it is
urgent to develop new therapeutic strategies that combine efficacy and safety dietary
polyphenols, due to its ability to modulate critical cell signaling pathways involved in
physiological and pathological processes, in particular, in inflammatory processes, have been

considered promising for the prevention and treatment of chronic inflammatory diseases.

Indeed, in recent years, these compounds have been subject of intense study, for their
potential benefit in IBD, because of their ability to modulate pathways such as NF-kB, the

JAK/STAT and Nrf2, and to protect the integrity of the intestinal barrier.

~4 ~
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This work summarizes the main molecular mechanisms underlying the anti-inflammatory
activity of the polyphenols and their potential beneficial impact on the prevention and

treatment of IBD.
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I. INTRODUCAO

As DIl sao doencas inflamatorias cronicas, extremamente incapacitantes na medida em que
comprometem profundamente a qualidade de vida dos doentes (Vezza et al, 2016). Nos
Gitimos anos tem-se observado um aumento da incidéncia e prevaléncia destas doengas,
principalmente nos paises industrializados, sendo atualmente, consideradas um grave problema

de saide publica nestes paises (Ye et al., 2015).

A falta de efetividade e os efeitos adversos dos medicamentos atualmente utilizados, tornam
urgente identificar e desenvolver novas estratégias terapéuticas, tanto eficazes como seguras,

para prevenir e/ou curar as DIl (Hur et al,, 2012; Vezza et dl,, 2016).

Recentemente, surgiram fortes evidéncias de que os polifendis da dieta poderao vir a constituir
uma possivel alternativa terapéutica nestas doengas (Debnath, Kim e Lim, 2013; Hur et dl,

2012; Martin e Bolling, 2015).

Ao longo do presente documento, serdo abordados os principais mecanismos moleculares
subjacentes as DIl e a sua modulagao pelos polifendis. Sera dada uma particular relevancia as
vias do NF-kB, das JAK/STAT e do Nrf-2. Sera ainda discutido o papel promotor e protetor
que os polifendis podem exercer sobre a barreira intestinal epitelial, nomeadamente ao nivel

das Tight Junctions (T}J).
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2. DOENGCAS INFLAMATORIAS INTESTINAIS

2.1. Introducao

A inflamagao é uma resposta imunitaria nao especifica, constituindo a primeira linha de defesa
do organismo perante lesoes e infecoes (Debnath, Kim e Lim, 2013; Romier et al., 2008; Weiss,
2008). Embora em situagbes normais, a inflamagao seja uma resposta fisiolégica auto-limitada,
em certas circunstancias pode tornar-se persistente e exagerada, levando ao desenvolvimento

de doengas inflamatérias crénicas, como as DIl (Weiss, 2008).

As DIl representam um grupo de doengas inflamatérias cronicas e recidivantes que afetam o
trato gastrointestinal (Hanauer, 2006; Liverani et al,, 2016), sendo a Doenga de Crohn e a
Colite Ulcerosa os dois tipos mais importantes, os quais diferem essencialmente na localizacdo
anatomica e no grau de envolvimento da parede do intestino (Fig. |) (Hanauer, 2006; Vezza et

al, 2016).

A Doenca de Crohn, embora afete principalmente o ileo terminal e o cdlon, pode afetar

qualquer regido do trato gastrointestinal, desde a boca até ao anus (Martin e Bolling, 2015).
Esta apresenta uma disposicdo segmentar, isto &, existem areas nao afetadas entre as areas
afetadas pela doenga e, além de mais, atinge toda a parede do 6rgao, tratando-se de um

processo transmural (Vezza et al.,, 2016).

A Colite Ulcerosa atinge exclusivamente o intestino grosso e o reto, estendendo-se de forma

continua ao longo do colon e limita-se a mucosa intestinal (camada interna) (Martin e Bolling,
2015).
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~ Ulcerative Colitis €B» Crohn's Disease

Crohn's Disease can affect /
any part of the digestive tract
from mouth to anus.

Ulcerative Colitis affects the
entire large intestine (colon).

intestine
OF

colon

GENERALLY BEGINS IN THE

RECTUM & MOVES UPWARD

Figura I: Diferencas entre a Doen¢a de Crohn e a Colite Ulcerosa (Retirado de

http://www.quibd.com/ibd-resources/differences-between-crohns-disease-and-ulcerative-

colitis/)

2.2. Epidemiologia

A prevaléncia e incidéncia das DIl tem vindo a aumentar nos dltimos anos, variando, no
entanto, em fun¢io da regido geografica do mundo (Fig. 2) (Ponder e Long, 2013; Ye et

al, 2015).

Atualmente estima-se que a incidéncia anual das DIl na Europa seja de 24,3 por 100.000
pessoas-ano para a Colite Ulcerosa e de 12,7 por 100.000 pessoas-ano para Doenca de
Crohn. Ja 2 América do Norte apresenta valores mais elevados que na Europa: 19,2 por
100.000 pessoas-ano para Colite Ulcerosa e 20,2 por 100.000 pessoas-ano para Doenca

de Crohn. Na Asia e Oriente Leste a incidéncia estimada é muito inferior, sendo cerca de



{
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6,3 por 100.000 pessoas-ano para Colite Ulcerosa e 5,0 por 100.000 pessoas-ano para
Doenca de Crohn (Ye et al,, 2015).

