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Resumo

Desequilibrios na producdo de prostaglandinas (PGs) secretadas durante os ciclos
menstruais, principalmente as do tipo F2a e E2, tém sido associados a ocorréncia de
dismenorreia e sangramento uterino excessivo. Dependendo da magnitude dessas
disfunc¢des, o uso de anti-inflamatérios ndo hormonais continua sendo indicado para bloquear
a sintese de PGs e controlar o quadro clinico. Entretanto, como esse tipo de opc¢éao terapéutica
apresenta resultados variaveis e pode produzir efeitos colaterais que restringem sua
utilizacdo, o emprego da fitoterapia vem sendo proposto como alternativa terapéutica.
Trabalhos e relatos tém mostrado que o limdo Taiti (Citrus latifolia) atua de forma eficaz no
controle da menorragia ndo estrutural e da dismenorreia. Embora as formas de atuagéo néao
sejam conhecidas, a inibicdo da cascata de producéo dos &cidos araquidénicos € uma das
possibilidades que merece ser investigada. Deste modo, para contribuir com a elucidacao dos
mecanismos de acao, propomos estudar o efeito do suco do limdo Taiti na producéo de PGs e
de citocinas envolvidas nas vias de sintese das PGs em mulheres saudaveis durante a
menstruacdo. Para isso, voluntarias na fase do menacme foram divididas de forma aleatéria em
trés grupos e tratadas a partir do inicio da menstruacdo por dois dias consecutivos com Limao (G1,
n=15) ou Meloxicam (G2, n=14) e comparadas com grupo Controle (G3, n=13) formado por
participantes que nao sofreram qualquer tipo de intervencéo. Para isso, amostras de fluido menstrual
e sangue periférico foram coletadas no segundo dia da menstruacdo para dosagem de PGEZ2,
PGF2a, IL-1B8, TNF-a e IL-6 com o propdsito de avaliar o efeito uterino e sistémico da
citroterapia. Além disso, foram realizadas cultura de células a partir de sangue total,
estimuladas (24h) ou ndo com LPS, para medir os efeitos do limdo Taiti na resposta
inflamatéria in vitro (IL-18, IL-6, TNF-a). Os resultados mostraram uma maior concentracao
de PGF2a no fluido menstrual do grupo que consumiu o suco do limdo Taiti e uma
concentracdo menor de PGE2 e PGF2a no grupo tratado com Meloxicam. Em relacdo as
citocinas inflamatorias, observou-se que somente a concentragdo de TNF-a no sangue
menstrual foi menor no grupo Lim&o. Em relacdo a concentracdo de TNF-a no sangue
periférico, ndo houve diferencas significativas entre 0s grupos, entretanto no sobrenadante da
cultura celular, o lim&o Taiti foi capaz de induzir maior producdo de TNF-a pelas células
suplementadas pelo soro da prépria paciente e estimuladas com LPS. Em concluséo: o limao
Taiti possivelmente atua na cascata de producdo de PGF2a do Utero, podendo favorecer os
eventos associados com a contracdo uterina, de uma forma distinta em relacdo aos

mecanismos de atividade associados ao Meloxicam.

Palavras-chaves: prostaglandinas, dismenorreia, fluxo menstrual, lim&o Taiti,

inflamacéo.



Abstract:

Imbalances in the production of prostaglandins (PGs) secreted during menstrual cycles,
especially F2a and E2, have been associated with the occurrence of dysmenorrhea and
excessive uterine bleeding. Depending on the magnitude of these dysfunctions, the use
of non-hormonal anti-inflammatories continues to be indicated to block the synthesis of
PGs and to control the clinical outcome. However, since this type of therapeutic option
produces side effects that may restrict its use for long periods, the use of herbal products
has been proposed as an alternative treatment. Studies and reports have shown that
Tahitian lemon (Citrus latifolia) acts controlling the menorrhagia and dysmenorrhea.
Although the forms of action are not known, the inhibition of the cascade of arachidonic
acid production is one of the possibilities that deserve to be investigated. Thus, to
contribute to the elucidation of the mechanisms of action, we propose to study the effect
of Tahitian lemon juice on the production of PGs and cytokines involved in the synthesis
pathways of PGs in healthy women during menstruation. To that aim, normal volunteers
during the menacing period were randomly divided into three groups and treated for two
consecutive days from the beginning of menstruation, with Lemon (G1, n = 15),
Meloxicam (G2, n = 14) and compared with a Control group (G3, n = 13) formed by
volunteers who did not undergo any type of intervention. On the second day of
menstruation, menstrual and peripheral blood samples were collected for the
determination of PGE2, PGF2a, IL-1B3, TNFa and IL-6 in order to analyze the uterine and
systemic effects of cytotherapy. In addition, cells from whole blood were cultured,
whether or not stimulated with LPS, to evaluate the effects of Tahitian lemon on the
production of PGs (PGF2a and PGE2), and the in vitro inflammatory response (IL-1p,
IL- 6, TNF-a). The results showed a higher concentration of PGF2a in the menstrual
blood of the Tahitian lemon group and a lower concentration of PGE2 and PGF2a in the
Meloxicam group. Regarding the inflammatory cytokines, it was observed that only the
concentration of TNFa in menstrual blood was lower in the Lemon group. However, in
the supernatant of the cell culture, the Tahitian lemon was able to induce the higher
production of TNFa by the cells supplemented by the patient's own serum and treated
with LPS for 24 hours. Conclusion: Tahitian lemon appears to act in the cascade of
production of the PGF2a from uterus, that may favor events associated with vascular

contraction, in a distinct way in relation to Meloxicam activity.

Keywords: prostaglandin, menstrual disorders, Taiti lemon, inflammation.
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1. INTRODUCAO

A fisiologia do aparelho reprodutor feminino € responsavel pela
preparacdo do organismo para a reproducdo. A partir da puberdade, o Gtero e 0s
ovarios passam por mudancas fisiolégicas ciclicas, as quais sdo coordenadas
pelo eixo-hipotdlamo-hipofise-ovariano. A coordenacédo de todo o sistema que
envolve o ciclo menstrual € considerada um dos eventos biolégicos mais
notaveis. A mulher experimenta, em média, 400 menstrua¢des durante a sua
vida. A mulher moderna experimenta mais ciclos menstruais quando comparada
as suas antecedentes, que vivenciavam a menarca tardiamente, passavam por
multiplas gestacbes e longos periodos de amamentacdo, que suprimem a
menstruacdo. Para algumas mulheres, essa natural, mas complexa acao pode
representar sério problema quando o sangramento é excessivo, prolongado e
acompanhado de cdlicas, levando ao comprometimento da qualidade de vida.

O endométrio € a mucosa derivada do epitélio celdmico dos canais de
Muller que reveste a cavidade uterina e apresenta uma espessura variavel,
conforme a idade e a fase do ciclo menstrual. Histologicamente, podem-se
distinguir trés camadas no endométrio: profunda ou basal, média ou esponjosa e
superficial ou compacta. No endométrio humano adulto ocorrem alteracdes
morfologicas ordenadas em média a cada 28 dias, como resposta a producéo
hormonal ciclica dos ovarios. A menstruacdo € o processo final do ciclo
menstrual, que acontece quando n&o ocorre a fecundacéao e a implantacdo do
ovulo. E, constitui-se de sangramento com perdas entre 20 a 80 ml em volume,
gue se repetem a cada 24 a 38 dias e se prolongam por um periodo de até 8 dias.
Um terco do conteudo do fluxo menstrual é representado por sangue, sendo o
restante composto por residuos endometriais liquefeitos pela atividade
fibrinolitica dos restos celulares.

Do ponto de vista histo-fisioldgico, o ciclo reprodutivo divide-se em trés
fases: Proliferativa, Secretora e Menstrual. A Fase Proliferativa € caracterizada
pelo aumento da concentracdo de estrégeno e pelo espessamento do tecido
endometrial. Essa hiperplasia do endométrio ocorre em fungéo da proliferacdo do

estroma e das células epiteliais. A Fase Secretora inicia-se, apés a ovulacéo,



com a producédo de progesterona pelo corpo liteo. Nesta fase, se ndo ocorrer a
fecundacao, o corpo luteo atrofia e a producao de progesterona € interrompida.
Caso contrario, a produ¢édo do horménio continua para suportar a gestacao. Na
auséncia de gestacdo, a diminuicdo da progesterona induz ao aumento da
sintese de prostaglandinas (PGs), as quais causam contracfes das fibras
miometriais e vasos, levando a isquemia do endométrio. Sem irrigacdo sanguinea
suficiente para sua manutencdo, as camadas mais externas do endométrio
(média e superficial), que atingiram seu espessamento maximo, sofrem
descamacédo acompanhada por sangramento, originando o fluido menstrual. As
PGs, também, estdo envolvidas nos mecanismos teciduais que estimulam: a
ruptura do foliculo ovulatério, a involugdo do corpo Iuteo e a expulsdo dos
produtos de concepcédo durante o parto ou abortamento.

A menstruacdo apresenta aspectos semelhantes as doencas
inflamatorias, na medida em que ocorre a producao de mediadores que induzem
0 edema dos tecidos, o influxo de leucdcitos e a presenca de células deciduais
gue se assemelham aos fibroblastos granulosos. Neste sistema em particular, a
influéncia dos hormonios sexuais, principalmente estrégeno e progesterona, tém
um grande peso na modulacdo dos eventos imunoldgicos e inflamatorios que
podem intensificar os sinais e sintomas que caracterizam o periodo menstrual.

Para algumas mulheres, a quantidade do fluxo e/ou a duracdo da
menstruacdo sdo mais intensas, provocando um quadro de aumento de
sangramento. A perda de sangue de forma excessiva por varios ciclos menstruais
consecutivos (acima de 80 ml) pode levar a problemas médicos e afetar a
gualidade de vida. Como exemplo, mais de 50% das mulheres com menorragia
desenvolve quadros de anemia ferropriva. Menstruacdes abundantes prejudicam
a qualidade de vida da mulher, necessitando de trocas frequentes de
absorventes, interferindo nas atividades do dia-a-dia, podendo causar alteracées
de humor, modificar negativamente seu convivio social, além da associacao
frequente com dolorosas célicas menstruais, conhecidas como dismenorreia
(MORTOLA, 1998; SANTIAGO et al, 2002; WONG, 2011; GUMANGAR,;
KWAME-ARYEE, 2012).

A dismenorreia, dependendo da origem, € classificada como primaria
(intrinseca, essencial ou idiopatica) se ocorrer em mulher sem doenca pélvica; e

secundéria (extrinseca, adquirida) se estiver relacionada a uma afec¢éo organica
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pélvica como leiomioma uterino, doenca inflamatoria pélvica, ou presenca de
dispositivo contraceptivo intrauterino (Bastos & Borges, 2002; WALLACE;
KEIGHTLEY; GIE, 2010).

Estudos mostram que tanto o sangramento menstrual excessivo quanto a
dismenorreia estdo relacionadas com alteragbes nas concentracbes das
prostaglandinas F2a (PGF2a) e E2 (PGE2) produzidas no Utero (DEB; RAINE-
FENNING, 2008). Além disso, em mulheres que apresentam anormalidades no
periodo menstrual, a presenca de citocinas pro-inflamatorias parece estar
relacionada com a producao e liberacédo de PGs, contribuindo deste modo com
as alterag0es fisiologicas relacionadas com os disturbios de menstruacao (MA et
al., 2013). Algumas destas citocinas ja foram identificadas no endomeétrio durante
o ciclo menstrual e estdo vinculadas com a destruicdo e reparagédo do tecido
endometrial, como por exemplo, as Interleucinas IL-1f3, IL-6 e o Fator de Necrose
Tumoral a (TNF-a) (ARICI et al., 1993).

Em funcdo das caracteristicas inflamatorias dos distarbios da
menstruacdo e da atividade inibitoria dos anti-inflamatérios néo-esteroidais
(AINEs) sobre a sintese de PGs, a utilizacdo desse tipo de farmaco continua
sendo um dos tratamentos mais indicados para mulheres acometidas por
sangramentos excessivos e dismenorreias. Os AINE parecem reduzir a sintese
de prostaglandinas no utero, levando a vasoconstricdo. O acido mefenamico
reduz o fluxo menstrual de 20 a 46% em pacientes com menstruacdes
cronicamente abundantes. Outros AINEs como: ibuprofeno, &cido
meclofenamico também reduzem o fluxo menstrual. Os AINEs ainda tém a
vantagem de restringir as colicas menstruais, principalmente quando utilizados
no inicio da menstruacdo e mantidos por até 24 h, dependendo do perfil
farmacocinético (NELSON & TEAL, 2007). Entretanto, o uso dos AINEs também
podem causar efeitos colaterais graves como: danos renais, Ulceras gastricas,
doencas hepatotoxicas, e outros tipos de enfermidades, principalmente quando
utilizados de forma crénica (KUMMER, COELHO, 2002).

Dessa forma, considerando os riscos envolvidos na utilizacdo dessa
classe de medicamentos, a busca por novos compostos alternativos mais
seguros e eficientes, e que possam propiciar o controle dos sintomas provocados
pela producdo de mediadores inflamatérios durante a menstruacdo, tem se

tornado de extrema importancia. Nos ultimos anos, a indicacdo da fitoterapia
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como alternativa ao uso dos AINEs intensificou-se, principalmente em funcao das
vantagens relacionadas quanto a sua utilizacdo. Os fitoterapicos, normalmente,
tem um potencial de atividade elevado porquanto sdo constituidos por
diversidade de compostos que atuam de forma sinérgica ao interagirem em alvos
diferentes. Além disso, os fitoterdpicos normalmente apresentam riscos menores
de efeitos colaterais e possuem custos de comercializacdo mais acessivel aos
pacientes (YUNES, 2001).

