
Repositório Institucional UNESP 

RESSALVA 

Atendendo solicitação do(a) autor(a), o texto 
completo deste documento será 
disponibilizado somente a partir de 
25/03/2028. 



 

UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA – UNESP 

Instituto de Biociências - Campus de Botucatu 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

FELIPE LEONARDO FAGUNDES 

 

 

 

 

 

 

 

INVESTIGAÇÃO DA ATIVIDADE FARMACOLÓGICA DO CITRAL FRENTE À 

COLITE COM RECIDIVAS EM RATOS MACHOS 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Botucatu 

2026 



                                                                                                                                                                               

  

 

Campus de Botucatu 
 

UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA 
 

“Júlio de Mesquita Filho” 

INSTITUTO DE BIOCIÊNCIAS DE BOTUCATU 

 
 
 
 

INVESTIGAÇÃO DA ATIVIDADE FARMACOLÓGICA DO 
CITRAL FRENTE À COLITE COM RECIDIVAS EM RATOS 

MACHOS  
 
 

Me. FELIPE LEONARDO FAGUNDES 

Discente 

Profª Dra. CLELIA AKIKO HIRUMA LIMA 

Orientadora 

Prof ª Dra. RAQUEL DE CÁSSIA DOS SANTOS 

Co-Orientadora 

 
 
 
 
 

Tese apresentada ao Instituto de Biociências, Campus de Botucatu, UNESP, para obtenção do título 
de Doutor no Programa de Pós-Graduação em Biologia Geral e Aplicada, Área de concentração 
Biomoléculas: Estrutura e função.  
 

 
Prof. Tit. Clelia Akiko Hiruma Lima 

 

 

BOTUCATU – SP  

2026 
 



                                                                                                                                                                               

  

 

Campus de Botucatu 
 

 



                                                                                                                                                                               

  

 

Campus de Botucatu 
 

Impacto Potencial desta pesquisa 

  

Título da Tese: Investigação da atividade farmacológica do Citral frente à colite com recidivas 

induzida por TNBS em ratos machos.  

 

Impacto científico, social e econômico: O presente estudo buscou compreender a resposta 

farmacológica ao Citral no contexto da colite com recidivas induzida por ácido 2,4,6 

trinitrobenzeno sulfônico (TNBS). Os resultados obtidos fornecem evidências acerca dos 

efeitos do Citral em uma doença que está ganhando atenção no cenário epidemiológico 

mundial, bem como podem servir como base para a solicitação de patentes e contribuir para o 

desenvolvimento de um produto brasileiro que responda às especificidades da realidade local. 

Além disso, a proposta valoriza a pesquisa na área de produtos naturais, uma das bases da 

farmacologia moderna. Nesse sentido, o trabalho está alinhado com dois dos Objetivos de 

Desenvolvimento Sustentável (ODS) da Organização das Nações Unidas (ONU): (3) Saúde e 

bem-estar e (9) Indústria, Inovação e Infraestrutura.  

 

Potential impact of this research 

Thesis Title: Investigation of Citral pharmacological actions in the relapse colitis induced by 

TNBS in male rats.  

 

Scientific, social and economic impact: The present study aims to understand the 

pharmacological response to Citral in the context of relapse colitis induced by 2,4,6 trinitro 

benzene sulfonic acid (TNBS). The results generated evidence about the effects of Citral in a 

disease that is gaining attention in the global epidemiological landscape, besides that could be 

the basis for a patent application and contribute for the development of a Brazilian product that 

addresses the local specificities. Moreover, the purpose highlights the research in Natural 

Products, the basis of modern pharmacology. In this sense, the work is aligned with two 

Sustainable Development Goals (SDG) from Organization of United Nations (ONU): (3) 

Global Health and Wellbeing and (9) Industry, innovation and infrastructure. 

 



UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

Câmpus de Botucatu

TÍTULO  DA  TESE:   INVESTIGAÇÃO DA  ATIVIDADEFARMACOLÓGICA  DO  CITRAL  FRENTE  À
COLITE  COM RECIDIVAS  EM  RATOS  MACHOS

CERTIFICADO DE APROVAÇÃO

AUTOR: FELIPE LEONARDO FAGUNDES
ORIENTADORA: CLELIA AKIKO HIRUMA LIMA
COORIENTADOR: COORIENTADORA: RAQUEL DE CÁSSIA DOS SANTOS
ORIENTADOR DE MOBILIDADE: EDUARDO J VILLABLANCA (Internacional)

Aprovado como parte das exigências para obtenção do Título de Doutor em Biologia Geral
e Aplicada, área: Biomoléculas: Estrutura e Função pela Comissão Examinadora:

Profa. Titular CLELIA AKIKO HIRUMA LIMA (Participaçao  Presencial)
Departamento de Biologia Estrutural e Funcional / UNESP / Câmpus de Botucatu - IBB

