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RESUMO 

 

As doenças hepáticas gordurosas não alcoólicas (DHGNA) descrevem um espectro de doenças 

crônicas do fígado mais comuns e crescentes do mundo, causadas pelo acúmulo de gordura nas 

células, condição denominada esteatose hepática. Estima-se que em um quinto dos pacientes 

ocorra progressão para o estágio mais grave da doença denominada esteato hepatite não 

alcoólica (EHNA), condição com processo inflamatório, lesão de hepatócitos e potencial 

desenvolvimento de fibrose, cirrose e carcinoma hepatocelular, situações com potencial 

necessidade de transplante hepático. A molécula quercetina, flavonoide presente na dieta 

humana, apresenta grande interesse farmacológico por demonstrar potencial na redução do 

estresse oxidativo gerado pelo desenvolvimento da doença. O objetivo deste trabalho é avaliar 

a resposta terapêutica e profilática da quercetina no estabelecimento de EHNA. O experimento 

foi realizado in vivo com ratos Sprague Dawley nos grupos CP – Controle padrão, que recebeu 

dieta convencional nutricionalmente adequada à espécie, CD – Controle hiperlipídico + DEN, 

dieta hiperlipídica para indução de EHNA e o composto hepatotóxico dietilnitrosamina (DEN), 

CH – Controle hiperlipídico, apenas dieta hiperlipídica, TP – Tratamento profilático, dieta 

hiperlipídica e simultânea administração de quercetina desde o início do experimento e TT – 

Tratamento terapêutico, dieta hiperlipídica e administração de quercetina após três semanas 

do início experimental. Foram realizadas avaliação do desempenho clínico animal, análise de 

cinética enzimática das transaminases ALT e AST, análise macroscópica e microscópica do 

fígado e identificação metabolômica por ressonância magnética nuclear (RMN). Os animais do 

Grupo CP demonstraram boas condições clínicas de saúde com padrões normais em todas as 

variáveis analisadas. O Grupo CD foi consirerado o grupo mais agredido pela ação de DEN 

em conjunto à indução de EHNA por apresentar conjunto de características clínicas comuns em 

desarranjos hepáticos como icterícia, colúria e hipocolia, menor ganho de peso corporal e 

hepático, menor consumo de alimento, maiores níveis séricos de ALT e AST e presença de 

fibrose e cirrose hepática. 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 condição de 

EHNA, protegendo o órgão contra maior degeneração e perda de funções vitais, aspecto 

fundamental para garantir possibilidade de reversão da patologia ao quadro clínico saudável do 

fígado e recuperação das suas funções comprometidas pelo acúmulo de gordura nas células. 

 

Palavras-chave: Metabolismo hepático. 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 fígado humano recebendo suprimento sanguíneo 

duplo, com sangue rico em nutrientes da veia porta e sangue oxigenado da artéria 

hepática. O sangue sai do fígado pela veia hepática. A vesícula biliar coleta a bile 

produzida pelos hepatócitos e a libera no trato gastrointestinal através do ducto biliar. 
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Figura 2 – Representação da microanatomia do fígado: Cada lóbulo é composto por 

cordões de hepatócitos dispostos radialmente em relação à veia centrolobular ou 

central. Na periferia do lóbulo há tecido conjuntivo, no qual se encontra o espaço 

porta, que contém a tríade portal (arteríola, vênula e ducto biliar). 
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Figura 3 – Subconjuntos de células hepáticas. Hepatócitos são dispostos em cordões 

e produzem a bile, que é coletada pelos dutos biliares na área portal. Células 

endoteliais revestem os sinusoides e vasos terminais e linfáticos. As setas indicam a 

direção do fluxo sanguíneo. Células imunes: células estreladas hepáticas (HCS), 

células de Kupffer (KC), células dendríticas (DC), células T (αβ, CD8 e γδ), células 

MAIT, células linfóides (NK e NKT) e células B. 
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Figura 4 – História natural e desenvolvimento de DHGNA e EHNA. Na constante 

exposição à dieta gordurosa, o órgão inicialmente em condições normais progride em 

70 a 93% dos casos para fígado gorduroso não alcoólico (FGNA), primeiro estágio 

da doença com quadro de esteatose hepática simples. Em 7 a 30 % dos casos ocorre 

progressão para esteato hepatite não alcoólica (EHNA), segundo estágio, em que há 

esteatose hepática com inflamação e lesão de hepatócitos, podendo ocorrer 

estabelecimento de fibrose. A partir de entrão pode ocorrer progressão para EHNA 

com fibrose simples e avançada e desenvolvimento de carcinoma hepatocelular 

(CHC) cirrótico ou não-cirrótico. 
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Figura 5 – Estrutura química da quercetina (Q). Dois anéis benzênicos representados 

por A e B e um anel pirano C. Radicais OH nas posições 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 acomodação para roedores, dispostas lado 

a lado na sala de manutenção e experimentação do Biotério. C. Ingestão de água de 

beber, com fornecimento livre. D. Ingestão de ração padrão, com fornecimento diário 

regulado. E. Ração padrão ou convencional (Agromix). F. Ração hiperlipídica 

(Rhoster). 
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Figura 7 – Gavagem diária de quercetina a 10 mg/kg em carboximetilcelulose 0,5% 

administrada aos animais do Grupo TP – Tratamento profilático e Grupo TT – 

Tratamento terapêutico. 

 

35 

Figura 8 – Procedimento de pesagem corporal individual dos animais. A. Pesagem 

do animal acomodado em base de gaiola pequena. B. Disposição e organização do 

espaço de manuseio dos animais no processo de pesagem. 
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Figura 9 – Ganho médio de peso total dos animais e desvio padrão nos Grupos CP, 

CD, CH, TP e TT durante período experimental. As retas representam peso corporal 

médio inicial e final dos animais.  
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Figura 10 – Ganho de peso corporal e consumo médio de ração dos animais 

representantes dos grupos CP (preto), CD (azul claro), CH (verde), TP (azul escuro) 

e TT (vermelho) durante o período experimental. As linhas representam consumo 

médio em gramas de ração pelos animais, com escala em eixo y à direita e os pontos, 

o ganho médio de peso corporal em gramas, com escala em eixo y à esquerda. 
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Figura 11 – Quadro clínico visível dos animais ao final do período 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 condições clínicas de 

saúde evidenciadas pela cor rosa da pele, excretas em padrão normal e pêlos robustos 

e com brilho. No grupo CD foram observados sintomas visíveis mais comuns em 

desarranjos hepáticos: icterícia, pêlos ralos, arrepiados e opacos. Em CH e alguns 

animais de TT os animais apresentaram perda de pêlos e em TP e alguns animais de 

TT, apresentaram boas condições clínicas, semelhantes a CP. Todos os animais que 

48 



 

 

ingeriram ração hiperlipídica apresentaram colúria, caracterizada pela cor escura da 

urina e acolia ou hipocolia, fezes de cor esbranquiçada. 

 

Figura 12 – Peso médio do fígado dos animais representantes dos grupos CP, CD, 

CH, TP e TT ao final do período experimental e desvio padrão. * p < 0,05. 
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Figura 13 – Peso médio e desvio padrão das gorduras epididimal, visceral e 

retroperitonial dos animais representantes dos Grupos CP, CD, CH, TP e TT ao 

final do período experimental. * p < 0,05. ** p < 0,01. 
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Figura 14 – Valores de atividade enzimática (U/L) de ALT e AST e desvio padrão 

dos grupos CP, CD, CH, TP e TT. * p < 0,05. ** p < 0,01. 
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Figura 15 – Macroscopia do fígado dos animais de ambos os grupos experimentais. 

