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RESUMO

A doenca hepatica gordurosa ndo alcoodlica (DHGNA) tem sido considerada a forma mais
frequente de doenga hepatica no mundo ocidental, devido ao aumento de prevaléncia da
obesidade nos paises desenvolvidos e em desenvolvimento. Endopleura uchi (Huber) Cuatrec
é uma espécie de arvore nativa da Amaz6nia com propriedades fitoterapicas comprovadas em
varios trabalhos de pesquisadores da regido e do mundo. Da sua casca € isolada uma
substancia chamada Bergenina, que apresenta entre suas propriedades, atividades
antioxidantes, hepatoprotetoras e hipolipemiantes. O objetivo deste estudo foi avaliar o Efeito
Protetor da Bergenina e do Extrato seco da Endopleura uchi (E. uchi), no tratamento da
DHGNA induzida em camundongos e na obesidade. A DHGNA e obesidade foram induzidas
em camundongos C57BL/6J machos por meio de Ragdo Hipercal6rica e Hiperlipidica (RH).
Foram utilizados 60 camundongos C57BL/6J, machos, divididos em 10 grupos de seis
animais cada, com as seguintes caracteristicas: GM1, Controle Negativo; GM2, Grupo Sham:
Controle Positivo; GM3, alimentados com RH por oito semanas e em seguida, tratados com
extrato seco de Endopleura uchi, 200mg/kg/dia, por sete semanas; GM4, semelhante ao
anterior, tratado com 100mg/kg/dia de extrato de E. uchi; GM5, Alimentados com RH por
sete semanas e, tratado concomitantemente com 200mg/kg/dia de extrato seco de Endopleura
uchi; GM6, semelhante ao GM5, tratado com 100mg/kg/dia, a fim de verificar um potencial
efeito profilatico em ambas as doses. Grupos GM7 e GM8, alimentados com RH por oito
semanas e tratados em seguida com 50 e 25mg/kg/dia, por sete semanas com solugdo aquosa
de Bergenina respectivamente; GM9 e GM10, semelhantes aos grupos profilaticos GM5 e
GM6 e tratados com solucdo aquosa de Bergenina nas doses de 50 e 25 mg/kg/dia,
respectivamente. Foram realizado exames bioquimicos de prova de funcdo hepatica e
histopatologia, a fim de comprovarem os efeitos anti obesidade e no tratamento da DHGNA,
de ambas as solucdes. Foi realizada analise descritiva dos dados e os resultados estdo
apresentados em tabelas, figuras e medidas descritivas, tais como média, erro padrdo, dentre
outras. Para verificar a influéncia dos tratamentos, foi utilizada ANOVA com teste post hoc
de Student Newman Keuls. Havendo influéncia significativa dos tratamentos, foi utilizado o
teste de Tukey para verificar as diferencas entre as médias dos grupos. Em todas as
comparacdes foi considerado estatisticamente significante quando p <0,05. Todos os calculos
estatisticos foram realizados utilizando o software SPSS Statistics versdo 14.0. Como
resultado, foi verificado que a RH, foi eficiente em desenvolver obesidade e esteatose
hepatica (EH), em 100% dos animais do grupo GM2, controle positivo. Tanto o tratamento
profilatico como o tratamento pds-inducdo, foram eficientes em conter o desenvolvimento da
obesidade e da EH. Na DHGNA e na obesidade, o tratamento com ambas as solugfes, em
suas doses maiores, foram eficientes em reduzir o grau de esteatose de forma significativa,
com reducdo de 50% das esteatoses grau 2 no grupo tratado com 200mg/kg/dia de extrato
seco de Endopleura uchi e reducdo de 60% da esteatose grau 2 no grupo tratado com
50mg/kg/dia de solucdo de Bergenina, demonstrando dose dependéncia nesta situacdo e
apresentando-se com potencial farmacologico no auxilio aos pacientes obesos e com
DHGNA.

Descritores: Endopleura Uchi. Bergenina. Esteatose Hepatica. Sindrome Metabdlica.
Obesidade.



ABSTRACT

Non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD) has been considered the most common form of
liver disease in the western world, due to the increased prevalence of obesity in developed and
developing countries. Endopleura uchi (Huber) Cuatrec is a native Amazonian tree species
with proven herbal properties in several works by researchers from the region and around the
world. From its shell is isolated a substance called Bergenin, which has among its properties,
antioxidant, hepatoprotective and hypolipidemic activities. The aim of this study was to
evaluate the protective effect of bergenin and dry extract of endopleura uchi on the treatment
of induced NAFLD in mice and obesity. NAFLD and obesity were induced in male C57BL /
6J mice by Hypercaloryc and Hyperlipid Feed (HF). Sixty male C57BL / 6J mice were
divided into 10 groups of six animals each, with the following characteristics: GM1, Negative
Control; GM2, Sham Group: Positive Control; GM3, fed HF for eight weeks and then treated
with dry Endopleura uchi extract, 200mg/kg/day for seven weeks; GM4, similar to the above,
treated with 100mg/kg/day of E. uchi extract; GM5, HF-fed for seven weeks and treated
concomitantly with 200mg/kg/day of Endopleura uchi dry extract; GM6, similar to GM5,
treated with 100mg/kg/day to verify a potential prophylactic effect at both doses. Groups
GM7 and GMS8, fed HF for eight weeks and then treated with 50 and 25mg/kg/day for seven
weeks with aqueous Bergenin solution respectively; GM9 and GM10, similar to GM5 and
GM6 prophylactic groups and treated with aqueous Bergenin solution at doses of 50 and 25
mg/kg/day, respectively. Biochemical examinations of liver function tests and histopathology
were performed to prove the anti-obesity effects and treatment of NAFLD of both solutions.
Descriptive data analysis was performed and the results are presented in tables, graphs/figures
and descriptive measures, such as mean, standard error, among others. To verify the influence
of treatments, ANOVA with post hoc test by Student Newman Keuls was used. Having
significant influence of the treatments, the Tukey test was used to verify the differences
between the means of the groups. In all comparisons, it was considered statistically significant
when p <0.05. All statistical calculations were performed using the SPSS Statistics version
14.0 software. As a result, itwas found that HF was efficient in developing obesity and hepatic
steatosis (HS) in 100% of the GM2 positive control animals. Both prophylactic and post-
induction treatment were effective in containing the development of obesity and HS. In
NAFLD and obesity, treatment with both solutions, at their highest doses, was effective in
significantly reducing the degree of steatosis, with a 50% reduction in grade 2 steatosis in the
200mg/kg/day of the dry extract of Endopleura uchi and 60% reduction of grade 2 steatosis in
the group treated with 50mg/kg/day of Bergenin solution, demonstrating dose dependence in
this situation and presenting pharmacological potential to help obese patients with NAFLD.

Descriptors: Endopleura Uchi. Bergenin. Hepatic steatosis. Metabolic syndrome. Obesity.
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INTRODUCAO

O conhecimento da Esteatohepatite ndo Alcodlica (EHNA) com a denominagéo
Anglo-saxbnica de Non-Alcoholic steatohepatitis-NASH, ja tem algum tempo e foi
inicialmente introduzido por (LUDWIG et al., 1980).

A Esteatose Hepatica (EH), a Doenca Hepatica Gordurosa ndo Alcodlica (DHGNA)
e a Esteato Hepatite ndo Alcodlica (EHNA), fazem parte do espectro de doenca preocupante
em termos de salde publica nos paises ocidentais, inclusive no Brasil, visto as evidéncias de
sobrepeso alcancando proporgfes preocupantes na populagdo dos paises desenvolvidos e em
desenvolvimento (BROWNING et al., 2004).

A Esteatose hepatica caracteriza-se pela presenca de gordura acumulada no
hepatdcito, e para ser definida como DHGNA necessita de comprovagédo, seja por imagem
ultrassonografica e/ou histopatoldgica, em individuos que ndo consomem &lcool ou o fazem
de forma social (<20g/dia), sem desordens hereditarias que possam cursar com esteatose (ex.
Doenca de Wilson, hepatite C, Abeta lipoproteinemia, lipodistrofia, etc.) e ndo estejam
fazendo uso de nenhuma medicacdo esteatogénica (ex: Amiodarona, metotrexato,
corticosteroides), Terapia Nutricional Parenteral (CHALASANI et al., 2012).

Existem fatores de risco, comumente associados &8 DHGNA e entre eles, o Diabetes
Mellitus (DM), Obesidade, Dislipidemias que associados a Hipertensdo Arterial (HA) e
Resisténcia Insulinica (RI) compde a chamada Sindrome Metabdlica (SM). Esta situagdo vem
emergindo num contesto mundial, como a principal causa de doenca hepética cronica
(SOUZA et al., 2012). Pode evoluir para EHNA e finalmente para cirrose com risco de
desenvolver carcinoma hepatocelular (CHC) (ASCHA et al., 2010).

Na histéria natural desta patologia, pacientes que desenvolvem DHGNA, podem
evoluir para EHNA, fibrose severa e finalmente cirrose. Entre os pacientes com cirrose
criptogénica, mais de 70% apresentam fatores de risco para o desenvolvimento de DHGNA
(ONG; YOUNOSSI, 2007).

A fisiopatologia da DHGNA n&o estd completamente esclarecida, mas, varios
estudos tém demonstrado multiplos fatores que podem contribuir para o seu desenvolvimento,
dentre eles, a Obesidade, Diabetes tipo 2, Sedentarismo, Sindrome Metabdlica, Resisténcia a
Insulina e anormalidade no Metabolismo dos Lipideos. Existem outros fatores que podem
contribuir para o seu desenvolvimento, tais como; intoxicacdo por hidrocarbonetos, cirurgia
bariatrica, e etc (YU; KEEFFE, 2002).
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O tratamento da DHGNA tem como objetivo, controlar as condi¢Ges associadas
(Obesidade, Diabetes Mellitus tipo 1l, Dislipidemia), reduzir o stress oxidativo, reduzir a
resisténcia a insulina assim como reduzir a inflamacéo e a fibrose. Muitos estudos ja foram e
estdo sendo realizados, mas, ainda ndo ha medicamento de uso bem estabelecido indicado
para o tratamento desta patologia. A modificacdo do estilo de vida, com dietas e préaticas de
exercicios associada ao tratamento medicamentoso da Sindrome Metabdlica (anti-
hipertensivos, inibidor da lipase gastrica e pancreatica, Rimonabant, agentes
insulinossensibilizantes, acido ursodesoxocélico, etc.) sdo as opgles atuais. No entanto, ndo
se conseguiu beneficios quanto a evolucdo da esteatohepatite que justificasse a recomendacéao
rotineira de qualquer destas medicagfes (LA BRECQUE et al., 2012; VUPPALANCHI;
CHALASANI, 2008).

A Dbiodiversidade amazonica, 0 maior ecossistema do nosso planeta, tem
documentado em inimeros trabalhos dos pesquisadores da regido, produtos fitoterapicos com
acOes terapéuticas, entre eles, encontra-se a Bergenina, um C-glicosideo com 4-O-metil acido
galico, encontrada na polpa dos frutos e cascas da Endopleura uchi Muitas acdes
farmacologicas foram atribuidas a Bergenina, dentre elas, as atividades anti-inflamatoria, e
hepatoprotetora (NUNOMURA et al., 2009; LIM et al., 2000).

Sabe-se que a intoxicacdo hepética por tetracloreto de carbono (CCL4) se comporta
laboratorialmente como uma hepatite viral, elevando os niveis das transaminases e gama GT,
aumento dos niveis de Malondialdeido e reduzindo niveis de Glutationa no hepatocito. O
tratamento prévio dos animais com Bergenina ameniza de forma significativa esta elevacéo,
indicando a acdo hepatoprotetora da Bergenina (LIM et al., 2000; HIKINO et al., 1985).

N&o encontramos na literatura nenhum experimento semelhante a esta proposta para
tratamento da DHGNA, exceto em nossos resultados preliminares em experimento, usando, a
Solucdo Aquosa de Endopleura uchi, para verificar seu efeito no tratamento da esteatose
hepatica (EH) induzida em figado de ratos Wistars. Desta forma, indiretamente, avaliamos a
acdo hepatoprotetora da Bergenina, por ser esta substadncia o principio ativo do cha da
Endopleura uchi (BRANCO et al., 2018). Este trabalho teve como finalidade, verificar a
eficacia do extrato seco da Endopleura uchi e da Bergenina na obesidade e na DHGNA

induzida em camundongos.
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2 OBJETIVOS

2.1 GERAL
= Avaliar acdo hepatoprotetora e terapéutica da Bergenina e do Extrato aquoso de

Endopleura uchi na obesidade e na esteatose induzida em camundongos C57BL/6.

ESPECIFICOS
= Avaliar o impacto dos tratamentos profilaticos e pds-inducdo, na massa corporal dos

camundongos;

= Determinar os aspectos da dislipidemia em animais tratados com Extrato seco da
Endopleura uchi e solu¢do aquosa da Bergenina, apos inducdo da esteatose com dieta

hiperlipidica;

= Analisar os aspectos bioquimicos das transaminases hepaticas (AST, ALT), entre os
grupos tratados e ndo tratado com solucdo aquosa de Bergenina e Extrato seco da

Endopleura uchi, apés inducdo da esteatose com racgdo hiperlipidica;

= Verificar a existéncia de acdo profilatica contra obesidade e esteatose hepatica induzida
em camundongos com uso concomitante de solucdo aquosa de Bergenina e Extrato seco

da Endopleura uchi;

= Auvaliar o percentual de resolucéo histopatoldgica da esteatose hepatica, apos tratamento
com solucdo aquosa de Bergenina e Extrato seco da Endopleura uchi.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 DHGNA: DEFINICAO E HISTORICO

Em estudo publicado em 1969 sobre o tratamento cirdrgico da obesidade, o acimulo
de gordura em hepatécitos ndo associado ao uso de alcool foi descrito em pacientes obesos
submetidos ao procedimento de “jejuno ileal by-pass” (PAYNE; DEWIND, 1969). Anos
depois, a primeira descricdo dos achados histoldgicos de pacientes com esteatose hepatica na
auséncia de ingestdo de alcool foi feita por Ludwig, que criou o termo “NASH”, sigla para
Nonalcoholic Steatohepatitis ou Esteato hepatite ndo alcéolica (LUDWIG et al., 1980).

O termo Doenca Hepéatica Gordurosa Ndo Alcoolica (DHNA)incorpora todo o
conjunto de achados histologicos de dano hepatico, desde esteatose assintomatica,
esteatohepatite ndo alcodlica (EHNA) e fibrose avancada, até cirrose e carcinoma
hepatocelular. Caracteriza-se pela infiltracdo gordurosa macrovesicular de 5% ou mais dos
hepatdcitos, podendo ou ndo estar associada a alteracdes necroinflamatdrias e fibrose, que
ocorre em individuo sem historia de ingestdo significativa de alcool (MATTEONI et al.,
1999).

Histologicamente, as alteracbes da DHGNA sdo similares aquelas encontradas na
doenca hepatica alcodlica, que se apresenta também com esteatose macrovesicular de forma
predominante. Portanto, durante a avaliacdo clinica € crucial ter uma definicdo confiavel da
quantidade de alcool considerada ndo significativa para resultar em dano hepatico. Exposicao
ao alcool menor que 20g/dia para mulheres e 30g/dia para homens tem sido recomendada
(AHMED et al., 2015). Entretanto, o Guideline americano e o Consenso Brasileiro de
DGHNA consideram como fator de exclusdao o consumo de alcool maior que 140g/ semana
para 0s homens (x 21 doses) e 70g/semana para mulheres (x 14 doses) (CHALASANI et al.,
2012).

3.2 HISTORIA NATURAL

A amplitude do espectro da DHGNA torna a progressao das lesdes um importante
objeto de estudo. Apesar de haver um consenso sobre a esteatose isolada ser uma leséo
predominantemente benigna em sua evolugdo, h4 uma grande variagdo entre os casos. A
DHGNA, particularmente seu fenotipo histolégico EHNA, pode evoluir para doenca hepatica
avancada, cirrose e carcinoma hepatocelular (ANSTEE; TARGHER; DAY, 2013). Os
resultados da revisdo sistematica realizada por Pais et al. (2013), confirmaram a
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heterogeneidade da DHGNA, classificando os pacientes como progressores rapidos ou
progressores lentos no processo de fibrose. Embora progressores lentos possam desenvolver
EHNA, eles apresentam menor risco de desenvolver fibrose e menor mortalidade relacionada
a doenga hepética.

Por outro lado, os progressores rapidos podem avangar rapidamente para fibrose
avancada, talvez sem desenvolver EHNA ou com episédios intermitentes de EHNA que nédo
foram detectados. Singh et al. (2015), demonstraram que a progressdo para um estagio mais
avancado de fibrose leva em média 7,1 anos (95% IC, 4,8-14,3 anos) em pacientes com
EHNA comparados com 14,3 anos (95% IC, 4,8-50 anos) naqueles com apenas esteatose
simples e identificaram que a presenca de hipertensdo (OR, 1,94; 95% IC) e a baixa relacdo
AST:ALT no momento da biopsia foram associadas ao desenvolvimento de fibrose
progressiva.

Além disso, relatos recentes sugerem que a DHGNA pode ser menos benigna do que
é atualmente conhecido. Um estudo realizado utilizando 108 biopsias seriadas descobriu que
cerca de 22% dos pacientes que foram inicialmente diagnosticados com DHGNA
desenvolveram fibrose avancada durante um periodo de seguimento relativamente curto, com
média de 3,3 anos e mediana de 6,7 anos (MCPHERSON et al., 2015).

Um estudo retrospectivo em pacientes com EHNA que desenvolveram carcinoma
hepatocelular constatou que a neoplasia ocorreu sem cirrose em 43 de 87 pacientes (YASUI et
al., 2011). Corroborando com esses resultados, Reddy et al. (2012), encontraram em seu
estudo que os pacientes com EHNA que progrediram para carcinoma hepatocelular eram
menos propensos a ter fibrose em ponte ou cirrose do que os pacientes com hepatite C ou
doenca hepaética alcoolica. Dessa forma, as evolugbes mais severas da DHGNA, a saber a
cirrose e o carcinoma hepatocelular, ndo estdo necessariamente interligadas ao longo da
progressdo da doenca e o desenvolvimento do carcinoma hepatocelular ndo ocorre apenas em
pacientes cirroticos ou com presenca de fibrose.

Além disso, o carcinoma hepatocelular resultou em menor disfuncédo hepética para os
pacientes e melhor taxa de sobrevivéncia quando comparado com pacientes portadores de
hepatite C ou doenca hepética alcodlica, cuja evolucdo culmina mais frequentemente com
cirrose e consequente disfuncéo hepatica pacientes (YASUI et al., 2011).

Quanto ao progndstico, a maioria dos estudos de longo prazo sugeriu que a presenca
de EHNA histologicamente determinada predispde pacientes a um tipo de doenca hepatica

potencialmente progressiva. De fato, em um estudo com mais de 10 anos de
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acompanhamento, Hossain et al. (2009), determinaram que aproximadamente 20% dos

pacientes podem desenvolver cirrose e 8% podem morrer de causas relacionadas ao figado.

3.3 EPIDEMIOLOGIA E FATORES DE RISCO
3.3.1 Prevaléncia da DHGNA

A DHGNA vem crescendo em prevaléncia em conjunto com o crescimento dos
fatores da sindrome metabodlica, ao acompanhar o estilo de vida e de alimentacdo atual. Os
estdgios brandos da DHGNA, como a esteatose assintomatica, por vezes sdo sub
diagnosticadas e possuem uma Otima resposta terapéutica e regressdo com mudangas
comportamentais e dietéticas. Ainda assim, a DHGNA ¢ considerada a maior causa de
alteracdo de enzimas hepaticas além de ser a causa mais comum de hepatopatia cronica em
paises desenvolvidos (SAYINER et al., 2016). A EHNA, um dos fenétipos da DHGNA, €
hoje considerada a segunda indicacdo mais comum de transplante de figado nos EUA apds
hepatite C cronica, e seus nimeros permanecem em crescimento (ANSTEE; TARGHER,;
DAY, 2013).

Atualmente, estima-se que a prevaléncia global de DHGNA seja de 24% e esse
namero esti em constante aumento, sendo seu valor em 2005 de 15% enquanto que, em 2010,
a prevaléncia atingiu 25%. Da mesma forma, a taxa de EHNA no mesmo periodo quase
dobrou, sendo atualmente de 59,1% (YOUNOSSI et al., 2016).

Utilizando dados de 20.050 participantes adultos da Pesquisa Nacional de Saude e
Nutricdo 111, realizada pelo Centro Nacional para Estatisticas de Saude dos Estados Unidos
dos Centros de Controle e Prevencdo de Doencas entre 1988 e 1994, foram encontrados 2492
casos que preenchiam a definicdo de DHGNA apontando prevaléncia de 20%=+0,76% na
populacdo americana e prevaléncia de 27% a 34% na populacdo geral na América do Norte
(YOUNOSSI et al., 2012).

Como amostra da populacdo europeia, uma revisdo sistematica demonstrou
prevaléncia média de 23,71 %, variando de 5% a 44% em diferentes paises (YOUNOSSI et
al., 2016). Em estudo transversal multicéntrico da populacdo da Espanha, DHGNA
documentada por ultrassonografia foi relatada em 33,4% dos homens e 20,3% das mulheres,
com prevaléncia geral de 25,8% (CABALLERIA et al., 2010). Dados de um estudo de coorte
de Salde na Pomerania (SHIP) no nordeste da Alemanha, por sua vez, estimam que a
prevaléncia de DHGNA seja de aproximadamente 30% quando diagnosticada por

ultrassonografia Zoiset al. (2010); Haringet et al. (2009),avaliaram 498 bidpsias hepaticas
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provenientes de autdpsias na Grécia e relataram que 31,3% das amostras apresentavam
esteatose hepatica e que, dos casos, a EHNA esteve presente em 39,8%.

Na Ameérica do Sul e no Brasil hd poucos estudos avaliando a prevaléncia da
DHGNA, mas dados publicados apds avaliacdo de 139 pacientes com idade igual ou superior
a 55 anos através de dados clinicos e ultrassonograficos relataram prevaléncia de 35,2% entre
os pacientes (KARNIKOWSKI et al.,, 2007). Em outro estudo, dentre 5473 homens e
mulheres assintomaticos avaliados com ultrassonografia hepatica, a prevaléncia de DHGNA
foi de 36% (ONI et al., 2015).

