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RESUMO 
 

SILVA, L.M.S,Efeitos Do D-limoneno No Metabolismo Energético De Camundongos 
C57/Bl6 Com Obesidade Induzida Pela Dieta. 2022. 52f.Dissertação- Faculdade de 
Ciências Farmacêuticas, Universidade de São Paulo, São Paulo, 2022. 
 
A obesidade está associada ao desenvolvimento de doenças crônicas não 
transmissíveis como hipertensão, resistência insulínica, dislipidemia e esteatose 
hepática. O consumo de compostos bioativos impacta na manutenção da saúde e na 
prevenção de risco de desenvolvimento dessas doenças. Entre os compostos 
bioativos, os monoterpenos são pouco investigados, apesar da literatura demonstrar 
efeitos promissores desses compostos sobre o metabolismo. O D-limoneno, o 
principal monoterpeno encontrado na laranja, é caracterizado por possuir efeitos 
hipolipemiantes, anti-inflamatórios e anti-obesogênicos. Estudos in vitro e in vivo 
descrevem sua capacidade de promover a β-oxidação de ácidos graxos em adipócitos 
e redução da inflamação. Este estudo teve como objetivo investigar o efeito do D-
limoneno no metabolismo e inflamação em um modelo de obesidade induzida por 
dieta. Para isso, quarenta camundongos machos (C57/Bl6) de 11 semanas de idade, 
foram distribuídos em 4 grupos, sendo que um dos grupos recebeu ração 
normolipídica e os demais, ração hiperlipídica. O D-limoneno foi suplementado na 
ração de dois grupos que receberam dieta hiperlipídica nas concentrações de 0,1%, 
e 0,8%. Considerando-se a ingestão alimentar dos animais, a ração suplementada 
com 0,1% D-limoneno correspondeu à ingestão de 0,15 g/kg/dia e ração com 0,8% de 
D-limoneno correspondeu a 1,3 g/kg/dia. Os animais tiveram o peso e a ingestão 
alimentar monitorados ao longo da intervenção com duração de 7 semanas. Os 
camundongos que receberam D-limoneno a 0,1% apresentaram menor ganho de 
peso e de acúmulo de tecido adiposo, comparado com os animais sem suplementação 
alimentados com a dieta hiperlipídica. Além disso, o D-limoneno promoveu a 
diminuição da concentração plasmática de marcadores inflamatórios incluindo TNF-α, 
INF-γ e IL-6 nos animais dos grupos que foram suplementados com D-limoneno. 
Entretanto, não houve diferença nos marcadores bioquímicos e metabólicos. Uma 
limitação do estudo foi o fato das complicações metabólicas associadas ao modelo de 
obesidade não terem sido plenamente estabelecidas, dados o alojamento individual, 
à curta duração da exposição à ração hiperlipídica e idade dos animais no início da 
suplementação. Esse fato pode ter dificultado a observação dos efeitos do D-limoneno 
na reversão dos parâmetros que seriam normalmente deteriorados pelo 
desenvolvimento da obesidade. Concluímos que o D-limoneno pode interferir no 
metabolismo energético, com possível efeito anti-obesogênico e anti-inflamatório. 
Devido às limitações do modelo, são necessários mais estudos para confirmar esses 
resultados. 
 
 Palavras-chave: limoneno, monoterpenos, beta-oxidação, obesidade, inflamação. 
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ABSTRACT 
 

SILVA,L.M.S, Effects of D-limonene on the Energy Metabolism of C57/Bl6 Mice With 
Diet-Induced Obesity.2022.52f.Dissertation – Faculty of Pharmaceutical Sciences, 
University of São Paulo, São Paulo, 2022. 
 
Obesity is associated with the development of chronic non-communicable diseases 
such as hypertension, insulin resistance, dyslipidemia, and hepatic steatosis. The 
intake of dietary bioactive compounds is associated with the maintenance of health 
and the prevention of chronic diseases. Among the group of bioactive compounds, 
monoterpenes are poorly investigated, in spite of several reports of their promising 
effects on metabolism. D-limonene is the main monoterpene found in oranges, known 
for its hypolipemic, anti-inflammatory, and anti-obesogenic effects. In vitro and in vivo 
studies associate D-limonene to increased β-oxidation of fatty acids in adipocytes and 
reduced inflammation. This study aimed at investigating the effects of D-limonene on 
metabolism and inflammation in a diet-induced obesity model. For this purpose, forty 
male mice (C57/Bl6) were distributed in 4 groups, with one group receiving a 
normolipidic diet and the others, a high-fat diet. D-limonene was supplemented in the 
diets of two groups that received high-fat diet at the concentrations of 0.1% and 0.8%.  
Considering the feed intake, mice receiving D-limonene supplementation at 0.1% 
ingested in average 0.15 g/kg/day, while the mice receiving the supplemmentation at 
0.8%, ingested approximately 1.3 g of D-limonene /kg/day. The animals had their 
weight and food intake monitored throughout the intervention. Mice that received D-
limonene supplementation at 0.1% showed reduced weight gain and accumulation of 
adipose tissue compared to the non-supplemented mice fed the high-fat diet. In 
addition, D-limonene promoted a decrease in hepatic inflammatory markers including 
TNF-α, INF-γ, and IL-6. However, there was no difference in biochemical and 
metabolic markers. A limitation of the study was that the metabolic complications 
associated with the obesity model were not fully established, probably due to the age 
at the start of the protocol (11 weeks), individual housing and short duration of the 
exposure to the high-fat feed. This fact may have prevented the observation of the 
positive effects of D-limonene in reversing parameters that would normally be impaired 
by the development of obesity. We conclude that D-limonene may interfere in energy 
metabolism, with a possible anti-obesogenic and anti-inflammatory effect. Due to the 
limitations of the model, further studies are needed to confirm these findings. 
 
Keywords: limonene, monoterpenes, beta-oxidation, obesity, inflammation. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

1.1 OBESIDADE E SOBREPESO 

 

A Organização Mundial da Saúde (OMS) estabelece sobrepeso e obesidade 

utilizando os pontos de corte do índice de massa corporal (IMC) de 25 e 30 kg/m2, 

respectivamente (OMS, 2000). Esses pontos de corte foram recomendados por 

especialistas da Associação Nacional Norte-Americana do Coração, Pulmão e 

Sangue para o Estudo da Obesidade em 2000, que também recomenda o uso de 

pontos de corte da circunferência da cintura de 40 polegadas (102 cm) para homens 

e 35 polegadas (88 cm) para mulheres para definir “obesidade central”. Cada vez 

mais, estudos mostram que a obesidade central é um melhor preditor de doenças 

relacionadas à obesidade ao invés da obesidade geral avaliada pelo IMC. A 

circunferência da cintura pode ser igualmente ou mais útil do que o IMC devido ao seu 

maior prognóstico para riscos à saúde (WANG; BEYDOUN, 2007). 

A OMS constatou que a prevalência de obesidade tem triplicado desde 1975, 

com uma estimativa em 2016 de aproximadamente 2 bilhões de adultos acima do 

peso recomendado e dentre eles, meio bilhão já eram obesos. A OMS projeta que em 

2025 mais de 700 milhões de adultos estarão obesos e cerca de 2,3 bilhões estarão 

com sobrepeso. Em 2020, mais de 39 milhões de crianças menores de cinco anos 

eram obesas ou estavam acima do peso. No Brasil, metade da população já está com 

sobrepeso (WHO, 2021).  

