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Resumo

Introducao: O alto consumo de alimentos industrializados ricos em carboidratos
simples e gordura saturada esta associado a um balango energético positivo e actl-
mulo de gordura. Esse cenario contribui para o aumento dos indices de obesidade
na populacdo mundial nas tltimas décadas. A disfunc¢ao do tecido adiposo tem sido
relatada como um fator importante nos estagios iniciais das comorbidades associa-
das a obesidade a partir de varios mecanismos diretos e indiretos, como secre¢dao
desregulada de adipocinas, infiltracdo de macrofagos, inflamagdo, defesa antioxi-
dante reduzida e estresse oxidativo que podem atuar em varios processos metaboli-
cos, como hipertensdo, dislipidemia, resisténcia a insulina e disfun¢des de tecidos e
6rgdos, como coragdo, figado e rins, conhecidos como 6rgaos-alvo da obesidade. A
adicdo de compostos bioativos, ricos em polifenois, no habito alimentar atua de
forma benéfica pois, além de reduzir a inflamagdo e o estresse oxidativo gerados
por dietas obesogénicas, podem ser facilmente introduzidos na rotina alimentar dos
individuos através do consumo de frutas, legumes e vegetais. O objetivo desse tra-
balho foi avaliar o efeito do extrato de folhas de bergamota (Citrus bergamia) sobre
o tratamento de parametros do estado RedOx/inflamatorio nos 6rgados alvos da obe-
sidade (figado, rins, coragdo e tecido adiposo) em animais submetidos a dieta rica
em acucar e gordura. Materiais e Métodos: 48 ratos Wistar machos foram distri-
buidos em 2 grupos experimentais recebendo dieta controle (Controle, n=24) e dieta
rica em agucar e gordura (HSF, n=24) por 20 semanas. Posteriormente, os animais
foram selecionados e redistribuidos para o inicio do tratamento de 10 semanas com
extrato da folha de bergamota (Fo) por gavage (50mg/kg animal) em 4 grupos: dieta
controle (Controle, n=10), dieta controle + Fo (Controle+Fo, n=10), dieta rica em
acucar e gordura (HSF, n=10) e dieta rica em agucar e gordura + Fo (HSF+Fo,
n=10). Os animais foram avaliados quando ao perfil nutricional, metabolico e hor-
monal; funcdo cardiaca, hepatica e renal; pardmetros inflamatérios e do estresse
oxidativo. Resultados: Foi possivel observar que os animais que consumiram a di-
eta HSF apresentaram obesidade, dislipidemia, hiperglicemia, resisténcia insuli-
nica, hipertensao, disfun¢do cardiaca, hepatica e renal, inflamacao e estresse oxida-
tivo nos orgaos-alvo da obesidade. O tratamento com Fo mostrou prote¢do, demons-
trando redugdo de triglicérides, insulina e resisténcia insulinica; aumento de niveis
séricos de HDL colesterol; e reducao da inflamacao e do estresse oxidativo no tecido
adiposo, coragdo, figado e rins. Conclusao: Desta forma, o tratamento com extrato
das folhas de bergamota mostrou-se capaz de atuar nos parametros metabolicos sis-
témicos, bem como sobre a recuperagao do cenario redox/inflamatorio em diferen-
tes tecidos de animais obesos.

Palavras-chave: dieta ocidental, composto bioativo, inflamagao, estresse oxidativo



Abstract

Introduction: The high consumption of industrialized food rich in simple carbohy-
drates and saturated fat is associated to a positive energy balance and fat accumula-
tion. This scenario contributes to increased obesity rates in the world population in
recent decades. Adipose tissue dysfunction has been reported as an important factor
in the early stages of obesity-associated comorbidities from several direct and indi-
rect mechanisms such as unregulated adipokine secretion, macrophages infiltration,
inflammation, reduced antioxidant defense and oxidative stress that can act in sev-
eral metabolic processes, such as hypertension, dyslipidemia, insulin resistance and
tissue and organ dysfunction, such as the heart, liver and kidneys, known as obesity
target organs. The better understanding of the processes involved in the pathophys-
iology of obesity and adipose tissue dysfunction can help in preventive and treat-
ment studies in order to curb the obesity associated consequences. The addition of
bioactive compounds, rich in polyphenols, to the dietary habit acts beneficially be-
cause, in addition to reducing inflammation and oxidative stress generated by obe-
sogenic diets, they can be easily introduced into the dietary routine of individuals
through the consumption of fruits and vegetables. The aim of this work was to eval-
uate the effect of bergamot leaf extract (Citrus bergamia) on the treatment of pa-
rameters of the RedOx/inflammatory state in obesity target organs (liver, kidneys,
heart and adipose tissue) in animals submitted to a high sugar-fat diet. Materials
and methods: 48 male Wistar rats were divided into 2 experimental groups receiv-
ing a control diet (Control, n=24) and a high sugar-fat diet (HSF, n=24) for 20
weeks. Then, the animals were selected and re-divided for the beginning of the 10-
week treatment with bergamot leaf extract (Fo) by gavage (50mg/kg animal) into 4
groups: control diet (Control, n=10), control diet + Fo (Control+Fo, n=10), high-
sugar-fat diet (HSF, n=10) and high sugar-fat diet + Fo (HSF+Fo, n=10). The ani-
mals were evaluated regarding their nutritional, metabolic and hormonal profile;
heart, liver, and kidney function; inflammatory and oxidative stress parameters. Re-
sults: It was possible to observe that the animals that consumed the HSF diet had
obesity, dyslipidemia, hyperglycemia, insulin resistance, hypertension, heart, liver
and kidney dysfunction, inflammation and oxidative stress in the obesity target or-
gans. Treatment with Fo showed protection, demonstrating a reduction in triglycer-
ides, insulin and insulin resistance; increased serum levels of HDL cholesterol; and
reduction of inflammation and oxidative stress in adipose tissue, heart, liver and
kidneys. Conclusion: Thus, the treatment with bergamot leaf extract was able to act
on systemic metabolic parameters, as well as on the recovery of the redox/inflam-
matory scenario in different tissues of obese animals.

Keywords: western diet, bioactive compound, inflammation, oxidative stress



Resumo Para Sociedade

Introducao: O consumo exagerado de alimentos com muita gordura e aglicares esta
associado ao aumento do aciimulo de gordura corporal, que contribui com altos in-
dices de obesidade na populagdo em todo mundo nas ultimas décadas. Quando em
excesso, a gordura corporal torna-se um problema, contribuindo com o aumento da
inflamacao e do estresse oxidativo (representado por grande concentracdo de molé-
culas instaveis que prejudicam a capacidade do nosso corpo de se defender dos pre-
juizos causados por esses habitos alimentares), favorecendo, assim, estagios iniciais
de diversas doengas, como pressdo alta, aumento de glicose no sangue, diabetes e
prejuizo em alguns 6rgaos, como por exemplo o coragdo, figado e rins, conhecidos
como oOrgaos-alvo da obesidade. O consumo de frutas e vegetais atua impedindo a
inflamacao e o estresse oxidativo e, consequentemente, impede os efeitos negativos
no organismo. Dito isso, o objetivo desse trabalho foi avaliar o efeito do extrato de
folhas de bergamota, uma espécie de mexerica encontrada principalmente na Italia,
sobre o tratamento da inflamacdo e do estresse oxidativo nos 6rgaos alvos da obe-
sidade em ratos alimentados com dieta rica em agticar e gordura. Como foi feito:
Ratos foram divididos em 2 grupos recebendo dieta controle, que imita a dieta sau-
davel, e dieta rica em agucar e gordura por 20 semanas. Posteriormente, os animais
foram selecionados e redivididos para o inicio do tratamento de 10 semanas com
extrato da folha de bergamota em 4 grupos: dieta controle, dieta controle com Folha
de bergamota, dieta rica em agticar e gordura e dieta rica em agtlicar e gordura com
Folha de bergamota. Os animais foram avaliados quanto ao consumo, metabolismo,
inflamacdo e estresse oxidativo da gordura, coragdo, figado, rins e suas fungdes.
Resultados: Foi possivel observar que os animais que consumiram somente a dieta
rica em agucar e gordura ficaram obesos, com acumulo de gordura, aumento de
glicose, pressao alta e prejuizos na fun¢ao do coracdo, figado e rins, além de infla-
magdo e estresse oxidativo nesses 0rgdos. Entretanto, o tratamento com folha de
bergamota apresentou protecdo a partir da diminui¢do de gordura e insulina, au-
mento do colesterol “bom” (HDL colesterol) e reducao da inflamagao e do estresse
oxidativo no tecido adiposo, coracdo, figado e rins. Conclusio: Desta forma, o ex-
trato das folhas de bergamota mostrou-se capaz de atuar em diferentes tecidos, me-
lhorando a satide de animais obesos.

Esse resumo foi revisado por amigos e familiares, ndo por pares. Inspirado em: Jor-
dana Oliveira, egressa da UNESP e divulgadora cientifica no @voandoaltociencia.
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1. Obesidade

1.1.  Contextualizacio, definicio e epidemiologia

Evolutivamente, a pressdo por sobrevivéncia em longos periodos de
escassez elegeu um genotipo que favorecia a superalimentagdo com baixo gasto de
energia e inatividade fisica'?. Atualmente, essa supernutricdo é apontada como
ameaca a saude, uma vez que mais pessoas morrem em decorréncia do sobrepeso
em comparag¢io as de baixo peso’.

A Organizacdo Mundial da Satide (OMS) define a obesidade como
acimulo excessivo de gordura corporal que pode acarretar prejuizos a saude’.
Hipodcrates foi o primeiro médico a especular a associacdo da obesidade aos
maleficios a satde, aumentando riscos de mortalidade precoce, mencionado em seu
livro de aforismos “A morte subita ¢ mais comum naqueles que sdo naturalmente
gordos do que nos magros” (Aforismos 11, 44, p.119)*°. Corroborando a cita¢do, a
partir de dados de 2017, mais de 4 milhdes de pessoas morrem a cada ano em
decorréncia do excesso de peso corporal’.

A prevaléncia de sobrepeso e obesidade na populacdo infantil e adulta
aumentou nas ultimas décadas decorrente do estilo de vida moderno de paises
industrializados e em desenvolvimento, marcados pelo aumento da disponibilidade
e variedade dos alimentos que, a0 mesmo passo que reduziram gradualmente a
desnutri¢do, contribuiram com o aumento de peso, fazendo com que esse excesso
de gordura corporal se tornasse um problema de satide publica®. Em 2030, prevé-se
que 1 a cada 5 mulheres e 1 a cada 7 homens estardo obesos, o equivalente a mais
de 1 bilhdo de pessoas em todo o mundo®. Dados da Pesquisa Nacional de Saade de
2019 apontam que 96 milhdes de brasileiros estavam acima do peso. Além disso,
houve um aumento de sobrepeso e obesidade entre 2006 e 2019 de 73,91 e 30%,
respectivamente®!?, Estima-se que em 2030, aproximadamente 50 milhdes de
brasileiros serdo obesos®.

O aumento da prevaléncia da obesidade ¢ acompanhado do aumento nos

gastos relacionados a satide publica. Essa realidade somou em 2014 o custo de 2,4%
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do PIB nacional, representando 110 bilhdes de reais relacionados aos gastos com o
sistema de satde, queda de produtividade da populagdo e investimentos necessarios
para frear os impactos da doenga na sociedade'!. Mundialmente, o impacto
econdmico representava 2,8%, o equivalente a 2 trilhdes de dolares!?.

Diversos fatores associam-se ao desenvolvimento da obesidade, como
predisposicdo genética, fatores ambientais, endocrinos, padrdo alimentar, dentre
outros, a partir de interacdes que podem variar ao longo do tempo e entre os
individuos'®. No entanto, a literatura tem reportado que o balango energético
positivo, resultado de uma ingestdo caldrica acima das necessidades didrias, ¢ o
principal responsavel pelo aumento da obesidade. Nesse sentido, o atual padrao
alimentar da sociedade ocidental ¢ majoritariamente constituido por dietas
industrializadas ricas em gorduras saturadas e acticares simples, e pobre em relagao
aos acidos graxos (AG’s) insaturados e nutrientes essenciais a saide humana (fibras,
vitaminas e aminoacidos essenciais), apresentando papel crucial no
desenvolvimento do quadro'*!>, Adicionalmente, dados da OMS demonstram que
1 a cada 4 adultos ndo praticam atividade fisica suficiente, contribuindo com o
desbalanco energético causado por dietas hipercaldricas, decorrendo em
complicagdes a saude, dentre elas, a obesidade!™!°.

Uma das grandes preocupagdes acerca da obesidade ¢ sua associagdo
com o desenvolvimento de doencas metabolicas cronicas, como resisténcia a
insulina (RI), diabetes tipo II, doencas cardiovasculares e sindrome metabdlica, ou
seja, associando-se a estagios iniciais de diversas outras doencgas, alcangando e

1721 Nesse sentido, a literatura tem

comprometendo diversos tecidos e orgaos
reportado que a expansdo da massa adiposa corporal, principalmente a localizada
na regido visceral, desempenha um papel chave nos processos fisiopatologicos

envolvidos na manifestagdo das complicagdes associadas a obesidade??.
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1.2. Tecido Adiposo

A partir da clonagem do gene para leptina, o tecido adiposo (TA) deixou
de ser reconhecido como 6rgdo com funcdo exclusiva de estoque de gordura para
6rgao endocrino e armazenador, capaz de adaptar-se a diferentes contextos metabo-
licos com a finalidade de assegurar as necessidades do organismo?3.

O Tecido Adiposo ¢ um o6rgdo que se deposita abaixo da pele (subcuta-
neo) e associado as visceras (visceral), podendo ser classificado, nos mamiferos, de
acordo com suas caracteristicas morfologicas e funcionais em trés grupos: o tecido
adiposo branco (White adipose tissue — WAT), marrom (Brown Adipose Tissue —
BAT) e bege (Beige Adipose Tissue — bAT), que se diferem em forma, tamanho e
estrutura intracelular de suas organelas®*?> (Tabela 1).

O WAT compreende o maior volume de TA nos humanos e ¢ responsa-
vel pelos processos de sintese, captagdo, esterificagdo, armazenamento e liberagao
de AG’s. Esse tecido ¢ composto majoritariamente de adipocitos (35 a 75%), geral-
mente esféricos, de goticula Uinica que ocupa grande parte do volume celular, con-
tendo as organelas na periferia, estroma vascular, células endoteliais e sanguineas,
fibroblastos e macrofagos®*26. Os adipocitos brancos possuem grande capacidade
de armazenamento, podendo expandir-se cerca de 100um de diametro, a depender
das exigéncias metabolicas?’. O WAT ¢é responsavel pela produgdo de adipocinas,
como leptina, adiponectina, resistina e citocinas, como interleucina- 6 (IL-6), fator
de necrose tumoral alfa (TNF-a — Tumor necrosis factor alpha), proteina quimioa-
traente de monocito (MCP-1 — Monocyte chemoattractant protein-1), dentre outras
que participam de diversas func¢des bioldgicas no organismo, regulando o apetite, o
gasto energético, a sensibilidade periférica a insulina e a absor¢ao de lipideos em
tecidos ndo adiposos, como coragdo, figado e musculo esquelético!#28-3!,

O BAT compde cerca de 4% da massa adiposa total e ¢ amplamente
presente em mamiferos no pds natal e durante a hiberna¢do. Acreditava-se que o
tecido estivesse presente apenas na fase infantil, porém nas regides supra clavicular
e toracica de adultos ¢ possivel encontrar regides metabolicamente ativas do te-

cido®?>3. Além disso, a chance de detectar a atividade do BAT em adultos mostrou-
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se inversamente proporcional ao indice de massa corporea (IMC)?3. O tecido é com-
posto por goticulas lipidicas dispersas e alta densidade de mitocondrias contendo
ferro, conferindo sua cor marrom. As mitocondrias conferem ao tecido atividade
termogénica, a partir da dissipagdo de energia na forma de calor, através da expres-
sdo da proteina de desacoplamento-1 (UCP1 — Uncoupling Protein-1), proteina da
membrana interna das mitocondrias, que, a partir do gradiente de protons no pro-
cesso de geracdo de adenosina trifosfato (ATP), permite a producdo de calor ao
passo que fluem de volta para a matriz mitocondrial**. Em adultos saudaveis, a ati-
vidade do BAT contribui para a oxidagdo de gordura corporal e termogénese indu-
zida por dieta, demonstrando um papel fisiologico fundamental’>-3S,

Além dos dois tecidos, o tecido adiposo bege foi recentemente descrito.
Este representa 3,1% da gordura corporal total em homens e 7,5% em mulheres e
possui caracteristicas intermediarias comuns com o0 WAT e BAT, conferindo ao
tecido duas fungdes: em condi¢des de balanco energético positivo, seu comporta-
mento ¢ similar ao tecido adiposo branco, armazenando o excesso de energia; porém
em baixas temperaturas/estimulo simpatico, o tecido ativa a termogénese, elevando
a expressao de UCP-1, induzindo a produgao de calor, assim como o tecido adiposo

marrom, aumentando a taxa metabdlica®>37"3,

Tabela 1. Classificacdo morfofuncional do tecido adiposo: Principais caracteristi-

cas dos adipocitos brancos, marrons e beges.

