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Resumo

A obesidade causa um quadro inflamatoério de baixo grau que pode resultar em agravamentos
de disturbios do trato gastrointestinal e maior dificuldade no processo de cicatrizagdo em
ulceras géstricas. Apesar de alguns estudos terem investigado a relagdo entre obesidade e as
ulceras gastricas, ainda ndo existe uma relagdo clara estabelecida entre essas duas doengas.
Diante desse cenario, este trabalho tem dois objetivos principais: Caracterizar o perfil de
cicatrizagdo de lesdes gastricas em animais eutréficos e obesos e avaliar os efeitos
farmacologicos do citral sobre a cicatrizagdo. Para caracterizagdo do perfil de cicatrizagao
foram usados camundongos Swiss machos e para avaliacdo da agdo do citral foram usados
camundongos C57BI-J6. Em ambos experimentos, os animais foram divididos em 2 grupos:
Dieta padrao (SD) e dieta hiperlipidica (HFD) e ap6s 12 semanas de ingestdo das dietas, os
animais passaram por cirurgia de inducao de tllcera géstrica por acido acético. Para comparacgao
do perfil de cicatrizagdo entre animais SD e HFD, os estomagos dos animais foram coletados
em cinco periodos pos-inducdo: 1, 3, 7, 10 ou 14 dias. Também avaliamos a agdo do citral em
trés doses: 25, 100 ou 300 mg/kg durante a fase inicial e tardia da cicatrizacdo, 3 e 10 dias
subsequentes de tratamento, respectivamente. Para esse experimento foram incluidos os grupos:
controle negativo tratados com veiculo (Tween 80 a 1%, 10 mL/kg) e controle positivo tratados
com Lansoprazol (30 mg/kg). Todos os estomagos foram coletados para analise morfologica
macroscopica, zimografia para quantificagdo de metaloproteinases de matriz 2 ¢ 9 (MMP-2 e
9) e quantificacdo por imunoensaio multiplex de IL-1p, TNF-a, VEGF-A, C e D, EGF, HGF e
FGF-2. Como resultado, observamos que houve desaceleracdo da fase inicial da cicatriza¢ao
em animais que receberam HFD em relagcdo aos animais alimentados com SD. Essa altera¢ao
foi seguida de redugdo da atividade de MMP-9 no mesmo grupo apos sete dias de indugdo da
lesdo. Os perfis de fatores de crescimento também se mostraram diferentes entre animais que
receberam diferentes dietas, principalmente o VEGF-D e EGF. Ao avaliar a agdo do citral,
verificamos que entre os animais alimentados com HFD, apenas os grupos que receberam citral
nas doses de 100 e 300 mg/kg apresentaram reducgdo significativa da area da base da ulcera
entre 3 e 10 dias ap6s a indugdo da lesdo. No grupo tratado com citral na dose de 100 mg/kg, a
progressao da cicatrizagdo foi acompanhada por reducao da atividade de MMP-9. As diferencas
observadas no progresso de cicatriza¢do e nas atividades de MMP-2 e 9 podem ser explicadas
pelas diferentes respostas em animais alimentados com SD e HFD sobre as concentragdes de
IL-1B e TNF-a, citocinas que promovem resposta aguda no processo inflamatorio.
Consequentemente, os fatores de crescimento VEGF-A, VEGF-C, VEGF-D, EGF ¢ HGF

responderam de diferentes formas aos tratamentos administrados nos grupos SD e HFD. Desta



forma, podemos concluir que a ingestdo de diferentes dietas interfere no processo de
cicatrizacdo de ulceras gastricas e altera as respostas farmacoldgicas no tratamento das ulceras.
O citral promoveu maior taxa de cicatrizacdo apenas em camundongos obesos, quando
comparado com os outros tratamentos. Essa mudanca foi acompanhada por uma diminui¢ao na

MMP-9 tecidual e por modulagao da ativagdo da MMP-2.

Palavras-chave: tlcera géstrica, citral, obesidade, cicatrizagao.