As imagens apresentam: órgão representativo dos Grupos CP (A), CD (B), CH (C), 

TP (D) e TT (E). 

 

56 

Figura 16 – Lâminas histológicas do tecido hepático: fixação com Bouin, coloração 

com HE. Grupo CP: A. Cordões de hepatócitos dispostos radialmente em relação a 

veia central (VC) posicionada no centro do lóbulo, objetiva de 10x. B. Hepatócitos 

normais, objetiva de 20x. Grupo CD: C. Veia central posicionada no centro do lóbulo 

e presença de septos fibrosos partindo do espaço porta em sentido perisinusoidal 

(seta). É observado o desarranjo dos hepatócitos em resposta à reorganização celular 

desordenada pós injúria hepática, objetiva de 10x. D. Esteatose predominantemente 

macrovesicular e hepatócitos balonizantes, objetiva de 20x. E. Infiltrado inflamatório 

misto com distribuição lobular (seta), objetiva de 8x. F. EHNA e cirrose hepática com 

nódulos de estrutura anormal circundados por fibrose, objetiva de 4x. Grupo CH: G. 

Veia central associada à fibrose e intensa atividade inflamatória. H. EHNA e fibrose, 

objetiva de 10x. Grupo TP: I. Veia central associada à intensa atividade inflamatória 

e hepatócitos sem lesão balonizante (seta), objetiva de 10x. J. EHNA com redução de 

fibrose. Grupo TT: K. EHNA predominante macrovesicular ao redor de veia central, 

objetiva de 10x. L. Pequeno foco de início do desenvolvimento da fibrose na região 

lobular, objetiva de 10x. 
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Figura 17 – Espectros de CPMG de RMN referentes às amostras de soro sanguíneo 

(A) e fezes (B) dos animais dos Grupos CP (amarelo), CD (roxo), CH (verde), TP 

(vermelho) e TT (azul). 
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1 Fígado: aspectos estruturais, anatômicos e fisiológicos  

 

O fígado é a maior glândula e o maior órgão maciço dos mamíferos e desempenha alta 

versatilidade e complexidade funcional (ARIAS et al., 2020; JUNQUEIRA & CARNEIRO, 

2013).  É o órgão protagonista de diversas funções fisiológicas do organismo, que podem ser 

resumidas em filtração e armazenagem de sangue; metabolismo de carboidratos, proteínas, 

gorduras, hormônios e produtos químicos estranhos; formação de bile; armazenamento de 

vitaminas e de ferro; e formação de fatores de coagulação (GUYTON & HALL, 2017), 

realizando uma complexa matriz de mais de 500 funções de processos metabólicos, sintéticos, 

imunológicos e de desintoxicação (BHATIA et al., 2014). 

Está localizado do lado direito do plano mediano na cavidade abdominal, posicionado 

em relação ao eixo crânio-caudal sobre o estômago, duodeno, região superior do pâncreas, rins 

e glândula suprarrenal e sua superfície superior ou parietal é convexa e se encaixa sob o músculo 

diagragma (MARTINS & NEUHAUS, 2007). Esta posição central em relação ao sistema 

circulatório confere ideal função ao órgão de captar, transformar e acumular metabólitos, bem 

como neutralizar ou inativar e eliminar medicamentos, drogas e substâncias tóxicas ao 

organismo (JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2013).  

O fígado compreende uma massa de parênquima esponjoso contínua penetrada por 

lacunas ou túneis, por onde se estabelecem redes de vasos. O fígado humano adulto pesa de 

1.300 a 1.700 g, dependendo do sexo e do tamanho corporal e é relativamente pequeno em 

comparação com outras espécies por representar 2% do peso corporal, ao passo que em ratos, 

o fígado representa 4 – 5% do corpo (ARIAS et al., 2020; BHATIA et al., 2014). 

Na maioria das espécies de mamíferos, o fígado é multilobado, isto é, ramificado em 

grandes compartimentos individuais, como ocorre nos ratos em que o órgão é subdividido em 

lobo medial (38 % do peso do fígado), lobo lateral esquerdo (30 %), lobo lateral direito (22 %) 

e lobo caudado (8 – 10 %). O fígado humano é anatomicamente distinto dos demais mamíferos, 

sendo que o parênquima é contínuo e constitui dois lobos principais: direito, e esquerdo. O 

arranjo de seus vasos internos gera a divisão de oito segmentos parenquimatosos 

macrovasculares (ARIAS et al., 2020; MARTINS & NEUHAUS, 2007). 

O órgão é revestido pelo peritônio, com exceção da área que se adere ao diafragma e 

demais órgãos, e por uma cápsula delgada de tecido conjuntivo modelado, que se torna mais 

expessa na região denominada hilo: a porta do fígado. Nesta região, penetram no órgão a artéria 



20 

 

hepática e a veia porta, e saem dele os ductos hepáticos direito e esquerdo, bem como os ductos 

linfáticos, formando um padrão vascular único de organização (Figura 1) (JUNQUEIRA & 

CARNEIRO, 2013; MONTANARI, 2016). 

A maior parte dos nutrientes absorvidos pelo intestino chega ao fígado pela veia porta, 

que transporta entre 70 e 80% de sangue venoso do estômago, intestinos, pâncreas e baço ao 

fígado, sendo portanto, rico em compostos absorvidos no trato alimentar como nutrientes, 

substâncias tóxicas, hormônios pancreáticos e produtos da degradação da hemoglobina. A 

artéria hepática transporta ao fígado menor porcentagem de sangue oxigenado, carreando 

lipídios complexos denominados quilomícrons. Os ductos hepáticos coletam a bile produzida 

no fígado e o sangue do órgão é drenado pelas veias hepáticas que desembocam na veia cava 

inferior (ARIAS et al., 2020; JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2013; MONTANARI, 2016).  

 

Figura 1 – Macroanatomia do fígado humano recebendo suprimento sanguíneo duplo, com 

sangue rico em nutrientes da veia porta e sangue oxigenado da artéria hepática. O sangue sai do 

fígado pela veia hepática. A vesícula biliar coleta a bile produzida pelos hepatócitos e a libera 

no trato gastrointestinal através do ducto biliar. 

 

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

 

As diversas funções do fígado são executadas por um tecido multicelular 

estruturalmente complexo com uma angioarquitetura única. Existem dois principais tipos 

celulares no fígado: as células biliares, também chamadas de colangiócitos e os hepatócitos. Os 

colangiócitos produzem a bile e formam os canais que constituem o sistema biliar, que drena o 

parênquima e garante o fluxo adequado permanente da bile, considerada altamente tóxica, para 

a vesícula biliar. Os hepatócitos medem 20 a 30 µm de diâmetro e são as células 
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parenquimatosas mais valiosas do tecido hepático, devido a capacidade de realizarem as 

funções metabólicas mais complexas do organismo dos mamíferos. (ARIAS et al., 2020). 

