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RESUMO

Introducdo: Tendo em vista a importancia da inflamagdo na patogénese dos
distarbios relacionados a obesidade, incluindo o remodelamento e a disfuncéo
cardiaca, a busca por diferentes estratégias terapéuticas anti-inflamatérias naturais
sdo promissoras. A bergamota (Citrus bergamia) € uma fruta citrica utilizada para a
producdo de oleo essencial e estudos demonstram resultados propicios com acgéo
antioxidante e anti-inflamatéria. Objetivo: Investigar o efeito anti-inflamatoério do
extrato das folhas de bergamota (FB) no remodelamento cardiaco em modelo
experimental de obesidade. Metodologia: Ratos Wistar machos (n=32) foram
distribuidos em 2 grupos: dieta controle (C, n=16 animais) e dieta rica em acucar e
gordura (HSF, n=16 animais) por 20 semanas. Apé6s detectado remodelamento
cardiaco por ecocardiografia, os grupos foram redistribuidos em: controle + placebo
(C, n=6); controle + extrato das folhas de bergamota (C+FB, n=6); HSF + placebo
(HSF, n=6); HSF + extrato das folhas de bergamota (HSF+ FB, n=6) por 10
semanas. A concentracdo do extrato foi 50mg/kg de peso, diluido em agua e
administrado diariamente por gavagem; os grupos placebo receberam agua também
por gavagem. Foram avaliados: parametros nutricionais e metabdlicos, parametros
cardiovasculares, marcadores inflamatdérios cardiacos, atividade da
metaloproteinase-2 (MMP-2) miocardica e a expressao proteica do colageno tipo Ill
miocardico. Resultados: O grupo HSF apresentou obesidade, dislipidemia,
hipertensdo arterial sistélica, resisténcia a insulina, remodelamento e disfuncéo
cardiaca; além dessas alteracdes, apresentou inflamacéo cardiaca e diminuicdo da
atividade da MMP-2 ativa; a suplementagcéo com FB foi eficaz em melhorar no grupo
HSF a resisténcia a insulina, o remodelamento, a funcdo cardiaca, bem como a
inflamacéo, a atividade da MMP-2 ativa e a expressado proteica de colageno tipo Il
miocardico. Concluséo: O efeito anti-inflamatdério da suplementacdo com FB
melhorou a atividade das metaloproteinases atenuando o remodelamento e a
disfungéo cardiaca induzidos pela obesidade.

Palavras-chave: Obesidade; Inflamacdo; Remodelamento cardiaco; Colageno;
Bergamota.



ABSTRACT

Background: In view of the importance of inflammation in the pathogenesis of
obesity-related disorders, including cardiac remodeling and dysfunction, the search
for different natural anti-inflammatory therapeutic strategies presents promising
possibilities. Bergamot (Citrus bergamia) is a citrus fruit used for the production of
essential oil and studies show favorable results with antioxidant and anti-
inflammatory action. Aim: To investigate the anti-inflammatory effect of bergamot leaf
extract (FB) on cardiac remodeling in an experimental model of obesity. Methods:
Male Wistar rats (n=32) were distributed into 2 groups: control diet (C, n=16 animals)
and High sugar-fat diet (HSF, n=16 animals) for 20 weeks. After cardiac remodeling
was detected by echocardiography, the groups were redistributed into: control +
placebo (C, n=6); control + bergamot leaf extract (C+FB, n=6); HSF + placebo (HSF,
n=6); HSF + bergamot leaf extract (HSF+ FB, n=6) for 10 weeks. The extract
concentration was 50mg/kg of weight, diluted in water and administered daily by
gavage; placebo groups also received water by gavage. The following were
evaluated: nutritional and metabolic parameters, cardiovascular parameters, cardiac
inflammatory markers, myocardial metalloproteinase-2 (MMP-2) activity and
myocardial type Il collagen protein expression. Results: The HSF group presented
obesity, dyslipidemia, systolic arterial hypertension, insulin resistance, remodeling
and cardiac dysfunction; in addition to these alterations, he presented cardiac
inflammation and a decrease in active MMP-2 activity; FB supplementation was
effective in improving insulin resistance, remodeling, cardiac function, as well as
inflammation, active MMP-2 activity and myocardial collagen type Ill protein
expression in the HSF group. Conclusion: The anti-inflammatory effect of FB
supplementation improved the activity of metalloproteinases, attenuating obesity-
induced cardiac remodeling and dysfunction.

Keywords: Obesity; Inflammation; Cardiac remodeling; Collagen; Bergamot.
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1. Obesidade

A populacdo mundial vivencia atualmente um processo de transicao
nutricional, caracterizado pelo aumento do consumo de acucares simples e
gorduras do tipo saturadas que, na maioria das vezes, estdao contidos em
alimentos ultraprocessados e bebidas agucaradas. Essa condicdo alimentar
associada ao sedentarismo sao considerados agentes principais no
desenvolvimento da obesidade?.

A obesidade é definida pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS)
como uma doenca caracterizada pelo aumento excessivo de massa adiposa
gue pode prejudicar a saide?. A sua prevaléncia tem aumentado de maneira
pandémica em todas as faixas etarias nas Ultimas quatro décadas e,
atualmente, representa um grande problema de salde publica no mundo®-5.
Segundo uma pesquisa realizada pela OMS em 2016, cerca de 650 milhdes de
adultos eram obesos e mais de 1,9 bilhbes de adultos apresentavam
sobrepeso’. No Brasil, de acordo com a Pesquisa Nacional de Saude (PNS), o
percentual de pessoas obesas em idade adulta mais do que dobrou em 17
anos, passando de 12,2%, entre 2002 e 2003 para 26,8%, em 20198. Além do
percentual, em 2011, os gastos hospitalares e ambulatoriais do Sistema Unico
de Saude (SUS) com a obesidade chegaram a R$ 487,9 milhdes, dos quais
quase 24% eram atribuiveis a obesidade morbida. E em 2018, os custos
diretos atribuiveis a obesidade e outras comorbidades como hipertenséo
arterial e diabetes totalizaram R$ 3,45 bilhdes, considerando gastos do SUS
com hospitalizacdes, procedimentos ambulatoriais e medicamentos*®. A partir
desses resultados, a perspectiva é que esses numeros continuem crescendo e
gque em 2025, cerca de 2,3 bilhdes de adultos ao redor do mundo estejam
acima do peso, sendo 700 milhdes de individuos com obesidade™®.

O desenvolvimento do quadro de obesidade engloba diferentes
dimensdes, como a biologica, social, cultural, comportamental, de saude
publica e politica®'12, A sua instauracédo esta associada ao desenvolvimento
de diversas comorbidades e complicacbes como hiperglicemia,
hipertrigliceridemia, resisténcia a insulina, Diabetes Mellitus tipo I, doengas
cardiovasculares, renais e hepaticas®*1% que podem ser desencadeadas por

alteracdes no tecido adiposo?®.
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2. Tecido adiposo

O tecido adiposo atualmente € um dos principais focos das pesquisas
em obesidade, a partir de uma revolugcdo no entendimento da sua funcéo
bioldgica'®. Anteriormente, acreditava-se que sua funcdo era limitada apenas
como local de armazenamento para o excesso calérico consumido. No entanto,
nas ultimas décadas o tecido adiposo foi elucidado e consolidado como um
orgao dinamico metabolicamente, que além de caracterizar-se como principal
local de armazenamento para o0 excesso de energia, tem funcdo enddcrina,
pardcrina e autocrinat®’. Neste sentido, o tecido é composto por adipdcitos,
pré-adipdcitos, fibroblastos, macrofagos residentes, células do estroma
vascular e tecido nervoso®®, sendo os adipdcitos as principais unidades do
tecido adiposo especializados em armazenar gordura na forma de triacilglicerol
(TAG) em seu citoplasma, além de desempenharem atividades metabolicas
importantes como a lipogénese (consiste na biossintese e armazenamento de
TAG) e lipolise (consiste na quebra de TAG e liberacdo de acidos graxos livres
(AGL))15,18_

Em mamiferos, o tecido adiposo é subdividido em trés tipos,
classificados de acordo com as suas funcgdes, coloracdo, vascularizagdo e
estrutura, sendo o tecido adiposo marrom (Brown Adipose Tissue — BAT), o
bege (Brown-like Adipose Tissue — bAT) e o branco (White adipose tissue —
WAT)?9,

O tecido adiposo marrom dispde de 4,3% da massa adiposa total, tem
essa coloragdo ao fato de ser mais vascularizado e possuir alto teor de
mitocdndrias, que, por sua vez, possuem citocromos, que Sao responsaveis por
dar a cor marrom!®2°, Os adip6citos marrons sdo mais vascularizados e
inervados, e ndo tem a funcdo de armazenar energia, mas dissipar energia por
meio da termogénese, sendo localizado em locais superficiais e profundos afim
de conseguir a regulacdo da temperatura corporalt®2?,

Ja o tecido adiposo bege, estudado recentemente, possui células
adiposas semelhantes aos adip6citos marrons, porém com coloracao bege e
positivas para expressao de proteina desacopladora 1 (uncoupling protein -
UCP1). Mostraram-se provaveis de aparecerem em resposta a determinados

estimulos como exercicio, exposi¢cdo ao frio ou alguns horménios e podem-se
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acumular em depositos tipicos de tecido adiposo branco e por isso séo
chamados de adipdcitos bege ou “brite”, uma combinacdo dos termos marrom
e branco, por terem caracteristicas intermediarias entre os dois tipos de
tecido'®. Por terem a capacidade de absorver glicose e acidos graxos para
produzir calor como os adipécitos marrons, os adipécitos bege acabam
desempenhando um papel decisivo na regulacdo do metabolismo da glicose e
lipidios em todo o corpo, representando uma estratégia valida para tratar a
obesidade e Diabetes Mellitus tipo Il quando ativados??.