Prof. Dr. LUIZ GUSTAVO DE ALMEIDA CHUFFA (Participaçao  Presencial)
Departamento de Biologia Estrutural e Funcional / UNESP / Câmpus de Botucatu - IBB

Prof. Dr. FÁBIO RODRIGUES FERREIRA SEIVA (Participaçao  Presencial)
Departamento de Química e Bioquímica / UNESP / Câmpus de Botucatu - IBB

Profa. Dra. LIGIA YUKIE SASSAKI (Participaçao  Presencial)
Departamento de Clínica Médica / UNESP / Câmpus de Botucatu - FMB

Prof. Dr. ANDERSON LUIZ FERREIRA (Participaçao  Virtual)
Depto. de Ciências Biológicas / Universidade Federal de Catalão - GO

Botucatu, 25 de março de 2026.

Instituto de Biociências - Câmpus de Botucatu
Rua Doutor Antonio Celso Wagner Zanin, s/nº, 18618689

https://www.ibb.unesp.br/#!/ensino/pos-graduacao/programas-stricto-sensu/pg-biologia-geral-e-aplicada/ - CNPJ: 48031918002259.

RenanCodecodaSilva
Funcional



                                                                                                                                                                               

  

 

Campus de Botucatu 
 

Resumo 

As doenças inflamatórias intestinais (DIIs) compreendem um conjunto de doenças 

crônicas e recidivantes. A etiologia é multifatorial e envolve a combinação de fatores como a 

pré-disposição genética e alterações na microbiota intestinal. O tratamento farmacológico é 

realizado com anti-inflamatórios e inibidores de vias de sinalização. Entretanto, esse conjunto 

terapêutico possui diversos efeitos colaterais e eficácia limitada. O Citral é um monoterpeno 

encontrado em diversas espécies vegetais com atividade anti-inflamatória, antimicrobiana e 

analgésica. Desse modo, o objetivo desse estudo foi avaliar os possíveis efeitos farmacológicos 

do Citral em cultura 2D e 3D, bem como investigar a resposta in vivo do monoterpeno no 

tratamento da colite com recidivas induzida por TNBS em ratos machos. Os efeitos na cultura 

2D foram verificados através do ensaio de viabilidade celular e fechamento de ranhura em 

linhagem de epitélio de cólon Caco-2. Para verificar os efeitos in vivo, ratos Wistar machos de 

8 semanas foram submetidos à administração intracolônica TNBS nos dias 1, 15 e 29. No 30° 

dia, os animais foram divididos em 6 grupos e tratados por 7 dias com Tween 80 a 1% (veículo), 

Sulfassalazina 100 mg/kg, Citral (25, 100 e 300 mg/kg) e grupo sham. Os resultados foram 

expressos na forma de média ± erro padrão e a significância estatística foi determinada usando 

ANOVA paramétrica ou não paramétrica seguida pelos testes à posteriori mais adequados. O 

tratamento com o Citral nas concentrações de 40 e 80 µM demonstrou atividade proliferativa 

em células Caco-2 no tempo de 48h, resultado confirmado pelo ensaio de fechamento de 

ranhura. Os resultados in vivo mostraram que as doses de 100 e 300 mg/kg do monoterpeno 

foram capazes de prevenir a perda de peso e reduzir significativamente a severidade das lesões 

macroscópicas determinadas pelo score de Bell. O tratamento com Citral também reduziu a 

atividade do marcador MPO, mas não alterou significativamente os parâmetros SOD, CAT, 

GSH e MMP-2. Na cultura de organoides, o monoterpeno promoveu redução do número e da 

área dos organoides de cólon em todas as concentrações testadas. O conjunto dos resultados 

apresentados demonstra o potencial terapêutico do Citral na colite, entretanto, novas análises 

são necessárias para elucidar os mecanismos de ação.  

 

Palavras-chave: Citral, colite ulcerativa, anti-inflamatório, antioxidante.  
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Abstract 

The inflammatory bowel disease comprehends a broad spectrum of chronic and relapsing 

diseases that affects the gastrointestinal tract and has a prevalence of 7 million cases word wide. 

The etiology is unknown but involves an interplay with genetic predisposition and gut 

microbiota alterations. The pharmacological treatment is based on anti-inflammatory drugs and 

signaling pathway inhibitors. Otherwise, those drugs have adverse effects and limited efficacy. 