Os hepatócitos estão agrupados em placas interconectadas, denominadas lóbulos 

hepáticos: unidades estruturais e funcionais básicas do fígado (Figura 2). Cada lóbulo apresenta 

uma massa de tecido de forma cilíndrica ou poligonal de 0,7 a 2 milímetros de diâmetro, uma 

veia na região centrolobular ou central e dispostos radialmente a esta, vários cordões de 

hepatócitos enfileirados. Entre um lóbulo e outro, nas regiões denominadas espaços porta, se 

encontra um ramo da artéria hepática (arteríola), um ramo da veia porta (vênula) e um ducto 

biliar, conjunto caracterizado como tríade portal, além de vasos linfáticos. O fígado humano é 

constituído de 50 mil a 100 mil lóbulos individuais com três a seis espaços porta por lóbulo 

(GUYTON & HALL, 2017; JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2013; MONTANARI, 2016). 

 

Figura 2 – Representação da microanatomia do fígado: Cada lóbulo é composto por cordões 

de hepatócitos dispostos radialmente em relação à veia centrolobular ou central. Na periferia 

do lóbulo há tecido conjuntivo, no qual se encontra o espaço porta, que contém a tríade portal 

(arteríola, vênula e ducto biliar).  

 

Fonte: JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2013.  

 

Os vasos da tríade portal ramificam-se em vasos distribuidores, preenchendo o lóbulo 

por inteiro (Figura 3). As arteríolas e vênulas hepáticas, que transportam o sangue para o 
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fígado, abrem-se nos capilares sinusoides situados entre os cordões de hepatócitos e estes 

desembocam na veia central (MONTANARI, 2016). A constituição dos sinusoides por uma 

camada descontínua de células endoteliais permite uma troca fisiologicamente importante de 

macromoléculas entre a corrente sanguínea e os hepatócitos, e vice-versa, além da troca gasosa. 

A bile sintetizada por estas células é escoada nos canalículos biliares que convergem para o 

ducto biliar e posteriormente para a vesícula biliar (JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2013).  

No fígado, além dos hepatócitos, estão presentes os miofibroblastos como as células 

estreladas hepáticas, ou células de Ito, que representam a principal fonte de fatores de 

crescimento, fibras reticulares e citocinas e armazenam substâncias específicas como vitamina 

A. A presença de quase todos os subtipos de linfócitos e células dendríticas tornam o fígado um 

dos maiores órgãos do sistema imunológico. Os macrófagos residentes do órgão, denominadas 

células de Kupffer, filtram o sangue desempenham sua função imunorreguladora tradicional, 

fagocitando hemácias velhas, bactérias, vírus e material particulado no fígado (ARIAS et al., 

2020; MONTANARI, 2016). 

 

Figura 3 – Subconjuntos de células hepáticas. Hepatócitos são dispostos em cordões e 

produzem a bile, que é coletada pelos dutos biliares na área portal. Células endoteliais revestem 

os sinusoides e vasos terminais e linfáticos. As setas indicam a direção do fluxo sanguíneo. 

Células imunes: células estreladas hepáticas (HCS), células de Kupffer (KC), células 

dendríticas (DC), células T (αβ, CD8 e γδ), células MAIT, células linfóides (NK e NKT) e 

células B. 

 

Fonte: FICHT & IANNACONE et al., 2020. 
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O fígado 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 são posteriormente encaminhados e utilizados por outros órgãos 

(JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2013). Participa, portanto, da manutenção da homeostase do 

organismo como um filtro sanguíneo bidirecional – pois faz a filtragem do sangue sistêmico e 

do sangue que transporta nutrientes e compostos tóxicos absorvidos no trato gastrointestinal – 

e ativo – uma vez que atua metabolizando a maioria dos compostos nutricionais e neutralizando 

e removendo compostos tóxicos de forma rápida, como diversos fármacos incluindo 

antibióticos, hormônios esteróides, tiroxina e outras substâncias como o cálcio (ARIAS et al., 

2020; GUYTON & HALL, 2017). 

Além de inativar e metabolizar muitas substâncias tóxicas, medicamentos e drogas, o 

fígado desempenha um papel essencial no metabolismo de lipídios, carboidratos e proteínas 

(ARIAS et al., 2020). Embora a maioria das células corporais metabolize gordura, certos 

aspectos do metabolismo lipídico ocorrem, em sua maior parte, no fígado (GUYTON & HALL, 

2017). Os quilomícrons que chegam ao fígado são degradados em ácidos graxos e glicerol e a 

partir destas moléculas, ocorre a β-oxidação dos ácidos graxos de cadeias médias e curtas, 

proporcionando fonte energética para outras funções corporais; síntese de grande quantidade 

de colesterol, fosfolipídios e a maioria das lipoproteínas; e síntese ou conversão de gordura a 

partir de proteínas e carboidratos (BRANDÃO, 2017; GUYTON & HALL, 2017; 

MONTANARI, 2016). 

Aproximadamente 80% do colesterol produzido nos hepatócitos é convertido em ácido 

cólico e este em sais biliares, que são secretados e juntamente com água, bilirrubina, colesterol, 

ácidos graxos, lectina e íons como sódio, potássio, cálcio, cloro e bicarbonato, constituem a 

bile. A bile é um fluido alcalino essencial na digestão e absorção de gorduras secretado em 

quantidades que variam de 600 a 1200 mL por dia e após secreção, é armazenada na vesícula 

biliar até que se torne necessária à digestão, momento em que é despejada internamente no 

duodeno, região do intestino delgado, e ocorre a emulsificação das partículas gordurosas, que 

se tornam menores, o que permite a ação de digestão pelas lipases pancreáticas (ARIAS et al., 

2020; BRANDÃO, 2017; JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2013; MONTANARI, 2016). 

No metabolismo de carboidratos o fígado desempenha importante papel na manutenção 

da concentração normal da glicose sanguínea, ou controle da glicemia, realizando as funções 

de armazenamento de grandes quantidades de glicogênio e quando necessário conversão deste 

em glicose; gliconeogênese, que representa o processo de produção de glicose a partir de 
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moléculas diferentes de carboidratos; e conversão de galactose e frutose em glicose 

(BRANDÃO, 2017; GUYTON & HALL, 2017). 

Em relação ao metabolismo de proteínas, o fígado é capaz de promover a desaminação 

de aminoácidos, necessária para serem utilizados como fonte energética; conversão de amônia, 

tóxica ao organismo, em uréia; formação de 90% das proteínas plasmáticas como a albumina 

sérica, bilirrubina e outras proteínas carreadoras; e interconversões entre os diversos 

aminoácidos e síntese a partir destes de compostos como aminoácidos não essenciais, 

(BRANDÃO, 2017; GUYTON & HALL, 2017). 

O fígado exerce um importante papel no metabolismo do ferro, sendo que a maior parte 

deste mineral disponível nos líquidos corporais interage de forma reversível com a proteína 

apoferritina, presente nos hepatócitos, se tornando a ferritina. Quando necessário, a ferritina 

libera o ferro e os níveis de ferro circulante se equilibrem adequadamente (BRANDÃO, 2017; 

GUYTON & HALL, 2017; JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2013). Ocorre ainda no fígado o 

armazenamento das vitaminas A, principal vitamina armazenada em grandes quantidades, D e 

B12 (BRANDÃO, 2017; GUYTON & HALL, 2017).  

