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IMPACTO POTENCIAL DA PESQUISA

Titulo da tese: “Analise comparativa do efeito terapéutico do extrato das
folnas e do fruto de bergamota (Citrus bergamia) em modelo experimental de

neuroinflamacéo associada a obesidade”

Impacto cientifico esperado: esse estudo propde a avaliagdo comparativa
entre os efeitos dos extratos de partes distintas da bergamota, um citrus reconhecido
por suas propriedades antioxidante e anti-inflamatdria, com potencial terapéutico na
modulagcdo da neuroinflamagao associada ao consumo de dieta obesogénica. O
processo neuroinflamatério € amplamente descrito como um dos principais fatores
que induz a neurodegeneragdo, exercendo um importante impacto na patogénese

das doengas neurodegenerativas.

Impacto social: essa pesquisa apresenta significativa contribuicdo para a
saude publica, visto que a prevaléncia e incidéncia das doengas neurodegenerativas
crescem exponencialmente a cada ano em escala global. Diante do alto consumo
das dietas obesogénicas, essa condi¢gao patoldgica deixa de ser restrita a populagao
idosa, tornando-se um fator de risco para diferentes faixas etarias. Assim, a
utilizacdo de um extrato natural capaz de atenuar os danos decorrentes da
neuroinfamacdo se apresenta como uma alternativa promissora para o

desenvolvimento de nutracéuticos eficazes e acessiveis.

Impacto econémico: com esse estudo, viabiliza-se a redugcdo dos gastos
econdmicos investidos em comorbidades associadas a obesidade. No Brasil, esses
gastos variam entre R$ 133,8 milhdes a R$ 6,3 bilhdes, abrangendo custos que
envolvem desde a assisténcia a saude até perdas de produtividade na populagéo
afetada. Através desse trabalho, sabe-se que esse cenario também se correlaciona
com as doengas neurodegenerativas, sendo que as internagbes por doencga de

Alzheimer geram custos milionarios para o sistema de saude.

Doutoranda: Erika Tiemi Nakandakare-Maia
Orientadora: Prof. Dra. Camila Renata Corréa

Coorientadora: Prof. Dra. Fabiane Valentini Francisqueti-Ferron



UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

unesp®

ATA DA DEFESA PUBLICA DA TESE DE DOUTORADO DE ERIKA TIEMI NAKANDAKARE MAIA
DISCENTE DO PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM PATOLOGIA, DA FACULDADE DFE
MEDICINA - CAMPUS DE BOTUCATU.

Aos 23 de fevereiro de 2026, as 9h, no(a) sala de bioinforméatica do bloco V da
UNIPEX/FMB-UNESP, realizou-se a defesa de TESE DE DOUTORADO de ERIKA TIEMI
NAKANDAKARE MAIA, intitulada "ANALISE COMPARATIVA DO EFEITO TERAPEUTICO DO
EXTRATO DAS FOLHAS E DO FRUTO DE BERGAMOTA (Citrus bergarmia) EM MODELO
EXPERIMENTAL DE NEUROINFLAMAGAO ASSOCIADA A OBESIDADE". A Comissdo

Examinadora foi constitufida pelos seguintes membros: Profa. Dra. CAMILA RENATA
CORREA CAMACHO (Orientador(a) - Participagdo Presencial) do(a) Departamento de
Patologia / UNESP / Cdmpus de Botucatu - FMB, Prof. Dr. LUIZ DOMINGUES DE ALMEIDA
JUNIOR (Participagao Presencial) do(a) Departamento de Farmacia / Centro Universitario
Sudoeste Paulista (UniFSP), Profa. Dra. RENATA CAROLINA PIFFER (Participagao
Presencial) do(a) Departamento de Farmécia / Centro Universitdrio Sudoeste Paulista
(UniFSP), Apés a exposicdo pela doutoranda e arguigdo pelos membros da Comissao
Examinadora que participaram do ato, de forma presencial efou virtual, a discente
recebeu o conceito final: APROVAD A . Nada mais havendo, foi lavrada a presente

ata, que apés lida e aprovada, foi assinada pelo(a) Presidente(a) da Comissado

Examinadora.

Profa. Dra. CAMILA RENATA CORREA CAMACHO

F de ina - CAMpUS do
Av.: Prof, Marlo Rubens Guimardues Montenegro, s/n®, 18518887
hitp:/www.fmb.unasp be/pgpatologia - CNPJ: 48,031.818/0018-53.



