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RESUMO

A composicdo de macronutrientes da dieta, particularmente o alto consumo
independente de carboidrato dietético, acUcares simples, gorduras, proteinas e a
baixa ingestdo de fibra podem estar associados ao risco de desenvolver doencas
hepéticas como a Doenca hepética gordurosa néo alcoolica (DHGNA). Os modelos
de dieta em animais permitem que os pesquisadores controlem fatores genéticos e
ambientais que possam influenciar o desenvolvimento da doenga e suas
complicacBes secundérias, ganhando assim informagdes Uteis sobre seu manejo e
tratamento. Sabe-se que a ingestao total de calorias altas esta associada a DHGNA
e esteato-hepatite ndo alcodlica, e varios estudos tém sido focados no papel de
nutrientes especificos, como gorduras saturadas e carboidratos, no desenvolvimento
e transicdo da doenca. O objetivo deste estudo € avaliar as alteracdes metabdlicas e
teciduais hepaticas em um novo modelo experimental de dieta hipercalérica. Foram
utilizadas 16 ratas divididas em dois grupos: grupo dieta padrdo e grupo dieta
hipercalérica, com 8 animais cada. As ratas foram submetidas & analise dos
seguintes parametros no tecido hepético: dosagem dos nivéis de malondialdeido
(MDA), glutationa (GSH), e a atividade de mieloperoxidase (MPO). As amostras de
figado também foram sujeitas a avaliacado histopatoldgica. Por fim, foram dosados os
niveis séricos de aspartato aminotransferase (AST), alanina aminotransferase (ALT),
albumina (ALB), fosfatase alcalina (FAL), acido urico (AU) e colesterol total (CT),
calcio (Ca), ureia e HDL. Os resultados mostraram que houve uma diferenca
significativa no MDA, GSH, colesterol total (CT), ALT, ALB, AU, célcio (Ca) e HDL. A
avaliacdo histopatologica apresentou um escore baixo, insuficiente para a
classificacdo da DHGNA. Em conclusdo, foi possivel observar que os danos
hepéticos decorrentes da dieta hipercal6rica experimental em ratos nao apresentam
extensado e severidade associados com a DHGNA. Em virtude disso, ressalta-se que
esse modelo permite estudar a associacdo entre a Dieta hipercal6rica (DHC) com
outras comorbidades.

Palavras-chave: Figado gordo, modelos animais, comorbidades, dieta, DHGNA.



ABSTRACT

The macronutrient composition of the diet, particularly high intakes of dietary
carbohydrate, simple sugars, fats, proteins and low fiber intake may be associated
with the risk of developing liver diseases such as non-alcoholic fatty liver disease
(NAFLD). Animal diet models allow researchers to control genetic and environmental
factors that may influence the development of the disease and its secondary
complications, thus gaining useful information about its management and treatment.
It is known that the total intake of high calories is associated with NAFLD and non-
alcoholic steatohepatitis, and several studies have focused on the role of specific
nutrients, such as saturated fats and carbohydrates, in the development and
transition of the disease. The objective of this study is to evaluate metabolic and
hepatic tissue changes in a new experimental model of hypercaloric diet. Sixteen rats
were divided into two groups: the standard diet group and the hypercaloric diet
group, with 8 animals each. The rats were submitted to analysis of the following
parameters in hepatic tissue: dosage of malondialdehyde (MDA) levels, glutathione
(GSH), and myeloperoxidase activity (MPO). Liver samples were also subjected to
histopathological evaluation. Serum levels of aspartate aminotransferase (AST),
alanine aminotransferase (ALT), albumin (ALB), alkaline phosphatase (FAL), uric
acid and total cholesterol (TC), calcium (CA), urea and HDL. The results showed that
there was a significant difference in MDA, GSH, total cholesterol (CT), ALT, ALB, AU,
calcium (CA) and HDL. The histopathological evaluation presented a low score,
insufficient for the classification of NAFLD. In conclusion, it was possible to observe
that hepatic damages resulting from the experimental hypercaloric diet in rats did not
present the extension and severity associated with NAFLD. As a result of this, it is
emphasized that this model allows to study the association between the Hypercaloric
Diet (DHC) and other comorbidities.

Keywords: Fatty liver, animal models, comorbidities, diet, NAFLD
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1 INTRODUCAO

Os modelos de dieta em animais permitem que 0s pesquisadores controlem,
in vivo, fatores genéticos e ambientais que possam influenciar o desenvolvimento da
doenca e suas complicacdes secundarias, ganhando assim informacgdes Uteis sobre
seu manejo e tratamento (LOZANO et al., 2016). Varios estudos tém focado no
papel de nutrientes especificos, como gorduras saturadas e carboidratos, no
desenvolvimento e transicdo da DHGNA (TOSHIMITSU et al., 2007; TETRI et al.,
2008). Parry e Hodson (2017) analisaram o0s estudos observacionais e de
intervencao disponiveis que investigaram a influéncia de macronutrientes dietéticos
no teor de gordura hepatica e concluiram que o consumo de uma dieta hipercalérica
aumentou o teor de gordura do figado e, inversamente, o consumo de uma dieta
hipocaldrica diminuiu o teor de gordura hepética.

O consumo de dietas hipercaldricas levam a um estado obesogénico,
aumentando o risco de desenvolver doencas associadas a distlirbios metabdlicos,
como a sindrome metabdlica (SM) (AUBERVAL et al.,, 2014). A SM tornou-se um
problema de saude publica em todo o mundo e é definido por uma combinacéo de
varias anormalidades metabdlicas: tolerancia a glicose prejudicada ou resisténcia a
insulina, alteracdo da pressao arterial, dislipidemia, alteracdes cardiovasculares e
obesidade central (CAMERON et al, 2007; GHEZZI et al, 2012).

A resisténcia a insulina e a acumulacdo excessiva de lipidios estédo fortemente
associadas a Doenca hepatica gordurosa nao alcéolica (DHGNA), que representa a
manifestacdo hepatica de uma deficiéncia sistémica da rede de insulina
(BUGIANESI et al., 2010). Esta patogénese € multifatorial e inclui alteragcdes no
metabolismo lipidico, com acumulacdo aberrante de triglicerideos, disfuncéo
mitocondrial, inflamacgé&o e estresse oxidativo. Como resultado do estresse oxidativo,
h& uma propagacédo de espécies reativas de oxigénio, produzidas por peroxidacao
lipidica, como o malondialdeido (MDA) e a redugdo de moléculas antioxidantes
como a glutationa (GSH) (TAKAKI et al., 2013). Segundo Tannaz, puneeta e Maitreyi
(2017) a composicdo de macronutrientes da dieta, o alto consumo de carboidrato
dietético, acucares simples, gorduras, proteinas e a baixa ingestdo de fibra pode
estar associada ao risco de desenvolver doencas hepaticas como a DHGNA.

A DHGNA é a doenca hepética crébnica mais comum no mundo

industrializado e se tornard um dos desafios mais importantes para a saude
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publica nas proximas décadas por suas complicacdes hepéticas e extra-hepéticas
(DELLA et al., 2017). Esta patologia apresenta um espectro de doencas hepéticas
variando de esteatose simples a esteato-hepatite ndo alcoodlica (EHNA), que é
determinada pela presenca de esteatose hepatica e inflamacgéo, associada com a
morte de hepatdcitos; muitos pacientes evoluem para fibrose / cirrose e insuficiéncia
hepética (DOU et al., 2018). A DHGNA ¢é diagnosticada histologicamente quando
ocorre acumulacao de lipidio em > 5% de hepatécitos (TANDRA et al., 2011;
CHALASANI et al., 2012).

O reconhecimento do potencial evolutivo da DHGNA e a sua alta prevaléncia
na populacdo mundial, sdo os principais motivos que despertam o interesse dos
pesquisadores para realizar estudos relacionados a essa patologia. O aumento do
reconhecimento da doenca e os esforcos adicionais para elucidar sua patogénese
levaram a uma elevacdo no uso dos modelos animais de DHGNA nos ultimos
anos (LAU; ZHANG, 2017; IBRAHIM et al.,, 2016). Os modelos de animais
contribuiram bastante para o estudo da DHGNA. No entanto, deve-se notar que o
tempo de inicio e grau de ambas as caracteristicas metabdlicas e DHGNA é
dependente de espécies, estirpe, sexo e composicdo da microbiota intestinal, bem
como o teor de gordura na dieta (HERCK, VONGHIA, FRANCQUE, 2017).

Kakimoto, Kowaltowski (2016) relatam que a composicdo dietética e as
implementacdes de protocolos nos modelos de animais variam amplamente, assim
como os resultados das intervencfes dietéticas. Lau e Zhang (2017) descreve os
modelos animais atuais e mais utilizados para cada estagio de DHGNA. Segundo
eles os modelos sé&o de dieta rica em gordura, de dieta deficiente em metionina e
colina, de dieta com alto teor de colesterol, de dieta rica em gordura de colina, de
dieta por L-aminoacido com deficiéncia de colina, de dieta deficiente em colina de L-
aminoacido associado a tetracloreto de carbono e de dieta com alto teor de gordura
associado a estreptozotocina.

Esses modelos tentam imitar os distirbios metabdlicos observados na
doenca, bem como as alteracdes histologicas hepaticas (GOOSSENS, N.;
JORNAYVAZ, 2017). Os modelos de dieta sdo ferramentas Uteis para estudar a
patogénese e a progressao da DHGNA, e investigar possiveis alvos de tratamento,
conforme indicado (LAU; ZHANG, 2017).
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Na literatura sO existem relatos de estudos demonstrando a utilizacdo do
modelo experimental de dieta como indutor de dano hepético, sem associacdo com
outras comorbidades. Assim, Diante da correlacdo evidente entre dietas
experimentais e inducdo de patologias, em especial as doencas hepaticas, o estudo
foi direcionado a avaliar os parametros metabdlicos e teciduais hepéaticos em um
modelo experimental de dieta hipercaldrica e relacionar esse modelo como

ferramenta para associacdo com outras comorbidades.
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2 CAPITULO|
2.1 REFERENCIAL TEORICO
2.1.1 Caracteristicas Gerais do Figado

O figado € um dos maiores 6rgaos do corpo humano, apresentando peso em
torno de 1,5 kg (NEMETH et al.,, 2009). Em torno de 80% de seu volume é
constituido pelos hepatdcitos, sendo o restante do 6rgdo composto de células ndo
parénquimais, abrangendo células de Ito, células endoteliais, células de Kupfer e
linfécitos (GAO et al., 2008). Este 6rgdo é encarregado pela sintese de proteinas
séricas, lipideos e carboidratos, metabolismo de aminoé&cidos, secrecdo de bile e
desintoxicacdo de compostos xenobioticos (DUNCAN et al., 2009).

O figado possui quatro lobos pouco definidos (KIERSZENBAUM, 2004; EIPEL
et al., 2010). Apresenta uma divisdo em unidades funcionais, denominadas I6bulos,
que sdo compostos por células conhecidas como hepatécitos. Os l6bulos sdo
nutridos pelo sangue procedente das veias periféricas. Estas abrangem pequenas
ramificagcbes das artérias hepaticas e da veia portal. O sangue passa em canais
chamados sinusoides, que sdo protegidos por macrofagos, as células de Kupffer
(VIEIRA, 2014) (FIGURA 1).

Figura 1. Imagem ilustrativa do Figado. Observa-se as veias cava e veia porta,

artéria aorta e artéria hepatica, ducto biliar e vesicula biliar.

