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RESUMO 

 
Este estudo teve como objetivo avaliar o potencial hepatotóxico do d-limoneno - um 

componente dos óleos  voláteis, extraídos de plantas cítricas. A investigação pré-clínica foi 

realizada em modelo animal (ratos), com ênfase nos estudos histopatológicos e 

imunopatológicos, para determinação de lesões teciduais e compreensão de seus 

mecanismos patogênicos. Foram usados 63 ratos Wistar, distribuídos aleatoriamente em 

oito grupos. Além dos grupos controle (sem tratamento ou recebendo apenas veículo), os 

grupos experimentais foram tratados durante 30 ou 45 dias com d-limoneno, nas doses de 

25 mg/kg/dia e 75 mg/kg/dia. Dois outros grupos (satélites) foram acompanhados durante 

60 dias, recebendo a substância apenas nos primeiros 30 dias, nas mesmas dosagens dos 

outros grupos anteriores. A outro conjunto de roedores foi administrado etanol a 20%, em 

baixas doses (3,5 ml/kg/dia), na expectativa de comparar-se os efeitos tóxicos do álcool 

com os do d-limoneno. Os escores foram analisados estatisticamente utilizando-se os testes 

de Kruskal-Wallis e de variância com pós-teste de Tukey (p < 0,05). 

As pesquisas bioquímicas não demonstraram elevações estatisticamente 

significativas dos níveis de aspartato aminotransferase (AST) e fosfatase alcalina (FA), 

enquanto alterações de alanina aminotransferase (ALT) tiveram significância no grupo de 

animais tratados com a maior dose de d-limoneno.  

A análise histológica revelou a ocorrência de lesões hepáticas inflamatórias, 

parenquimatosas, crônicas, de pequena ou média intensidade, no grupo tratado com d-

limoneno.  Degeneração hidrópica, necrose hepatocítica, hiperplasia de células de Kupffer, 

fibrose incipiente e esteatose microvesicular foram as alterações microscópicas que, 

variavelmente, acompanharam a resposta inflamatória local. 

Estudos imunopatológicos indicaram que a injúria hepática deveu-se em parte à 

presença de linfócitos T (CD3+) citotóxicos (CD8+), reforçando as teorias defendidas por 

vários autores de que a imunidade celular participa da hepatotoxicidade droga-induzida. O 

complexo mecanismo patogênico provavelmente é iniciado pela geração de substâncias  

reativas secundárias ao metabolismo oxidativo das drogas. Tais metabólitos podem 

conjugar-se com macromoléculas, prejudicando estruturas e funções celulares e formando 

haptenos imunogênicos. Células de Kupffer hiperplásicas também contribuem para o 



 

  

processo de hipersensibilidade, com a produção de citocinas. Nos espaços perissinusoidais 

as células de Ito são estimuladas, transformando-se em miofibroblastos, produtores de 

substâncias matriciais, iniciando processos fibrogênicos. Neste modelo experimental com 

d-limoneno,  fibras colagênicas finas, perissinusoidais, foram observadas apenas com 

técnicas específicas de coloração (vermelho picrossírius), indicando fibrose precoce, em 

focos isolados, associados às lesões inflamatórias mais significativas. 

 



 

  

ABSTRACT 

 

 

This study aimed to evaluate the hepatotoxic potential of d-limonene - a component 

of volatile oils extracted from citrus plants. The preclinical research was conducted in an 

animal model (rats) with emphasis on histopathological and immunopathological studies 

for determination of tissue lesions and understanding of their pathogenic mechanisms. 

Sixty-three Wistar rats were randomly divided into eight groups. In addition to the control 

groups (untreated or receiving only vehicle), experimental groups were treated for 30 or 45 

days with d-limonene at doses of 25 mg/kg/day and 75 mg/kg/day. Two other groups 

(satellites) were followed for 60 days, receiving the substance only in the first 30 days in 

the same dosages of previous groups. To other rats’ group was given 20% ethanol in low 

doses (3.5 ml/kg/day), expecting to compare the alcohol toxic effects with those of d-

limonene. Scores were statistically analyzed using Kruskal-Wallis and ANOVA with 

Tukey post-test (p <0.05). 

Biochemical researches showed no statistically significant elevations in levels of 

aspartate aminotransferase (AST) and alkaline phosphatase (ALP), while changes in 

alanine aminotransferase (ALT) were significant in the animals group treated with the 

higher dose of d-limonene. 

Histological analysis revealed the occurrence of inflammatory liver injury, 

parenchymal, chronic, small or medium intensity in the group treated with d-limonene. 

Hydropic degeneration, hepatocytic necrosis, hyperplasia of Kupffer cells, microvesicular 

steatosis and incipient fibrosis were the microscopic changes that variously accompanied 

the local inflammatory response. 

Immunopathological studies indicated that liver injury was due in part to the 

presence of T lymphocytes (CD3 +) cytotoxic (CD8 +), reinforcing the theories advocated 

by several authors that cellular immunity participates in drug-induced hepatotoxicity. The 

complex pathogenic mechanism is probably initiated by the generation of secondary 

reactive substances to the oxidative metabolism of drugs. Such metabolites can combine 



 

  

with macromolecules, damaging structures and cellular functions and forming 

immunogenic haptens. Hyperplastic Kupffer cells also contribute to the process of 

hypersensitivity, with the elaboration of cytokines. Ito cells are stimulated in the 

perisinusoidal spaces being transformed into myofibroblasts, matrix-substance producers, 

starting fibrogenic processes. In this experimental model with d-limonene, perisinusoidal 

thin collagen fibers were observed only with specific staining techniques (picrosirius red), 

indicating early fibrosis, in isolated outbreaks, associated with more significant 

inflammatory lesions.  
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20%,  (3,5 ml/kg/dia - grupo III) e com DL (25 mg/kg/dia - grupo IV 

ou L25; 75 mg/kg/dia - grupo V ou L75).  

 
Gráfico 10 Valores médios dos graus de inflamação portal no fígado de ratos  dos 

grupos  I (controle) e dos grupos VI (L25/30), tratados com DL, 25 

mg/kg por 30 dias e dos grupos satélites, após 30 dias de suspensão dos 

respectivos tratamentos - DL 25 mg/kg/dia/30 dias (grupo VII – LS25) 

e 75 mg/kg/dia/30 dias (grupo VIII – LS75). 
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Gráfico 11 Valores médios dos graus de inflamação parenquimatosa em fígados de 

ratos, após 45 dias de tratamento com tween (grupo II/controle); com 

etanol 20%,  (3,5 ml/kg/dia - grupo III) e com DL (25 mg/kg/dia - 

grupo IV ou L25; 75 mg/kg/dia - grupo V ou L75). 
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Gráfico 12 Valores médios dos graus de inflamação parenquimatosa no fígado de 

ratos  dos grupos  I (controle) e dos grupos VI (L25/30), tratados com 

DL, 25 mg/kg por 30 dias e dos grupos satélites, após 30 dias de 

suspensão dos respectivos tratamentos - DL 25 mg/kg/dia/30 dias 

(grupo VII – LS25) e 75 mg/kg/dia/30 dias (grupo VIII – LS75).  
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LISTA DE ABREVIATURAS 

 
 
 

 
ALT 

ANVISA 

alanina aminotransferase 

Agência Nacional de Vigilância Sanitária 

AST aspartato aminotransferase 

ATP adenosina trifosfato 

CYP450 citocromo polimórfico P450 

DAB diaminobenzidina 

DC doses cumulativas 

DE doses elevadas 

DL d-limoneno 

DNA ácido desoxirribonucléico 

DP  desvio padrão 

EPA Envinronmental Protection Agency 

ERO espécies reativas de oxigênio 

FA fosfatase alcalina 

GSH Glutationa reduzida 

HE hematoxilina-eosina 

KG quilograma 

L litro 

LSAB labeled streptavidin avidin-biotin (kit de revelação para imuno-histoquímica) 

MG miligrama 

NTP National Toxicology Program 

PMT permeabilidade mitocondrial transitória 

UI/L unidades internacionais por litro 
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1. INTRODUÇÃO 
 

 

1.1. FUNDAMENTAÇÃO  
 

Os produtos naturais de origem vegetal são ricos em compostos com atividade 

biológica (EDRIS, 2007). As possibilidades terapêuticas dessas substâncias têm motivado 

numerosas pesquisas que procuram demonstrar suas propriedades antitumorais, anti-

inflamatórias (LIN et al., 2008), antimicrobianas (KIRAN, 2008) ou anti-oxidativas. 

Durante a fase de investigação pré-clínica em modelos animais, a toxicidade dos compostos 

pode ser avaliada de formas diversas, inclusive com a realização de estudos 

histopatológicos, para determinação de lesões celulares e teciduais. Tal metodologia é útil 

para identificação dos efeitos sistêmicos das substâncias potencialmente tóxicas, enquanto 

modelos in vitro são utilizados para o estudo de mecanismos específicos em condições 

perfeitamente controladas (GAD, 1994; ULRICH et al., 1995). 