White b Brown ;s Beige e
- * 'ﬂ " !
e ad QY
Goticula lipidica tinica; Goticulas lipidicas e Goticulas lipidi-
Morfologia organelas na periferia organelas dispersas cas e organelas
dispersas
Expressio de UCP-1 Negativa Positiva Positiva
Densidade Mitocon- Baixa Alta Intermediaria
drial
Funcéo priméria Estoque de energia; Termogénese Termogeénese;
Enddcrina Endocrina

UCP-1 — Proteina de desacoplamento-1
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1.3.  Aspectos fisiopatologicos da obesidade

Diversos fatores tém sido apontados como importantes na manifestagao
das comorbidades associadas a obesidade. O desequilibrio de adipocinas, a
inflamacdo e o estresse oxidativo contribuem com a disfun¢do do tecido adiposo,
fator chave envolvido em comorbidades associadas ao consumo de alimentos ricos

em agucar e gordura (Figura 1), como descrito a seguir:

Desbalango
Defesa . .
Antioxidante de adipocinas

Estresse \ ‘ Adiponectina, IL-10
Xidativ
R 2 4 Leptina, resistina, TNF-a, IL-6

b= s O

-
4 e Glicose Ni
- 5 Resisténcia (s -
AUEN Inflamacao e ESIStEl AG's (s J
: ) 'u.{i ‘\ estresse oxidativo insulinica W
L \F‘(\./’" —~— Sistémico /

Figura 1. Processos fisiopatologicos envolvidos na disfun¢io do tecido adiposo e suas conse-
quéncias. Em um cenario obesogénico, a expansio do tecido adiposo atinge um limite contribuindo
para a disfun¢@o tecidual proporcionando uma variedade de estimulos diretos e indiretos: (1) Infil-
tracdo de macrofagos com perfil pré-inflamatoério (2) Micro hipéxia gerada pela hipoperfusdo do
tecido adiposo (3) Desequilibrio de adipocinas (4) Balango energético positivo (5) Inflamagao (6)
Estresse Oxidativo. Uma vez sistémicas, essas condigdes sdo capazes de atuar negativamente sobre
precursores iniciais de disfungdes em outros tecidos e 6rgaos, como coragao, figado e rins, atuando
como um importante componente aterogénico, induzindo aumento de AG's livres e colesterol através
da resisténcia a insulina. ROS — Espécies reativas de oxigénio (Reactive oxygen species). AG’s —
Acidos Graxos. IL-6 — Interleucina-6. IL-10 — Interleucina-10. TNF-a — Fator de necrose tumoral
alfa (Tumor necrosis factor alpha).
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Adipocinas/Citocinas

Dentre as atribuicdes do TA, destaca-se a funcdo endocrina, capaz de
influenciar a homeostase energética, hemodinamica e a resposta inflamatoria a
partir da sintese e secre¢do de adipocinas, peptideos bioativos, por esse tecido®®. O
desequilibrio exacerbado no estimulo ou bloqueio da producdo de adipocinas
associa-se a doengas relacionadas ao estilo de vida, como hiperlipidemia, diabetes
e hipertensdo*!. Dentre as adipocinas, destacam-se a leptina, adiponectina, resistina,
TNF- a, IL-6 e interleucina-10 (IL-10).

A leptina associa-se ao sinal de saciedade, a partir da regulagdo do
apetite e da homeostase energética*’. Sua produgio ¢ induzida pela insulina e outros
peptideos gastricos pos refeigdes e sua concentragdo € proporcional ao volume de
células adiposas, tendo seus niveis circulantes do sangue positivamente

relacionados ao IMC?#0:43,

No entanto, em um ambiente obesogénico, hd a
caracterizacdo de um quadro de resisténcia a leptina e, embora os mecanismos que
decorrem na resisténcia ndo estejam totalmente elucidados, sabe-se que niveis
elevados de leptina em pacientes obesos contribuem com o estado de inflamagao
cronica de baixo grau, associando-se a maior susceptibilidade no desenvolvimento
de resisténcia a insulina, hiperglicemia, dislipidemia e distarbios enddcrinos**.

Outra citocina produzida pelo TA ¢ a adiponectina, presente 20 vezes
mais no plasma que a leptina. Dentre suas principais fungdes, destacam-se o
aumento da biossintese de AG’s e a inibi¢do da gliconeogénese no figado. Além
disso, possui efeitos antioxidantes e anti-inflamatorios a partir da regulacdo na
secre¢do de outras citocinas®. De forma oposta a maioria das adipocinas, a
adiponectina ¢ encontrada em niveis diminuidos na obesidade, uma vez que existe
uma correlagdo negativa entre seus niveis e o desenvolvimento de comorbidades
associadas a obesidade*.

A resistina é encontrada em niveis elevados em individuos obesos,
atribuindo caracteristicas pro-inflamatorias através da regulacdo positiva na
producdo de IL-6 ¢ TNF-a. Além disso, associa-se a proliferacdo de adipocitos e

angiogénese, desempenhando papel importante no inicio e progressao da obesidade
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e resisténcia a insulina através da indugdo da inflamagio*®.

O TNF-a e a IL-6 sdo citocinas produzidas por diversos tipos celulares
que participam da resposta imune inata e de processos metabolicos distintos no
organismo. Enquanto adipocinas, tem produgdo estimulada a partir da expansao do
TA, contribuindo com a geracdo do quadro de resisténcia insulinica e outras
disfungdes metabdlicas decorrentes da inflamagdo cronica em obesos*”48,

Ao contrario das citocinas citadas anteriormente, a IL-10 possui agdo
anti-inflamatoria, inibindo a agdo de outras citocinas como TNF-a e IL-6,
reduzindo, entdo, o recrutamento de macrofagos no TA. A IL-10 e a adiponectina

atuam neutralizando os efeitos proé-inflamatorios, sendo encontrada em maior

quantidade em individuos obesos*.
Inflamagao

A obesidade ¢ um fator de risco para a resisténcia a insulina, diabetes
tipo 2 e outras doengas associadas a obesidade. As evidéncias iniciais acerca dos
mecanismos envolvidos na resposta inflamatéria da obesidade vém de estudos em
humanos e animais realizados no inicio da década de 1990. Nesses estudos,
observou-se que o TA de roedores e humanos obesos mostram modificagdes
inflamatorias e secre¢do aumentada de TNF- a, capaz de induzir RI pela inativagao
do substrato do receptor de insulina-1 (IRS-1 — Insulin receptor substrate 1)*°,

Dessa forma, a obesidade ¢ caracterizada como uma condigdo de
inflamagdo cronica de baixo grau, também conhecida como metainflamagao,
fortemente associada ao excesso de gordura corporal, caracterizada pela infiltracao
e ativacdo de macréfagos pro-inflamatdrios e outras células imunes no TA, que
produzem e secretam citocinas e quimiocinas pro-inflamatdrias, pilar importante na
manifestagdo da RI e doengas metabdlicas associadas a obesidade!”-!.

O gatilho inicial para a inflamagdo na obesidade ainda permanece
incerto. No entanto, a expansdo e disfun¢do do TA fornecem uma variedade de

estimulos diretos capazes de iniciar a resposta inflamatoria, como hipoxia e

alteracdo no perfil de macrofagos®!. Além disso, a literatura ainda reporta que
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fatores indiretos, como componentes dietéticos e disbiose intestinal, podem incitar
a resposta inflamatoria na obesidade®>3.

Em situacdo de balango energético positivo, o excesso calorico ¢é
estocado no tecido adiposo na forma de triglicérides (TG) por meio de processos de
hipertrofia e hiperplasia, que permitem a expansdo do 6rgdo*s. Embora esses
processos sejam fisiologicamente necessarios, existe um limite de expansao celular
que, uma vez atingido, ndo permite mais o armazenamento do excesso de energia
nos adipdcitos, tornando o TA severamente disfuncionante®*. Essa condigdo
contribui com prejuizos ao organismo a partir da deposi¢dao de gordura em outros
orgdos e da alteragdo e desbalango na secre¢ao de adipocinas do TA, principalmente
no aumento significativo das de agdo pro-inflamatéria, como TNF-o e IL-6'4%,

A literatura relata ainda que esse processo de expansdo do TA,
especialmente a hipertrofia, altera significativamente o nimero e a composi¢ao de
células do sistema imunoldgico, agravando ainda mais o estado inflamatério da
obesidade. Em situa¢des de TA normal e funcionante, o padrdo de macrofagos
predominante ¢ denominado M2, uma linhagem que secreta substincias anti-
inflamatorias como IL-10 e tem papel fundamental na manuten¢do da homeostase
do TA. Em contrapartida, em condi¢do de obesidade, o padrdo de macrofagos
predominantes sdo os denominados M1, os quais produzem substancias pro-
inflamatorias como TNF-a, contribuindo para o processo de inflamagdo®¢. Em
estagios avangados, macrofagos sdo induzidos para produgdo de mais citocinas,
auxiliando no agravamento da inflamagao!*>>,

Outra condicdo associada a inflamag¢do na obesidade e consequente a
disfunc¢ao no TA ¢ a micro hipdxia, gerada pela hipoperfusdo do TA nos primeiros
estagios da expansdo, corroborando a ativagdo das vias do fator de transcrigdo
nuclear kappa-B (NF-kB — Nuclear factor kappa-B), resultando em maior liberagao
de citocinas pro-inflamatorias e macrofagos no tecido’!-7.

A inflamacdo no TA pode ser desencadeada, ainda, por componentes
dietéticos. Os carboidratos simples ingeridos da dieta, por serem de alto indice

glicémico e absorvidos rapidamente, promovem picos insulinémicos que,

cronicamente, provocam alteragdes metabodlicas que resultam em aumento da
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infiltragdo de macrofagos nos adipocitos, deliberando citocinas pro-
inflamatorias**-8-%0, A gordura dietética, caracterizada pelo alto consumo de AG’s
saturados, € capaz de desencadear a disfun¢do do TA e ativar diretamente o processo
inflamatorio. Os AG’s livres circulantes, assim como lipopolissacarideos (LPS)
bacterianos, ativam proteinas transmembrana conhecidas como toll-like receptor 4
(TLR-4 — Toll-like receptor 4), presentes em diferentes tecidos e células, incluindo

31,61

tecido adiposo e macrofagos envolvidos na resposta imune inata’-®'. Assim, a

ativagdo de TLR-4 resulta em estimulo as vias inflamat6rias®%3.

Além da dieta, a microbiota intestinal ¢ fundamental pra manutencao da
saude humana, desempenhando papel imunomodulador de bactérias do trato
gastrointestinal no contexto da metainflamag¢do em quadros obesogénicos®*. Os toll-
like receptors (TLRs — Toll-like receptors) detectam padrdoes moleculares
associados a patdogenos (PAMPS), como LPS ou flagelina, que induzem uma
resposta inflamatoria a fim de eliminar um possivel agente agressor e evitar danos
ao tecido saudavel. Dessa forma, os LPSs foram propostos como fonte de
inflamacdo metabolica por permearem na circulacdo via quilomicrons ou via
aumento da permeabilidade intestinal, induzindo resposta inflamatoria
sistémica®-6, LPS e dcidos graxos saturados de cadeia longa atuam sinergicamente
na ativagdo da sinalizacdo inflamatoria de macréfagos, caracterizando uma relagao
entre dietas ocidentais e inflamagdo pos-prandial®.

A ativacdo de TLR-4 desencadeia vias inflamatdrias, reduzindo a
captagdo de glicose pela sinalizagdo de insulina®®%3. Como resultado do processo
inflamatorio, o aumento de citocinas pro-inflamatoérias, principalmente TNF-a,
pode inibir a expressdo e transloca¢do do transportador de glicose-4 (GLUT4 —
Glucose transporter 4), principal responséavel pela captacdo da glicose circulante,
através da atuacdo sobre a fosforilacdo de residuos de serina, no substrato do
receptor de insulina IRS-1, podendo desenvolver um quadro de resisténcia a

insulina e consequente disfungdo do tecido adiposo®!’.

Desequilibrio do estado RedOx

O desequilibrio bioquimico entre fatores oxidantes e antioxidantes ¢é
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denominado desequilibrio do estado RedOx ou estresse oxidativo, pilar
fisiopatologico importante no desenvolvimento das comorbidades associadas a
obesidade. Os fatores oxidantes sdo representados majoritariamente pelos radicais
livres que incluem as espécies reativas de oxigénio (ROS - Reactive oxygen
species). Em um cendrio obesogénico, as ROS tem sua producdo aumentada
decorrente do aumento do metabolismo do adipdcito e consequente disfunc¢ao,
hiperleptinemia, inflamagao cronica e reduzida defesa antioxidante®”-%8,

Os adipdcitos podem desencadear o estresse oxidativo diretamente em
individuos obesos, uma vez que a irrigacao do tecido adiposo se torna insuficiente
decorrente do grande aumento do niimero de células, podendo suceder em morte
celular por necrose. Com a finalidade de retirar as células necrosadas, ocorre a
fagocitose, que resulta em resposta tissular de aumento na infiltragdo inflamatoria e
estresse oxidativo com liberagdo de radicais livres como 6xido nitrico (NO) e
Peroxido de Hidrogénio (H202)%%%°. Além disso, a sobrecarga de AG’s livres
aumenta a B-oxidagdo e a atividade da cadeia transportadora de elétrons (ETC —
Electron transport chain), na membrana interna das mitocondrias, que pode gerar
uma hipdxia relativa, resultando no aumento de ROS como subproduto do
metabolismo’’.

Como citado anteriormente, os niveis plasmaticos de leptina sdo
elevados em um cenario obesogénico*. A leptina é capaz de promover a ativagdo
de NADPH oxidase (NOX), resultando no acimulo de ROS intracelulares, H>O: e
radical hidroxila, desempenhando papel importante no estresse oxidativo induzido
pela obesidade’".

As ROS sdo capazes, ainda, de estimular a via do NFk-B a produzir
citocinas pro-inflamatorias, formando um ciclo vicioso de retroalimentagdo entre
estresse oxidativo e inflamacgdo, desencadeando em inflamacdo cronica de baixo
grau ¢ a oxidacdo de biomoléculas, como lipidios (lipoxidag¢do) e glicose
(glicagdo)’>”*. Dentre os produtos de lipoxidagédo estdo incluidos o malondialdeido
(MDA), glioxal, acroleina e 4-hidroxi-nonenal (4-HNE), enquanto os produtos
gerados a partir da glicagdo incluem glioxal e metilglioxal. A ligagdo desses

compostos com o grupo amino resulta em produtos finais de glicacdo avangada
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(AGEs - Advanced glycation end-product) e produtos finais de lipoxidagdo
avancada (ALEs — Advanced lipoxidation end-product), que sdo altamente reativos
e, ao reagirem com proteinas por carbonilacdo, fazem com que estas sofram perda
de funcio, resultando em disfuncdo de 6rgaos e surgimento de doengas. As ROS
podem oxidar as proteinas diretamente, incluindo as moléculas de DNA,
acarretando em perda de funcdo bioldgica, disfuncdo celular e faléncia de sistemas
e Orglos’?,

Em contrapartida, a fim de amenizar o estresse oxidativo, ocorre a
ativagdo de diferentes mecanismos, como o fator nuclear 2 relacionado ao eritrdide
-2 (Nrf-2), que regula o estresse oxidativo, aumentando a producdo de antioxidantes
endogenos, composto principalmente por enzimas antioxidantes, destacando-se a
Superdxido Dismutase (SOD), Catalase (CAT) e Glutationa Peroxidase (GPx), que
atuam impedindo e controlando a formagdo de radicais livres e consequentemente
os danos causados por eles’>7¢, Observou-se que a obesidade em animais restringiu
a expressdo de mRNA e atividades de enzimas antioxidantes no TA7’. Além disso,
o consumo excessivo de dietas ricas em agucares e gorduras associa-se a uma defesa
antioxidante inadequada, uma vez que essas dietas sdo deficientes em vitaminas e
minerais'*!>. Niveis séricos de antioxidantes dietéticos e niveis de oligoelementos,
como zinco e selénio, que sdo cofatores para enzimas antioxidantes, foram
encontrados em quantidades reduzidas em individuos obesos. Ainda, ha uma
associagdo entre niveis deficientes plasmaticos de carotenoides, vitamina C e

vitamina E e o IMC7%7°,

1.4. Repercussdes nos orgaos-alvo

Apesar da lista de desfechos clinicos associados a obesidade ser bas-
tante extensa, a gravidade dessas complica¢des parece depender da presenca adici-
onal do excesso de gordura ao redor de tecidos normalmente magros, como o cora-
¢do, o figado e o rins - um fendomeno conhecido como deposi¢do de gordura ecto-
pica®. Essa condig¢@o acontece quando a capacidade dos depdsitos de gordura € so-

brecarregada, o que retarda a conversio de VLDL, originando a
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hipertrigliceridemia, acumulando lipideos em outros tecidos e gerando um processo
inflamatorio no ambiente celular, com comprometimento funcional do 6rgdo afe-
tado!*89-%2_ Adicionalmente, a elevagdo cronica sistémica e sustentada das citocinas
pro-inflamatérias produzidas pelo TA também € capaz de atingir € comprometer
esses mesmos Orgados alvos da obesidade, com repercussdes funcionais negativas'®
2183 A acdo de adipocinas, bem como dos componentes da sindrome metabdlica,
também desempenha papel relevante no comprometimento funcional dos 6rgaos-

alvo da obesidade®*.