VEIA CAVA

ARTERIA AORTA

ARTERIA HEPATICA

VESICULA BILIAR VEIA PORTA

DUCTO BILIAR

Fonte: Proprio autor
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O sistema circulatorio do figado é diferente do observado em outros 6rgaos,
pois recebe por intermédio da zona hilar um duplo fluxo sanguineo, em torno 25% de
sangue arterial rico em oxigénio é procedente da artéria hepatica e 75% de sangue
venoso rico em nutrientes procedentes da veia porta, que resulta da drenagem do
estbmago, baco, pancreas e intestino (BOWEN, 2004). Esta caracteristica possibilita
ao figado monitorar as substancias que sdo absorvidas no intestino e apontar quais
delas vao entrar e como vao entrar na circulacdo sistémica. No parénquima
hepatico, o sangue arterial e venoso misturam-se quando penetram nos sinusoides,
que sdo canais vasculares fenestrados restritos por células endoteliais, que se
localizam entre os hepatdcitos. Desta forma, os hepatdcitos estdo geralmente
expostos ao sangue venoso portal, como também ao sangue arterial. Todo o sangue
lancado ao figado é apanhado por um Unico conjunto de veias, cujas veias centrais
dos l6bulos hepaticos sdo os ramos iniciais da veia hepatica. Estas acabam por
formar a veia hepatica que se abre na veia cava inferior, que transpassa o
parénquima hepéatico e distribui os nutrientes do metabolismo hepatico para todo o
corpo (DYCE; SACK; WENSING, 2004; EROSCHENKO; FIORE, 2013).

As células estreladas ou lipocitos hepaticos, conhecidas por células do Ito, se
encontram no espaco de Disse e acumulam lipidios e vitaminas lipossolluveis no
organismo, a exemplo da vitamina A sob a forma de esteres de retinol. As células do
Ito secretam fatores de crescimento essenciais ao desenvolvimento de novos
hepatocitos. Quando a funcdo hepatica esta debilitada, os hepatdcitos liberam o
fator de crescimento tumoral B e, como resposta, as células de estoque de gordura
podem dividir-se, modificando o seu fenétipo, comecgando a sintetizar e a secretam
coldgeno para o espaco de Disse. Desta forma, origina-se o tecido conjuntivo fibroso
que substitui os hepatdcitos afetados pela acdo de toxinas. Quando é preciso estas
células diferenciam-se em miofibroblastos, que monitoram o fluxo de sangue para os
sinusoides (DUARTE, 2014).

As células epiteliais chamadas de hepatocitos sdo morfologicamente
uniformes, demostrando uma forma poliédrica, ndcleo central e em sua grande
maioria possuindo apenas um Udnico nucleo (DUARTE, 2014). Exibe uma
organizacdo em forma de corddes espessos que se anastomosam entre si gerando

a unidade funcional do figado, os I6bulos hepaticos (ALOIA, 2006) que se dispde ao
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redor da veia central (COELHO, 2011). Consiste em cerca de 80% da massa celular
do figado dos mamiferos (VU et al., 2017) ( FIGURA 2).

Figura 2. Tecido hepatico. As setas indicam a presenca da veia central (VC),
sinusoides (SN) e hepatocitos (HP). Coloragdo: Hematoxilina-Eosina (HE),

ampliacao original X150.

Fonte: Préprio autor

O hepatécito possui dois lados, o basolateral, voltado para o espaco de Disse
e esta associado com a aspiracdo do conteudo sanguineo e secre¢do de proteinas
plasmaticas; apical, formado por microvilosidades que comp&em os canaliculos
onde é secretada a bile (COELHO, 2011). Essas microvilosidades ocupam grande
parte do espaco de Disse proporcionando a troca de substancias com a circulagédo
sanguinea (DUARTE, 2014). Os hepatocitos contém uma variedade de organelas
devido a sua intensa metabolizacdo. Os reticulos endoplasmaticos sdo geralmente
bem evidentes (ALOIA, 2006).

Danos produzidos aos hepatdcitos provocam consequéncias que se
manifestam, geralmente, como infiltracbes de gordura (esteatose), inflamacdes
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(hepatite) ou morte celular (necrose) (DOOLEY et al.,, 2011; NUNES, MOREIRA,
2007; REDDY, RAO, 2006).
2.1.2 Metabolismo do Figado

O figado é o principal érgdo metabdlico do corpo humano e tem um papel
importante na regulacdo do metabolismo de carboidratos, gorduras e proteinas
(PARRY E HODSON, 2017). As acOes metabolicas, executadas pelo figado séo
relevantes para manutencao e funcionamento do corpo. Salientam-se entre elas o
metabolismo dos lipidios, carboidratos e proteinas (DOUGLAS, 2002).

O metabolismo lipidico hepético € um processamento altamente estruturado,
em que muitas vias séo reguladas por receptores nucleares, fatores de transcricédo e

enzimas celulares (JUMP et al., 2005; [IZUKA, 2004). Esses fatores compdem sinais

de vérias vias e regulam a atividade da maquinaria metabdlica necessaria para
conservar a homeostase dos lipideos hepéticos (ZHENG et al., 2012; ZHENG et al.,
2015).

O figado possui uma funcdo essencial no controle do metabolismo
intermediario, pois é encarregado de aceptar e indicar o direcionamento das
gorduras nele contido de acordo com as condicdes metabdlicas e hormonais do
individuo (SPASSIANI E KUK, 2008). O metabolismo lipidico € realizado no
duodeno, pela acdo da bile que tem como atividade emulsificar os lipidios,
propiciando a quebra das moléculas de gordura, aumentando sua superficie de
contato. Nesta circunstancia, destaca-se a enzima lipase pancreatica que age na
quebra das moléculas grandes de gordura em 4&cidos graxos livres (AGL)
(DOUGLAS, 2002).

A circulacdo dos lipidios no figado € bidirecional, podendo estes ser
secretados, receptados e oxidados pelo figado (ZAMMIT, 1996). Aléem disso, as
gorduras que chegam neste tecido podem ser acumuladas, oxidadas ou ainda
canalizadas para secrecdo e utilizagdo por tecidos periféricos tais como o musculo
esquelético e o tecido adiposo por meio das lipoproteinas (GIBBONS, 1990). As
lipoproteinas sdo estruturas esféricas formadas de apolipoproteinas, triacliglierol, e
esteres de colesterol (SHEPERD, 1992). O provimento de triacilglicerol a partir do
figado para os tecidos extra-hepaticos ocorre por meio da lipoproteina de muito
baixa densidade (VLDL) (DURSTINE et al., 2002). Além da VLDL, o figado é

encarregado pela sintese da lipoproteina de baixa densidade (LDL), particula rica
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em colesterol e retrata uma fracdo remanescente de VLDL (DURSTINE E
THOMPSON, 2001) e a lipoproteina de alta densidade (HDL) cujo papel é realizar o
transporte inverso de colesterol da periferia para o figado (STEFANIK et al, 1998).

As proteinas sdo metabolizadas pelo figado, uma vez que estas chegam ao
orgdo em forma de aminoacidos, e durante sua permanéncia no figado podem ser
excretadas para o musculo para que sejam acumuladas sob forma de energia ou
transformadas em uréia para que sejam excretadas pela urina (LOUREIRO-SILVA
MR; MOLINA; BORGES, 1999).

O figado é 6rgao essencial na homeostase da glicose, reagindo rapidamente
as alteracbes dos seus niveis sanguineos, 0 que o torna indispensavel para a
manutencdo de uma concentracdo normal de glicose no sangue. Os carboidratos
sdo estocados pelo figado na forma de glicogénio e sdo liberados em forma de
glicose que serd utilizada em todos os processos metabdlicos (DUARTE, 2014). No
estado prandial, o acumulo de glicose no sangue é desviado para o figado para ser
estocado na forma de glicogénio e durante o jejum a glicose sanguinea apresenta
niveis baixos, sendo equilibrado pelos hepatécitos que hidrolisam o glicogénio em
glicose, processo chamado de glicogendlise. O excesso de glicogénio no figado pela
ingestdo continua de glacidos leva a lipogénese (transformacéo em triglicerideos) e
estocagem nos tecidos. Os hepatdcitos também podem produzir glicose de outros
acucares, como a frutose e a galactose, ou de compostos ndo peculiares ao grupo
dos glucidos, como os aminoacidos, o lactato e o glicerol, por um processo
denominado neoglicogénese hepatica, auxiliando dessa forma a conservar uma
concentracdo relativamente normal de glicose no sangue, quando necessario
(DUARTE, 2014)

Por ser o centro metabolizador do organismo, o figado é alvo de inUmeras
agressdes metabadlicas, toxicas, circulatorias, microbianas e neoplasicas
(CRAWFORD, 2000). Estas agressbes podem gerar resultados hepaticos distintos,
sejam elas reversiveis ou irreversiveis. Dentre as respostas hepaticas reversiveis
pode-se citar a esteatose e fibrose que retirado o estimulo agressor faz com que o
figado volte a seu estado de normalidade. Dentre as alteracdes irreversiveis estao,
principalmente, a fibrose (em grau mais avancado), cirrose e as heoplasias
hepéticas (GUITIERREZ-RUIZ AND GOMEZ-QUIROZ, 2007).
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2.1.3 Doenca Hepatica Gordurosa N&o Alcoolica
2.1.3.1 Historia natural da DHGNA

No presente, ainda encontra-se uma grande incerteza relacionada a historia
natural e prognéstico da DHGNA. Apesar da sua alta prevaléncia, somente uma
minoria dos doentes progridem para um estado de fibrose significativo ou
desenvolve morbidade associada (ANSTEE; DAY, 2013). Esta variacdo €, em parte,
devida a modificagbes genéticas individuais sutis que alteram a resposta a fatores
ambientais e estilo de vida e, desta maneira, mostram o fenétipo da doenca
(ANSTEE; DAY, 2013).

Os fatores de risco para a DHGNA podem ser divididos em “modificaveis” ou
‘comportamentais”, destacando-se alimentacdo inadequada, inatividade fisica,
tabagismo, consumo de alcool e outras drogas. Em “ndo modificaveis”, a exemplo da
heranca genética, sexo, etnia e idade. Os fatores de risco comportamentais sao
otimizados pelos fatores socioecondmicos, ambientais e culturais (WHO, 2005;
OPAS, 2007).

A DHGNA tem caracteristicas histopatologicas similares as encontradas na
hepatite alcodlica, em pacientes sem histdria de consumo significativo de alcool (<
20g de etanol/dia). O seu espectro integra desde a esteatose simples com
armazenamento de gordura nos hepatdcitos, a esteato-hepatite com componente
necro-inflamatério com ou sem fibrose e cirrose, que pode progredir para o
carcinoma hepatocelular. A esteato-hepatite tem elavado potencial de evoluir para
sintomas mais graves da doenca (SANTOS; COTRIM, 2006). A figura 03 apresenta

esquematicamente a historia natural da doenca.