Eh

' Highest Incidence

. intermediate Incidence

Lowest Incidence

Uncharted Areas

Figura 2: Incidéncia global da DIl (Retirado de Kaplan, 2015)

Estes dados demonstram que a incidéncia das DIl & superior nos paises desenvolvidos,
sugerindo que o estilo de vida, fatores ambientais e o desenvolvimento econémico e urbano
poderao estar relacionados com o aumento da incidéncia destas doengas, apesar dos aspetos
especificos desta correlagado nao serem ainda muito claros (Helmby, 2015; Ponder e Long,

2013).

Neste contexto, € de referir a Hipotese Higiénica, a qual postula que a reduzida exposicio do
organismo a microrganismos e parasitas em paises industrializados, em consequéncia da
melhoria das condi¢Oes sanitarias, podera aumentar a reatividade imunolégica, facto que
parece estar relacionado com a elevada incidéncia nio s6 das DIl mas também de outras

doengas autoimunes e alérgicas nestes paises (Giacomin et al., 2015; Versini et al.,, 2015).

Efetivamente, nos ultimos anos, tem-se assistido a uma reducdo drastica das infecdes
provocadas por parasitas como os helmintas (Helmby, 2015). Os helmintas conseguem
modular o sistema imunitario do hospedeiro de modo a evitar uma resposta imunitaria

exacerbada que levaria a sua eliminagao, mas, a0 mesmo tempo, sem causar uma profunda

~Q ~
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imunossupressao, a qual levaria @ morte do hospedeiro (Girgis, Gundra e Loke, 2013). Estes
parasitas suprimem, por exemplo, a produgio de citocinas pro-inflamatérias que
desempenham um importante papel nas DIl, como, por exemplo, o interferao- y (IFN-y), e
estimulam a produgido de interleucina-10 (IL-10), uma citocina com propriedades anti-

inflamatorias (Ben-Ami Shor et al., 2013; Versini et al.,, 2015).

Atualmente ja existem alguns estudos em animais e humanos que sugerem uma terapia baseada
na utilizagao de helmintas como uma potencial e importante estratégia terapéutica nas DII

(Giacomin et dl., 2015; Ponder e Long, 2013).

No entanto, mesmo considerando todos estes aspetos positivos ndo podemos esquecer que
os mecanismos pelos quais os helmintas conseguem modular a resposta inflamatoria, e assim
melhorar os sintomas das DIl, ou mesmo induzir a sua remissio, nio se encontram ainda

completamente esclarecidos, sendo necessaria a realizagdo de mais estudos (Giacomin et dl,,

2015).

2.3. Etiopatogenia

Apesar da intensa investigagdo realizada nos Ultimos anos, a etiologia das DIl nio se encontra
totalmente esclarecida. No entanto, diversos estudos sugerem que uma complexa combinacio
de fatores ambientais, genéticos, microbiologicos e imunologicos seja responsavel por uma
producdo desregulada de mediadores inflamatorios, tais como citocinas, espécies reativas de
oxigénio (ROS) e espécies reativas de nitrogénio (RNS), o que resulta num estado inflamatério
- persistente, na morte das células intestinais epiteliais e numa quebra da barreira intestinal
epitelial, subjacente as DIl (Debnath, Kim e Lim, 2013; Hanauer, 2006; Vezza et al., 201 6; Zhang
e Li, 2014). De facto, atualmente é amplamente aceite que as DIl se encontram intimamente
relacionadas com uma suscetibilidade genética que o doente apresenta em desenvolver uma

resposta imune anormal e exacerbada face a um estimulo dito “normal” (Zhang e Li, 2014).

~‘0~
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2.3.1. O papel das Espécies Reativas de Oxigénio e das
Espécies Reativas de Nitrogénio nas Doencas

Inflamatorias Intestinais

O papel fundamental das ROS e RNS na patogénese das DIl tem sido demonstrado através de
diversos estudos realizados ao longo dos anos (Piechota-Polanczyk e Fichna, 2014; Vezza et

al., 2016).

