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RESUMO

A Organizagdo Mundial da Saude vem alertando sobre a epidemia de obesidade que tomou
proporcdes globais. Estudos tém demonstrado a prevaléncia de doengas associadas a obesidade,
dentre elas a doenca do refluxo gastroesofagico (DRGE), uma condigao crénica proveniente do refluxo
do contetdo estomacal, que ocasiona lesdes teciduais e sintomas como azia e regurgitagdo acida. A
DRGE aumenta fatores de estresse oxidativo (EO), que produzem espécies reativas de oxigénio
(EROs) e causam danos ao tecido. O combate ao EO pode ocorrer através de enzimas, como o
superoxido dismutase (SOD) e a catalase (CAT) ou de antioxidantes ndo enziméticas como a
glutationa reduzida (GSH). Células de defesa também est@o presentes nesse processo, como 0s
neutréfilos que secretam a enzima mieloperoxidase (MPO). Os niveis elevados de citocinas pré-
inflamatdrias, como fator de necrose tumoral (TNF)-q, interleucina (IL)-1B e IL-6, atuam na resposta
inflamatéria e induzem o agravo ocasionado pelo refluxo. Um ponto importante na recuperagéo do
tecido esofagico é o processo de remodelagem, controlado pela atividade de metaloproteinases de
matriz (MMP), que regulam a cicatrizagdo dos danos teciduais. Atualmente, a terapia farmacoldgica
utilizada para o tratamento da DRGE ¢ o uso dos farmacos inibidores da bomba de prétons (IBPs),
como o lansoprazol (LZ), que atuam na inibicao da liberagdo de ions H* para o limen gastrico. Na
maioria das vezes, os IBPs sdo eficazes, mas seu tratamento a longo prazo pode gerar efeitos
colaterais, como diarreia, nausea e complicagdes renais. Novos agentes terapéuticos, como produtos
provenientes de plantas medicinais que s&o opgdes terapéuticas com eficacia. Dentre eles, encontra-
se o citral (CT), um monoterpeno presente em 6leos essenciais de plantas, como o capim-limao. Esse
monoterpeno possui diversas propriedades farmacologicas comprovadas, como: anti-inflamatorias,
anti-diabéticas, anti-adipogénicas e acdo gastroprotetora no tratamento de Ulceras induzidas por
farmacos anti-inflamatérios nao esteroidais (AINEs). Contudo, ndo existem dados na literatura, que
demonstrem a agdo do CT no combate a DRGE. Em face a essa lacuna, esse estudo se propds a
avaliar o efeito do CT na DRGE em animais eutréficos e obesos. Foram utilizados camundongos
machos (C57BL/J6) que receberam dieta padrdo (DP) ou dieta hiperlipidica (HFD), por 18 semanas,
para inducdo da obesidade. Posteriormente, avaliamos o efeito preventivo do citral (25, 100 ou 300
mg/kg) frente a DRGE. Os camundongos foram tratados oralmente por gavagem e, apds uma hora,
foram submetidos ao procedimento cirlrgico de inducdo do refluxo gastroesofagico, sendo
eutanasiados apds quatro horas para coleta do es6fago. Nossos resultados demonstram que o
tratamento prévio com CT nos animais que receberam ambas as dietas foi efetivo na prevengéo das
lesdes induzidas pelo refluxo gastroesofagico, em relagéo ao grupo tratado com veiculo (p < 0,001 e
p <0,0001, respectivamente). Além disso, no grupo DP houve diminuigdo do pH esofagico dos animais
que receberam a dose de 100 mg/kg de CT, quando comparado ao grupo Sham. No grupo HFD, houve
um aumento significativo do pH esofagico nos grupos tratados com LZ e com CT (300 mg/kg) quando
comparados aos grupos veiculo ou Sham (p < 0,01). Observou-se uma diminui¢do significativa dos
niveis de CAT nos animais tratados com LZ e CT do grupo DP (25, 100 ou 300 mg/kg), porém em
comparagdo ao grupo Sham. Com relagdo aos niveis de SOD e GSH, néo foi observada diferenga
significativa entre os tratamentos, em ambas as dietas. A atividade da enzima MPO foi quantificada e
houve uma reducao significativa em sua atividade nos animais tratados com CT na dose de 300 mg/kg,
quando comparado ao grupo veiculo no grupo DP (p < 0,05). No grupo HFD, a redugao da atividade
da MPO foi evidenciada nos grupos LZ e CT (100 ou 300 mg/kg) quando comparado ao grupo veiculo
DP (p < 0,05). Por outro lado, o tratamento com CT nao promoveu alteragoes significativas nos niveis
de MMP-2 e 9 do tecido esofagico. Também, observamos um aumento significativo da IL-6 no grupo
tratado com CT (300 mg/kg) quando comparado ao grupo Sham, em ambas as dietas. Além disso, 0s
resultados mostraram um aumento significativo de TNF-a nos animais tratados com CT (300 mg/kg)
quando comparado ao grupo Sham que recebeu DP. Sendo assim, esse trabalho demonstrou que o
CT apresentou uma agéo protetora na DRGE nos grupos tratados com CT, porém observamos uma
maior efetividade no grupo que recebeu HFD de acordo com os parametros avaliados.

Palavras chave: obesidade; refluxo gastroesofagico; citral; camundongo C57BL/J6.
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ABSTRACT

The World Health Organization has been warning about the obesity epidemic that has taken global
proportions. Studies have shown the prevalence of diseases associated with obesity, including
gastroesophageal reflux disease (GERD), a chronic condition resulting from the reflux of stomach
contents, which causes tissue damage and symptoms such as heartburn and acid regurgitation. GERD
increases oxidative stress (OS) factors, which produce reactive oxygen species (ROS) and cause
tissue damage. Combating EO can occur through enzymes such as superoxide dismutase (SOD) and
catalase (CAT) or non-enzymatic antioxidants such as reduced glutathione (GSH). Defense cells are
also present in this process, such as neutrophils that secrete the enzyme myeloperoxidase (MPO).
Elevated levels of pro-inflammatory cytokines, such as tumor necrosis factor (TNF)-a, interleukin (IL)-
1B and IL-6, act on the inflammatory response and induce the harm caused by reflux. An important
point in the recovery of esophageal tissue is the remodeling process, controlled by the activity of matrix
metalloproteinases (MMP), proteases that regulate the healing of tissue damage. Currently, the
pharmacological therapy used to treat GERD is the use of proton pump inhibitors (PPIs), such as
lansoprazole (LZ), which act by inhibiting the release of H+ ions into the gastric lumen. Most of the
time, PPIs are effective, but their long-term treatment can lead to side effects such as diarrhea, nausea
and kidney complications. New therapeutic agents, such as products from medicinal plants that are
effective therapeutic options. Among them is citral (CT), a monoterpene present in essential oils from
plants, such as lemongrass. This monoterpene has several proven pharmacological properties, such
as: anti-inflammatory, anti-diabetic, anti-adipogenic and gastroprotective action in the treatment of
ulcers induced by non-steroidal anti-inflammatory drugs (NSAIDs). However, there are no data in the
literature that demonstrate the action of CT in the fight against GERD. In view of this shortcoming, this
study aimed to evaluate the effect of CT on GERD in eutrophic and obese animals. Male mice
(C57BL/J6) that received standard diet (SD) or high-fat diet (HFD) for 18 weeks were used to induce
obesity. Subsequently, we evaluated the preventive effect of citral (25, 100 or 300 mg/kg) against
GERD. The mice were treated orally by gavage and, after one hour, they were submitted to the surgical
procedure to induce gastroesophageal reflux, being euthanized after four hours for collection of the
esophagus. Our results demonstrate that previous treatment with CT in animals that received both
diets was effective in preventing lesions induced by gastroesophageal reflux, in relation to the group
treated with vehicle (p < 0.001 and p < 0.0001, respectively). In addition, in the SD group there was a
decrease in the esophageal pH of the animals that received a dose of 100 mg/kg of CT, when
compared to the Sham group. In the HFD group, there was a significant increase in esophageal pH in
the LZ and CT (300 mg/kg) treated groups when compared to the vehicle or Sham groups (p < 0.01).
There was a significant decrease in CAT levels in animals treated with LZ and CT in the SD group (25,
100 or 300 mg/kg), but in comparison to the Sham group. Regarding the levels of SOD and GSH, no
significant difference was observed between treatments, in both diets. The activity of the MPO enzyme
was quantified and there was a significant reduction in its activity in the group of animals treated with
CT at a dose of 300 mg/kg, when compared to the vehicle group in the DP group (p < 0.05). In the
HFD group, the reduction of MPQO activity was evidenced in the LZ and CT groups (100 or 300 mg/kg)
when compared to the SD vehicle group (p < 0.05). On the other hand, treatment with CT did not
promote significant changes in the levels of MMP-2 and 9 in the esophageal tissue. Also, we observed
a significant increase in IL-6 in the group treated with CT (300 mg/kg) when compared to the Sham
group, in both diets. Furthermore, the results showed a significant increase in TNF-a in the animals
treated with CT (300 mg/kg) when compared to the Sham group that received SD. Thus, this study
demonstrated that CT had a protective action on GERD in the groups treated with CT, but we observed
greater effectiveness in the group that received HFD according to the evaluated parameters.

Keywords: obesity; gastroesophageal reflux; citral; C57BL/J6 mouse.
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1. INTRODUGAO E JUSTIFICATIVA

A obesidade ¢é definida como um acumulo anormal ou excessivo de gordura corporal que
pode apresentar riscos para saude'. De acordo com a Organiza¢do Mundial da Saude (OMS), a
obesidade é um problema de saude publica que ganhou destaque nos ultimos anos. Atualmente,
no mundo ha mais pessoas obesas do que abaixo do peso, exceto em locais como Africa
subsariana e Asia’. O que antes era considerado um problema para paises de alta renda, agora
também acomete paises de baixa e média renda, em particular nas areas urbanas’. Tal questao
se agravou para proporcdes epidémicas, ocasionando 4 milhdes de mortes por ano em

decorréncia do excesso de peso’.

Um importante parametro para avaliar o peso corporal em humanos € o indice de massa
corporal (IMC), que considera valores acima de 25 como sobrepeso, e acima de 30 como
obesidade!. Avaliagdes epidemioldgicas demonstraram um aumento na incidéncia de sobrepeso
e obesidade em criangas e adolescentes'. Em 2017, mais de 1,9 bilhdes de pessoas (acima de 18
anos) no mundo se encontravam acima do peso (13% da populagdo adulta), entre eles 650
milhdes apresentavam obesidade, sendo 11% homens e 15% mulheres!. No Brasil, segundo um
estudo realizado pelo Ministério da Saude em 2019, a frequéncia de adultos obesos foi de 20,3%,

sendo semelhantes entre homens e mulheres?.

A obesidade se desenvolve quando a quantidade de calorias ingeridas diariamente excede
a quantidade de calorias gastas com os processos metabolicos do organismo, ocasionando um
aumento do tecido adiposo (TA)3. O quadro obesogénico pode resultar de um acometimento
multifatorial que envolve varidveis genéticas e ambientais®. Recentemente, o acimulo de TA
visceral tém sido associado ao desenvolvimento de varias outras doengas, como por exemplo,
dislipidemia, resisténcia a insulina, doengas cardiovasculares e hipertenséo, além de reduzir a

expectativa de vida do paciente?.
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Um dos parametros mais importantes ligados & obesidade € um quadro inflamatério
crénico e sistémico de baixo grau, devido ao excedente metabdlico e acimulo excessivo de
gordura®. Porém, a resposta inflamatoria encontrada na obesidade é diferente de inflamagdes

classicas, as quais apresentam os sinais de vermelhidao, dor, calor, edema e perda de fung&o®*.

