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Resumo

Em 2022, a obesidade ja atingiu mais de 41 milhdes de brasileiros. O alto
consumo de nutrientes e o baixo gasto energético provocam injuria do tecido adiposo
(TA), desencadeando um processo de inflamagdo cronica de baixo grau com o
predominio na liberagdo de adipocinas pro-inflamatorias e diminui¢do de mediadores
anti-inflamatorios. Ocorre também um aumento de espécies reativas de oxigé€nio
(EROs) devido ao aumento de infiltragdo de células do sistema imunoldgico e
amplificacdo da inflama¢do na regido do hipotdlamo. Diante do desbalango
sistémico, ocorre um desequilibrio da homeostase energética. Contudo, sdo poucos
os estudos que investigam as vias de sinalizagdo envolvidos na interacao do eixo
TA-hipotalamo como potenciais alvos terapéuticos para o tratamento da obesidade.
O citral ¢ um monoterpeno, de origem vegetal, que possui atividade antioxidante e
anti-inflamatoria ja comprovada na literatura. Assim, nosso objetivo foi avaliar a
acdo preventiva do citral na inflamagao ocasionada pela obesidade em camundongos
C57BL/6J, investigando os mecanismos anti-inflamatorios e antioxidantes do eixo
TA-hipotalamo. Foram utilizados camundongos machos C57BL/6J com 6 semanas
de idade (n=10), e a indugdo de obesidade com dieta hiperlipidica (HFD; 60%
calorias provenientes de lipidios) durante 17 semanas (CEUA n° 3547180722). Os
animais foram separados em cinco grupos: alimentados com dieta padrao (DP) e os
que receberam HFD mais o veiculo e os tratamentos com o citral por via oral (25,
100 ou 300 mg/kg). Ao final do periodo de inducdo, foram realizados os testes de
tolerancia a glicose e insulina (TOTG e TTI). Os TA epididimal e hipotalamico
foram coletados para quantificacdo de mediadores inflamatorios interleucina (IL)-4 e
IL-10 pelo ensaio Luminex. Para a analise de expressdao génica dos mediadores
inflamatérios IL-6 e IL-10, assim como o receptor de adiponectina no hipotdlamo
pela técnica de RT-qPCR. Foi realizada a determinacao de mecanismos antioxidantes
no tecido hipotalamico, através quantificacdo da atividade da enzima superdxido
dismutase (SOD) e quantificagdao da enzima catalase (CAT). Por fim, foi executado a
quantifica¢do de leptina e adiponectina através do imunoensaio ELISA sanduiche, no
TA e soro. Foi efetuado o teste de normalidade e em seguida, os dados foram
submetidos ao teste ¢ de Student ndo pareado para comparagdo entre dois grupos e
analise de variancia (ANOVA) de uma via ou duas vias para comparagao entre trés
grupos ou mais, seguido do teste de Tukey (p < 0,05). Observamos o aumento
significativo da massa corporal, indice de adiposidade e hiperglicemia dos animais
que receberam HFD em comparagdo ao grupo DP. O tratamento dos animais HFD
com citral 300 mg/kg foi capaz de promover a reducdo da massa corporal dos
animais em rela¢do ao grupo HFD sem tratamento. O grupo de animais tratados com
citral 300 mg/kg apresentou redugdo da glicemia e diminui¢cdo da ingestao calorica.
Tais resultados podem ser explicados pelo aumento da IL-4 no tecido hipotalamico,
aumento da IL-10 e IL-6 no TA com os animais HFD previamente tratados com
citral na dose de 300 mg/kg em relacdo aos animais HFD que receberam somente o
veiculo. Também, o citral foi capaz de promover a reducdo dos niveis séricos de
leptina e aumento de adiponectina. Em sintese, a administragao de citral na dose de
300 mg/kg promoveu uma agdo anti-inflamatéria na resolucdo de alteragcdes
metabolicas decorrentes da obesidade. Diante disso, os novos desafios serdo
caracterizar mecanismos neurais da atuagao do citral sobre neurdnios hipotalamicos.