Coracgdo

Em condicdo de obesidade, o excesso de TA exige maiores demandas
metabolicas, levando a uma circulagao hiperdinamica, caracterizada principalmente
por aumento do volume sanguineo proporcionalmente ao excesso de peso corporal
e ao débito cardiaco, decorrendo em sobrecarga hemodindmica no coragdo®.

Além disso, o excesso lipidico circulante decorre em lipotoxicidade que
prejudica a integridade dos tecidos vasculares, podendo causar disfun¢do endotelial
em individuos obesos e consequente inflamagao no local da lesdo, importante com-

te aterogéni iand tado pro-tromboti 5-inflamatorio®. O
ponente aterogénico, criando um estado pro-trombotico e pro-inflamatdrio®. Os
AG’s livres ativam resposta inflamatdria nos macréfagos localizados no TA epicér-
dico, deposito de gordura visceral localizada ao redor do miocardio, contribuindo
com a resisténcia insulinica***’. Como consequéncia d tilizagdo de gli

: quéncia da menor utiliza¢ao de glicose,
ocorre um aumento da oxidagdo de AG’s e do consumo de oxigénio do miocardio
decorrente de desacoplamento da fosforilagcdo oxidativa, inibicdo da adenosinatri-

S88.89 O estresse oxi-

fosfatase (ATPase), produgdo de ceramida e geragdo de RO
dativo contribui com o remodelamento cardiaco a partir de modificagdes em prote-
inas responsaveis pelo acoplamento de contragdo, além de outros mecanismos que
contribuem com falhas do miocardio por falta de adaptagdo®. Além disso, a geragdo
de AGEs contribui com o remodelamento e disfungdo cardiaca sistdlica e diastolica
através da alteragdo na fungdo dos canais de calcio®®.

A inflamagdo cronica de baixo grau associa-se a insuficiéncia cardiaca

e disfun¢do do ventriculo esquerdo, responsavel pelo bombeamento do sangue ao
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organismo por meio da ativagdo direta por citocinas de mecanismos envolvidos na
ativacao de fibroblastos, e consequente formagao de fibrose, resultando em remo-
delamento cardiaco®'?2. As citocinas podem, ainda, estimular o sistema - adrenér-
gico, mecanismo envolvido na contratilidade cardiaca. Assim, ha um aumento na
contratilidade do coragdo, o que pode levar ao remodelamento cardiaco e alteracdao
da fungdo cardiaca®.

Uma vez que adiponectina e leptina possuem secrecdo inversamente e
diretamente proporcionais, respectivamente, a adiposidade, presume-se que a rela-
c¢do entre as duas adipocinas possa desempenhar um papel no remodelamento e dis-
funcdo cardiaca, visto que a atividade anti-inflamatoéria da adiponectina esta redu-
zida em um cendrio obesogénico enquanto o efeito de hipertrofia cardiaca direto,
através de sinalizacdo celular, e indireto, por meio da hipertensdo, da leptina esta

exacerbado”*.

Rins

Dentre os fatores contribuintes para o desenvolvimento da doenga renal,
encontram-se a obesidade e complicacdes associadas a ela, como Diabetes mellitus,
hipertensdo e mudancas no perfil de adipocinas. A adiposidade aumentada pode
impactar diretamente os rins, a partir da associagao positiva entre IMC, proteintiria
e reduzida taxa de filtragdo glomerular (TFG)®>°,

A literatura sugere que a Doenca Renal Cronica é um processo
inflamatorio de baixo grau, uma vez que existe uma associagao entre a insuficiéncia
dos rins com mediadores da inflamacdo®’. O desbalango na secrecdo de
adipocinas,como leptina, resistina e adiponectina, na obesidade, participam no
prejuizo na fun¢do renal, contribuindo com a presenca de resisténcia a insulina,
remodelamento vascular e lesdo nos podocitos®®.

A presenga de resisténcia insulinica e hiperinsulinemia, caracteristica
da obesidade, podem induzir, também, uma inflamag¢ao local nos rins, importante
na fisiopatologia da doenca renal. O aumento de insulina pode induzir uma hiper-

filtracdo glomerular, disfuncdo endotelial e aumento da permeabilidade vascular,
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contribundo com albumintria. A resisténcia insulinica contribui, também, com hi-
pertensdo e hiperuricemia, a partir da inducdo de reabsorcdo de sddio e é4cido
trico®.

Além disso, niveis aumentados de glicose ¢ AG’s promovem aumentos
das ROS mitocondriais nas células endoteliais renais. O aumento de marcadores de
estresse oxidativo, como MDA e proteina carbonilada, se relacionam com a redugao
da funcdo renal, levando a hiperfiltracio dos néfrons através de mecanismos
compensatorios que podem levar a hipertensdo glomerular, proteinuria ou até

97,100,101

mesmo perda de funcdo . Ainda, o receptor de produtos finais de glicacao

avancada (RAGE), quando ativado, leva a sinalizacdo e consequente ativagdo do

NF«B, resultando na produgéo de citocinas pro-inflamatorias!®%-102,

Figado

O actmulo de gordura no figado, comumente conhecido como doenga
hepatica gordurosa ndo alcodlica (NAFLD - Non-alcoholic fatty liver disease), é
associado a obesidade e componentes da sindrome metabodlica, como resisténcia in-
sulinica, diabetes tipo 2 e dislipidemia!®,

Dentre os principais processos envolvidos na patogénese da esteatose
hepatica, destacam-se o aumento dos niveis séricos de AG’s livres e de colesterol,
expansdo do tecido adiposo e resisténcia a insulina, fortemente associados ao estilo
de vida ocidental'®. A condigdo de resisténcia insulinica induz a lipogénese hepa-
tica de novo'®, além de contribuir com a inflamagio, resultando em aumento do
fluxo de AG’s livres hepaticos e acimulo de TG'%,

Ainda, uma ativacao direta das vias inflamatdrias nos hepatdcitos pode
ocorrer a partir da oxidagdo ineficiente causada pelo acimulo de AG’s saturados,
produzindo intermedidrios lipotoxicos como diacilglicerol (DAG) e ceramidas
(CER), podendo ocasionar um estresse do reticulo endoplasmatico que impulsiona
a ocorréncia de esteatose no figado?*19%-198 Niveis plasmaticos elevados de CER
sdo associados a obesidade e podem contribuir, por exemplo, com a resisténcia

insulinica e inflamag¢do'?. Ainda, a adiponectina atua na redu¢io de CER hepaticas,
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auxiliando na homeostase da glicose sanguinea!!?.

Além do estresse oxidativo decorrente de inflamacao, o excesso de ma-
cronutrientes oferecidos por uma dieta obesogénica induz um aumento na oxida-
c¢do de triglicerideos, favorecendo a produg@o de ROS por mitocondrias disfuncio-
nais, contribuindo ainda mais com danos teciduais, atuando, por exemplo na pro-
gressdo da NAFLD e MAFLD (Doenga hepatica gordurosa associada ao metabo-

lismo — Metabolic associated fatty liver disease) **111-115,

1.5.  Bergamota (Citrus bergamia)

A adicdo de compostos bioativos, presentes em frutas, legumes e
vegetais, ricos em polifendis, no habito alimentar atuam de forma benéfica
reduzindo a inflamacdo e o estresse oxidativo gerados por dietas ricas em agucares

H6-118  Com isso, investigar diferentes intervengdes dietéticas,

e gorduras
explorando diversos tipos de alimentos para servir como estratégias terapéuticas no
combate a inflamacdo e ao estresse oxidativo, podem auxiliar na prevengdo ou
tratamento de suas consequéncias''.

A Bergamota (Citrus bergamia), encontrada no Sul da Italia, na regido
da Calabria (Figura 2), ¢ um fruto que demonstra potencial antioxidante e anti-in-
flamatorio!?°. Sua agdo hipolipémica, hipoglicémica, anti-inflamatéria e seus efei-
tos sobre tratamento de doengas associadas a sindrome metabodlica vem sendo des-
tacados nos ultimos anos a partir do suco do fruto, evidenciando a fragao polifeno-
lica da bergamota (BPF — Bergamot Polyphenolic Fraction), constituida predomi-
nantemente de flavonoides (naringina, neo-peridina, neoeriocitrina, brutieridina e
melitidina), um alto teor de acidos graxos (acido oleico, 4cido linoléico e acido pal-
mitico) e agticar 1217124,

Outros trabalhos experimentais também observaram efeitos benéficos
do suco do fruto de bergamota sobre parametros metabolicos em animais submeti-
dos a dietas obesogénicas dentre os quais, preven¢do da hiperlipidemia, niveis ele-

vados de colesterol, dos triglicerideos e lipoproteinas de baixa densidade (LDL),

sugerindo que esse consumo promove a redu¢do do risco de doengas
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cardiovasculares!?>. Ao mesmo passo, Musolino et al. (2020) demonstraram uma
melhora da resisténcia periférica a insulina, juntamente com uma melhora da func¢ao
hepatica em camundongos submetidos a dieta ocidental'?®.

No entanto, estudos analiticos mostram que para algumas plantas, como
aquelas que produzem bagas, a composi¢ao fenolica da folha ¢ semelhante a do
fruto ou até mesmo mais rica ou superior, indicando que podem ser utilizadas como
fonte alternativa o desenvolvimento de suplementos alimentares, nutracéuticos ou

127128 Baseado nisso, Baron et al. (2021) conduziram um es-

alimentos funcionais
tudo caracterizando e comparando compostos bioativos presentes no extrato de fo-
lhas e frutos de bergamota, e demonstraram que as folhas apresentam uma quanti-
dade maior de polifendis, além de apresentar uma maior capacidade antioxidante e
anti-inflamatoria in vitro'?. Sendo assim, uma vez que ndo existem trabalhos en-
volvendo a agdo do extrato das folhas da bergamota no tratamento da inflamacao e
do estresse oxidativo em obesidade e comorbidades consequentes ao consumo de
dieta rica em agticar e gordura, essa investigacdo torna-se de extrema relevancia.
Além disso, como o fruto da bergamota ¢ uma matéria-prima valiosa e
cultivada em uma regido limitada do sul da Italia, a oportunidade de identificar as
folhas como fonte de polifendis bioativos com propriedades quimicas bioativas su-

periores aos polifendis da fruta, permite a disponibilizacdo de uma nova aplicacao

renovavel e de baixo custo.

Figura 2. Citrus bergamia. Fonte: Acervo galeria
Herbal & Antioxidant Derivatives, 2022
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3. Justificativa e hipodtese

A prevaléncia de individuos obesos aumentou nas ultimas décadas, so-
bretudo resultante do consumo de dietas ricas em agucar e gordura. O consumo ex-
cessivo dessas dietas estimula mecanismos que levam a um quadro inflamatério e
pro-oxidante, contribuindo com o desenvolvimento de complicagcdes metabodlicas
como resisténcia insulinica, dislipidemia, hiperglicemia, hipertensao, disturbios en-
décrinos, dentre outros. A condigdo do estado redox/inflamatorio atua de maneira
sistémica, gerando complicag¢des capazes de atingir € comprometer o organismo
como um todo, associando-se a distirbios no TA, cora¢do, figado e rins, 6rgaos-
alvo da obesidade. A adi¢cdo de compostos bioativos, ricos em polifenois, no habito
alimentar atua de forma benéfica pois, além de reduzir a inflamagdo e o estresse
oxidativo gerados por dietas obesogénicas, podem ser facilmente introduzidos na
rotina alimentar dos individuos através do consumo de frutas, legumes e vegetais.
Baseado nisso, visto que ndo existem trabalhos envolvendo a agdo do extrato das
folhas da bergamota no tratamento da inflamacao e do estresse oxidativo em obesi-
dade e comorbidades consequentes ao consumo de dieta rica em agucar e gordura,
a hipotese desse trabalho € que o extrato de folhas de bergamota, rico em compostos
bioativos, serd capaz de atenuar a inflamacgao e o estresse oxidativo dos 6rgdos alvo

da obesidade (figura 3).
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Figura 3. Representacdo esquematica da hipotese. O consumo de dietas ricas em agticares e gordu-
ras, essencialmente hipercalodricas, desencadeia um processo de inflamagao e estresse oxidativo as-
sociado & obesidade. O processo inflamatdrio e o estresse oxidativo levam ao desenvolvimento de
desordens metabdlicas que podem atingir diversos 6rgaos, podendo desenvolver diversas doengas.
A bergamota (Citrus bergamia), rica em compostos bioativos, sera capaz de atenuar o estado re-
dox/inflamatério no tecido adiposo, coracdo, figado e rins de animais submetidos a dieta rica em

agucar e gordura.
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4.  Objetivo geral

O objetivo desse trabalho foi avaliar o efeito do extrato de folhas de
bergamota (Citrus bergamia) sobre o tratamento de parametros do estado RedOx/in-
flamatorio nos 6rgaos alvos da obesidade (figado, rins, coragdo e tecido adiposo)

em animais submetidos a dieta rica em actcar e gordura.

4.1. Objetivos especificos

- Avaliar o perfil nutricional,
- Avaliar as comorbidades;
- Avaliar citocinas inflamatoérias no tecido adiposo, coragdo, figado e rins;

- Avaliar parametros do sistema redox no tecido adiposo, coracdo, figado e rins
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em Orgaos-alvo da obesidade
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Resumo

Introducao: O alto consumo de dietas ricas em agucares e gorduras associa-se ao
desenvolvimento doengas metabolicas cronicas e aumento de inflamagdo e estresse
oxidativo, comprometendo tecidos e 6rgaos. A bergamota (Citrus bergamia) é um
fruto com propriedade anti-inflamatdria e antioxidante que possui composi¢ao bio-
ativa semelhante a sua folha,. Dito isso, o objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito
do extrato de folhas de bergamota sobre o cenario redox/inflamatoério em diferentes
orgios-alvo da obesidade em animais submetidos a dieta rica em agucar e gordura.
Metodologia: Ratos Wistar machos foram distribuidos em 2 grupos experimentais
recebendo dieta controle (C, n=24) e dieta rica em agucar e gordura (HSF, n=24)
por 20 semanas. Posteriormente, os animais foram redistribuidos a partir do critério
de inclusdo para o tratamento com extrato da folha de bergamota (Fo) por gavage
(50mg/kg animal) em 4 grupos: C (C=10), C+Fo (n=10), HSF (n=10) ¢ HSF+Fo
(n=10) por 10 semanas. Os animais foram avaliados quando ao perfil nutricional,
metabolico e hormonal; fun¢do cardiaca, hepatica e renal; parametros inflamatdrios
e do estresse oxidativo. Resultados: O grupo HSF apresentou obesidade, dislipide-
mia, hiperglicemia, resisténcia insulinica, hipertensdo, disfun¢do cardiaca, hepatica
e renal, inflamacao e estresse oxidativo nos o6rgaos-alvo da obesidade. O tratamento
com Fo mostrou prote¢ao, demonstrando reducao de triglicérides, insulina e resis-
téncia insulinica; aumento de niveis séricos de HDL colesterol; e reducao da infla-
macao e do estresse oxidativo no tecido adiposo, coragdo, figado e rins. Conclusao:
O extrato da folha de bergamota atuou em diferentes tecidos, melhorando o cenario
redox/inflamatdrio de animais obesos.

Palavras-Chave: dieta ocidental, composto bioativo, inflamacao, estresse oxida-
tivo
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1. Introducio

O consumo excessivo de dietas hipercaldricas, ricas em agucares sim-
ples e gorduras saturadas, promove expansdo do tecido adiposo, condi¢do conhe-
cida como obesidade, pilar patogénico para o desenvolvimento de sindrome meta-
bolica e também doengas cardiovasculares, renais e hepaticas!-2.

O tecido adiposo (TA) € um 6rgdo de acdo autderina, pardcrina e endo-
crina, atuante no controle da homeostase energética’. Em condi¢des de balango
energético positivo, o TA pode se tornar disfuncional, apresentando capacidade de
estoque excedida a partir de prejuizos nos mecanismos de adaptacdes celulares, con-
tribuindo com o aumento da resposta inflamatoria e producao de espécies reativas
de oxigénio (ROS — Reactive oxygen species), gerando estresse oxidativo?. Uma vez
que esse processo se torna cronico, essa condigdo atinge niveis sistémicos, alcan-
¢ando e comprometendo diversos tecidos e 6rgaos>~.

Em contrapartida, a adicdo de compostos bioativos na dieta, com pro-
priedades anti-inflamatdrias e antioxidantes, tem estado cada vez mais em evidén-
cia, podendo atuar como estratégia teraputica ndo medicamentosa frente a doengas
metabolicas'®. A Bergamota (Citrus bergamia) vem sendo destacada nos ltimos
anos a partir do suco do fruto, evidenciando sua fra¢ao polifendlica (BPF — Berga-
mot Polyphenolic Fraction) com agao hipolipémica, hipoglicémica, anti-inflamato-
ria, antioxidante e seus efeitos sobre tratamento de doencgas associadas a sindrome
metabolica''"!°. No entanto, Baron et al (2021) conduziram um estudo caracteri-
zando e comparando compostos bioativos presentes no extrato de folhas e frutos de
bergamota, e demonstraram que as folhas apresentam uma quantidade maior de po-
lifendis, evidenciando o potencial do extrato como terapéutica metabolica alterna-
tiva que, durante o processo de produgdo do extrato a partir do fruto, seria desper-
digado'®. Dito isso, o objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito do extrato de folhas
de bergamota sobre o cenario redox/inflamatorio em diferentes 6rgaos-alvo da obe-
sidade em animais submetidos a dieta rica em agucar e gordura (HSF — High Sugar-
Fat diet). Uma vez que apenas nosso grupo publicou um trabalho in vivo utilizando

extrato das folhas desse Citrus'’, a presente investigagdo, envolvendo diversos
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orgdos, sera um passo inicial para que futuros trabalhos possam avaliar os mecanis-
mos envolvidos na terapéutica de doencas associadas ao estresse oxidativo e infla-

magao.