Dedicatoria

Dedico esse trabalho a minha familia, o bem mais precioso da vida, a qual

sou imensamente grata por todo suporte concedido desde sempre. Hoje, em
especial, dedico também a pessoa que ainda se forma e ja transforma a minha vida
por completo, sendo essa a primeira dedicatoria de uma vida repleta de sonhos e

planos, a qual terei a honra de guiar com toda a minha alma e coragéo.

As minhas orientadoras, Dra. Camila Renata Corréa e Dra. Fabiane Valentini
Francisqueti Ferron, que me acolheram e orientaram com maestria desde o inicio
dessa jornada, sendo admiraveis exemplos que levarei para sempre em minha

caminhada profissional.



Agradecimentos

Primeiramente, agrade¢co a minha orientadora Dra. Camila Renata Corréa por
todos os ensinamentos e sabedoria que vao além da pesquisa. Sua personalidade
acolhedora fez dessa jornada profissional mais leve e grandemente enriquecedora.
Muito obrigada por toda compreensao, dedicagdo e carinho desses seis anos de
estudo!

A minha coorientadora Dra. Fabiane Valentini Francisqueti Ferron, minha
eterna admiracdo! Seus ensinamentos ilimitaveis foram essenciais para que eu
pudesse chegar até aqui, sua forga nos inspira a sempre buscar uma solugao,
mesmo que muitas vezes paregca quase impossivel. Obrigada pela amizade
construida nesses anos e todo o tempo dedicado a mim!

A minha amiga e companheira desde o mestrado, Juliana Silva Siqueira.
Obrigada por sempre estar ao meu lado na vida profissional e pessoal,
compartilhamos momentos importantissimos que levarei para sempre em meu
coragao. Tens a minha eterna admiragao e gratidao!

A equipe maravilhosa do Lab RedOx, obrigada pela rotina vivenciada durante
as analises, reunides, congressos e estudos. Sem duvidas, o melhor grupo de
pesquisa que eu poderia fazer parte! Desejo muito sucesso para cada um de vocés!

A toda equipe da Unidade de Pesquisa Experimental (UNIPEX), que viabilizou
a execugao desse projeto.

A Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES)
pela concessio da bolsa de estudo.

As coordenadoras do programa de pds-graduacdo em Patologia, Dra. Marcia
Guimaraes da Silva e Dra. Luciane Alarcéo Dias-Melicio pela dedicagdo em manter
a exceléncia da pds-graduagcéo em Patologia. E a secretaria do programa, Vania do
Amaral Soler, por sua imensa disposicéo e colaboragao a todo instante.

Ao Dr. Luiz Domingues de Almeida Junior e a Dra. Renata Carolina Piffer,

membros titulares da banca de defesa, que foram convidados com muito carinho, na
certeza de que tornariam essa etapa final ainda mais enriquecedora e inesquecivel.

Muito obrigadal!



“Por vezes, sentimos que aquilo que
fazemos nao é sendo uma gota de agua no
mar, mas o mar seria menor se lhe faltasse

uma gota”

(Madre Teresa de Calcutd)



LISTA DE ILUSTRAGOES

Figura 1: Basic structural differences between white, beige and brown adipocytes

............................................................................................................. 17
Figura 2: Neuroinflammation associated with obesity..............ccccvmiiiiiee 20
Figura 3: Neurodegenerative diseases and their corresponding areas................. 21
Figura 4: Folhas e fruto da Bergamota (Citrus bergamia) ..............cccccccccieiiininnnnnn. 29
Figura 5: Hipotese do trabalno............ccooviiiiiiii e 31
Figura 6: Schematic representation of the experimental protocol........................... 39
Figura 7: Indicators of comorbidities associated with obesity..............cccccciiiiinnnnne. 46
Figura 8: Evaluation of oxidative stress in brain regions..........ccccccccoeeiiiiiiiiiiiicnene 48
Figura 9: Evaluation of inflammatory parameters in brain regions.......................... 49



LISTA DE TABELAS

Tabela 1: Studies involving high-fat diet and neuroinflammation............................. 23
Tabela 2: Diet COMPOSITION.......cooiiiii e 38
Tabela 3: Main flavonoids present in the polyphenolic fractions isolated from the leaf
and fruit of PergamOt..........ccoue s 41

Tabela 4: Nutritional parameters and indicators of obesity............cccccciiiiiiiiiiiinene. 45



ANOVA
AT

BBB
BMI
BFPF
BLPF

CBO
cm
CNS
dl
DNA
DNPH
EDTA
ELISA

GABA
HDL
HPA
IL-1PB
IL-6
Kcal
LDL
LPS
MCP-1
MDA
mg

ml
mmHg
NF-kB

ng

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Analysis of variance

Adipose tissue

Blood-brain barrier

Body Mass Index

Polyphenol fraction from bergamot fruit
Polyphenol fraction from bergamot leaf
Control