Um terceiro estudo realizado com 62 pacientes ja diagnosticados com DHGNA
mostrou prevaléncia de EHNA em 61% da amostra. Desses pacientes, 76% eram mulheres,
73% caucasianos e 71% tinham entre 50 e 69 anos e ndo apresentavam sintomas. Além disso,
70% dos pacientes apresentavam critérios para sindrome metabolica, dos quais, 87%
possuiam circunferéncia da cintura aumentada, 61% apresentavam hipertensdo arterial
sisttmica (HAS) e 28% eram portadores de Diabetes Mellitus (ANDRADE et al., 2016). A
alta prevaléncia de Diabetes Mellitus (DM), sindrome metabdlica e outros acometimentos
sisttmicos em pacientes com DHGNA ja foi demonstrada também por outros estudos,
ratificando a importancia desses fatores de risco. A presenca de Diabetes tipo Il foi, inclusive,
confirmada como fator que aumenta o risco de mortalidade relacionada ao figado e
mortalidade por todas as causas em pacientes com DHGNA (STEPANOVA et al., 2013).

3.3.2 Fatores de risco associados a DHGNA

Estudo analitico observacional, multicéntrico e populacional de casos e controles,
procurou estabelecer os fatores associados a presenca de esteatose hepética ndo alcodlica e
avaliar a influéncia de cada um dos componentes que compdem a sindrome metabolica na
DHGNA. Com 327 casos e 377 controles incluidos, os fatores de risco associados a DHGNA
foram obesidade (Odds Ratio [OR] 3,82, intervalo de confianca [IC] de 95%), sindrome
metabolica (OR 1,73, IC 95%), resisténcia a insulina (OR 3,65, IC 95%), aumento da alanina
aminotransferase (OR 4,72, IC 95%) e gama glutamiltransferase (OR 1,95, IC 95%). Os
componentes da sindrome metabdlica que melhor predizem a DHGNA, conforme o mesmo
autor, foram hiperglicemia (OR 1,65, IC 95%) e nivel sérico de triglicerideos (OR 1,75, IC
95%) (CABALLERIA et al., 2013).
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3.3.3 Prevaléncia da DHGNA em populagéo especifica

Ao avaliar populacdes especificas, a prevaléncia da DHGNA apresenta alta variacao.
Em obesos mdrbidos, ela ocorre em 75% a 92%, enquanto a prevaléncia em pacientes com
Diabetes tipo 2 é estimado entre 60% a 70% (WILLIAMSON; SNYDER, 2013). Em estudo
realizado por Oni et al. (2015), a prevaléncia chegou a 74% em pacientes com sindrome
metabolica e 73% em obesos.

Além disso, diferencas étnicas na prevaléncia de DHGNA foram relatadas. Nesse
contexto, os hispano-americanos tém a maior prevaléncia, com 45%, enquanto os afro-
americanos tém a menor prevaléncia, com 24%, e 0s norte-americanos uma prevaléncia de
33% (PAN; FALLON, 2014).

3.3.4 Distribuicdo da DHGNA por género

Distribuigcdo por género apresenta resultados conflitantes e Stepanova et al. (2013),
afirmaram em seu estudo ndo haver diferenca significativa na distribuicdo entre géneros na
populacédo estudada. Enquanto alguns dados publicados demonstraram que pacientes do sexo
masculino apresentaram taxas de 58,9% de DHGNA e 65% de NASH (ATTAR; VAN
THIEL, 2013), outros estudos apresentaram o sexo feminino como o género mais afetado
(AYONRINDE et al., 2011). O género masculino foi reconhecido também como fator de
risco para o desenvolvimento de EHNA, fibrose hepatica, cancer hepatico, e pelo aumento
geral da mortalidade (ONG; PITTS; YOUNQOSSI, 2008; PAPATHEODORIDIS et al., 2007).

3.4 APRESENTACAO E PERFIL CLINICO DOS PORTADORES DE DHGNA

A apresentacgdo clinica da DHGNA varia conforme o espectro da doenca apresentado
pelo paciente, porém costuma ser praticamente assintomatica ou apresentar queixas vagas e
inespecificas, como fraqueza e mal-estar, de forma que sua deteccdo, especialmente em sua
forma branda, costuma ocorrer por exames de imagem realizados por outras indicacdes. As
apresentagcdes clinicas podem estar relacionadas com outros fatores metabdlicos como
obesidade, resisténcia a insulina e perfil lipidico alterado. Em geral, estes pacientes ndo
apresentam uma clinica muito rica, mas, € importante diferenciar os dois principais fenotipos
da DHGNA, que sdo a esteatose isolada e a esteatohepatite (MILIC; LULIC; STIMAC,
2014).

A primeira, caracterizada apenas pela infiltracdo de gordura nos hepatocitos sem,

ainda, resultar em consequéncias necroinflamatdrias, ndo acarreta manifestacdes especificas,
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mas pode ser detectada como aumento do volume hepatico mediante exame fisico cuidadoso
em alguns casos. A esteatohepatite, por sua vez, ja apresenta lesdo de hepatdcitos,
componente inflamatério e areas de necrose, gerando consequéncias funcionais, podendo,
conforme sua historia natural, evoluir para cirrose Hepéatica (CH) e Carcinoma Hepato Celular
(CHC). Portanto, nesse fendtipo alguns pacientes tém estigmas sutis de doenca hepética
cronica, como aranhas vasculares, eritema palmar ou esplenomegalia. (MILIC; LULIC;
STIMAC, 2014).

Alguns estudos buscaram definir o perfil clinico de pacientes com DHGNA. Um
estudo observacional de pacientes diagnosticados com a doenga buscou determinar o perfil
clinico da populacéo e confirmar a relacdo entre DHGNA e sindrome metabolica. Os dados
mostraram que 51,4% dos pacientes com doenca hepatica gordurosa ndo alcodlica
apresentavam sindrome metabdlica e significancia estatistica foi encontrada em relagdo a
doenga e nivel AST, Diabetes Mellitus e perfil lipidico (GAHARWAR et al., 2015). Uchil et
al. (2009), encontraram resultados semelhantes, com prevaléncia da sindrome metabdlica em
47,1% dos pacientes com DHGNA. No mesmo estudo, 77,6% da amostra apresentava
sobrepeso ou era obesa. No Brasil, um estudo epidemiologico multicéntrico envolvendo 1280
pacientes com DHGNA descreveu obesidade como prevalente em 44,7% da amostra
(COTRIM et al., 2016).

Apesar da alta prevaléncia de sobrepeso e obesidade entre 0s pacientes com
DHGNA, outros fatores metabolicos influenciam a progressdo para a fibrose. Foi 0 que
mostrou o estudo realizado por Gutiérrez-Grobe et al. (2017), apos avaliarem 428 pacientes,
estratificados em dois subgrupos de acordo com critérios diagnosticos de salde metabolica.
Pacientes obesos definidos como saudaveis mostraram prevaléncia significativamente menor
de fibrose hepética avancada (F3-F4), na elastografia transitéria do que os obesos definidos
como ndo-saudaveis (16,5% versus 28%, respectivamente, com p < 0,05 %).

E importante salientar que, embora a sindrome metabdlica seja um relevante fator de
risco para DHGNA, ha uma subpopulagdo ndo-obesa e sem fatores de risco 6bvios que
também desenvolve DHGNA. Nesses pacientes, que representam minoria da amostra, 0s
mecanismos de desenvolvimento e progressdo da esteatose pode ocorrer por outras vias,
diferentes das vias ja consagradas e ligadas a sindrome metabolica e ao acimulo de
triglicerideos. E sugerida que nesses casos haja uma inducéo direta pelo colesterol, com forte
componente inflamatério e aumento de peso visceral limitado ao figado conforme

demonstrado por estudo experimental em ratos (TU et al., 2017).



25

3.5 FISIOPATOLOGIA E FATORES PREDISPONENTES A DHGNA

Através de revisdo de literatura, o estudo de Souza et al. (2012), concluiu que
obesidade central, Diabetes tipo 2 (Mellitus), Dislipidemia e Hipertensdo arterial sdo fatores
de risco para o desenvolvimento da DHGNA e representam mais do que um diagnéstico
clinico, sendo uma condicdo pré-morbida com alta taxa de riscos paradoenca cardiovascular,
renal e hepética. Dessa forma, sabe-se que a DHGNA € uma doenca ndo limitada ao figado,
como sugere seu nome, mas sim uma manifestacdo sistémica cuja principal consequéncia
ocorre no figado uma vez que os hepatdcitos funcionam como a chave reguladora do
metabolismo lipidico global.

No contexto da obesidade e da resisténcia a insulina, perfil mais comum dos
pacientes que desenvolvem a DHGNA, a patogénese € marcada pelo acumulo de
triglicerideos formados pela esterificacdo de acidos graxos nos hepatdcitos (PURI et al.,
2007). A eliminagdo de lipidios pode ser aumentada, mas € incapaz de neutralizar a deposicéo
de gordura intra-hepatica. A exportacédo de lipidios, que é alta nos estagios iniciais da doenca,
diminui ou se estabiliza com a gravidade da doenga uma vez que o metabolismo dos
hepatdcitos se torna cada vez mais comprometido. Nessa fase, esfor¢os para reduzir os niveis
lipidicos podem até promover progressdo da doenca, pois a oxidacao de &cidos graxos pode
induzir estresse oxidativo, esgotando as competéncias antioxidantes e promovendo danos para
organelas celulares e DNA (IPSEN et al., 2018).

O acumulo de triglicerideos por si s6, porém, nao é sempre patolégico e ha modelos
animais descritos com figado gordo saudavel (HARLEY et al., 2014; MONETTI et al., 2007).
Ademais, aumento da inflamacdo hepética e balonizacdo foram visualizadas a despeito da
reducdo dos triglicerideos hepaticos durante inativacdo hepéatica de DGATZ2, uma enzima que
catalisa a sintese de triglicerideos (YAMAGUCHI et al., 2007).

Este aparente paradoxo destaca a importancia do correto funcionamento do
metabolismo de goticulas lipidicas hepaticas, que sdo constituidas por um ndcleo contendo
principalmente triacilglicerol e ésteres de esterol circundados por uma monocamada de
fosfolipideos, e sdo responsaveis, dentre outras funcdes, por fornecer acidos graxos para a
oxidacdo e substrato para a sintese de lipoproteinas de densidade muito baixa (VLDL)
(MASHEK et al., 2015).

Através de estudo protedmico das goticulas lipidicas foi revelado que a maioria das
proteinas presentes nessa estrutura possuem fungdes como sinalizacdo celular, trafico

demembrana e metabolismo de esterdides, proteinas e carboidratos. Apesar de ndo estar claro
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como essas proteinas estdo envolvidas no desenvolvimento da DHGNA, sabe-se que a 17p-
hidroxiesterdide desidrogenase, uma enzima identificada em goticulas lipidicas, promove o
acumulo de triglicerideos por meio do aumento da lipogénese de novo quando superexpressa
nos hepatdcitos, o que é sugestivo como um possivel papel etiolégico na DHGNA (SU et al.,
2014).

Ha evidéncias em estudos humanos que oaumento no tamanho das goticulas lipidicas
hepéticas pode ser impulsionado pela reducdo do contetdo de fosfatidilcolina, o que pode ser
atribuido & ma absorcdo de colina em figados com EHNA, ao invés de deficiéncia de colina
na dieta (FUJITA et al., 2009), ou por alteragcdes nas proteinas de revestimento de goticulas
lipidicas. Wilfling et al. (2013) e Puri et al. (2007), corroboraram com a informacdo ao
demonstrarem que o conteudo total de fosfatidilcolina hepética é reduzido tanto na esteatose
isolada quanto na EHNA.

Os acidos graxos encontram-se em constante fluxo pelo plasma em direcdo ao figado
devido a lipolise estimulada pela resisténcia a insulina de forma que cerca de 60% dos acidos
graxos hepéticos sdo originarios do tecido adiposo, 25% na lipogénese e 15% da dieta
(DONNELLY et al., 2005). Os niveis séricos de VLDL e a hipertrigliceridemia refletem a
producdo excessiva de triglicerideos (TU et al., 2017).

As principais rotas metabdlicas dos acidos graxos no figado, incluindo B-oxidacao e
montagem e secrecdo de VLDL estdo aumentadas na esteatose ndo alcodlica. Entretanto,
quando estes aumentos compensatérios sdo insuficientes para acompanhar o influxo de

lipidios, a esteatose simples pode progredir para EHNA (FUJITA et al., 2009).

3.6 FATORES GENETICOS

Liu et al. (2014), confirmaram que o TM6SF2 é associado a DHGNA
histologicamente definida, e é a primeira demonstracdo de que este gene serve como um
poderoso modificador de fibrogénese hepatica. O estudo demonstrou, ainda, que o0 gene
também esta associado a perturbaces metabdlicas incluindo infarto do miocardio, sugerindo
que TM6SF2 é um importante determinante do resultado clinico de dano ao 6rgdo-alvo
relacionado a sindrome metabdlica.

Estudo publicado no mesmo ano indicou que a atividade do TM6SF2 é necessaria
para a producdo normal de VLDL e que sua funcdo contribui causalmente para a DHGNA ao

identificar trés variantes geneticas associadas com maiores niveis de gordura hepatica: duas
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em PNPLA3, um lécus estabelecido para DHGNA, e um em TM6SF2, gene cuja fungdo exata
até o momento ¢é desconhecida (KOZLITINA et al., 2014).

Em uma revisdo sobre os mecanismos envolvidos na DHGNA, Haas; Francque;
Staels (2016), sumarizaram as mutacdes identificadas em avaliagdes de pecas histologicas ou

da gordura hepaética, conforme mostra o quadro 1.

Quadro 1: Mutacdes identificadas em avaliacdes de pecas histolégicas ou da gordura hepatica.

GENE E
POLIMORFISMO DE RASTREIO DESFECHO REFERENCIA
NUCLEOTIDEO UNICO
Associado a0 contelido de Associado com a gravidade
PNPLA3, rs7384009, gordura hepética pela g Romeo et al.
da EHNA
1148M RM. . (2008).
fibrose e CHC.

GCKR, rs780094

Associado com NHGNA
definida por andlise
histol6gica.

niveis mais elevados de
colesterol LDL e
triglicerideos plasmaticos,
glicemia de jejum mais
baixa, insulina de jejum
mais baixa, menor HOMA-
IR.

Speliotes et al.
(2011).

FDFT1, rs2645424

Associado com EHNA na
analise histoldgica.

Associada ao escore de
atividade histolégicas NAS.

Chalasani et al.
(2010).

LYPLAL1, rs12137855

Associado com NHGNA
definida por analise
histolégica.

Associada a obesidade
abdominal

Speliotes et al.
(2011).

NCAN, rs2228603, P91S

Associado com esteatose
através de TC e NHGNA
definida por andlise
histoldgica.

Associado com niveis mais
baixos de triglicérides e
colesterol LDL no plasma.

Speliotes et al.
(2011).

PPP1R3B, rs4240624

Associado com esteatose

Associado com aumento dos
niveis de colesterol HDL e
LDL e diminuicao da

Speliotes et al.

seqiienciamento de
exoma.

secrecdo reduzida de VLDL.

através de TC. S ¥ (2011).
glicemia de jejum.
Associado ao conteldo de | A mutacdo de TM6SF2 esta
dura hepética pela RM associada a menor taxa de o
TM6SF2, rs58542926, goraura hepa ; Kozlitinaet al.
E167K e identificado por doencas cardiovasculares e (2014).

Fonte: Haas; Fancque; Staels(2016).

Em nivel molecular, os avangos na compreensdo do desenvolvimento da DHGNA
continuam a progredir. C/EBPa. e C/EBPp sao dois membros da familia de proteinas C/EBPa,

que dimerizam e controlam mudltiplas fun¢des em diferentes tecidos. Dessas, a proteina
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C/EBPa ¢ necessaria para a diferenciacdo hepatica, onde atua como um forte inibidor da
proliferacdo celular e esta envolvida na fisiopatologia do acumulo patoldgico de gordura em
hepatdcitos. Um recente estudo experimental descobriu que a ativacdo de ciclina D3 é um
evento chave no desenvolvimento da DHGNA, pois esta ciclina é responsavel pela ativacéo
da quinase dependente de ciclina 4 que, ao fosforilar a proteina C/EBPa permite a associagdo
desta com a proteina de remodelacéo da cromatina p300 (JIN et al., 2016).

A formagdo do complexo C/EBPa-p300 resulta em alteragbes da estrutura da
cromatina que culminam com o desenvolvimento da DHGNA. Portanto, dois possiveis alvos
terapéuticos moleculares foram identificados: O rompimento desta via por mutacdo genética
da proteina C/EBPa e pela inibicdo da quinase dependente de ciclina 4, que poderia inibir

significativamente o desenvolvimento da DHGNA(JIN et al., 2016).

3.7 PROGRESSAO PARA EHNA

Koliaki et al. (2015) relataram evidéncias diretas de uma regulacdo positiva
compensatoria da respiragdo mitocondrial hepatica em humanos obesos resistentes a insulina
com e sem esteatose hepatica, sugerindo o funcionamento de um mecanismo de "flexibilidade
metabolica hepética”, pelo qual as mitocondrias hepéticas se adequam as exigéncias
bioenergéticas alteradas que precedem a DHGNA avancada. A producéo elevada de espécies
reativas de oxigénio foi associada a um aumento na capacidade de desintoxicacdo e
capacidade antioxidante na esteatose isolada, mas essa adaptacdo é abolida em humanos
obesos com EHNA, indicando que os mecanismos para lidar com a geracdo excessiva de
espécies reativas de oxigénio se tornam insuficientes na esteatohepatite. Em humanos com
EHNA, a respiracdo celular pode ser desacoplada da producdo de ATP, causando aumento
significativo de espeécies reativas de oxigénio (EROs) e consequente ativacdo de células de
Kupffer.

Além das EROS, h& outros varios estimulos associados a ativacdo das células de
Kupffer incluindo o aumento da captacdo das particulas de colesterol LDL, acidos graxos
saturados, lipidios peroxidados e material da microbiota (GANZ; SZABO, 2013).

Os estudos que investigaram o papel das células imunes no figado tém se
concentrado na ativacdo de células de Kupffer como um passo fundamental no
desenvolvimento de EHNA, uma vez que elas sdo as células mais bem estudadas no contexto
da DHGNA. A deplecdo de células de Kupffer com clodronato resultaram na atenuacdo da
gravidade da EHNA em modelos animais. Isso ocorre porque as células de Kupffer estimulam
vias de sinalizagdo que reprimem o PPAR-a, como a IL-1B e CCR2 (MIURA et al., 2012).
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A expressdo do PPAR-a hepatico foi correlacionada negativamente com a presenga
de EHNA (p = 0,001) e com gravidade da esteatose (p = 0,003), balonismo (p = 0,001), escore
de atividade EHNA (p = 0,008) e fibrose (p = 0,003). A melhora histoldgica esta associada a
um aumento na expressdo de PPAR-a e seus genes-alvo sugerindo, portanto, que o PPAR-a
apresenta efeito protetor e € um potencial alvo terapéutico na EHNA (FRANCQUE et al.,
2015).

Entretanto, na complexidade do envolvimento imune, muitas outras células
desempenham papeis cruciais na iniciagdo e progressdo da DHGNA e dados recentes sugerem
que a EHNA é caracterizada pelo aparecimento de populagbes de células imunes
especializadas, residentes e infiltrantes (SEKI; SCHWABE, 2015; VONGUIA;
MICHIELSEN; FRANCQUE, 2013).

Uma das hipoteses sobre a fisiopatologia da DHGNA e sua progressao considera um
processo de “dois golpes” ou estimulos. O primeiro ¢ o desenvolvimento de esteatose hepatica
via acumulo de triglicérides nos hepatocitos, enquanto o segundo inclui uma variedade de
tensdes celulares, tais como estresse oxidativo, apoptose, alteracdo lipidica e estimulacédo
derivada do intestino como hiperinsulinemia, hiperleptinemia e baixos niveis de adiponectina.
De todos esses fatores, dois mecanismos sdo considerados fundamentais: aporte aumentado de
triglicerideos aos hepatocitos e estresse oxidativo com presenca de citocinas
inflamatorias(DAY; JAMES, 1998).

3.8 ESTRESSE OXIDATIVO

Ha uma forte associacdo entre o grau de estresse oxidativo e a gravidade da EHNA
(PETTA; MURATORE; CRAXI, 2009) e uma das principais fontes de estresse oxidativo na
EHNA é a carga excessiva de acidos graxos resultante da obesidade e da resisténcia a
insulina. Sob estresse oxidativo continuo, ocorre um desequilibrio entre as espécies reativas
de oxigénio e a capacidade antioxidante da célula levando, em ultima instancia, ao dano
celular (PESSAYRE et al., 2001). O dano celular pelas espécies reativas de oxigénio ocorre
por 3 formas: a) necrose celular e fibrose hepatica por peroxidagéo lipidica, b) inducao das
citocinas fator de necrose tumoral alfa (TNFa), fator de crescimento semelhante a insulina
beta e a interleucinas 8, que resultam em morte dos hepatocitos, formacdo de corpusculos de
Mallory, ativagdo da sintese de colageno e infiltracdo de neutréfilos e, por fim, ¢) inducéo do
FAS ligante nos hepatdcitos induzindo uma via apoptotica (BUZZETTI; PINZANI;
TSOCHATZIS, 2016).
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3.9 CITOCINAS PRO-INFLAMATORIAS

A inflamacdo hepética cronica e a producdo anormal de citocinas sdo fatores
fortemente associados a EHNA e a diferenciam da esteatose isolada. Esse aumento na sintese
de citocinas pro-inflamatorias, incluindo TNF-a ¢ interleucina-6, foi confirmado na avaliagdo
de pacientes com EHNA em um estudo publicado por (TILG, 2010).

A teoria de desenvolvimento da EHNA inicialmente considerava apenas dois golpes
ou estimulos (DAY; JAMES, 1998) para o desenvolvimento da EHNA. No entanto, um
recente estudo de associacdo gendmica ampla identificou a fosfolipase 3 (PNPLA3) como um
gene chave no desenvolvimento de EHNA. O envolvimento do PNPLA3 na patogénese da
EHNA e os conhecimentos da genética envolvida nessa doenca indicou que um simples
processo de “dois golpes”, como era chamada a antiga teoria acerca da fisiopatologia da
DHGNA, era insuficiente para explicar essa heterogeneidade da doenga. Baseado nisso, a
teoria do "multiplos golpes™ foi recentemente promovida para acomodar o conhecimento de
que, além dos mecanismos inflamatorios e metabdlicos, o background genético também esta
correlacionado com a progresséo da doenca(TAKAKI; KAWAI; YAMAMOTO, 2014).

3.10 CLASSIFICACAO DA DHGNA
3.10.1 Classificacédo de Brunt

Uma das mais populares classificacGes histologicas é a proposta por Brunt et al.
(1999). As lesdes histoldgicas consideradas significativas foram: esteatose, balonismo e
inflamac&o intra-acinar e portal. Um escore de estadiamento foi desenvolvido para refletir
localizacdo e extensdo da fibrose. A pontuacdo da fibrose foi derivada da sua extensdo e
classificadas em estagios. Estagio 1: fibrose perisinusoidal da zona 3; Estagio 2: como acima,
com fibrose portal; Estagio 3: como a anterior, além de fibrose em ponte; e estagio 4: cirrose.