A obesidade é gerada por inúmeros fatores como hábitos alimentares, 

sedentarismo e desequilíbrio crônico entre consumo alimentar e o gasto energético. 

Ela é relacionada com o desenvolvimento de outras doenças (HEINDEL et al., 2017), 

entre elas: doenças cardiovasculares, síndrome metabólica, diabetes, hipertensão, 

hiperglicemia e dislipidemias (KLEPAC et al., 2019).  Além disso, pessoas obesas ou 

com sobrepeso são mais suscetíveis a doenças como osteoartrite, câncer de mama, 

ovário, testículo, fígado, rim, vesícula biliar e cólon (WHO, 2021), conforme ilustrado 

na Figura 1, disposta na seção 1.4.  

Por conta de todas as complicações citadas, causadas pela obesidade, a 

comunidade científica e órgãos públicos se esforçam para achar respostas para a 

prevenção e o tratamento dessa patologia. A indústria farmacêutica tenta encontrar 
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medicamentos ou até mesmo polifármacos com ação via sistema nervoso central por 

exemplo, com o objetivo de modular o comportamento alimentar e a homeostase 

energética (JACKSON et al.,2015). Uma alternativa contra a obesidade e suas 

doenças associadas, que cresce cada vez mais, é a cirurgia bariátrica, que com 

passar dos anos vem ganhando outros nomes e técnicas bastante avançadas. Porém, 

os problemas pós-cirúrgicos continuam, como reganho de peso, desnutrição, vícios 

associados e depressão (TAVARES et al.,2011).  

Desde antes de 1990, a OMS vem alertando sobre a importância de uma 

alimentação de qualidade e a prática de atividade física para o controle da obesidade. 

Foram lançadas pela própria OMS chamadas e consultas online com especialistas, a 

fim de ajudar a população a ter mais qualidade de vida (OMS, 2021). Também foram 

adotadas medidas públicas por diversos países, incluindo o Brasil, por exemplo com 

o surgimento em 2006 do guia alimentar, submetido a diversas atualizações com o 

passar dos anos (DIAS et al., 2017). 

 

1.2 DISLIPIDEMIA E ATEROSCLEROSE 

 

A dislipidemia apresenta-se pelo um aumento nas concentrações plasmáticas 

de colesterol total, triglicerídeos, lipoproteínas de baixa densidade (LDL) e diminuição 

das lipoproteínas de alta densidade (HDL) (HUNTER, HEGELE, 2017). O aumento da 

concentração de LDL no plasma é um fator que predispõe ao desenvolvimento da 

aterosclerose (STEINBERG, 2008). 

As partículas de LDL podem ser fagocitadas por macrófagos localizados no 

espaço subendotelial das artérias, e, em condições propícias (excesso de LDL, 

desequilíbrio do balanço reduz, ativação de vias inflamatórias), essas células passam 

a fagocitar quantidades muito altas de LDL. Esse comportamento causa acúmulo 

intracelular de colesterol e compromete o funcionamento dos macrófagos que passam 

a ser denominados de “células espumosas”. O acúmulo de células espumosas no 

espaço subendotelial é a origem da placa de ateroma que, ao evoluir, reduz o calibre 

dos vasos sanguíneos. Ao atingir estágios avançados devido ao estado pró-

inflamatório da lesão, essas se tornam particularmente perigosas devido ao risco de 

rompimento da capa fibrosa, que funciona como uma estrutura que estabiliza a placa 
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(BROPHY et al., 2017). Nesse momento, há a formação de um coágulo na circulação 

que pode causar o entupimento de artérias de calibre menor.   

A sequência de eventos descritos acima pode levar a desfechos como infarto 

agudo do miocárdio, acidente vascular cerebral e embolia pulmonar (FRANCO, 2016). 

Segundo a Organização Pan-Americana da Saúde (OPAS) e a Organização Mundial 

da Saúde (OMS), a cardiopatia isquêmica e o acidente vascular cerebral são as duas 

doenças mais letais na atualidade, com aproximadamente 15,2 milhões de mortes em 

2016 e permanece em primeiro e segundo lugar em causas de morte há mais de 15 

anos (OPAS/OMS, 2018).  

 

1.3. ESTEATOSE HEPÁTICA 

 

Outra doença associada ao desequilíbrio do metabolismo de lipídios é a 

esteatose não alcoólica ou doença hepática gordurosa não alcoólica (DHGNA), 

causada pelo acúmulo excessivo de gordura nos hepatócitos, resultando em uma 

inflamação no fígado, que com o passar do tempo pode evoluir para esteatohepatite 

e cirrose, e até mesmo carcinoma hepatocelular (BREA et al., 2017). A DHGNA é a 

causa mais comum de doença hepática crônica: 20 a 30% dos adultos nos países 

ocidentais têm esteatose não alcoólica e a prevalência aumenta para 70 a 90% entre 

pessoas obesas ou com diabetes (TARGHERet al., 2010). Por ser uma doença 

silenciosa, muitos pacientes só a descobrem em estágios avançados (COTRIM, 

2016). Entre outros fatores, a esteatose está fortemente relacionada com a resistência 

insulínica. Uma vez que a insulina sinaliza a inibição da lipólise no tecido adiposo, a 

resistência a esse hormônio causa aumento da concentração de ácidos graxos livres 

na circulação, que são captados pelo fígado e utilizados para a síntese de 

triglicerídeos, criando um ciclo vicioso que favorece o desenvolvimento da DHGNA 

(TOLMAN; DALPIAZ, 2007).O acúmulo de gordura intra-hepática também gera 

inflamação, aumento de espécies reativas de oxigênio (EROS) e fibrose, que pode 

culminar em cirrose e falência do fígado (FARZANEGI et al., 2019). Em um prévio 

estudo por Saltiel e Olefsky (2017) foi observado que a condição de obesidade induz 

um aumento da infiltração de macrófagos hepáticos (Kupffer cells), simultaneamente 

à produção de citocinas inflamatórias que podem gerar um quadro de resistência à 

insulina nos hepatócitos.  
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Atualmente, não há terapias farmacológicas validadas para o tratamento de 

DHGNA, porém é relatado que compostos bioativos antioxidantes e/ou anti-

inflamatórios como carotenoides e vitamina E podem minimizar assim como prevenir 

os danos causados pelo acúmulo de gordura nos hepatócitos (NI et al.,2016).  

