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IMPACTO POTENCIAL DESTA PESQUISA

A presente tese de doutoramento oferece para a sociedade um maior aprofundamento sobre um
composto que apresenta ampla atuagdo farmacoldgica, fundamentada desde a hipotese de sua atuagao
terapéutica baseada no conhecimento popular até a comprovagao pré-clinica de suas agdes farmacoldgicas.
O citral, € uma mistura de monoterpenos (geral e neral), presente como composto majoritario em diferentes
espécies de plantas, como o capim-limao e gengibre. Diante do potencial impacto benéfico desse composto
para a saude humana, e associado a Agenda para o Desenvolvimento Sustentavel da Organizagdo Mundial
da Saude, que tem como uma de suas areas cruciais assegurar uma vida saudavel e garantir o bem-estar
de todos, o objetivo deste trabalho foi elucidar o efeito do citral no combate aos danos atribuidos a ingestdo
de dietas desbalanceadas. Nossos estudos, através de ensaios pré-clinicos in vivo e in vitro que mimetizam
as alteragdes metabdlicas e inflamatérias associadas a obesidade, demonstram o papel benéfico do citral,
através do tratamento crénico por via oral, contra 0 dano causado por uma dieta rica em lipideos em
camundongos. Os resultados demonstram que o citral protege contra alteragdes prejudiciais ao trato
gastrointestinal, metabolismo e respostas inflamatdrias. Nossos resultados sdo essenciais para 0s avangos
de uma futura aplicagéo clinica do citral e criagdo de estratégias terapéuticas para o tratamento de doencas

metabolicas como a obesidade.



POTENTIAL IMPACT OF THIS RESEARCH

This thesis provides society with the knowledge of a compound with a wide range of pharmacological
effects and supports the hypothesis of its therapeutic action based on popular knowledge. Citral, is a mixture
of monoterpenes, is the main compound present in different plant species. Given the potential beneficial
effects of this molecule on human health, and in the context of the World Health Organisation's Agenda for
Sustainable Development, one of the key areas is to ensure a healthy life and guarantee the well-being of
all. The aim of this work was to elucidate the effect of citral against the damage caused by an unbalanced
diet. Our studies, through in vivo and in vitro preclinical studies that mimic the metabolic and inflammatory
changes associated with obesity. We demonstrate the beneficial role of citral, through chronic oral treatment,
against the damage caused by a high-fat diet in mice. The results show that citral protects against harmful
changes in the gastrointestinal tract, metabolism and inflammatory responses. Our results are essential for
advancing in the future clinical application of citral and the development of therapeutic strategies for the

treatment of metabolic diseases such as obesity.
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RESUMO