A inflamagao cronica que ocorre na obesidade deriva de mudangas progressivas em
células inflamatdrias, destruicdo e reparacédo tecidual, devido ao desenvolvimento do processo
inflamatério’. Além disso, as combinagdes de outros fatores também participam da manutengéo
desse quadro. Por exemplo, a dieta hiperlipidica (HFD) que ocasiona a inflamag&o do TA logo no
comego de sua ingestdo. A expansao rapida do TA que ocorre subsequentemente a ingestéo da
HFD, ndo possibilita que a vascularizagdo acontega de forma concomitante, fazendo com que o
aporte sanguineo do tecido ndo seja adequado, resultando num quadro de hipdxia®. Isso resulta
no aumento das concentracdes plasmaticas de mediadores e células inflamatérias ativadas na
corrente sanguinea’. Com isso, essa inflamagao crénica e sistémica de baixo grau que ocorre no

TA, é transferida para outros tecidos®.

Os adipdcitos, células que compdem o TA, sdo sensiveis a sinais inflamatdrios mediados
por citocinas, e através de seus receptores, ativam cascatas de transdugao de sinal, promovendo
a inflamacéo através da producgéo de citocinas pré-inflamatdrias; tais como interleucinas (IL)-1,
IL-6 e fator de necrose tumoral (TNF)-a e proteinas da matriz extracelular que desencadeiam a

infiltrac&o de células imunes tornando 0 ambiente propicio para que a inflamagéo se propague 0.1,

Esse quadro de inflamagao cronica de baixo grau caracteristico na obesidade tém sido
associado a outras doencas inflamatérias como a doenca do refluxo gastroesofagico (DRGE)*?,
condicdo que se desenvolve quando ha refluxo do contelido estomacal e regurgitagdo acida,
lesionando a mucosa esofagica e causando complicagdes como esofagite erosiva, estenose

esofégica, esbfago de Barret e cancer de eséfago’®. A DRGE é um disturbio comum em todas as
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faixas etarias e decorre da exposi¢do excessiva ao conteudo estomacal regurgitado, ocasionando
leses teciduais e desequilibrio nos fatores de defesa da mucosa, como o bicarbonato e muco'.
Atualmente, existem diversos testes de diagnésticos e avaliagdes no ambito médico-cientifico para

a caracterizagao da doenga, como mostra a Figura 01.

Questionario
Sintomas - DRGE

Imagem Endoscopica
de Banda Estreita

Impedancia da
Mucosa

'i Monitoramento de Refluxo Ambulatorial '7

Degluticao de
Bario

impedancia
PSPW
MNBI

pH sem fio |

Figura 01. Técnicas disponiveis para o diagndstico e compreensao da fisiopatologia da
DRGE. Adaptado de Vaezi et al., 20185,

Na obesidade, o risco de desenvolvimento de DRGE aumenta, e diferentes fatores podem
estar envolvidos, como 0 aumento da pressao intra-abdominal, hérnia hiatal, além de uma dieta
exclusivamente rica em lipideos'2'6, Estudos demonstraram que o quadro obesogénico altera a
pressdo na jungao gastroesofagica (JGE), de maneira a favorecer o refluxo'”. Além disso, os niveis
elevados de IMC podem estar intimamente relacionados com o aumento da pressao intragastrica
e o gradiente de pressdo na JGE. Esses fatores corroboram ainda mais com a hipétese de que o

aumento da massa corporal facilita o desenvolvimento da DRGE'. O TA visceral abdominal é
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também, responséavel por romper a integridade da barreira da jun¢do gastroesofégica e levar ao
aumento do refluxo esofagico8. Além disso, a gordura visceral € metabolicamente ativa e aumenta

a quantidade de citocinas pré-inflamatérias circulantes?®.

A fisiologia da mucosa esofagica envolve uma manutencao eficiente da barreira do
esbfago, evitando o refluxo do conteldo gastrico para o limen esofagico?. Dessa forma, a
manutencdo da integridade da barreira da mucosa esoféagica € fundamental para minimizar os
efeitos da DRGE?!. Para que a mucosa esofagica exerca a sua fungao de barreira, é de suma
importancia que ocorra a regulagao da remodelagéo tecidual?2. As metaloproteinases de matriz
(MMP) séo proteases de matriz extracelular (MEC) que regulam a cicatrizagao envolvendo os
danos teciduais e facilitam o processo de migragdo de diferentes tipos celulares durante o
processo de colagenizacdo232425, Dois membros-chave da familia MMP s&o a matriz
metaloproteinase-2 (MMP-2, gelatinase de 72 kDa, chamada colagenase tipo IV) e a matriz
metaloproteinase-9 (MMP-9, gelatinase de 92 kDa, chamada colagenase tipo IV)%. A MMP-2 é
secretada através de células intersticiais na forma de zimogénio, e pode degradar o colédgeno do
tipo IV quando ativada e hidrolisada. Ja a MMP-9 é capaz de degradar as proteinas de colageno
presentes na MEC, depois de ser ativada pelas proteases extracelulares em diferentes condigdes
fisioldgicas e patologicas?’. Portanto, o papel das MMP-2 e MMP-9 tém sido cada vez mais
investigado devido & sua capacidade em quebrar o coldgeno das membranas basais?8. Sua
expressado € regulada a nivel transcricional através de citocinas e fatores de crescimento, além
disso, sua atividade também pode ser regulada por ativagdo de proenzimas ap6s sua secre¢ao ou
bloqueada por seus inibidores enddgenos?.

Na DRGE os processos inflamatérios podem mobilizar importantes marcadores do
processo lesivo local®®. A mieloperoxidase (MPO) faz parte da superfamilia de peroxidases e
desempenha um papel fundamental na resposta imune inata, sendo secretada por neutrdfilos e

também por células endoteliais®!32, Embora sua fungéo principal seja essencial para a resposta
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imune inata, a liberagdo aumentada da MPO, pode ocasionar danos teciduais e seus niveis
elevados estdo intimamente relacionados com o0 aumento da inflamag&o30.33,

Os niveis aumentados de citocinas pro-inflamatérias, como TNF-q, IL-1B e IL-6, sinalizam
uma resposta inflamatéria e também s&o responséaveis por induzir o dano esofégico ocasionado
pelo refluxo%4. Além disso, tais citocinas que também s&o liberadas pelo TA podem aumentar o
risco de complicagdes e induzir a inflamagéo esofagica e esofago de Barret®,

Como consequéncia da inflamagdo esofagica ocorrer antes do surgimento de sinais
inflamatdrios sistémicos ou até mesmo antes dos sinais microscopicos de lesdo na mucosa na
DRGE. Estudos demonstraram que os préprios estimulos do reflexo intraluminal levam a leséo da
mucosa esofagica através das citocinas, ao invés de serem mediadas em decorréncia do acido3s.
As células epiteliais esofagicas, é o local onde ocorre o inicio da exposigao a diversos estimulos
intraluminais e funcionam como um tipo de célula iniciadora da inflamagdo esofagica,
desempenhando um papel fundamental na patogénese da DRGE?. Dessa forma, essa inflamagao
causada na mucosa esofagica devido a DRGE, pode levar a ruptura da mucosa, a uma motilidade
anormal, fibrose e até mesmo desencadear o processo de carcinogénese®. Estudos indicam que
em pacientes com DRGE, os niveis de citocinas e quimiocinas podem se elevar em amostras
provenientes de biopsias de tecido esofagico, incluindo, IL-18, IL-6, bem como Interferon-y (IFN-
y) e a Proteina-1 quimioatraente de mondcitos (MCP-1), pertencente ao grupo das quimiocinas®9-
41

A Figura 02 mostra as consequéncias do refluxo &cido e como a esofagite pode levar a

um processo lesivo diante da agao de células inflamatorias.
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Figura 02. Diagrama representando a sequéncia inflamagéo-displasia-carcinoma do es6fago. Adaptado de Kelleher
et al., 20094,

Além dos danos ocasionados em decorréncia da acdo de células inflamatorias, ocorrem
efeitos adversos nas células epiteliais devido a injuria causado pelo conteudo do refluxo gastrico,
produzindo espécies reativas de oxigénio (EROs) e ativando fatores de estresse oxidativo (E0)43
O EO ocorre quando a produgdo de EROs é superior a quantidade de agentes antioxidantes (AOs)
capazes de neutralizar esta alta exposicdo, resultando na interrupcao da sinalizagdo redox e

causando danos#445,

O EO esta associado a algumas doengas, que apresentam mecanismos inflamatérios, no qual
as EROs podem atacar componentes vitais das células, como &cidos graxos poli-insaturados,
proteinas e acidos nucleicos*6. Esses danos também sdo chamados de danos oxidativos4748, e
quando afetam macromoléculas, como por exemplo lipideos, proteinas e DNA, resultam em

produtos que frequentemente sdo medidos com biomarcadores de EQ49.%0,

A exposicao a radicais livres leva o organismo a desenvolver uma série de mecanismos
de defesa®, e um deles é a defesa por antioxidantes, que incluem as enzimas superéxido-

dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPx)%2. Nesse processo, a SOD
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catalisa a dismutacdo do radical superoxido em peroxido de hidrogénio, que posteriormente é
desintoxicado pela agdo da CAT ou da GPx, através da glutationa reduzida (GSH)%.0s
mecanismos que regulam o EO s&o de extrema importancia para a homeostase celular, e possuli

a capacidade de controlar a formagéo de EROs reparando e prevenindo o dano oxidativo4.
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Figura 03. Apresentagdo esquematica da relagao entre as formas de defesa antioxidantes com as fontes de radicais
livres e seus efeitos no corpo humano. Adaptado de Sharifi-Rad et al., 2020%5.
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Alternativas terapéuticas a longo prazo sdo necessarias para o tratamento da DRGE em
individuos obesos e ndo obesos. Mesmo sendo considerado o farmaco de primeira linha para o
tratamento efetivo da DRGE, até o presente, o uso prolongado dos anti-secretores, como ranitidina
(antagonista de receptores Hy) e inibidores da bomba de prétons (IBPs), se associam a varios
efeitos colaterais e ma cicatrizagdo da mucosa gastrica®. O tratamento com IBPs na DRGE requer
0 uso prolongado de sua administracdo para uma eficacia no combate a doenga®’. Esses
medicamentos atuam ligando-se a enzimas H*/K*ATPase, localizadas na membrana da célula
parietal, inibindo a liberagao de ions H* para o lumen gastrico, como por exemplo o lansoprazol

(LZ), que exigem ativagdo no ambiente acido do canaliculo da célula parietal®®.

