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RESUMO

As doencas hepaticas gordurosas nao alcodlicas (DHGNA) descrevem um espectro de doencas
crénicas do figado mais comuns e crescentes do mundo, causadas pelo acimulo de gordura nas
células, condi¢do denominada esteatose hepética. Estima-se que em um quinto dos pacientes
ocorra progressao para o0 estagio mais grave da doenca denominada esteato hepatite ndo
alcoolica (EHNA), condicdo com processo inflamatério, lesdo de hepatdcitos e potencial
desenvolvimento de fibrose, cirrose e carcinoma hepatocelular, situacbes com potencial
necessidade de transplante hepatico. A molécula quercetina, flavonoide presente na dieta
humana, apresenta grande interesse farmacol6gico por demonstrar potencial na redugdo do
estresse oxidativo gerado pelo desenvolvimento da doenca. O objetivo deste trabalho é avaliar
a resposta terapéutica e profilatica da quercetina no estabelecimento de EHNA. O experimento
foi realizado in vivo com ratos Sprague Dawley nos grupos CP — Controle padréo, que recebeu
dieta convencional nutricionalmente adequada & espécie, CD — Controle hiperlipidico + DEN,
dieta hiperlipidica para inducdo de EHNA e o composto hepatotdxico dietilnitrosamina (DEN),
CH - Controle hiperlipidico, apenas dieta hiperlipidica, TP — Tratamento profilatico, dieta
hiperlipidica e simultanea administracdo de quercetina desde o inicio do experimento e TT —
Tratamento terapéutico, dieta hiperlipidica e administracdo de quercetina apds trés semanas
do inicio experimental. Foram realizadas avaliacdo do desempenho clinico animal, analise de
cinética enzimatica das transaminases ALT e AST, analise macroscopica e microscépica do
figado e identificacdo metabolémica por ressonancia magnética nuclear (RMN). Os animais do
Grupo CP demonstraram boas condicdes clinicas de saide com padrées hormais em todas as
variaveis analisadas. O Grupo CD foi consirerado o grupo mais agredido pela agdo de DEN
em conjunto a inducdo de EHNA por apresentar conjunto de caracteristicas clinicas comuns em
desarranjos hepaticos como ictericia, coluria e hipocolia, menor ganho de peso corporal e
hepéatico, menor consumo de alimento, maiores niveis séricos de ALT e AST e presenca de
fibrose e cirrose hepatica. Os animais dos Grupos CH, TP e TT apresentaram o
estabelecimento de EHNA, no entanto, ambos os tratamentos com quercetina se apresentaram
eficientes e promissores no sentido de impedir o estabelecimento da fibrose na condicdo de
EHNA, protegendo o Orgdo contra maior degeneracdo e perda de fungdes vitais, aspecto
fundamental para garantir possibilidade de reversdo da patologia ao quadro clinico saudavel do

figado e recuperacgéo das suas fungdes comprometidas pelo acimulo de gordura nas células.

Palavras-chave: Metabolismo hepatico. DHGNA. EHNA. Quercetina.



ABSTRACT

Nonalcoholic fatty liver diseases (NAFLD) describe a spectrum of the most common and
growing chronic liver diseases in the world, caused by accumulating fat in cells, a condition
called steatosis. It is estimated that in one-fifth of the patients there is progression to the most
severe stage of the disease, called nonalcoholic steatohepatitis (NASH), condition of hepatic
steatosis with inflammation process, hepatocyte damage and potential development of fibrosis,
cirrhosis, and hepatocellular carcinoma, situations of a potential need for liver transplantation.
The quercetin molecule, a flavonoid present in the human diet, has a great pharmacological
interest because it demonstrates the potential to reduce oxidative stress generated by the
development of the disease. This work evaluates the therapeutic and prophylactic response of
quercetin in the establishment of NASH. The Sprague-Dawley rats used as an experimental in
vivo model were organized into five groups: Standard control (SC), that received a
conventional diet nutritionally appropriate to the species; Hyperlipidic control + DEN (HD),
hyperlipidic diet for EHNA induction and the hepatotoxic compound diethylnitrosamine
(DEN); Hyperlipidic control (HC), hyperlipidic diet only; Prophylactic treatment (PT),
hyperlipidic diet and simultaneous administration of quercetin since the beginning of the
experiment; and Therapeutic treatment (TT), hyperlipidic diet and administration of
quercetin three weeks after the experimental start. Were performed animal clinical performance
evaluation, enzymatic Kinetics analysis of ALT and AST transaminases, macroscopic and
microscopic analysis of the liver and metabolomic identification by nuclear magnetic resonance
(NMR). The animals in the SC Group demonstrated good clinical health conditions with
normal standards in all variables analyzed. The HD Group was considered the group most
attacked by the action of DEN together with the induction of NASH for presenting a set of
common clinical characteristics in liver disorders such as jaundice, choluria and hypocholia,
less body and liver weight gain, less food consumption, bigger serum ALT and AST levels and
presence of fibrosis and liver cirrhosis. The animals in HC, PT and TT Groups presented the
establishment of NASH, however, both treatments with quercetin were efficient and promising
in order to prevent the establishment of fibrosis in the condition of NASH, protecting the organ
against further degeneration and loss of vital functions, a fundamental aspect to guarantee the
possibility of reversion of the pathology to the healthy clinical condition of the liver and

recovery of its functions compromised by the accumulation of fat in the cells.