A Esteato-Hepatite N&o-Alcoolica (EHNA) foi classificada em 3 estagios: leve,
moderada e grave. A seguinte proposta para atribuicdo do grau de atividade da esteatohepatite
baseia-se no fato de que nenhuma caracteristica Unica pode ser usada para determinar a
atividade, mas é a combinacdo de caracteristicas de esteatose, balonizacdo e inflamacao

(acinar e portal) que determinam o grau da doenca. O quadro 2 explica essas classificacoes.
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Quadro 2: Classificacdo da Esteato-Hepatite Nao-Alcoolica (EHNA).

CLASSIFICACAO DESCRICAO

Esteatose  predominantemente  macrovesicular que  envolve
geralmente até 33% da amostra, mas pode atingir até 66%;
GRAU 1 balonizacdo de hepatocitos € ocasional na zona 3; ha
(LEVE) polimorfonucleares intra-acinares dispersos e pode haver a presenga
de linfécitos; inflamagdo crénica portal pode estar ausente ou se
apresentar de forma leve.

Esteatose de qualquer grau; presenca clara de balonismo de
hepatdcitos predominantemente na zona 3; polimorfonucleares intra-

(MSSQIQUAZE)O) gcinares, podendo es:tar asso_ciado com fibrose na zona 3 pericelular;
inflamag&o portal e intra-acinar crnica pode ser observada em grau
leve ou moderado.

Esteatose pan-acinar que pode envolver todo o nédulo regenerativo
no parénquima cirrético; balonismo e desordem sdo &bvias
GRAU 3 predominantemente na zona 3 e € possivel ver polimorfonucleares
(SEVERO) associados aos hepatdcitos com balonismo; inflamacéo intra-acinar

com polimorfonucleares dispersos; inflamagéo portal crénico leve ou
moderada, inflamacéo lobular mais intensa em relagéo ao grau 2.

Fonte:adaptacéo do texto de Brunt et al. (1999).

A classificacdo criada por Brunt et al. (1999), foi validada por estudos posteriores e
visa um melhor estadiamento da progresséo da doencga, permitindo avaliar melhoras ou pioras
em um mesmo paciente em determinado periodo de tempo e, dessa forma, acompanhar a

eficacia de uma terapéutica.

3.10.2 Classificacéo de Matteoni

No mesmo ano, Matteoni et al. (1999), estratificaram as amostras histoldgicas de seu
estudo em 4 diagnoésticos: esteatose hepatica simples (tipo 1), esteatohepatite (tipo 2),
esteatonecrose (tipo 3) e esteatonecrose mais corpos hialinos Mallory ou fibrose (tipo 4). Os
dois ultimos estagios se referem, de fato, a EHNA e neles estdo concentrados quase todos os

casos de cirrose e mortalidade.

3.10.3 NAS
Para ajudar a caracterizar lesdes e facilitar analises em ensaios clinicos, patologistas
do Comité NASH do Instituto Nacional de Saide (NIH NASH CRN) elaboraram um sistema
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de classificacdo chamado NAFLD Activity Score (NAS) traduzido como escore de atividade

da DHGNA. O sistema NAS atribui nota numerica para cada item conforme se segue:
= Gravidade da esteatose € classificada de zero a trés (0 a 3)
= Balonizacao hepatocelular é graduada de zero a dois (0 a 2)
= Inflamac&o lobular é graduada de zero a trés (0 a 3)

A pontuacdo do NAS é a soma ndo ponderada destes trés nimeros com um intervalo
entre (zero a oito), sendo que valor inferior a trés indica muito provavel exclusdo de EHNA e
valor igual ou superior a cinco, muito provavel EHNA. Porém, o objetivo do escore ndo é
diagnostico, mas auxiliar o acompanhamento da gravidade histologica (KLEINER et al.,
2005). Ainda assim, escores nas mais elevadas ndo sdo necessariamente indicativos de pior
progndstico da doenca (YOUNOSSI et al., 2011).

3.10.4 SAF Score

Em 2012, o sistema de pontuacdo foi refinado por Bedossa et al. (2012), gerando o
SAF (Steatosis, Activity and Fibrosis) Score, algoritmo também proposto para avaliagdo da
gravidade histologica. O SAF Score separa 0 grau de esteatose (S), grau de atividade
necroinflamatoria (A) e fibrose (F). Nesse algoritmo, todos os casos com pelo menos grau 1
de esteatose foram diagnosticados como DHGNA independentemente de outros critérios,
enquanto que, quando cada uma das trés caracteristicas (esteatose, balonismo, inflamacéo
lobular) foi classificada como pelo menos grau 1, entdo a lesdo foi categorizada como
EHNA, dessa forma, ao descrever separadamente as principais caracteristicas histopatoldgicas,
0 SAF escore permite facil comparacdo entre alteracBes observadas em bidpsias pareadas
durante os ensaios clinicos (BEDOSSA et al., 2014; BEDOSSA et al., 2012).

Younossi et al. (2018), buscaram fornecer os valores de concordancia e
previsibilidade inter protocolo para mortalidade de quatro conjuntos de critérios patologicos
da EHNA. Em um estudo de coorte de pacientes com DHGNA, com dados clinicos, laminas
de biopsia hepatica e dados de mortalidade em longo prazo, disponivel, o estudo demonstrou
que, independentemente dos critérios patoldgicos especificos para EHNA, pacientes com
diagnostico histologico de EHNA apresentam maior mortalidade relacionada ao figado em
longo prazo.

Além disso, associacdo independente de fibrose avancada com mortalidade

relacionada ao figado em longo prazo foi confirmada para ambos os sistemas de graduacdo de
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fibrose existentes. Portanto, embora a esteatohepatite ndo alcodlica seja considerada o tipo
potencialmente progressivo de DHGNA, os pacientes com esteatohepatite ndo alcoolica e
com fibrose estdo em maior risco para mortalidade por qualquer causa quando comparados
com pacientes sem evidéncias de fibrose (YOUNOSSI et al., 2018).

3.11 ASPECTOS ANATOMOPATOLOGICOS DA DHGNA

Na maioria dos casos, as caracteristicas histologicas da DHGNA sdo indistinguiveis
da doenca hepatica induzida pelo alcool e, portanto, o patologista deve contar com o clinico
para excluir uso de alcool como etiologia. Para fins de diagndstico, os patologistas dividem a
DHGNA em esteatose ndo alcdolica (predominantemente esteatose macrovesicular com ou
sem inflamacéo inespecifica) e EHNA.

Nos estagios iniciais da doenga, as alteracBGes histoldgicas tém uma distribuicdo
distinta com alteragGes severas na zona acinar 3, normalmente poupando a zona acinar 1
(BROWN; KLEINER, 2016). Com a evolucdo do quadro e desenvolvimento de EHNA, as
caracteristicas histolégicas encontradas incluem o acumulo de gordura predominantemente
macrovesicular (caracterizada pela presenca de grande vactolo de gordura que desloca o
nacleo para a periferia), degeneracdo dos hepatdcitos, inflamacdo disseminada, corpos
apoptoticos, e corpos de Mallory-Denk. Em casos mais graves, pode haver esteatose
microvesicular, onde numerosos e pequenos vacuolos citoplasméaticos provocam endentacdes
no nucleo centralmente localizado (BRUNT, 2004). Quando ocorre progressao para cirrose, a
esteatose pode diminuir e até mesmo desaparecer (LIOU; KOWDLEY, 2006).

A inflamacdo presente na EHNA é marcadamente lobular, com infiltrados celulares
compostos por mononucleares e neutrofilos, podendo apresentar infiltrado inflamatério
discreto em regido portal composto por mononucleares. O diagnostico diferencial com
hepatite cronica viral, autoimune ou induzida por drogas, por exemplo, é sugerida por
inflamacdo portal intensa (BRUNT, et al., 2011).

A balonizacdo, caracterizada por citoplasmas edemaciados com aspecto finamente
granular, é uma alteragdo morfoldgica indicativa de dano celular que resulta da disfuncéo de
micro tubulos, reducdo da secrecdo de proteinas e retencdo de fluido dentro do hepatécito.

Os corpos hialinos de Mallory sdo formados por proteinas agregadas do citoesqueleto
com aspecto homogéneo, eosinofilico e localizacdo perinuclear. Os hepatocitos que o contem
apresentam acumulo de neutrofilos ao redor, fendmeno chamado de “satelitose”, promovido
pela natureza quimiotatica dessa estrutura (BURT; MUTTON; DAY, 1998).
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A fibrose, ainda que muitas vezes presente em algum grau, ndo € necessaria para o
diagnostico. Ao contrario da esteatose isolada, a EHNA é um padrdo de lesdo hepatica que
pode ser reconhecido mesmo se presente com outras doencas do figado. 1sso ocorre devido o
padrdo da fibrose na EHNA marcado por deposicdo de coldgeno que inicia na regido
perivenular/perisinusoidal da zona 3. As células podem estar isoladamente envolvidas pelo
colageno formando a fibrose pericelular ou em “cerca de galinheiro”. Essas caracteristicas
permitem diferenciar a fibrose das esteatohepatite alcodlica e ndo alcodlica da fibrose portal
que ocorre em outras formas de doencas cronicas do figado. Entretanto, com a progresséo,
ocorre formacdo de septos, fibrose portal e, por fim, a cirrose é estabelecida como estagio
final de disfuncdo do 6rgao. Atualmente, o balonizacdo e a inflamacéo sdo considerados os
marcadores mais relevantes relacionados a doenca (BRUNT et al., 2011). Ainda assim, ha
discussdo sobre quais seriam o0s critérios minimos ou considerados necessarios para o
diagnostico.

A fim de medir a variabilidade das lesdes usadas para avaliar EHNA, Brunt et al.
(2011) pesquisaram quais critérios eram usados por dez hepatologistas internacionais que
dividiram as lesdes histopatoldgicas em 5 categorias: 1) necessarias; 2) comuns, mas ndo
necessarias ou suficientes; 3) ajudam, mas ndo sdo suficientes ou necessérias; 4) incomuns,
mas podem ocorrer e 5) pouco usuais. A esteatose e balonismo foram considerados
“caracteristicas necessarias” enquanto a fibrose, apesar de considerada comum e achado
histoldgico que ajuda na identificacdo ndo foi considerada necesséria para o diagndstico por
80% dos respondentes (BRUNT, 2004).

3.12 CARATER SISTEMICO

A doenca hepatica gordurosa ndo alcodlica é uma doenca complexa resultante da
interacdo sistémica entre o figado e varios outros 6rgdos e a correlacdo entre ela e outras
doencas sistémicas, suscitando estudos pelas comunidades cientificas.

Lin, et al. (2005), demonstraram através de um estudo de coorte, composto por 2088
trabalhadores do sexo masculino, que a presenca de doenca hepatica gordurosa nao alcodlica
com diagndstico ultrassonogréfico estava associada a um aumento da prevaléncia de doenga
cardiaca isquémica. Um estudo mais atual conduzido por Perera et al. (2016), concluiu que 0s
pacientes com DHGNA tém uma maior mortalidade prevista por sindrome coronariana aguda.
Com 120 pacientes participando, foi detectado que o aumento da idade e a presenca de

DHGNA conferem maior risco de mortalidade por sindrome coronariana aguda, conforme
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predito pelo escore GRACE (Global Registry of Acute Coronary Events), portanto, sugeriu
tratamento agressivo a esses pacientes. Doencas cardiovasculares ja haviam sido apontadas
como causa de morte em pacientes com DHGNA (PERAZZO; OLIVEIRA; DUFOUR, 2014).

A doenca renal cronica também ocorre em maior incidéncia em portadores de doenga
hepatica gordurosa ndo alcodlica, independentemente de fatores de risco convencionais para
doenca renal como duragcdo e controle do Diabetes mellitus, fatores cardiometabdlicos e
medicagdes em uso (TARGHER et al., 2008).

El Azeem et al. (2013) confirmaram esses dados ao realizarem um estudo de coorte
multicéntrico que acompanhou 747 pacientes por trés anos. Todos os pacientes foram
submetidos a avaliacdo clinica e laboratorial incluindo estimativa da taxa de filtracdo
glomerular, avaliacdo de proteinaria e ultrassonografia abdominal para o diagnostico de
DHGNA. Além disso, os participantes foram avaliados periodicamente para a incidéncia de
eventos cardiovasculares e insuficiéncia renal. Dentre os 35,8% que receberam diagndstico
ultrassonograficos da DHGNA, a frequéncia de acidentes cardiovasculares e
comprometimento renal foi significativamente maior.

A incidéncia de eventos cardiovasculares foi de 50,7% nos portadores de DHGNA
verso 23% nos demais pacientes. A microalbuminuria teve incidéncia de 32,8% nos
portadores de DHGNA versus 18,4% nos demais pacientes, enquanto a macroalbumindria
teve 8,9% de incidéncia nos portadores de DHGNA vs. 2,9% do grupo controle. Somado a
isso, pacientes com DHGNA apresentaram taxa de filtracdo glomerular média estimada
significativamente menor em relacdo ao grupo controle, com valor de p <0,001. A analise de
regressdo logistica revelou que a DHGNA foi o melhor preditor de insuficiéncia renal,
confirmando-a como um bom preditor de doencas cardiovasculares e renais (El AZEEM et
al., 2013).

Conforme De La Monte et al. (2010), o cérebro também € alvo das alteracGes
sisttmicas que compdem a doenca hepética gordurosa ndo alcoodlica. O eixo figado-cérebro
pode sofrer neurodegeneracdo mediada por lipidios toxicos que podem atravessar a barreira
hematoencefalica, como as ceramidas, levando a degeneracdo cerebral progressiva e
comprometimento cognitivo na presenca de obesidade, resisténcia a insulina e DHGNA.

As repercussdes neuroldgicas ja haviam sido sugeridas anos antes por um estudo que
demonstrou que pacientes com EHNA tiveram taxas significativamente maiores de desordem
depressiva e desordem de ansiedade ao longo da vida, chegando a representar 63,8% entre

portadores de EHNA contra 33,6% no grupo controle, concluindo que pacientes com EHNA
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tém taxas aumentadas de transtornos neuropsiquiatricos e estdo em risco de comprometimento
cognitivo (ELWING et al., 2006).

3.13 DIAGNOSTICO DA DHGNA

Apos revisar diversos trabalhos, Younossi et al. (2018), concluiram que nos ultimos
quarenta anos, a DHGNA evoluiu de uma entidade ndo reconhecida para uma heterogénea
colecdo de doencas hepaticas sobrepostas com um fendtipo comum da esteatose hepatica.

Apesar do crescente reconhecimento da importdncia da DHGNA, ha desafios
significativos para diagnosticar de forma precisa e ndo invasiva a forma progressiva da
doenca. Ha varios marcadores séricos, modalidades radiograficas e métodos preditivos ndo
invasivos que foram ou estdo atualmente sendo investigados. Até hoje, a maioria das

modalidades apresentam desempenho abaixo do ideal.

3.14 EXAMES SERICOS

O aumento da Alanina Aminotransferase (ALT) ulteriormente denominada
transaminase glutamicopirdvica (TGP) é uma alteracdo comum e geralmente esta
acompanhada de um aumento da Aspartato Aminotransferase (AST), anteriormente
denominada transaminase glutdmico-oxalacética (TGO), ainda que em menor valor. Ao
avaliar o valor preditivo da ALT, dados publicados em 2013 mostraram que 11% dos casos de
EHNA eram individuos com ALT normal (<35 U/L), enquanto a frequéncia foi de 29%
naqueles com niveis elevados de ALT (=35 U/L). Ademais, casos em que a ALT foi duas
vezes o limite normal (>70 U/L) apresentaram sensibilidade de 50% e especificidade de 61%
para a EHNA. Verma et al. (2013), concluiram com esses resultados que altos valores de ALT
se correlacionaram com maior especificidade para EHNA e fibrose avangada, porém
apresentaram baixa sensibilidade e, portanto, ndo ha niveis 6timos de ALT para prever esses
fenotipos de DHGNA.

A fibrose hepatica em graus avancados gera disfuncdo hepatocelular e hipertensdo
portal que se manifestam com alteracdes nos parametros bioquimicos e hematologicos. Esses
testes, sozinhos ou combinados, sdo ferramentas clinicas potencialmente atraentes,
especialmente pelo baixo custo, e auxiliam na primeira fase diagnoéstica, de rastreamento
(DYSON; MCPHERSON; ANSTEE, 2013). Ao passo que 0s exames soroldgicos tendem a se
alterar com a perda de funcdo, os niveis AST permanecem estaveis ou aumentam, levando a

um aumento da relacdo AST/ALT. Esse fendmeno é explorado durante a investigacdo



37

diagnostica inicial e auxilia, juntamente com a historia clinica, a estabelecer hipdteses
diagnosticas.

A fosfatase alcalina e a gama-glutamiltransferase podem estar elevadas de duas a trés
vezes o0 limite superior, porém a elevacdo € menor do que a visto na hepatite alcodlica
auxiliando na diferenciagdo dessa entidade. Na vigéncia de DHGNA e cirrose,
hipoalbuminemia, tempo de protrombina prolongado e hiperbilirrubinemia podem ser
encontrados (ANGULO, 2002).

O emprego desses exames baseia-se no fato de que esses marcadores bioquimicos
sdo mais pronunciados na presenca de um distdrbio metabolico causado por doenca hepatica
pois sdo fatores intimamente relacionados a fisiopatologia de EHNA, conforme confirmado
por estudos como o de Leghi et al. (2015),onde pacientes com esteatohepatite ndo alcoolica
apresentaram maior nivel de glicose, enzimas hepéticas (AST e ALT, Gama Glutamil
Transferase {GGT}, Fosfatase Alcalina {FA}), triglicerideos e superdxido dismutase e
valores menores de Glutationa peroxidase do que os individuos do grupo controle, sem a
doenca.

Um estudo de coorte com pacientes com DHGNA confirmada por bidpsia
demonstrou que a vantagem de utilizar os exames de rastreio € o valor preditivo negativo
relativamente estadvel para que possam, de forma confidvel, excluir fibrose avancada.
Entretanto, no geral, o valor preditivo positivo € pobre para diagnéstico da DHGNA
(MCPHERSON et al., 2010).

3.15 EXAME DE IMAGEM

3.15.1 Ultrassonografia

A identificagdo da DHGNA através da ultrassonografia baseia-se no aumento do
reflexo das ondas sonoras em relagdo ao parénquima hepéatico normal devido a alteracdo das
propriedades do figado pelos vacUolos intracelulares de gordura presentes na esteatose
hepatica 2 produzindo um figado ecogénico. Normalmente a deposicdo de gordura € difusa,
criando uma imagem homogeneamente ecogénica (ATTAR; VAN THIEL, 2013). Na
auséncia de DHGNA, o figado é semelhante ou um pouco mais ecogénico que o cortex renal
enguanto ecogenicidade mais acentuado entre figado e cortex renal é sugestivo de esteatose
hepética. Outras alteragfes que podem ser visualizadas sdo o aumento da reflexdo das ondas
sonoras pelo figado infiltrado, menor profundidade de penetracdo pelo feixe de ultrassom e

ndo visualizacdo de hemidiafragma direito e triade porta, estruturas normalmente aparentes na
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ultrassonografia em pacientes saudaveis (HERTZBERG; MIDDLETON, 2015; LEE; PARK,
2014).

A otimizacdo do método ultrassonografico tem sido buscada através de métodos que
tornem o exame mais quantitativo e menos dependente do operador. O indice hepatorrenal,
que compara a ecogenicidade do figado com o rim usando um programa de software, é 0 mais
promissor até o momento. Webb et al. (2009), descobriram que um indice hepatorrenal de
pelo menos 1,49 era 100% sensivel e 91% especifico para diagnosticar até mesmo esteatose
leve enquanto Marshall et al. (2012), concluiram que um indice hepatorrenal de 1,28 era
100% sensivel e 54% especifico, utilizando um software diferente.

Ainda que haja largo uso da ultrassonografia para rastrear esteatose hepatica, suas
limitacBes por sensibilidade e especificidade sub6timas para a deteccdo de esteatose leve e
dependéncia do operador ndo a tornam ideal para detectar os estagios iniciais da doenca ou
para a avaliacdo longitudinal de pacientes portadores do diagnéstico de DHGNA
(ESTERSON; GRIMALDI, 2018).

Em contrapartida, a fracdo gorda de densidade de prétons derivada da Ressonancia
magnética (imagens de fracdo gorda de densidade de prétons a partir de dados brutos do
tecido, sdo criadas através do software Liver MultiScan Discover) parece ser a modalidade
mais precisa para detectar a gordura hepatica, enquanto a Espectroscopia por Ressonancia
magnética parece ser o teste mais preciso para estadiamento da doenca hepatica. O resultado
de ambas é muito proximo ao resultado histopatoldgico e ndo foi observada superioridade
entre esses dois exames de imagem (IDILMAN et al., 2016).Portanto, dentre as modalidades
de imagem e ndo invasiva, a Ressonancia magnética é considerada padrdo-ouro para
quantificacdo da gordura hepética. Embora a disponibilidade e custo destas modalidades
apresentam um grande desafio para a préatica clinica, a RM é uma maneira ndo invasiva e
precisa de avaliar quantitativamente o contetdo de gordura hepatica.

Na Tomografia computadorizada, a infiltragdo de gordura hipodensa no figado
diminui sua atenuacdo, resultando em uma aparéncia mais escura. O bago serve como um
controle interno til ao avaliar o figado para esteatose e a diminui¢do da atenuacdo hepética
em relacdo a atenuacao esplénica demonstrou boa sensibilidade (88% a 95%) e especificidade
(90% a 99%) para o diagndstico de esteatose hepatica (MA et al., 2009; LEE et al., 2007).

3.16 EXAMES INVASIVOS

A biopsia hepatica ainda ¢ considerada o exame padrdo “ouro” para o diagndstico de

EHNA e sua acuracia aumenta, quando é realizada, guiada por Ultrassonografia, permitindo
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aquisicdo robusta de tecido hepatico selecionado, diminuindo o risco de puncdo de estruturas
vasculo-biliares e consequentemente, de suas complica¢des (MOK; DIEHL. 2019). E um
procedimento invasivo com alguma variabilidade na avaliacdo das principais caracteristicas
da EHNA, além de uma margem de erro inerente uma vez que bidpsia avalia apenas 1:50.000
partes do figado (RINELLA; SANYAL, 2016).

Conforme o Consenso Brasileiro de DHGNA, as indicac6es de bidpsia hepatica sdo:
suspeita de esteatohepatite, diagndstico diferencial com outras doencas cronicas do figado,
portadores de DHGNA com risco elevado de esteatohepatite ou fibrose avancada sugerida
pelos marcadores sorolégicos e/ou elastografia hepatica, enzimas hepaticas (ALT/AST)
elevadas por mais de trés meses, portadores de Sindrome Metabdlica ndo controlada com
medidas comportamentais depois de seis meses.