O tecido adiposo branco representa a maior parte da massa tecidual
adiposa nos seres humanos, encontrado em areas viscerais, subcutaneas e
regides gluteofemorais, com importante funcdo no armazenamento de TAG e
mobilizacdo de energia®®. Possui menor vascularizacdo e inervagdo do que o
tecido marrom, além de ser responsavel por secretar diversas substancias
conhecidas como adipocinas, compostos biologicamente ativos, que regulam a
homeostase metabdlical’1924,

As adipocinas séo definidas como proteinas secretadas (e sintetizadas)
pelo tecido adiposo, podendo ser uma citocina, como por exemplo a
interleucina- 6 (IL-6), o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), a leptina,
adiponectina, resistina, e a proteina quimio atraente de mondcitos-1 (MCP-1),
dentre outras!’?>. Na Figura 1 estdo representadas as adipocinas e suas

fungdes no organismo.
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Adipocinas com acao Adipocinas com acao
antiinflamatoria proinflamatoria

Adiponectina Adpsina (Fator D)
Omentina 1 (Intelectina) ASP
IL-10 > (w TNF-a
® IL-1B
IL-6
IL-17
o = IL=18
Eoh s Lipocalina/NGAL
. CCL2/MCP-1
CCL5/RANTES
CXCL8/IL-8
CXCL10/IP-10

Adipocinas - Adlllzocmias .
hipoglicemiantes -30 perglicemiantes
Leptina Resistina
Adiponectina d ™M e . : TNF-a
Visfatina o > IL-6
Omentina _ IL-18
o CCL5/RANTES

CXCL10/IP-10

Figura 1: Adipocinas e suas funcdes fisiolégicas. FIAF: fator adipocitario induzido pelo jejum;
ASP: proteina estimulante da acilagdo; TNF-a: fator de necrose tumoral alfa; PAI-I: inibidor do
ativador de plasminogénio |; VEGF: fator de crescimento endotelial vascular; NGF: fator de
crescimento neural; IL-6: interleucina 6; IL-1p: interleucina 1 beta; IL-10: interleucina 10; IL-17:
interleucina 17; IL-18: interleucina 18; PCR: proteina c reativa; NGAL: lipocalina associada a
gelatinase neutrofilica; MCP-1: proteina quimio atraente de mondcitos-1; RANTES: regulada
sob ativacdo expressa e secretada por células T normais; IL-8: interleucina 8; IP-10: proteina
10 induzida por interferon. Fonte: ISLEIDE et al., 2019%.

Dessa forma, o tecido adiposo é reconhecido como um 0Orgao importante
de uma complexa rede que participa da regulacdo de uma variedade de
funcGes bioldgicas!’. Neste sentido, dentre as adipocinas produzidas pelo
tecido adiposo, a adiponectina é a mais abundante, atuando na resposta
inflamatéria e na regulacdo do balanco energético, desenvolvendo um papel
anorexigeno e anti-inflamatério e também aumentando a sensibilidade a
insulinal®26, Em casos onde a homeostase deste tecido é alterada, a secrecéo
dessas substancias pode ser modificada, resultando em uma disfuncédo do

tecido adiposo?’:%8.

3. Inflamacéo e tecido adiposo
De acordo com a literatura, o tecido adiposo é capaz de armazenar o
excesso de energia vinda de um balanco energético positivo sob a forma de
TAG?%%0, Porém, em situacdes de aporte excessivo de nutrientes, ha aumento
do tamanho dos adipdcitos (hipertrofia) e também do nimero (hiperplasia) até o

tecido atingir uma inflexibilidade para se expandir tornando-se
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disfuncionante3®2, Esses adipdcitos hipertrofiados acabam liberando uma
maior quantidade de adipocinas como a leptina e resistina, enquanto os
macrofagos residentes respondem a esse estimulo liberando citocinas proé-
inflamatoérias como IL-6 e TNF-a e quimiocinas como MCP-1, que agem
recrutando mondcitos circulantes que chegam ao tecido adiposo e se
diferenciam em macréfagos?”29:33-36,

Os macroéfagos possuem a capacidade de alterar seu perfil de secrecéo
de citocinas de acordo com o estimulo que recebem, por exemplo o perfil M1 é
conhecido por uma atividade pro-inflamatoria (IL-1, IL-2, IL-6, TNF-a), ja o perfil
M2 anti-inflamatoria (IL-10, IL-4, IL-13). Desta forma, quando o tecido adiposo
sofre uma disfuncdo, ha o predominio de macréfagos M1, que sé&o
responsaveis por ampliar e manter o quadro de inflamagcdo e os niveis

elevados de IL-6 e TNF- a®*3738 (Figura 2).

Magro com fungéo Obeso com disfungio Obeso com disfungio
metabélica normal metabélica leve metabélica completa
— ::nﬂarga(;éo b t Inflamaczo 1 Inflamaczo
<+ Funcdo metabolica } Funcdo metabolica 4} Funcgo metabdlica
<+ Func&o vascular e %
+— Funcéo vascular | Func&o vascular
Linfocito T CD4+ - 4
Macréfago M2 Linfocito T CD8+ — [
Adipocito /" e )
‘ T g e A, ‘ e, A |
- . - N -
Vaso sanguineo / Macrofago M1 \ Estrutura tipo cor

Adipocinas anti-inflamatérias Adipocinas pro-inflamatorias

Adiponectina Leptina ANGPTL2 CCL2
SFRP5 Resistina TNF-a CXCL5
RBP4 IL-6 NAMPT

Lipocalina2 IL-18

Figura 2: Modulagéo fenotipica do tecido adiposo: magro com funcdo metabdlica normal,
obeso com disfuncdo metabdlica leve e obeso com disfuncdo metabdlica completa. SFRP5:
proteina secretada relacionada ao receptor frizzled-5; RBP4: proteina ligante de retinol 4;
ANGPTL2: proteina 2 semelhante a angiopoietina; TNF-a: fator de necrose tumoral alfa de IL-6:
intereucina; IL-18: interleucina 18; CCL2: ligante de quimiocina 2; CXCL5: ligando 5 de
guimiocina CXC; NAMPT: nicotinamida fosforibosiltransferase. Fonte: OUCHI et al., 2011%°.

O aumento local crénico, consequentemente desencadeia o aumento
sérico dos niveis de citocinas proé-inflamatorias e quimiocinas que podem
influenciar significativamente no desenvolvimento de disturbios concomitantes
a obesidade?>334041  gfetando diversos 6rgdos, principalmente o coracéo®?.
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Evidéncias demostram que o acumulo de gordura corporal esta associado ao
desenvolvimento de complicacbes em resposta ao comprometimento do
coracgdao, principalmente por alteragcdes hemodinamicas, estruturais e funcionais
ou indiretamente pelo processo inflamatério***’. Estudos publicados pelo
nosso grupo de pesquisa com animais submetidos a dieta rica em aguUcar e
gordura mostrou que o coragdo, durante o quadro de obesidade, é capaz de
produzir citocinas pré-inflamatoérias através de uma via conhecida como tipo
Toll 4 (Toll-like receptor 4- TLR-4)* e essa condicdo inflamatéria esta
relacionada ao comprometimento do coragdo por alterarem a estrutura e a

funcéo cardiaca®*’.

4. Coracgao
O coracao é um orgdo em forma de cone e oco, que funciona de modo
similar a duas bombas, contrétil e propulsora, sendo sua principal funcdo o
bombeamento de sangue entre suas cavidades, e através da circulacdo

pulmonar e periférica®®49,

4.1 Anatomia

Localizado na cavidade toracica, posteriormente ao 0SSO esterno e
superiormente ao musculo diafragmatico®®, o coracéo é dividido em apice, base
e mais trés faces: esternocostal, diafragmatica e pulmonar®®, onde sua base, a
parte superior do 6rgao, tem delimitacdo ndo bem definida correspondendo a
regidao de insercéo de grandes vasos, ou seja, vasos por onde o sangue entra e
sai do corac&o®.

Internamente, a cavidade cardiaca é subdividida em quatro camaras: 2
atrios e 2 ventriculos localizados a direita e a esquerda, onde o atrio direito se
comunica com o ventriculo direito por meio do 6stio atrioventricular direito, e o
esquerdo através do 6stio atrioventricular esquerdo®.

Os atrios sdo camaras responsaveis por receberem o sangue e
transmitirem para os ventriculos e entre eles existe uma parede diviséria
chamada de septo interatrial. J& os ventriculos sdo considerados as camaras
de ejecdo de sangue pulmonar e sistémico e sdo separados pelo septo

interventricular®® (Figura 3).
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Atrio esquerdo

Atrio direito

Ventriculo direito

Septo interventricular

Figura 3: Anatomia interna do tecido cardiaco. Fonte: adaptado de DUTRA et al., 2019,

O atrio direito recebe o sangue da veia cava (superior e inferior) e do
seio coronario, jA o atrio esquerdo recebe o sangue das veias pulmonares
direitas e esquerdas. O ventriculo direito compde a maior parte da face
esternocostal, uma parte da face diafragmética e quase toda a margem inferior
do coracdo, sendo responsavel por conduzir o sangue pela artéria tronco
pulmonar, enquanto o ventriculo esquerdo compde o apice do coracdo e
exerce uma funcgéo vital de conduzir o sangue pela artéria aorta para todos os
tecidos do corpo. Entre o atrio direito e o ventriculo direito esta localizada a
valva atrioventricular direita (tricispide), e entre o atrio esquerdo e o ventriculo
esquerdo esta a valva atrioventricular esquerda (mitral), que tém como funcdes
proteger as cavidades e impedir retorno do sangue dos ventriculos para os
atrios®0:51,

Em relacé@o as paredes das cavidades cardiacas, as do atrio direito séo
diferentes do atrio esquerdo, onde a parede posterior € formada por tecido liso
e a parede anterior de tecido rugoso, enquanto a outra possui parede posterior
e anterior de tecido liso. Ja a parede ventricular esquerda € mais espessa do
gue a direita, devido & maior forca necesséria para bombear sangue para a
circulacao sistémica®®:°2,

Portanto, condicbes fisiolégicas e/ou fisiopatoldégicas que promovam

modificagcdes na caga funcional do coragcdo requerem respostas adaptativas,
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gue consequentemente culminam no remodelamento cardiaco*344.5354 visto
gue afetam diretamente a estrutura e funcéo cardiaca por determinar aumento

na pré e na pés-carga cardiaca®®.