No tecido intestinal de doentes com DIl ocorre uma elevada produgio de espécies reativas,
nomeadamente de ROS como o radical aniao superéxido (O;) e de RNS, como o éxido
nitrico (*NO), sendo os macréfagos e as células intestinais epiteliais, os principais responsaveis
por esta produgao aumentada (Cross e Wilson, 2003; Karp e Koch, 2006; Pavlick, Laroux et
al., 2002). Aléem do supracitado, o sistema de defesa antioxidante celular, responsavel pela
manutengao destas espécies reativas numa baixa concentragio, parece ser menos eficaz nas
células intestinais de doentes com DIl (Karp e Koch, 2006). As ROS e RNS em elevada
concentragao sio responsaveis por uma desregulagio de vias de sinalizacdo redox e de
expressao de genes e/ou modificagdes de importantes biomoléculas tais como proteinas,
lipidos e acidos nucleicos, alterando as suas propriedades e fungdes bioldgicas, resultando,
assim, em stress nitroxidativo, o qual desempenha um importante papel no processo

inflamatorio e no dano tecidular associados a estas doencas (Pavlick, Laroux et al., 2002)

2.3.2. O papel das Citocinas nas Doencas Inflamatoérias

Intestinais

Citocinas sao polipéptideos ou pequenas proteinas produzidas por uma grande variedade de
células, como macrdfagos, linfocitos, células intestinais epiteliais, entre outras, e que sio
capazes de mediar e regular respostas imunes (Yu et al, 2012). Estas podem ser classificadas
em anti-inflamatorias e proé-inflamatérias. Quando falamos em citocinas pré-inflamatérias ha
que salientar algumas, nomeadamente, o fator de necrose tumoral (TNF-a), o IFN-y e as

interleucinas |, 6 e 8 (IL-1, IL-6, IL-8). Ja nas citocinas anti-inflamatérias temos como exemplo

alL-4, IL-10 e IL-11 (Hur et al,, 2012).

Nas DI, a semelhanca de outras doengas inflamatorias croénicas, ocorre um desequilibrio entre

as citocinas proé-inflamatorias e anti-inflamatérias, a favor das primeiras (Muzes et al., 2012), o

~||....
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que resulta num excessivo recrutamento de células efetoras para a mucosa intestinal,

producio de mais mediadores inflamatérios e dano tecidular.

O TNF-qa, o IFN-y e a IL-I sio consideradas as trés citocinas com maior envolvimento na
patogénese das DII, encontrando-se numa elevada concentragdo na mucosa intestinal de

doentes com DIl (Beck e Wallace, 1997; Soufli et al., 2016).

O TNF-a influencia diretamente o tecido epitelial intestinal, nomeadamente ao promover a
apoptose das respetivas células (Debnath, Kim e Lim, 2013). Esta citocina também induz a
secregao de outras citocinas pro-inflamatorias (IL-1, IFN-y etc), citocinas quimiotaticas (IL-8,
etc) e moléculas de adesdo, nomeadamente, através da ativagao da via de sinalizagao celular

do fator nuclear- kB (NF-kB) (Atreya, Atreya e Neurath, 2008).

O IFN-y é produzido predominantemente por linfocitos TH, (Yu et al, 2012). Esta citocina
promove o recrutamento e a adesio de leucdcitos e estimula, também, a produgao de outros
mediadores inflamatérios e mediadores de morte celular, nomeadamente através da ativacio
da via de sinalizagao celular das JAK (do inglés Janus Kinase) / STAT, (do inglés Signal Transducer

and Activator of Transcription) (Coskun et al.,, 2013).

A IL-1 é uma citocina produzida por varios tipos de células, desde macrofagos a células
endoteliais, e libertada na fase inicial da resposta inflamatéria, estando envolvida,
nomeadamente, na produgio de outros mediadores inflamatérios, tais como IL-8,

prostaglandinas e *NO (Beck e Wallace, 1997).

No contexto das DII, importa ainda referir ainda a IL-8, uma citocina quimiotatica ou
quimiocina, responsavel por atrair neutrdfilos, monocitos e linfécitos aos locais de inflamagao.
Muitas células apresentam a capacidade para produzir IL-8 sendo as células epiteliais intestinais

um tipo de células capaz de o fazer (Beck e Wallace, 1997)

.....

e capacidade de suprimir a produgao de TNF-a e IL-| (Beck e Wallace, 1997).

~|2~
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2.3.3. A barreira intestinal epitelial e sua disfuncao nas

Doencas Inflamatdrias Intestinais

O epitélio intestinal & composto por uma unica camada de células epiteliais que reveste o
intestino e que atua como um filtro seletivo, impedindo a passagem de substancias prejudiciais
e permitindo a translocagao de nutrientes essenciais, eletrolitos e agua do limen intestinal

para a circulagao (Groschwitz e Hogan, 2009).

Para esta permeabilidade seletiva da barreira contribuem as Tight Junctions (TJs), complexos
proteicos localizados na extremidade apical da membrana celular lateral, constituidos por
proteinas transmembranares como a ocludina, tricelulina, claudinas e moléculas de adesao
juncional, cujos dominios intracelulares interagem com umas proteinas citosélicas designadas
por ZO (do inglés, zonnula occludens), as quais, por sua vez, estabelecem a ancoragem destas
proteinas transmembranares a actina do citoesqueleto (Fig. 3) (Lee, 2015). Os dominios
extracelulares das proteinas transmembranares formam uma barreira seletiva através do
estabelecimento de interagdes com os dominios extracelulares das proteinas

transmembranares das celulas adjacentes (Fig. 3).

