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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 expresséo de NF-«kB, moléculas de adesdo (VCAM-1 e ICAM-1) e reduzir a concentragéo
das citocinas TNF-a e 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, prostanoides, 6xido 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 liberacdo de NO por meio da reducdo da producéo e expressao de iINOS (enzima
responsavel por sua sintese) diante de injuria e ativagao 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 eutréficos, sendo capaz de reduzir a Tc na febre induzida por injegdo i.p. de
LPS devido a reducdo da concentracdo de citocinas plasmaticas (IL-1pB, IL-6 e TNF-a) e 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 hipotese
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 indu¢do da inflamacéo

sistémica (por LPS).

OBJETIVOS

Objetivo geral:

Avaliar a ac¢do do citral durante a inflamacéo sistémica induzida por dose baixa de LPS (100

Hg/kg) em camundongos alimentados com DP e HFD.

Objetivos especificos:
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(1) Analisar e comparar a temperatura corporal de camundongos magros (DP) e obesos (HFD)

tratados com citral frente a inflamacdo sistémica induzida por LPS;

(2) Elucidar os mecanismos envolvidos na modulacdo da sinalizacdo durante uma resposta
termorregulatoria induzida por LPS envolvendo mediadores inflamatérios periféricos como citocinas

(IL-1B, IL-6, TNF-a) e leptina;

(3) Analisar a concentracdo de mediadores inflamatérios hipotalamicos (IL-1p, IL-6, TNF-a) em

animais eutrdficos ou obesos que receberam LPS ou Salina;

(4) Avaliar a producdo de PGE2 na AVPO apés a indugdo com LPS em animais DP e HFD;

(5) Avaliar parametros relacionados a inflamacdo e estresse oxidativo na mucosa gastrica de

camundongos expostos a dose baixa de LPS e tratados com citral.

MATERIAIS E METODOS

Animais. Foram utilizados camundongos Swiss machos, livre de patdégenos (com idade de
cinco a seis semanas, para inicio de ingestdo das diferentes dietas), adquiridos do CPPA - Centro de
Pesquisa e Producédo de Animais (Botucatu, SP). Estes animais foram mantidos em caixas com 6-7
animais, sob temperatura controlada (22 + 1°C) e ciclo claro-escuro de 12/12 horas e com livre acesso
a agua filtrada e racdo. Todos os protocolos experimentais realizados por este projeto foram
aprovados pelo CEUA (Comité de Etica Uso de Animal) do Instituto de Biociéncias, UNESP, sob n°

1080-CEUA (ANEXO 1).

Dieta hiperlipidica para inducéo de obesidade. Apos a chegada dos animais ao biotério
setorial, separamos em dois grupos para oferta de dieta padrdo (DP; Presence Alimentos, Paulinia,

SP, Brasil) ou da dieta com alto teor de lipideos (High-fat diet; HFD). Ambos foram alimentados a
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vontade durante 12 semanas. A dieta hiperlipidica empregada apresenta sua fonte cal6rica advinda
de 60% de lipidios (diferente da dieta padrdo que apresenta 15%) (LIMA, 2018), e os insumos foram

adquiridos da empresa PragSolugdes Biociéncias, Jau, SP, Brasil (ANEXO 2).

Drogas. O citral (adquirido por Sigma, St.Louis, MO, EUA) foi diluido em solug&do de Tween
80 a 1% e a administracdo realizada em dose Unica pela via oral (p.0.) por gavagem, na dose de 25,
100 e 300 mg/kg de peso corporal (NISHIJIMA et al., 2014). Como AINEs, foi utilizado o IBU na
dose de 100 mg/kg (SAPER; ROMANOVSKY; SCAMMELL, 2012; OSMAN et al., 2017). O
lipopolissacarideo (LPS) (obtido a partir de E. coli, sorotipo 0111:B4, Sigma, St. Louis, MO, EUA)
foi dissolvido em salina estéril livre de pirégenos. A administracdo foi realizada na dose de 100 pg/kg
(1 mL/kg) via intraperitoneal (STEINER; BRANCO, 2002; LAWRENCE; BROUGH; KNIGHT,

2012).

Cirurgia. Os procedimentos cirargicos foram realizados 84 dias ap0s o inicio da oferta de DP
e HFD. As cirurgias foram realizadas sob anestesia profunda com uma mistura de ketamina (87,5
mg/kg) e xilazina (12,5 mg/kg), administrados intraperitonealmente com volume final de 1 mL/kg,
sempre gque necessario os animais receberam suplementacao de anestésico. Para a implantacdo do
sensor (‘datalogger’) de temperatura na cavidade peritoneal (SubCue, Calgary, AB, Canadd) foi feito
uma laparotomia mediana. Apoés a cirurgia, foram administrados doses de antibiotico (160.000 U/kg
de benzilpenicilina, 33,3 mg/kg de estreptomicina e 33,3 mg/kg de dihidrostreptomicina; 1 mL/kg,
intramuscular) e analgésico (Flunixina meglumina; 2,5 mg/kg, 1 mL/kg, subcutaneo) e os animais
foram remanejados para caixas individuais. O protocolo experimental, com a realizacdo dos

tratamentos e registro da Tc foi realizado 3 dias depois das cirurgias.

Registro da Tc. A Tc dos animais foi registrada durante todo o experimento pelo sensor de

temperatura (‘datalogger’; SubCue™, Calgary, AB, Canada) inserido por incisdo na cavidade
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peritoneal antes do protocolo experimental. A Tc foi adquirida em intervalos de 5 minutos durante
todo o experimento (1 h antes e 6 h depois da administracdo de LPS). A média dos valores de Tc
inicial de cada grupo experimental foram obtidos desde 30 minutos que antecedem a manipulacéo
experimental dos animais, servindo para a determinacdo da variagdo da temperatura corporal (ATc),

durante 390 minutos.

Obtencdo dos tecidos para analises antropométrica e moleculares. Finalizado os
experimentos de registro de Tc, os animais foram eutanasiados para remocédo dos encéfalos, coleta
do sangue, tecidos adiposos, figado, baco, rim e coracdo. Os encéfalos foram congelados por imersao
em isopentano resfriado em gelo seco e armazenado a -80°C para a posterior dosagem de mediadores
inflamatorios hipotalamicos e PGE». O sangue foi coletado utilizando tubos contendo gel separador
para que pudesse obter o soro. O material foi devidamente armazenado a temperatura de -80°C até a
caracterizacdo bioquimica. Os demais tecidos, como tecidos adiposos, figado, bago, rim e coracao
foram pesados para analise antropométrica e igualmente armazenados para posterior analises

moleculares.

Processamento dos encéfalos. Para a dosagem de citocinas hipotalamicas e PGE; na AVPO,
os encéfalos ainda congelados foram cortados utilizando a matriz para encéfalo, respeitando a
anatomia de regides encefalicas, posicionando o 6rgdo com os corpos mamilares voltados para cima,
cortando na espessura de 1000 um. Apds o corte, as amostras foram homogenizadas em PBS 0.01M,
pH 7,4 e PIC a 1%, na proporc¢do de 1(amostra):9(PBS + PIC), utilizando as instru¢Ges de uso dos

fabricantes.

Dosagem de citocinas séricas e hipotalamicas. Para determinar os niveis de citocinas IL-1p,

TNF-a e IL-6 se utilizou kits para ensaio de Multiplex (Magnetic Luminex Assay, mouse premixed
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Multi-Analyte Kit, N° CAT LXSAMSM-03, LOT L128468; R&D Systems, Minneapolis, MN, EUA),

seguindo as instrucdes de uso do fabricante.

Dosagem de leptina sérica. Para determinar os niveis séricos de leptina se utilizou kit de
ensaio imunoenzimético (ELISA) (Elabscience Biotechnology Inc., Houston, TX, EUA), seguindo

as instrucOes de uso do fabricante.

Dosagem de PGE2 na AVPO. Para determinar os niveis de PGE2 na AVPO se utilizou kit de
ensaio imunoenzimatico (ELISA) (Elabscience Biotechnology Inc., Houston, TX, EUA), seguindo

as instrucdes de uso do fabricante.

Anélises bioquimicas. As funcGes bioquimicas séricas de glicose, ureia, creatinina, AST,
ALT, fosfatase alcalina, GGT, colesterol, HDL, LDL, triglicerideos, proteinas totais e albumina
foram realizadas por quimica seca, através dos kits colorimétricos da BioClin (Belo Horizonte, MG,

Brasil), seguindo as instrugdes de uso do fabricante.