Abstract

Obesity causes a low-grade inflammatory condition that can impair gastrointestinal tract
disorders and greater difficulty in the healing process in gastric ulcers. Although some studies
have investigated the relationship between obesity and gastric ulcers, there is still no clear
relationship established between these two diseases. Given this scenario, this work has two
main objectives: Characterize the healing profile of gastric lesions in eutrophic and obese
animals and evaluate the pharmacological effects of citral on healing process. To characterize
the healing profile, male Swiss mice were used and to evaluate the action of citral, C57BI-J6
mice were used. In both experiments, the animals were divided into 2 groups: standard diet
(SD) and high fat diet (HFD) and after 12 weeks of ingestion of the diets, the animals underwent
gastric ulcer induction surgery. To compare the healing profile between SD and HFD animals,
the animals' stomachs were collected at five post-induction periods: 1, 3, 7, 10 or 14 days. We
also evaluated the action of citral at three doses: 25, 100 or 300 mg/kg during the early and late
stages of healing, 3 and 10 subsequent days of treatment, respectively. For this experiment, the
groups were included: negative control treated with vehicle (1% Tween 80, 10 mL/kg) and
positive control treated with Lansoprazole (30 mg/kg). All stomachs were collected for
macroscopic morphological analysis, zymography for quantification of matrix
metalloproteinases 2 and 9 (MMP-2 and 9) and quantification by multiplex immunoassay of
IL-1B, TNF-a, VEGF-A, C and D, EGF, HGF and FGF-2. As a result, we observed that there
was a deceleration of the initial phase of healing in animals that received HFD compared to
animals fed with SD. This change was followed by a reduction in MMP-9 activity in the same
group after seven days of injury induction. The growth factor profiles were also different
between animals that received different diets, mainly VEGF-D and EGF. When evaluating the
action of citral, we found that among the animals fed with HFD, only the groups that received
citral at doses of 100 and 300 mg/kg showed a significant reduction in the area of the ulcer base
between 3 and 10 days after the induction of the lesion. In the group treated with citral at a dose
of 100 mg/kg, healing progression was accompanied by a reduction in MMP-9 activity. The
differences observed in the healing progress and in the activities of MMP-2 and 9 can be
explained by the different responses in animals fed with SD and HFD on the concentrations of
IL-1B and TNF-a, cytokines that promote an acute response in the inflammatory process.
Consequently, the growth factors VEGF-A, VEGF-C, VEGF-D, EGF and HGF responded
differently to treatments administered in the SD and HFD groups. Thus, we can conclude that
the intake of different diets interferes with the healing process of gastric ulcers and alters the

pharmacological responses in the treatment of ulcers. Citral promoted a higher healing rate only



in obese mice, when compared to the other treatments. This change was accompanied by a

decrease in tissue MMP-9 and by modulation of MMP-2 activation.

Keywords: gastric ulcer, citral, obesity, healing.
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Apresentacdo

A divisdo dos capitulos deste trabalho foi organizada no sentido de encaminhar os textos
para publicacdo.

A Introduc¢ido contém uma revisdo bibliografica para contextualizagdo de todos os
estudos apresentados neste trabalho. O capitulo I contém o estudo amplo da caracterizagdo do
perfil de cicatriza¢do de ulceras gastricas em animais alimentados com dieta hiperlipidica. O
capitulo II contém o manuscrito resultante da primeira parte da avaliagdo farmacologica do
citral, que estd sendo submetido para publicacdo na revista cientifica Inflammopharmacology,
portanto o texto serd apresentado nos moldes desse periddico. O Anexo I contém os resultados

adicionais do estudo da atividade do citral.
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Introducdo
Obesidade

No Brasil, dados de 2019 mostram que 60,3% da populagdo adulta estd acima do peso
e 25,9%, obesa !. A obesidade se caracteriza pelo acimulo excessivo de tecido adiposo
decorrente do desequilibrio entre alto consumo e baixo gasto energético 2. Esse acimulo se
deposita em forma de tecido adiposo visceral, que € naturalmente produtor de citocinas pro-
inflamatorias, dessa forma, a obesidade também configura um quadro inflamatoério de baixo
grau. Recentemente, o acumulo de tecido adiposo visceral tem sido associado ao
desenvolvimento de comorbidades como resisténcia a insulina, dislipidemia, hipertensdo, e
doengas cardiovasculares 3.

