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RESUMO
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EFEITOS DA POLPA DE POMELO (Citrus maxima) SOBRE ALTERACOES
CAUSADAS PELA DOENCA HEPATICA GORDUROSA NAO ALCOOLICA E
OBESIDADE: ESTUDO TRANSLACIONAL EM RATOS E HUMANOS

Autor: Vinicius Tejada Nunes
Orientadora: Profa. Dra. Cristiane Casagrande Denardin

Data e Local da Defesa: Uruguaiana, 20 de outubro de 2023

A doenca hepatica gordurosa ndo alcodlica (DHGNA) é a causa mais comum de dano
hepatico no mundo ocidental e considerada um problema de saide publica. Dentre os fatores
de risco mais frequentes para o desenvolvimento e progressdo desta patologia estdo a
obesidade visceral, dislipidemia, resisténcia a insulina e o diabetes mellitus tipo 2. A
fisiopatologia da DHGNA ndo esta completamente elucidada, entretanto, sabe-se que ha o
envolvimento do estresse oxidativo, uma vez que, causa inflamacdo de baixo grau. Como ndo
existe tratamento farmacoldgico para controle desta doenca, o uso de plantas medicinais que
possuem compostos bioativos pode ser uma alternativa promissora. Os frutos do pomelo
(Citrus maxima) tém apresentado atividades benéficas para o organismo, sendo essas
atividades atribuidas a presenca de compostos fitoquimicos. Assim, este estudo teve como
objetivo investigar o efeito do extrato da polpa do fruto do pomelo (Citrus maxima) sobre
alteracfes bioquimicas, inflamatdrias, antioxidantes e histoldgicas em ratos com DHGNA.
Foram utilizados 40 ratos Wistar machos distribuidos em quatro grupos: (1) grupo controle;
(2) frutose associada a 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 lipidico, funcédo
hepéatica e renal, inflamatdria, marcadores de estresse oxidativo e defesas antioxidantes foram
identificadas no grupo 4 em relacdo ao grupo 2. Além disso, uma diminuicdo dos
triglicerideos e colesterol hepatico e nas goticulas de gordura no tecido hepatico foram
observados no grupo 4 se comparado ao grupo 2. Esses resultados destacam que o extrato de
da polpa do pomelo pode ser Util para evitar a progressdo de DHGNA.

Palavras-chave: pomelo, doenca hepatica gordurosa ndo alcodlica, parametros bioquimicos,
obesidade, estresse oxidativo.
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EFFECTS OF POMELO PULP (Citrus maxima) ON CHANGES CAUSED BY NON-
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STUDY IN RATS AND HUMANS
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Advisor: Cristiane Casagrande Denardin
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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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APRESENTACAO

A presente tese foi dividida em trés partes principais. Na parte | encontram-se a
INTRODUCAO, o REFERENCIAL TEORICO e os OBJETIVOS. As secdes
MATERIAL E METODOS, RESULTADOS e DISCUSSAO e as respectivas
REFERENCIAS estdo apresentadas sob a forma de um artigo e um manuscrito, os quais
compdem a parte Il deste trabalho e representam a integra deste estudo. As secdes
CONSIDERACOES FINAIS, PERSPECTIVAS e REFERENCIAS encontram-se na parte 111
desta tese, sendo que as referéncias referem-se somente as citagfes utilizadas na introducédo e nos

conceitos gerais e revisao da literatura da mesma.
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PARTE I

1. INTRODUCAO

Muitos estudos tém relacionado os maleficios que o consumo excessivo de dietas ricas
em sodio, gordura e acucar tem provocado na salde da populagdo mundial. Acompanhada
pelo crescimento da prevaléncia da obesidade no mundo, as doencas associadas a ela também
estdo em crescimento (WHO, 2019), dentre elas, a Doenca Hepatica Gordurosa ndo Alcoodlica
(DHGNA), uma das causas mais comum de doenca hepética crbnica nos paises ocidentais. A
DHGNA é um espectro de alteracfes hepaticas que inclui desde simples esteatose podendo
evoluir para esteatohepatite ndo alcodlica, cirrose e carcinoma hepatocelular (CHALASANI
et al, 2012; NOUREDDIN & RINELLA, 2015).

A esteatose hepatica (EH), o primeiro estagio da DHGNA, origina-se de um
descontrole entre a sintese, metabolizacdo e remocdo de lipidios, principalmente 0s
triglicerideos, resultando no acumulo deles nos hepatdcitos. Isoladamente, o acumulo de
lipidios nas celulas hepéticas é uma condicdo benigna, reversivel e assintomatica, no entanto,
se os fatores responsaveis por essa desordem progredirem e as condi¢cdes clinicas e genéticas
do individuo forem favoraveis, podera ocorrer evolugdo para estagios subsequentes como
esteatohepatite e cirrose. A esteatohepatite, diferentemente da esteatose, apresenta alto risco
de mortalidade relacionada a doenca hepética, tais como as mortes por cirrose e carcinoma
hepatocelular. A patogenia da doenca ndo esta completamente elucidada, mas ha evidéncias
gue a obesidade associada a Sindrome Metabdlica (SM) e o Estresse Oxidativo (EO) estdo
diretamente associados ao aparecimento e a progressdéo da doenca (NOUREDDIN &
RINELLA, 2015).

A presenca de esteatose € observada, muitas vezes, em exames de rotina, como nas
ultrassonografias. No entanto, para determinar a etiologia da doenga hepatica e o grau de
progressdao da mesma € necessario observar a presenca de fatores preditivos (alcoolismo, SM,
Resisténcia a Insulina (RI), obesidade, Diabetes mellitus 2 (DM2) e dislipidemias), as
manifestacdes clinicas, os exames laboratoriais e realizar, quando necessario, bidpsia hepatica
(COTRIM et al., 2016). A biopsia é padrdo ouro para o diagndstico definitivo das doencas
hepaticas, possibilitando a diferenciacdo entre esteatose e esteatohepatite. No entanto, ela ndo
é recomendada para todos 0s casos e apresenta desvantagens como riscos de complicacGes e

custo elevado. Dessa forma, a suspeita clinica pode basear-se na presenca de fatores
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preditivos associados a exames de imagem sugestivos de infiltracdo gordurosa hepatica e
demais exames laboratoriais, como a determinacdo dos marcadores de lesdo e funcdo hepatica
(CHALASANI etal.,, 2012; QUIROGA et al, 2013).

Para o tratamento, recomenda-se o controle de fatores de risco, se necessario com
farmacos especificos, e mudancas no estilo de vida. Dentre 0s medicamentos que promovem
melhora na doenca hepética estdo os sensibilizadores de insulina, antilipémicos, citoprotetores
e antioxidantes. Deve-se salientar que nem todos os pacientes com DHGNA podem fazer uso
dessas substancias. Devido a isso, varios estudos tém sido realizados na busca por novas
substancias que possam ser utilizadas no tratamento dessa doenca. Tendo em vista que esta
patologia, assim como muitas outras, tem o estresse oxidativo envolvido na sua patogénese, a
busca por substancias antioxidantes presentes em plantas e frutos € um caminho promissor
para o tratamento da DHGNA (SAKAGUCHI etal., 2011; PARK etal.,, 2015).

Neste contexto, algumas plantas frutiferas do género Citrus, familia Rutaceae, além de
serem amplamente distribuidas e consumidas no mundo todo, tém sido pesquisas devido as
suas propriedades terapéuticas relatadas pelo uso popular. O potencial terapéutico tem sido
relacionado a presenca de substancias ativas, muitas delas com propriedades antioxidantes,
oriundas do metabolismo secundario, como 0s compostos fenolicos (DI MAJO et al., 2005).
A Citrus maxima (Burm) Merr, originada do Sudeste Asiatico é cultivada em regides tropicais
e subtropicais, € umas das espécies de Citrus que tem mostrado potencial terapéutico, além do
nutricional. Os frutos, conhecidos popularmente como pomelo, sdo os maiores frutos dentre o
género e sdo utilizados pela populagdo para tratar tosse, febre, epilepsia, distirbios
gastrointestinais e cardiacos (VIJAYLAKSHMI & RADHA, 2015). Suas folhas e frutos,
usados popularmente para tratar epilepsia, conwvulsdes, hemorragias e Ulceras, apresentam
compostos fitoquimicos, alguns com propriedades antioxidantes, que conferem propriedade

anticancerigena, anti-inflamatdria, antimicrobiana e hepatoprotetora (SINGH et al, 2010).

Trabalhos com os frutos do pomelo em modelo de DHGNA sdo escassos na literatura
consultada e em pacientes com obesidade s&o inexistentes. Assim, baseado no exposto acima,
este trabalho pretende avaliar os efeitos da suplementacdo 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 TEORICO

2.1 Doenga Hepatica Gordurosa nao Alcodlica (DHGNA) e fatores de risco

A DHGNA engloba um amplo espectro de alteracBes danosas ao figado, variando de
uma esteatose hepatica simples (acUimulo de lipideos nos hepatdcitos) a esteatohepatite,
cirrose e carcinoma hepatocelular (ANGULO, 2002). De etiologia variada, excluindo o
consumo excessivo de &lcool, a DHGNA aumenta o risco de morte relacionado a doencas
cardiovasculares e hepéaticas (CHALASANI et al., 2012, JOSHI-BARVE et al.,, 2015).

Dentre os fatores de risco mais frequentes para 0 desenvolvimento e progressdo desta
patologia estdo a obesidade visceral, dislipidemia, resisténcia a insulina (RI) e o diabetes
mellitus tipo 2. Por estar tdo frequentemente ligada aos componentes da sindrome metabdlica,
a DHGNA tem sido considerada sua manifestacdo hepética (KIM et al, 2016). No Brasil,
segundo levantamento realizado em 2019 pelo Ministério da Salde, estima-se que 55,7% da
populagdo estd acima do peso e que 20% ja apresenta algum grau de obesidade. Ainda, o
estudo revela que o excesso de peso estd 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 sdo o uso de
medicacd0o esteatogénica, esterdides anabolizantes, toxinas ambientais, o hipotireoidismo, a
sindrome da apneia do sono, a sindrome dos ovarios policisticos e a cirurgia para o tratamento
de obesidade mérbida (Bypass Jejuno-lleal) (ARMSTRONG etal., 2014).