 

1.4 INFLAMAÇÃO DO TECIDO ADIPOSO 

 

O tecido adiposo (TA) é considerado um órgão endócrino por ser capaz de 

secretar hormônios e citocinas, denominadas adipocinas (FANG; JUDD, 2018). Na 

obesidade, o acúmulo excessivo de triglicerídeos pode gerar adipócitos hiperplásicos 

e hipertróficos que são resistentes à insulina, com potencial de diferenciação 

prejudicada. Essas células adiposas estarão condicionadas à produção de adipocinas 

pró-inflamatórias, incluindo o fator de necrose tumoral (TNF-α), proteína quimiotática 

de monócitos-1 (MCP-1) e interleucina-6 (IL-6). A expansão do tecido adiposo é 

acompanhada de maior taxa de morte celular por apoptose e o extravasamento de 

lipídios, que se tornam estressores metabólicos e estimulam a migração de 

macrófagos para o tecido adiposo. Esses macrófagos produzem mais citocinas pró-

inflamatórias como interleucina-1β (IL-1β) e ativam fatores de transcrição como o fator 

nuclear kappa B (NF-κB), proteína de ligação ao elemento regulador de esterol-1c 

(SREBP-1c) e receptor ativado por proliferadores de peroxissomos γ(PPAR-γ), 

acentuando o quadro inflamatório(KIRWAN et al., 2017; NASCIMENTO et al., 2021; 

SALTIEL; OLEFSKY, 2017). Os ácidos graxos livres e as citocinas presentes no tecido 

adiposo inflamado ativam vias de sinalização como as dos receptores Toll-like (TLR) 

e da proteína quinase ativada por AMP (AMPK) e induzem a produção de EROS. Essa 

sinalização inflamatória altera as vias de sinalização metabólica, a função da 

mitocôndria e do retículo endoplasmático. O TNF-α promove o processo de lipólise, 

liberando ácidos graxos livres na circulação e induzindo inflamação em outros tecidos 

(NASCIMENTOet al., 2021). 
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Figura 1 - Consequências da obesidade em diferentes órgãos e sistemas e sua relação com doenças 
crônicas. 

 

Fonte: BioRender.com. 

 

1.5 D-LIMONENO  

 

Os monoterpenos são compostos lipídicos, voláteis e com forte aroma. Nos 

vegetais, esses compostos participam das interações químicas com outras plantas, 

animais e como mecanismo de proteção a estressores bióticos e abióticos (THOLL, 

2015). Tradicionalmente, os terpenoides têm sido usados nas indústrias alimentícia, 

farmacêutica e química e, mais recentemente, têm sido explorados no 

desenvolvimento de biocombustíveis. Ainda há poucos estudos sobre o metabolismo 

de monoterpenos e seus efeitos biológicos (ALVARENGA, 2021). 

O D-limoneno (Figura 2) faz parte da família dos terpenos, pertencendo à 

classe dos monoterpenos. Está presente nos óleos essenciais de tangerina, toranja, 

laranja, limão e cidra, correspondendo de 45 – 90% dos terpenos nesses óleos (SAINI 

et al., 2022). Além da sua presença natural em alimentos altamente consumidos pela 
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população, o D-limoneno também é utilizado pela indústria alimentícia e de produtos 

de higiene como aromatizante em confeitos, refrigerantes, dentifrícios e enxaguantes 

bucais (FERRONATTO; ROSSI, 2017). 

Quando ingerido, o D-limoneno apresenta uma rápida absorção e 

metabolização pelo organismo, sendo que os metabólitos derivados atingem uma 

concentração máxima no plasma entre a primeira segunda hora após o consumo do 

composto. A maior parte de seus metabólitos é eliminada pela urina em até 24 horas 

depois da sua ingestão (SCHMIDT; GÖEN, 2016; IGIMI et al., 1974). Diversos estudos 

têm demonstrado que o D-limoneno apresenta baixa toxicidade em humanos e 

animais, sem promover mutagenicidade e/ou nefrotoxicidade (JIDONG,2007). O 

programa Americano de Toxicologia avaliou a toxicidade do D-limoneno em ratos e 

camundongos, testando doses diárias entre 0,4 e 6,6 g/Kg/dia, administrados em um 

período de cinco dias consecutivos durante três semanas e determinou doses 

inferiores a 1,6 g/Kg/dia como sendo seguras (JIDONG,2007). 

 

Figura 2 - Estrutura da molécula do D-limoneno. Desenhada utilizando Chem Sketch 

CH3

CH3 CH2

 

Fonte: Chem Sketch. 

 

1.6 EFEITOS DO D-LIMONENO NO METABOLISMO INTERMEDIÁRIO 

 

Em camundongos alimentados com dieta hiperlipídica e em ratos diabéticos 

(diabetes induzido por estreptozotocina), o D-limoneno foi capaz de diminuir a 

intolerância à glicose e as concentrações plasmáticas de triglicerídeos e colesterol 

LDL e aumentar a do colesterol HDL (SANTIAGO et al., 2012; BARTELT; HEEREN, 

2013). Ainda em modelo murino de obesidade induzida por dieta hiperlipídica, o D-

limoneno apresentou efeito hepatoprotetor normalizando a atividade das enzimas 

aspartato aminotransferase (AST), alanina transferase (ALT) e fosfatase alcalina 

(ALP) (LIN et al., 2019). Outro estudo realizado com ratos apresentou efeito 



 

22 
 

hepatoprotetor do D-limoneno e, neste caso, os animais inalaram óleo essencial de 

laranja e obtiveram redução plasmática de triglicerídeos, colesterol e menor expressão 

gênica de acetil-CoA carboxilase (ACC) e Citocromo P450 2E1 (CYP2E1) (WANG,et 

al.,2021). A suplementação com D-limoneno aumentou a concentração de 

antioxidantes como a vitamina C e E, ao mesmo tempo em que diminuiu a 

concentração de lipídios oxidados na circulação. O D-limoneno também diminuiu o 

acúmulo de lipídios no fígado, a hipertrofia de adipócitos e a pressão arterial em 

animais tratados com uma dieta hiperlipídica (SANTIAGO et al., 2012). Um estudo 

realizado com ratos Wistar com diabetes mellitus tipo I induzido por estreptozotocina 

que receberam D-limoneno oralmente relatou a prevenção da perda de peso induzida 

pelo diabetes, do aumento da glicemia e da concentração de HbA1c. Os animais 

tratados também apresentaram diminuição da atividade de enzimas gliconeogênicas, 

da concentração plasmática de insulina e aumento das atividades das enzimas 

antioxidantes, mostrando que o D-limoneno pode atuar como hipolipemiante, 

antidiabético e antioxidante (BACANLI et al., 2017). Segundo Lin et al.(2019), o óleo 

essencial de lima, rico em monoterpenos como o D-limoneno, y-terpineno e -pipeno, 

apresentou efeitos hipolipemiantes em ratos após oito semana de intervenção, com 

redução dos níveis séricos de colesterol total, triglicerídeos e LDL. O ácido perílico é 

um monoterpeno encontrado em diversos óleos essenciais como o de hortelã, cereja 

e lavanda, além de ser um dos principais metabólitos de D-limoneno gerado em 

mamíferos, e é um exemplo de monoterpeno com potencial bioativo (MUKHTAR; 

ADU-FRIMPONG; XU; YU, 2018). Ao ácido perílico, se atribuem a redução da 

concentração plasmática de colesterol LDL, VLDL e aumento de colesterol HDL em 

ratos com suplementação desse composto na ração (KHAN et al., 2019). 

O D-limoneno, assim como outros compostos da classe dos monoterpenos, 

pode desempenhar um papel na regulação do metabolismo de lipídios e glicose, 

apesar de seus mecanismos de ação ainda não serem completamente elucidados. 

