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Autor: Vinícius Tejada Nunes 
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A doença hepática gordurosa não alcoólica (DHGNA) é a causa mais comum de dano 

hepático no mundo ocidental e considerada um problema de saúde pública. Dentre os fatores 
de risco mais frequentes para o desenvolvimento e progressão desta patologia estão a 
obesidade visceral, dislipidemia, resistência à insulina e o diabetes mellitus tipo 2. A 

fisiopatologia da DHGNA não está completamente elucidada, entretanto, sabe-se que há o 
envolvimento do estresse oxidativo, uma vez que, causa inflamação de baixo grau. Como não 

existe tratamento farmacológico para controle desta doença, o uso de plantas medicinais que 
possuem compostos bioativos pode ser uma alternativa promissora.  Os frutos do pomelo 
(Citrus maxima) têm apresentado atividades benéficas para o organismo, sendo essas 

atividades atribuídas à presença de compostos fitoquímicos. Assim, este estudo teve como 
objetivo investigar o efeito do extrato da polpa do fruto do pomelo (Citrus maxima) sobre 

alterações bioquímicas, inflamatórias, antioxidantes e histológicas em ratos com DHGNA. 
Foram utilizados 40 ratos Wistar machos distribuídos em quatro grupos: (1) grupo controle; 
(2) frutose associada à dieta rica em gordura - FHD; (3): dieta normal + extrato de pomelo (50 

mg/kg) e (4): FHD + extrato de pomelo. Uma melhora significativa no perfil lipídico, função 
hepática e renal, inflamatória, marcadores de estresse oxidativo e defesas antioxidantes foram 

identificadas no grupo 4 em relação ao grupo 2. Além disso, uma diminuição dos 
triglicerídeos e colesterol hepático e nas gotículas de gordura no tecido hepático foram 
observados no grupo 4 se comparado ao grupo 2. Esses resultados destacam que o extrato de 

da polpa do pomelo pode ser útil para evitar a progressão de DHGNA.  
 

Palavras-chave: pomelo, doença hepática gordurosa não alcoólica, parâmetros bioquímicos, 

obesidade, estresse oxidativo.  
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EFFECTS OF POMELO PULP (Citrus maxima) ON CHANGES CAUSED BY NON-

ALCOHOLIC FATTY LIVER DISEASE AND OBESITY: TRANSLATIONAL 

STUDY IN RATS AND HUMANS 

 

Author: Vinícius Tejada Nunes 

Advisor: Cristiane Casagrande Denardin 

Date and Place of  Defense: Uruguaiana, October, 20, 2023. 

 

Non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD) is the most common cause of liver damage in the 

western world and is considered a public health problem. Among the most frequent risk 

factors for the development and progression of this pathology are visceral obesity, 

dyslipidemia, insulin resistance and type 2 diabetes mellitus. Oxidative stress, as it, causes 

low-grade inflammation. As there is no pharmacological treatment to control this disease, the 

use of medicinal plants that have bioactive compounds can be a promising alternative. The 

pomelo fruits (Citrus maxima) have shown beneficial activities for the body, these activities 

being attributed to the presence of phytochemical compounds. Thus, this study aimed to 

investigate the effect of pomelo fruit pulp extract (Citrus maxima) on biochemical, 

inflammatory, antioxidant and histological changes in rats with NAFLD. Forty male Wistar 

rats divided into four groups were used: (1) control group; (2) fructose associated with high-

fat diet - DHF; (3): normal diet + grapefruit extract (50 mg/kg) and (4): FHD + grapefruit 

extract. A significant improvement in lipid profile, liver and kidney function, inflammation, 

oxidative stress markers and antioxidant defenses was identified in group 4 compared to 

group 2. In addition, a decrease in hepatic triglycerides and cholesterol and in fat droplets in 

hepatic tissue were observed in group 4 compared to group 2. These results highlight that 

pomelo pulp extract may be useful to prevent the progression of NAFLD.  

Keywords: pummelo, non-alcoholic fatty liver disease, biochemical parameters. 

Inflammatory markers, oxidative stress.  
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APRESENTAÇÃO 

 

A presente tese foi dividida em três partes principais. Na parte I encontram-se a 

INTRODUÇÃO, o REFERENCIAL TEÓRICO e os OBJETIVOS. As seções 

MATERIAL E MÉTODOS, RESULTADOS e DISCUSSÃO e as respectivas 

REFERÊNCIAS estão apresentadas sob a forma de um artigo e um manuscrito, os quais 

compõem a parte II deste trabalho e representam a íntegra deste estudo. As seções 

CONSIDERAÇÕES FINAIS, PERSPECTIVAS e REFERÊNCIAS encontram-se na parte III 

desta tese, sendo que as referências referem-se somente às citações utilizadas na introdução e nos 

conceitos gerais e revisão da literatura da mesma. 
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PARTE I 

1. INTRODUÇÃO 

Muitos estudos têm relacionado os malefícios que o consumo excessivo de dietas ricas 

em sódio, gordura e açúcar tem provocado na saúde da população mundial. Acompanhada 

pelo crescimento da prevalência da obesidade no mundo, as doenças associadas a ela também 

estão em crescimento (WHO, 2019), dentre elas, a Doença Hepática Gordurosa não Alcoólica 

(DHGNA), uma das causas mais comum de doença hepática crônica nos países ocidentais. A 

DHGNA é um espectro de alterações hepáticas que inclui desde simples esteatose podendo 

evoluir para esteatohepatite não alcoólica, cirrose e carcinoma hepatocelular (CHALASANI 

et al., 2012; NOUREDDIN & RINELLA, 2015). 