Keywords: Hepatic metabolism. NAFLD. EHNA. Quercetin.
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Figura 1 — Macroanatomia do figado humano recebendo suprimento sanguineo
duplo, com sangue rico em nutrientes da veia porta e sangue oxigenado da artéria
hepética. O sangue sai do figado pela veia hepatica. A vesicula biliar coleta a bile
produzida pelos hepatdcitos e a libera no trato gastrointestinal através do ducto biliar.

Figura 2 — Representacdo da microanatomia do figado: Cada Iébulo é composto por
corddes de hepatdcitos dispostos radialmente em relagdo a veia centrolobular ou
central. Na periferia do 16bulo ha tecido conjuntivo, no qual se encontra 0 espago

porta, que contém a triade portal (arteriola, vénula e ducto biliar).

Figura 3 — Subconjuntos de células hepéticas. Hepatdcitos sdo dispostos em corddes
e produzem a bile, que é coletada pelos dutos biliares na area portal. Células
endoteliais revestem os sinusoides e vasos terminais e linfaticos. As setas indicam a
direcdo do fluxo sanguineo. Células imunes: células estreladas hepaticas (HCS),
células de Kupffer (KC), células dendriticas (DC), células T (aff, CD8 e yd), células
MAIT, células linféides (NK e NKT) e células B.

Figura 4 — Historia natural e desenvolvimento de DHGNA e EHNA. Na constante
exposicdo a dieta gordurosa, o 6rgdo inicialmente em condi¢des normais progride em
70 a 93% dos casos para figado gorduroso ndo alcodlico (FGNA), primeiro estagio
da doenca com quadro de esteatose hepatica simples. Em 7 a 30 % dos casos ocorre
progressao para esteato hepatite ndo alcodlica (EHNA), segundo estagio, em que ha
esteatose hepatica com inflamacdo e lesdo de hepatécitos, podendo ocorrer
estabelecimento de fibrose. A partir de entrdo pode ocorrer progressdo para EHNA
com fibrose simples e avancada e desenvolvimento de carcinoma hepatocelular

(CHC) cirr6tico ou nao-cirrético.

Figura 5 — Estrutura quimica da quercetina (Q). Dois anéis benzénicos representados

por A e B e um anel pirano C. Radicais OH nas posigoes 3, 5, 7,3 e 4°.
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Figura 6 — Tratamento aos animais. A. Modelo experimental (rato macho da
linhagem Sprague-Dawley). B. Gaiolas de acomodacéo para roedores, dispostas lado
a lado na sala de manutencéo e experimentacdo do Biotério. C. Ingestdo de agua de
beber, com fornecimento livre. D. Ingestdo de racdo padréo, com fornecimento diario
regulado. E. Ragdo padrdo ou convencional (Agromix). F. Racdo hiperlipidica
(Rhoster).

Figura 7 — Gavagem diaria de quercetina a 10 mg/kg em carboximetilcelulose 0,5%
administrada aos animais do Grupo TP — Tratamento profilatico e Grupo TT —
Tratamento terapéutico.

Figura 8 — Procedimento de pesagem corporal individual dos animais. A. Pesagem
do animal acomodado em base de gaiola pequena. B. Disposi¢do e organizacdo do
espaco de manuseio dos animais no processo de pesagem.

Figura 9 — Ganho médio de peso total dos animais e desvio padrdo nos Grupos CP,
CD, CH, TP e TT durante periodo experimental. As retas representam peso corporal

médio inicial e final dos animais.

Figura 10 — Ganho de peso corporal e consumo médio de racdo dos animais
representantes dos grupos CP (preto), CD (azul claro), CH (verde), TP (azul escuro)
e TT (vermelho) durante o periodo experimental. As linhas representam consumo
médio em gramas de racao pelos animais, com escala em eixo y a direita e os pontos,

0 ganho médio de peso corporal em gramas, com escala em eixo y a esquerda.

Figura 11 — Quadro clinico visivel dos animais ao final do periodo experimental. As
imagens apresentam: animais representantes dos Grupos CP (A), CD (B), CH (C),
TP (D) e TT (E e F). Em CP os animais demonstraram boas condi¢6es clinicas de
salde evidenciadas pela cor rosa da pele, excretas em padrdo normal e pélos robustos
e com brilho. No grupo CD foram observados sintomas visiveis mais comuns em
desarranjos hepaticos: ictericia, pélos ralos, arrepiados e opacos. Em CH e alguns
animais de TT os animais apresentaram perda de pélos e em TP e alguns animais de

TT, apresentaram boas condicdes clinicas, semelhantes a CP. Todos 0s animais que
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ingeriram rac&o hiperlipidica apresentaram coluria, caracterizada pela cor escura da

urina e acolia ou hipocolia, fezes de cor esbranquigada.

Figura 12 — Peso médio do figado dos animais representantes dos grupos CP, CD,

CH, TP e TT ao final do periodo experimental e desvio padréo. * p < 0,05.

Figura 13 — Peso medio e desvio padrdo das gorduras epididimal, visceral e
retroperitonial dos animais representantes dos Grupos CP, CD, CH, TP e TT ao

final do periodo experimental. * p < 0,05. ** p < 0,01.

