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RESUMO

A obesidade é considerada um problema de saude publica, que tem crescido em diversos
paises pelo mundo. A ingestdo de uma dieta rica em gordura leva a um progressivo aumento de tecido
adiposo e desencadeia alteracdes na modulagdo do sistema imunoldgico, elevando a concentracédo de
fator de necrose tumoral (TNF)-a, interleucina (IL)-6 e leptina, considerados biomarcadores
inflamatdrios sistémicos. O processo inflamatorio cronico associado ao quadro de obesidade aumenta
a suscetibilidade a infeccdes, e resulta em alteracbes na homeostasia do hospedeiro capaz de
promover respostas efetoras a fim de protegé-lo do patdégeno. Uma das principais respostas
desencadeadas pelo processo inflamatorio € variacdo da temperatura corporal (Tc), devido a producéo
de mediadores inflamatérios periféricos e centrais, tais como interleucina (IL)-1p, IL-6, TNF-a.
Visando minimizar os efeitos danosos da inflamacdo sisttémica, medicamentos como os anti-
inflamatorios ndo esteroidais (AINES) sdo empregados na terapéutica atual, porém o uso
indiscriminado e crénico pode causar danos significativos aos usuarios, como a formacéo de Ulceras
gastricas. O presente projeto avalia a agdo do citral, um monoterpeno encontrado na composic¢éo de
diferentes 6leos essenciais de plantas medicinais. A literatura ja relata a acdo anti-inflamatoria,
antipirética e anti-hiperlipidémica do citral. Porém, ndo séo descritos a agdo do citral na inflamacéo
sistémica induzida pelo lipopolissacarideo (LPS) em camundongos eutroficos e obesos. Para isso,
utilizados camundongos Swiss machos, alimentados durante 12 semanas com dieta padrdo (DP) e
hiperlipidica (HFD) e posteriormente, avaliamos a acdo do citral (25, 100 e 300 mg/kg) na inflamacéo
sistémica induzida pela injecao intraperitoneal (i.p.) de LPS. Ap6s a administracdo de LPS, obtivemos
os dados da Tc e dosagens de marcadores bioguimicos no soro, no hipotalamo e na mucosa gastrica.
Nossos resultados comprovam a inducdo da obesidade pela HFD durante 12 semanas, com 0
significativo aumento do peso corporal e do tecido adiposo (epididimal, retroperitoneal e visceral) e
alguns érgdos (figado, baco e rins), quando comparado com o0s animais DP. O tratamento dos animais
com citral promoveu acdo dose dependente no perfil da Tc, tanto em animais DP quanto HFD. O
indice térmico dos animais tratados com citral (300 mg/kg) foi significativamente menor nos animais
obesos tratados com a HFD quando comparado aos animais DP, indicando uma efetiva acéo
criogénico desse monoterpeno no grupo obeso. O tratamento dos camundongos com citral causou
reducdo na sinalizacdo inflamatoria periférica de TNF-a. em animais DP e HFD, além de reduzir a
concentracgdo serica de leptina em animais HFD ap0s o desafio com LPS no periodo de 90 minutos.
No sistema nervoso central (SNC), o citral atua reduzindo a concentracdo de IL-6 no hipotalamo de
animais HFD. Também caracterizamos parametros bioquimicos renais (uréia e creatinina) e hepaticos
(AST, ALT, fostatase alcalina e y-GT) de animais expostos ao LPS e tratados com citral ou ibuprofeno
(1IBU), um AINEs classico. Os parametros bioquimicos indicam que a dieta HFD reduziu os niveis
de fosfatase alcalina dos animais obesos em comparagdo aos animais DP. O citral (100 mg/kg)
também reduziu os niveis de fosfatase alcalina dos animais DP e elevou os niveis de ALT nos animais
HFD em comparagdo com seus respectivos animais controle (tratados com Tween 80 + Salina). Na
mucosa gastrica dos animais DP e HFD tratados com citral ou IBU ndo houve alteragdes dos niveis
de marcadores para estresse oxidativo (malondialdeido - MDA e glutationa reduzida - GSH), assim
como de inflamagdo local (mieloperoxidase - MPQO). O citral atua de forma efetiva durante a
inflamacdo sistémica, com acao diferenciada em animais HFD quando comparado com DP.