A esteatose hepática (EH), o primeiro estágio da DHGNA, origina-se de um 

descontrole entre a síntese, metabolização e remoção de lipídios, principalmente os 

triglicerídeos, resultando no acúmulo deles nos hepatócitos. Isoladamente, o acúmulo de 

lipídios nas células hepáticas é uma condição benigna, reversível e assintomática, no entanto, 

se os fatores responsáveis por essa desordem progredirem e as condições clínicas e genéticas 

do indivíduo forem favoráveis, poderá ocorrer evolução para estágios subsequentes como 

esteatohepatite e cirrose. A esteatohepatite, diferentemente da esteatose, apresenta alto risco 

de mortalidade relacionada à doença hepática, tais como as mortes por cirrose e carcinoma 

hepatocelular. A patogenia da doença não está completamente elucidada, mas há evidências 

que a obesidade associada à Síndrome Metabólica (SM) e o Estresse Oxidativo (EO) estão 

diretamente associados ao aparecimento e a progressão da doença (NOUREDDIN & 

RINELLA, 2015). 

A presença de esteatose é observada, muitas vezes, em exames de rotina, como nas 

ultrassonografias. No entanto, para determinar a etiologia da doença hepática e o grau de 

progressão da mesma é necessário observar a presença de fatores preditivos (alcoolismo, SM, 

Resistência à Insulina (RI), obesidade, Diabetes mellitus 2 (DM2) e dislipidemias), as 

manifestações clínicas, os exames laboratoriais e realizar, quando necessário, biópsia hepática 

(COTRIM et al., 2016). A biópsia é padrão ouro para o diagnóstico definitivo das doenças 

hepáticas, possibilitando a diferenciação entre esteatose e esteatohepatite. No entanto, ela não 

é recomendada para todos os casos e apresenta desvantagens como riscos de complicações e 

custo elevado. Dessa forma, a suspeita clínica pode basear-se na presença de fatores 
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preditivos associados a exames de imagem sugestivos de infiltração gordurosa hepática e 

demais exames laboratoriais, como a determinação dos marcadores de lesão e função hepática 

(CHALASANI et al., 2012; QUIROGA et al, 2013). 

Para o tratamento, recomenda-se o controle de fatores de risco, se necessário com 

fármacos específicos, e mudanças no estilo de vida. Dentre os medicamentos que promovem 

melhora na doença hepática estão os sensibilizadores de insulina, antilipêmicos, citoprotetores 

e antioxidantes. Deve-se salientar que nem todos os pacientes com DHGNA podem fazer uso 

dessas substâncias. Devido a isso, vários estudos têm sido realizados na busca por novas 

substâncias que possam ser utilizadas no tratamento dessa doença. Tendo em vista que esta 

patologia, assim como muitas outras, tem o estresse oxidativo envolvido na sua patogênese, a 

busca por substâncias antioxidantes presentes em plantas e frutos é um caminho promissor 

para o tratamento da DHGNA (SAKAGUCHI et al., 2011; PARK et al., 2015). 

Neste contexto, algumas plantas frutíferas do gênero Citrus, família Rutaceae, além de 

serem amplamente distribuídas e consumidas no mundo todo, têm sido pesquisas devido às 

suas propriedades terapêuticas relatadas pelo uso popular. O potencial terapêutico tem sido 

relacionado à presença de substâncias ativas, muitas delas com propriedades antioxidantes, 

oriundas do metabolismo secundário, como os compostos fenólicos (DI MAJO et al., 2005). 

A Citrus maxima (Burm) Merr, originada do Sudeste Asiático é cultivada em regiões tropicais 

e subtropicais, é umas das espécies de Citrus que tem mostrado potencial terapêutico, além do 

nutricional. Os frutos, conhecidos popularmente como pomelo, são os maiores frutos dentre o 

gênero e são utilizados pela população para tratar tosse, febre, epilepsia, distúrbios 

gastrointestinais e cardíacos (VIJAYLAKSHMI & RADHA, 2015). Suas folhas e frutos, 

usados popularmente para tratar epilepsia, convulsões, hemorragias e úlceras, apresentam 

compostos fitoquímicos, alguns com propriedades antioxidantes, que conferem propriedade 

anticancerígena, anti-inflamatória, antimicrobiana e hepatoprotetora (SINGH et al, 2010). 

Trabalhos com os frutos do pomelo em modelo de DHGNA são escassos na literatura 

consultada e em pacientes com obesidade são inexistentes. Assim, baseado no exposto acima, 

este trabalho pretende avaliar os efeitos da suplementação do extrato aquoso da polpa do 

pomelo (Citrus maxima) em ratos wistar com DHGNA e a atividade antioxidante in vitro do 

extrato em células do sangue periférico de pacientes obesos. 
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2. REFERENCIAL TEÓRICO 

2.1 Doença Hepática Gordurosa não Alcoólica (DHGNA) e fatores de risco 

  A DHGNA engloba um amplo espectro de alterações danosas ao fígado, variando de 

uma esteatose hepática simples (acúmulo de lipídeos nos hepatócitos) a esteatohepatite, 

cirrose e carcinoma hepatocelular (ANGULO, 2002). De etiologia variada, excluindo o 

consumo excessivo de álcool, a DHGNA aumenta o risco de morte relacionado a doenças 

cardiovasculares e hepáticas (CHALASANI et al., 2012, JOSHI-BARVE et al., 2015). 

 Dentre os fatores de risco mais frequentes para o desenvolvimento e progressão desta 

patologia estão a obesidade visceral, dislipidemia, resistência à insulina (RI) e o diabetes 

mellitus tipo 2. Por estar tão frequentemente ligada aos componentes da síndrome metabólica, 

a DHGNA tem sido considerada sua manifestação hepática (KIM et al., 2016). No Brasil, 

segundo levantamento realizado em 2019 pelo Ministério da Saúde, estima-se que 55,7% da 

população está acima do peso e que 20% já apresenta algum grau de obesidade. Ainda, o 

estudo revela que o excesso de peso está presente em 57,8% dos homens e em 54% das 

mulheres, sendo que, no sexo feminino a obesidade apresentou maiores taxas (20,7% contra 

18,7% no sexo masculino). Outros fatores de risco associado a DHGNA são o uso de 

medicação esteatogênica, esteróides anabolizantes, toxinas ambientais, o hipotireoidismo, a 

síndrome da apneia do sono, a síndrome dos ovários policísticos e a cirurgia para o tratamento 

de obesidade mórbida (Bypass Jejuno-Ileal) (ARMSTRONG et al., 2014). 