Protein carbonylation

Centimeters

Central nervous system

Deciliter

Deoxyribonucleic acid
2,4-dinitrofenilhidrazina
Ethylenediaminetetraacetic acid
Enzyme-Linked Immunosorbent Assay
Gram

Gamma-aminobutyric acid
High-density lipoprotein
hypothalamic-pituitary-adrenal
Interleukin 1

Interleukin 6

Kilocalories

Low-density lipoprotein
Lipopolysaccharide

Monocyte chemotactic protein-1
Malondialdehyde

Milligram

Milliliter

Millimeters of mercury

Nuclear factor-kappa B

Nanogram



OD Obesogenic diet

PBS Phosphate buffered saline

PGC-1la PPAR Receptor 1 Transcription Coactivator
PPARYy Gamma peroxisome proliferator

ROS Reactive oxygen species

TLR Toll-Like Receptors

TNF-a Tumor necrosis factor a

TyG Triglycerides-glucose index

UCP-1 Uncoupling protein-1

ul Microliters



SUMARIO

Capitulo 1 - Revisao de literatura...............ueeeuuuueeeeeeeeeeeeeeeeeeeieeeeeseeeessssssseesnnnnnes 14
INEroOdUCEION ... e 15
Adipose tissue dysfunction ..., 16
Neuroinflammation associated with obesity ...........................ccooo . 18
Final considerations ................ooooi i 24
REfEIrENCES ... ... 24

Bergamota (Citrus bergamia): revisao introdutoria ............ccccceeeuuuceeviiernnnnennnnnne. 28

JUSHITICativa @ HIPOLESE.............ceeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeese e ee s e e e e sennnmssssssnensnnnnmssssnnnnns 31

(0] o7 1=1 1 Vo 2o 1= - | S PRRRS 32
Objetivos ESPeCifiCOS ...........ccoooiiiiiiii e 32

Capitulo 2 — Artigo Ci€NtIfiCO...........eeeeeeeeeeeeeieieieieeeee e e e e nnneee 33
1. INtrOdUCHION. ... ... 35
2. Materials and Methods ................coooi i 37
3. RESUIES .. 44
4. DiSCUSSION ... e et 50
5. CONCIUSION ... 55
6. References ... 55



Resumo

A obesidade, desencadeada principalmente pelo balango energético positivo,
apresenta relevancia a saude publica por estar associada a outras comorbidades,
incluindo disfungdes neuroldgicas. Isso porque o consumo de dietas ricas em agucar
e gordura contribui para o estresse oxidativo e aumento de citocinas pré-inflamatdrias
que levam a neuroinflamacdo, aumentando a suscetibilidade as doencas
neurodegenerativas. Recentemente, a bergamota tem sido pesquisada por sua agao
antioxidante e anti-inflamatéria, com beneficios comprovados em doencas
metabdlicas, porém séo escassos os estudos in vivo que abordam seus efeitos sobre
a neuroinflamagéo. Assim, o objetivo do trabalho foi comparar o efeito terapéutico dos
polifendis da folha e do fruto de bergamota em modelo experimental de
neuroinflamacédo associada a obesidade. Ratos Wistar machos (n=40) foram
distribuidos em 2 grupos para receberem a dieta controle (C, n=10) e a dieta
obesogénica (DO, n=30) por 20 semanas. Ao identificar as alteragbes metabdlicas, o
grupo DO foi redistribuido para receberem o tratamento. No grupo controle, os 10
animais receberam apenas agua potavel como veiculo (C, n=10). Ja o grupo DO foi
redistribuido em 3 grupos, 10 animais receberam o veiculo (DO, n=10), outros 10
animais receberam o tratamento com a folha (DO+Fo, n=10) e 10 animais receberam
o tratamento com o fruto de bergamota (DO+Fr, n=10) durante 10 semanas. Ao fim
do experimento, foram avaliados parametros nutricionais, perfil metabdlico,
parametros de inflamacgao e de estresse oxidativo no cortex pré-frontal, hipotalamo e
hipocampo. Foi realizada a analise de variancia de uma via (p<0,05) e o teste post-
hoc de Tukey para comparacéao entre os grupos. O grupo DO apresentou a obesidade
associada a disfuncdo metabdlica, estresse oxidativo e inflamagdo. Ambos os
tratamentos com bergamota apresentaram efeitos modulatérios nos indicadores de
comorbidades, porém o grupo DO+Fo se destacou com melhor efeito sobre o estresse
oxidativo e neuroinflamacéo. Portanto, o tratamento com a folha de bergamota
apresenta melhor efeito terapéutico sobre a neuroinflamagao associada a obesidade.