Palavras-chave: Tecido adiposo; tecido hipotalamico; inflamagao hipotalamica;
obesidade; citral; atividade anti-inflamatoria



Abstract

In 2022, obesity affected more than 41 million Brazilians. The high consumption
of nutrients and low energy expenditure causes injury to the adipose tissue (AT),
triggering a process of chronic low-grade inflammation with a predominance of pro-
inflammatory adipokines and a decrease in anti-inflammatory mediators,
fundamental for the control of an inflammatory response. There is also an increase in
reactive oxygen species (ROS) due to increased infiltration of immune system cells
and amplification of inflammation in the hypothalamus region. Together with
systemic imbalance, there is an imbalance in energy homeostasis. However, there
have been few studies that investigate the signaling pathways involved in the
interaction of the TA-hypothalamus axis as potential therapeutic targets for the
treatment of obesity. Citral is a monoterpene, of plant origin, which has antioxidant
and anti-inflammatory activity already proved in the literature. Thus, the aim of this
study was to evaluate the preventive action of citral in low-grade chronic
inflammation caused by obesity, investigating the anti-inflammatory and antioxidant
mechanisms of the TA-hypothalamus axis, in C57BL/6J mice. Male C57BL/6J mice
(n=10) were used, and obesity was induced with high-fat diet (HFD; 60% calories
from lipids) for 17 weeks (CEUA n° 3547180722). The animals were divided into
five groups: those fed with a standard diet (SD) and those that received HFD plus
oral citral treatment (25, 100 or 300 mg/kg). At the end of the induction period,
glucose and insulin tolerance tests (TOTG and TTI, respectively) were performed.
Epididymal AT and hypothalamic tissue were collected for quantification of
interleukin (IL)-4 and IL-10 inflammatory mediators by Luminex. The gene
expression of the inflammatory mediators IL-6 and IL-10, as well as the adiponectin
receptor in the hypothalamic tissue, were performed by the RT-qPCR technique. The
determination of antioxidant mechanisms was performed, through activity
quantification of the enzyme superoxide dismutase (SOD) and quantification of the
enzyme catalase (CAT). Lastly, the quantification of adipokines, leptin and
adiponectin were performed through the sandwich ELISA immunoassay. A
normality test was performed to analyze whether the data are parametric or
non-parametric. Data were subjected to unpaired Student's t-test for comparison
between two groups and one-way or two-way analysis of variance (ANOVA) for
comparison between three groups or more, followed by Tukey's test, p < 0,05. We
observed an increase in body weight, adiposity index and hyperglycemia of the
animals that received HFD compared to the SD-fed animals. Citral 300 mg/kg was
able to promote the reduction of the animal's body weight in relation to the HFD
group. Citral 300 mg/kg-treated mice showed a reduction in glycemia compared to
eutrophic mice and a decrease in caloric intake. This can be explained by the IL-4
increase in the hypothalamic tissue and the IL-10 increase in AT with the citral
preventive treatment at a dose of 300 mg/kg. In addition, this dose promotes a leptin
levels reduction and an adiponectin increase in serum. In conclusion, the
administration of citral at a dose of 300 mg/kg possibly promoted an
anti-inflammatory action in the resolution of metabolic alterations such as: insulin
resistance, caloric intake and body mass gain. Therefore, we will characterize the
neural control of citral action on anorexigenic and orexigenic neurons through
immunohistochemical techniques.