A EH, o primeiro estágio da doença, caracteriza-se histologicamente pelo acúmulo de 

gordura no fígado, principalmente triglicerídeos, em quantidade que excede 5% do peso do 

órgão. A deposição desses lipídeos nos hepatócitos pode ser microvesicular, com pequenos e 

numerosos vacúolos mantendo-se o núcleo no centro da célula, ou macrovesicular, 

caracterizada pela presença de um único e volumoso vacúolo de gordura com deslocamento 

do núcleo para a periferia da célula. A esteatose microvesicular geralmente é uma condição 

aguda e não está restrita somente ao tecido hepático, podendo estar presente em outros órgãos, 

o que a torna mais importante clinicamente. A presença de esteatose macrovesicular 

geralmente é mais comum na DHGNA e, se acompanhada de demais alterações hepáticas, 

pode levar ao desenvolvimento de formas mais graves da doença como a esteatohepatite 

(TANDRA et al., 2011). 
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O termo esteatohepatite não alcoólica foi introduzido por Ludwig e colaboradores 

(1980) para definir alterações histológicas muito semelhantes às observadas na hepatite 

alcoólica, porém em pacientes que não consumiam álcool. A esteatohepatite é definida 

histologicamente pela presença de esteatose hepática, inflamação e lesão celular com ou sem 

fibrose e, diferentemente da esteatose, apresenta maior potencial evolutivo para quadros mais 

graves da doença como fibrose hepática, cirrose e carcinoma hepatocelular (FARREL et al., 

2012). 

2.1.1 Prevalência da DHGNA 

A DHGNA é considerada uma das causas mais comuns de doença hepática crônica, no 

mundo ocidental, sendo reconhecida como causa importante para o crescimento da morbidade 

e mortalidade relacionada à alteração metabólica (SANYAL, 2002). A verdadeira prevalência 

mundial de DHGNA é ainda desconhecida, embora alguns estudos apresentem valores entre 

2,8% a 46%, sofrendo variações conforme as casuísticas e metodologia utilizada para o 

diagnóstico (CLARK, 2006; WILLIAMS et al., 2011). Em populações de risco, como obesos 

e diabéticos, variam  de 57,5 a 74,5% e 21 a 78%,respectivamente, (VERNON et al., 2011). 

No Brasil, um estudo multicêntrico realizado pela Sociedade Brasileira de Hepatologia 

(2019) com 1480 pacientes de diversas regiões do país mostrou que o sobrepeso (44,4%), a 

obesidade (49,7%), dislipidemia (60,8%), SM (43,3%) e diabetes mellitus (21,8%) foram os 

fatores de risco mais frequentes para o aparecimento de gordura no fígado. Observou-se que a 

maioria dos pacientes com DHGNA eram assintomáticos e que os homens eram os mais 

atingidos. No grupo de pacientes que sofreram biópsia hepática (437) verificou-se que 42% 

deles apresentavam esteatose e 58% esteatohepatite. Dos pacientes com esteatohepatite, 27% 

apresentavam fibrose, 15,4% cirrose e 0,7% carcinoma hepatocelular. 

Embora a maioria dos estudos epidemiológicos apresentem limitações, observam-se 

fatos semelhantes: a esteatose hepática e esteatohepatite ocorrem em todas as etnias, faixas 

etárias e afetam indivíduos não obesos e obesos, sendo que a prevalência aumenta com o 

aumento da idade, do peso corporal, com a presença de fatores de risco e afetam mais 

algumas etnias do que outras (KALIA & GAGLIO, 2016). 

 

 



19 
 

2.1.2 Fisiopatologia da DHGNA 

A patogenia da doença não está completamente elucidada e para tentar explicá-la 

vários modelos foram propostos sendo que o mais aceito atualmente é o modelo dos multiplos 

hits (BUZZETTI, PINZANI, TSOCHATZIS, 2016). Inicialmente, o modelo proposto por Day 

e James (1998) chamado de two hits foi o mais aceito para explicar a patogenia. Nesse 

modelo, que sugere a resistência à insulina como condição inicial para o desenvolvimento da 

doença, o primeiro passo (first hit) é o desenvolvimento da esteatose, onde a síndrome 

metabólica exerce um importante papel devido a RI, que desenvolve-se em decorrência do 

bloqueio do receptor de insulina nas células, prejudicando a entrada de glicose para o interior 

delas. Devido a isso, gera-se um estado de hiperinsulinemia compensatória e, visando 

obtenção de energia para as células, ocorre aumento da lipólise periférica e lipogênese 

hepática resultando em maior liberação de Ácidos Graxos Livres (AGL) para o fígado. A 

redução da oxidação dos AGL e da secreção de lipoproteína de muito baixa densidade 

(VLDL-Very Low Density Lipoprotein) também contribuem para infiltração gordurosa no 

tecido hepático, assim como o consumo de dietas hipercalóricas ricas em gordura saturada e 

carboidratos (frutose), (KOPPE, 2014). 

Na evolução para esteatohepatite, o segundo passo (second hit), a concentração 

aumentada de AGL nos hepatócitos associado à disfunção na cadeia respiratória, devido a 

alterações estruturais nas mitocôndrias, aumenta a produção das Espécies Reativas de 

Oxigênio (ERO) (DAY & JAMES, 1998; LOMONACO et al., 2013). Essas ERO em excesso 

promovem elevação da peroxidação lipídica das membranas, alteração na produção de 

citocina pró-inflamatórias e anti-inflamatórias e o consumo de enzimas e vitaminas 

antioxidantes do fígado, contribuindo para o estabelecimento do quadro inflamatório e de 

estresse oxidativo (BUECHLER et al., 2011). 

