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LISTA DE ABREVIATURAS 

 

Sigla Significado 

  

α-MA Ácido α-muricólico 

ANOVA Análise de variância 

BHS Hidrolase de sais biliares 

β-MA Ácido β-muricólico 

C57/Bl6 Camundongo 57 / Black6 

CA Ácido cólico 

CCK Colecistoquinina 
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Comissão de Ética no Uso de Animais da 

Faculdade de Ciências Farmacêuticas da 

Universidade de São Paulo 
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CYP7a1 Enzima 7 alfa-hidrolase de colesterol 

D2 Iodotironina desiodase do tipo 2 

DCA Ácido deoxicólico 

CLAE Cromatografia líquida de alta eficiência 

ERK Quinase regulada por sinal extracelular 

Fgf15 Fator de crescimento de fibroblasto 15 
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GCA Ácido glicólico 

GDCA Ácido glicodeoxicólico 
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GLP-1 Glucagon-like peptide-1 

GUDCA Ácido glicoursodeoxicólico 

HL Hiperlipídica 
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LCA Ácido litocólico 
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LC-ESI-qToF-MS/MS 

Cromatografia Líquida acoplada a ionização 

por eletrospray com analisador de tempo de 

voo e detector de espectrometria de massa 

de alta resolução 

NAFLD Esteatose hepática não-alcóolica 

NL Normolipídica 

OGTT Teste oral de intolerância à glicose 

ω-MA Ácido ω-muricólico 

rpm rotações por minuto 

SHP Parceiro heterodimérico 

T3 Triiodotironina 

T4 Tiroxina 

TAE Tecido adiposo epididimal 

TαMA Ácido tauro α-muricólico 

TβMA Ácido tauro β-muricólico 

TωMA Ácido tauro ω-muricólico 

TAR Tecido adiposo retroperitoneal 

TAS Tecido adiposo subcutâneo 

TCA Ácido taurocólico 

TCDCA Ácido tauroquenodeoxicólico 

TDCA Ácido taurodeóxicólico 

TG Triglicerídeos 

TGR5 Takeda G-protrein receptor 5 

TICE Excreção de colesterol a nível intestinal 

TLCA Ácido taurolitocólico 

UDCA Ácido ursodeoxicólico 

VLDL Lipoproteína de muita baixa densidade 
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RESUMO 

GENARO, B. Avaliação dos efeitos do D-limoneno no metabolismo de ácidos 
biliares hepáticos em camundongos C57/Bl6. 2021 no. f. Trabalho de 
Conclusão de Curso de Farmácia-Bioquímica – Faculdade de Ciências 
Farmacêuticas – Universidade de São Paulo, São Paulo, 2021. 
 
Palavras-chave: ácidos biliares, D-limoneno, suplementação, dieta hiperlipídica 
 
INTRODUÇÃO: Os ácidos biliares (AB), moléculas sintetizadas a partir de 
colesterol, são liberados pela bile para facilitar a digestão de lipídios da dieta e de 
vitaminas lipossolúveis no trato intestinal. Em contato com a microbiota intestinal, 
os AB podem ser desconjugados de taurina e glicina e sofrer reações de oxidação, 
epimerização e desidroxilação, transformando-os em AB secundários, antes de 
serem absorvidos pelo epitélio intestinal para retornar ao fígado via circulação 
entero-hepática. Uma parte desse pool de AB reabsorvidos escapa para a 
circulação sistêmica, no qual vão desempenhar um papel importante ativando 
receptores presentes em diferentes tecidos, atuando como hipoglicemiantes e 
regulando o metabolismo energético. Portanto, a microbiota intestinal é 
fundamental para a modulação do perfil de AB que pode gerar impacto no 
metabolismo energético. Uma maneira de modular o perfil de AB seria alterar a 
composição da microbiota intestinal, sendo o D-limoneno um possível composto 
capaz de exercer essa função por sua atividade antimicrobiana. OBJETIVO: 
Avaliar os efeitos da suplementação de D-limoneno no metabolismo de AB em 
camundongos C57/Bl6 submetidos à dieta hiperlipídica. MATERIAIS E MÉTODOS 
Camundongos machos C57/Bl6 foram distribuídos em 4 grupos, que receberam a 
dieta normolipídica (NL) ou a dieta hiperlipídica (HL). Após uma semana de 
aclimatização, os camundongos foram divididos em subgrupos e receberam a 
dieta suplementada com D-limoneno com 0, 0.1 e 0.8% por 6 semanas. Os AB 
presentes no fígado e plasma foram quantificados por espectrometria de massas 
de alta resolução (LC-ESI-qToF-MS/MS). RESULTADOS: O grupo de 
camundongos que recebeu a dieta hiperlipídica (HL) apresentou um aumento de 
60% da concentração do ácido biliar β-murocólico (β-MA) quando comparado ao 
grupo normolipídico (NL). Com a suplementação de D-Limoneno (DL) houve uma 
redução da concentração de todos os AB no fígado para o grupo HL 0.8%. O 
grupo HL que recebeu a dieta com 0.1% teve um aumento de 45% de ácido ω-
murocólico (ω-MA) hepático quando comparado com outros grupos que 
receberam a dieta hiperlipídica. O grupo HL 0.1% também apresentou redução do 
ganho de peso, o que possivelmente, poderia ter alguma relação com a mudança 
da concentração de ω-MA. Outro resultado relevante é o aumento expressivo do 
ω-MA conjugado a taurina (TωMA), mesmo não apresentando diferença 
significativa. Um resultado semelhante foi observado para o ácido deoxicólico 
(DCA). O DCA, ω-MA e o TωMA são oriundos da metabolização dos AB primários 
pela microbiota intestinal. Portanto, o limoneno poderia estar modulando a 
microbiota intestinal e, indiretamente, aumentando o conteúdo desses compostos. 
CONCLUSÃO: A alteração no perfil dos AB pode estar relacionada com a 
suplementação de D-Limoneno na dieta dos camundongos. O DCA, ω-MA e o 
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TωMA são oriundos da metabolização dos AB primários pela microbiota intestinal. 
Portanto, indiretamente, o limoneno modelou o perfil desses AB. 
 