Keywords: Adipose tissue; hypothalamic tissue; hypothalamic inflammation; citral;
obesity; anti-inflammatory activity.
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1-Introducao

A obesidade se tornou a grande pandemia do mundo moderno. Segundo a
Organizagao Mundial da Saude, em 2016, mais de 1,6 bilhdes de adultos no mundo
estavam com sobrepeso, sendo que 650 milhdes eram obesos. Assim, em 2016, 39%
da populagdo adulta apresentava sobrepeso e 13% estava obesa. Desde 1975, o
numero de casos de obesidade quase triplicou no mundo inteiro (O.M.S, 2021). Em
2022, foi verificado que a obesidade e sobrepeso afetam quase 60% dos adultos, na
regido europeia (0O.M.S, 2022). O Atlas da Obesidade Mundial, também estima que,
at¢ 2035, a obesidade podera afetar até quatro bilhdes de pessoas. Estes dados
representam um aumento de 38% da populagdo com obesidade, em 2020, para 50%
da populagao, em 2035 (LOBSTEIN et al., 2023). No Brasil, ha um crescimento
continuo de pessoas com obesidade, atingindo mais de 41 milhdes de brasileiros
(Ministério da Satde, 2022).

Esse crescimento na taxa de obesidade pode ser explicado pelo alto consumo de
alimentos ultraprocessados ricos em gordura e agucares, juntamente com o baixo
gasto energético, devido a um estilo de vida mais sedentario (O.M.S, 2021). Tal
desequilibrio, resulta em um actimulo de lipideos no tecido adiposo (TA), causando a
hipertrofia e hiperplasia deste tecido, trazendo prejuizos para a saude (WANG et al.,
2021). O sobrepeso ¢ a obesidade estao intimamente relacionados com o aumento do
risco de desordens musculoesqueléticas (como a osteoartrite), alguns tipos de cancer
(cdlon, ovario, prostata, dentre outros), diabetes mellitus tipo 2 e doengas
cardiovasculares, sendo esta ultima, a principal causa de morte no mundo (O.M.S,

2021).

O TA possui diversas fung¢des importantes além do seu papel na reserva
energética, como por exemplo, a manutengao da temperatura corporea e fungdes
endocrinas, como a sintese e a secre¢ao de adipocinas (citocinas, quimiocinas e
hormdnios) pelos adipécitos (GREGOR & HOTAMISLIGIL, 2011; LEE et al.,
2019). Este tecido pode ser dividido em dois tipos principais, o TA marrom, que ¢
multilocular, ou seja, a célula possui varios vacuolos de lipideos, e tem como fungao
a dissipacdo de calor (ZWICK et al., 2018). E ha o TA branco que apresenta uma
grande variedade de células que compde e ajudam no seu desempenho, como:
adipocitos, pré-adipdcitos, fibroblastos, macréfagos, monoécitos e outras

(FRIGOLET & GUTIERREZ-AGUILAR, 2020). Os adipécitos do TA branco, sio
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células uniloculares e possuem o nucleo periférico com um vacuolo de lipidio, onde
fica armazenada a reserva energética através de moléculas de triacilglicerol
(FRIGOLET & GUTIERREZ-AGUILAR, 2020).

Na obesidade, o consumo excessivo de nutrientes leva a injuria no TA, tendo
como resposta, o inicio de um processo inflamatdrio. Isto ocorre, devido ao aumento
na expressdo das quinases c-jun-N-terminal quinase (JNK), que promovem a
apoptose de células da regido e o fator nuclear kappaB (NF-«xB), que possui o papel
de aumentar a expressao de citocinas pré-inflamatoérias, tais como: fator de necrose
tumoral-o. (TNF-a), interleucina-6 (IL-6) e interleucina-1p (IL-1B) (GOMEZ-APO et
al., 2021). Normalmente, quando a injiria ¢ removida ou neutralizada, essa
inflamacdo ¢ solucionada. Porém, na obesidade esta resolugdo ndo ocorre,
provocando uma resposta inflamatoria cronica de baixo grau (WANG et al., 2021).
Além da liberacao de citocinas pelo TA, também ocorre a produ¢do de quimiocinas e
produtos da apoptose de adipdcitos que desencadeiam a ativagdo e maior infiltragao
das células do sistema imunoldgico, como macrofagos, no TA (WANG et al., 2021).