Figura 14 — Valores de atividade enzimatica (U/L) de ALT e AST e desvio padrao
dos grupos CP, CD, CH, TPe TT. * p <0,05. ** p < 0,01.

Figura 15 — Macroscopia do figado dos animais de ambos 0s grupos experimentais.
As imagens apresentam: orgdo representativo dos Grupos CP (A), CD (B), CH (C),
TP (D) e TT (E).

Figura 16 — Laminas histoldgicas do tecido hepatico: fixacdo com Bouin, coloracdo
com HE. Grupo CP: A. Corddes de hepatdcitos dispostos radialmente em relagdo a
veia central (VC) posicionada no centro do I6bulo, objetiva de 10x. B. Hepatdcitos
normais, objetiva de 20x. Grupo CD: C. Veia central posicionada no centro do l6bulo
e presenca de septos fibrosos partindo do espaco porta em sentido perisinusoidal
(seta). E observado o desarranjo dos hepatcitos em resposta a reorganizacao celular
desordenada pos injdria hepatica, objetiva de 10x. D. Esteatose predominantemente
macrovesicular e hepatdcitos balonizantes, objetiva de 20x. E. Infiltrado inflamatério
misto com distribuicédo lobular (seta), objetiva de 8x. F. EHNA e cirrose hepatica com
nodulos de estrutura anormal circundados por fibrose, objetiva de 4x. Grupo CH: G.
Veia central associada a fibrose e intensa atividade inflamatéria. H. EHNA e fibrose,
objetiva de 10x. Grupo TP: I. Veia central associada a intensa atividade inflamatéria
e hepatdcitos sem leséo balonizante (seta), objetiva de 10x. J. EHNA com reducéo de
fibrose. Grupo TT: K. EHNA predominante macrovesicular ao redor de veia central,
objetiva de 10x. L. Pequeno foco de inicio do desenvolvimento da fibrose na regido

lobular, objetiva de 10x.
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Figura 17 — Espectros de CPMG de RMN referentes as amostras de soro sanguineo 62
(A) e fezes (B) dos animais dos Grupos CP (amarelo), CD (roxo), CH (verde), TP
(vermelho) e TT (azul).
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aspartato aminotransferase (AST) em unidades por litro (U/L) dos Grupos CP, CD,
CH, TPeTT.
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1. INTRODUCAO

1.1 Figado: aspectos estruturais, anatdomicos e fisioldgicos

O figado € a maior glandula e o maior érgdo macico dos mamiferos e desempenha alta
versatilidade e complexidade funcional (ARIAS et al., 2020; JUNQUEIRA & CARNEIRO,
2013). E o 6rgéo protagonista de diversas funcdes fisioldgicas do organismo, que podem ser
resumidas em filtracdo e armazenagem de sangue; metabolismo de carboidratos, proteinas,
gorduras, horménios e produtos quimicos estranhos; formagdo de bile; armazenamento de
vitaminas e de ferro; e formacdo de fatores de coagulacdo (GUYTON & HALL, 2017),
realizando uma complexa matriz de mais de 500 funcGes de processos metabolicos, sintéticos,
imunolégicos e de desintoxicacdo (BHATIA et al., 2014).

Esté localizado do lado direito do plano mediano na cavidade abdominal, posicionado
em relacdo ao eixo cranio-caudal sobre o estbmago, duodeno, regido superior do pancreas, rins
e glandula suprarrenal e sua superficie superior ou parietal € convexa e se encaixa sob 0 masculo
diagragma (MARTINS & NEUHAUS, 2007). Esta posi¢do central em relagdo ao sistema
circulatério confere ideal funcdo ao érgdo de captar, transformar e acumular metabélitos, bem
como neutralizar ou inativar e eliminar medicamentos, drogas e substancias toxicas ao
organismo (JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2013).

O figado compreende uma massa de parénquima esponjoso continua penetrada por
lacunas ou tneis, por onde se estabelecem redes de vasos. O figado humano adulto pesa de
1.300 a 1.700 g, dependendo do sexo e do tamanho corporal e € relativamente pequeno em
comparagao com outras espécies por representar 2% do peso corporal, ao passo que em ratos,
o figado representa 4 — 5% do corpo (ARIAS et al., 2020; BHATIA et al., 2014).

Na maioria das espécies de mamiferos, o figado e multilobado, isto €, ramificado em
grandes compartimentos individuais, como ocorre nos ratos em que o 6rgéao € subdividido em
lobo medial (38 % do peso do figado), lobo lateral esquerdo (30 %), lobo lateral direito (22 %)
e lobo caudado (8 — 10 %). O figado humano é anatomicamente distinto dos demais mamiferos,
sendo que o parénquima é continuo e constitui dois lobos principais: direito, e esquerdo. O
arranjo de seus vasos internos gera a divisdo de oito segmentos parenquimatosos
macrovasculares (ARIAS et al., 2020; MARTINS & NEUHAUS, 2007).