Evidências sugerem que o D-limoneno estimula a β-oxidação de ácidos graxos e 

contribui para a diminuição das concentrações plasmáticas de lipídios, ao reduzir a 

disponibilidade do substrato para a síntese de triglicerídeos. O D-limoneno foi capaz 

de promover o processo de browning em adipócitos 3T3-L1, fazendo com que estes 

apresentassem metabolismo semelhante aos adipócitos marrons. Esse tipo de células 

apresenta alta densidade mitocondrial e altas taxas de beta-oxidação de ácidos 
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graxos devido à presença da Uncoupling Protein-1 (UCP-1), uma proteína presente 

na membrana mitocondrial interna, capaz de desacoplar o gradiente eletroquímico 

gerado na cadeia transportadora de elétrons, de forma a produzir calor e não ATP 

(LONE; YUN, 2016; TAN et al., 2016). Nessas células, o D-limoneno ativou receptores 

adrenérgicos β3 (β3-AR), estimulando a lipólise de triglicerídeos e o aumento do 

consumo de oxigênio, que são marcadores da ativação do tecido adiposo marrom 

(LONE; YUN, 2016). A ativação destes receptores estimula a função das proteínas 

PPARγ e C/EBPβ, que por sua vez ativam a expressão dos genes Pgc-1α, Ucp1 e 

Fgf21, modulando o processo de browning (SANTIAGO et al., 2012; BARTELT, 

HEEREN, 2013). O D-limoneno foi capaz de aumentar a expressão do gene da UCP1 

de forma dose-dependente, levando ao aumento da biogênese mitocondrial e 

oxidação de ácidos graxos pela produção de enzimas peroxissomais e mitocondriais 

envolvidas na β-oxidação de ácidos graxos como a Acil-CoA oxidase (ACO) e 

carnitina-palmitoiltransferase I (CPT1) (LONE; YUN, 2016). 

A indução de browning pelo D-limoneno em células em cultura e o estímulo da 

β-oxidação de ácidos graxos são resultados promissores que encorajam a 

investigação por efeitos similares em modelos in vivo. Se confirmado em modelos 

animais, o estímulo da β-oxidação de ácidos graxos pode ser um dos mecanismos 

pelos quais o D-limoneno atua na redução de lipídios plasmáticos, fortemente 

associados ao desenvolvimento da aterosclerose. Nesse contexto, buscou-se 

investigar um possível efeito do D-limoneno em relação ao metabolismo energético. 
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2 HIPÓTESE 

 

Duas hipóteses foram testadas nesse estudo: 

1) O D-limoneno promove melhora da dislipidemia em camundongos 

alimentados com dieta hiperlipídica, por estimular a oxidação de ácidos graxos em 

diferentes tecidos.  

2) O D-limoneno apresenta efeitos anti-inflamatórios que poderiam proteger o 

organismo contra a inflamação associada à obesidade, particularmente no fígado, um 

órgão bastante sensível ao acúmulo ectópico de lipídios. 

Se as hipóteses fossem confirmadas, o D-limoneno preveniria os efeitos da 

obesidade induzida por uma dieta hiperlipídica, promovendo a redução da inflamação, 

decorrente da obesidade.  
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3 OBJETIVOS 

 

3.1 OBJETIVO GERAL 

 

Investigar o efeito do D-limoneno em marcadores da β-oxidação de ácidos 

graxos em diferentes tecidos e avaliar a relação entre essa via e os efeitos 

hipolipemiantes e anti-inflamatórios do D-limoneno em camundongos C57/Bl6. 

 

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

1) Testar o papel protetor do D-limoneno contra a obesidade e o acúmulo de lipídios 

no fígado; 

2) Avaliar o efeito hipolipemiante do D-limoneno em um modelo de obesidade induzida 

por dieta hiperlipídica; 

3) Investigar o efeito anti-inflamatório do D-limoneno no tecido adiposo branco e 

fígado; 
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4 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

4.1 ESTUDO IN VIVO 

 

O estudo foi aprovado pela Comissão de Ética no Uso de Animais da FCF-USP 

(protocolo n°576) e foi conduzido no biotério de produção e experimentação da 

FCF/IQ-USP. 

Camundongos machos (C57Bl/6) com 11 semanas de idade foram distribuídos 

em quatro grupos experimentais com 10 animais por grupo, sendo que um grupo foi 

alimentado com uma dieta normolipídica de composição definida (AIN-93M) contendo 

10% das calorias em lipídios e os outros três grupos uma dieta hiperlipídica (60% das 

calorias em lipídios) (Tabela 1). Após uma semana de adaptação às dietas de 

composição definida (semana 0), um grupo continuou recebendo a dieta normolipídica 

e 3 grupos receberam a dieta hiperlipídica suplementada com 0, 0,1% ou 0,8% de D-

limoneno por sete semanas (semanas 1 – 7) (Figura 3). As quantidades de D-limoneno 

foram determinadas considerando o limiar de toxicidade (1,6 g/dia/kg) e as dosagens 

utilizadas em outros estudos. Considerando-se a ingestão alimentar, dose de 0,1% D-

limoneno corresponde à suplementação de 0,15 g/kg/dia e a dose de 0,8% à 1,3 

g/kg/dia.  A ficha técnica das rações administradas encontra-se nos Anexos 1 e 2. A 

ração normolipídica apresenta como principais nutrientes: amido de milho, caseína 

láctea, amido dextrinizado, sacarose e óleo de soja. A ração hiperlipidíca apresenta 

como principais ingredientes da composição: caseína láctea, amido dextrinizado, 

gordura animal, sacarose e óleo de soja.  

 

Tabela 1 - Composição em macronutrientes das rações utilizadas no estudo. 

 Ração normolipídica Ração hiperlipídica 

 g/ 100g Kcal% g/ 100g Kcal% 

Proteínas 13,4 14,7 23,5 18,4 

Carboidratos (exceto fibras) 68,9 75,7 27,3 21,3 

Lipídios 3,8 9,4 34,3 60,3 

Fonte: Dados da pesquisa. 
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Os animais foram mantidos em gaiolas individuais com enriquecimento 

ambiental, de forma a permitir o monitoramento acurado da ingestão alimentar ao 

longo de todo o protocolo experimental. O peso dos camundongos foi monitorado duas 

vezes por semana e a ração e água foram trocadas a cada dois dias. A eficiência 

energética (EE) foi calculada pela fórmula: EE = ganho de peso (g)/ ingestão 

energética (Kcal). Na sexta semana de tratamento, às 13:00 horas, foi realizado o 

Teste de Tolerância Oral a Glicose (OGTT). Seis horas antes do teste, os animais 

foram transferidos para caixas limpas, sem acesso à ração, mas com livre acesso à 

água. Amostras de sangue capilar para dosagem de glicemia foram coletadas por uma 

pequena incisão na extremidade da cauda dos animais e a glicemia foi aferida por 

glicosímetro portátil, nos tempos -10, 0, 10, 20, 30, 40, 60 e 90 minutos após a 

gavagem da solução de D-glicose a 20% (2g/Kg de peso corpóreo).  

O Teste de Tolerância a Insulina (ITT) foi realizado dois dias depois do OGTT 

na sexta semana do experimento. Assim como no OGTT, os animais foram 

transferidos para caixas limpas, sem acesso à ração, mas com livre acesso à água. 

Foi aplicado nos animais uma injeção intraperitoneal de insulina a 0,75 U/Kg. Nesse 

teste, a glicemia foi determinada nos tempos -10, 0, 7, 14, 21, 28 e 35 minutos após a 

injeção de insulina. 