Figura 3- Imagem ilustrativa da Histéria Natural da DHGNA. Pode-se observar que a
evolucdo da DHGNA abrange fases que sao caracteristicas da esteatose hepatica,
esteato-hepatite e cirrose hepatica.
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Fonte: Préprio autor

2.1.3.2 Alteracdes histoldgicas da DHGNA

Para Kobyliak e Abenavoli (2014) a DHGNA é uma patoldégia marcada

histologicamente pela existéncia de certos sintomas no figado, como balédo celular,
inflamacé&o lobular, fibrose perinossoidal e perivenular, peculiaridades dificilmente
distinguiveis identificadas em casos com doenca hepatica alcodlica.
- Esteatose: Na esteatose macrovesicular, os hepatécitos sédo reconhecidos pela
existéncia de grandes vacuolos vazios, com nudcleo transposto para a periferia da
célula, e sinalizada fibrose pericelular da zona 3 (espac¢o de Disse), muitas vezes
exibindo edema de hepatécitos (SHERLOCK e DOOLEY, 2002). Esse tipo de
esteatose é a forma mais comum na DHGNA; quando ndo esta seguida de outras
modificacdes histolégicas hepéticas, ndo resulta em avanco para formas mais
graves da doenca (MATTEONI, 1999). Ja a microvesicular possui hepatécitos com
estoque intracitoplasmatico de pequenos vacuolos de lipidios (GAYOTTO; VIANNA;
LEITAO, 2001), nlcleo central e nucléolos salientes, com pouca inflamacéo e
necrose celular variante e leve, apesar de, ocasionalmente, poder existir grande
necrose na zona 3. Este tipo de esteatose esta relacionada ao dano da (B-oxidacao
mitocondrial hepatica de acidos graxos (FROMENTY, BERSON, PESSAYRE; 1997)
mas ndo é agente determinador do diagndstico da DHGNA e retrata variacdes mais
graves do metabolismo celular (FREITAS, COTRIM; 2006). Os dois tipos podem
ocorrer ao mesmo tempo (SHERLOCK e DOOLEY, 2002) e divergem em seus
mecanismos fisiopatolégicos: a primeira tem como mecanismo béasico a elevacéo na
oferta de AGL ao figado e a diminuicdo na movimentagdo desses compostos e, a
segunda, resulta na reducdo da oxidacdo mitocondrial de AGL, provocando grave
disttrbio no metabolismo oxidativo celular (GAYOTTO, VIANNA, LEITAO; 2001).
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Nos ultimos tempos, o termo doenga hepatica gordurosa néo alcodlica tem sido
evocado cada vez mais em areas de pesquisa e na pratica clinica. Determina a
existéncia de armazenamento significativo de gordura no figado (> 5% de
hepatdcitos), na auséncia de abuso de alcool e qualquer outra causa de doencas do
figado (NASCIMBENI et al., 2013).

Figura 4. Tecido hepatico com esteatose. As setas indicam hepatécitos com
conformacdo alterada e presenca de esteatose microvesicular Coloracao:
Hematoxilina-Eosina (HE), ampliacéo original X150.

- Balonizac&o hepatocelular: E uma alteracdo celular representada por hepatdcitos

distendidos, com forma globosa (em baldo), com citoplasma vasto, claro e com
aspecto de baixa densidade (BRUNT EM, TINIAKOS DG, 2010; FREITAS, ALVES;
2011). Demonstram modificacbes da permeabilidade da membrana, resultantes da
atividade de radicais livres. Os hepatécitos em baldo sédo considerados uma marca
do diagnéstico da EHNA e tém papel fundamental na fisiopatologia da EHNA
(KAKISAKA, 2018).

- Corpusculos de Mallory: Sdo inclusbes citoplasmaticas hialinas, caracterizando-se

como granulos, cordfes ou agregados fortemente eosinofilicos, compostos por
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queratinas, proteinas de choque térmico, por proteinas comprometidas em
processos de degradacdo e ocasionalmente proteinas inespecificas adicionadas aos
agregados (RILEY et al., 2003; STSNAD; STUMPTENER; ZATLOUKAL; DENK et
al., 2008).

- Inflamacdo: Pode ser estimulada por inimeros fatores como o estresse oxidativo
(KOEK; LIEDORP; BAST, 2011) e a lipotoxicidade (lesdo ou morte celular gerada
pelos &cidos graxos livres e seus metabdlitos). Estes acidos graxos livres e seus
metabolitos, como o diacilglicerideo, o colesterol livre e a ceramida podem ser
toxicos para o hepatdcito e, desta forma, comecar o processo inflamatério
(YAMAGUCHI et al., 2007; PALMA, 2012). Os adipdcitos podem libertar citocinas
pré-inflamatérias, como o fator de necrose tumoral (TNF-a), o que afeta na
progressdo da inflamacédo hepatica (HOTAMISLIGIL; SHARGILL; SPIEGELMAN,
1993).

- Fibrose: E determinada pela abundancia de tecido cicatricial em resposta a les&o
hepatica crénica (FRIEDMAN; ROLL; BOYLES; BISSELL, 1985), ou seja, € uma
resposta de cicatrizacdo reversivel definida pelo acimulo de matriz extracelular
(MEC), principalmente de colageno, pelas células estreladas hepéticas (HSC)
acionadas apos lesdo hepatica (HERNANDEZ; FRIEDMAN; 2011; FRIEDMAN,
2008). Como resultado final da fibrose progressiva, tem-se a cirrose. A fibrose
avancada do figado é uma questao distinta, porque o figado cirrético é a causa da

insuficiéncia hepatica e carcinoma hepatocelular (KAKISAKA, 2018).

2.1.3.3 Epidemiologia da DHGNA

A DHGNA ¢é a pandemia hepatica do século XXI, sendo considerada uma das
principais causas de doenca hepatica crénica no mundo Ocidental (BELLENTANI;
SCAGLIONI; MARINO; BEDOGNI, 2010; MACHADO; CORTEZ-PINTO, 2013). A
incidéncia da DHGNA e hiperlipidemia, com os seus riscos associados de estagio
final de figado e doencas cardiovasculares, estd se elevando rapidamente
(ZARZOUR et al., 2017). A populacdo global é sensibilizada pela DHGNA com
indices entre 25% a 30% com maior prevaléncia no Oriente Médio e América do

Sul. Na América do Norte e na Europa, um quarto da populacdo adulta tem
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DHGNA (FAZEL et al., 2016). Porém, existe alteracdo de prevaléncia em funcao do
género, idade, etnia e propriedades metabdlicas (MASARONE et al., 2014). Quando
a ultrassom foi aplicada como método de diagndstico, a prevaléncia alterou entre
17% e 46%, dependendo da populacdo estudada (VERNON; BARANOVA,;
YOUNOSSI, 2011). A verdadeira incidéncia e prevaléncia € dificil de determinar, até
porque a maioria dos casos sdo assintomaticos (MATOS, 2017). A propagacao
mundial do diagnostico da DHGNA esta nitidamente associada as mudancas nos
perfis dietéticos e na elevacédo do estilo de vida sedentario, ndo apenas nos paises
ocidentais, como também na &rea urbana dos paises em desenvolvimento
(MASARONE et al., 2014).

E relevante referir que a prevaléncia da DHGNA cresce nos doentes com
diabetes mellitus tipo 2 (DM2) (70%) e obesidade mérbida (90%) (KHAN et al, 2015).

2.1.3.4 Fisiopatologia da DHGNA e implica¢gdes nutricionais

A fisiopatologia da DHGNA esta intensamente associada com estilos de vida
ndo saudaveis, que combinam sedentarismo, dietas hipercal6ricas, excesso de
gorduras saturadas, hidratos de carbono refinados, e alta ingestado de frutose como
aditivo alimentar a varios produtos processados (GERBER; OTGONSUREN;
MISHRA; ESCHEIK; BIRERDINC; STEPANOVA et al., 2012; BARRERA; GEORGE,
2014).

O mecanismo subjacente ao desenvolvimento e avanco da DHGNA é
complexo e multifatorial. Na atualidade, a sua fisiopatologia é explicada pela teoria
de “multiplos hit” (RODRIGUES, 2014)

O “primeiro hit” desta teoria, € a resisténcia insulinica como requisito inicial
para o armazenamento de acidos graxos no hepatécito, resultando em lipogénese
hepética de novo e numa restricdo debilitada da lipdlise no tecido adiposo. Por essa
razdo, o moovimento de AGL para o figado se eleva (BUZZETTI; PINZANI;
TSOCHATZIS, 2016).

Uma vez determinada a esteatose hepatica, o figado fica vulneravel ao
“segundo hit”, isto &, o estress oxidativo. Mais precisamente, observa-se uma
estocagem de gordura no figado sob a forma de triglicerideos, que ocorre
simultaneamente com um aumento da lipotoxicidade (devido a niveis elevados de

AGL, colesterol livre e outros metabolitos lipidicos). Como resultado, verifica-se uma
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disfuncdo mitocondrial com estresse oxidativo, isto €, no processo de oxidacdo de
AGL, nestes organelos, ha uma propagacdo de espécies reativas de oxigénio
(EROs). As EROs liberadas, além de participarem no processo de recrutamento de
células, agridem os AGL, dando inicio ao processo de peroxidacao lipidica nas
células. Como subproduto desse processo, temos varios aldeidos, dentre eles o
malondialdeido (MDA), que se forma apenas através da peroxidacdo dos AGL, os
quais sao oxidados a fim de diminuir a resisténcia de suas ligacdes carbono-
hidrogénio (ROLO; TEODORO; PALMEIRA, 2012).

A liberagcdo de citocinas como resultado da acé&o bacteriana e suas
endotoxinas e também através da estimulacdo dos adipdcitos acarreta a migracado
de células infamatérias que participam na liberacdo de enzimas como a
mieloperoxidase (MPO). A MPO forma radicais livres e substancias oxidantes
difusiveis com atividade antimicrobiana devido a sua reacdo com o peréxido de
hidrogénio (LEITE et al., 2011). Este intenso estresse oxidativo, por sua vez, traz
como consequéncia a diminuicdo de antioxidantes naturais, como a glutationa (GSH)
gue possui sua maior concentracdo no tecido hepatico em comparagdo com outros
tecidos. A diminuicdo de GSH contribui para a manutencdo e a progresséo da esteatose
(CHEN et al., 2007) .

O “terceiro hit” trata dos fatores genéticos. Por ultimo, a modificagdo da flora
intestinal leva também a formacdo de acidos graxos no intestino e a um aumento da
permeabilidade do intestino delgado (KHAN et al, 2015). Desta forma, o figado
esteatotico ficaria vulneravel aos “hits”, gerando a lesao hepatocelular, a inflamagao
e a fibrose (DAY; JAMES, 1998; MARCHESINI et al., 2003).

A DHGNA comeca quando ha elevacao dos triglicerideos intracelular causado
pelo desequilibrio entre degradacédo e sintese de triglicerideos. Entretanto, diversos
séo os indicios de que a obesidade, resisténcia a insulina e diabetes tipo Il podem
induzir para este desequilibrio e gerar a lipdlise nos tecidos, ocasionando como
resposta o acumulo progressivo de lipidios nos hepatdcitos (SILVA; ESCANHOELA,
2009). A aglomeragdo de lipidios pode chegar a niveis toxicos, causando um
aumento no estresse oxidativo, criacdo de radicais livres e lesdo mitocondrial. A
peroxidacao lipidica anormal pode provocar danos hepaticos com inflamacao e até
mesmo a fibrose (SOLER; SILVA,; SILVA; TEIXEIRA, 2008).



30

Estudos sobre mecanismos genéticos e moleculares propensos a DHGNA
evidenciam o papel de variantes que elevam o estresse oxidativo, perfil pro-
inflamatorio de citoquinas circulantes e anormalidades no metabolismo da glicose e
dos &cidos graxos (ANSTEE, 2013; SEVERSON, BESUR; BONKOVSKY, 2016).