A obesidade esta diretamente associada ao desequilibrio do microambiente intestinal e ao acumulo de
gordura no tecido adiposo, causado pela ingestdo de uma dieta desbalanceada. O acimulo de gordura
também é influenciado pelo aumento dos niveis sistémicos de lipopolissacarideo (LPS), um quadro
conhecido como endotoxemia metabdlica. No entanto, os mecanismos envolvidos nas alteragdes no epitélio
intestinal em decorréncia da obesidade sdo pouco compreendidos, bem como fatores para reverté-los.
Diante disso, a busca por moléculas que restabelega as alteragdes decorrentes do processo inflamatério e
reduza o aumento da permeabilidade intestinal, pode ser uma alternativa para o tratamento da doenga. O
citral (CT) possui comprovada agéo anti-inflamatoria, antihiperlipidémica e gastroprotetora. Assim, 0 nosso
objetivo foi investigar o impacto do CT contra os danos sistémicos e teciduais associados ao LPS e a dieta
hiperlipidica (HFD) em modelos in vitro e in vivo que mimetizam a obesidade. Para isso, utilizamos
camundongos machos C57BL/6J (4-6 semanas, n=5-10/grupo) alimentados durante 17 semanas com dieta
padrao (DP) e hiperlipidica (HFD), concomitante, com o tratamento oral diario com CT (25, 100 ou 300
mg/kg) e seu veiculo (Tween 80 a 1%, 10 mL/kg). Para simular a endotoxemia metabdlica, os animais foram
submetidos com inje¢&o intraperitoneal (i.p.) com LPS & 10 pg/kg uma vez por semana juntamente com a
oferta de HFD durante 10 semanas e tratados oralmente com CT na dose de 300 mg/kg. O ganho de massa
corporal e a ingestao calérica foram avaliados, assim como, o perfil metabdlico, o indice de adiposidade e
expressao génica de parametros inflamatérios. Em estudos in vitro, utilizamos as linhagens celulares epitelial
do célon normal humano (NCM-356) e carcinoma retal murino CMT-93, estimuladas com LPS por 48h e
72h, respectivamente, a fim de avaliar a viabilidade celular, cicatriza¢do de feridas (wound-healing assay) e
expressao proteica de marcadores associados a permeabilidade e a inflamagao. Para a andlise estatistica
utilizamos ANOVA de uma e duas vias seguida do pés-teste de Tukey (p<0,05). O tratamento diério com CT
preveniu 0 ganho de massa corporal quando comparado ao grupo de animais alimentados com HFD
(p<0,05). No entanto, essa resposta foi abolida quando realizada a administragdo exdgena de LPS por 10
semanas. Além disso, o monoterpeno (300 mg/kg), promoveu uma redugdo significativa no indice de
adiposidade e nos niveis séricos de colesterol total e LDL, assim como, um efeito anti-hiperglicémico em
comparagao com os camundongos obesos (p<0,05). O tratamento dos animais com CT preveniu o quadro
de endotoxemia metabdlica, consequentemente exibiu um efeito anti-inflamatério sistémico e no cdlon,
prevenindo 0 aumento da expressao génica do inflamassoma NLRP3 induzido pela HFD além de aumentar
a excregao de colesterol pelas fezes. O CT (50 pg/mL) apresentou um efeito proliferativo em células NCM-
356 quando comparados ao grupo controle (p<0,05). Durante a endotoxemia metabdlica induzida com LPS
exogeno, o tratamento com CT promoveu a diminui¢do da atividade da MPO e dos niveis de MDA no figado,
quando comparado ao grupo HFD (p<0,05) demonstrando a presenca de uma agéo protetora e anti-
inflamatéria do monoterpeno. A capacidade antioxidante do CT foi demonstrada ao prevenir 0 aumento da
atividade da SOD causado pela ingestéo de HFD, quando comparado ao grupo DP (p<0,05). Também
observamos que o CT reverteu o dano epitelial durante a cicatrizagéo de ranhuras em 24h e 48h na presenca
de LPS, quando comparado com o grupo de 6h, efeito esse que elucida a agéo benéfica do monoterpeno
frente a mudanca da permeabilidade intestinal durante a obesidade. Desta forma, podemos concluir que o
CT apresenta agéo antiobesogénica, anti-inflamatéria e antihiperlipidemica através de um efeito protetor
contra alteragdes intestinais e hepaticas durante o desenvolvimento e progressdo do quadro de obesidade.

Palavras-chave: Dieta hiperlipidica;, permeabilidade intestinal; dislipidemia; endotoxemia metabolica;
monoterpeno.
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ABSTRACT