Palavras-chave: bergamota; estresse oxidativo; neuroinflamacao; obesidade;
polifenol
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Abstract

Obesity, triggered primarily by positive energy balance, is relevant to public health
because it is associated with other comorbidities, including neurological dysfunctions.
This is because the consumption of diets rich in sugar and fat contributes to oxidative
stress and an increase in pro-inflammatory cytokines that lead to neuroinflammation,
increasing susceptibility to neurodegenerative diseases. Recently, bergamot has been
researched for its antioxidant and anti-inflammatory action, with proven benefits in
metabolic diseases, but in vivo studies addressing its effects on neuroinflammation are
scarce. Thus, the objective of this study was to compare the therapeutic effect of
polyphenolic fractions isolated from bergamot leaves and fruits in an experimental
model of neuroinflammation associated with obesity. Male Wistar rats (n=40) were
divided into 2 groups to receive the control diet (C, n=10) and the obesogenic diet (OD,
n=30) for 20 weeks. When metabolic changes were identified, the OD group was
redistributed to receive treatment. In the control group, the 10 animals received only
drinking water as a vehicle (C, n=10). The OD group was redistributed into 3 groups,
10 animals received the vehicle (OD, n=10), another 10 animals received the leaf
treatment (OD+Fo, n=10) and 10 animals received the bergamot fruit treatment
(OD+Fr, n=10) for 10 weeks. At the end of the experiment, nutritional parameters,
metabolic profile, inflammation and oxidative stress parameters in the prefrontal cortex,
hypothalamus and hippocampus were evaluated. One-way analysis of variance
(p<0.05) and Tukey's post-hoc test were performed for comparison between groups.
The OD group represented obesity with high rates of metabolic dysfunction, oxidative
stress, and inflammation. Both bergamot treatments showed reductions in comorbidity
indicators, but the OD+Fo group had a better effect on oxidative stress and
neuroinflammation. Therefore, treatment with bergamot leaf has a better therapeutic
effect on neuroinflammation associated with obesity.

Keywords: bergamot; oxidative stress; neuroinflammation; obesity; polyphenol
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Abstract

Obesity has become a public health problem due to the metabolic complications
associated with this pathological condition. The high consumption of high sugar-fat
diets is the main cause of obesity, resulting in the expansion of adipose tissue that
characterizes the disease. With adipose tissue dysfunction, pro-inflammatory
cytokines are released, and reactive oxygen species increase and affect several
organs, including the brain, representing a risk factor for neurodegenerative diseases.
The aim of this work was to highlight the impact of obesity on the development of
neurodegenerative diseases. Studies report that diseases such as Alzheimer's, or
even anxiety and depression have distinct etiologies and pathological manifestations,
but neuroinflammation is a common factor. In the long term, inflammatory and
neurotoxic mediators resulting from obesity promote neuronal degeneration in brain
regions, with the prefrontal cortex, hypothalamus, and hippocampus being the most
affected in these cases. Thus, the regulation of inflammation, oxidative stress, and the
neuroendocrine function of adipose tissue are of great relevance to reducing the risk
of developing neurodegenerative diseases associated with obesity. Therefore, the
search for new therapeutic strategies capable of modulating this pathological condition
of obesity is necessary to reduce the incidence of neurodegenerative diseases.

Keywords: obesity; neuroinflammation; neurodegeneration

Introduction

Obesity, defined as the excessive accumulation of body fat, has become
pandemic in recent decades, becoming a major public health problem, since it is
considered a chronic disease that can cause several health problems. According to
the World Health Organization, an individual with a Body Mass Index (BMI) greater
than or equal to 30 kg/m? is considered obese and, depending on the severity of the
disease, can be classified into three progressive stages: grade | with BMI between 30
and 34.9 kg/m?, grade |l with BMI between 35 and 39.9 kg/m?, and grade Il (morbid
obesity), in which the BMI exceeds 40 kg/m? [1].
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Final considerations

This study highlighted the impact of obesity on the development of
neurodegenerative diseases. It made it possible to understand the mechanism by
which chronic inflammation and oxidative stress resulting from obesity affect the brain.
For that reason, as suppressing neuroinflammation can alleviate neurodegeneration
and reduce the extent of this condition, it is necessary to search for new therapeutic

compounds capable of repairing the neurological damage caused by obesity.
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