Palavras-chave: Obesidade, inflamacéo sistémica, LPS, citral.
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ABSTRACT

Obesity is considered a public health problem, which has growing in many countries around
the world. Ingestion of a rich fat diet leads to a progressive increase in adipose tissue and triggers
changes in immune system modulation, increasing the concentration of systemic biomarkers such as
tumor necrosis factor (TNF)-a, interleukin (IL)-6 and leptin. The low-grade chronic inflammation
associated with obesity increases the susceptibility to infections, which results in changes in host
homeostasis capable of promoting effector responses in order to protect it from the pathogen. One of
the main responses triggered during the systemic inflammation is the body temperature variation,
defined as a controlled increase in Tc due to the production of peripheral and central inflammatory
mediators such as systemically produced IL-1p, IL-6, TNF-a. In order to minimize the harmful effects
of systemic inflammation, drugs such as non-steroidal anti-inflammatories drugs (NSAIDs) are used
in current therapy, but the indiscriminate and chronic use can cause significant harm to users, such as
the formation of gastric ulcers. This project presents data on the action of citral, a monoterpene found
in different essential oils of medicinal plants with anti-inflammatory action, antipyretic and
antihyperlipidemic reported in the literature. For this, we used male Swiss mice, fed for 12 weeks
with standard diet (SD) and high-fat diet (HFD). We evaluated the action of citral (25, 100 and 300
mg/kg) on LPS-induced systemic inflammation. After LPS-injetion intraperitoneal i.p., we obtained
Tc data and collected samples of serum and gastric mucosa for biochemical and molecular dosages.
Our results confirm the induction of obesity with HFD, with the significant increase in body weight
and adipose tissue (epididymal, retroperitoneal and visceral) and organs (liver, spleen and kidneys)
when compared with SD mice. Citral showed dose dependent action on body temperature profile in
animals SD and HFD. The thermal index of citral-treated animals (300 mg/kg) was significantly lower
in HFD-treated obese animals when compared to SD animals, indicating an effective cryogenic action
of this essential oil in the obese group. Citral treatment reduced the peripheral inflammatory signaling
of TNF-a in SD and HFD animals and reduced the plasma leptin concentration in HFD animals after
LPS challenge by 90 minutes. Also, the citral reduced the concentration of IL-6 levels in the
hypothalamus of obese mice. We also characterize renal (urea and creatinine) and hepatic (AST, ALT,
alkaline phosphatase and y-GT) biochemical parameters of animals exposed to LPS and treated with
citral and ibuprofen (IBU), a classic NSAIDs. Biochemical parameters indicate that the HFD diet
reduced the alkaline phosphatase levels of obese animals compared to SD animals. Citral (100 mg/kg)
also reduced the alkaline phosphatase levels of the SD animals and raised the ALT levels in the HFD
animals compared to their respective control animals (Tween 80 + Saline). In the evaluation of gastric
mucosa of SD and HFD animals treated with citral or IBU it was possible to characterize that there
was no change in the levels of markers for oxidative stress (malondialdehyde - MDA and reduced
glutathione - GSH) and local inflammation (myeloperoxidase - MPO). The results obtained so far
demonstrate that the citral acts to effectively reduce body temperature during systemic inflammation,
with a different action profile in HFD animals when compared to SD.

Keywords: Obesity, systemic inflammation, LPS, citral.
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INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