No entanto, 0 uso indiscriminado e a longo prazo dos IBPs pode causar efeitos colaterais
duradouros e prejudiciais para o usuario como dor abdominal, diarreia, constipacdo, nausea e

vomitos, e até mesmo causar deficiéncias nutricionais, hipersecrecéo rebote do acido cloridrico,
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enfraquecimento 6sseo, complicagdes renais, anemia e trombocitopenia®. Além disso, € valido
considerar que existem pacientes que apresentam DRGE refrataria, ou seja, mesmo com o
tratamento com IBPs, os sintomas e incomodos causados pela doenga sdo persistentes, apesar
da otimizag&o do tratamento®0. Uma vez que as terapias convencionais geralmente apresentam
os efeitos anteriormente citados, surge a necessidade de novas alternativas terapéuticas para o
tratamento, como por exemplo, os produtos de fonte de plantas medicinais, que apresentam
vantagens devido a sua grande variedade de moléculas com atividades farmacol6gicas

importantes e em alguns casos, menor toxicidade 6162,

Dentre esses compostos, destacam-se os monoterpenos pertencentes a classe de
terpenos que contém dois isoprenos em suas moléculas € sdo componentes importantes da
interagao entre planta e meio ambiente 364, Sdo considerados importantes pois estdo presentes
em muitos 6leos essenciais de espécies vegetais utilizados na industria alimenticia como aditivos

e aromatizantes®s.

Diante disso, chama atencéo o citral, (CT, 3,7-dimetil-2,6-octadienal), uma mistura de
isdmeros cis e trans (geranial e neral) de monoterpendides, um aldeido alifatico natural. Esse
monoterpeno esta presente em 6leos volateis de varias plantas, como Cymbopogon citratus,
conhecida popularmente como erva cidreira®. O CT apresenta diferentes propriedades
farmacoldgicas como agéo anti-inflamatéria, antipirética, anti-diabética, além de apresentar efeitos
anti-adipogénicos®7.68, Recentemente, Gongalves e colaboradores (2020)%° demonstraram que o
CT atua reduzindo a resposta inflamatoria através da redugéo da sinalizagao via receptor do tipo
Toll (TLR)-4 e 2. O CT apresenta efetiva agdo antiobesogénica, através da redugdo do peso
corporal de camundongos alimentados com HFD, além de atuar na reducdo da expresséo de
mediadores inflamatérios, como IL-1B, IL-6 e TNF-a no figado de animais obesos e agédo

gastroprotetora contra Ulceras induzidas por AINEs?0.71. Acredita-se que os monoterpenos, como
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o CT, também sejam capazes de modificar o efeito prejudicial, como o excesso de EO e injuria

gastrica, causados por AINEs.

X NNg X -
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Figura 04. Estrutura dos dois isdmeros cis e trans do Citral: geranial (isdmero E) e neral (isémero Z).
C1oH160, 3,7-dimetil-2,6-octadienal. Adaptado de C. Bailly, 202072,

Entretanto, apesar da agéo anti-inflamatéria, gastroprotetora e antiobesogénica, ainda néo
existem dados na literatura que demonstrem a efetividade da agéo do CT no combate a DRGE no
modelo experimental utilizando camundongos obesos quando comparados aos animais eutréficos,

o0 qual demonstra a originalidade da proposta estudada.

2. OBJETIVOS

Objetivo Geral:

Avaliacdo da acao citral em camundongos machos C57BL/J6 eutroficos e obesos submetidos

a DRGE induzida experimentalmente.

Objetivos Especificos:

(1) Analisar macroscopicamente o efeito protetor do CT na mucosa esofagica de
camundongos eutréficos e obesos submetidos experimentalmente a DRGE;

(2) Analisar e comparar os pardmetros envolvidos no mecanismo de estresse oxidativo e
antioxidante (SOD, CAT e GSH) de animais eutréficos e obesos tratados com CT e

submetidos a DRGE;
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(3) Analisar e comparar os parametros envolvidos na infiltragdo de neutréfilos (MPO) como
marcador do processo inflamatorio de animais eutréficos e obesos tratados com CT e
submetidos a DRGE;

(4) Avaliar a produgao de citocinas pré-inflamatorias (IL-1B, IL-6 e TNF-a) envolvidas na a¢éo
do CT em animais eutroficos e obesos submetidos a DRGE e

(5) Analisar a remodelacao tecidual da mucosa esofagica através do complexo de atividade

de metaloproteinases (MMP) em animais eutréficos e obesos tratados com CT.

3. MATERIAL E METODOS

3.1 Animais

Foram utilizados camundongos C57BL/J6 machos, livre de patégenos (com idade de cinco
a seis semanas), adquiridos do Centro de Pesquisa e Produgao de Animais (CPPA), UNESP-
Botucatu. Os animais foram mantidos em caixas de fundo sélido forradas com maravalha no
biotério de camundongos do Departamento de Biologia Estrutural e Funcional (Setor Fisiologia) do
Instituto de Biociéncias, UNESP-Botucatu, sob temperatura controlada (22 + 2 °C) e ciclo claro-
escuro de 12 horas. Os animais tiveram livre acesso a alimentagdo e agua. O protocolo
experimental desse projeto foi submetido e aprovado apds analise pela Comissao de Etica no Uso
de Animais (CEUA) do Instituto de Biociéncias, UNESP — Campus de Botucatu (protocolo n°

7707010620) (anexo 1).

3.2 Dieta hiperlipidica para inducao de obesidade

Apos a chegada dos animais ao biotério setorial, 0s mesmos foram submetidos ao processo
de aclimatacédo durante o periodo de sete dias. Posteriormente, foram ofertados para dois grupos
de animais: uma dieta padrdo (DP, composta de 15% de lipideos, Presence Nutrigdo Animal,
Paulinia, SP, Brasil); e outro recebeu a dieta com alto teor de lipideos denominada de HFD (High-
fat diet, 60% de lipidios, PragSolugbes Biociéncias, Jau, SP, Brasil). Ambos grupos foram

alimentados no periodo de 18 semanas. A composi¢cdo da dieta hiperlipidica utilizada é
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apresentada na Tabela 1, que apresenta grande eficiéncia como descrito por Argari e

colaboradores (2013)73.

Tabela 1 - Composigao das ragoes utilizadas na dieta padrao e hiperlipidica (HFD).

Componente Dieta Padrao Dieta Hiperlipidica
(HFD)
g/kg kcallkg g/kg kcallkg

Amido de milho (q.s.p.) 397,5 1590 115,5 462
Caseina 200 800 200 800
Sacarose 100 400 100 400
Maltodextrina 132 528 132 528
Banha de porco 321 528
Oleo de soja 70 630 40 360
Celulose 50 - 50
Mix de minerais 35 - 35
Mix de vitaminas 10 - 10
L-Cistina 3 3
Colina 2,5 - 2,5
Total 1000 3948 1000 5358
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3.3 indice de Adiposidade
O indice de adiposidade dos animais foi calculado a partir da soma dos tecidos adiposos
visceral, retroperitoneal e epididimal, dividido pelo peso da massa corporal. Os resultados foram

expressos em porcentagem % de indice de adiposidade em relagdo a massa corporal total.
(visceral + retroperitoneal + epipidimal) -~ massa corporal total

3.4 Ingestao Alimentar

A ingestao alimentar dos animais foi medida duas vezes por semana durante o periodo de
18 semanas de indugdo da obesidade. Posteriormente, o célculo foi feito a partir da quantidade
em gramas das respectivas dietas, ingerida pelos animais por dia. Os resultados foram expressos

em g/animal-'/ dia.

3.5 Aporte Caldrico
O aporte calérico dos animais foi determinado de acordo com a quantidade gramas de
dieta ingerida por dia x a quantidade de calorias presente nas diferentes dietas. Os resultados

foram expressos em kcal/dia.

3.6 Tratamentos

Os animais foram submetidos a um jejum de 12 horas e posteriormente, ambos 0s grupos,
eutroficos e obesos foram subdivididos em seis grupos e receberam seus respectivos tratamentos
(Tween 80 a 1%, Lansoprazol, Citral em 25, 100 e 300 mg/kg e Sham). O CT (adquirido por Sigma,
St.Louis , MO, EUA) foi diluido em solugao Tween 80 a 1% (Vetec, RJ, Brasil) e foram realizadas
administragdes pela via oral (p.0.), na dose de 25, 100 ou 300 mg/kg de peso corporal. O
lansoprazol (farmacia Cruz Vermelha, Botucatu, Brasil) foi diluido em solugéo Tween 80 a 1% (10
mL/kg) e foram realizadas administragdes pela via oral (p.0.), na dose de 30 mg/kg de peso

corporal. Ambos foram administrados em forma de tratamento agudo 1 hora antes do
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procedimento cirirgico. Os animais do grupo Sham (submetidos ao estresse cirurgico) néo

receberam nenhum tipo de tratamento.

3.7 Cirurgia para indugao de esofagite e coleta de materiais

Os procedimentos cirurgicos aconteceram sob anestesia inalatéria de isoflurano (Adquirido
de Cristalia Prod. Quim. Farm. Ltda - Itapira, S&o Paulo, Brasil), com a concentragao inicial de 3%
a 3,5% e durante a cirurgia, os animais foram mantidos com doses ministradas entre 2% a 2,5%.
Foi realizada laparotomia mediana para realizar a dupla ligadura no fundo do estémago e piloro,
conforme mostra a Figura 05. Os animais foram eutanasiados apds 4 horas do procedimento

cirurgico para remocao do eséfago e estdmago (Figura 06).

Ligadura do
fundo do
Eséfa go estdmago
Refluxo do
{ conteudo
gastrico
Ligadura do Estomago

piloro

Figura 05. Modelo de inducdo de esofagite: sob anestesia
inalatéria com isoflurano, foi realizada a ligadura do fundo do
estdbmago e do piloro. Transcorrido 4 horas, os animais foram
eutanasiados e o esdfago foi removido para analise das lesdes.
Adaptado de Takeuchi e Nagahama, 201474,

O esofago foi retirado por um corte na altura da traqueia, juntamente com o estdmago que
foi removido por um corte no piloro. Além disso, foram coletados e pesados o tecido adiposo

(abdominal, retroperitoneal e epididimal), figado e soro e armazenados a -80 °C até a utilizagao.

A &rea total das lesOes esofagicas e gastricas foram escaneadas para anélise através do programa
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Image J. Os tecidos e o soro foram coletados e armazenados para analises microscopicas e

bioquimicas descritas a seguir.

ﬁ

Hora 0 Hora 1 * > Hora 5
Tratamento Agudo Inicio Indugdo de 4 H(_)RAS PARA Eutanasia
(via oral) Esofagite INDUCAO ESOFAGITE

Veiculo (tween 80 a Anestesia Isoflurano
1% 10 mL/kg), Dupla ligadura no
lansoprazol (30 estdmago

mg/kg),
citral (25, 100 e 300

mg/kg)

Figura 06. Linha do tempo: representagao do tratamento agudo dos animais por via oral na hora 0 (inicio do procedimento),
seguido da indugdo da esofagite na hora 1 com duragéo de 4 horas e posteriormente a eutanasia na hora 5.

3.8 Medida do pH esofagico
Apos a retirada do estdbmago e do eso6fago, foi realizada a medigao do pH esofagico por

fitas que indicam o valor do pH (Fitas para teste de pH 0-14 MQuant® - Merck).

3.9 Determinagao de parametros bioquimicos do eséfago

Ao término do experimento, o tecido dos animais foi processado para determinagéo
bioquimica de superdxido dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa reduzida (GSH), catalase
(CAT) e mieloperoxidase (MPQ), como descrito a seguir, para caracterizagéo do EO e do processo

inflamatério local.