2. Materiais e métodos

2.1. Animais e modelo experimental

No presente estudo foram utilizados ratos Wistar machos (n=48), com
30 dias de idade, provenientes do Biotério Central da Faculdade de Medicina de
Botucatu, Universidade Estadual Paulista - UNESP, Sao Paulo, Brasil. Os animais
foram casualmente distribuidos em 2 grupos para receberem dieta controle (C, n=24
animais) e dieta rica em agucar e gordura (HSF, n=24 animais) por um periodo de
20 semanas. Os grupos que receberam HSF também receberam sacarose na agua de

beber na concentragao de 25%.

2.1.1. Ciritério de inclusao

Ap0s esse periodo, uma vez que animais submetidos a diferentes mode-
los de dieta nem sempre apresentam a resposta esperada, podendo gerar equivoco
na classificagdo dos animais, foi adotado, como critério de inclusdo, um ponto de
separacdo a partir do peso corporal, triglicérides plasmaticos, ecocardiograma e fun-
¢do renal dos animais em 20 semanas entre os grupos através do ponto médio entre
o limite superior do grupo controle e o limite inferior do grupo HSF. Animais do
grupo HSF abaixo do ponto de separa¢do que ndo apresentaram aumento de peso,
niveis elevados de triglicérides plasmaticos e disfunc¢do cardiaca e renal foram ex-
cluidos do estudo, a0 mesmo passo que animais do grupo Controle abaixo do ponto
de separacdo para as variaveis selecionadas também foram excluidos.

Em seguida, os animais foram realocados aleatoriamente para recebe-
rem dieta controle com tratamento placebo (C, n= 10 animais), dieta controle com
extrato da folha de bergamota (C+ Fo, n= 10 animais), dieta HSF com tratamento
placebo (HSF, n=10 animais) e dieta HSF com extrato da folha de bergamota (HSF

+ Fo, n=10 animais) por 10 semanas, totalizando 30 semanas de experimento. As
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ofertas de racdo e dgua foram ad libitum. O consumo das dietas e da ingestdo cald-
rica foram controlados semanalmente; a ingestao caldrica foi determinada pelo pro-
duto do consumo e teor energético das dietas. Para acompanhar o desenvolvimento
do animal, o peso corporal foi aferido semanalmente, sendo os ratos mantidos em
gaiolas individuais, em meios enriquecidos com toalhas de papel amassadas em for-
mato de bolas com a finalidade de diminuir o estresse. A temperatura (244+2°C) e
umidade foram controladas (554+5%) e mantiveram o ciclo claro-escuro (12-12hs).
O protocolo de estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica em Experimentagdo
Animal da Faculdade de Medicina de Botucatu, Universidade Estadual Paulista -
UNESP, Sao Paulo, Brasil (CEUA: 1393/2021), e seguiu recomendag¢des do Guide
for the Care and Use of Experimental Animals. Ao fim de do periodo experimental,
os animais foram expostos ao jejum de 8 horas e em seguida anestesiados com Ti-
opental (120mg/kg/IP). Apos verificacdo dos reflexos palpebral, podal, interdigital
e caudal, os animais foram eutanasiados por decapitacdo para coleta de tecidos e
sangue para avaliagdes.

O modelo dietético segue o modelo j& estabelecido e publicado por

nosso grupo de pesquisa®. A composi¢do das ragdes se encontra na tabela 1.

Tabela 1. Composicao das ragdes.

Dieta
Ingredientes Controle HSF
Farelo de soja (g/kg) 335 340
Sorgo (g/kg) 278 80
Casca de soja (g/kg) 188.5 116.7
Dextrina (g/kg) 146.5 20
Sacarose (g/kg) - 80
Frutose (g/kg) - 180
Oleo de soja (g/kg) 23 -
Banha (g/kg) - 154.3
Minerais (g/kg) 25 25
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Sal (g/kg)

Componentes

Proteina (%) 20 16
Carboidrato (%) 60 70
Gordura (%) 4 14.6
% Energia de proteinas 22.85 13.45
% Energia de carboidratos 66.78 58.69
% Energia de gordura 10.37 27.8
Energia (kcal/g) 3,59 4,35

HSF: adig¢do também de 25% de sacarose na dgua

2.2.Extrato das folhas da bergamota e administragdo

As folhas de bergamota foram colhidas em uma fazenda localizada na
regido de Reggio Calabria, Itdlia, e o extrato seco foi obtido pela H&AD (Herbal &
Antioxidant Derivatives S.r.l.) localizada em Localita Chiusi, 89032 Bianco (RC),

Italia (www.head- sa. com). Os processos envolvidos na extragdo foram descritos e

publicados por nosso grupo de pesquisa'”.

A administracdo desse extrato para os animais foi por gavage realizada
diariamente, na dose de 50mg/Kg de peso do animal diluido em agua potavel; os
animais dos grupos placebo, receberam somente dgua potavel também por gavage
diariamente da mesma forma que o grupo tratado. A dose foi estabelecida de acordo

com dados da literatura que utilizam essa concentrac¢do para estudos com o suco da

fruta!®,

2.3.Perfil Nutricional

O perfil nutricional foi avaliado de acordo com os seguintes parametros:

ingestao calorica, peso corporal e indice de adiposidade. A ingestdo calérica foi



determinada pela multiplicagdo do valor energético de cada dieta (g x Kcal) pelo
consumo alimentar didrio. Para o grupo HSF, a ingestdo caldrica também incluiu
calorias da 4gua (0,25 x 4 x mL consumido).

O indice de adiposidade foi utilizado como indicador de obesidade,
uma vez que permite avaliar precisamente a quantidade de gordura corporal dos
animais. Apds a eutandsia, foram dissecados os depositos de gordura epididimal,
visceral e retroperitonial dos animais. A soma dos depdsitos normalizada pelo peso
corporal [(epididimal+retroperitonial+visceral)/peso corporal x 100] foi conside-

rada o indice de adiposidade'®.

2.4. Comorbidades

Em razdo da obesidade ser associada a alteragdes da funcao hepatica,
renal e nos perfis cardiovascular, glicidico, lipidico e hormonal, as seguintes varia-

veis foram analisadas:

2.4.1 Pressao arterial sistolica

A analise da pressdo arterial sistolica foi realizada por meio da técnica
de plestimografia segundo Pfeffer et al., (1971, utilizando-se eletroesfigmomano-
metro Narco Bio-System® PE 300, modelo 709-0610 (International Biomedical,
Inc, Houston, TX, USA)*. Este método ndo permite avaliar a pressio arterial di-
astolica. Os animais serdo aquecidos (40°C) durante 5 minutos, em uma caixa de
madeira (50 x 40 cm) forrada com maravalha de Pinus autoclavada, com a finali-
dade de produzir vasodilata¢do da artéria caudal. Em seguida, manguito conectado
a transdutor de pulso ¢ acoplado a cauda do animal, sendo posteriormente insuflado
(200 mmHg) e desinsuflado, respectivamente, para registro das pulsacdes arteriais.
Os registros foram coletados no poligrafo Gould RS 3200 (Gould Instrumenta Val-
ley View, Ohio, USA).
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2.4.2 Estrutura e fun¢ao cardiaca

A avaliacdo ecocardiografica Doppler foi realizada por um examinador
treinado. Os animais foram anestesiados intraperitonealmente com Ketamina (50
mg/kg) e Xilazina (1 mg/kg). Apds tricotomia da regido anterior do peito, os animais
foram colocados delicadamente em decubito lateral esquerdo para a andlise. O equi-
pamento usado foi o model Vivid S6 (General Electric Medical Systems, Israel)
com transdutor ultrassonico multifrequencial de 5.0 a 11.5 MHz. Para as medidas
estruturais do coragdo, as imagens foram obtidas em mode unidimensional (M-
mode) guiadas por imagens bidimensionais com transdutor em posi¢ao paraesternal
eixo curto. A avaliacdo do ventriculo esquerdo (VE) foi realizada pelo posiciona-
mento do cursor M-mode logo abaixo do plano da véalvula mitral no nivel dos mus-
culos papilares. As imagens da aorta e do atrio esquerdo foram obtidas pelo posici-
onamento do cursor M-mode ao nivel da valva adrtica.

As seguintes estruturas serdo utilizadas para analisar a morfologia cardiaca:
didmetro diastolico ventricular esquerdo (DDVE); espessura diastolica da parede
posterior (EDPP), espessura diastdlica do septo interventricular (EDSIV), indice de
massa, espessura relativa do VE e fracdo de encurtamento endocardico. A fungdo
sistolica do ventriculo esquerdo sera feita pelos pardmetros: fragdo de encurtamento
endocardico; velocidade de encurtamento da parede posterior (VEPP) e fracdo de
ejecdo. A fungdo diastolica do ventriculo esquerdo sera avaliada pelo tempo de de-

saceleragdo da onda E (TDE) e razdo da onda E/E*?!.
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2.4.3 Analise Hepatica

Fungdo hepatica

Para avaliar a fung@o hepatica os niveis de aspartato aminotransferase
(AST) e alanina aminotransferase (ALT) foram aferidos por método enzimatico-
colorimétrico através do aparelho automatizado (Technicon, RA-XTTM System,
Global Medical Instrumentation, Minessota, USA), utilizando kits CELM®, Baru-
eri, S0 Paulo, Brasil. A razdo entre AST e ALT marca a progressao do comprome-

timento hepatico?.

Lipidose hepatica

Foi avaliada a presenga de lipidose microvesicular por meio de andlise
de laminas histologicas do tecido hepatico. O tecido hepatico foi armazenado apos
a coleta, em paraformaldeido 4% com 0,1M de tampao de fosfato (pH=7,4) durante
as primeiras 24 horas. O tecido foi transferido para o dlcool etilico até fixagdo em
parafina. A partir do bloco parafinizado, foram obtidos cortes histologicos que fo-
ram fixados em lamina e corados com hematoxilina ¢ eosina (H&E). Posterior-
mente, as laminas foram analisadas por um patologista treinado quanto a presenga
de esteatose microvesicular a partir da porcentagem de hepatdcitos afetados por
campo observado (10 campos). Os campos foram pontuados como 0 (nenhum a 5%
afetado), 1 (6-25%), 2 (26-50%), 3 (51-75% afetado), 4 (75-100%), adaptado de
Moreto et al (2021).

2.4.4. Analise da func¢ao renal

Urina de 12 horas

A urina foi coletada durante 12 horas (animais em gaiolas metabolicas
individuais) em tubos conicos contendo 1mL do antioxidante hidréxido tolueno
butilado (BHT 360mM — Butylated Hydroxytoluene) e aproximadamente SmL
destas aliquotas foram estocadas a - 80°C até a andlise. Posteriormente, foram

aferidas as concentragdes de creatinina e proteinas totais por meio de kits comerciais

56



colorimétricos (kits CELM®, Barueri, Sao Paulo, Brasil). Para avaliar a funcao
renal foi considerada a proteintiria e a fungdo renal pela taxa de filtragdo

glomerular®,

2.4.5. Parametros Plasmaticos

Foram aferidos no plasma dos animais os niveis de glicose, triacil-
glicerol e Lipoproteina de alta densidade (HDL — High Density Lipoprotein), por
método enzimadtico-colorimétrico através do aparelho automatizado (Technicon,
RA-XTTM System, Global Medical Instrumentation, Minessota, USA), utilizando
kits CELM®, Barueri, Sdao Paulo, Brasil.

A quantificagdo de insulina foi obtida no plasma por meio da técnica de
ELISA, utilizando kit comercial (Linco Research Inc., R&D Systems, Millipore e
B-Brigde International Inc.). A leitura foi realizada em espectrofotometro de micro-
placa Spectra Max 190 (Molecular Devices®, Sunnyvale, CA, USA). O Homeos-
tastic Model Assessment -Insulin Resistance (HOMA- IR) foi considerado marca-
dor de resisténcia a insulina e calculado de acordo com a formula HOMA-IR = (gli-

cemia de jejum (mmol/L) X insulina de jejum (uU/mL))/22.5%.

2.4.6. Analise nos orgaos alvos

A inflamagdo e o estresse oxidativo decorrentes do consumo de dietas
ricas em agucar ¢ gordura e da obesidade tém efeitos em diversos orgdos-alvo®.
Assim, o efeito do extrato da folha de bergamota sobre os parametros inflamatorios
e do sistema RedOx descritos abaixo foram analisados no figado, rins, coragdo e

tecido adiposo dos animais.

Parametros inflamatorios

Os tecidos foram homogeneizados com solugdo gelada de PBS (ImL,
pH 7.4) usando o ULTRA-TURRAX® T25 basic IKA ® Werke Staufen/Germany,
e centrifugadas a 3500rpm, a 4°C por 10 min. O efeito do extrato das folhas de

bergamota sobre os pardmetros inflamatorios foi avaliado pela quantificagdo dos
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niveis de fator de necrose tumoral alfa (TNF-a — Tumor necrosis factor alpha),
interleucina- 6 (IL-6), Proteina quimioatraente de mondcito-1 (MCP-1 — Monocyte
chemoattractant protein-1) e interleucina-10 (IL-10) nos orgaos-alvo. As andlises
foram feitas por meio da técnica de ELISA, utilizando kit comercial (Linco
Research Inc., R&D Systems, Millipore e B-Brigde International Inc.). A leitura foi
realizada em espectrofotdmetro de microplaca Spectra Max 190 (Molecular

Devices®, Sunnyvale, CA, USA).

Parametros do sistema RedOx

O efeito da bergamota sobre os parametros do sistema RedOx foi avali-
ado pelos niveis de malondialdeido (MDA), 4-Hidroxinonenal (4-HNE), proteinas
carboniladas, capacidade antioxidante hidrofilica e atividade das enzimas antioxi-
dantes, superoxido dismutase e catalase como segue:

Os tecidos foram homogeneizados com solugdo gelada de PBS (ImL,
pH 7.4) usando o ULTRA-TURRAX® T25 basic IKA ® Werke Staufen/Germany,
e centrifugadas a 3500rpm, a 4°C por 10 min.

Acido tiobarbittrico (TBA — Thiobarbituric acid) 0,67% na proporg¢io
(1: 1) foi adicionado ao sobrenadante e a posteriormente as amostras foram aqueci-
das por 45 min em banho-maria a 100 °C. O MDA reagiu com o TBA na propor¢ao
1: 2 MDA-TBA e ap0s o resfriamento, a leitura foi realizada a 532 e 600nm em um
leitor de microplacas Spectra Max 190 (Molecular Devices®, Sunnyvale, CA,
EUA). A concentragao de MDA foi obtida através do coeficiente de extingdo molar
(1,56 x 105 M-1 cm-1) e as absorbancias das amostras e o resultado final expresso
em nmol / g de proteina 7.

O 4-hidroxinonenal foi mensurado pela da técnica de ELISA, utilizando
kit comercial (Elabscience Biotechnology Co., Ltd, USA). A leitura foi realizada
em espectrofotdometro de microplaca Spectra Max 190 (Molecular Devices®,
Sunnyvale, CA, USA).

A carbonilagdo de proteinas foi realizada por um método inespecifico

que usa 2,4-dinitrofenilhidrazina (DNPH — 2,4-dinitrophenylhydrazine) e detec¢ao
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fotométrica de qualquer proteina modificada por carbonilagdo®®. Os niveis de pro-
teina carbonilada estdo expressos em nmol de DNPH / mg de proteina.

Os valores plasmaticos de produtos avancados de oxidagdo proteica
(AOPP — Advanced oxidation protein products) serdo determinados por espectrofo-
tometria, de acordo com KALOUSOVA et al.?%, ¢ as concentragdes expressas em
umoles/L de equivalentes de cloramina T.

O ensaio FRAP (Método de Reducao do ferro - Ferric Reducing Antio-
xidant Power) foi adaptado de acordo com a metodologia proposta por Benzie e
Strain, eficiente na determinacdo da atividade antioxidante pela redu¢do do ferro,

apresentado em uM FeSO4.H,0/ug proteina em cada tecido®.