Segundo Abenavoli (2016) a resisténcia a insulina, a massa gorda visceral, a
dislipidemia, a obesidade, o diabetes e a sindrome metabdlica sdo fatores de risco
bem conhecidos em grande parte ligados a DHGNA. A resisténcia insulinica,
consideravel fator de risco para a DHGNA, pode causar a esteatose por meio da
hiperinsulinemia, desequilibrio na producéo de citocinas, aumento de &cidos graxos
livres na circulacdo (provenientes da lipdlise do tecido adiposo) dentre outros. A
elevacdo da captacdo destes acidos graxos pelo hepatécito gera uma sobrecarga na
B-oxidacdo mitocondrial, aglomerando acidos graxos nos hepatocitos e elevando a
producdo de espécies reativas de oxigénio e radicais livres (ANDERSON, BORLAK,
2008; CUSI, 2009; ORTIZ, 2011) provocando injaria celular e ativacdo dos
mecanismos de fibrose. A resisténcia insulinica também impede a exportacdo de
triglicerideos do hepatdcito por degradar e bloquear a producdo de VLDL (NAGLE;
KLETT; COLEMAN, 2009; OLIVEIRA CP, MAZO DFC, 2013).

A ingestéo dietética desempenha um papel muito importante na patogénese
NAFLD. Apesar dos resultados contraditorios em relacdo ao papel das diferentes
dietas na DHGNA, é razoavel propor que o0 consumo excessivo de gordura ou
carboidratos seja uma ameaca importante que pode promover o desenvolvimento da
DHGNA (ASRIH, M., & JORNAYVAZ, FR., 2014). MCCARTHY EM & RINELLA ME
(2012) relata que dados em animais e estudos observacionais sugerem que uma
dieta rica em carboidratos piora a lesao hepatica relacionada a DHGNA.

A doenca hepatica gordurosa ndo alcoolica, que é um termo geral para
disturbios hepaticos causados pela acumulacéo de triglicerideos nos hepatécitos, €
cada vez mais prevalente e tornou-se a doenca hepatica mais comum relacionada a
supernutricdo (FUJISAWA, K. et al., 2018).

2.1.3.5 Modelos de dieta

Muitos estudos utilizam a dieta rica em gordura para reproduzir patologias em
modelos experimentas, como a doenca hepética gordurosa nédo alcéolica, que inclui
da esteatose até esteatohepatite (ASRIH; JORNAYVAZ, 2014; EASL, 2016;
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LOZANO et al, 2016, LAU; ZHANG, 2017; TANNAZ, PUNEETA E MAITREYI
(2017), ASGHARI et al, 2017; o diabetes (LOZANO et al, 2016), a obesidade
(ZENG, 2015; KAKIMOTO e KOWALTOWSKI, A.J 2016), doencas
cardiovasculares (ZENG, 2015), a Sindrome metabolica (AUBERVAL et al, 2014),
doencas renais (SHIRALI, A.C.; GOLDSTEIN, D.R., 2008; MIN, 2014) e intestinais
(ROSAS-VILLEGAS, 2017).

O modelo classico de DHC usa ratos alimentados com uma dieta composta
por 71% de gordura, 11% de carboidratos e 18% de proteina por 3 semanas, em
comparacao com ratos de controle alimentados com uma dieta padréo de Lieber-
DeCarli (2004) de 35% de gordura, 47% de carboidratos e 18% de proteina. J4 o
modelo dieta deficiente em metionina e colina consiste em 40% de sacarose e 10%
de gordura; no entanto, é deficiente em metionina e colina. Outro modelos sédo o de
dieta com alto teor de colesterol em que aproximadamente 1% da ingestao calérica
total dos animais € de colesterol; enquanto que o de dieta rica em gordura de colina
usa 20% de proteina, 35% de carboidrato e 45% de gordura, sem colina adicionada
(LAU; ZHANG, 2017).

O aumento do reconhecimento da doenca e os esforcos adicionais para
elucidar a patogénese DHGNA levaram a um aumento do numero de modelos
animais nos ultimos anos (LAU, ZHANG, YU, 2016; IBRAHIM et al., 2016).

Para aprofundar a tematica do estudo buscou-se realizar uma revisao
sistematica da literatura a fim de responder o seguinte questionamento: Quais as
producdes cientificas que discutem a relacdo entre a dieta e o surgimento da

DHGNA em modelos de animais? A revisdo esta detalhada no capitulo II.
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2.2 OBJETIVOS

2.2.1 Objetivo geral

Avaliar os parametros metabdlicos e teciduais hepaticos em um modelo
experimental de dieta hipercaldrica.

2.2.2 Objetivos especificos

e Mensurar os marcadores de estresse oxidativo e de inflamacéo no figado
dos animais (MPO, MDA e GSH);

e Determinar os niveis séricos dos marcadores bioguimicos AST e ALT de
lesédo hepatica nas amostras de soro dos animais;

e Analisar as dosagens bioquimicas de acido urico, albumina, fosfatase
alcalina, colesterol total e calcio presentes nas amostras de soro dos
animais;

¢ Realizar a avaliacdo histopatolégica das amostras de figado;

e Avaliar a presenca de DHGNA.
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2.3 MATERIAS E METODOS

2.3.1 Tipo de estudo e aspectos éticos da pesquisa

O estudo foi delineado como uma pesquisa experimental, caracterizado como
descritivo-analitico, sendo esta pesquisa sobre a avaliagdo das alteracdes
metabodlicas e teciduais hepética em um novo modelo experimental de dieta
hipercalorica. O método experimental consiste, especialmente, em submeter os
objetos de estudo a influéncia de certas variaveis, em condi¢cdes controladas e
conhecidas pelo investigador, para observar os resultados que a variavel produz no
objeto (GIL, 2008).

Segundo Prodanov e Freitas (2013) a pesquisa descritiva visa descrever as
caracteristicas de determinada populacdo ou fenbmeno ou o estabelecimento de
relacdes entre variaveis.

O estudo foi realizado na Universidade Federal do Piaui, Campus
Universitario Ministro Reis Veloso, Parnaiba, Piaui. Este subprojeto emerge de um
projeto, no qual foi submetido ao Comité de Etica e Pesquisa da Universidade
Federal do Piaui (CEP/UFPI), com parecer n° 385/17.

2.3.2 Animais

Nesta pesquisa, foram utilizados 16 ratos Wistar fémeas (Rattus norvegicus)
com peso 210,3 £ 24,4 g. Os animais foram alojados em uma sala com temperatura
controlada, em torno de 20 £ 2 ° C, com ciclo claro / escuro de 12 horas e acesso ad

libitum a agua e alimentos.

2.3.3 Delineamento experimental

Os ratos foram divididos de forma aleatéria em dois grupos de oito: o grupo
dieta padrdo (sem dieta hipercalérica) e o grupo dieta hipercalérica (com dieta
hipercalorica, por 20 dias). O grupo dieta padrdo foi alimentado com uma dieta
composta de agua e racao ad libitum. Enquanto que o grupo dieta hipercalérica foi
alimentado por uma dieta composta de 80% gordura vegetal (Bunge®), 20% de
sacarose (Unido®), agua e racao ad libitum. Antes da eutanasia foi mensurado o

peso dos animais e apos o procedimento foi realizada a pesagem dos figados.

2.3.4 Eutanasia
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A eutanasia dos animais foi de acordo com as recomendacdes da Resolucéo
Normativa n°6, de 10 de julho de 2012 do Conselho Nacional de Controle de
Experimentacdo Animal (CONCEA).

Antes da anestesia, o peso corporal foi registrado. A anestesia foi feita com
injecdo intramuscular com uma solugcdo de 35 mg/kg de quetamina (Francotar-
Virbac®) e 15 mg/kg de Xilasina (Rompum-Bayer®) a 2%. Os niveis de glicose
capilar foram medidos e as amostras de sangue foram colhidas do plexo retro-orbital
com a utilizacdo de capilares, nos animais anestesiados, com a obtencdo média de
2 ml de sangue por animal. Apds a coleta, as amostras foram centrifugadas em uma
velocidade de 4000 rpm durante 10 minutos para a posterior separacdo do soro que
foram utilizadas para as dosagens bioquimicas. O tecido do figado foi pesado e
dividido em duas partes: o l6bulo menor para bioquimica e o Iébulo maior para
histologia. Apos a divisdo, os tecidos foram armazenados em formaldeido 10% e
refrigerados a + 5°C.

2.3.5 Avaliacéao histopatolégica do figado

Na a avaliacdo histolégica as amostras do figado foram armazenadas em
formaldeido tamponado a 10% e processadas segundo Vasconcelos et al., (2017).
Este processamento consistiu na passagem das cassetes histologicas por banho
sucessivos com o seguinte protocolo: desidratacao, solugbes crescentes de alcool
etilico; diafanizacdo, solucdo de xilol; inclusdo, impregnacdo por parafina;
microtomia, cortes histologicos seriados das amostras incluidas em 5 pym de
espessura. Os cortes foram corados com hematoxilina e eosina. Preparado para 16
animais, o qual foi examinado por microscopia de luz (Nova®).

Na analise histopatologica do figado, imagens de campo das laminas
histologicas foram avaliadas para gordura hepdtica, inflamacédo e necrose, que foi
classificada como esteatose (a porcentagem de ceélulas hepaticas contendo
gordura), seguindo uma escala de 5 graus: 0, ausente ou presente em <5% de
hepatdcitos; grau 1 = 5% e <25%; grau 2, =2 25% e <50%; grau 3, = 50% e <75% e
grau 4, 2 75%. A analise de necrose e inflamag&o seguiu a seguinte classificagéo: O:
nenhuma; 1: <2 focos / campo; 2: 2-4 focos / campo; 3:> 4 focos / campo (KLEINER,
2005).
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2.3.6 Dosagens
2.3.6.1 Niveis de Malondialdeido (MDA)

O malondialdeido (MDA) € um produto secundario da peroxidacéo lipidica,
considerado um candidato potencial para ser escolhido como um biomarcador geral
de dano oxidativo. E o principal indicador da peroxidacao lipidica determinado por
titulacdo contra o acido tiobarbitarico (TBA), que é indicador de dano celular. Os
niveis de MDA do tecido hepatico foram analisados segundo o método descrito por
Mihara e Uchiyama (1978).

As amostras de figado foram congeladas em nitrogénio liquido e estocadas a
-70°C imediatamente apés a coleta e foram lavadas com soro fisioldgico gelado (4°
C), para extrair quaisquer vestigios de sangue. As amostras foram pesadas e
homogeneizadas em KCI gelado 1,15. Uma aliquota de 0,5 ml foi retirada de cada
amostra e acrescida 1,0 ml da solucdo aquosa de TBA 0,6% e 3,0 ml da solucdo de
acido fosforico (HsPO4, 1%). Logo apds, a mistura foi colocada em banho fervente
por 45 minutos, resfriada em banho de gelo e em seguida adicionado 4,0 ml de N-
butanol. Apds 2 minutos de agitacdo, a amostra foi centrifugada por 10 minutos a
3.000 r.p.m. Por meio de espectrofotometria (comprimento de onda 520 nm e 535
nm) foi medida a absorbancia da camada organica sobrenadante (fase butandlica).
A diferenca entre os valores obtidos de cada leitura, resultantes de cada
comprimento de onda foi utilizada para calcular a concentracédo de TBARS, usando a
regressao linear a partir de uma curva padrao (SILVA, 2009; ANDRADE, 2012).