3.9.1. Determinagao de Superoxido dismutase (SOD)

Os fragmentos do es6fago foram homogeneizados com tampdo RIPA e coquetel inibidor
de protease. Apos a homogeneizacéo, as amostras foram centrifugadas a 13680 g por 15 minutos,
a 4°C. O sobrenadante foi diluido em tampao fosfato (0,1M; pH 7,4) na proporgao de 1:20 (w/v).
Em 100 pL do homogenato foram adicionados 150 uL de coquetel contendo: hipoxantina, xantina

oxidase de nitobluetetrazolio (NBT), em proporgao 1:1:1. A absorbancia foi lida a cada minuto por
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10 minutos, a 37°C e 560 nm. A integral foi multiplicada por 800 e os resultados foram expressos

em u/g de tecido’®.

3.9.2. Determinacgao da atividade da Catalase (CAT)

Os fragmentos do es6fago foram homogeneizados com tampao RIPA e coquetel inibidor
de protease. Apos a homogeneizagéo, as amostras foram centrifugadas a 13680 g por 15 minutos,
a 4°C. O sobrenadante foi diluido em solugdo tampao [KH2POs; fosfato diidrogénio potassio),
25mM, pH 7,5; EDTA 1mM; BSA 1%], na propor¢éo de 1:20 (w/g). A placa continha 2 pogos com
catalase para controle positivo. 20 uL do homogenato foram colocados em uma placa com 96
pogos, contendo 100 uL de tampédo (KH2PO4, 250 mM, pH 7,0), 30 puL de metanol e 20 uL de

peroxido de hidrogénio.

A placa foi incubada por 20 minutos a temperatura ambiente. Apds esse periodo, 30 pL
de hidréxido de potassio (10 mM) e 45 uL de Purpald foram adicionados e a placa foi incubada
por mais 10 minutos em temperatura ambiente. Apds isso, 15 L de de periodato de potassio (65,2
mM) foram adicionados e a placa foi incubada por mais 5 minutos. Por fim, a determinagéo da
absorbancia foi realizada a 540 nm. A concentragao foi multiplicada por 4000 e os resultados foram

expressos em u/g de tecido’.

3.9.3. Determinacao de Glutationa Reduzida (GSH)

O conteudo de glutationa reduzida foi determinado utilizando a substancia 5,5 -ditio-bis (2-
nitrobenzoic acid) (DTNB). A reagao enzimatica foi constituida de 20 pl da amostra, 140 pl de
NADPH, 5 ul de PBS e 20 ul DTNB. A absorbancia foi determinada em 412 nm, utilizando um
espectrofotometro (Espectrofotdmetro de microplaca Eon da Biotek Instrumentos — Winnoski, VT,

EUA). Os resultados foram expressos como nmol/g de tecido?”.

30



3.9.4 Determinagao da atividade da MPO

A determinagao da atividade da MPO, um importante marcador da infiltrag&o de neutréfilo,
foi realizada pelo método de Krawisz et al. (1984)78, Amostras de tecido mantidas a -80°C foram
utilizadas para a andlise da atividade da MPO. Foram solubilizadas com brometo
hexadeciltrimetilamonio e sua atividade foi medida através de um ensaio com O-dianisidina. A
absorbancia foi determinada em 450 nm a 37°C utilizando um espectrofotdmetro
(Espectrofotdmetro de microplaca Eon da Biotek Instrumentos — Winnoski, VT, EUA). Os

resultados foram expressos em p/g de tecido.

3.10 Quantificagao Zimografica das metaloproteinases 2 e 9
O tecido esofagico foi homogeneizado com tamp&o de extragéo (Tris-HCI 50 mM pH 7,4, NaCl 0,2
M, Triton-X 100 0,1%, CaCl2 10 mM e coquetel inibidor de protease 1%). Os homogenatos foram
submetidos a eletroforese em gel de SDS-poliacrilamida 8% contendo 1 mg/mL de gelatina (Sigma
St. Louis, MO, EUA), sob condi¢bes nao redutoras. Os géis foram lavados duas vezes em 2,5%
de Triton-X-100 (Sigma St. Louis, MO, EUA) e, em seguida, incubados em tampao de ensaio de
calcio (Tris e HCI 40 mM, pH 7,4, 0,2 M de NaCl, 10 mM CaCl,) durante 18h a 37°C. Os géis foram
corados com 0,1% de azul de Coomassie seguido de descoloragdo. As zonas de atividade
gelatinolitica s&o identificadas com coloragéo negativa. A quantificacdo das bandas zimogréficas
foi feita por meio da densitometria Optica ligada ao software Image J7°. Os resultados foram

expressos em intensidade da densitometria dptica (DOI).

3.11 Quantificagao de citocinas (Luminex)

Para determinar os niveis séricos de citocinas TNF-qa, IL-1B e IL-6 se utilizou o kit para
ensaio de Multiplex (Magnetic Luminex Assay, mouse premixed Multi-Analyte Kit, N° CAT
LXSAMSM-03, LOT L128468; R&D Systems, Minneapolis, MN, EUA), seguindo as instrucdes de

uso do fabricante. Os resultados foram expressos em pg/mL.
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3.12 Testes de tolerancia a glicose (TTG) e a insulina (TTI)

Os testes foram realizados na ultima semana de oferta da dieta hiperlipidica, com os
animais em jejum de seis horas, sem a administragdo de anestesia. Uma amostra de sangue foi
coletada a partir da cauda do animal. No TTI, apés a determinagao da glicemia basal, os animais
receberam injecéo intraperitoneal de insulina (0,75 U/kg) e em seguida foram repetidas as leituras
de glicemia 15, 30, 60, 90 e 120 minutos apds a injecao de insulinag com um monitor de glicemia
(Accu-chek Active Roche, Mannheim, Alemanha). Para o TTG, apés a determinagéo da glicemia
basal os camundongos receberam uma solugdo de glicose (2 g/kg) via oral, em seguida as
medidas de glicemia foram repetidas 15, 30, 60 e 120 minutos apds a administracdo?®'. Ao final
dos experimentos, a resposta glicémica foi calculada a partir da area sob a curva (AUC) durante o

periodo de 0 a 120 minutos nos animais que receberam dieta padrao e dieta hiperlipidica.

3.13 Andlise Estatistica

Os resultados foram expressos em média + erro padrdo da média (E.P.M.) e a
significancia estatistica foi determinada pelo teste t de Student ndo pareado para comparagao
entre dois grupos e por analise de variancia (ANOVA) de uma via para comparagdo entre trés
grupos ou mais, seguida pelo teste de Tukey. Para as analises de resultados com mais de duas
variaveis foi utilizado ANOVA de duas vias, seguida pelo teste de Tukey ou Bonferroni. O valor

minimo de significancia estatistica considerado foi de p < 0,05.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

A obesidade € uma doenca decorrente do acimulo anormal ou excessivo de gordura que
pode resultar em riscos @ saude ocasionando complicagbes como doengas cardiovasculares,
acidente vascular cerebral, diabetes mellitus tipo 2, hipertenséo e cancer®2. Dessa forma, associar
as consequéncias da obesidade nos tecidos e 6rgdos é essencial para a compreensdo da

fisiopatologia do sistema digestério, com foco no eséfago e estbmago.
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Atualmente, modelos em animais experimentais envolvendo a indugdo da obesidade
através da dieta hiperlipidica, sdo comumente utilizados em estudos sobre altera¢des metabolicas
ligadas as varias doengas8384, Além disso, Nagy e Einwalnner (2018), demonstraram, em
camundongos, que obesidade induzida através da dieta hiperlipidica, ocasiona um rapido ganho
de peso8!. Sharma e colaboradores (2017), demonstraram que a oferta da dieta hiperlidica, a
mesma utilizada em nosso estudo, foi efetiva no aumento da massa corporal em camundongos
C57BL/J6, comprovando a eficacia dessa dieta na indugéo da obesidades4.

De acordo com esses dados prévios encontrados na literatura, nosso estudo foi realizado
com a oferta da dieta hiperlipidica contendo 60% (HFD) de lipideos em sua composicdo para a
inducdo da obesidade durante um periodo de 18 semanas. Observamos que 0s animais que
receberam HFD apresentaram um aumento significativo de sua massa corporal (16%), a partir do
17° dia de indugéo da obesidade, quando comparado aos animais que receberam DP. Na figura
7 é possivel observar que, a partir da terceira semana, essas diferengas da massa corporal entre

os dois grupos permanecem diarias até o final das 18 semanas.
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Figura 07. Evolugdo da massa corporal dos animais (DP — dieta padrdao; HFD — dieta hiperlipidica)
durante o periodo de 18 semanas de induc¢do da obesidade. Os resultados foram expressos com média
+ E.P.M. e a significancia estatistica foi determinada por ANOVA de duas vias. **p < 0,01; ***p < 0,001 e
****p < 0,0001 ao comparar o grupo HFD com o grupo DP.
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A obesidade consiste na proliferagdo do TA, que apresenta em sua estrutura adipécitos e
pré-adipécitos. O TA é o principal local de armazenamento de lipideos (triglicerideos) e é
considerado essencial no tamponamento do influxo diario de gordura proveniente de dietas que
entram na circulagéo, além de ser um 6rgdo que secreta diversos fatores importantes para a
homeostasia sistémicas.

O TA é classificado como um tecido endécrino de alto dinamismo e com diversas fungdes
fisioldgicas®. O TA é responsavel por mediar a regulagao de diversos 6rgéos e tecidos através da
atividade de adipocinas (ou adipocitocinas), que s& moléculas bioativas que realizam a
modulagao do metabolismo e da inflamagao?’.

A distribuicdo da gordura corporal € essencial para prevenir e tratar os disturbios
metabdlicos associados a obesidade. O TA atuando como reserva energética nos adipdcitos na
forma de triglicerideos (TG), é capaz de controlar o metabolismo lipidico e a homeostase da
glicose®. Esse acimulo de TG nos adipécitos, resulta no aumento de tamanho das goticulas de
lipideos, ocasionando a expansdo do TA e consequentemente na obesidade, além de desregular
a producdo de adipocinas, ocasionar a inflamagéo pela obesidade e também a resisténcia a
insulinas®.

O risco do disturbio metabdlico associado ao acumulo de gordura, é altamente dependente
de sua distribuicdo. A obesidade central e 0o acumulo de gordura ectépica, séo considerados
fatores chaves para o desenvolvimento de riscos metabdlicos®01. Dentro disso, o TA visceral em
grandes quantidades, estd intimamente relacionado com o aumento de desenvolvimento de
diabetes?2%.

No presente estudo, calculamos o indice de adiposidade dos animais, levando em
consideragdo a massa total dos tecidos adiposos (visceral, retroperitoneal e epididimal) em relagao

a massa corporal. Em nosso estudo observamos que houve um aumento significativo (trés vezes

34



maior, 68%) no indice de adiposidade dos animais que receberam HFD durante 18 semanas em

relacdo aos animais que receberam DP (p < 0,05) (Figura 08).
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Figura 08. indice de adiposidade dos animais que
receberam dieta padrao (DP) e dieta hiperlipidica (HFD).
Os resultados foram expressos em média + EP.M. e a
significancia estatistica foi determinada pelo teste t de
Student. ****p < 0,0001 ao comparar o grupo HFD ao grupo
DP.
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Em geral, a obesidade ¢ caracterizada pelo aumento da massa corporal e do indice de
adiposidade em decorréncia do aumento da ingestdo da HFD. Entretanto, Towsend e
colaboradores (2018) demonstraram que a obesidade pode ser instalada mesmo sem o aumento
da ingestdo da dieta rica em gorduras ou hipercaldrica®. Nossos resultados demonstraram um
aumento da massa corporal e do indice de adiposidade, entretanto ao compararmos a ingestao
alimentar com ambas as dietas, os animais que receberam HFD apresentaram uma diminui¢ao
significativa no consumo da HFD quando comparados aos do grupo DP (40%) (Figura 07 - A).
Nossa hipdtese para essa reducao na ingestao alimentar da HFD é provavelmente devido tamanho

da gota de gordura (lipideos) que é responsavel por determinar a velocidade em que ocorre a
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ingestdo da gordura e na sequéncia a liberagdo de acidos graxos, que possuem efeitos na
supressao da ingestdo de energia®.