A utilizagcdo de produtos naturais no tratamento de distirbios menstruais
tem sido aplicada em diferentes povos, h& séculos. H& registros que mostram
gue algumas culturas tém utilizado os 6leos essenciais extraidos de plantas
como, lima (Citrus aurantiifolia), alfavacdo (Ocimum gratissimum), gengibre
(Zingiber officinale), alecrim (Rosmarinus officinalis) e folhas de goiabeira
(Psidium guajava) para o tratamento da dismenorreia, uma vez que exercem
propriedades relaxantes sobre a musculatura lisa do endométrio. Ja os
compostos quercetina, estragole, bisabolol, limoneno e eugenol, presentes
nestes fitoterapicos, agem sobre as vias das prostaglandinas (YASSIN, 2012).

Com base nestes estudos e no relato de que povos indigenas do Brasil
utilizam o suco do limdo para o controle do fluxo menstrual, nosso grupo de
pesquisa realizou entre os anos de 2013 a 2014 um ensaio piloto para analisar
guais os efeitos da citroterapia, baseada no uso do limdo Taiti (Citrus latifolia),
durante o periodo menstrual. Demonstrou-se que o uso deste citrus foi capaz de
reduzir a duracdo e a intensidade da menstruacdo excessiva, a ocorréncia de
dismenorreia e a presenca de coagulos (ANDRADE, 2015). A escolha do liméo
Taiti neste trabalho foi norteada pela obtencdo de melhores resultados em testes
empirico prévios, realizados durante a fase de definicdo do tipo de citrus,
utilizando algumas espécies de limdes e laranjas mais comuns encontradas na
regiao.

Apesar de temos encontrado um efeito clinico significativo com o uso da
citroterapia com limao Taiti no controle das disfun¢cdes menstruais, permaneceu
ainda uma grande lacuna de conhecimento em relacdo aos mecanismos
biolégicos envolvidos neste processo. Embora as formas de atuacdo nao sejam
conhecidas, a modulacdo da cascata de producédo dos acidos araquidbénicos €
uma das possibilidades. Deste modo, para contribuir com a elucidacdo dos

mecanismos envolvidos, propomos estudar o efeito do suco do limdo Taiti na
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producdo de PGs e de citocinas pré-inflamatérias em mulheres sem alteracdes

menstruais, no inicio da menstruacao.



2. OBJETIVOS

Comparar os efeitos do suco do liméo Taiti (Citrus latifolia) em relagéo ao anti-
inflamatério  Meloxicam na produgdo de mediadores inflamatérios
(prostaglandinas e citocinas pré-inflamatérias) locais e sistémicos no inicio da

menstruacao, por mulheres sem altera¢des de ciclo menstrual.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

O estudo foi realizado de acordo com 0s seguintes objetivos especificos:

o Avaliar os efeitos do tratamento com limdo ou Meloxicam nas
concentragdes de prostaglandinas F2a e E2 do fluido menstrual em relagéo
ao grupo sem intervencao.

o Comparar os efeitos do tratamento com limdo ou Meloxicam nas
concentragfes de citocinas pro-inflamatorias IL-1(3, IL-6 e TNF-a do soro e
do fluido menstrual, em relacdo ao grupo sem intervencao.

o Comparar o efeito dos tratamentos na producéo in vitro de citocinas proé-
inflamatorias IL-1B, IL-6 e TNF-q, utilizando cultivo celular de células totais
do sangue periférico suplementadas com os soros de sangue periférico das

préoprias voluntérias.



3.REVISAO DA LITERATURA

3.1 O ENDOMETRIO E O CICLO MENSTRUAL

O endométrio é a mucosa constituida por diversos tipos celulares, como
células epiteliais, células mesenquimais, glandulas tubulares e fibroblastos entre
outras, que reveste a cavidade uterina. De acordo com a sua fisiologia e
caracteristicas morfoldgicas, o endométrio pode ser dividido em duas regides:
uma inferior ou basal, de estrutura constante que contém glandulas pouco
proliferativas, e uma superior ou funcional, onde ocorrem as alteragdes
estruturais que permitem a implantacao do 6vulo fecundado e o desenvolvimento
da placenta (revisado por HENRIET; CHEVRONNAY; MARBAIX, 2012).

A estrutura do endométrio humano sofre modificagGes teciduais durante o
ciclo reprodutivo, as quais sdo atribuidas principalmente as alteracdes nas
concentracbes dos hormoénios estrogeno e progesterona (SALAMONSEN;
ZHANG; BRASTED, 2002). O ciclo menstrual humano tem duracdo média entre
24 a 38 dias e é dividido em trés fases: Fase Proliferativa, Fase Secretora e Fase

Menstrual, sendo esta Ultima decorrente da auséncia de gravidez.

No inicio da Fase Proliferativa, um pequeno pico da producdo do hormonio
foliculo estimulante (FSH) na circulacdo induz a proliferacdo da camada de
células granulosas dos ovarios, estimulando a divisao celular, a esteroidogénese
e a expressao de receptores do horménio luteinizante (LH) no foliculo em
desenvolvimento (ANDERSEN; EZCURRA, 2014). Concomitantemente, ocorre o
inicio da sintese de LH, que atua sobre as células da teca folicular, convertendo
o colesterol em androstediona e posteriormente, através da atividade do sistema
enzimatico de aromatases, originando o0 estrogeno, (revisado por
TARABORRELLI, 2015). O LH e o estrégeno atuam em sinergismo com o FSH
na manutencdo do crescimento e da maturacdo folicular, dando inicio ao
fendbmeno da ovulagcédo (SULLIVAN et al., 1999), Neste processo, o LH também
€ responsavel por induzir o inicio da secrecdo de progesterona pelas células
granulosas e tecais. O estrégeno, por sua vez, induz a proliferacdo do tecido

endometrial estimulando a divisdo das células epiteliais e estromais, resultando



no aumento de espessura em fungao do crescimento progressivo das glandulas

e dos vasos sanguineos.

Em conta-partida, a Fase Secretora € caracterizada pela rapida queda na
secrecdo de LH e FSH e pelo aumento abrupto da concentracao de progesterona,
0 que torna o foliculo altamente vascularizado (OWEN, 1975). O corpo luteo, por
acdo de fatores angiogénicos contidos no fluido folicular, converte o colesterol
em progesterona, ja que na fase Proliferativa sua concentracdo € inicialmente
baixa e pode variar de acordo com a secre¢cdo pulsatil de LH (revisador por
TARABORRELLI, 2015). A progesterona tem seus receptores localizados nas
células epiteliais do endométrio, sendo que muitas das funcdes do tecido sdo
controladas pela concentracéo deste horménio (JABBOUR et al., 2006). Como
consequéncia da alta concentracdo de progesterona, ocorre 0 aumento
exponencial da proliferacao e diferenciacéo tecidual do endométrio, o qual passa
a apresentar glandulas cada vez mais tortuosas. Ao final desta fase, se
estabelece a diferenciacdo das arteriolas do endotélio e a decidualizacado das
células estromais das regides perivascular e do epitélio superficial do endométrio.
Em caso de auséncia de implantacdo do embrido, ha a regressao funcional,
estrutural e morfologica do corpo luteo (lutedlise) e a reducdo do nivel de
progesterona, induzindo a necrose focal do endométrio e o inicio da menstruacao
(HENRIET; CHEVRONNAY; MARBAIX, 2012).

A fase de Lutedlise parece ter evoluido em algumas espécies como
mecanismo para aumentar a eficiéncia reprodutiva, pois em mamiferos com
ciclos menstruais regulares, o corpo luteo formado apés a ovulacdo € removido
do ovario por esse processo, permitindo, sucessivamente, a continuidade de
novos ciclos (MCCRACKEN; CUSTER; LAMSA, 1999).
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A Fase Menstrual é caracterizada pelo decréscimo nos niveis de
progesterona, o que ocasiona alteracdes drasticas na estrutura endometrial. Tais
alteracdes induzem a constriccao de arteriolas que mantém o fluxo sanguineo na
camada funcional do endométrio que, uma vez interrompido, provoca a
decomposicdo do tecido endometrial (Figura 1) (CHENG et al.,, 2007). A
diminuicdo da progesterona também esta relacionada com a producéo de vérias

citocinas pré-inflamatérias, prostaglandinas (PGs), fator de crescimento



endotelial vascular (VEGF) e metaloproteinases (MMPS), os quais destroem a
matriz intersticial do endométrio, ocasionando desse modo 0 sangramento
caracteristico da menstruacao (HICKEY; FRASER, 2006).

Figura 1: Esquema do ciclo menstrual. Agdo dos horménios hipofisarios (FSH e LH) e uterinos
(Estrégeno e Progesterona) ao longo do ciclo menstrual, atuando no desenvolvimento da célula
germinativa e na modulacdo da proliferacdo do tecido endometrial.
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(Fonte: modificado de http://creafampuebla.com/2015/09/23/ciclo-menstrual-y-ovulacion/).




3.2 PAPEL DAS PROSTAGLANDINA NO CICLO MENSTRUAL

Na maioria das espécies de primatas, a regressao do corpo lUteo é iniciada
pela sintese de prostaglandinas no Gtero, principalmente as do tipo F2a e E2.
Deste modo, as prostaglandinas medeiam mudancgas que resultam na ruptura do
foliculo e no derramamento do endométrio na menstruacdo (FUCTTS, 1987). Um
dos seus primeiros efeitos é inibir a esteroidogénese, que foi iniciada durante a
fase Proliferativa e estimulada pelos hormdnios ovarianos e hipofisérios. Para
isso, as prostaglandinas impedem o transporte de colesterol através da
membrana da mitocéndria folicular, levando a consequente inibicdo da sintese
de progesterona entre as fases Secretora e Menstrual (PATE; KEYES, 2001).

Ao final da fase Secretora, com a diminuicdo da concentracdo de
progesterona, diminui a acdo enzimatica da Superoxido Desmutase (SOD), que
por sua vez, atua na protecdo do tecido contra os danos ocasionados pela
producéo de Espécies Reativas de Oxigénio (ROS) (SUGINO et al., 2004) (Figura
2). A alta concentracdo de ROS no endomeétrio ativa a via do Fator de Transcricao
NF-kB, que normalmente encontra-se presente no citoplasma na forma inativa,
ligado a uma proteina chaperona inibidora (IkB) (GLOIRE et al., 2006).

A via de transcricdo do fator NF-kB regula as respostas inflamatorias em
diversos tipos de células durante o ciclo menstrual (EVANS; SALAMONSEN,
2013). Estudos de Wissink et al. (1998) demonstram que a progesterona, quando
ainda presente em altas concentracfes, impede a ativacdo do NF-kB através da
estimulacdo da proteina inibidora IkB (Figura 2). Dessa forma, quando a
producéo de progesterona € inibida, a ativacdo de NF-kB acontece através da
inducdo da enzima IkB-cinase (IkK), a qual fosforila IkB na posicdo Serina32 e
Serina36, que sao subsequentemente degradadas (BONIZZI; KARIN, 2004).
Sendo assim, o NF-kB fica livre da interferéncia do inibidor IkB e, uma vez ativo,
transloca-se para o ndcleo, e inicia a transcricdo das enzimas ciclooxigenase
(COX), fosfolipase-A2 (PLA>), e citocinas pro-inflamatorias (revisado por BURG;
SAAG, 1996), contribuindo assim para a inflamacao intensa durante o periodo
menstrual (BONIZZI; KARIN, 2004; SUGINO, et al. 2004).
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Figura 2: Sintese de COX-2 e Fosfolipase-A2 a partir da ativacdo do fator de transcricdo NF-kB,
através do estresse oxidativo pela producéo de espécies reativas de oxigénio.
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A COX-2, é a principal enzima da via de sintese de prostaglandinas no
endométrio (BURG; SAAG, 1996; SUGINO et al., 2004; EVANS; SALAMONSEN,
2012). Existem duas isoformas para a COX: COX-1, que € expressa
constitutivamente em varios tecidos e a COX-2, cuja expressao € induzida.
Ambas as isoformas catalisam as reacdes de oxigenacdo responsavel pela
transformagdo do acido araquidénico formado a partir de fosfolipidios da
membrana celular (KANG et al., 2004). A COX-2 desempenha um papel central
na inflamacdo, uma vez que sua expressao € induzida nos tecidos por agéo de
fatores fisicos, quimicos, inflamatérios, traumaticos e mutagénicos que
estimulam a producdo de horménios (LH, FSH), citocinas inflamatérias (IL-18,
TNF-a) e fatores de crescimento (VEFG) (KUMMER, 2002).
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Em decorréncia do processo de necrose das células do endométrio pela
diminuicdo da progesterona, a enzima PLA: se transloca para a membrana
celular e libera o acido aracdoénico, o qual é o precursor para a producdo de
prostandides (RICCIOTTI; FITZGERALD, 2011) (Figura 2). Através da agdo da
COX-2, o acido aracdbnico € metabolizado, resultando na formacdo da
prostaglandina intermediarias G2 (PGG2) e H2 (PGH2), a qual é metabolizada
por PG-sintetases para formar prostaglandinas ativas, como por exemplo, PGF2a
e PGE2 (FUNK, 2001; WYMANN; SCHNEITER, 2008). Em func&o da producao
de COX-2 ser possivelmente dependente da diminuicdo de progesterona,
sugere-se, que sua alta concentracdo, em conjunto com o estrégeno, constituem
barreiras para a sintese de prostaglandina pelas células do endométrio (BAIRD
et al., 1996). Desta forma, as prostaglandinas, somente, sao formadas no final da

fase Secretora e inicio da fase Menstrual.