NAFLD Fibrosis Score (NFS), APRI, FIB-4 e elastografia transitdria sdo ferramentas
que podem colaborar no diagndstico da fibrose hepatica nos pacientes com DHGNA. O
NAFLD Fibrosis Score (NFS) é calculado usando seis parametros medidos rotineiramente que
estdo independentemente associados a fibrose avancada e que sdo, a saber: Idade,
hiperglicemia, indice de massa corporea, contagem de plaquetas, albumina e relacdo
AST/ALT. Ao aplicar um ponto de corte baixo, a fibrose avancada pode ser excluida com
valor preditivo negativo de 93%. Um alto limiar de corte (>0,676), por sua vez, oferece
deteccéo precisa de fibrose avancada, com valor preditivo positivo de 90% (ANGULO et al.,
2007).

O FIB4 Score é um teste simples e ndo invasivos que também apresenta bom
desempenho na deteccéo de fibrose avancada na DHGNA. Uma pontuacdo <1,3 tem um valor
preditivo positivo de 90% para a fibrose no estadio 3-4, enquanto uma pontuacédo>2,67 tem
um valor preditivo positivo de 80% (SHAH et al., 2009).

3.17 TRATAMENTO

Sendo a DHGNA uma doenca metabolica sistémica, seu tratamento é baseado em
mudancas alimentares e de estilo de vida, induzindo perda peso, diminuindo a resisténcia a
insulina, melhorando o perfil glicémico e lipidico e evitando desnutri¢do, que agrava o quadro
de EHNA e fibrose. H& recomendacédo que a perda de peso seja de pelo menos 7-10% do peso
inicial em 6 meses (BRUNNER et al., 2019).

Uma revisao sistematica envolvendo 8 estudos foi realizada por Golabi et al. (2016),

para investigar a eficacia de intervencdes de exercicios na regressdo da gordura hepatica em
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pacientes com doenca hepatica gordurosa ndo-alcodlica. Totalizando 433 participantes
adultos, as intervencdes de treinamento variaram entre uma frequéncia de exercicio de 3 a 7
dias por semana, com intensidades entre 45% e 75% do pico de volume de oxigénio. O efeito
da intervencao na mobilizacdo de gordura foi de 30,2% no grupo cuja intervencao foi somente
exercicio e 49,8% no grupo de dieta e exercicio. Ndo houve diferenca entre exercicios
aerobicos e resisténcia. Além disso, combinando um programa de exercicios com
intervencgdes dietéticas houve também melhora nas medidas de controle glicémico e/ou
sensibilidade a insulina.

Ensaios clinicos randomizados com bidpsias consecutivas demonstraram que a
regressao da fibrose em pacientes com EHNA é possivel quando ha diminuicdo de mais de
10% da massa corporal. A perda ponderal de no minimo de 7 a 9% da massa corporal é capaz
de reduzir o processo necro-inflamatorio e a melhora da resisténcia a insulina é possivel com
perda de mais de 7% do peso corporal (COTRIM et al., 2016; LASSAILLY et al., 2016).

O manejo da DHGNA é multidisciplinar e a dieta empregada no tratamento deve ser
definida com um profissional capacitado. Muitos estudos demonstraram uma associacdo entre
poli fendis naturais em frutas e vegetais com uma diminuicdo do risco de desenvolver doencas
cronicas (DEL RIO et al., 2013).

Um estudo observacional propds uma intervencéo de seis meses para o tratamento de
pacientes com DHGNA através de intervengdo dietética com dieta do mediterraneo. A
percentagem de pacientes com grau de esteatose igual ou superior a 2 foi reduzido de 93%
para 48% e esteatose regrediu em nove pacientes (20%). No fim do tratamento a reducéo de
7% do peso foi alcancada por 25 dos 46 pacientes, ou seja, 54,3%. No que diz respeito as
enzimas hepaticas, todas diminuiram significativamente durante o tratamento e a
normalizacdo foi particularmente evidente para a enzima ALT. Além disso, melhora do perfil
lipidico de varios pacientes também foi observada (GELLI et al., 2017).

Os efeitos da dieta mediterrdnea também foram explorados por um estudo
randomizado que demonstrou melhora do IMC, circunferéncia do quadril e cintura, nivel de
triglicerideos, colesterol total e nivel sérico de LDL-C em todos os pacientes que seguiram a
dieta mediterranica por um periodo de seis meses. A dieta também levou a diminui¢do do
acumulo de gordura intra-hepatica(ABENAVOLI et al., 2007).

Alem das modificacdes de estilo de vida, pacientes com evidéncia de fibrose em
estagio 2 ou mais devem ser avaliados para tratamento farmacolégico (RINELLA; SANYAL,
2016). Por ndo haver terapia farmacologica especifica para DHGNA aprovada, o tratamento

farmacologico baseia-se no controle dos fatores de risco presentes no paciente, mediante
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avaliacdo individual, e busca alcancar um beneficio que suplante os riscos. Dentre as classes
passiveis de uso em pacientes com DHGNA estdo inclusas medicacdes antiobesidade,
metformina, tiazolidinedionas, agonistas do PPAR e antioxidantes, como a vitamina E, que
esta sendo alvo de estudos.

Além da vitamina E, outros componentes tém sido estudados como auxiliares na
terapia da DHGNA, podendo ser encontrados em alimentos da dieta. De acordo com 0s
resultados publicados por Shin; Jung, (2017), a ingestdo de flavonoides ndo representa o
método ideal para o tratamento de NAFLD, mas € uma medida preventiva adequada. Assim,
Shin; Jung, (2017) propuseram que a ingestdo diaria de alimentos ricos em flavonoides é um
bom método para prevenir a DHGNA. Dessa forma, estes autores, propuseram que dietas
ricas em flavonoides seriam boas para reduzir DHGNA em modelos animais. Antocianinas
séo flavonoides utilizados em estudos in vitro, os quais relatam sua capacidade de reduzir o
estresse oxidativo de hepatdcitos, promovendo resposta antioxidante, e também representam
um potencial uso terapéutico no futuro (GROSSO et al., 2013).

A quercetina foi caracterizada pela sua potente atividade antioxidante em hepatocitos
e em lesdo hepética experimental (CUEVAS et al., 2011) e foi capaz de reduzir o acimulo de
gordura no figado estimulando a 6mega-oxidacéo de acidos graxos (HOEK-VAN DEN HIL
et al., 2013). A rutina, um glicosideo da quercetina, estd contida em varios alimentos,
incluindo cebolas, macds e vinho tinto. Panchal et al. (2011), demonstraram que ratos
alimentados com alto teor de gordura e alta dieta de carboidratos e tratados com
administracdo rutina apresentaram diminuicao da adiposidade, melhor sensibilidade a insulina

e reducdo do dano hepatico e remodelacdo cardiaca.

3.18 PROGNOSTICO

O prognostico da DHGNA varia conforme o fendtipo e o polimorfismo genético da
doenca nos genes PNPLA3 e TM6SF2e também se agrava conforme o espectro da doenca se
afasta da esteatose simples e se aproxima dos estagios finais da EHNA, o que torna o
acompanhamento da progressdo da doenca um fator essencial ao manejo desses pacientes a
fim de identificar e intervir em lesdes preditivas de pior progndstico (BERTOT; ADAMS,
2012; EKSTEDT et al., 2015).

A DHGNA, independente de sua apresentacao, ja afeta a mortalidade dos pacientes.
Em um estudo de coorte que seguiu 229 pacientes com DHGNA comprovada por bidpsia por

26,4 anos, foi concluido que pacientes com DHGNA tém risco aumentado de morte, com alto
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risco de morte por doenca cardiovascular e doenca relacionada ao figado (EKSTEDT et al.,
2015). A associacdo de DHGNA e diabetes mellitus tipo 2 apresenta ainda pior prognostico,
acelerando a progressdo da doenca hepatica até cirrose, com aumento do risco de carcinoma
hepatocelular (BILLETER et al., 2016).

Ekstedt et al. (2015), demonstraram ainda que o NAS néo foi capaz de predizer
mortalidade geral, enquanto o estagio de fibrose (3 e 4) predisse mortalidade global e
especifica da doenca. Ainda que o progndstico de pacientes com EHNA nos estagios 1 a 2 de
fibrose permaneca excelente em curto prazo, estes séo pacientes de risco para progressao para
cirrose.

Portanto, a fibrose é uma lesdo que afeta de forma significativa o prognostico dos
pacientes. Dulai et al. (2017) demonstraram que, em comparagcdo com doentes com DHGNA
sem fibrose, os doentes com DHGNA com fibrose apresentaram aumento do risco de
mortalidade por todas as causas e este risco aumentou com o aumento da fase de fibrose.
Ademais, o risco de mortalidade relacionada ao figado aumenta em uma escala exponencial e
ndo em uma escala linear com aumento no estagio de fibrose.

Le et al. (2017) conduziram um estudo com 6.000 pessoas e apontaram prevaléncia
de doenga hepatica gordurosa ndo alcodlica em 30,0%, sendo que 10,3% destes tinham
fibrose avancada. A mortalidade global em individuos com DHGNA com fibrose avancada
foi significativamente maior do que os individuos sem DHGNA. A mortalidade, porém, nédo
foi alterada em sujeitos com DHGNA sem fibrose avancada (1,1% e 2,8%, respectivamente).
Portanto, a doenca hepéatica gordurosa ndo alcodlica com fibrose avancada € um preditor

independente de mortalidade na analise multivariada.

3.18.1 Esteatose hepatica experimental

A utilizagdo de modelos animais com EHNA é muito importante no estudo desta
doenga, pois pode permitir melhor entendimento de sua fisiopatologia, ajudar a esclarecer 0s
mecanismos envolvidos na transicdo da esteatose para a EHNA, bem como testar o resultado
das varias drogas disponiveis para o seu tratamento. A inducdo de EHNA tem sido realizada
de diferentes maneiras: inducdo medicamentosa (tetraciclina, amiodarona, corticosterdides,
entre outros); inducdo em animais manipulados geneticamente para o desenvolvimento de
obesidade e com a utilizacdo de dietas que promovem a sua ocorréncia, seja por serem ricas

em gordura, seja por restricdo de aminoacidos (BUETTNER, et al., 2006).
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3.19 ENDOPLEURA UCHI: CARACTERIZACAO E USO POPULAR

As plantas medicinais, definidas como espécies vegetais, cultivadas ou nao,
utilizadas com propositos terapéuticos (MONTEIRO; BRANDELLI, 2017), tém seu uso
difundido desde as antigas civilizagdes baseado em conhecimentos empiricos. Cerca de 25%
dos medicamentos prescritos mundialmente sdo derivados de plantas e cerca de 80% das
pessoas que vivem nos paises em desenvolvimento ainda dependem de plantas tradicionais
como medicamentos (FARNSWORTH et al., 1985).

Atualmente, a pratica ainda é mantida especialmente em paises em desenvolvimento
e seu uso é pautado por conhecimento e crengas populares, de forma que a ampla utilizagdo
dos produtos naturais sugere uma relacdo risco-beneficio favoravel. Na Amazénia, muitas
comunidades encontram-se isoladas dos centros urbanos e sem acesso a um servico publico de
salde, levando-os a utilizarem as plantas medicinais nas terapias alternativas como principais
formas de tratamento de doencas (BORRAS, 2003).

A Endopleura uchi é considerada pelo conhecimento popular como anti-inflamatéria,
sendo empregada no tratamento de artrite, da hipercolesterolemia, do diabetes, no controle de
diarreias além de seu emprego mais usual, em infec¢des uterinas e miomas (REVILLA, 2001;
CORREA, 1984).

A espécie Endopleura uchi (Huber) Cuatrec, pertencente ao género Endopleura, é
conhecida popularmente como uxi-amarelo, uxi-liso, uxi, uxi-ordinario, uxi-verdadeiro, axua,
cumaté ou pururu (PRANCE; SILVA, 1975; LORENZI, et al., 2006). Faz parte da familia
Humiriaceae, pertencente a ordem Malpighiales, que engloba 50 espécies de plantas
classificadas em 8 géneros: Duckesia, Endopleura, Humiria, Humiriastrum, Hylocarpa,
Sacoglottis, Schistostemon e Vantanea (GIORDANO; BOVE, 2008; CUATRECASAS,
1961).

A planta é encontrada em estado silvestre em mata de terra firme, dispersa por toda a
Bacia Amazonica. O fruto é uma dupla oblongo-elipsoide de 5 a 7 cm de comprimento, 3 a 4
cm de diametro, com peso entre 50 e 70g e apresenta coloracdo verde-amarelada ou parda
escura quando maduro (ALEXIADES; SHANLEY, 2004). A elucidacdo estrutural dos
constituintes quimicos de Endopleura Uchi, a indicaram como fonte de acidos graxos, fibras,
esteroides, sais minerais, vitaminas C e E. Os principais acidos graxos identificados foram o
acido oleico (7,38%) e acido palmitico (3,78%) através da analise de polpa de frutos de uchi
(MARX et al., 2002).
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3.20 ANALISES FITOQUIMICAS E PROPRIEDADES DO UCHI AMARELO

Estudos fotoquimicos realizados por Muniz (2013); Luna et al. (2000); Lagos (2006),
isolaram as substancias friedelina, bergenina e seu derivado 8,10- dimetilbergenina, &cido
maslinico, éster masilinato de metila, B-sitosterol e estigmasterol, e triterpeno pentaciclicos
pseudotaraxasterol.

A friedelina, um triterpeno pentaciclicos, possui atividade anti-inflamatdria testada
na dosagem de 40 mg/kg, através do teste de edema de orelha e edema de pata, além de
apresentar efeito analgésico (ANTONISAMY; DURAIPANDIYAN; IGNACIMUTHU,
2011).

A Bergenina, um derivado do acido galico, indicada como componente majoritario
da Endopleura uchi, foi encontrada em maior concentracdo no extrato metandlico e pode estar
relacionada as atividades bioldgicas indicadas popularmente para a espécie (MUNIZ, 2013).
Os anéalogos da bergenina acetilbergenina, norbergenina e desmetilbergenina também ja foram
descritos na literatura (BORGES, 2010).

Por sua vez, &cido maslinico e éster masilinato de metila sdo triterpenoides
pentaciclicos enquanto [-sitosterol e estigmasterol sdo fito esterois.

Na quantificagdo de compostos fendlicos nos extratos de Endopleura uchi, foram
encontrados niveis consideraveis de &cidos fenolicos, cumarinas, flavonoides, estilbestenos,
taninos condensados e hidrolisaveis entre outras estruturas (NACZK; SHAHIDI, 2004),
presentes em todas as partes da espécie estudada. Os valores de taninos totais encontrados nos
extratos de cascas em p6 de Endopleura uchi foram todos em torno de 21% (POLITI et al.,
2011).

Os flavonoides e os compostos fenolicos apresentam atividade antioxidante por
diferentes vias: componentes fenolicos agem neutralizando a reatividade de radicais livres e
blogueando as reagfes em cadeia enquanto os flavonoides promovem deslocamento de
elétrons da nuvem eletronica e tornam as moléculas de radicais mais estaveis (BILIERI et al.,
2011).

Estudo de Silva & Teixeira, (2015) demonstraram efeito antioxidante da Endopleura
uchi mediante sua acdo contra o radical superdxido, 0xido de nitrogénio e radical livre 2,2-
difenil-1-picrilhidrazil. Além disso, as concentrag@es de extrato de infusdo testadas revelaram
ndo haver toxidade para a linha de células intestinais (Caco-2). Politi et al. (2011),
confirmaram em seu estudo a alta atividade antioxidante aliada a baixa cito toxicidade dos

extratos de Endopleura uchi.
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Para avaliacdo dos efeitos da Endopleura uchi na DHGNA, um estudo experimental
demonstrou que 0s grupos que consumiram extrato seco da E. uchi alcancaram redugéo
significativa no ganho de massa corporal, bem como reducdo da esteatose macro e
microvesicular, sendo observada diminuigdo de até 50% do grau da esteatose no grupo que
recebeu a intervencdo. Os pesquisadores observaram ainda reducdo da balonizagédo
hepatocelular, do infiltrado inflamatério e do grau de fibrose, presente em alguns casos. O
extrato seco de Endopleura uchi ndo alterou significativamente as concentragdes das
aminotransferases, mas reduziu de forma notavel os niveis séricos de colesterol total
(BRANCO et al., 2018).

3.21 TOXICIDADE DA Endopleura uchi

O uso popular orientado pelo conhecimento empirico e observacional das plantas
consideradas toxica ou nao, aliado as poucas pesquisas desenvolvidas na area de toxicidade de
plantas medicinais, contribui para que a toxicidade, reacdes adversas e interacdes
medicamentosas representem parte importante das complicagdes relacionadas ao uso de
produtos naturais. Apesar do uso disseminado por povos nativos sugerir auséncia de
toxicidade importante, a confirmacdo desse dado s6 foi possivel mediante testes “in vivo”
através da administracdo de doses agudas de extrato aquoso de Endopleura uchi em
concentracdo de até 2000mg/kg de peso via oral, que ndo mostrou sinais de toxicidade
sistémica, mortes e tampouco modificagdes comportamentais nos animais (POLITI et al.,
2010). Resultados semelhantes foram encontrados com a administracdo sub cronica, por 22
dias, de extrato de Endopleura uchi na dose de 500mg/kg de peso, que ndo resultou em morte,
alteracdo na massa corporal ou na ingestdo diaria de 4gua e alimentos por estes animais, nem

alteracdes dos parametros bioquimicos e hematoldgicos (SA et al., 2015).

3.22 BERGENINA: CARACTERIZACAO E PROPRIEDADES

O estudo de Magalhdes et al. (2007), constitui o primeiro registro da presenca de
Bergenina e carotenoides nos frutos de uxi. Anos depois, a Bergenina foi identificada e
isolada como possivel agente ativo da Endopleura uchi e, dessa forma, como possivel agente
da acdo anti-inflamatéria da planta. Esta acdo, por sua vez, foi comprovada mediante
demonstracdo de inibicdo das enzimas Cox 2, principal isoforma envolvida no processo
inflamatorio (NUNOMURA et al., 2009).
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Estudo realizado por Silva et al. (2009), para verificar a atividade antimicrobiana da
Bergenina, demonstrou sua capacidade de inibir o crescimento das leveduras C. Albicans, C.
Tropicalis e C. Guilliermondii, explicando seu popular uso em afeccdes ginecologicas na
medicina tradicional.

Propriedades metabolicas também tém sido demonstradas. A administracdo oral de
Bergenina a ratos hiperlipidémicos por 14 dias diminuiu significativamente os lipidios séricos
totais, mas ndo gerou mudanca significativa nos niveis de triglicerideos. No entanto, apés 21
dias de administracdo, o colesterol sérico, triglicerideos e niveis de lipoproteina de baixa
densidade foram significativamente reduzidos, enquanto o nivel sérico do colesterol de alta
densidade foi elevado (JAHROMI; CHANSOURIA; RAY, 1992).

Além disso, verificou-se que atividades enzimaticas da alanina/aspartato
aminotransferase, sorbitol desidrogenase, y-glutamiltransferase, Glutationa S transferase e
Glutationa redutase foram restauradas para normalizacdo em modelos experimentais apds
administracdo oral de Bergenina. Ratos pré-tratados com Bergenina tiveram a peroxidagao
lipidica induzida pela 2,4-dinitrofenil-hidrazina reduzida de forma significativa no figado,
cérebro e globulos vermelhos (MADUKA; OKOYE; EJE, 2002).

A administracdo de Bergenina a 10 mg/kg em modelo experimental de Diabetes
Mellitus tipo 2 reduziu significativamente o nivel de glicose no sangue em ratos diabéticos,
apresentou efeito regenerativo da Bergenina nas células B pancreaticas, demonstrado por
estudo histopatologico, e reverteu o perfil lipidico, gerando reducdo do nivel de colesterol
total, colesterol LDL e aumento do colesterol HDL. No entanto, a Bergenina nao apresentou
efeito significativo sobre os niveis séricos de triglicerideos (KUMAR et al., 2012).

Oliveira; Ramalho; Dantas (2011) relataram propriedades antinociceptivas e
estudo, a citometria de fluxo revelou que a Bergenina inibe a producdo de citocinas pro-
inflamatdrias Thl (IL-2, IFN-y e TNF-a) e promove a producdo de citocinas Th2 (IL-4 e IL-
5).

Seu potencial terapéutico em hepatopatias também foi explorado por Lim et al.
(2000), que demonstraram o efeito hepatoprotetor da Bergenina em estudo experimental de
lesdo hepatica induzida, de forma que os grupos tratados com 50, 100 e 200 mg /kg de
Bergenina apresentaram significativa diminui¢do dos niveis elevados de AST, ALT, SDH e y-
GT quando comparados com o grupo controle.

Os resultados de um estudo in vivo indicaram que a lesdo hepatica alterou o

comportamento farmacocinético de Bergenina e aumentou sua absor¢ao apos uma dosagem, 0
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que pode promover sua eficicia terapéutica. Esses resultados ratificam o uso potencial da

Bergenina como agente hepatoprotetor (RONG-HUA et al., 2016).

3.23 PANORAMA DOS TRABALHOS DE EXPERIMENTACAO ANIMAL NO
CONTEXTO DA DHGNA.

A patogénese e progressdao da DHGNA humana podem ser melhor compreendidas
através de modelos animais que espelham a histopatologia e a fisiopatologia de cada estagio
da doenca (LAU; ZHANG; YU, 2017). Os ratos desenvolvem-se rapidamente durante a
infancia e, na idade adulta, cada més do animal é aproximadamente equivalente para 2,5 anos
humanos (QUIIN, 2005). Estudos experimentais estimaram que cada dia de vida do animal
corresponde a 30 dias da vida humana (ANDREOLLO et al., 2012).

Dentre os modelos animais, os que utilizam dietas modificadas se aproximam mais
fielmente do mecanismo ocorrido em humanos. Conduzido por Lieber et al. (2004),0 modelo
de doenca hepatica gordurosa ndo alcodlica induzida por dieta usou ratos alimentados com
uma dieta composta por 71% de gordura, 11% de carboidratos e 18% de proteina por 3
semanas, em comparacdo aos ratos alimentados com uma dieta padrdo e demonstrou o
desenvolvimento de esteatose hepética, além de concentracdes lipidicas quase duas vezes
maiores em comparagdo ao grupo controle.

Similarmente aos pacientes humanos com DHGNA, os ratos desenvolveram
resisténcia a insulina. Outro modelo animal dietético que se mostrou promissor quanto aos
resultados alcangados é o modelo de dieta deficitaria em colina e metionina. Rinella; Green
(2004), demonstraram que camundongos alimentandos com uma dieta lipogénica com
quantidades consideraveis niveis de sacarose (40%), moderadamente enriquecido com
gordura (10%) e deficiente em metionina e colina permitiu a progressao rapida para EHNA
além de reproduzir os mecanismos implicados na sua patogénese.