Após alguns anos, a hipótese levantada por Day e James (1998) foi revista e com base 

nisso foi desenvolvido o modelo dos múltiplos hits, onde a RI passa a ser o foco central no 

desenvolvimento da DHGNA (TILG & MOSCHEN, 2010; BUZZETTI, PINZANI, 

TSOCHATZIS, 2016). Nesse modelo, a RI torna as células hepáticas vulneráveis a outros 

fatores patogênicos, além daqueles citados pelo modelo two hits, tais como: a ação 

inflamatória de endotoxinas provenientes do desequilíbrio da microbiota intestinal, ativação 

de células estreladas hepáticas e disfunção mitocondrial (CARR et al., 2016). 
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Outros fatores relevantes na patogênese da doença e na sua progressão são as 

adipocinas (leptina, resistina e adiponectina) e as citocinas (Fator de Necrose Tumoral alfa 

(TNF-α), Interleucinas 6 (IL-6), Interleucina 8 (IL-8)) secretadas pelos adipócitos e/ou pelas 

células inflamatórias presentes no tecido adiposo. Além de participarem da cascata 

inflamatória, algumas dessas moléculas desempenham demais funções importantes na 

regulação da homeostase energética e na sensibilização dos tecidos a ação da insulina 

(STOJSAVLJEVIĆ et al., 2014). Embora muitos desses mediadores moleculares 

desempenhem um papel ativo no aparecimento e progressão da doença hepática, eles também 

podem auxiliar na regeneração do tecido hepático (SILVA, COLOMBO, SCHIAVON, 2014). 

A adiponectina é um das adipocinas que tem demonstrado efeitos significativos na 

proteção hepática e sua deficiência tem sido relatada como um fator de risco importante para 

o desenvolvimento de esteatose, esteatohepatite e outras formas de insultos hepáticas (WANG 

et al., 2009; SILVA, COLOMBO, SCHIAVON, 2014). Esse hormônio proteico é sintetizado 

exclusivamente pelo tecido adiposo, sendo sua expressão maior no tecido adiposo subcutâneo 

do que no visceral. Dentre os papéis importantes desempenhados por ela estão a regulação 

glicídica e lipídica do organismo. Além disso, estudos têm demonstrado a ação anti-

inflamatória, antiaterogênica e antifibrogênica da adiponectina. A ação anti-inflamatória 

atribuída a ela deve-se ao estímulo à secreção de Interleucina 10 (IL-10), que age bloqueando 

a ação de citocinas pró-inflamatórias como IL-6 e TNF-α. (LIHN et al., 2005, FINELLI & 

TARANTINO, 2013). Além disso, ela aumenta a oxidação de ácidos graxos no fígado e inibe 

a síntese de lipídios e de glicose hepática, podendo assim aumentar a sensibilidade à insulina 

e reduzir os níveis séricos de AGL. Já sua ação antifibrótica é atribuída à diminuição na 

ativação e proliferação das células estreladas hepáticas (TSOCHATZIS, 

PAPATHEODORIDIS, ARCHIMANDRITIS, 2006; PARK et al., 2015). Níveis reduzidos de 

adiponectina são observados em indivíduos obesos com ou sem RI associada, no DM2, na SM 

e na DHGNA (WANG et al, 2009; JUNG & CHOI, 2014). 

Embora os fatores patogênicos já citados possam contribuir para o aparecimento e 

progressão da doença, os fatores genéticos (polimorfismos de genes) e ambientais são 

importantes e, muitas vezes, determinantes na DHGNA (MOHANTY et al., 2009). 
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2.1.3 Manifestações Clínicas e Diagnóstico da DHGNA 

A maioria dos pacientes é assintomática, embora alguns relatem fadiga, desconforto ou 

dor na região do hipocôndrio direito. Mais de 50% dos pacientes apresentam hepatomegalia e 

níveis séricos das enzimas hepáticas normais. Quando alteradas, as enzimas 

aminotransaminases (Alanina Aminotransferase (ALT) e Aspartato Aminotransferase (AST)) 

encontram-se geralmente com níveis séricos de um a quatro vezes o limite da normalidade. 

Do mesmo modo, podem-se observar níveis elevados de Fosfatase Alcalina (FAL) e de 

Gamaglutamiltranferase (γ-GT). Diferentemente das AST e ALT, níveis elevados de γ-GT 

têm sido associados a quadros mais graves da doença (MCCULLOUGH, 2006; COTRIM et 

al., 2016). 

Embora não estejam entre os exames laboratoriais indicados, a avaliação dos 

marcadores inflamatórios pode ser útil para melhor avaliação do paciente. Estudo 

epidemiológico com diferentes grupos étnicos verificou que níveis reduzidos de adiponectina 

são um fator de risco independente para a DHGNA e demais disfunções do fígado (PAGANO 

et al., 2005, WANG et al., 2009, SAVVIDOU et al, 2016). Além disso, entre os pacientes 

com esteatohepatite, níveis menores desse hormônio estão relacionados a graus maiores de 

inflamação (WANG et al., 2009). 

O diagnóstico frequentemente é presuntivo e baseia-se na presença de esteatose 

hepática em exames de imagem (ultrassonografia, ressonância magnética) ou na elevação de 

enzimas hepáticas em pacientes com sobrepeso, obesos e/ou que apresentem fatores 

metabólicos de risco para o desenvolvimento da patologia. A biópsia hepática é padrão ouro 

para o diagnóstico definitivo da doença e sua diferenciação entre esteatose e esteatohepatite, 

no entanto por ser uma técnica invasiva e com riscos de complicações, não é recomendada em 

todos os casos. Além disso, na maioria dos casos, a biópsia não modifica a estratégia 

terapêutica, logo o diagnóstico pode basear-se na avaliação clínica, laboratorial e de imagem 

do paciente (CHALASANI et al., 2012). 

2.1.4 Tratamento da DHGNA 

          Por ser uma doença multifatorial e geralmente associada à obesidade, dislipidemia, 

SM e DM, o seu tratamento engloba mudanças no estilo de vida associado ou não à terapia 

medicamentosa. Dentre as recomendações não medicamentosas para o controle dessa 
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patologia estão a prática de atividades físicas regulares e o consumo de uma dieta equilibrada 

e saudável com baixo teor de carboidratos, principalmente em pacientes com sobrepeso ou 

com diferentes graus de obesidade (COTRIM et al., 2016). 