Nos estudos farmacotoxicológicos, o fígado deve ser constantemente avaliado, uma 

vez que esse órgão é geralmente responsável pela clearance e metabolização dos 

compostos, experimentalmente administrados, tornando-se o alvo principal da toxicidade 

induzida pelos xenobióticos (RUSSMANN et al., 2009). Os modelos animais são 

ferramentas imprescindíveis para a identificação das lesões hepatotóxicas, que podem 

resultar da ação direta das substâncias ou de produtos gerados por biotransformação.  

 

 

1.2. O FÍGADO 

 

O fígado é a maior víscera de um animal, representando 2 a 5 % do seu peso. Cerca 

de 75% do suprimento sanguíneo é garantido pela veia porta, conduzindo sangue do trato 

gastrointestinal, baço e pâncreas. A artéria hepática transporta sangue oxigenado, 

representando aproximadamente 25% do débito cardíaco (HAM, 1975).  

Na passagem pelos sinusóides, ocorre a mistura dos sangues venoso e arterial. A 

seguir, o sangue é transportado para as veias hepáticas terminais (em nomenclatura mais 

antiga, denominadas veias centrolobulares ou veias centrais). Estas confluem para formar 
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as veias intercalares e a seguir a veia hepática, pela qual o sangue é levado à veia cava 

inferior, que o transporta ao coração (figura 1). 

 

Como o fígado, pela sua posição anatômica, é sede de drenagem do sangue 

proveniente do trato digestivo, o sangue hepático além de transportar nutrientes, contém 

produtos potencialmente tóxicos, que devem ser catabolisados ou excretados. 

 

 

 

Figura 1. Representação da circulação hepática. Sinusóides recebem sangue arterial (da 

artéria hepática) e venoso (da veia porta), que se misturam e seguem para a veia cava 

inferior, passando por segmentos venosos intermediários. 

 

 

1.2.1. Histofisiologia do fígado  
 

O tecido hepático é constituído predominantemente por hepatócitos, que, no rato, 

representam quase 78% do volume parenquimatoso. Estão dispostos em placas 

sinusóides 

sinusóides 

veia hepática terminal, 

veias sublobulares 

veia  

porta 

artéria  

hepática 

veias intercalares 

veia hepática 

veia cava inferior 
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monocelulares, para facilitar a passagem dos produtos do metabolismo hepatocitário para a 

bile ou para o sangue. 

Os sinusóides são constituídos por quatro tipos de células: 

(a) células endoteliais, típicas dos capilares sanguíneos; 

(b) células de Kupffer, que pertencem ao sistema mononuclear fagocitário. São 

mais numerosas na zona 3 do que na zona 1; 

(c) células de Ito ou lipócitos perissinusoidais, que armazenam lípidios e vitamina A 

e sintetizam colágeno; 

(d) pit cells ou células produtoras de linfócitos NK (Natural Killer), localizadas no 

espaço de Disse. 

 

Em 1954, Rappaport definiu as unidades funcionais do tecido hepático, com base na 

estrutura microcirculatória do órgão (HAM, 1975). Conceituou o ácino como sendo uma 

pequena porção de parênquima, na qual os ramos terminais da veia porta e da artéria 

hepática se estendem para os espaços porta. Nessa concepção, a veia central situa-se na 

periferia, isto é, interposta entre dois ácinos. Fluindo através dos sinusóides, o sangue é 

alterado por trocas de nutrientes e oxigênio nos hepatócitos, de forma que três zonas 

fisiologicamente distintas podem ser definidas: 

(a) zona 1 - periportal, irrigada por sangue com alto teor de oxigênio e nutrientes;  

(b) zona 2 – médio-zonal, entre as zonas 1 e 3  

(c) zona 3 – perivenular, para a qual aflui o sangue após as trocas de gases e 

metabolitos nas zonas 1 e 2.  

 

As células que estão na zona 3 são as mais sensíveis à ação das substâncias tóxicas. 

A relação entre estas regiões, definidas de diferentes formas, no parênquima hepático está 

representado na Figura 2.  
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Figura 2 -  Representação da estrutura lobular hepática, de acordo com o conceito de 

Rappaport (JUNQUEIRA et al., 1990). 

 

 

A atividade metabólica do fígado é dependente da sua circulação sanguínea. Em 

cada unidade acinar, há diferenças quantitativas na constituição hepatocitária. 

As células da zona 1 são ricas em mitocôndrias participando fundamentalmente da 

oxidação dos ácidos graxos, da gliconeogênese e da conversão da amônia em uréia 

(TIMBRELL, 1991). A elevação dos níveis de glutationa (GSH) e de enzimas com 

atividade respiratória reflete hepatotoxicidade. Na zona 3, haveria aumento das enzimas 

dependentes do citocromo P-450 (CYP450) e do NADPH (PLAA, CHARBONNEAU, 
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1994; MOSLEN, 1996; TSUTSUMI et al., 1989). Os gradientes enzimáticos relacionados 

com a detoxificação podem ser identificados por estudos imuno-histoquímicos (TRABER 

et al., 1988; JUNGERMANN et al., 1989). 

 

1.2.2. Mecanismos de detoxificação hepática  

 

O fígado é o principal órgão para o metabolismo e eliminação de substâncias 

estranhas, sendo também um alvo frequente das agressões tóxicas (RUSSMANN et al., 

2009). 

Quando um elemento xenobiótico é absorvido, o organismo utiliza enzimas e fontes 

energéticas necessárias para a sua desativação ou para reduzir o seu potencial citotóxico. 

Há redução da meia vida biológica conseqüente a alterações na estrutura de suas 

moléculas. Para facilitar a eliminação por via renal ou biliar e evitar acúmulos de 

substâncias nocivas e assim diminuir a exposição do organismo aos xenobióticos, os 

processos de biotransformação ocorrem em três fases (RUSSMANN et al., 2009):  

• Fase I (reações de funcionalização) – as substâncias xenobióticas tornam-se compostos 

mais polares, após processos de oxidação, redução ou hidrólise.  

• Fase II (reações de conjugação ou biossintéticas) - possibilitam aumento da hidrofilia do 

xenobiótico por adição de um grupo polar, que facilita a excreção por via renal ou 

biliar. Incluem a glicoronidação, a acetilação, a sulfatação, e a conjugação com a GSH.  

• Fase III (reações catabólicas) – utilizam como substrato os produtos resultantes das 

reações de fase II. 

 Os mecanismos de biotransformação também podem converter algumas substâncias não-

tóxicas em produtos intermediários quimicamente reativos, potencialmente tóxicos, tais 

como: 

• Compostos eletrofílicos, 

• Radicais livres, 

• Espécies reativas de oxigénio (quadro 1), 

• Policátions  

• Metais pesados. 
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Quadro 1 – Espécies reativas de oxigênio (REIS et al., 2008). 

 

Radicais Não-radicais 

Superóxido O2
-
 Peróxido de hidrogênio H2O2 

Hidroxila OH Ácido hipocloroso HOCl 

Peroxila LO2 Ozonio O3 
Alcoxila LO Oxigênio singlet 

Hidroxiperoxila HO2 Peróxidos lipídicos 
 

 

 

1.2.3. Mecanismos de lesão e/ou morte celular  

 

A administração de substâncias tóxicas produz lesões celulares. Os efeitos primários 

são decorrentes de peroxidação lipídica, conjugação a macromoléculas, inibição enzimática 

e isquemia (RAMOS, 1999; RUSSMANN et al., 2009). As alterações estruturais ou 

bioquímicas posteriores podem conduzir à morte celular. Esses efeitos secundários, 

consequentes às lesões tóxicas são (RAMOS, 1999):  

 alterações na estrutura e na permeabilidade da membrana,  

 alterações no citosqueleto, 

 lesão mitocondrial e inibição das suas funções,  

 depleção do ATP e de outros co-fatores, 

 alterações na homeostase do Ca
2+

, 

 modificações na molécula do DNA, 

 desestabilização lisossomal,  

 estimulação da apoptose,  

 lesão do retículo endoplasmático,  

 

As manifestações finais que podem ser observadas após exposição a um composto 

tóxico podem ser reversíveis (esteatose e degeneração vacuolar) ou irreversíveis (apoptose 

e necrose). 
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A apoptose e a necrose são formas de morte celular. A capacidade regenerativa do 

fígado possibilita a substituição de tecido necrótico em pouco tempo. Alguns compostos 

tóxicos são causa de lesões fibróticas, irreversíveis, a exemplo da cirrose alcoólica.  