O orgéo e revestido pelo peritdnio, com exce¢do da area que se adere ao diafragma e
demais orgdos, e por uma capsula delgada de tecido conjuntivo modelado, que se torna mais

expessa na regido denominada hilo: a porta do figado. Nesta regido, penetram no 0rgéo a artéria
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hepética e a veia porta, e saem dele os ductos hepaticos direito e esquerdo, bem como os ductos
linfaticos, formando um padrdo vascular uUnico de organizacdo (Figura 1) (JUNQUEIRA &
CARNEIRO, 2013; MONTANARI, 2016).

A maior parte dos nutrientes absorvidos pelo intestino chega ao figado pela veia porta,
que transporta entre 70 e 80% de sangue venoso do estdbmago, intestinos, pancreas e bago ao
figado, sendo portanto, rico em compostos absorvidos no trato alimentar como nutrientes,
substancias toxicas, horménios pancreaticos e produtos da degradacdo da hemoglobina. A
artéria hepatica transporta ao figado menor porcentagem de sangue oxigenado, carreando
lipidios complexos denominados quilomicrons. Os ductos hepaticos coletam a bile produzida
no figado e o sangue do 6rgdo é drenado pelas veias hepaticas que desembocam na veia cava
inferior (ARIAS et al., 2020; JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2013; MONTANARI, 2016).

Figura 1 — Macroanatomia do figado humano recebendo suprimento sanguineo duplo, com
sangue rico em nutrientes da veia porta e sangue oxigenado da artéria hepéatica. O sangue sai do
figado pela veia hepética. A vesicula biliar coleta a bile produzida pelos hepatdcitos e a libera

no trato gastrointestinal através do ducto biliar.

Veia central

Veia hepatica ——

Fonte: Adaptado de FICHT & IANNACONE et al., 2020.

As diversas fungdes do figado sdo executadas por um tecido multicelular
estruturalmente complexo com uma angioarquitetura Unica. Existem dois principais tipos
celulares no figado: as células biliares, também chamadas de colangidcitos e os hepatécitos. Os
colangiocitos produzem a bile e formam os canais que constituem o sistema biliar, que drena o
parénguima e garante o fluxo adequado permanente da bile, considerada altamente toxica, para

a vesicula biliar. Os hepatocitos medem 20 a 30 pum de didmetro e sdo as células
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parenquimatosas mais valiosas do tecido hepatico, devido a capacidade de realizarem as
fungdes metabolicas mais complexas do organismo dos mamiferos. (ARIAS et al., 2020).

Os hepatocitos estdo agrupados em placas interconectadas, denominadas lébulos
hepaticos: unidades estruturais e funcionais basicas do figado (Figura 2). Cada lI6bulo apresenta
uma massa de tecido de forma cilindrica ou poligonal de 0,7 a 2 milimetros de didmetro, uma
veia na regido centrolobular ou central e dispostos radialmente a esta, varios corddes de
hepatocitos enfileirados. Entre um I6bulo e outro, nas regides denominadas espacos porta, se
encontra um ramo da artéria hepatica (arteriola), um ramo da veia porta (vénula) e um ducto
biliar, conjunto caracterizado como triade portal, além de vasos linfaticos. O figado humano é
constituido de 50 mil a 100 mil l6bulos individuais com trés a seis espacos porta por l6bulo
(GUYTON & HALL, 2017; JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2013; MONTANARI, 2016).

Figura 2 — Representacdo da microanatomia do figado: Cada lébulo é composto por corddes
de hepatdcitos dispostos radialmente em relagdo a veia centrolobular ou central. Na periferia
do I6bulo héa tecido conjuntivo, no qual se encontra o espaco porta, que contém a triade portal

(arteriola, vénula e ducto biliar).

Veia sublobular

Veia centrolobular

Cordbes de

hepatécitos
Lébulo
hepatico -| Espago porta — ¢
classico
Veia — |
centrolobular
Ramo de
artéria hepatica
Tria:; Ducto biliar
P Ramo da
veia porta

Fonte: JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2013.

Os vasos da triade portal ramificam-se em vasos distribuidores, preenchendo o I6bulo

por inteiro (Figura 3). As arteriolas e vénulas hepaticas, que transportam o sangue para 0
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figado, abrem-se nos capilares sinusoides situados entre os corddes de hepatdcitos e estes
desembocam na veia central (MONTANARI, 2016). A constituicdo dos sinusoides por uma
camada descontinua de células endoteliais permite uma troca fisiologicamente importante de
macromoléculas entre a corrente sanguinea e os hepatdcitos, e vice-versa, além da troca gasosa.
A bile sintetizada por estas céelulas é escoada nos canaliculos biliares que convergem para o
ducto biliar e posteriormente para a vesicula biliar JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2013).

No figado, além dos hepatdcitos, estdo presentes os miofibroblastos como as células
estreladas hepaticas, ou células de Ito, que representam a principal fonte de fatores de
crescimento, fibras reticulares e citocinas e armazenam substancias especificas como vitamina
A. A presenca de quase todos os subtipos de linfdcitos e células dendriticas tornam o figado um
dos maiores 6rgaos do sistema imunoldgico. Os macrofagos residentes do 6rgdo, denominadas
células de Kupffer, filtram o sangue desempenham sua funcdo imunorreguladora tradicional,
fagocitando hemécias velhas, bactérias, virus e material particulado no figado (ARIAS et al.,
2020; MONTANARI, 2016).