         Como não existe nenhum tratamento medicamentoso aprovado para a DHGNA 

baseado em evidências científicas, o tratamento farmacológico disponível visa controlar os 

fatores de risco metabólicos associados à doença hepática e a progressão da mesma 

(MALHOTRA & BEATON, 2015; WGO, 2012). Entre fármacos utilizados na DHGNA estão 

os sensibilizadores de insulina (metformina, glitazonas), antilipêmicos (estatinas), 

citoprotetores (ácido ursodesoxicólico) e antioxidantes (vitamina E) (EASL, EASD, EASO, 

2016). De acordo com o Consenso da Sociedade Brasileira de Hepatologia sobre DHGNA, o 

uso de metformina não é indicado como fármaco específico para o tratamento da doença, pois 

em estudos controlados não houve melhora histológica. Contudo, ela pode melhorar a 

resistência à insulina, os níveis de enzimas hepáticas e contribuir com o controle do peso dos 

pacientes. O cloridrato de pioglitazona é outro sensibilizador de insulina que pode ser 

utilizado nos casos de esteatohepatite comprovada por biópsia, assim como a vitamina E (800 

UI/dia). Quanto à estatina, ela pode ser usada no tratamento da dislipidemia em pacientes com 

esteatose e esteatohepatite. A utilização de medicamentos hepatoprotetores (silimarina, 

metionina) e de prebióticos e probióticos ainda não são recomendados por não apresentarem 

dados científicos conclusivos. A cirurgia bariátrica, mesmo não sendo um tratamento 

específico para a DHGNA, pode ser indicada para pacientes obesos graves (COTRIM et al., 

2016). 

Como os principais alvos da terapia são a RI e o estresse oxidativo (WGO, 2012), 

substâncias capazes de modular esses alvos são fortes candidatos para novos fármacos. Um 

alvo estudado é o hormônio adiponectina que se encontra reduzido na DHGNA e tem papel 

importante na sensibilização da insulina. Estudos com adiponectina recombinante em modelos 

de ratos obesos mostraram a redução da glicemia e melhora na RI nesses animais 

(YAMAUCHI et al., 2001). Em outro estudo, usando ratos alimentados com dieta com alto 

teor de gordura associada ao consumo de etanol e ratos obesos com esteatohepatite, 

observaram-se, em ambos os grupos, melhora da hepatomegalia, esteatose e nos níveis de 

ALT (XU et al., 2003). Logo, substâncias que aumentem a expressão gênica desse hormônio, 

assim como o seu conteúdo circulante, podem ser úteis no tratamento da doença hepática. Da 
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mesma forma, compostos com comprovada atividade antioxidante também devem ser 

avaliados como uma opção terapêutica para essa patologia (FEDERICO et al., 2014). 

2.2 Estresse oxidativo 

As reações bioquímicas que ocorrem no metabolismo das células, principalmente as de 

oxirredução, geram radicais livres (RL) que desempenham funções biológicas importantes.  O 

desequilíbrio entre a produção desses RL e as defesas antioxidantes leva ao dano oxidativo, 

que pode lesar biomoléculas como lípidos, proteínas e o ácido desoxirribonucleico (DNA) 

(VASCONCELOS et al., 2007). Isso ocorre devido à reatividade e a instabilidade química dos 

RL, que, na busca por equilíbrio, acabam interagindo com as estruturas celulares causando 

danos a elas, podendo resultar no desenvolvimento e/ou progressão de diversas doenças, 

como a DHGNA (SUMIDA et al., 2013). 

Quimicamente, os RL são átomos ou moléculas com um ou mais elétrons 

desemparelhados na sua órbita mais externa, tornando-os instáveis e reativos. Existem 

diversos tipos de radicais livres, sendo os derivados do metabolismo de oxigênio (Espécies 

Reativa de Oxigênio - ERO) e do nitrogênio (Espécie Reativa de Nitrogênio - ERN) os mais 

envolvidos em processos patológicos. Esses RL/ER apresentam características próprias, como 

diferentes tempos de meia-vida e reatividade das biomoléculas. Como a maioria das reações 

do organismo necessita de oxigênio, a formação de ERO é maior, sendo a espécie radicalar 

hidroxila (HO•) a mais danosa para as células, pois pode reagir e modificar qualquer estrutura 

celular, afetando enzimas, membranas ou ácidos nucléicos. Por causa de sua meia-vida muito 

curta e pelo fato do organismo não dispor de um sistema enzimático de defesa contra o radical 

hidroxila, sua inativação in vivo é muito difícil (HALLIWELL, 1991; HALLIWELL, 2006). 

As fontes de geração dessas moléculas podem ser endógenas e exógenas. Dentre as 

fontes endógenas destacam-se as mitocôndrias, peroxissomos, lipoxigenase, fosfato 

dinucleotídeo adenina nicotinamida (NADPH) - oxidase, xantina-oxidase, citocromo P450 e 

citocinas inflamatórias. Já as fontes exógenas são raios ultravioletas, radiação ionizante, 

quimioterápicos e xenobióticos (VASCONCELOS et al., 2007). 

A geração das ER pode ocorrer de diferentes formas. Na formação das principais 

ERO, sucessivas reações ocorrem, a partir da redução incompleta da molécula de oxigênio, 

culminando com a formação de água. Nesse processo, moléculas intermediárias são formadas 
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como o ânion superóxido (O2
-), altamente reativo, e o peróxido de hidrogênio (H2O2), 

catalisado pela enzima superóxido dismutase (SOD). O radical hidroxila (•OH) pode ser 

formado a partir do peróxido de hidrogênio, na reação de Haber-Weiss, ou a partir do radical 

superóxido e na presença de metais de transição (Cu+ ou Fe2+ ), via reação de Fenton. Pelo 

fato do ferro ser o metal em maior quantidade no organismo, ele está mais apto a catalisar as 

reações de oxidação das biomoléculas (HALLIWELL, 1991; HALLIWELL, 2006). 

O oxigênio singlete (1O2*) é outra ERO altamente reativa e é gerada a partir do 

oxigênio molecular por ganho de energia. Essa espécie reage com várias moléculas 

biológicas, incluindo lipídeos da membrana, iniciando processos de peroxidação lipídica e 

produzindo os radicais Peroxila (RO2•) e Alcoxila (RO•). Aminoácidos e peptídeos também 

são alvos do oxigênio singlete (VASCONCELOS et al., 2007). 