2.3.6.2 Niveis de Mieloperoxidase (MPO)

A mieloperoxidase é uma enzima encontrada principalmente nos neutrofilos
que tem sido usada extensivamente como um marcador bioquimico para infiltracdo
de granulécitos em tecidos. Aqui mensuramos a atividade da mieloperoxidade para
avaliar o acumulo de neutroéfilos no figado (CHAVES et al., 2013). Foram pesadas 40
mg de tecido, sendo posteriormente macerados e homogeneizado em 50 mg/ml de
tampéo de potassio com 0,5% de brometo de hexadecilitrimetilamoénio (HTAB). A
solucdo foi centrifugada a 4000 rpm durante 6 minutos a 4°C. Por fim, o
sobrenadante foi transferido para uma placa de ELISA para a posterior leitura da

absorbancia de 450 nm demonstrando a atividade enzimatica, com a utilizacdo do
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dicloridrato de O-dionisidina em reagdo com peroxido de hidrogénio a 1% (CHAVES
et al., 2013).

2.3.6.3 Niveis de Glutationa (GSH)

Os niveis de GSH em amostras de figado foi estabelecida de acordo com o
método de Sedlak e Lindsay (1968), que consiste na reagcdo do grupo sulfidrila com
5,5’ — ditiobis (2 - acido nitrobenzoico) (DTNB- reagente de Ellman) com o tiol livre,
gue resulta em um dissulfeto misto mais acido 2-nitro-5-tiobenzéico. O produto
resultante foi calculado por meio de espectrofotometria (absorbancia a 412nm)
(SILVA, 2009; ANDRADE, 2012). Foram pesados entre 50 a 100 mg das amostras
de figado que em seguida foram homogeneizadas em 5 ml de EDTA 0,02M gelado.
Foram retirados 4,0 ml deste homogeneizado, que foi misturado com 3,2 ml de agua
destilada e 0,8 ml de acido tricloroacético 50%. As amostras foram agitadas e
centrifugadas a 3000 g por 15 minutos. Do sobrenadante foi retirado 2,0 ml, neste
foi acrescido 4 ml de TRIS 0,4 M (pH 8,9) e 0,1 ml de DTNB 0,01 M. Posteriormente,
as amostras preparadas foram agitadas e misturadas para a homogeneizacao. Por
fim, foram lidas as absorbéancias das amostras no espectrofotdmetro (SILVA, 2009;
ANDRADE, 2012). Os dados foram apresentados como pg/g de tecido.

2.3.6.4 Dosagens bioquimicas do soro

Na dosagem bioquimica, foram recolhidas amostras de sangue do plexo retro-
orbital que foram armazenadas e refrigeradas. Posteriormente foram centrifugadas
para obtencdo de 100ul de soro, para avaliacdo e analise dos seguintes exames:
ALT, AST, uréia, acido urico, albumina, fosfatase alcalina, célcio, HDL e colesterol
total. Os niveis séricos foram medidos com um kit de ensaio comercial

imunoenzimatico Labtest especifico para cada marcador (Tabela 1).

Tabela 1. Kits Imunoenzimatico para Marcadores.

Marcador Kit Finalidade
Imuenzimatic
0
ALT Labtest® Sistema para medida da atividade da

Transaminase Oxalacetica (TGO) em amostra
de sangue por método cinético de tempo fixo e
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AST

ALB

FAL

AU

CT

HDL

CA

Labtest®

Labtest®

Labtest®

Labtest®

Labtest®

Labtest®

Labtest®

medicao de ponto final.

Sistema para medida da atividade da
Transaminase Piruvica (TGP) em amostra de
sangue por método cinético de tempo fixo e
medicao de ponto final.

Sistema para a determinacdo da albumina em
amostras de soro por reacdo de ponto final.

Sistema para determinagdo da Fosfatase
Alcalina em amostras de sangue por método
cinético de tempo fixo e medic¢éo de pontofinal.

Sistema enzimatico para determinacdo do
acido urico por reacdo de ponto final em
amostras de sangue.

Sistema enzimatico colorimétrico para a
determinagdo de colesterol total em amostras
de soro, com reacgao de ponto final.

Sistema para precipitacdo seletiva das
lipoproteinas de baixa e muito baixa densidade
(LDL e VLDL) e determinacdo do Colesterol
HDL por reag&o de ponto final.

Sistema para a determinagdo do calcio por
reacdo de ponto final em amostras de sangue
e urina.

& Labtest®, Belo Horizonte, MG, Brasil.

As amostras provenientes do figado foram analisadas no Laboratério de

Andlise e Processamento Histolégico (LAPHIS) da Universidade Federal do Piaui.

2.3.7 Analise estatistica

Os dados séo expressos como desvio padrdo da média e / ou mediana. A

distribuicdo dos dados foi testada pelo teste de Shapiro-Wilk. As diferencas entre os

dois grupos foram analisadas usando testes U de Mann-Whitney para dados néo

paramétricos e testes t de Student ndo pareados para dados paramétricos.
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2.4 RESULTADOS
Niveis de MDA no tecido Hepético

Na comparacdo entre grupos dieta padédo e o grupo dieta hipercalorica, os
niveis de MDA apresentaram diferencas significativas (p<0,05). O grupo dieta
hipercal6rica apresentou aumento na peroxidacdo lipidica quando comparado ao
grupo dieta padrédo (Dieta paddo com 120,2 + 12,86 mmol/g de tecido e dieta

hipercalorica com 175,4 + 19,24 mmol/g de tecido) (Figura 5).

Figura 5. Niveis de malondialdeido no tecido hepético. * Diferenca significativa
(P<0,05).

MDA
250+

2004

150+

MDA (mmol/g de tecido)

Dieta Padrao Dieta Hipercalérica

Niveis de MPO no tecido hepatico

N&o foram observadas diferencas significativas entre os grupos do estudo em
relacdo aos niveis de MPO no tecido hepético (3,215 + 0,3180 U/mg de tecido, 2,8 £
0,6 U/mg de tecido, grupos dieta padrao e dieta hipercal6rica, respectivamente (p >
0,05) (Figura 6).

Figura 6. Niveis de MPO no tecido hepético.
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MPO

MPO (U/mg de tecido)
N

|
Dieta Padréao Dieta Hipercalérica

Niveis de GSH no tecido hepatico

O grupo dieta hipercalérica demostrou uma diferenca significativa (p <0,05) de
GSH no figado (156,0 + 82,25 ug/g de tecido) em relacdo ao grupo dieta padrao
(560,0 + 111,4 ug/g de tecido) (Figura 7).

Figura 7. Niveis de glutationa no tecido hepético. *Diferenca significativa (P<0,05).

GSH
800-

6004

SN
(@)
e

N
o
e

GSH (ug/g de tecido)

Dieta Padrao Dieta Hipercaldrica

Peso corporal e do figado dos animais
O grupo dieta hipercalorica apresentou um maior valor do peso corporal
(210,4 + 8,637) em comparacado com o grupo dieta padrdo (207,1 + 3,435), porém

nao houve diferenca significativa (p > 0,05). A comparacédo entre os dois grupos em
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relacdo ao peso do figado ndo demonstrou diferencas significativas (p > 0,05)
(Tabela 2).

Tabela 2. Peso Corporal e Peso Hepatico.

Grupo Peso corporal Peso do figado
Dieta padrao 207,1 £ 3,435 7,131 + 0,1995
Dieta 210,4 £ 8,637 7,310 £ 0,3430

hipercalorica

Dosagens bioguimicas do soro

As dosagens bioquimicas de ALT, albumina, colesterol total, acido Urico,
calcio, e HDL apresentaram diferenca significativa (p <0,05) entre o grupo dieta
padrdo e o grupo dieta hipercalorica. O grupo dieta hipercal6rica apresentou um
aumento nas concentracdes de ALT, albumina, colesterol, acido urico, calcio e uma

diminuicdo no AST e HDL em relac&o ao grupo dieta padréo (Tabela 3).

Tabela 3. Dosagens bioquimicas do soro dos animais.

Marcadores Dieta padrao Dieta hipercaldrica
ALT 32,63 £ 2,655 49,43 + 2,660*
AST 82,39 + 18,23 67,55 16,774
ALB 3,389+ 0,09782 4,050 + 0,2860*
CcT 87,50 £ 8,211 106,9 + 11,99*
AU 0,8125 +0,1894 4,763 +1,454*
UREIA 40,01+ 2,196 34,46 + 1,881
FAL 83,00 £ 7,206 102,3 +9,615
HDL 24,67 £0,8333 23,88 +£1,922*

CA 10,13 £ 0,1650 12,56 + 0,6383*
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*Dosagens bioquimicas com diferenca significativa (P<0,05). ALT: alanina amino transferase, AST:

aspartato amino transferase, ALB: albumina, CT: colesterol total, AU: acido Urico, FAL: fosfatase
alcalina, HDL.: lipoproteina de alta densidade, CA: célcio.

Glicemia Capilar

N&o houve diferenca significativa da glicemia entre os grupos (P>0,05). Grupo dieta
padrdo (226,6 + 14,84) e grupo dieta hipercalérica (213,0 = 14,9).

Avaliacao histopatoldgica do figado

A Figura 8A e 8B demonstra o tecido hepético do grupo dieta padrao, no qual
0os hepatécitos apresentam conformacdo normal. No grupo dieta hipercalérica
(Figura 8C e 8D) foi observado um inicio de esteatose e inflamacdo. A analise dos
escores de esteatose dos tecidos hepéaticos de ambos os grupos demostrou valores
baixos de estetose e inflamacéo (Tabela 4). N&o houve diferenca significativa entre

os grupos (P> 0,05).

Figura 8. Avaliacdo histopatoélogica do tecido hepético.
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Legenda: A e B grupo dieta padrdo, apresentando veia central e hepatdcitos com conformagao

normal. C e D grupo dieta Hipercaldrica, apresentando esteatose microvesicular. As setas indicam

veia central (VC), sinusoides (SN) e hepatécitos (HP). Coloracdo: Hematoxilina-Eosina (HE),

ampliacao original X150.

Tabela 4. Avaliacéo histopatolégica do figado.

Grupos Dieta Padréo
Escore de Esteatose 0(0-1)
Escore de Inflamagéo 0(0-1)
Escore de Necrose 0(0-1)

Dieta hipercalorica
1(0-1)
1(0-1)
0(0-1)

N&o houve diferenca significativa entre os grupos (P> 0,05).
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2.5 DISCUSSAO

A DHC é bem conhecida por induzir alguns transtornos metabolicos, e as
consequéncias sdo completamente dependentes de sua composicdo e duragao
(BUETTNER, 2006; GHIBAUDI, 2002). Uma dieta rica em gordura, consistindo
tipicamente de 30 a 60% de gordura, € comumente usada de forma experimental
para induzir DHGNA em roedores. No entanto, a quantidade de gordura, a
composicdo e a duracdo da dieta podem causar diferentes respostas em relacao a
obesidade, intolerancia a glicose, dislipidemia, aumento da lipogénese, producéo de
citocinas pro-inflamatérias e estresse oxidativo, dependendo da espécie, linhagem e
género (TAKAHASHI, SOEJIMA, FUKUSATO, 2012; KANURI, BERGHEIM, 2013).
Neste estudo, observou-se que 20 dias de oferta de dieta hipercaldrica, em um
modelo experimental, foi capaz de gerar alterac6es metabdlicas similares a DHGNA,
porém este modelo ndo foi capaz de provocar alteracfes teciduais suficientes que se
caracterizasse nos escores histopatologicos hepaticos.