1. INTRODUÇÃO 

1.1. Metabolismo de ácidos biliares 

Os AB são sintetizados no fígado pela degradação do colesterol em AB 

primários, que possuem uma estrutura esteroidal com a presença de hidroxilas em 

diferentes posições, dando às moléculas um caráter anfifílico. Esta característica 

anfifílica reflete-se na função detergente dos AB, permitindo a formação de 

micelas e facilitando a digestão de lipídios da dieta e de vitaminas lipossolúveis no 

trato intestinal (DE AGUIAR VALLIM; TARLING; EDWARDS, 2013). A CYP7a1 é a 

principal enzima responsável pela hidroxilação do colesterol, dando início à via 

majoritária de síntese de AB (PERINO et al., 2021). 

Os ácidos cólico (CA) e quenodesoxicólico (CDCA), classificados como AB 

primários, são conjugados à glicina e à taurina nos hepatócitos e, junto com 

colesterol, fosfolipídios e bilirrubina, formam a bile. Essa é armazenada na 

vesícula biliar até ser liberada no duodeno, processo sinalizado pela 

colecistoquinina (CCK) secretada em resposta à presença de alimentos no 

estômago e proporcionalmente à presença de lipídios na dieta (DE AGUIAR 

VALLIM; TARLING; EDWARDS, 2013). 

Aproximadamente 90% da bile secretada será reabsorvida pelo epitélio 

intestinal e, via circulação entero-hepática, retornará ao fígado. Entretanto, parte 

dos AB podem ser desconjugados pela microbiota intestinal antes de serem 

absorvidos. A microbiota também pode oxidar, epimerizar e desidroxilar os AB 

primários e transformá-los em AB secundários como o litocólico (LCA), 

ursodeoxicólico (UDCA) e deoxicólico, (DCA) que também serão majoritariamente 

reabsorvidos pelo epitélio intestinal ou, em menores proporções, eliminados pelas 

fezes (WAHLSTRÖM et al., 2016). 

Uma parte dos AB que retornam ao fígado escapam para a circulação 

sistêmica, onde desempenham papel importante ativando receptores presentes 

em diferentes tecidos. Essas funções ainda não foram totalmente elucidadas, mas 

sabe-se que os AB são agonistas de receptores nucleares como o farnesoide 
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(FXR) e receptor de membrana acoplado à proteína G (TGR5), que alteram a 

expressão gênica e podem levar a mudanças no metabolismo lipídico (DE 

AGUIAR VALLIM; TARLING; EDWARDS, 2013). 

As diferentes posições e o número de hidroxilas nas moléculas dos AB 

secundários conferem a essas moléculas propriedades físico-químicas distintas 

dos AB primários, impactando a seletividade da ativação dos seus receptores. Por 

exemplo, a presença do CDCA ativa o FXR hepático aumentando a depuração de 

triglicérides plasmáticos e diminuindo a síntese hepática de lipídios (CLAUDEL; 

STAELS; KUIPERS, 2005). O FXR tem papel importante no metabolismo lipídico 

ao regular a síntese de AB (WAHLSTRÖM et al., 2016). Induzido por AB, o FXR 

inibe a síntese de de novo AB ao inibir a expressão do gene que sintetiza a 

CYP7a1 (PERINO et al., 2021). 

Por outro lado, o TGR5 tem o LCA como mais importante agonista, que ao 

ativar células endócrinas do epitélio intestinal melhoram a secreção da incretina 

glucagon-like peptide-1 (GLP-1). Esse aumento de incretinas estimula a síntese de 

insulina e aumenta a sensibilidade dos tecidos a esse hormônio. Já nos músculos 

e no tecido adiposo marrom, o TGR5 regula a homeostase energética ao ativar a 

iodotironina desiodase do tipo 2 (D2) elevando a conversão da tiroxina T4 (baixa 

atividade biológica) para o hormônio tireoidiano mais ativo, T3 (SCHAAP; 

TRAUNER; JANSEN, 2014). O aumento de T3, devido aos AB, induz a atividade 

traducional do D2 mRNA promovendo maior atividade mitocondrial. Essa atividade 

gera um maior gasto energético pelo alto consumo de oxigênio para a oxidação de 

ácidos graxos (WATANABE et al., 2006) (Figura 1). 

Portanto, a microbiota intestinal é fundamental no metabolismo dos AB, 

modificando o perfil de AB e seu impacto no metabolismo. 

 

1.2 D-limoneno na microbiota intestinal 

Uma maneira de modular o perfil de AB é alterar a composição da 

microbiota intestinal, sendo o D-limoneno um possível composto capaz de exercer 

essa função. O D-limoneno é o principal monoterpeno encontrado na casca da 

laranja, e é produto do metabolismo secundários das plantas. Além disso, é muito 
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utilizado nas indústrias alimentícia e cosmética, pois possui forte odor 

característico, além de ter função antimicrobiana (VIEIRA et al., 2018). O D-

limoneno, assim como outros terpenos, são empregados na prevenção e 

tratamentos de doenças devido a seus diversos efeitos como antiinflamatório 

(HIROTA et al., 2010; KUMMER et al., 2013) e antioxidante (MURALI; 

KARTHIKEYAN; SARAVANAN, 2013; VIEIRA et al., 2018). 