A EH, o primeiro estidgio da doenca, caracteriza-se histologicamente pelo acumulo de
gordura no figado, principalmente triglicerideos, em quantidade que excede 5% do peso do
orgdo. A deposicdo desses lipideos nos hepatdcitos pode ser microvesicular, com peguenos e
numerosos Vvaclolos mantendo-se o nicleo no centro da célula, ou macrovesicular,
caracterizada pela presenca de um Unico e volumoso vacuolo de gordura com deslocamento
do nlcleo para a periferia da célula. A esteatose microvesicular geralmente é uma condigdo
aguda e ndo esta restrita somente ao tecido hepatico, podendo estar presente em outros Orgaos,
0 que a torna mais importante clinicamente. A presenca de esteatose macrovesicular
geralmente é mais comum na DHGNA e, se acompanhada de demais alteracGes hepaéticas,
pode levar ao desenvolvimento de formas mais graves da doenga como a esteatohepatite
(TANDRA et al.,, 2011).
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O termo esteatohepatite ndo alcodlica foi introduzido por Ludwig e colaboradores
(1980) para definir alteracbes histologicas muito semelhantes as observadas na hepatite
alcodlica, porém em pacientes que ndo consumiam alcool. A esteatohepatite é definida
histologicamente pela presenca de esteatose hepatica, inflamacdo e lesdo celular com ou sem
fibrose e, diferentemente da esteatose, apresenta maior potencial evolutivo para quadros mais
graves da doenca como fibrose hepatica, cirrose e carcinoma hepatocelular (FARREL et al.,
2012).

2.1.1 Prevaléncia da DHGNA

A DHGNA ¢ considerada uma das causas mais comuns de doenca hepatica crbnica, no
mundo ocidental, sendo reconhecida como causa importante para o crescimento da morbidade
e mortalidade relacionada a alteracdo metabodlica (SANYAL, 2002). A verdadeira prevaléncia
mundial de DHGNA é ainda desconhecida, embora alguns estudos apresentem valores entre
2,8% a 46%, sofrendo variagbes conforme as casuisticas e metodologia utilizada para o
diagnéstico (CLARK, 2006; WILLIAMS et al.,, 2011). Em popula¢des 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 multicéntrico realizado pela Sociedade Brasileira de Hepatologia
(2019) com 1480 pacientes de diversas regides do pais 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 figado. Observou-se que a
maioria dos pacientes com DHGNA eram assintomaticos e que oS homens eram 0s mais
atingidos. No grupo de pacientes que sofreram bidpsia hepatica (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 epidemioldgicos apresentem limitagbes, observam-se
fatos semelhantes: a esteatose hepética e esteatohepatite ocorrem em todas as etnias, faixas
etarias e afetam individuos ndo obesos e obesos, sendo que a prevaléncia aumenta com o
aumento da idade, do peso corporal, com a presenca de fatores de risco e afetam mais
algumas etnias do que outras (KALIA & GAGLIO, 2016).
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2.1.2 Fisiopatologia da DHGNA

A patogenia da doenca ndo esta completamente elucidada e para tentar explica-la
varios modelos foram propostos sendo que o mais aceito atualmente € o modelo dos multiplos
hits (BUZZETTI, PINZANI, TSOCHATZIS, 2016). Inicialmente, o0 modelo proposto por Day
e James (1998) chamado de two hits foi o mais aceito para explicar a patogenia. Nesse
modelo, que sugere a resisténcia & insulina como condi¢do inicial para o desenvolvimento da
doenca, o primeiro passo (first hit) é o desenvolvimento da esteatose, onde a sindrome
metabdlica exerce um importante papel devido a RI, que desenvolve-se em decorréncia 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 compensatéria e, visando
obtencdo de energia para as ceélulas, ocorre aumento da lipllise periférica e lipogénese
hepatica resultando em maior liberagdo de Acidos Graxos Livres (AGL) para o figado. A
reducdo da oxidacdo dos AGL e da secrecdo de lipoproteina de muito baixa densidade
(VLDL-Very Low Density Lipoprotein) também contribuem para infiltracdo gordurosa no
tecido hepatico, assim como o consumo de dietas hipercaldricas ricas em gordura saturada e
carboidratos (frutose), (KOPPE, 2014).

Na ewvolucdo para esteatohepatite, 0 segundo passo (second hit), a concentracao
aumentada de AGL nos hepatdcitos associado a disfuncdo na cadeia respiratoria, devido a
alteracOes estruturais nas mitocondrias, aumenta a producdo das Espécies Reativas de
Oxigénio (ERO) (DAY & JAMES, 1998; LOMONACO et al.,, 2013). Essas ERO em excesso
promovem elevacdo da peroxidacdo lipidica das membranas, alteracdo na producdo de
citocina  pro-inflamatorias e anti-inflamatorias e o0 consumo de enzimas e vitaminas
antioxidantes do figado, contribuindo para o estabelecimento do quadro inflamatério e de
estresse oxidativo (BUECHLER et al., 2011).

Apobs alguns anos, a hipotese levantada por Day e James (1998) foi revista e com base
nisso foi desenvolvido o modelo dos mdiltiplos 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 hepéticas wvulneraveis a outros
fatores patogénicos, além daqueles citados pelo modelo two hits, tais como: a acdo
inflamatdria de endotoxinas provenientes do desequilibrio da microbiota intestinal, ativacdo

de células estreladas hepéticas e disfungdo mitocondrial (CARR et al., 2016).
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Outros fatores relevantes na patogénese da doenca e na sua progressdo S&80 as
adipocinas (leptina, resistina e adiponectina) e as citocinas (Fator de Necrose Tumoral alfa
(TNF-a), Interleucinas 6 (IL-6), Interleucina 8 (IL-8)) secretadas pelos adipécitos e/ou pelas
células inflamatérias presentes no tecido adiposo. Além de participarem da cascata
inflamatoria, algumas dessas moléculas desempenham demais fungbes importantes na
regulacdo da homeostase energética e na sensibilizacdo dos tecidos a acdo da insulina
(STOJSAVLIEVIC et al, 2014). Embora muitos desses mediadores moleculares
desempenhem um papel ativo no aparecimento e progressdo da doenca hepatica, eles também
podem auxiliar na regeneracdo do tecido hepatico (SILVA, COLOMBO, SCHIAVON, 2014).

A adiponectina € um das adipocinas que tem demonstrado efeitos significativos na
protecdo hepética e sua deficiéncia tem sido relatada como um fator de risco importante para
0 desenvolvimento de esteatose, esteatohepatite e outras formas de insultos hepéaticas (WANG
et al, 2009; SILVA, COLOMBO, SCHIAVON, 2014). Esse hormdnio proteico € sintetizado
exclusivamente pelo tecido adiposo, sendo sua expressdao maior no tecido adiposo subcutaneo
do que no visceral. Dentre os papéis importantes desempenhados por ela estdo a regulacdo
glicidica e lipidica do organismo. Além disso, estudos tém demonstrado a acdo anti-
inflamatdria, antiaterogénica e antifiborogénica da adiponectina. A acdo anti-inflamatdria
atribuida a ela deve-se ao estimulo a secrecdo de Interleucina 10 (IL-10), que age bloqueando
a acdo de citocinas pro-inflamatorias como IL-6 e TNF-a. (LIHN et al, 2005, FINELLI &
TARANTINO, 2013). Além disso, ela aumenta a oxidacdo de acidos graxos no figado e inibe
a sintese de lipidios e de glicose hepatica, podendo assim aumentar a sensibilidade a insulina
e reduzir os niveis séricos de AGL. Ja sua acdo antifibrética € atribuida a diminuicdo na
ativacdo e  proliferacdo  das  células  estreladas  hepaticas  (TSOCHATZIS,
PAPATHEODORIDIS, ARCHIMANDRITIS, 2006; PARK et al., 2015). Niveis reduzidos de
adiponectina sdo observados em individuos obesos com ou sem RI associada, no DM2, na SM
e na DHGNA (WANG et al, 2009; JUNG & CHOI, 2014).

Embora os fatores patogénicos ja citados possam contribuir para o aparecimento e
progressdo da doenca, os fatores genéticos (polimorfismos de genes) e ambientais sdo
importantes e, muitas vezes, determinantes na DHGNA (MOHANTY etal., 2009).
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2.1.3 Manifestacdes Clinicas e Diagndstico da DHGNA

A maioria dos pacientes é assintomatica, embora alguns relatem fadiga, desconforto ou
dor na regido do hipocéndrio direito. Mais de 50% dos pacientes apresentam hepatomegalia e
niveis séricos das enzimas hepaticas normais. Quando alteradas, as enzimas
aminotransaminases (Alanina Aminotransferase (ALT) e Aspartato Aminotransferase (AST))
encontram-se geralmente com niveis séricos de um a quatro vezes o limite da normalidade.
Do mesmo modo, podem-se observar niveis elevados de Fosfatase Alcalina (FAL) e de
Gamaglutamiltranferase (y-GT). Diferentemente das AST e ALT, niveis elevados de y-GT
tém sido associados a quadros mais graves da doenca (MCCULLOUGH, 2006; COTRIM et
al., 2016).

Embora ndo estejam entre 0s exames laboratoriais indicados, a avaliacdo dos
marcadores inflamatérios pode ser (til para melhor avaliagho do paciente. Estudo
epidemiolégico com diferentes grupos étnicos verificou que niveis reduzidos de adiponectina
sdo um fator de risco independente para a DHGNA e demais disfuncbes do figado (PAGANO
et al, 2005, WANG et al,, 2009, SAVVIDOU et al, 2016). Além disso, entre 0s pacientes
com esteatohepatite, niveis menores desse horménio estdo relacionados a graus maiores de
inflamacdo (WANG et al., 2009).

O diagnostico frequentemente € presuntivo e baseia-se na presenca de esteatose
hepatica em exames de imagem (ultrassonografia, ressonancia magnética) ou na elevacdo de
enzimas hepaticas em pacientes com sobrepeso, obesos e/ou que apresentem fatores
metabdlicos de risco para o desenvolvimento da patologia. A bidpsia hepéatica é padrdo ouro
para o diagnostico definitivo da doenca e sua diferenciacdo entre esteatose e esteatohepatite,
no entanto por ser uma técnica invasiva e com riscos de complicagfes, ndo é recomendada em
todos os casos. Além disso, na maioria dos casos, a biopsia ndo modifica a estratégia
terapéutica, logo o diagnostico pode basear-se na avaliagdo clinica, laboratorial e de imagem
do paciente (CHALASANI et al., 2012).

2.1.4 Tratamento da DHGNA

Por ser uma doenca multifatorial e geralmente associada a obesidade, dislipidemia,
SM e DM, o seu tratamento engloba mudancas no estilo de vida associado ou ndo a terapia

medicamentosa. Dentre as recomendacdes ndo medicamentosas para 0 controle dessa
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patologia estdo a pratica de atividades fisicas regulares e o consumo de uma dieta equilibrada
e saudavel com baixo teor de carboidratos, principalmente em pacientes com sobrepeso ou
com diferentes graus de obesidade (COTRIM et al., 2016).