{ \ N\ f i

T [""" E

Claudins

Occludin

—

201

JAM-A

Figura 3: Estrutura molecular das Tight Juctions nas células epiteliais intestinais (Retirado de

Lee, 2015)
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As TJ regulam assim o movimento paracelular de ides, solutos e agua através do epitélio
intestinal e previnem a passagem de antigénios, microrganismos e toxinas (Groschwitz e

Hogan, 2009; Suzuki e Hara, 201 1).

A disfungio da barreira epitelial intestinal, nomeadamente ao nivel das TJs, despoleta uma
excessiva e inapropriada resposta imune e inflamatoria, estando associada ao desenvolvimento
de varias doengas inflamatérias crénicas, como as DIl (Groschwitz e Hogan, 2009; Suzuki e

Hara, 2011).

Neste contexto, existem fortes evidéncias de que as citocinas proé-inflamatérias, as ROS e
determinadas bactérias podem alterar a expressao de proteinas das TJ e a sua associagao com

a actina do citoesqueleto, levando a perda da fungio barreira do epitélio intestinal (Lee, 2015;

Soufli et al., 2016).

2.3.4. Cascatas de sinalizacdao celular relevantes na

inflamac&do intestinal

2.3.4.1. Viade Sinalizaciao Celular do fator
nuclear kB (NF-«B)

O fator nuclear kB (NF-kB) € um fator de transcri¢io envolvido na regulagao de diversos
processos fisiologicos, tais como inflamagao, respostas imunolégicas, morte e sobrevivéncia
celular (Dolcet et al., 2005; Hayden e Ghosh, 2008). A sua ativagao exagerada e descontrolada
tem sido implicada na patogénese de diversas doengas inflamatorias, nomeadamente das DII

(Atreya, Atreya e Neurath, 2008; Debnath, Kim e Lim, 2013; Romier et al,, 2008).

Efetivamente, diversos estudos tém demonstrado uma elevada expressao e ativagao do NF-
kB nas células intestinais epiteliais e nos macroéfagos isolados da mucosa inflamada em doentes

com DIl (Atreya, Atreya e Neurath, 2008).

Em condigdes normais, o NF-kB encontra-se no citoplasma sequestrado por uma proteina
inibitéria, o IkB. Em resposta a uma variedade de estimulos, tais como ROS, citocinas,
lipopolissacarideos (LPS), entre outros, ocorre a fosforilagdio e ativagido do complexo
enzimatico cinase do IkB (IKK), o qual, por sua vez é responsavel pela fosforilagao do IkB. O

IkB, uma vez fosforilado, sofre degradagao pelo proteossoma, libertando o NF-kB e

~ |4 ~




~ Faculdade de Farmacia da Universidade de Coimbra ~

possibilitando, assim, a sua translocagao para o niicleo, onde se vai ligar a sequéncias especificas
do DNA e promover a expressao de genes envolvidos na resposta inflamatéria, tais como
genes que codificam citocinas proé-inflamatérias (TNF-a, IL-1 e IL-8) e enzimas pro-

inflamatorias (cicloxigenase-2 (COX-2); forma indutivel da sintase do dxido nitrico, (iNOS)

(Fig4) (Romier et al., 2008).

Recentemente, surgiram evidéncias de que a fosforilacao do IkB é regulada por uma proteina,
a LC8 (do inglés, 8-kDa dynein light chain protein), de uma forma redox dependente (Jung et al.,
2008). Em condigSes basais, esta proteina encontra-se ligada ao IkB, inibindo a sua fosforilagao
pelo IKK, mas a oxidagio de grupos tidlicos da LC8 resulta numa alteragio da sua

conformacgao, e consequentemente dissociagao do kB, o que permite a fosforilagao do kB

pelo IKK (Jung et al., 2008).
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Figura 4: Via de Sinalizagao do NF-xB (Adaptado de Vezza et dl., 2016)
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2.3.4.2. Viade Sinalizacdao Celular das
JAK/ISTAT

As citocinas sao moduladores cruciais do processo inflamatorio inerente a DIl desencadeando
efeitos celulares, nomeadamente através da ativacao da via de sinalizagcao celular das JAK/STAT

(Coskun et dl., 2013; Rawlings, Rosler e Harrison, 2004; Zundler e Neurath, 2016).

plasma membrane

&
>

1 cytoplasm

TN

nucleus

Figura 5: Vias de sinalizagao mediadas pelas JAKs (Retirado de Jatiani et al., 2010)

A ligacdo de citocinas, nomeadamente do IFN-y, ao seu recetor transmembranar induz a
dimerizagao do mesmo e consequentemente inicia-se uma cascata de eventos intracelulares
onde se inclui a autofosforilagao das JAK. As JAK, uma vez fosforiladas, tornam-se ativas e
fosforilam residuos especificos de tirosina localizados no dominio citoplasmatico do recetor,
criando locais de ligacao para as STAT (Fig. 5). Desta forma, as STAT sao recrutadas para o
recetor, sendo fosforiladas no residuo de tirosina 701 pelas JAK, tornando-se ativas. As STAT,
uma vez fosforiladas, dissociam-se do recetor, dimerizam e translocam para o nicleo,
regulando a transcricao de genes alvo (Fig. 5). Os genes alvo referidos codificam mediadores
pro-inflamatoérios, como citocinas e enzimas proé-inflamatorias, (Jatiani et al., 2010; Nunes et

al., 2016), e mediadores da morte celular (Kim e Lee, 2007)
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A ativagio inapropriada e exagerada da via de sinalizagdo das JAK/STAT tem sido implicada na
patogénese de diversas doengas inflamatdrias, incluindo as DIl (Coskun et al.,, 2013; Zundler e

Neurath, 2016).