 

Figura 1 - Possíveis vias de ativação do D-limoneno na regulação do metabolismo energético. 

 

 

O limoneno (C10H16) (Figura 2) possui baixo peso molecular (136,2 g/mol) e 

alto coeficiente de partição (logP = 4,57), que confere alta lipofilicidade, e possui 

dois isômeros; D-limoneno e L-limoneno, sendo o D-limoneno mais abundante na 

casca da laranja (SCHMIDT; GÖEN, 2017). 

Este monoterpeno tem rápida absorção epitelial intestinal e rápida 

metabolização, pois seus metabólitos no plasma alcançam concentração máxima 

entre 1 a 2 horas após administração e possuem acelerada eliminação, com 

tempo de meia-vida entre 0,7-2,5 horas (SCHMIDT; GÖEN, 2017). 
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Figura 2 - Estrutura molecular do D-limoneno (PubChem, CID 440917). 

 

 

Os óleos essenciais, ricos em monoterpenoides, atuam como 

antibacterianos por sua capacidade de atravessar a membrana bacteriana, devido 

a sua hidrofobicidade, sendo este seu principal mecanismo de ação (SIKKEMA; 

DE BONT; POOLMAN, 1994). Os monoterpenos desestruturam a bicamada 

lipídica das membranas dos microrganismos e das mitocôndrias, levando ao 

aumento da permeabilidade, desequilibrando a concentração intracelular de 

prótons e permitindo que compostos citoplasmáticos escapem para o meio 

extracelular (SIKKEMA; DE BONT; POOLMAN, 1994; TROMBETTA et al., 2005). 

Assim, o D-limoneno poderia modular a microbiota intestinal por sua ação 

antimicrobiana, selecionando determinadas bactérias, e possivelmente impactar o 

metabolismo de AB. 

 

2. OBJETIVOS 

2.1. Objetivo geral 

Avaliar os efeitos da suplementação com D-limoneno no metabolismo de AB 

em camundongos C57/BI6. 

 

2.2. Objetivos específicos 

•  Identificar e quantificar os AB no fígado dos camundongos suplementados 

com D-limoneno. 

•  Avaliar o efeito do D-limoneno no metabolismo de AB pela microbiota 

intestinal. 

•  Avaliar se a modulação da composição dos AB, após suplementação com 

D-limoneno, impacta o metabolismo energético. 
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 

3.1.  Estudo in vivo 

O início da suplementação do primeiro dos três lotes de camundongos 

machos (C57/Bl6) foi em setembro de 2019. O experimento aprovado pela CEUA 

da Faculdade de Ciências Farmacêuticas da USP (protocolo n. 576) (Anexo I), 

com camundongos com 11 semanas de idade foram submetidos a rações 

normolipídicas e hiperlipídicas, às quais foram adicionados D-limoneno nas 

concentrações de 0,1, e 0,8%, além de um controle sem D-limoneno. O ganho de 

peso e o consumo alimentar foram monitorados ao longo do experimento, além da 

coleta semanal de fezes durante as 6 semanas do experimento (Figura 3). Na 6ª e 

última semana da suplementação, os animais foram submetidos à eutanásia sob 

anestesia por isoflurano para amostragem de plasma e tecidos (fígado e tecido 

adiposo) e armazenados a -80ºC. 

 

Figura 3 - Planejamento do ensaio experimental in vivo. 

 

 

3.2.  Teste oral de intolerância à glicose (OGTT) e à insulina (ITT) 

Os animais foram submetidos ao OGTT na 5ª semana do experimento. O 

teste foi realizado às 13:00, 6 horas após a transferência dos animais para caixas 

limpas e sem acesso a ração. A glicemia foi determinada com um glicosímetro, 

coletando-se sangue da extremidade da cauda dos animais nos tempos -10, 0, 15, 

30, 45, 60 e 90 minutos após a gavagem de uma solução de D-glicose (2g/2Kg de 

peso corpóreo). Na 5ª semana do experimento, os camundongos foram 

submetidos ao teste de ITT, para avaliar a sensibilidade a esse hormônio. O 
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procedimento foi realizado de forma semelhante ao OGTT, substituindo-se a 

gavagem de glicose por uma injeção intraperitoneal de insulina a 0,75 U/Kg, sendo 

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

injeção de insulina 

 

3.3.  Análise dos AB 

3.3.1. Reagentes 

Os padrões de AB que incluem cholic acid (CA), chenodeoxycholic acid 

(CDCA), deoxycholic acid (DCA), ursodeoxycholic acid (UDCA), lithocholic acid 

(LCA), α-murocholic acid (α-MA), β-murocholic acid (β -MA), hyocholic acid/γ-

murocholic acid (γMA), taurocholic acid (T-CA), taurochenodeoxycholic acid (T-

CDCA), taurodeoxycholic acid (T-DCA), taurolithocholic acid (T-LCA), tauro-α-

murocholic acid (T-α-MA), glycocholic acid (G-CA), glycodeoxycholic acid (G-

DCA), glycoursodeoxycholic acid (G-UDCA), glycolithocholic acid (G-LCA) foram 

adquiridos da Crystal Chem (Elk Grove Village, USA) e os padrões deuterados 

cholic acid -2,2,4,4-D4 (CA-D4), chenodeoxycholic acid-2,2,4,4,-D4 (CDCA-D4), 

deoxycholic acid-2,2,4,4-D4 (DCA-D4), ursodeoxycholic acid-2,2,4,4-D4 (UDCA-

D4), lithocholic acid-2,2,4,4-D4 (LCA-D4), glycochenodeoxycholic acid-2,2,4,4-D4 

(CDCA-D4), glycodeoxycholic acid-2,2,4,4-D4 (G-DCA-D4), glycoursodeoxycholic 

acid-2,2,4,4-D4 (G-UDCA-D4) and glycolithocholic acid-2,2,4,4-D4 (G-LCA-D4) 