A leptina, um horménio secretado pelos adipdcitos, atua na supressdo da ingestdo
alimentar e no aumento do gasto energético através de seu receptor hipotaldmico, seus niveis
circulantes se encontram aumentados no quadro obesogénico%. A resisténcia a leptina tem sido
considerada um dos principais fatores de génese e desenvolvimento da obesidade. A deposigao
de gordura do organismo funciona como um regulador de ingestéo e do controle do apetite a longo
prazo, sendo a leptina um fator fundamental na influéncia inibitéria nos mecanismos cerebrais de
controle de depésito de gordura no organismo. Essa demanda metabdlica de energia, é decorrente
de necessidades energéticas que sdo produzidas pelos principais drgaos, como coragdo, figado,
cérebro, trato gastrointestinal e musculo esquelético. Sendo assim, acredita-se que conforme a
gordura nos adip6citos do TA se acumula o seu efeito inibitério sobre a ingestao alimentar se torna
mais fraco, além do aumento na resisténcia a insulina e leptina?’. Com relagéo a oferta da HFD,
um estudo com camundongos C57BJ/6J machos e fémeas demonstrou que ap6s a transigao da
DP para HFD, houve uma diminuigéo significativa da ingestao calérica em ambos os sexos%. Uma
outra possivel influéncia sobre a diminuigdo da ingestao alimentar e gasto energético nos animas
obesos, seria a diminui¢do da atividade motora desses animais. Adicionalmente, um estudo
demonstrou que camundongos C57BL/6J alimentados com HFD apresentaram uma diminui¢éo
significativa da atividade motora quando comparados aos animais que receberam a dieta controle,
com isso 0 gasto energético desses animais se torna reduzido®.

Em nossos resultados, observamos que ocorreu uma diminuigao significativa da ingestao
alimentar e do aporte calérico em animais que receberam HFD, quando comparado ao grupo que
recebeu DP, levantando a hipétese da atuagéo da leptina nesse sistema bem como da diminui¢éo

da atividade motora dos animais que receberam HFD (Figura 09).
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Figura 09. (A) e (B) Ingestao alimentar e aporte calérico dos animais que receberam dieta padréo (DP) e dieta
hiperlipidica (HFD). Os resultados foram expressos em média + E.P.M. e a significncia estatistica foi determinada
pelo teste { de Student. ****p < 0,0001 ao comparar o grupo HFD ao grupo DP.

A disfungéo do TA e a distribuicdo da gordura corporal, sdo considerados elementos
essenciais no desenvolvimento de resisténcia a insulina. A relagdo exacerbada que ocorre entre
a sensibilidade a insulina e a secre¢do de insulina, explica 0 aumento evidente da resposta a
insulina em individuos resistentes a ela, quando comparado aos que sao sensiveis'®. A glicemia
normal € mantida em situagdes nas quais 0 aumento compensatorio da secregdo de insulina é
suficiente, mas na ocorréncia de uma falha dessa resposta compensatéria, pode haver um
comprometimento do metabolismo da glicose, € como resultado, o desenvolvimento da
diabetes'0!. Atualmente, a obesidade e a diabetes tomaram propor¢bes epidémicas em
decorréncia da falta de atividade fisica e do excesso no consumo de alimentos industrializados 2.
Embora os estudos que envolvam a resisténcia a insulina e suas complicages, como a
hiperlipidemia, tenham se destacado nos Ultimos anos, 0os mecanismos que regulam a doencga
ainda necessitam ser melhor elucidados'®?, Estudos em modelos animais com indugdo de
obesidade, tém se apresentado como 6tima ferramenta para melhor entender e estudar os
mecanismos de resisténcia a insulina’03,
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Assim como em humanos, modelos experimentais para estudo de obesidade em animais,
demonstram aumento dos niveis de insulina e glicose no sangue no estado de jejum. Nesses
animais se observa menor tolerancia a administracéo da glicose e eles sdo comumente utilizados
para indicar a resisténcia a insulina e suas alteracdes sistémicas8!. Uma dieta desbalanceada
pode acarretar alteragdes metabolicas significativas, como a resisténcia a insulina, que pode

indicar o desenvolvimento de diabetes mellitus.

O TTle o TTG sé&o considerados ferramentas importantes para a avaliagdo de alteragdes
metabolicas, como por exemplo, a resisténcia a insulina, e para monitorar os niveis de glicose
apds a administracéo de insulina ou glicose. Portanto, o monitoramento dos niveis de insulina e

glicose no sangue, é um tipo de leitura acessivel e muito utilizado em diversos estudos®'.

Nesse estudo comparamos primeiramente os niveis glicémicos dos animais em jejum
submetidos a ambas as dietas e observamos que os animais que receberam HFD apresentaram
um aumento significativo da glicemia basal quando comparado ao grupo que recebeu DP (Figura

10).
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Figura 10. (A) e (B) Glicemia basal dos animais submetidos ao TTl e TTG. Os resultados foram expressos em
média £ E.P.M. e a significAncia estatistica foi determinada pelo teste t de Student. ****p < 0,0001 ao comparar o
grupo HFD ao grupo DP.

Posteriormente, observamos que a administracdo da insulina (TTI), ocasionou um
aumento significativo da glicemia 15 e 120 minutos ap6s sua administragdo, no grupo que recebeu
HFD quando comparado ao grupo DP (Figura 11-A). Com relagdo ao TTG, houve um aumento
significativo nos controles glicémicos basais 15 minutos ap6s a administragao de glicose, no grupo
que recebeu HFD quando comparado ao grupo DP (Figura 11-C). Apesar de termos observado
um aumento da glicemia ap6s 15 e 120 minutos da administragao de insulina, e um aumento apds
15 minutos da administracdo de glicose no grupo HFD em relacdo ao DP, esses resultados nao
se confirmaram quando realizamos a determinagéo da area sob a curva, que leva em consideragao
a variagdo da glicemia durante todo o periodo analisado. Observamos apenas um aumento
significativo no TTI no grupo que recebeu HFD quando comparado ao grupo DP. Com relagéo ao
TTG néo foi observado o aumento significativo do controle glicémico no grupo HFD quando

comparado ao DP (Figura 11-B e D).
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Figura 11. (A) e (C) Glicemia dos animais no periodo de 120 minutos para avaliagdo da tolerancia a insulina
(TTI) ou glicose (TTG). (B) e (D) AUC dos animais submetidos ao TTl e TTG. Os resultados foram expressos em
média + E.P.M. e a significancia estatistica foi determinada pelo teste t de Student. **p < 0,01, ***p < 0,001 e ***p <
0,0001 ao comparar o grupo HFD ao grupo DP.

A obesidade esta intimamente relacionada a DRGE e estudos demonstraram que
individuos obesos possuem maior probabilidade de apresentar sintomas de refluxo, quando
comparado com individuos de peso normal'%. Dessa forma, mesmo quando o ganho de peso
ocorre de forma moderada, pode ocasionar ou até exacerbar os sintomas de refluxo. Varios
estudos mostraram a correlagdo entre a perda de peso e a redugéo do IMC, associado a redugao
dos sintomas ocasionados pela DRGE, bem como a diminuigao a exposi¢do ao acido que ocorre

no es6fago em decorréncia do refluxo estomocal'.
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Normalmente, a DRGE é chamada de refluxo acido e é considerada como uma doenga
quando o refluxo &cido presente no estbmago, chega até o eséfago. O &cido cloridrico (HCI),
componente do suco gastrico € considerado nocivo, sendo a principal causa de injurias gastricas
e esofagicas, e de sintomas de refluxo'%. A nivel celular, o que ocorre é que o dano ocasionado
pelo HCI na mucosa esofagica, em parte acontece por causa de seus efeitos na diferenca de
potencial na mucosa esofagica. Na maioria das vezes, o epitélio do eséfago mantém um gradiente
eletroquimico constante, quando se avalia a diferenca de potencial em modelo in vitro. Porém,
como estudos ja mostraram em modelos animais, 0 aumento de HCI no lumen, leva a um aumento
significativo na diferenga de potencial. Em consequéncia disso, a regulagéo entre célula e volume,
se torna cada vez menos eficiente, acarretando na perda na integridade celular, gerando edema
celular e necrose do revestimento epitelial esofagico?’. Além disso, estudos recentes
demonstraram efeitos inflamatdrios no epitélio, indiretamente causados pelo HCI, que resultam na

producéo de espécies reativas de oxigénio (EROs) e também em danos celulares08.109,

Modelos animais, como coelhos e ratos, tém sido utilizados no estudo da fisiopatologia da
DRGE. Recentemente, ratos sdo os principais animais utilizados nos modelos. Isso porque seu
esoOfago revestido com epitélio escamoso estratificado € semelhante ao eséfago humano. Dentre
os modelos experimentais utilizados para o estudo da DRGE, encontram-se 0 modelo agudo e o
cronico, ambos estabelecidos cirurgicamente. O modelo agudo utilizado em nosso estudo, se
propdem a avaliar 0 mecanismo preventivo no tratamento de determinados medicamentos (como
os IBPs) em um curto periodo, enquanto o modelo crénico se da pela avaliagdo curativa e
comumente utilizado para estudos de investigacdo da eficacia de medicamentos, em um longo
periodo de tempo. Desse modo, consideramos avaliar o modelo agudo para induzir
experimentalmente a DRGE a fim de avaliar o efeito preventivo do CT na doencga. Nosso modelo

foi validado com base na literatura, quando observamos que o lansoprazol, comumente utilizado
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em estudos envolvendo a DRGE, exerceu a reducdo da area de lesdo e promoveu a prevengao

das lesdes teciduais!10-112,

Observamos através da andlise das areas de lesdes esofagicas (mm?2), que o tratamento
prévio com CT na dose de 100 mg/kg n&o foi efetivo na redugéo das lesbes, comparado ao grupo
tratado com veiculo (tween) no grupo que recebeu DP (CT 100 vs. Veiculo, 3.91 £ 0.910 vs. 4.55
+ 0.60) e no grupo que recebeu HFD (CT 100 vs. Veiculo, 3.44 £ 0.80 vs. 3.84 + 0.35), como
representa a Figura 12. Entretanto, nossos resultados mostraram também que as duas doses de
CT, a dose minima e maxima (25 e 300 mg/kg) agiram de modo efetivo na prevengao de lesdes
esofégicas quando comparado ao grupo tratado com veiculo que recebeu dieta DP (CT 25 vs.
Veiculo, 1.89 + 0.41 vs. 4.55 £ 0.91; CT 300 vs. Veiculo, 1.11 £ 0.32 vs. 4.55 £ 0.91) e também
HFD (CT 25 vs. Veiculo, 2.09 + 0.29 vs. 3.84 + 0.35; CT 300 vs. Veiculo, 0.71 £ 0.07 vs. 3.84 +
0.35). Desse modo, observamos que houve aumento significativo da area total das lesdes
esofégicas nos grupos que foram tratados com veiculo quando comparados aos grupos de animais
que receberam lansoprazol (controle positivo), CT na dose 25 e 300 mg/kg nas duas dietas (Figura
12), demonstrando que o tratamento com CT foi efetivo na prevengao das lesdes induzidas pelo

refluxo gastroesofagico.
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Figura 12. Andlise da area total de lesdo no esdfago de animais submetidos ao modelo agudo de esofagite
que receberam dieta padréo (DP) e dieta hiperlipidica (HFD). Avaliagao do efeito preventivo do citral (Citral 25, 100
ou 300 mg/kg). Os resultados foram expressos em média + E.P.M. e a significncia estatistica foi determinada por
ANOVA de uma via seguida pelo Teste de Tukey *p < 0,5; ***p < 0,001 e ****p < 0,0001 ao comparar com 0 grupo
controle negativo (Tween).