Anélise do estdbmago. O tecido gastrico obtido ap6s 360 minutos da injecdo de LPS, foi
analisado macroscopicamente. Posteriormente, o tecido foi processado e realizado a determinacéo
bioquimica de MDA e GSH, marcadores do dano do estresse oxidativo e do mecanismo antioxidante,
respectivamente. E a determinacdo de niveis de MPO foi realizada para caracterizar o processo

inflamatorio local, como descrito a seguir:

a. Quantificacdo de MDA com modificacoes (OHKAWA; OHISHI; YAGI,
1979). A peroxidacdo lipidica é determinada medindo a reacdo de substancias do &cido
tiobarbitarico com amostras de estdbmago. Em tubos de ensaio foram adicionados 400 pL de
agua destilada, 200 L de lauril 8.1%, 1500 pL de &cido acético 20% pH 3.5 e 1500 pL de

acido tiobarbitarico (TCA) 0,8% diluido em acido acético 20% e 400uL de amostra para a
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reacdo colorimétrica. A concentracdo de substancias reativas ao acido tiobarbitarico foi
medida a 532 nm, e os resultados foram expressos em nmols de MDA/g de tecido.

b. Determinacdo de GSH. O contetdo de glutationa reduzida foi determinado
utilizando a substancia 5,5 -ditio-bis (2-nitrobenzoic acid) (DTNB). A reagdo enzimatica é
constituida de 20 pl da amostra, 140 pl de NADPH, 5 ul de PBS e 20 ul DTNB. A absorbéncia
foi determinada em 412 nm e os resultados expressos como nmol/g de tecido (ANDERSON,
1985).

C. Determinagéo da atividade da MPO. A determinagdo da atividade da MPO,
um importante marcador da infiltragdo de neutrofilo, foi efetivado pelo método de Krawisz et
al. (1984). As amostras foram solubilizadas com brometo hexadeciltrimetilamonio e sua
atividade determinada através de um ensaio com O-dianisidina. A absorbancia foi
determinada em 450 nm na temperatura de 37°C, e os resultados foram expressos em unidade

de MPO/g de tecido.

Protocolos experimentais.

A literatura reporta que a utilizacdo de anestesia nos animais interfere nos resultados de
termorregulacdo e recomenda que os estudos devem ser realizados, preferencialmente, sem a
utilizacdo de anestésicos (ADAMS et al., 2008). Outros aspectos importantes a serem considerados
nesse tipo de estudo, durante a execucdo do modelo experimental, € 0 momento da realizacdo do
experimento e o estresse psicologico, fatores que exercem profundo impacto sobre o controle
eutérmico da Tc (MORROW et al., 1993; JOHNSON et al., 2003; OKA, 2018). Por estas razdes,
durante a execucdo do procedimento ndo ocorreu a administracdo de anestésicos, 0s experimentos
foram realizados sempre nos mesmos horéarios (entre as 8h e 16h) e os camundongos tiveram livre

movimentacao nas caixas de polipropileno durante todo o periodo experimental.
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Protocolo 1. Os animais foram submetidos ao implante do datalogger e, trés dias depois do
procedimento cirdrgico, sofreram a inducdo da inflamacéo sistémica por dose baixa de LPS. Para a
realizacdo do procedimento experimental os animais alimentados com DP ou HFD foram deixados
em jejum de 8h e subdivididos em 5 grupos, que receberam respectivamente: o veiculo - Tween 80 a
1% (10 mL/kg - controle negativo), Citral (25 mg/kg, 100 mg/kg e 300 mg/kg) ou IBU (100 mg/kg -
controle positivo). Decorridos 30 minutos ap6s a administracdo do tratamento foi injetado i.p salina
(1 mL/kg) ou LPS (100 pg/kg). Apds 360 minutos os animais foram eutanasiados por decapitacéo,
com o rompimento dos vasos cervicais para aquisicdo de dados do perfil da Tc e coleta de amostras

teciduais para analises antropométrica e dosagens bioquimicas (Figura 1).

0 30° 390°
ﬂ
Tratamento (v.0.) Inducéo (i.p.) Eutanasia
Tween 80 1% - 10 mL/kg;  Salina - 1 mL/kg Aquisigdo de dados do perfil
Citral = 25,100,300 mg/kg LPS — 100 pg/kg da Tb e coleta de amostras
IBU — 100 mg/kg para dosagens bioquimicas

Figura 1. Desenho Experimental do protocolo 1: inducgédo de inflamac&o sistémica pela administracdo

i.p. de LPS (100 pg/kg) e observacéo durante 360 minutos.

Protocolo 2. Foram utilizados animais alimentados com DP ou HFD durante 12 semanas.
Como o protocolo 1, os animais foram submetidos a um jejum de 8h e subdivididos em 5 grupos, que
receberam respectivamente: o veiculo - Tween 80 a 1% (10 mL/kg - controle negativo), Citral (25
mg/kg, 100 mg/kg e 300 mg/kg) ou IBU (100 mg/kg - controle positivo). Decorridos 30 minutos apds
a administracdo do tratamento foi injetado i.p salina (1 mL/kg) ou LPS (100 pg/kg) e passados 90
minutos da administragdo de LPS ou salina, os animais foram eutanasiados para coleta de soro e

tecidos para analises moleculares (Figura 2).
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0 30’ 120°
—
Tratamento (v.0.) Indugéo (i.p.) Eutanasia

Tween 80 1% - 10 mL/kg;  Salina — 1 mL/kg Coleta do soro para

Citral — 25,100,300 mg/kg LPS - 100 pug/kg  dosagem de citocinas e
IBU — 100 mg/kg leptina.

Figura 2. Desenho Experimental do protocolo 2: inducéo de inflamac&o sistémica pela administracéo

i.p. de LPS (100 pg/kg) e observacéo durante 90 minutos.

Nas 12hs que antecederam os protocolos experimentais, 0s animais foram aclimatados a uma
temperatura ambiente de 30 £ 1° C e durante a realizacdo de todo o protocolo de inducdo de
inflamacdo sistémica. A temperatura ambiente foi mantida nesse patamar por ser a temperatura

caracterizada como a zona termoneutra de camundongos (RUDAYA et al., 2005).

Andlise dos resultados.

Os resultados sdo apresentados em média + E.P.M. (erro padrdo da média). Para determinacédo
estatistica de duas amostras com distribuicdo normal foi usado Teste t de Student. Foi utilizado a
andlise de variancia (one-way ANOVA). As diferencas entre as médias foram avaliadas pelo teste de
post hoc de Tukey. Utilizamos o teste de analise bidirecional de variancia (two-way ANOVA),
seguido do teste de post hoc de Bonferroni nas anélises dos resultados no qual séo apresentadas duas
varidveis. Em todos os casos, as diferencas estatisticas foram consideradas em nivel de significancia

minima de p < 0,05 (5%).

RESULTADOS

Apbs a chegada dos camundongos Swiss machos provenientes do CPPA, ao nosso biotério
setorial, os mesmos foram separados aleatoriamente em dois grupos. O peso corporal inicial de cada

grupo (DP ou HFD) foi determinado e ndo houve diferenca significativa (p > 0.05) entre os grupos
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com relagdo ao peso corporal médio (DP = 30.00 + 0.38 g vs HFD = 29.93 £ 0.26 g; Tabela 1). Ao
final do periodo de 12 semanas, foi possivel observar que os animais que receberam HFD
apresentaram um aumento significativo no peso corporal final (p < 0.05) quando comparados aos
animais que receberam a DP (DP = 40.49 £ 0.48 g vs HFD = 50.04 + 0.52 ¢, Tabela 1). Apds a
eutanésia dos animais, houve um aumento significativo no peso absoluto do figado (DP = 1.70 £ 0.03
gvs HFD =2.19 + 0.06 g), baco (DP =0.12 £ 0.00 g vs HFD = 0.14 £ 0.01 g), rins (DP =0.33 £ 0.01
g vs HFD = 0.29 + 0.01 g), tecidos adiposos epididimal (DP = 0.85 + 0.07 g vs HFD = 1.40 + 0.04
g), retroperitoneal (DP = 0.32 £ 0.03 g vs HFD = 0.96 * 0.05 g) e visceral (DP = 0.53 £ 0.04 g vs
HFD = 1.32 + 0.05 g) dos animais que receberam HFD. Entretanto, ndo foi observado diferenca
significativa no peso bruto do coragdo dos animais HFD em relagdo ao DP (p > 0.05). Quando
avaliamos o peso relativo de cada 6rgdo entre os dois grupos (DP e HFD) é possivel observar as
diferencas significativas entre os grupos com relagéo ao peso relativo dos rins (DP = 0.79 £ 0.02 %
vs HFD = 0.55 + 0.01 %), coracgdo (DP = 0.56 + 0.01 % vs HFD = 0.39 + 0.01 %) e os tecidos
adiposos epididimal (DP = 2.06 + 0.15 % vs HFD = 2.75 + 0.10 %), retroperitoneal (DP = 0.76 *
0.06 % vs HFD = 1.89 + 0.09 %), assim como, visceral (DP = 1.30 £ 0.08 % vs HFD = 2.57 + 0.09
%). Porém, ndo foram observadas diferencas significativas nos valores do peso relativo do figado e
baco (p > 0.05). A inducdo de obesidade foi comprovada pela analise do indice de adiposidade
corporal, observando que os animais HFD apresentaram um aumento significativo quando
comparado com 0s animais que receberam DP (DP = 0.42 + 0.03 % vs HFD = 0.72 = 0.02 %).
Adicionalmente, também foi observado aumento do peso corporal, dos 6rgdos e tecidos, que
comprovam que a dieta hiperlipidica durante o periodo de 12 semanas foi eficaz na indugdo da