foram comprados da CDN Isotopes (Pointe-Claire, Canada). Metanol e acetonitrila 

grau LC-MS foram adquiridos da Merck (Darmstadt, Germany). Água ultrapura foi 

obtida por um sistema Milli-Q (Millipore, Bedford, MA, USA). Ácido fórmico para 

espectrometria de massas foi adquirido da Sigma-Aldrich. 

 

3.3.2. Preparo do padrão interno e curva de calibração 

Soluções estoque dos padrões deuterados foram produzidas pela 

dissolução dos padrões em metanol a uma concentração de 10 mM. A partir 

dessas soluções, foi preparado um pool de padrão interno a uma concentração de 

100 µM (solução mãe) que foi diluída a uma concentração de 2 µM no momento 
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das extrações de acordo com o procedimento para cada tipo de matriz a serem 

analisadas. 

Para realizar a quantificação do conteúdo de AB em amostras de fígado 

foram também preparados soluções estoques dos padrões de AB em metanol a 

uma concentração de 10 mM. A partir dessas soluções, foi preparado um pool de 

padrões a uma concentração de 100 µM (solução mãe). Foram construídas curvas 

de calibração em solvente, solubilizadas em metanol:água (1:1, v/v), no intervalo 

de concentração de 0.05 a 2 µM contendo pelo menos 7 concentrações distintas. 

Foram construídas curvas de calibração na matriz fígado, com intervalo de 

concentração de 0.05 a 5 µM, todas contendo ao menos 7 concentrações 

distintas. Todas as diferentes concentrações foram fortificadas com o pool de 

padrão interno para que a concentração final fosse de 0.2 µM equivalente a 

concentração fortificada nas amostras. 

A quantificação foi realizada utilizando a técnica do padrão interno com o 

analito e seu respectivo padrão interno deuterados ou sua forma não conjugada 

com taurina ou glicina quando não disponível. As curvas de calibração na matriz 

foram utilizadas para descontar o possível efeito de supressão da matriz nos 

analitos quando analisados por espectrometria de massas. 

 

3.3.3. Extração das amostras 

As extrações de AB foram realizadas segundo Fromme et al. (2019) (Figura 

4).As amostras de fígado foram pulverizadas a frio, assistidas de nitrogênio 

líquido, usando moinho de bolas. Foram pesados 10 mg de amostra e fortificadas 

com 20 µL de IS (2 µM) e extraídas com 400 µL de metanol gelado. As amostras 

foram agitadas a 600 rpm, por 10 min a 4 ºC e seguida de centrifugação nas 

mesmas condições já mencionadas. Foi recolhido o sobrenadante e realizado 

novamente a extração das amostras. Ambos os sobrenadantes foram combinados 

e evaporados. As amostras foram reconstituídas em 200 µL metanol:água (1:1, 

v/v), filtradas com filtros de PTFE de 0.22 µm e transferidas para vials de 

cromatógrafo líquido de ultra alta eficiência (CLAE) com insert de 250 µL. 
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Figura 4 - Metodologia de extração dos AB em amostra de fígado. 

 

 

3.3.4. Análise dos AB por cromatografia líquida acoplada a 

espectrometria de massas de alta resolução 

A separação dos AB foi realizada em CLAE modelo UFLC XR (Shimadzu, 

Japão), equipado com bomba binária e injetor automático com termostato. Para a 

separação cromatográfica será empregada uma coluna Kinetex C18 EVO, 2.1 x 

100 mm, 1.7 µm (Phenomenex, Califórnia, EUA) que será mantida a uma 

temperatura de 40 ºC. Os AB foram eluídos utilizando água ultrapura com 0.1% de 

ácido fórmico (fase A) e acetonitrila com 0.1% de ácido fórmico (fase B) usando o 

seguinte gradiente: 0 min, 5% de fase B e mantido por 1 minuto, aumentando 

linearmente até 100% de fase B aos 12 min, permanecendo a 100% de fase B até 

o minuto 13, retomando as condições iniciais de 5% de fase B aos 15 min. Foi 

empregado um fluxo de 400 µL/min e injetados 10 µL dos extratos. 

Os AB foram analisados em espectrômetro de massas de alta resolução, 

modelo Compact (Bruker, Massachusetts, EUA) acoplado a ionização por 

eletrospray (ESI) e analisador de tempo de voo (Q-ToF). As amostras foram 

analisadas em modo de ionização negativo no modo de perfil de alta resolução, 

com aquisição de dados de massa na faixa de 50 a 1000 m/z. Os parâmetros de 

análise foram: voltagem do capilar, - 4.5 kV; temperatura do gás secante, 200 ºC, 

fluxo do gás secante, 10 L/min; pressão do gás de nebulização, 28.0 psi; voltagem 
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de placa, 500 V. A identificação da molécula foi confirmada utilizando o software 

Data Analysis e comparação com padrões e a quantificação utilizando o software 

QuantAnalaysis da Bruker. 