Entretanto, o0 modelo se mostrou limitado por apresentar disparidades com o perfil
metabdlico encontrado em pacientes: em vez de serem obesos, 0s camundongos alimentados
com a dieta deficiente em colina e metionina tiveram perda de peso significativa, caquexia,
auséncia de resisténcia a insulina além de baixa glicemia de jejum, baixos niveis de leptina e
triglicérides (RINELLA; GREEN, 2004).

Para avaliacdo dos perfis bioquimicos em experimentacdo animal, a analise
comparativa entre os grupos € de importante validade uma vez que valores de referéncia
propostos por estudos anteriores apresentaram resultados discrepantes para as mesmas
linhagens de animais (JACKSON LABORATORY, 2007; ALMEIDA et al., 2008; BRANCO
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et al., 2011; RESTELL et al.,, 2014). Existem vérios fatores que podem influenciar os
resultados dessas investigacdes, como sexo, idade, variacdo genética, dieta e condicdes
ambientais.

A tabela 1 apresenta a avaliacdo bioquimica realizada por Santo et al. (2016),resultou

nos seguintes valores.

Tabela 1: Avaliacao bioquimica realizada por Santo et al., (2016).

Parémetros Swiss Webster C57BI/6
Triglicerideos (mg/dL) 1307 100+ 10
Colesterol (mg/dL) 73+£10 89+9

Glicose (mg/dL) 158+ 4 185+ 15
Albumina (g/dL) 28+0.1 25+0.3

Fonte: Santo et al. (2016).

Quando submetidos a uma dieta hipercaldrica e rica em gorduras, camundongos
C57BL/6J apresentam significativo aumento do peso corporal e modificagcdes bioquimicas,
como resisténcia a insulina, aumento dos niveis de triglicerideos, colesterol e enzimas
hepaticas, além de aumento do nivel de citocinas inflamatorias apontando um perfil
metabdlico compativel com o perfil encontrado em humanos. O figado desses animais
também apresenta modificagdes compativeis com DHGNA em diferentes graus, porém a
interrupcdo do estimulo caldrico resulta em recuperagdo quase total da arquitetura hepatica
desses animais em médio prazo (NAKAMURA; TERAUCHI, 2013).

Uma dieta enriquecida em frutose e colesterol, além da gordura, induziu o
desenvolvimento de EHNA em camundongos C57BL/6J no estudo conduzido por Clapper et
al. (2013). A administracéo a longo prazo da dieta induziu obesidade, resisténcia a insulina e
aumento dos figados que exibiram caracteristicas tipicas da EHNA como inflamacédo portal,
tecido fibrotico e tumores de varios diametros na superficie hepética. Estas lesbes nodulares
foram observadas na superficie do figado em 10% dos animais ap6s 30 semanas e em 54%
dos animais apds 60 semanas de administracdo da dieta alterada (NAKAMURA et al., 2012).

Dentre os trabalhos experimentais para tratamento da DHGNA, alguns merecem
destaque pela metodologia aplicada. Apesar da escassez de estudos com Endopleura uchi e
bergenina em carater experimental, Hsu & Yen (2007), utilizaram o acido galico como
intervencdo em ratos alimentados com racdo hipercaldrica que desenvolveram DHGNA.
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Através de coloragcdo com hematoxilina e eosina, foi demonstrada arquitetura hepatica normal
no grupo alimentado com uma racdo balanceada, enquanto o grupo da dieta hipercalérica
apresentou esteatose macrovesicular acentuada. Ao comparar com 0 grupo que recebeu 0
acido galico, foi notado que o numero de goticulas lipidicas e os niveis de triglicerideos
hepaticos eram menores que no grupo que ndo recebeu intervencao. Outro estudo utilizou a
planta Alisma orientalis, rica em triterpendides, e notou que o tratamento com extrato
metanolico do Alisma orientalis atenuou a esteatose hepética e a deposi¢do de coldgeno no
figado, melhorou a resisténcia a insulina nos ratos com DHGNA e preveniu notavelmente a
elevacdo dos niveis sericos de aminotransferases sugerindo efeito protetor desse ativo (HONG
et al., 2006).

Ratificando esses dados, foi demonstrada que a administracdo de &cido gélico
diminuiu notavelmente as alteracfes causadas pela esteatose hepética grave, além dos niveis
séricos de AST e ALT em camundongos com DHGNA induzida por dieta. Além de reverter o
excesso de gordura acumulada no vacuolo intracelular hepético, a administracdo de &cido
galico reduziu o nivel de triglicerideos, colesterol e acidos graxos no figado, indicando que o
mesmo melhora a esteatose hepética e possui um potencial efeito hepatoprotetor (CHAO et
al., 2014).

Tendo em vista o papel crucial do estresse oxidativo no desenvolvimento e
evolucdo da esteatose e da esteatohepatite, 0s antioxidantes sdo compostos também
explorados como potencial terapéutico adjuvante. ApoOs extensa revisdo, Ferramosca; Di
Giacomo; Zara (2017) demonstraram evidéncias de que de antioxidantes de varias classes sdo
capazes de reverter a esteatose por um mecanismo pouco entendido, um efeito possivelmente
envolvendo a fungdo mitocondrial.

Amato et al. (2017), verificaram o impacto de uma dieta contendo varios produtos
naturais com propriedades antioxidantes, como curcuma, silimarina, guggul e inulina em
camundongos C57BL/J6 com DHGNA e aterosclerose. Nos animais com DHGNA, o figado
estava aumentado, com coloragdo amarelo palido, friavel e com textura gordurosa atribuivel
ao acumulo de gordura no parénquima hepatico. Histologicamente, apresentavam esteatose
micro e macrovesicular. Nos animais tratados, por sua vez, a anatomia macroscépica do
figado ndo foi afetada e a anélise histoldgica ndo revelou a presenca de esteatose, além de
apresentarem triglicérides e colesterol LDL diminuidos, e aumento do colesterol HDL em

comparagdo com animais nao tratados.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 AQUISICAO DA ENDOPLEURA UCHI

As cascas de Endopleura uchi, foram adquiridas no Instituto de Medicina Tradicional,
estabelecimento comercial do botanico Juan Revilla Cardenas, localizado na Avenida Castelo
Branco n° 1071-B, bairro Cachoeirinha, Manaus-Amazonas. As informacfes sdo que as
cascas foram colhidas de espécies previamente catalogadas no herbario do INPA sob o
nimero 177673 e 177660. Estas cascas passaram pelo processo de secagem e trituracdo, a fim

de diminuir seu volume, em seguida pesadas e separadas em por¢Ges de 60 gramas.

4.1.1 Preparagao do extrato seco

A preparacdo da solucdo aquosa das cascas da Endopleura uchi, foi realizada
conforme prescrito na medicina tradicional da Amazonia. Utilizou-se 1000 ml de agua
destilada e 60g de casca da E. uchi devidamente processada, posteriormente este conjunto foi
fervido por 10 minutos e apds o processo de fervura, o cha foi levado ao equipamento Spray
Dry, para proceder a desidratacdo, permanecendo apenas a massa solida do extrato seco.

Fonte: O pesquisador

Figuras: 1-A. Arvore de Endopleura uchi. 1-B. Coleta da casca da Endopleura uchi.

1-C. Preparacdo do cha popular de Endopleura uchi.

= Quantificacdo da Bergenina nos extratos
Preparacdo do extrato aquoso. O extrato da casca foi preparado na concentragcdo de
200mg/mL em MeOH:TFA 0,1% (2:8) e em seguida foram filtradas em membrana de 0,2 um
PTFE e submetido a andlise por Ultra Fast Liquidi Chromatography (UFLC) com dectetor de

UV, tipo DAD. As analises foram realizadas em triplicata.
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= CondicGes de Anélise UFLC

Para o sistema de separacdo foi utilizado um equipamento da ShimadzuProminence
UFLC consistindo de bomba binaria (LC-20AD), injetor automatico (SIL-20A HT), forno
para coluna (CTO-20AC) e detector DAD (SPD-M20A). Utilizou-se uma coluna analitica
LiChrospher 100 RP-18e (250 x 4 mm, 5 mm de particula) mantida em 30°C. O método
cromatogréfico utilizou como fase movel uma solugéo de &cido trifluoroacético 0,1% (eluente
A) e metanol (eluente B). O sistema de eluicdo foi isocratico em 20% de B por 30 minutos. O
volume de injec&o foi de 50uL e o fluxo da fase mével foi de 1 mL/min. Para processamento
foi realizado o programa LC-Solution.

4.2 AQUISICAO DA BERGENINA

A Bergenina usada para tratamento da esteatose foi adquirida no CN Lab. Nutrition
Asia Group, 802 Suite, Tower A, ShijiYiyouan 4th GaoXin rd. High-Tech Economic zone
Xian, Shaanxi P. R. China Tel. + 86 029-8730073688443022. www.cnlab.ca. (Anexo B).

PRODUTO: Bergenina 98%, HPLC (High Performance LiquidChromatography).
Este, depois de adquirido foi enviado ao Laboratério de Quimica Analitica da Faculdade de

Quimica da UFAM, onde foi confirmada sua composi¢do quimica com pureza de 98% HPLC.

4.2.1 Preparacao da solucédo aquosa da Bergenina

A preparagdo foi obtida pela diluicdo do pé de Bergenina 98% HPLC, em solucdo
fisiologica 0.9 % e ofertado diariamente por gavagem, nas doses de 50 e 25 mg/Kg/dia, num
volume de 0,3 a 0,5ml.

4.3. RACAO

Foram utilizada dois tipos de racdo na dieta destes animais; uma racdo comercial para
camundongos TEKLAD®, GLOBAL DIETS, contendo 18% de proteinas, 5% de gordura e
5% de fibras. A segunda foi a racéo hipercalérica e hiperlipidica (RH), composta de 25% de
caseina (9,750 kg), 36% de banha de porco (9,750 kg) e 39% de ragdo comercial TEKLAD,
GLOBAL DIETS utilizada para inducdo da esteatose nos animais. A RH foi elaborada no

Laboratorio de Fisiologia do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da UFAM.

4.3.1 Preparacéo da racao
A racdo comercial TEKLAD, GLOBAL DIETS (Figura 2-A) foi triturada a pd,

misturada a caseina com banha de porco por 30 min. até alcancar uma consisténcia de massa
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mais endurecida. Moldada em formato de rolha (Figuras 2-B) e assada em estufa a 150°C, por
6h. Posteriormente foi enviada ao Laboratério de Nutricdo do Instituto Nacional de Pesquisa
da Amazonia (INPA), para verificagdo de sua composicdo nutricional. A RH produzida no

Laboratorio de Fisiologia do ICB-UFAM, encontra-se em andlise para patente.

Figura 2 (A-B): A - Ragéo comercial; B - Ra(;ao Hlperllpldlca

Todos os grupos de animais foram pesados semanalmente, para acompanhamento do

ganho de massa corporal, assim como, para controle de consumo de ragéo por cada grupo.

4.4 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Este estudo é do tipo experimental, pré-clinico, randomizado e controlado. Foram
utilizados 60 camundongos machos C57BL/6J, distribuidos em 10 grupos e, cada grupo
formado por seis animais. O delineamento foi inteiramente ao acaso para cada ensaio
experimental. Os grupos (GM1 e GM2) sdo os grupos controles negativo e positivo
respectivamente. Um ensaio denominado tratamento profilatico (indugéo e tratamento por sete
semanas ao mesmo tempo) constituido pelos grupos (GM5, GM6, GM9 e GM10), tratados
com solucdo reidratada de extrato seco de Endopleura uchi e solugdo aquosa de Bergenina,
respectivamente, em duas doses diferentes. O outro ensaio, denominado de tratamento pos-
inducdo, constituido pelos grupos (GM3, GM4, GM7e GM8), iniciou o tratamento por sete
semanas, somente apds oito semanas de inducdo do ganho de massa corporal e da esteatose

com (RH) aos mesmos moldes dos grupos tratados profilaticamente, (Figura 2).



53

Sessenta camundongos C57BL/6J machos,
distribuidos em 10 grupos de seis animais.

I
v v v

Tratamento pos-inducéo de oito
semanas da DHGNA

Grupos controle Tratamentos profilaticos

v

Grupo controle

v

Grupo controle

Inducéo e tratamento por sete

\ v

Tratamento por sete Tratamento por sete

negativo positivo - semanas com solugéo semanas com
SHAM semanas do extrato seco solucédo aquosa de
Endopleura uchi Bergenina
} v ¢ 7 ¥ v ' |
v v v v
(GM1) (GM2)
M1
Recebeu Recebeu (GM3) (GMg) (GM9) (GM10) (GM3) GM4 (GM7) (GM8)
Ragao Padr&o Ragao 200mgkg 100mg/kg 50mg/kg 25mg/kg 200mglkg 100mg/kg S0ma/kg de 25mglk
para Hiperlipidica Extrato de Extrato de Solugao de Solu(;aq de alo @i do extrato Bergenina d mg/kg
camundongos (RH) por oito E. uchi E. uchi Bergenina Bergenina de E. uchi de E. uchi ¢ Bergenina
por oito semanas sem
semanas sem tratamento.
tratamento.

Fonte: O pesquisador

Figura 3: Delineamento do estudo.
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4.5 CARACTERIZACAO DOS GRUPOS DE ANIMAIS

O quadro 3 apresenta as caracteristicas dos 10 grupos de modo individual. Cada grupo

formado por seis camundongos C57BL/6J, machos, pesando 25-40g.

Quadro 3: Caracteristicas dos grupos de camundongos estudados.

GRUPOS CARACTERISTICAS

Controle Negativo, alimentados com racdo comercial TEKLAD®, GLOBAL DIETS,
contendo 18% de proteinas, 5% de gordura e 5% de fibras, por oito semanas.

GM1

Grupo Controle Sham: Controle Positivo, alimentados com Racdo Hiperlipidica (RH) por
8 semanas para induzir a esteatose e a obesidade.

GM2

Alimentados com RH por oito semanas. Apos este periodo de inducdo da esteatose, foram
GM3 tratados com extrato seco reidratado de Endopleura uchi, por gavagem diaria, na dose de
200mg/kg/dia, por sete semanas.

Alimentados com RH por oito semanas dias. Ap0s este periodo de inducdo da esteatose,
GM4 foram tratados com extrato seco reidratado de Endopleura uchi, por gavagem didria, na
dose de 100mg/kg/dia, por sete semanas.

Alimentados com RH por sete semanas dias e, tratado concomitantemente com
GM5 200mg/kg/peso de extrato seco reidratado de Endopleura uchi a fim de verificar um
potencial efeito profilatico.

Alimentados com RH por sete semanas e, tratados concomitantemente com
GM6 100mg/kg/peso de extrato seco reidratado de Endopleura uchi para verificar um potencial
efeito profilatico do mesmo.

Alimentados com RH por oito semanas, e tratado em seguida com solucdo de Bergenina

GM7 98% HPLC, na dose de 50mg/kg/dia, por mais sete semanas.

GMS Alimentados com RH por oito semanas, e tratado em seguida com solucéo de Bergenina
98% HPLC, na dose de 25mg/kg/dia, por mais sete semanas.

GM9 Alimentados com RH por sete semanas e, tratado concomitantemente com 50mg/kg/dia
de solucdo de Bergenina 98% HPLC, a fim de verificar um potencial efeito profilatico.

GM10 Alimentados com RH por sete semanas e, tratado concomitantemente com 25mg/kg/dia

de solucdo de Bergenina 98% HPLC, a fim de verificar um potencial efeito profilatico.

Fonte: O pesquisador

Todos os animais foram adquiridos no Biotério da Universidade Federal do Amazonas
e foram mantidos durante o experimento, no setor de experimentos do préoprio biotério da
UFAM. Cada grupo foi acomodado em gaiola individual de pléstico translicido medindo
40x33x17 cm, com tampa de grade metélica, com temperatura ambiental controlada em 22°C
e ciclos de 12 horas dia e 12 horas noite, recebendo agua “ad [libitum”.Ao final dos
procedimentos cirdrgicos, todos os grupos de animais, foram eutanasiados por técnica de
exanguinacao, ainda sob efeito de anestesia geral, devidamente embalado em papel aluminio e
descartado pelo préprio biotério da UFAM.



57

4.6 PROCEDIMENTOS CIRURGICOS

Todos os animais foram anestesiados com solu¢do composta (1:1) de Cloridrato de
Xilazina (20mg/ml), Cloridrato de Quetamina (50mg/mL). A dose utilizada foi de 1 ml/kg de
peso intraperitoneal (i.p). Foi ofertado oxigénio num fluxo de 1 litro/min, em campana
plastica semiaberta, cobrindo parcialmente a cabeca do animal, permitindo uma livre troca
gasosa com 0 meio ambiente.

Ap0s a inducdo anestésica, com o animal em posicao supina, foi feito a tricotomia dos
pelos do animal, nas &reas da incisdo e mantidos com isolamento térmico.

Foi realizada a coleta de sangue (0,7 a 1mL) por puncdo intracardiaca, em seguida
foram devidamente armazenados, heparinizados e enviados ao laboratério de Analises
Clinicas da Faculdade de Farméacia da UFAM.

Todos os grupos foram submetidos a toracolaparotomia nos seus devidos tempos,

conforme exposto no quadro 4.

Quadro 4: Procedimentos de téracolaparotomia dos grupos de camundongos estudados.

TEMPOS DE TORACOLAPAROTOMIA

Apbs oito semanas alimentando-se de racdo comercial TEKLAD®,
GLOBAL DIETS, sob anestesia geral foi submetido a téracolaparotomia,
fotografado seus drgdos macicos (coragdo, figado, rins e gordura
visceral) a fim de utilizar como controle e registro macroscopico dos
orgdos “normais”, ndo prejudicados pela esteatose € obesidade induzida
nos demais grupos. Submetido a hepatectomia e estas pecas foram
devidamente armazenadas em formol tamponado a 10% e enviado ao
laboratdrio de Histologia do Departamento de Morfologia do Instituto de
Ciéncias Bioldgicas (ICB) UFAM.

GRUPOS

Controle Negativo
(GM1)

Apbs o periodo de inducdo da esteatose por oito semanas com RH, foi

Controle Positivo/Sham
(GM2)

submetido aos mesmos procedimentos do grupo controle negativo.
Nestes, com o propdsito de confirmar os danos causados pela esteatose e
obesidade induzida e ndo tratada.

Grupos de Tratamento Profilatico
(GM5, GM6, GM9 e GM10)

Apo6s sete semanas de indugdo e tratamento concomitantes, foram
submetidos aos mesmos procedimentos dos grupos anteriores.

Grupos de Tratamento Pos-
Indugdo (GM3, GM4, GM7 e
GM8)

Apds oito semanas de inducdo mais sete semanas de tratamento com
solucdo aquosa de Bergenina foram submetidos aos mesmos
procedimentos dos grupos anteriores.

Fonte: O pesquisador

4.7 ANALISES BIOQUIMICA

No sangue enviado ao Laboratdrio de Analises Clinicas da Faculdade de Farmécia da

UFAM foram analisados os niveis de colesterol total (mg/dL), triglicerideos (mg/dL), glicose,
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(mg/dL) hemoglobina glicosilada (HbA1c/%),Aspartato Aminotransferase (TGP/UI/L) e
Alanina Aminotransferase (TGO/UI/I).

Os testes bioguimicos foram realizados com o plasma no analisador automatico Chem
WellWarenessTecnology, INC. Os kits usados foram os seguintes: para triglicerideos, AST e
ALT foi utilizado o kit do laboratério LaborLab®, para glicose o kit do laboratério Wiener® e
para o colesterol total o kit do laboratério Kavalet®. A HbAlc foi realizada com o sangue total
e mensurada pela ligacdo da fracdo glicada da hemoglobina com o acido borénico. Para a
realizacdo da leitura foi usado NycoCard Reader® 1. Todos os testes foram calibrados pelos
padrdes e calibradores fornecidos por cada laboratorio.

4.8 ANALISE HISTOPATOLOGICA

As pecas cirurgicas dos figados foram fixados em formol tamponado a 10%, enviados
ao laboratério de morfologia do ICB-UFAM, onde foram confeccionadas as laminas,
submetidas & coloracdo por hematoxilina-eosina (HE), seguindo a rotina adotada no
laboratorio de histologia do Instituto de Ciéncias Biologicas da UFAM. A leitura das ldaminas
foi realizada pelo mesmo histologista.

Para identificacdo das lesdes, foram utilizados critérios minimos para o diagnostico de
DHGNA e teve como base a classificacdo de Brunt (1999) com um protocolo de avaliacdo
histologica para determinar DGHNA e EHNA, (Apéndice A).

4.9 ANALISE ESTATISTICA

As estatisticas foram fundamentadas nas analises dos dados coletados e seu uso serviu
para organizar, analisar, descrever e interpretar os dados da pesquisa.

O efeito da dieta foi verificado pela avaliagdo da massa (g) dos animais em fungédo das
pesagens (semanais) a fim de verificar a relagcdo de peso versus as semanas, sendo realizadas
por andlise de regressdao da ANOVA a fim de verificar o impacto da dieta em cada grupo de
animais semanalmente (p<0,05). Em caso de relacdo significativa, o grupo de animais foi
ajustado aos modelos linear, ou quadratico. Tendo como base o coeficiente de determinacao
(R?), que representa uma medida de qualidade do ajuste do modelo e mede a proporcéo do
efeito da alimentacdo nos grupos de animais (variavel dependente) na adequacdo do modelo
adotado. Portanto, o coeficiente de determinacdo varia no intervalo de (0<R?<100%). Quanto
mais préximo de 100%, melhor sera 0 modelo para explicar a relacdo das variaveis no estudo
(COSTA et al., 2012).

Em cada parametro das analises bioquimicas, foram avaliados todos os grupos de
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camundongos de controles, profilaticos e de tratamentos pds-inducdo por estatisticas
descritiva e inferencial. Na estatistica descritiva foram analisadas as medidas de tendéncia
central (média e mediana) e as medidas de dispersdo ou de variabilidades dos dados (erro
padrdo da média, primeiro quartil e terceiro quartil, minimo e maximo). Na inferéncia
estatistica foi utilizada intervalo de confianga da média ao nivel de 5% de probabilidade pelo
teste t de Student dos parametros ou variaveis envolvidas no estudo, (Apéndice B).

As andlises bioquimicas experimentais dos grupos profilaticos e dos grupos de
tratamentos foram analisadas em conjunto com os grupos controles (negativo - GM1) e
(positivo - GM2). Os dois experimentos foram analisados pelo teste F na Analise de Variancia
(ANOVA) e as comparacdes de médias pelo teste de Tukey, sendo testados ao nivel de
(p<0,05). Em caso da auséncia da distribuicdo de normalidade dos dados da variavel
dependente, foi realizada analise ndo paramétrica, teste Kruskal Wallis (substituto do teste F
no campo paramétrico) e o teste de comparacdo foi realizada pelo teste da mediana, sendo
todos os testes realizados (p<0,05).