O TA também ¢ responsavel pela expressao e liberagdo de adipocinas, que sao
estruturas proteicas e regulam diversas fungdes no organismo, como: sensibilidade a
insulina, balango energético, apetite e inflamacdo (AGUILAR-VALLES et al.,
2015). Na obesidade, os altos niveis destas citocinas pro-inflamatorias, possuem um
papel critico na homeostase energética, pois comprometem a cascata de sinalizagao
da insulina e leptina, podendo desencadear uma resisténcia a resposta fisiologica
destes hormonios (MARQUES et al., 2021).

Outro tecido importante da regulacdo da homeostase energética € tecido
hipotalamico que esta localizado na regido do diencéfalo, ventralmente e
anteriormente ao talamo, passando pelo terceiro ventriculo e alcangando os corpos
mamilares (MARTIN, 2013). As projecdes neurais existentes neste tecido podem ser
divididas em nucleos, sendo os principais: arqueado (ARC) e ventromedial (VMH)
(MARCHANT et al., 2012). O hipotalamo possui diversas fun¢des como controle da
ingestdo, regulacdo da temperatura corporal, secre¢do de hormonios, regulacdo do
ciclo circadiano, entre outros. E mais especificamente, a regido do ARC ¢ o grande
centro da homeostase energética, onde neurénios que projetam para esta regido
recebem sinaliza¢des enviadas pelo proprio TA. E estes sinais indicam a condi¢ao da
reserva energética, ou seja, o acumulo de gordura corporal (REMMERS &

DELEMARRE-VAN de WAAL, 2011). Com as informagdes captadas, o hipotadlamo
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¢ capaz de controlar o apetite e 0 metabolismo para regular a demanda energética
(TAQUIS, 2016). Porém, na obesidade essa sinalizacdo ndo ocorre de maneira
adequada (TAOUIS, 2016).

Em individuos obesos, a inflamagdo ndo se restringe ao TA, atuando também em
outros tecidos, como no tecido hipotaldmico. O aumento dos niveis de 4cidos graxos
livres (AGL) na obesidade promovem a ativagdo de receptores do tipo toll (TLR)
presentes na membrana da microglia, desencadeando um processo de inflamagao
hipotalamica por ativar as vias c-Jun-N-terminal quinase (JNK) e NF-kB, e
promover a liberagdo de citocinas pro-inflamatorias (SEONG et al., 2019). Tais
citocinas ativam vias intracelulares inflamatorias, as quinases JNK e o complexo 1kB
quinase (IKK), que catalisam a inibicdo da fosforilagdo em residuos de serina de
proteinas importantes que participam da cascata de sinalizagao da via de resposta da
leptina e insulina (DRAGANO et al., 2017). Também ocorre a indugdo da expressao
de fructalquina (CX3CL1) no hipotdlamo, promovendo o recrutamento de mondcitos
e consequentemente a ampliacao da inflamagdao (ARAUJO et al., 2016).

Com o aumento de infiltragdao de células imunolodgicas e instalagdo da inflamacao,
na regido do hipotdlamo em camundongos obesos, hd uma maior produgdo de
espécies reativas de oxigénio (EROs) (de BONA SCHRAIBER et al., 2019). Este
dano oxidativo, pode prejudicar o bom funcionamento celular, por estabelecer uma
peroxidacao lipidica, danificando a membrana da célula e afetando sua integridade, e
como consequéncia, pode ocorrer a apoptose de células na regido (FAN, 2021,
FISCHER & MAIER, 2015). Na homeostase, as EROs funcionam como mecanismo
de defesa para o organismo, quando presente em niveis fisiologicos (SEPASI
TEHRANI & MOOSAVI-MOVAHEDI, 2018; de BONA SCHRAIBER et al., 2019).
Para isto, ¢ necessario a atuacdo de um sistema antioxidante para manter os niveis
ideais para o bom funcionamento da célula (BONA SCHRAIBER et al., 2019). Um
dos principais mecanismos antioxidantes ¢ através da enzima superdxido dismutase
(SOD), a qual realiza a conversdo do superoxido em peroxido de hidrogénio e
oxigénio (FISCHER & MAIER, 2015). Outra enzima antioxidante importante ¢ a
catalase (CAT), que catalisa a conversdo do peroxido de hidrogénio em éagua e
oxigénio molecular, moléculas que ndo sdo citotoxicas (SEPASI TEHRANI &
MOOSAVI-MOVAHEDI, 2018). Assim, estas enzimas t€ém como fun¢ao proteger as
células de uma possivel oxidacao e toxicidade. Estes mecanismos inflamatorios e