Na sétima semana, realizou-se a eutanásia. A ração foi removida as 7:00 horas 

e a eutanásia ocorreu a partir das 13:00 horas, e foi realizada por exsanguinação 

(punção cardíaca) realizada sob anestesia por isoflurano para amostragem de plasma 

e tecidos (fígado, diferentes depósitos de tecido adiposo (epididimal, retroperitoneal, 

inguinal e marrom), que foram congelados imediatamente em nitrogênio líquido e 

armazenados a -80°C.  
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Figura 3 - Desenho experimental do estudo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: BioRender.com 

 

4.2 CARACTERIZAÇÃO DO ESTADO METABÓLICO 

 

4.2.1 Indicadores do metabolismo intermediário 

 

Amostras de plasma foram analisadas para a determinação de marcadores do 

metabolismo intermediário incluindo, triglicerídeos (TG), colesterol total (CT) e frações 

LDL e HDL, utilizando-se kits enzimáticos-colorimétricos e seguindo-se o protocolo 

preconizado pelo fabricante (Labtest, Lagoa Santa, MG, Brasil). A concentração 

plasmática de ácidos graxos não esterificados (NEFA) também foi determinada 

através de ensaio enzimático com kit colorimétrico (FUJIFILM WakoChemicals 

(Richmond VA, EUA).  

 

4.2.2 Determinação de lipídeos hepáticos 

 

As amostras de fígado foram congeladas em nitrogênio líquido e pulverizadas 

em moinho de esfera (Tissuelyser MM400, Retsch). Para quantificação de TG, CT e 



 

29 
 

NEFA no fígado, foram pesados ~150 mg da amostra pulverizada. Após adição de 

900 µL de uma mistura de clorofórmio/metanol (2:1) e homogeneização em vórtex por 

30 segundos, as amostras foram centrifugadas a 10.000 rpm por 15 segundos. O 

sobrenadante foi coletado e transferido para um novo tubo, no qual se repetiu o 

processo de extração. As fases inferiores de ambas as extrações foram combinadas 

e adicionou-se 250 µL de KCl 0,88%. Após centrifugação a 10.000 rpm por 5 minutos 

e descarte da fase superior, adicionou-se ao tubo 250 µL de metanol:água (1:1) e 

realizou-se uma centrifugação a 10.000 rpm por 5 minutos. A fase inferior contida no 

tubo foi evaporada sob fluxo de N2 e os resíduos (extrato lipídico) ressuspendidos com 

isopropanol no volume final de 500 µL. Esse protocolo foi adaptado de Hara e Radin 

(1978) e Zaret al. (2010). O conteúdo de TG, CT e NEFA do fígado foram 

determinados por métodos enzimáticos após extração dos analitos de interesse, 

utilizando-se os mesmos kits empregados para quantificação da concentração dos 

analitos no plasma, seguindo a metodologia descrita em Geillinger et al. (2014). 

 

4.3 EXPRESSÃO GÊNICA 

 

A expressão gênica de enzimas envolvidas na lipólise, β-oxidação, lipogênese, 

inflamação e atividade mitocondrial foi avaliada no fígado, tecido adiposo marrom 

(TAM), fígado e tecido adiposo epididimal (TAE) pela técnica de reação em cadeia da 

polimerase (PCR) em tempo real. 

Para a extração do RNAm, pesou-se aproximadamente 160mg de amostras de 

TAE, 30-50mg do TAM e 50mg de fígado, que foram homogeneizadas em reagente 

Trizol® (Thermo Fisher-Life technoogies) (500µL) usando um homogeneizador Turrax, 

IKA por 2 min. Em seguida, as amostras foram centrifugadas a 1.2000g por 5 min a 

4°C e o sobrenadante coletado cuidadosamente. Foi adicionado 100 µL de clorofórmio 

em cada amostra e foi feita homogeneização em vórtex. A centrifugação foi repetida 

e o sobrenadante transferido para novos tubos. Adicionou-se 700 µL de etanol 70% e 

as amostras foram levadas ao vórtex. As amostras foram transferidas para novos 

tubos de purificação de RNA (Pure Link RNA Spin Cartridges kit, Invitrogen, Thermo 

Fisher Scientific), conforme recomendações feitas pelo fabricante. A concentração de 

RNA obtido foi determinada usando o equipamento NanoDrop200 Spectrophotometer 

(Thermo FisherScientific, Massachusetts EUA).  



 

30 
 

Após essa etapa, foi realizada a conversão de RNAm em DNAc com a utilização 

do kit High Capacity cDNA Reverse Transcription (Thermo Fisher Scientific, 

Massachusetts EUA) e do termociclador (Applied Biosystems, Thermo Fisher 

Scientific, Massachusetts EUA). A partir do DNAc, foi feita a determinação da 

expressão gênica utilizando os alvos de interesse. Para isso, utilizou-se primers 

apropriados para cada gene (Tabela 2) e SYBR® Green Jump Start™ TaqReady Mix™ 

(Sigma Aldrich) no termociclador Step One Plus Real-Time PCR System (Applied 

Biosystems, Thermo Fisher Scientific, Massachusetts EUA). 

 

4.4 ENSAIO DE IMUNOABSORÇÃO ENZIMÁTICA PARA DOSAGEM DE 

CITOCINAS NO FÍGADO 

 

Proteínas foram extraídas de 30-50 mg de tecido hepático pulverizado usando 

um tampão lise (400 µL) (50 mM HEPES, NaCl 40 mM, NaF 50 mM, EDTA 2 mM, 

pirofosfato de sódio 10 mM, glicerofosfato de sódio 10 mM, ortovanadato de sódio 1,5 

mM, β-glicerofosfato de sódio 10 mM e um coquetel inibidor de protease (complete 

Mini, Roche)), e vortex de 15 segundos, sonificação por 5 minutos e vortex por 30 

segundos. Em seguida, foi feita centrifugação 15000 q por 20 min e foi coletado o 

sobrenadante. A concentração proteica dos extratos foi realizada usando o Kit Pierce 

BCA Protein Assay (Thermo Scientific, Rockford, EUA). Posteriormente, a 

concentração de citocinas pró-inflamatórias incluindo IL-6, TNF-α e MCP-1 foi 

determinada por kits comerciais (DuoSet ELISA®, R&D Systems), de acordo com as 

instruções do fabricante. 
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Tabela 2 - Genes cuja expressão foi avaliada e a sequência dos primers utilizados. 

GENE TECIDO SEQUÊNCIA FORWARD SEQUÊNCIAREVERSE 

PPAR-A TAM e fígado AGAGCCCCATCTGTCCTCTC ACTGGTAGTCTGCAAAACCAAA 

UCP1 TAM AGGCTTCCAGTACCATTAGGT CTGAGTGAGGCAAAGCTGATTT 

CPT1-A TAM CTCCGCCTGAGCCATGAAG CACCAGTGATGATGCCATTCT 

IL-6 TAE e fígado AGACGCATCTCAGCTGGTAAAG TGGGGGAGGATGTTTGGATG 

TNF-A TAEe fígado GGGCAGTTAGGCATGGGATG TACCTACGACGTGGGCTACAG 

F4/80 TAE e fígado GCCACGGGGCTATGGGATGC TCCCGTACCTGACGGTTGAGCA 

INF-Y Fígado TGCTGCTGATGGGAGGAGATG CACATTCGAGTGCTGTCTGGC 

JNK Fígado TCAGAAGCAGAAGCCCCACC ACGGCTGCCCTCTTATGACTC 

INOS2 Fígado TTCTCAGCCACCTTGGTGAAG ACTCCGTGGAGTGAACAAGACC 

FASN Fígado GGAGGTGGTGATAGCCGGTAT TGGGTAATCCATAGAGCCCAG 

GAPDH Fíg, TAE, TAM AGGTCGGTGTGAACGGATTTG TGTAGACCATGTAGTTGAGCT CA 

SREBP-1C Fígado GTGGAGACGCTTACCCCTC CCAAAGGATTGCAGGTCAGAC 

Fonte: dados da pesquisa. 