Dentre as ERN, o óxido nítrico (NO•) reage facilmente com o oxigênio, superóxido e 

com metais de transição. A síntese dessa molécula é realizada a partir da transformação do 

aminoácido semi-essencial L-arginina em L-citrulina e NO•, por intermédio da enzima óxido 

nítrico sintetase (NOS) e de cofatores (oxigênio e NADPH), sendo produzida pelas células 

nervosas, epiteliais, endoteliais e inflamatórias. Dentre as funções biológicas desempenhadas 

por esse radical está a regulação da vasodilatação e do tônus muscular, atividade citotóxica e 

modulação de reações inflamatórias e anti-inflamatórias. A reação do óxido nítrico com 

superóxido gera o peroxinitrito (ONOO−), um composto altamente oxidante e com tempo de 

meia-vida curto, podendo lesar lipídeos, proteínas e o DNA. A decomposição do peroxinitrito 

pode produzir radicais hidroxila, mesmo sem a presença de metais de transição  

(VASCONCELOS et al., 2007; PISOSCHI & POP, 2015). 

2.3 Defesas Antioxidantes enzimáticas e não-enzimáticas 

As células encontram-se protegidas contra os danos provocados pelo RL/ER através 

das defesas antioxidantes, que podem ser endógenas (compostos biológicos e enzimas) ou 

exógenas (ácido ascórbico, carotenoides, compostos fenólicos, dentre outros), além dos 

mecanismos de reparo celular. Os antioxidantes possuem diferentes mecanismos de ação, 

sendo os mais comuns: inibição da geração de RL/ER, habilidade redutora, capacidade de 

quelar metais, atividade de enzima antioxidante, capacidade de inibir enzimas oxidantes e 

aumento da geração de antioxidantes endógenos (RAHMAN, 2007; ASLANI & GHOBADI, 

2016). 
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O primeiro sistema a agir é o enzimático que inclui as enzimas superóxido dismutase 

(SOD), catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPx). A SOD é uma das principais enzimas 

intracelulares, pois catalisa a dismutação do radical superóxido (O2-), o mais deletério e 

abundante, a peróxido de hidrogênio e oxigênio molecular. Essa metaloenzima possui três 

isoformas presentes no organismo (superóxido extracelular dismutase (EC-SOD), superóxido 

cobre-zinco-dismutase (CuZn-SOD) e superóxido manganês dismutase (Mn-SOD), variando 

quanto à localização nas células, o tipo e número de subunidades de aminoácidos, a natureza 

do metal ligado a ela e dos cofatores (ASLANI & GHOBADI, 2016). 

A enzima CAT é formada por quatro subunidades de proteína, cada uma contendo um 

grupo heme (Fe+2 Protoporfirina) e uma molécula de NADPH e está presente em todos os 

tecidos, sendo sua atividade maior no tecido hepático e nos eritrócitos. Nas células, essa 

enzima está localizada principalmente nos peroxissomas e nas mitocôndrias e reage com 

peróxido de hidrogênio, na presença de ferro, convertendo-o em oxigênio e água ( 

VASCONCELOS et al., 2007).  

A GPx também age reduzindo peróxido de hidrogênio e outros peróxidos a água ou a 

álcoois correspondentes, por meio da oxidação da glutationa reduzida (GSH) à dissulfeto de 

glutationa (GSSG), sendo que a atividade dessa enzima depende da disponibilidade constante 

de GSH. Para tal, a enzima glutationa redutase (GR) promove a redução da GSSG em GSH. 

Essa enzima, assim como a glicose 6-fosfato desidrogenase (G6PD), que regenera o NADPH, 

não age diretamente na defesa aos RL/ER, mas atuam como apoio para os outros 

antioxidantes endógenos (VALKO et al., 2016).  

A GPx encontra-se distribuída em todos os tecidos, sendo que nas células ela encontra-

se no citosol e nas mitocôndrias. Tanto a GPx quanto a  CAT atuam evitando o acúmulo de 

superóxido e de peróxido de hidrogênio e, consequentemente, evitando a produção do radical 

hidroxila (YOUNG & WOODSIDE, 2001). 

O tripéptido glutationa (GSH) é uma antioxidante não enzimático hidrofílico 

localizado no interior das células (citosol, núcleo e mitocôndrias). Sua forma oxidada (GSSG) 

acumula-se no interior das células e a razão GSH/GSSG no organismo é uma boa medida do 

estresse oxidativo. A síntese de GSH ocorre a partir dos glutamato, cisteína e glicina, sendo 

catalisada pelas enzimas gama-glutamilcisteína sintetase e GSH sintetase. O fígado é o 

principal local de síntese de GSH e dentre as funções dessa enzima, além de auxiliar na defesa 
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antioxidante, está a regeneração das vitaminas E e C a suas formas ativas e regulação de 

eventos celulares (síntese de DNA e proteínas, proliferação celular e produção de citocinas) 

(WU et al., 2004; RAHMAN, 2007). 

Os antioxidantes não enzimáticos incluem compostos endógenos (GSH, melatonina, 

coenzima Q10, ácido úrico, bilirrubina e proteínas quelantes de metais) e outros exógenos, 

ingeridos através da alimentação, como ácido ascórbico (vitamina C), α-tocoferol (vitamina 

E), β-caroteno (precursor de vitamina A), minerais (zinco e selênio), flavonóides e demais 

compostos derivados de fontes vegetais (plantas e frutos) (RAHMAN, 2007; ASLANI & 

GHOBADI, 2016). 

2.4 Citrus maxima 

As plantas frutíferas do gênero Citrus são amplamente cultivadas no mundo todo, 

principalmente em áreas tropicais e subtropicais. Pertencentes à família Rutaceae, elas são 

originárias do sudoeste Asiático e foram introduzidas no Brasil pelos colonizadores 

(MAZZIN & PIO, 2010). Dentre esse amplo gênero de plantas destacam-se as espécies Citrus 

sinensis (laranja), Citrus limon (limão), Citrus bergamia (bergamota) e Citrus maxima 

(Burm) Merr. (Pomelo e Toranja), que além do potencial nutricional que os seus frutos 

oferecem, apresentam compostos fitoquímicos capazes de prevenir e tratar certas doenças. 