Figura 3 — Subconjuntos de células hepaticas. Hepatocitos sdo dispostos em corddes e
produzem a bile, que é coletada pelos dutos biliares na area portal. Células endoteliais revestem
0s sinusoides e vasos terminais e linfaticos. As setas indicam a direcdo do fluxo sanguineo.
Células imunes: células estreladas hepaticas (HCS), células de Kupffer (KC), células
dendriticas (DC), células T (afp, CDS8 e v9), células MAIT, células linféides (NK e NKT) e

células B.
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O figado é considerado uma interface entre o sistema digestivo e o sangue, uma vez que
desempenha papel fundamental no processamento e armazenamento de nutrientes absorvidos
no trato digestivo, que sdo posteriormente encaminhados e utilizados por outros 6érgéos
(JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2013). Participa, portanto, da manutencdo da homeostase do
organismo como um filtro sanguineo bidirecional — pois faz a filtragem do sangue sistémico e
do sangue que transporta nutrientes e compostos toxicos absorvidos no trato gastrointestinal —
e ativo — uma vez que atua metabolizando a maioria dos compostos nutricionais e neutralizando
e removendo compostos toxicos de forma rédpida, como diversos farmacos incluindo
antibidticos, hormonios esterdides, tiroxina e outras substancias como o célcio (ARIAS et al.,
2020; GUYTON & HALL, 2017).

Além de inativar e metabolizar muitas substancias tdxicas, medicamentos e drogas, 0
figado desempenha um papel essencial no metabolismo de lipidios, carboidratos e proteinas
(ARIAS et al., 2020). Embora a maioria das células corporais metabolize gordura, certos
aspectos do metabolismo lipidico ocorrem, em sua maior parte, no figado (GUYTON & HALL,
2017). Os quilomicrons que chegam ao figado sdo degradados em acidos graxos e glicerol e a
partir destas moléculas, ocorre a B-oxidacdo dos acidos graxos de cadeias médias e curtas,
proporcionando fonte energética para outras fungfes corporais; sintese de grande quantidade
de colesterol, fosfolipidios e a maioria das lipoproteinas; e sintese ou conversdo de gordura a
partir de proteinas e carboidratos (BRANDAO, 2017; GUYTON & HALL, 2017;
MONTANARI, 2016).

Aproximadamente 80% do colesterol produzido nos hepatdcitos € convertido em acido
colico e este em sais biliares, que sdo secretados e juntamente com agua, bilirrubina, colesterol,
acidos graxos, lectina e ions como sédio, potassio, célcio, cloro e bicarbonato, constituem a
bile. A bile é um fluido alcalino essencial na digestdo e absorcdo de gorduras secretado em
quantidades que variam de 600 a 1200 mL por dia e apds secrecdo, € armazenada na vesicula
biliar até que se torne necessaria a digestdo, momento em que é despejada internamente no
duodeno, regido do intestino delgado, e ocorre a emulsificagdo das particulas gordurosas, que
se tornam menores, 0 que permite a acdo de digestdo pelas lipases pancreéaticas (ARIAS et al.,
2020; BRANDAO, 2017; JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2013; MONTANARI, 2016).

No metabolismo de carboidratos o figado desempenha importante papel na manutencéo
da concentracdo normal da glicose sanguinea, ou controle da glicemia, realizando as funcdes
de armazenamento de grandes quantidades de glicogénio e quando necessario conversao deste

em glicose; gliconeogénese, que representa o processo de producdo de glicose a partir de
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moléculas diferentes de carboidratos; e conversdo de galactose e frutose em glicose
(BRANDAO, 2017; GUYTON & HALL, 2017).

Em relacdo ao metabolismo de proteinas, o figado é capaz de promover a desaminacgéo
de aminoéacidos, necessaria para serem utilizados como fonte energética; conversdo de amonia,
toxica ao organismo, em uréia; formacéo de 90% das proteinas plasmaticas como a albumina
sérica, bilirrubina e outras proteinas carreadoras; e interconversdes entre 0s diversos
aminoacidos e sintese a partir destes de compostos como aminoacidos ndo essenciais,
(BRANDAO, 2017; GUYTON & HALL, 2017).

O figado exerce um importante papel no metabolismo do ferro, sendo que a maior parte
deste mineral disponivel nos liquidos corporais interage de forma reversivel com a proteina
apoferritina, presente nos hepatocitos, se tornando a ferritina. Quando necessario, a ferritina
libera o ferro e os niveis de ferro circulante se equilibrem adequadamente (BRANDAO, 2017;
GUYTON & HALL, 2017; JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2013). Ocorre ainda no figado o
armazenamento das vitaminas A, principal vitamina armazenada em grandes quantidades, D e
B12 (BRANDAO, 2017; GUYTON & HALL, 2017).

Além disso, o figado sintetiza grande parte de substancias sanguineas que constituem a
cascata de coagulagdo, como a protrombina, e fatores Il, VII, IX e X, todos metabolicamente
dependentes de vitamina K, fibrinogénio e globulina aceleradora. E no figado também que
ocorre a metabolizagdo da bilirrubina, caracterizada como um pigmento verde-amarelo
insolivel em agua, formada a partir da degradacdo da hemoglobina durante a fagocitose de
hemaécias velhas pelos macrofagos do proprio figado, baco e da medula 6ssea. A bilirrubina é
captada pelos hepatdcitos e conjugada com o 4&cido gicurdbnico por acdo da enzima
glicuroniltransferase, resultando em glicuronato de bilirrubina, molécula solGvel em agua,
portanto capaz de ser corretamente eliminada pela urina ou fezes (BRANDAO, 2017;
GUYTON & HALL, 2017).