2.4. Tratamento Farmacologico

Atualmente, os tratamentos farmacologicos usados, na maioria deles firmacos anti-
inflamatérios e imunossupressores, nao conduzem a cura das DIl mas tém por objetivo
terapéutico induzir e manter os periodos de remissio da doenga, evitar recidivas e tratar
possiveis complicagoes intestinais e extra-intestinais, melhorando desta forma a qualidade de
vida dos doentes, (Hur et al, 2012; Martin e Bolling, 2015; Pithadia e Jain, 201 |; Triantafillidis,
Merikas e Georgopoulos, 2011). A somar a esta evidéncia, as atuais terapéuticas
farmacoldgicas sao ainda acompanhadas de efeitos secundarios graves o que impede o seu uso

num nimero elevado de doentes (Vezza et al., 2016).

Assim, torna-se crucial identificar e desenvolver novas estratégias terapéuticas eficazes e
seguras capazes de prevenir ou até mesmo tratar as DIl (Hur et al., 2012; Martin e Bolling,
2015). Neste contexto, os polifendis da dieta, devido a sua capacidade de modular importantes
vias de sinalizagao celular associadas a processos fisiopatologicos como a inflamagao, tém sido
considerados moléculas promissoras na prevengio e tratamento de doencas inflamatérias
cronicas como as DI, podendo vir a constituir importantes estratégias terapéuticas nestas

doengas.
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3. POLIFENOIS

Os polifendis sao metabolitos secundarios das plantas que constituem um grupo muito
numeroso de compostos que se encontram amplamente distribuidos no reino vegetal, estando
presentes nas cascas de frutos, flores, folhas, sementes, entre outros. Desta forma, podem ser
encontrados em quantidades significativas em dietas saudaveis que envolvam, nomeadamente,
o consumo de frutos, vegetais, chd, cacau, azeite e vinho tinto (Manach, 2004; Pandey e Rizvi,

2009; Santangelo et al., 2007; Scalbert, Johnson e Saltmarsh, 2005; Shapiro et al., 2007).

Quimicamente, os polifendis apresentam um ou mais anéis aromaticos, aos quais se encontram
ligados grupos hidroxilo, e dependendo do nimero de anéis fendlicos presentes na sua
estrutura, bem como dos elementos estruturais que os ligam, os polifendis podem ser
classificados em diferentes grupos. As principais classes de polifendis sio os flavondides, acidos

fendlicos, estilbenos e linhanos (Fig. 6) (Cardona et al., 201 3; Pandey e Rizvi, 2009).

R
! o
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Ry
OH HO -
By
o R;
Phenolic acids (hydroxy-benzioe & cinnamic acids) Flavonoids
CHRO CH,OR
HO O
Q HO CH,0H
HO
OCH;
on
Stilbenes Lignans

Figura 6: Estruturas quimicas das diferentes classes de polifendis (Retirado de Pandey e

Rizvi, 2009)

Os flavondides constituem o grupo mais numeroso dos polifendis, apresentando uma
estrutura quimica comum caracterizada por dois aneis aromaticos (A e B) ligados entre si
através de uma cadeia de trés carbonos organizada sob a forma de um anel heterociclico

oxigenado (anel C)., Os flavonoides podem ainda ser divididos em varias subclasses tais como
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flavondis, flavonas, isoflavonas, flavanonas, antocianinas e flavandis (Fig. 7) (Pandey e Rizvi,

2009).

OR

Flavonols Flavanols

Flavones Anthecyaning Isoflavones

Figura 7: Estruturas quimicas das subclasses dos flavonoides (Retirado de Pandey e Rizvi,

2009)

3.1. Modulacdo da inflamacdo intestinal pelos Polifenoéis

Nos ultimos anos, os polifendis tém sido alvo de intensa investigagdo, tendo sido realizados
intmeros estudos que sugerem que estes compostos podem ser (teis na
prevengao/tratamento de diversas doencas, nomeadamente doencas inflamatérias, como as

DIl (Scalbert, Johnson e Saltmarsh, 2005; Vezza et dl., 2016).