Para assegurar a qualidade dos dados, foi injetado o formato de sódio como 

íon de referência para calibração interna do equipamento em todas as análises. 

Também foi realizada a aleatorização das amostras para evitar efeito de ordem de 

injeção e preparado um controle de qualidade, contendo uma mistura equitativa de 

todas as amostras, que será injetado em diferentes tempos da análise para 

verificar possíveis deslocamentos nos cromatogramas obtidos no LC-ESI-qToF-

MS/MS. 

 

3.4. Análise estatística 

A normalidade dos dados obtidos nos experimentos foi avaliada pelo teste 

de Shapiro-Wilk, no qual determinou a utilização de estatística paramétrica e não-

paramétrica. As diferenças dos grupos foram avaliadas por análise de variância 

simples (ANOVA) com múltiplas comparações pelo método de Tukey ou pelo 

método de Kruskal Wallys, sendo a distribuição normal ou não, respectivamente. 

Foram consideradas diferenças significativas com valor de p inferior a 0,05 

(p<0,05). 

 

4. RESULTADOS 

4.1.  Ganho de peso, consumo alimentar e eficiência energética pelos 

camundongos 

O ganho de peso entre os animais que receberam a ração hiperlipídica, 

comparado com os animais que receberam a ração normolipídica, foi maior e 

apresentou diferença significativa (p<0,001), indicando a indução a obesidade pela 

dieta hiperlipídica. O grupo HL0.8, com média de peso de 7,05 ± 1,42 g, 

apresentou o maior ganho de peso entre os grupos hiperlipídicos e quando 

comparado ao grupo HL0.1, com média de 3,98 ± 1,44 g, apresentou diferença 

estatisticamente significativa (p<0.05) (Figura 5-C). O grupo HL0.1 mostrou uma 

tendência de menor ganho de peso, mas não diferiu quando comparado com o 
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grupo HL, com média de 6,05 ± 0,90 (p≥0,05). Esta mesma tendência foi 

observada durante todo o período de evolução do experimento em relação ao 

ganho de peso dos animais (Figura 5-A). 

 

Figura 5 - Ganho de peso dos camundongos, consumo e eficiência energética dos camundongos. 
A- Ganho de peso (g) durante os 37 dias de experimento. B- Consumo alimentar (g) durante os 37 
dias de experimento. C- Ganho de peso (g) ao final do experimento. D- Eficiência energética (g/kJ). 

(N=8-9 animais/ grupo). Teste de Tukey para comparações múltiplas. 

 

 

Dentre os grupos de camundongos que receberam a dieta hiperlipídica, o 

consumo alimentar da ração apresentou o mesmo perfil e não teve diferença entre 

os grupos (p≥0,05). O grupo NL apresentou maior consumo alimentar quando 

comparado aos grupos que receberam a dieta hiperlipídica e devido a variação no 

consumo, tampouco houve diferenças (Figura 5-B). 

O grupo NL apresentou menor eficiência energética, 0.003 ± 0.002 g/g, 

quando comparado com os outros grupos analisados, com diferença estatística 

apenas para os grupos HL e HL0.8 (p<0.05), 0.006 ± 0.001 e 0.006 ± 0.002 g/g, 

respectivamente (Figura 5-D). Os animais do grupo HL0.1 apresentaram uma 
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tendência para uma menor eficiência energética, 0.004 ± 0.001 g/g mas não diferiu 

estatisticamente dos outros grupos hiperlipídicos e tampouco do grupo NL 

(p≥0,05) (Figura 5-D). Portanto, os animais que ingeriram a dieta hiperlipídica com 

0,1% de D-limoneno tiveram o mesmo consumo que os demais grupos 

hiperlipídicos, porém essas calorias não foram convertidas em ganho de peso, 

indicado pela menor eficiência energética. 

 

4.2.  Peso dos depósitos de gordura e fígado. 

Todos os animais que foram tratados com a ração hiperlipídica, no geral, 

apresentaram maior conteúdo de tecido adiposo branco em relação à massa 

corpórea, comparado aos camundongos que receberam a ração normolipídica 

(Figura 6-A,B,C). 

O grupo HL0.1 apresentou redução do depósito de tecido adiposo 

epididimal (TAE), com massa de 0.94 ± 0.24 g, quando comparado ao grupo 

HL0.8, com massa de 1.65 ± 0.37 g, apresentando diferença estatística (p<0.05). 

Entretanto, quando comparado ao grupo HL, com 1.50 ± 0.48 g de TAE, não 

houve diferença estatística (p≥0,05). O grupo NL, com média de 0.56 ± 0.06 g de 

TAE, apresentou menor acúmulo de gordura com diferença significativa em 

relação ao grupo HL (p<0.01) e ao grupo HL0.8 (p<0.001) (Figura 6-A). 

Em relação ao tecido adiposo retroperitoneal (TAR), o grupo NL, com 

0.14±0.03 g de TAR, apresentou menor acúmulo dessa reserva lipídica quando 

comparado aos grupos alimentados com dieta hiperlipídica (p<0.05). O grupo 

HL0.1, com 0.31 ± 0.08 g de TAR, também apresentou menor peso do TAR ao ser 

comparado ao grupo HL0.8, com 0.48 ± 0.07 g (p<0.05). Houve uma tendência de 

menor acúmulo de gordura do TAR no grupo HL0.1 em relação ao grupo HL, com 

0.42 ± 0.11 g, mas não foi observada diferença estatística significativa (p≥0,05) 

(Figura 6-B). 
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Figura 6 - Análise dos pesos do tecido adiposo e do fígado após eutanásia (g). A- Tecido adiposo 
epididimal. B- Tecido adiposo retroperitoneal. C- Tecido adiposo subcutâneo. D- Fígado. (N=8-9 

animais/ grupo). Teste de Tukey para comparações múltiplas. 