As figuras 13 e 14 demonstram as imagens representativas dos esbfagos dos
camundongos submetidos ao modelo agudo de esofagite. No grupo que recebeu DP (Figura 13),
observamos a ocorréncia de les&o esofagica de forma mais evidente no grupo controle (tween) e
no grupo tratado com CT na dose de 100 mg/kg (A e D). Além disso, observamos que 0s animais
tratados com CT na dose de 25 e 300 mg/kg (C e E), apresentaram uma redugdo das lesbes
quando comparado ao grupo controle que recebeu apenas veiculo (B). No grupo que recebeu HFD
(Figura 14), observamos as lesdes de forma evidenciada nos animais que receberam veiculo e
nos animais tratados com CT na dose de 25 e 100 mg/kg (A, C e D). Também no grupo que
recebeu HFD, observamos a reducao de lesbes esofagicas nos grupos tratados com LZ e CT na
dose de 300 mg/kg (B e E) ao comparar com es6fagos de animais que receberam apenas veiculo

(A).
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Figura 13. Es6fagos de animais eutréficos submetidos a esofagite induzida por dupla
ligadura no estdmago. (A) Esdfago de animal tratado com veiculo (tween). (B) Esdfago de
animal tratado com lansoprazol. (C) Eséfago de animal tratado com citral 25 mg/kg. (D) Es6fago
de animal tratado com citral 100 mg/kg. (E) Es6fago de animal tratado com citral 300 mg/kg. (F)
Esodfago de animal Sham.
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Figura 14. Es6fagos de animais obesos submetidos a esofagite induzida por dupla
ligadura no estémago. (A) Eséfago de animal tratado com veiculo (tween). (B) Eséfago de
animal tratado com lansoprazol. (C) Esdfago de animal tratado com citral 25 mg/kg. (D) Es6fago
de animal tratado com citral 100 mg/kg. (E) Es6fago de animal tratado com citral 300 mg/kg. (F)
Esofago de animal Sham.

Até o momento, a base da terapia para a DRGE, tém sido os IBPs, devido ao seu efeito
anti-secretor e a¢do no controle das complicagdes esofagicas ocasionadas pela doenga, como
Ulcera e sangramento. Porém, esses medicamentos requerem seu uso a longo prazo e o
tratamento crénico tém sido associados a uma variedade de efeitos adversos, como complicagdes
renais, por exemplo, alertando sobre seu perfil de seguranga’3. Uma vez que o refluxo acido é a
principal causa da DRGE, a melhor maneira de controlar a doenca é a supresséo de sua secre¢éo
elou neutralizagdo acida. Dessa forma, a supressdo &cida se tornou um dos principais alvos

terapéuticos contra a DRGE 14115,

O monitoramento do pH é considerado um parametro essencial para o diagnostico do
refluxo acido''6. Estudos demonstraram que monitorar o pH é uma ferramenta eficaz na DRGE, e

que o tempo de exposi¢ao ao acido esta relacionado com um maior grau de esofagite 7.
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pH

Diante desse fato, a analise do pH esofagico (Figura 15) em nossos resultados
demonstrou que os grupos que receberam DP e foram submetidos ao tratamento com CT e
lansoprazol ndo apresentaram nenhuma diferenga significativa em relagédo ao grupo veiculo
(Tween). Entretanto, houve diminuicdo significativa no valor do pH esofagico dos animais que
receberam o tratamento com CT na dose de 100 mg/kg, quando comparado ao grupo Sham (CT
100 vs. Sham, 4.70 + 0.15 vs. 5.60 £ 0.21). Por outro lado, com relagdo ao grupo HFD,
observamos que os animais tratados com lansoprazol e com CT na dose 300 mg/kg, apresentaram
aumento significativo no pH esoféagico, quando comparados ao grupo veiculo (Tween) (CT 300 vs.
Veiculo, 5.80 + 0.12 vs. 5.10 £ 0.22; LZ vs. Veiculo, 5.80 £ 0.12 vs. 5.10 + 0.22). Além disso,
observamos também que a mesma diferenga significativa aconteceu quando comparamos 0s
tratamentos com o grupo Sham (CT 300 vs. Sham, 5.80 £ 0.12 vs. 4.80 + 0.16; LZ vs. Sham, 5.80

+0.12 vs. 4.8 £0.16).

pH esofagico
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Figura 15. Andlise da medida do pH esofagico dos animais submetidos ao modelo agudo de esofagite que
receberam dieta padrao (DP) e dieta hiperlipidica (HFD), respectivamente. Os resultados foram expressos em
média + E.P.M. e a significancia estatistica foi determinada por ANOVA de uma via seguida pelo Teste de Tukey. *p <
0,05 e **p < 0,01 ao comparar com o grupo controle negativo (Tween) e #p < 0,01 ao comparar com o grupo Sham.

Ao compararmos os diferentes tratamentos entre as duas dietas ofertadas, observamos

que os animais que receberam as doses de CT de 100 e 300 mg/kg, apresentaram um aumento
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significativo no pH ao comparar o grupo tratado com HFD ao grupo DP (CT 100: 5.33 £ 0.166 vs.
470 £ 0.15; CT 300: 5.87 £ 0.12 vs. 5.25 £ 0.16). Mas por outro lado, também podemos observar
que o contrario ocorreu com o grupo Sham, onde houve uma diminuigéo significativa do pH do
grupo Sham ao comparar o grupo HFD com grupo DP (Sham: 4.85 + 0.16 vs. 5.66 £ 0.21).
Podemos observar em nossos resultados, a efetividade da acdo do CT nas doses de 100 e 300
mg/kg nos animais que receberam HFD quando comparados ao grupo DP, onde os niveis de pH
esofagico se mostraram significativamente elevados (Figura 16), mostrando que quando a
esofagite esta associada ao quadro de obesidade, o CT exibe uma melhor resposta quando
comparamos com o grupo tratado com lansoprazol (farmaco padréo). Além disso, pudemos
observar (Figura 16 - F) que uma dieta com alto teor de lipidios (HFD) por si s6, sem o quadro de
esofagite, é capaz de reduzir significativamente o pH esofagico quando comparado a uma dieta

com teor de lipidios reduzidos (DP), favorecendo um meio mais lesivo para mucosa esofégica.
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Figura 16. Analise da medida do pH do esé6fago de animais submetidos ao modelo agudo de esofagite
com diferentes tratamentos que receberam dieta padrao (DP) e dieta hiperlipidica (HFD). (A) Tween, (B)
Lansoprazol, (C) Citral 25 mg/kg, (D) Citral 100 mg/kg, (E) Citral 300 mg/kg e (F) Sham. Os resultados
foram expressos em média + E.P.M. e a significancia estatistica foi determinada pelo teste t de Student. *p <
0,1 e **p < 0,01 ao comparar o grupo HFD ao grupo DP.

O refluxo esofagico do contedo acido gastrico causa lesao e inflamagéo da mucosa
esofagica, na qual radicais livres derivados de oxigénio (EROs) medeiam criticamente o dano da
mucosa na esofagite!'®, As EROs se tornaram um subproduto do metabolismo e possuem um
papel fundamental também no desenvolvimento da obesidade e suas complicagbes''®. Além
dessa inflamagéo ocasionada na obesidade, as EROs também atuam diretamente nas lesdes
esofagicas ocasionadas pela DRGE, principalmente na patogénese da doencga. Estudos
realizados em modelos animais, demonstraram a relagéo que existe com as EROs e a esofagite,

onde as EROs produzidas no processo de esofagite decorrente do refluxo, foram consideradas

responsaveis por ocasionar danos no tecido esofagico'. Embora esses processos bioquimicos
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demonstrem uma complexidade em relagdo a DRGE, o quadro emergente sugere a ocorréncia de
um ciclo vicioso de EO, EROs e inflamagéo, o que pode ser uma nova abordagem terapéutica'0,

Os antioxidantes possuem um papel fundamental dentro dos mecanismos de defesa. Em
organismos saudaveis, a protegdo contra os efeitos nocivos das EROs ocorre através da

manutengéo do equilibrio entre os fatores oxidantes e o sistema antioxidantes.

Os radicais livres, na maioria das vezes, sao destruidos pelo sistema antioxidante natural
do organismo. Se o sistema antioxidante ndo atuar de maneira adequada, os radicais livres podem
gerar uma reagao negativa no organismo, uma vez que quantidades elevadas, podem ocasionar
danos celulares e apoptose, colaborando com o aparecimento de algumas outras doengas, como

cancer e também diabetes 121-123,

Diversos métodos foram estabelecidos para os marcadores de EO em células animais,
devido ao excesso da producédo de EROs ou pela diminuigao da defesa antioxidante24. A SOD, é
uma metaloenzima que catalisa a reacéo de dismutagdo do anion superoéxido (O2) em O € em
peroxido de hidrogénio (H202)125. Posteriormente, o H202 é reduzido a H20 através da glutationa
peroxidase (GPH-Px) no citosol, ou através da CAT nos peroxissomos. A SOD, CAT e GSH s&o
facilmente induzidas pelos fatores de EO, e seus niveis tém sido utilizados para quantificar o EO

em células animais'6.

Com relagao as enzimas antioxidantes, observamos que com relagdo aos niveis de SOD,
nossos resultados ndo apresentaram diferencas estatisticamente significativas em ambas as
dietas (Figura 17 — A). Contudo, observamos uma diminuig&o significativa dos niveis de CAT, no
grupo que recebeu DP, nos animais tratados com lansoprazol e CT na dose de 25, 100 e 300
mg/kg, porém em comparagao ao grupo Sham (Figura 17 — B). Com relagao aos niveis de GSH,
nao observamos diferenca significativa entre os grupos tratados em ambas as dietas (Figura 17 -

0).
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Figura17.(A), (B) e (C) Anélise da atividade das enzimas antioxidantes SOD, CAT e GSH no eséfago de animais
submetidos ao modelo de esofagite que receberam dieta padrao (DP) e dieta hiperlipidica (HFD). Avaliagdo do
efeito preventivo do citral (Citral; 25, 100 ou 300 mg/kg). Os resultados foram expressos em média + EP.M. e a
significancia estatistica foi determinada por ANOVA de uma via seguida pelo Teste de Tukey. *p < 0,05 ao comparar
com o grupo controle negativo (Tween) e #p < 0,05 ao comparar com o grupo Sham.