Além disso, o fígado sintetiza grande parte de substâncias sanguíneas que constituem a 

cascata de coagulação, como a protrombina, e fatores II, VII, IX e X, todos metabolicamente 

dependentes de vitamina K, fibrinogênio e globulina aceleradora. É no fígado também que 

ocorre a metabolização da bilirrubina, caracterizada como um pigmento verde-amarelo 

insolúvel em água, formada a partir da degradação da hemoglobina durante a fagocitose de 

hemácias velhas pelos macrófagos do próprio fígado, baço e da medula óssea. A bilirrubina é 

captada pelos hepatócitos e conjugada com o ácido gicurônico por ação da enzima 

glicuroniltransferase, resultando em glicuronato de bilirrubina, molécula solúvel em água, 

portanto capaz de ser corretamente eliminada pela urina ou fezes (BRANDÃO, 2017; 

GUYTON & HALL, 2017).  

Apesar de ter um ritmo lento de renovação celular, o fígado apresenta uma capacidade 

de regeneração extraordinária, sendo que alguns animais apresentam restauração completa de 

perda de tecido hepático, capacidade consideravelmente restrita nos humanos. O órgão pode 

ser lesionado como consequência da presença de diversos agentes como etanol, fármacos, 

drogas, agentes químicos, infecções virais (hepatites) e doença hepática autoimune 

(JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2013). Nas condições de doenças hepáticas como fibrose, 

inflamação ou infecções virais, o processo regenerativo do fígado fica seriamente 

comprometido e a função hepática se deteriora (GUYTON & HALL, 2017). 
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O fígado regenerado é geralmente bem organizado, exibindo o arranjo lobular típico e, 

consequentemente, função normalizada. No entanto, quando os hepatócitos são repetidamente 

agredidos por determinado fator a longo prazo, sua multiplicação é seguida de um aumento 

significativo na quantidade de tecido conjuntivo e ocorre a formação de nódulos celulares em 

arranjo desordenado, como uma fibrose difusa, o que caracteriza o processo de cirrose. A 

cirrose é progressiva e irreversível, podendo levar à falência do órgão e consequentemente ao 

óbito (JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2013). 

As doenças hepáticas e a consequente perda da função do fígado representam um 

enorme desafio clínico que se torna pregressivamente mais sério ao passo do surgimento de 

novos fatores como a doença hepática gorgurosa não alcóolica (DHGNA) e esteato hepatite não 

alcoólica (EHNA) e uma população mundial com grande incidência de quadro clínico de 

hepatites em risco de progressão para carcinoma hepatocelular (BHATIA et al., 2014).  

Nos casos de insuficiência hepática, o transplante de fígado é indicado como o 

tratamento primário e a única terapia que mostrou alterar diretamente a mortalidade, o que se 

torna limitado devido à escassez de órgãos disponíveis para transplantes, mesmo com o 

constante desenvolvimento de avanços cirúrgicos neste sentido. A improbabilidade de que os 

procedimentos de transplante de fígado isoladamente atendam à crescente demanda, dá 

destaque para a busca por terapias alternativas com potencial de prevenção ou tratamento às 

disfunções hepáticas (BHATIA et al., 2014). 

 

 

1.2 Esteato hepatite não alcoólica (EHNA) 

 

As doenças hepáticas gordurosas não alcoólicas (DHGNA) representam um termo 

usado para descrever um espectro de doenças do fígado causadas pelo acúmulo de gordura nas 

células (YOUNOSSI et al., 2019). São consideradas as doenças hepáticas crônicas mais comuns 

e crescentes do mundo, com incidência em crianças, adolescentes e adultos (TSUCHIDA, et 

al., 2018; YOUNOSSI et al., 2017; 2018; 2019).  

DHGNA são definidas pela presença de gordura no fígado, quadro identificado como 

esteatose hepática, que é estabelecida no organismo sem causas secundárias de acúmulo de 

gordura como consumo significativo de álcool, uso de medicamentos esteatogênicos ou 

distúrbios hereditários. A maior incidência de DHGNA está associada a fatores de risco 

metabólico como obesidade, hipertensão, resistência à insulina, diabetes mellitus e 

dislipidemia, caracterizada pela elevação dos níveis de colesterol e triglicerídeos ou diminuição 
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dos níveis de HDL no plasma sanguíneo (CHALASANI et al., 2012; CHU et al., 2018; 

TSUCHIDA, et al., 2018; YOUNOSSI et al., 2017; 2018; 2019). 

Estas disfunções metabólicas que promovem a instalação da doença, estão diretamente 

relacionadas ao padrão da dieta ocidental, que corresponde ao alto consumo de carne vermelha 

processada, laticínios com alto teor de gordura e açúcares (KOBORI et al., 2010), o que sustenta 

o aumento mundial de DHGNA concomitante ao aumento da prevalência de obesidade 

(TSUCHIDA, et al., 2018; YOUNOSSI et al., 2019). Além de dieta pouco equilibrada, a 

fisiopatologia da DHGNA envolve fatores ecológicos, genéticos, epigenéticos e metabólicos 

como, atividade física limitada, além da alta ingestão de energia, sendo assim considerada 

multifatorial (CHU et al., 2018).  

O estabelecimento e progressão de DHGNA ocorre em dois estágios no fígado. O 

primeiro é denominado fígado gorduroso não alcoólico (FGNA), em inglês non-alcoholic fatty 

liver (NAFL), em que a esteatose hepática é considerada simples por não apresentar evidência 

de lesão hepatocelular. Após diagnóstico, a maioria das pessoas permanece neste estágio de 

desenvolvimento da doença ao longo da vida. No entanto, estima-se que 20% das pessoas 

apresentam progressão para o segundo estágio, devido ao aumento da resposta inflamatória do 

tecido hepático ao processo de lipotoxicidade. O segundo estágio é denominado esteato hepatite 

não alcoólica (EHNA), em inglês non-alcoholic steatohepatitis (NASH), em que há esteatose 

hepática com inflamação e lesão de hepatócitos, podendo ocorrer estabelecimento de fibrose 

(CHALASANI, 2012; YOUNOSSI et al., 2017; 2018; 2019). 

A EHNA pode ser definida como um excesso de gordura hepática, na qual o fígado 

possui ao menos 5% dos hepatócitos com gotas lipídicas que excedem de 5 a 10% o peso do 

órgão nos pacientes (DAMASO, 2006; YOUNOSSI et al., 2019). É considerada a forma mais 

grave de DHGNA, uma vez que está associada ao potencial para progredir aos quadros clínicos 

de doença hepática avançada. Neste sentido, EHNA pode estimular lesão hepática e fibrose em 

20 a 40% dos casos, em que 10% destes progride para cirrose e 2 a 12% desenvolvem carcinoma 

hepatocelular (CHC), situação que apresenta potencial necessidade de transplante hepático 

(Figura 4) (TSUCHIDA, et al., 2018; MARRA et al., 2013; YOUNOSSI et al., 2019). 
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Figura 4 – História natural e desenvolvimento de DHGNA e EHNA. Na constante exposição 

à dieta gordurosa, o órgão inicialmente em condições normais progride em 70 a 93% dos casos 

para fígado gorduroso não alcoólico (FGNA), primeiro estágio da doença com quadro de 

esteatose hepática simples. Em 7 a 30 % dos casos ocorre progressão para esteato hepatite não 

alcoólica (EHNA), segundo estágio, em que há esteatose hepática com inflamação e lesão de 

hepatócitos, podendo ocorrer estabelecimento de fibrose. A partir de entrão pode ocorrer 

progressão para EHNA com fibrose simples e avançada e desenvolvimento de carcinoma 

hepatocelular (CHC) cirrótico ou não-cirrótico. 