Como ndo existe nenhum tratamento medicamentoso aprovado para a DHGNA
baseado em evidéncias cientificas, o tratamento farmacoldgico disponivel visa controlar os
fatores de risco metabolicos associados a doenca hepatica e a progressdo da mesma
(MALHOTRA & BEATON, 2015; WGO, 2012). Entre farmacos utilizados na DHGNA estéo
0s sensibilizadores de insulina  (metformina, glitazonas), antilipémicos  (estatinas),
citoprotetores (acido ursodesoxicélico) e antioxidantes (vitamina E) (EASL, EASD, EASO,
2016). De acordo com o Consenso da Sociedade Brasileira de Hepatologia sobre DHGNA, o
uso de metformina ndo é indicado como farmaco especifico para o tratamento da doenca, pois
em estudos controlados ndo houve melhora histologica. Contudo, ela pode melhorar a
resisténcia a insulina, os niveis de enzimas hepaticas e contribuir com o controle do peso dos
pacientes. O cloridrato de pioglitazona € outro sensibilizador de insulina que pode ser
utilizado nos casos de esteatohepatite comprovada por biopsia, assim como a vitamina E (800
Ul/dia). Quanto a estatina, ela pode ser usada no tratamento da dislipidemia em pacientes com
esteatose e esteatohepatite. A utilizacdo de medicamentos hepatoprotetores (silimarina,
metionina) e de prebidticos e probidticos ainda ndo sdo recomendados por ndo apresentarem
dados cientificos conclusivos. A cirurgia bariatrica, mesmo ndo sendo um tratamento
especifico para a DHGNA, pode ser indicada para pacientes obesos graves (COTRIM et al.,
2016).

Como os principais alvos da terapia sdo a Rl e o estresse oxidativo (WGO, 2012),
substancias capazes de modular esses alvos sdo fortes candidatos para novos farmacos. Um
alvo estudado é o horménio adiponectina que se encontra reduzido na DHGNA e tem papel
importante na sensibilizacdo da insulina. Estudos com adiponectina recombinante em modelos
de ratos obesos mostraram a reducdo 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 niveis de
ALT (XU et al, 2003). Logo, substancias que aumentem a expressdo génica desse hormdnio,

assim como 0 seu conteudo circulante, podem ser Uteis no tratamento da doenca hepatica. Da
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mesma forma, compostos com comprovada atividade antioxidante também devem ser

avaliados como uma opcao terapéutica para essa patologia (FEDERICO et al., 2014).
2.2 Estresse oxidativo

As reacOes bioguimicas que ocorrem no metabolismo das células, principalmente as de
oxirreducdo, geram radicais livres (RL) que desempenham funcbes biologicas importantes. O
desequilibrio entre a producdo desses RL e as defesas antioxidantes leva ao dano oxidativo,
que pode lesar biomoléculas como lipidos, proteinas e o acido desoxirribonucleico (DNA)
(VASCONCELOQOS et al., 2007). Isso ocorre devido a reatividade e a instabilidade quimica dos
RL, que, na busca por equilibrio, acabam interagindo com as estruturas celulares causando
danos a elas, podendo resultar no desenvolvimento e/ou progressdo de diversas doencas,
como a DHGNA (SUMIDA et al., 2013).

Quimicamente, os RL sdo &tomos ou moléculas com um ou mais elétrons
desemparelhados na sua Orbita mais externa, tornando-os instaveis e reativos. Existem
diversos tipos de radicais livres, sendo os derivados do metabolismo de oxigénio (Espécies
Reativa de Oxigénio - ERO) e do nitrogénio (Espécie Reativa de Nitrogénio - ERN) os mais
envolvidos em processos patoldgicos. Esses RL/ER apresentam caracteristicas proprias, como
diferentes tempos de meia-vida e reatividade das biomoléculas. Como a maioria das reacoes
do organismo necessita de oxigénio, a formacdo 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 acidos nucleicos. Por causa de sua meia-vida muito
curta e pelo fato do organismo ndo dispor de um sistema enzimatico de defesa contra o radical
hidroxila, sua inativagdo in vivo € muito dificil (HALLIWELL, 1991; HALLIWELL, 2006).

As fontes de geracdo dessas moléculas podem ser enddgenas e exdgenas. Dentre as
fontes enddgenas destacam-se as mitocondrias, peroxissomos, lipoxigenase, fosfato
dinucleotideo adenina nicotinamida (NADPH) - oxidase, xantina-oxidase, citocromo P450 e
citocinas inflamatérias. J& as fontes exdgenas sdo raios ultravioletas, radiacdo ionizante,
quimioterdpicos e xenobidticos (VASCONCELOS etal., 2007).

A geracdo das ER pode ocorrer de diferentes formas. Na formacdo das principais
ERO, sucessivas reacdes ocorrem, a partir da reducdo incompleta da molécula de oxigénio,

culminando com a formacdo de agua. Nesse processo, moléculas intermediarias sdo formadas
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como 0 anion superéxido (O2), altamente reativo, e o perdxido de hidrogénio (H.0,),
catalisado pela enzima superoxido dismutase (SOD). O radical hidroxila (*OH) pode ser
formado a partir do peroxido de hidrogénio, na reacdo de Haber-Weiss, ou a partir do radical
superdxido e na presenca de metais de transicdo (Cu® ou Fe?* ), via reacdo de Fenton. Pelo
fato do ferro ser o metal em maior quantidade no organismo, ele estd mais apto a catalisar as
reacOes de oxidacdo das biomoléculas (HALLIWELL, 1991; HALLIWELL, 2006).

O oxigénio singlete (*O,*) é outra ERO altamente reativa e é gerada a partir do
oxigénio molecular por ganho de energia. Essa espécie reage com varias moléculas
bioldgicas, incluindo lipideos da membrana, iniciando processos de peroxidacdo lipidica e
produzindo os radicais Peroxila (RO2¢) e Alcoxila (RO*). Aminoacidos e peptideos também
sdo alvos do oxigénio singlete (VASCONCELOQOS etal., 2007).

Dentre as ERN, o o6xido nitrico (NO¢) reage facimente com o oxigénio, superoxido e
com metais de transicdo. A sintese dessa molécula é realizada a partir da transformacdo do
aminoécido semi-essencial L-arginina em L-citrulina e NOe, por intermédio da enzima oxido
nitrico sintetase (NOS) e de cofatores (oxigénio e NADPH), sendo produzida pelas células
nervosas, epiteliais, endoteliais e inflamatorias. Dentre as fungdes bioldgicas desempenhadas
por esse radical estd a regulacdo da vasodilatacdo e do tonus muscular, atividade citotdxica e
modulacdo de reacdes inflamatorias e anti-inflamatorias. A reacdo do Oxido nitrico com
superdxido gera o peroxinitrito (ONOO ), um composto altamente oxidante e com tempo de
meia-vida curto, podendo lesar lipideos, proteinas e 0 DNA. A decomposicdo do peroxinitrito
pode produzir radicais hidroxila, mesmo sem a presenca de metais de transicdo
(VASCONCELOS etal.,, 2007; PISOSCHI & POP, 2015).

2.3 Defesas Antioxidantes enzimaticas e ndo-enzimaticas

As células encontram-se protegidas contra os danos provocados pelo RL/ER atraves
das defesas antioxidantes, que podem ser enddgenas (compostos biologicos e enzimas) ou
exdgenas (acido ascoérbico, carotenoides, compostos fenolicos, dentre outros), além dos
mecanismos de reparo celular. Os antioxidantes possuem diferentes mecanismos de acdo,
sendo os mais comuns: inibicdo da geracdo de RL/ER, habilidade redutora, capacidade de
quelar metais, atividade de enzima antioxidante, capacidade de inibir enzimas oxidantes e
aumento da geracdo de antioxidantes endogenos (RAHMAN, 2007; ASLANI & GHOBADI,
2016).
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O primeiro sistema a agir € 0 enzimatico que inclui as enzimas superoxido dismutase
(SOD), catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPx). A SOD é uma das principais enzimas
intracelulares, pois catalisa a dismutacdo do radical superdxido (O-), o mais deletério e
abundante, a peroxido de hidrogénio e oxigénio molecular. Essa metaloenzima possui trés
isoformas presentes no organismo (superdxido extracelular dismutase (EC-SOD), superoxido
cobre-zinco-dismutase (CuzZn-SOD) e superoxido manganés dismutase (Mn-SOD), variando
quanto a localizacdo nas células, o tipo e nimero de subunidades de aminoacidos, a natureza
do metal ligado aela e dos cofatores (ASLANI & GHOBADI, 2016)

A enzima CAT é formada por quatro subunidades de proteina, cada uma contendo um
grupo heme (Fe*® Protoporfirina) e uma molécula de NADPH e est4 presente em todos 0s
tecidos, sendo sua atividade maior no tecido hepatico e nos eritrocitos. Nas células, essa
enzima estd localizada principalmente nos peroxissomas e nas mitocondrias e reage com
peroxido de hidrogénio, na presenca de ferro, convertendo-o0 em oxigénio e Aagua (
VASCONCELQOS et al., 2007).

A GPx também age reduzindo perdxido de hidrogénio e outros perdxidos a agua ou a
alcoois correspondentes, por meio da oxidacdo da glutationa reduzida (GSH) a 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 reducdo da GSSG em GSH.
Essa enzima, assim como a glicose 6-fosfato desidrogenase (G6PD), que regenera o NADPH,
ndo age diretamente na defesa aos RL/ER, mas atuam como apoio para 0S Outros
antioxidantes endégenos (VALKO et al., 2016).

A GPx encontra-se distribuida em todos os tecidos, sendo que nas células ela encontra-
se no citosol e nas mitocondrias. Tanto a GPx quanto a CAT atuam evitando o acimulo de
superdxido e de peroxido de hidrogénio e, consequentemente, evitando a producdo do radical
hidroxila (YOUNG & WOODSIDE, 2001).

O tripéptido glutationa (GSH) ¢é uma antioxidante ndo enzimatico hidrofilico
localizado no interior das células (citosol, nicleo e mitocdndrias). Sua forma oxidada (GSSG)
acumula-se no interior das células e a razdo GSH/GSSG no organismo é uma boa medida do
estresse oxidativo. A sintese de GSH ocorre a partir dos glutamato, cisteina e glicina, sendo
catalisada pelas enzimas gama-glutamilcisteina sintetase e GSH sintetase. O figado é o

principal local de sintese de GSH e dentre as funcbes dessa enzima, além de auxiliar na defesa
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antioxidante, estd a regeneracdo das vitaminas E e C a suas formas ativas e regulacdo de
eventos celulares (sintese de DNA e proteinas, proliferacdo celular e producdo de citocinas)
(WU et al., 2004; RAHMAN, 2007).

Os antioxidantes ndo enzimaticos incluem compostos enddgenos (GSH, melatonina,
coenzima Q10, &cido urico, bilirrubina e proteinas quelantes de metais) e outros exogenos,
ingeridos através da alimentacdo, como acido ascoOrbico (vitamina C), a-tocoferol (vitamina
E), B-caroteno (precursor de vitamina A), minerais (zinco e selénio), flavondides e demais
compostos derivados de fontes vegetais (plantas e frutos) (RAHMAN, 2007; ASLANI &
GHOBADI, 2016).