50



Moléculas bioativas provenientes de plantas, ganharam grande ateng&o nos ultimos anos,
devido a sua importancia terapéutica, desde a prevengéo até o tratamento de doengas, seja na
utilizacao de plantas inteiras, extratos vegetais ou até mesmo alguns constituintes isolados com

perfis fitoquimicos completoss.

Em nossos resultados, ao compararmos a atividade da CAT nas diferentes dietas (Figura
18), observamos um aumento significativo dessa enzima nos grupos HFD tratados com CT na
dose de 25, 100 e 300 mg/kg quando comparado com o grupo DP (CT 25: 32.20 £ 6.64 vs. 8.05
+1.46; CT 100: 34.30 £ 9.09 vs. 7,99 £ 0.50; CT 300: 32.50 * 6.62 vs. 8.15 + 1.32). Com relag&o
aos niveis de SOD e GSH, nossos resultados ndo apresentaram diferenga significativa entre as

dietas.
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Figura 18. Andlise da atividade da enzima antioxidante CAT no eséfago de animais submetidos ao modelo
de esofagite que receberam dieta padrdo (DP) e dieta hiperlipidica (HFD). Os resultados foram expressos
em média £ E.P.M. e a significancia estatistica foi determinada pelo teste { de Student. *p < 0,1 ao comparar o grupo
HFD ao grupo DP.
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Vérios estudos demonstram que o dano causado na mucosa esofégica devido a DRGE, é
decorrente da agéo de varios fatores, dentre eles ocorre o estimulo que levam as células da
mucosa € submucosa a liberarem mediadores inflamatérios, causando uma reagdo de
inflamacgado’?’. A MPQO € uma enzima secretada por neutréfilos e mondcitos ativados em condigdes
inflamatérias e, também ocorrendo sua expressao em células endoteliais®2128, Durante o processo
inflamatério, a MPO ¢ liberada catalisando a formacao de varias espécies reativas, como acido
hipocloroso, que pode modificar as proteinas alvos ap6s o processo de tradugao’2.130, Estudos
também demonstraram que os oxidantes derivados da MPO colaboram com o dano tecidual e com

0 inicio e propagagao de doengas agudas e cronicas3.

A principal fungdo da MPO, se da por sua atividade antimicrobiana e seu papel essencial
na resposta imune inata. A liberagdo exacerbada da enzima pelos neutréfilos, pode acarretar em
danos teciduais, como é observado em varias doengas30. Dessa forma, os niveis elevados da MPO

na circulagao, indicam uma resposta as condi¢des de aumento do processo inflamatério®?.

Em nosso trabalho, a atividade da enzima MPO foi quantificada (Figura 19) e observamos
que o grupo que recebeu DP, apresentou uma reducao significativa da a¢do enzimatica quando
tratado com 300 mg/kg de CT, em relagdo ao grupo veiculo (CT 300 vs. Veiculo, 4.10 £ 0.72 vs.
12.10 £ 2.27). No grupo que recebeu HFD, a redugéo significativa da atividade da MPO ocorreu
nos grupos tratados com lansoprazol e CT na dose de 100 e 300 mg/kg, quando comparado ao
seu grupo veiculo (LZ vs. Veiculo, 5.30 + 0.67 vs. 13.10 £ 0.67; CT 100 vs. Veiculo, 5.30 + 0.82
vs. 13.10 £ 0.67; CT 300 vs. Veiculo, 4.70 £ 1.53 vs. 13.10 £ 0.67). Observamos que o CT agiu
de maneira efetiva em animais que receberam HFD, onde os tratamentos na dose de 100 e 300
mg/kg apresentaram niveis reduzidos da atividade de MPO, semelhantes ao tratamento com o
farmaco padréo (LZ). Nas Figuras 13 e 14 possivel avaliar macroscopicamente a area de leséo

superficial do es6fago de animais submetidos a esofagite, a analise da agdo da MPO contribuiu
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para que avalidssemos o grau de comprometimento tecidual presente na DRGE e confirmassemos

a acgéo protetora do CT na prevengao da doenga.
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Figura 19. Analise da atividade da enzima MPO no esé6fago de animais submetidos ao modelo de esofagite
que receberam dieta padrao (DP) e dieta hiperlipidica (HFD). Avaliagdo do efeito preventivo do citral (Citral; 25,
100 ou 300 mg/kg). Os resultados foram expressos em média + E.P.M. e a significancia estatistica foi determinada
por ANOVA de uma via seguida pelo Teste de Tukey. *p < 0,05 ao comparar com o grupo Tween.

A resposta inflamatoria causada pelo dano tecidual, desencadeia a liberagdo de

mediadores pro-inflamatdrios, e esse processo de defesa fisioldgico que tem como objetivo manter

a homeostase34.

O processo inflamatorio caracterizado pelo acimulo de TA também apresenta aumento
significativo de citocinas inflamatorias'3'. Estudos indicam que a inflamagao relacionada a
obesidade, aumenta a secrecdo de citocinas e adipocinas pro-inflamatérias de adipécitos e
macroéfagos?®2. Estudos também tem demonstrado que o TA visceral, apresenta uma maior
resposta inflamatéria em decorréncia da obesidade, fato que pode ser evidenciado devido ao

aumento do infiltrado de células imunes e a produgéo de citocinas’3?,

Dessa forma, as citocinas inflamatérias liberadas pelo TA podem aumentar

consideravelmente o risco de inflamagao esofagica3®134, Embora os mediadores pré-inflamatorios

53



presentes no eséfago ndo sejam distintos do que sdo encontrados na inflamagdo em outros

drgéos, as alteragdes funcionais por eles produzidas podem ser caracteristicas 3.

A IL-1B e IL-6 sao citocinas que atuam como mediadores-chaves no controle da resposta
inflamatéria’3s. Estudos demonstram que os niveis de IL-1p estdo elevados na mucosa esofagica
durante a inflamagao decorrente do refluxo, em modelos animais e humanos, além de ser
produzida através do contato entre a mucosa esoféagica e o acido'36.137, A IL-6 pode preceder o
surgimento e induzir indiretamente a produgdo de IL-1p3136. Além disso, outras citocinas pré-
inflamatdrias tém sido alvo de investigagdo, como o TNF-a em estudos realizados com modelo de

esofagite em ratos'3,

Frente ao estresse causado pelo modelo agudo de indugéo de esofagite nossos resultados
demonstraram que ndo houve diferenca significativa nos niveis séricos de IL-1B entre os
tratamentos em relacao ao grupo tratado com veiculo em ambas as dietas, DP e HFD. No entanto,
observamos um aumento de IL-6 nos diferentes grupos em ambas as dietas, o0 que pode estar
atrelado a uma redugao do esvaziamento gastrico, e consequentemente, estar atuando nas lesdes
esofagicas'. Estudos demonstraram que a IL-6 é capaz de reduzir a motilidade gastrica, agindo

diretamente no processo de esvaziamento do conteudo gastrico?39.140,

Em nossos resultados observamos um aumento significativo dos niveis séricos de IL-6,
nos animais do grupo DP receberam veiculo e CT na dose de 300 mg/kg quando comparado ao
grupo Sham (Veiculo vs. Sham, 488500 £ 75992 vs. 8816 + 3061; CT 300 vs. Sham, 608735 +
116215 vs. 8816 + 3061). Ja o grupo HFD, apresentou aumento significativo da IL-6 entre os
animais que receberam CT na dose de 300 mg/kg quando comparado ao grupo Sham (CT 300 vs.
Sham, 874001 £ 151173 vs. 10457 + 4795), e 0 mesmo perfil foi observado nos animais que
receberam as diferentes doses de citral, demostrando que o citral elevou os niveis sistémicos de

IL-6, porém também protegeu a mucosa esofagica. Desse modo, nossa hipétese é que o citral
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possui uma atuagao de protecdo local frente a lesdes esofagicas provenientes de um quadro de
esofagite aguda, mas néo atuou de forma sistémica na protecao, pois nao foi capaz de reduzir a
motilidade gastrica em todos os grupos, quando comparado aos animais do grupo Sham. Além
disso, quando analisamos os resultados referentes a TNF-a, nossos resultados mostram que
houve aumento significativo apenas no grupo DP, no tratamento de CT na dose de 300 mg/kg
quando comparado ao grupo Sham (CT 300 vs. Sham, 2107 + 117 vs. 958.3 + 113.5), conforme

mostra a Figura 20.

Nossos resultados mostram que dentre os grupos submetidos ao modelo agudo de
esofagite, nenhum deles promoveu o aumento de citocinas pro-inflamatérias séricas, quando
comparamos ao grupo veiculo (Tween). Porém, observamos que as citocinas pré-inflamatorias
dos grupos que foram tratados com CT se mostraram elevadas, quando comparamos com o grupo
que nao foi submetido ao modelo agudo de esofagite (Sham). Isso representa que o CT, de alguma
forma, estd modulando a agéo de fatores pro-inflamatorios para essa determinada resposta.
Devemos destacar também que a resposta com relagéo ao CT, até 0 momento, é de protegao.
Uma vez que observamos que animais tratados com o monoterpeno apresentou redugéo a area
de lesdo, pH esofagico e na atividade de MPO quando comparado ao grupo de animais que

recebeu veiculo (tween).

Em modelos experimentais, quando se avalia o perfil inflamatério da lesdo tecidual, ocorre
0 aumento de mediadores inflamatorios, contudo, buscamos avaliar o processo oxidativo que pode
atuar diretamente numa redugédo do perfil inflamatério, como observado com relagdo ao MPO,
porém devido a uma quantidade limitada e reduzida de amostras de tecido esofagico, analisamos
o perfil inflamatério apenas no soro dos animais. Além disso, com esse resultado, observamos a
existéncia da relagéo entre tempo e expressado, uma vez que buscamos o efeito da atividade de
um modelo agudo e, possivelmente, esse aumento sistémico de mediadores inflamatérios néo

poderia interferir diretamente no processo inflamatério decorrente da esofagite.
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Figura 20. Niveis séricos de (A) IL-1B, (B) IL-6 e (C) TNF-a em animais submetidos ao modelo de esofagite que
receberam dieta padréo (DP) e dieta hiperlipidica (HFD). Avaliagao do efeito preventivo do citral (Citral; 25, 100 ou
300 mgl/kg). Os resultados foram expressos em média + E.P.M. e a significancia estatistica foi determinada por
ANOVA de uma via seguida pelo Teste de Tukey. #p < 0,1 e #p < 0,01 ao comparar os grupos controle negativo
(Tween) e Citral na dose de 300 mg/kg ao grupo Sham na DP.
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A proteina-1 quimioatraente de monocitos (MCP-1) € um membro pertencente a familia
de quimiocinas, como a CCL2, sendo um extenso grupo de moléculas responsavel por realizar
sinalizagé@o celular. Essa proteina pode ser produzida por uma variedade de células, inclusive
pelas células endoteliais e epiteliais. Além disso, a MCP-1 é sintetizada e induzida quando ha a
ocorréncia de EO, atividade de citocinas ou através da atividade de fator de crescimento

especifico™!.

A MCP-1 é considerada eficiente na ativagdo de mondcitos, macréfagos e linfocitos '42.
Estudos demonstraram que em adultos, os niveis de quimiocinas se encontraram elevados de
forma significativa em tecidos esofagicos de pacientes com esofagite, quando comparados ao
grupo controle. Ainda nesse contexto, estudos também mostraram uma correlagéo significativa

entre a gravidade da esofagite e os niveis de quimiocinas com a MCP-1108.143,

Nossos resultados demonstraram que em relagdo a proteina CCL2/MCP-1, houve
aumento significativo apenas no grupo que recebeu HFD em animais tratados com CT na dose de
25 mg/kg ao comparar com o grupo Sham (CT25 vs. Sham, 4658,0 + 1289,0 vs. 1541,0 + 45,4),

conforme € demonstrado na Tabela 2.