  

Fonte: Adaptado de YOUNOSSI et al., 2019. 

 

A prevalência mundial de DHGNA é estimada em 25% e de EHNA na faixa de 1,5 a 

6,45% da população adulta, com a prevalência global em pessoas com diabetes mellitus tipo 2 

de 55,5%, indicando maior risco de estabelecimento da doença pela disfunção metabólica 

prévia. O risco também é significativamente maior em pessoas com obesidade, hipertensão e 

dislipidemia. (YOUNOSSI et al., 2019). 

A nível continental, a prevalência de EHNA representa 31,8% da população no Oriente 

Médio, 30,5% na América do Sul, 27,4% na Ásia, 24,1% na América do Norte, 23,7% na 

Europa, 17,1% na Austrália e 13,5% na África. Uma projeção sobre a prevalência da doença 

feita com países da Europa, Ásia e América do Norte estima valores crescentes de manifestação 

da doença até 2030, com aumento de 63% de EHNA, 168% de cirrose, 137% de carcinoma 

hepatocelular e 178% de mortes relacionadas ao fígado, indicando aproximadamente 800 mil 

mortes, o que equivale ao dobro em relação a 2020 (YOUNOSSI et al., 2019). 

Atualmente o tratamento da doença consiste na mudança de hábitos alimentares e 

implementação de práticas de exercício físico ao paciente, abordagem que apresenta baixa 
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porcentagem de sucesso. Outros tipos de intervenção incluem agentes hipoglicêmicos orais, 

vitamina E, hipolipemiantes e cirurgia bariátrica (YOUNOSSI et al., 2019). No entanto, ainda 

não existem intervenções farmacêuticas aprovadas estabelecidas que visem manter controle da 

EHNA com tratamentos de prevenção ou cura, o que coloca a doença como um desafio no foco 

da saúde pública, considerando sua alta prevalência e estimativas crescentes. Neste cenário, a 

busca e investigação referente a estratégias de combate à sua instalação e progressão, 

preferencialmente com a utilização de compostos naturais e pouco invasivos, se torna 

fundamental e urgente.  

 

 

1.3 Quercetina 

 

Os flavonoides constituem um grupo de compostos polifenólicos diversos em estrutura 

e características químicas. Ocorrem naturalmente em frutas, verduras, sementes, grãos, flores, 

cascas, ervas, caules, chá e vinho tinto e são parte integrante da dieta humana. São moléculas 

responsáveis pela explosão outonal de cores, bem como os vários tons de amarelo, laranja e 

vermelho nas flores e nos alimentos (COOK & SAMMAN, 1996; MIDDLETON, 2000). 

As atividades bioquímicas dos flavonoides, seus metabólitos e a classificação dos 

grupos dependem de suas propriedades químicas. Estruturalmente, os flavonoides são 

substâncias polifenólicas de baixo peso molecular compostas por um esqueleto de difenil 

propano (C6C3C6) com dois aneis benzênicos ligados a um anel pirano (BEHLING et al., 2004). 

Os flavonoides são compostos de grande interesse científico por apresentarem dentre 

outras, as propriedades antiinflamatória, anticancerígerna, antibacteriana, antiviral, 

antialérgica, e antioxidante, que atuam no bloqueio de radicais livres, como o composto 

quercetina (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 diário estimado varia entre 50 e 500 mg, equivalente 

a 95% do total dos flavonóides ingeridos. Os alimentos de fonte majoritária são cebola, maçã e 

brócolis (BEHLING et al., 2004). 
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Figura 5 – Estrutura química da quercetina (Q). Dois anéis benzênicos representados por A e 

B e um anel pirano C. Radicais OH nas posições 3, 5, 7, 3’ e 4’. 

 

Fonte: adaptado de BEHLING et al., 2004. 

 

A quercetina na dieta é metabolizada no intestino e no fígado, acumulando-se 

gradualmente no fígado e depois no rim e outros órgãos. Assim, o fígado é um órgão importante 

afetado pelo consumo habitual de uma dieta rica em quercetina (BEHLING et al., 2004). 

Estudos demonstraram que a ingestão oral de quercetina melhora da capacidade antioxidativa 

hepática, protegendo contra a perda de peso corporal e hepático causado pela administração do 

agente hepatotóxico cancerígeno dimetilnitrosamina (DMN) e impedindo o aumento dos níveis 

séricos das enzimas alanina e aspartato aminotransferase (ALT e AST) e bilirrubina, indicativos 

de dano hepático (LEE et al., 2003). 

A administração oral de quercetina também demonstrou redução do acúmulo de gordura 

no fígado e melhora dos parâmetros sistêmicos relacionados à síndrome metabólica em 

camundongos alimentados com uma dieta ocidental, rica em lipídios e açúcares. Isso está 

provavelmente ligado à diminuição do estresse oxidativo hepático entre outros fatores como a 

redução da expressão de genes relacionados à esteatose (KOBORI et al., 2010). 

A quercetina demonstra efeitos muito promissores a respeito do tratamento e prevenção 

de injúrias hepáticas, tornando interessante e necessária a avaliação de seu potencial bloqueio 

da progressão de fibrose hepática no estabelecimento de EHNA, uma vez que ainda não há 

conclusões específicas a respeito desta condição patológica. 
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2. OBJETIVOS 

 

2.1 Objetivo geral 

 

Avaliar as respostas terapêutica e profilática da quercetina aplicada em ratos com 

esteatose hepática não alcoólica (EHNA). 

 

2.1 Objetivos específicos 

  

a. Mapear e entender a o efeito antiinflamatório da quercetina na patogênese e 

desenvolvimento de fibrose a partir de EHNA;  

b. Avaliar os efeitos profilático e terapêutico da quercetina como tratamento ao quadro 

de indução de EHNA;  

c. Fazer o screening dos metabólitos gerados com e sem tratamento;  

d. Apontar possíveis biomarcadores para diagnóstico e profilaxia ou terapia envolvidos 

na modulação do processo inflamatório e no estabelecimento e progressão da fibrose a partir de 

EHNA;  

e. Propor dose antifibróbica da molécula. 
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3. COMISSÃO DE ÉTICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA)  

  

 Este trabalho foi avaliado e aprovado pela Comissão de Ética no Uso de Animais 

(CEUA) do Instituto de Biociências, Letras e Ciências Exatas da Universidade Estadual Paulista 

“Júlio de Mesquita Filho” (UNESP/IBILCE) em 02 de março de 2020, sob número de protocolo 

215/2019. 
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4. MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.1 Animais e tratamento 

 

 O projeto foi desenvolvido no Biotério de Manutenção e Experimentação de Roedores 

(UNESP/IBILCE), sob coordenação da Profª Drª Patricia Simone Leite Vilamaior e teve como 

modelo experimental ratos da linhagem Sprague-Dawley (SD). A escolha de ratos da linhagem 

Sprague-Dawley como modelo animal experimental foi embasada na alta susceptibilidade 

destes organismos ao desenvolvimento de doenças associadas à síndrome metabólica, induzidas 

com o fornecimento de dieta hiperlipídica. Os animais foram adquiridos no Centro 

Multidisciplinar para Investigação Biológica na Área da Ciência em Animais de Laboratório 

(CEMIB) da Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP), instituição fornecedora 

credenciada ao Conselho Nacional de Controle e Experimentação Animal (CONCEA). 