2.4 Citrus maxima

As plantas frutiferas do género Citrus sdo amplamente cultivadas no mundo todo,
principalmente em &reas tropicais e subtropicais. Pertencentes a familia Rutaceae, elas sdo
originarias do sudoeste Asidtico e foram introduzidas no Brasil pelos colonizadores
(MAZZIN & PIO, 2010). Dentre esse amplo género de plantas destacam-se as espécies Citrus
sinensis (laranja), Citrus limon (limdo), Citrus bergamia (bergamota) e Citrus maxima
(Burm) Merr. (Pomelo e Toranja), que além do potencial nutricional que os seus frutos
oferecem, apresentam compostos fitoquimicos capazes de prevenir e tratar certas doencas.
Esses compostos ndo ficam restritos somente ao fruto, podendo ser encontrado em outras

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

A Citrus maxima (Burm) Merr (sindnimo Citrus grandis (L) Osbeck e C. decumana
L), conhecida popularmente como pomelo (pummelo), toranja (shaddock) ou cimboa, produz
0 maior fruto dentre os citricos. Planta nativa de paises do Sudeste Asiatico como india,
China e Bangladesh, sua arvore é de porte médio (5-10 metros), arredondada e perene. As
folhas sdo grandes, de forma ovada-oblonga ou eliptica, com apice acuminado e com odor
caracteristico. As flores sdo brancas e perfumadas. Os frutos maduros sdo grandes (mais 20
cm de comprimento e largura, peso de 1-3 kg), globosos ou piriforme e apresentam casca
espessa de coloragdo 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).

26



Figura 1 - Fruto maduro de Citrus maxima.

Fonte: autor

2.4.1. Compostos Bioativos

O género Citrus é conhecido por seus valores nutricionais e de promogdo da salde.
Isso se deve a presenca de compostos fitoquimicos, muitos com fungdes biologicas, presentes
nas folhas, frutos e em outras partes da planta. Dentre 0s compostos presentes, destacam-se as
vitaminas (A, C e E), minerais, flavondides (flavonas, flavondis e flavanonas), limonoides,

cumarinas, carotendides, pectinas e fibras dietéticas. Muitas dessas substancias, isoladas ou
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associadas, apresentam atividades biologicas, incluindo anti-inflamatéria, antidiabética
antioxidante, antimicrobiana, antimutagénica, anticarcinogénica, antiviral e antihepatotdxica
(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 fitoquimicos semelhantes aos
observados em outras espécies do género Citrus (ZOU et al., 2016). Na triagem fitoquimica
preliminar do extrato metanolico das folhas, os constituintes presentes foram alcaloides,
saponinas e carboidratos (MEHTA et al,, 2011). Da mesma forma, no extrato etandlico foram
identificados alcaldides, carboidratos, flavonoides, glicosideos, saponinas e taninos (DINESH
& HEGDE, 2016). Além disso, no Oleo essencial da folha, foi descrita a presenca dos
compostos DL-limoneno, E-citral, 1-hexeno-4-metilo e Z-citral (SINGH et al, 2010;
VIJAYLAKSHMI & RADHA, 2015).

2.4.2 Atividades Bioldgicas ja 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 metanolico normalizou significativamente, de uma maneira dose dependente, 0s niveis
de glicose. Também, foi dose dependente, 0 aumento nos niveis de glutationa (GSH) e a
reducdo da peroxidacdo lipidica no figado, rins e pancreas desses animais. No mesmo ano,
Kundusen et al. (2011) também utilizaram extrato metandlico da folha para tratar
camundongos albino suicos, previamente inoculados com células de carcinoma de ascite
Ehrlich's, e comprovaram a atividade antitumoral do extrato, por meio da diminuicdo dos
parametros tumorais (volume do tumor e contagem de células tumorais viaveis), melhora nos
parametros hematoldgicos, aumento do peso corporal e do tempo de vida dos animais

tradados em relacdo ao animais controle.

O extrato aquoso, etandlico e acetonico das folhas, da casca do caule e da casca dos
frutos foram utilizados para avaliacdo da atividade analgésica e anti-inflamatoria em ratos
Wistar e camundongos albinos. Nesse estudo, para a avaliacdo da atividade analgésica
utilizou-se &cido acético e placa quente em camundongos e o teste de retirada da cauda para
os ratos. A avaliagdo da atividade anti-inflamatéria (aguda e cronica) foi realizada por edema
de pata dos ratos induzido por formalina. Em todos os testes, 0s extratos mostraram efeitos
analgésicos e antiinflamatérios (SHIVANANDA, MURALIDHARA, JAYAVEERA, 2013).
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Também em 2013, Abirami e colaboradores avaliaram a atividade antibacteriana in
vitro dos extratos metanolicos 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 dimetilsulfoxido. A concentracdo inibitoria minima
(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 sequido por Klebsiella pneumoniae, confirmando a atividade antimicrobiana dos extratos.
Das e colaboradores, também em 2013, avaliaram e comprovaram a atividade antibacteriana
do extrato etandlico da folha em isolados patologicos de Escherichia coli e Pseudomonas
aeruginosa. O método de preparo do extrato foi realizado por percolagdo e a avaliagdo

antibacteriana por teste de disco difusdo e de macrodiluicdo de caldo.

A fim de avaliar os efeitos do extrato etanodlico da folha no sistema nervoso central,
Sheik e colaboradores (2014) trataram com o0 extrato modelos animais (ratos Wistar e
camundongos albinos suicos) de distirbios psiquidtricos e neuroldgicos. Além disso, também
realizaram ensaios de toxicidade aguda. Nesse estudo, o extrato mostrou acdo antidepressiva,
ansiolitica, anticonwvulsivante, hipndtica e relaxante muscular, além de ndo ser tdxico até a
concentracdo 2000 mg/Kg.

Abirami e colaboradores (2015) analisaram a propriedade hepatoprotetora do extrato
metanolico das folhas em ratos Wistar com dano hepético por toxicidade por paracetamol. O
extrato (200 mg/kg) foi administrado nos animais durante o periodo de sete dias, sendo a
toxicidade induzida no quinto dia. A atividade hepatoprotetora do extrato foi comprovada
através da reversdo da arquitetura hepéatica e da restauragdo, para niveis normais, dos
marcadores de funcdo hepatica (AST, ALT, FAL) e dos antioxidantes hepaticos (SOD, CAT,
GSH e GPX).

Em 2016, Dinesh e Hegde avaliaram os efeitos antiobesidade do extrato etandlico 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 0 peso dos animais, aumentou os niveis de HDL-c e reduziu os niveis de
29



glicose, colesterol total, triglicerideos, 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 ap0ds a indugdo da esteatose hepaética e verificaram que 0

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

3.1 Objetivo Geral

Avaliar os efeitos da suplementagdo 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 especificos

Andlise Fitoquimica e Antioxidante in vitro

e Determinar o perfil fitoquimico e obter o perfil antioxidante do extrato aquoso da
polpa dos frutos do pomelo e

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

pacientes obesos.

Experimentacdo Animal

e Avaliar a indugdo da esteatose hepética através da administracdo de dieta hiperlipidica
e de frutose na agua de beber nos ratos wistar machos;

e Verificar os efeitos da suplementacdo com extrato aquoso da polpa dos frutos do
pomelo nos ratos com esteatose hepatica;

e Verificar se 0s parametros hematologicos nos grupos experimentais sao modificados
com a suplementacdo do extrato da polpa do pomelo;

e Avaliar se parametros bioquimicos e de estresse oxidativo nos animais podem ser
alterados com a inducdo da esteatose hepatica e posterior tratamento com o pomelo.

e Obter o perfil inflamatorio dos animais e verificar o efeito da suplementacdo do
extrato aquoso da polpa do pomelo e

e Auvaliar a histologia do figado dos animais e o efeito do extrato aquoso da polpa do
pomelo sobre o parénquima hepatico.

Avaliacdo em sere humanos
e Obter o perfil socio-demografico e de estilo de vida dos pacientes obesos e

e Determinar a oxidacdo de biomoléculas e niveis de vitamina C antes e apds a
incubacdo com extrato aquoso da polpa do pomelo em sangue de pacientes obesos e
comparar com controles.
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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

Vinicius Tejada Nunes  , Itamar Luis Gongalves ', Patricia Martinez Oliveira ",
Denisclimal-’cksa" SﬂviahhnllctchomSamu:nto , Genifer Erminda Schreiner ',
Clovis Klock *, Charline Casanova Petry *, qumlinedaCosuBtobarPkcou
VanusaManﬁtdini CﬂsﬂancCasagrmde

mahm--ﬁwmthhu—nmtnm
* Facuidade dv Mede dade Regronsd hvgrade Alw Unggus ¢ Miter, Sete de Sesemsbre Avesue, 1621, Erechiny, o Gronde do Sl Sesmil

 Pragrawo de Pes grafuspae Mudcmerso en Cescs Fuoligean, Unversdade frdersl & Jovpe, Campas Crugpasions, o Grosde do Sol, Srasd
“ Gnge Infolads « Mudicing Diaprasics, Ervchim, Bio Grande do Sl Brasd

ARTICLEINFO ABSTRACT

Handling Bdtor: Dr. Brysn Dedsney This study igated the effect of p elo extract (Cloms maxima) ca biochemical, inflammatocy, antioxidant

and Msological chasges In NAFLD rats. Forty made Wistar mts divided into four groups were wsed: (1) control

Keywonks: group; (2) fructese assoclaed with high-fat dlet - DHF, (3) normal diet + pummedo extract (50 mg/Agk and (4)

Pesnsle FHD + pummeis extract. This was administered at dose of 50 mg/kg of the antmal's weight, by gavage, for 45

""‘““:‘"_'_"""‘"‘— days. Significant improvement In Lipid profile, llver and kidney function, Inflanumation, oxidative stress markers

" was Mentifled In group 4 compared 1o group 2. Regarding TNFoa and 114, group 2 showed higher values

Bicchemicsl paramsen (respectively 142, 5 + 0.7 and 560.5 = 27 pg/my proteds) pared 1o group 4 (resp iy 91.4 = 0.9 and
402.1.4 + 09 pg/mg protein), p < 0.05. Significant increases were Sound [ SOD and CAT activities, respectively
0,10 = 0.06 and 862 £ 1.67 U/mg protetn for group 2 and respectively 0.28 + 0.08 and 21,52 + 2.28 U/mg of
protein for group 4. Decreases In triglycerides, hepatic cholesterol and fat droplets In hepatic tissue wese
observed In group 4 compared to group 2. Resules highlight that pumeedo extract may be useful for prevent the
development of NAFLD,