Obesity is directly related to an imbalance in the gut microenvironment and fat accumulation in adipose tissue
caused by an unbalanced diet. Fat accumulation is also influenced by increased systemic lipopolysaccharide
(LPS), a condition known as metabolic endotoxemia. However, the mechanisms involved in obesity-induced
changes in the intestinal epithelium are poorly understood, as are the factors that can reverse them.
Therefore, the search for molecules that reverse the changes resulting from the inflammatory process and
reduce the increase in intestinal permeability may be an alternative for the treatment of the disease. Citral
(CT) has been shown to have anti-inflammatory, antihyperlipidemic, and gastroprotective effects. Thus, our
aim was to investigate the impact of CT against systemic and tissue damage associated with LPS and high-
fat diet (HFD) in in vitro and in vivo models that mimic obesity. Male C57BL/6J mice (4-6 weeks, n=5-
10/group) was fed for 17 weeks with a standard diet (SD) and high-fat diet (HFD), concomitantly with daily
oral treatment with CT (25, 100 or 300 mg/kg) and its vehicle (1% Tween 80, 10 mL/kg). To simulate metabolic
endotoxemia, the animals were subjected to intraperitoneal (i.p.) injection of LPS at 10 pg/kg once a week
together with the HFD offer for 10 weeks and treated orally with CT at a dose of 300 mg/kg. Body mass gain,
caloric intake, metabolic profile, adiposity index, and gene expression of inflammatory parameters were
evaluated. In vitro, we used human normal colon epithelial (NCM-356) and murine rectal carcinoma CMT-93
cell lines, stimulated with LPS for 48h and 72h, respectively, to evaluate cell viability, wound healing (wound-
healing assay) and protein expression of markers associated with permeability and inflammation. One-way
and two-way ANOVA followed by Tukey's post-test were used (p<0.05). Daily treatment with CT prevented
body mass gain when compared to the HFD group (p<0.05). However, this response was abolished by
exogenous administration of LPS for 10 weeks. Furthermore, Treatment with monoterpene (300 mg/kg)
promoted a significant reduction in the adiposity index and serum levels of total and LDL cholesterol, as well
as an antihyperglycemic effect compared to obese mice (p<0.05). Treatment of animals with CT prevented
metabolic endotoxemia, consequently exhibiting a systemic and colonic anti-inflammatory effect, preventing
the increase in NLRP3 inflammasome gene expression induced by HFD, in addition to increasing cholesterol
excretion in feces. CT (50 pg/mL) showed a proliferative effect in NCM-356 cells when compared to the
control group (p<0.05). During metabolic endotoxemia induced by exogenous LPS, treatment with CT
promoted a decrease in MPO activity and MDA levels in the liver compared to the HFD group (p<0.05),
demonstrating a protective and anti-inflammatory effect of the monoterpene. The antioxidant capacity of CT
was demonstrated by preventing the increase in SOD activity caused by HFD ingestion when compared to
the DP group (p<0.05). We also observed that CT reversed epithelial damage during wound healing at 24h
and 48h in the presence of LPS, when compared to the 6h group, an effect that elucidates the beneficial
action of the monoterpene against changes in intestinal permeability during obesity. Thus, we can conclude
that CT has antiobesogenic, anti-inflammatory, and antihyperlipidemic action through a protective effect
against intestinal and hepatic alterations during the development and progression of obesity.

Keywords: High-fat diet; intestinal permeability; dyslipidemia; metabolic endotoxemia; monoterpene
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. APRESENTAGAO

Esta tese sera apresentada no formato de capitulos, sendo precedidos por uma reviséo bibliografica
sobre obesidade e endotoxemia metabdlica e os mecanismos envolvidos no desenvolvimento do quadro
patoldgico, assim como a apresentagéo sobre o Citral e suas atividades farmacologicas ja descritas na
literatura. O capitulo | é apresentado no formado de artigo que foi submetido para a revista cientifica
Frontiers in Pharmacology com os resultados do tratamento cronico do composto concomitantemente a
inducdo de obesidade. O capitulo Il contém resultados do efeito do Citral ao desenvolvimento de
endotoxemia metabdlica induzida por administragdo exdgena da endotoxina LPS que serd submetido
ao periddico Journal of Ethnopharmacology. E no capitulo lll, séo apresentados os resultados do estudo
in vitro da atividade do citral sob células intestinais e imunologicas que serdo submetidos para a revista

cientifica Cells.
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Il. INTRODUGAO