Esses compostos não ficam restritos somente ao fruto, podendo ser encontrado em outras 

partes da planta como folhas e flores ( ZOU et al., 2016). 

A Citrus maxima (Burm) Merr (sinônimo Citrus grandis (L) Osbeck e C. decumana 

L), conhecida popularmente como pomelo (pummelo), toranja (shaddock) ou cimboa, produz 

o maior fruto dentre os cítricos. Planta nativa de países do Sudeste Asiático como Índia, 

China e Bangladesh, sua árvore é de porte médio (5-10 metros), arredondada e perene. As 

folhas são grandes, de forma ovada-oblonga ou elíptica, com ápice acuminado e com odor 

característico. As flores são brancas e perfumadas. Os frutos maduros são grandes (mais 20 

cm de comprimento e largura, peso de 1-3 kg), globosos ou piriforme e apresentam casca 

espessa de coloração amarelada rica em pectina (Figura 1). A polpa do fruto varia do 

amarelado ao rosa e possui bolsas de sucos em forma de fuso. (MEHTA et al., 2011; 

VIJAYLAKSHMI & RADHA, 2015). 
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B  

Figura 1 - Fruto maduro de Citrus maxima.   

Fonte: autor 

 

2.4.1. Compostos Bioativos 

O gênero Citrus é conhecido por seus valores nutricionais e de promoção da saúde. 

Isso se deve a presença de compostos fitoquímicos, muitos com funções biológicas, presentes 

nas folhas, frutos e em outras partes da planta. Dentre os compostos presentes, destacam-se as 

vitaminas (A, C e E), minerais, flavonóides (flavonas, flavonóis e flavanonas), limonóides, 

cumarinas, carotenóides, pectinas e fibras dietéticas. Muitas dessas substâncias, isoladas ou 
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associadas, apresentam atividades biológicas, incluindo anti-inflamatória, antidiabética 

antioxidante, antimicrobiana, antimutagênica, anticarcinogênica, antiviral e antihepatotóxica 

(KAMAL et al., 2011; JAVED et al., 2014; ZOU et al., 2016). 

A espécie Citrus maxima, embora pouco cultivada e consumida no Brasil, apresenta, 

tanto em suas folhas como em seus frutos, compostos fitoquímicos semelhantes aos 

observados em outras espécies do gênero Citrus (ZOU et al., 2016). Na triagem fitoquímica 

preliminar do extrato metanólico das folhas, os constituintes presentes foram alcalóides, 

saponinas e carboidratos (MEHTA et al., 2011). Da mesma forma, no extrato etanólico foram 

identificados alcalóides, carboidratos, flavonóides, glicosídeos, saponinas e taninos (DINESH 

& HEGDE, 2016). Além disso, no óleo essencial da folha, foi descrita a presença dos 

compostos DL-limoneno, E-citral, 1-hexeno-4-metilo e Z-citral (SINGH et al., 2010; 

VIJAYLAKSHMI & RADHA, 2015). 

2.4.2 Atividades Biológicas já descritas 

Em 2011, Kundusen e colaboradores avaliaram, em ratos diabéticos, induzidos por 

estreptozotocina, as propriedades hipoglicemiante e antioxidante da folha e constataram que o 

extrato metanólico normalizou significativamente, de uma maneira dose dependente, os níveis 

de glicose. Também, foi dose dependente, o aumento nos níveis de glutationa (GSH) e a 

redução da peroxidação lipídica no fígado, rins e pâncreas desses animais. No mesmo ano, 

Kundusen et al. (2011) também utilizaram extrato metanólico da folha para tratar 

camundongos albino suíços, previamente inoculados com células de carcinoma de ascite 

Ehrlich's, e comprovaram a atividade antitumoral do extrato, por meio da diminuição dos 

parâmetros tumorais (volume do tumor e contagem de células tumorais viáveis), melhora nos 

parâmetros hematológicos, aumento do peso corporal e do tempo de vida dos animais 

tradados em relação ao animais controle. 

O extrato aquoso, etanólico e acetônico das folhas, da casca do caule e da casca dos 

frutos foram utilizados para avaliação da atividade analgésica e anti-inflamatória em ratos 

Wistar e camundongos albinos. Nesse estudo, para a avaliação da atividade analgésica 

utilizou-se ácido acético e placa quente em camundongos e o teste de retirada da cauda para 

os ratos. A avaliação da atividade anti-inflamatória (aguda e crônica) foi realizada por edema 

de pata dos ratos induzido por formalina. Em todos os testes, os extratos mostraram efeitos 

analgésicos e antiinflamatórios (SHIVANANDA, MURALIDHARA, JAYAVEERA, 2013). 
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Também em 2013, Abirami e colaboradores avaliaram a atividade antibacteriana in 

vitro dos extratos metanólicos das folhas, cascas e da polpa do fruto (polpa vermelha e 

branca) nas estirpes bacterianas Staphylococcus aureus (MTCC 3160), Klebsiella pneumoniae 

(MTCC 3384), Pseudomonas aeruginosa, (MTCC 424), Salmonella typhi (MTCC 3215) e 

Escherichia coli (MTCC 40). Para tanto, utilizou-se a gentamicina, ciprofloxacina, amicacina, 

tetraciclina e estreptomicina (10mg/disco) como controles positivos e, como controle 

negativo, disco de papel tratado com dimetilsulfóxido. A concentração inibitória mínima 

(CIM) variou entre 12,5mg/mL e 200mg/mL, dependendo do microrganismo e do extrato. Os 

extratos de Citrus maxima mostraram maior CIM contra Staphylococcus aureus e 

Pseudomonas aeruginosa seguido de Salmonella typhi, e a menor CIM foi contra Escherichia 

coli seguido por Klebsiella pneumoniae, confirmando a atividade antimicrobiana dos extratos. 

Das e colaboradores, também em 2013, avaliaram e comprovaram a atividade antibacteriana 

do extrato etanólico da folha em isolados patológicos de Escherichia coli e Pseudomonas 

aeruginosa. O método de preparo do extrato foi realizado por percolação e a avaliação 

antibacteriana por teste de disco difusão e de macrodiluição de caldo. 