 

 

O grupo HL0.1 apresentou menor ganho do depósito de tecido adiposo 

subcutâneo (TAS), com 0.42 ± 0.08 g de TAS, quando comparado ao grupo 

HL0.8, com 0.70 ± 0.20 g de TAS (p<0.05). Entretanto, quando comparado ao 

grupo HL, com 0.57 ± 0.12 g de TAS, não houve diferença estatística (p≥0,05). O 

grupo NL, com 0.29 ± 0.04 g de TAS apresentou menor conteúdo de depósito de 

gordura em relação ao grupo HL (p<0.05) e ao grupo HL0.8 (p<0.001) (Figura 6-

C). 

Apesar do maior consumo calórico dentre os grupos que receberam a dieta 

hiperlipídica, não houve diferença de peso no fígado entre os grupos após a 

eutanásia (p≥0,05) (Figura 6-D). 

Dentre os camundongos que receberam a dieta hiperlipídica suplementada 

com D-limoneno, a ingestão, por mg/dia, do monoterpeno foi significativamente 

maior no grupo HL0.8, 17,55 ± 1,04 mg de D-limoneno/dia, quando comparada 

com grupo HL0.1, com 2,37 ± 0.13 mg de D-limoneno/dia (Figura 7). 
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Figura 7 - Ingestão de D-limoneno (mg/dia) pelos camundongos. (N=8-9 animais/ grupo). Teste de 
Tukey para comparações múltiplas. 

 

 

A ração utilizada no experimento foi avaliada para determinar a 

concentração de D-limoneno. Além disso, foi investigada possíveis perdas do 

monoterpeno durante o processo de fabricação da ração e durante o período em 

que os camundongos foram alimentados. A ração hiperlipídica, em que a 

concentração teórica deveria ser de 0.1% de D-limoneno, apresentou uma 

concentração real de 0.10g/100g de ração, portanto, não ocorrendo perdas. Já a 

ração hiperlipídica com concentração teórica de 0.8% de D-limoneno obteve, de 

concentração real, 0.67g/100g de ração, mostrando uma perda de 16.25% do 

monoterpeno. Para analisar a estabilidade do D-limoneno durante o experimento 

realizado, foi simulando as condições ambientais do biotério para verificar a perda 

dessa molécula quando exposta em uma temperatura de 30ºC em 24h. Em 

relação à concentração inicial, a perda máxima foi de 33%. Com isso, foi 

estabelecido no protocolo, a troca da ração das gaiolas a cada 2 ou, no máximo, 3 

dias, mantendo assim uma ingestão de D-limoneno o mais constante possível 

durante o experimento (Tabela 1). 

 

4.3. Concentração de ácido biliar hepático 

Dentre os AB quantificados no tecido hepático, além dos ácidos primários, 

conjugados ou não com os aminoácidos taurina ou glicina, também foram 

detectados os AB secundários. No geral, após a suplementação com D-limoneno, 
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ocorreu uma redução da concentração dos AB nos grupos hiperlipídicos, 

principalmente, no grupo HL0.8 (Figura 8). 

 

Tabela 1 - Concentrações de D-limoneno por grupo de camundongo. 

Formulação Concentração teórica 

(g/100g) 

Concentração real 

(g/100g) 

NL 0 - n.d. 

HL 0 - n.d. 

HL 0.1% 0.1 0.10 ± 0.02 

HL 0.8% 0.8 0.67 ± 0.02 

 

 

Os compostos αMA (Figura 8-A) e βMA (Figura 8-B), principais AB 

primários em roedores, apresentaram maiores concentrações no grupo HL quando 

comparado aos grupos hiperlipídicos suplementados com o monoterpeno. O grupo 

NL apresentou menor concentração de αMA, 0,06 ± 0,03 µmol/g de fígado, em 

relação ao grupo HL, com valores de 0,20 ± 0,05 µmol/g de fígado (p<0.001). 

Além disso, dentre os grupos alimentados com ração hiperlipídica, o grupo HL 

apresentou maior concentração do αMA quando comparado com o grupo HL0.1, 

com 0.13 ± 0.01 µmol/g de fígado (p<0.05) e com o grupo HL0.8, com 0.08 ± 0.04 

µmol/g de fígado (p<0.001). 

O βMA mostrou resultados semelhantes. Entre os grupos NL, 0.92 ± 0.47 

µmol/g de fígado, e HL, 2.30 ± 0.74 µmol/g de fígado, houve um aumento na 

concentração de βMA com a dieta hiperlipídica (p<0.001). O tratamento com D-

limoneno também diminuiu a concentração de βMA no grupo HL0.8, 0.59 ± 0.25 

µmol/g de fígado, com diferença significativa em relação ao grupo HL (p<0.001). 

Foi verificada uma menor quantidade desse ácido biliar no grupo HL0.8 quando 

comparado ao grupo HL0.1, 1.49 ± 0.55 µmol/g de fígado, com diferença 

significativa (p<0.05), porém o grupo HL0.1 não apresentou diferenças em relação 

ao grupo HL. 
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Figura 8 - Análise da concentração de AB hepáticos (µmol/g). A- ácido α-murocólico. B- ácido 
β-murocólico. C- ácido cólico. D- ácido ω-murocólico. E- ácido α-tauromurocólico. F- ácido β-

tauromurocólico. G- ácido taurocólico. H- ácido tauroquenodeoxicólico. I- ácido taurodeoxicólico. J- 
ácido tauroursodeoxicólico. K- ácido ω-tauromurocólico. L- ácido glicocólico (N=8-9 animais/ 

grupo). Teste de Tukey para comparações múltiplas. 