5. Remodelamento cardiaco na obesidade

De maneira conceitual o remodelamento cardiaco € uma alteracdo na
expressdo génica em resposta a uma agressao, resultando em mudancas
moleculares, celulares e intersticiais miocardicas, e que se expressa por
variagbes no tamanho, massa (hipertrofia cardiaca), forma e funcdo do
coracdo®®5’. E um mecanismo adaptativo & sobrecarga hemodinamica,
permitindo ao coracdo manter suas funcées em vigéncia de aumento de carga
e um fator de risco para o desenvolvimento de disfuncdo ventricular e
insuficiéncia cardiaca (1C)%.

Em individuos obesos, o remodelamento pode promover alteragfes na
funcao diastolica (enchimento ventricular) e sistdlica (esvaziamento ventricular),
gue variam de acordo com o grau e tempo de agressdo®®®l. Assim, o
remodelamento pode ser descrito como fisiologico (adaptativo) ou patologico
(n&o adaptativo). O primeiro € uma alteragcdo compensatoria nas dimensodes e
funcdo do coracdo em resposta a estimulos fisiologicos como exercicio,
gravidez e o proprio crescimento. Ja o patolégico ocorre quando o estresse é
acentuado e persistente, culminando em deterioracdo da capacidade funcional,
como pode ocorrer em diversos tipos de doencas®23. Ainda sobre o
remodelamento, sdo observadas hipertrofias que podem ser classificadas

guanto as suas caracteristicas como: excéntricas e concéntricas®!:64.65,

5.1 Hipertrofia excéntrica
Ocorre o0 aumento de massa e da espessura da parede ventricular com
aumento dos didametros cavitarios devido a deposicdo em séries dos midcitos.
Esta condicao € associada a sobrecarga de volume, onde a existéncia de um
volume cavitario maior permite uma fracdo ejetada maior, embora o aumento
de raio tenda a reduzir a capacidade de desenvolvimento de pressdo®66’
(Figura 4).
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5.2 Hipertrofia concéntrica
Ocorre reducgéo dos didmetros cavitarios, sendo seus miocitos dispostos
em paralelo, permitindo ao ventriculo desenvolver maior pressao ventricular.
Esta condicdo é associada ao aumento da resisténcia vascular, pois a tensdo
ativa produzida pelo aumento da massa ventricular é maior e,
consequentemente em menor raio da cavidade, resultando em um aumento da

pressao® 8’ (Figura 4).

Figura 4: Imagem representativa transversal de um coragdo saudivel e com hipertrofia
concéntrica e excéntrica. A: Coracdo normal; B: Coracdo com hipertrofia concéntrica; C:
Coragao com hipertrofia excéntrica. Fonte: OLLOQUIEGUI, 2016%.

Diferentes mecanismos tém sido apontados como participantes no
processo de remodelacdo, como as alteracdes nas proteinas contrateis,
dessensibilizacdo p-adrenérgica, prejuizos no acoplamento excitagéo-
contracdo-relaxamento®%°, e principalmente alteracées na matriz extracelular
por degradacéo ou fibrose>7:63.69.70,

A presenca de fibrose e de hipertrofia é observada na obesidade’®, além
de uma infiltracdo intersticial de células inflamatérias como macréfagos,
linfécitos T e niveis elevados de citocinas inflamatdrias (como IL-6, TNF-a), os
quais parecem exercer um papel influenciador na atividade das

metaloproteinases da matriz extracelular’?-75,

6. Matriz extracelular cardiaca
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A matriz extracelular € primordial para integridade estrutural do coracao,
desempenhando um papel importante na manutencdo da geometria ventricular
esquerda e da fungdo ventricular’®”’. Sua funcdo biolégica é o suporte
estrutural, sendo capaz de manter a arquitetura do tecido, preenchendo os
espacgos entre as células, conferindo adesdo e forma, permite a migracao,
proliferacdo e diferenciacdo das células adjacentes’?.

A matriz € composta por elementos estruturais, como colageno, e outras
proteinas, como a fibronectina, proteoglicanos e proteinas matricelulares’®78,
além de uma familia de enzimas de decomposi¢cdo da matriz extracelular,

chamadas de metaloproteinases de matriz (MMPs)’°.

6.1 Metaloproteinases de matriz (MMPSs)

Sao uma familia de mais de 25 espécies de proteases dependentes de
zinco, essenciais para a remodelagdo normal do tecido e estdo envolvidas em
diversas enfermidades, como céancer, doencas inflamatérias e
cardiovasculares’®’’, Elas sdo secretadas na forma de pré-enzimas inativas,
denominadas zimogénios, que sdo ativadas no ambiente pericelular dos
tecidos por segmentacéo do pro-peptideo, ou seja, por quebra de uma ligacao
de cisteina-Zn** que bloqueia a reatividade do local ativo, fazendo com que os
zimogénios (inativos) se transformem em MMPs (ativas)’®8. As MMPs sdo
classificadas em 5 grandes grupos de acordo com a especificidade do
substrato e a sua homologia interna em: colagenases (MMP- 1, 8, 13 e 18),
gelatinases (MMP-2 e 9), estromelisinas (MMP - 3, 10 e 11), tipo-membrana
(MT-MMP 1 a 4, 14 a 17) e a matrilisina (MMP- 7)%. As MMPs mais
abundantes no miocardio sdo as MMP-2 e MMP-9, conhecidas por estarem
associadas as alteracdes cardiacas causadas por diferentes agressdes, como
a MMP-2, uma das mais importantes para o0 processo de remodelamento
cardiaco’> 7782,

A atividade das MMPs pode ser regulada por fatores genéticos e
epigenéticos, bem como a nivel pds-transcricional por horménios, fatores de
crescimento, citocinas inflamatorias e interacfes célula-célula e célula-matriz,
podendo ser reguladas também por inibidores fisiolégicos endégenos, como

por exemplo os Inibidores Teciduais de Metaloproteinases (TIMPs)’28l, que se
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ligam as proteases através da propor¢cdo molar estequiométrica 1:1, formando
um sistema importante para o controle da atividade endégena das MMPs in
vivo. Ao se ligarem as MMPs, os TIMPs bloqueiam o sitio ativo, impedindo o
acesso ao substrato especifico’>®. Dessa forma, o equilibrio entre a producéo
de MMPs e de TIMPs representa o ponto principal para manutencdo da
homeostase da matriz®.

Os TIMPs s@o proteinas pequenas e multifuncionais divididas em
diferentes tipos como TIMP-1, TIMP-2, TIMP-3 e TIMP-4, sendo expressos por
uma variedade de tipos celulares e presentes na maioria dos tecidos e fluidos
corporais, sendo o TIMP-4 a forma mais abundante encontrada no
coracdo®858_ Todas as MMPs podem ser inibidas por TIMPs, entretanto, ndo
com a mesma eficacia, visto que o TIMP-2 é o inibidor mais efetivo para a
MMP-2 e o TIMP-4 tem efeito inibitorio tanto sobre a MMP-2 quanto a MMP-
982,87_

Em alguns processos patologicos, como em condi¢cdo de obesidade, o
cenario inflamatorio alterado pode culminar em desequilibrio entre as MMPs e
TIMPs, resultando em altera¢cdes quantitativas e/ou qualitativas na composi¢cao
da matriz, com consequente remodelamento cardiaco e alteracdo na funcao

cardiaca’284:88.89

6.2 Colageno intersticial

No intersticio cardiaco existe uma rede complexa e organizada de fibras
de colageno, principal componente da matriz, predominantemente do tipo | e lll,
sendo o tipo | o mais abundante, correspondendo a aproximadamente 80% do
colageno total®®%, Em uma condicdo estavel, o colageno contribui para a
manutencdo da arquitetura e funcdo cardiaca, tendo como principais funcbes a
regulacdo da apoptose, resistir a deformacdes patolégicas, manter o
alinhamento das estruturas e regular a distensibilidade cardiaca e a
transmisséo de forca durante o encurtamento da fibra cardiaca’®.

Produzida por fibroblastos, as fibras coldgenas sao firmemente
justapostas, com fortes ligacdes quimicas e resistentes a degradacéo causada
pela maioria das proteases, destacando-se as MMPs 2 e 9819091 Tanto a

MMP-2 gquanto a MMP-9 clivam a elastina, o colageno tipo IV e varias outras
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moléculas de matriz e a MMP-2 digere o colageno intersticial tipos I, Il e I118,
Em situacdes onde a atividade dessas MMPs é alterada®-%, o colageno pode
sofrer alteracbes resultando no aumento da sintese e/ou diminuicdo da
degradacéo ou vice-versa®, culminando no processo de fibrose cardiaca’> """,

A fibrose cardiaca é uma caracteristica patolégica comum da doenca
cardiaca em estagio final, que resulta em disfuncdo cardiaca grave®’. Nesse
tipo de situacdo ocorre a deposicdo de colageno, principalmente do tipo llI,
remodelagao da matriz extracelular e o aumento da rigidez do tecido, de modo
prejudicial a fungdo do 6rgéo, reduzindo a elasticidade e distensibilidade do

tecido’%°798 (Figura 5).

A Coracgido saudavel B Coragdo com fibrose intersticial

Cardiomiocito () Vaso Miofibroblasto <> Macrofago \ Colageno
sanguineo

Figura 5: Fibrose cardiaca. A: O miocardio saudavel consiste em um arranjo compacto de
cardiomiécitos, células endoteliais, células musculares lisas e miofibroblastos; B: A fibrose
intersticial é caracterizada por um aumento progressivo do espaco extracelular. Os
miofibroblastos e macrofagos tém um papel principal no aumento da producgdo e degradacao
das células extracelulares. Fonte: adaptado de GRAAF et al., 2014%.