A inflamagdo sistémica causada pela obesidade ¢ desencadeada por recrutamento de
células imunes, interacdo, ativacdo dessas células e liberacdo de mediadores inflamatorios.
Além disso, a combinagdo de outros eventos também estd envolvida na manutengdo desse
quadro inflamatorio. Podemos destacar a dieta hiperlipidica como uma das causas da
inflamagao no tecido adiposo logo no inicio da ingestdo da dieta, que também foi identificada
como um importante fator de manuten¢ao da inflamagao. A expansdo rapida do tecido adiposo
subsequente a ingestdo da dieta hiperlipidica ndo permite que a vascularizagdo se desenvolva
em velocidade adequada, fazendo com o que o aporte sanguineo do tecido ndo seja apropriado,
o que leva ao quadro de hipoxia. O fator induzido por hipéxia (HIF-1a), que induz a liberagao
de quimiocinas e também contribui para a manutengdo do processo inflamatorio .

As inimeras consequéncias da obesidade levam a alteragdes fisioldgicas sistémicas,
afetando diretamente o funcionamento de alguns 6rgdos. Pacientes com obesidade relatam
frequentemente altera¢do da velocidade do esvaziamento gastrico . A obesidade abdominal,
caracterizada pelo aumento de gordura visceral, estd relacionada ao aparecimento de doengas
do trato gastrointestinal, devido ao aumento da pressdo intra-abdominal causada pelo acaimulo
excessivo de tecido adiposo. Além disso, o tecido adiposo secreta localmente adipocitocinas
como TNF-a, IL-6, resistina, leptina e adiponectinas que contribuem para manuten¢do do
processo inflamatorio ©.

A associagdo entre obesidade e ulceras pépticas tem sido estudada, porém os resultados
destes estudos ainda sdo controversos: Um estudo realizado com profissionais da saude dos
Estados Unidos da América mostrou aumento de risco de ulceras gastricas em pessoas com

obesidade 7. Por outro lado, um estudo mais recente realizado na Coreia do Sul mostrou que o
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quadro de obesidade ou sindrome metabdlica ndo apresentaram aumento de risco de

desenvolvimento de ulceras pépticas ®.

Ulceras gastricas

A doenga ulcerosa péptica refere-se a distirbios ulcerativos do estdmago e/ou do
duodeno proximal. E uma das doengas mais comuns do trato gastrointestinal, possui etiologia
multifatorial e prevaléncia global °. No Brasil, dados de 2021 mostram que as tlceras pépticas
sdo a causa de aproximadamente 10.000 internag¢des por ano no sistema publico de satude '°.

As tlceras gastricas ocorrem devido a um desequilibrio entre fatores protetores e
agressores da mucosa gastrica, resultando em lesdo nas camadas mucosa e muscular. Entre os
fatores protetores estdo a manuten¢do do muco e bicarbonato, prostaglandina E», 6xido nitrico
e fluxo sanguineo adequado. Ja os fatores agressores podem ser classificados como endogenos:
acido cloridrico e pepsina; ou exdgenos: uso cronico e indiscriminado de anti-inflamatoérios nao
esteroidais (AINEs), tabagismo, etilismo e infec¢do por Helicobacter pylori *'!.

A tUlcera géstrica se forma quando ha disrup¢do da camada mucosa do estomago. Para
que isso ocorra, hd uma série de fatores envolvidos: diminui¢do da produg¢do de muco e
bicarbonato, que pode ser causada por suprimento sanguineo insuficiente, infeccdo por
Helicobacter pylori ou uso excessivo de AINEs. Os AINEs inibem a sintese de Prostaglandina
Es, que exerce papel fundamental na manutengdo do muco. Com isso, a secrecdo acida do
estobmago entra em contato com a muscular da mucosa, podendo causar perfuragdo do 6rgao
em casos mais graves '>13,

E possivel classificar as lesdes géastricas em duas partes: base e margem da tlcera. A
base da ulcera ¢ a regido necrotica, onde predomina tecido conjuntivo de granulagdo, que
contém fibroblastos, macrdéfagos e proliferacao de células endoteliais. J4 a margem da tlcera,
que ¢ denominado tecido de regeneracdo, consiste em tecido epitelial em prolifera¢do e expressa
alta quantidade de receptores de fator de crescimento epidermal (EGF-R). Além disso, as
células epiteliais do tecido de regeneracdo formam tubos de “linhagem celular associada a
ulcera”, que invadem o tecido de granulagdo, migram para a superficie, ramificam-se e sofrem
transformagdo em glandulas gastricas na cicatriz da Glcera ',

Atualmente, o principal tratamento utilizado para tulceras gastricas envolve o uso de
inibidores de secre¢do acida, principalmente inibidores de bomba protdnica e antagonistas de
receptores histaminicos, porém o uso desses medicamentos ¢ frequentemente acompanhado de
reacdes adversas como dores abdominais, ndusea, constipacao e flatuléncia. O uso prolongado

de inibidores de bomba de prétons também ¢ associado a efeitos graves como danos hepaticos,
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aumento do risco de desenvolvimento de cancer gastrico, fraturas 6sseas € ma absorcao de
nutrientes, o que limita o tempo de tratamento !>, Sendo assim, nenhum dos medicamentos
usados atualmente promovem reepitelizagdo efetiva da lesdo com formagao de novos vasos para
o suprimento sanguineo adequado do tecido, o que acarreta em recidiva e agravamento das

ulceras '°.