Os softwares utilizados foram: a planilha Microsoft Excel 2010 para a organizacdo dos

dados, e as analises estatisticas foram realizadas pelo MINITAB 14 e ASSISTAT versao 7.7.

4.10 ASPECTOS ETICOS

Esta pesquisa foi inicialmente avaliada pelo Comité de Etica em Pesquisa com
Animais de Experimentacdo da Universidade Federal do Amazonas (UFAM) e apés a
aprovacdo foi iniciado o estudo. A pesquisa esta registrada sob o numero 025/2017-
CEUA/UFAM, (Anexo A).
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5. RESULTADOS

5.1 ANALISE DO EXTRATO SECO DE ENDOPLEURA  UCHIVERSUS
CONCENTRACAO DE BERGENINA NOS EXTRATOS

5.1.1 Cromatograma do extrato seco e da Bergenina
Foram realizadas as analises cromotograficas do extrato seco da E. uchi evidenciando

a Bergenina como principio ativo do extrato conforme verificado na figura 4.

PDA Multi 1

1
7.168

min
Fonte: O pesquisador

Figura 4: Analise cromatografica do extrato seco das cascas de E. uchi na concentracdo de 200
ug/mL.

A Figura 4 mostra os extratos aquosos a partir da mesma matriz vegetal. Foram
preparados em dias diferentes e apds desidratados em liofilizador apresentaram teor de
extrativos de 6,4 % (E. uchi-A) e 5,9% (E. uchi-B). Estes foram entdo submetidos a analise
por UFLC, com auxilio da curva de calibracao obtida a partir das diferentes concentracdes de

Bergenina, por regressio linear, com 6timo valor de R?=1.
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Fonte: O pesquisador

Figura 5: Curva de calibracdo da Bergenina obtida apds analises em triplicata intra-day einter-
day.

Os extratos apresentaram o valor de 84,18 e 87,73 pg/mL em 200 pg/mL de solugéo
dos extratos (E. uchi-A) e 5,9% (E. uchi-B), respectivamente. Os dados observados na tabela
2 apresentam pequena variagdo que podem ser resultado de efeitos na pesagem do material
vegetal seco. A concentracdo de Bergenina por extrato seco foi de 0,42 e 0,43 g/g de extrato
seco para E. uchi-A e E. uchi-B respectivamente bem como a concentracdo em peso seco de
casca variando entre 2,71 e 2,58%. Os dados estdo apresentados na Tabela 2.

Tabela 2: Dados da concentracdo de Bergenina, nos extratos aquosos das cascas de Endpleura

uchi.

EQUACAO DA RETA y = 36.764,73498x + 8.524,26700
AMOSTRAS E. uchi-A E. uchi-B
Concentracdo (ug g/mL) 200 200
ABS1 3164087 3176845
ABS2 3106144 3217351
ABS3 3039862 3307351
MEDIA TOTAL 3103364 3233849
Desvio padrdo 62159 66799
CV% 2,0 2,1
Concentracdo da Bergenina no extrato (ug g/mL) 84,18 87,73
Teor de Extrativo (%) 6,4 5,9
Teor de Bergenina nas cascas (%) 2,71 2,58

Fonte: Laborat6rio de Quimica Analitica da UFAM.
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5.2 ANALISE DA PUREZA DA BERGENINA COMERCIAL
No Laboratério de Quimica Analitica da Faculdade de Quimica da UFAM, foram
realizado exames de pureza da Bergenina, que constataram um grau de pureza de 98% no

produto, conforme as figuras 6-A e 6-B.

Rita_Bergenina_com (1H, MeOD, 12.5 mg)
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Fonte: Laboratdrio de Quimica Analitica da UFAM.
Figura 6-A: Cromatografia dos exames de pureza da Bergenina.
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Fonte: Laboratério de Quimica Analitica da UFAM.

Figura 6-B: Analise cromatografica do padréo de Bergenina na concentragao de 200 ug/mL.
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5.3 DIETA DOS ANIMAIS (RACAO HIPERLIPIDICA-RH)

Apols a preparacdo da racdo hiperlipidica RH) no laboratério de fisiologia do
ICB/UFAM, estas foram encaminhadas ao laboratorio de nutricdo do Instituto Nacional de
Pesquisa da Amazonia-INPA para anélise de sua composicao nutricional, conforme verificado
na tabela 3.

Tabela 3: Analise da composicdo da RH no laboratério de nutricdo do Instituto Nacional de
Pesquisa da Amazonia - INPA.

Composicao Racao Hiperlipidica (%0) Racéo comercial (%)
Proteinas 37,98 18,60
Carboidratos 28,78 44,20
Lipideos 26,43 5
Umidade 3,64 NI
Cinzas 0,44 5,30
Fibras 2,73 5
Valor energético total (kcal) 504,91 keal 307

Fonte: Laboratorio de Nutricdo do INPA

NI= Nao informado

5.4 EFEITO DO TRATAMENTO PROFILATICO SOBRE A MASSA CORPORAL

O grupo de animais alimentados pela racdo comercial (GM1) em funcdo do periodo de
avaliacdo de oito semanas se ajusta em um modelo quadratico (p<0,003). O modelo
quadrético estimado é Yi=22,96+1,701 X;-0,1812X, que explica (R?*=23%). Observa-se que
0s animais alimentados pela racdo comercial apresentaram uma reducdo do ganho de massa
corporal (g) a partir da sétima semana com peso inicial de 24,92¢g e peso final de 25,179, com
um ganho de 0,25¢g (Figura 7-A).

O grupo de animais (GM2-Grupo Sham) [Controle Positivo] alimentado com Ragéo
Hiperlipidica (RH). O ganho de peso (g) em funcdo da avaliacdo de oito semanas é linear
positiva (p<0,0001). O modelo ¢é Y;=22,80+1,483X;, pela inclinacdo da reta, 0 peso aumenta
1,489 a cada semana, figura6-B. O peso inicial dos animais foi de 24,289 na primeira semana
e na ultima semana 34,649 aproximadamente, com ganho de 10,35g. O modelo é explicado
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por 63,9% dos dados, pelo coeficiente de determinagdo (R?). Todos os pesos dos animais
encontram-se dentro de (95%) do intervalo de predicéo, (Figura 7-B).

Os grupos (GM5 e GMB6), tratados profilaticamente (RH+tratamento concomitante) com
200 e 100mg/kg por dia respectivamente, com Extrato seco de Endopleura uchi por sete
semanas. Tendo o grupo (GM5) uma relagdo linear (p<0,003). O modelo linear é
Yi=30,38+0,7617 X;, com peso inicial 30,28g e peso final de 34,359 e ganho de 4,08g.
diferentemente do controle (GM2) que apresentou maior inclinacdo do que o grupo (GM5)
que explica fracamente a reta (R?=18,1%). Entretanto, com uma confianca de (95%) os pesos
dos animais encontram-se dentro do Intervalo de predicéo, conforme apresentado na figura 7-
C.

O grupo de animais (GM6), Figura 7-D apresentou uma relacdo linear positiva
(p<0,0001). A estimativa do modelo linear estimado é Y;=26,71+1,18 X;. Baseando-se na reta
estimada, o peso aumentou em 1,18g a cada semana, portanto, ndo diferindo do ajuste dos
grupos (GM5) e do controle (GM2). O peso dos animais do (GM6) na primeira semana é
27,439 e 35,749, ganho de 8,31g na Ultima semana. O modelo é explicado por 81,4% dos
dados ajustados (R?=81,4%). Deste modo, observa-se que na dose mais baixa da solugdo, néo
ocorre acao profilatica na contencdo do peso dos animais com 95% de confianca do intervalo
de predicéo.

Nos grupos (GM9 e GM10), tratados profilaticamente (RH+tratamento concomitante)
com 50 e 25mg/kg/dia de solucdo aquosa de Bergenina respectivamente, por sete semanas.
Observa-se que no grupo (GM9), em funcdo do periodo de tratamento pode-se ajustar tanto
por modelo linear, como quadratico, ambos ajustados (p<0,0001). Optou-se por descrever
pela forma quadratica Y;=23,52+2,81X; 0,24X;?, pois neste modelo, observa-se melhor as
mudancas dos pesos dos animais em funcdo da RH e do tratamento em questdo com um
coeficiente de determinacdo (R°=59,8%). Na primeira semana 0s animais pesavam 26,89 e
apresentaram um aumento de massa corporal até a sexta semana, para entdo apresentar
diminuicdo da massa corporal e peso final de 30,629, com ganho de apenas 3,72g, diferindo
do grupo GM2 e do grupo GM, (Figura7-E).

No grupo GM 10, verifica-se 0 mesmo comportamento do grupo GM9 com um peso
inicial de 26,38g e um peso final de 30,99g com um ganho de massa corporal, igual a 4,61g.

Portanto com diferenca significativa do grupo GM2, controle positivo. Figura 7-F.
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Figuras 7 A-(Grupo GM1), alimentados com dieta padrdo para camundongos; B-(Grupo GM2/Controle
positivo-Sham): alimentados com RH; (Grupo Profilatico): C-(Grupo GM5), alimentado por sete semanas e
tratado concomitantemente com 200mg/kg/dia com extrato seco de E. uchi; D-(Grupo GM6), alimentado por
sete semanas e tratados concomitantemente com 100mg/kg/dia com extrato seco de E. uchi; E-(Grupo GM9),
alimentado por sete semanas e tratados concomitantemente com 50mg/kg/dia com Bergenina; F-(Grupo

GM10), alimentado por sete semanas e tratados concomitantemente com 25mg/kg/dia com Bergenina.

5.5 EFEITO DO TRATAMENTO POS-INDUCAO SOBRE A MASSA CORPORAL

Nos grupos (GM3 e GM4), que tiveram um periodo de oito semanas de inducdo da

esteatose e mais sete semanas de tratamento propriamente dito com 200 e 100mg/kg/dia, de

extrato seco de E. uchi, respectivamente, verificou-se que, o grupo (GM3) permitiu um ajuste
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tanto pelo modelo linear como quadratico, ambos (p<0,0001). Com um coeficiente de
determinacdo (R?=80,6%) optou-se pelo ajuste quadréatico Y;=20,20+2,576X;-0,131X:,
permitindo ressaltar melhor as mudancas dos pesos dos animais. Os animais apresentaram um
aumento de peso linear até a nona semana, seguido da perda altamente significativa de massa
(9) a partir da décima semana, com um peso inicial de 23,63g, peso final de 30,199 e um
ganho de 6,51g, constatado, na figura 8.

O grupo (GM4) tratado da mesma forma que o grupo (GM3), com dose 50% menor
(100mg/kg/dia) de extrato seco de Endopleura uchi, foram ajustados pelo modelo quadrético
(p<0,0001), o que permitiu ressaltar melhor as mudancas dos pesos dos animais ao longo das
avaliacoes, pelo ajuste Y;=32,87+2,082 Xi-0,1263Xi2, com um coeficiente de determinagdo
(R?=43,7%). Verifica-se na figura 7-B, dentro do intervalo de predicdo (95%), que houve um
aumento de pesos até a oitava semana e a partir da nona semana houve perda significativa de
massa corporal (g) no grupo. Peso inicial do grupo GM4 foi de 35,289 e peso final de 36,759,
com ganho de 1,47g.

Nos grupos (GM7 e GMB8), que tiveram um periodo de oito semanas de inducdo da
esteatose e mais sete semanas de tratamento pos-inducao, com 50 e 25mg/kg/dia, de solugédo
aquosa de Bergenina, respectivamente. Verificou-se que, o grupo (GM7) permitiu um ajuste
tanto pelo modelo linear como quadratico, ambos (p<0,0001). No entanto, optou-se pelo
ajuste quadratico Y;=19,45-2,2847X;-0,1469 Xiz, com um coeficiente de determinacgdo
(R?=80,6%), que por ressaltar melhor as mudancas dos pesos dos animais. Os animais
apresentaram um aumento de peso linear até a nona semana com peso inicial de 22,549
seguido da perda altamente significativa de massa corporal (g) a partir da décima semana e
peso final de 29,29 e ganho final de 6,669, como pode ser constatado na figura 8-C.

O grupo (GMB8) tratado da mesma forma que o grupo (GM7), com dose 50% menor
(25mg/kg/dia) de extrato de solucdo aquosa de Bergenina, foram ajustados pelo modelo
quadrético (p<0,0001), por permitir ressaltar melhor as mudancas dos pesos dos animais ao
longo das avaliacBes, pelo ajuste Y;=17,32+3,449 X;-0,1791 Xi?, com um coeficiente de
determinacdo (R?=43,7%). Verifica-se na figura 8-D, dentro do intervalo de predicdo (95%),
com peso inicial de 21,299, aumento de pesos até a oitava semana e a partir da nona semana
houve perda significativa de massa corporal (g) ficando com um peso final de 29,35g e ganho
total de 8,05g.
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Fonte: O pesquisador

Figura 8: A-Grupo (GM1-Controle Negativo). B-Grupo (GM2-Controle Positivo). Grupos de
Tratamento Pés-indugdo. C-(Grupo GM3), alimentado com RH por oito semanas e tratados por mais sete
semanas com 200mg/kg/dia com extrato seco de E. uchi; D-(Grupo GM4), alimentado com RH por oito
semanas e tratados por mais sete semanas com 100mg/kg/dia com extrato seco de E. uchi; E-(Grupo GM7),
alimentado com RH por oito semanas e tratados por mais sete semanas com 50mg/kg/dia com Bergenina; F-
(Grupo GMB8) alimentado com RH por oito semanas e tratados por mais sete semanas com 25mg/kg/dia com

Bergenina.



68

5.6 EFEITO DOS TRATAMENTOS SOBRE OS PARAMETROS BIOQUIMICOS

A tabela 4 indica as analises bioguimicas dos grupos controles Negativo (GM1) e
Positivo (GM2) versus grupos tratados profilaticamente (Grupos GM5, GM6, GM9 e GM10),
com duas doses diferentes de ambas as solugbes, Endopleura uchi ou solugdo aquosa de

Bergenina, verificou-se que:

= GLICOSE: o grupo controle negativo (GM1) diferiu estatisticamente dos demais grupos
(GM2; GM5; GM6; GM9 e GM10), p<0,05.

= O grupo controle positivo (GM2) difere estatisticamente dos grupos (GM1 e GM6),
p<0,005 e ndo difere dos grupos dos grupos (GM5, GM9 e GM10), p>0,05.

= HbAlc: a hemoglobina glicosilada do grupo controle negativo (GM1), difere
estatisticamente dos grupos (GM5 e GM6), p<0,05. No entanto o (GM1) ndo difere
estatisticamente dos grupos (GM2, GM9 e GM10), p>0,05.

= O grupo GM2, difere estatisticamente do GM5(p<0,05) e nédo difere dos demais grupos
(GM1, GM6, GM9 e GM10), (p>0,05).

= COLESTEROL: o grupo (GM2) difere estatisticamente dos demais grupos (GM1, GMD5,
GM6, GM9 e GM10).

= TRIGLICERIDEOS: o grupo (GM1) n3o difere estatisticamente dos grupos (GM2, GM5,
GM6, GM9 e GM10), p>0,05. No entanto o grupo (GM2) diferiu estatisticamente dos
grupos (GM9 e GM10), p< 0,05.

=  TGP:Os grupos ndo diferiram estatisticamente entre si (p>0,05).

=  TGO: (GM1) ndo diferiu estatisticamente dos demais grupos (p>0,05). No entanto (GM2)
difere estatisticamente do grupo (GM9).
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Tabela 4: Andlise dos resultados bioquimicos (EPM) dos animais tratados profilaticamente
versus grupos controles, onde: ST (Sem Tratamento); EU (Solugdo reidratada do
extrato seco de Endopleura uchi); GM1 (Controle Negativo alimentado com dieta
comercial padrdo); GM2, Controle Positivo, alimentado com Racéo Hiperlipidica Sem
Tratamento (RH, ST).

Parametros  Glicose?  HbAlc'  Colesterol'  Triglicerideos® TGP! TGO!

Mg/dL (%) Mg/dL Mg/dL UL UIL
118,1° 4,5° 61,2° 50,0% 3gg:  27.2°
CMIET 116 (006  (389) 4.73) 708 (33D
222,4° 4,8 145,62 39,7° 4700 116°
CM2(T) wsy  ©2n  (1069) GE) (02 (242
GMS5
(200mg/kg ~ 280,6® 5,82 140,7° 46,5 39,00 12,2
E. uchi) (13,09)  (0,15) (11,90) (4,89) (7,27)  (2,87)
GM6
286,0° 5,2% 151,2% 49,0% 4400 222%
(100mg/kg
E uchi) (19,94)  (0,10) (4,64) (1,05) 12,26)  (413)
GM9 274,9%° 4,6° 117,3 83,4° 324 298
(50mg/kg/Ber)  (13,91)  (0,12) (7,73) (7,44) (11,76)  (5,44)
(zgr'r\u/l }12 . 24180 507 121,0° 85,3 325%  20,2%
By, 039 005 422 (1870)  (7.43)  (498)

Fonte: O pesquisador
(1) Médias seguidas de mesma letra (na vertical), ndo diferem entre si, pelo teste Tukey, (p>0,05).

(2) Média seguidas de mesma letra (na vertical), ndo diferem entre si, pelo teste ndo paramétrico de
Kruskal Wallis (p>0,05).

(3) (EPM) Erro padrdo da média

Na Tabela 5 estdo relatadas as andlises comparativas entre 0s grupos controles
negativos (GM1) e controle positivo (GM2) versus grupos de tratamento pés-indugdo (GM3,
GM4, GM7 e GMB8), com as solugdes de extrato seco reidratado de Endopleura uchi ou com
solugdo aquosa de Bergenina, em duas doses diferentes, conforme o grupo especifico, por 7

semanas apos o periodo de inducdo da esteatose, verificou-se que:

= : O grupo (GM1) difere estatisticamente dos demais grupos (GM2; GLICOSE GM3;
GM4; GM7 e GM8), p<0,05.

» O GRUPO (GM2): Néo difere estatisticamnte dos demais grupos (GM3; GM4; GM7 e
GMS8), p>0,05. Observa-se que o Grupo (GM7) difere dos grupos (GM3 e GM4).

= HbAlc: Ndo houve diferenca estatistica entre si nos grupos (p>0,05).
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= COLESTEROL: O grupo (GM1) difere estatisticamente entre os grupos (GM2 e
GM4), p<0,05. O grupo (GM2) difere estatisticamente dos grupos (GM1; GM3; GM7
e GM8), p<0,05. Por outro lado o grupo (GM2) néo difere dos grupos (GM4), p>0,05).
“Observa-se-se que (GM7, GM8 e GM3) foram efetivos”.

= TRIGLICERIDEOS: Os grupos néo diferiram entre si (p>0,05).

= TGP: O grupo (GM1) nao diferiram estatisticamente dos demais (p>0,05). O (GM2)
difere estatisticamente dos grupos (GM3), p>0,05.

TGO: Nao houve diferenca estatisticamente entre si (p>0,05).

Tabela 5: Analise bioquimica, (EPM) dos animais submetidos a tratamento pés-indugdo versus
grupos controles onde: ST (Sem Tratamento); EU (Solugéo reidratada do extrato seco de
Endopleura uchi); GM1 (Controle Negativo alimentado com dieta comercial padréo);
GMz2, Controle Positivo, alimentado com Racdo Hiperlipidica Sem Tratamento (RH,

ST).

. Glicose HbAlc | Colesterol Triglicerideos TGP TGO
Parametros |  \Mg/dL (%) Mg/dL Mg/dL ul/L ul/L
118,1° 4,5% 61,2° 50,0 38,8%° 27,2°
GML(ST) (1,16) (0,06) (3,89) (3,89) (7,08) | (3,33)
o 1 222,4% 4,8° 145,6° 39,72 47,07 11,5°
(17,51) (0,27) (10,63) (10,63) (7,02) | (243)

M3 243,6° 47 69,9 59,3° 12,3° 19,5°
(200mgkgEV) | (14,33) (0,06) (8,38) (8,38) 6,43) | (3.92)
M4 245,8° 4,8 124,8° 59,8% 43,9° 9,7
(LomgikgEV) | (13,96) (0,12) (6,52) (6,52) (4,14) | (0,56)
aMm7 181,2° 4,9° 93,0° 57,5% 22,5 22,0°
(50mg/ky/B) (12,87) (0,06) (5,97) (5,97) (5,69) | (7.74)
oM8 211,8%° 4,9 88,7" 57,22 30,0% 25,9°
(25mlke B) (10,92) (0,03) (4,61) (4,61) (542) | (7,01)

Fonte: O pesquisador
(1)Médias seguidas de mesma letra (na vertical) ndo diferem entre si pelo teste Tukey (p<0,05).
(2) EPM) Erro padrdo da média
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5.7 ANALISE ANATOMO-PATOLOGICA DOS FIGADOS DOS CAMUNDONGOS
5.7.1 Tratamento profilatico

Nas Figuras 9 verifica-se: A, os aspectos histolégicos de um figado normal; B, figado
com DHGNA induzida com RH; C e D, alteragdes histoldgicas nos grupos tratados
profilaticamente com extrato seco de Endopleura uchi nas doses de 200 e 100 mg/kg/dia. Nas
figuras E e F, as alteracOes observadas nos grupos tratados profilaticamente com solucéo

aquosa de Bergenina nas doses de 50 e 25mg/Kg/dia respectivamente.

Fonte: O pesquisador/ Deparatmento de Morfologia-UFAM.

Figura 9: A-controle negativo (GM1), verificou-se veia centro lobular (cv), esteatose < 5% em 50 %
dos animais e esteatose grau 2 em 16,7% dos animais. Celulas de Kupffer (k). B-Grupo (GM2), Grupo
Sham, Presenca de veia centrolobular (CV), esteatose grau 2 > em mais de 66%dos animais (S),
células de Kupffer (K), hepatécitos binucleados (*), area de necrose (n), apoptose (ap). Balonizagdo
(b).Grupos de tratamento Profilaticos: C-grupo (GM5), verifica-se esteatose grau 2 em 33 % dos
animais (s), presenca de veia centrolobular com goticulas de gordura(CV), células de Kupffer (K),
hepatdcitos binucleados (*). D- Grupo (GM®6), verifica-se esteatose grau 2 em 83,3 % dos animais (),
presenca de células de Kupffer (k), Triade Portal (pt), balonizacdo (b). E-Grupo (GMO9), verifica-se,
presenca de células de Kupffer (k), Veia centrolobular (cv), esteatose grau 2 em 66,6 % dos animais (s)
e balonizagdo (b). F- Grupo (GM10), verifica-se, presenca de esteatose grau 2 em 100% dos animais
(s), células de Kupffer (K), hepatécitos binucleados (*).
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5.7.2 Tratamentos curativos

Nas Figurasl10 (A e B), alteracGes histologicas nos grupos de animais tratados com
intencdo curativa com extrato seco de Endopleura uchi nas doses de 200 e 100 mg/kg/dia por
45 dias respectivamente, apds inducdo de DHGNA.