Alguns trabalhos tém analisado a expressdo dos colagenos do tipo |
e/ou Ill em modelos de obesidade experimental®192100.101 " estudos realizados
por Carroll e Tyagi'®® e Martinez-Martinez et al.%?, utilizando dietas ricas em
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gordura, demonstraram elevagédo da expressdo de coldgeno miocéardico do tipo
| e Ill. Em contrapartida, Silva et al.1%° e Silva-Bertani et al.%%, empregando uma
dieta rica em gordura, apresentaram diminuicdo da expressao de colageno do
tipo | miocardico.

Portanto, além de limitadas, sdo controversas as informagfes sobre o
comportamento da expressao desses tipos de colageno no coracdo de animais
obesos. Tendo em vista o0 grande impacto ocasionado pelas doencas
cardiacas, torna-se relevante a identificacdo de estratégias terapéuticas que
auxiliem no tratamento do remodelamento cardiaco presente em modelo de
obesidade’>192, Neste contexto, surge a utilizacdo de alimentos funcionais, cujo
consumo acarreta em beneficios a saidel®3. A tabela (Tabela 1) a seguir
elucida alguns exemplos de compostos funcionais atuando na inflamacéo e nas

alteracdes cardiacas.

Tabela 1: Implicac6es de compostos funcionais na inflamacao e nas
alteracdes cardiacas em modelos in vivo.

Compostos
Estudos (dose/ Animais Métodos Resultados
periodo)

e Melhorou o

. remodelamento
Animais com

insuficiéncia € a fungao
Sulforafano Coelhos cardiaca cardiaca;
104 (0,5 mg/kg/5  brancos o e Reduziu os
cronica o
d/12 da Nova niveis de
A1 suplementados L
semanas) Zelandia com citocinas
sulforafano mflarpatonas
cardiacas.
e Melhorou o
Animais remodelamento
submetidos a e a funcao
Tomate- dieta controle cardiaca;
oleorresina Ratos ou dieta rica e Reduziu os
45 (10 mg/kg Wistar em acucar e niveis de
PC/d/30 machos gordura e citocinas
semanas) tratados com inflamatdrias e
tomate- qguimiocinas
oleorresina. cardiacas.
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Melhoram o
remodelamento

Animais ~
i e a funcéo
submetidos ao BTN
Tomate ou ) diastdlica,
licopeno (1 Ra_ltos mfarto d_o e Reduziram os
. mg/kg PC/d/3 Wistar miocardio niveis de
Meses machos suplementados citocinas
com tomate ou . .
licopeno |nflarpator|as
cardiacas.
Animais
submetidos a
Gama- dietq cont.role _
Orizanol Ra_ltos ou dieta rica o P.revenlu a
106 (0,5% (p/p) Wistar em acUlcar e disfuncéo
/26 semanas machos gordura, cardiaca.
suplementadas
com Gamma-
Orizanol
Animais e Preservou a
submetidos a estrutura e a
dieta controle funcéo cardiaca;
Farelo de RAtOS ou dieta rica e Preservou o
a7 arroz (11% Wistar em acUcar e aumento dos
(p/p) 1 20 machos gordura, niveis de
semanas suplementadas citocinas
com farelo de inflamatorias
arroz cardiacas.
Animais
submetidos a
dieta rica em
Quercetina Ratos iumf,ﬁ de milho e Melhorou a
107 (0,8 g/kg/16  Wistar carboidratos e estrutura e a
semanas machos gorduras funcao cardiaca

suplementadas
com
quercetina

Mg: miligramas; kg: quilogramas; D: dias; PC: peso corporal; G: gramas; P/P: peso/peso.

7. Bergamota (Citrus bergamia)

A Bergamota (Citrus bergamia) (Figura 6), € uma fruta citrica utilizada

para a producdo de Oleo essencial. Embora nativa do Sudeste Asiatico, a
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planta é cultivada no sul da Italia, na regido da Calabria'®®1%  Atualmente a
Italia é responsavel por mais de 95% da producdo mundial de 6leo essencial de
bergamota, obtido a partir da casca e amplamente utilizado na industria de

cosméticos, indUstria farmacéutica e na industria alimenticia como aromal©8.110,

Figura 6: Bergamota (Citrus bergamia). Fonte: retirada do acervo da Herbal & Antioxidant
derivatives (H&AD srl ©)'**.

Semelhante a outras frutas citricas, a bergamota contém O6leos
essenciais, pectinas, pigmentos, ceras, cumarinas, psoralenos e polifenis®.
Porém ela se difere das demais ndo apenas pela composi¢cdo de seu perfil de
flavonoides presentes no suco da fruta, mas também pelo teor particularmente
alto desses compostosi® 1?2, Os flavonoides sdo compostos polifendlicos
amplamente presentes no reino das plantas. Sua estrutura base é composta
por dois anéis benzénicos que estdo ligados por um anel heterociclico
contendo oxigénio (C6-C3-C6) (Figura 7). Atualmente, s&o divididos em
diferentes subclasses, como por exemplo em flavononas, flavonas,
isoflavonois, dependendo da conexdo entre os anéis, da estrutura do anel e

dos padrées de hidroxilacéo e glicosilacédo dos trés anéis!'® (Figura 7).
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Figura 7: Estrutura quimica dos flavonoides. Fonte: MAGALHAES & DOS SANTOS, 202114,

O perfil dos flavonoides presentes na bergamota € caracteristico e Unico,
contendo uma série de flavanonas e flavonas, que ndo sao encontradas na
laranja e no limdo. Entre os flavonoides mais importantes estdo a
neoeriocitrina, neohesperidina, naringina, rutina, neodiosmina, roifolina,
eriodictiol, hesperetina e poncirina. Além disso, alguns conjugados de
diglicosideos flavonoides 3-hidroxi-3-metilglutaril (HMG) de neohesperidina e
naringina, brutieridina e melitidina, foram identificados tanto no suco quanto no
albedo (camada branca entre a casca e a polpa)*°°,

Dessa forma, levando em consideracdo a composicdo fendlica da
bergamota, nos ultimos anos a comunidade cientifica tem focado uma atencéo
crescente no suco de bergamota, que apesar de ser pouco consumido devido
ao seu sabor amargo, possui compostos bioativos 0s quais desempenham
atividades hipolipémicas, hipoglicémicas, anti-inflamatérias e antioxidantes
mostrando-se eficazes no tratamento dos parametros que compdem a
sindrome metabdlical'>!é cujo beneficio é atribuido devido ao perfil
polifendlico do suco dessa fruta, que além de conter um alto teor desses

compostos, possui derivados de flavonoides diglicosilados como brutieridina e
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melitidina, cuja estrutura quimica assemelha-se a das estatinas, drogas
inibidoras do colesterolt09:117,

Um estudo realizado por Mollace e colaboradores sobre o efeito do
extrato de bergamota em ratos Wistar e em 237 pacientes que sofriam de
hiperlipidemia induzida por dieta associada ou ndo a hiperglicemia, mostrou-se
eficaz ao reduzir os niveis de colesterol total e de lipoproteina de baixa
densidade (Low ensity lipoprotein- LDL), os niveis de triglicerideos e uma
diminuigc&o significativa dos niveis de glicose no sangue, além de melhorar a
vasodilatacdo reativa, representando assim uma abordagem fitoterapica
eficiente no combate aos distlrbios hiperlipémicos e hiperglicémicos!?®. Ja
outros estudos com diferentes modelos experimentais mostraram que a
bergamota enquanto fruto foi eficaz em reduzir de forma significativa os niveis
de citocinas proé-inflamatérias!t0:118-120,

A partir dessa crescente evidéncia cientifica dos efeitos positivos do
fruto da bergamota na saude humana, acredita-se que nos proOXimos anos
havera um aumento da sua demanda como ingrediente complementar.
Entretanto, considerando-se a disponibilidade limitada devido a sua producédo
ser realizada uma vez por ano, outras partes da bergamota devem ser
abordadas considerando uma fonte alternativa de atividade biolégica
semelhante ao do fruto!!’. Alguns estudos analiticos mostraram que para
algumas plantas, como aquelas que produzem bagas, a composicéo fendlica
da folha é semelhante a do fruto ou até mesmo mais rica ou superior, indicando
que podem ser utilizadas como fonte alternativa ao desenvolvimento de
suplementos alimentares, nutracéuticos ou alimentos funcionais!t’121.122,
Sendo assim, um estudo com o extrato das folhas de bergamota torna-se de
extrema relevancia cientifica, uma vez que nao ha trabalhos na literatura
abordando a acdo do extrato das folhas no tratamento da inflamagcéo em

modelo de obesidade e comorbidades, bem como em doencas cardiacas.

8. Justificativa e hipotese
Em situagBes de aporte excessivo de nutrientes, ha hipertrofia do tecido
adiposo que, desencadeia inicialmente, um processo inflamatério local,

acompanhado de uma infiltracdo de macréfagos e aumento da sintese de
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citocinas pro-inflamatorias, como TNF-a e IL-6 e de quimiocinas como MCP-1,
gue posteriormente podem afetar e comprometer a funcdo de outros orgaos,
como o coracgdo. A inflamacdo por sua vez acaba modulando a atividade da
MMP-2 no miocardio, que culmina no aumento da expressdo proteica de
colageno do tipo lll, sendo este responsavel pelo processo de remodelamento
cardiaco em modelo experimental de obesidade. Assim, diante desse cenario,
a hipétese desse trabalho € que o extrato das folhas de bergamota, devido as
propriedades anti-inflamatorias, € capaz de atenuar o remodelamento cardiaco

em modelo experimental de obesidade (Figura 8).