Cicatrizacao

Assim como a formagao da tlcera gastrica, seu processo de cicatrizacdo ¢ multifatorial
e complexo, e envolve reepitelizagdo, restauracao de glandulas, angiogénese e deposi¢cdo de
matriz extracelular. Esse conjunto de processos requer participagdo de varias vias moleculares

que sdo coordenadas espacial e temporalmente (Figura 1) 4.

Tecido de
) |_regeneragao | ’ P .
(" Desdiferenciagao e w \ Ulcera gastrica vV
reprogramagao de 1) 0y Reepitelizagao
células epiteliais em I l \'A‘\ > cep ¢ L i | ' .
\_células progenitoras / AR 4.0 o "4 $ Angloggnese, N
Proliferacao de 2 5'(“-3 (7 )"b migracao de
. células progenitoras e V‘. c;éI:JI?s-
7 Mi 3 N 6B %4, 8 " endoteliais,
M?erg]gﬁ;i(t:j::g . “,' : proliferacéo e
glandular por b § formacao capilar
células associadas [Tecido de granulagao
_ aulcera -
Remodelamento }' S

Figura 1 — Eventos da cicatriza¢do da ulcera gastrica. Diagrama de representacdao de eventos
da cicatrizagdo: Migragdo e proliferagdo celular, reconstitui¢do glandular e angiogénese .

Nos modelos animais utilizados para estudo da cicatrizagdo de ulceras, podemos
classificar a progressdo da cicatrizagdo em trés fases: inicial, intermedidria e tardia. Na fase
inicial, durante o desenvolvimento da ulcera, ha predominadncia de fatores inflamatdrios
indicado por células inflamatdrias, aumento de COX-1 e COX-2, hipdxia, necrose tecidual e
formagdo de tecido de granulagdo e margem da tlcera !,

A partir da fase intermedidria, a cicatrizagdo ¢ caracterizada pela migracao de células
epiteliais, reepitelizacdo da tlcera e angiogénese da base da tlcera. Todas essas fun¢des sdao

dependentes de fatores de crescimento como fator de crescimento epidermal (EGF), fator de
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crescimento derivado de plaquetas (PDGF), fator de crescimento de fibroblastos (FGF) e fator
de crescimento endotelial vascular (VEGF). E por ultimo, na fase tardia, ocorre ativacao do
fator de crescimento de hepatocitos (HGF) 17,

E importante ressaltar que essas fases sdo sequenciais, porém podem se interpor entre si
e a regulacdo da organizacdo espacial e temporal destes eventos depende de sinaliza¢des da
matriz extracelular 7.

A matriz extracelular (MEC) ¢ uma estrutura complexa multimolecular que compreende
fibras de coldgeno e elastina, glicoproteinas estruturais, incluindo fibronectina, laminina e
mucopolissacarideos. Em estado fisiologico, existe um equilibrio entre sintese, depdsito e
degradag@o dos componentes da MEC e sua composic¢ao varia entre as estruturas multicelulares,
sendo os fibroblastos e as células epiteliais os tipos celulares mais comuns '3,

As principais enzimas que participam da sintese e degradacdo da MEC sdo as
metaloproteinases de matriz (MMPs), que sdo proteases dependentes de zinco e desempenham
papel crucial na remodelagdo da MEC por meio de degradacdo proteolitica de seus
componentes, ativacdo de proteinas da superficie celular e liberagdo de moléculas receptoras
ligadas a membrana . As MMP-2 e a MMP-9 pertencem as gelatinases e sdo fundamentais no
processo de cicatrizagdo, pois desempenham papel de acelerar migragdo celular e
reepitelizagdo, respectivamente 1929,