Inicialmente os efeitos benéficos dos polifendis foram atribuidos as suas propriedades
antioxidantes. No entanto, a baixa biodisponibilidade destes compostos aliada a intensa
metabolizagdo que sofrem pelas células intestinais e hepaticas, bem como pela microflora
intestinal, e que bloqueia os grupos responsaveis pela atividade antioxidante observada in vitro,
tornam pouco provavel que os polifendis possam atuar como antioxidantes diretos in vivo.
Efetivamente, estudos recentes mostram que os efeitos benéficos dos polifendis se devem
essencialmente a capacidade que estes apresentam 'em modular vias de sinalizagio celular

cruciais e a expressao de genes, sendo desta forma, capazes, nomeadamente, de modular a
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expressio de varias citocinas (IL-1, IL-6, IL-8, IL-10, TNF-a) e enzimas proé-inflamatorias

(COX-2 e iNOS) (Cardona et al., 2013; D’Archivio et al.,, 2010).

Esta capacidade modulatéria dos polifendis tem sido evidenciada em varios estudos, os quais
utilizam diferentes polifendis isolados como o resveratrol, epigalocatequina galato (EGCG),
curcumina e quercetina, entre outros (Shapiro et al, 2007; Vezza et al,, 2016), bem como

extratos polifendlicos (Nunes et al., 2016).

3.1.1. Mecanismos Moleculares envolvidos

3.1.1.1. Modulagio da Via de Sinalizagio
Celular do NF-kB

Como ja abordado anteriormente, a ativagao exagerada e inapropriada da via do NF-«B
desempenha um papel crucial no processo inflamatério observado nas DII, pelo que a inibigao
desta via de sinalizagdio em qualquer passo da cascata tem sido considerada como uma

potencial estratégia terapéutica.

Neste contexto, varios estudos demonstram a capacidade dos polifendis modularem a via de
sinalizacdo do NF-kB, nomeadamente, através da inibicio de pelo menos um dos passos

cruciais desta via inflamatéria (Karunaweera et al,, 2015; Romier et al., 2008).

y realizado recentemente, demostrou que um extrato de vinho tinto enriquecido

capacidade de proteger as células intestinais epiteliais da inflamagao
induzida por uma mistura de citocinas proé-inflamatérias relevantes no contexto da inflamagao
intestinal (TNF-o, II-1 e INF+y), através de védrios mecanismos, nomeadamente, através da

inibicdo da degradagao do IkB induzida pelas citocinas inflamatérias (Nunes et al., 2013).

Outros estudos usando polifenois isolados, como a curcumina (Jobin et al., 1999), o resveratrol
(Holmes-McNary e Baldwin, 2000), a luteolina (Kim e Jobin, 2005), entre outros, evidenciaram
a capacidade destes compostos inibirem a ativagio do complexo enzimatico IKK e
consequentemente a fosforilagdo e degradagao do IkB, prevenindo, assim, a translocagao do
NF-xB para o nucleo. Desta forma, inibem a elevada expressio de mediadores pro-

inflamatorios (Karunaweera et al., 2015), controlando a inflamagio aliada a DIl (Hur et dl,

2012; Vezza et dl,, 2016).
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Uma diminuicao da concentragao de ROS pode constituir um importante mecanismo através
do qual os polifendis podem modular esta via de sinalizagao celular. Dado o intestino ser o
local do organismo onde os polifendis podem atingir a maior concentragao (Cardona et dl.,
2013), podem ai exibir uma agdo antioxidante direta, neutralizando as ROS. Por outro lado,
os polifenois podem, também, inibir a enzima NADPH oxidase, uma das principais fontes de
O,", por interagao direta ou por interagao com a membrana. Esta diminuicao da produgiorde
oxidantes pelos polifenois pode prevenir a oxidagao da LC8 e a sua subsequente libertagao do

IkB, prevenindo assim a fosforilagao e degradagao do IkB (Jung et al., 2008).

Existem ainda evidéncias experimentais, de que alguns polifendis sao capazes de interagir
diretamente com o NF-kB, impedindo a sua ligagdo ao gene alvo e inibindo, assim, a

transcricao génica (Karunaweera et al,, 2015).

3.1.1.2. Modulacdo da Via de Sinalizaciao
Celular das JAK/STAT

Como referido anteriormente, quando as STAT sao ativadas, translocam para o nticleo, onde
promovem a transcricdo de genes responsaveis pela expressao de mediadores proé-

inflamatorios (Nunes et al., 2016b; Vezza et al., 2016).
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Figura 8: Via de Sinalizagao JAK/STAT (Retirado de Vezza et al., 2016)
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Niveis nucleares elevados de STAT | fosforilada (ativa) t&m sido observados na mucosa do
cSlon em doentes com DIl ativa (Schreiber et al., 2002), sugerindo um importante papel desta
via inflamatoria na patogénese das DIl. Assim, a inibigao da via de sinalizagido JAK/STAT tem

sido considerada uma possivel estratégia terapéutica para o tratamento destas doencas.

Recentemente, Nunes e colaboradores demonstraram que um extrato polifendlico de vinho
tinto diminui eficazmente os niveis de STAT | fosforilada (ativa) no nicleo bem como os niveis
totais de JAK | fosforilada, suprimindo, desta forma, a cascata inflamatéria das JAK/STAT, em
células intestinais epiteliais, estimuladas com citocinas proé-inflamatérias (TNF-a, -1 e IFN-y)

(Nunes et dl.,, 2016).