obesidade.
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Tabela 1. Analise antropométrica de camundongos Swiss machos apés 12 semanas de dieta
padréo (DP) ou hiperlipidica (HFD). Todos os valores foram expressos com a Média £ E.P.M com
0 nimero de animais indicados na tabela. A significancia estatistica foi determinada pelo teste t de

Student. a = p < 0.05 e ns = N&o significativo.

DP (n=58) HFD (n=72)

Peso Corporal Inicial 30.00+0.38 ¢ 29.93+0.26g"
Peso Corporal Final 40.49+0.48¢g 51.04+052¢g®
Indice de Adiposidade 0.42 £ 0.03 % 0.72 +0.02 % 2

Peso Bruto Peso Relativo Peso Bruto Peso Relativo

9 (%) 9 (%)

Figado 1.70 £0.03 418 +0.06 219+ 0.06 2 4.28+0.10"™
Baco 0.12+£0.00 0.30x0.01 0.14+0.01 2 028+0.01M
Rim 0.33+£0.01 0.79£0.02 0.29 +0.01 2 055+ 0.01 2
Coracdo 0.22 £0.00 0.56 £0.01 0.20+0.00M 0.39+0.012
Tec. Adip. Epididimal 0.85+0.07 2.06 +0.15 1.40+0.042 275+0.102
Tec. Adip. Retroperitoneal 0.32+0.03 0.76 + 0.06 096 +0.052 1.89+0.092
Tec. Adip. Visceral 0.53+0.04 1.30 £ 0.08 1.32+0.052 257 +0.092

No inicio da aquisicdo dos dados de Tc, durante o desafio imune com LPS, os animais
experimentais ndo apresentaram diferenca significativa na temperatura corporal inicial (Tci) que
fosse observado entre os grupos e entre animais eutroficos e obesos (Tabela 2). Durante o desafio
imune com LPS, os camundongos alimentados com DP e HFD tiveram suas Tc monitoradas durante
todo o procedimento experimental (Figuras 3). Todos os animais que receberam DP apresentaram
variacdo na Tc apds o tratamento com citral. Observarmos que 0s animais que receberam Citral (25,
100 e 300 mg/kg) obtiveram uma variacdo negativa durante o decurso temporal, principalmente apos

a administragdo do LPS (Figura 3A).
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Tabela 2. Tci de animais alimentados com DP e HFD antes do tratamento com Tween 80 a 1%o,

Citral (25, 100 ou 300 mg/kg) ou IBU (100 mg/kg). Todos os valores sdo expressos com a Média +

E.P.M. A significancia estatistica foi determinada por ANOVA seguido pelo pos-teste de Tukey.

Temperatura Corporal Inicial (Tci, °C)

Tween 80+ Tween 80 + IBU + LPS Citral 300 + Citral 25+ Citral 100+ Citral 300 +
Salina LPS Salina LPS LPS LPS

DP

35.66+0.25 36.06+0.30 3584+0.56 36.06+0.22 35.98+0.15 36.58+0.29 36.26+0.26

HFD

35.73+0.23 36.36+0.31 36.01+0.25 36.08+0.25 36.21+0.26 36.42+0.31 36.56+0.16

DP

HFD

—-e- Tween 80+Salina (7) Tci= 35.66 + 0.25°C —+— Tween 80+LPS (8) Tci= 36.04 + 0.25°C = |BU+LPS (7) Tci= 35.84 + 0.56 °C

—o— Citral 300+Salina (7) Tci= 36.06 + 0.22°C Citral 25+LPS (8) Tci= 35.98 + 0.15°C Citral 100+LPS (7) Tci= 36.58 + 0.29°C
—o— Citral 300+LPS (7) Tci= 36.26 £ 0.26°C
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Figura 3. Efeito do Citral na ATc de animais alimentados com DP e HFD no desafio imune com LPS. Decurso

temporal do efeito do Citral (25, 100 e 300 mg/kg), IBU (100 mg/kg) ou veiculo (Tween 80 a 1%) seguido da

administracdo de LPS (100 pg/kg, i.p.) ou salina na Tc de animais alimentados com DP (A) e HFD (C). A area hachurada
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representa o periodo selecionado para o calculo do indice térmico. indice térmico foi calculado a partir da area sob a curva
durante periodo de 60 a 120 minutos em todos 0s grupos experimentais, em animais alimentados com DP (B) e HFD (D).
O numero de animais é apresentado entre parénteses acima na figura. Os dados sdo apresentados em média £ E.P.M. A
significancia estatistica foi determinada por ANOVA seguido pelo pés-teste de Tukey * p < 0.05, *** p < 0.001 e ****

p < 0.0001 vs Tween 80 + Salina; # p < 0.05, ## p < 0.01 vs Tween 80 + LPS.

Para quantificar a magnitude da variacdo da Tc, foi calculado o indice térmico (Figura 3B) no
periodo de 60 a 120 minutos (area hachurada na Figura 3A). Nesse gréafico, é possivel observar que
animais DP apresentaram uma reducdo significativa da temperatura corporal no grupo tratado com
Citral 300 + LPS (-117.00 £ 27.45 °C x min) quando comparado com 0s animais DP que receberam
Tween 80 + LPS (-32.70 = 13.10 °C x min). Na inducdo da inflamacao sistémica em camundongos
obesos (HFD) observamos que houve uma reducdo na Tc nos grupos Tween 80 + LPS, IBU + LPS,
Citral 300 + Salina, Citral 25 + LPS, Citral 100 + LPS e Citral 300 + LPS em relacdo ao grupo Tween
80 + Salina, apds a administracdo do tratamento (Figura 3C). Apos o tempo de 60 minutos nota-se a
diminuicdo da Tc de forma mais acentuada no grupo IBU+LPS, enquanto os demais grupos antes
citados, iniciam a queda na temperatura a partir de 30 minutos (Figura 3C). Os grupos Citral 300 +
Salina (-165.60 + 55.07 °C x min) e Citral 300 + LPS (-167.10 + 22.44 °C x min) apresentaram
reducdo significativa no indice térmico (Figura 3D) durante o periodo de 60 a 120 minutos (area
hachurada na Figura 3C) quando comparado com o grupo Tween 80 + Salina (4.66 + 11.74 °C x min)
e Tween 80 + LPS (-53.93 £ 20.96 °C x min), respetivamente. No grupo Citral 300 + Salina é
significativamente menor o indice térmico de animais alimentos com dieta HFD quando comparado
com 0s animais que receberam DP (DP =-54.31 £ 26.75 vs HFD =-165.60 £ 55.07 °C x min; Tabela
3). Esses resultados demonstram o efeito criogénico do Citral na dose de 300 mg/kg em camundongos
alimentados com HFD, resultado ndo observado em animais alimentados com DP durante o periodo

de 60 a 120 minutos.
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Tabela 3. Interferéncia da dieta no indice térmico de animais tratados com Tween 80 a 1%,
Citral (25, 100 ou 300 mg/kg) ou IBU (100 mg/kg) e observados no periodo de 60 a 120 minutos
apos a injecdo de LPS. Os dados sdo apresentados em média + E.P.M. Para cada grupo foi usado n=
7-9 de animais. A significancia estatistica foi determinada por ANOVA de duas vias seguido pelo
pos-teste de Bonferroni para comparar a diferenca entre animais DP e HFD dentro de cada grupo

experimental; sendo a = p < 0.05 e ns = Nao significativo.