 

 

4.5 ANÁLISE DE DADOS 

 

A normalidade dos dados resultados da análise de expressão gênica e de 

marcadores plasmáticos do metabolismo foi avaliada utilizando o teste de Shapiro-

Wilk. Foi utilizado o teste de Análise de Variância (ANOVA) de uma via, com o pós-

teste de Tukey para verificar diferenças entre os grupos. Valores de p<0,05 foram 

aceitos para caracterizar diferenças entre os grupos. A análise de dados foi realizada 

pelo software GraphPadPrism versão 9. 
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

5.1 CARACTERIZAÇÃO FENOTÍPICA DO MODELO 

 

O modelo de obesidade induzida pela dieta produziu apenas parcialmente a 

resposta esperada em termos de adiposidade e ganho de massa corporal. Ao 

optarmos por alojar os animais de forma individual para controlar de forma mais 

acurada a ingestão alimentar e consequentemente, o consumo de D-limoneno, 

induzimos um viés no estudo, uma vez que a ingestão alimentar foi menor do que se 

os camundongos estivessem alojados em grupos, devido ao comportamento social da 

espécie que influencia seus hábitos alimentares. Essa foi uma decisão consciente 

que, entretanto, teve um impacto no desenvolvimento do fenótipo obeso.  

Apesar das limitações expostas acima, os animais do grupo HL apresentaram 

ganho de peso cerca de 3 vezes maior que os animais do grupo NL e a suplementação 

com D-limoneno induziu um efeito preventivo do ganho de peso (Figura 4). Os animais 

do grupo HL0.1% apresentaram ganho de peso e massa corporal final menor quando 

comparados com os animais do grupo HL (p=0,0007 e 0,049, respectivamente). Nos 

animais do grupo HL0.8%, a alta variabilidade interindividual da resposta impediu que 

o efeito da suplementação fosse observado, de forma que o ganho de peso 

apresentou um valor intermediário entre o grupo HL0.1% e o grupo HL e não houve 

diferença em comparação a este último grupo (Figura 4A e B). Em concordância com 

essas observações, VALERII et al. (2021) observaram diminuição do peso corporal 

em camundongos C57BL/6 alimentados com dieta hiperlipídica e suplementados com 

fibras enriquecidas de D-limoneno com dosagens de 30 e 60 mg/kg de peso corporal 

durante 12 semanas. No entanto, discrepâncias sobre a efetividade do D-limoneno no 

controle do peso corporal em obesidade têm sido relatadas. Um estudo com 

camundongos C57BL/6 com obesidade induzida por dieta hiperlipídica suplementada 

com 0,5% D-limoneno durante quatro semanas não observou diferenças significativas 

no peso corporal dos animais (JING et al., 2013). 

A diferença no ganho de peso induzida pela suplementação com D-limoneno 

foi devido à redução da eficiência energética observada nos grupos HL0.1% e 

HL0.8%, eliminando assim a hipótese que de o tratamento tenha reduzido a ingestão 

energética dos animais. Os animais do grupo HL apresentaram eficiência energética 
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5 vezes maior em comparação ao grupo NL e cerca de 35% maior em comparação 

aos grupos HL0.1% e HL0.8% (p<0,02) (Figura 4D). Os animais recebendo a ração 

hiperlipídica com ou sem suplementação de D-limoneno apresentaram uma ingestão 

energética similar durante o experimento, cerca de 12% maior que a ingestão dos 

animais do grupo NL (Figura 4C). O grupo alimentado com ração normolipídica 

apresentou menor ingestão energética comparado com os demais grupos 

 

Figura 4 -Características fenotípicas dos animais. 
A - Massa corporal final. B - Ganho de peso. C - Ingestão energética durante todo o período de 

tratamento (6 semanas). D - Eficiência energética. Dados apresentados como média e erro padrão da 
média. N = 8 – 10 animais/ grupo. 

 

Fonte: dados da pesquisa. 
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Os animais alimentados com ração hiperlipídica apresentaram maior 

percentual de tecido adiposo branco (epididimal, retroperitoneal e subcutâneo) em 

relação ao grupo NL. Os animais que receberam suplementação com D-limoneno a 

0,1% apresentaram menor acúmulo de tecido adiposo epididimal em comparação ao 

grupo HL, indicando um possível efeito anti-obesogênico do composto. Esse depósito 

de tecido adiposo apresentou massa 29% menor nos animais do grupo HL0.1% em 

comparação aos do grupo HL (p=0.038). Os depósitos de tecido adiposo 

retroperitoneal e subcutâneo tendem a apresentar menor massa no grupo HL0.1% em 

comparação ao grupo HL, porém sem significância estatística (Figura 5).  

 
Figura 5 - Indicadores de adiposidade. 

A –Massa do tecido adiposo epididimal. B –Massa do tecido adiposo retroperitoneal.C –Massa do 
tecido adiposo subcutâneo. D –Massa do tecido adiposo epididimal. E –Massa do fígado.A massa 

dos depósitos de tecido adiposo e fígado está apresentada em relação percentual à massa do animal. 
Dados apresentados como média e erro padrão da média. N = 8 – 10 animais/ grupo. 

 

Fonte: dados da pesquisa. 
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Ao contrário do observado nos depósitos de tecido adiposo branco, a massa 

de tecido adiposo marrom não foi modulada pelo conteúdo de lipídios da dieta e nem 

pela suplementação com D-limoneno (Figura 5D). 

Essa observação contraria a hipótese original do estudo, que pressupunha 

estímulo à atividade do tecido adiposo marrom, de acordo com os dados reportados 

por estudos independentes que reportaram indução de browning em células 3T3-L1 

tratadas com D-limoneno e aumento da atividade mitocondrial no tecido adiposo 

branco de camundongos tratados com D-limoneno (LONE; YUN, 2016). É possível 

que o tempo de tratamento adotado nesse estudo não tenha sido suficiente para 

induzir esse efeito. A suplementação com D-limoneno não induziu alteração da massa 

do fígado em relação ao peso corporal. 

 

5.2 HOMEOSTASE GLICÊMICA E METABOLISMO DE LIPÍDIOS 

 

O modelo de obesidade induzida pela dieta produziu o efeito esperado nos 

valores de glicemia de jejum. Observa-se que a concentração de glicose no início (t = 

-10 e 0 minutos) do OGTT e ITT é de 28% maior nos animais do grupo HL em 

comparação aos do grupo NL (p<0,0001). Apesar disso, o efeito da ração hiperlipídica 

na resposta glicêmica durante o OGTT e ITT foi bastante modesto. Não há diferenças 

na área incremental sob a curva (iAUC) da glicemia durante o OGTT entre os animais 

que receberam dietas hiperlipídica e os do grupo NL e tampouco se observam 

diferenças entre os grupos no decaimento da glicemia durante o ITT (Figura 6). Essas 

observações reforçam a hipótese de que é possível que o tempo de exposição à dieta 

hiperlipídica tenha sido muito curto para induzir as alterações metabólicas esperadas 

em função da obesidade induzida pela dieta. 