Usando o mesmo modelo celular de inflamagao intestinal, Serra e colaboradores, reportaram
a capacidade do resveratrol, um estibeleno encontrado especialmente na uva preta e no vinho
tinto, e da cianidina-3-glucdsido, uma antocianidina, para diminuirem os niveis nucleares de

STAT | fosforilada induzidos pelas citocinas proé-inflamatérias (Serra et al., 2014).

O EGCG, o polifenol maioritario do cha verde, € também um potente inibidor da ativagéo,
isto &, da fosforilagao das STAT | (Stephanou, 2004; Wu et al., 2012). Num estudo realizado
por Ogawa e colaboradores, as células SVW837 foram estimuladas com IFN-y o que provocou
um aumento dos niveis de STAT | fosforiladas (Ogawa et al, 2012). Posteriormente, o
tratamento com EGCG foi responsavel por uma diminuigdo desses niveis, demonstrando a

capacidade deste polifenol inibir a via das JAK/STAT (Ogawa et dl.,, 2012).

3.1.1.3. Modulagio da Via de Sinalizacio
Celular do Nrf2

O fator de transcricdo Nrf2, (do inglés Nuclear factor-erythroid 2-related factor) desempenha um
papel fundamental na indugiao de genes responsaveis pela resposta ao stresse oxidativo e de
genes que codificam enzimas citoprotetoras (Surh, Kundu e Na, 2008). Além de modular a
defesa celular contra o stresse oxidativo, apresenta ainda fungoes anti-inflamatorias, pelo que
compostos capazes de ativar esta via de sinalizagdo poderao vir a constituir uma importante
estratégia terapéutica na prevengao e/ou tratamento de patologias inflamatérias (Nunes et al.,

2016; Shapiro et al., 2007; Surh, Kundu e Na, 2008)
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Embora, nao existam dados consistentes acerca da atividade e expressao do Nrf2 na mucosa
de doentes com DII, diversos estudos usando modelos animais, tém sugerido uma fraca
ativagao desta via nestas doengas, o que podera justificar a expressao diminuida de enzimas

antioxidantes na mucosa inflamada dos doentes com DIl (Surh, Kundu e Na, 2008).

Em condigoes normais, o Nrf2 encontra-se no citoplasma ligado ao seu repressor Keapl, (do
ingles Kelch-like ECH-associated protein). A associagao do Nrf2 a esta proteina inibidora faz dele
um alvo para a ubiquitinagao e posterior degradagao pelo proteosoma. Varios estimulos,
nomeadamente compostos com propriedades pré-oxidantes ou eletrdfilicas, ROS, entre
outros, promovem a dissociagao do complexo Nrf2-Keap|, permitindo a translocagao do Nrf2
para o nicleo onde se liga a elementos de resposta antioxidante/electrofilica (ARE/EpRE)
localizados em regides promotoras de genes que codificam enzimas antioxidantes, incluindo a
heme oxigenase-| e enzimas de destoxificacao de fase Il (Nunes et al,, 2016; Surh, Kundu e

Na, 2008), promovendo assim a defesa celular (Kansanen et al.,, 2013).
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Figura 9: Via de Sinalizacao Nrf2-Keap| (Retirado de Surh, Kundu e Na, 2008)
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A dissociagao do complexo Nrf2-Keap!l e, portanto, a ativagao desta via de sinalizagao, pode
ocorrer, nomeadamente por: (a) fosforilagao de residuos especificos de serina ou teonina do

Nrf2; (b) oxidagao ou modificagdo covalente de grupos tidlicos em residuos de cisteina do

Keapl (Fig.9) (Surh, 2012).

Modificacdes na estrutura do Keapl alteram a sua conformacio, o que resulta numa
incapacidade de ubiquitinagao e consequente degradagao do Nrf2 pelo proteosoma. Além do
mais, evidéncias recentes sugerem que o Keapl, uma vez modificado, sofre, ele proéprio,
ubiquitinagao e degradagdo pelo proteossoma, o que promove a estabilizagdo do Nrf2, a sua

translocagao para o nicleo e a ligagao a regides Are ou EpRE (Surh, 2012; Surh, Kundu e Na,

2008).

Recentemente, usando células intestinais epiteliais, demonstrou-se que um extrato
polifendlico de vinho tinto tem capacidade de ativar esta via de sinalizagdio e
consequentemente aumentar a expressao da enzima heme oxigenase-| e estimular a sintese
de glutatido (GSH), protegendo estas células da inflamagao induzida por citocinas (Nunes,
Teixeira et al., 2016). Outros estudos demonstraram igualmente a capacidade dos polifendis

da dieta ativarem a via do Nrf2 através de varios mecanismos (Erlank et al., 201 I).

Alguns polifendis sao capazes de promover a fosforilagio do Nrf2, através da ativagao de
cinases especificas o que promove a sua dissociagio do Keapl e consequentemente a

translocagao para o nicleo (Surh, 2012).