Às três semanas completas de vida dos animais (21 dias), idade de desmame, estes foram 

separados da mãe, sexados, pesados e o início do experimento se deu com o fornecimento diário 

regulado de ração aos animais machos, a título de padronização, obedecendo à quantidade 

necessária de consumo adequado à idade destes, em semanas. O fornecimento diário de ração 

se manteve consistente uma vez ao dia no mesmo horário, a partir do início da 3ª semana de 

vida dos animais até as completas 12 semanas, totalizando 9 semanas de experimento. As 

quantidades fornecidas foram estabelecidas em 5 g de ração convencional a cada 100 g de peso 

corporal, porção suficiente ao consumo médio do animal em boas condições de saúde 

(TACONIC, 2004). Em caso de sobra da ração após 24h do seu fornecimento, a porção foi 

pesada e assim foi registrado o consumo diário total.  

 

Tabela 1 – Quantidade (em gramas) de ração fornecida diariamente a cada animal Sprague-

Dawley, durante o decorrer do experimento.  

Semana de vida 3ª 4ª 5ª 6ª 7ª 8ª 9ª 10ª 11ª 12ª 

Peso médio 

corporal do 

macho (g) 

50 100 150 200 225 250 300 325 350 175 

Consumo médio 

diário de ração 

por animal (g) 

2,5 5 7,5 10 11,25 12,5 15 16,25 17,5 18,75 

    
Fonte: TACONIC, 2004. 
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Foram fornecidas duas diferentes rações aos animais, adequadas ao consumo de 

roedores, em que a primeira (ficha técnica em ANEXO A) representou uma dieta convencional 

e saudável aos animais. A segunda ração (ficha técnica em ANEXO B) era constituída de 

15,04% de lipídios (31,52% kcal), 58,5% de carboidratos (54,49% kcal) e 15,03% de proteínas 

(13,99% kcal) (Rhoster Ltda, Brasil), representando uma dieta hiperlipídica deficiente em 

colina, de 4,3 kcal/g, apropriada à indução de esteatose hepática não alcoólica.  

O delineamento do projeto contemplou cinco grupos experimentais: 

● Grupo CP – Controle padrão: dieta padrão, não tratado (dez animais);  

● Grupo CD – Controle hiperlipídico + DEN: dieta hiperlipídica deficiente em colina, 

com adição de dietilnitrosamina (DEN) na água de beber (quatro animais);  

● Grupo CH – Controle hiperlipídico: dieta hiperlipídica deficiente em colina, não 

tratado (cinco animais);  

● Grupo TP – Tratamento profilático: início simultâneo da dieta hiperlipídica 

deficiente em colina e tratamento com quercetina (oito animais);  

● Grupo TT – Tratamento terapêutico: início da dieta hiperlipídica deficiente em 

colina e após 3 semanas, tratamento com quercetina (seis animais). 

O tratamento ao Grupo CP – Controle padrão consistiu apenas no fornecimento diário 

de ração convencional com quantidades reguladas em relação ao peso corporal dos animais. No 

Grupo CD – Controle hiperlipídico + DEN, o tratamento consistiu no fornecimento de ração 

hiperlipídica e dietilnitrosamina (DEN) (Sigma Chemical, IUPAC nitrosodiethylamine, 

Missouri, EUA), composto hepatocarcinogênio, diluído na água de beber na dose de 135 mg/L. 

Aos animais do Grupo CH – Controle hiperlipídico foi fornecida somente a ração 

hiperlipídica. 

Aos Grupos TP – Tratamento profilático e TT – Tratamento terapêutico, foi 

fornecida ração hiperlipídica e aplicado o tratamento com quercetina aos animais, considerando 

os tratamentos profilático (Grupo TP), com intenção de estabelecer medidas preventivas para 

a preservação do quadro de saúde e evitar a indução de EHNA; e terapêutico (Grupo TT), com 

intenção de remediar ou tratar o estabelecimento de EHNA. A estes grupos, a quercetina 

(Q4951-10G - Sigma-Aldrich) foi administrada uma vez ao dia via oral através de gavagem, na 

dose de 10 mg/kg em carboximetilcelulose (CMC) 0,5%. 

O tratamento a todos os animais consistiu na manutenção deles em gaiolas com até cinco 

ratos, e troca regular de cama de maravalha, a depender do tamanho e idade dos animais. Logo, 

os animais eram agrupados em menor número por gaiolas e a frequência de troca de maravalha 

aumentava, com o decorrer do tempo de experimento e aumento corporal deles. Durante todo 
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o experimento todos os animais foram mantidos em condições de temperatura ambiente, 

fornecimento livre de água e ciclos de claro e escuro de duração de 12 horas (das 7h às 19h). 

Todos os animais foram mantidos em ambiente adequado à manutenção de ratos no 

Biotério de Manutenção e Experimentação de Roedores (UNESP/IBILCE) e tratados nos 

padrões adequados de variáveis experimentais e higiene, como demonstrado na Figura 6.  

 

Figura 6 – Tratamento aos animais. A. Modelo experimental (rato macho da linhagem 

Sprague-Dawley). B. Gaiolas de acomodação para roedores, dispostas lado a lado na sala de 

manutenção e experimentação do Biotério. C. Ingestão de água de beber, com fornecimento 

livre. D. Ingestão de ração padrão, com fornecimento diário regulado. E. Ração padrão ou 

convencional (Agromix). F. Ração hiperlipídica (Rhoster). 

 

 

  

Fonte: Elaborado pela autora. 

B 

C D 
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A E F 
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Aos grupos CP, CD e CH não houve aplicação do tratamento com quercetina. As 

intervenções às gaiolas e manuseio dos animais foram realizadas apenas quando necessário, 

visando minimizar condutas inadequadas que provocassem reações de estresse ou diminuição 

do bem-estar destes. Aos grupos TP e TT, a aplicação diária de quercetina via oral por gavagem 

a 10 mg/kg em carboximetilcelulose 0,5% é representada na Figura 7. 

 

Figura 7 – Gavagem diária de quercetina a 10 mg/kg em carboximetilcelulose 0,5% 

administrada aos animais do Grupo TP – Tratamento profilático e Grupo TT – Tratamento 

terapêutico. 

 

Fonte: Elaborado pela autora. 

 

O ganho de peso dos animais durante o período experimental foi acompanhado pelo 

registro semanal do peso corporal individual de cada (Figura 8). Ao início do tratamento, em 

21 dias de vida, os animais do grupos CP, CD, CH, TP e TT apresentaram peso médio 

semelhante, considerando a variação natural de peso entre cada animal. Ao final do 

experimento, foi observada distinção entre o peso médio dos animais com 84 dias de idade, 

conforme representado na Tabela 2. 
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Figura 8 – Procedimento de pesagem corporal individual dos animais. A. Pesagem do animal 

acomodado em base de gaiola pequena. B. Disposição e organização do espaço de manuseio 

dos animais no processo de pesagem.  

   

Fonte: Elaborado pela autora. 