Além da via direta, as PGs podem ser sintetizadas por um grupo de
aldoceto redutase (AKRs), as quais pertencem a uma familia de proteinas
monomeéricas oxido redutase NADPH-dependente presentes em quase todos 0s
organismos (PENNING, 2015). As subfamilias AKR1B1 e AKR1C3 possui funcao
de PG-sintase, podendo eficientemente sintetizar PGF2q, através da reducao de
PGH2 provindo da via de sintese da COX (Figura 3) e, a literatura relata que o
estimulo tanto de AKR1B1 ou AKR1C3 no endométrio podem ser induzidas por
IL-1B8 (RIZNER, et al., 2012; ANKO et al., 2015). Além disso, a estimulacédo de
AKR1B1 por IL-1B pode potencializar a ativacao de NF-kB e, dessa forma, levar
a um ciclo inflamatério vicioso. Ambas as enzimas, AKR1B1 e AKR1C3, estao
presentes no endométrio durante o ciclo menstrual, sendo que AKR1B1 encontra-
se facilmente localizada no epitélio glandular e nas células do estroma e,
AKR1C3 esta principalmente nas células epiteliais (BRESSON et al., 2016). No
estudo de Kang et. al., (2006), foi demonstrado que a expressao de AKR1B1 foi
associada com a alta taxa de sintese de PGF2a em mulheres que apresentam

distirbios como endometriose e por células estromais do tecido decidualizado.

Depois de formadas, as PGs séo exportadas para fora da célula e podem
se ligar e ativar seus receptores especificos de membrana associados a proteina
G. Ao interagir com seus receptores, as PGs ativam uma variedade de vias de

sinalizacao intracelular envolvidas na expresséao de genes que codificam o fator
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de crescimento endotelial vascular (VEGF) estimulando a inflamacéo,
proliferacao e angiogénese (SINREIH et al., 2015).

A PGF2a medeia a constricdo das artérias espiraladas que contribui para
a hipoxia no endométrio (FAN et al., 2008) e estimula as contra¢des do muasculo
liso que causam o derramamento na menstruagdo. Ja a PGE2 é responséavel pela
dilatacao de vasos sanguineos do endométrio em conjunto com a quimiocina IL-
8, aumentando a eficacia do recrutamento de leucdcitos para o tecido (COLDITZ,
1990). Os efeitos opostos da vasoconstricdo e vasodilatacdo produzidos
respectivamente pela PGF2a e PGEZ2, contribuem para a necrose celular
endometrial, resultando na descamacéao do tecido na forma da menstruagcéo. A
prostaglandina 12, por sua vez, esta envolvida na nocicepc¢ao da dor menstrual,
e se encontra presente em niveis elevados no fluido menstrual de mulheres com
dismenorreia (EVANS; SALAMONSEN, 2012).

3.3 DISTURBIOS DO CICLO MENSTRUAL

A menstruacdo representa um exemplo de regulagcdo endocrina
precisamente controlada do tecido endometrial (MORTOLA, 1998). No entanto,
para aproximadamente 72% das mulheres, a intensidade, a duracdo da
menstruacdo e a presenca de dor fogem da normalidade, sendo deste modo
considerado como eventos adversos (SANTIAGO et al., 2002).

O sangramento em excesso durante a menstruacéo € um disturbio grave,
gue, em funcao da alta quantidade de conteudo sanguineo perdido, acima de 80
mL por ciclo, pode levar a casos graves de anemia. (SAEED; SURIA, 1986). As
etiologias dessa disfuncdo podem ser divididas em trés categorias: doencas
pélvicas estruturais, doencas sistémicas e sangramento uterino disfuncional
(SUD).
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Figura 3: Sintese de prostaglandinas a partir da diminui¢céo da produgao de progesterona e da indugao
de citocinas pré-inflamadrias (TNF-q, IL-1B e IL-6) durante o ciclo menstrual.
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As doencas pélvicas estruturais representam a maioria dos casos,
podendo ser provocadas por miomas, adenomionas, pélipos endometriais,
carcinomas endometriais e hipertrofia miometral (OBSTETRICS, 1992). As
doencas sistémicas representam uma por¢cdo muito pequena de casos de
menorragias, sendo as condicdes mais comuns os distarbios da coagulacéao, tais
como trombocitopenia, trombocitopatias e doenca de Von Willebrand. Nestes
casos, é possivel que parte do mecanismo seja mediado por erros no
metabolismo do tromboxano (OBSTETRICS, 1992). Ja o sangramento uterino
anormal, sem causa organica demonstravel (genital ou extragenital), é
considerado um diagnéstico de exclusdo, provavelmente relacionado a
alteracdes hormonais.

A menstruagdo € um evento autolimitado porque ocorre descamacgédo do
endométrio estruturalmente estavel por apropriada acao sequencial de estrégeno

e progesterona, a qual se seguem mecanismos de coagulacdo que “selam” as
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areas de sangramento expostas. As modulagbes hormonais inadequadas
impedem essa acado sequencial do estrogénio e progesterona e,
consequentemente, comprometem a descamacao e a hemostasia endometrial,
levando ao SUD (SMITH et al., 1981; VAN EIJKEREN et al., 1992).

A hemostasia endometrial normal se da por meio de agentes
procoagulantes e anticoagulantes, fibrinoliticos e antifibrinoliticos, é responséavel
pela limitacdo da perda sanguinea durante a menstruacdo (DAVIES; KADIR,
2012). O processo de hemostasia é alcancado em dois estagios: (I) ativacéo e
agregacéao de plaquetas para a formagcao de um tampao no local lesionado e (I1)
deposicdo de fibrina, a qual possibilita a formacdo da rede plaguetaria
(CHRISTIAENS, 1996). A menorragia poderia ser o reflexo de desarranjos deste
processo de hemostasia, e estar intimamente relacionados com o desequilibrio
na secrecado de mediadores inflamatorios que proporcionam maior vasodilatacao,
dificultando o processo de reparo tecidual (CHRISTIAENS; SIXMA; HASPELS,
1980).

A dismenorreia é outro tipo de disturbio menstrual que provoca intensos
guadros de dor e sintomas secundarios que podem ocorrer antes do inicio da
menstruacdo e perdurar por alguns dias (MORTOLA, 1998; SANTIAGO et al.,
2002). Dependendo da origem, a dismenorreia pode ser classificada em primaria
e secundaria. A dismenorreia primaria € subdividida em: dismenorreia
espasmodica e dismenorreia congestiva. A dismenorreia espasmoédica consiste
em espasmos de dor na regido abdominal, na regido lombar ou parte interna das
coxas, tendo inicio no primeiro dia da menstruacao. Ja a dismenorreia congestiva
induz sintomas de dor na parte inferior do abdémen no periodo que antecede a
menstruacdo, além de letargia, depressao e irritabilidade (CHESNEY; TASTO,
1974). A dismenorreia secundaria pode ocorrer em funcdo de distarbios
ginecoldgicos como a endometriose, adenomiose, miomas uterinos, polipos
endometriais entre outros (KOLHE; DEB, 2011). Geralmente esse distlrbio
comeca alguns anos apds a menarca, sendo que em algumas mulheres podem
desenvolver um sindrome de dor crénica de dificil tratamento (WONG, 2011;
GUMANGAR; KWAME-ARYEE, 2012).

Estudos mostram que tanto os sangramentos excessivos de causas nao
estruturais quanto a dismenorreia primaria sdo acometidos por alteracdes nas

concentragcbes de mediadores inflamatorios, como por exemplo, as
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prostaglandinas F2a e E2 (DEB; RAINE-FENNING, 2008). As quantidades de
PGs produzidas por mulheres com dismenorreia € muito maior em relacao as nao
acometidas por essa disfuncdo (JOHNSON, 2006). A PGF2a, em conjunto com
leucotrienos, pode aumentar a sensibilidade das fibras musculares no utero de
mulheres com dismenorreia. Além disso, em funcdo de um padrdo anormal de
contracdo, a pressao intrauterina pode exceder os 60 mmHg, aumentando a
intensidade de dor (DEB; RAINE-FENNING, 2008). Dessa forma, a intensa
producéo de PGF2a no endométrio poderia ser o reflexo de fortes contragbes do
musculo liso uterino, comprometendo o fluxo sanguineo e aumentando o0s
sintomas de dor (MA et al., 2013).

Por outro lado, em pacientes com diagnéstico de SUD, a quantidade de
prostaglandinas produzidas pelas células endometriais € reduzida pela pouca
disponibilidade de seus precursores. Entretanto, os niveis de prostaglandinas
vasodilatadoras, como PGE2 e PGI2, parecem estar presentes no tecido em
maior quantidade em relacdo a prostaglandina vasoconstritora F2a (SMITH et
al.,1981; RESS et al., 1984). Nao esta totalmente esclarecido se estes disturbios
ocorrem em combinagcdo no organismo da mulher. Evidéncias sugerem que as
anomalias devem realmente ser multiplas em alguns casos. Além disso, é
provavel que haja um fator indutor comum ou uma cascata de processos
fisioloégicos que desencadeie tais anormalidades (HICKEY; FRASER, 2006).

3.4 A RESPOSTA INFLAMATORIA NO CICLO MENSTRUAL

O ciclo menstrual envolve a participacdo de diferentes mediadores
inflamatdrios e células do sistema imune que sdo recrutadas para o tecido
endometrial. Estudos sugerem que o recrutamento leucocitario seja modulado ao
longo do ciclo, dependendo da concentracdo dos horménios estrogeno e
progesterona. Isso se deve ao fato de que as alteracbes nas quantidades de
leucocitos modificam-se durante a Fase Secretora, justamente quando ocorrem
as mudancas perceptiveis nos niveis destes hormdnios (EVANS;
SALAMONSEN, 2012; NOWAK; BORKOWSKA; PAWLOWSKI, 2016).
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Em seres humanos, o aumento do influxo de leucdocitos no endométrio
ocorre pouco antes da menstruagdo, sendo coincidente com a queda da
progesterona (SALAMONSEN; ZHANG; BRASTED, 2002). Desta forma, a
progesterona também poderia regular a migragdo leucocitaria nos endotélios,
uma vez que tem a capacidade de agir sob as células do tecido endometrial
(GOTTSHALL, 1992).

Os leucdcitos sdo predominantes no endométrio de varias espécies de
animais (BAUER, 2001). O numero total de células do endométrio sofre
alteracdes em funcao da migracéo celular para o tecido epitelial durante a Fase
Secretora ou por apoptose que ocorre durante o derramamento da camada
funcional do endométrio na Fase Menstrual (SALAMONSEN; ZHANG;
BRASTED, 2002; THIRUCHELVAM et al., 2012). A migracéo de populacdes de
leucocitos para o endométrio € um processo que envolve a expressédo de
moléculas de adesao, além da producédo de quimiocinas e citocinas que atuam
em receptores especificos presentes no tecido (SCHALL; BACON, 1994;
GARCIA-VELASCO; ARICI, 1999). A permeabilidade dos vasos sanguineos é
modulada, principalmente, pela presenca de prostaglandinas E2 e F2a, as quais
tém sido implicadas no controle do tonus dos vasos sanguineos antes e durante
a menstruacao (JONES et al., 1997) e, dessa forma, regulam a quantidade de

células migratérias presentes no tecido.

A IL-8 € uma das principais quimiocinas que regulam a quimiotaxia
periovulatéria, atuando no recrutamento de neutrofilos e linfocitos T, além de
induzir a angiogénese e ter propriedades mitogénicas. A IL-8 também esta
envolvida no processo de derramamento do endométrio da Fase Menstrual. As
células inflamatdrias recrutadas para o tecido pela IL-8 produzem
metaloproteinases que degradam a matriz extracelular, dando inicio aos eventos
da descamacéo tecidual da menstruacdo (GARCIA-VELASCO; ARICI, 1999;
YUE et al., 1994; MULAYIM, 2002). O estudo de Maybin et al. (2011) demonstrou
gue existem alteracdes significativas na expressao do RNA mensageiro de IL-8
durante todo o ciclo, com expressdo maxima durante o derramamento menstrual.
A expressdo de IL-8 também é induzida em células epiteliais em condi¢gbes de

hipéxia. Além disso, a prostaglandina E2 age em sinergismo com a IL-8,
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aumentando a infiltracdo de neutrofilos no tecido endometrial (MAYBIN et al.,
2011)

Outra quimiocina importante no ciclo menstrual é a Proteina-1
Quimiostatica de Mondcitos (MCP-1), a qual é responsavel por recrutar e ativar
macrofagos, linfocitos T e outras células como baséfilos e células natural Killer
(NK). Sua producéo, também, foi detectada no endométrio humano, onde exerce
atividades equivalentes as da IL-8 (ARICI, et al., 1993; GARCIA-VELASCO;
ARICI, 1999). H& evidéncias de que, durante a fase pré-menstrual, os fatores
inflamatorios produzidos pelas células do estroma decidualizado do endométrio,
guando da implantag&o do ovo, possam exercer papel essencial no recrutamento
de leucacitos.

A presenca dos leucocitos em quantidades exacerbadas, também, pode
implicar no SUD. Os macrofagos podem liberar PGE2 aumentando assim a
vasodilatacao e, consequentemente, o sangramento. Além disso, os linfocitos T
citotoxicos e as células NK secretam porfirinas, que podem atuar na degradacéo
do endométrio vascular e de outras estruturas celulares, promovendo
sangramento intenso (revisado por HICKEY; FRASER, 2006)

Outros fatores imunoldgicos, como as citocinas pro-inflamatorias, também
estdo presentes no endométrio para contribuir com o0s processos de
decidualizacdo, menstruacao e a subsequente reparacdo endometrial. Algumas
destas citocinas tém sido associadas com 0 aumento ou a inibicdo da
decidualizacéo, incluindo a IL-1pB, IL-6 e TNF-a (ARICI et al., 1993). As interacdes
das citocinas proé-inflamatérias com o estrégeno e a progesterona causam
modificacbes na morfologia do endométrio durante a fase pré-menstrual,
culminando na degradacdo da matriz extracelular seguido de sangramento
menstrual (MA et al., 2013).