Indice térmico (°C x min)

Grupos DP HFD
Tween 80 + Salina 8.65 + 14.03 466+11.74"™
Tween 80 + LPS -32.70 £ 13.10 -53.93+20.96 ™
IBU 100 + LPS -33.42 +11.80 -41.44 +17.94 ™
Citral 300 + Salina -54.31 + 26.75 -165.60 + 55.07 2
Citral 25 + LPS -43.21 +17.59 -36.40 £ 9.84™
Citral 100 + LPS -117.00 £ 27.45 -54.70 £ 21.68 ™
Citral 300 + LPS -154.90 + 33.42 -167.10 £ 22.44 ™

Para caracterizar o perfil da sinalizacdo de mediadores inflamatérios durante a inflamacéo
sistémica induzida por dose baixa de LPS, foi determinada a concentragdo sérica de IL-1p, TNF-a,
IL-6 e leptina, no tempo de 90 minutos de animais DP e HFD (Figuras 5 e 6, respectivamente). Em
camundongos alimentados com DP (Figura 4), o grupo que recebeu o Tween 80 + LPS apresentou
um aumento significativo na concentracao serica de TNF-a (284.8 £ 69.9 pg/mL) e IL-6 (54468.0 +
4401.0 pg/mL) quando comparados com o grupo Tween 80 + Salina (TNF-o.= 1.1+ 0.1 pg/mL e IL-
6 = 82.6 £ 14.89 pg/mL). Nos animais tratados com Citral 300 e administrado LPS, foi observado
uma reducdo significativa na concentracdo sérica de TNF-a (Figura 4C) no grupo Citral 300 + LPS
(99.8 £ 9.2 pg/mL) quando comparado com o Tween 80 + LPS (284.8 £ 69.9 pg/mL). Em animais
DP, ndo foi observado diferenca estatistica significativa nos niveis séricos de leptina entre os

diferentes tratamentos (Figura 4D).
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Figura 4. Efeito do citral na concentracdo sérica de IL-1p (A), TNF-a (B), IL-6 (C) e leptina (D) ap6s 90 minutos

da injecdo de LPS (100 pg/kg) em camundongos Swiss machos alimentados com dieta padréo (DP). Os dados séo

apresentados em média + E.P.M. Para cada grupo foi usado n= 6-7 de animais. A significancia estatistica foi determinada

por ANOVA seguido pelo teste de Tukey, sendo * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001 e **** p < 0.0001 vs Tween 80

+ Salina; ## < 0.01 vs Tween 80 + LPS.

Em animais alimentados com HFD (Figura 5), foi observado um aumento significativo nas

concentragdes séricas de TNF-a e IL-6 nos grupos Tween 80 + LPS (TNF-o = 355.7 +£42.0 pg/mL e

IL-6 =71621.0 + 8588.0 pg/mL) quando comparados com 0s seus respectivos grupos controle (TNF-

a=1.1+0.0 pg/mL e IL-6 = 132 £ 15.01 pg/mL), perfil semelhante ao encontrado em animais DP.

No entanto, encontramos um aumento significativo nos niveis séricos de IL-1B em animais tratados
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com Tween 80 + LPS (9.61 + 0.20 pg/mL) quando comparados ao grupo Tween 80 + Salina (7.64 +
0.00 pg/mL), perfil ndo observado em animais DP. O grupo alimentado com HFD, também foi
possivel observar a reducgdo significativa na concentracdo sérica de TNF-o quando administrados
Citral 300 + LPS (164.7 = 30.1 pg/mL) e comparado com o grupo Tween 80 + LPS (355.7 + 42.0
pg/mL). O tratamento agudo com Citral nas doses de 25 e 300 mg/kg foram capazes de reduzir
significativamente os niveis séricos de leptina, observado na Figura 5D, no qual os grupos Citral 25
+ LPS (0.96 + 0.10 pg/mL) e Citral 300 + LPS (0.65 = 0.10 pg/mL) tiveram uma reducdo na

concentracdo serica de leptina quando comparados com ao grupo Tween 80 + LPS (1.74 + 0.19

pg/mL).
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Figura 5. Efeito do citral na concentragao sérica de IL-1p (A), TNF-a (B), IL-6 (C) e leptina (D) ap6s 90 minutos
da injecdo de LPS (100 pg/kg) em camundongos Swiss machos alimentados com dieta hiperlipidica (HFD). Os
dados sdo apresentados em média + E.P.M. Para cada grupo foi usado n= 6-7 de animais. A significancia estatistica foi
determinada por ANOVA seguido pelo teste de Tukey, sendo * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001 e **** p < 0.0001

vs Tween 80 + Salina; # p < 0.05, ## < 0.01 vs Tween 80 + LPS.

Também foi analisado a interferéncia atribuida a oferta de dieta hiperlipidica na sinalizacao
inflamatdria e hormonal dentro de cada grupo experimental (tratamento + agente indutor) no tempo
de 90 minutos, apds a inducao da inflamacéo sistémica com LPS (Tabela 4). Com relacédo aos niveis
séricos de IL-1B, observamos um aumento significativo em sua concentracdo em animais HFD
quando comparado com DP nos grupos IBU + LPS (DP =8.98 £ 0.20 vs HFD = 10.12 + 0.19 pg/mL),
Citral 25 + LPS (DP = 9.03 + 0.20 vs HFD = 10.22 + 0.22 pg/mL) e Citral 300 + LPS (DP = 9.09 +
0.17 vs HFD = 10.08 + 0.31 pg/mL). Na concentracdo sérica de TNF-o houve um aumento
significativo em animais HFD nos grupos IBU + LPS (DP =415.70 + 59.61 vs HFD = 693.10 + 92.64
pg/mL) e Citral 25 + LPS (DP = 248.90 *+ 35.80 vs HFD = 462.00 + 83.82 pg/mL) em relacédo a
animais DP. E nos niveis séricos de 1L-6 (DP = 54468.00 + 4401.00 vs HFD = 71621.00 * 8588.00
pg/mL) e leptina (DP = 0.91 + 0.23 vs HFD = 1.74 + 0.19 pg/mL), animais pertencentes ao grupo
Tween 80 + LPS tiveram aumento significativo quando alimentados com HFD em relacéo a animais

que receberam DP.

Tabela 4. Efeito do Citral na concentracéo sérica de mediadores pro-inflamatoérios (I1L-1p, IL-
6 e TNF-a) e leptina de animais alimentados com dieta padrao (DP) ou hiperlipidica (HFD)
apos 90 minutos da injecdo de LPS. Os dados sdo apresentados em média + E.P.M. Para cada grupo
foi usado n= 6-7 de animais. A significancia estatistica foi determinada por ANOVA de duas vias
seguido pelo pos-teste de Bonferroni para comparar a diferencga entre animais DP e HFD dentro de

cada grupo experimental; sendo a = p < 0.05 e ns = Nao significativo.
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IL-1p (pg/mL) TNF-a (pg/mL) IL-6 (pg/mL) Leptina (pg/mL)
Grupos DP HFD DP HFD DP HFD DP HFD
Tween 80 + Salina 814+ 764+ 1.08 £ 1.08 £ 68.21 + 139.00+ 033+ 1.02%
0.16 0.00 ™ 0.06 0.01m™ 4.71 15.33 "™ 0.13 0.19™
Tween 80 + LPS 889+ 961+ 32220 407.00+ 54468.00+ 71621.00+ 091+ 174+
0.16 0.20™ £7229 3451™ 4401.00 8588.00 ? 0.23 0.19°
IBU 100 + LPS 898+ 10.12+ 41570 693.10+ 50232.00+ 86452.00+ 0.92+ 149+
0.20 0.19% +59.61 92.64° 5352.00 6368.00 ™ 0.33 0.26™
Citral 300 + Salina 764+ 844+ 110+ 1.40 £ 213.00 + 161.30+ 089+ 0.79%
0.00 0.21m™ 0.07 0.07m™ 60.83 20.31™ 0.32 0.17m
. 9.03+ 10.22+ 24890 462.00+ 61831.00+ 71133.00+ 0.82+ 096+
Citral 25 + LPS
0.20 0.22* +3580 83.82° 5047.00 9311.00 ™ 0.14 0.10™
. 957+ 998+ 185.70 22190+ 80850.00+ 50871.00+ 069+ 0.88=
Citral 100 + LPS
0.26 0.39™  +£2392 5359 5015.00  11452.00™  0.06 0.10™
. 9.09+ 1008+ 99.84+ 139.40% 62521.00+ 69538.00+ 0.62+ 0.65%
Citral 300 + LPS 0.17 0312 9.23 18.85 " 8848.00  11459.00™  0.05 0.10™