Apesar de ter um ritmo lento de renovacao celular, o figado apresenta uma capacidade
de regeneracdo extraordinaria, sendo que alguns animais apresentam restauracdo completa de
perda de tecido hepético, capacidade consideravelmente restrita nos humanos. O 6rgao pode
ser lesionado como consequéncia da presenca de diversos agentes como etanol, farmacos,
drogas, agentes quimicos, infeccbes virais (hepatites) e doenca hepéatica autoimune
(JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2013). Nas condices de doengas hepaticas como fibrose,
inflamacdo ou infecgBes virais, 0 processo regenerativo do figado fica seriamente
comprometido e a fungdo hepética se deteriora (GUYTON & HALL, 2017).
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O figado regenerado é geralmente bem organizado, exibindo o arranjo lobular tipico e,
consequentemente, funcdo normalizada. No entanto, quando os hepatdcitos séo repetidamente
agredidos por determinado fator a longo prazo, sua multiplicacdo é seguida de um aumento
significativo na quantidade de tecido conjuntivo e ocorre a formacéo de nddulos celulares em
arranjo desordenado, como uma fibrose difusa, 0 que caracteriza o processo de cirrose. A
cirrose é progressiva e irreversivel, podendo levar a faléncia do 6rgéo e consequentemente ao
6bito (JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2013).

As doengas hepaticas e a consequente perda da funcdo do figado representam um
enorme desafio clinico que se torna pregressivamente mais sério ao passo do surgimento de
novos fatores como a doenca hepatica gorgurosa nao alcéolica (DHGNA) e esteato hepatite ndo
alcoolica (EHNA) e uma populacdo mundial com grande incidéncia de quadro clinico de
hepatites em risco de progressdo para carcinoma hepatocelular (BHATIA et al., 2014).

Nos casos de insuficiéncia hepética, o transplante de figado € indicado como o
tratamento primario e a Unica terapia que mostrou alterar diretamente a mortalidade, o que se
torna limitado devido a escassez de Orgdos disponiveis para transplantes, mesmo com o
constante desenvolvimento de avancos cirdrgicos neste sentido. A improbabilidade de que os
procedimentos de transplante de figado isoladamente atendam a crescente demanda, da
destaque para a busca por terapias alternativas com potencial de prevencdo ou tratamento as
disfuncGes hepéticas (BHATIA et al., 2014).

1.2 Esteato hepatite ndo alcodlica (EHNA)

As doencas hepaticas gordurosas nao alcoolicas (DHGNA) representam um termo
usado para descrever um espectro de doencas do figado causadas pelo acimulo de gordura nas
células (YOUNOSSI et al., 2019). Sdo consideradas as doencas hepaticas crénicas mais comuns
e crescentes do mundo, com incidéncia em criancas, adolescentes e adultos (TSUCHIDA, et
al., 2018; YOUNOSSI et al., 2017; 2018; 2019).

DHGNA séo definidas pela presenca de gordura no figado, quadro identificado como
esteatose hepatica, que é estabelecida no organismo sem causas secundarias de acumulo de
gordura como consumo significativo de alcool, uso de medicamentos esteatogénicos ou
disturbios hereditarios. A maior incidéncia de DHGNA esta associada a fatores de risco
metabolico como obesidade, hipertensdo, resisténcia a insulina, diabetes mellitus e

dislipidemia, caracterizada pela elevagéo dos niveis de colesterol e triglicerideos ou diminuigéo
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dos niveis de HDL no plasma sanguineo (CHALASANI et al., 2012; CHU et al., 2018;
TSUCHIDA, et al., 2018; YOUNOSSI et al., 2017; 2018; 2019).

Estas disfuncGes metabdlicas que promovem a instalacdo da doenca, estdo diretamente
relacionadas ao padrdo da dieta ocidental, que corresponde ao alto consumo de carne vermelha
processada, laticinios com alto teor de gordura e agtcares (KOBORI et al., 2010), o que sustenta
0 aumento mundial de DHGNA concomitante ao aumento da prevaléncia de obesidade
(TSUCHIDA, et al., 2018; YOUNOSSI et al., 2019). Além de dieta pouco equilibrada, a
fisiopatologia da DHGNA envolve fatores ecoldgicos, genéticos, epigenéticos e metabdlicos
como, atividade fisica limitada, além da alta ingestdo de energia, sendo assim considerada
multifatorial (CHU et al., 2018).