A IL-1B é produzida, principalmente, por mondcitos e desempenha papel
importante na remodelagem do tecido em estado inflamatério. No endométrio
humano, esta citocina foi detectada em células epiteliais e estromais, sendo mais
expressa durante a fase secretora (KAUMA et al., 1990). A IL-6 pode ser
produzida por diferentes tipos de células do sistema imune e células da camada

7

granulosa. Uma vez que € regulada pela presenca do hormbénio FSH,
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desempenha importante papel na maturacdo do foliculo germinativo. J& a
reducdo dos niveis de IL-6 no endométrio pode estar relacionada com o ciclo
menstrual irregular ANGSTWURM; GARTNER; ZIEGLER-HEITBROCK, 1997).

O TNF-a é uma citocina pleiotréfica reconhecida como produto de muitos
tipos de células que atua, principalmente, em processos de reparacao tecidual.
Jé& foi demonstrado que os hormonios esteréides femininos regulam a expressao
do gene de TNF-a em camundongos e mastécitos uterinos humanos in vivo, bem

como, em macréfagos de camundongos in vitro (HUNT et al., 1997).

Em conjunto, estes dados tém mostrado que os mediadores inflamatorios
produzidos durante a menstruacdo exercem atividades distintas, porém
complementares. O mesmo, também, foi observado em condi¢des de disturbios
menstruais, quando ha excesso de sintese destes mediadores e,
consequentemente, em suas atividades. Ma et al.,, 2013 demonstrou, que em
mulheres com dismenorreia, ocorre 0 aumento da expressao e da transcri¢cao dos
genes IL-1B3, IL-6 e TNF-a logo no primeiro dia da menstruacdo. O aumento da
producédo destas citocinas foi correlacionado com a inducdo da sintese e da
liberacao de PGF2aq, resultando na hipercontratilidade uterina acompanhada por
dor (MA et al., 2013).

3.5 TERAPEUTICA ANTI-INFLAMATORIA: MECANISMOS DE ACAO E
DESVANTAGENS

A descoberta da acédo das prostaglandinas endometriais na génese dos
disturbios menstruais deu suporte aos estudos utilizando farmacos anti-
inflamatdrios como opcéo terapéutica para o tratamento da menorragia de causas
nao estruturais a da dismenorreia primaria. Os anti-inflamatérios ndo-esteroidais
(AINESs) séo utilizados para aliviar a dor, a febre e a inflamacédo (MENDES et al.,
2012). Tais atividades estéo relacionadas com o papel inibidor destes farmacos
sobre a acdo enzimatica da COX (MORAES, 2011), uma vez que blogueiam o
sitio ativo das COX-1 e COX-2, e dessa forma, inibem a producédo de PGs (van
EIJKEREN et al., 1992).

O termo AINEs foi utilizado pela primeira vez na década de 1950, quando

a Fenilbutazona, precursora dos farmacos anti-inflamatérios nao-salicilatos foi
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desenvolvida. Entre 1970 e 1980, ap6s a elucidacdo dos mecanismos dos
primeiros inibidores de COX, o numero de AINEs aumentou exponencialmente.
Para o tratamento dos distirbios menstruais, se destacam o Diclofenaco,
Ibuprofeno, Indometacina e Naproxeno (MUNRO, 2000). A utlizacdo de
medicacdes como AINEs diminui a quantidade de prostaglandinas produzidas no
endométrio e no liquido menstrual. Essa classe de farmacos quando
administrados no inicio da menstruacdo, ndo afetam o desenvolvimento
endometrial mas diminuem a produc¢éao de prostaglandinas, o que resulta no alivio
das dores ocasionadas pela producdo dos mediadores inflamatérios (DAWOOD,
1995).

Os AINEs tradicionais séo classificados como “nao seletivos”, pois inibem
ambos o0s subtipos de COX, apesar de seus efeitos anti-inflamatorios e
analgésicos estarem ligados a inibicdo da COX-2 (HAYES; LEE, 2001). No
entanto, a inibicdo da COX-1, principalmente a longo prazo, pode acarretar
efeitos colaterais como gastropatias e nefropatias, uma vez que a enzima exerce
funcdes protetoras nos sistemas gastrico e renal. Por sua vez, ainibicdo da COX-
2 aparentemente resultaria apenas em efeitos anti-inflamatoérios, sem causar

problemas dessa natureza no organismo (BREDEMEIER et al., 2014).

Por outro lado, quando se refere aos efeitos inibidores especificos de
COXs no organismo feminino, existem estudos que também demonstram efeitos
negativos na ovulacao, decidualizacao, fertilizacdo, implantacdo do 6vulo e no
parto (revisado por NORMAN et al., 2004). Neste contexto, foi observado que
camundongas fémeas que nao expressam COX-2 apresentaram inumeras
deficiéncias durante os processos reprodutivos. Esse resultado levou ao
desenvolvimento da hipotese de que a ruptura da superficie no processo
ovulatoério estaria relacionada a um processo inflamatério dependente de COX-2
(revisado por SALHAB et al., 2001). Nos estudos de Sookvanichsilp e Pulbutr
(2002), os autores observaram que a administracdo de indometacina (inibidor ndo
seletivo de COX-1 e COX-2) e celecoxib (inibidor especifico de COX-2) em ratas
gravidas reduziram significativamente o niumero de gestacdes bem sucedidas,
bem como a decidualizacdo uterina. J& a administracdo de Meloxicam - inibidor
especifico de COX-2 - também teve seus efeitos sobre a ovulacdo observada em
coelhos, de forma dose/tempo dependente (NORMAN et al., 2014)
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Em conjunto, estes estudos mostram que os inibidores de COX devem ser
utilizados com precaucdo por mulheres em idade fértii e com o desejo de
engravidar, uma vez que a inibicdo da sintese de prostaglandinas exerce um
papel critico nos processos reprodutivos, especialmente na ovulagéo.
Salientando-se que estes farmacos podem intervir no processo reprodutivo sem
induzir nenhuma alteragéo na fungéo enddcrina (SALHAB et al., 2001; NORMAN
et al., 2014). Diante deste fato, pesquisas que buscam tratamentos alternativos
gue possam substituir o uso de anti-inflamatérios convencionais sao de extrema
importancia para néao interferir nos resultados para as mulheres que querem

engravidar e necessitam fazer o uso de inibidores de COX ao longo da vida.

3.6 CITRUS- TRATAMENTO FITOTERAPICO

A administragdo de anti-inflamatorios inibidores da via de sintese de
prostaglandinas € amplamente utilizada na clinica como tratamento para a
dismenorreia e as menorragias de causa nédo estrutural. No entanto, apesar da
eficacia desses farmacos para tal finalidade, ndo existe garantias de que efeitos
adversos graves ndo ocorram no organismo feminino. Frente a isto, estudos que
buscam substitutos para o uso dos anti-inflamatérios ndo esteroidais sdo de
extrema importancia. A utilizacdo de produtos naturais poderia proporcionar
vantagens significativas sobre os tratamentos convencionais. A existéncia de
multiplos compostos presentes nas plantas que possuem efeitos sinérgicos,
poderiam ampliar a eficacia do tratamento sem aumentar os riscos de efeitos
colaterais (YUNES, 2001). Isso € possivel visto que as plantas possuem
compostos que atuam em diferentes moléculas-alvo das mesmas vias,
proporcionando, em conjunto, os mesmos efeitos. Essa abordagem permite que
doses menores desses compostos sejam usados para potencializar as acoes

farmacoldgicas sem acrescer a possibilidade de efeitos adversos.

Em estudos anteriores, mais de 2000 espécies vegetais foram utilizadas
na América Latina, no Caribe, na Africa Subsaariana e na Asia para tratar
distUrbios uterinos variados tais como: sangramento excessivo, dismenorreia,
miomas, regulacéo ou indugéo da menstruagao, limpeza uterina, e expulséo da

placenta. Contudo, apenas cerca da metade das espécies foram testadas quanto
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aos seus efeitos farmacologicos, dos quais 48% e 31% mostraram alguma
atividade espasmolitica ou espasmogénica uterinas, respectivamente. Os
géneros mais comumente utilizados foram os Citrus, Senna, Phyllanthus e
Gossypium (ANDEL et al., 2014).

As frutas citricas contém compostos bioativos que incluem flavondides,
alcaldides, diosmina, hesperidina, cumarinas, sinefrinas limondides,
carotenoides, acidos fendlicos e 6leos essenciais. Tem sido demonstrado que
estes metabolitos sdo de grande importancia para a saude, uma vez que podem
ser aplicados como tratamento de diversas doencas, devido a grande
diversidade quanto as suas propriedades anti-oxidantes, anti-inflamatérias, anti-
neoplasicas e também cardioprotetoras (LV et al.,, 2015). Os flavonoides,
pertencem a uma classe de compostos polifendlicos de baixo peso molecular,
podem atuar como varredores de radicais livres, moduladores de atividades
enzimaticas, e inibidores da proliferacéo celular, bem como exercendo atividades
antibidtica, antialérgica e anti-inflamatéria. As propriedades anti-inflamatorias
apresentadas pelos compostos diosmina e hesperidina sdo justificadas pela
inibicdo da sintese de mediadores pré-inflamatoérios, principalmente os derivados
do acido aracdonico, prostaglandinas E2 e F2a e tromboxano A2 (NOGATA et
al, 2006).

Dentre os citrus, o limao Taiti (Citrus latifélia) se destaca por ser um fruto
tropical de facil acesso, baixo custo e de grande consumo pela populacéo brasileira.
Além disso, o fruto possui em suas partes uma grande diversidade de compostos.
No flavedo (ou epicarpo), estdo presentes os carotenoides, vitaminas e 6leos
essenciais, enquanto que no albedo (ou mesocarpo), ha abundéancia em
hemicelulose, celulose, lignina, glicideos solluveis, substancias pécticas e
flavonoides (MENDONCA et al., 2006). No endocarpo, ou polpa, existem
vesiculas de suco compostas por hemicelulose, celulose e o suco rico em
vitamina C, glicideos sollveis, sais minerais e compostos fendlicos, todos com
propriedades terapéuticas (BEHLING et. al. 2008). Alguns de seus compostos
incluindo B-cariofileno, LIM, e linalol tém efeitos anti-inflamatérios comprovados
(BENTO, 2001). O LIM, por exemplo, ja foi demostrado ser capaz de inibir a
producdo de PGE2 em macrofagos e diminuir os niveis de IL-13 sistémico de

humanos (YOON et al.,, 2010), o que sugere que o limao Taiti pode exercer
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importantes propriedades anti-inflamatorias que podem ser investigadas em
diversos tipos de doencas, incluindo os distlrbios menstruais.

Em um estudo prévio realizado pelo nosso grupo de pesquisa, observamos
uma acao do suco do liméo Taiti na redugédo do fluxo menstrual em 72% das
pacientes, tanto em relacdo ao niumero de dias de sangramento, quanto em
volume de conteudo menstrual perdido por dia. Em relacdo a presenca de
dismenorreia, 21% das pacientes que relataram cdlicas menstruais nao
experimentaram os sintomas durante o consumo do suco do limdo ao longo do

estudo (ANDRADE et al., 2015).

Diante do pressuposto que o limdo Taiti possui em potencial complexa
constituicdo agentes anti-inflamatorios, e que, estes podem influenciar no
processo menstrual, buscamos através deste estudo investigar se a acao do suco
deste limdo neste processo ocorre através da regulacdo de sintese de
importantes mediadores inflamatorios envolvidos no ciclo menstrual, como
citocinas e prostaglandinas. Deste modo, este estudo teve como pretenséo,
fornecer mais subsidios teodricos a respeito dos mecanismos de acéo
relacionados com o consumo do suco do limdo Taiti como alternativa para

controle das disfun¢cdes menstruais.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Selegéo das Participantes

Para realizacdo do estudo foram convidadas 45 voluntarias na faixa etaria
entre 18 a 40 anos de idade, as quais receberam as informa¢cdes necessarias
guanto aos procedimentos realizados para a pesquisa. Estes procedimentos
foram desenvolvidos apGs concordancia e assinatura do termo de Consentimento
Livre e Esclarecido aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da
Universidade Federal de Sao Carlos (parecer n® 48233715.8.0000.5504). As
voluntarias foram selecionadas de acordo com os critérios de inclusdo e de

excluséo descritos a sequir:

4.1.1 Critérios de Incluséao

e Voluntarias do sexo feminino.
e Ciclo menstrual anovulatério normal.

e Vida sexualmente ativa.

4.1.2 Critérios de Excluséo
Para a obtencédo dos resultados de acordo com a proposta da pesquisa,
foram seguidos os seguintes critérios de exclusao:

. Presenca ou histérico de qualquer doenca ginecolégica que cause

alteracdes no ciclo menstrual, tais como miomas, endometrioses, dentre outras.

. Consumo de alcool ou fumo de qualquer natureza mais de 3 vezes
semanais.

. Utilizacao de contraceptivo hormonal.

. Atividade fisica intensa ou modificacdo recente no padrdo de atividade
fisica.