Macréfagos
Adipécito *
\
o \e g o5 . L *. : 1;:Ai(t:o;i:\as pré-inflamatérias (IL-6 e TNF-a)
e '@ )
a @
. Tecido adiposo ® * [ ] @
normal Tecido adiposo

hipertrofiado e Metaloproteinase 2

inflamado (obesidade)

4

T Colageno

Obesidade

CORAGAO NORMAL HIPERTROFIA DO MIOCARDIO

Extrato das folhas de Remodelamento cardiaco
bergamota

Figura 8: Modelo de hip6tese. A obesidade, causada por aporte excessivo de nutrientes, leva a
hipertrofia do tecido adiposo que, desencadeia inicialmente, um processo inflamatério local,
acompanhado de uma infiltracdo de macréfagos e aumento da sintese de citocinas pro-
inflamatérias, como TNF-a e IL-6 e de quimiocinas como MCP-1, que posteriormente podem
afetar e comprometer a funcéo de outros 6rgdos, como o coragdo. A inflamagado por sua vez
acaba modulando a atividade da MMP-2 no miocéardio, que culmina no aumento da expressao
proteica de colageno, sendo este responsavel pelo processo de remodelamento cardiaco em
modelo experimental de obesidade. Assim, diante desse cenério, a hipétese desse trabalho é
gue o extrato das folhas de bergamota, devido as propriedades anti-inflamatérias, é capaz de
atenuar o remodelamento cardiaco em modelo experimental de obesidade.

9. Objetivo geral
O objetivo do presente trabalho foi investigar o efeito anti-inflamatorio do
extrato das folhas de bergamota no remodelamento cardiaco em modelo

experimental de obesidade.
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9.1 Objetivos especificos

e Avaliar o efeito terapéutico do extrato das folhas de bergamota sobre
0s parametros metabolicos da obesidade;

e Avaliar o efeito terapéutico do extrato das folhas de bergamota sobre
o estado inflamatério no tecido cardiaco;

e Avaliar a atividade enzimatica da MMP-2 miocardica em modelo
experimental de obesidade;

e Avaliar a expressao proteica do colageno tipo Il miocardico em

modelo experimental de obesidade.
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Remodelamento cardiaco em modelo experimental de obesidade:
Efeito terapéutico do extrato das folhas de bergamota
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Resumo

Introducdo: Tendo em vista a importancia da inflamagdo na patogénese dos
disturbios relacionados a obesidade, incluindo o remodelamento e disfungéo cardiaca,
a busca por diferentes estratégias terapéuticas anti-inflamatérias naturais sao
promissoras. A bergamota (Citrus bergamia) € uma fruta citrica utilizada para a
producdo de Oleo essencial e estudos demonstram resultados propicios com agéo
antioxidante e anti-inflamatéria. Objetivo: Investigar o efeito anti-inflamatoério do
extrato das folhas de bergamota (FB) no remodelamento cardiaco em modelo
experimental de obesidade. Metodologia: Ratos Wistar machos (n=32) foram
distribuidos em 2 grupos: dieta controle (C, n=16 animais) e dieta rica em acucar e
gordura (HSF, n=16 animais) por 20 semanas. Apés detectado remodelamento
cardiaco por ecocardiografia, os grupos foram redistribuidos em: controle + placebo
(C, n=6); controle + extrato das folhas de bergamota (C+FB, n=6); HSF + placebo
(HSF, n=6); HSF + extrato das folhas de bergamota (HSF+ FB, n=6) por 10 semanas.
A concentracdo do extrato foi 50mg/kg de peso, diluido em agua e administrado
diariamente por gavagem; os grupos placebo receberam agua também por gavagem.
Foram avaliados: parametros nutricionais e metabdlicos, parametros
cardiovasculares, marcadores inflamatorios cardiacos, atividade da metaloproteinase-
2 (MMP-2) miocardica e a expressdo proteica do colageno tipo Il miocardico.
Resultados: O grupo HSF apresentou obesidade, dislipidemia, hipertensdo arterial
sistélica, resisténcia a insulina, remodelamento e disfuncédo cardiaca; além dessas
alteracdes, apresentou inflamacéo cardiaca e diminuicdo da atividade da MMP-2
ativa; a suplementacdo com FB foi eficaz em melhorar no grupo HSF a resisténcia a
insulina, o remodelamento, a funcao cardiaca, bem como a inflamacao, a atividade da
MMP-2 ativa e a expresséao proteica de colageno tipo Il miocéardico. Concluséo: O
efeito anti-inflamatério da suplementagdo com FB melhorou a atividade das
metaloproteinases atenuando o remodelamento e a disfuncéo cardiaca induzidos pela
obesidade.

Palavras-chave: Obesidade; Inflamacdo; Remodelamento cardiaco; Colageno;
Bergamota.
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Introducéao

Pesquisas mostram que o excesso de gordura corporal causa anormalidades
cardiacas como alteragcdes hemodinamicas, morfoldgicas e funcionais, por diferentes
mecanismos, associados a liberacdo de citocinas pro-inflamatérias e a expressao
proteica de colageno'™. Em situacGes de aporte excessivo de nutrientes, ha
hipertrofia do tecido adiposo que desencadeia, inicialmente, um processo inflamatério
local, caracterizado pelo aumento da sintese de citocinas pro-inflamatérias, como o
fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e interleucina-6 (IL-6) e de proteina quimio
atraente de mondcitos-1 (MCP-1), que estdo fortemente envolvidas na etiologia da
cardiomiopatia relacionada a obesidade. Estudos recentes publicados por nosso
grupo de pesquisa demonstram que esse quadro culmina com a producéo cardiaca
de citocinas inflamatdrias através da ativacdo da via do tipo Toll 4 (Toll-like receptor
4- TLR-4)+56, O colageno é o principal componente da matriz extracelular cardiaca
(MEC), principalmente do tipo | e lll, importantes para a manutencdo da arquitetura e
funcdo cardiaca. Em contextos onde ocorra alteracbes no colageno intersticial
miocardico, resultado da elevacéo de sua sintese ou uma diminuicdo da degradacéo,
acaba conduzindo ao aumento da rigidez do tecido, culminando no processo de
remodelamento cardiaco bem estabelecido na literatura em modelos de sobrecarga
de presséo e volume? 719,

Apesar de ser evidente que uma variedade de alteracdes e/ou danos no
desempenho cardiaco ocorram com a elevagao das citocinas pro-inflamatorias e do
colageno intersticial, os mecanismos relacionados a modulagéo dessas respostas ndo
estdo bem estabelecidos em modelo de obesidade. Uma das possibilidades é o
envolvimento de enzimas proteoliticas chamadas de metaloproteinases de matriz
(MMPs), conhecidas por serem responsaveis pela degradacéo das fibras de colageno
e que podem ser moduladas por citocinas pré-inflamatérias em diferentes modelos~
13 em especial a MMP-2, uma das mais abundantes no miocardio e que esta
relacionada ao processo de remodelamento!3:14,

Desta forma, considerando a importancia da inflamacdo na patogénese dos
distarbios relacionados a obesidade, incluindo o remodelamento e disfuncéo cardiaca,
a busca por diferentes estratégias terapéuticas anti-inflamatérias naturais apresentam
possibilidades promissoras. Assim, a Bergamota (Citrus bergamia), € uma fruta citrica

utilizada para a producéo de 6leo essencial, que se difere das demais ndo apenas
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pela composigéo de seu perfil de flavonoides presentes no suco da fruta, mas também
pelo teor particularmente alto desses compostos, que vem despertando interesse
cientifico por desempenharem atividades hipolipémicas, hipoglicémicas, anti-
inflamatorias e antioxidantes mostrando-se eficazes no tratamento dos parametros
que compdem a sindrome metabdlical®>*8. Recentemente, algumas investigacdes
mostraram maior concentracdo dos compostos fendlicos na folha em comparacéo ao
fruto, indicando um maior potencial terapéutico'®2°,

Portanto, diante da escassez de trabalhos que abordem o efeito anti-
inflamatorio do extrato das folhas de bergamota (FB) no tratamento de doencas
cardiaca associadas a obesidade, o objetivo do presente estudo foi investigar o efeito
anti-inflamatério do FB no remodelamento cardiaco em modelo experimental de

obesidade.

Materiais e métodos
Animais e protocolo experimental

Os procedimentos experimentais foram aprovados pela Comissdo de Etica no
Uso de Animais da Faculdade de Medicina de Botucatu, Universidade Estadual
Paulista - UNESP, S&o Paulo, Brasil (CEUA: 1393/2021), e cumpriram as
recomendagdes do Guide for the Care and Use of Experimental Animals.

Neste estudo, foram utilizados ratos Wistar machos (n=32), com 30 dias de
idade, provenientes do Biotério Central da Faculdade de Medicina de Botucatu,
Universidade Estadual Paulista — UNESP, S&o Paulo, Brasil. Os animais foram
aleatoriamente distribuidos em 2 grupos para receberem dieta controle (C, n=16
animais), e a dieta rica em acgucar e gordura (High Sugar-Fat Diet) (HSF, n=16) por
um periodo de 20 semanas. Na 20® semana, foi detectado remodelamento cardiaco
por ecocardiografia e os animais foram novamente redistribuidos em 4 grupos para
iniciar o tratamento com o extrato das folhas de bergamota por mais 10 semanas:
dieta controle + placebo (C, n=6 animais), dieta controle + extrato das folhas de
bergamota (C+FB, n=6 animais), High Sugar-Fat Diet + placebo (HSF, n=6 animais),
High Sugar-Fat Diet + extrato das folhas de bergamota (HSF+FB, n=6 animais). Os
animais foram alojados em gaiolas individuais sob temperatura (24 £ 2°C) e umidade
controladas (55+5%), ciclo claro-escuro (12-12hs) e receberam racdo e agua ad

libitum. Os grupos HSF também receberam 25% de sacarose na agua potavel,
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enquanto os controles receberam agua potavel sem qualquer suplementacéo. Esse
modelo dietético segue o0 padrdo ja estabelecido e publicado por nosso grupo de
pesquisa?l.

Ao final de 30 semanas, os animais foram anestesiados com tiopental
(120mg/Kg/IP) e eutanasiados por decapitacdo apds verificacdo da auséncia dos
reflexos palpebral, podal, interdigital e caudal, afim de coletar o0 sangue e amostras

cardiacas necessarios para as avaliagcoes.