1. Introduction including hepatocellular carcinoma. In the last few decades, an alarming

A diversity of rescarch has made the relationship between the
harmful effects that the consumption of diets rich in sodium, fat and
sugar have provoked in the world health population. Alongside a growth
in obesity, non-alcohol ﬁuyllva (NAFLD) is highlighted as
the most common cause of hepatic disease in L ies, and is
w-pmmmmmmmmhm
development of this disease (excluding hereditary disease or alcobolism)
are obesity, type 2 diabetes mellitus, resistance to insulin and dyslipi-
daemia. NAFLD comprises a broad spectrum of the hepatic disease,
which varies from its mildest form as a smple hepatic steatosis (HS),
becoming nan-alcoholic steatobepatitis (NASH) until finally the termi.
nal hepatic disease, with cirrhasis and its accompanying complications,

' G g author. U
sum e [usaeme o

i et e (V. Tejada Nanes).

heeps.//doLogg 10,1 016101, 2023, 1 19930

increase has been observed in cases of obesity and metabolic syndrome,
with type 2 diabetes mellitus being which have contributed
substantially to a workd prevalence of 25% of NAFLD (Luci et al, 2020)

The HS, the fin stage of the disease, odiginates from a loss of control
between the synthesis, metabolization and removal of lipids from he-
patic tissue, resulting in an accumulation of these in hepatocytes. On the
other hand, NASH comprises a more advanced stage of HS, comprising
an inflammatory process in the liver due to the imbalance between the
metabolism and fat deposits, with component necroinfiammatory pro-
cess, with or without fibrosis, with the possibility of developing later
cirrhosis and hep dlular carcinoma (Rios et al, 2021). The patho-
physiology of NAFLD is not entirely clear, but there is a suggestion that
there is an involvement of multiple factors for the appearance and

dade Federal do Pampa, Campus Urugualana, BR 472, Km 592, Urugualana, Rio Grande do Sul, CEP: 97500-970, Beazil.
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V. Tpode Nenss o ol
progr of this p "(rmnianhm“
b of adip M | factors, genetic factors and al-
terations in the mtestinal microbiota (Buzzetn o1 al, 2010)
Rmuﬂy.nmdmhmmmmn
a new for lcoholic fatty liver disease
bolic-dys& ciated fatty liver disease (MAFLD). The
mhﬂmdﬂmmﬁ_ﬁmdmm
positive di viding that such a prevalent dis.
m‘nddhmhhpﬂnlndnmﬁmmmmhhhmub
an attempt to avoid the stigma attached to the term “non-alooholic”,
thereby allowing for diagnosis in line with other hepatic pathologies and
bringing the nomenciature closer to the physiology of the disease, be
sﬂa proposing altermative therapy (Fsiam et al., 2020; Fowad et al,
20 Shaha and Mousa, 2021),

oy

Posd wd Ohemcnd Tastendogy 179 (2020 113043

Santa Maria (UPSM), Santa Maria, RS, Brazil (register number 16,569).

221, Obemning of the lyophilized frui
The mesocarp and fruit pulp were used, without the seeds. Ten grams
(l@mnﬂhah&dﬂ.ﬁ&ﬂﬂ“(lmmmah

of 3. the | was yophali iding a powder which was
stared in an amber bottie at - 20 (‘.‘I&qumw
powder in water was tested, being completely solubk

amy
ﬂnmuq.mm-nm-d-ﬂuw-ubdmen
e in the experiments.
222 Phywmchemical analysis
The majority pounds pe in the were quantified by
HPLCPDA with detection ranging from 200 to 400 nm. The separation

dies have therefore d d that in al was provided in a C18 cols
tion, besides their basic | functions, pr physiolog
benefits which have the capacity of pr g and

(S pm; 4.6 « 250 mm) using as mobide
phase a linear gradient of formic acid 1% in waser and acetonitrile 0.7
mil/min from 10 to 55 min, starting with 5% of acetonitrile and reaching

mmMmdwudemm G8% at the end of separation. Dr was p d at 254 nm for
mavima (Burm) Merr (Qitries genus of the R family), popularly 'k-ﬂ:m-nhduc-ﬂ.m-nhm&“w
known as p do, have proven beneficial activities for the organtsm, and 366 am for rutin and isoquercetin (Soligon ef al . 2000)

with these ac betng attributed to the p of fibres, vitamd

minerals and bi (ﬂ_ ichs MMM 223 Iy tlon of the toral of the polyphenols
MMM&‘M) ape The comcentration of total cootent polyphenols was quantified
(Dadwal et al,, 2022; Deag ot al. ‘l.’.‘.\t;\l-ur al, 2022 Zareiyan spectrophotometrically wing Folin Cocalten method (Siog et o ol
andd kha.rhmum .\I‘JLWWMMMIS 19%9) with medifications. Lyophilized extract (0.5 g) was diluted in 1
P Y. diabeti ml. of deionized water, To this solution was added 250 pl of
antimicrobial, antimutagenic, inogenic and antihep Faolin Ciocalt I (1 M), and this mixture was allowed to stand for

(Barresa =t &l 2017
Karshiga et al. 20

vhsa ot al | 201K Saved et al | 201 4; Somanathan
2016)

sZoaetal

10 min prior to the addition of 1 mL of Na2003 (7%). The solution was
left to stand for 90 min and the absorbance was read at 760 am (spec-

Anﬂyb,(mr:— al, wl)‘ ‘M, do (Citrs trophotometer UV- 1800 Shimadzu, Japan).
prandls 'Eangpinyou’, ‘beib ', ‘dunnsh " and buyou') peel The standard curve of gallic acid and of the sample ranged from
mumwmmmeu.w-um 0.025 to 0.5 mg/ml. The total polyphencls were calculated in milli.
in prevention of the develop of obesity jon of dysdipid: grams of gallic acid equivalent/millilitre (mg of GAE/mL). The linear
and hyperglycemia, impn of gl i ldln\in regression yielded y ~ 0.076 x 4 0.1161 as the equation for the standaed
resistance. In another study (Wen oo ol 2022), a drink based on tea and nmdﬂltldiwhpddmn’ 0.9931). The value of
Citrus maxima was tested in mice with NAFLD and the results sh d total polyphenols was exp d as mg of gallic acid by gram of extract.
that it reduced dydipidemia and Bver damage caused by lipid acco-
mmmumuup-mﬁmu-dmm 224, Pwk of amticxidant porensial

Furth it lated the expe of infl Y ABTS and DPPH assays were perfi d g 10 the d !

mnmummwm of in vitro antioxidant acti Six ioms of p o lyophi-

hptmmdybyulm lo leaf ag Memﬁno.ozhum/-l.m-ni

ants. infl.

y and anti.
mm&m(l‘emaal 'Lln).ho-a« there are few researches
that use the fruit. Thus, the aim of this study has beem 10 obtain
phiysochemical analysts and the in viro antioxidant potential of the

extract besides the evaluate the effect of freezedried pulp of the

mmmdumwnmm
the ABTS (2.2 2.uzino-bis3. ‘," lime6 sulfonic  acid)
dical was d d, asp ly described (e o al . 1099), with
“mmwmmdmmpm.emn
mnd ascocbic acid as positive control were prepared. After diluted ABTS

mumm“nﬂmh duction of non-alcobolic farty
liver disense.

2. Materials and methads

bution (42.77 pM, 1000 ul) was added to the tubes. The samples were
Huwummhsmhﬁvwm“
734 nm in a UV- 1800 P ter (Shimadzu, Japan). The anti-
md—mdhhhpdpmﬂw“dumdm
radical inhibition,

21 Chemicals mmmdmamnpuw)
dacal was P hﬁe” (Sharma
All ch ks used in this r were of analy 'mm and Biat, ‘JL'*‘lT&D”" elimi pacity of the pound was
analytical standards used in this igativa, such as epl- Jeubsted ag to the equation: DPPH radical scavenging activity
catechin, rutin and isoq: were ob d from Sigma Chemical - 100 . I(MI,_,.. Absg  VAbs _. J) x 100]).
Corporatson (St. Louls, MO, USA). Gallic acid and caffedc acid were
purchased from Merck (Darmatadt, Germany ). 23 Animals

22 Pant maserial

Ripe fruits of pummelo were collected in 2 rural region in U
guaiana, Brazil. The b ical identity of the p lo fruits was per
i d by Prof. Dr. R Agquino Zachia, and the proof of the sample
used in this investigation is available in the SMDS (Santa Maria
Dep de Baologta) Herb of the Ui idade Federal de

The forty (40) male Wistar rats wsed were available from the Federal
University of the Pampa (UNIPAMPA), RS, Brazil. The rats were acclis
matized at the BIOPAMPA for 30 days, and kept under controlied cli-
matic conditions and light-dark cycle of 12k, The animals recesved water
od Ebiwm and commercial feed.

All the were perfoemed in d with biomedical

Sodieties of E ']

e s

Ao defined by the Brazili
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Foud and Ovrntond Towwasiogy ¢ (2023) 123013

ial kit (Bioclin® Belo Hornzonte, MG, Brazil),

Biokogy 2nd approved by the Animal Exp Ethics C
of the UNIPAMPA, Urugsainna, RS, Bruzil (Protocol 023/2021).
2.31. Diet for inducsion of hepatic

m:-unund.m-ncumwm-uwm

2.6 Hesologecal assessment

The lvers of the rats were dissected and fixed by tmmension & a

hypertipidic diet was prepared by adding 50% of thermolyzed pig
(Saﬁal)hdnsmduch-(hlo?nbt).aﬁnwsmm

ehed wnder radiation in a domestic owen. Fructose
(Laderquimica® ) was added in the drinking water of the aninsals until
reach 45% (Almeids, 2011), Both the ration and fructose solution were
Mmﬁyﬁm&“mmmmﬂvﬂmm
for 45 days and the Citns ’ d by gavage for the
same period, once a day, in the morming.

2.4. Experimental design

The animals were divided into four groups (a ~ 10X Group §: normal
diet (ND) + saline solution (1 ml), Growp 2 fructoseassociated
hyperiipidic diet (FHD) + maline solution (1 mL), Gromp 3 ND
lyophilized pummelo froit pulp st a concentmation (50 mg/kg) and
Group 4: FHD + lyophilized pemmedo frust pulp (50 mg/kg). This value
of dose by mass corporal is suitable with the sobabl d by
MWdMMwMMmm
investigations performed by the groep (Fcisa o2 al, 2015). For 45 days,
the animals werr feed with their corresponding treatments. The animals’
hﬁywﬂ’tnmﬂlﬂduﬁnﬂ.fh“mhﬂdhlh
before cuthanasia. After the amimals were h d with xy /e

fi 15 I (l“)hzq‘h.n:—mhﬂahe
samples were packed in glass bottles with ak joms (Tolosa
oAl 2000 Liver tssoe samples were blocked in paraffin. Hissologscal

ctions were ob d by a mi and positioned i a digital his.
tological bath to shape the cut on the slide. The samples were after
d with be ylin and cosin, dized, and ph hed

under an optical microscope (LENCAR, DMS00) coupled to a digital
camera (10 megaptxels). The analysss of fat droplets in hepatic cells was
ummm-mwwmmm-—
also used to identsfy hi I ch (Kletoer et 2l 2005).