. Presenca ou historico de neoplasia maligna, tratamento quimioterapico ou

radioterapico;
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. Presenca ou historico de imunodeficiéncia congénita, adquirida ou
doencas autoimunes;

. Uso crbnico de drogas tais como anti-inflamatorios ndo esterioidais,
imunossupressores, ansioliticos ou antidepressivos;

. Uso de quais quer tipo de anti-inflamatérios nos 15 dias antecedentes ao
inicio do estudo;

. Ser portadora de doencas sistémicas tais como insuficiéncia renal,
insuficiéncia hepética, hipertensédo, diabetes, hipertireoidismo, hipotireoidismo,

dentre outras;

. Presenca ou histérico de coagulopatias;

. Presenca ou histérico de gastrite ou pirose;

. Alergia ao principio ativo meloxicam ou a outros anti-inflamatérios néo
esteroidais;

4.2 Desenho experimental

As caracteristicas relativas ao ciclo menstrual das voluntarias
selecionadas foram levantadas por meio de questionario. Foram avaliadas as
informacdes tais como: regularidade, padrdo de fluxo, ocorréncia de coagulos e
presenca de codlicas e, utilizadas como dados clinicos de referéncia. As
voluntarias foram divididas em trés grupos: Limdo (G1 n=15), Meloxicam (G2
n=15) e Controle (G3 n=15). A divisdo dos grupos foi realizada de forma aleatéria,
por meio da utilizacao de programa de randomizacao

(https://www.randomlists.com/).

As voluntarias do grupo G1 (grupo Limao) receberam a orientacdo para
expremer todo o contetdo do suco de um limdo Taiti em um copo de agua e
beber logo em seguida. Os sucos foram ingeridos no inicio do sangramento e no
segundo dia da menstruacéo, pela periodo da amanha e com pelo menos trés
horas de antecedéncia em relacdo a coleta das amostras. As voluntarias do grupo
G2 (grupo Meloxicam) receberam dois comprimidos do anti-inflamatério

Meloxicam® 15 mg (Novamed - Produtos Farmacéuticos Ltda, Manaus,
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Amazonas, Brasil). O grupo G2 fez o uso do medicamento no inicio do
sangramento e no segundo dia da menstruacgéo, no periodo da manha e também,
respeitando o intervalo de trés horas de antecedéncia em relacdo a coleta. Por
fim, as voluntérias do grupo G3 (grupo Controle) foram orientadas a néo fazer
uso de nenhum tipo de anti-inflamat6rio e ndo consumir alimentos citricos nos

dois primeiros dias da menstruagao.

Para obtenc¢éo das amostras do fluido menstrual, cada voluntéria recebeu
um coletor menstrual de uso individual (figura 4), os quais foram doados pela
empresa Kevosai (Coletor Menstrual Lunette, Kevosai, Curitiba, Brasil). Todas as
voluntarias receberam as orientacdes sobre a correta utilizacao do coletor, desde
0 primeiro uso até o momento da coleta. As coletas foram realizadas no segundo
dia da menstruacédo, uma vez que, neste periodo, a literatura relata pico maximo
de producdo de prostaglandinas durante a menstruacdo. Dessa forma, as
voluntarias dos trés grupos compareceram ao Laboratério de Imunologia
Aplicada (Departamento de Genética e Evolucao- Universidade Federal de Séo
Carlos-UFSCar) para a coleta do fluido menstrual e sangue periférico.

Figura 4: Coletores individuais recebidos pela empresa Kevosai®
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Figura 5: Desenho experimental das coletas de sangue menstrual e periférico dos grupos G1, G2
e G3.

{ LIMAO(Gl)J {MELOXICAM(GZ)} [CONTROLE(G3)1

SANGUE SANGUE
PERIFERICO MENSTRUAL
CULTURA SORO SORO
IL-1B/IL-6/ TNF-a TNF-a ’ ‘ PGF2o/ PGE2
IL-1B/IL-6/ TNF-a

4.3. Cultura de Células Totais do Sangue Periférico

A coleta do sangue venoso foi realizada por um profissional habilitado por
meio de venipuntura periférica em condi¢cdes de assepisia, usando tubos sem
anticoagulante (Vacutainer Biosciences,Franklin Lakes, NJ, USA). e com o
anticoagulante EDTA (EDTA- BD Vacutainer Biosciences). As amostras
coletadas em tubos sem o anticoagulante foram empregadas na obtencdo do
soro autélogo utilizado na dosagem dos mediadores inflamatérios (PGF2aq,
PGE2 e TNF-a) e na suplementacéo do cultivo das células do sangue total (figura
5).

As amostras de sangue periférico coletadas em tubos com EDTA foram
diluidas na proporcdo 1:1, com meio de cultura RPMI (1640, GIBCO Life
Technologies, USA), suplementado com L-glutamina (concentracao final de 2
mM), penicilina (100 U/ml) e estreptomicina (100 mg /ml) e cultivadas em placas
de cultura de 6 pocgos (modelo K12-006, Kasvi) a 37 °C, sob atmosfera umida

contendo 5% de CO2. As células contidas em dois dos pogos foram
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suplementadas com soro fetal bovino 10% (Life Technologies, USA) inativado
pelo calor (56 °C por 30 min), enquanto que as células de outros dois pogos
foram suplementadas com 10% do soro da proépria voluntaria obtido no passo
anterior. Em um dos pocos contendo o SFB e o0 soro da voluntéria, as células
foram estimuladas com 10 ng/ml de LPS de E coli ( K12, InvivoGen, San Diego,
CA, EUA). Os outros pocos restantes foram utilizados como controle. Apés o
periodo de 24 horas, os conteiudos coletados de todos os pocos foram
centrifugadas a 1000x g por 10 minutos em temperatura a 4°C, sendo que o
sobrenadante obtido foi armazenado a -80 °C até a finalizacdo de todas as
coletas.

4.4 Obtencao do Soro Periférico

As amostras de sangue periférico coletadas com tubos isentos de
anticoagulante EDTA foram centrifugadas apés 20 minutos da realizacdo da
coleta, a 1000x g por 10 minutos em temperatura ambiente. O material foi
utilizado tanto para o cultivo de células totais do sangue periférico (como descrito
no item 4.3) quanto para a quantificacdo posterior dos mediadores pro-

inflamatorios.

4.5. Obtencédo do Soro Menstrual

O fluido menstrual armazenado no coletor foi vertido em um tubo plastico
estéril de 15 mL e centrifugado a 1000x g por 10 minutos, a temperatura
ambiente, para a obtencéo do soro do fluido menstrual. Todas as amostras de
soro foram armazenadas em freezer a -80°C até que todas as coletas de cada

grupo fossem realizadas.
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4.6 Quantificacao de Prostaglandinas

A quantificacdo da producao das prostaglandinas F2a e E2 nas amostras
de soro de fluido menstrual foram realizadas utilizando os Kits ELISA KHL1731 e
KHL1701 (Biosource, Caramillo, CA, EUA) de acordo com as instruges do
fabricante. Para melhor quantificacdo destes mediadores, as amostras foram
diluidas em 1/100. As absorbancias das amostras foram detectadas em leitor de
placa (Asys UVM 340, Holliston, MA, EUA) em comprimento de onda a 450 nm.

4.7 Quantificacao de Citocinas

As quantificacdes das citocinas pro-inflamatorias: IL-1B3, IL-6 e TNF-a
presentes no sangue periférico, no soro do fluido menstrual e no sobrenadante
celular foram realizadas pela técnica de ELISA utilizando os kits CHC1213,
CHC1263 e CHC1753 (Invitrogen- Caramillo, CA, EUA) de acordo com as
instrucdes do fabricante. Através de testes prévios, foram escolhidas as
seguintes diluicbes para cada tipo de amostras: (I) Soro Menstrual: 1/100; (1)
Cultura Celular: 1/5 e (lll) Soro Periférico: 1/10. As quantificagbes das
absorbancias das amostras foram realizadas em leitor de placas (Asys, UVM 340)

em comprimento de onda de 450 nm.

4.8 Obtencéo dos Leucocitos da Cultura de Células Totais

Apbs 24 horas de cultivo, as células totais foram retiradas dos pocos da
placa de cultura. As células aderentes foram desprendidas da superficie dos
pocos por meio de repetidas lavagens com solucao fisiologica gelada, obtendo
assim todas as células que estavam presentes em casa amostra cultivada. Em
seguida, as células foram transferidas para tubos plasticos de 15 mL e
centrifugadas a 1000x g por 10 minutos. Apds esse processo, foi observado uma
pequena faixa “esbranquicada” no tubo, a qual correspondia aos leucécitos que
ficaram localizados entre o sobrenadante e a camada de heméacias. Os leucdcitos
foram transferidos por pipetagem para microtubos, onde foram novamente

lavados com 500 pL de solucéo fisiolégica gelada e centrifugados & 1000x g por
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10 minutos. O sobrenadante obtido foi retirado e foi adicionado as células, 500
UL de tampao de lise (NH4CI [0,144M] / [NH4].CO3 [0,01M]: 3,85g NH4CI + 0,395¢
[NH4]2CO3 em 500 mL agua ultra pura) para eliminacdo de hemécias. Apés
permanecerem por 10 minutos com o tampdo a 4°C, as amostras foram
centrifugadas a 1000x g por 5 minutos. O sobrenadante foi descartado e,
posteriormente, foram feitas 5 lavagens com solucao fisiologica gelada para a

obtencédo do pellet de leucdcitos isentos de hemacias

4.9 Analise de Leucdcitos por Citometria de Fluxo

Apoés a obtencdo do pellete de leucdcitos, foram adicionados 200 pL de
solucéo fisiologicas a temperatura ambiente em cada amostra e, imediatamente
as células foram submetidas a analise de citometria de fluxo. O procedimento foi
realizado em citometro (BD Accuri™ C6 Plus) do Laboratério de Bioquimica e
Biologia Molecular (Departamento de Ciéncias Fisioldgicas, Universidade

Federal de Séo Carlos).

A suspensao celular foi injetada no citdmetro e os parametros de disperséo
luminoso FSC e SSC foram utilizados para classificacdo do tipo celular de

400.000 eventos por amostra.

4.10 Analise Estatistica

Os dados foram representados pela média, erro padrdo da média,
mediana, percentil 25 e percentil 75. Nos casos onde os dados seguiam a
distribuicdo normal (segundo o teste de Shapiro-Wilk), as diferencas entre os
grupos foram determinadas utilizando-se o teste estatistico ANOVA e o teste
Newman-Keuls para as comparacfes multiplas. Para os casos onde a
normalidade ndo pdde ser garantida, os dados foram analisados pelo teste nédo
paramétrico de Kruskal-Wallis acompanhado pelo teste de Dunn para realizacéo
das comparacdes multiplas. O software utilizado para as analises foi o GraphPad
Prism version 5.00 for Windows (GraphPad Software, San Diego California USA).
Os testes foram considerados estatisticamente significantes quando o valor p foi

inferior a 0,05.
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5. RESULTADOS

5.1 Voluntérias

Para o estudo, foram convidadas e avaliadas 45 voluntarias que acordo
com os critérios de exclusdo e inclusdo descritos anteriormente. No entanto,
alguns impecilios fizeram com que algumas voluntarias ndo pudessem mais
participar das coletas, como por exemplo, a ocorréncia de gravidez. Dessa forma,
foi realizada mais uma triagem de voluntarias para garantir o nimero correto de

participantes.

Durante a triagem, foi aplicado um questionario para obter informacdes
clinicas de referéncia sobre o ciclo menstrual de cada voluntaria. Os dados
obtidos foram referentes a: regularidade do ciclo; tempo de menstruagédo (em
dias); presenca de colicas; eliminacdo de coagulos; uso de medicamentos para

colicas. A tabela 1 mostra dos dados obtidos de cada participante.
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Tabela 1: Dados coletas através de questionario das voluntarias relativos ao ciclo menstrual:
regularidade do ciclo, quantidades de dias de sangramento, presenca de cdlicas e eliminacao de
coagulos.