 

1.2.4. Tipos de lesão hepática  

 

Algumas lesões hepáticas provocadas por substâncias químicas podem ser 

relacionadas com o tipo de agente e o período de exposição (quadro 2) 

 

Quadro 2 – Relação entre tipos de lesão hepática, período de exposição e agente tóxico 
 

Tipo de Exposição Tipo de Lesão Agente Tóxico 

Exposição aguda Esteatose Etanol, tetracloreto de carbono 

Degeneração celular Etanol, paracetamol, cobre 

Colestase Etanol, estrogênios 

Exposição crônica Cirrose Etanol, arsênio, vitamina A 

Neoplasia Aflatoxinas, andrógenos 

 

 

1.3. INJÚRIA HEPÁTICA DROGA-INDUZIDA 

 

A injúria hepática droga-induzida é um problema médico atual, uma vez que se tornou a 

principal causa de insuficiência hepática aguda em países ocidentais (OSTAPOWICZ et al, 

2002; LEE, 2003). São reconhecidas duas formas de hepatotoxicidade associada ao uso de 

drogas: 

1. tipo intrínseco, conseqüente ao uso do analgésico acetaminofeno (paracetamol) 

2. tipo idiossincrásico, relacionada com numerosas drogas, desenvolvendo-se em uma 

proporção pequena dos usuários do medicamento. 

A hepatopatia idiossincrásica é responsável por mais de 10% de todos os casos de 

insuficiência hepática aguda, induzida por mais de mil drogas e produtos vegetais. De 

acordo com o “United States Acute Liver Failure Study Group”, a injúria hepática droga-

induzida corresponde a mais de 50% dos casos de insuficiência hepática aguda, incluindo 

hepatotoxicidade causada por altas doses de acetominofeno (39%) e injúria hepática 

idiossincrática desencadeada por outras drogas (13%). O quadro 3 apresenta as 

particularidades dos dois tipos de injúria hepática droga-induzida. 
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Quadro 3 – Características dos tipos intrínseco e idiossincrásico de hepatotoxicidade 
 

Hepatotoxicidade Tipo Intrínseco Tipo idiossincrásico 

Dose-dependência Sim Não 

Dose desencadeante mínima Não Aproximadamente 10 mg/dia 

Ocorrência Previsível Não-previsível 

Injúria celular Direta Indireta 

 

 

Algumas substâncias hepatotóxicas podem apresentar reações ora intrínsecas ora 

idiossincrásicas. A isoniazida é um exemplo de hepatotoxina, que é associada com 

hepatotoxicidade intrínseca leve, podendo também induzir reação idiossincrática  grave 

(RUSSMANN et al, 2009). O acetominofeno é uma hepatotoxina classicamente do tipo 

intrínseca, em doses acima de 10 a 15 g por dia, mas pode causar doença hepática grave, 

em doses terapêuticas inferiores a 4 g por dia, em alguns pacientes (KRAHENBUHL et al., 

2007; THUMMEL et al., 2000). Além das casuísticas clínicas, a hepatotoxicidade induzida 

pelo acetaminofeno tem sido estudada também com modelos animais. Provavelmente o 

metabolismo da droga, via CYP450 2E1, gera um metabólito reativo, o NAPQ1, que, 

ligando-se de forma covalente a proteínas celulares, causa estresse celular oxidativo, se não 

houver a detoxificação pela GSH.  

 As lesões de natureza hepatotóxica podem assemelhar-se às demais formas de 

doença hepática aguda ou crônica, nem sempre sendo possível  relacionar o tipo de injúria 

histológica com a estrutura química da hepatotoxina causadora.  

Os complexos processos fisiopatológicos das injúrias hepáticas droga-induzidas são 

desconhecidos, não havendo, portanto, tratamentos específicos para a maioria das situações 

clínicas, em seres humanos. 

 

1.3.1. Mecanismos de hepatotoxicidade – fase inicial 

 As drogas geralmente causam dano celular por ação de alguns metabólitos, que 

alteram as funções mitocondriais ou desencadeiam respostas imunológicas especíificas. O 

sistema enzimático da classe do CYP450 é o mediador da primeira fase da oxidação das 
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drogas, gerando metabólitos reativos, potencialmente hepatotóxicos. A segunda fase do 

metabolismo das drogas é conjugativo e também pode resultar na formação de produtos 

hepatotóxicos. São exemplos os acil-glicuronídeos (BOELSTERLI, 2002; SPAHN-

LANGGUTH, BENET, 1992). 

 O estresse celular inicial é explicado como resultado da ligação dos metabólitos 

reativos com enzimas, lipídios, ácidos nucléicos e outras estruturas celulares, podendo 

haver depleção da GSH e inibição específica de funções hepatocelulares, como a bomba 

apical (canalicular) de efuxo de sal biliar (BSEP, gene ABCB11). A acumulação 

intracelular dos substratos dessas reações pode causar dano hepatotóxico secundário 

(PAULI-MAGNUS et al., 2005). 

  Às vezes, os metabólitos das drogas inibem inicialmente a cadeia respiratória 

mitocondrial, provocando depleção de ATP e concentrações elevadas de espécies reativas 

de oxigênio (ERO). A inibição da beta-oxidação resulta em esteatose, dano do DNA 

mitocondrial, interferindo na sua replicação ou causando diretamente formação transitória 

de poro (PMT), localizado em sua membrana interna (VENDEMIALE et al., 1996; 

PESSAYRE et al., 1999).  Provavelmente, há um limiar de injúria para a inibição do 

transporte de elétrons mitocondriais e aumento dos ERO citosólicos . Na fase precoce, não 

se observa elevação dos níveis de ALT, isto é, não existem marcadores de dano 

mitocondrial iminente. 

 As ligações covalentes de metabólitos reativos com proteínas geram haptenos ou 

neoantígenos, que induzem respostas imunológicas específicas, com a participação de 

células T citotóxicas. Os produtos neoantigênicos são subsequentemente apresentados a 

células monocíticas, que podem ativar a formação de anticorpos anti-haptenos ou 

autoanticorpos, que danificam algumas estruturas celulares, como as enzimas CYP450 

(NJOKU et al., 2002; ROBIN et al., 1997). 

 Além de hepatócitos, as drogas hepatotóxicas podem comprometer células não-

parenquimatosas ou outras estruturas do fígado, como nos exemplos a seguir: 

 O tratamento com a flucloxacilina gera metabólitos que danificam estruturas 

celulares do epitélio dos ductos biliares.  
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 A ativação direta das células estreladas perissinusoidais (células de Ito – 

precursoras do miofibroblasto) pelos produtos derivados do metrotrexato  

resulta em fibrose portal (JASKIEWICZ et al., 1996).  

 A toxicidade sinusoidal é produzida pelo alcalóide pirrolizidina.  

 A doença veno-oclusiva pode ser conseqüência de quimioterapia usada pelo 

transplante  de células tronco hematopoiéticas (DELEVE et al., 2002). 

Quando grave, o dano conseqüente a hepatotoxicidade não-parenquimatosa pode 

estender-se aos hepatócitos e evoluir para insuficiência hepática aguda ou crônica. 

 

1.3.2. Vias diretas e vias mediadas por receptores  

A função mitocondrial pode ser comprometida pelo estresse celular direto ou por 

reações imunológicas específicas, que resultam em permeabilidade mitocondrial transitória 

(PMT). Alternativamente, os mecanismos hepatotóxicos podem seguir duas vias: 

1. via intrínseca, iniciada diretamente pelo estresse oxidativo; 

2. via extrínseca, mediada de forma indireta por receptores amplificados de morte 

celular em consequência ao estresse celular de média intensidade e ou respostas 

imunológicas específicas. 

 

1.3.2.1. Apoptose e necrose 

 O dano mitocondrial compromete a produção de energia, resultando na morte 

celular por necrose ou apoptose. A PMT permite o influxo maciço de prótons através da 

membrana mitocondrial interna, interrompendo a síntese do ATP mitocondrial. Em 

conseqüência, há expansão da matriz, permeabilização e ruptura da membrana mitocondrial 

externa, com liberação de citocromo e outras proteínas mitocondriais pro-apoptóticas do 

espaço entre as membranas dentro do citosol (MALHI, GORES, 2008; HAOUZI et al., 

2000; FELDMANN et al., 2000) 

 A apoptose ou morte celular programada é caracterizada por condensação nuclear e 

citoplasmática e fragmentação sem perda da integridade de membrana. Esses fragmentos 

remanescentes são histologicamente referidos como corpos de Councilman, que, 

posteriormente serão removidos por fagocitose. Geralmente não se acompanha de resposta 

inflamatória, havendo, portanto, pouco dano celular secundário. 
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 A necrose ocorre em virtude da severidade da injúria inicial, com formação de 

PMT,  rapidamente formado em todas as mitocôndrias. Há outros mecanismos de morte 

celular por necrose, associados à redução intensa e rápida de ATP e ativação da via 

extrínseca. São causados por toxinas que induzem estresse celular inicial, severo e direto. 