Atividade das enzimas superoxido dismutase e catalase:

Os tecidos foram homogeneizados com solugdo gelada de Cloreto de
Potassio (KCI 1,15%) usando o ULTRA-TURRAX® T25 basic IKA ® Werke Stau-
fen/Germany, e centrifugadas a 3500rpm, a 4°C por 10 min. A atividade da supe-
roxido dismutase foi determinada pela técnica de CROUCH et al.*!, tendo como
base a capacidade da enzima inibir a redu¢do do nitroblue-tetrazélico (NBT) por
radicais livres gerados pela hidroxilamina em meio alcalino (pH 10). A hidroxila-
mina gera fluxo de O2 - do NBT para blue-formazana em temperatura ambiente.
Com a adicao da amostra, a velocidade de reducdo do NBT ¢ inibida, conforme a
porcentagem de SOD presente na amostra. A atividade da enzima foi expressa em
U/mg de proteinas totais (Pt). A atividade da catalase foi determinada em tampao
fosfato pH 7,0, utilizando 0,5mL de amostra e perdxido de hidrogénio (30%). As

leituras foram realizadas a 240nm?2.

2.5. Analise Estatistica
Os dados estao apresentados em média + desvio padrao ou mediana (semi-ampli-
tude interquartilica). Diferengas entre os grupos foram determinadas por ANOVA
de duas vias ou Kruskal-Wallis com post-hoc de Tukey; significancia de 5%. As

analises foram feitas através do software SigmaStat 3.5

3. Resultados
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3.1.Perfil nutricional-metabdlico ao final de 30 semanas.

A tabela 2 apresenta o perfil nutricional-metabdlico dos animais ao final
do protocolo experimental. O grupo controle + Fo apresentou niveis aumentados de
insulina e HOMA-IR em relacdo ao grupo controle. Os grupos que receberam dieta
HSF (HSF e HSF+Fo) apresentaram menor consumo de ragdo € maior consumo
hidrico e caloérico, ganho de peso, peso final, presenca de obesidade,
hipertrigliceridemia, insulina, e hipertensdo em relagdo aos grupos controle
(Controle e Controle + Fo). Além disso, os animais do grupo HSF apresentaram
maiores niveis de glicose em jejum e resisténcia insulinica em relagdo ao grupo
controle enquanto o grupo HSF+Fo apresentou niveis aumentados de HDL em
relacdo ao grupo Controle + Fo. Em contrapartida, o tratamento com extrato da folha
de bergamota promoveu niveis reduzidos de triglicérides, insulina e resisténcia

insulinica e aumentados de HDL no grupo HSF+Fo em relagao ao grupo HSF.

Tabela 2. Perfil nutricional metabdlico ao final de 30 semanas.

Grupos Efeitos
Controle HSF . =
Controle +Fo HSF +Fo Dieta Tratamento Interacao
2618.73 2668.00
Consumo de Racio 520584 4962.92 <0.001 0.469 0.277

@© +297.41 +565.79 +381.96* +382.73"

7836.50 7757.00 10123.20 10399.50

Consugl;)LI;hdrlco 4626.99 £1048.69 1995.37* £920.63° <0.001 0.735 0.541
. 18949.26  18065.03  21462.30 22003.40
Consumo Calérico £1082.58 4205948  +175736* 19416.32° <0.001 0.776 0.242
(Kcal)
381.31 382.57
31513 281.36 * . <0.001 0.458 0.424
Ganho de Peso (g) +53.92 +67.30 +66.37 +83.35
578.05 575.68
Peso Fi 482.37 460.61 * . <0.001 0,617 0.687
eso Final (g) +58.86 +74.50 +69.37 +94.89
, 8.58 7.95
Indice de Adiposi- 31'6147 ::1(52674 * N <0.001 0,344 0.802
dade (%) . . +1.69 +2.49
Triglicérides 31.10 32.00 100.14 65.43
. <0.001 <0.001 <0.001
(mg/dL) +7.62 +8.16 £1407*  x1776%°
21.40 20.20 20.50 23.30
HDL (mg/dL . ) . .
(mg/dL) ol 74 aa* L3930 0.026 0.717 0.205
87.10 86.60 96.40 91.10
Glicose em Jejum * 0.014 0.285 0.375
(mg/dL) +8.45 +5.34 +9.58 +9,71
Insul U/ml 6.3 1359 2652 2064 0.001 0.275 0.001
nsulina m : . <0. . <0.
(wU/mD +2.33 +541% +4.43% +527%%
1.49 363 6.69 39 0.001 0.787 0.001
<0. . <0.
HOMA-IR £0.38 £0,97* +1.20% +1.02%
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115.03 121.45 142.92 144.37

PAS (mmHg) £7.03 £9.21 +837% +13.28*

<0.001 0.210 0.426

HDL - lipoproteina de alta densidade (High Density Lipoprotein); HOMA-IR — Avaliagdo de
Modelo Homeostatico (Homeostatic model assessment — Insulin Resistance); PAS — Pressdo Arterial
Sistolica; Fo — Extrato da folha de bergamota; HSF — Dieta rica em agucar ¢ gordura (High Sugar-
Fat Diet). Dados expressos em média + desvio padrdo. Comparacdo por ANOVA de duas vias com
post-hoc de Tukey; significancia de 5% *p<0.05 vs. C; “p<0.05 vs. HSF; “p<0.05 vs. Controle+Fo.

3.2.Tecido Adiposo
Inflamagdo

Os dados referentes a inflamacao do tecido adiposo epididimal (TAE)
ao final de 30 semanas estdo contidos na figura 1. Os animais do grupo HSF
apresentaram valores aumentados de TNF-q, IL-6 e reduzidos de IL-10 em relacdo
ao grupo controle. Em contrapartida, o tratamento com extrato da folha de
bergamota reduziu os niveis de citocinas pré-inflamatorias no TAE no grupo

HSF+Fo.
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Figura 1. Inflamagéo no Tecido Adiposo ao final de 30 semanas. (A) TNF-a (pg/g proteina); (B) IL-
6 (pg/g proteina); (C) MCP-1 (pg/g proteina); (D) IL-10 (pg/g proteina). Dados expressos em média
+ desvio padrdo. Comparagdo por ANOVA de duas vias com post-hoc de Tukey; significancia de
5%. C — Controle; Fo — Extrato da folha de bergamota; HSF — Dieta rica em agucar e gordura (High
Sugar-Fat Diet); TAE — Tecido Adiposo Epididimal; TNF-a — Fator de Necrose tumoral a; IL-6 —
Interleucina 6; MCP-1 — proteina quimioatraente de monocito 1; IL-10 — Interleucina 10.
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Estresse oxidativo

A figura 2 apresenta o perfil pr6 e antioxidante do TAE ao final do protocolo
experimental. Os animais do grupo HSF apresentaram niveis elevados de MDA, 4-
HNE e CBO e aumento de FRAP em relacdo ao grupo Controle. Além disso, os animais
do grupo HSF+Fo apresentaram valores superiores de 4-HNE, CBO, AOPP, SOD ¢
catalase em relacdo ao grupo C+Fo, que demonstrou valores reduzidos de CAT em
relagdo ao grupo Controle. Entretanto, o tratamento com extrato da folha de bergamota
reduziu os niveis de MDA, 4-HNE, CBO, AOPP e aumentou os niveis da atividade de

catalase e potencial antioxidante no grupo HSF+Fo em relagdo ao grupo HSF.
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Figura 2. Estresse Oxidativo no Tecido Adiposo Epididimal ao final de 30 semanas. (A) MDA
(nmol/mg proteina); (B) 4-HNE (pg/g proteina); (C) CBO (nmol/mg proteina); (D) AOPP (umol/U
cloramina/g proteina); (E) SOD (U/g proteina); (F) Catalase (pmol/g proteina); (G) FRAP (uM
FeS04.H>0/ug proteina). Dados expressos em média + desvio padrao ou mediana (min-max). Com-
paragdo por ANOVA de duas vias ou Kruskal-Wallis com post-hoc de Tukey; significancia de 5%.
MDA - Malondialdeido; 4-HNE — 4-hidroxinonenal; CBO — Carbonilagdo de proteinas; AOPP —
Produtos avangados de oxidacdo proteica (Advanced Oxidation Protein Products); SOD — Supero-
xido Dismutase; FRAP — Método de Redugao do Ferro (Ferric Reducing Antioxidant Power); C —
Controle; Fo — Extrato da folha de bergamota; HSF — Dieta rica em agticar e gordura (High Sugar-
Fat Diet). TAE — Tecido Adinoso Epididimal.

3.3. Coracgao
Estrutura e fung¢do cardiaca

Os parametros ecocardiograficos estdo presentes na tabela 3. O grupo
HSF apresentou remodelamento cardiaco, caracterizado por alteragdes em variaveis
morfologicas (aumento de EDPP, EDSIV, indice de massa e espessura relativa do
VE e redugdo do encurtamento endocérdico), deterioracdo diastolica (maior TDE e
menor E/E’) e disfuncdo sistélica (redugdo da VEPP e fracdo de ejecdo) em
comparagdo ao grupo controle. O grupo HSF+Fo apresentou valores reduzidos de
VEPP e aumentados de E/E’ em relagdo ao grupo Controle + Fo, que demonstrou
encurtamento do endocérdio e fracdo de ejecdo reduzidos em relagdo ao grupo
controle. A adi¢do do extrato da folha de bergamota tratou o remodelamento

cardiaco e disfuncdo cardiaca no grupo HSF+Fo quando comparados ao grupo HSF.

Tabela 3. Doppler Ecocardiograma ao final de 30 semanas.

Grupos Efeitos
Controle HSF . =
Controle +Fo HSF +Fo Dieta Tratamento Interacio
1,50 1,48 1,89 1,56
EDPP (mm) £0.06 £0,04 10,20* 10,25<> <0.001 <0.001 <0.001
EDSIV (mm)' 152 1,53 Lo 126 <0.001 <0.001 <0.001
(1,53-1,50)  (1,53-1,50)  (2,14-1,79)* (1,63-1,23)%
60,53 55,34 58,27
Encurtamento 63,37 " * - <0.001 0,540 <0.001
endocardio (%) +2,60 +4.42 +3,69 +2,68
. 1,81 1,39
Indice de 1162170 il 0313 9 * & <0.001 <0.001 <0.001
Massa VE ’ ’ £0,17 £0,29
0,56 0,45
Espessura :864(;‘2 364054 * N <0.001 <0.001 <0.001
Relativa VE ; g +0,03 +0,06
85,30 81,00 64,90 72,82
VEPP (mm/s) £3.80 +6.53 i9,64* 15,28<>’ . <0.001 0,200 0.001
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44,00 46,00 57,00 47,00

TDE (ms)" <0.001 0,011 <0.001
97 (46,00-44,00)  (46,00-45,00) (58,00-51,00)%  (49,00-44,00)"
Fragio de 0,96 0,94 091 0,93
a0 ’ <0.001 0,969 <0.001
Ejegio +0,01 +0,02* +0,02* +0,01%
22,11 16,23
E/E'l 13,36 12,49 <0.001 <0.001 0.001

(13,77-13,19)  (11,55-13,83) (26,93-19,89)% (17,00-15,02)*"

EDPP — Espessura diastolica da parede posterior (mm); EDSIV — Espessura diastélica do septo
interventricular; VE — Ventriculo esquerdo; VEPP — Velocidade de encurtamento da parede
posterior; TDE — Taxa de desaceleracdo da onda E; Fo — Extrato da folha de bergamota; HSF — Dieta
rica em agtcar e gordura (High Sugar-Fat Diet). Dados expressos em média + desvio padrdo ou
mediana (semi amplitude interquartilica). Comparagdo por ANOVA de duas vias ou Kruskal-Wallis

com post-hoc de Tukey.; significincia de 5%. *p<0.05 vs. C; “p<0.05 vs. HSF; “p<0.05 vs.
Controle+Fo.

Inflamagao

Os parametros inflamatorios no coracdo ao final de 30 semanas estdo
contidos na figura 3. Os animais do grupo HSF apresentaram valores aumentados
de TNF-a, IL-6, MCP-1 e IL-10 em relacdo ao grupo controle. Além disso, o
tratamento com extrato da folha de bergamota reduziu os niveis das citocinas no

coracdo do grupo HSF+Fo em relagdo ao grupo HSF.
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Figura 3. Inflamagdo no Coragdo ao final de 30 semanas. (A) TNF-a (pg/g proteina); (B) IL-6 (pg/g
proteina); (C) MCP-1 (pg/g proteina); (D) IL-10 (pg/g proteina). Dados expressos em média + desvio
padrdo ou ou mediana (min-max). Compara¢do por ANOVA de duas vias ou Kruskal-Wallis com post-
hoc de Tukey; significancia de 5%. C — Controle; Fo — Extrato da folha de bergamota; HSF — Dieta
rica em agucar e gordura (High Sugar-Fat Diet); TNF-a — Fator de Necrose tumoral a; IL-6 — Interleu-
cina 6; MCP-1 — proteina quimioatraente de monocito 1; IL-10 — Interleucina 10.
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Estresse oxidativo

A figura 4 apresenta o perfil pr6 e antioxidante do coragdo ao final do

protocolo experimental. Os animais do grupo HSF apresentaram niveis elevados de

MDA, 4-HNE, CBO e AOPP e reducao de SOD, Catalase ¢ FRAP em relagdo ao

grupo Controle. Além disso, os animais do grupo HSF+Fo apresentaram valores

reduzidos de catalase e aumentados de FRAP em relacdo ao grupo C+Fo, que

demonstrou valores aumentados de MDA, CBO e reduzidos de SOD ¢ FRAP em

relagdo ao grupo Controle. Entretanto, o tratamento com extrato da folha de

bergamota reduziu os niveis de 4-HNE, CBO e AOPP e aumentou o potencial

antioxidante no grupo HSF+Fo em relagdo ao grupo HSF.
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Figura 4. Estresse Oxidativo no Coragao ao final de 30 semanas. (A) MDA (nmol/mg proteina); (B)
4-HNE (pg/g proteina); (C) CBO (nmol/mg proteina); (D) AOPP (umol/U cloramina/g proteina);
(E) SOD (U/g proteina); (F) Catalase (pmol/g proteina); (G) FRAP (uM FeSO4.H20O/ug proteina).
Dados expressos em média + desvio padrdo. Compara¢ao por ANOVA de duas vias com post-hoc
de Tukey; significancia de 5%. MDA — Malondialdeido; 4-HNE — 4-hidroxinonenal; CBO —
Carbonilagdo de proteinas; AOPP — Produtos avangados de oxidacdo proteica (Advanced Oxidation
Protein Products); SOD — Superéxido Dismutase; FRAP — Método de Reducdo do Ferro (Ferric
Reducing Antioxidant Power); C — Controle; Fo — Extrato da folha de bergamota; HSF — Dieta rica
em agucar e gordura (High Sugar-Fat Diet).

3.4. Figado
Fungdo hepatica

Para avaliar a fungdo hepatica, a figura 5 apresenta os valores de AST,
ALT e a razdo AST/ALT ao final de 30 semanas. Foi observada diferenca
significativa entre os grupos que consumiram dieta controle a partir da redugdo de
AST no grupo C+Fo em relacdo ao grupo Controle e aumento da relagdo AST/ALT
dos grupos que consumiram dieta HSF (HSF e HSF+Fo) em relagdo aos controles

(C e C+Fo).
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Figura 5. Fungdo Hepatica. (A) AST (U/L); (B) ALT (U/L); (C) AST/ALT. Dados expressos em
média + desvio padrao. Comparacdo por ANOVA de duas vias; significancia de 5%. C — Controle;
Fo — Extrato da folha de bergamota; HSF — Dieta rica em acgucar e gordura (High Sugar-Fat Diet);
AST — Aspartato aminotransferase; ALT — Alanina aminotransferase.

Andlise Histologica
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A partir da avaliacdo microscopica de presenga ou auséncia de lipidose
no parénquima hepdatico dos animais foi possivel verificar que os animais que
consumiram dieta HSF apresentaram maior presenca de lipidose microvesicular em
relacdo aos grupos controle (Figura 6). Além disso, dois animais do grupo HSF+Fo

apresentaram auséncia de lipidose microvesicular.
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Figura 6. Lipidose microvesicular hepatica. Parénquima hepatico normal nas imagens referentes ao
(A) grupo controle, (B) controle + Fo e (D) HSF+bergamota. (C) Microvesiculagdo do parénquima
dos hepatocitos caracterizando lipidose microgoticular no grupo HSF. Hematoxilina-eosina, au-
mento de 200x. (E) Lipidose microvesicular hepatica (Soma dos escores). Dados expressos em me-
diana (min-max). Comparagdo por Kruskal-Wallis com post-hoc de Tukey; significancia de 5%. C
— Controle; Fo — Extrato da folha de bergamota; HSF — Dieta rica em agtcar e gordura (High Sugar-
Fat Diet). As setas apontam para goticulas de gordura no citosol de hepatocitos.
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Inflamagao

Os parametros inflamatorios no figado ao final de 30 semanas estdo
contidos na figura 7. Os animais do grupo HSF apresentaram valores aumentados
de TNF-a, IL-6, MCP-1 e IL-10 em relagdo ao grupo controle. O grupo HSF+Fo
apresentou maiores niveis de MCP-1 e IL-10 quando comparado ao grupo Con-
trole+Fo. Entretanto, o tratamento com extrato da folha de bergamota reduziu os

niveis de TNF-a e MCP-1 no grupo HSF+Fo em relagdo ao grupo HSF.
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Figura 7. Inflamacdo no Figado ao final de 30 semanas. (A) TNF-a (pg/g proteina); (B) IL-6 (pg/g
proteina); (C) MCP-1 (pg/g proteina); (D) IL-10 (pg/g proteina). Dados expressos em média + desvio
padrdo. Comparagdo por ANOVA de duas vias; significancia de 5%. C — Controle; Fo — Extrato da
folha de bergamota; HSF — Dieta rica em agtcar e gordura (High Sugar-Fat Diet); TNF-a — Fator de
Necrose tumoral o; IL-6 — Interleucina 6; MCP-1 — proteina quimioatraente de mondcito 1; IL-10 —
Interleucina 10.