Paciente Regu'%ﬂﬂgde do MLenn;tF;Sa(jc;eéo Precsglri\é;:sde Eli?oigag?o de Medlijggn?:ntos
(dias) gulos Para Cdlica
P1 Sim 5a7 Durante Sim Nao
P2 Sim 5a7 Durante Ndo Nao
P3 Sim 5a7 Durante Sim Sim
P4 Sim 5a7 Durante Ndo Sim
P5 Sim 3a4 Durante Sim Nao
P6 Sim 3a4 Durante Sim Sim
P7 Sim 3a4d Antes Sim Nao
P8 Sim 5a7 Ndo Sim Nao
P9 Sim 5a7 Durante Sim Nao
P10 Sim 5a7 Durante Sim Nao
P11 Sim 5a7 Durante Nao Sim
P12 Nao 3a4d Antes Sim Nao
P13 Nao 5a7 Durante Sim Sim
P14 Sim 3a4 Durante Sim Sim
P15 Nao 5a7 Durante Sim Sim
P16 Nao 5a7 Durante Sim Sim
P17 Nao 5a7 Durante Sim Ndo
P18 Sim 5a7 Durante Sim Ndo
P19 Sim 5a7 Durante Sim Ndo
P20 Sim 5a7 Durante Ndo Ndo
P21 Nao 5a7 Antes Ndo Ndo
P22 Sim 3a4 Durante Sim Sim
P23 Nao 5a7 Durante Sim Sim
P24 Sim 3a4 Durante Sim Sim
P25 Sim 5a7 Durante Ndo Sim
P26 Sim 5a7 Durante Sim Ndo
P27 Sim 5a7 Durante Sim Ndo
P28 Nao 5a7 Durante Sim Ndo
P29 Sim 3a4 Durante Sim Ndo
P30 Sim 5a7 Durante Sim Ndo
P31 Sim 5a7 Durante Sim Ndo
P32 Sim 5a7 Durante Sim Sim
P33 Sim 5a7 Durante Sim Sim
P34 Sim 3a4 Durante Sim Sim
P35 Sim 5a7 Durante Sim Nao
P36 Sim 7 Durante Sim Sim
P37 Sim 5a7 Durante Sim Nao
P38 Nao 5a7 Durante Sim Sim
P39 Sim 5a7 Durante Sim Nao
P40 Nao 5a7 Antes Nao Nao
P41 Sim 5a7 Nao Sim Sim
P42 Sim 3a4 Durante Sim Nao
P43 Sim 5a7 Durante Sim Nao
P44 Sim 5a7 Durante Sim Nao
P45 Nao 5a7 Durante Sim Sim
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5.2 Soro de Fluido Menstrual

5.2.1 Prostaglandinas PGF2a e PGE2

A tabela 2 mostra os dados estatisticos obtidos relativos a concentracéo
no fluido menstrual das prostaglandinas E2 e F2a das voluntarias dos grupos
Controle, Meloxicam e Lim&o. As figuras 6 e 7 representam as distribuicoes dos
valores de concentragdes de prostaglandina E2 e F2a no soro do fluido menstrual
dos grupos estudados. Em relacdo a prostaglandina E2, observamos que 0s
grupos Controle (310,2 ng/ml) e Liméo (316,3 ng/ml) apresentaram concentracao
medianas significativamente maiores em relacdo ao grupo Meloxicam (71,8
ng/ml), porém néo diferiram entre si. Em relag&o a prostaglandina F2a, o Grupo
Limdo apresentou o valor de concentracdo mediano (2953 ng/ml)
significativamente maior em relacdo aos grupos Controle (1806 ng/ml) e

Meloxicam (1131 ng/ml), os quais também diferiram entre si.

Tabela 2. Analise descritiva das concentracdo de prostaglandinas E2 e F2a presentes no soro
do fluido menstrual das voluntarias dos grupos Lim&o, Meloxicam e Controle.

Prostaglandinas Grupo N (Média EPM Mediana P25 P75
ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml)

Limdo @ 16 328,3 43,60 316,3 199,1 438,3

E2 () Meloxicam b 15 146,3 48,87 71,8 44,9 109,5
Controle @ 13 369,4 80,65 310,2 133,3 561,7

Limao 2 16 3165 426,9 2953 2057 3789

F2a (2) Meloxicam b 15 1402 213,3 1131 801,8 1827
Controle ¢ 13 1955 194,8 1806 1474 2315

EPM — erro padrdo da média, P25 quantil 25%, P75 quantil 75%. As letras a e b representam os
grupos diferentes do ponto de vista estatisticos. Testes estatitiscos: (1) Kruskal-Wallis e Dunn
para compara¢des multiplas / (2) ANOVA e Newman-Keuls para comparacdes multiplas.

Fonte: autor
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Figura 6: Concentragdo de prostaglandina E2 (ng/mL) presente no soro do fluido menstrual das
voluntérias dos grupos Controle, Meloxicam e Lim&o, coletado no segundo dia da menstruacao.
As linhas centrais representam as medianas dos grupos. Testes estatasiticos: Kruskal-Wallis e
Dunn para comparacdes multiplas.
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Figura 7: Concentragéo de prostaglandina F2a (ng/mL) presente no soro do fluido menstrual das
voluntarias dos grupos Controle, Meloxicam e Liméo, coletado no segundo dia da menstruacao.
As linhas centrais representam as medianas dos grupos Testes estatisticos: ANOVA e Newman-
Keuls para comparacdes multiplas.
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Figura 8: Curva de disperséo das concentragbes de prostaglandinas PGF2a e PGE2 (ng/mL)
presentes no soro do fluido menstrual das voluntarias dos grupos Controle, Meloxicam e Limé&o,
coletado no segundo dia da menstruagao.
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A figura 8 representa as curvas de disperséo formadas pela combinacgéao

dos valores de concentracao das variaveis PGE2 e PGF2a do soro menstrual de

cada voluntaria, em cada um dos grupos. Interpretando o padréo de distribuicéo,

podemos perceber que os valores de PGF2a no grupo limado aumentaram de

forma mais intensa em relacdo a PGE2, provocando um aumento de inclinacao

do padrao de distribuicdo do grupo em relacdo ao controle. Em relacdo ao grupo

Meloxicam, podemos notar que houve uma inibicdo de PGE2 e PGF2a, no

entanto essa inibicdo parece atingir de forma mais intensa a PGE2, o que de

certo modo parece provocar também uma inclinacdo maior em relacdo ao

controle, principalmente, quando os valores extremos sédo descartados.
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5.2.2 Citocinas TNF-a, IL-18 e IL-6

A tabela 3 mostra os dados estatisticos obtidos em relacdo as citocinas
TNF-a, IL-1B e IL-6 produzidas no soro do fluido menstrual das voluntérias dos
grupos Controle, Meloxicam e Lim&o. As figuras 9, 10 e 11 representam as
distribuicbes dos valores de concentracdes de TNF-a, IL1-B e IL-6 no soro do
fluido menstrual dos grupos estudados. Em relagédo as concentracdes de TNF-q,
0 grupo que utilizou o limao Taiti apresentou valor mediano (2717 ng/ml)
significativamente menor em relagéo ao grupo controle (10950 ng/ml). Entretanto,
em comparacao como o grupo Meloxicam (4335 ng/ml), ndo houve diferenca
estatistica. Em relacdo as citocinas IL-1p e IL-6, ndo observamos qualquer

diferenca nas concentra¢cdes medianas entre 0os grupos analisados.

Tabela 3: Analise descritiva das concentragdo das citocinas TNF-a, IL-13 e IL-6 presentes no
soro do fluido menstrual das voluntarias dos grupos Limao, Meloxicam e Controle.

CITOCINAS ~ Grupo N (Geim)  (e/m)  (e/mb (eem)  (pg/mi
Limdo 2 15 4240 989,1 2717 1581 5241
TNF- Meloxicam 2# 15 5946 1533 4335 1857 7047
Controle b 13 9353 1433 10950 4590 13710
Limdo 2 15 6516 1818 3244 1854 14000
IL-1B Meloxicam 2 15 9452 2551 4426 1434 20290
Controle 2 13 12810 3208 13240 1933 18180
Limdo 2 15 42800 10350 32650 11390 58100
IL-6 Meloxicam 2 16 17480 4331 11700 2995 23480
Controle 2 12 28490 7208 19300 14240 47740

EPM — erro padrdo da média, P25 quantil 25%, P75 quantil 75%. As letras a e b representam os
grupos diferentes do ponto de vista estatisticos. Testes estatitiscos: Kruskal-Wallis e Dunn para
comparagdes multiplas.

Fonte: autor
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Figura 9: Concentragdo de citocina TNF-a (pg/mL) presente no soro do fluido menstrual das
voluntérias dos grupos Controle, Meloxicam e Lim&o, coletado no segundo dia da menstruacéo.
As linhas centrais representam as medianas dos grupos. Testes estatasiticos: Kruskal-Wallis e

Dunn para comparacdes multiplas.
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Figura 10: Concentracdo de citocina IL-1p (pg/mL) presente no soro do fluido menstrual das
voluntarias dos grupos Controle, Meloxicam e Lim&o, coletado no segundo dia da menstruacéo.
As linhas centrais representam as medianas dos grupos. Testes estatasiticos: Kruskal-Wallis e

Dunn para comparac¢des multiplas.

IL1B (pg/il)

SORO MENSTRUAL

100000
* | |
o a ® Egm A A
10000 ST p= ok
o — mE AL
| A
.. [} m AAAA
@ H_EER
1000+ ke - Y
100 T : T
& O P
© 4_\0’0 \‘c?o
c,d& é@\° L4

37



Figura 11: Concentracdo de citocina IL-6 (pg/mL) presente no soro do fluido menstrual das
voluntérias dos grupos Controle, Meloxicam e Liméo coletados no segundo dia da menstruagao.
As linhas centrais representam as medianas dos grupos.Testes estatasiticos: Kruskal-Wallis e
Dunn para comparacdes multiplas.
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5.3 Soro do Sangue Periférico

A tabela 4 e a figura 12 mostram, respectivamente, a descricéo estatistica
e a distribuicdo dos valores dos dados de concentracdo da citocina TNF-a
presentes no soro periférico das voluntarias dos grupos Controle, Meloxicam e
Limao. Os resultados revelam que ndo houve diferenca nos niveis medianos da
citocina entre os grupos Liméo (258,4 pg/ml), Meloxicam (210 pg/ml) e Controle
(229,6 pg/ml). Os valores de IL-6 e IL1-B medidos estavam abaixo da

sensibilidade de quantificacdo dos kits de ELISA e por isso ndo foram

computados nas analises.
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Tabela 4: Andlise descritiva das concentracdo das citocinas TNF-a, presentes no soro de
sangue periférico das voluntérias dos grupos Lim&o, Meloxicam e Controle.

Soro Periférico  Grupo N Ggim)  g/mb  Gemb ) (pgim)
Lim3o 2 15 239,5 40,24 258,4 133,2 363,9
Meloxicam 2 12 525,7 238,0 210,3 104,2 340,0
Controle 2 14 224,7 29,08 229,6 140,4 287,2

EPM — erro padrao da média, P25 quantil 25%, P75 quantil 75%. A letra a representa 0s grupos
com valores medianos semelhantes do ponto de vista estatisticos. Testes estatitiscos: Kruskal-
Wallis e Dunn para comparac6es multiplas. Fonte: autor

Figura 12: Distribuicdo das concentracdo de citocina TNF-a (pg/mL) presentes no soro de
sangue periférico das voluntarias dos grupos Controle, Meloxicam e Lim&o, coletado no segundo
dia da menstruacdo. As linhas centrais representam as medianas dos grupos. Testes
estatisticos: Kruskal-Wallis e Dunn para comparactes multiplas.
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5.4 Cultura

5.4.1 Contagem Relativa das Populac¢fes Celulares apés 24h de cultura

A tabela 5 apresenta a descricdo estatistica das proporc¢des relativas das
supostas populacdes de linfocitos, mondcitos e granuldcitos provenientes das
culturas celulares das voluntarias dos grupos Lim&o, Meloxicam e Controle,
estimuladas com Soro Fetal Bovino e Soro autélogo na presenca ou auséncia de
LPS, obtidas por meio da citometria de fluxo. A figura 13 mostra a comparacéo
das distribuicBes do valores relativos das populacdes de células nas diferentes
situacOes descritas acima. Analisando os dados, pode-se observar que néo
existe diferengas significativas entre as quantidades relativas das trés
subpopulacdes celulares em relacédo aos grupos (limdo, Meloxicam e controle), a
estimulacdo (LPS vs LPS *) ou ao tipo de suplementacdo (SFB vs Soro

autélogo).
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Tabela 5: Proporcao das populagfes celulares de linfocitos, mondcitos e granuldcitos apos 24h
de cultura em relacdo ao grupo, ao tipo de estimulacéo e ao tipo de soro de sangue periférico

utilizado na suplementacéo.

Erro

Célula  Estimulo Tlsp:rge Grupo N M(E/S'a Pa((z/:)ﬁo Me&?na M'(%')“o M:-z)uz;no
Limao 7 61,3 5,90 61,6 41,1 85,1
SFB Meloxicam 6 67,4 5,08 66,8 49,5 85,1
LPS(-) Controle 8 64,8 5,00 59,2 50,6 84,9
Limao 7 59,0 10,60 66,0 7,1 88,1
Auig[ggo Meloxicam 6 56,5 5,01 60,6 38,6 67,8
o Controle 7 58,4 6,72 60,4 24,6 80,4
Linfécito
Limao 8 58,9 5,39 61,8 33,0 80,3
SFB Meloxicam 6 62,9 4,98 68,6 42,6 72,5
Controle 8 65,9 4,78 64,9 49,5 84,1
LPS(+) —
Limao 6 51,0 7,94 45,6 34,3 88,0
Auﬁg[ggo Meloxicam 6 63,9 3,76 64,0 49,4 74,5
Controle 8 60,0 5,71 60,3 32,5 87,0
Limao 7 6,6 2,35 5,0 0,3 17,0
SFB Meloxicam 6 4,2 0,95 4,4 0,5 7,6
sem LPS Controle 8 7,8 3,69 6,2 0,0 32,6
Limao 7 4,1 2,00 1,6 0,3 15,2
SP Meloxicam 6 51 1,32 5,4 0,1 9,0
Mondcito Controle 7 11,2 3,42 10,3 2,3 29,3
Limdo 8 6,6 2,30 4,4 0,2 18,4
SFB Meloxicam 6 4,0 0,84 4,3 0,3 6,3
com LPS Controle 8 53 1,65 5,0 0,0 14,8
Limdo 6 6,4 2,71 4,7 0,2 16,3
SP Meloxicam 6 4,8 0,96 5,2 0,4 7,0
Controle 8 10,2 3,10 9,0 0,0 26,6
Limao 7 8,1 2,99 5,4 19 22,3
SFB Meloxicam 6 6,1 3,74 2,9 0,9 24,7
sem LPS Controle 8 51 2,39 2,8 1,5 21,6
Limao 7 8,0 3,09 3,7 2,2 25,0
SP Meloxicam 6 9,0 4,42 5,2 2,5 30,8
Granulécito Controle 7 5,8 1,33 5,4 2,8 13,0
Limao 8 6,9 2,84 3,6 2,0 25,7
SFB Meloxicam 6 5,2 3,88 1,4 0,9 24,6
com LPS Controle 8 4,6 1,87 3,0 1,1 17,2
Limao 6 8,0 4,26 3,5 1,2 28,3
SP Meloxicam 6 6,0 4,35 1,5 1,1 27,7
Controle 8 3,2 0,70 3,0 1,0 7,1

Fonte: Programa GraphPad Prism. Andlise Estatistica (Kruskal-Wallis e Dunn para compara¢oes
multiplas) ndo mostrou a existéncia de diferenca significativas entre os valores medianos de
porcentagem das populagdes celulares em relacéo ao grupo, ao tipo de estimulacgédo e ao tipo de
soro de sangue periférico utilizado na suplementacgéo.
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Figura 13: Proporcdo das populacbes celulares de linfécitos, mondcitos e granulécitos
provenientes das culturas celulares estimuladas ou ndo com LPS (10ng/ml) apds 24h, nos grupos
Controle, Meloxicam e Limé&o. Os dados das culturas com 10% de SFB e 10% de soro autélogo,
por serem semelhantes, foram agrupados no mesmo gréfico para facilidade de visualizacdo. As
andlises Estatisticas (Kruskal-Wallis e Dunn para comparacdes mdultiplas) ndo mostraram a
existéncia de diferencas significativas entre os valores medianos de porcentagem das
populacdes celulares em relacdo: ao grupo, ao tipo de estimulacdo e ao tipo de soro de sangue
periférico utilizado na suplementagéo.
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5.4.2 Influéncia do limé&o e do Meloxicam na producéo das citocinas TNF-
a, IL-1B e IL-6, pelas células de sangue total suplementadas com SFB e
induzidas por LPS.