Avaliamos a concentracdo de mediadores inflamatdrios hipotalamicos (IL-1p, IL-6 € TNF-a)

em animais DP e HFD tratados com citral ou IBU (Figura 6). Observamos que a administracdo de
LPS é capaz de aumentar significativamente os niveis de IL-6 (Figura 6B) no hipotdlamo de animais
obesos Tween 80 + LPS (118.00 + 13.90 pg/g de tecido) quando comparado com seu respectivo
controle (54.09 + 1.06 pg/g de tecido). E o tratamento com citral, é capaz de reduzir a sinalizacao
inflamatorio através da reducdo de I1L-6 nas doses 25 mg/kg (75.98 + 1.92 pg/g de tecido) e 100 mg/kg
(72.45 £ 6.55 pg/g de tecido) de citral quando comparado com o grupo Tween 80 + LPS. Os resultados
evidenciam que a dieta (DP ou HFD) pode interferir na concentracdo de mediadores inflamat6rios
hipotalamicos apds inducdo da inflamacdo sistémica, quando animais obesos que receberam citral
100 + LPS apresentaram uma reducdo significativa nos niveis IL-6 quando comparado com o controle
(DP = 113.10 + 12.58 vs HFD = 72.45 + 6.55 pg/g de tecido, Figura 6B). No entanto, é observado
que animais obesos apresentam maior concentracdo de TNF-a em regides hipotaldmicas quando
realizado a administragdo de IBU + LPS (DP = 14.47 + 0.95 vs HFD = 17.43 £+ 1.52 pg/g de tecido)
quando comparado com animais eutroficos (Figura 6C). Apds a indugéo da inflamag&o sistémica com
injecdo de LPS, avaliamos os niveis de PGE2 na AVPO, como sendo o mediador proximal de uma

resposta de elevagdo da Tc, porém as amostras apresentaram concentracdo abaixo do nivel de
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deteccdo do ensaio (< 25.383 pg/g de tecido) (ANEXO 3), dado condizente com a Tc de animais

eutroficos e obesos (Figura 3).
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Figura 6. Efeito do Citral na concentracéo hipotalamica de mediadores pré-inflamatérios IL-1p (A), IL-6 (B) e
TNF-a (C) de animais alimentados com dieta padréo (DP) ou hiperlipidica (HFD) apés injecdo de LPS. Os dados
estdo representados com Média = E.P.M. Para cada grupo foi usado n= 5-7 de animais. A significancia estatistica foi
determinada por ANOVA seguido do teste de Tukey para comparar a diferenca entre os tratamentos dentro de cada dieta;
sendo **** p < 0.0001 vs Tween 80 + Salina; # p < 0.05 vs Tween 80 + LPS. Para determinar a diferenca entre as dietas

(DP vs HFD) foi usado ANOVA de duas vias seguido do teste Bonferroni, sendo a = p < 0.05.

Ao final do tratamento agudo com as 3 doses de Citral ou IBU realizamos uma avaliagéo
sérica de alguns parametros bioquimicos indicativos de eventuais toxicidades renais (Tabela 5) e foi
possivel observar que tanto os animais DP quanto os HFD ndo apresentaram diferencas significativas
nos niveis séricos de uréia e creatinina (p > 0.05) quando comparado aos animais tratados com veiculo
Tween 80 + salina ou quando comparados entre si (DP vs HFD). Foi observada significativa elevacéo
nos niveis de glicose séricos em animais alimentados com HFD quando comparados com DP
pertencente ao grupo Citral 100 + LPS (DP = 65.33 £ 10.51 mg/dL vs HFD = 86.71 + 6.18 mg/dL).
Tambeém foram avaliados parametros bioquimicos para funcdo hepatica (Tabela 6), como niveis
séricos de AST, ALT, Fosfatase Alcalina e y-GT. Em animais DP, ndo foi observado diferenca

significativa nos niveis séricos de AST entre os animais tratados nas trés doses de Citral quando
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comparado com o controle (p > 0.05). Os animais HFD apresentaram niveis séricos de AST menores
que a sensibilidade do aparelho (< 2.0), por esse motivo ndo foi possivel aferir estatisticamente a
diferenca entre as dietas (DP e HFD). Nos niveis séricos de ALT foi observada uma elevacéao
significativa ao analisar os animais HFD tratados com Citral 100 + LPS (227.3 £ 60.96 UI/L) quando
comparados com 0s animais tratados com Tween 80 + Salina (57.17 = 4.01 UI/L), mas néo

encontramos diferenca significativa que fosse atribuida a ingestdo de diferentes dietas (p > 0.05).

Tabela 5. Efeito do citral em parametros bioquimicos para determinacao funcdo metabdlica de
glicose e fungdo renal em animais alimentados com dieta padréo (DP) e hiperlipidica (HFD).
Os dados sdo apresentados em média + E.P.M. Para cada grupo foi usado n= 6-8 de animais. A
significancia estatistica foi determinada por ANOVA seguido do teste de Dunnet para comparar a
diferenca entre os tratamentos dentro de cada dieta. Para determinar a significancia estatistica entre
as DP e HFD dentro de cada grupo, foi usado ANOVA de duas vias seguido pelo teste de Bonferroni;

sendo a = p <0.05.

Glicose (mg/dL) Ureia (mg/dL) Creatinina (mg/dL)

Grupos DP HFD DP HFD DP HFD

oo 80 + Salina 7543+ 8860+ 9789+ 8223+ 048+ 049z
14.21 7.38 31.38 37.82 0.14 0.15

6043+ 9800+ 7233+ 3821+ 037+ 032+

Tween 80 + LPS 5.371 18.91 27.59 5.45 0.03 0.02

7750+ 8414+ 9258+  69.79+ 034+ 045z

IBU 100 + LPS 6.682 491 38.95 12.38 0.05 0.06

. . 89.86+ 1008+ 8991+ 3580+ 043+ 034+
Citral 300 + Salina 10.84 15.94 32.08 2.34 0.11 0.01

_ 6567+ 7514+ 5522+ 4019+ 035+ 034+
Citral 25 + LPS 3.313 4.29 23.61 5.09 0.05 0.02

_ 6533+ 8671+ 4290+ 4836+ 033+ 032+
Citral 100 + LPS 10.51 6.18° 8.70 8.33 0.02 0.01

80.86 + 77.20 = 105.90 + 60.53 + 0.50 = 0.34 +

Citral 300 + LPS 12.11 4.72 32.29 16.78 0.15 0.03
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Outro pardmetro analisado é o nivel sérico de fosfatase alcalina, que em animais DP
apresentaram uma reducdo significativa nos grupos Tween 80 + LPS (17.00 £ 3.01 UI/L) e Citral 100
+ LPS (16.33 = 2.09 UI/L) quando comparados com o controle Tween 80 + Salina (37.57 £ 5.21
UI/L). A reducdo dos niveis de fosfatase alcalina também foi detectada nos animais alimentados com
HFD do grupo controle Tween 80 + Salina (12.75 £ 0.48 UI/L) quando comparado com 0s animais
controle Tween 80 + Salina alimentados com DP (37.57 £5.21 UI/L). Animais DP e HFD né&o tiveram
alteracOes nos niveis de séricos de y-GT que fossem detectaveis ao aparelho (<1,0), no entanto, esse
resultado condiz com a rotina laboratorial, assegurando que método € indicado para dosagens de até

1,0 UI/L.