Critério de selecdo dos animais

Apds 20 semanas de protocolo experimental, foi construido um intervalo de
confianca de 95% para o remodelamento cardiaco nos animais HSF e C, chamado de
ponto de separacédo (PS), que corresponde ao ponto médio entre o limite superior do
grupo controle e o limite inferior do grupo HSF. A partir deste ponto, os animais
controles com espessura relativa do ventriculo esquerdo, didmetro diastolico do
ventriculo esquerdo e indice de massa do ventriculo esquerdo acima do PS e os
animais HSF com valores de espessura relativa do ventriculo esquerdo, diametro
diastolico do ventriculo esquerdo e indice de massa do ventriculo esquerdo abaixo do
PS foram excluidos dos grupos C e HSF, respectivamente, garantindo a
homogeneidade dos grupos tratado e controle. Esse critério foi adotado porque na
experimentacdo bioldgica mesmo garantindo todas as condi¢Ges igualitarias para
respostas fisiologicas idénticas, podem ocorrer erros de classificagcdo. Portanto,
animais submetidos ao mesmo modelo de experimentagdo animal nem sempre
apresentam a resposta esperada. Assim, 8 animais de cada grupo foram excluidos do

experimento.

Composicao das dietas

O modelo dietético padronizado pelo nosso grupo de pesquisa era composto
por dois tipos de dietas: controle e HSF. A dieta controle continha farelo de soja, sorgo,
casca de soja, dextrina, 0leo de soja, vitaminas e minerais. Ja a dieta HSF foi
constituida de farelo de soja, sorgo, casca de soja, dextrina, vitaminas e minerais em
guantias distintas, acrescida de frutose, banha suina e além de 25% de sacarose na
agua de beber. Os nutrientes e a composi¢ao nutricional de cada dieta foram descritos

em nosso estudo anterior??.
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Extrato das folhas de bergamota e administragéo

Para a extracao dos polifendis, as folhas de bergamota foram colhidas em uma
fazenda localizada na regido de Reggio Calabria, Italia, picadas e adicionadas a uma
solucdo de agua/etanol. Em seguida, o etanol foi destilado e a solucdo de agua
clarificada foi passada por uma camada de resinas absorventes de poliestireno com
poros, diametro compreendido entre 100 e 150 Angstrom. Os polifendis retidos foram
extraidos por eluicdo do leito de resinas com etanol puro. A solucéo etandlica obtida
foi destilada a temperatura de até 40°C, obtendo-se um concentrado de agua residual
e polifendis, que foi seco por pulverizacao, assim resultando em um pé com menos
de 4,0% de umidade!®. Esse extrato seco foi obtido na H&AD (Herbal & Antioxidant
Derivatives Srl) localizada em Localita Chiusi, 89032 Bianco (RC), Italia (www.head-
sa.com).

A administracdo ocorreu diariamente por gavagem com o extrato diluido em
agua potavel na concentragdo de 50 mg/Kg de peso. Essa dose foi estabelecida de
acordo com dados da literatura que utilizaram essa concentracdo em estudos com o
suco da fruta, uma vez que nao existem trabalhos que utilizaram o extrato das folhas

de bergamotal’?2,

Parametros nutricionais e metabolicos

O perfil nutricional foi avaliado de acordo com a ingestéo caldrica, ingestao
hidrica, ingestdo alimentar, peso corporal, eficiéncia alimentar e indice de
adiposidade. A ingestéo calorica foi determinada multiplicando o valor energético de
cada dieta (g x Kcal) pelo consumo diario de alimentos. Para o grupo HSF, a ingestéo
calorica também incluiu as calorias da agua (0,25 x 4 x mL consumidas); as ingestdes
hidricas e alimentares foram calculadas diariamente a partir das sobras individuais de
cada animal. O peso corporal foi verificado e registrado semanalmente, permitindo o
acompanhamento do ganho de peso durante todo o periodo experimental. Para
analisar a capacidade de conversédo da energia ingerida em peso corporal, a eficiéncia
alimentar foi calculada dividindo-se o ganho total de peso corporal pela energia total
ingerida x 100. O indice de adiposidade foi utilizado como indicador de obesidade na
302 semana, permitindo avaliar precisamente a quantidade de gordura corporal dos
animais. Apos a eutanasia foram dissecados os depoésitos de gordura epididimal,

visceral e retroperitonial dos animais. A soma dos depdésitos normalizada pelo peso
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corporal [(epididimal+retroperitonial+visceral) /peso corporal x 100] foi considerada o
indice de adiposidade?3.

Apos jejum de 8 horas, o0 sangue foi coletado e o plasma utilizado para dosagem
dos parametros bioquimicos. Os niveis de triglicerideos foram medidos com um
sistema analisador enzimatico automatico (Chemistry Analyzer BS-200, Mindray
Medical International Limited, Shenzhen, China). O modelo homeostatico de
resisténcia a insulina (homeostatic model assessment of insulin resistance- HOMA-IR)
foi considerado marcador de resisténcia a insulina, calculado de acordo com a

formula: HOMA-IR = (glicemia de jejum (mmol/L) x insulina de jejum (uU/mL)) /22.5%.

Presséao arterial sistdlica

A analise da pressao arterial sistélica (PAS) caudal foi realizada por meio da
técnica de pletismografia, utilizando-se eletroesfigmomandémetro Narco Bio-System®
PE 300, modelo 709-0610 (International Biomedical, Inc, Houston, TX, USA). Os
animais foram aquecidos (38-40°C), durante 5 minutos, em uma caixa de madeira
(50x40 cm) forrada com maravalha de Pinus autoclavada, com a finalidade de causar
vasodilatacdo da artéria caudal**. Em seguida, o0 manguito conectado a transdutor de
pulso foi acoplado a cauda do animal, sendo posteriormente insuflado (200 mmHg) e
desinsuflado, respectivamente, para registro das pulsacdes arteriais. Os registros
foram coletados em poligrafo Gould RS 3200 (Gould Instrumenta Valley View, Ohio,
USA). A média de trés leituras de pressao foram obtidas para cada animal.

Estudo ecocardiografico

A analise foi realizada com animais vivos por ecocardiograma transtoracico,
utilizando um sistema Vivid S6 equipado com um transdutor ultrassonico
multifrequéncia de 5,0 a 11,5 MHz (General Electric Medical Systems, Tirat Carmel,
Israel). Os animais foram anestesiados por injecdo intraperitoneal de uma mistura de
cetamina (50 mg/kg) e cloridrato de xilazina (1 mg/kg). Apenas um examinador
realizou todos os exames. Para as medidas estruturais do coragao, as imagens foram
obtidas no modo unidimensional (modo M) guiadas pelas imagens no modo
bidimensional com o transdutor na posi¢ao paraesternal, eixo menor. A avaliacdo do
ventriculo esquerdo (VE) foi realizada posicionando o cursor modo M logo abaixo do

plano da valvula mitral ao nivel dos musculos papilares?>-27,
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Foram analisados 0s seguintes parametros estruturais do VE: diametro
diastolico do VE (DDVE), espessura diastélica da parede posterior (EDPP), espessura
diastolica do septo-interventricular (EDSIV), indice de massa do VE (indice MVE) e
espessura relativa da parede do VE (Esp.Rel.VE). A fun¢ao sistolica do VE foi avaliada
pela fracdo de ejecéo (FE) e velocidade de encurtamento da parede posterior (VEPP).
A funcdo diastdlica do VE foi avaliada pelo tempo de relaxamento isovolumétrico do
VE (TRIV), tempo de desaceleracdo da onda E (TDE), pela relacdo entre as
velocidades de entrada diastdlica precoce (onda E) e tardia da mitral (onda A) (relacdo
E/A) e arelagdo entre a velocidade diastolica E do fluxo mitral e a velocidade diastoélica

E' do anel mitral (relacédo E/E")?2.

Parametros inflamatérios cardiaco

O tecido cardiaco foi homogeneizado (ULTRA-TURRAX® T25 basic IKA®
Werke Staufen/Alemanha) em solucéo salina tamponada com fosfato (PBS) pH 7,4 e
centrifugado a 800 x g a 4°C por 10 min. O sobrenadante foi usado para analise. Os
niveis de fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), interleucina-6 (IL-6) e proteina quimio
atraente de mondcitos-1 (MCP-1) foram medidos usando o método de ensaio
imunoenzimatico (ELISA) utilizando kits comerciais especificos (R&D SystemsR,
Minneapolis, MN, USA). A leitura foi realizada com auxilio de leitor de microplaca
(Spectra MAX 190, Molecular Devices, Sunnyvale, CA, EUA). Os resultados foram

corrigidos pela quantidade de proteinas.

Atividade da metaloproteinase 2 miocardica

A atividade da MMP-2 miocéardica foi determinada pela técnica de Zimografia
conforme descrito por Tyagi et al®°. Foram usadas seis amostras em cada grupo para
garantir que todas as amostras fossem analisadas na mesma corrida de eletroforese
para evitar variagdes entre géis. Resumidamente, os tecidos do ventriculo esquerdo
foram homogeneizados em tampao de lise (Tris 50mM, pH 7,4, NaCl 0.2M, Triton-X
0,1% e CaCl2 10mM). O processo foi realizado trés vezes durante 10 segundos a 4°C,
com intervalos de 20 segundos. O produto da homogeneizacao foi centrifugado e o
sobrenadante transferido para tubos eppendorfs e armazenados em freezer —80°C. A
concentracéo de proteina foi analisada pelo método de Bradford, utilizando as curvas
de BSA Protein Standard (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) como padrdo. Apés a
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guantificacdo da concentracdo proteica, as amostras das proteinas foram diluidas em
tampéao (Tris 0,5M, pH 6,8, 100% de glicerol e 0,05% de azul de bromo-fenol) e
separadas por eletroforese utilizando sistema Mini-Protean 3 Elec-trophoresis Cell
(Bio-Rad, Hercules, CA, 33 USA). As amostras, contendo 20ug de proteinas, foram
distribuidas em gel de SDS-poliacrilamida 8%, com 1% de gelatina. A corrida
eletroforética foi efetuada a 100V (Power Pac HC 3.0A, Bio-Rad, Hercules, CA, USA),
aproximadamente por 2 horas, com tampao de corrida (Tris 0,25M, glicina 192 mM e
SDS 1%) até o azul de bromofenol atingir o fundo do gel. Esse gel foi removido e
lavado duas vezes por 30 minutos com Triton-X 100 e depois, lavado duas vezes de
5 minutos com solucéo Tris 50mM, pH 8,4. O gel entéo, foi incubado a 37°C overnight
em solucéo de ativacao (Tris 50mM, ph 8,4 e CaCl2 5mM). A coloracéo do gel foi feita
com 0,5% de comassie blue, por 2h e a descolora¢cédo com solugéo de 30% de metanol
e 10% acido acético até o clareamento das bandas sobre fundo escuro. O processo
de coloracéo e descoloracgao foi realizado em temperatura ambiente, em agitador. Em
seguida, o gel foi fotografado e a intensidade da ac&o gelatinolitica (bandas claras)
analisada em analisador de imagem UV-UVP White Darkhon. As analises
guantitativas das bandas proteicas (blots) foram realizadas pelo fotodocumentador
Gel Logic 6000 Pro (Carestream Health, Rochester, NY, USA).