A tabela 6 e as figuras 14, 15 e 16 mostram, respectivamente, a descricao
estatistica e a distribuicdo das relagbes das citocinas TNF-a, IL-1 e IL-6
produzidas nas culturas de células das voluntarias dos grupos Controle,
Meloxicam e Limé&o, suplementadas com SFB e estimuladas com LPS (10 ng/ml)
por 24 horas, emrelacao as culturas ndo estimuladas: logz(LPS*/LPS’). Tendo como
referéncia o grupo controle, os dados mostram que o limdo e o meloxicam néo
interferiram de forma significativa no aumento da producdo das citocinas proé-
inflamatoérias (TNF-a, IL-1B8 e IL-6) apdés a suplementacdo com SFB e a

estimulagcdo com LPS (24h).
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Tabela 6: Relagdo entre as concentracbes de citocinas (TNF-a, IL-1B e IL-6) presentes nas
culturas celulares suplementadas com SFB e estimuladas com LPS, e as produzidas pelas

culturas ndo estimuladas, nos grupos Limé&o, Meloxicam e Controle: logz(LPS*/LPS").

CITOCINA Grupo N Média EPM Mediana P25 P75
Limdo @ 15 1,43 0,262 1,40 0,900 2,00

TNF-a Meloxicam 2 14 1,43 0,343 1,10 0,575 2,50
Controle @ 15 1,69 0,490 1,70 0,700 2,20

Limdo 2 15 3,07 0,502 3,30 1,80 4,20

IL-1B Meloxicam @ 14 2,89 0,475 3,35 1,70 4,10
Controle @ 15 3,11 0,399 3,20 1,90 4,00

Lim3o 2 15 4,43 0,793 5,70 2,50 6,80

IL-6 Meloxicam @ 14 5,06 0,666 5,80 3,90 6,20
Controle @ 15 5,12 0,661 6,40 3,30 7,00

Fonte: Programa GraphPad Prism. Testes estatisticos: Kruskal-Wallis e Dunn para comparacoes

mudltiplas.

Figura 14: Relacdo entre as concentracBes de TNF-a produzida pela cultura de sangue total
contendo 10% de SFB (soro fetal bovino) e estimulada com LPS (10 ng/ml) por 24h, e a produzida
pelas células ndo estimuladas, entre os grupos Controle, Meloxicam e Lim&o. As linhas centrais
representam as medianas dos grupos. Testes estatisticos: Kruskal-Wallis e Dunn para

comparacdes multiplas.
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Figura 15: Relacdo entre as concentragbes de IL-1B produzida pela cultura de sangue total
contendo 10% de SFB (soro fetal bovino) e estimulada com LPS (10 ng/ml) por 24h, e a produzida
pelas células ndo estimuladas, entre os grupos Controle, Meloxicam e Limao. As linhas centrais
representam as medianas dos grupos. Testes estatisticos: Kruskal-Wallis e Dunn para
comparac6es multiplas.
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Figura 16: Relac&o entre as concentra¢fes de IL-6 produzida pela cultura de sangue total
contendo 10% de SFB (soro fetal bovino) e estimulada com LPS (10 ng/ml) por 24h, e a
produzida pelas células ndo estimuladas, entre os grupos Controle, Meloxicam e Lim&o. As
linhas centrais representam as medianas dos grupos. Testes estatisticos: Kruskal-Wallis e
Dunn para comparac¢des multiplas.
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5.4.3 Influéncia do limao e do Meloxicam na producdao das citocinas TNF-a,
IL-1B e IL-6, pelas células de sangue total suplementadas com soro

autélogo e induzidas por LPS.

Atabela 7 e as figuras 17, 18 e 19 mostram, respectivamente, a descricao

estatistica e a distribuicdo das proporc¢des das citocinas TNF-a, IL-1B e IL-6

produzidas nas culturas de células das voluntarias dos grupos Controle,

Meloxicam e Limdo suplementadas com soro autélogo e estimuladas com LPS

(20 ng/ml) por 24 horas, em relagéo as culturas ndo estimulada: logz(LPS*/LPS’). Os

dados mostram que as células suplementadas com soro autélogo do grupo

tratado com limdo Taiti produziram uma quantidade mediana maior de TNF-a

(2192 yvezes em relacdo ao sem estimulacéo), em relacéo aos grupos Meloxicam

(209yezes em relacdo ao sem estimulacéo) e controle (28] vezes em relacdo

ao sem estimulagéo).

Tabela 7: Relacdo entre as concentracfes de citocinas (TNF-a, IL-1B e IL-6) presentes nas
culturas celulares suplementadas com soro autélogo e estimuladas com LPS, e as produzidas
pelas culturas ndo estimuladas, nos grupos Liméo, Meloxicam e Controle: log2(LPS*/LPS").

CITOCINA Grupo N Média EPM Mediana P25 P75
Lim3o 2 14 2,08 0,51 1,92 0,45 3,34

TNF-a Meloxicam P 13 -0,46 0,75 0,29 -1,50 1,76
Controle ab 14 0,87 0,39 0,85 0,28 1,85

Lim3o 2 14 3,34 0,28 3,05 2,50 4,42

IL-18 Meloxicam @ 13 2,55 0,48 3,20 1,05 4,05
Controle 2 14 2,75 0,44 3,50 1,22 3,82

Lim3o 2 14 3,82 0,24 3,85 3,25 4,42

IL-6 Meloxicam 2 13 3,13 0,086 3,10 2,90 3,35
Controle @ 14 2,80 0,51 3,10 1,42 4,32

Fonte: Programa GraphPad Prism. As letras a e b representam os grupos diferentes do ponto de
vista estatisticos. Testes estatitiscos: Kruskal-Wallis e Dunn para compara¢des multiplas.
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Figura 17: Relacéo entre as concentracdes de TNF-a produzida pela cultura de sangue total
contendo 10% de soro autélogo e estimulada com LPS (10 ng/ml) por 24h, e a produzida pelas
células ndo estimuladas, entre os grupos Controle, Meloxicam e Lim&o. As linhas centrais
representam as medianas dos grupos. Testes estatisticos: Kruskal-Wallis e Dunn para
comparac6es multiplas.
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Figura 18: Relagcéo entre as concentracbes de IL-18 produzida pela cultura de sangue total
contendo 10% de soro autélogo e estimulada com LPS (10 ng/ml) por 24h, e a produzida pelas
células ndo estimuladas, entre os grupos Controle, Meloxicam e Lim&o. As linhas centrais
representam as medianas dos grupos. Testes estatisticos: Kruskal-Wallis e Dunn para
comparac6es multiplas.
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Figura 19: Relacdo entre as concentracBes de IL-6 produzida pela cultura de sangue total
contendo 10% de soro autélogo e estimulada com LPS (10 ng/ml) por 24h, e a produzida pelas
células ndo estimuladas, entre os grupos Controle, Meloxicam e Lim&o. As linhas centrais
representam as medianas dos grupos. Testes estatisticos: Kruskal-Wallis e Dunn para
comparacdes multiplas.
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6. DISCUSSAO

O endométrio humano é um tecido dindmico, cujas fun¢ées séo reguladas
sobretudo pelas atividades dos hormbénios estrogeno e progesterona. Durante a
menstruacdo, muito dos eventos que acometem no tecido endometrial tem
carater inflamatério (FINN, 1986) e, dentre os varios mediadores, as
prostaglandinas se destacam como importantes agentes da inflamacdo em
funcao das suas atividades de controles da contragdo da musculatura uterina, do
calibre e da permeabilidade vascular. Varios estudos tém associado os distirbios
do ciclo menstrual, principalmente o fluxo menstrual excessivo e a dismenorreia,
com anormalidades na producéo de prostaglandinas, em especial das E2 e F2a.
(DEB; RAINE-FENNING, 2008). Normalmente, o tratamento destas disfungdes
tem sido realizado pela indicacao de anti-inflamatorios néo esteroidais, mas nem
sempre esse tipo de abordagem é eficaz e segura. Recentemente, em um estudo
piloto, o grupo testou com sucesso a utilizacao da citroterapia para o controle da
menorreia e dismenorreia, porém 0S mecanismos envolvidos ndo foram
estudados. Por essa perspectiva, o presente trabalho visou contribuir com
conhecimento sobre mecanimos bioldgicos, identificando possiveis mediadores
inflamatdrios alvos da citroterapia, que tivessem relacdo com o controle do

guadro clinico associado com as dismenorreias e as menorragias.

De acordo com Hickey e Fraser (2006) as quantidades de prostaglandinas
produzidas pelas células endometriais de mulheres com menorragia € limitada,
sendo que a quantidade de prostaglandinas E2 e 12 predominam em relacdo a
prostaglandina vasoconstritora F2a (REES et al., 1983). Willman et al., (1976)
também mostraram que a concentracdo de PGE2 no endométrio de mulheres
gue apresentaram o disturbio foi relativamente elevada em comparacdo com
PGF2a, e sugeriram que alteracbes na sintese de prostaglandinas pelo
endométrio poderia ser a principal responsavel pelo sangramento menstrual

excessivo.

Analisando o fluido menstrual das voluntarias, observamos que a
concentragéo de PGE2 nas amostras, tanto do grupo Controle quanto do grupo

Lim&o, se mantiveram praticamente equivalentes, sem apresentarem diferencas
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estatisticas significantes. Entretanto, no grupo tratado com Meloxicam, a
concentragéo da prostaglandina foi estatisticamente inferior em relagéo ao grupo
Controle e ao grupo submetido a citroterapia, apesar das voluntarias nao
apresentarem nenhum tipo de distlrbio de menstruacao (tabela 1, figura 6). Por
outro lado, nossos resultados mostraram um aumento expressivo nos niveis de
PGF2a no soro menstrual das voluntarias do grupo Lim&o, quando comparado
aos grupos Controle e Meloxicam (tabela 1, figura 7). Analisando a relacao entre
PGF2a e PGE2 por meio de regressao, observamos que a inclinacdo da curva
melhor ajustada foi mais acentuada no grupo Limao em relacdo aos outros dois
(Figura 8). Esse resultado esta relacionado, sobretudo, com o aumento da
producédo de PGF2a em relagcdo a PGE2 no grupo do Limé&o. Por outro lado, no
grupo Meloxicam, as concentragdes individuais de PGF2a e PGE2 foram, de
forma geral, inferiores aos dos dois outros grupos. A inclinacao da curva PGF2a
/ PGE2 do grupo Meloxicam néo foi considerada diferente em relacdo ao grupo

Controle.

A prostaglandina PGF2a é um potente vasoconstritor que atua
diretamente na diminui¢do do calibre dos vasos sanguineos (SALES; JABBOUR,
2003), enquanto que a PGE2 possui atividade uma vasodilatadora.
Possivelmente, a intensidade do fluxo menstrual e da dor, causada pela
contracao uterina, tém relacdo com a acdo desequilibrada dessas duas PGs. Os
dados aqui apresentados apontam que o Lim&o poderia exercer uma atividade
de controle do fluxo menstrual, induzindo o aumento de PGF2a e mantendo
inalterado o nivel de PGE2. Esse efeito poderia beneficiar as mulheres
acometidas por distarbio menstruais associados com a baixa producdo de
PGF2a de uma maneira superior a terapia associada com o uso de anti-
inflamatorios. De acordo com nossos dados, o uso de AINEs inibiu
concomitantemente as expressdo PGE2 e PGF2a, e isso poderia prejudicar o
controle do fluxo menstrual exercido pelo processo da vasoconstric¢ao.
Analisando a concentracdo endometrial de PGs de mulheres normais ou com
menorreia, Smith et al., (1981) propuseram que a perda excessiva de sangue
possa estar relacionada com a possivel conversdo da PGF2a em PGE2
(SAEED; SURIA, 1986). Nos resultados deste trabalho, essa hipétese pode ser

descartada, uma vez que observamos um aumento na inclinagdo da curva

49



PGF2a / PGE2 no sangue menstrual das voluntérias tratadas com Limdo, em
relagdo as participantes dos grupos Controle e Meloxicam. De certa forma, os
resultados apontam para a importancia do aumento da concentracdo de

prostaglandina F2a no tecido endometrial mediado pela citroterapia.