Histologicamente, a necrose é caracterizada pelo edema celular e a lise, que segue 

distúrbios diversos da função celular. Há indução de resposta inflamatória e liberação de 

citocinas, que são importantes porque podem amplificar a injúria inicial pela sensibilização 

dos hepatócitos circunjacentes.  

 A distinção entre necrose e apoptose não é sempre muito clara. Fenômenos mistos 

são descritos e determinada hepatotoxina pode causar uma ou outra ou mesmo a ocorrência 

concomitante de ambas, dependendo das circunstâncias, incluindo dose e vulnerabilidade 

pré-existente dos hepatócitos. Provavelmente, apoptose e necrose são um espectro 

contínuo.  

 Na injúria hepatotóxica, a mitocôndria pode ser o alvo da toxicidade direta inicial, 

com o PMT tendo um papel chave nas vias intrínsecas e extrínsecas de sinalização da morte 

celular. Como as mitocôndrias geram a maioria do suprimento de ATP celular e como são 

também a principal fonte intracelular de oxigênio e radicais livres (nitrogênio), a extensão 

do dano mitocondrial finalmente determina se hepatócitos morrem por apotose ou necrose.  

 

1.3.2.2. Mecanismos de proteção e regeneração 

 

 A extraordinária capacidade de regeneração hepática possibilita a cura completa de 

lesões hepatotóxicas graves. Diferentes modelos de hepatotoxicidade, utilizando uma 

variedade de hepatotoxinas, têm demonstrado o papel dinâmico e crucial da regeneração 

hepatocitária em resposta à injúria tóxica (MEHENDALE, 2005; WANG et al., 2007). Esse 

é um processo complexo, que parece ser dose-dependente, onde a estimulação do reparo 

aumenta com a exposição mais alta às hepatotoxinas. Entretanto, acima de certos limiares 

de toxicidade, o processo regenerativo pode ser inibido e muitos fatores modulam esses 

gatilhos críticos de regeneração, determinando o prognóstico final da injúria hepatotóxica. 

Provavelmente o conteúdo de GSH mitocondrial tem essa atividade moduladora. Embora a 

hepatotoxicidade possa levar a dano hepático crônico, via mecanismos especiais, tais como 
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a estimulação crônica de fibrose ou toxicidade biliar, com desenvolvimento subsequente de 

síndrome do desaparecimento do ducto biliar (ANDRADE et al., 2006), o prognóstico é 

principalmente dicotômico, isto é insuficiência hepática aguda ou cura completa. 

 

1.3.2.3. Fatores de riscos de hepatotoxicidade 

 

 Hepatotoxicidade idiossincrásica severa ocorre em proporção menor do que um para 

dez mil pacientes expostos a drogas potencialmente tóxicas. A maioria dos fatores de risco 

associados tem uma prevalência muito maior (RUSSMANN et al., 2009). Tais associações 

tendem a ser fracas e assim não permitem uma previsão aceitável de hepatotoxicidade, na 

prática clínica. A presença de um simples fator de risco não é usualmente suficiente para 

explicar a ocorrência da hepatatotoxicidade idiossincrásica. Interações complexas de 

diferentes mecanismos, com vários fatores de risco, devem estar implicadas na maioria dos 

casos (SEGUIN, UETRECHT, 2002). Fatores ambientais incidentais podem funcionar 

como fatores desencadeantes de risco para hepatotoxicidade.  

Como fatores de risco, são apontados a idade (envelhecimento), o sexo feminino e 

doenças concomitantes ou outras drogas. Podem ser ainda classificados como genéticos ou 

ambientais (MADDREY, 2005).  

 Uma droga pode ser transformada, via CYP450, em um metabólito reativo com 

toxicidade leve sobre a mitocôndria e também ter algum efeito inibitório sobre a excreção 

de ácidos biliares, resultando em um discreto aumento de enzimas hepáticas. Fatores 

ambientais ou a introdução de drogas concomitantes ou etanol podem também induzir 

elevação do CYP450. A toxicidade do metabólito resulta na morte de um número crítico de 

hepatócitos e severa injúria hepatotóxica, com subsequente reação imunológica contra o 

metabólito reativo ligado às proteínas (MADDREY, 2005).  

 Produtos contendo kava (Piper methysticum) podem induzir hepatotoxicidade 

idiossincrásica (HUMBERSTON, 2003). Vários pacientes com insuficiência hepática 

aguda durante consumo de kava mostraram sinais e sintomas de hipersensibilidade, 

indicando reação imune específica (RUSSMANN et al., 2001; STICKEL et al., 2002). 

Nesses casos, houve elevações frequentes das transaminases. 
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 Estudos da hepatotoxicidade droga-induzida claramente demonstram o papel de 

metabólitos tóxicos, do estresse oxidativo e da defesa contra os mesmos, com um papel 

crucial para o GSH (WATKINS, 2003). A relevância de outros fatores de risco, 

particularmente os genéticos, tem sido mostrada com hepatotoxinas que, tipicamente, 

causam hepatotoxidade idiossincrásica. Fatores ambientais e variações genéticas podem 

afetar todos os mecanismos envolvidos na hepatotoxicidade (MADDREY, 2005). 

 
 

1.4. CONSIDERAÇÕES GERAIS SOBRE O D-LIMONENO 

O limoneno é o terpeno mais frequentemente encontrado na natureza. É o principal 

componente dos óleos voláteis, extraídos de plantas cítricas, com propriedades medicinais e 

aromáticas (DE MAYO, 1959). O nome é etimologicamente derivado da fruta (limão) de 

onde é  extraído em quantidades significativas, conferindo-lhe o odor característico 

(COOKE, 2000).  

O d-limoneno é constituinte predominante dos óleos essenciais de diversos vegetais 

(quadro 4). 

Quadro 4 – Principais espécies vegetais que contêm óleos essenciais ricos em limoneno. 
 

Espécie Vegetal Referência 

Artemísia dracunculus L. (Asteraceae) Sayyah et al., 2004 

Chloroxylon swietenia DC Kiran et al. (2008) 

Cinnamomum insularimontanum Lin et al. (2008) 

Citrus aurantium L. (Rutaceae) Pultrini et al. (2006) 

Cymbopogon schoenanthus L. Spreng Khadri et al. (2008) 

Lavandula angustifolia (Alfazema) Henson et al. (2005) 

Lippia alba (Mill.) N.E. Brown (Verbanaceae) Vale et al., (1999, 2002) 

Ocimum basilicum L Chalchat & Ozcan (2008) 

S. africana-caerulea Kamatou et al. (2008) 

 

 

http://pt.wikipedia.org/wiki/Planta
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O d-limoneno (IUPAC: 1-metil-4-prop-1-en-2-il-ciclohexeno) é um hidrocarboneto 

cíclico, de fórmula molecular C10H16, pertencente à família dos terpenos, da classe dos 

monoterpenos (CARLINI, 1986).  

A isomeria óptica desse composto orgânico é conseqüente à presença de um carbono 

assimétrico, em seu centro quiral (DE CASTILHO et al., 2007). De acordo com a 

nomenclatura IUPAC, os isômeros d-limoneno e l-limoneno correspondem respectivamente 

ao r-limoneno e s-limoneno, mas a literatura científica tem preferido os prefixos d e l ou 

alfa e beta .  

O limoneno forma-se a partir do composto geranil-pirofosfato, via ciclização do neril-

carbocátion (ou equivalente). Na etapa final, o alceno deriva da perda do próton do cátion, 

conforme a figura 3 (MANN et al., 1994). 

 

Figura 3 – Formação do limoneno a partir do geranil pirofostato (MANN et al., 1994). 

 

 

São muito antigos os relatos da utilização de óleos essenciais pelo homem (BURT, 

2004). Há citações do uso de gengibre e ópio, no livro de ervas de Shen Nung, de 2700 

AC., mas além dos chineses, a utilização dessas substâncias foi documentada, há milênios, 

por outros povos, como os hindus, persas e egípcios. Bálsamos, ervas aromáticas e resinas 

eram usadas para embalsamar cadáveres, há milhares de anos atrás, enquanto as soluções 

alcoólicas das essências também tiveram aplicações terapêuticas e na fabricação de 

perfumes (BURT, 2004). 

Na sociedade contemporânea, os componentes voláteis extraídos das plantas aromáticas 

são largamente utilizados, em virtude de suas inúmeras aplicações terapêuticas e industriais 

(EDRIS, 2007). O limoneno é um ingrediente ativo em produtos alimentícios para 

adicionar-lhes sabor e odor semelhante ao do limão. Também é utilizado em sabões, 

perfumes, inseticidas e repelentes de inseto (GELLING et al., 1979). Os óleos essenciais, 

responsáveis pelo odor característico das laranjas, limões, pinheiros e carotenóides 

http://pt.wikipedia.org/wiki/IUPAC
http://pt.wikipedia.org/wiki/Terpeno
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correspondem a 1 a 2% da composição desses vegetais, tendo os monoterpenos como os 

seus principais constituintes não-nutritivos. À temperatura ambiente, é um líquido, límpido, 

incolor, oleoso e inflamável, sendo quimicamente caracterizado como um hidrocarboneto 

cíclico. Os isômeros configuracionais – d-limoneno e l-limoneno, não se distribuem de 

forma homogênea nos diversos vegetais onde ocorrem (DE CASTILHO, 2007). O d-

limoneno é o produto predominantemente extraído dos limões, das laranjas (ARAÚJO, 

FARIAS, 2003) e da semente do cariz (alcaravia ou Carum carvi), enquanto o l-limoneno 

prevalece nas agulhas e cones dos pinheiros. A mistura de quantidades idênticas desses 

isômeros constitui o dl-limoneno ou dipenteno, que é um componente da turpentina. 