Expresséo proteica do colageno tipo Ill miocardico

O tecido do ventriculo esquerdo foi analisado por western blot para quantificar
0s niveis proteicos de coldgeno tipo Ill. Resumidamente, amostras congeladas do
ventriculo esquerdo foram homogeneizadas em tampédo de extracdo radioimmuno
precipitation assay (RIPA) em um dispositivo Polytron (lka Ultra TurraxTM T25 Basic,
Wilmongton, EUA). Em seguida, as amostras foram centrifugadas e o sobrenadante
foi coletado e a concentracdo de proteina realizada por método de Bradford. As
amostras extraidas foram armazenadas a -80°C.

Antes da utilizacdo, as amostras foram diluidas em tampdo Laemmli e
aplicadas em gel de poliacrilamida com concentracdo variando de 8 a 15%, a
depender do peso da proteina a ser analisada (colageno Ill tem peso molecular alto e
a concentracdo do gel pode ser um pouco menor). Foi realizada eletroforese em
sistema Mini-Protean 3 Electrophoresis Cell (Bio-Rad, Hercules, EUA), a 4°C, a 50 V

por 30 minutos e a 120 V por 2 horas.
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Apés a eletroforese, os géis foram transferidos para as membranas de
nitrocelulose por meio da utilizacdo de sistema Mini Trans-Blot (Bio-Rad, Hercules,
EUA) em sistema de transferéncia Uumido por 90min, a 120 V e a 4°C, utilizando
tampao de transferéncia (Tris 25 mM, glicina 192 mM, metanol 20% e So6dio dodecil
sulfato 0,1%). A seguir, as membranas foram bloqueadas em solugéo de leite em po6
desnatado a 2% em temperatura ambiente por 2 horas, para prevenir ligacoes
inespecificas com o0s anticorpos primario e secundario, e lavadas com tampao
contendo Tris, NaCl e Tween 20. Foram acrescentados anticorpos primarios
monoclonais de coelhos para colageno Il (1:1.000) e B-actina (1:1.000) da Abcam
(Cambridge, USA) e, em seguida, as membranas foram incubadas por uma noite a
4°C sob constante agitacdo. No dia subsequente, apds trés lavagens com solucao
basal (Tris 1 M pH 8,0; NaCl 2,5 M e detergente Tween 20), as membranas foram
incubadas por 1 hora e 30 minutos em temperatura ambiente com 0s anticorpos
secundarios anti-coelho conjugados com peroxidase (diluicdo 1:5.000) adequados
para a ligacdo com o0s anticorpos primarios utilizados, de acordo com as
recomendacgdes do fabricante e novamente lavadas duas vezes em solugéo basal.

A imunodetecc¢do foi realizada por meio do método de quimioluminescéncia
utilizando o Kit SuperSignal West Pico Chemiluminescent Substrate (Thermo
Scientific, EUA). O fotodocumentador utilizado foi o ImageQuant LAS 4000 (General
Eletrikcs) e as imagens geradas foram analisadas pelo programa ImageJ (Java-based
image-processing and analysis software, National Institutes of Health, Bethesda,
Maryland, USA) e as bandas foram quantificadas por densitometria. Como controle
endogeno, foi utilizada a proteina B-actina. Os resultados obtidos para a proteina alvo

foram normalizados pelos resultados da proteina constitutiva B-actina.

Analise estatistica

Os dados sao apresentados como média + desvio padrdo (DP) ou mediana
(intervalo interquartilico) conforme a distribuicdo amostral. As diferencas entre os
grupos foram determinadas por analise de variancia Two Way ANOVA e
complementadas com post-hoc de Tukey. As andlises estatisticas foram realizadas
usando Sigma Stat para Windows Verséo 3.5. (Systat Software, Inc., San Jose, CA,

EUA). O nivel de significancia considerado foi de p <0,05.
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Resultados

Os parametros nutricionais e metabdlicos estdo apresentados na tabela 2.
Nota-se que o grupo HSF apresentou peso corporal final, ganho de peso, ingestéao
hidrica, ingestao caldrica, indice de adiposidade, triglicerideos e resisténcia a insulina
aumentados, no entanto, a ingestdo alimentar foi diminuida quando comparado ao
controle. Por outro lado, o grupo HSF+FB apresentou melhora na resisténcia a insulina

mostrado pelo HOMA-IR em comparacdo ao HSF.

Tabela 2: Parametros nutricionais e metabélicos

Grupos Efeitos

C C+FB HSF HSF+FB Dieta FB Interagdo
Peso corporal inicial (g) 183 + 26 211 + 23 195 + 21 199 %+ 27 0,994 0,357 0,162
Peso corporal final (g) 464 + 55 519 + 43 594 + 93* 575 + 62 0,002 0,998 0,035
Ganho de peso (g) 281 + 42 309 + 34 399 + 84* 376 + 43 <0,001 0,651 0,052
Ingestdo alimentar (g/dia) 23,2 + 24 258 + 1,1 13,1 + 1,7* 126 + 129 <0,001 0,712 0,034
Ingestdo hidrica (mL/dia) 34,2 + 2,7 38,0 + 64 51,7 + 3,6* 495 + 582 <0,001 0,567 0,134
Ingestdo caldrica (Kcal/dia) 845 + 86 93,3 + 50 1086 = 6,0+ 104,2 + 102° <0,001 0,960 0,022
Eficiéncia alimentar (%) 153 +0,18 153 + 0,45 1,75 + 0,37 1,73 + 0,23 0,153 0,785 0,477
indice de adiposidade (%) 3,93 + 1,52 3,95 + 0,81 858 + 2,64* 7,20 + 3752 <0,001 0,733 0,624
Triglicerideos (mg/dL) 26,7 + 51 31,7+ 24 87,0 * 26,3* 68,8 * 34,72 <0,001 0,472 0,212
HOMA-IR 2,30 + 1,02 3,66 + 1,88 6,49 + 1,39* 3,70 + p76* <0,001 0,102 <0,001

Dados séo expressos em média + desvio padrdo (n=6 animais/grupo). Os dados foram comparados
por Two-way ANOVA com post-hoc de Tukey (p<0,05). C: controle + placebo; C+FB: Controle + extrato
das folhas de bergamota; HSF: High Sugar-Fat Diet + placebo; HSF+FB: High Sugar-Fat Diet + extrato
das folhas de bergamota. FB: extrato das folhas de bergamota. *vs C; # vs HSF; @ vs C+FB.

A tabela 3 representa os parametros cardiovasculares. E possivel observar que
0 grupo HSF apresentou remodelacdo cardiaca caracterizada por alteragdes nas
variaveis morfolégicas (DDVE, EDPP, EDSIV, indice MVE, Esp.rel.VE), disfuncéo
sistélica e diastolica (FE, VEPP, TRIV, TDE, E/E’) e aumento da PAS. Entretanto, o
tratamento com o extrato das folhas de bergamota no grupo HSF+FB foi capaz de
atenuar o remodelamento cardiaco e recuperar as fungdes sistolica e diastélica em

relacdo ao grupo HSF.
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Tabela 3: Parametros cardiovasculares

Grupos Efeitos

C C+FB HSF HSF+FB Dieta FB Interacdo
DDVE (mm) 690 + 0,28 6,83+ 0,54 779 + 034 743+ 003 <0001 0149 0,313
EDPP (mm)* 1,50 (1,53-1,45) 1,51 (1,53-1,50) 1,82 (2,04-1,79)* 1,53 (1,53-1,53)* <0,001 0,007 0,002
EDSIV (mm)* 1,53 (1,53-1,53) 1,53 (1,55-1,50) 1,97 (1,79-2,14)* 1,58 (1,53-1,60)* <0,001 0,003 0,003
indice MVE 1,47 023 136+ 0,26 1,90 029* 1,38+ 0,15° 0034 0,004 0,055
Esp.rel.VE 0,43 0,02 043+ 0,05 0,49 0,04* 041+ 001 0,143 0,012 0,008
FE (%) 0,94 0,02 093+ 0,01 0,90 0,02* 094+ 001" 0005 0042 0,001
VEPP (mm/s) 83,8 6,3 812+ 34 60,8 11,2« 763+ 47° <0001 0038 0,005
TRIV (ms)* 223 (23,0-22,0) 21,8 (22,0-21,0) 31,6 (37,0-30,0)* 21,5 (23,0-20,0) 0,001 <0,001 <0,001

+ + H+ +
+ + H+ +

TDE(ms) 435+ 08 435+ 31 555+ 81* 448+ 39° 0003 0013 0013
E/A 188+ 039 18L+ 034 196+ 048 184+ 041 0771 0568 0,895
E/E' 137 + 13 134+ 21 226+ 47+ 141+ 12° <0,001<0,001 0,001
PAS 120+ 4 125+ 4 141 + 7+ 139+ 10° <0001 0,639 0272

DDVE: Diametro diastélico do ventriculo esquerdo; EDPP: Espessura diastélica da parede posterior;
EDSIV: Espessura diastélica do septo-interventricular; indice MVE: indice de massa do ventriculo
esquerdo; Esp.rel.VE: Espessura relativa do ventriculo esquerdo; FE: Fracdo de ejecdo; VEPP:
Velocidade de encurtamento da parede posterior; TRIV: Tempo de relaxamento isovolumétrico; TDE:
Tempo de desaceleracdo da onda E; Relacdo E/A: razdo diastélica da velocidade de influxo mitral;
Relagdo E/E": razé@o entre a velocidade diastdlica precoce E do fluxo mitral e a velocidade diastélica
precoce E' do anel mitral; PAS: Presséo arterial sistélica. Dados sdo expressos em média + desvio
padrdo ou Mediana (intervalo interquartilico) (n=6 animais/grupo). Os dados foram comparados por
Two-way ANOVA com post-hoc de Tukey (p<0,05). C: controle + placebo; C+FB: controle + extrato das
folhas de bergamota; HSF: High Sugar-Fat Diet +placebo; HSF+FB: High Sugar-Fat Diet + extrato das
folhas de bergamota. FB: extrato das folhas de bergamota. *vs C; *vs HSF; %vs C+FB.