De forma resumida, a prostaglandina F2a é sintetizada pelo metabolismo
da PGH2 por trés vias distintas (Figura 3). A primeira via transforma a PGH2 em
PGD2 que, em seguida é convertida em PGF2a pela agao da enzima AKR1C3,
pertencente ao grupo das aldoceto redutases (AKRs). Na segunda via, a PGH2
€ transformada diretamente em PGF2a pela acdo das enzimas AKR1B1 ou
AKR1C3. A terceira via é responsavel pela conversdo da PGH2 em PGE2 por
meio da atividade de PGE sintases (PGES, PGES2 ou PGES3), seguida pela
conversao da PGE2 em PGF2a pela PGE2 9-cetoredutase. Baseados nos
resultados encontrados, podemos propor que componentes presentes no limao
Taiti teriam acao facilitadora na primeira e na segunda via uma vez que, 0
aumento da PGF2a no fluxo menstrual ndo parece ser acompanhado pela
alteracdo da concentracdo de PGE2. No entanto, somente analisando a

dindmica enzimatica poderiamos comprovar essas hipoteses.

A descoberta de que certos flavonoides sdo moduladores seletivos in vitro
de prostaglandinas levou a especulacdo de que esses compostos, presentes
principalmente em frutas citricas, poderiam ser 0s principais responsaveis pelo
mecanismo anti-inflamatorio. Os flavonoides sdo compostos fendlicos
encontrados na natureza com propriedades antioxidantes e reguladores dos
mecanismos do sistema imune (ALAM et al., 2014). Varios tipos de flavonoides
sdo encontrados em citrus tais como: Flavonas, Flavanonas, Flavonois,
Isoflavonas, e Antocianinas (PETERSON; DWYER, 1998). No trabalho realizado
por Bhatia et al.,, (2015) utilizando Citrus limon no controle das desordens
menstruais, 0s autores observaram que os flavonoides presentes no Citrus
aumentaram a resisténcia dos capilares sanguineos presentes no tecido
endometrial. Esse achado poderia ser explicado pelo aumento de PGF2a
produzido pela citroterapia, destacando o efeito local em nossa pesquisa. A
PGF2a é capaz de aumentar a resisténcia capilar agindo sobre receptores de
prostaglandina (EKSTROM et al., 1991)).
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Como ja revisto nos trabalhos de Alcaraz e Ferrandiz (1987), alguns
flavonoides podem ter efeitos estimuladores ou inibidores da sintese de
prostaglandinas. O provavel mecanismo de interagdo dos flavonoides com as PG
sintetases pode estar relacionado com a capacidade de interagir com moléculas
oxidantes. Sabe-se que a conversdo da prostaglandina intermediaria H2 é
catalisada, na maioria das vezes, por uma hidroperoxidase, e durante a reagéo &
formado um radical livre. Esse pode interagir com o flavonoide e inativar a COX
por um fendmeno de feedback negativo. Por outro lado, outros flavonoides
exercem suas atividades na degradacéo de radicais livres durante o processo,
estimulando a sintese de PGs. Dessa forma, alguns flavonoides tendem a
diminuir a atividade da COX, enquanto outros podem estimular sua via de sintese
(HERTZ; CLOAREC, 1984).

Hesperidina e eriocitrina sdo glicosideos presentes em alguns tipos de
flavonoides como as flavanonas de laranjas e limbes. Esses glicosideos, quando
em contato com bactérias intestinais, sado desglicosilados e conjugados,
originando o homoeriodictiol e a hesperetina. Estes metabolitos possuem
atividade antioxidante e anti-inflamatoria capazes de eliminar radicais livres e
inibir a inflamacgéo in vitro através do bloqueio do fator de transcricdo NF-kB,
reducdo do stress oxidativo e reducdo da expressdo de COX-2 (revisado por
FERREIRA et al., 2016). No trabalho de Kang (2014), ou autores utilizaram a
casca de citrus para o controle da expressdo de mediadores inflamatérios
induzidos por LPS. Os seus resultados mostraram que a expressao da proteina
COX-2 foi ligeiramente diminuida pelo tratamento com extratos das cascas de
citrus. Ainda no mesmo estudo, o citrus inibiu significativamente a sintese de IL-
6 e TNF-a. Através destes achados, os autores mostraram que o extrato da casca
de citrus impede a expressdes da proteina COX-2 e inibem a producéo de IL-6 e
TNF-a.

Durante os eventos inflamatérios, ha um aumento na producdo de
citocinas, principalmente das TNF-a e IL-1B, as quais possuem importantes
fungbes na manutencdo do perfil pro-inflamatorio tecidual. A citocina IL-1B é
capaz de estimular o fator de transcricdo NF-kB que aumenta a producdo dos
genes relacionados com a COX-1 e COX-2. Em uma situacao pré-inflamataria,

como ocorre no processo menstrual, poderiamos esperar maior producédo de
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COX-2, a qual potencializaria a producéo de PGs. Varios autores tém relatado os
efeitos dos flavonoides na regulacdo da producdo de citocinas. Lyu e
colaboradores (2005) estudando os efeitos dos flavonoides sobre a producao de
TNF-a, mostraram que essa classe de compostos tem um potencial anti-
inflamatério importante. No trabalho de Amorim et al., (2016) no qual foram
testados 6leos essenciais de diferentes citrus em camundongos, os resultados
indicaram que os Citrus possuem efeitos significantes na reducéo de citocinas e
na regulacdo da migracdo de leucécitos para o local da inflamacdo. Como
relatado por Yoon et al., (2010), em seus estudos realizados para verificar os
efeitos farmacologicos do limoneno sobre a producdo de citocinas pro-
inflamatorias e outros mediadores inflamatorios, os dados sugerem que o mesmo
pode ser usado para inibir a sintese de citocinas pro-inflamatorias, espécies
reativas de oxigénio e impedir a migracéo de leucocitos (CASSIA et al., 2013).
Alguns trabalhos tém relatado também as atividades da vitamina C, presentes na
maioria de frutas citricas, na resposta imune, incluindo a producao de citocinas,
guimiocinas e a proliferacdo de leucocitos. Um estudo in vitro utilizando sangue
humano mostrou que os mondcitos em cultura celular, estimulados com variadas
concentragcbes de vitamina C, produziam quantidades significativamente
menores de IL-6 e TNF-a (HARTEL, 2004).

Por outro lado, varios estudos ja demonstraram que os flavonoides
modulam o metabolismo do acido araquidénico através da inibicdo de COX-2,
PLA> e enzimas produtoras de oxido nitrico (iNOS) que, consequentemente,
inibem a sintese dos ecosandides, em particular as prostaglandinas (NIJVELDT
et al.,, 2001; KIM et al., 2004). Em nosso caso, provavelmente a inibicdo da
expressdo de COX-2 ndo € o mecanismo principal responsavel pelo controle das
disfuncdes menstruais, mediado pelo limao Taiti. Nossos resultados verificaram
gue a concentracdo de PGE2 no sangue menstrual ndo sofreu alteracdo em
relacdo do grupo Controle e, a concentracdo de PGF2a aumentou. As
concentragbes de IL-1B e IL-6 ndo foram consideradas significantemente
diferentes entre os trés grupos. Apenas o TNF-a apresentou um diminuicdo na
concentracdo no soro do fluido menstrual entre os grupos Controle e Limao
(tabela 2, figuras 9, 10 e 11). Se houvesse inibicao da atividade da COX-2, como

relatado nos estudos in vitro, nds deveriamos ter observado valores inferiores
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das duas PGs e das citocinas IL-1 e IL-6 analisadas nas amostras coletadas no
grupo do Lim&o em relacao ao Controle. Ao contrario da maioria dos estudos que
utilizaram o epicarpo para obtencdo dos 6leos essenciais, nés empregamos 0
suco extraido do endocarpo como componente terapéutico. Essa distincao
poderia explicar as diferencas nos resultados relacionados a inibicdo da COX e

das citocinas pré-inflamatérias.

No trabalho piloto, os resultados mostraram que, principalmente, as
voluntarias com fluxos menstruais aumentados e submetidos a citroterapia se
beneficiaram do tratamento. Parte das voluntarias apresentou diminuicdo nos
dias (23% das pacientes) e no volume de sangramento (72%), reducdo de
coagulos (43%) e ainda, algumas delas exibiram completa remissdo da
dismenorreia (21%) (ANDRADE, P. et al, 2015). Dessa forma, provavelmente, a
modulacdo da producdo de prostaglandinas proporcionada pela citroterapia
induziu a reducdo do calibre dos vasos e diminuiu o fluxo menstrual, sem
potencializar as contragcfes uterinas relacionadas com a sintomatologia dolorosa.
Podemos especular que a intensidade do provavel aumento de PGF2a nao foi o
suficiente para elevar as contracbes miometriais e intensificar as célicas durante
a menstruacdo. Além disso, provavelmente a diminuicdo da producédo de
citocinas, como por exemplo o TNF-aq, teria inibido o processo inflamatorio e

reduzido as atividades nociceptivas.

Além do estudo dos efeitos locais da citroterapia usando a andlise do
fluido menstrual, nosso estudo avaliou, por meio de ensaios de cultura celular,
os efeitos sistémicos da citroterapia com liméo Taiti. Partindo da hipétese de que
componentes do limdo poderiam modular a atividade dos leucécitos, realizamos
ensaios de estimulacdo com LPS (10 ng/ml) usando amostras de sangue total e
guantificamos a producdo de citocinas pro-inflamatorias, apds 24 horas de
incubacdo. Supondo que a suplementacdo com o soro autélogo potencializaria
a acdo do medicamento e da citroterapia em comparacdo com a cultura com o
SFB, as culturas celulares de sangue total foram suplementadas com 10% de
SFB ou 10% de soro da propria voluntaria. A analise levou em consideracéo a
proporcao do aumento da producao das citocinas entre as culturas sem qualquer
estimulagdo e as culturas estimuladas com LPS, sempre da mesma voluntaria.

Este cuidado garantiu que as variagdes existentes nas quantidades absolutas de
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leucdcitos ndo interferissem na medida do fenbmeno biolégico estudado. Para
garantir que as populagbes relativas também ndo fossem diferentes, os
leucécitos recuperados da cultura celular apés as 24 horas foram submetidos a
citometria de fluxo. As distribuicbes das subpopulagdes ndo mostram qualquer
diferenca relativas entre os grupos estudados. Pelo grafico, observamos que a
populacdo predominante foi a de linfécitos, seguida pela de granulécitos e de

mondcitos em todos os grupos (tabela 4 e figura 13).

Os resultados das analises ndo mostraram diferencas significativas na
producdo das citocinas IL-1B, IL-6 e TNF-a pelos leucécitos estimulados com
LPS e suplementados com SFB, provenientes dos trés grupos avaliados. Nos
experimentos utilizando leucocitos suplementados com soro autélogo, o
tratamento com Lim&o aumentou a concentracdo da citocina TNF-a, em relagéo
a quantidade produzida pelas células das voluntarias tratadas com Meloxicam.
Deve-se lembrar que a cultura em si ndo foi diretamente suplementada por liméo
ou Meloxicam, o componente responsavel pelo efeito observado estava
provavelmente presente no soro e sofreu toda a metabolizagdo normal que
ocorre no organismo. Esse tipo de enfoque é diferente daquele no qual a cultura
€ suplementada com o composto diretamente. Tal abordagem é muito mais
proxima da realidade, pois ndo somente 0s componentes originais, mas também

0s metabdlitos secundarios podem influenciar nas atividades dos leucdcitos.

Em relacdo aos resultados diferentes relacionados ao TNF-a, onde o
grupo tratado com limdo Taiti apresentou concentracdes menores no soro do
fluido menstrual e maiores no sobrenadante da cultura celular, em comparacéo
ao grupo controle, podemos supor que o efeito da citroterapia € dependente do
tipo celular e das condi¢des locais. O modelo de estimulacao dos leucocitos com
LPS nao reproduziu as condi¢des inflamatorias do Gtero e, portanto, mostrou um

comportamento diferente daquele observado no utero frente a citroterapia.

Como em todos os tipos de pesquisas envolvendo seres humanos, as
duvidas que surgem no meio e no final do trabalho sdo muito maiores e mais
complexas do que as iniciais que supostamente deveriamos esclarecer. Desta
forma ndo poderia ser diferente. Apds a conclusao deste trabalho, encontramos

fortes indicios que apontam para uma ac¢do do limdo Taiti na modulagdo do
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PGF2a. Este estudo pode ser considerado um ponto inicial no caminho a ser
percorrido para atingir um conhecimento detalhado dos processos envolvidos.
Pretendemos no futuro continuar as investigacdes, procurando estabelecer um
modelo in vitro que reproduza os fenbmenos que acontecem no Utero durante a
menstruacdo, principalmente aqueles relacionados com a contracdo da
musculatura lisa. A partir de um modelo de contragdo bem estabelecido,
pretendemos caminhar para identificacdo precisa dos componentes presentes
no limdo Taiti ou em outros citrus que respondem pelos efeitos biol6gicos
descritos. Além disso, pretendemos continuar as investigacbes das vias
relacionadas a producdo de PGF2a, a fim de identificar precisamente os alvos

envolvidos nas respostas a citroterapia.
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7. CONCLUSAO

O suco do limdo Taiti parece atuar na cascata de producdo de PGF2a do Utero,
podendo favorecer os eventos associados com a contracéo uterina e no volume de
sangramento, de uma forma distinta em relagdo aos mecanismos de atividade

associados com o Meloxicam.
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