Estresse oxidativo

A figura 8§ apresenta o perfil pré e antioxidante no figado ao final do
protocolo experimental. Os animais do grupo HSF apresentaram niveis elevados de
MDA, CBO e redugdo de SOD, Catalase ¢ FRAP em relagdo ao grupo Controle.
Além disso, os animais do grupo HSF+Fo apresentaram valores reduzidos de 4-
HNE, AOPP, SOD e catalase em relagdo ao grupo C+Fo, que apresentou redugao

de FRAP em relacdo ao grupo controle. Ainda, o tratamento com extrato da folha
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de bergamota reduziu os niveis de MDA e CBO e apresentou aumento da atividade
antioxidante das enzimas SOD e catalase, além de aumento do potencial

antioxidante no grupo HSF+Fo em relagdo ao grupo HSF.
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Figura 8. Estresse Oxidativo Hepatico ao final de 30 semanas. (A) MDA (nmol/mg proteina); (B)
4-HNE (pg/g proteina); (C) CBO (nmol/mg proteina); (D) AOPP (umol/U cloramina/g proteina);
(E) SOD (U/g proteina); (F) Catalase (pmol/g proteina); (G) FRAP (uM FeSO4.H20O/ug proteina).
Dados expressos em média + desvio padrdo. Comparagao por ANOVA de duas vias com post-hoc
de Tukey; significancia de 5%5. MDA — Malondialdeido; 4-HNE — 4-hidroxinonenal; CBO —
Carbonilagao de proteinas; AOPP — Produtos avancados de oxidagao proteica (Advanced Oxidation
Protein Products); SOD — Superoxido Dismutase; FRAP — Método de Redugdo do Ferro (Ferric
Reducing Antioxidant Power); C — Controle; Fo — Extrato da folha de bergamota; HSF — Dieta rica
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em agucar e gordura (High Sugar-Fat Diet).

3.5. Rins
Fun¢do Renal

O grupo HSF desenvolveu doencga renal quando comparado ao grupo
controle, caracterizado por aumento da relacdo proteina/creatinina e reducao da taxa
de filtragdo glomerular. O grupo C+Fo apresentou reducdo da relagdo
proteina/creatinina quando comparado ao grupo controle. Além disso, o tratamento
com o extrato proporcionou reduziu a proteiniria e melhorou a fungdo renal,
evidenciada pelo aumento da taxa de filtracdo glomerular do grupo HSF+Fo em

relagdo ao grupo HSF (Figura 9).
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Figura 9. Funcdo renal em 30 semanas. (A) razdo proteina/creatinina; (B) Taxa de filtragdo glome-
rular — TFG (mL/min). Dados expressos em média + desvio padrdo ou mediana (min-max). Compa-
racdo por ANOVA de duas vias ou Kruskal-Wallis com post-hoc de Tukey; significancia de 5%. C
— Controle; Fo — Extrato da folha de bergamota; HSF — Dieta rica em agucar e gordura (High Sugar-
Fat Diet).

Inflamagado
A figura 10 apresenta o perfil inflamatério renal ao final de 30 semanas.
Os animais do grupo HSF apresentaram valores aumentados de TNF-a, IL-6 e re-

duzidos de MCP-1 em relagdo ao grupo controle. Entretanto, o extrato foi capaz de

tratar a inflamacao, reduzindo os niveis de TNF-a e IL-6 em relagdo ao grupo HSF.
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Figura 10. Inflamagio nos rins ao final de 30 semanas. (A) TNF-a (pg/g proteina); (B) IL-6 (pg/g
proteina); (C) MCP-1 (pg/g proteina); (D) IL-10 (pg/g proteina). Dados expressos em média + desvio
padrdo. Comparagido por ANOVA de duas vias com post-hoc de Tukey; significancia de 5%. C —
Controle; Fo — Extrato da folha de bergamota; HSF — Dieta rica em agtcar e gordura (High Sugar-
Fat Diet). TNF-a — Fator de Necrose tumoral a; IL-6 — Interleucina 6; MCP-1 — proteina quimioa-
traente de monocito 1; IL-10 — Interleucina 10.

Estresse oxidativo

A figura 11 apresenta o perfil pr6é e antioxidante renal ao final do
protocolo experimental. Os animais do grupo HSF apresentaram niveis elevados de
4-HNE, CBO e reducdo dos niveis de MDA, SOD e Catalase em relacdo ao grupo
Controle. Além disso, os animais do grupo HSF+Fo apresentaram valores reduzidos
de MDA e AOPP e aumentados de SOD, catalase ¢ FRAP em relacdo ao grupo
Controle+Fo, que demonstrou redu¢do nos niveis de SOD quando comparado ao
grupo Controle. Entretanto, o tratamento com extrato da folha de bergamota reduziu
os niveis de 4-HNE, CBO, AOPP e promoveu aumento da atividade antioxidante
enzimatica da catalase e potencial antioxidante pelo FRAP no grupo HSF+Fo em

relacdo ao grupo HSF.
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Figura 11. Estresse Oxidativo Renal ao final de 30 semanas. (A) MDA (nmol/mg proteina); (B)
4-HNE (pg/g proteina); (C) CBO (nmol/mg proteina); (D) AOPP (umol/U cloramina/g proteina);
(E) SOD (U/g proteina); (F) Catalase (pmol/g proteina). Dados expressos em média + desvio
padrdo ou mediana (min-max). Compara¢ao por ANOVA de duas vias ou Kruskal-Wallis com
post-hoc de Tukey; significancia de 5%. MDA — Malondialdeido; 4-HNE — 4-hidroxinonenal;
CBO — Carbonilagio de proteinas; AOPP — Produtos avangados de oxidagdo proteica (Advanced
Oxidation Protein Products); SOD — Superéoxido Dismutase; C — Controle; Fo — Extrato da folha

de bergamota; HSF — Dieta rica em agticar e gordura (High Sugar-Fat Diet).
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4. Discussao

O objetivo do estudo foi avaliar o efeito do extrato de folhas de bergamota
sobre o cenario redox/inflamatorio em 6rgaos-alvo da obesidade. A dieta fornecida
aos grupos HSF tem como objetivo mimetizar a dieta ocidental que, quando consu-
mida em excesso, decorre em obesidade e suas consequéncias. Por apresentarem
baixo peso molecular, os carboidratos simples contidos nessa dieta sdo absorvidos
rapidamente, resultando em depdsito de gordura, que desempenha papel chave nos
processos fisiopatologicos envolvidos na manifestacdo das complicagdes associa-
das a obesidade®-*, Dito isso, os animais que consumiram a dieta HSF apresenta-
ram dislipidemia, hiperinsulinemia e resisténcia insulinica em relagdo ao grupo con-
trole.

A literatura tem reportado que a expansao ndo adequada do tecido adiposo,
especialmente pela hipertrofia dos adipocitos, ¢ a principal consequéncia do balango
energético positivo e resulta em diversos efeitos deletérios como inflamagao, alte-
racdo na secrecdo de adipocinas, hipoxia, fibrose e disfun¢do mitocondrial com con-
sequente aumento da produgdo ROS*¥3, Como resultado da disfungdo do tecido
adiposo, prejuizos na sinalizagdo metabdlica sdo comuns, culminando em resistén-
cia a insulina e sindrome metabdlica. Além disso, a disfuncdo do tecido adiposo
colabora para a deposi¢do ectdpica de gordura em outros 6rgdos, prejudicando sua
fungdo*. Corroborando a afirmagio, os animais do grupo HSF apresentaram obesi-
dade, inflamagao e estresse oxidativo no tecido adiposo, além de sindrome metabo-
lica e prejuizos funcionais cardiacos, hepaticos e renais.

A inflamagao cronica de baixo grau ¢ uma das caracteristicas da obesidade,
associada a diversos desfechos negativos, desde o favorecimento de desordens me-
tabodlicas até a manifestagdo de doengas, como insuficiéncias cardiaca e renal, e do-
enca hepatica gordurosa ndo alcodlica®®. No cora¢do, a literatura tem reportado que
a inflamacdo ¢ associada a hipertrofia, fibrose, remodelamento cardiaco e, final-
mente, disfun¢do cardiaca*®*!'. No figado, o processo inflamatorio decorrente da
obesidade desempenha papel crucial no desenvolvimento da doenga hepatica gor-

durosa nio alcoolica e sua progressio para cirrose ou cancer hepatico*?>*3. Nos rins,
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a inflamagao decorrente da obesidade tem sido associada a fibrose renal e deposi¢ao
irreversivel de matriz extracelular no tecido renal, que levam a perda progressiva da
fungdo renal*. Dito isso, nota-se que os animais do grupo HSF apresentaram infla-
macao no coragado, figado e rins, com consequentes disfun¢des dos o6rgaos, como
demonstrado pela literatura.

O estresse oxidativo € outra consequéncia da obesidade, resultado de diver-
sos mecanismos, como hiperleptinemia, disfun¢ao do tecido adiposo, prejuizo na
defesa antioxidante, inflamagao cronica e producao excessiva de ROS pelo alto con-
sumo calorico. Assim como a inflamagao, tem sido associado a diversas desordens,
como diabetes e disfungdes hepaticas, cardiacas e renais®. No coragdo, o estresse
oxidativo pode danificar diretamente o tecido cardiaco, alterando sua geometria e
funcionalidade, ou indiretamente pela carbonilagdo de proteinas envolvidas na res-
posta regulatoria da contratilidade miocardica’, além de outros mecanismos que
contribuem com falhas do miocardio por falta de adaptagdo*®*’. No figado, o es-
tresse oxidativo desempenha papel fundamental na ativagdo de mecanismos envol-
vidos no inicio e agravo de doengas hepaticas, além de modificar DNA, proteinas e
lipidios que vdo prejudicar o controle das suas fungdes biologicas*®. Nos rins, o
estresse oxidativo tem sido associado a apoptose de poddécitos, levando a proteinu-
ria, além de fibrose e expansdo mesangial, comprometendo progressivamente sua
fun¢do®. Nota-se, nesse estudo, que os animais do grupo HSF apresentaram estresse
oxidativo e comprometimento funcional dos 6rgdos afetados.

Em contrapartida, os animais que consumiram a dieta HSF e foram tratados
com o extrato da folha de bergamota demonstraram melhora em pardmetros meta-
bolicos, inflamacgao e estresse oxidativo em diferentes tecidos. A busca por novas
estratégias terapéuticas tem se tornado alvo de pesquisas, uma vez que demonstram
resultados promissores frente a doengas metabolicas™. Além disso, estudos analiti-
cos mostram que, para algumas plantas, a composicao fendlica da folha ¢ seme-
lhante a do fruto ou até mesmo mais rica ou superior, indicando que podem ser
utilizadas como fonte alternativa no desenvolvimento de suplementos alimentares,
nutracéuticos ou alimentos funcionais®'~2. Adicionalmente, Baron et al. (2016)

quantificaram e compararam in vitro a presenca de compostos polifenodlicos entre o
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fruto e folha de bergamota e demonstraram que a folha compartilha algumas classes
de polifendis e, em alguns deles, possuem maiores concentragdes, Como neoerioci-
trina, naringina, neohesperidina, melitidina e buteridina em relacdo ao extrato do
fruto, demonstrando-se promissor frente a comorbidades associadas ao consumo de
dietas ricas em agcares e gorduras'®.

Nossos animais obesos tratados com o extrato da folha de bergamota
demonstraram menores niveis de triglicerideos, insulina e resisténcia a insulina e
aumento de HDL colesterol em relagdo ao grupo que consumiu apenas a dieta HSF.
Mollace et al. (2011) e Miceli et al. (2007) demonstraram redugdo de triglicerideos,
elevacdo de HDL colesterol e efeito protetor no parénquima hepatico apds trata-
mento com a fracdo polifendlica a partir do suco de bergamota em ratos hipercoles-

terolémicos!?>3

. Tal resultado foi atribuido em parte a maior excrecao fecal de es-
ter6is em ratos recebendo o extrato de bergamota e a composicao de flavonodides
presentes no extrato, em particular naringina e neohesperidina, que atuam reduzindo
a atividade de enzimas envolvidas na formacao de diacilglicerol em um contexto
hiperglicémico, como fosfatidato fosfohidrolase, e também na atuagdo sobre a dis-
ponibilidade lipidica para montagem de lipoproteinas através da associagdo com
Apolipoproteina B, parte integrante no transporte de lipideos aos tecidos!?>*.
Ainda, buteridina, naringina e melitidina s3o estruturalmente semelhantes ao subs-
trato HMG-CoA redutase, inibindo a atividade da enzima'!#°%. Além disso, o extrato
da folha de bergamota demonstrou agdo anti-inflamatoria a partir da inibi¢do da
ativacdo de fator de transcricdo nuclear kappa-B (NF-kB — Nuclear factor kappa-
B) e antioxidante a partir da ativacdo de fator nuclear 2 relacionado ao eritréide-2
(Nrf2 — Nuclear factor erythroid 2-related factor 2) quando estimulado in vitro,

corroborando nossos resultados!'®:!7

. A inibicdo da liberagdo de citocinas pro-infla-
matorias atua sobre a captacdao de glicose, melhorando a sensibilidade a insulina
encontrada nos animais tratados com o extrato do grupo HSF+Fo em relagdo ao
grupo HSF’.

A literatura aponta melhora na fungdo cardiaca ap6s administragdo de ex-
trato do fruto de bergamota, enfatizando a presenca de flavonoides na prevencao do

58,59

estresse oxidativo como principal mecanismo protetor Ainda, o efeito
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hipoglicémico e hipolip€mico do extrato do suco foi associado a uma melhora sig-
nificativa na reatividade vascular em pacientes com hiperlipidemia e hiperglicemia,
sugerindo um potencial papel protetor para o uso da fragdo polifendlica no fruto!?,
Esses resultados podem ser extrapolados a agao do extrato da folha, uma vez que o
estudo comparativo entre os extratos do fruto e folha demonstraram maiores niveis
da fra¢do polifendlica no extrato da folha de bergamota'é.

De Leo et al. (2019) observaram melhora na esteatose microvesicular em
apenas um animal alimentado com dieta hiperlipidica com suplementa¢do de suco
de bergamota, inferindo um possivel papel protetor desempenhado pelo extrato®!.
Os autores assumiram que os efeitos protetores do suco na esteatose hepatica podem
ser alcangados através da redugdo do estresse oxidativo ¢ da inflamagdo, uma vez
que estudos epidemiologicos e em animais demonstraram que o aumento da produ-
¢do de ROS, niveis mais baixos de antioxidantes enddgenos, concentragdes mais
altas de citocinas pro-inflamatorias e metabolismo lipidico disfuncional estao pre-
sentes na degeneragdo esteatose hepatica®'-$2, Além disso, apds incubagdo com a
fracdo polifenodlica do fruto, Mirachi et al. (2022) observaram reducao no contetido
lipidico intracelular em hepatocitos humanos, sugerindo o aumento na beta-oxida-
¢d0 como mecanismo®®. Corroborando, dois dos animais HSF tratados com Fo apre-
sentaram auséncia de lipidose microvesicular, redu¢cdo em pardmetros inflamato-
rios, estresse oxidativo e aumento da atividade antioxidante enddgena hepatica
quando comparados ao grupo HSF.

Nos rins, o extrato de folha de bergamota foi capaz de melhorar a funcdo
renal, além de reduzir os niveis de citocinas inflamatorias ¢ marcadores do estresse
oxidativo, além de aumentar a atividade de catalase, enzima antioxidante. Corrobo-
rando ao achado, La Russa et al. (2019) observaram atenuagao do desequilibrio re-
dox a partir da suplementacdo com a fra¢do polifendlica do fruto de bergamota,

associando a obesidade com o dano renal®

. Além disso, o tratamento com polife-
nois e flavonodides atuam reduzindo a inflamagdo e o estresse oxidativo, fatores as-
sociados ao metabolismo energético renal disfuncional induzido por dieta rica em

agucar e gordura®.
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Embora ndo existam ensaios clinicos avaliando o efeito do extrato das folhas
de bergamota em humanos, o composto mostra-se promissor frente a fatores asso-
ciados ao desenvolvimento e progressdao de doencgas metabolicas. Esse estudo mos-
tra-se precursor na aplicagdo do extrato das folhas de bergamota como potencial
antioxidante e anti-inflamatdrio, abrindo espacgo para futuros estudos envolvendo
buscas de vias de atuacdo no tratamento de comorbidades metabdlicas nos 6rgaos

alvo da obesidade.