Mcdonald SD. et al, (2011) relata que o uso de uma DHC em estudos de curto
prazo, como tem sido comumente feito em animais, nao reflete adequadamente os
padrées dietéticos, com consequentes disturbios metabdlicos. Seccdes hepaticas
avaliadas histologicamente mostram um escore baixo, no qual foi evidenciado um
inicio de acumulacdo de gordura e inflamacdo nos hepatécitos da maioria dos
animais (Figura 9C e 9D). Esse resultado demonstra que o periodo néo foi suficiente
para a instalacdo da lesdo hepatica, uma vez que a principal caracteristica
histol6égica da DHGNA, como o préprio nome indica, é o acimulo de gordura na
forma de triglicérides dentro dos hepatocitos, uma lesdo originalmente denominada
“‘esteatose”. A presenca de > 5% de hepatdcitos esteatdticos em uma secido de
tecido hepatico é aceita como o critério minimo para o diagndstico histoldégico da
DHGNA (BRUNT EM, TINIAKOS DG, 2009).

No atual modelo de dieta, houve uma diminuicdo significativa do GSH no
grupo dieta hipercaldrico quando comparado com o grupo dieta padrdao. A deplecéo
de GSH tem sido considerada ha muito tempo como um papel causal na disfuncéo
celular relacionada ao estresse oxidativo / morte celular (DOU et al., 2018). O
estresse oxidativo é considerado de importancia primaria na progressédo da doenca,
desde esteatose simples até esteato-hepatite e dano hepatico (TAKAKI A, KAWAI D,
YAMAMOTO K., 2013).
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O conteudo de MDA reflete a lesdo da peroxidagdo lipidica tecidual e
indiretamente reflete a gravidade do ataque dos radicais livres (KHAN RA, KHAN
MR, SAHREEN S, KHAN et al, 2015; WU, LI, WEN, 2007). O MDA ¢é o principal
produto da degradacdo da peroxidacédo lipidica, podendo reagir com proteinas de
membrana e enzimas, aumentar a permeabilidade da membrana, alterar a estrutura,
funcdo e metabolismo das membranas celulares e causar danos ao corpo. Os
resultados evidenciaram um aumento significativo da peroxidacao lipidica hepatica,
conforme evidenciado pela elevacéo dos niveis de MDA no grupo dieta hipercalérica
em comparacao ao grupo dieta padrdo. Esse € um achado relevante, uma vez que
varios estudos clinicos demonstraram que o0s niveis elevados de produtos
circulantes de estresse oxidativo e peroxidacao lipidica, (POLIMENI L, et al., 2015)
bem como a diminuicdo dos niveis de antioxidantes estdo presentes na DHGNA
(YESILOVA Z, et al., 2005).

Estudos anteriores relataram uma atividade de MPO significativamente maior
no tecido hepatico na presenca da DHGNA, indicando o aumento da gravidade da
inflamacdo (KULKARNI et al.,, 2014). A mudanca nas atividades dessas enzimas
pode ser usada como indicador de estresse oxidativo dentro das células hepéticas
(LY et al., 2017). Em nosso estudo, a atividade de MPO néo apresentou alteracdes
significativas entre os grupos estudados. A auséncia de diferencas entre 0s grupos
guanto a inflamacédo evidenciado no escore histopatologico pode explicar os dados
da atividade de MPO no figado.

As aminotransferases séricas, especialmente a ALT, tornou-se o biomarcador
padrao para a deteccédo de lesdo hepatica (THULIN P, 2008). Os dados da analise
bioguimica mostraram uma elevacédo nos niveis de ALT e uma diminuicdo dos niveis
de AST do grupo dieta hipercal6rica em relagdo ao grupo dieta padrdo, o que mostra
uma associacdo com a progressdo da doenca, pois esta em concordancia com
estudos anteriores, em que as atividades séricas de AST e ALT sdo marcadores
bioguimicos bem documentados para a presenca de DHGNA (YULONG WU et al.,
2018). Os niveis de ALT acima do limite superior do normal e os niveis de AST
inferiores aos da ALT s&o achados tipicos que apoiam a presenca de DHGNA
(SATTAR N, FORREST E, PREISS D, 2014).

Esta bem estabelecido que a DHGNA esteja intimamente associada a
anormalidades lipidicas (KEEFE EB, 2001). No estudo os niveis de colesterol total
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mostrou uma diferenca significativa entre os grupos, apresentando niveis mais
elevados no grupo dieta hipercalérica. Evidéncias recentes sugerem que o colesterol
dietético é um fator critico no desenvolvimento de DHGNA experimental em modelos
animais e que o metabolismo do colesterol € significativamente alterado, refletido
pela diminuicdo da absorcdo e aumento da sintese de colesterol (NEUMAN MG,
COHEN LB, NANAU RM, 2014), nossos resultados estdo em concordancia com
esses dados.

Sabe-se que a dislipidemia em pacientes com DHGNA esta relacionada com
a diminuicdo dos niveis de HDL (KRISHAN S., 2016). Este estudo mostrou que
houve uma diminuicdo do HDL no grupo dieta hipercalérica em relagdo ao grupo
dieta padréo, apresentando diferenca significativa entre os grupos.

A deposicdo de lipidios no figado leva ao comprometimento da funcéo
hepatica. O conteudo reduzido de albumina, observado em um estudo que usou
ratos com DHGNA, correlacionou-se diretamente com a deposic¢éo lipidica no figado.
A albumina é a proteina sérica circulante mais abundante. O contetdo de albumina
sérica tem sido usado como teste para a funcdo hepética. A sintese de albumina é
uma fungcdo caracteristica das células saudaveis do figado (NOUREDDIN MD,
ROHIT L, 2012; MIKOLASEVIC et al., 2014). Na comparacao entre os grupos do
estudo foram evidenciados diferencas significativas. A auséncia de esteatose
evidenciado no escore histopatologico pode explicar os dados da analise bioquimica
da albumina.

Altas concentracdes de acido Urico induz a acumulacao de espécies reativas
de oxigénio nas mitocondrias dos hepatdcitos, conduzindo finalmente a lesdes
mitocondriais, sendo o acido urico um fator de risco para DHGNA (THULIN P et al,
2008). No estudo, os niveis de &cido Urico mostraram uma elevacdo no grupo dieta
hipercalorica, apresentando diferenca significativa entre os grupos. Esse achado
corrobora com outros estudos que relatam que niveis elevados de AU podem
aumentar cerca de duas vezes o risco de desenvolver a DHGNA (HU, XIAO-YU et
al., 2018).

O figado é fonte de muitas proteinas e é o regulador de varias vias que
envolvem o0 metabolismo 0sseo. Evidéncias crescentes sugerem baixa
desmineralizacdo 6ssea em pacientes com DHGNA (ESHRAGHIAN, 2017). Os

resultados evidenciaram que houve um aumento dos niveis de Ca no grupo dieta
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hipercal6rica em relacéo ao grupo dieta padrdo, apresentando diferenca significativa
entre os grupos. Varios estudos demonstraram que individuos com marcadores
inflamatorios elevados apresentam menor desmineralizacdo 6ssea na DHGNA
(HOTAMISLIGIL, 2006). A auséncia de inflamacdo evidenciada no escore
histopatolégico pode explicar os dados de Ca.

Este estudo serviu para observar que o modelo de dieta hipercalérica nao
provocou DHGNA, enfatizando o modelo de dieta hipercalérica como um

instrumento que pode ser usado para testar outras comorbidades.
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2.6 CONCLUSAO

Com este estudo foi possivel observar que os danos hepéticos decorrentes da dieta
hipercalérica experimental em ratos ndo apresentam extensdo e severidade
associados com a DHGNA. Em virtude disso, ressalta-se que esse modelo permite

estudar a associacao entre a DHC com outras comorbidades.
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RESUMO

Introducédo: A fisiopatologia da doenca hepatica gordurosa nédo alcodlica (DHGNA)
estd relacionada a estilos de vida ndo saudaveis que combinam estilo de vida
sedentario, dietas hipercaldricas, gorduras saturadas em excesso, carboidratos
refinados e alto consumo de frutose como aditivo alimentar para varios produtos
processados. Tanto o reconhecimento mais amplo da doenca como os esforgos
adicionais para elucidar a patogénese da DHGNA levaram a um aumento nos
modelos animais nos ultimos anos. Objetivo: Esta revisao foi realizada para fornecer
uma melhor compreensdo da associagcdo entre a NAFLD e modelos animais.
Métodos: A busca na literatura ocorreu antes de maio de 2018 no banco de dados
Cochrane Library, Google Scholar e PubMed. Resultados: A maioria dos estudos
gue investigam a influéncia da dieta no contetdo de gordura do figado tem feito uma
dieta de alto teor caldrico que leva a um aumento significativo no teor de gordura no
figado. Concluséo: Os achados desta revisdo mostram que a dieta € um dos fatores
gue predispde ao aparecimento da DHGNA e que os estudos apresentaram uma
ampla variedade de desenhos.

l.Introducéo
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A prevaléncia de doencas metabdlicas preditivas, especialmente dislipidemias
e doenca hepética gordurosa ndo alcodlica (DHGNA), tem aumentado em todo o
mundo [1,2]. A DHGNA e as doencas metabdlicas associadas a obesidade, diabetes
mellitus e dislipidemia sdo um problema crescente de saude publica nos Estados
Unidos e no mundo [3]. A populacéo global é afetada pela DHGNA, com taxas entre
25% e 30%, com maior prevaléncia no Oriente Médio e na América do Sul. Na
América do Norte e na Europa, um quarto da populacdo adulta é afetada pela
DHGNA [4]. E uma das principais causas de transplante hepatico e, em 2030, prevé-
se gue seja uma das razbes mais comuns para o transplante nos Estados Unidos
[5].

Esta patologia chamou a atencdo nos ultimos anos. O diagndstico clinico e a
avaliacdo da DHGNA podem ser realizados com base no exame fisico, historia da
doenca, exame ultra-sonografico e imagem hepética [6].

Embora outros testes ndo invasivos tenham sido sugeridos, eles ainda devem
ser validado em grandes escalas [1]. A DHGNA apresenta um episédio de
hepatopatia variavel de esteatose simples a hepatite ndo alcodlica EHGNA, que é
localizada na presenca de hepatite e inflamagéo, relacionada a morte de
hepatécitos, muitos pacientes evoluem para fibrose insuficiente / cirrose e
insuficiéncia hepatica [7]. A DHGNA é diagnosticada histologicamente quando> 5%
dos hepatécitos / campo apresentam acumulo de lipidios. Essa € a média do
diagnéstico padrédo-ouro e deve ser considerada em pacientes com DHGNA que
apresentam alto risco de fibrose e esteato-hepatite [8,9].

A fisiopatologia da DHGNA esta associada a estilos de vida ndo saudaveis,
gue combinam estilo de vida sedentario, dietas hipercaléricas, excesso de gordura
saturada, carboidratos refinados e alta frutose em aditivos alimentares para varios
produtos processados [10,11]. Embora as etiologias das dislipidemias e a DHGNA
sejam complexas e multifatoriais, essas doencas contém um importante componente
genético que ¢é influenciado pelos fatores ambientais e héabitos de vida,
especialmente o perfil de consumo alimentar [2,12].

O melhor conhecimento da doenca e seus dados complementares para
elucidar a patogénese da DHGNA levaram a um aumento nos modelos animais nos
altimos anos [13,14]. Levando em consideragédo o aumento de estudos com DHGNA,
0 objetivo deste estudo foi investigar os diferentes delineamentos de estudos que
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direcionaram a relacdo da dieta com o surgimento da DHGNA experimentalmente
em ratos.

Levando-se em conta 0 aumento nos estudos com DHGNA, o objetivo deste
estudo foi investigar os diferentes delineamentos do estudo que direcionaram a

relacdo da dieta com o surgimento da DHGNA experimentalmente em ratos.