oxidativos, devido aos altos niveis de acidos graxos poli-insaturados, podem levar a
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um desbalango na secre¢do de adipocinas como leptina e adiponectina, assim como
um desequilibrio em suas ac¢des nos neuronios hipotalamicos (FISCHER & MAIER,
2015; de BONA SCHRAIBER et al., 2019).

No nucleo arqueado (ARC), ha populacdes de neuronios que participam do
balango energético, como neurdnios orexigenos, do tipo neuropeptideo Y (NPY) e
neurdnios anorexigenos de pro-opiomelanocortina (POMC) (ENGIN, 2017). Os
neuropeptideos hormoénio melanécito-estimulante (a-MSH) sdo produzidos pelos
neurénios POMC, que sdo a populagdo lateral de neurdnios presentes no ARC do
hipotdlamo (REMMERS & DELEMARRE-VAN de WAAL, 2011). J& a populagdo
medial de neurdnios no ARC, expressam neuropeptideo Y, que também esta presente
na regido do nacleo paraventricular. Estes neurdnios também estdo localizados em
outros nucleos, como o nucleo paraventricular (PVN) e area lateral hipotalamica
(LHA) (REMMERS & DELEMARRE-VAN de WAAL, 2011). Estes neurdnios
hipotaldmicos sdo importantes na homeostase energética pois recebem informagdes
periféricas de adipocinas como leptina e adiponectina secretadas pelo TA, que
indicam a situagdo da reserva energética distribuida pelo corpo e também ha a
recep¢do de informagdo hormonal como de insulina (REMMERS &
DELEMARRE-VAN de WAAL, 2011; DRAGANO et al., 2017). A leptina é um
peptideo secretado pelos adipocitos, cuja principal acdo € regular o gasto energético
e a ingestdo alimentar, promovendo a homeostasia energética (DRAGANO et al.,
2017). Apo6s a ingestdo alimentar e acimulo de calorias, em condigdes fisioldgicas, a
leptina atua em seu receptor fazendo a sinalizagdo por meio do transdutor de sinal e
ativador de transcrigdo 3 (STAT3), desencadeando a inibicdo de NPY e o peptideo
relacionada ao agouti (AgRP), que estimulam o apetite. Ao mesmo tempo, esta
adipocina atua na estimulacdo de neurdnios POMC, que promove uma resposta de
saciedade (LEE et al., 2019).

Na obesidade, a inflamagdo no ARC juntamente com a hiperleptinemia, promove
um aumento da fosforilagdo de STAT3 e consequentemente, a ativacao do supressor
de sinalizacdo de citocina 3 (SOCS3), o qual atua como inibidor da sinaliza¢do da
leptina. Ou seja, ndo hd uma inibicdo dos neurdnios orexigenos NPY e AgRP,
juntamente com a auséncia na ativa¢do dos neurdnios anorexigenos POMC (ENGIN,
2017; DRAGANO et al., 2017). Essas alteragdes promovem disfungdes na regulagao
da homeostasia energética, ao favorecer a resisténcia a leptina no encéfalo,

diminuindo o efeito anorexigeno desse hormoénio (LEE ef al., 2019).
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A adiponectina, juntamente com a leptina, desempenha papel no controle da
homeostase energética, regulando a atividade anorexigena dos neurénios POMC, no
ARC, por inibir os neurdnios orexigenos NPY/AgRP e desinibir os neurdnios
POMC (LEE et al., 2019). A adiponectina tem atividade anti-inflamatdria, pois inibe
a via NF-kB em macréfagos e, consequentemente, diminui a resposta inflamatoria.
Além disto, a adipocina proporciona a polarizagdo do macréfago Ml,
pro-inflamatorio, para o macrofago tipo M2, anti-inflamatdrio, induzindo a liberagao
de citocinas anti-inflamatoérias como: IL-10 e antagonista de receptor de
interleucina-1 (IL-1ra) (LEE et al., 2019). Em individuos obesos, ha baixos niveis de
adiponectina, comprometendo o controle adequado do gasto energético e ingestao
alimentar. Sua a¢ao anti-inflamatéria também ¢ diminuida, determinando um carater
pro-inflamatorio da adiponectina para o tecido (AGUILAR-VALLES et al., 2015).