i. OBESIDADE

Com o avango da industrializag&o e da globalizacao, o estilo de vida da populagdo mundial enfrentou
uma série de desafios ao se adaptar ao escasso espago de tempo para realizar atividades basicas, como
se alimentar. Diante disso, 0 aumento do peso corporal devido a méa alimentag&o juntamente com o estilo
de vida pouco ativo favoreceu aos dados alarmantes com elevada escalada no numero de pessoas
classificadas como obesas (1). A obesidade é uma doenga cronica que tem crescido em paises
desenvolvidos e em desenvolvimento, se propagando em diferentes faixas etarias e condigdes socio-
econdmicas. Em 2022, a Organizagdo Mundial de Saude (OMS) destacou que um a cada oito pessoas no
mundo eram obesas, isso porque quase 43% da populagdo mundial adulta, de 18 anos ou mais,
apresentavam sobrepeso e destes, 16% eram obesos (2). No Brasil, os dados se tornam ainda mais
preocupantes, pois 64,6% da populagdo adulta apresenta sobrepeso, alcangando uma porcentagem de
28,9% de adultos classificados com obesidade (3). Um outro dado alarmante é que devido a crescente
incidéncia de obesidade, estima-se que em 2044, 48% da populacao adulta brasileira seréo obesos (4). Com
origem etioldgica multifatorial, a obesidade envolve fatores bioldgicos e/ou ambientais, sendo definida pelo
significativo efeito anabdlico que leva a um progressivo aumento de reservatérios de tecido adiposo (TA) e
desencadeia alteragdes na modulagao do sistema imunoldgico e metabdlico (5). Uma dieta desbalanceada
e rica em gorduras acarreta 0 acumulo excessivo de gordura corporal causando um desequilibrio energeético
cronico, que resulta em um significativo aumento de peso corporal (6). Além disso, individuos obesos
apresentam alto risco para o desenvolvimento de outras doencas crénicas, como diabete mellitus tipo 2,

doencas hepaticas, autoimunes e cardiovasculares (7,8).

28



10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

ii. OBESIDADE E MICROBIOTA

Nos ultimos anos, diferentes trabalhos tém buscado elucidar o principal agente causador da
obesidade, e a mudanga do perfil da microbiota intestinal pode estar associado a ativagdo desse processo
fisiopatologico (9,10). Entende-se como microbiota intestinal a populacdo de diferentes espécies
microbianos n&do patogénicos que residem no trato gastrointestinal (TGI) exercendo atividade comensal com
o0 organismo do hospedeiro (11). Essas bactérias atuam promovendo atividade funcional em processos
digestorios de degradacao e absor¢ao de nutrientes indigestos para o organismo; proporcionam prote¢do
ao hospedeiro pois induz resisténcia a infecgdes por microorganismos patogénicos com a competi¢do por
nutrientes e producdo de substéncias antimicrobianas; além disso, induzem a proliferagdo de células
epiteliais e uma resposta imunolégica adequada para prote¢do do hospedeiro (10,12-19). O carater
funcional da microbiota intestinal é determinado por propor¢des de diferentes filos de bactérias, existindo
predominantemente, no TGl humano, dos filos Bacteroidota, Bacillota e Actinomycetota (20). Uma mudancga
na composicdo da alimentagao pode causar alteragdes na populagéo e fungdo dessa microbiota, processo

esse denominado como disbiose intestinal (21).

Estudos em humanos e animais experimentais tem descrito uma mudanga na propor¢do da
populacdo da microbiota de individuos obesos (22). Um aumento abundante em bactérias do grupo de
Bacillota é caracteristico da microbiota intestinal de individuos obesos quando comparados com magros
(23), como também é descrito uma redugdo na razdo de Bacteroidota: Bacillota em obesos, o que
proporciona maior obtencdo de calorias advindas da ingestdo de alimentos (24,25). Esses dados sao
sustentados por Le Chatelier e colaboradores (2013), que evidenciaram que a microbiota intestinal de
individuos obesos € capaz de obter maior quantidade de calorias da dieta, o que favorece seu quadro
fisiopatologico de obesidade. O mesmo estudo demonstrou que uma menor diversidade na composicao da

microbiota intestinal pode acarretar um aumento progressivo do peso corporal (26). Um possivel mecanismo