2 Ly L -

27 Dasa anelysis

The results were calculated as mean + standard deviation, Com-
pacisons among the groups were realized through of one-way ANOVA,
Mwmsuwmmmﬁdﬂ_p
values lower than 0,05 The ical d wsing
WMMWOJ(WMW Inc., La Jolla,
CA, USAL

3. Results

ketamine and whale blood by cardiac puncrure and liver were collected
for analysis.

2.5 Paremeters anclysed

251, Bachemical, b logical and infl ry mark alysi:
Total pe ghuc nud‘ patic/renal markers were d
using automated protocols (ChemWell® T, Palm, Florida, USA). He
matological parameters were quantified wsing 2 commercial Kit
(Recho® ) using a system KX.2IN (Sysmex® Corporation, Kobe, Japan).
Inflammatory markers, C.seactive p (CRP), adip tin and
leptin were quantified wsing, respectively, CRP kit (Bioclink, Belo
Horizanse, MG, Birazil), Elisa AdipoQ kit (Abmova®, Walaut, CA, USA)
and Elisa SimpleStep® (Waltham, MA 02453, USA). And finally, cyto-
km(hﬂnblu”-’“c)nmmmw
the Enxyme Linked Immunosorbent Assay method wing
kits obtained from Sigma Aldrich® (St Louis, MO, USA).

252 mqm.mm
To the defi the bevels of polyphenals (1

2 o sz o
21, Phy iy

Analysing the spectral profiles of the main peaks in the chromato-
gram, the presence of gallic acid (peak 1), catechin (peak 2), caffeic acid
(peak 3), epicatechin (peak 4), rutin (peak 5) and soquercetin (peak 6)
were observed. Catechin (3.65 mg/g of Iyophilized extract) and caffeic
ackd (371 mg/g of lyophiliaed extract) were the major compossads
peesent in the fruit pulp sample (10 1)

22 In vitro asexomens of ansaxident ocovity

The sotal phenolics in the fruit palp ranged from 13,14 to 4288 mg
of GAR/g. In the ABTS and DFFH assays, the fruit pulp (0.025-0.5 mg/
ml) yielded a percentage of inhibition of, respectively, 22 3% 35 1%
and 36.6%-76.0%, respectively.

33 Effect of pummelo pulp on body weight gasn
m&rmm.mubdym‘|-m~dlh

et al., 1999), ascorbic acid (Jacques Silva et al. 2001) and GSH (Aker
booes et Sles. 1001), together with the activity of SOD (kit RANSOD .
RANDOX Brasil LTDA), CAT (Acke 1954) and GPx (kit RANSEL .
RANDOX Brasll LTDA) enzymes wese analysed.

Oxidative damage in b lecubes were d as lipid peroxi.
datson (Ohkawas et al | 1979), protetn carbonylation (Levine of al | 1990)
and micronucieus frequency (Schmad, 1975),

253 Analysis of lipid profile end axidative damage i hepatic sssue
The total liver fat was extracted and quantified, as described by Bligh

g In the first three weeks, a significant lower weight gain

00 250 500 i

Fig. 1. Represestative HPLC peofile of the pamumeds frus extract. C18 cobumn
(s.-.u muxlumuw-ulxmma7mu-h

undbynum)‘-uh-ddnﬂ-u«m et al, 20100 The residue
btained from the P was pended in i 1
(ld.) lig were collected for analy Mk-vehdlﬂ
| and t(rigly des were perS d by sp ph
mmmtkn(mwmmmx
Analyses of Bpid peroxadation ((fkawa 1 al, 1979) and protein
carbonylation (Levine of al, 1990) were performed on the supe
bt d from the hep timsue homogenate. The total comtent of
protein in hepatic tissue was realized by sp pb try with a

wih from 200 te 400 sm. Peak (1) paliie ackd peak (2]
casechise peak (3) caffeic acld; pesk (£) epicasechin, peak (5) mutin and peak
(6) Soguercerin were olserved.
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occurred (p < 0.05) in the animals of the 2 and 3 groups in comparison
with the growups which da al diet (group 1). In the following
weeks, there was no modification in weight mcrease between the groups
(Fg. 2.

24 Effect of pummelo pulp on bioch

mmmmu-m«h-mﬂ-‘
E dﬂrmut-edmmmm
npr.lnyhdmwddﬂcqhh d in total chob
(Fig 1B), triglycerides (1ig 1C), LDL chok 1 (Fig E), ¢
(Fig. JF), wrea (Fig. G), ALT (Fig JH), AST (Fig. 1D, ALP (Fig. W), C
reactive protein (Fig L), leptin (Fig M), TNFa (Fig. IN), Bap
(Fig. 90) and IL-6 (g 3P) levels in the group 4 compared to the group 2
(p < 0.08). Purthermore, were identified an increase in the HOL
cholesterol (F:x 1D) and adiposectin (1 1z K) in group 4 compared to
the group 2 (p < 0.05). Was found the alsence of difference in glucose
values between the group that received the fruit pulp and the group 2, as
-ybchudmh: 3A. This analysis showed that the use of

frule ther with a hyperiipidi d the lipidic

pnﬂe renal function, hpuhn!m.ﬂlﬂ-mnq:mhnol
the mats.

| and x1f ¥ P

25 Effect of pummelo pudp on haematological p

A sgnificant decrease In the number of leukocytes in the group 4,
treated with the pummnelo pulp was observed in relation to the FHD diet
(group 2) and normal diet (group 1). There was also a significant
i jon in the p tage of lymphocytes and neutrophils between the
group 1 and the ather groups (p < (0L0S). Ax for the other parameters
evaluated, there were no sgnificant changes between the groups
(Tabie 1)

36 Effectof p
anrioxidant defenses

o pudp o axid

stress oy and

In the eval of oxid: damagre 10 the biomalecules, lower
levels of MDA were observed in the group that received the FHD diet +

fruit pulp (group 4) compared to the group that did mot receive the
extract with the same diet (group 2), with p < 0.08, -u-pnndh

Powd and Chwensond Tuwcodogy |78 (2021) 110943

‘The fatty diet produced a & n dant dedi as
.yhohendbymdhhthdlhﬂl)(hy SA), CAT
(g, 5@), GPx (Fig 5C), GSH (V1g. D) and ascorbic acid (Vg SE) bes
tween the groups 1 and 2 (p < qosxmmwmdp-uhm
extract on the model may be fi d by the

HMMMMMMQﬁLM&MM
mdm(wwmu.ﬁmum

(g SA), catalase (Vg 58), g idase (Fiy 5C)
and reduced glutathione (Fig O)Mhpwplww&e
ascorbic acsd levels, no difference was found between the groups 2 and 4
(V5. SE) and the total phenolic compounds (1 iz “F) were not affected
by the experimental treatments.

7. Activity of pummelo prdp on hissology of hepatic sissue and Bpad

Fig 6A and B shows the hepatic lipid profile for the four experi.
mﬂmhhw(!mﬂ‘LMMﬂnm
pulp extract, there was a lower level of total chall i and trigh
than in 2 group (p < 0.08). big & ahohﬂ!w
femtures of the liver and highlighted that the groups that ingested the
FHD diet « saline (Vg n.b)h‘hljuv-hud’f-dnﬁm-\d
mcreased NAFLD activity scares ind! 1 (NAFLD
mm-mm!}mﬁmt&mmmm&l
fruit extract (NAFLD activity mean score: 0) (1ig 0.F), highlighting the
mmdwmmnundh;thﬁnym-huuuhqdc

tissue. The ab of nges in the h pu\d!ynt-
the group that d the p X IR | diet
(Fig. GE)is an ridence of toxicity ab of y of the
extract.

4. Discussion

NAFLD is considered a world public health problem, caused by bad
udqhﬁumdply:ﬂmnly and s regarded as a hepatic
of ynd| which is alse related to a resis:

tance to it fl and oxidative stress. S d bi
compounds, which are found in plants, such as Savonolds and phenolic
compounds, are widely investignted for thetr health benefits. The pres
mdhmmuohcrvdnnkplp-ﬂmld

the lo fruit, besides s a signifi m viere anti

Fig. AA. In the other parameters, protein oxidation and mic

frequency, there was po mgnificant difference between the 2 and 4
groups (Fig. 4B-C).
525 ° 1 @& 4
@ 2 O 3
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= i j
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Fig. 2 Mas increase in rats of the four experinental groups during the
lnvestigation. Controd group (1), fractose sssockited with bigh.lat feoding diet -
FHD (2% normal diet + pummelo exaract 50 mg/Ag (3) and FHD + pammelo
extmact (4). The daca were p s mean = (a~ 10 s
each group). * p value ower than 0.05 If compared with groups 2 and 3

activity for this fruit (Barreca ot al, 2017; Bmachan o al, 2004
Vilayalakobun! and Madiba, 2010). Although studies had already shown

activity from the extract of leaves of the pummelo
(Fedisa et al, 2018), this study demoastrates for the first time the hep-
atoprotective capacity of freezedried extract from the fruits of the
pummelo in an NAFLD mode] in Wistar rats. Regasding to the pummelo
action mechanism againse NAFLD an molecular level, a recent investi.
gation reported the role of a functional food containing pummelo peel
and camelia teas on AMPK pathway (Wen o1 al . 2022),

In this study, 1 ds of the pulp of the
meﬂm&ﬁ.ﬂnh&hmw
to be rich in phenolic acids, with caffeic acid and catechin being the
majority of the encountered compounds. A study performed by Ammol

and collaboratars ( Anmol 1 al :u-l)..bwuqmmd
the p o, o d lic acids, such as chlorogenic acid,
huhc-dd.du:add.udlk:ﬁ. acid and ptic ackd.
Of these, plk.‘d--dw-uﬁ-dnlhpddmﬂm
cultivars. Besides this, a study eval 1g the ph comp pee-
sent in the ethanols of C. grandis in the powdered peel, observed
a presence of caffetc acid and eg h of 240.78 and
24219 mp/100 g of dry welght, respectively), which ¢ d potent
antioxidant activity (Chowdbary ot al. 2015). These authors also
observed the presence of other phenolic ds, such as syringi

-!L’Madd.vnhtdndrmbydu- corrobarating with the
data of this present study.
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Fig- 3. Effect of pummels pulp extract on biochemical (A-J) and inflammasory parameters (K-P) in plasma samples obtained feom the four experimental geoups.
Conarald group (1); fructme-associaed with high-fan feeding diet - FHD (2); nonmal dist - pummelo exoace 50 mg/kg (3) and FHD 4 pummelo exiract (4], The daa

were presented as mean + standard deviation (n
Tillowwesd by Bionfereani’s test.