As altas concentracdes de lipidios e carboidratos provenientes de uma dieta
hiperlipidica (HFD), promovem uma disfun¢do hipotaldmica, que acarreta na
apoptose de neuronios anorexigenos do tipo POMC e de neurdnios orexigenos do
tipo NPY, e induzem a ativagdo do NF-kB (ARAUJO et al., 2016).

Um outro hormodnio essencial na manutengdo energética e equilibrio no
funcionamento do organismo ¢ a insulina. Ela possui diversas atividades fisiologicas
como: captacao de glicose pelos tecidos, inibicdo da glicogenolise e gliconeogénese,
assim como diminui¢do da lipolise (TONG et al., 2021). Este hormonio, que ¢
secretado pelas células beta pancreaticas, se liga ao seu receptor, na subunidade alfa,
gerando a autofosforilacdo do receptor e seus substratos (TONG et al., 2021). Com
isto, promove a ativacdo da proteina quinase B (PKB), a qual possibilita o
recrutamento do transportador de glicose 4 (GLUT4) para a membrana plasmatica da
célula, tendo assim, a captacdo da glicose estabelecida pelos tecidos (TONG et al.,
2021; WONDMKUN, 2020).

Na obesidade, pode ocorrer a diminuigdo de sensibilidade a insulina, pois ocorre
uma diminui¢do na secrecdo da adiponectina, que possui acdo na ativagdo da
proteina ativada por AMP quinase (AMPK), melhorando a sensibilidade a insulina
nos tecidos (WONDMKUN, 2020). Também ocorre um aumento na secrecdo da
leptina na obesidade, que estd associada com a resisténcia a insulina
(WONDMKUN, 2020). Juntamente com estes eventos, ocorre uma maior liberacao
de citocinas pro-inflamatérias, como TNF-a e IL-6, através do recrutamento de

macrofagos e outras células imunes no TA e tecido hipotaldmico (SANTOS et al.,
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2021; BENOMAR & TAOUIS, 2019; SCHOROEDER, 2020). Isto acontece, pois
durante a instalacdo da obesidade, ocorre a interagdo de acidos graxos saturados e
TLRs, no hipotalamo e outros tecidos, promovendo uma resposta inflamatoria
através da ativacdo da sinalizacdo de NF-kB (BENOMAR & TAOUIS, 2019;
SCHOROEDER, 2020). E com o aumento da sinalizagdo deste fator de transcrigao,
acontece a estimulacdo da expressdo de SOCS3, que inibe a fosforilagdo dos
receptores de insulina. Além de promover o estresse do reticulo endoplasmatico,
tendo como resultado, a resisténcia a insulina (BENOMAR & TAOUIS, 2019;
SCHOROEDER, 2020).

Na obesidade, também ha o aumento de outras adipocinas anti-inflamatorias,
como: IL-10 e IL-1ra. Essas citocinas t€ém como acdo atenuar a inflamagao nos
tecidos. A IL-10 exerce essa fungdo por inibir a via de sinalizagdo do NF-kB,
reduzindo a liberagdo de citocinas pro-inflamatorias. Enquanto a IL-1ra funciona
como antagonista competitivo do receptor da IL-1p e, dessa forma, também promove
a inibicdo da atividade do fator de transcricdo NF-kB. Estas adipocinas
anti-inflamatorias também participam na resisténcia a leptina por promoverem a
inducdo da STAT3 (AGUILAR-VALLES et al, 2015). Outra citocina
anti-inflamatoria importante nesse processo ¢ a IL-4, a qual possui muitas agdes
importantes na obesidade, como por exemplo o papel na melhora na sensibilidade a
insulina e tolerancia a glicose, além de contribuir para a reducdo de lipidios em
adipocitos e promover a lipolise (CHANG et al., 2019; SHIAU et al., 2019). Porém,
na inflamag¢do hipotaldmica, os niveis dessas citocinas anti-inflamatorias sdo
reduzidos, como elucidado no trabalho realizado por Bona Schraiber e colaboradores
(2019) que constatou a diminuic¢ao da IL-10 na regiao hipotalamica de camundongos
com obesidade induzida por HFD.