29



10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

envolvido na modulacdo entre a relagdo hospedeiro-microbiota intestinal € a expressdo de receptores
semelhantes a dominio de oligomerizacdo de ligacdo de nucleotideo contendo pirina (NLRP). Esta
superfamilia de proteinas é capaz de modular cascatas de sinalizagao inflamatéria através da ativacdo de
caspase-1 promovendo a formag&o de um complexo multimérico, denominado inflamassoma (27). O NLRP-
6 apresenta papel chave na manutengéo da microbiota e integridade da barreira intestinal, favorecendo a
producao de muco e a sintese de peptideos antimicrobianos (28,29). No entanto, em animais obesos ocorre
uma redugao nos niveis de NRLP-6 no intestino diretamente associado a uma alteragéo da composicéo e
uma menor variabilidade da microbiota intestinal, 0 que possivelmente esta atrelado a uma alteragéo no
perfil de metabdlitos em animais obesos (30,31). Além disso, a oferta de uma dieta com alto teor de lipidios
pode favorecer a proliferagdo de bactérias gram-negativas, o que resulta em um aumento nos niveis de
lipopolissacarideo (LPS) no Iimen intestinal, promovendo a expressdo de mediadores inflamatérios na
mucosa. A fim de minimizar esse impacto na homeostasia intestinal, proteinas antimicrobianas expressas
por células epiteliais intestinais atuam como a primeira linha de defesa contra componentes microbianos,
como o LPS (32). A fosfatase alcalina intestinal atua na detoxificacéo do LPS, através de sua desativagéo
por catalisar a desfosforilagdo da porgao lipideo A da molécula, prevenindo assim a ativagdo de uma
resposta inflamatéria local ou sistémica (33). Em mondcitos, ocorre a ativagdo do inflamassoma NRLP-3,
que desencadeia a maturagao e liberagao de interleucina (IL)-1B, que pode agravar o processo inflamatorio
na mucosa intestinal de individuos obesos (29,34). Em modelos experimentais em camundongos essa
mudanga de microbiota intestinal através da oferta de dieta hiperlipidica (high-fat diet, HFD), provoca um
quadro de inflamacdo crénica de baixo grau associada a obesidade (35,36), resultado do processo

inflamatdrio intestinal que aumenta a permeabilidade no TGl (20).
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iii. OBESIDADE E BARREIRA INTESTINAL

Uma disfungéo na integridade da barreira intestinal desencadeia alteragdes na permeabilidade da
mucosa com a ativagao do sistema imune que induz um processo inflamatério, com o desenvolvimento de
doencas intestinais e sistémicas (37,38). O processo de absorcao de nutrientes € realizado através da
passagem pela barreira fisica, formada pelo epitélio do TGI responsavel por realizar a interface entre o
ambiente externo (ltmen) e microambiente interno (mucosa e sistema circulatério)(39). A passagem de
nutrientes é regulada por uma monocamada de células epiteliais através de duas vias diferentes, uma via
transcelular e outra paracelular (40). A primeira via, a transcelular, ocorre por transporte vesicular, com a
existéncia de transportadores especificos para proteinas, microorganismos e outros solutos na membrana
apical das células epiteliais até alcangar a membrana basolateral. J& a via paracelular é caracterizada por
regular a passagens de ions, agua e outras pequenas moléculas entre o espago intercelular, carater esse
proporcionado pelas jungdes oclusivas (tight junction, TJ) que regulam a passagem bidirecional entre o
lumen e o interior da mucosa (41). Quatro familias de proteinas transmembranas constituem a TJ, sendo
elas as ocludinas, claudinas, moléculas de adeséo jungao (JAM) e tricelulinas(42—45). Seus dominios
extracelulares interagem com proteinas da TJ de células adjacentes e é através de interagdes que s&o
atribuidas a capacidade seletividade da barreira (39,40). Ja& os dominios intracelulares, formam
conglomerados protéicos com as proteinas da zbnula ocludente (ZO)-1, que ancoram as proteinas
transmembranas ao citoesqueleto da célula, permitindo que o citoesqueleto regule a integridade da interagéo
entre as células através da agado da miosina quinase de cadeia leve (myosin light-chain kinase, MLCK), e

assim, consequentemente regule a permeabilidade da barreira (39,40,46).

Devido a importante fungdo da barreira intestinal, 0 processo regenerativo e 0s mecanismos
regulatérios para a manutengé@o da homeostase sdo fatores importantes a serem investigados no combate