Os polifendis, em particular aqueles que contém um grupo catecol, como é o caso, por
exemplo, da quercetina e da luteolina, podem, em condigoes fisioldgicas, sofrer oxidagao, com
a consequente formagao de quinonas ou semiquinonas e ROS. As quinonas, devido as suas
propriedades eletrofilicas, podem reagir com residuos de cisteina no Keapl, formando adutos
e, as ROS podem também oxidar estes residuos de cisteina, o que leva a dissociagao do
complexo Nrf2-Keap|, como ja referido anteriormente (Ishii et al., 2009; Lee-Hilz et al., 2006;

Metodiewa et al,, 1999).

A descoberta destes mecanismos, através dos quais, os polifenois ativam a via do Nrf2
conduziram a inovadora descoberta de que os polifendis podem ser benéficos para a saude
humana porque atuam como uma espécie de “toxinas fracas” que colocam as células em estado

de alerta, estimulando a expressio das defesas celulares via ativagdio do Nrf2, o que lhes

~ 24 ~




~ Faculdade de Farmacia da Universidade de Coimbra ~

permitira responder de uma forma mais rapida e eficaz a posteriores estimulos toxicos. Este

mecanismo € designado por hormesis (Surh, Kundu e Na, 2008).

3.1.1.4. Modulacdo das Tight Junctions

A disfungao da barreira epitelial intestinal, nomeadamente ao nivel das TJs, parece
desempenhar um importante papel na patogénese de varias doengas inflamatoérias croénicas,

nomeadamente nas DIl (Groschwitz e Hogan, 2009; Suzuki e Hara, 2011).

Estudos recentes tém mostrado que alguns polifenois, como a quercetina, catequina, EGCG e
a curcumina, tém a capacidade de promover e proteger a integridade da barreira intestinal
epitelial contra citocinas inflamatorias, ROS e bactérias, através da modulagio da estrutura das
TJ, nomeadamente aumentando a expressao de proteinas chave das T] e promovendo a sua

interagao com o citoesqueleto. (Ulluwishewa et al., 2011).

A quercetina € um dos flavonoides mais comuns na dieta diaria sendo encontrado em niveis
elevados nos vegetais e frutas e em plantas como a Ginkgo biloba e o Hypericum perforatum
(Chuenkitiyanon, 2012; Suzuki e Hara, 2011; Ulluwishewa et al, 2011). Esta promove a
interagao da claudina-| e da ocludina, proteinas chave das T), com o citoesqueleto e aumenta
a expressao da claudina-4, outra importante proteina das TJ, preservando a integridade e
fungao das Tjs e consequentemente a fungao barreira do epitélio intestinal. (Chuenkitiyanon,

2012; Ulluwishewa et dl.,, 201 1).
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4. CONSIDERACOES FINAIS

As DIl assumem uma incidéncia e prevaléncia crescente, sendo que as terapéuticas
farmacologicas atualmente utilizadas, além de ineficazes se encontram associadas a efeitos
adversos significativos, o que conduz a necessidade urgente de desenvolvimento de novas

estratégias terapéuticas que combinem eficacia e seguranga.

Nos dltimos anos, os polifendis da dieta tém sido alvo de investigagao intensa, existindo
diversos estudos que sugerem que estes compostos podem ser Uteis no
tratamento/prevencao de diversas doengas inflamatérias croénicas, como é o caso das DIl
Inicialmente, os seus efeitos benéficos foram atribuidos, essencialmente as suas propriedades
antioxidantes, no entanto, recentemente, verificou-se que estes derivam da capacidade dos

polifendis modularem importantes vias de sinalizagao celular e a expressao de genes.

Assim e, tal como abordado neste trabalho, diversos polifendis tém mostrado capacidade de
modular vias de sinalizagao celular inflamatérias relevantes no contexto da inflamagao
intestinal, como é o caso da via do NF-kB e das JAK/STAT, inibindo-as em determinados
passos cruciais e, desta forma, inibindo a produgao exagerada e descontrolada de mediadores
inflamatorios. Além destas vias, apresentam ainda a capacidade de ativar a via do Nrf2 e, desta
forma, induzir a expressao de enzimas com propriedades antioxidantes e destoxificantes,
desempenhando assim, um papel chave no combate a inflamagao e ao stressnitroxidativo,

mecanismos importantes na patogénese das doengas inflamatérias como as DIl

Os polifendis demonstram ainda particularidades benéficas ao nivel da protecido da barreira

intestinal epitelial, cuja integridade se encontra comprometida nas DII.

Apesar dos avancos significativos que foram feitos nos ultimos anos, € importante referir que,
os mecanismos moleculares subjacentes a potencial atividade anti-inflamatéria dos polifendis,
permanecem ainda largamente por esclarecer, sendo necessario, continuar a investir neste
campo de investigagao, para que os polifendis possam vir a constituir uma nova estratégia

terapéutica na prevengdo e/ou tratamento da inflamagao intestinal.
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