A figura 9 mostra os parametros inflamatorios cardiacos. Em relacao aos niveis
de TNF- a (Fig.9A) e IL-6 (Fig.9B), observa-se que o grupo HSF apresentou niveis
mais elevados em relacdo ao grupo controle, representando um estado inflamatério.
Em contrapartida, o tratamento com o extrato das folhas de bergamota foi eficaz em
atenuar a concentracdo de parametros inflamatorios cardiacos no grupo HSF+FB em
relacdo ao grupo HSF. Nao foram observadas altera¢cdes significativas nos niveis de
MCP-1 (Fig.9C).
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Figura 9: Parametros inflamatérios cardiacos. A- Fator de necrose tumoral - alfa (TNF-a, pg/g proteina);
B- Interleucina-6 (IL-6, pg/g proteina); C- Proteina quimio atraente de mondcitos-1 (MCP-1, pg/g
proteina). Os dados séo expressos em média + desvio padrdo ou mediana (intervalo interquartilico) (n=
6 animais/grupo). Os dados foram comparados por Two-way ANOVA com post-hoc de Tukey (p<0,05).
C: controle + placebo; C+FB: controle + extrato das folhas de bergamota; HSF: High Sugar-Fat Diet +
placebo; HSF+FB: High Sugar-Fat Diet + extrato das folhas de bergamota. *vs C; *vs HSF.

A figura 10 mostra a atividade da Metaloproteinase 2 (MMP-2) no tecido

cardiaco, em sua forma ativa. E possivel observar que o grupo HSF apresentou

diminuicdo da atividade da MMP-2 quando comparado ao controle. No entanto, a

suplementacao com o extrato das folhas de bergamota ocasionou o aumento da forma

ativa no grupo obeso, quando comparado ao grupo HSF.
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Figura 10: Metaloproteinase 2 ativa (MMP-2 ativa). Os dados sdo expressos em média = desvio padréo
(n=6 animais/grupo). Os dados foram comparados por Two-way ANOVA com post-hoc de Tukey
(p<0,05). C: controle + placebo; C+FB: controle + extrato das folhas de bergamota; HSF: High Sugar-
Fat Diet + placebo; HSF+FB: High Sugar-Fat Diet + extrato das folhas de bergamota. *vs C; *vs HSF.
A figura 11 mostra a expresséao relativa do colageno lll/ B-actina no tecido
cardiaco. Nota-se que o grupo C apresentou maior expressao proteica de colageno
guando comparado ao grupo C+FB. Ja o grupo HSF+FB mostrou uma diminuicdo na

expresséo, quando comparado ao grupo HSF.
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Figura 11: Expresséao relativa do colageno lll/B-actina. Os dados sédo expressos em média + desvio
padréo (n=6 animais/grupo). Os dados foram comparados por Two-way ANOVA com post-hoc de Tukey
(p<0,05). C: controle + placebo; C+FB: controle + extrato das folhas de bergamota; HSF: High Sugar-
Fat Diet + placebo; HSF+FB: High Sugar-Fat Diet + extrato das folhas de bergamota. *vs C; *vs HSF.

Discusséo

De acordo com a literatura, dietas ricas em gorduras e carboidratos, podem ser
responsaveis pela pandemia de obesidade e de disturbios relacionados ao excesso
de gordura corporal, como resisténcia a insulina, diabetes tipo 2, hipertensao arterial,
dislipidemia, dentre outras?:3%-32, Os achados do presente estudo corroboram com a
literatura, j& que os grupos HSF desenvolveram obesidade, dislipidemia, hipertenséo
arterial sistolica e resisténcia a insulina, mostrando a eficacia do modelo dietético em
proporcionar a obesidade e seus disturbios relacionados?t; em contrapartida, os
animais HSF suplementados com o FB demostraram melhora na resisténcia a
insulina. A literatura reporta que tanto a fruta quanto o extrato das folhas de bergamota
compartilham a mesma classe de compostos polifendlicos, e alguns deles, como
flavonas e flavanonas, em maiores concentracfes na folha, mostram resultados
promissores por desempenharem efeitos antioxidantes e anti-inflamatoérios que
culminam com a melhora da captagdo da glicose!’19:22,

Diversos estudos em modelo experimental e humano tem buscado estabelecer
um modelo dietético capaz de induzir o remodelamento e a disfuncdo cardiaca®?-
62233-35 Essa condigcdo foi confirmada neste estudo, uma vez que o grupo HSF

apresentou remodelacdo cardiaca (através do aumento do DDVE, EDPP, EDSIV,
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indice MVE e da Esp.rel.Ve), acompanhada do comprometimento da func&o
ventricular sistolica e diastélica (através da diminuicdo da FE, VEPP e aumento do
TRIV, TDE e da razao entre E/E’). Assim, o objetivo do presente estudo foi investigar
o efeito anti-inflamatdério do extrato das folhas de bergamota no remodelamento
cardiaco em modelo experimental de obesidade. Os resultados mostraram que a
suplementacdo com extrato das folhas de bergamota no grupo HSF foi eficaz em
atenuar a remodelacdo cardiaca e recuperar as funcdes sistolica e diastdlica. De
acordo com a literatura, o remodelamento induzido pela obesidade pode ser explicado
por varios mecanismost“-633 dentre eles o estado inflamatério cronico e de baixo
grau®® caracterizado pelo aumento da producéo de citocinas inflamatérias, como TNF-
a e IL-6%%8 que atuam em processos importantes no coracdo, cComo O
desenvolvimento da disfuncdo ventricular esquerda, remodelagcédo ventricular e na
hipertrofia do miécito®3’. Os nossos achados confirmam as evidéncias da associagdo
entre remodelamento cardiaco e a inflamacédo, uma vez que os niveis cardiacos de
TNF-a e IL-6 foram maiores no grupo HSF, sendo responsavel pelas alteracoes
cardiacas, além disso o grupo HSF+FB mostrou recuperacdo das alteracbes
cardiacas concomitante a menor nivel de citocinas inflamatdrias, confirmando o
potencial anti-inflamatério do extrato das folhas de bergamota.

Uma das hipoteses que explica o envolvimento das citocinas inflamatorias no
processo de remodelamento cardiaco € a sua capacidade de modular a deposicao de
colageno via atividade das MMPs de matriz, que desempenham um papel
fundamental na atividade colagenolitica cardiaca, especialmente a atividade da MMP-
2 conhecida por ser importante para o processo de remodelamento podendo degradar
os colagenos intersticiais tipo | e lll, responsaveis pela rigidez cardiaca’1314,
Diferentes modelos tém sido utilizados para investigar a participacao da via MMP-
Colageno no remodelamento cardiaco!!1238-40 dentre eles o mais utilizado é modelo
de infarto do miocardio com resultados bem estabelecidos’-3%4!, entretanto poucos
estudos tem investigado a participacdo desta via em modelos de obesidade!#2,

Em nosso trabalho podemos notar que a atividade da MMP-2 em sua forma
ativa estava diminuida no grupo HSF e aumentada no grupo HSF+FB, confirmando a
capacidade das citocinas inflamatdrias em modular a atividade das metaloproteinases.
Como consequéncia, a expressao relativa do colageno tipo Il apresentou diminui¢ao

significativa nos grupos que foram suplementados com o extrato das folhas de
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bergamota. Alguns trabalhos que analisaram a expressao proteica de colageno | e lll
no coragcdo de animais obesos!!#243 mostraram que ndo houve alteracées na
expressdo do colageno Ill mas houve no colageno 143, ja outros autores exibiram
aumento em ambos os tipos de colagenosit#2,

Portanto, a escassez e divergéncias entre os trabalhos apresentados na
literatura fortalecem a importancia deste trabalho, neste sentido, nossos achados
confirmam nossa hipotese que a capacidade anti-inflamatéria do extrato das folhas de
bergamota foi responsavel pela modulacdo da atividade da MMP-2 e
consequentemente a expressdo de colageno tipo Il cardiaco, sendo este um dos
mecanismos responsaveis pelo esclarecimento do remodelamento e disfuncéo
cardiaca em modelo experimental de obesidade. Além disso, estudos futuros séo
necessarios para abordar os mecanismos pelos quais as citocinas inflamatérias séo
responséveis pela modulacdo da atividade das metaloproteinases no processo de

remodelamento cardiaco em modelo experimental de obesidade.

Concluséo
Assim, é possivel concluir que o efeito anti-inflamatoério da suplementagéo com
extrato das folhas de bergamota melhorou a atividade das metaloproteinases

atenuando o remodelamento e a disfungéo cardiaca induzidos pela obesidade.
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