O estabelecimento e progressao de DHGNA ocorre em dois estagios no figado. O
primeiro é denominado figado gorduroso ndo alcodlico (FGNA), em inglés non-alcoholic fatty
liver (NAFL), em que a esteatose hepatica é considerada simples por ndo apresentar evidéncia
de lesdo hepatocelular. Apds diagndstico, a maioria das pessoas permanece neste estagio de
desenvolvimento da doenca ao longo da vida. No entanto, estima-se que 20% das pessoas
apresentam progressao para o segundo estagio, devido ao aumento da resposta inflamatéria do
tecido hepatico ao processo de lipotoxicidade. O segundo estagio é denominado esteato hepatite
ndo alcodlica (EHNA), em inglés non-alcoholic steatohepatitis (NASH), em que ha esteatose
hepéatica com inflamagcdo e lesdo de hepat6citos, podendo ocorrer estabelecimento de fibrose
(CHALASANI, 2012; YOUNOSSI et al., 2017; 2018; 2019).

A EHNA pode ser definida como um excesso de gordura hepatica, na qual o figado
possui a0 menos 5% dos hepatdcitos com gotas lipidicas que excedem de 5 a 10% o peso do
6rgdo nos pacientes (DAMASO, 2006; YOUNOSSI et al., 2019). E considerada a forma mais
grave de DHGNA, uma vez que esta associada ao potencial para progredir aos quadros clinicos
de doenca hepética avancada. Neste sentido, EHNA pode estimular leséo hepatica e fibrose em
20 a40% dos casos, em que 10% destes progride para cirrose e 2 a 12% desenvolvem carcinoma
hepatocelular (CHC), situacdo que apresenta potencial necessidade de transplante hepatico
(Figura 4) (TSUCHIDA, et al., 2018; MARRA et al., 2013; YOUNOSSI et al., 2019).
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Figura 4 — Historia natural e desenvolvimento de DHGNA e EHNA. Na constante exposi¢ao
a dieta gordurosa, o 6rgdo inicialmente em condi¢des normais progride em 70 a 93% dos casos
para figado gorduroso ndo alcodlico (FGNA), primeiro estadgio da doenca com quadro de
esteatose hepatica simples. Em 7 a 30 % dos casos ocorre progressao para esteato hepatite ndo
alcodlica (EHNA), segundo estagio, em que ha esteatose hepatica com inflamacéo e leséo de
hepatdcitos, podendo ocorrer estabelecimento de fibrose. A partir de entrdo pode ocorrer
progressao para EHNA com fibrose simples e avancada e desenvolvimento de carcinoma

hepatocelular (CHC) cirrético ou ndo-cirrotico.
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Fonte: Adaptado de YOUNOSSI et al., 2019.

A prevaléncia mundial de DHGNA ¢ estimada em 25% e de EHNA na faixa de 1,5 a
6,45% da populacdo adulta, com a prevaléncia global em pessoas com diabetes mellitus tipo 2
de 55,5%, indicando maior risco de estabelecimento da doenca pela disfun¢do metabdlica
prévia. O risco também é significativamente maior em pessoas com obesidade, hipertensdo e
dislipidemia. (YOUNOSSI et al., 2019).

A nivel continental, a prevaléncia de EHNA representa 31,8% da populacéo no Oriente
Médio, 30,5% na América do Sul, 27,4% na Asia, 24,1% na América do Norte, 23,7% na
Europa, 17,1% na Australia e 13,5% na Africa. Uma projecdo sobre a prevaléncia da doenca
feita com paises da Europa, Asia e América do Norte estima valores crescentes de manifestagio
da doenca até 2030, com aumento de 63% de EHNA, 168% de cirrose, 137% de carcinoma
hepatocelular e 178% de mortes relacionadas ao figado, indicando aproximadamente 800 mil
mortes, 0 que equivale ao dobro em relacéo a 2020 (YOUNOSSI et al., 2019).

Atualmente o tratamento da doenca consiste na mudanca de habitos alimentares e

implementacdo de préaticas de exercicio fisico ao paciente, abordagem que apresenta baixa
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porcentagem de sucesso. Outros tipos de intervencdo incluem agentes hipoglicémicos orais,
vitamina E, hipolipemiantes e cirurgia bariatrica (YOUNOSSI et al., 2019). No entanto, ainda
ndo existem intervencgdes farmacéuticas aprovadas estabelecidas que visem manter controle da
EHNA com tratamentos de prevenc¢éo ou cura, o que coloca a doenga como um desafio no foco
da satde publica, considerando sua alta prevaléncia e estimativas crescentes. Neste cenario, a
busca e investigacdo referente a estratégias de combate a sua instalacdo e progressao,
preferencialmente com a utilizacdo de compostos naturais e pouco invasivos, se torna

fundamental e urgente.

1.3 Quercetina

Os flavonoides constituem um grupo de compostos polifendlicos diversos em estrutura
e caracteristicas quimicas. Ocorrem naturalmente em frutas, verduras, sementes, graos, flores,
cascas, ervas, caules, cha e vinho tinto e sdo parte integrante da dieta humana. Sado moléculas
responsaveis pela explosdo outonal de cores, bem como os varios tons de amarelo, laranja e
vermelho nas flores e nos alimentos (COOK & SAMMAN, 1996; MIDDLETON, 2000).

As atividades bioquimicas dos flavonoides, seus metabolitos e a classificacdo dos
grupos dependem de suas propriedades quimicas. Estruturalmente, os flavonoides sao
substancias polifendlicas de baixo peso molecular compostas por um esqueleto de difenil
propano (CsC3Cs) com dois aneis benzénicos ligados a um anel pirano (BEHLING et al., 2004).