2. Materiais e Métodos

Esta revisao foi realizada de acordo com a declaracdo PRISMA (ltens de
Relatérios Preferenciais para Revisdes Sistematicas e MetaAnalises ) de acordo
comMheraton, 2009. [15].

2.1. Critérios de Elegibilidade

Para a elegibilidade das publicacdes, cada titulo e resumo foram lidos de
forma exaustiva para confirmar se abordavam a questao norteadora desta pesquisa
e se atenderiam aos critérios de incluséo e exclusdo estabelecidos. Entdo, 0 mesmo
aconteceu com o estagio de inclusédo dos artigos. A selecédo dos estudos € mostrada
na Figura 1. Na identificacdo e triagem, foram adotados os seguintes critérios de
inclusdo: endereco eletronico fixo, ser gratuito, estar integralmente apresentado e
ser divulgado em inglés, portugués ou espanhol. Investigacbes que néo
apresentavam informacdes suficientes sobre a DHGNA foram excluidas. Além disso,
dissertacdes, teses, reportagens, noticias, cartas do editor e artigos cientificos ndo
disponiveis on-line e aqueles que foram repetidos nas bases de dados foram
excluidos. Estudos que utilizaram dieta induzindo doenca hepética alcodlica (ALD)

também foram excluidos.
2.2. Procurar estratégia.

As palavras-chave ou descritores a seguir foram utilizados nos Descritores em
Ciéncias da Saude (DeCS) da Biblioteca Virtual em Saude: “NAFLD”, “diet” e
‘ratmodel”. A busca na literatura foi realizada por dois pesquisadores nas bases de
dados: Cochrane Library, Google Scholar e PubMed para estudos publicados antes
de 28 de maio de 2018 e abordando a DHGNA associada ao modelo de ratos. As

seguintes palavras-chave combinadas foram reutilizadas para pesquisar a literatura:
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(“NAFLD”, “dieta” e “modelo de rato”). A Figura 1 demonstra a estratégia de pesquisa

e os detalhes da revisao.
3. Resultados

Por meio da busca realizada no PUBMED, foram encontrados 436 artigos,
dos quais 89 néo tinham relagdo com o tema, 8 artigos foram repetidos, 2 artigos
nao estavam disponiveis, 2 artigos foram excluidos devido a dieta utilizada, que
induz a doenca hepética alcodlica (DHA) e, portanto, ndo foi o foco desta revisao, e
313 estavam relacionados ao tema, mas estavam testando outros compostos. Dessa
forma, 14 artigos foram analisados (Figura 1). Em relacao ao periédico e linguagem,

todos foram publicados em revistas internacionais com a lingua inglesa.

Figura 1. Fluxograma das fases da pesquisa.
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Quanto aos artigos que discutem a dieta e o inicio da DHGNA, 1 utilizou dieta

enriquecida com frutose (Ackermanetal, 2005) [15]; 2 induzam esteato-hepatite
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através da dieta deficiente em metionina-colina (Kirsch et al., 2003; Wu et al., 2011)

[16, 21]; 1 utilizou a dieta rica em gordura associada a sacarose (Torres Vilalobos et

al., 2015) [23]; 1 utilizou dietas hiperlipidicas, frutose e rica em gorduras associadas

a frutose (Lee et al., 2015) [24]; 2 usaram a dieta hiperlipidica (Zou et al., 2006;

McDonald, 2011) [17, 20]; 2 usaram dieta hiperlipidica e deficiente em metionina (Xu
et al., 2010; De Lima, 2008) [18, 19]; 1 utilizou dieta e gordura rica e dieta deficiente

em metionina e colina (Han et al., 2017) [28]; 4 revisaram modelos experimentais

que induzem DHGNA (Kucera, Cervinkova, 2014; Eslamparast et al.,, 2017,
Goossens, 2017; Mikhail et al.,, 2017) [22, 25-27]. Os respectivos dados sao

apresentados na Tabela 1.

TITULO DO
AUTORES ARTIGO
Kirsch et al. Modelo nutricional

de roedores de
esteato-hepatite ndo
alcodlica: estudos de
espécies, estirpes e
diferencas de sexo

Ackerman et al. Doenca Hepatica
Gordurosa Induzida
por Frutose Efeitos
Hepéticos da
Presséo Arterial e
Reducéo de
Triglicerideos

Plasmaticos

ANO DE

PUBLICACAO OBJETIVO

2003 Investigar as
diferencas entre
espécies, linhagens
e sexo no modelo
nutricional de dieta
deficiente em
metionina colina
para induzir
esteato-hepatite
nao alcodlica
(NASH).

2005 Caracterizar
patologia e funcéo
hepatica,
composicao lipidica
hepatica e
concentragao
hepatica de ferro) e
alteracdes
plasmaticas de
insulina em jejum
gue ocorrem em
ratos como
resultado da dieta
enrriquecida com
frutose , com e sem
manobras
terapéuticas para
reduzir a pressao
arterial e
triglicerideos do

MODELO DE

DIETA

Foram alimentados
com a dieta pobre
em metiona e
colina, grupo
controle receberam
uma dieta idéntica
a qual foi adicionado
bitartarato de colina
(2 g/kg) e DL-
metionina (3 g / kg).

Dieta enrriquecida
com fructose. (como
fornecido por Harlan
Teklad) 20,7% (por
base de peso) de
proteina (como
caseina), 5% de
gordura (como
banha de porco),
60% de carboidratos
(como frutose), 8%
de celulose, 5% de
mistura mineral e
1% de mistura de
vitaminas. Esta
dieta contém 50 mg
de ferro em 1 kg de
dieta. Por 5
semanas.
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Zou.et al.

De Lima et al.

Xu, Zheng-Jie et al.

McDonald et al.

Modelo de rato
induzido por
emulsao rica em

gordura de esteato-

hepatite n&o-
alcodlica

Um modelo de
roedores de NASH
com cirrose,
proliferacédo de
células ovais e
carcinoma
hepatocelular

Caracterizagéo da
Esteato-Hepatite
N&o-alcodlica com
Alto Teor de
Gordura, Induzida
por Dieta e Fibrose
em Ratos

Efeitos metabolicos
adversos de uma
dieta hipercaldrica e
rica em gordura em
roedores precedem
mudancas

observaveis no peso

corporal

2006

2008

2010

2011

plasma.

O objetivo do
presente estudo é
produzir um modelo
de rato
experimental pratico
e repetitivo para
esteato-hepatite,
projetando uma
emulsao rica em
gordura que contém
alto teor de gordura,
sacarose e
proteina.

Procuramos
produzir um modelo
de rato de NASH,
cirrose e HCC.

Nosso objetivo foi
criar um novo
modelo de rato
NASH, alimentando
0S animais com
uma dieta caseira
com alto teor de
gordura (DHC), com
a esperanca de
reproduzir as
principais
caracteristicas da
NASH humana para
futuras pesquisas.

*O objetivo
especifico foi
determinar o

impacto de uma
exposicao ao longo
da vida a um
hipercal6rico, DH
sobre a
adiposidade, sua
distribuicdo e seus

Os ratos foram
divididos em grupo
controle normal
(grupo NC) e grupo
modelo de emulséo
hiperlipidica (grupo
HF). Todos os ratos
receberam ragéo
padrao para
roedores e agua.
Além disso, eles
tiveram acesso livre
a uma solucgéo de
sacarose (18%). Os
ratos modelo foram
tratados oralmente
com a emulsdo de
alto teor de gordura
(20 ml / kg) uma vez
por dia.Por 6
semanas.

Dieta rica em
gordura (35% de
gordura total, 54%
de acido graxo
trans) e deficiente
em colina por 16
semanas.

A DHC foi composta
pelas seguintes
fontes de energia:
52% foram
fornecidos por
carboidratos, 30%
por gordura e 18%
por proteina
(calorias totais: 4,8
kcal /g).
Comparagéo com a
dieta deficiente em
metionina-colina.

Dieta hiperlipidica
com 5% de energia
de gordura no grupo
controle e uma dieta

hipercalérica, rica
em 41% de gordura,

por 39 semanas.
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Wu et al.

Kucera, Cervinkova,

Torres-Vilalobos G, et

al.

Esteatose hepética:

um modelo
experimental para
quantificacéo

Modelos
experimentais de
doenca hepatica

gordurosa nao
alcodlica em ratos

Dieta rica em

gordura combinada

e alto consumo
sustentado de

sacarose promove a

DHGNA

2011

2014

2015

marcadores de
controle glicémico.

Introduzir um
método
experimental para
guantificar a
esteatose hepética

em ratos, e fornecer

um modelo
experimental
alternativo nas
seguintes
pesquisas.

Este artigo revisa o0s
modelos
experimentais
amplamente
utilizados da
NAFLD em ratos.
Discutimos os
modelos
nutricionais,
genéticos e
combinados da
DHGNA e seus proés
e contras.

Avaliar o impacto de
4 dietas diferentes
na producéo de
NAFLD com énfase
em um alto
consumo
combinado de alta
gordura e
sustentado de
sacarose.

Dois grupos e
alimentados com
dieta comercial e

dieta deficiente em
colina / metionina
(DMC) por duas
semanas.

Dietas ricas em
gordura; Dieta rica
em frutose /
sacarose; Dieta
deficiente em
metionina e colina;
dietas aterogénicas;
Modelos genéticos e
combinados.

1)Dieta controle; 2)
Dieta rica em
gordura e colesterol
+ 5% de sacarose
na agua potavel. 3)
Dieta rica em
gordura de amido
de milho +5% de
sacarose na agua
potavel. 4) Dieta
alimentar + 20% de
sacarose em agua
potavel.Por 90 dias




55

Lee et al. Desarranjo
Histologico e
Metabdlico em
Modelos Animais de
Alta Gordura, Alta
Frutose e Dieta

Combinada

Mikhalil et al. Modelos animais de
doenca hepética
gordurosa nao
alcodlica - um guia
para iniciantes

Eslamparast et al. Composicéo
dietética
independente da
perda de peso no
tratamento de
doenca hepética
gordurosa nédo
alcodlica

2015 Avaliar e comparar
as diferencas na
inducéo de
caracteristicas
histologicas e
metabdlicas
induzidas pelas
dietas combinadas
para caracterizar os
modelos de ratos
NAFLD e NASH
resultantes.

2017 Esta reviséo
fornecera uma
breve viséo geral
dos modelos de
animais mais
frequentemente
utilizados na
pesquisa e nos
cuidados de saude
materna da NDFL,
seguindo o modelo
de orientacéo
maritima mais
abrangente,
concentrando-se
nas principais
caracteristicas
fenotipicas de cada
modelo.

2017 Revisao de
literatura avaliando
as evidéncias por
tras dos
componentes da
dieta, incluindo
dietas ricas em
carne, omegae 3 e,
dependendo de
mais evidéncias,
concordamos com a
recomendacédo das
Diretrizes Clinicas
EASL-EASO da
dieta mediterranea
como a dieta de
escolha nestes

G1: racdo normal,
G2: dieta
hiperlipidica
alimentados com
uma dieta rica em
gordura (60% total
de calorias),

G3: alta frutose
(30% de frutose em
agua potavel)

G4: alta combinacgéo
de gordura + alta
frutose (60% de

gordura + 20 % de
frutose). Por 20
semanas

Dieta deficient em
metiona e coling;
Dieta Deficiente em
L-Aminoacidos
Deficiente em
Colina; Dieta
aterogénica;
Fructose; Dieta rica
em gordura,
Variacdes na dieta
rica em gordura

Dieta do
mediterraneo,
Abordagem dietética
para parar a
hipertenséo (DASH)
€ um padrao
alimentar rico em
vegetais,
Intervencéo de fibra
(soltvel, prebidtica),
Intervencdo Omega-
3, Intervengdes com
Baixo teor de
Gordura vs. Baixo-
CHO, probioticos,




56

Goossens, jornayvaz

Aspectos
translacionais da
dieta e da doenca

hepéatica gordurosa
néo alcodlica

Han et al. Distin¢céo da Perfil
Metabolémica da
Progresséo da
Doenga Hepatica
Gordurosa Nao
Alcodlica Humana a
partir de um Modelo

Comum de Rato

pacientes.