Nas figuras (C e D), alteracdes histolégicas nos grupos de animais tratados com
intencdo curativa com Bergenina nas doses de 50 e 25 mg/kg/dia por 45 dias respectivamente,
apos inducdo de DHGNA.

Fonte: O pesquisador/ Departamento de Morfologia-UFAM

Figuras 10 (Grupos de tratamentos p6s-inducéo), nos grupos GM3 e GM4 que foram alimentados com RH
por oito semanas e tratado por sete semanas com 200mg e 100mg/kg/dia de extrato seco de Endopleurauchi
respectivamente. A-(Grupo GM3), verifica-se esteatose Grau 2 em 33,3% dos animais (s), presenca de veia
centrolobular (cv), hepatdcitos binucleados (*) e células de Kupffer(K). B-(Grupo GM4), verifica-se veia
centro lobular (vc), esteatose grau 2 em 40 % dos animais(s), hepatocitos binucleados (*). Grupos (7 e
8)alimentados com RH 60 dias e tratado por 45 dias com 50mg e 25mg/kg/dia de Bergenina respectivamente.
C-(Grupo GMY), verifica-se presenca de células de Kupffer (k), Esteatose grau 2 em 20% dos animais (),
balonizacdo (b). D-(Grupo GM8), verifica-se, presenca de veia centrolobular (cv), esteatose grau 2 em 100%
dos animais (s), células de Kupffer (K), hepatdcitos binucleados (*).

5.7.3 Grau de esteatose

Seré apresentado um estudo descritivo dos dados com rela¢do ao grau de esteatose
nos grupos, Vvisto que o nimero de animais por grupo é pequeno (seis) comprometendo 0s
testes estatisticos.

Utilizando-se de um método semi-quantitativo para graduar a esteatose, atividade
inflamatdria e estadiar a fibrose na DHGNA proposto por Brunt et al. (1999), verificou-se que
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neste experimento, todos os animais desenvolveram esteatose com a racdo hiperlipidica
experimental proposta, exceto os animais do grupo 1 (Controle), que foram alimentados com
racdo comercial para camundongos. Neste grupo, 50% nédo desenvolveram esteatose; 33,3%
desenvolveram esteatose grau 1 e apenas 16,7% desenvolveram esteatose grau 2, isto por
caracteristicas proprias destes animais. Constatou-se também que o grau méaximo de esteatose
foi grau 2/3 sem nenhuma fibrose entre os animais.

No grupo Sham, controle positivo (GM2) alimentados com RH, 100% dos animais
desenvolveram esteatose, sendo 33,3% de esteatose grau 1 e 66,7% esteatose grau 2,
conforme a tabela 6.

Tabela 6: Distribuicéo do percentual dos animais alimentados com dieta padréo (GM1) e animais com
RH (GMZ2) versus grau de esteatose.

Grau de Esteatose (%)
Grupos
0 1 2
GM1 50,0 33,3 16,7
GM2 0,0 33,3 66,7

Fonte: O pesquisador

Analisando os tratamentos profilaticos com extrato seco de Endopleurauchi, nos
grupos (GM5) 200mg/kg/dia e grupo (GM6) 100mg/kg/dia, e com solucdo aquosa de
Bergenina nos grupos (GM9) 50mg/kg/dia e (GM10) 25mg/kg/dia, conjuntamente com a
inducdo da esteatose com Racédo Hiperlipidica (RH) por 7 semanas, verificou-se que:

O grupo (GMb5), apresentaram uma regressdo de 50% de esteatose grau 2 em
comparacdo ao grupo (GM2-Sham), referéncia de esteatose neste estudo. A maioria dos
animais desenvolveram esteatose grau 1. O mesmo nédo foi verificado no grupo GM6, que
mesmo recebendo tratamento em dose 50% menor, evoluiram com esteatose grau 2 na
maioria dos animais.

Da mesma forma, no grupo (GM9) verificou-se uma regressdo da esteatose,
chegando a evitar o desenvolvimento da esteatose em 16,7 % dos animais deste grupo, que
receberam 50mg/kg/dia, de Bergenina de forma profilatica (Tabela 7). A mesma resposta nao

foi verificada no grupo GM10, com dose 50% menor de solucdo de Bergenina.
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Tabela 7: Distribuicdo do percentual de esteatose no grupo GM2 e nos animais com tratamento
profilatico (GM5, GM6, GM9 e GM10) versus graus de esteatose.

Grau de Esteatose (%)
Grupos
0 1 2
Grupo GM2 0,0 33,3 66,7
Grupo GM5 0,0 66,7 33,3
Grupo GM6 0,0 16,7 83,3
Grupo GM9 16,7 19,7 66,6
Grupo GM10 0,0 0,0 100,0

Fonte: O pesquisador

Analisando os tratamentos pds-indugdo com extrato seco de Endopleurauchi, nos
grupos (GM3) 200mg/kg/dia e grupo (GM4) 100mg/kg/dia, e da solugdo aquosa de Bergenina
nos grupos (GM7) 50mg/kg/dia e (GM8) 25mg/kg/dia, com duragdo de sete semanas apos as
oito semanas de inducdo da DHGNA com RH.Constatou-se que 100% dos animais do grupo 2
desenvolveram esteatose e destes, 66,7% desenvolveram esteatose Grau 2 (moderada),
enguanto que no grupo trés, tratados com 200mg/kg/dia por sete semanas com extrato seco de
Endopleurauchi, apenas 83,3 % desenvolveram esteatose e destes apenas 33,3 %
apresentavam-se com grau 2 de esteatose, portanto 50% a menos que o grupo 2, além de uma
nitida regressdo do grau de esteatose em direcédo a resolugdo do quadro, quando 50 % deste
grupo apresentou esteatose grau 1 e 16,7 % ja sem esteatose. O mesmo ndo foi verificado com
0 grupo quatro, tratados apenas com 100 mg/kg/dia com mesma solugéo.

Sendo o grupo 2 o referencial desta inducdo de DHGNA nesta pesquisa, verificou-se
que apds o tratamento do grupo (GM7) com 50mg/kg/dia de solucdo aquosa de Bergenina o
percentual de animais que desenvolveu esteatose grau 2 neste grupo, baixou para 20% e que a
sua grande maioria encontra-se com grau 1 da esteatose demonstrando regressao dos graus de
esteatose em comparagdo ao grupo de referéncia. O mesmo néo foi verificado no grupo oito

(Tabela 8), tratado com 25mg/kg/dia de Bergenina.
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Tabela 8: Distribuicdo do percentual de esteatose no grupo GM2 e nos animais tratamento poés-
inducdo (GM3, GM4, GM7, GM8) versus grau de esteatose.

Grau de Esteatose (%)
Grupos
0 1 2
Grupo GM2 0,0 33,3 66,7
Grupo GM3 16,7 50,0 33,3
Grupo GM4 0,0 60,0 40,0
Grupo GM7 0,0 80,0 20,0
Grupo GM8 0,0 0,0 100,0

Fonte: O pesquisador
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6 DISCUSSAO

A Esteatose hepética, para ser definida como DHGNA necessita de comprovagao,
seja por imagem ultrassonografica e/ou histopatolégica, em individuos que ndo consomem
alcool ou o fazem de forma social (<20g/dia), sem desordens hereditarias que possam cursar
com esteatose (ex. Doenca de Wilson, hepatite C, Abeta lipoproteinemia, lipodistrofia, etc.) e
nédo estejam fazendo uso de nenhuma medicacéo esteatogénica (ex: Amiodarona, metotrexato,
corticosteroides), nutricdo Parenteral (CHALASANI et al., 2012).

Alguns fatores de risco, estdo associados a DHGNA e entre eles, o Diabetes Mellitus
(DM), Obesidade, Dislipidemias que associados a Hipertensdo Arterial (HA) e Resisténcia
Insulinica (RI) compde a chamada Sindrome Metabodlica (SM). Esta situagdo num contesto
mundial, encontra-se como a principal causa de doenca hepatica cronica (SOUZA et al.,
2012), podendo evoluir para EHNA e finalmente para cirrose com risco de desenvolver
carcinoma hepatocelular (CHC) (ASCHA et al., 2010).

Nesta pesquisa foi desenvolvido um modelo com animal de experimentacéo,
(camundongo C57BL/6J), que procurou mimetizar a0 maximo, a situagdo encontrada em
seres humanos, tais como obesidade e DHGNA, com suas alteracbes metabodlicas e
histologicas. Foram também realizados dois tratamentos tanto para obesidade como para
DHGNA, através de um fitoterapico (Endopleura uchi) e de seu principio ativo (Bergenina), a
fim de analisar a protecdo destas substancias contra a obesidade e a DHGNA.

Com a Racdo Hiperlipidica (RH), preparada no Laboratorio de Fisiologia do
ICB/UFAM, o proposito do desenvolvimento da obesidade, assim como das alteracGes
metabdlicas e histoldgicas da esteatose hepatica foram alcancados conforme veremos a seguir.

Analisando os resultados observados quanto ao ganho de massa corporal dos animais
do grupo controle negativo (GM1), alimentados com ragdo comercial para camundongos
versus grupo controle positivo Sham (GM2) alimentados com RH, verificou-se que o grupo
controle negativo (GM1) encontrava-se com 24,92g no inicio do experimento e 25,179 no
final das oito semanas. O grupo Sham controle positivo (GM2) teve aumento da massa
corporal de forma linear e exponencial, e, portanto significativa com p<0,0001, com 0 peso
inicial médio de 24,289 e com peso ao final da inducdo de 34,649 (Fig.7A e B). Dados estes
que confirmaram a eficiéncia da racdo experimental. Resultados semelhante foram verificados
por Buettner et al. (2006), quando definia o melhor tipo de dieta rica em gordura para
provocar obesidade e alteragdes metabdlicas que pudessem mimetizar as alteraces
verificadas em seres humanos vitimas da obesidade. Tschop; Helman (2001), em revisdo da
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literatura sobre modelos de obesidade em roedores, também concluiram que as dietas ricas em
gordura animal sdo as mais efetivas para desenvolverem obesidade com suas alteracdes
metabdlicas, similares a aquelas encontradas nos seres humanos.

Analisando-se os efeitos dos tratamentos profilaticos, foi verificado que os animais
do grupo (GM5) que receberam 200mg/kg/dia de extrato seco de E. uchi aumentaram o peso
corporal em 0,762g/semana, (Fig. 7C), com um peso inicial de 30,289 e peso de 34,359 ao
final de 7 semanas de inducdo e tratamento, diferentemente do grupo (GM2) controle positivo
que tiveram um aumento 1,48g/semana, (Fig. 7B), um peso inicial de 24,289 e um peso final
de 34,64, demonstrando que o extrato diminuiu o ganho de massa corporal dos animais grupo
(GM5)em torno de 50%. Fato mais significativo, foi verificado no grupo de animais tratados
profilaticamente com 50mg/kg/dia de solucdo aquosa de Bergenina, evitando um ganho
significativo de massa pela acdo profilatica da solucéo. (Fig. 7E). Nos grupos (GM6) tratados
com 100mg/kg/dia de extrato seco de E uchi e o grupo (GM10) tratados com 25mg/kg/dia de
solucdo aquosa de Bergenina, ndo foi verificado efeito profilatico significativo em relagdo ao
grupo controle, denotando um efeito dose dependente desta substancias.

Os efeitos dos tratamentos pos-inducdo, com extrato seco de E. uchi, nos grupos
(GM3 e GM4) e com solucgéo aquosa de Bergenina nos grupos (GM7 e GM8), foi verificado
efeito favoravel de ambas as substancias com resultados mais significativos, nas maiores
doses de ambas, no que diz respeito a redugdo da massa corporal, quando comparados ao
grupo (GM2), controle positivo.

N&o encontramos na literatura, pesquisa, utilizando, Extrato seco de E. uchi e /ou
Bergenina, no apoio ao tratamento da obesidade em animais de experimentacdo para
compararmos com 0s resultados desta pesquisa, porém trabalho semelhante realizado por
Caoet al. (2011), utilizando um cha tradicional da China (pu-erh) em 3 doses diferentes,
alcancou resultados favoraveis no controle de massa corporal de ratos com obesidade
induzida por dieta hiperlipidica. Kuoet al. (2005) analisaram 4 dos principais chas comerciais
na China (“oolong”, “preto”, “pu-erh” e “verde”) e verificaram que o cha “pu-erh” e “preto
fermentados” foram eficazes em suprimir a obesidade dos animais.

O impacto dos tratamentos sobre as varidaveis bioguimicas propostos neste
experimento demonstraram que 0s animais dos grupos controles (GM1 e GM?2)
desenvolveram valores de glicemia com diferencas significativas, confirmando que o grupo
controle negativo, ndo desenvolveu diabetes, ao contrario do grupo (GM2). Tendo estes

parametros iniciais com padrdo para os demais grupos, pode-se verificar que o tratamento
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profilatico de ambas as substdncias nas respectivas doses, ndo demonstraram resultados
favoraveis para controlar a hiperglicemia na vigéncia do tratamento junto com a RH.

Utilizando-se da hemoglobina glicada (HbALc) para verificacdo do nivel plasmatico
médio da glicemia nas 6 a 12 semanas precedentes, (WILLIAMSON et al., 2011), verificou-
se que apesar da hiperglicemia encontrada no dia da coleta, os niveis de HbAlc
permaneceram dentro de parametros de normalidade

Analisando o impacto do tratamento pos-inducdo de 8 semanas com RH, verificou-se
reducdo dos niveis de glicemia, apenas no grupo (GM7) tratado com 50mg/kg/dia de
Bergenina. Porém, nestes grupos de tratamento, todos os animais mantiveram valores da
HbA1c dentro da normalidade.

Resultados mais significativos sdo encontrados na literatura. Silva & Teixeira (2015)
analisando as propriedades bioldgicas da E. uchi, constataram efeito inibitorio de seu
principio ativo (Bergenina) e derivados sobre a alpha-glucosidase. Kumaret al
(2012)estudando uma leguminosa (Caesalpiniadigyna) que tem como principio ativo a
Bergenina, constataram reducdo nos niveis de glicose sanguinea, em todos 0s animais,
inclusive de animais previamente diabéticos, assim como efeito regenerativo das células beta
do pancreas.

Burcelin et al. (2002), investigando efeitos de dieta rica em lipideos, em
camundongos C57BL/6J, constataram um processo de adaptagdo metabdlica em que 50% dos
animais ficaram obesos e diabético, 10% magros diabéticos, 10% magros e ndo diabéticos, e
30% apresentaram um fendtipo intermediario, diferente deste experimento, onde 100% dos
animais, desenvolveram diabetes ndo insulino dependente. Os resultados podem ser
justificados em um provavel fundo genético que os tornam mais suscetiveis a fatores
ambientais ndo identificados combinados que os induz a uma obesidade e Diabetes de
gravidade variavel.

Além das alteracbes na homeostase da glicose nos grupos de animais alimentados
com RH desta pesquisa, verificaram-se, alteracfes nos niveis de colesterol e triglicerideos.
Houve diferenca significativa no nivel de colesterol nos animais alimentados com RH (GM2)
e os alimentados com racdo comercial padrdo (GM1). O mesmo comportamento nao foi
verificado nos niveis de triglicerideos.

Verificando-se 0 impacto dos tratamentos po6s-inducdo de ambas as substancias (E.
uchi e Bergenina) nas suas respectivas doses, constatou-se que os animais dos grupos (GM3,

GM7 e GMB8) apresentaram reducdo significativa dos niveis de colesterol, quando
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comparados ao Grupo controle positivo. Os niveis de triglicerideos ndo sofreram variagdes
significativo, mesmo no grupo controle positivo.

Kumar et al. (2012), constataram em sua pesquisa que a Bergenina reverteu o perfil
lipidico aumentado, nos animais alimentados com dieta rica em gordura, incluindo os
triglicerideos, utilizando doses 2,5, 5 e 10mg/kg, inferiores as doses utilizadas neste
experimento. Ambika & Saravanan (2013) reforcam em sua pesquisa, a a¢do antilipémica da
Bergenina.

Tanto em modelos animais de DHGNA como em seres humanos portadores desta
patologia, o perfil bioquimico desta doenca, costuma, além de alteraces no perfil lipidico e
glicémico, manifestar-se, dependendo do grau das doencas, alteragbes dos niveis das
transaminases, expressando de certa forma, a agressao ao hepatocito.

Neste experimento, ndo verificamos diferencas estatisticas significativa nos niveis de
TGO e TGP, talvez por estes animais terem desenvolvido apenas esteatose grau Il, com pouca
inflamac&o, conforme verificado nos exames histoldgicos.

No entanto, a literatura estd repleta de trabalhos cientificos confirmando a acédo
hepatoprotetora da Bergenina. Hikino et al. (1985) analisaram acdo anti-hepatotoxicas dos
taninos em cultura de células hepaticas intoxicadas por tetracloreto de carbono e
galactosamina e constataram que os taninos hidrossoliveis apresentaram intensa agao
inibitoria das transaminases. Lim et al. (2000), em um modelo animal de intoxicacdo por
tetracloreto de carbono (CCl,), constataram acdo hepatoprotetora, tratando os animais com
Mallotus japonicus, o qual possui a Bergenina como seu principal constituinte.

A DHGNA comumente estd associada a obesidade, Diabetes Mellitus, Hipertensdo
Arterial, Resisténcia Insulinica e Hiperlipidemia. Por fim, a DHGNA € considerada a
expressao hepatica da sindrome metabolica.

Sendo a DHGNA uma doenca metabdlica sistémica, seu tratamento esta baseado em
mudancas de habitos e de estilo de vida, incluindo perda de peso, diminuicdo da resisténcia
insulinica, melhora do perfil lipidico, evitando-se a desnutricdo que pode agravar o quadro de
EHNA (BRUNNER et al., 2019)

No presente estudo, objetivou-se um tratamento que possibilitasse melhora das
caracteristicas patoldgicas da DHGNA associada a alterages do peso corporal, da gordura
visceral e subcuténea, alcangando os componentes associados a DHGNA.

A capacidade hepatoprotetora de uma droga pode ser avaliada pelo grau de reducgéo
dos efeitos lesivos ou manutencdo dos mecanismos fisioldgicos hepaticos normais. Para essa

avaliacdo, TGO, TGP, FA e GGT sdo utilizadas como mecanismos indiretos para avaliar a
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condicdo hepatica Kumar et al. (2012), enquanto, a Histopatologia representa uma avaliacdo
direta.

Analisando os aspectos histopatoldgicos dos tratamentos no presente trabalho foi
observada regressdo significativa do grau de esteatose com dose de Bergenina de 50mg/kg e
do extrato seco de Endopleura uchi na dose de 200mg/kg. Hsu & Yen (2007) demonstraram
que ratos submetidos a dieta hipercaldrica apresentaram esteatose macrovesicular acentuada, e
regressdo do grau de esteatose no grupo que recebeu intervencdo com acido galico, também
presente na estrutura da Bergenina, sendo ela, um C-Glucosideo-4 metil acido galico.Os
mesmos resultados ndo foram encontrado nas doses menores, indicando que seus resultados
foram dose dependente.

Hong et al., (2000) encontraram resultados semelhantes ao utilizarem a planta Alisma
orientali, rica em triterpendides. Notaram que o tratamento com extrato metanolico de Alisma
orientalis, atenuou a esteatose hepéatica e a deposicdo de colageno no figado, de forma
semelhante ao presente trabalho desenvolvido. Triterpendides sdo substancias também
encontradas, em estudos fitoquimicos da Endoplura uchi.(MUNIZ, 2013; LAGOS, 2006;
LUNA et al.2000;)

Reforcando os resultados encontrados nesta pesquisa Hsu & Yen (2007), Chao et
al.,(2014), demonstraram que a administracdo de acido galico diminuiu notavelmente as
alteracGes causadas pela esteatose hepética grave, além dos niveis séricos de TGO e TGP em
camundongos com DHGNA induzida por dieta. Além de reverter o excesso de gordura
acumulada em forma de vacuolos no hepatdcito, a administracdo de acido galico reduziu os
niveis de triglicerideos, colesterol e acidos graxos no figado, indicando que o acido galico
melhora a esteatose hepatica e possui um potencial efeito hepatoprotetor.
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CONCLUSOES

Diante dos resultados encontrados na pesquisa, pudemos concluir que:

A racdo hiperlipidica (RH), elaborada no Laboratdrio de Fisiologia do ICB-UFAM, foi
eficiente no desenvolvimento de ganho de massa corporal assim como no
desenvolvimento da esteatose, tendo como grau maximo o grau 2/3.

Tanto o extrato seco de Endopleura uchi comoa solucéo aquosa da Bergenina nas suas
doses maiores foram eficiente em conter o avanco da obesidade dos animais tratados
profilaticamente assim como em reduzir a massa corporal nos tratados pés-indugéo.

N&o se constatou acdo hipoglicemiante em ambas as solucGes (Extrato seco da
Endopleura uchi e solucdo aquosa de Bergenina), porém, nenhum animal apresentou
alteracdes na HbAlc, o que expressaria um Diabetes cronico descompensado.

O Extrato seco da Endopleura uchi na dose de 200mg/kg/dia e a solucdo de Bergenina
nas duas doses ofertadas, (50 e 25mg/kg) foram eficientes em suprimir a
hipercolesterolemia nos grupos de tratamento pés-inducgéo.

Considerando um processo de adaptacdo metabdlica sofrido pelos animais do grupo
controle positivo, pode-se verificar que o Extrato seco de Endopleura uchi e a solugéo
de Bergenina foram eficientes em controlar os niveis de triglicerideos tanto no
tratamento profilatico como no tratamento pos-inducéo.

N&o foi possivel afirmar indiretamente a acdo protetora da célula hepética pelo Extrato
seco de Endopleura uchi, nem pela solucdo aquosa de Bergenina, tendo em vista,
valores normais das transaminases, inclusive no grupo controle positivo, o que pode
ser justificada, pela pouca inflamacdo e quase nenhuma necrose, no exame
histolégico.

O extrato seco da Endopleura uchi e a solugdo aquosa de Bergenina reduziram o
percentual de esteatose dos animais histologicamente.

Nos grupos de tratamento profilatico, foi constatado uma reducdo do grau 2 de
esteatose em 50% dos animais do grupo tratado com 200mg/kg/dia de Extrato seco de
Endopleura uchi e redugéo do grau de esteatose nos animais tratados com 50mg/kg/dia
de solucdo de Bergenina, sendo que 16,7% destes animais do grupo GM9, nao
chegaram nem a desenvolver esteatose.