Tabela 6. Efeito do citral em parametros bioquimicos para determinacao de funcdo hepética
em animais alimentados com dieta padréo (DP) e hiperlipidica (HFD). Os dados séo apresentados
em média + E.P.M. Para cada grupo foi usado n= 6-8 de animais. A significancia estatistica foi
determinada por ANOVA seguido do teste de Dunnet para comparar a diferenca entre os tratamentos
dentro de cada dieta; sendo * p < 0.05 vs Tween 80+Salina. Para determinar a significancia estatistica
entre as DP e HFD dentro de cada grupo, foi usado ANOVA de duas vias seguido pelo teste de

Bonferroni; sendo a = p < 0.05.
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Fosfatase Alcalina

AST (UI/L) ALT (UIL) Ol GGT (UI/L)

Grupos DP  HFD DP HFD DP HFD  DP  HFD
o B a GBE I ML wi
s SR o S ST TR R o
IBU100+LPS <20 <20 712'15_3331 1223"381 215'%7%1 2%‘2)01* <10 <10
Citral 300 + Salina i%i% <20 5;1.1?261 95622 3i 21.%%1 1(1'%721 <10 <10
Citral 25 + LPS ilsgfs?a <2.0 811882 f 722? 222'.(;(;“: 1%'221 <10 <10
Ciitral 100 + LPS if’l%(i <20 8;’;;; 23792 - 1;5’; N 1;'13;1 <10 <10
Ciitral 300 + LPS 111317% <20 5531'.75191 925085 si 2%.17? 132'2721 <10 <10

Os tratamentos via oral com citral e IBU antecedente ao desafio imunoldgico ndo causaram

lesdo na mucosa gastrica visiveis por analise macroscopica através da quantificacdo da area de lesdo

(mm?) (Figura 7). Em uma analise mais aprofundada do tecido gastrico, foram realizadas analises

bioquimicas do estresse oxidativo e mecanismo antioxidante (MDA e GSH), e dosagem de marcador

de processo inflamatdrio local (MPO). Ao avaliar a integridade da mucosa gastrica, o tratamento

agudo com doses de Citral ou IBU nao foram suficientes para causar alteracfes nos niveis de MDA

(Figura 8A), GSH (Figura 8B) e MPO (Figura 8C) apds suas administracGes por via oral quando

comparados com 0s seus respectivos grupos controle Tween 80 + Salina. A oferta de dieta DP e HFD

durante 12 semanas ndo interferiu de forma significativa na integridade da mucosa gastrica frente aos

diferentes tratamentos (p > 0.05).
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Figura 7. Avaliagdo macroscépica da mucosa gastricas de camundongos magros (DP) e obesos (HFD) ap6s 360

min da inje¢do de LPS ou Salina. Analise da mucosa gastrica de animais tratados oralmente com citral ou ibuprofeno
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Figura 8. Avaliagado do efeito do citral em parédmetros do estresse oxidativo e inflamacéo local na mucosa gastrica
de animais magros (DP) e obesos (HFD) ap6s 360 minutos de inje¢do de LPS (100 pg/kg). A) Niveis de MDA na
mucosa gastrica. B) Niveis de GSH na mucosa gastrica. C) Niveis de MPO como marcador de inflamagéo local na mucosa
gastrica. Os dados estéo representados com Média + E.P.M. Para cada grupo foi usado n = 6-8. A significancia estatistica
foi determinada por ANOVA seguido do teste de Dunnet para comparar a diferenca entre os tratamentos dentro de cada

dieta. Para determinar a diferenca entre as dietas foi usado ANOVA de duas vias seguido do teste Bonferroni.
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DISCUSSAO

A obesidade é uma doenca crbnica causada pelo desbalango na ingestdo alimentar
promovendo uma expansdo da massa de tecido adiposo em todo o corpo, provocando uma
desregulacdo metabolica que leva a alteracdes na sinalizacdo de mediadores inflamatdrios, atribuindo
um quadro de inflamacéo cronica de baixo grau (CALDER et al., 2011). Sendo assim, um modelo
muito empregado para estudar obesidade é a oferta de uma dieta com alto teor de lipidios para animais
experimentais (DE MELLO et al., 2019). O modelo utilizado nesse projeto empregou uma dieta com
60% de lipidios como fonte energética em sua composicao, quando comparado com a dieta padrao
que apresenta apenas 15%, ao final de 12 semanas. Os animais que receberam HFD tiveram um ganho
de peso final de quase 36% maior quando comparado com os animais alimentados com DP (Tabela
1), resultado semelhante ao obtido por Arcari e colaboradores (2013). O percentual de ganho de peso
é descrito como um importante critério para determinacéo e classificacdo do quadro de obesidade em
animais experimentais, indicando que nossos animais apresentaram um quadro de obesidade
moderada (10-15%) para severa (superior a 40%) (HARIRI; THIBAULT, 2010). Nossos resultados
também apresentam um aumento de peso relativo do tecido adiposo em animais HFD quando
comparado com animais DP. Esses dados foram corroborados com o indice de adiposidade obtido ao
final do periodo de tratamento. Esses indicadores de obesidade em animais experimentais, € atribuido
ao consumo de uma dieta que fornece diferentes tipos de lipidios saturados, como a banha de porco,
que induz um grande aumento do peso corporal e acumulo de gordura (BUETTNER;
SCHOLMERICH; BOLLHEIMER, 2007; HARIRI; THIBAULT, 2010; KAKIMOTO;
KOWALTOWSKI, 2016). Um estudo de Samuels e colaboradores (1948), demonstrou que a
obesidade poderia ser reproduzida em ratos alimentados com uma dieta com 70% de lipidios,
condicio semelhante a alta ingestdo calérica em humanos. E predominante a ocorréncia de obesidade

causada por um desbalango energético devido ao aumento na ingestdo de alimentos (FAROOQI;
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O’RAHILLY, 2005). Em menor proporg¢do sdo descritos casos de obesidade por mutagdes no gene
da leptina, hormonio envolvido na homeostase energética, ou em seu receptor (KOCH et al., 2014).
Para nosso estudo, utilizamos uma linhagem de camundongos heterogénica e ofertamos uma dieta
com alto teor de lipidios para induzir obesidade mimetizando a condicao clinica que mais afeta os

humanos no mundo.

Sabe-se que individuos obesos apresentam maior concentracéo sérica de citocinas do tipo pro-
inflamatoria (IL-1B, IL-6 e TNF-a), 0 que induz uma dessensibilizacdo das celulas do sistema
imunoldgico durante a infeccdo de um patdégeno (MILNER; BECK, 2012a). Essa condi¢do de
inflamacdo cronica de baixo grau da obesidade promove uma resposta imunoldgica alterada e maior
susceptibilidade a infeccdes (MILNER; BECK, 2012a; RAMIREZ-OROZCO et al., 2018). Afim de
estudar essas respostas promovidas pela ativacdo do sistema imunoldgico, um modelo muito
empregado é a inducdo da inflamacdo sistémica por injecdo de LPS (BRANCO; SORIANO;
STEINER, 2014). A inflamac&o sistémica induzida por LPS é um modelo que ativa células do sistema
imunoldgico e promove a producdo de mediadores inflamatorios periféricos e centrais. No SNC, pode
ocorrer a producdo de citocinas e PGs em regides hipotalamicas, que provoca uma resposta efetora
de variacdo da Tc (febre ou hipotermia), afim de proteger o organismo de um processo inflamatério
ou infeccdo (BLATTEIS; SEHIC, 1998; BLATTEIS; SEHIC; LI, 2000; GARAMI; STEINER;
ROMANOVSKY, 2018). Em individuos obesos, a presenca de altos niveis séricos de LPS pode
agravar esta resposta de inflamacéo sisttmica, podendo desencadear um quadro semelhante a um
choque endotoxémico (MORANDI et al., 2017). Diante disso, a inducéo de inflamacé&o sistémica por
LPS é um modelo que melhor reproduz informacdes clinicas que elucida a comunicacao entre regides
encefalicas com a periferia do organismo (como tecido adiposo, sistema imunologico e até mesmo o