 

 

 

Ao analisar os resultados para os AB primários conjugados com taurina, foi 

verificado que o TαMA (Figura 8-E) não apresentou concentrações 

estatisticamente diferentes (p≥0,05) para os grupos NL, 3,63 ± 1.03 µmol/g de 

fígado e HL, 3.89 ± 1.70 µmol/g de fígado. Já o grupo HL0.1 apresentou maior 

concentração de TαMA, 4.80 ± 0.22 µmol/g de fígado, diferindo apenas em 

relação ao grupo HL0.8 (p<0.001), com concentrações de 1.65±0.53 µmol/g de 

fígado. 

Em relação ao TβMA (Figura 8-F), o grupo HL0.8 apresentou menor 

concentração do AB, 7.29 ± 1.52 µmol/g de fígado, em relação aos outros grupos 

analisados no estudo (p<0.001). Entre as concentrações dos grupos NL, com 

21.81 ± 8.65 µmol/g de fígado, HL, com 24.95 ± 3.25 µmol/g de fígado, e HL0.1, 

com 23.28 ± 2.96 µmol/g de fígado, não foram encontradas diferenças 

significativas (p≥0,05). 
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O CA (Figura 8-C) apresentou um perfil diferente dos outros AB primários 

não conjugados. A maior concentração do AB foi encontrada no grupo NL, 0.39 ± 

0.22 µmol/g de fígado, com diferença significativa quando comparado com os 

grupos HL0.1, 0019 ± 0.09 µmol/g de fígado, e HL0.8, 0.07 ± 0.05 µmol/g de 

fígado, com valores de p<0.05 e p<0.001, respectivamente. Não houve diferença 

significativa do conteúdo de CA entre o grupo NL e o HL (0.24 ± 0.05 µmol/g de 

fígado) (p≥0.05). 

O grupo HL0.8 apresentou menor concentração de TCA (10.49±2.36) 

(Figura 8-G) quando comparados com os outros grupos analisado (p<0.001). 

Entre as concentrações dos grupos NL (24.67±2.26), HL (27.64±5.24) e HL0.1 

(25.39±0.85), não se apresentaram estatisticamente diferentes (p≥0,05). O CA 

conjugado a glicina (GCA) (Figura 8-L) apresentou menor concentração no grupo 

HL0.8, com teor de 1.71 ± 0.42 µmol/g de fígado, quando comparados com os 

outros grupos analisado (p<0.01). Entre as concentrações dos grupos NL, 4.57 ± 

0.74 µmol/g de fígado, HL, 4.05 ± 0.80 µmol/g de fígado e HL0.1 4.46 ± 1.22 

µmol/g de fígado, não foram encontradas diferenças estatísticas (p≥0,05). As 

concentrações de TCDCA (Figura 8-H) não apresentaram diferenças estatísticas 

entre os grupos estudados (p≥0,05). 

Ao analisar dos resultados dos AB secundários, AB que já passaram pelo 

lúmen intestinal, no geral, o grupo HL0.8 apresentou menores concentrações entre 

os ácidos analisados (Figura 8). 

O grupo HL0.1 apresentou maior concentração de ωMA, com teor de 0.65 ± 

0.13 µmol/g de fígado, em relação ao grupo HL0.8, com teor de 0.28 ± 0.15 µmol/g 

de fígado (p<0.01) e aos grupos NL e HL, com teor de 0.21 ± 0.05 µmol/g de 

fígado (p<0.01) e 0.44 ± 0.14 (p<0.01), respectivamente. O grupo NL foi o que 

apresentou menor concentração e diferiu significativamente em relação ao grupo 

HL (p<0.05) (Figura 8-D). Em relação ao ωMA conjugado a taurina (Figura 8-K), o 

grupo HL0.1 apresentou maior concentração, 8.92 ± 1.25 µmol/g de fígado, em 

relação ao grupo HL0.8, com 2.03 ± 0.66 µmol/g de fígado (p<0.01). Os grupos NL 

e HL, com concentrações de 3.99 ± 1.55 e X µmol/g de fígado não apresentaram 

estatisticamente diferentes em relação aos outros grupos (p≥0,05). 
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O teor de TUDCA (Figura 8-J) apresentou maior concentração no grupo NL, 

com valores de 2.47 ± 0.77 µmol/g de fígado, quando comparado com o grupo 

HL0.8 (p>0.001). Já o grupo HL0.8 apresentou menor concentração de TUDCA, 

0.87 ± 0.23 µmol/g de fígado, em relação aos outros grupos alimentados com 

ração hiperlipídica, grupo HL e HL0.1 (p<0;05). Entre os grupos HL e HL0.1, com 

teor de 1.84 ± 0.48 e 1.83 ± 0.20 µmol/g de fígado, respectivamente, não foram 

encontradas diferenças estatísticas (p≥0,05). As concentrações de TDCA (Figura 

8-I) não apresentaram diferenças estatísticas entre os grupos estudados (p≥0,05). 