A administração de D-limoneno não afetou a tolerância à glicose (OGTT) nem 

a sensibilidade à insulina induzida (ITT). Essa observação é contrária aos achados de 

Jinget al. (2013) que descrevem efeitos hipoglicemiantes e estimulantes da 

sensibilidade à insulina em camundongos que receberam suplementação de 0,5% D-

limoneno com duração de 14 semanas. Outro estudo que avaliou o efeito antidiabético 

de um terpeno, foi o de Santos et al. (2022), que comparou a administração oral de β-

pipeno, um monoterpeno presente em diversas plantas medicinais e glibenclamida, 

um medicamento comumente utilizado para tratamento de diabetes mellitus. Nesse 
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caso, os autores observaram redução de glicemia em ratos machos Wistar. Acredita-

se que no presente estudo a falha do modelo dietético em induzir intolerância à glicose 

e insensibilidade à insulina possa ter mascarado os efeitos do D-limoneno. A 

suplementação com o monoterpeno não melhorou as respostas aos testes 

metabólicos uma vez que a ração hiperlipídica não induziu a deterioração da resposta 

metabólica. Apesar da ausência de resposta à suplementação com D-limoneno, 

durante o OGTT foi observado que no grupo HL0.1% houve uma tendência a menor 

valor máximo da concentração de glicose no sangue e um claro retardo na redução 

da glicemia após atingir o valor máximo em relação aos demais grupos. Observa-se 

que no grupo HL0.1%, a concentração máxima da glicose é mantida nos tempos 15 e 

30 minutos, ao contrário dos demais grupos, onde a glicemia passa a apresentar 

concentrações menores após o pico observado aos 15 minutos (Figura 6A). 
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Figura 6 -Indicadores de sensibilidade à insulina e tolerância à glicose. 
A – Glicemia durante o teste oral de tolerância a glicose (OGTT). B - Área sob a curva incremental da 

glicemia durante o OGTT.  C – Glicemia durante o teste de tolerância a insulina (ITT). Dados 
apresentados como média e erro padrão da média. N = 8 – 10 animais/ grupo. 

 

Fonte: dados da pesquisa. 

 

Considerando-se os marcadores plasmáticos de metabolismo lipídico, o 

modelo de obesidade induzida por dieta hiperlipídica produziu respostas pouco 

coerentes com resultados de outros estudos com o mesmo modelo, tornando difícil a 

sua interpretação. A revisão de Hegheset al. (2020) mostrou uma redução de LDL, 

triglicérides, colesterol total e aumento de HDL em sete estudos usando óleos 

essenciais, ricos em terpenos como tratamento. Também nesse caso temos a 

impressão de que não houve o estabelecimento de prejuízos ao metabolismo de 

lipídios induzidos pela dieta hiperlipídica. Talvez o tempo de exposição à dieta ou o 

alojamento dos camundongos individualmente tenham causado o desfecho 

observado. Os grupos HL e HL0.8% apresentaram valores de colesterolemia cerca de 

8 - 10% maiores em relação aos animais do grupo NL (p<0,02). Essa diferença não 

foi observada entre o grupo HL 0.1% e NL, sugerindo um efeito hipocolesterolemiante 

da suplementação nessa dosagem (Figura 7A). Não houve influência do teor de 
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lipídios da ração nas concentrações plasmáticas de colesterol nas LDL ou HDL e nas 

concentrações plasmáticas de triglicérides. Os animais HL0.8% apresentaram 

concentrações de NEFA cerca de 50% maiores em relação ao grupo HL, sendo esse 

um dado de difícil interpretação, podendo indicar aumento de lipólise no tecido 

adiposo (lipase hormônio sensível) ou a partir de lipoproteínas plasmáticas (lipase 

lipoproteica), ou menor captação de NEFA pelos tecidos. 

 

Figura 7 - Marcadores plasmáticos do metabolismo lipídico.  
A - Concentração plasmática de colesterol total. B - Concentração plasmática de colesterol em 

lipoproteínas de baixa densidade (LDL). C - Concentração plasmática de colesterol em lipoproteínas 
de alta densidade (HLD). D – Concentração plasmática de triglicérides. E - Concentração plasmática 

de ácidos graxos não esterificados (NEFA). Dados apresentados como média e erro padrão da 
média. N = 7– 8 
 animais/ grupo. 

 

Fonte: dados da pesquisa. 
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5.3 ESTEATOSE HEPÁTICA 

 

Os animais do grupo HL não apresentaram maior conteúdo hepático de NEFA, 

triglicérides e colesterol em relação aos animais do grupo NL, apesar de uma 

tendência para essas diferenças. O contrário era esperado no modelo de obesidade 

induzida por dieta hiperlipídica utilizado no estudo. Nesses parâmetros, novamente se 

vê que o modelo não induziu plenamente o fenótipo esperado. Os animais do grupo 

HL0.8% apresentaram conteúdo hepático de NEFA cerca de 60% menor em relação 

ao grupo HL (p=0,0032), o que chama a atenção devido ao aumento de NEFA no 

plasma dos animais do grupo HL0.8% (Figuras 7E e 8A). Já os animais do grupo 

HL0.1% apresentaram 20% menos colesterol no fígado em relação ao grupo HL 

(Figura 8C). O conteúdo de triglicérides não apresentou diferenças induzidas pelo teor 

de lipídios da ração ou pela suplementação com D-limoneno, apesar da tendência 

para maior acúmulo hepático de triglicérides no grupo HL em relação ao NL e de um 

efeito do D-limoneno na redução do conteúdo hepático de triglicérides – efeitos não 

confirmados pela análise estatística (Figura 8B). 

A expressão gênica dos fatores de transcrição PPAR-α e SREBP-1 foi 

aumentada no fígado dos animais do grupo HL em relação aos do grupo NL, sendo 

que a suplementação com D-limoneno reverteu esse aumento (Figura 8D e E). Como 

esperado, a expressão da enzima ácido graxo sintase (FASN) foi inibida no fígado dos 

animais que receberam ração hiperlipídica, mas a suplementação com D-limoneno 

não induziu efeitos adicionais (Figura 8F). Um estudo realizado com camundongos 

transgênicos na apolipoproteina E2 (APOE2) investigou os efeitos hipolipemiantes do 

óleo essencial de Melissa officinalis, naturalmente rico nos terpenos β-pineno e D-

limoneno, relatando redução dos triglicérides plasmáticos, por redução na 

translocação de SREBP-1 ao núcleo e da expressão gênica da FASN, o que gerou a 

diminuição da síntese de ácidos graxos hepáticos (JUN et al., 2012). 
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Figura 8 - Marcadores de esteatose hepática. 
A – Conteúdo de ácidos graxos não esterificados (NEFA) no fígado. B – Conteúdo de triglicérides no 

fígado. C – Conteúdo de colesterol no fígado. D – Expressão de PPAR-α no fígado. E – Expressão de 
SREBP-1 no fígado. F – Expressão da ácido graxo sintase (FASN) no fígado. Dados apresentados 
como média e erro padrão da média. N = 5 - 7. Os dados de expressão gênica foram normalizados 

pela expressão de gapdh e normalizados pela sua conversão a logaritmo animais/ grupo. 