Nos ultimos anos, casos de sobrepeso e obesidade tem crescido em todo o mundo. Em 2016,
a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) estimou que 1,9 bilhdes de adultos se encontravam com
sobrepeso e destes, 650 milhdes sdo obesos (WHO, 2018). A obesidade é uma condi¢do complexa e
multifatorial advinda de fatores genéticos e/ou ambientais, que afeta todas as faixas etarias e grupos
socioecondémicos (WHO, 2018). O sobrepeso e a obesidade sdo marcados pelo significativo aumento
do efeito anabolico que leva a um progressivo aumento de tecido adiposo (visceral, perivascular e/ou
subcutaneo) e desencadeia alteragdes na modulacéo do sistema imunoldgico (GUZIK et al., 2017).
Uma dieta desbalanceada com alto teor de gordura acarreta no acimulo excessivo de gordura corporal
causando um desequilibrio energético crénico, que resulta em um quadro de obesidade (MORTON
et al., 2006). Além disso, individuos obesos apresentam alto risco para o desenvolvimento de outras
doencas cronicas, como a diabetes mellitus tipo 2, doencas autoimunes e doencas cardiovasculares

(DE HEREDIA; GOMEZ-MARTINEZ; MARCOS, 2012; SCULLY, 2014).

A progressiva ingestao de &cidos graxos e carboidratos proporciona o aumento na quantidade
e tamanho de adip6citos (GENUTH, 1976), fator que aumenta a quantidade de &cidos graxos livres
(AGL), que induz a producdo e liberacdo de mediadores pro-inflamatérios (FAIN et al., 2004) que
atuam na circulacdo periférica e alcancam regibGes centrais, proporcionando danos em regides
hipotalamicas (ARAUJO et al., 2016). O processo inflamatorio € desencadeado pela ativacdo do
receptor do tipo Toll (TLR)-4 ou pelo estresse reticular endoplasmatico que desencadeia a producéao
de citocinas e adipocinas (MILANSKI et al., 2009) principalmente, 0 TNF-a e a IL-6 que podem ser
detectados e sistematicamente utilizados como biomarcadores da inflamagdo metabdlica resultante
da obesidade (TILG; MOSCHEN, 2006). Os altos niveis de AGL ativam celulas microglias, que
desempenham importante papel na manutencdo de condicdes favoraveis para neurénios no sistema
nervoso (MALDONADO-RUIZ et al., 2017). As celulas da glia, como os macréfagos residentes

(microglia) e astrocitos, quando ativados, expressam mediadores inflamatorios atraves da
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translocacédo nuclear e fosforilagcdo da subunidade p65 do fator nuclear kappa B (NF-«xB), induzindo
a morte neuronal e também inflamacdo de regides hipotaldmicas (THALER et al., 2012;

MALDONADO-RUIZ et al., 2017).

Ao longo do tempo, o processo inflamatorio hipotalamico advindo da obesidade, induz menor
responsividade dos neurdnios moduladores do controle da ingestdo alimentar e gasto energético
(controle da massa corporal) (MAFFEI et al., 1995), o que torna ineficaz a agdo do hormonio leptina
que é expresso por adipocitos do tecido adiposo branco e é responsavel por tal mecanismo de
regulacdo (CAVADAS et al., 2016). Em individuos obesos é comum encontrar altas concentracdes
séricas de leptina devido a sua menor responsividade e ao quadro de resisténcia (MAFFEI et al.,
1995). A leptina também apresenta um importante papel imunomodulatdrio, sendo demonstrado o
seu envolvimento na patogénese de diversas doencas autoimunes, como por exemplo, na artrite
reumatoide e colite (LAM; LU, 2007). Outra fungdo desse peptideo é sua contribui¢do para resposta
de febre mais duradoura e de maior magnitude em ratos obesos ap6s administracdo de LPS (POHL;
WOODSIDE; LUHESHI, 2014). Além disso, quando administrada de forma exdgena, a leptina é
capaz de aumentar a temperatura corporal de ratos eutérmicos durante a fase de hipotermia e atenuar
a hipotensédo durante o choque endotoxémico induzido por LPS ao reduzir a concentragdo de TNF-a

(FLATOW et al., 2017).