S. Conclusao
O extrato da folha de bergamota foi capaz de atuar em diferentes

tecidos, melhorando o cenario redox/inflamatorio de animais obesos.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: Bergamot citrus (Citrus bergamia Risso et Poiteau), have been used as a strategy to prevent or treat comorbidities
Bergamot associated with metabolic syndrome parameters, such as cardiorenal metabolic syndrome (CRMS). The aim was
CRMS

to test the effect of bergamot leaf extract on CRMS and associated pathophysiological factors in rats fed with a
high sugar-fat diet. Animals were divided into two experimental groups with control diet (Control, n = 30) and
high sugar-fat diet (HSF, n = 30) for 20 weeks. Once CRMS was detected, animals were redivided to begin the
treatment with Bergamot Leaf Extract (BLE) by gavage (50 mg/kg) for 10 weeks: control diet + placebo (Control,
n = 09), control diet + BLE (Control + BLE, n = 09), HSF diet + placebo (HSF, n = 09), HSF + BLE (n = 09).
Evaluation included nutritional, metabolic and hormonal analysis; and renal and cardiac parameters. HSF groups
presented obesity, dyslipidemia, hypertension, hyperglycemia, hyperinsulinemia, insulin resistance. BLE showed
protection against effects on hypertriglyceridemia, insulin resistance, renal damage, and structural and func-
tional alterations of the heart. Conclusion: Bergamot leaf extract shows potential as a therapeutic to treat CRMS
in animals fed with a high sugar-fat diet.

Western diet
Metabolic syndrome

1. Introduction

In recent decades, the Western lifestyle demands more practical and
quick meals, usually composed by industrialized products with high
energy density and rich in sugars and fats, which associated to physical
inactivity, resulting in positive energy balance resulting in adipose tissue
expansion and, consequently, obesity (Popkin et al., 2012). The adipose
tissue expansion due to adipocyte hypertrophy causes an imbalance in
the secretion of adipokines which are associated with several compli-
cations and diseases, such as insulin resistance, hypertension, dyslipi-
demia and chronic inflammation, all risk factors for cardiorenal
metabolic syndrome (CRMS)(Rangaswami et al., 2019)(Whaley-Connell
and Sowers, 2014).

In addition to hypertrophy, consumption of high sugar-fat diets can
cause mitochondrial stress leading to an increase in reactive oxygen
species (ROS) and a decrease in antioxidant capacity, by inhibiting the
nuclear factor erythroid 2 related factor 2 (Nrf2), a transcription factor
that plays a crucial role in the maintenance of redox and metabolic
homeostasis in response to reactive species and inflammation by regu-
lating genes involved in the response against oxidative stress, promoting
redox homeostasis(Cuadrado et al., 2018; Echeverria et al., 2018; Wu
et al., 2021). Thus, the redox imbalance scenario favors CRMS and
contributes to the development of complications that trigger this
syndrome.

The CRMS, defined as combined disorders of heart and kidney, is
characterized by impaired coronary blood flow, impaired diastolic

* Corresponding author. Botucatu Medical School, Sao Paulo State University (Unesp), Professor Montenegro Avenue, Botucatu, 18618687, Brazil.

E-mail address: juliana.siqueira@unesp.br (J.S. Siqueira).

https://doi.org/10.1016/j.mce.2022.111721

Received 31 May 2022; Received in revised form 2 July 2022; Accepted 7 July 2022

Available online 30 July 2022
0303-7207/© 2022 Elsevier B.V. All rights reserved.

83


mailto:juliana.siqueira@unesp.br
www.sciencedirect.com/science/journal/03037207
https://www.elsevier.com/locate/mce
https://doi.org/10.1016/j.mce.2022.111721
https://doi.org/10.1016/j.mce.2022.111721
https://doi.org/10.1016/j.mce.2022.111721
http://crossmark.crossref.org/dialog/?doi=10.1016/j.mce.2022.111721&domain=pdf
Juliana Siqueira
83


J.S. Siqueira et al.

relaxation, impaired ischemic reconditioning, renal hyper-filtration,
proteinuria, glomerular sclerosis, tubule-interstitial fibrosis, and
decreased GFR (glomerular filtration rate), with significant impact on
life expectancy and mortality(Francisqueti et al., 2017; Rangaswami
et al., 2019; Silva Junior et al., 2017; van der Velde et al., 2011;
Whaley-Connell and Sowers, 2014). In order to prevent or treat car-
diorenal metabolic syndrome, it is important to consider treatment
strategies for modulating the pathophysiological processes involved in
this disease. Within this context, researches about the effect of bioactive
compounds present in natural products, as fruits, have been emerged
mainly because these compounds have anti-inflammatory capacity,
modulating the macrophage profile, and antioxidants acting as scaven-
gers or stimulators of Nrf2(Gugliandolo et al., 2020).

Bergamot citrus (Citrus bergamia Risso et Poiteau) has shown antiox-
idant and anti-inflammatory potential(Formisano et al., 2019). In
addition, studies also report to be effective in treating metabolic syn-
drome parameters, especially due the hypolipemic and hypoglycemic
effect(Mollace et al., 2011; Risitano et al., 2014). These benefits are
attributed to the polyphenolic fraction of bergamot fruit that consists
predominantly of flavonoids (naringin, neo-peridin, neoeriocitrine,
brutieridin and melitidine)(Di Donna et al., 2009). However, in-
vestigations show that for some plants, the phenolic composition of the
leaf can be similar or even higher than the fruit, indicating that they may
be used as an alternative source for the development of food supple-
ments, nutraceuticals or functional foods(Baron et al., 2021; Ferlemi and
Lamari, 2016).

Based on this, Baron et al. (2021), conducted a study characterizing
the bioactive compounds present in the leaf and fruit extract of
bergamot. The results showed that the leaves have a higher amount of
polyphenols and a greater antioxidant and anti-inflammatory capacity in
vitro(Baron et al., 2021). Thus, since there are no studies that evaluated
the effect of bergamot leaf extract on metabolic parameters neither in
cardiorenal metabolic syndrome in vivo model, this investigation be-
comes original and extremely relevant. In addition, because the
bergamot fruit is a valuable raw material that is in high demand, has
many applications, and is cultivated in a limited region of Southern
Italy, the opportunity to identify the leaves as a source of bioactive
polyphenols with a chemical and bioactive profile overlapping that of
fruit polyphenols, allows for the availability of a renewable and low cost
source for this important raw material. These results may lead to a
sustainable product with pharmacological action to attenuate Car-
diorenal Metabolic Syndrome. Therefore, the aim of this study was to
test the effect of bergamot leaf extract on Cardiorenal Metabolic Syn-
drome and associated pathophysiological factors in rats fed with a high
sugar-fat diet.

2. Materials and methods
2.1. Experimental protocol and groups characterization

The experiments and procedures were approved by the Animal
Ethics Committee (271,/2021) and were performed in accordance with
the National Institute of Health’s Guide for the Care and Use of Labo-
ratory Animals. Male Wistar rats (187 g) were kept in an environ-
mental controlled room (22 °C + 3 °C; 12 h light-dark cycle and relative
humidity of 60 + 5%) and randomly distributed into 2 experimental
groups by 20 weeks. During this period, the animals received, ad libi-
tum, a control diet + water (Control, n = 30) and high sugar-fat diet +
water containing 25% sucrose (HSF, n = 30). The diets were designed in
our laboratory and previously published(Francisqueti et al., 2017). After
this period, when CRMS was detected-determined by cardiac dysfunc-
tion and stage O of renal disease(Romao Junior, 2004) the presence of
renal disease risks detected, a 95% confidence interval (CI) was built for
the cardiac dysfunction and risk factors for renal diseases from the HSF
and control groups. Was adopted as the separation point (SP) between
the groups, the midpoint between the upper limit of the control group
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and the lower limit of the HSF group. From the data, the CRMS was
characterized(Rangaswami et al., 2019; Whaley-Connell and Sowers,
2014). This criterion was adopted because animals submitted to
different diet models do not always present the expected response. This
fact can lead to erroneous animal classification and, consequently, false
conclusions. Accomplished, these animals were randomly redistributed
into 4 experimental groups: control diet + placebo (Control, n = 09),
control diet + bergamot leaf extract (Control + BLE, n = 09), high
sugar-fat diet + placebo (HSF, n = 09), high sugar-fat diet + bergamot
leaf extract (HSF + BLE, n = 09). This procedure was performed over a
period of 10 weeks to verify the effect of the treatment of bergamot leaf
extract on cardiorenal metabolic syndrome. The animals that didn’t
developed CRMS were excluded from the experiment.

2.2. Bergamot leaf extract (BLE)

The bergamot leaves were harvested in a farm located in the Reggio
Calabria region, Italy, and the dry extract was obtained at H&AD
(Herbal & Antioxidant Derivatives S.r.1.) plant located in Localita Chiusi,
89032 Bianco (RC), Italy (www.head-sa.com). The leaves were imme-
diately chopped and added to a solution of water/ethanol (30/70% v/v)
to extract the polyphenols. The extraction procedure was repeated twice
for 1 h and the resulting solution was distilled to recover the ethanol.
The clarified water solution was passed through a layer of absorbent
polystyrene resins with pores with a diameter between 100 and 150
Angstrom to retain polyphenols, which were subsequently eluted from
the resin bed flowing pure ethanol. Then, the obtained ethanol solution
was distilled in vacuum at temperatures of up to 40 °C, obtaining a
concentrate containing residual water and polyphenols, which were
dried in a spray drying system, obtaining a powder with moisture con-
tent less than 4.0%.

The administration was carried out daily by gavage, at a concen-
tration of 50 mg/kg of weight and the extract was diluted in filtered
water. The dose was established according to literature data that use this
concentration from fruit juice, as there are no studies using leaf extract
(Musolino et al., 2020).

2.3. Nutritional, metabolic and hormonal analysis

The nutritional profile was evaluated according to caloric intake,
body weight and adiposity index. Calorie intake was determined by
multiplying the energy value of each diet (g x Kcal) by the daily food
intake. For the HSF group, it also included calories from water (0.25 x 4
x mL consumed). The animals’ body weight was evaluated weekly. The
adiposity index was used as an indicator of obesity at 30th week, since it
accurately assesses the amount of body fat in the animals. After eutha-
nasia, the epididymal, visceral and retroperitoneal fat deposits were
dissected from the animals. The sum of deposits normalized by body
weight [(epididymal + retroperitoneal + visceral)/body weight x 100]
is considered the adiposity index(Luvizotto et al., 2013).

After 8-h fasting, blood was collected and the plasma was used to
measure insulin and biochemical parameters. Glucose concentration
was determined by using a glucometer (Accu-Chek Performa; Roche
Diagnostics, Indianapolis, IN, USA); triglycerides levels were measured
with an automatic enzymatic analyzer system (Chemistry Analyzer BS-
200, Mindray Medical International Limited, Shenzhen, China). The
insulin level was measured using the enzyme-linked immunosorbent
assay (ELISA) method using commercial kits (Linco Research Inc., R&D
Systems, Millipore e B-Brigde International Inc.) and the reading was
performed in a Spectramax 190 microplate spectrophotometer (Molec-
ular Devices®, Sunnyvale, CA, USA). The homeostatic model of insulin
resistance (HOMA-IR) was used as an insulin resistance index, calculated
according to the formula: HOMA-IR = (fasting glucose (mmol/L) x
fasting insulin (pU/mL))/22.5(Matthews DR, Hosker JP, Rudenski AS,
Naylor BA, Treacher DF et al., 1985).
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2.4. Systolic blood pressure

Systolic blood pressure (SBP) evaluation was assessed in conscious
rats by the non-invasive tail-cuff method with a NarcoBioSystems®
Electro-Sphygmomanometer (International Biomedical, Austin, TX,
USA). The animals were kept in a wooden box (50 x 40 cm) between 38
and 40 °C for 4-5 min to stimulate arterial vasodilation(Gonc et al.,
2014). After this procedure, a cuff with a pneumatic pulse sensor was
attached to the tail of each animal. The cuff was inflated to 200 mmHg
pressure and subsequently deflated. The blood pressure values were
recorded on a Gould RS 3200 polygraph (Gould Instrumental, Valley
View, OH, USA). The average of three pressure readings was recorded
for each animal.

2.5. Renal function

Plasma and urine were used to evaluate the renal function. During
12 h, urine was collected through metabolic cages for further analysis of
total protein and creatinine using commercial colorimetric kits (CELM®
kits, Barueri, Sao Paulo, Brazil). To assess kidney damage, proteinuria
through protein/creatinine ratio was determined; glomerular filtration
rate (GFR) = ((urine creatinine x flux)/plasma creatinine) was calcu-
lated as marker of kidney function(Anna et al., 2010).

2.6. Structural and functional cardiac function

Doppler echocardiographic evaluation was performed by a single
examiner at the 20th and 30th weeks. Animals were anesthetized with
ketamine (50 mg/kg, i.p.) and xylazine hydrochloride (1 mg/kg, i.p.).
After trichotomy of the anterior chest region, the animals were placed in
slight left lateral decubitus for the exam. The equipment used was model
Vivid S6 (General Electric Medical Systems, Tirat Carmel, Israel) with a
multifrequency ultrasonic transducer 5.0-11.5 MHz. To implement
structural measurements of the heart, the images were obtained in one-
dimensional mode (M-mode) guided by the images in two-dimensional
mode with the transducer in the parasternal position, minor axis.

Left ventricular (LV) evaluation was performed by positioning the
cursor M-mode just below the mitral valve plane at the level of the
papillary muscles. The images of the aorta and left atrium were obtained
by positioning the M-mode course to plan the level of the aortic valve.
The following cardiac structures were used to analyze cardiac
morphology: left ventricular diastolic diameter (LVDD); left ventricular
systolic diameter (LVSD); left atrium (LA); LA/AO; relative wall thick-
ness (RWT). The LV systolic function was assessed by the following
parameters; endocardial fractional shortening (FS%) ((LVDD — LVSD)/
LVDD) x 100; posterior wall shortening velocity (PWSV). The LV dia-
stolic function was evaluated using the following indices: peak velocity
of early diastolic filling (E wave). The study was supplemented by
evaluation by tissue Doppler systolic displacement (S'), early diastolic
(E") and late (A") of the mitral annulus (arithmetic average travel speeds
of lateral and septal walls), and E/A and E/E’ wave ratios.

The LV systolic function was assessed by the following parameters:
Left ventricle posterior wall shortening velocity (LVPWSV) and endo-
cardial fractional shortening (EFS%) ((LVDD-LVSD/LVDD) x100). The
LV diastolic function was evaluated using the following indices: E/E’
ratio and E wave deceleration time (EWDT). The study was supple-
mented by evaluation by tissue Doppler systolic displacement (S'), early
diastolic (E’) and late (A’) of the mitral annulus (arithmetic average
travel speeds of lateral and septal walls), and E/E’ wave ratios(Sahn
et al., 1978).

2.7. Nrf2 activation
The bergamot leaf ability to modulate the antioxidant response

pathway induced by Nrf2 activation was tested using NRF2/ARE
Responsive Luciferase Reporter HEK293 stable cell line (Signosis, Santa
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Clara, CA, USA). Cells were grown in Dulbecco modified Eagle medium
(DMEM,; Lonza, Verviers, Belgium) supplemented with 10% fetal bovine
serum (FBS; Gibco, Gaithersburg, MD, USA), 1% Penicillin/Strepto-
mycin (Lonza) and 50 pg/mL of G418 sulfate solution (Promega Cor-
poration, Madison, WI, USA). HEK293 cells were treated with different
concentrations (100, 150, 200 and 250 pg/ml) of BLE for 18 h after
seeding in white 96-well plate (BRANDplates®, cell grade) at 10000
cells/well. Subsequently, to avoid any interference on the reading of
luciferase activity, media was removed and 100 pL/well of PBS was
added. ONE-Glo™ Luciferase Assay Substrate (purchased from Promega
Corporation, Madison, WI, USA) (100 pL/well) was directly added to the
wells, followed by a luciferase measurement performed using a lumin-
ometer (Wallac Victor2 1420, Perkin-Elmer™ Life Science, Monza,
Italy). Experiments were performed with biological and technical rep-
licates; values are shown as mean + SD compared to untreated control
cells. Statistical analysis was performed using one-way ANOVA with
Bonferroni’s multiple comparisons test (p < 0.05 was considered
significant).

The cell viability was assessed with MTT assay on HEK293 cells
treated with all the concentrations of the BLE as reported previously
(Baron et al., 2021).

2.8. Statistical analysis

Data are presented as means + standard deviation (SD) or medians
(interquartile range). Differences among the groups were determined by
two-way analysis of variance. Statistically significant variables were
subjected to the two-way ANOVA test with Tukey post-hoc. Statistical
analyses were performed using Sigma Stat for Windows Version 3.5.
(Systat Software, Inc., San Jose, CA, USA). A p value of 0.05 was
considered as statistically significant.

3. Results

3.1. Nutritional and metabolic parameters: triglycerides, insulin and
insulin resistance were attenuated with 10 weeks of treatment with BLE

The HSF diet promoted increased caloric intake, adiposity index,
final body weight, systolic blood pressure and blood glucose, charac-
terizing an experimental model of obesity accompanied by comorbid-
ities that are risk factors for cardiorenal metabolic syndrome. These
parameters were not attenuated with the treatment of bergamot leaf
extract (Fig. 1 A, B, C, D and F). On the other hand, triglycerides, insulin
and insulin resistance were also found to be elevated in the HSF group,
but were attenuated by the extract treatment (Fig. 1 E, G and H).

3.2. Renal function parameters: treatment with BLE attenuated
proteinuria and improved renal function

It is possible to note that the HSF group developed renal impairment
when compared to the control group, characterizing by increased pro-
tein/creatinine ratio and reduced glomerular filtration rate. The treat-
ment with the extract provided full recovery of proteinuria and
improved renal function, shown by increased glomerular filtration rate
(Fig. 2 A and B).