 

 

Fonte: dados da pesquisa. 

 

5.4 INFLAMAÇÃO HEPÁTICA E NO TECIDO ADIPOSO 

 

Um dos efeitos clássicos descrito em diversos estudos e revisões, atribuídos 

ao D-limoneno e outros monoterpenos é a atenuação da inflamação (VIEIRA et al., 

2018; ANANDAKUMAR; KAMARAJ; VANITHA, 2021). No presente estudo, a ração 

hiperlipídica induziu um aumento no conteúdo hepático das citocinas pró-inflamatórias 

TNFα e IL-6 (tendência não confirmada pelo teste estatístico), conforme é esperado 

nesse modelo. Foi observado que a suplementação com D-limoneno em ambas as 

doses avaliadas inibiu esse aumento sem alterar o conteúdo hepático da citocina 

MCP-1 (Figura 9).  No estudo realizado por Amini, Asle-Rousta e Aghazadeh (2020), 

E 
D 
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o limoneno impediu o aumento de TNF-α, IL-6, IL-1β e NF-kB no parênquima hepático 

de ratos machos expostos a imobilização crônica. Rufino et al. (2015) avaliaram o 

efeito do limoneno na osteoartrite e demonstraram que o limoneno inibe o aumento 

de óxido nítrico induzido por IL-1β, caracterizando o efeito anti-inflamatório. No 

presente estudo, quando analisamos a expressão gênica das citocinas TNFα e INFγ, 

observa-se que os animais do grupo HL0.1% apresentam menores valores em 

comparação ao grupo HL (p<0,05), sem que a expressão de JNK e iNOS fosse 

alterada pela suplementação (Figura 10). Destacamos que o teor de lipídios da dieta 

não alterou a expressão gênica dos marcadores inflamatórios avaliados. 

 

Figura 9 - Marcadores de inflamação hepática dosagem proteica. 
A – Conteúdo de TNF-α. B – Conteúdo de IL-6. C – Conteúdo de MCP-1. Dados apresentados como 

média e erro padrão da média. N = 5 - 7 animais/ grupo, análise realizada por ensaio de 
imunoabsorção enzimática. 

 

Fonte: dados da pesquisa. 
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Figura 10 - Marcadores de inflamação hepática expressão gênica.  
A – Expressão gênica de TNF-α. B – Expressão gênica de INF-γ. C – Expressão gênica de JNK. D – 
Expressão gênica de iNOS. Dados apresentados como média e erro padrão da média. N = 5 animais/ 
grupo. Os dados de expressão gênica foram normalizados pela expressão de gapdh e normalizados 

pela sua conversão a logaritmo. 

 

Fonte: dados da pesquisa. 

 

Os indícios de atividade anti-inflamatória do D-limoneno observados no fígado 

não foram encontrados no tecido adiposo epididimal. A expressão das citocinas pró-

inflamatórias TNF-α e IL-6 não foram alteradas no tecido adiposo pela suplementação 

com D-limoneno (Figura 11). Tampouco foi observado alteração na expressão gênica 

de F4/80 no tecido adiposo, que é utilizada como marcador de infiltração macrofágica 

no tecido. À semelhança de outros marcadores, também no caso desses genes não 

foram observados efeitos do teor de lipídios da ração, indicando que o modelo de 

obesidade induzida pela dieta não se manifestou plenamente. 
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Figura 11 - Marcadores de inflamação no tecido adiposo epididimal.  
A – Expressão gênica de TNF-α. B – Expressão gênica de F4/80. C – Expressão gênica de IL-6. 
Dados apresentados como média e erro padrão da média. N = 4 - 6 animais/ grupo. Os dados de 

expressão gênica foram normalizados pela expressão de gapdh e normalizados pela sua conversão a 
logaritmo. 

 

Fonte: dados da pesquisa. 

 

5.5 MARCADORES DE TERMOGÊNESE NO TECIDO ADIPOSO MARROM 

 

Contrariando uma das hipóteses que motivou esse estudo, não foram 

observadas diferenças na expressão gênica de marcadores de termogênese no tecido 

adiposo marrom em nenhum dos grupos. Nem o teor de lipídios da ração e tampouco 

a suplementação com D-limoneno induziram alterações na expressão de PPARα, 

UCP1 e CPT1 (Figura 11). 

 

Figura 12 - Marcadores de atividade termogênica no tecido adiposo marrom. 
A – Expressão gênica de PPAR-α. B – Expressão gênica de UCP-1. C – Expressão gênica de CPT-
1α. Dados apresentados como média e erro padrão da média. N = 6 animais/ grupo. Os dados de 

expressão gênica foram normalizados pela expressão de gapdh e normalizados pela sua conversão a 
logaritmo. 

 

Fonte: dados da pesquisa. 
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6 CONCLUSÃO 

 

Os resultados apresentados nessa dissertação indicam que o D-limoneno pode 

ter um efeito modulatório do metabolismo energético, sem que haja um efeito dose-

dependente. Essa conclusão está baseada no menor ganho de peso, eficiência 

energética e acúmulo de tecido adiposo branco nos animais do grupo HL0.1% em 

relação aos que receberam ração hiperlipídica sem suplementação. Também foram 

observados claros indícios da atividade anti-inflamatória do monoterpeno, 

particularmente ao observar o conteúdo e a expressão gênica de marcadores 

inflamatórios no fígado dos animais que receberam a suplementação com D-limoneno, 

sem que houvesse efeito anti-inflamatório no tecido adiposo branco. 

Os resultados descritos acima foram apesar dos problemas associados ao 

modelo experimental que impactaram o pleno desenvolvimento do fenótipo associado 

à obesidade induzida pela dieta hiperlipídica. A decisão de alojar os animais 

individualmente - para controlar com precisão a ingestão de D-limoneno - certamente 

diminuiu a ingestão alimentar e o ganho de peso, uma vez que os animais aumentam 

a ingestão energética quando alojados em grupo. É possível que a idade dos animais 

no início do protocolo (11 semanas), tenha atrapalhado o desenvolvimento da 

obesidade, uma vez que animais mais jovens, seriam mais suscetíveis à obesidade 

nesse modelo. Também é possível que o tempo de exposição à ração hiperlipídica 

tenha sido muito curto, não permitindo que marcadores clássicos do modelo de 

obesidade como esteatose hepática, inflamação e dislipidemia se estabelecessem, 

deixando pouca margem para que os efeitos do D-limoneno fossem observados. 

Apesar dos problemas, o trabalho trouxe novos conhecimentos e os dados 

obtidos reforçam a necessidade de mais estudos com o D-limoneno e outros 

monoterpenos, dado o potencial desse composto para a modulação do metabolismo 

energético e inflamação. 
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ANEXO 1 – ROTULAGEM DA RAÇÃO NORMOLIPIDICA USADA DURANTE O 

ESTUDO. DESCRIÇÃO DA COMPOSIÇÃO DIETÉTICA 
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ANEXO 2 - ROTULAGEM DA RAÇÃO HIPERLIPIDICA USADA DURANTE O 

ESTUDO. DESCRIÇÃO DA COMPOSIÇÃO DIETÉTICA. 

 

 