With regard to weight gain, all the groups bad demoostrated an ins
crease im body weight by the end of the experiment. In the frst three
weeks, there was a lower weight gain (p < 0u05) of the animals which
received the extract without experimental diet (group 3) and which
received the hyperlipidic diet asociated with fructose (groups 2 and 4)
im relation to the gromp 1. At the end of experiment was mot ohserved
difference amang alll the groups, in agreement a previous study by oar
group, where the same diet model and experimental design was wed
[Felosa et al, 2008} A study which tested ethamolic exiract of Ciins
ursiriu, a species of Asian pummeln, demorstrated that the mats which
recesived this extract also presented weight redwction when compamed to
the comirol group (Park .. A5

Hepatic steatosis is relabed to a resistance to insulin and type 2 dia-
betes medlites, being ane of the factors to be treated to contral NAFLD
(Dunn. 2017). In this study, it was ohserved that the amimals in groap 4
presented lower values of glycemia in relation to group 2, demonstrating
an improvement in the glycemic profile of the animals which received
the pummelo extract. The study by Park and collsborators (Fark et a
30113}, also observed an improvement in the gheose levels of the mis
which received ethanalic extract of Cirus mashin, possibly because of the
decrease of hepatic glycogen, which reflected a decrease of glyoogen
through the decrease in the activity of the enzyme, phosphoenolpyr-
wvate carboxykinase (FPEPCK), thereby reducing the glycemia of the
animals.

In this study, the resalis of the lipidic profile showed that the mis
which utilized the pummelo extract had a reduction in their bevels of
LIL, total cholesternl and triglycerides and an increase in the levels of
HODL chalesterol. A stady which indured hypercholesteralemia and
hypertriglyceridemia in rats through a hypercholesterolemic diet and

10 rats each groupl Ditferen leness indicate differences between cremments (p < 0LU05) according o ANOVA

were treated with pummedo juice, showed a reduction in LDL, iodal
cholesteral and triglycerides levels amd an imcrease in HOL levels,
possibly becaunse of the fact that the flavonoids inhibited the secretion of
apolipoprotein B, responsible for the tramsport of chaolesterol (O

et al, 2004).

Amather important fscior of MAFLD is the inflammatory profile
which individuals present, with an increase in acute stage inflammatory
cytokines, for example. Coeactive protein (CEF) is an important
btomarker in the aoate phase of individuals with NAFLD. Amaong all the
inflammatory markers, CRP appears to be the only ome which, alone,
presents the greatest capacity for predicting risk of the emergence of
tissue inflammation and axidabive siress, mainly n the endoplasmic
reticulum and the peroxisomes [ Johnson et al., 200 ).

Making a relationship with the mflammatory process and the
immunslagical reaction af NAFLD, an investigation showed that the
inflammatory response triggered by obesity involves many componenis
from the classic inflammatory response and inchades a systemic inorease
of inflammatory cytokines and proteins in the acute phase, as for
example, the CRP and recruftment of leakocytes for the inflamed tissoe,
the activation of these and the provocation of remedial responses of
tissae, as with fibrosis, for example (Camargo, 20140 This study
therefare suggests that the use of pummelo exiract redoces the CRP
levels and leukocyte counting, showing an improvemsent in these pa-
rameters and a reduction in the inflammatory process riggered by the
diet and possibly reducing the hepatic damage to the mis.

In this study, the animals from growup 4 presented grester kevels of
adiponectin than the animals in group 2, possibly berause of the
admimistration af a hyperlipidic diet and the pummelo agueous extract.
In animal models, the expresston af adiponectin predices a hepatic lipid
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Tabdi 1

Hematological meavarements of the four experimental groups mesied with 50

mg/kg of aquess extmet of pummelo.
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Resules sepresented & mean = standard deviation. and analysed using ANOVA
lolloweed by Bonferroni's test. Values with different lemers are different (p <
‘0.05].

accumulation, resulting in an incnease of the adipooecting this fact im-
praves the sensibility of the tisues o imsulin i such 3 way that the
ectopic lipid interferes with the insulin sgnaling and causes inflamma-
ticn and apaptosis. Obwiously, this proress has significant implications
far the functions of the liver, pancreatic | cells and the kidneys. Adi-
panectin also increases the beta-ooidation of fatty acids and reduces
lipogenesis in the biver and skeletal muscle via phosphorylation of the
acetyl:CoA carboxylase 1, besides assisting in preventing the progres-
stan af HS for NASH in model animals. It is for this reason that, despite
hawing a lipid diet, the adiponectin bevels increased (Barreca et al.,
2017, It should be noted that adiponectin is a potent insulin synthe-
sizer, which increases the capacity of glicose use in the adipocytes,
reducing the cell signaling cascade (Lima and Vieira, 200 &)
Concerning the leptin, a reduction in its kevels was observed in the
animals in group 4 in comparisan with group 2, poasibly due to the use
of pummelo aguecus extract. This finding is in agreement with the data

| [
1234

Fasd ond Chemical Toricolog: 178 (201} 1030338

already established, as with the study by ather imvestigation (Petia =t al,
#0116, indicating its critical role in the regulation of body weight. Leptin
ran also negatively affect the cardiovascular system, performing
atherogenic, thrombaotic and angiogenic activities. Moreover, beptin can
perform anti-inflammatory activities. In response o the increase of
noxtdative stress and an increass in endothelin sxpression, leptin can
pramate a reduction in vascular relaxation related o nitric ooxide,
thereby improving the effect of angiotensin IL which itself then in-
rcreases the synthesis of the actual leptin and of some pro-inflammatory
cytokines, such as TMF-a amd L6 (Petta et al, 3016). These charac:
teristics could explain the reason for hyperleptinemia being observed in
MAFLL. In a systematic review cammied out by Polyeos and collaborators
[Palyzos =t al., 200 &), the awthors reporied that the levels of circulabing
leptin are greater in patients with MAFLD than in the contrals, deman-
strating the evidence of inflammation mediated damage related to leptin
and tis respective potential invalvement in the pathogeneses of MAPLD.
In amother investigation was related that a diet rich in fat indoced the
secretion af leptin and this acted as a signal of the body fat levels for the
hypothalamus, which control the ingestion of food amd energy cone
sumption (Fenmose et al., 2

A stady by Jianping et al. (201%), which used flavonaids from Cirus
ciangsitan-hayou, a type of Chiness pomels, also rich in flavencdds, such
as Citrus moxtea, sappressed systemic and imirahepatic inflammiation in
mats with NAFLD by inhibiting [L-1 fi, IL-&, THF-x and CRP, commobomting
the data from our sudy and revealing improvement in the inflammatory
process, both systemic and hepaiic (Jianping = al. 3019).

The hepatoprotective effect of pummelo extract was evaluated noa
murine carban tetrachlonde (C01,) bepatic damage moded (Chowdbery
et al, 4} It showed that the group in which pummelo was used
neutralized the alterations in all the indexes of hepatotocicity in com-
parison with the control group. Besides this, the treatment of the animals
with pummeln for two weeks did not present any significant alteration in
the hepatic enzymes in comparison with the control group. This study
alsa showed a reduction in the bepatic enzyme levels ALT, AST and ALP
im thee treatsd group in relation to the non-treated group, demonstratiog
that the use of pummele aqueous extract can be an amdliary treatment in
cases of NAFLD for reducing hepatic damage.

Oncidativee stress contributes to the development of varous pathal-
ogies, such as bepatic stexiosis, and can also damage DNA. One of the
mast used methods to analyze DNA damage is throagh the frequency of
microcled, which are masses of chromatin originating from chromp-
somal fragments or entire chromosomes, which form a small oucless
with a nuclear membrane surrounded by a optoplasm. The probabilicy of
micromiclens frequency provides an estimate of the presence of chro-
measomal alterations (Birben =t al., 302 Pranca et al, 2007; Halliwell
and Whiteman, 2004; Milsc et al., 2015} Our fAndings show that there
were na differences among the groups, demonstrating that no genotoric
effect of pummels aqueous extract exists between the treated and
nomn-treated groups.

C) 24

Egm rE
55 08 i
E 0 [

12 34

Fig. 4. Levels of MDA [A), carbany] in plasma (B} and mécronuclel (T} in leukeeytes of whale blood samples abralned froam the four experimental groups. Cosaral
grop (1) fructess.ameciuted with high-far feeding diet - FHD (2); normal diet + pomesedo exteact 50 mg/kg (3] and FHD + pummeln extract (41 The data wese

presested as mean + standard deviaton (o
by Besnderpuni's test

10 rats each group). Different leitess indicare differences bepsesn reatments (p = 0L05) acconding no ANOVA fallowed
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Fig. 5. Levels of SOD activity (A), CAT activity (B), GPx activity in whole blood (C), GSH levels (D), ascorbic acld comtens (E) and polyphenols content (F) In plasma
samples obtained from the four experimental groups. Control group (1), froctose-associated with high-ar feeding diet - FHD (2 aormal diet + pummelo extract 50
mg/kg (3) and FHD + pummelo extract (4). The data were p s mean + dard deviation {n ~ 10 rats each group). D Jecters indi ditr
between treaments (p < 0.05) accarding to ANOVA followed by Boaferrond's sest,
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Fig. 6. Effect of pummelo extract on hepatic cholesterol (A) and hepatic triglycerides (B) levels in samples hepatic tissoe obtalned from the fowr experimental groups.
Contred group (1); fructase-associated with high-fat feeding diet - FHD (2, narmal diet + pummelo extract 50 mg/kg (3) and FHD + pummedo extract (4). The data
were presented as mean = standard deviation (n ~ 10 s each groupl Different letters indicate differences between treaments (p < 0.05) according 1o ANOVA
followed by Boaferrond's test. In figures C-F are depicied the hepatic tissne of the rats who received the sallne 4 ND (C); FHD diet + saline (D) ND + frult extract (E);
and FHD + frult extract (F). Images were obtained a1 400X magnification and the arrows are highlighting the fag droplets.

Malondialdehyde (MDA) is one of the main by-products of Lip was observed in the present study, other mvestigation (Chowdbury
operoxidation (Halliwedl and Chinco, 1993; Sharma et al., 2012). Inthe etal, 2015)d d that tr with p lo (0.5% of the
evaluation of oxidative damage to the biomolecules, the present study food in powder form) significantly reduced the level of lipid peroxides in
d d that with p lo extract (group 4) reduced comparison with the group expased to tetrachloride. The effect, there.

the MDA levels in relation to the cantrol group. In a similar way to what

fare, of the reduction of MDA observed in this study of the rats which
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ived the ! extract d
mdudng cmdaun: dmage in the liver,
activity of the pammelo.