 

5. DISCUSSÃO 

A modulação da microbiota intestinal através ação antimicrobiana do D-

limoneno é provável devido à alta lipofilicidade da molécula, levando a inibição do 

crescimento de bactérias gram-positivas e gram-negativas da microbiota intestinal 

(HAN; SUN; CHEN, 2019). O pool bacteriano no lúmen intestinal tem ação tanto 

na regulação da síntese de AB, quanto mudança na lipofilicidade desses ácidos, 

alterando a absorção destes compostos pelos enterócitos. Parte destes AB são 

desconjugados pela enzima bacteriana BSH (do inglês bile salt hyxdrolase), que 

remove os aminoácidos taurina e glicina conjugados ao AB (WAHLSTRÖM et al., 

2016). 

Os AB secundários, que são originados das reações de desidroxilação e da 

epimerização dos AB primários, são substratos na regulação do metabolismo 

lipídico (DE AGUIAR VALLIM; TARLING; EDWARDS, 2013; PERINO et al., 2021). 

A metabolização destes ácidos pela microbiota permite uma maior variedade de 

AB, que ao atingirem os enterócitos, hepatócitos ou, através da circulação 

sistêmica, alcançam os adipócitos, podendo atuar em distintos receptores, levando 

a sinalizações com impacto no metabolismo energético (WAHLSTRÖM et al., 

2016). 

Os compostos αMA e βMA, principais AB primários em roedores, 

apresentaram maiores concentrações no grupo HL, no tecido hepático. Em 

contrapartida, ocorreu uma redução do αMA em relação ao grupo HL e um 

aumento da concentração do mesmo ácido conjugado com a taurina TαMA no 
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grupo HL0.1. Em relação ao TβMA, o grupo HL0.8 apresentou menor 

concentração do AB.  

Embora em menor concentração em roedores, o CA, também AB primário, 

apresentou uma redução na concentração no grupo HL0.1 quando comparado 

com os grupos NL e HL. Assim, é possível observar uma tendência na diminuição 

dos AB primários após suplementação do camundongo com D-limoneno. Após 

metabolização pela microbiota, os AB secundários hepáticos apresentaram-se em 

concentrações mais elevadas no grupo HL0.1 quando comparado com o grupo 

HL, com destaque para ωMA e TωMA. Além disso, nos camundongos do grupo 

HL0.8 teve uma redução da concentração de AB. O aumento de AB secundários 

do fígado poderia indicar uma redução da síntese de novo AB e um maior 

reuptake destes compostos pelo epitélio intestinal.  

Essa alteração no perfil de AB hepáticos pode ter influenciado a repressão 

da síntese de novo através da ligação com o receptor nuclear FXR (Figura 9). O 

FXR, que tem como agonistas βMA e TβMA, regula a síntese da enzima CYP7a1, 

responsável pela síntese de AB,  inibindo-a e, consequentemente, reduz os 

depósitos lipídicos (LI, Fei et al., 2013). Camundongos alimentados com uma 

ração hiperlipídica e knockout para o gene responsável pela expressão do 

receptor nuclear FXR hepático tiveram uma melhor resposta no metabolismo de 

ácidos graxos através do aumento da oxidação lipídica e redução da 

gliconeogênese (J.G. MARIN et al., 2015; LEHMANN-HORN et al., 2014). Os 

resultados encontrados de menor acúmulo de gordura nos animais do grupo 

HL0.1 poderia estar relacionado com a ativação desse gene devido à mudança do 

perfil de AB. 

Os AB secundários são agonistas do receptor TGR5 (Figura 2) e, em 

camundongos obesos induzidos pela dieta, a ativação do TGR5 está atrelada a 

redução do ganho de peso (J.G. MARIN et al., 2015). Apesar da ação entérica do 

TGR5 nos enterócitos promovendo a secreção da incretina GLP-1, que é 

promovido por AB que se ligam à proteína G, quando esses ácidos se ligam ao 

receptor FXR ocorre a inversão da secreção desta incretina. A redução da 

expressão de GLP-1 diminui a síntese de insulina, diminui a síntese de ácidos 
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graxos hepáticos e aumenta, portanto, a lipólise (HOLST, 2007). O grupo HL0.1 

apresentou maiores concentrações de AB secundários e um menor ganho de peso 

dentre os grupos hiperlipídicos, indicando um segundo possível mecanismo da 

modulação dos AB. 

 

Figura 9 - Sinalização dos receptores FXR e FGF15 nos hepatócitos. 

 

 

Já são conhecidos os efeitos do D-limoneno no metabolismo energético e 

na microbiota intestinal (LI, Dahu et al., 2018). Um estudo que analisou o efeito do 

D-limoneno em camundongos obesos induzidos pela dieta mostrou que o 

monoterpeno ativou vias de sinalização na expressão de genes associados à 

síntese e à oxidação de ácidos graxos no tecido adiposo branco, prevenindo o 

acúmulo de depósitos lipídicos nos adipócitos e à dislipidemia (JING et al., 2013). 

 

6. CONCLUSÃO 

A alteração no perfil dos AB pode estar relacionada com a suplementação 

de D-Limoneno na dieta dos camundongos. O DCA, ω-MA e o TωMA são 

oriundos da metabolização dos AB primários pela microbiota intestinal e tiveram 

suas concentrações alteradas após suplementação com D-limoneno. Além disso, 

a mudança no perfil desses ácidos, que são agonistas de receptores de 

membrana e nucleares, pode ter influenciado no metabolismo energético. 

Portanto, indiretamente, sugere-se que o limoneno pode modular o perfil de AB no 

fígado. 
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8. ANEXOS 

Anexo A - Aprovação do protocolo experimental pela CEUA FCF/USP 
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Anexo B – Resposta ao desafio a glicose (OGTT) (A), e a insulina (ITT) (B) dos animais 

utilizados no protocolo experimental. 
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Anexo C - Artigo de revisão publicado durante o período de iniciação científica. 
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