Diante da inflamacdo cronica de baixo grau associada ao quadro de obesidade
(HOTAMISLIGIL, 2006; MINIHANE et al., 2015), estudos tem demonstrado que pessoas obesas
apresentam maior vulnerabilidade pos-operatoria a infeccdes. Modelos experimentais pré-clinicos
tem reproduzido tal suscetibilidade utilizando animais obesos por HFD (SMITH et al., 2007). Pohl e
colaboradores (2009) descreveram gue ratos obesos por HFD apresentam febre induzida por LPS de
maior magnitude e mais prolongada, além do aumento nas concentra¢Bes sericas de mediadores

inflamatorios periféricos tais como IL-6 e TNF-a e também uma maior producéo de leptina (POHL;
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WOODSIDE; LUHESHI, 2009). As endotoxinas, como o LPS, desempenham papel crucial na
inducdo das diversas alteracGes enddcrinas, autonémicas e comportamentais o qual resulta em
resposta de febre, hipotermia, perda de apetite e sonoléncia (ROMANOVSKY et al., 1996). Por
convencgdo, as alteragbes causadas pela infeccdo de um agente patogénico que desencadeiam
respostas fisioldgicas a fim de protegé-los dos efeitos danosos desse invasor sdo intituladas como
sickness syndrome (KOZAK; CONN; KLUGER, 1994; ROMANOVSKY et al., 1996; ELMQUIST;
SCAMMELL; SAPER, 1997), quadro esse mais exacerbado e prolongado em camundongos obesos
(LAWRENCE; BROUGH; KNIGHT, 2012). Essas respostas podem ser temporalmente divididas em
“fase aguda” e “fase tardia”, a primeira é conhecida como restritiva ao dano e a segunda como
promotora de reparo tecidual (BLATTEIS; SEHIC; LI, 2000). Dentre as diferentes respostas da fase
aguda, a mais predominante e conservada evolutivamente é a variacdo da Tc, a hipertermia (febre)
ou hipotermia (BLATTEIS; SEHIC; LI, 2000; BRANCO; SORIANO; STEINER, 2014), que séo
utilizados como marcadores (“Hallmark™) na atividade clinica, tanto em humanos como também em

animais experimentais.

A febre é definida como um aumento controlado na temperatura corporal (Tc) e Kluger (1991)
demonstrou a importancia da resposta febril como benéfica, baseando-se em experimentos com
lagartos em um gradiente de temperatura. Ja a hipotermia € descrita como uma resposta adaptativa
quando a febre deixa de atuar como benéfica para a sobrevivéncia do individuo (GARAMI,
STEINER; ROMANOVSKY, 2018). O modelo mais usado e aceito para reproduzir
experimentalmente uma resposta termorregulatoria (febre ou hipotermia) em camundongos e demais
roedores € a injecdo intraperitoneal (i.p.) de LPS, que é um componente da membrana externa de
bactérias gram-negativas (KLUGER, 1991). Uma resposta termorregulatoria provocada pelo LPS é
associada diretamente a dose que é administrada nos animais experimentais, sendo uma dose baixa

(0.5-100 pg/kg) capaz de induzir o aumento da Tc (febre) e uma dose mais elevada (1-10 mg/kg)
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induz uma resposta de hipotermia seguida de febre (ROMANOVSKY et al., 2005; RUDAYA et al.,
2005). A composicao do LPS pode estar diretamente associada a estes efeitos, devido a presenca de
moléculas de polissacarideos, lipideos e proteinas em sua constituicdo. Sua porcdo lipidica,
denominada Lipideo A, capaz de estimular os macrofagos a produzirem mediadores inflamatorios
protéicos, lipidicos e radicais livres (PLOCIENNIKOWSKA et al., 2015). Dentre os mediadores
inflamatorios destacam-se as citocinas: TNF-a, IL-1pB e IL-6 (BLATTEIS; SEHIC, 1997; NETEA;
KULLBERG; VAN DER MEER, 2000). A PGEz, PGD;, tromboxana Az e o fator de ativacdo
plaquetéria sdo considerados os principais mediadores inflamatérios lipidicos (STEINER; BRANCO,

2002; ROMANOVSKY et al., 2005; BRANCO; SORIANO; STEINER, 2014).