trato gastrointestinal) (RUMMEL et al., 2016) .
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A indugdo de inflamagdo sistémica com LPS depende de duas variaveis para que seja
observada respostas termorreguladoras. A primeira é a dose do agente indutor, a endotoxina, que em
dose baixa promove uma resposta de febre e em dose alta causa uma resposta de hipotermia seguida
de febre (ROMANOVSKY et al., 2005; RUDAYA et al., 2005). A segunda variavel é a temperatura
ambiente, que para o modelo é indicado que o animal fique em sua zona termoneutra (por volta de
30 °C para camundongos) (RUDAYA et al., 2005). No procedimento experimental empregado nesse
trabalho, foi injetado LPS via i.p. na dose de 100 pg/kg, descrito como uma dose baixa, em
camundongos aclimatados em sua zona termoneutra. Dados da literatura demonstram que tais
condi¢bes promoveriam uma resposta de elevagdo da Tc ap6s a administracdo de LPS (LOMBA et
al., 2017). Mesmo seguindo rigidamente estes critérios, nossos resultados ndo mostraram diferenca
significativa na Tc entre o grupo Tween 80 + LPS quando comparado com o controle Tween 80 +
Salina (Figuras 3). No entanto, € descrito que camundongos podem apresentar diferente resposta
termorreguladora frente a injecdo de LPS, inclusive com a incapacidade de desenvolver hipertermia
e/ou desencadear uma diminuicdo na Tc (BLANQUE et al., 1996; FRAIFELD; KAPLANSKI, 1998).
A hipotermia é um efeito agudo da administracdo do LPS, entretanto para melhor elucidar uma
resposta causada pelo desafio imune avaliamos a concentragdo sérica dos mediadores inflamatérios,
IL-1B, IL-6, TNF-a e do hormonio leptina. A administracdo i.p. de LPS causou um aumento
significativo nos niveis séricos de TNF-a e IL-6, tanto em animais DP quanto HFD, mediadores
produzidos sistemicamente por macréfagos e mastocitos periféricos sensibilizados pela endotoxina
(BLATTEIS; SEHIC, 1998). Esse aumento significativo nos niveis sisttmicos de TNF-a é
relacionado a um efeito criogénico dessa citocina, podendo relacionar com nossos resultados de Tc
(GARAMI; STEINER; ROMANOVSKY, 2018). No entanto, 0 aumento na concentragdo sérica de
IL-1pB, juntamente com os demais mediadores, em animais alimentados com uma dieta rica em
lipidios, pode estar relacionado ao quadro de inflamacg&o cronica de baixo grau, atribuida a obesidade,

que proporciona uma resposta a inflamacdo sistémica sub-pirogénica, devido a uma resposta
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adaptativa (LAWRENCE; BROUGH; KNIGHT, 2012; MINIHANE et al., 2015). Durante o desafio
imunoldgico com LPS, animais obesos Tween 80 + LPS apresentam um aumento significativo na
concentracdo sérica de IL-6 e leptina, quando comparados com animais DP, essa elevagdo na
sinalizacdo inflamatéria estd relacionada com a ativacdo da via IL-1B/NFkB e JAK/STAT3 em
regides hipotalamicas de animais obesos (BLATTEIS; SEHIC, 1997; ROMANOVSKY et al., 2005;
POHL; WOODSIDE; LUHESHI, 2014). Em regides superiores no SNC, mais precisamente no
hipotalamo, também foi observado aumento na concentracdo de IL-6 em camundongos obesos que
receberam LPS, quando comparados ao seu grupo controle. Fato este que ndo se reproduziu em
animais eutroficos. Essa sinalizacdo pode estar associada a inflamacé&o hipotalamica caracteristica em
individuos obesos, sendo que uma dieta rica em gorduras é capaz de promover a expressao génica de
il-6 e NF-xB em regides hipotalamicas, e consequentemente, causar a morte neuronal que favorece a
instalacdo da obesidade (THALER et al., 2012). Mesmo com esse aumento dos niveis desses
mediadores inflamatdrios (periféricos e centrais), ndo observamos alteracdo nos niveis de PGE> na
AVPO, justificando auséncia da febre, e uma reducdo na Tc como resposta a inflamatdria sistémica

induzida por LPS.

E importante buscar uma alternativa farmacoldgica segura e efetiva para a variagio da
temperatura corporal causada pela inflamacdo sisttmica em diferentes perfis de organismos
(individuos magros e obesos). Na terapéutica atual, é indicado a utilizacdo de AINEs, como por
exemplo o IBU, mas em altas doses desse farmaco pode acarretar efeitos adversos significativos,
como dor epigéstrica e até mesmo ulceracdes no trato gastrointestinal (IRVINE; AFROSE; ISLAM,
2018). Além disso, € descrito que alguns farmacos ndo agem de forma significativa em individuos
obesos, como antibioticos e vacinas (MILNER; BECK, 2012b). Diante disso, o citral € uma mistura

racémica de monoterpenos que pode ser isolado de diferentes espécies de 6leos esséncias de plantas
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medicinais, sendo descrito como um importante bioativo contra processos inflamatérios locais e

sistémicos (DE CASSIA DA SILVEIRA E SA; ANDRADE; DE SOUSA, 2013).

O presente trabalho mostra o efeito de reducdo da Tc do citral na dose de 300 mg/kg em
camundongos magros e obesos durante a inflamacao sistémica induzida por LPS. Pesquisadores de
nosso grupo ja demonstraram que o citral na dose de 100 mg/kg apresenta acao antipirética frente a
febre induzida por dose baixa de LPS (100 pg/kg) (EMILIO-SILVA et al., 2017), contudo ainda nio
foi descrito sua possivel acdo dose dependente (25, 100 e 300 mg/kg) e sua acdo em camundongos
obesos durante o desafio com LPS. Nosso trabalho demonstrou o efeito hipotérmico do citral em
camundongos magros, diminuindo a Tc de forma significativa na dose de 300 mg/kg diante a
administracdo de LPS por volta de 60 a 120 minutos apos a indu¢do (Figura 3). A dose de 100 mg/kg
de citral havia demonstrado efeito antipirético em ratos (EMILIO-SILVA et al., 2017), no entanto em
camundongos é necessario aumentar em 3x a dose para que ocorra a reducao significativa na Tc
durante a inflamac&o sistémica em animais magros. J4 em animais obesos, o citral é capaz de reduzir
a temperatura corporal de forma significativa com e sem a inducédo de inflamacao sistémica com LPS
no tempo de 60 a 120 minutos, indicando que o citral é capaz de causar uma reducdo da Tc sem a
presenca de um agente ativador do sistema imunoldgico, ou seja, caracterizando um efeito criogénico
(KRALL et al., 2010). Tal efeito é observado na dose de 300 mg/kg, mas ndo é notado a mesma
resposta na dose de 100 mg/kg, dose descrita na literatura como antipirética em animais magros. O
IBU ndo causou variagdo na Tc quando comparado com o grupo controle em animais DP e HFD,
assegurando sua acdo de no variacdo da Tc durante a inflamac&o sistémica (Tabela 3). E descrito
que o citral causa diminuicdo na sinalizacdo de mediadores inflamatorios plasmaticos (IL-1p, IL-6,
TNF-a, PGE,) (EMILIO-SILVA et al., 2017), além de diminuir o processo inflamatério local causado
por edema de pata e reduzir a migracdo de leucocitos para cavidade peritoneal induzido por

carragenina em camundongos (QUINTANS-JUNIOR et al., 2011). Em nosso estudo o tratamento
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agudo com Citral na dose de 300 mg/kg foi capaz de reduzir a concentragdo sérica de TNF-a, tanto
em animais DP (Figura 4C) quanto HFD (Figura 5C), 90 minutos ap6s a administracdo com LPS,
intervalo em que ocorreu variacéo da Tc de animais DP e HFD. Vale destacar que esse intervalo é o
momento em que os niveis séricos TNF-a se encontram elevados (fase inicial), juntamente com a
concentracdo sérica de IL-1p que comecam a aumentar nesse periodo, atuando na sinalizacdo de
regides superiores do SNC (via regido OVLT), para estimular a sintese de PGE> durante a inflamacéo
sistémica por LPS (BLUTHE et al., 1994; BLATTEIS; SEHIC, 1998). O tratamento dos animais
obesos com Citral (nas doses de 25 e 300 mg/kg) foi capaz de reduzir significativamente 0s niveis
séricos de leptina durante a inflamacdo sistémica induzida por LPS (Figura 6D). Esta sinalizacao pro-
inflamatoria mediada pelo hormonio leptina esta relacionada com a elevacdo na temperatura corporal
induzindo a expressdo de IL-1B em regides hipotalamicas (SACHOT; POOLE; LUHESHI, 2004).
Além disso, a leptina esta relacionado a menor ingestdo alimentar e reducdo na movimentacdo
atribuida ao exercicio voluntério durante a inflamagdo sistémica (SACHOT; POOLE; LUHESHI,
2004; HARDEN et al., 2006). Em animais obesos, a significativa reducéo na Tc de animais do grupo
Citral 300 + LPS esta atrelada a reducao nos niveis séricos de TNF-a e leptina. Diferentemente do
AINEs cléssico (IBU), que somente atua como inibidor reversivel ndo seletivo das isoenzimas COX-
1 e COX-2 responsaveis pela biossintese de PG (IRVINE; AFROSE; ISLAM, 2018), o citral atuou
de forma efetiva reduzindo a concentragdo de mediadores inflamatérios periféricos (TNF-a e leptina).
No hipotalamo, o tratamento com citral reduziu a sinalizacdo inflamatoria através da diminuicéo da
concentragdo de IL-6, possivelmente associado ao mecanismo de hipotermia (evidenciado pelos
valores de Tc). A resposta de reducdo nos niveis inflamatdrios induzidas pelo citral é relevante ao
promover uma protecdo neuronal para animais obesos que apresentam um quadro de inflamacéo
cronica de baixo grau (TONG et al., 2017). No futuro, com uma melhor elucidacéo das vias de
sinalizacdo do efeito hipotérmico do citral durante a inflamag&o sistémica em individuos obesos, esse

monoterpeno pode ter uma aplicacdo clinica, possivelmente associado a nanoparticulas que
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auxiliariam sua atuacéo e efetividade, como no desenvolvimento de f&rmacos com mecanismos de

acdo em hipotermia e neuroprotecdo (SOO HAN et al., 2012).