aos danos intestinais (47,48). A utilizagdo de ensaios in vitro auxiliam na compreensdo dos processos
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funcionais por meio da utilizag&o de diferentes linhagens celulares, como a linhagem epitelial de cdlon
normal humano NCM-356 e a linhagem de adenocarcinoma retal murino CMT-93 (48,49). Ambas as
linhagens celulares tém caracteristicas importantes que contribuem para uma melhor compreenséo dos
mecanismos envolvidos na manuten¢do da barreira intestinal. A primeira, € uma linhagem celular pré-
tumoral que tem caracteristicas morfoldgicas semelhantes as células epiteliais intestinais humanas normais
(48). Ja a linhagem CMT-93 é uma cepa derivada de camundongos e é usada para entender o0 mecanismo
regulatério entre a comunicagao célula-célula (49). Assim, podemos compreender melhor as alteragbes do
microambiente intestinal que levam a um processo quebra da barreira, que desencadeia em uma ativagéo
da resposta inflamatoria e induz a producéo de citocinas (TNF-a, IL-6, IL-1B, INF-y). Estas citocinas pré-
inflamatérias tem a capacidade de prejudicar a atuagdo das proteinas da TJ reduzindo a transcrigao;
removendo as proteinas do interior vesicular; degradando as proteinas da TJ; ou até mesmo ativando
quinases (como a quinase IkB, IKK) relacionados ao processo inflamatério e da modulagéo do citoesqueleto,
resultando na redugéo da fungéo de barreira das TJ (37,38). A ingestdo de HFD induz a expressdo de RNAm
de TNF-a e ativagdo de fator nuclear kappa B (NF-kB), consequentemente, induz a expressdo de
ciclooxigenase (COX)-2, NLRP-3 e 6xido nitrico sintase induzida (iNOS) no TGl, prejudicando a ag¢do das
proteinas constituintes da TJ, fato esse, que facilita a maior passagem de LPS ativo do limen para a
circulagdo na obesidade (50). Como consequéncia, ocorre 0 aumento da concentragao de LPS sistémico no

organismo de individuos obesos, conhecido como quadro de endotoxemia metabolica (51).

iv. OBESIDADE E ENDOTOXEMIA METABOLICA

O LPS advindo da disbiose intestinal contribui para iniciar o processo de inflamagéo sistémica
cronica, sendo conhecido como marcador (“Hallmark”) do quadro obesogénico (52). O continuo estimulo de
LPS sistémico é capaz de iniciar o dano metabdlico no organismo do individuo por meio de um processo de

adaptagéo inflamatdria que ocorre com a ingestao de alto teor de lipidios (53). O LPS, um componente de

32



10

11

membrana de bactérias gram-negativas, é transportado através do lumen do TGI por quilomicrons pela
circulagdo sanguinea e alcangando outros tecidos, tais como figado, TA e musculos (54-56). Essa
endotoxina é capaz de ativar o sistema imunoldgico induzindo uma resposta inflamatoria, principalmente,
através da sensibilizacdo de macrofagos (51,57). O macréfago esta presente tanto na circulagdo quanto nos
tecidos, como por exemplo, no figado (células de Kupffer). O reconhecimento do LPS por macréfagos ocorre
através do receptor do tipo Toll (TLR)-4, induzindo uma cascata de sinalizagéo intracelular promovendo a
expressao de mediadores do tipo pré-inflamatérios, tais como citocinas (IL-1B, IL-6, TNF-a, INF-y), leptina,
quimioatraentes e outros agentes efetores de uma resposta inflamatéria (58,59). Cani e colaboradores
(2007) comprovaram a correlagao dos niveis de LPS sistémico e a sindrome metabdlica através da infuséo
de LPS em camundongos livres de patégenos (Germ-free), observando uma resposta de endotoxemia

metabdlica semelhante ao de animais alimentados com HFD (60) (Figura 1).
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Figura 1. Endotoxemia causada pela maior translocagdo de LPS do lumen para a circulagao sistémica
devido ao aumento da permeabilidade intestinal. O aumento de LPS sistémico causa uma resposta
inflamatoria sistémica de baixo grau através da ativagéo de macrofagos, principalmente, com a produgéo de
citocinas pro-inflamatérias desencadeando uma resposta inflamatéria em diferentes tecidos, como figado e
tecido adiposo (TA). Traduzida e modificada de Ghosh e colaboradores (33).