Citral is a monoterpene found in some vegetal species with anti-inflammatory, antimicrobial 

and analgesic effect. The aim of this project is evaluating the possible pharmacological citral 

effects in 2D and 3D culture, besides investigates the in vivo response in the treatment of relapse 

colitis induced by TNBS in male and female rats. The effects in 2D culture were investigated 

by cellular viability and scratch assay in colon epithelial lineage Caco-2. The in vivo effects 

were verified in male Wistar rats with 8 weeks old were submitted to intracolonic 

administration of 3 mg TNBS solubilized in 50% ethanol. The procedure was repeated in day 

1st, 15th and 29th. In the 30th day, animals were divided in 6 different groups and treated for 7 

days with Tween 80 1%, Sulfasalazine 100 mg/kg, Citral (25, 100 and 300 mg/kg) and sham 

group. The results were expressed as mean ± standard error and the statistical significance was 

determined using parametric or non-parametric ANOVA followed by adequate a posteriori 

tests. In vitro, the treatment with Citral at 40 µM and 80 µM concentrations demonstrated a 

proliferative action at 48h in Caco-2 cells, result confirmed by the scratch assay. The in vivo 

treatment showed that Citral at 100 mg/kg and 300 mg/kg doses was capable to revert the 

weight loss and the severity of macroscopic lesion measured by the Bell score. The Citral 

treatment reduced the activity of the inflammatory biomarker MPO, but did not change (SOD, 

CAT, GSH and MMP-2). In the organoid culture, Citral promoted reduction in the organoid 

number and area in all tested concentrations. Together, the results demonstrated the 

pharmacological potential of Citral, however, new analysis is necessary to elucidate the 

mechanisms of action.  

 

Key words: citral, ulcerative colitis, anti-inflammatory, antioxidant.  
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responsabilidade da Prof. Dra. Clelia Akiko Hiruma Lima, Departamento de Biologia 

Estrutural e Funcional, do Instituto de Biociências de Botucatu, UNESP 

 

Disciplinas cursadas 

• Carcinogênese experimental – 3 créditos – Conceito A 

• O cientista e o professor universitário – 2 créditos – Conceito A 

• Tópicos especiais em biologia geral e aplicada – 2 créditos – Conceito A 

• Tópicos especiais em biologia geral e aplicada “Making sense of Omics: Generation, 

analysis and integration of large datasets” – 3 créditos – Conceito A 

• Imunomodulação por produtos naturais – 6 créditos – Conceito A 

• Tópicos especiais em biometria – Introdução à bioestatística no programa R – 2 créditos 

– Conceito A 

• Tópicos especiais em Biotecnologia: análises computacionais de single cell data (sc-

RNA-Seq e ATAC-Seq) –  1 crédito – Conceito A 
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• Tópicos especiais em Biologia Geral e aplicada: Toxinologia básica e aplicada 

(biotecnologias de toxinas úteis à saúde humana e animal) – 4 créditos – Conceito A 

• Tópicos especias em Farmacologia e Biotecnologia: bioinformática estrutural aplicada 

à biomoléculas – 3 créditos – Conceito A 

• Cultural celular animal – 3 créditos – Conceito A 

• Prática pedagógica no ensino superior (II): recursos de ensino aprendizagem – 3 

créditos – Conceito A 

• Tópicos especiais em biologia geral e aplicada: Conceitos e aplicações do conceito 

DOHaD – 1 crédito – Conceito A 

• Interação entre a pós-graduação e o ensino básico de ciências e biologia – 6 créditos – 

Conceito A 
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(OGMs e AnGMs) – 1 crédito – Conceito A 
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Lista de abreviaturas 

AIEC – Escherichia coli entero invasiva  

CAT – Catalase 

CLND-4 – Claudina 4 

DC – Doença de Crohn 

DII – Doença inflamatória intestinal 

DSS – Dextran sulfato de sódio 

EO – Estresse oxidativo 

GSH – Glutationa reduzida 

IL-1β – Interleucina 1 beta 

ILC – Células linfoides inatas 

KO – Knock-out 

LOO – Radical peroxila 

LOOH – Radical hidroperoxila 

MDA – Malondialdeído 

MMP-2 – Metaloproteinase de matriz 2 

MMP-9 – Metaloproteinase de matriz 9 

NF-κB – Fator nuclear kappa B 

NOD – Domínios de oligomerização de nucleotídeos 

OCLN – Ocludina 

PAMP – Padrões moleculares associados aos patógenos  

PRR – Receptores de reconhecimento de padrão 

RCU – Retocolite ulcerativa 

SOD – Superóxido dismutase 

TH – Linfócitos T auxiliadores 

TLR – Receptores tipo toll 

TNBS – Ácido 2,4,6 trinitrobenzenosulfônico 

TNF-α – Fator de necrose tumoral alfa 

ZO-1 – Zônula ocludens 1 
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Apresentação  

 

 Essa tese foi estruturada na forma de capítulos, sendo precedida por uma revisão 

bibliográfica sobre as doenças inflamatórias intestinais e descrição das propriedades 

farmacológicas do Citral. O capítulo I é apresentado na forma de artigo que será enviado à 

revista científica Biomedicine & Pharmacotherapy contendo os resultados do Citral em cultura 

de células e no modelo de colite com recidivas em ratos machos.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Campus de Botucatu 