A producédo de citocinas periféricas suscita a sinalizacdo em regides superiores no sistema
nervoso central (SNC) que estdo envolvidas com a resposta de termorregulacdo, o que gera o estado
de aumento controlado da Tc para otimizar a acdo do sistema imunoldgico e inviabilizar a acdo do
agente invasor (BRANCO; SORIANO; STEINER, 2014). Sdo quatros as vias conhecidas e
delineadas para comunicacdo com o SNC, ndo necessariamente excludentes entre si: 1) fibras
aferentes que trafegam pelo nervo vago e fazem suas primeiras sinapses no nucleo do trato solitario
(NTS) (BLATTEIS; SEHIC; LI, 2000); 2) Orgdo vasculoso da lamina terminal (OVLT), 6rgéo
subfornical (SFO) e area postrema (AP), que apresentam regido de maior permeabilidade na barreira
hematoencefalica e promove comunicagdo entre sistema imunoldgico e SNC (HARE; CLARKE;
TOLCHARD, 1995; TAKAHASHI et al., 1997); 3) interacdo das citocinas com células localizadas
na interface hematoencefalica, p.ex., células endoteliais (TILDERS et al., 1994) e perivasculares
(ELMQUIST; SCAMMELL; SAPER, 1997); e/ou 4) transporte ativo das citocinas pela barreira
hematoencefalica (BANKS; KASTIN; BROADWELL, 1995). Essas vias aferentes transportam 0s
sinais pirogénicos para a AVPO, no qual a informacéo aferente € integrada e uma resposta efetora

apropriada é elaborada (BOULANT, 1998). A PGE> age nos neurbnios termossensiveis da AVPO,
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alterando suas sensibilidades, e, assim, desencadeando a resposta febril (BLATTEIS; SEHIC, 1998).
Entretanto, uma resposta exacerbada e prolongada pode causar diversas consequéncias, como
alteracfes hemodinamicas, danos teciduais graves e também disfuncao de érgdos, que se perpetuadas

e se ndo tratadas podem levar o paciente ao 6bito (SGANGA, 2015).

A terapéutica atual utilizada para combater a resposta de febre, devido a inflamacé&o sistémica,
é administracdo de AINEs, como por exemplo o ibuprofeno (IBU), que atua inibindo a ac¢éo das
enzimas ciclooxigenase (COX)-1 e COX-2, responsaveis pela conversdo do acido araquiddnico e
biossintese de prostaglandinas (PG) (SULEYMAN; DEMIRCAN; KARAGOZ, 2007). A isoforma
COX-1 é constitutivamente expressa em diversos tecidos, como no estdbmago exercendo papel
protetor e estimula a sintese e secre¢do de muco e bicarbonato, fluxo sanguineo elevado, promovendo
a proliferacédo epitelial, fatores responsaveis pela manutencao da integridade da mucosa géastrica. A
enzima COX-2 tem sua atividade regulada de forma induzida por estimulos inflamatorios, e
desempenha um importante papel na cicatrizacdo de Ulceras gastricas (LAINE; TAKEUCHI,

TARNAWSKI, 2008; SOSTRES et al., 2010; GOMES SILVA; DE SOUS, 2011).

No entanto, nos Gltimos anos devido ao uso indiscriminado e cada vez mais frequente de
AINEs ndo especificos tem elevado a incidéncia de Ulceras gastricas devido a redu¢do na producéo
de PGE>, angiogénese, consequentemente diminuindo fatores protetores e antioxidantes, além de
aumentar o estresse oxidativo no tecido gastrico (ULEYMAN; AY; ALTINKAYNAK, 2002).
Importantes indicadores do estresse oxidativo em modelos de Ulcera gastrica sdo os niveis de
glutationa reduzida (GSH), malondialdeido (MDA) e mieloperoxidase (MPQO). O estresse causado
pela formac&o de Ulceras leva a diminui¢do nos niveis de GSH, aumento dos niveis MDA na mucosa
géstrica, resultado da oxidag&o tecidual apds a administracdo de AINEs (FORNAI et al., 2005; MEI
et al., 2013). Os niveis elevados da enzima MPO ocorre devido a maior infiltracdo de neutrofilos

durante o processo inflamatério causado pela lesdo ulcerogénica, que sdo responsaveis pela oxidacao
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de ion cloreto por peroxido de hidrogénio (H20.) para formacéo de &cido hipocloroso (HCIO), uma
espécie reativa de oxigénio potente (EROs) (LI et al., 2011). Portanto, é de grande relevancia a busca
de novos farmacos que combatam a resposta inflamatoria sistémica oriunda da obesidade bem como

minimizem os efeitos adversos decorrentes de seu tratamento.