Essa sinalizagéo inflamatéria, propiciada pelo quadro de endotoxemia metabdlica, promove
alteragdo nos niveis de mediadores inflamatérios sistémicos e induz um quadro de desordem metabdlica,
como hiperglicemia, hipertrigliceridemia, dislipidemia e hipertensdo (61). Concomitante com a continua
ingestao de uma dieta rica em lipideos, a desordem metabolica auxilia no aumento da quantidade e tamanho
de adipécitos (62), elevando ainda mais a concentragdo de mediadores do tipo pré-inflamatérios na
circulagdo, quadro conhecido como metainflamacao (63,64). Em razdo do aumento da deposigéo de gordura
no TA, também ocorre a deposicao ectopica de lipideos em outros tecidos, principalmente no figado,
favorecendo o desenvolvimento de esteatose e esteato-hepatite nao alcodlica (EHNA), que pode levar a um

maior risco de desenvolvimento de cirrose e carcinoma hepatocelular (65,66).
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As altas concentragdes de lipideos e glicose, devido a uma dieta desbalanceada, favorecem a
formacdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) que influéncia diretamente no agravamento de
disfungdes metabolicas, principalmente, através do dano sistémico e hepatico que ocorre durante a
obesidade (67). Devido a isso, mecanismos antioxidantes atuam na protecao e eliminagdo de EROs, através
de componentes enzimaticos e ndo enzimaticos que agem no controle do estresse oxidativo. A enzima
superodxido dismutase (SOD) estd envolvida na conversao do anion superdxido em oxigénio molecular e
perdxido de hidrogénio que serve de substrato para a agéo da catalase (CAT) que favorece a formagao de
agua e oxigénio molecular (68). Contudo, durante a doenga hepatica gordurosa ndo alcodlica (DHGNA)
também ocorre 0 aumento dos niveis de malondialdeido (MDA), produto da peroxidagéo lipidica, resultado

do dano causado pelo aumento exacerbado de EROs na membrana celular de células hepaticas (69).

Diferentes trabalhos tém associado a endotoxemia metabolica com a produgéo de etanol durante a
DHGNA, e consequentemente, promover a ativagdo de uma reposta do tipo pré-inflamatéria de macréfagos
hepaticos que contribui para aumento de EROs e do estresse nitrosativo, através do aumento dos niveis de
nitritos que atua como um potente fator pré-inflamatério (70,71). Tal ambiente pro-inflamatério e lesivo para
o tecido, contribui para um maior recrutamento de células imunitarias para o tecido hepatico, como
neutrdfilos (72). A infiltracdo de neutréfilos esta associada ao aumento dos niveis da enzima mieloperoxidase
(MPO), que é um importante marcador pré-inflamatério por atuar na regulagéo dessas células imunitarias,
contribuindo na maior produgéo de moléculas pro-oxidativas (73,74). O processo inflamatério hepatico, leva
a alteragOes sistémicas que juntamente com a sindrome metabdlica durante a obesidade também contribui
para a promog¢ao de mecanismos carcinogénicos, tais como aumento da sinalizag&o para proliferacao e
diferenciagdo celular que aumenta o risco de incidéncia de diferentes tipos de cancer, como no célon,

esofago e figado (75-77).
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v. TERAPEUTICA ATUAL

Por ser uma doencga crénica e complexa, o tratamento da obesidade necessita de abordagens
combinadas, como a mudanga no estilo de vida, reeducagédo alimentar e exercicios fisicos (78). A
abordagem farmacoldgica também pode ser empregada, porém apresenta poucas opgdes terapéuticas
comprovadas e € ineficaz a longo prazo, apresentando efeitos adversos significativos (79). Um exemplo de
medicamentos antiobesidade é a sibutramina, que reduz a ingestao de alimentos e aumenta a saciedade.
No entanto, seu uso causa efeitos colaterais significativos que levam ao inchago, incontinéncia fecal e
aumento do risco de infarto e cancer de colon (80). Outra limitagdo dos medicamentos antiobesidade esta
associada a incidéncia de transtornos psiquiatricos, cardiotoxicidade e o uso prolongado causa dependéncia
dos medicamentos (81). Em casos mais grave da doenca, € mais indicado a realizagao da cirurgia bariatrica,
mas a recuperacgao é lenta e ndo exclui a possibilidade da recidiva da doenga, caso a ndo associa¢ao das
abordagens anteriores ocorram (82). Diante da dificuldade de execugdo das abordagens existentes e
manutenc¢&o da injuria pré-inflamatoria recorrente durante o processo obesogénico é necessario a busca por

agentes com agdo farmacoldgica que atuem com amplo espectro no quadro patolégico da obesidade.