Nas ulceras gastricas, a degradagdo da mucosa géstrica se relaciona diretamente com a
degradagdo da matriz extracelular. As MMP-9 sdo secretadas principalmente por neutréfilos e
macrofagos e atuam na fase inicial da cicatrizagdo. Em pacientes com ulcera géstrica, foi
detectado aumento da produ¢do de MMP-9 na borda da lesdo. Além disso, foi reportado que
maior presenca de MMP-9 no tecido da lesdo esta associada com o maior risco de recorréncia
das ulceras, sugerindo que a MMP-9 é um marcador de cicatrizagdo de baixa qualidade ?'. Ja a
MMP-2 ¢ secretada principalmente por fibroblastos e leucdcitos, sua atividade ¢ considerada
importante na fase inicial pois promove acelera¢do da migragdo celular. No entanto, na fase
proliferativa, seu aumento esta relacionado a fragilidade do tecido de regeneragéo 22

Alguns processos patoldgicos como expansdo do tecido adiposo também estdo

1

envolvidos nos fatores reguladores das enzimas proteoliticas '®. Foi constatado que em

individuos com obesidade, ha aumento dos niveis plasmaticos de MMP-2 e 9 2>, Em estudos
com animais alimentados com dieta hiperlipidica (HFD) também foi possivel verificar o

aumento de MMP-9 no tecido adiposo visceral '8,
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Citral

Os produtos naturais sdo excelentes fontes para prospeccdo de novos agentes
farmacoldgicos, ndo apenas pela estrutura em si, mas também como moldes para modificagao
sintética, otimizagdo da seletividade e biodisponibilidade .

O citral ¢ um composto de origem vegetal encontrado em espécies conhecidas como:
Capim limao (Cymbopogon citratus e C. flexuosus), erva-cidreira (Melissa officinalis),
gengibre (Zingiber officinale), entre outras. E amplamente usado pelas indastrias alimenticia,

cosmética, quimica e farmacéutica, sendo incorporado a fragrancias, alimentos e bebidas 2.

A B

Figura 2 - Estrutura da molécula de Citral. Estrutura molecular do citral em 2D (A) e 3D (B)*.

Quimicamente, o citral € classificado como monoterpeno aciclico, que ¢ uma mistura de
dois isdmeros: neral isdmero cis e geranial isometro trans (Figura 2) 2. E um composto
lipofilico, altamente volatil, pouco soluvel em dgua e meios bioldgicos e instavel sob irradiagao
luminosa. A baixa biodisponibilidade do citral na administracdo in vivo limita seu uso como
produto natural puro porém essa limitacdo pode ser contornada por meio de sistemas de entrega
especificos, para aumentar suas propriedades de distribui¢do e atividade 2°. Apesar dessas
limitacdes, ja foram caracterizadas agdes anti-inflamatdria, antipirética, antimicrobiana,
antiadipogénica, entre outras do citral 2.

Os monoterpenos tém sido explorados farmacologicamente por suas acdes anti-
inflamatoria, antioxidante e antibidtica. Além disso, nas ulceras gastricas, os monoterpenos
mostraram atividade desde preven¢io de lesdes até aceleragdo do processo de cicatrizagdo 28.

Em trabalhos conduzidos anteriormente pelo nosso grupo, o citral promoveu
gastroprotecdo no modelo de lesdo gastrica induzida por AINE, porém, o efeito do citral na
cicatrizagdo de ulceras géstricas em associacdo com o quadro de obesidade ainda ndo era

conhecido ?’.
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Conclusoes finais

A partir da caracterizagdo do perfil de cicatrizagdo, constatamos que os fatores
envolvidos no processo de cicatrizagdo de ulceras gastricas atuam de diferentes formas em
organismos que receberam dietas com composicdes diferentes. Além disso as respostas a
tratamentos também sdo alteradas de acordo com a dieta ingerida.

e Animais que receberam dieta hiperlipidica apresentaram retardo no processo de
cicatriza¢do em relacdo a animais alimentados com dieta padrao.

e O processo inflamatdrio presente na fase tardia de cicatrizagdo de animais alimentados
com dieta hiperlipidica interferiu na dindmica entre matriz extracelular e fatores de
crescimento.

e A dieta hiperlipidica alterou respostas farmacoldgicas diante do mesmo tratamento oral.

e O Citral ndo mostrou agdo cicatrizante nas Ulceras gastricas de animais alimentados
com dieta padrdo, porém favoreceu a cicatrizagdo em animais alimentados com dieta

hiperlipidica na dose de 100 mg/kg.
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