 

Os animais foram individualmente identificados por marcações de caneta permanente 

na cauda aos 21 dias de idade e pesagens individuais foram realizadas semanalmente aos 21, 

28, 35, 42, 49, 56, 63, 70, 77 e 84 dias de idade. Durante o período experimental, foi então 

registrado o ganho de peso dos animais e consumo médio de ração. Ao final do período 

experimental foram calculados: ganho de peso médio diário (GPMD), ganho de peso médio 

semanal (GPMS), consumo médio diário (CMD), consumo médio semanal (CMS), ganho de 

peso relativo (GPR), conversão alimentar (CA) e eficiência alimentar (EA), sendo: 

GPMD (g) = média do ganho de peso semanal / 7 dias da semana; 

GPMS (g) = média do ganho de peso semanal; 

CMD (g) = consumo médio diário 

CMS (g) = consumo médio semanal 

GPR (%) = ((peso final – inicial) x 100) / peso inicial; 

CA = consumo de ração / peso do animal; 

EA (%) = (peso do animal / consumo de ração) x 100. 

Esta análise foi realizada enfatizando três momentos distintos do período experimental 

com os animais: momento inicial, observando os valores referentes à primeira semana de 

experimento (dos 21 aos 27 dias de vida dos animais); intermediário, referente à quinta semana 

de experimento (dos 49 aos 55 dias de vida); e final, referente à nona e última semana de 

experimento (dos 77 aos 83 dias de vida). 

Após o período experimental os animais foram eutanasiados pelo procedimento de 

inalação de isoflurano com aparelho de anestesia inalatória com ventilação na maleta (DL740 

- DeltaLife, Brasil). Segundo a “Diretriz da prática de eutanásia do CONCEA”, que se refere 

A B 
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aos procedimentos de eutanásia realizados em animais incluídos em atividades de ensino ou 

pesquisa cientifica, é preferível a aplicação de métodos químicos, como os inalatórios, para a 

eutanásia. O isoflurano é considerado o segundo anestésico inalatório mais recomendado a 

ratos, uma vez que apresenta rápido efeito de inconsciência ao animal e biotransformação de 

cerca de 0,7% ao ser humano, sendo seguro a quem o manuseia (BRASIL, 2018). 

 

 

4.2 Coleta de material biológico 

 

 No momento anterior à eutanásia, os animais foram individualizados em gaiolas 

separadas e colheu-se 1 g de fezes de cada em tubos criogênicos, logo mergulhados em 

nitrogênio líquido e armazenados a - 80 ºC. Este procedimento confere preservação do material 

biológico e é ideal para a posterior análise de metabólitos por ressonância magnética nuclear 

(RMN), método a ser realizado para identificação dos metabólitos presentes e análise 

metabolômica das amostras. 

Imediatamente após o procedimento da eutanásia, até 4 mL de sangue foi armazenado 

a 10 ºC em tubos plásticos de coleta de processamento de amostras de sangue para análise em 

soro, com ativador de coágulo e gel separador de fases (DHR – Daher & Daher). O sangue foi 

então centrifugado durante 20 min a 3000 rpm e teve as duas fases separadas. Parte do soro foi 

coletado em tubos criogênicos, congelado em nitrogênio líquido e e armazenado a - 80 ºC para 

posterior análise de RMN; outra parte foi mantida em geladeira, à temperatura de 6 ºC, para 

posterior análise de cinética enzimática. 

Após coleta do sangue, o fígado do animal foi retirado, lavado em solução salina (NaCl 

0,9%), fotografado, pesado e seccionado em fragmentos com destino a: fixação do tecido 

hepático em solução de paraformaldeído (PFA) e fixação em solução de Bouin, ambos para 

análise morfohistológica e análise metabolômica por RMN. Os fragmentos de tecido hepático 

destinados à análise metabolômica foram armazenados em tubos criogênicos imediatamente 

mergulhados em nitrogênio líquido e mantidos a - 80 ºC até o preparo para análises. 

Para inferência do índice de adiposidade dos animais, os tecidos adiposos epididimal, 

visceral, e retroperitoneal que representam as três maiores porções de gordura do animal, foram 

bilateralmente dissecados e individualmente pesados. O índice de adiposidade (IA) foi 

calculado para cada animal como: IA = 100 x (soma do peso das gorduras) / (peso corporal) 

(TAYLOR, 1996). Após registro do peso, a gordura foi descartada. 
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4.2.1 Análise estatística 

  

Os valores obtidos de peso do fígado e das gorduras foram analisados pelo teste de 

normalidade Shapiro-Wilk, escolhido por demonstrar melhor desempenho em diversas 

simulações de identificação do tipo de distribuição dos dados amostrais e ser ideal sua aplicação 

em amostras pequenas, considerando entre 4 a 30 unidades por grupo (MIOT, 2017). Aos 

conjuntos de dados caracterizados como distribuição normal, ou seja, aos conjuntos de dados 

paramétricos, foi aplicado o teste estatístico One-Way ANOVA e escolhido o teste de 

Bonferroni para comparação de médias (post hoc). 

Aos conjuntos de dados considerados não-paramétricos, ou que não foram classificados 

como distribuição normal segundo o teste de normalidade, foi aplicado o teste de Kruskal-

Wallis ANOVA. Para todos os testes, diferenças foram consideradas significativas quando o 

valor resultante de p foi menor que 0,05. Todos os testes estatísticos e gráficos foram gerados 

pelo software OriginPro versão 8.5.1. 

 

 

4.3 Análises laboratoriais  

 

 4.3.1 Cinética enzimática 

 

 As amostras de soro sanguíneo foram destinadas à determinação cinética da atividade 

das enzimas alanina aminotransferase (ALT) e aspartato aminotransferase (AST), ambas 

indicadoras de dano hepático. A cinética enzimática foi medida utilizando os Kits ALT/GPT 

LIQUIFORM (108-4/30) e AST/GOT LIQUIFORM (109-4/30) (Liquiform – Labtest 

Diagnóstica, Brasil), seguindo as instruções do fabricante.  

 O tratamento das amostras foi realizado pela adição de 100 µL da amostra de soro 

sanguíneo em 800 µL de reagente composto de L-alanina (para ALT) ou L-aspartato (para AST) 

em combinação com piridoxal fosfato, coenzima derivada da vitamina B6, procedimento que 

evita resultados falsamente diminuídos em amostras de sangue com deficiência deste. Esta 

solução (solução A) foi então incubada em banho maria a 37 ºC por 5 min e aguardou-se 30 

min para a medição. 

 A cinética enzimática foi medida a 25 ºC em espectrofotômetro de luz UV-visível 

BioMate 3S UV-Visible Spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific) a 340 nm, utilizando 

água destilada como amostra de referência. À cubeta de quartzo termostatizada a 37 ºC foi 
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adicionado a solução A e 200 µL de reagente composto de cetoglutarato e NADH. Após 

homogeneizar a solução, imediatamente se iniciou e registrou 10 leituras de absorbância da 

amostra com intervalos de 1 minuto, automatizados pelo equipamento. Este teste foi realizado 

em triplicata para cada amostra de soro sanguíneo e executado até 4 dias após a eutanásia dos 

animais, período em que a atividade enzimática de ALT e AST permanece estável, quando 

armazenadas entre 2 – 8 ºC. 