A vista de toda esta relagdo entre inflamagdo do TA e inflamagdo hipotalamica,
alguns estudos buscam através de opgdes terapéuticas minimizar esse quadro
inflamatorio. A introducao de uma dieta rica em dmega-3 e dmega-9 em substitui¢ao
a uma dieta rica em 4cidos graxos saturados, em camundongos Swiss, mostrou a
diminui¢do da citocina TNF-a e aumentou os niveis da citocina anti-inflamatdria
IL-10, reduzindo a inflamagdo hipotalamica (CINTRA et al., 2012). Estes acidos
graxos insaturados (0mega-6 e 9) atuam no receptor acoplado a proteina G 40 de
neurdnios hipotalamicos (GPR40), aumentando a expressao de mRNA da POMC

(SEONG et al., 2019). Além disso, sabe-se que o exercicio fisico melhora a
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sensibilidade a leptina por diminuir a expressio de mRNA de NPY e aumentar a
expressao de mRNA de POMC, isto ocorre pois ha uma redugdo da inflamacao
hipotalamica por aumentar a expressao da IL-10 e consequente supressao da via IKK
(SEONG et al., 2019). Ha estudos que demonstram outras estratégias terapéut icas,
como a inibi¢do e menor expressdo de citocinas pro-inflamatérias, revelando um
efeito positivo na diminui¢do da inflamacao de baixo grau ou aqueles empregando as
terapias anti-TNF-a, como os farmacos: etanercepte, infliximabe e adalimumabe, os
quais nao demonstraram resultados positivos com relagdo aos efeitos
anti-inflamatorios (TERRA et al., 2009; SEONG et al., 2017). No entanto, a
compreensdo sobre os mecanismos e interagdo do eixo TA-hipotalamo na obesidade
ainda ¢ escassa, e as abordagens terapéuticas ainda necessitam ser mais exploradas.
Uma alternativa relevante sdo os produtos naturais de origem vegetal, por
apresentarem um potencial medicinal, como ag¢des anti-inflamatoria, antioxidante e
analgésica, funcionando como base para o desenvolvimento de novos firmacos
(BOUKHATEM et al., 2014; RISHTON, 2008). Os produtos naturais sao
amplamente usados na terapia de diversas patologias e também, t€m suas estruturas
utilizadas para formulagdes sintéticas. Dentre os farmacos aprovados desde 1981 até
2019, 3,8% sdo produtos naturais e 18,9% sdo provenientes de algum produto
natural e com alguma alteracao semi sintética (NEWMAN & CRAGG, 2020). Desta
forma, o citral ¢ uma substdncia promissora, de origem vegetal, sendo um
monoterpeno de cadeia aciclica, composto por uma mistura de dois isomeros, o neral
e o geranial (NISHIJIMA ef al., 2014). E o composto majoritario do 6leo essencial
de Cymbopogon citratus, popularmente chamado de capim-limdo, e Zingiber
officinale, o gengibre, possuindo diversas propriedades farmacologicas comprovadas
como acdo antioxidante, antifingica, anti-inflamatoria, antiviral, antipirética,
analgésica, dentre outros (SRI DEVI & ASHOKKUMAR, 2018; EMILIO-SILVA et
al., 2020). Na revisdo de Sharma e colaboradores (2020), foram destacadas a agdo
antioxidante do citral em células IEC-6 (linhagem celular derivada de epitélio
intestinal de rato), que teve atuacdo no aumento da atividade de enzimas
antioxidantes como a SOD e nos niveis de antioxidantes ndo enzimaticos como a
glutationa reduzida (GSH). E sua agdo anti-inflamatoria, possuindo a capacidade de
inibir citocinas, como TNF-a e IL-8, induzidas por lipopolissacarideo (LPS) em
macrdéfagos peritoneais murinos, assim como a inativacdo de NF-kB em células