Ao d-limoneno atribuem-se diversos efeitos farmacológicos, destacando-se as 

propriedades anti-tumorais (ELEGBEDE, 1984; ELEGBEDE et al., 1986; ELSON et al., 

1988; MALTZMAN, 1989; HAAG et al., 1992; CROWELL et al., 1994) e antioxidantes 

(SAFARI et al., 2007), facilitadas pelo pequeno tamanho de suas moléculas, que lhes 

permite alcançar todos os tecidos e células do organismo. 

O d-limoneno é um solvente biodegradável, considerado inofensivo para o ser 

humano, amplamente utilizado na indústria, seja como produto de limpeza ou aditivo 

aromático, em perfumes e cosméticos. 

O limoneno é constituinte atmosférico, oriundo de fontes biogênicas ou 

antropogênicas (PETERS et al., 1994) Quando liberado no ar, os terpenos reagem 

rapidamente com o gás ozônio e com radicais nitratos e hidroxilas produzidos 

fotoquimicamente (LAMANNA, GOLDSTEIN, 1999). No solo, o limoneno é resistente à 

hidrólise e a sua biodegradação ocorre apenas em condições aeróbicas. 

Após ingestão oral, o d-limoneno é rapidamente absorvido no trato gastrointestinal, 

em animais (IGIMI, et al., 1994; VIGUSHIN et al., 1998) e em humanos, podendo ser 

identificado no sangue, fígado, pulmão, rim, glândula mamária e vários outros tecidos, nos 

quais é completamente metabolizado. A vida média é estimada em 12 a 24 horas, com a 

excreção ocorrendo principalmente por via urinária (SUN, 2007). 

O d-limoneno é metabolizado em compostos oxigenados, em ratos e humanos 

(CROWELL et al., 1992, 1994). No plasma e urina, os principais metabólitos identificados 

são o ácido di-hidroperílico, o limoneno-8,9-diol e o ácido perílico (POON et al., 1996; 

VIGUSHIN et al., 1998). 
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Estudos experimentais indicam que a toxicidade do limoneno é baixa. Alguns 

efeitos irritativos ou alergênicos foram observados em cobaias (KLECAK et al., 1977) e em 

coelhos (LACY et al., 1987; OKABE et al., 1990). Nesses roedores, Tsuji et al. (1974) 

também demonstraram irritação ocular. Há registros de casos de dermatite de contato em 

humanos (CALMAN et al., 1979; CACHAO et al., 1986; YA-CHANG, 1997). Segundo 

Karlberg et al. (1991, 1992), a sensibilização alérgica ao d-limoneno seria provocada por 

produtos de sua oxidação, como os hidroperóxidos. 

Em animais experimentais, não há evidência de efeitos teratogênicos ou 

genotóxicos, relacionados com o limoneno (FAHRIG, 1984). 

O potencial oncogênico do d-limoneno foi demonstrado em ratos machos, com a 

ocorrência de hiperplasia, adenoma e adenocarcinoma renais. Esses modelos não são 

considerados relevantes para a avaliação de riscos oncogênicos em humanos, uma vez que a 

enzima implicada nesse processo de carcinogênese – a alfa-2- globulina, é específica do 

rato. Os roedores com deficiência dessa enzima e que receberam d-limoneno não 

apresentam incidência maior de tumores ou lesões pré-neoplásicas. Quando administrado 

por gavagem, é possível haver  formação de cilindros granulares na zona medular externa, 

renal (WEBB et al., 1989). Doses diárias de até 5 mg/kg do peso corpóreo não provocaram 

alterações histológicas. 

Com a administração de N-etil-N-hidroxietilnitrosamina e d-limoneno, em ratos, 

observou-se uma significativa diminuição na incidência de tumores hepáticos, comparando-

se com controles que receberam apenas N-etil-N-hidroxietilnitrosamina. 

A toxicidade foi baixa, após administração experimental em camundongos, ratos, e 

cães por via oral, intraperitonial, subcutânea e intravenosa, observando-se hepatomegalia, 

hipocolesterolemia, aumento do fluxo biliar (KODAMA et al., 1976), inibição da atividade 

da S-3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA redutase (CLEGG et al., 1980), aumento na atividade 

da epoxido hidratase (MALTZMAN et al., 1991) e das enzimas glutationiltransferase e 

UDP-glicuroniltransferase (MALTZMAN et al., 1991). A exposição de curta duração (3 

dias a 2 semanas) induziu aumento do citocromo hepático P-450 em ratas, após injeção 

intraperitonial (AUSTIN et al., 1988) ou por via oral (MALTZMAN et al., 1991). A 

administração oral de d-limoneno a ratos, na dose de 400 mg/kg do peso corpóreo, por 30 

dias resultou em aumento de 20 a 30% na quantidade e atividade de diversas enzimas 
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hepáticas (CYP450, citocromo b5, aminopirina dimetilase e anilina hidroxilase), além de 

aumento do peso hepático e diminuição da colesterolemia (ARIYOSHI et al., 1975). 

 Doses diárias de até 10 mg/kg do peso corporal foram consideradas insuficientes 

para provocar hepatomegalia, mas o peso hepático aumentou de 5 a 20 vezes, após 

administração de d-limoneno em doses superiores a 75 mg/kg do peso corpóreo 

(KANERVA et al., 1987).  

 Com base em estudos de toxicidade aguda em ratos, o EPA (UNITED STATES, 

1993) concluiu que o limoneno é não-tóxico para mamíferos. 
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2. OBJETIVOS 

 
2.1. OBJETIVOS GERAIS 

 
 Investigar os efeitos citotóxicos consequentes à administração crônica de d-

limoneno, em modelos animais, identificando-se e graduando-se as diversas lesões 

hepatocelulares, em relação com as doses utilizadas. O estudo poderá oferecer 

contribuições para entendimento dos mecanismos fisiopatológicos de substâncias 

potencialmente hepatotóxicas. 

 
2.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 
 Realizar ensaios toxicológicos pré-clínicos em roedores, com base nas 

determinações da Resolução nº 01/88 do Conselho Nacional de Saúde e Resolução 

RE nº 90/2004 da Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA), com 

algumas modificações; 

 Desenvolver e validar uma metodologia para testar o possível efeito hepatotóxico 

do d-limoneno, administrado por via oral a roedores; 

 Proceder avaliações histopatológicas, imunopatológicas e bioquímicas das lesões 

hepatocelulares eventualmente induzidas pelo d-limoneno, administrado em 

modelos animais; 

 Identificar e caracterizar o efeito citotóxico em fígado, rim, pulmão e coração do d-

limoneno administrado em roedores;  

 Investigar os possíveis mecanismos de ação das substâncias em estudo; 

 Contribuir para o conhecimento de possíveis efeitos tóxicos de uma substância 

aromática, obtida de plantas cítricas brasileiras, amplamente utilizada na indústria 

de alimentos; 
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3. MATERIAL E MÉTODOS 

 
3.1 MATERIAL 

 
3.1.1 Animais experimentais 

 

No desenvolvimento do presente estudo, utilizamos ratos machos Wistar, albinos 

com aproximadamente três meses de idade e peso compreendido entre 280 e 350 gramas. 

Todos os roedores foram fornecidos pelo Biotério Prof. Dr. Thomas George do Laboratório 

de Tecnologia Farmacêutica Prof. Delby Fernandes de Medeiros da Universidade Federal 

da Paraíba. 

No biotério, os animais foram alojados, até o dia dos experimentos, em gaiolas de 

polietileno. Eram mantidos sob condições monitoradas de temperatura equivalente a 23  2º 

C, com livre acesso a uma dieta controlada à base de ração tipo pellets (purina) e água 

disponível em garrafas de polietileno com bicos de inox, encaixadas na parte superior da 

grade metálica da gaiola.  

Os animais eram mantidos em condições sanitárias adequadas, com controle do 

ambiente para proporcionar um ciclo claro/escuro de 12 horas, respeitando-se o ritmo 

circadiano. A fase clara foi programada para o período das 6:00 às 18:00 horas. Os roedores 

foram privados de água e ração com 60 minutos de antecedência à execução dos testes. 