Excess free radicals in the body are ¢ d by antioxid
defi mechanisms that are produced in vivo or absorbed from the diet
(Halliwell, 2008; Sen et al., 'n\u) Amﬂlemnnlmpanznmzy

its effect in
ing the } tive

g &

Food and Chamical Taxkology 17 (2023) 113933
the wark reported in this paper.
Data availability

Data will be made available ca request.

Ack 1nd.

matic antioxidants are SOD, CAT and GPx; ant
include GSH (Sharma et al., ’Ill’]‘l'huptmmmxlydmmmmthn
the activity of the enzymes SOD, CAT, GPx and GSH increased in the
animals treated with pummelo extract (group 4) in comparison with the
nan-treated animals (group 2), & ing that f o ag
extract can modulate the activities of these antioxidant enzymes. In a
mmlarnyuumabmwdindﬂsnndy other investigation (X umar
lysed the physiochemical and antioxid ial of
smccnmofmfmﬂmdtheyobm:dduulu lo and

This wark was supported by grants from UNIPAMPA (Universidade
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Cientifico e Tecnologico), CAPES (Coordenacao de Aperfeig de

Pessaal de Nivel Superior), and FAPERGS (Fundacao de Amparo a Pes-
quisa do Estado do Rio Grande do Sul).

B ofi

the grapefrui d great i L, which could be
explomi in n:rm of nutrients and health supplunents.

Other studies which evaluated methanolic extract of the leaves and
povdsnhhepedoﬁheﬁ.mn‘mdm:fmilmﬁmmxidymdds
ind: ‘by, andtarbno hloride also di ated the
h and ol amvny of this plant, and an
Impuvmntwunhsavedm!hemhhmcmdbcpancmymud
the antioxidant defenses, plus a reduction in the oxidative damage
markers (Abirami et al., 2015 Chowdbury et al,, 2015). Likewise, in this
study, lyophilized extract of the p lo fruit p d antioxid:
ncmmy observed hy the reductian in the oxidative damage markers
(h and sy ) and an impr in the antioxidant defense
markmo(themwhchmcundlbmn(ml)whm
compared to the control group 2. Furth other & also
oburvedanmxidmummtyofﬂmmﬂmohc:mmoﬂhelumof
C. maxima in streptozotocin induced diabetic rats, with a nse in the GSH
levels and a reduction in the lipid peroxidation levels (Kundusen ef al,
2011).

Regarding the histological data, a significant improvement can be
observed in the hepatic architecture of the animals treated with
P Jo extract in relation to the group with steatasis (group 2), which
was defined through the red of the quantity of macrovesicular
steatasis. A previous study carried out by Feska and collaborators (Feksa
et al, 2014), which also analysed ds with hepati is, albeit
mnndmﬂlahmhcemmfmmpummdokxvs.almobuweda
similar effect to that reported in this work, demanstrating how both the
leaf extract and the pummelo aqueocws fruit extract can equally provide
benefits in the lipid profile and the architecture of the liver in the ani-
mals studied. Histopathological observation of the study by others au-
thors (Jianping et al, 2019), showed that flavonoids found in Citns
h han. buyot ‘hverlaaunswiﬂlugniﬁumdeatueln
Ml’»l.D :mntysmns clearly d g the bep
fects of pomelo and its species.

5. Conclusion

e tive ef

Animals with HS d with do ag fruit extract pre.
sented significant improvement in the biochemical and infl v
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hitecture of the animal d with the extract in compar-
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demonstrate the beneficial effects of the pummelo pulp fruit in the
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Animais com esteatose hepética tratados com extrato aquoso da polpa do pomelo
apresentaram melhora significativa nos perfis bioquimico e inflamatorio, além de modular as
defesas antioxidantes e o dano oxidativo. Além disso, foi observada melhora significativa na
arquitetura hepatica nos animais tratados com o extrato aquoso do pomelo em comparacao
com 0 grupo ndo tratado. Os resultados aqui apresentados, pela primeira vez, demonstram o0s
efeitos benéficos da polpa de pomelo no tratamento da DHGNA, sendo uma possibilidade de
melhoria geral da qualidade de vida desses individuos, seja como suporte ao tratamento ou

para retardar a progressao da doenca.
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7 PERSPECTIVAS

- Awvaliar os efeitos da suplementagdo de lipossomas carregados com extrato aquoso das
folhas e dos frutos do pomelo em ratos wistar com doenca hepética gordurosa ndo
alcodlica.

- Verificar se a suplementacdo dos lipossomas potencializam efeitos bioquimicos do
extrato.

- Comparar os diferentes tratamentos (lipossomas e extrato livre) e correlacionar com
parametros bioquimicos, inflamatorios, de estresse oxidativo e expressao génica;

- Comparar os efeitos dos lipossomas entre ratos machos e fémeas com DHGNA.
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meihor 0s efeitos da polpa do pomelo in vitro, avaliando
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assim sua utilizagio como adjuvante no tratamento da DHGMA

Objetivo da Pesquisa:

Objetreo Prirmdnio:

Objetren Geral

Axaliar os efeltos in vitro do extrato aquose dos frutos do pomelo sobre pardmetros de estresse exidativo em
pacienies com doenga hepdbtica gorduresa ndo alcodlica, nos estagio de estestose hepética e esteato-
hepatite.

Objetren Secundirio:

Objetrens Especificos- Obter o extrate liofilizede dos frutos do pomedo - Realzar a caracterizagao fitoguimica
do extrato;- Verificar a atividede antexidante in vitre do extrato do pomelo em diferentes concentragdes;-
Selecionar os paclentes com doenga hepdtica gordurosa nao alcodlica (esteatose hepatica e esteato-
hepatite), bem como os individuos controle;- Conhecer o perfil sécio-demografico e de sadde dos
participantes do estudo:- Obter o sangue venoso dos participantes da pesquisa;- Realizar os ensalos de
estresse oxidativa in vitre com o extrato dos frutos do pomelo na concentraglo que apresentou melhor
athidade antoxidante;- Venficar a atvidade das enzimas antioxidantes (CAT, S00, GPx)- Quantificar os
comgastos anticadantes (GSH, vitaming C e polifendis)- Determinar o status antioxidante totsl (TAS)-
Ober o dano axidative em biomoléculas (lipidecs, proteinas & DMA).

Avaliagio dos Riscos & Beneficlos:

Riscos:

O participanie poderd sentir uma peguena dor e desconforto por cawsa da pungBo venosa e podera haver &
formagao de um hematoma no local, gue desaparecerd a0 longo de algumas horas. Serd orentado para o
participante gue n&o realize movimenios bruscos & que nio carmegue objetos pesados durante um dia com o
braco em que foi coletado o sangue.

Beneficios:

Ciom & presente pesquisa pretende-se analisar os efeitos in vitro do extrato sguoso dos frutos do pomelo em
gangue de pacientes com DHGMA, ebucidar viss que s8o ativadas de estresse oxidativo e verificar se o
extrate do pomelo & capaz de minimizar o dano oxidativo em

blomaléculas. Espera-se gue os frutos do pomelo, fruta rica em anboxidantes, seja capaz atuar como
adjuvante no tratamento da DHGNA.

Comentarios & Conslderagdes sobre a Pesquisa:

Estudo nacsonal e unicéntrico. De financiaments propro. Trata-se de um ensaso clinico
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randomizado. Previsdo de inicio do estudo: 00712022 & encerramento: 01 072023,

Consideragbes sobre os Termos de apresentagdo obrigabdria:
Vide campo “Conclusies ou Pendéncias e Lista de Inadequacties”™.

Recomendagbes:
Vide campo “Conclusies ou Pendéncias & Lista de Inadequagies”

Conclusées ou Pendéncias & Lista de Inadequacies:
Trata-se de andlise de resposta a0 parecer pendente n* 5.379.058 emitido pelo CEP em 08010352022,

Pendéncias atendidas.

Consideragbes Finals a critério do CEP:

Fessalla-se que cabe a pesquisadora responsdvel encaminhar os relatdrios parciais e final da pesquisa, por
melo da Plataforma Brasil, via notificacio do tipo “relatério” para que sejam desidaments apreciadas no
CEP, conforme Morma Operacional CHS n® 00113, item X1L2.d.

Este paracer fol elaborado basesdo nos documentos abalxo relaclonados:

Tipo Documento Arquiwe Postagem Autor Siuacas
Informacies Basicas|PE_INFORMACOES BASICAS DO P | 100352022 Aceito
do Projets ROJETO 1838081 pdf 16:38:30
Cwitros carta_resposta_a_pendencss_gal_Va| 10032022 |VANUSA Aceito

nusa_hianfredind 10033033 doc AE:37:53 | MANFREDIMNI
TCLE [ Terrmos de TlfLE_IEEUEEH 10032022 | VANUSA Aceito
Aazentimento | 16:35:40 | MANFREDIMNI
Justificativa de
Ausincia
5 TERMO_DE_CONF IDEMGIALIDADE pd| 04 172021 | VANLSA Aceltn
t 16 | MAMFREDIMNI
Progeto Detalhado | |PROJETO_PLATAFORMA_BRASILpdf| 0702021 |VANUSA Acaltn
Brochura 141428 | MANFREDIMI
inwvestigador
Folha de Rosto FOLHA_DE_ROSTO_ASSINADA pdf DTADZ0ET |VANUSA Aceito
14:0728 E‘\NFREDINI
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MNecessita Apreciacio da CONEP:
Mo

URUGUALAMA, 23 de Margo de 2022

Assinado por:
Rafael Lucyk Maurer
(Coordenadona))
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ANEXO 3

Questionario aplicado aos participantes do estudo

QUESTIOMARIO ESTUDO POMELD in vitre

Nome: Seno:
Idade: Data de nascimento:
Etnia: Estado civil:

Profissda:

Grau de escolaridade: Renda:
Peso: altura:
IMLC: Pressdo arterial:

Circunferéncia abdominal:

Doengas pré-existentes:
[ )diabetestipo2 | JHAS ([ )figado gorduroso ( ) obesidade ( ) cancer
[ ) OUTRA:

Usa medicamentos continuamente? | } sim () ndo Quais?

Pratica atividade fisica? | ) sim [ } ndo Se sim, qual frequéncia?

Toma alguma vitamina? | ) sim () ndo Se sim, qual?

Quantas refeigbes faz por dia?

Mas refeigbes vocé prefere: | ) arroz, massa e pdo ( ) ovos, carne e queijo | ) balas, pudim,
pipoca

Bebe dgua? ( ) sim [ } ndo 5e ndo, qual bebida ingere?

Ingere bebida alcodlica? { ) sim () ndo Se sim, qual frequéncia?

E fumante? () sim | ) ndo