57



CCL2/MCP-1 (pg/mL)

Grupos DP HFD
Tween 3381,0 £450,9 2583,0 £ 498,6
Lansoprazol 3476,0 £ 871,7 2267,0£173,5
Citral 25 mg/kg 2969,0 + 457,7 4658,0 + 1289,0 #
Citral 100 mg/kg 2708,0 £ 457,0 2928,0 £428,8
Citral 300 mg/kg 3562,0 + 286,0 3486,0 + 467,5
Sham 2017,0 + 257 4 1541,0 £ 454

Tabela 2. Analise da atividade de CCL2/MCP-1 no soro de animais
submetidos ao modelo de esofagite que receberam dieta padrao (DP) e dieta
hiperlipidica (HFD). Os resultados foram expressos em média + EP.M. e a
significancia estatistica foi determinada por ANOVA de duas vias seguido pelo pos-
teste de Bonferroni para comparar a diferenga entre animais DP e HFD dentro de
cada grupo experimental. #p < 0,05 ao comparar o grupo Citral na dose de 25mg/kg
ao grupo Sham na HFD.

A IFN-y é uma citocina pré-inflamatéria com papel fundamental no aumento da atividade
de neutrdfilos, macrofagos e células natural killer (NK)'44. As células T auxiliares do tipo 1 (Th1),
além de produzirem INF-y, também s&o responsaveis pela producdo de TNF-a, que levam a

ativacdo de macréfagos e promovem a imunidade mediada por células .

De acordo com estudos clinicos, existem vérios niveis de inflamacdo causados pelo
refluxo esofégico, e o equilibrio entre as respostas imunes de Th1 e Th2 é considerado
fundamental no desenvolvimento da doenca, uma vez que a proliferacdo de linfocitos T auxiliares,

é responsavel por reprimir a resposta imune proveniente de Th240.144,

IFN-y e IL-4 sdo os reguladores principais das respostas imunes de Th1 e Th2,
respectivamente46.147 e estudos demonstraram que durante o refluxo esofagico, os niveis de IFN-
y se mostraram elevados, e os niveis de IL-4 so reduzidos. Essas alteragdes caracterizam o grau
de inflamagéo aguda causada na esofagite, indicando que o refluxo pode levar a indugdo dessas

citocinas pro-inflamatorias.
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Em relagdo aos parametros avaliados de IFN-y, nossos resultados demonstraram que
houve um aumento significativo apenas no grupo que recebeu HFD e tratamento do CT na dose
de 300 mg/kg quando comparado ao grupo Sham (CT300 vs. Sham, 781,2 £ 44,5 vs. 610,5
39,3), conforme esta demonstrado na Tabela 3. Embora o dano esofagico causado pelo refluxo
induza um aumento da expressao de IFN-y, em nosso estudo esse aumento foi observado apenas
em um grupo tratado com CT, levantando a hipdtese de avaliar se esse efeito pode estar ocorrendo

em decorréncia da atividade de agentes antioxidantes.

INF-y (pg/mL)

Grupos DP HFD
Tween 701,8 £ 33,1 7153+ 47,3
Lansoprazol 682,5 + 50,4 701,8 +33.3
Citral 25 mg/kg 649,2 £ 20,2 7281+ 2838
Citral 100 mg/kg 688,9 £ 44,5 714,8 £ 24,2
Citral 300 mg/kg 7148 £242 7812+ 445%
Sham 638,3 + 31,4 610,5 + 39,3

Tabela 3. Analise da atividade de IFN-y no soro de animais submetidos ao
modelo de esofagite que receberam dieta padréo (DP) e dieta hiperlipidica
(HFD). Os resultados foram expressos em média £ E.P.M. e a significancia
estatistica foi determinada por ANOVA de duas vias seguido pelo pds-teste de
Bonferroni para comparar a diferenga entre animais DP e HFD dentro de cada
grupo experimental. #p < 0,05 ao comparar o grupo Citral na dose de 300 mg/kg
ao grupo Sham na HFD.

Devido ao processo lesivo causado pelo refluxo gastroesofagico, ocorre uma
desestruturacdo e destruicdo da mucosa esofagica. O mecanismo de cicatrizagdo em tecidos
lesionados, envolve a proliferagdo, migracdo e também diferenciacdo celular's. Estudos
demonstram que a desregulagdo das MMP, acarreta no comprometimento da angiogénese e

também da cicatrizagao de Ulceras gastrointestinais49-152,
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A MMP-2 (gelatinase A) é expressa por alguns tipos celulares e estd envolvida no
processo de remodelagdo da MEC'™3, Um estudo demonstrou que os niveis de MMP-2 se
encontram elevados em individuos com esofagite, onde sua expressédo ocorre em células epiteliais
em proliferagdo, mostrando que fatores de crescimento podem induzir a expressao de MMP-2 de
células epiteliais esofagicas a fim de causar fibrose tecidual'®. A MMP-9 (gelatinase B) se mostrou
promissora como alvo terapéutico, de acordo com estudos que evidenciam sua participagdo em
processos patoldgicos que contribuem para a inflamagao cronica. Além disso, sua expressao e
atividade quando desreguladas, estdo associadas a varios disturbios metabolicos. Atualmente,
embora existam poucos estudos sobre a relagdo entre a expressao de MMP-9 e a DRGE, alguns
estudos encontrados relataram altos valores da expressdo de MMP-9 dentro da membrana
citoplasmatica e no epitélio esofagico de pacientes com DRGE, indicando que sua expressdo
elevada estd associada com formas mais graves da doenga, como eséfago de Barret e
adenocarcinoma esofagico'%1%, Desse modo, pode-se notar que as MMP-2 e MMP-9, possuem
um papel fundamental na degradagéo das proteinas de MEC e afeta a remodelagao tecidual. Além
disso, a ativagdo e expressdo dessas MMP estd diretamente ligada a acontecimentos

fisiopatologicos, como inflamagéo e fibrose tecidual 7.

Apesar dos resultados de MPP-2 e MMP-9 nao apresentarem diferencas estatisticamente
significativas, pudemos observar que dentre os animais que receberam DP, o grupo que recebeu
CT na dose de 300 mg/kg e o grupo controle (tween) apresentam uma quantidade maior de MMP-
2. Nos animais que receberam HFD, observamos que os grupos tratados com CT na dose de 25
e 100 mg/kg, houve uma reducdo de MMP-2 enquanto os demais grupos demonstraram um
aumento, apesar desses resultados ndo serem estatisticamente diferentes. Do mesmo modo,
observamos que animais alimentados com DP e provenientes dos grupos tratados com CT na
dose de 25 e 100 mg/kg apresentaram menores niveis de MMP-9 com relagdo aos outros grupos,

apesar da auséncia de significancia estatistica.
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MMP-2 (DOI)

Grupos DP HFD
Tween 3656,0 + 709,3 4074,0 £676,5
Lansoprazol 23725+ 8245 6923,0 + 3144,0
Citral 25 mg/kg 1623,7 £ 300,5 3269,0 + 336,0

Citral 100 mg/kg
Citral 300 mg/kg

Sham

18757 £311,3
3826,0 + 615,8

2168,1 +489,8

3148,0 + 626,1
5726,0 +1521,0

6576,0 + 1090,0

Tabela 4. Analise da atividade de MMP-2 no tecido esofagico de animais
submetidos ao modelo de esofagite que receberam dieta padrao (DP) e dieta
hiperlipidica (HFD). A significancia estatistica foi determinada por ANOVA de
duas vias seguido pelo pds-teste de Bonferroni para comparar a diferenga entre
animais DP e HFD dentro de cada grupo experimental.

MMP-9 (DOI)
Grupos DP HFD
Tween 13333,0 £ 3106,0 8536,6 + 1754,0
Lansoprazol 10614,4 £ 1984,0 10796,0 £ 2370,0
Citral 25 mg/kg 7996,2 + 343,5 11535,0 + 1661,0

Citral 100 mg/kg
Citral 300 mg/kg

Sham

74774 +1419,0
13055,0 + 2940,0

13667,0 + 3304,0

10484,0 + 1940,0
14086,0 + 1129,0

12702,0 +1320,0

Tabela 5. Analise da atividade de MMP-9 no tecido esofagico de animais
submetidos ao modelo de esofagite que receberam dieta padrao (DP) e dieta
hiperlipidica (HFD). A significancia estatistica foi determinada por ANOVA de
duas vias seguido pelo pds-teste de Bonferroni para comparar a diferenca entre
animais DP e HFD dentro de cada grupo experimental.
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Estudos demonstram a ocorréncia de niveis elevados de MMP-2 e uma regulacéo de forma
positiva da MMP-9 no TA de camundongos obesos 198, Neste contexto, existe a hipdtese de que as
MMP sejam responsaveis por controlar a remodelagéo tecidual em resposta a ingestéo excessiva
de nutrientes, resultando em alteracdes da capacidade metabdlica desses tecidos'%. Embora os
resultados apresentados de MMP nao apresentem diferenga significativa com relagédo ao modelo de
DRGE, quando se trata de modelo de indugdo da obesidade, nossos resultados mostraram que
embora também n&o ocorra diferenga significativa das MMP entre as dietas, observamos que da
mesma forma como citado acima, os niveis de MMP-2 se apresentam maiores em todos o0s

tratamentos, quando comparamos o grupo HFD ao DP.

Diante disso, as perspectivas futuras para esse trabalho € considerar que novas avaliagdes
sejam feitas a partir da agao do CT dentro do perfil inflamatério, como as citocinas pro-inflamatérias
em lesbes esofagicas decorrentes de um modelo agudo da DRGE implantada experimentalmente.
Uma vez que em nosso estudo, a quantidade de amostras de tecido esofégico foi limitada e medida

a nivel sistémico, é necessario que haja uma melhor elucidagao do mecanismo pré-inflamatorio.

5. CONCLUSAO

Podemos concluir que tratamento agudo com CT foi efetivo na DRGE em animais eutréficos
e obesos. Prevenindo as lesdes esofagicas causadas pelo refluxo gastroesofégico e diminuindo
uma resposta inflamatério no tecido, através da reducdo da atividade da enzima MPO,
possivelmente causado por um aumento do pH esofagico. Embora nossos resultados demonstrem
uma resposta de protecdo do CT em ambas as dietas, foi possivel observar que no grupo que
recebeu HFD o tratamento com CT demonstrou uma maior efetividade de acordo com os parametros

avaliados até o momento.
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Certificamos que a proposta intitulada "Avaliacao do efeito protetor do citral na doenca do refluxo gastroesofagico em
camundengos eutréficos e obesos", protocolada sob o CEUA n? 7707010620 (o ooo107), sob a responsabilidade de Clélia Akiko
Hiruma-Lima - que envolve a produ¢ao, manutengao e/ou utilizacdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata
(exceto 0 homem), para fins de pesquisa cientifica ou ensino - esta de acordo com os preceitos da Lei 11.794 de 8 de outubro de
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We certify that the proposal "Evaluation of the protective effect of citral in gastroesophageal reflux disease in eutrophic and obese
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