Antes de cada procedimento, a bancada foi limpa com etanol 70%, entretanto, durante os 

testes, utilizou-se etanol de baixa graduação (10-30%). Os experimentos foram executados 

no período compreendido entre 12:00 h e 17:00 h. Após a conclusão dos respectivos 

estudos, os ratos foram sacrificados por deslocamento cervical.  

 

 

3.1.2. Drogas 

 
 Etanol P.A. (Produtos Químicos e Farmacêuticos -BRASIL); 

 D-limoneno (Sigma-Aldrich E.U.A.); 

 Tween-80 (Sigma-Aldrich E.U.A.); 

 Água destilada 
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As soluções de d-limoneno foram preparadas imediatamente antes de sua utilização, 

veiculadas em solução de tween-80 a 0,2% e então administradas nos grupos experimentais, 

na proporção de 25 mg/kg do peso corporal e de 75 mg/kg do peso corporal. A menor dose 

foi determinada a partir de relatos na literatura como a mínima com atividade no sistema 

nervoso central, enquanto a “maior dose” foi fixada devido a ocorrência de hepatomegalia,  

relatada com o uso de doses superiores. 

O etanol foi diluído em água destilada, na proporção de 20% e administrado 

diariamente em doses de 3,5 ml/kg do peso corpóreo. 

 A via de administração das drogas por gavagem possibilitou a ingestão oral das 

substâncias a serem testadas, minimizando o estresse decorrente das manipulações. 

 

3.1.3. Parâmetros observados 

 

Os grupos experimentais e controle foram acompanhados por um período de 45 

dias, para a verificação da ocorrência de toxicidade crônica. Os grupos satélites foram 

acompanhados por um prazo adicional de 30 dias. Ao fim dos experimentos, todos os 

animais foram sacrificados por tração cervical, após obtenção de sangue para realização de 

exames laboratoriais. Em seguida, foram submetidos a estudo necroscópico, para avaliação 

histopatológica de fígado, rins, pulmões e coração. 

 No sangue, coletado imediatamente antes do sacrifício, foram investigados os 

níveis séricos de alanina aminotransferase (ALT), aspartato aminotransferase (AST) e 

fosfatase alcalina (FA). 

 

3.1.4. Critérios de exclusão 

 

Foram excluídos deste estudo os animais: 

 Do sexo feminino; 

 Com sinais de anormalidade física ou comportamental por ocasião da seleção para o 

estudo; 
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 Que não apresentaram as características descritas nos critérios de inclusão. 

 

3.1.5. Tamanho da amostra 

 
Os 63 animais utilizados nos experimentos foram distribuídos em oito grupos 

(figura 4) e as drogas administradas nos prazos de 30 ou 45 dias, conforme as indicações do 

quadro 5.  

 

 

Quadro 5 – Distribuição dos animais por grupo e períodos de administração ou suspensão 

das drogas utilizadas 

GRUPO Drogas 

administradas 

N Período de 

administração 

das drogas 

Período de suspensão 

das drogas (anterior 

ao sacrifício) 

I Nenhum produto  08 - 0 

II Veículo 10 45 dias 0 

III Etanol 20% 10 45 dias 0 

IV (L25) DL 25 mg/kg 10 45 dias 0 

V (L75) DL 75 mg/kg 10 45 dias 0 

VI (L25/30) DL 25 mg/kg 05 30 dias 0 

VII (LS25) DL 25 mg/kg 05 30 dias 30 dias 

VIII (LS75) DL 75 mg/kg 05 30 dias 30 dias 
 

 

 
 

 

Figura 4 – Distribuição dos animais em grupos controle, experimentais e satélites 

 

 

63 ratos 

Grupos  

controles 
I - mantidos sem 

tratamento 

II – veículo/tween 

Grupos 

experimentais 
III - etanol 20% 

IV -  DL 25 

mg/kg/dia 

 

Grupos 

experimentais 
V – DL 75 

mg/kg/dia 

VI -  DL 25 

mg/kg/dia 

 

Grupos satélites 
VII – limoneno 25 

mg/kg/dia 

VIII – limoneno 75 

mg/kg/dia 
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3.1.6. Considerações éticas 

 
Os protocolos experimentais foram elaborados em acordo com os atuais preceitos 

éticos e técnicos para a prática didático-científica da vivissecção de animais, (JACOBSON-

KRAM, KELLER, 2001; ANDERSEN ET AL., 2004; ANVISA, 2007) tendo sido 

aprovados pelo Comitê de Ética em Pesquisa Animal (CEPA) do LTF-UFPB. 

 

 

3.2. METODOLOGIA 

 

Com o objetivo de investigar sinais de injúria hepatocelular ou das próprias lesões 

hepáticas, bem como dos mecanismos fisiopatológicos associados às agressões droga-

induzidas, as análises realizadas neste trabalho utilizaram estudos bioquímicos, 

anatomopatológicos e imuno-histoquímicos (figura 5). 

 

 

 

 

Figura 5 – Procedimentos utilizados no modelo experimental e seus  respectivos objetivos. 

 

 

 

63 ratos 

 

Exames bioquímicos 
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Observação de 

injúria celular 
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3.2.1. Análises bioquimicas 

 

O sangue colhido foi imediatamente encaminhado ao Laboratório de Toxicologia do 

Laboratório de Tecnologia Farmacêutica (LTF/UFPB). As dosagens bioquímicas de 

fosfatase alcalina (FA), aspartato aminotransferase (AST) e alanina aminotransferase 

(ALT) mensuradas por métodos cinéticos, em aparelho auto-analisador. 

 

3.2.2. Estudos anatomopatológicos 

 
No exame necroscópico, foram eviscerados o fígado, o coração, os pulmões e os 

rins de todos os animais. Os procedimentos anatomopatológicos compreenderam estudos 

macroscópicos e microscópicos dos órgãos selecionados (figura 6). A análise macroscópica 

incluiu as medidas e pesos dos órgãos, além da descrição das características organolépticas 

gerais, a saber: 

 Aspecto da superfície externa (lisa, brilhante opalescente, rugosa ou nodular) 

  Descrição da cápsula (fina ou espessa) 

 Cor da superfície externa e de corte (vermelho, vinhosa, pálida, pardacenta, 

amarelada ou ferruginosa); 

 Tipo de bordas (finas ou rombas); 

 Consistência (elástica, firme, amolecida ou endurecida); 

 Tamanho (medida tridimensional); 

 Peso. 

 

Secções tissulares representativas foram fixadas em formalina (solução de formol a 

10%) tamponada, por um período de 24 horas. O tecido fixado e, posteriormente 

resseccionado, foi submetido aos protocolos de rotina de histotecnologia, com desidratação 

em álcool etílico e diafanização com xilol, para confecção dos blocos de parafina e cortes 

de 3,0 m em micrótomo convencional. 

Os cortes histológicos foram colocados sobre lâminas e corados pelas técnicas da 

hematoxilina-eosina, vermelho picrossírius para colágeno e método de Perls para 

investigação de hepatossiderose (figura 6). Todas as técnicas histológicas foram realizadas 
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em laboratório privado da cidade de João Pessoa (PB). As lâminas foram analisadas em 

microscópio óptico binocular (Nikon Eclipse E200), procedendo-se as respectivas 

descrições histológicas (MICHALANY, 1998). Para reduzir as limitações decorrentes da 

subjetividade da interpretação morfológica, as amostras do presente trabalho foram 

analisadas pelo pesquisador e também por um segundo patologista experiente, sem 

conhecimento das condições experimentais de cada caso em estudo. 

 

 

Figura 6 – Organograma para orientação dos estudos anatomopatológicos e imuno-

histoquímicos realizados  no modelo experimental 

 

As lesões hepáticas foram identificadas de acordo com os seguintes critérios: 

1 – degeneração hidrópica: aumento discreto do volume celular e microvacuolização 

citoplasmática decorrentes de retenção  hídrica (edema); 

2 - esteatose microvesicular: acúmulo lipídico sob a forma de microvesículas 

citoplasmáticas com volume menor do que o do núcleo hepatocitário; 

3 – necrose: núcleo hipocorado ou ausente, intensa eosinofilia citoplasmática e destruição 

ou perda da arquitetura dos cordões de hepatócitos (destrabeculação hepatocelular); 

4 – apoptose: condensação da cromatina nuclear acompanhada de intensa eosinofilia 

citoplasmática 

Procedimentos 

anatomopatológicos 

Exames macroscópicos Análises imuno-

histoquímicas  

Exames microscópicos 

(histológicos) 

Identificação de linfócitos T, 

linfócitos B e monócitos 

Técnicas de coloração HE, 

picrossírius (colágeno) , Perls (para 

pigmento férrico) 
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5 – infiltração leucocitária: presença de leucócitos (linfócitos, monócitos ou outros) nas 

várias partes do lóbulo hepático ou no tecido conjuntivo portal ou septal. 