Independente das atribuicdes benéficas e farmacoldgicas do citral durante a inflamagéo
sisttmica, é necessario fazer andlises toxicologicas de seu tratamento (ALMANCA et al., 2011) e
avaliar biomarcadores que possam mostrar seguramente seus efeitos benéficos e ndo lesivos ao
organismo alimentados com dieta padrdo e hiperlipidica. O tratamento agudo com Citral 100 + LPS
causou aumento da concentracdo de glicose sérica em animais HFD quando comparado com DP
(Tabela 5). A hiperglicemia é atribuida a maior mobilizacdo de glicose para circulagdo durante a
inflamacdo sistémica, fornecendo energia para uma resposta inflamatdria e érgdos vitais (cérebro e
coracdo) (XIU etal., 2014). A elevacéo nos niveis de glicose na circulagdo é causada por uma resposta
adaptativa com producdo hepatica de glicose e liberacdo de hormdnios contra reguladores (glucagon,
cortisol, catecolaminas e horménio do crescimento) induzindo um aumento na lipolise, quebra de
proteinas o que prejudica a preferéncia pela glicose por tecidos periféricos (MARIK; BELLOMO,
2013; XIU et al., 2014; DING; MENG; MA, 2018). Na clinica, uma prolongada exposi¢do a altos
niveis de glicose é atribuida a infeccdes e sepse, causando faléncia maltipla de 6rgaos e até mesmo o

6bito do paciente (XIU et al., 2014).

N&o foram observadas alteracdes nos niveis séricos de ureia e creatinina, marcadores de
funcéo renal (Tabela 5). Para funcéo hepatica (Tabela 6), foi observado um aumento significativo nos
niveis séricos de ALT no grupo Citral 100 + LPS em animais obesos quando comparados com animais
magros (DP). Ao analisar a fosfatase alcalina é observado uma reducdo nos niveis séricos nos grupos
Tween 80 + LPS e Citral 100 + LPS de animais DP guando comparado com o controle, da mesma
forma é observado reducgéo significativa nos niveis do grupo Tween 80 + Salina de animais HFD
quando comparado com DP (Tabela 6). Nossos resultados de AST, ALT e fosfatase alcalina se

contrapGem aos dados de Uchida e colaboradores (2017) que demonstraram que o pré-tratamento
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com citral é capaz de prevenir a toxicidade aguda causada por overdose de acetaminofeno
(paracetamol), diminuindo os niveis séricos enzimas hepéticas (AST, ALT, fosfatase alcalinae y-GT)
como também promovendo a reducdo do estresse oxidativo e indicativo de processo inflamatorio no
tecido hepatico. Fato esse ocorre, pois o citral pode atuar diretamente no dano, e ndo na ausente de

um agente indutor direto do tecido hepatico (acetaminofeno).

Nesse trabalho também analisamos a integridade da mucosa gastrica apos o tratamento com
IBU ou citral, nas trés diferentes doses, pois é descrito que a ingestdo de anti-inflamatdrios é capaz
de promover ulceracdes, hemorragias e até mesmo obstrucgdes no trato gastrointestinal (WALLACE,
2008). Nossos resultados demonstram que, tanto em animais obesos quanto animais eutréficos, ndo
ocorreram alteracdes nos niveis de MDA (Figura 8A), marcador de peroxidacdo lipidica
principalmente em &cidos graxos de fosfolipidios de membrana causado pelo estresse oxidativo
(PAROLA etal., 1999). Como também, ndo hé alteracéo nos niveis GSH (Figura 8B), um mecanismo
antioxidante advindo de células imunoldgicas e além de ndo encontrarmos diferenca em niveis de
MPO na mucosa gastrica (Figura 8C), importante indicador de infiltracdo de neutrofilos para
inflamacdo local. Tais indicadores demonstram que a administracdo aguda de citral pela via oral,
independentemente da dose (25, 100 ou 300 mg/kg), ndo apresenta acao lesiva para mucosa gastrica
em camundongos alimentados com DP e HFD. Mas é importante salientar, que na grande maioria, 0s
anti-inflamatorios ndo sao utilizados em dose unica (IWAMOTO et al., 2013), portanto é necessario
um estudo com doses repetitivas dos tratamentos (Citral e IBU) para melhor elucidar e reproduzir o

gue acontece em humanos.

CONCLUSAO

O citral apresenta acdo hipotérmica durante a inflamacdo sistémica induzida com LPS, em

animais eutroficos e obesos. Esse efeito € atribuido a uma reducdo nos niveis de mediadores
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inflamatorios periféricos e centrais. O tratamento agudo com citral ndo foi lesivo para mucosa
géstrica, e sua administracdo pela via oral, se mostrou segura em relacdo ao parametro de toxicidade,
mas em sua dose intermedidria alterou pardmetros hepéaticos. Assim, exibimos os efeitos do citral em
um modelo experimental que reproduz o quadro de obesidade, fornecendo uma possivel alternativa

terapéutica para o tratamento de doencas associadas, como infec¢Bes e processos inflamatorios.
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ANEXO 1: PROTOCOLO N° 1080-CEUA
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"*' UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
u nesp ‘JULIO DE MESQUITA FILHO”

Campus de Botucatu

Certificado

Certificamos que o projeto intitulado “Avaliacio do efeito antipirético
do citral no desafio imune em camundongos obesos com dieta
hiperlipidica”, Protocolo n® 1080-CEUA, sob a responsabilidade de Clelia
Akiko Hiruma-Lima, que envolve a producdo, manutengio e/ou
utilizagao de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata
(exceto o homem), para fins de pesquisa cientifica (ou ensino) -
encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n° 11.794, de 9 de
outubro de 2008, do Decreto n® 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as
normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da
Experimenta¢io Animal (CONCEA), e foi aprovado pela COMISSAO DE
ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA), nesta data.

Finalidade: () Ensino (x) Pesquisa Cientifica
Vigéncia do Projeto:  Inicio: 19/5/2018  Término: 28/2/2020
Espécie/linhagem: Camundongo swiss
N? de animais: 240
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Sexo: ' Macho
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ANEXO 2: Tabela da composicédo da dieta padrao e hiperlipidica.

Componentes Dieta Padréo Dieta Hiperlipidica
(DP) (HFD)
a/kg kcal/kg a/kg kcal/kg
Amido de milho (g.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 - - 312 2808
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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ANEXO 3: Tabela com valores de leitura de PGE2 na AVPO apds 90 min de inducéo de

inflamacao sistémica com LPS em animais dieta padrédo (DP) e hiperlipidica (HFD).

PGE,; AVPO (pg/g de tecido)

Tween80  DP  <25383 <25383 <25.383 <25.383 <25383 255726
+Salina  HFD <25.383 229212 <25.383 <25.383 <25.383 247.1895
Tween80  DP  <25.383 <25.383 <25.383 256.086 305708 299.276

+LPS HFD <25.383 <25.383 <25.383 <25.383 <25.383 <25.383

IBU DP  <25383 <25.383 249557 <25383 234801 <25.383

+LPS HFD <25.383 <25.383 <25.383 241.272 <25383 <25383 <25.383
Citral 300  DP  <25383 <25383 <25383 267.485 244.881 <25.383 228.744
*Salina HED  <25383 220104 <25.383 <25.383 <25.383 <25.383 <25.383
Citral 25  DP  <25383 <25.383 <25.383 254.133 249.381

+LPS HFD <25.383 <25.383 238.356 <25.383 <25.383 <25.383 <25.383
Citral 100 DP  <25383 <25.383 <25.383 <25383 236.106 271.345 264.294
+LPS HFD <25.383 <25.383 240.048 233.658 <25.383 <25.383
Citral 300 DP  232.353 228.717 244305 <25383 <25.383 250.542

+LPS HFD 231642 241785 229.662 <25383 260.082 <25.383
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