Os flavonoides sdo compostos de grande interesse cientifico por apresentarem dentre
outras, as propriedades antiinflamatéria, anticancerigerna, antibacteriana, antiviral,
antialérgica, e antioxidante, que atuam no bloqueio de radicais livres, como o0 composto
guercetina (COOK & SAMMAN, 1996).

A quercetina (Q) (3,5,7,3’-4’-pentahidroxi flavona) (Figura 5) é o principal flavonoide
presente na dieta humana e o seu consumo diario estimado varia entre 50 e 500 mg, equivalente
a 95% do total dos flavonoides ingeridos. Os alimentos de fonte majoritaria sdo cebola, magéa e
brécolis (BEHLING et al., 2004).
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Figura 5 — Estrutura quimica da quercetina (Q). Dois anéis benzénicos representados por A e
B e um anel pirano C. Radicais OH nas posigdes 3, 5, 7,3 ¢ 4.
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O

Fonte: adaptado de BEHLING et al., 2004.

A quercetina na dieta € metabolizada no intestino e no figado, acumulando-se
gradualmente no figado e depois no rim e outros 6rgaos. Assim, o figado é um 6rgdo importante
afetado pelo consumo habitual de uma dieta rica em quercetina (BEHLING et al., 2004).
Estudos demonstraram que a ingestdo oral de quercetina melhora da capacidade antioxidativa
hepatica, protegendo contra a perda de peso corporal e hepéatico causado pela administracdo do
agente hepatotoxico cancerigeno dimetilnitrosamina (DMN) e impedindo o aumento dos niveis
séricos das enzimas alanina e aspartato aminotransferase (ALT e AST) e bilirrubina, indicativos
de dano hepatico (LEE et al., 2003).

A administracdo oral de quercetina também demonstrou reducdo do acimulo de gordura
no figado e melhora dos parametros sistémicos relacionados a sindrome metabdlica em
camundongos alimentados com uma dieta ocidental, rica em lipidios e acUcares. Isso esta
provavelmente ligado a diminuicdo do estresse oxidativo hepético entre outros fatores como a
reducdo da expressao de genes relacionados a esteatose (KOBORI et al., 2010).

A quercetina demonstra efeitos muito promissores a respeito do tratamento e prevencao
de injurias hepaticas, tornando interessante e necessaria a avaliacdo de seu potencial bloqueio
da progressdo de fibrose hepética no estabelecimento de EHNA, uma vez que ainda ndo ha

conclusdes especificas a respeito desta condigédo patologica.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

Os animais do Grupo CP demonstraram boas condi¢des de saude clinica por
apresentarem valores regulares de ganho de peso corporal, consumo de alimento e proporcao
de gorduras, além de sintomas fisicos considerados normais, como cor rosa da pele, excretas
em padrdo normal e pélos robustos com brilho. O grupo apresentou também indices de
normalidade indicando saude hepatica, evidenciada por peso regular do figado, menores valores
de atividade das transaminases ALT e AST no sangue, aspectos macroscopicos e histoldgicos
do figado normais apds o periodo de tratamento com alimentacdo convencional regulada,
representando nutri¢do equilibrada e adequada para a espécie.

O Grupo CD foi considerado o grupo mais agredido pela acdo de DEN em conjunto a
inducdo de EHNA por apresentar conjunto de caracteristicas clinicas comuns em desarranjos
hepéticos como ictericia, colUria e hipocolia, pélos ralos, arrepiados e opacos, menor indice de
ganho de peso corporal e perda de peso ao fim do experimento, menor ganho de peso do figado,
menor consumo de alimento, maiores niveis séricos de ALT e AST e presenca de fibrose e
cirrose hepatica.

Os animais do Grupo CH também apresentaram o estabelecimento de EHNA,
demonstrando fortes caracteristicas de debilidade fisica, no entanto, apresentaram melhor
quadro clinico em relagdo a CD, assim como indicado pelos paddes de ganho de peso, consumo
e niveis séricos das transaminases.

Os dois grupos tratados com quercetina apresentaram melhores condi¢des clinicas em
relacdo a todos os demais grupos que receberam dieta hiperlipidica. No Grupo TP todos os
animais apresentaram corpo coberto de pélos e comportamento natural, sem processo de
debilidade fisica, quadro clinico mais proximo ao de CP. No Grupo TT alguns animais
representantes apresentaram perda de pélos na regido dorsal proxima do pescogo, como Visto
em CH e outros, as carateristicas descritas para TP. Os niveis séricos de ALT foram mais altos
nos Grupos TP e TT, o que pode estar associado a repeti¢ao diaria de gavagem nos animais,
gue provoca aumento transitorio das transaminases hepaticas devido ao estresse gerado.

A andlise histoldgica concluiu que ambos os tratamentos, profilatico e terapéutico, com
quercetina se apresentaram eficientes e promissores no sentido de impedir o estabelecimento
da fibrose na condicdo de EHNA, protegendo o 6rgdo contra maior degeneracdo e perda de
funges vitais, aspecto fundamental para garantir possibilidade de reversédo da patologia ao
quadro clinico saudavel do figado e recuperagdo das suas fungdes comprometidas pelo acimulo

de gordura nas células.
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