Utilizou-se um sistema de escores para graduar as lesões presentes no fígado, 

baseado na presença e intensidade das alterações, em conformidade com os critérios da 

Reunião de Consenso entre as Sociedade Brasileira de Patologia e Sociedade Brasileira de 

Hepatologia (1999). 

Para classificação do grau de fibrose portal e periportal utilizaram-se os parâmetros 

apresentados no quadro 6.  

 

Quadro 6 – Critérios para avaliação histológica do grau de fibrose em tecido hepático. 

 
 

Escore Arquitetura lobular 

F0 Normal (ausência de fibrose) 

F1 Expansão fibrosa de espaços  portais  

F2 Expansão fibrosa de espaços portais com septos porta-porta 

F3 Expansão fibrosa de espaços portais com septos porta-porta e 

porta-centro, podendo haver formação de nódulos 

F4 Cirrose com áreas nodulares predominantes em relação aos 

lóbulos remanescentes 

 

A intensidade do infiltrado inflamatório no espaço portal foi graduada conforme os 

parâmetros indicados no quadro 7. 

 

Quadro 7 – Critérios para avaliação histológica do grau de infiltração linfocitária portal. 

 
 

Grau Infiltrado inflamatório portal e septal 

0 Ausente ou raros linfócitos portais 

1 Aumento discreto do número de linfócitos portais 

2 Aumento moderado do número de linfócitos portais 

3 Aumento acentuado do número de linfócitos portais 

4 Aumento muito acentuado do número de linfócitos portais 

 

 

A atividade do infiltrado inflamatório periportal e perisseptal foi graduada conforme 

o esquema apresentado no quadro 8. 

 

Quadro 8 – Critérios para avaliação histológica do grau de infiltração inflamatória 

periportal e perisseptal em tecido hepático. 
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Grau Atividade inflamatória portal e septal 

0 Ausência de lesões na interface espaço portal/parênquima 

1 Extravasamento de linfócitos, não caracterizando necrose em “sacabocado” 

2 Discreta necrose em“sacabocado” (em poucos espaços portais) 

2 Moderada necrose em “sacabocado” 

3 Necrose em “sacabocado” em extensas áreas de muitos espaços portais 

 

O grau de atividade necroinflamatória do parênquima é apresentado no quadro 9.  

 

Quadro 9 – Critérios para avaliação histológica do grau dos fenômenos necroinflamatórios 

em tecido hepático. 
 

Grau Atividade parenquimatosa (fenômenos necroinflamatórios) 

0 Hepatócitos normais, isomorfos 

1 Alterações hepatocitárias discretas (tumefação ou retração acidófila) 

acompanhadas de infiltrado linfo-histiocitário e raros focos de necrose 

2 Necrose focal de hepatócitos circundados por agregados linfo-

histiocitários em numerosos sítios 

3 Necrose focal de hepatócitos circundados por agregados linfo-

histiocitários em numerosos sítios, associada a áreas limitadas de 

necrose confluente 

4 Necrose focal de hepatócitos circundados por agregados linfo-

histiocitários em numerosos sítios, associada a áreas limitadas de 

necrose confluente extensa/múltipla 

 

 

O grau de siderose hepática foi avaliado com base na classificação a seguir (SEARL et 

al, 2001): 

 

 Ausência de ferro hepático 

 Grânulos de ferro visíveis ao aumento de 400X 

 Grânulos de ferro visíveis ao aumento de 100X 

 Grânulos de ferro visíveis ao aumento de 25X 

 Massas de grânulos de ferro visíveis ao aumento de 10X ou a olho nu 

 

As lâminas histológicas também foram selecionadas para fotomicrografias 

coloridas, demonstrativas dos achados histopatológicos e imuno-histoquímicos relevantes. 
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3.2.3. Estudos imuno-histoquímicos 

 

Com o objetivo de esclarecer a exata natureza das populações mononucleares 

inflamatórias, as amostras foram submetidas a exames imuno-histoquímicos. 

Os procedimentos técnicos foram iniciados com a realização de cortes histológicos 

com 3 μm de espessura, dispostos sobre lâminas silanizadas, desparafinizados em xilol e 

hidratados em concentrações decrescentes de etanol  Na etapa seguinte, procedeu-se a 

recuperação antigênica, utilizando-se tampão citrato pH 6,0, aquecido em banho-maria à 

temperatura de 95 ºC, por 20 minutos. Após resfriamento, aplicou-se peróxido de 

hidrogênio a 3%, para bloqueio da peroxidase endógena. Os anticorpos utilizados foram: 

CD3 (anti-células T humanas, clone UCHT1), CD20cy (anti-células B humanas, clone 

L26), marcador de macrófago (clone HAM-56). A diluição adotada para todos esses 

anticorpos foi 1:200 e o período de incubação estendeu-se a 12 horas, findo o qual o 

anticorpo secundário do kit LSAB foi incubado durante 30 minutos e o amplificador do 

mesmo kit por mais 30 minutos. Para revelação da imunorreação, utilizou-se 

diaminobenzidina (DAB), contra-corada com hematoxilina de Harris e montada em resina. 

 

3.2.4. Analises estatísticas 

 

 

Os dados descritos foram anotados em protocolos de estudo e levados à análise 

estatística, aplicando-se os  seguintes testes: 

Análise de variância por postos de Kruskal-Wallis, para comparação dos escores 

histopatológicos 

ANOVA com um fator de variância, seguido de teste de Tukey, para múltiplas 

comparações de pesos e dosagens bioquímicas. O nível de significância considerado foi p < 

0,05 (alfa = 5%). Os resultados foram expressos em temos de média ± erro-padrão da 

média Todos os cálculos foram feitos por meio do programa de estatística GraphPad Prism 

versão 4.00. 
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4.  RESULTADOS  

 

Os 63 ratos deste trabalho experimental receberam os tratamentos programados, 

durante 30, 45 ou 60 dias, não tendo sido constatada qualquer intercorrência ou acidente 

que tenha causado óbito. 

 

4.1 AVALIAÇÕES BIOQUÍMICAS  

Após completarem seus respectivos tratamentos, a atividade de AST (gráficos 1 e 2) 

e FA ( gráficos 5 e 6) dos animais expostos ao d-limoneno não se alteraram de forma 

significativa. Os resultados foram estatisticamente comparáveis aos observados nos grupos 

controle e nos animais que receberam pequenas doses diárias de etanol (tabelas 1 e 2).  

Alterações da ALT foram constatadas em animais expostos à maior dose de d-

limoneno (75 mg/kg/dia), observando-se redução significativa (p < 0,05) entre os níveis 

registrados nesse grupo com relação ao respectivo grupo controle  (gráficos 3 e tabela 1). 

Nos animais em que, após 30 dias de administração de d-limoneno,  esse tratamento   

foi suspenso, a atividade de ALT é comparável à observada no grupo controle (gráfico 4 e 

tabela 2) 

 

Tabela 1 – Valores médios (em UI/L) da atividade de AST, ALT e FA, em ratos, após 45 

dias de tratamento com tween (grupo II/controle); com etanol 20%, 3,5 ml/kg/dia (grupo 

III) e com DL 25 mg/kg/dia (grupo IV - L25) e 75 mg/kg/dia (grupo V - L75).  

 

Parâmetro II (Tween) III (Álcool) IV (L25) V (L75) 

AST (UI/L) 168,6   ±  15,8    171,2  ±  8,7 150,2  ±  10,4 147,2  ±  11,4 

  

ALT (UI/L)   66,70 ±   4,5   65,10 ±  3,7 63,20 ±  3,7  50,80 ±   3,0* 

 

FA (UI/L) 153,1   ±  20,7    123,1  ±  5,4   118,7  ±   8,5 104,5  ±   11,5 
 
Os valores representam media ± e.p.m.; *p<0,05 vs grupo controle (Teste ANOVA – Teste de Tukey). 
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Tabela 2 - Valores médios (em UI/L) da atividade de AST, ALT e FA, em ratos do grupo 

controle (I) e dos grupos satélites, após 30 dias de suspensão dos respectivos tratamentos 

com DL 25 mg/kg/dia (grupo VII - LS25) e 75 mg/kg/dia (grupo VIII - LS75).  

 

 

Os valores representam media ± e.p.m. (Teste ANOVA – Teste de Tukey). 
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Gráfico 1 – Níveis médios da atividade de AST (UI/L) em  ratos, após 45 dias de 

tratamento com tween (grupo II/controle); com etanol 20%, 3,5 ml/kg/dia (grupo III) e com 

DL 25 mg/kg/dia (grupo IV - L25) e 75 mg/kg/dia (grupo V - L75). 