3.3. Cardiac function: BLE attenuated cardiac remodeling

The echocardiographic parameters are presented in Table 1. The HSF
group presented cardiac remodeling characterized by changes in
morphological variables (PWT, IST, LA, LVM and LVRT), diastolic
deterioration (lower EWDT and E/E’) and systolic dysfunction (higher
LVPWSV) in comparison to the control group. Bergamot leaf extract
treated the cardiac remodeling and the deterioration of diastolic and
systolic functions compared to the HSF group.
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Fig. 1. Nutritional, metabolic and hormonal analysis in the 30th week. (A) Caloric intake (kcal); (B)Adiposity index (%); (C) Final body weight (g); (D) Systolic blood
pressure (mmHg); (E) Triglycerides (mg/dL); (F) Glucose (mg/dL); (G) Insulin (pU/ml); and (H) HOMA-IR. Data are expressed as mean + standard deviation.
Comparison by two-way ANOVA with Tukey post-hoc. BLE- Bergamot Leaf Extract. HSF—high sugar fat diet.

3.4. Correlation between nutritional, metabolic, renal and cardiac
parameters

Fig. 3 presents Pearson correlation among the variables. Regarding
metabolic parameters, triglycerides, glucose, insulin and HOMA-IR were
correlated with proteinuria, while only triglycerides were correlated
with glomerular filtration rate. About the cardiac parameters, systolic
blood pressure, triglycerides, glucose, insulin and HOMA-IR showed

correlation.

Since triglycerides were the only metabolic parameter associated
with both renal and cardiac variables, Fig. 4 highlights Pearson Corre-
lation among these variables.

3.5. Nrf2 activation

The dose-dependent effect of BLF to activate the Nrf2 pathway was
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Fig. 2. Renal function in 30 weeks. (A) Protein/creatinine ratio; (B) Glomerular filtration rate—- GFR (mL/min). Data are expressed as median (min-max) and mean +
standard deviation. Comparison by two-way ANOVA with Tukey post-hoc. BLE- Bergamot Leaf Extract. HSF—high sugar fat diet.

Table 1

Cardiac function in 30 weeks.
Groups Effects

Control Control + BLE HSF HSF + BLE Diet BLE Interaction

PWT (mm)* 1,53(1.53-1.44) 1.50(1.51-1.45) 1.79(2.04-1.58)* 1.53(1.61-1.52)a 0.016 0.096 0.055
IST (mm)’ 1.53(1.53-1.50) 1.53(1.56-1.50) 1.79(2.14-1.53)* 1.60(1.62-1.55)a 0.036 0.220 0.128
LA(mm) 4.71 £ 0.29 4.69 £+ 0.25 5.51 £+ 0.65* 5.05 £ 0.57a <0.001 0.143 0.174
LVM (g) 0.69 + 0.09 0.73 £0.17 1.03 + 0.20* 0.77 + 0.10a <0.001 0.036 0.004
LVRT 0,43 £+ 0.02 0.43 £ 0.04 0.55 + 0.07* 0.42 £+ 0.02a 0.002 <0.001 <0.001
LVPWSV (mm/s) 82.44 + 6.77 80.56 + 6.33 61.24 + 10.54* 74.25 £+ 2.80a <0.001 0.026 0.004
EWDT (ms)! 44.00(46.00-43.00) 46.00(46.75-44.50) 58.50(62.00-51.00)* 48.00 (51.50-44.00)a <0.001 0.024 0.004
E/E’ 13.92 £+ 1.42 12.85 + 1.56 22.94 + 3.71* 15.75 4+ 1.69a <0.001 <0.001 <0.001
EFS (%) 63.81 + 3.87 59.99 + 6.04 54.17 + 4.61* 57.01 £ 2.91 <0.001 0.747 0.034

PWT- Diastolic thickness of the left ventricle posterior wall; IST- diastolic thickness of the interventricular septum; LA—]left atrium; LVM- Left ventricle mass; LVRT-
Left ventricle Relative Thickness; LVPWSV- Left ventricle posterior wall shortening velocity; EWDT- E wave deceleration time; EFS— Endocardial fractional shortening.
Data expressed in mean -+ standard deviation. 'median (interquartile range). Comparison by Comparison by two-way ANOVA with Tukey post-hoc. p < 0.001.
HSF—high sugar fat diet. BLE-Bergamot Leaf Extract. *p < 0.001 vs. C; * p < 0.001 vs. HSF.

tested using HEK293 stable cell line with a luciferase gene reporter. The
results are reported in the graph bar of Fig. 5 and show the fold increase
of the luciferase expression and hence of Nrf2 nuclear translocation in
respect to control cells. BLF was effective in a dose-dependent manner,
from 100 pg/ml and 250 pg/ml being the highest concentration tested.

4. Discussion

The aim of this study was to test the potential of BLE on CRMS in
animals fed with a high sugar-fat diet. At the end of the experimental
protocol, both groups that consumed the HSF diet presented obesity,
systolic arterial hypertension, dyslipidemia, higher glucose and insulin
levels and insulin resistance. These results demonstrate that the diet
promoted the risk factors for CRMS in the HSF groups(Francisqueti et al.,
2017). Corroborating these findings, the literature shows that a diet rich
in simple carbohydrates, such as those administered to the HSF animals,
due to their lower molecular weight, are absorbed more quickly,
resulting in higher fat deposition. Also, this energy imbalance caused by
a hypercaloric diet can impair some molecular alterations, such as in-
sulin signaling, resulting in impaired glucose transport, dysregulated
lipolysis and dyslipidemia(Rodriguez-Correa et al., 2020).

The confirmation of CRMS in the HSF group was through the in-
crease in protein/creatinine ratio, decrease in the GFR and cardiac
remodeling characterized by changes in morphological variables, dia-
stolic deterioration and systolic dysfunction in relation to the control
group. These results can be explained by the presence of obesity-related
disorders in the HSF group triggered by the chronic inflammation state
common in obesity, consequence of adipocyte hypertrophy and altered
adipokine and adipocytokines pro-inflammatory secretion, among them,
insulin resistance(Bischoff et al., 2017).

The presence of insulin resistance appears to play an important role

in both obesity-related heart and kidney failures, since impaired insulin
metabolic signaling reduces bioavailable nitric oxide (NO), increases
oxidant stress and inflammation, and activates renin-angiotensin-
aldosterone system (RAAS), resulting in maladaptive myocardial tissue
remodeling and interstitial fibrosis that contribute to impairments in
diastolic function in heart and induces glomerular dysfunction and
tubulointerstitial fibrosis in kidneys(Whaley-Connell and Sowers, 2012).
Moreover, insulin resistance is also associated with increased lipolysis in
adipose tissue that releases a large amount of free fatty acids (FFAs) into
the bloodstream. The imbalance between the excessive influx of FFAs
and the saturation of oxidative capacity (mitochondrial B-oxidation)
results in bioenergetic incompatibility with accumulation of TG in the
hepatocyte and greater mobilization to the circulation of very
low-density lipoproteins (VLDLs) rich in TG, leading to hyper-
triglyceridemia(Mashek, 2021). This condition of hypertriglyceridemia
also promotes ectopic accumulation of fat in non-fat-storing organs such
as kidneys and heart, which induces oxidative stress and promotes a
mitochondrial dysfunction, intensifying the reduction-oxidation imbal-
ance contributing to the activation of pro-inflammatory, pro-fibrogenic,
and pro-apoptotic pathways, causing cellular injury. Therefore
long-term HSF diet feeding results in obesity, metabolic syndrome,
which are risk factors for CRMS(Sun et al., 2020; Wali et al., 2020).
Furthermore, the FFAs overload also results in an increase ROS
generation as a metabolism product through nicotinamide adenine
dinucleotide phosphate (NADPH) oxidase activation locally in adipose
cells or in other organs cells, aggravating the oxidative stress(Matsuda
and Shimomura, 2013). The accumulation of ROS contributes to vaso-
constriction, inflammation and impaired vascular which contributes to
the pathogenesis of CRMS(Ammar et al., 2021; Rubattu et al., 2013).
The increase of oxidative stress markers can lead to structural changes in
the myocardium, which can result in cardiac remodeling, decrease in
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Fig. 3. Correlation matrix among the variables. Positive correlations are presented in blue and negative correlations are presented in red color. Color intensity and
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contractility and heart failure(Spinale et al., 1998). Also, increased ROS
are related to reduced renal function, leading to kidney hyperfiltration
through compensatory mechanisms that contributes to glomerular hy-
pertension, proteinuria or even loss of function (Cachofeiro et al., 2008).

In opposition, animals that consumed BLE in addition to the HSF diet
presented lower triglycerides, insulin levels and insulin resistance
compared to the group that consumed just the HSF diet. The ameliora-
tion of these parameters, which are risk factors for CRMS, are in
accordance with studies that evaluated the same parameters with
bergamot fruit, highlighting the power of leaves as a possible adjuvant in
the treatment of these comorbidities(Mollace et al., 2011). However, the
mechanisms responsible by the positive effects of BLE are not fully
elucidate. Bergamot fruit and leaf extract share the same class of poly-
phenolic compounds, and some of them, like flavones and flavanones, in
higher concentrations in the leaf, showing promising results treating
complications associated with the HSF diet consumption(Baron et al.,
2021). Some of these flavonoids, such as naringin, neoeriocitrin and
rutin, have been shown to exert an antiatherogenic effect on animal
models and low density lipoproteins (LDLs) oxidation inhibition,
contributing to the potential hypolipidemic effect in the BLE(Miceli
et al., 2007; Mollace et al., 2011). The buteridine, naringin and meliti-
dine of BPF are structurally similar to HMG-CoA reductase substrate

statins and thus can competitively inhibit HMG-CoA reductase(Leo-
poldini et al., 2010). The flavonoids may also lower cholesterol levels by
binding bile acids and increasing the turnover rate of blood and liver
cholesterol, reducing TG accumulation in the liver, and enhancing the
excretion of fecal neutral sterols and total bile acids(Miceli et al., 2007;
Parafati et al., 2015). Naringin and neohesperidin may reduce hepatic
TG accumulation by inhibiting the activity of phosphatidate phospho-
hydrolase, a TG synthetic enzymes and by reducing the availability of
lipids for assembly of lipoproteins via reduced activities of acyl CoA:
cholesterol acyltransferases.

As above described, oxidative stress is a condition associated with
cardiorenal metabolic syndrome. In this sense, in order to alleviate
oxidative stress, different mechanisms are activated, such as Nrf-2,
increasing the production of endogenous antioxidants, preventing and
controlling the formation of free radicals and consequently the damage
caused by them(Ishii et al., 2002). By using a gene reporter cell model of
NRF2 activation, we here report the ability of the extract to induce, in
the concentration range 100-250 pg/ml, the Nrf2-ARE pathway which
regulates the expression of a large battery of genes involved in the
cellular antioxidant and anti-inflammatory defense as well as mito-
chondrial protection. Fig. 5 reports the main flavonoid and non flavo-
noid constituents of bergamot leaves(Baron et al., 2021). The structure

88


Juliana Siqueira
88


J.S. Siqueira et al.

Molecular and Cellular Endocrinology 556 (2022) 111721

A 25+ 4 r=-0.439 C 651 r=0.530
o p= 0.007 X . p=0.001
= 6.0
jd 3 . o °
£ ° _
£ @ » E 5.5
3 w24 S 0. ° E
k] o . S o < 5.0
£ o o ®
g 14 ° % o ® 45
Q.

°
0——|—|—|—|—|—|—|—|—|—|—|—|—|—|—|—|—|—|—|—|—r’1—|—|—|—|—|—|—| 4.0 e TYsssrrvroy TYsssrrvroy 1
(] 50 100 150 0 50 100 150
Triglycerides (mg/dL) Triglycerides (mg/dL)
5 1.5+ r=0652 F 0.7+ r=0.597
G p<0.001 p<0.001
o ° - 0.6 . M
_ 8 1.0 S e - .
s . E o °
= [}
s 3 °3y e o Zos{
I = ’“ a ° °
< 0.5 ) [ ] o
g . (1] .“ °
50 o o . = 0.4 We °
° o
|
40 4+ rrrrrrr T e | 0.0 e 0.3
0 50 100 150 0 50 100 150 0 50 100 150
Triglycerides (mg/dL) Triglycerides (mg/dL) Triglycerides (mg/dL)
G 1004 P r=-0715 H 804 r=0.683 | 30 o r= 858?
. < <0.
7 07 g p<0.001 70 p<0.001 o® p
€ () ° m 20
E 60 o £ 60 R
g ) 5 B
40 b 50
g E 10
- 20+ 40
0 TrrrrrrroT Trrrrrrrre 1 30T TrrrrrrrTT TrrrrrrrTT 1 0 TrrrrrrroT Trrrrrrrre 1
0 50 100 150 0 50 100 150 0 50 100 150
Triglycerides (mg/dL) Triglycerides (mg/dL) Triglycerides (mg/dL)
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Pearson regression was used to examine the association between variables.

of each aglycone is depicted and the derivatives reported in the table. In
the figure, each aglycone structure is linked by an arrow to the
ortho-diphenol moiety which is the required structure for Nrf2 activa-
tion for this class of compounds, through a mechanism shown in the
upper part of the figure. In particular, the di-phenol moiety is activated
by an oxidative stress environment to the corresponding quinone which
being an electrophilic derivative it binds the thiol of KEAP-1, inducing
the release of NRF2 which, upon translocation at the nuclear level, binds
to the antioxidant response elements (AREs) in the regulatory region of
target genes that encode proteins involved in redox homeostasis, xeno-
biotic metabolism and survival responses. When a phase I metabolic
activation (O-demethylation and/or aromatic hydroxylation) is required
for the conversion of the compound to the ortho-diphenol moiety, the
link arrow is labelled by an M. Eriodictyol and luteolin do not require a
metabolic conversion because they already contain the ortho-diphenol
moiety and hence they act as direct Nrf2 activators. We believe that
the overall Nrf2 activity of the extract is more likely underestimated
because many polyphenol compounds require a metabolic conversion
which should occur in vivo, mainly in liver and not in cell lines, as
already demonstrated for resveratrol and sylibin which are activated to
the ortho-diphenol derivatives by the cytochrome P450 enzyme CYP1B1
and by CYP mediate O-demethylation, respectively(Potter et al., 2002;
Xie and Zhang, 2019).

The polyphenol content also exerts antioxidant and inflammatory
effects, as demonstrated by Baron et al. (2021), in a mechanism that
seems to be associated with inhibition of NF-kB activation. The literature
reports that NF-kB translocation to the nucleus encodes inflammatory
mediators such as tumoral necrosis factor alpha (TNF-a) and interleukin
1-beta (IL-13) and interleukin- 6 (IL-6). This inflammatory condition
causes serine kinase phosphorylation of insulin receptor substrate —1 or
2 (IRS-1 or IRS-2), which may block insulin signaling and finally lead to
the occurrence of insulin resistance(Chen et al., 2015). Therefore, the
improvement in insulin sensitivity can be result of the antioxidant and
antinflammatory effect of BLE, especially addressed to flavanone and
flavone glycosides, as well as to their aglycones, including naringin and
hesperidin, diosmetin, apigenin, and luteolin glycosides(Baron et al.,
2021). This antioxidant and antinflammatory effect can also explain the
protection against heart and kidney dysfunction even in the presence of
hypertension, an independent factor for CRMS. Some studies of our
research group showed a local antioxidant and antinflammatory effect
of lycopene in the heart of obese animals and the same positive effect of
gamma-oryzanol in the kidney of obese animals, preserving renal
function(Ferron et al., 2020; Francisqueti et al., 2018). This same effect
may be exerted BLE in the heart and kidney of animals from this study.
Fig. 6 presents a summary of the observed effects.

Despite there are no clinical trials evaluating the effect of bergamot
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Fig. 5. BLF activates the Nrf2 pathway. The graph bar shows the dose-dependent effect of BLF as Nrf2 activator as determined in NRF2/ARE Responsive Luciferase
Reporter HEK293 stable cell line. The main flavonoid and non flavonoid constituents of bergamot leaves as reported in Baron et al. are summarized in the two tables
(Baron et al., 2021). The structure of each aglycone is depicted and linked by an arrow to the ortho-diphenol moiety which is the required structure for Nrf2
activation through a mechanism shown in the upper part of the figure and described in the text. The link arrow is labelled by an M when a phase I metabolic
activation (O-demethylation and/or aromatic hydroxylation) is required for the conversion of the compound to the ortho-diphenol moiety.

leaf extract in humans, the extract may be a promising candidate in
preventing and improving factors associated with the development and
progression of Cardiorenal Metabolic Syndrome.

5. Conclusion

In summary, this study showed that the HSF diet induced obesity,
insulin resistance, dyslipidemia, systolic blood pressure, and cardiorenal
metabolic syndrome. On the other hand, the HSF group treated with
bergamot leaves extract presented amelioration on insulin resistance,
dyslipidemia and cardiorenal metabolic syndrome. Therefore, it is
possible to conclude that bergamot leaf extract was able to treat car-
diorenal metabolic syndrome in animals fed with a high sugar-fat diet.
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