Nos grupos de tratamento pos-inducdo com Extrato seco de Endopleura uchi foi
constatado uma reducgdo de 50% das esteatose grau 2, e 16, 7 %, ndo apresentara
esteatose. No grupo tratado com 50mg/kg/dia, com Solucédo de Bergenina, apenas 20%
dos animais apresentaram esteatose grau 2 e 80% encontravam-se com esteatose graul
(leve), se comparado ao grupo controle positivo (GM2), mostrando-se como potencial
produto farmacoldgico no apoio ao tratamento da obesidade e demais fatores,
envolvidos na sindrome metabolica, entre estes, o tratamento da DHGNA.
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ANEXO B

CN Lab Nutrition, Asian Group
CcNndvLAB 02 S, Towe A, S Yiion 8k ool
nutrition High-Tech Economic Zone Xian, Shaanxi P.R.China
Tel:+86 029-87300736 82443022
www.cnlab.ca
Certificate of Analysis
Product name: Bergenin
Batch Number: CN LAB180401 Manu, Date: Apr. 17, 2018
Batch Size 430KG Expiration Date: Apr. 19, 2018
Net Weight: 1KG Report Date Apr, 16, 2020
Storage Condition: Store in tight containers at controlled room temperature .
Items Specification Result Method
Maker Compounds 98.00% 98.13% By HPLC
_Organoleptic
_Appearance Fine Powder Conforms Visual
Color White erystal powder | Conforms Visual
 Taste Characteristic Conforms Organoleptic |
| Drying Method Vacuum drving Conforms
Identificati
(1) positive reaction Positive Conforms
(2) positive reaction Positive Conforms
Physical Characteristics
Particle Size NLT100%Through80 Conforms AOAC973.03(TQ 106)
Loss on Drving =6.,0% 4.13% Conforms
- Melting point 232-240°C 236.2-238 2 Conforms
Total Heavy Metals <10ppm Conforms | ICP/MS AOAC 993 14
Arsenic(As) <lppm Conforms ICP/MS AOAC 993.14
Lead(Pb) <lppm Conforms ICP/MS AOAC 993 14
Mercurv(Hg) <0.05ppm Conforms ICP/MS AOAC 993 14
Cadmium (Cd) <lppm Conforms ICP/MS AOAC 993.14
_Microbiological Tests
 Total Yeast & Mold <1.00cfu/g 10cfu/g FDA(BAM) 7thEd. |
E Coli Negative Negative USP33.NF28.2010
monell Negative Negative USP33 NF28.2010
Staphylococcus Negative Negative USP33,NF28,2010
stenlization method High temperature stenlizing
Conclusion: Conforms to in-USA standard
Tested by Yajuan Wei | Approved by | Na Ruan

Maximum absorption should be at 275mm and 220nm



APENDICE A

PROTOCOLO PARA AVALIACAO HISTOLOGICA BASEADO NA CLASSIFICACAODE
BRUNT, (1999).

Grau e Estagio de EHNA
e fibrose pelo protocolo

Descricdo dos achados- 10 Varidveis importantes a obs. (Brunt):
1) Esteatose Macro vesicular, 2) Balonizacdo hepética, 3) inflamacgdo intra-
acinar (Leucocitos polimorfonucleares, linfocitos, plasmocitos e outros

de Brunt. mononucleares, eosinofilos e microgranulomas), 4) Inflamagdo da Triade
G=Grau Portal, 5) Hialino da Mallory, 6) Células PAS-D Kupffer, 7) Nucleos
Grupo E= Estag,iamento Glicogenados, 8) Lipogranulomas, 9) Deposito de ferro hepatocelular, 10)
F= Fibrose ’ corpos acidéfilos.
1) Esteatose (0) - (1) - (2) - (3). 2) Balonizagdo {zona-(1) (2) (3)}. (Leve),
(marcante). 3) Inflamagdo intra-acinar (0) - (1) -(2) -(3). 4) Inf. da Triade
(G0) (G1) (G2) (G3) Portal (ausente)- (leve)- (moderada)- (severa). 5) Hialinos de Mallory (0) -
Al (EL) (E2) (E3) (E4) (2) - (2). 6) Cel. PAS-D Kupffer (0) - (1) - (2) - (3). 7) Nucleos Glicogenados
(FO) (F1) (F2) (F3) (F4) {(0)-(1) - (2) - (3). 8) Lipogranulomas (local da presenca) (ausente)- (raros)-
(Ocasionais)- (severa). 9) Ferro intra-hepatocitario (0) - (1) - (2) - (3) - (4).
10) Corpos Acidofilos (0) - (1) - (2) - (3) - (4), com inf. intra-acinar.
1) Esteatose (0) - (1) - (2) - (3). 2) Balonizagdo {zona-(1) (2) (3)}. (Leve),
(marcante). 3) Inflamagdo intra-acinar (0) - (1) -(2) -(3). 4) Inf. da Triade
(G0) (G1) (G2) (G3) Portal (ausente)- (leve)- (moderada)- (severa). 5) Hialinos de Mallory (0) -
A2 (E1) (E2) (E3) (E4) (1) - (2). 6) Cel. PAS-D Kupffer (0) - (1) - (2) - (3). 7) Nucleos Glicogenados
(FO) (F1) (F2) (F3) (F4) |(0)-(1) - (2) - (3). 8) Lipogranulomas (local da presenga) (ausente)- (raros)-
(Ocasionais)- (severa). 9) Ferro intra-hepatocitério (0) - (1) - (2) - (3) - (4).
10) Corpos Acidéfilos (0) - (1) - (2) - (3) - (4), com inf. intra-acinar.
1) Esteatose (0) - (1) - (2) - (3). 2) Balonizagdo {zona-(1) (2) (3)}. (Leve),
(marcante). 3) Inflamagéo intra-acinar (0) - (1) -(2) -(3). 4) Inf. da Triade
(G0) (G1) (G2) (G3) Portal (ausente)- (leve)- (moderada)- (severa). 5) Hialinos de Mallory (0) -
G A3 (EL) (E2) (E3) (E4) (1) - (2). 6) Cel. PAS-D Kupffer (0) - (1) - (2) - (3). 7) Nucleos Glicogenados
R (FO) (F1) (F2) (F3) (F4) {(0)-(1) - (2) - (3). 8) Lipogranulomas (local da presenca) (ausente)- (raros)-
U (Ocasionais)- (severa). 9) Ferro intra-hepatocitario (0) - (1) - (2) - (3) - (4).
p 10) Corpos Acidofilos (0) - (1) - (2) - (3) - (4), com inf. intra-acinar.
o 1) Esteatose (0) - (1) - (2) - (3). 2) Balonizacdo {zona-(1) (2) (3)}. (Leve),
(marcante). 3) Inflamagdo intra-acinar (0) - (1) -(2) -(3). 4) Inf. da Triade
GM (G0) (G1) (G2) (G3) Portal (ausente)- (leve)- (moderada)- (severa). 5) Hialinos de Mallory (0) -
A4 (E1) (E2) (E3) (E4) (1) - (2). 6) Cel. PAS-D Kupffer (0) - (1) - (2) - (3). 7) Nucleos Glicogenados
(FO) (F1) (F2) (F3) (F4) |(0)-(1) - (2) - (3). 8) Lipogranulomas (local da presenga) (ausente)- (raros)-
(Ocasionais)- (severa). 9) Ferro intra-hepatocitario (0) - (1) - (2) - (3) - (4).
10) Corpos Acidéfilos (0) - (1) - (2) - (3) - (4), com inf. intra-acinar.
1) Esteatose (0) - (1) - (2) - (3). 2) Balonizacdo {zona-(1) (2) (3)}. (Leve),
(marcante). 3) Inflamagéo intra-acinar (0) - (1) -(2) -(3). 4) Inf. da Triade
(GO) (G1) (G2) (G3) Portal (ausente)- (leve)- (moderada)- (severa). 5) Hialinos de Mallory (0) -
A5 (EL) (E2) (E3) (E4) (1) - (2). 6) Cel. PAS-D Kupffer (0) - (1) - (2) - (3). 7) Nucleos Glicogenados
(FO) (F1) (F2) (F3) (F4) i(0)-(1) - (2) - (3). 8) Lipogranulomas (local da presenga) (ausente)- (raros)-
(Ocasionais)- (severa). 9) Ferro intra-hepatocitario (0) - (1) - (2) - (3) - (4).
10) Corpos Acidofilos (0) - (1) - (2) - (3) - (4), com inf. intra-acinar.
1) Esteatose (0) - (1) - (2) - (3). 2) Balonizagdo {zona-(1) (2) (3)}. (Leve),
(marcante). 3) Inflamagdo intra-acinar (0) - (1) -(2) -(3). 4) Inf. da Triade
(G0) (G1) (G2) (G3) Portal (ausente)- (leve)- (moderada)- (severa). 5) Hialinos de Mallory (0) -
A6 (E1) (E2) (E3) (E4) (1) - (2). 6) Cel. PAS-D Kupffer (0) - (1) - (2) - (3). 7) Nucleos Glicogenados
(FO) (F1) (F2) (F3) (F4) |(0)-(1) - (2) - (3). 8) Lipogranulomas (local da presenga) (ausente)- (raros)-
(Ocasionais)- (severa). 9) Ferro intra-hepatocitario (0) - (1) - (2) - (3) - (4).
10) Corpos Acidéfilos (0) - (1) - (2) - (3) - (4), com inf. intra-acinar.




APENDICE B

Quadro 5: Analise descritiva dos resultados bioquimicos dos grupos de tratamentos profilaticos.

GLICOSE
Grupos Glicose Erro Padrdo | Quartil_1 | Quartil 3 { Minimo { Maximo N° (ICM)
GM1 118,12 1,16 115,80 120,85 115,60 | 121,30 5 (114,90; 121,34)
GM2 222,43 17,51 187,75 270,88 180,40 | 282,20 6 (177,43; 267,44)
GM5 280,64 13,09 261,15 306,25 | 258,70 | 330,70 5 (244,29; 316,99)
GM6 286,04 19,94 246,45 328,20 | 227,60 | 344,40 5 (230,68; 341,40)
GM9 274,94 13,91 245,80 300,45 | 227,60 | 309,30 5 (236,31; 313,57)
GM10 247,35 9,38 231,33 260,38 | 217,30 | 286,70 6 (223,23; 271,47)
HbAlc
Grupos HbAlc Erro Padrdo | Quartil_1 | Quartil_3 | Minimo | Maximo n (ICM)
GM1 4,53 0,06 4,45 4,63 4,30 4,70 6 (4,3900; 4,6767)
GM2 4,83 0,27 4,38 5,25 4,00 6,00 6 (4,1351; 5,5316)
GM5 5,75 0,15 5,43 6,05 5,20 6,20 6 (5,3702; 6,1298)
GM6 5,22 0,10 4,90 5,43 4,90 5,50 6 (4,9477; 5,4856)
GM9 4,56 0,12 4,35 4,80 4,20 4,90 5 (4,2362; 4,8838)
GM10 5,00 0,06 4,88 513 4,80 5,20 6 (4,8516; 5,1484)
COLESTEROL
Grupos Colesterol Erro Padrdo | Quartil 1 | Quartil 3 | Minimo { Maximo n (ICM)
GM1 61,24 3,89 53,10 70,35 52,60 70,80 5 (50,43; 72,05)
GM2 145,60 10,63 128,68 162,93 104,30 | 183,70 6 (118,27; 172,93)
GM5 140,68 11,90 119,35 162,68 87,10 165,60 6 (110,09; 171,28)
GM6 151,20 4,64 143,50 162,25 143,50 | 165,60 5 (138,32; 164,08)
GM9 117,32 7,73 103,35 135,40 98,60 139,70 5 (95,87; 138,77)
GM10 121,03 4,22 113,60 133,48 110,00 | 134,90 6 (110,18; 131,88)
TRIGLICERIDEOS
Grupos | Triglicerideos | Erro Padrdo | Quartil 1 | Quartil_3 { Minimo { Maximo n (ICM)
GM1 50,0 4,73 42,50 60,00 40 67 5 (36,86; 63,14)
GM2 39,67 3,57 33,75 49,75 30 52 6 (30,50; 48,83)
GM5 46,50 4,89 32,35 55,25 30 59 6 (33,932; 59,07)
GM6 49,00 1,05 47,00 51,50 47 52 5 (46,09; 51,91)
GM9 83,40 7,44 69,50 100,00 67 108 5 (. 62,74;104,02)
GM10 85,30 18,70 55,80 108,30 52 175 6 (37.33; 133,34)
TGP Oou ALT
Grupos TGP Erro Padrdo | Quartil_1 | Quartil_3 | Minimo | Maximo n (ICM)
GM1 27,20 3,37 20,50 34,00 18,00 38,00 5 (17,85; 36,55)
GM2 11,60 2,42 8,00 16,00 8,00 21,00 5 (4,88; 18,32)
GM5 12,17 2,87 5,00 20,25 5,00 21,00 6 (4,79; 19,54)
GM6 22,25 4,13 14,75 30,50 14,00 32,00 4 (9,10; 35.40)
GM9 29,80 5,44 17,00 39,50 13,00 41,00 5 (14,71; 44,89)
GM10 20,17 4,98 5,00 30,00 5,00 33,00 6 (7,36; 32,97)




TGO ou AST

Grupos TGO Erro Padrdo | Quartil 1 | Quartil 3 | Minimo | Maximo n (ICM)
GM1 38,83 7,08 25,54 52,12 17,02 60,80 5 (19,17; 58,48)
GM2 47,04 7,02 34,36 60,71 21,48 71,45 6 (28,99; 65,10)
GM5 38,92 7,27 24,15 55,96 10,09 56,85 6 (20,23; 57,43)
GM6 45,09 12,26 20,29 65,76 15,68 66,214 4 (6,08; 84,10)

, ESTA 32,58 11,75 7,88 59,89 4,54 61,33 5 (4,54; 65,23)
GM10 32,64 7,43 15,92 54,67 14,97 55,65 6 (13,54; 51,74)

ICM: Intervalo de Confianca da Média

Quadro 6: Analise descritiva dos resultados bioguimicos dos grupos de tratamentos curativos.

GLICOSE
Grupos Glicose Erro Padrdo | Quartil_1 | Quartil_ 3 { Minimo { Maximo NC (ICM)
GM1 118,12 1,16 115,80 120,85 115,60 121,30 5 (114,90; 121,34)
GM2 222,43 17,51 187,75 270,88 180,40 | 282,20 6 (177,43; 267,44)
GM3 243,55 14,33 206,13 275,03 192,40 | 278,70 6 (206,71; 280,39)
GM4 245,85 13,96 219,70 285,70 203,20 | 289,90 6 (209,96; 281,74)
GM7 181,17 12,87 157,58 200,28 146,40 | 237,10 6 (148,08; 214,25)
GM8 211,83 10,92 193,13 235,08 181,80 | 256,90 6 (183,77; 239.90)
HbAlc.
Grupos HB1C Erro Padrdo | Quartil_1 | Quartil_3 | Minimo | Maximo n (ICM)
GM1 4,53 0,06 4,45 4,63 4,30 4,70 6 (4,3900; 4,6767)
GM2 4,83 0,27 4,38 5,25 4,00 6,00 6 (4,1351; 5,5316)
GM3 4,70 0,06 4,58 4,83 4,50 4,90 6 (4,5516; 4,8484)
GM4 4,78 0,12 4,60 5,03 4,30 5,10 6 (4,4834; 5,0832)
GM7 4,87 0,06 4,70 5,00 4,70 5,00 6 (4,7233; 5,0100)
GM8 4,82 0,03 4,78 4,90 4,70 4,90 6 (4,7377; 4,8957)
COLESTEROL
Grupos Colesterol Erro Padrdo | Quartil 1 | Quartil 3 | Minimo { Maximo n (ICM)
GM1 61,24 3,89 53,10 70,35 52,60 70,80 5 (50,43; 72,05)
GM2 145,60 10,63 128,68 162,93 104,30 183,70 6 (118,27; 172,93)
GM3 69,87 8,38 52,85 83,03 33,50 90,90 6 (48,32; 91,41)
GM4 124,83 6,52 111,65 134,85 98,30 145,20 6 (108,07; 141,59)
GM7 92,97 5,97 82,78 102,05 77,00 119,60 6 (77,63; 108,30)
GM8 88,75 4,61 82,15 97,48 70,30 104,30 6 (76,90; 100,59)
TRIGLICERIDEOS
Grupos | Triglicerideos | Erro Padrdo | Quartil 1 | Quartil_3 | Minimo | Méaximo n (ICM)
GM1 50,00 4,73 42,50 60,00 40 67 5 (36,86; 63,14)
GM2 39,67 3,57 33,75 49,75 30 52 6 (30,50; 48,83)
GM3 59,33 5,73 49,50 70,50 45 84 6 (44,62; 74,05)




GM4 59,83 5,42 48,50 71,75 41 77 (45,90; 73,76)
GM7 57,50 4,93 49,75 67,75 46 79 (44,82; 70,18)
GM8 57,17 3,75 47,50 67,25 46 68 (47,52; 66,82)
TGP=ALT
Grupos TGP Erro Padrdo | Quartil_1 | Quartil 3 | Minimo { Maximo n (ICM)
GM1 27,20 3,37 20,50 34,00 18,00 38,00 5 (17,85; 36,55)
GM2 11,60 2,42 8,00 16,00 8,00 21,00 5 (4,88; 18,32)
GM3 19,50 3,93 11,50 30,25 7,00 31,00 6 (9,40; 29,60)
GM4 9,50 0,56 8,75 10,50 8,00 12,00 6 (8,05; 10,95)
GM7 22,00 7,64 11,25 32,00 9,00 59,00 6 (2,36; 41,64)
GM8 26,00 7,03 10,75 38,25 10,00 54,00 6 (7,92; 44,08)
TGO
Grupos TGO Erro Padrdo | Quartil 1 | Quartil 3 { Minimo { Maximo n (ICM)
GM1 38,83 7,08 25,54 52,12 17,02 60,80 5 (19,17; 58,48)
GM2 47,04 7,02 34,36 60,71 21,48 71,45 6 (28,99; 65,10)
GM3 12,27 6,43 4,30 17,50 2,75 44,17 6 (2,75; 28,81)
GM4 43,92 4,14 36,96 54,13 27,63 55,66 6 (33,27; 54,56)
GM7 22,53 5,69 12,60 37,82 1,95 38,21 6 (7,91; 37,16)
GM8 29,94 5,42 19,47 42,39 10,56 43,77 6 (16,02; 43,86)

ICM: Intervalo de Confianca da Meédia
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Efeito do cha de uxi (Endopleura uchi) na esteatose hepatica
Effect of Uxi (Endopleura uchi) tea in hepatic steatosis

Natasha Valois Castelo Branco', Helber Freitas Alagia’, Francisco Marcelo Saraiva Luna', Diego Miléo de Oliveira
Freitas', Fernando César Faganha Fonseca?, Francisca das Chagas do Amaral Souza®, Denise Morais Lopes Galeno',
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Recebido da Universidade Federal do Amazonas.

RESUMO

OBJETIVO: Avaliar o cfcito da Endopleura uchi na esteatose he-
pética ndo alcodlica em ratos obesos. METODOS: Foi realizada
a indugdo da dislipidemia por meio do tracamento com ragio
a base de banha de porco. Foram urilizados 12 ratos machos
pesando, em média, 250g. Esses animais foram divididos em
dois grupos, com seis animais cada, formando o Grupo Contro-
le e 0 Grupo Uxi, tratado com Endopleura uchi. Foram analisa-
dos ganho de massa corporal, consumo de ragio, concentragio
plasmitica de colesterol, triglicerideos, HDL-c, LDL-c, VLDL,
glicose, TGO ¢ TGP. RESULTADOS: Os grupos que consu-
miram o chd de uxi tiveram redugio significativa no ganho de
massa corporal (75,9%), bem como na esteatose macro e mi-
crovesicular, sendo observada diminuicio de 50% do grau da
esteatose do grupo que ingeriu o chd de uxi. Além disso, nossos
resultados também apresentaram redugio da balonizagio hepa-
tocelular ¢ do infiltrado inflamatério, além do grau de fibrose
presente em alguns casos. CONCLUSAO: O chi de Endopleura
uchi nio alterou significativamente as concentracoes das amino-
transferases, mas reduziu significativamente os parimetros his-
tolégicos relacionados 2 esteatose nio alcodlica, além de redugio
no colesterol total, LDL.

Descritores : Obesidade/complicagoes; Figado gorduroso; Me-
dicina herbdria; Fitoterapia
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ABSTRACT

OBJECTIVE: To evaluate the effect of “Endopleura uchi” in
nonalcoholic hepatic steatosis in obese mice. METHODS: The
induction of dyslipidemia was performed through treatment
with a pork lard-based dict. Twelve male rats weighing 250
g on average were used. These animals were divided into 2
groups of 6 animals each, forming the Control Group and the
Uxi group, treated with Endopleura uchi. The body mass gain,
feed intake, plasma concentration of cholesterol, triglycerides,
HDL-C, LDL-C, VLDL, glucose, AST, and GTP were analyzed.
RESULTS: The groups using Uxi tea had a significant reduction
in body mass gain (75.9 %), and a reduction in macro- and
microvesicular steatosis, with 2 50% reduction in the degree
of steatosis being observed in the group that ingested Usxi
tea. Furthermore, our results also showed a reduction in
hepatocellular ballooning and inflammatory infiltrate, and in the
degree of fibrosis present in some cases. CONCLUSION: The tea
“Endopleura uchi” did not significantly alter the concentrations
of aminotransferases; but it reduced the histological parameters
related to nonalcoholic steatosis significantly; and reduced total
cholesterol, LDL.

Keywords: Obesity/complications; Fatty liver; Herbal Medicine;
Phytotherapy

INTRODUCAO

A obesidade ¢ o maior problema de saide da atualidade ¢
acinge individuos de todas as classes sociais, tem etiologia here-
ditdria e induz a um estado de m4 nutrigio, em decorréncia de
um distirbio no balanccamento dos nutrientes, ocasionado,
entre outros fatores, pelo excesso alimentar. O peso excessivo
causa problemas psicolégicos, frustragées ¢ infelicidade, além de
gama enorme de doengas lesivas. Esse problema também aco-
mete criangas.

A obesidade tem representado, nas tiltimas décadas, um grande
problema de saide publica, sendo considerada uma epidemia
global pela Organizacio Mundial da Satide e o principal fator
de risco para a obesidade na idade adulta. Nos tltimos 10 anos,
essa doenga tem crescido em torno de 10 a 40% na maioria dos
paises europeus. No Brasil, acomete cerca-de 30% das criangas,
principalmente em familias de média e alta renda.”

A obesidade estd frequentemente associada com alteracoes
morfoldgicas hepéticas, como esteatose, esteato-hepatire, fibrose
e cirrose. A esteatose, ou figado gorduroso, é a mais comum delas,
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