2017 Discutir algumas
guestdes-chave dos
aspectos
translacionais da
pesquisa de NAFLD
na perspectiva de
nutricdo e
intervencdes
dietéticas, revisdo
de literatura.

2017 O objetivo deste
estudo foi realizar
anélises
metaboldmicas
completas em
amostras de figado
para determinar
quais vias sao
alteradas de forma
mais pronunciada
na condic&o
humana, e
comparar essas
mudancas com
modelos de doencga
hepatica gordurosa
néo alcodlica
(DHGNA).

Dieta com alto teor
de gordura,
deficiente em
metionina; com alto
teor de colesterol;
alto teor de frutose e
cetogénica

Alternadamente, os
ratos foram
alimentados com
dieta rica em
gordura (colesterol
alto, 18% de
gordura de
manteiga) ou dieta
com deficiéncia de
metionina-colina,
por oito semanas.

Modelos dietéticos sao considerados mais semelhantes as doencas

metabdlicas humanas, mas atualmente ndo h& composicdo padrao e duracdo
dessas dietas: dietas ricas em gordura variam de 30% a 60% de gordura, incluindo
gordura saturada, acidos graxos monoinsaturados e &cidos graxos saturados de
poliun e durar de alguns dias (curto prazo) a mais de uma semana (longo prazo)
[29]. Além disso, dietas teoricamente compostas de tipos de gordura idénticos
podem produzir resultados diferentes e os dados sao frequentemente dificeis de
comparar devido a diferencas incontrolaveis entre 0s recursos primarios e a
preparacao da dieta [30].

Observou-se que a maioria dos artigos encontrados na literatura estava
relacionada ao tema, mas o0s estudos utilizaram modelos de dieta animal para
induzir a DHGNA com o objetivo de testar compostos que interferissem na
progressao da doenca.
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Ackerman et al. (2005) [15] demonstraram que 0 modelo de ratos tratados
com frutose pode ser um modelo adequado para o estudo de varios aspectos da
DHGNA humana, especialmente se associado ao ferro, uma vez que gera um
aumento da fibrose hepatica. continha 20,7% de proteina, 5% de gordura, 60% de
carboidrato (frutose), 8% de celulose, 5% de mistura mineral e 1% de mistura de
vitamina, combinados com 50 mg de ferro para cada 1kg de dieta durante o periodo
de 5 semanas. O modelo de frutose-ferro mostrou evidéncias de deposicdo leve a
moderada de gordura macrovesicular e microvesicular com sinais minimos de
fibrose perissinusoidea em 3 de 12 ratos.

De Lima et al. (2008) [18] propuseram uma dieta rica em gordura (35% de
gordura total, 54% de &cido transcutaneo) e deficiente em colina por 16 semanas.
Este modelo demonstrou o desenvolvimento de NASH histolégica com cirrose,
proliferacéo de células ovais e carcinoma hepatocelular CK-19 positivo. Em 2009, Xu
et al. [19] testaram uma dieta rica em gordura em ratos e 0s niveis séricos de
glicose, triglicérides, colesterol, alanina aminotransferase (ALT), acidos graxos livres
(AGL), insulina e fator de necrose tumoral (TNF-alfa) foram determinados. A
histologia hepética também foi examinada por H & Estain. O peso do figado e o
indice do figado aumentaram em um més, quando a esteatose hepatica também foi
observada. No 2° més, o peso corporal e o peso da gordura epididimaria comecaram
a aumentar, o que foi associado ao aumento dos niveis séricos de AGL, colesterol e
TNF-alfa, bem como ao desenvolvimento de esteatose hepatica. O nivel sérico de
ALT aumentou a partir do terceiro més. A esteato-hepatite ocorreu apos trés meses.
Portanto, este modelo € recomendado para o estudo da NASH e suas implicacdes.

O estudo de Wu et al. (2011) [21] e posteriormente Han et al. (2017) [28]
utilizaram uma dieta deficiente em colina / metionina (metionina 0,15%, colina 20
ppm e 12% de componente lipidico) por 2 semanas. e concluiram que os
pesquisadores podem medir diretamente o0 grau de esteatose com menor
preocupacdo com a infiltragdo gordurosa heterogénea e, além disso, fornecer uma
medida continua, mas ndo categorica, de esteatose hepatica.

A dieta deficiente em metionina e colina (MCD) no estudo de Kirsch et al.
(2003) [16] foi composto por 2g / kg de colina e 3g / kg de metionina por 4 semanas.
A pesquisa demonstrou profundas diferencas entre espécies, linhagens e sexo no
modelo nutricional de MCD de NASH. Dos grupos estudados, os camundongos C57
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/ BL6 machos desenvolveram as caracteristicas histolégicas que mais se
assemelham aquelas observadas na NASH humana.

Segundo McDonald et al. (2011) [20], a dieta rica em caloria e rica em
gorduras com 41% de energia gordurosa foi capaz de aumentar a gordura intra-
abdominal, que precedeu um aumento no peso corporal total e foi acompanhada por
anormalidades metabdlicas, incluindo niveis elevados de triglicérides e hiperglicemia
em resposta ao desafio de aglutinacao.

Zou et al. (2006) [17] também afirmaram que o modelo de dieta hipercaldrica
(77% de desconto na atenuacédo, 14% do leite em pd total e 9% de carboidratos)
oferece novas oportunidades para o estudo da patogénese e tratamento da
sindrome metabdlica associada a esteato-hepatite. como obesidade,
aminotransferase anormal, hiperlipidemia, hiperinsulinemia, hiperglicemia e
resisténcia a insulina. A progressdo da DHGNA também deve ser alta, com potencial
para avancar para esteato-hepatite ou mesmo cirrose, como visto na Figura 2. Foi
demonstrado que a dieta hipercalérica os modelos mostraram o mesmo perfil
metabdlico observado em humanos, como niveis aumentados de insulina,
resisténcia a insulina, hiperglicemia, hiperleptinemia, intolerancia a glicose e
aumento dos niveis de adiposidade visceral branca [17,31].

O estudo de Kucera e Cervinkova [22] teve como objetivo revisar varias dietas
usadas para desenvolver DHGNA e discutir modelos nutricionais, genéticos e
combinados de DHGNA, bem como proés e contras. A escolha de um modelo animal
adequado para essa doenca, respeitando suas limitacdes, pode ajudar a entender
sua complexa patogénese e descobrir novas estratégias terapéuticas.

Em 2015, Torres-Vila lobos e outros [23] teve como objetivo avaliar o impacto
de quatro diferentes dietas sobre a produgdo de NAFLD com énfase no alto
consumo combinado de sacarose rica em gordura e sustentada.Sua metodologia
utilizou as seguintes dietas: dieta controle, alto teor de gordura e colesterol + 5% de
dieta de sacarose em beber agua, dieta com alto teor de gordura de amido de milho
+ 5% de sacarose em agua potavel e dieta alimentar + 20% de sacarose em agua
potavel por 90 dias. Eles concluiram que a dieta rica em gordura + colesterol com
combinacéo de alto teor de gordura e alta sacarose € mais eficaz na producéo de

DHGNA, em comparacado com uma dieta rica em sacarose.
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Lee et al. (2015) [24] observaram as consequUéncias de dietas com alto teor
de gordura (HF) e alta frutose (HFr) em ratos. A inflamacdo intra-hepética e
desequilibrios metabdlicos foram mais proeminentes no modelo de combinacdo HF
e HFr do que no modelo monodietico de IC, o que mostra que um tipo de acucar
agrava a doenca hepéatica quando associada a gordura.

Eslamparast et al. (2017) [26] propuseram em uma revisao que a Composi¢cao
alimentar inadequada € um fator importante na progressao da DHGNA e propds que
“dieta saudavel de alta qualidade” melhora a esteatose hepatica e a disfuncao
metabolica em pacientes com DHGNA. Eles destacaram que a maioria dos
pacientes com DHGNA seguem dietas com consumo excessivo de carboidratos
simples e gordura total e saturada, com reducéo na ingestao de fibras alimentares e
alimentos ricos em 6mega 3.

Estudos investigando a influéncia da dieta no conteddo de gordura hepatica
foram realizados utilizando uma dieta hipercalérica que leva a um aumento
significativo no conteddo de gordura hepatica. Sabe-se que a DHC induz alguns
distirbios metabdlicos, e as consequéncias sdo completamente dependentes da
composicao e duragao da dieta. [32,33].

Uma visdo ampla das publica¢des que estudam as dietas usadas para simular
a DHGNA em animais mostra uma quebra nas dietas nutricionais, genéticas e
combinadas. Goossens e Jornayvaz [27] descrevem os modelos nutricionais da
DHGNA que tentaram mimetizar os distirbios metabdlicos observados na doenca,
bem como as alteracdes histologicas no figado: dieta hiperlipidica, dieta deficiente
em metionina e colina, dieta rica em colesterol, alta -frutose dieta, dieta cetogénica e
outros modelos. Dentre essas dietas, Goossens e Jornayvaz [27] descreveram 0
modelo de dieta de gorduras mencionadas, testado em ratos machos Sprague-
Dawley por Lieber et al. [34] (71% de energia gorda, 11% de carboidrato e 18% de
proteina). Eles demonstraram o desenvolvimento de esteatose em trés semanas
associada a resisténcia a insulina e aumento dos marcadores de fibrogénese. Esse
mesmo estudo também sugere que o modelo de dieta rica em frutose associado ou
nao ao modelo hiperlipidico induz a esteatose por um periodo de quatro a oito
semanas. O DHC é bem conhecido por induzir alguns distirbios metabdlicos e as
consequéncias sao completamente dependentes da composi¢cdo e duracao da dieta
[29].
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Segundo Mikhail et al. [25], os modelos quimicos sdo divididos em
estreptozotocina, tetracloreto de carbono e dietilnitrosamina, enquanto os modelos
genéticos sdo modelos de diabetes mellitus tipo 2 e modelos de aterosclerose e
carcinoma hepatocelular.

Esses modelos permitem aos pesquisadores controlar, in vivo, fatores
genéticos e ambientais que podem influenciar o desenvolvimento da doenga e suas
complicacfes secundarias [29], obtendo assim informacdes Uteis sobre seu manejo

e tratamento em humanos.

4. Concluséo

Em conclusdo, os achados desta revisdo mostram que a dieta € um dos
fatores que predispbem ao aparecimento da DHGNA e que os estudos
apresentaram uma grande variedade de desenhos, sendo as DHC as dietas mais
frequentes com modelos experimentais de DHGNA. Reforca que os modelos de
dieta animal sdo capazes de simular as caracteristicas fisiopatoldgicas da DHGNA e
ainda sdo amplamente utilizados em pesquisas, principalmente relacionadas ao

teste de compostos que interferem na progressao da doenca.

Disponibilidade de dados

Os dados utilizados para apoiar os resultados deste estudo estao incluidos no artigo.
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