A fim de avaliar os efeitos do extrato etanólico da folha no sistema nervoso central, 

Sheik e colaboradores (2014) trataram com o extrato modelos animais (ratos Wistar e 

camundongos albinos suíços) de distúrbios psiquiátricos e neurológicos. Além disso, também 

realizaram ensaios de toxicidade aguda. Nesse estudo, o extrato mostrou ação antidepressiva, 

ansiolítica, anticonvulsivante, hipnótica e relaxante muscular, além de não ser tóxico até a 

concentração 2000 mg/Kg. 

Abirami e colaboradores (2015) analisaram a propriedade hepatoprotetora do extrato 

metanólico das folhas em ratos Wistar com dano hepático por toxicidade por paracetamol. O 

extrato (200 mg/kg) foi administrado nos animais durante o período de sete dias, sendo a 

toxicidade induzida no quinto dia. A atividade hepatoprotetora do extrato foi comprovada 

através da reversão da arquitetura hepática e da restauração, para níveis normais, dos 

marcadores de função hepática (AST, ALT, FAL) e dos antioxidantes hepáticos (SOD, CAT, 

GSH e GPx). 

Em 2016, Dinesh e Hegde avaliaram os efeitos antiobesidade do extrato etanólico das 

folhas, nas doses de 200mg/kg e 400mg/kg, por 28 dias, em ratos Wistar obesos induzidos por 

dieta de cafeteria e pelo medicamento olanzapina. Nesse estudo, além do extrato, em ambas as 

doses, diminuir o peso dos animais, aumentou os níveis de HDL-c e reduziu os níveis de 
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glicose, colesterol total, triglicerídeos, LDL-c, VLDL-c, AST e ALT quando comparado aos 

grupos controle obesos. 

Trabalho de Feksa e colaboradores (2018) suplementou ratos wistar machos com 

extrato aquoso das folhas do pomelo após a indução da esteatose hepática e verificaram que o 

extrato apresentou atividades antioxidante, antiinflamatória e hepatoprotetora. 
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3. OBJETIVOS 

 

3.1 Objetivo Geral 

Avaliar os efeitos da suplementação da polpa liofilizada dos frutos do pomelo (Citrus 

maxima) em ratos wistar com DHGNA e a atividade antioxidante in vitro do extrato em 

células do sangue periférico de pacientes obesos. 

 

3.2 Objetivos específicos 

Análise Fitoquímica e Antioxidante in vitro 

● Determinar o perfil fitoquímico e obter o perfil antioxidante do extrato aquoso da 

polpa dos frutos do pomelo e 

● Obter a atividade antioxidante in vitro do extrato em células do sangue periférico de 

pacientes obesos. 

Experimentação Animal 

● Avaliar a indução da esteatose hepática através da administração de dieta hiperlipídica 

e de frutose na água de beber nos ratos wistar machos; 

● Verificar os efeitos da suplementação com extrato aquoso da polpa dos frutos do 

pomelo nos ratos com esteatose hepática; 

● Verificar se os parâmetros hematológicos nos grupos experimentais são modificados 

com a suplementação do extrato da polpa do pomelo; 

● Avaliar se parâmetros bioquímicos e de estresse oxidativo nos animais podem ser 

alterados com a indução da esteatose hepática e posterior tratamento com o pomelo. 

● Obter o perfil inflamatório dos animais e verificar o efeito da suplementação do 

extrato aquoso da polpa do pomelo e 

● Avaliar a histologia do fígado dos animais e o efeito do extrato aquoso da polpa do 

pomelo sobre o parênquima hepático. 

Avaliação em sere humanos 

● Obter o perfil sócio-demográfico e de estilo de vida dos pacientes obesos e 

● Determinar a oxidação de biomoléculas e níveis de vitamina C antes e após a 

incubação com extrato aquoso da polpa do pomelo em sangue de pacientes obesos e 

comparar com controles. 
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PARTE II 

 

Artigo publicado na revista Food and Chemical Toxicology (A1 - CBII) 

 

NUNES, VT, GONÇALVES, IL, OLVEIRA, PM. et al. Aqueous extract of pummelo pulp 
(Citrus maxima) improves the biochemical profile and reduces the inflammation process in 

Wistar rats with non-alcoholic fatty liver disease. Food and Chemical Toxicology, v. 178, 
p.1-9, 2023. 
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PARTE III 

6 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

Animais com esteatose hepática tratados com extrato aquoso da polpa do pomelo 

apresentaram melhora significativa nos perfis bioquímico e inflamatório, além de modular as 

defesas antioxidantes e o dano oxidativo. Além disso, foi observada melhora significativa na 

arquitetura hepática nos animais tratados com o extrato aquoso do pomelo em comparação 

com o grupo não tratado. Os resultados aqui apresentados, pela primeira vez, demonstram os 

efeitos benéficos da polpa de pomelo no tratamento da DHGNA, sendo uma possibilidade de 

melhoria geral da qualidade de vida desses indivíduos, seja como suporte ao tratamento ou 

para retardar a progressão da doença. 
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7 PERSPECTIVAS 

 

- Avaliar os efeitos da suplementação de lipossomas carregados com extrato aquoso das 

folhas e dos frutos do pomelo em ratos wistar com doença hepática gordurosa não 

alcoólica. 

- Verificar se a suplementação dos lipossomas potencializam efeitos bioquímicos do 

extrato. 

- Comparar os diferentes tratamentos (lipossomas e extrato livre) e correlacionar com 

parâmetros bioquímicos, inflamatórios, de estresse oxidativo e expressão gênica; 

-  Comparar os efeitos dos lipossomas entre ratos machos e fêmeas com DHGNA. 
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ANEXOS  

 

ANEXO 1 PROTOCOLO DE APROVAÇÃO CEUA - UNIPAMPA 
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ANEXO 2 

 

PROTOCOLO DE APROVAÇÃO CEP-UNIPAMPA 
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ANEXO 3 

 

Questionário aplicado aos participantes do estudo 

 

 