Os produtos naturais apresentam grande importancia como fonte de biomoléculas com agédo
farmacoldgica, principalmente os de origem vegetal que também servem como modelo para sintese
de novas alternativas terapéuticas (GURIB-FAKIM, 2006; RISHTON, 2008). Os 6leos essenciais
existentes em plantas séo ricos em substancias com grande atuacdo farmacolégica sendo investigados
por diversos grupos de pesquisas. Dentre as diferentes substancias destaca-se o citral, que é uma
mistura racémica de monoterpendides (neral e geranial) presente na composicao do 6leos essenciais
de diversas espécies de plantas como Zingiber officinale (gengibre) (MANGPRAYOOL;
KUPITTAYANANT; CHUDAPONGSE, 2013) e Cymbopogon citratus (Capim lim&o) (NISHIJIMA
et al., 2014). Suas acles antiflngica, antibacteriana, antitumoral, analgésica e anti-inflamatoria ja
foram descritas em diversos modelos experimentais (LEE et al., 2008; SHEN; SUN; GUO, 2015;

KAPUR et al., 2016).

Estudos tem demonstrado que a administracdo cronica de citral em camundongos obesos
induzidos por HFD reduz o acimulo abdominal de lipideos, com significativa reducdo no peso
corporal por um possivel aumento na producédo energética oriundo do metabolismo, devido a uma
acdo anti-hiperlipidémica do citral que reduziu os niveis séricos de AGLs, triglicerideos e colesterol
total (MODAK; MUKHOPADHAYA, 2011). Além disso, Lai e colaboradores (LAI et al., 2016),
investigaram o efeito hepatoprotetor do citral, que exibiu atividade protetora contra o dano causado
por HFD em um modelo de doenca hepatica ndo-alcodlica (doenca associada a obesidade), mediada
por reducdo do estresse oxidativo e do processo inflamatorio. Outros trabalhos descrevem o papel

imunomodulatério do citral na supressdo da expressdo de COX-2 in vitro (KATSUKAWA et al.,
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2010) e também em modelo de peritonite induzida por LPS em ratos, no qual o citral foi capaz de
reduzir a expressdo de NF-«kB, moléculas de adesdo (VCAM-1 e ICAM-1) e reduzir a concentragéo
das citocinas TNF-a ¢ IL-8 (SONG et al., 2016). Em um trabalho publicado por nosso grupo,
demonstramos que o citral foi capaz de diminuir a liberacdo de mediadores inflamatorios enddgenos,
como o glutamato, prostandides, dxido nitrico (NO) e citocinas, moléculas cruciais na sinalizacéo
nociceptiva em um modelo de dor cronica em camundongos (NISHIJIMA et al., 2014). O citral ainda
atua na inibicdo da liberagdo de NO por meio da reducéo da producéo e expressao de iNOS (enzima
responsavel por sua sintese) diante de injuria e ativacao do sistema imune como resposta inflamatéria
a diversos patogenos (LEE et al., 2008). Nosso grupo demonstrou também que o citral apresenta acao
antipirética, em ratos eutrdficos, sendo capaz de reduzir a Tc na febre induzida por injecdo i.p. de
LPS devido a reducdo da concentracdo de citocinas plasmaticas (IL-1p, IL-6 e TNF-a) ¢ PGE>
(plasmatico e na AVPO) (EMILIO-SILVA et al., 2017). Entretanto, apesar dos importantes achados
do papel do citral como efeito anti-hiperlipidémico, anti-inflamatério e antipirético, a nossa hipétese
de estudo é caracterizar a a¢do do citral tanto em animais alimentados com uma dieta padrdo
(eutrdficos, controle) quanto a uma dieta hiperlipidica e ambos submetidos a indugdo da inflamacéo

sistémica (por LPS).
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