Parâmetro Controle Grupo VII (LS25)  GRUPO VIII (LS75)  

AST (UI/L) 173,6   ±  21,2    147,8  ±  3,9           142,4   ±  8,6 

 

 

ALT (UI/L)   71,63 ±   4,5     70,60 ±  7,7    85,40  ±  9,5 

 

 

FA (UI/L) 326,6   ±  32,8    224,4  ±  44,0           410,8   ± 75,1  
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Gráfico 2 – Níveis médios da atividade de AST (UI/L) em ratos do grupo controle (I) e 

dos grupos satélites, após 30 dias de suspensão dos respectivos tratamentos com DL 25 

mg/kg/dia (grupo VII - LS25) e 75 mg/kg/dia (grupo VIII - LS75).  
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Gráfico 3 – Níveis médios da atividade de ALT (UI/L), em ratos, após 45 dias de 

tratamento com tween (grupo II/controle); com etanol 20%, 3,5 ml/kg/dia (grupo III) e 

com DL 25 mg/kg/dia (grupo IV - L25) e 75 mg/kg/dia (grupo V - L75).  

 



 

 

50 

Controle VII (LS25) VIII (LS75)
0

20

40

60

80

100

A
L

T
 (

U
I/

L
)

 

Gráfico 4 – Níveis médios da atividade de ALT (UI/L) em ratos do grupo controle (I) e 

dos grupos satélites, após 30 dias de suspensão dos respectivos tratamentos com DL 25 

mg/kg/dia (grupo VII - LS25) e 75 mg/kg/dia (grupo VIII - LS75).  
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Gráfico 5 – Níveis médios de FA (UI/L) em ratos, em ratos, após 45 dias de tratamento 

com tween (grupo II/controle); com etanol 20%, 3,5 ml/kg/dia (grupo III) e com DL 25 

mg/kg/dia (grupo IV - L25) e 75 mg/kg/dia (grupo V - L75).  
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Gráfico 6 – Níveis médios da atividade de FA (UI/L) em ratos do grupo controle (I) e dos 

grupos satélites, após 30 dias de suspensão dos respectivos tratamentos com DL 25 

mg/kg/dia (grupo VII - LS25) e 75 mg/kg/dia (grupo VIII - LS75).  

 

4.2 AVALIAÇÃO MACROSCÓPICA DO FÍGADO, RIM, CORAÇÃO E PULMÕES 

 

            O exame necroscópico da 

cavidade abdominal não revelou 

sinais de hipertensão portal ou 

ascite, em quaisquer dos animais. 

Ao exame macroscópico, 

todos os ratos  apresentaram 

fígado de conformação normal, 

com múltiplos lobos, superfície 

externa lisa, brilhante, vinhosa, 

recoberta por cápsula fina. As 

superfícies de secção eram 

compactas, de mesma cor, com 

desenho lobular pouco aparente 

(figura 7). 

 

 

Figura 7. Aspecto macroscópico do fígado de rato 

tratado com DL 75 mg/kg/dia por 30 dias. 
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Tabela 3 – Valores médios do peso hepático, em ratos, após 45 dias de tratamento com 

tween (grupo II/controle); com etanol 20%, 3,5 ml/kg/dia (grupo III) e com DL,  doses de 

25 mg/kg/dia (grupo IV - L25) e 75 mg/kg/dia (grupo V - L75). 

 

Parâmetro Tween Álcool IV (L25) V (L75) 

Peso do 

Fígado 

7,470 ± 0,5 7,900 ± 0,4 8,600 ± 0,8 

 

7,970 ± 0,5 

Os valores representam media ± e.p.m. (Teste ANOVA – Teste de Tukey). 
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Gráfico 7 - Valores médios do peso hepático de ratos, após 45 dias de tratamento com 

tween (grupo II/controle); com etanol 20%, 3,5 ml/kg/dia (grupo III) e com DL 25 

mg/kg/dia (grupo IV - L25) e 75 mg/kg/dia (grupo V - L75). 

 

 

Tabela 4 – Valores médios do peso hepático de ratos  dos grupos  I (controle) e dos grupos 

VI (L25/30), tratados com DL, 25 mg/kg por 30 dias e dos grupos satélites, após 30 dias de 

suspensão dos respectivos tratamentos - DL, nas doses de 25 mg/kg/dia/30 dias (grupo VII 

– LS25) e 75 mg/kg/dia/30 dias (grupo VIII – LS75).  

Parâmetro Controle VI (L25/30) VII (LS25) VIII (LS75) 
Peso do Fígado 12,21 ± 0,3 10,30 ± 1,6 11,94 ± 0,2 12,18 ± 0,5 
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Os valores representam media ± e.p.m.; (Teste ANOVA – Teste de Tukey). 
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Gráfico 8 – Valores médios do peso hepático de ratos  dos grupos  I (controle) e dos grupos 

VI (L25/30), tratados com DL, 25 mg/kg por 30 dias e dos grupos satélites, após 30 dias de 

suspensão dos respectivos tratamentos - DL 25 mg/kg/dia/30 dias (grupo VII – LS25) e 75 

mg/kg/dia/30 dias (grupo VIII – LS75).  

 

Em relação ao estudo macroscópico dos rins, pulmões e coração, todos esses órgãos 

tinham forma, tamanho e superfície de corte dentro dos parâmetros da normalidade.  

Os rins mostraram superfície externa lisa, pardacenta, envolvida por cápsula opalescente, 

facilmente destacável do parênquima subjacente. No hilo, identificaram-se os cálices. A 

superfície de corte era compacta, pardacenta, com região cortical e medular distintas. Na 

zona medular, observaram-se pirâmides com vértices (papilas) voltados para os cálices. 

Ureteres eram pérvios.  

Os pulmões apresentaram superfície externa lisa, de tonalidade rósea, envolvida por 

pleura fina e transparente, com evidente e fina vascularização. A superfície de corte era 

esponjosa, de mesma tonalidade, com textura delicada, podendo-se identificar secções 

transversais de estruturas brônquicas.  
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Os corações foram seccionados à altura dos vasos da base, que se mostravam 

pérvios e proporcionais às dimensões do órgão. Tinham superfície externa lisa, recoberta 

por epicárdio transparente e delicadamente vascularizado. Abertos os órgãos, coágulos 

recentes post-mortem foram, às vezes, identificados nas câmaras, que se apresentavam 

forradas por endocárdio liso e brilhante. As válvulas tinham suas bordas livres. 

 

 

4.3 HISTOPATOLOGIA DO FÍGADO 

 

Os achados histopatológicos em lâminas coradas pela hematoxilina-eosina foram os 

seguintes: 

1) fígado normal  

2) lesões hepatocelulares (degeneração hidrópica, esteatose microvesicular, 

apoptose e necrose) ou estromais (fibrose) 

3) inflamação discreta (grau 1) ou moderada (grau 2) em: 

a. Espaços portais, 

b. Lóbulos hepáticos (parênquima), 

c. Espaços portais e lóbulos hepáticos. 

As lesões hepatocitárias acima indicadas (figuras 8, 9 e 10) não foram observadas 

de forma isolada, mas sempre em associação com processos inflamatórios, caracterizados 

pela exsudação de células mononucleares (linfócitos e histiócitos), nos compartimentos 

portais e ou lobulares.  

Reação estromal (fibrose) não foi identificada nas lâminas coradas pela técnica HE. 

A utilização da coloração picrossírius demonstra, na zona 3, formação de finos septos 

conjuntivais, perissinusoidais (figuras 11 e 12). A intensidade da inflamação foi analisada 

com a utilização de escores semi-quantitativos (quadros 6 a 9) conforme os parâmetros 

estabelecidos na reunião de consenso entre a Sociedade Brasileira de Patologia e Sociedade 

Brasileira de Hepatologia (1999).  

As figuras a seguir exemplificam as lesões histológicas identificadas no tecido 

hepático (figuras 9 a 23). 
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Figura 8. Microvacúolos intracitoplasmáticos (setas) em hepatócitos de rato, após 45 dias 

de tratamento com DL 25 mg/kg/dia (HE X400). 

 

 

Figura 9. Foco de necrose hepatocitária perivenular (zona 3 do lóbulo), associado à 

mobilização mononuclear (setas), em fígado de rato, após 45 dias de tratamento com DL  

25 mg/kg/dia (HE X400). 
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Figura 10. Focos isolados de esteatose microvesicular (setas), em fígado de rato, após 45 

dias de tratamento com DL 75 mg/kg/dia (HE X400). 

 

 

 

 
 

Figura 11. Finos septos conjuntivais neoformados (setas), em espaços perissinusoidais da 

zona 3 do lóbulo, em fígado de ratos, após 45 dias de tratamento com DL 75 mg/kg/dia 

(Picrossírius X 400) 
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Figura 12. Finos septos conjuntivais neoformados (setas), em espaços perissinusoidais da 

zona 3 do lóbulo, em fígado de ratos, após 45 dias de tratamento com DL 25 mg/kg/dia 

(Picrossírius X 400). 

 

 

 

Figura 13. Fígado de rato do grupo controle, nos limites histológicos da normalidade, 

observando-se escassos linfócitos (provavelmente residentes) permeando o estroma 

conjuntivo portal (HE X100). 