Introdução 

A DII é uma enfermidade de curso crônico e recidivante que acomete todo o trato 

gastrointestinal. Clinicamente, pode ser dividida em Doença de Crohn (DC), retocolite 

ulcerativa (RCU) e outras condições menos prevalentes (1). A inflamação da mucosa intestinal 

na DII é caracterizada por episódios de dor abdominal, diarreia, perda de peso e o ativação de 

células como neutrófilos e macrófagos que produzem citocinas pró-inflamatórias, enzimas 

proteolíticas e radicais livres favorecendo a degradação tecidual e a ulceração nos tecidos 

atingidos (2). Células do sistema imune inato desempenham papel central no desenvolvimento 

e progressão das DII. Na DC, a inflamação pode atingir qualquer segmento do trato 

gastrointestinal, enquanto na RCU a inflamação é limitada ao reto e segmentos ascendentes do 

intestino grosso. As duas doenças podem ser diferenciadas quanto ao perfil de células 

inflamatórias e pelos achados histológicos. Na DC, observa-se inflamação severa que leva a 

descontinuidade da barreira mucosa, abcessos, estenoses e fístulas. Já na RCU, a inflamação é 

superficial, limitada a mucosa e submucosa com presença de abcessos de criptas (2, 3). 

A prevalência da DII é diferenciada considerando-se as várias regiões geográficas, mas 

de forma geral, países europeus e os Estados Unidos apresentam índices elevados tanto de RCU 

quanto de DC com aproximadamente 1 milhão de pacientes nos EUA e 2.5 milhões na União 

Europeia (4). A incidência anual varia de acordo com a região geográfica e pode atingir 46 

casos a cada 100.000 habitantes na Europa e 30 casos por 100.000 habitantes na América do 

Norte (5). No Brasil, dados epidemiológicos acerca das DII são subestimados, contudo, 

levantamento realizado em hospitais do nordeste brasileiro entre os anos de 2020-2021 

demonstraram uma prevalência maior de RCU (62%) quando comparadas à DC (38%) com 

predomínio do sexo feminino para ambas as condições (6).   

A origem das DII não está totalmente estabelecida, entretanto, sabe-se que componentes 

genéticos e ambientais são a causa da inflamação recorrente observada durante o curso da 

doença (1). Fatores como estresse, tabagismo, ingestão de dieta rica em gordura saturada e 

alterações na microbiota estão associados ao desenvolvimento das DII (7). A obesidade, uma 

condição que está crescendo na atualidade, desempenha um papel chave na gênese e no curso 

da doença, particularmente no caso dos portadores de DC (8-10). A DII está associada a várias 

comorbidades, como síndrome metabólica, doenças cardiovasculares, aterosclerose, disfunção 

sexual e mal de Parkinson (11). 
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Como as DIIs possuem curso crônico e recidivante sabe-se que tanto a imunidade inata, 

quanto a imunidade adaptativa participam da fisiopatologia da doença, somadas aos fatores 

anteriormente listados (12). Tal combinação resulta em uma resposta exacerbada das células 

de defesa com participação de produtos microbianos e base genética (13, 14). De forma 

resumida, a homeostase intestinal se fundamenta no pleno funcionamento dos componentes 

celulares como macrófagos, células dendríticas, neutrófilos e eosinófilos que estão presentes 

na camada de muco no intestino e exercem um papel protetor contra antígenos luminais. Tais 

células expressam receptores de reconhecimento de padrão (PRR), como os receptores tipo toll 

(TLR) e os domínios de oligomerização de nucleotídeos (NOD) que reconhecem os padrões 

moleculares associados aos patógenos (PAMPs), presentes nas superfícies microbianas, e 

desencadeiam respostas efetoras com objetivo de erradicar os patógenos (15, 16). 

Uma vez ativados pela presença de PAMPs, os PRR, levam à transcrição de diversos 

genes que estimulam a produção de citocinas e ativação da resposta celular local com 

consequente recrutamento de linfócitos T CD4+. Na RCU, existe uma atividade descontrolada 

de células TH2, com produção das interleucinas 4, 5 e 13 (IL-4, IL-5, IL-13). Tais mediadores, 

principalmente IL-13, produzidas por linfócitos TH e células linfoides inatas (ILC) possuem 

efeitos diretos sobre a função de barreira. Essas citocinas aumentam a permeabilidade das 

células intestinais e causam apoptose dos enterócitos, contribuindo com os danos celulares 

observados no curso das DIIs (17, 18). Outras citocinas, como IL-1β e fator de necrose tumoral 

alfa (TNF)-α, produzidas principalmente por macrófagos ativados, contribuem para amplificar 

a inflamação observada no intestino e desregular a montagem das junções de oclusão no 

epitélio intestinal (19, 20).  
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