HUVEC (SHARMA et al., 2020). O citral ¢ um composto lipofilico, desta maneira,
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consegue atravessar a barreira hematoencefélica, por isso hd uma alta probabilidade
de sua acdo ocorrer no hipotdlamo (FUKUMOTO et al., 2006). Este monoterpeno,
também apresenta baixa toxicidade, na qual estudos com roedores comprovaram que
a dose letal 50 (DL50) foi maior que 1000 mg/kg em camundongos e ratos de
ambos os sexos. Ja ao analisar a toxicidade em doses repetidas do citral por via oral,
foi avaliado o nivel de efeito adverso ndo observado (NOAEL), o qual foi observado
que as doses de citral ¢ maior que 500 mg/kg e avaliado o nivel do menor efeito
observado (LOAEL), o qual foi observado que as doses de citral € maior que 800
mg/kg em roedores (OECD, 2001). Nosso grupo demonstrou que os camundongos
Swiss obesos tratados por via oral nas doses de 25 e 100 mg/kg, apresentou agao
anti-inflamatoria, pela diminui¢do sérica das citocinas pro-inflamatorias, TNF-a e
IL-6 (EMILIO- SILVA et al., 2020).

Também foi realizada a padronizagdo da indugdo de obesidade por HFD, onde
observou-se que em 12 semanas houve o aumento da massa corporal de
camundongos Swiss obesos machos em comparagdo ao grupo que recebeu dieta
padrao (DP), assim como o aumento do indice de adiposidade nos animais que
receberam HFD (EMILIO-SILVA et al., 2020).

Deste modo, nossa hipotese ¢ que o citral serd capaz de aumentar adipocinas
anti-inflamatorias  (IL-10, 1L-4, adiponectina) e diminuir as adipocinas
pro-inflamatoéria (IL-6 e leptina), envolvidas no eixo TA-hipotdlamo. Bem como, a
acao do citral pode envolver o aumento da expressao de receptores de adiponectina
no hipotdlamo, além de restaurar alteracdes metabdlicas e possuir atividade
anti-obesogénica. Por fim, nossa hipotese ¢ de que o citral atue por via da atividade
antioxidante sobre o estresse oxidativo no ARC do hipotalamo, em camundongos

C57BL/6J obesos.
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6-Conclusao

Foi possivel observar a a¢do anti-obesogénica do tratamento preventivo com
citral da dose de 300 mg/kg nos camundongos obesos alimentados com HFD. Essa
resposta foi mediada por uma melhora na sensibilidade a insulina, com uma resposta
semelhante a dos animais eutroficos. E também, o tratamento cronico com citral foi
capaz de prevenir o aumento da ingestao calorica dos camundongos, ao longo das 17
semanas de inducdo. Esta melhora nas alteracdes metabolicas e a ingestdo calorica
em camundongos obesos, possivelmente pode ser explicada, devido ao tratamento
preventivo com o citral na dose de 300 mg/kg, ser capaz de promover o aumento da
citocina IL-4, no tecido hipotaldmico, mas ndo podendo ser explicada pelo aumento
de IL-10, no TA. Além do tratamento cronico com citral promover o aumento dos
niveis de adiponectina e diminuir os niveis de leptina no soro. O tratamento cronico
dos animais com citral 300 mg/kg também nao teve uma a¢do antioxidante na regiao
hipotalamica dos camundongos com obesidade. Deste modo, outras analises sdo
necessarias para explanar melhor a resposta da dose citral 300 mg/kg, como a

quantifica¢do neurdnios hipotalamicos.
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