vi. CITRAL

Os produtos naturais apresentam grande importancia como fonte de biomoléculas com agéo
farmacoldgica, principalmente os de origem vegetal que também servem como modelo para sintese de
novas alternativas terapéuticas (83,84). Os dleos essenciais existentes em plantas séo ricos em substancias
com grande atuagdo farmacoldgica sendo investigados por diversos grupos de pesquisas. O citral (CT;
Figura 2) é uma mistura de monoterpenoides (neral e geranial) presente em 6leos essenciais de diversas
espécies de plantas como Zingiber officinale (gengibre)(85) e Cymbopogon citratus (Capim lim&o)(86). Suas
aces antifungica, antibacteriana, antitumoral, analgésica e anti-inflamatoria ja foram descritas na literatura

em diversos estudos in vivo e in vitro (87-91).
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Figura 2. Formulas moleculares e estruturais dos isdmeros Geranial (92) e Neral(93), que constituem o
Citral. Imagem representativa do capim-limao e gengibre, fontes de citral.

Nos ultimos anos, diferentes trabalhos tém demonstrado efeitos terapéuticos do monoterpeno no
tratamento de alteragbes metabdlicas e inflamatérias durante a obesidade. Modak e colaboradores (2011)
observaram que a administragao cronica de CT em camundongos obesos previne o acumulo abdominal de
lipideos, com redugao no peso corporal por um possivel aumento na produgdo energética oriundo do
metabolismo, com reducao dos niveis séricos de AGLs, triglicerideos e colesterol total (94). Além disso, Lai
e colaboradores, investigaram o efeito hepatoprotetor do CT no dano causado por HFD em células hepaticas
em modelo de DHGNA. O CT exibiu atividade protetora mediada por reducdo do estresse oxidativo e
processo inflamatério (95). Outros trabalhos descrevem o papel imunomodulatério do CT na supressao da

expressao de COX-2 em estudos in vitro (96) e também em modelo de peritonite induzida por LPS em ratos,
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no qual o CT foi capaz de reduzir a expressao de NF-kB, moléculas de ades&o e diminuir a concentragao
das citocinas proé-inflamatérias TNF-a e IL-8 (97). Em um trabalho publicado por nosso grupo, demonstramos
que o tratamento oral com CT foi capaz de diminuir a resposta nociceptiva através da modulagcdo de
mediadores inflamatoérios enddgenos, como o glutamato, prostanoides, 6xido nitrico (NO) e TNF-q,
moléculas cruciais na sinalizagao nociceptiva em um modelo de dor crénica (86). O CT também atuou na
inibigdo da liberagdo de NO por meio da redugéo da producdo e expressao de iNOS, frente a injuria e a
ativagao do sistema imune (87). Demonstramos também, que o tratamento com CT administrado em de
ratos eutérmicos apresenta agdo antipirética, sendo capaz de reduzir a temperatura corporal na febre
induzida por inje¢ao intraperitoneal (i.p.) de LPS devido a redugéo da concentracdo plasmaticas de IL-1p,
IL-6 e TNF-a, assim como, de PGE, (plasmaticas e na area pré-optica do hipotadlamo) (98). J& em
camundongos obesos, nosso grupo descreveu a agdo hipotérmica do CT através da reducdo da
concentragao sérica (TNF-a e leptina) e hipotaldmica (IL-6) de mediadores inflamatérios durante o desafio
imune com LPS (99). Entretanto, apesar dos importantes achados do papel do CT como anti-hiperlipidémico,
anti-inflamatério e antipirético ainda ndo se conhece sua atuagdo durante o processo de iniciagdo e
promogao da obesidade e permeabilidade intestinal, como também, no quadro de endotoxemia metabdlica,
um dos fatores chave para desencadear a inflamagdo metabolica em individuos obesos. Assim, nossa
hipotese é que o CT atue reduzindo uma resposta obesogénica, através da modulagao do ambiente intestinal
contribuindo para uma melhora de alteragdes metabdlicas e sistémicas durante a obesidade induzida com

HFD.
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