 Para o cálculo dos valores de atividade enzimática (U/L), foi feita a média aritmética 

das medidas de absorbância em triplicata e a esta aplicada a seguinte equação, indicada pelo 

fabricante: ((A1 – A2) / 2) x 1746), em que A1 = absorbância no tempo 1; e A2 = absorbância 

no tempo 2. Obteve-se a média de 10 valores de (A1 – A2) / 2, relativo a 11 pontos de 

absorbância, e multiplicou-se este valor por 1746. 

 

 4.3.1.1 Análise estatística 

 

 Os valores de cinética enzimática foram também estatisticamente analisados pelo teste 

de normalidade Shapiro-Wilk para identifição do tipo de distribuição dos dados amostrais. Da 

mesma forma que descrito em 4.2.1, aos conjuntos de dados identificados como paramétricos, 

foi aplicado o teste estatístico One-Way ANOVA aos conjuntos de dados não-paramétricos, foi 

aplicado o teste de Kruskal-Wallis ANOVA e teste de Bonferroni como post hoc. Para ambos 

os testes, diferenças foram consideradas significantes se p < 0,05. Novamente, os testes 

estatísticos e gráficos foram gerados pelo software OriginPro versão 8.5.1. 

 

 4.3.2 Macroscopia e Microscopia 

 

 Aos fígados coletados de cada animal, foi realizada a identificação macroscópica e o 

registro fotográfico de cada órgão. O processamento do tecido hepático para análises 

morfohistológicas utilizou fragmentos de fígado de cerca de 1,5 cm³ em cassetes plásticos 

identificados e imediatamente imersos por 24h individualmente em dois distintos fixadores: 

solução de paraformaldeído (PFA), preparada com 20 g de paraformaldeído, 1,14 g de 

dihidrogenofosfato de sódio monohidratado e 5,75 g de hidrogenofosfato dissódico anidro para 

500 mL; e solução de Bouin, preparada com 75 mL de solução saturada de ácido pícrico, 25 

mL de formol concentrado e 5 mL de ácido acético. Após a fixação com Bouin, o fígado foi 

submetido à sucessivas lavagens em álcool 70%, até a retirada do excesso de ácido pícrico, que 

tinge de cor amarela o material biológico. 
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Posteriormente, descartou-se de forma apropriada as soluções fixadoras e os cassetes 

com tecido hepático foram acoplados ao processador automático de tecidos de bancada 

semifechado (TP1020 – Leica Biosystems) e processado por 6 h, sendo imerso por dois ciclos 

de 1 h cada em: álcool etílico 100%, xilol e parafna líquida, nesta sequência. Em seguida, foi 

realizada a inclusão do tecido hepático em parafina e após seu resfriamento e solidificação, 

foram confeccionados cortes histológicos de 5 µm de espessura em micrótomo manual (Leica 

Biosystems). 

Os cortes foram distendidos em banho maria a 37 ºC, pescados com lâminas silanizadas 

(pré tratadas com solução de silano 2,5% em acetona) e mantidos por overnight em estufa a 60 

ºC. Posteriormente os cortes foram corados com hematoxilina e eosina (HE) para análise 

morfológica. Os cortes corados foram digitalmente registrados pelo microscópio escaneador de 

lâminas (BX61VS – Olympus) e analisados no software de visualização de imagens Olyvia - 

Olympus Image Viewer. 

 

 

 4.3.3 Metabolômica por RMN 

 

Para processamentos das amostras biológicas, inicialmente as amostras de soro foram 

retiradas do armazenamento a -80ºC e mantidas em gelo até descongelamento. Em seguida 200 

μL de soro foi adicionado a 400 μL de tampão salino (0,9% NaCl e 150 μM de DSS em 10% 

de D2O). As amostras foram centrifugadas por 5 minutos a 13.500 g e 4º C e posteriormente 

550 μL de sobrenadante foi transferido aos tubos de 5 mm. 

As amostras de fezes foram também retiradas do armazenamento a -80ºC e mantidas em 

gelo. Após descongelamento, 70 mg de cada amostra foi transferido a um tubo com tampa e a 

este adicionado 700 uL tampão fosfato (22,6 mM fosfato monobásico, 77,4 mM dibásico, pH 

7,4, 150 μM DSS e 0,01% NaN3). As amostras foram agitadas em vórtex contínuo por 60 

segundos para extração dos metabólitos e centrifugadas por 10 minutos à 16.000 g a 4º C. 

Posteriormente, 600 μL do sobrenadante de cada uma das amostras foi transferido para os tubos 

de RMN de 5 mm. 

Após processamento pré-analítico, procedeu a etapa de aquisição dos espectros de 

Ressonância Magnética Nuclear (RMN) para coleta e avaliação dos perfis metabólicos dos 

grupos experimentais. Os tubos de ressonância de 5 mm contendo as amostras de soro e fezes 

dos animais foram individualmente acoplados ao equipamento de Ressonância Magnética 

Nuclear (RMN) Brucker Avance III HD, operado em 600MHz para o próton 1H, Magneto 
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Supercondutor UltraShieldPlus, 54mm, de 14,095 Tesla, equipado com Criosondas 

TRpleinverse TCI Cryo. A temperatura das medidas de RMN foi ajustada em 25 °C, e a 

calibração foi realizada a partir dos deslocamentos químicos do metanol. Os procedimentos de 

tunning e matching para sintonia do equipamento, locking da frequência do D2O eshimming 

de gradiente unidimensional para garantir a homogeneidade do campo magnético serão foram 

automaticamente.  

Para obter o perfil metabólico correspondente de cada grupo experimental, para cada 

amostra de soro sanguíneo e fezes foram aplicadas as sequências de pulsos padrão Carr-Purcell-

Meiboom-Gill (CPMG) e Over hauser effect spectroscopy (NOESY) para aquisição de 

espectros 1H unidimensionais. Um total de 256 acumulações de decaimento livre de indução 

(free induction decays – FID) foi coletado para cada experimento com 32.768 pontos sobre uma 

extensão espectral de 20 ppm. Para as sequências de pulsos, o tempo de aquisição total foi de 

1,49 s com tempo de relaxação de 5 s para CPMG e 2 s para NOESY e o comprimento do pulso 

de 90° para o próton, calibrado manualmente com um nível de 13 potência de 11 W.  

A calibração do pulso 1H 90° foi padronizada para uma amostra de alta concentração e 

esse valor padronizado utilizado nas demais amostras. O tempo de mistura da medida de 

NOESY foi ajustado para 100 ms e o atraso do spin-echo do CPMG para 400 μs (para um filtro 

total de T2 de 15,6 ms), permitindo uma eficiente atenuação dos sinais de macromoléculas. 

Todos os FIDs foram multiplicados por uma função exponencial ponderada correspondente a 

um fator de alargamento de linha de 0,3 Hz, antes da transformada de Fourier.  

Todos os espectros de RMN foram referenciados utilizando o composto DSS (0,25 mM, 

δ = 0 ppm) adicionado na amostra. A fase e linha de base dos espectros 1H serão corrigidas 

automaticamente usando o software TopSpin versão 3.6.3 (Bruker GmbH). As intensidades 

totais dos espectros foram normalizadas como uma forma de pré-processamento dos dados.  

Em adição, experimentos bidimensionais como HSQC e TOCSY serão posteriormente 

aplicados para determinação do assinalamento estrutural dos sinais dos metabólitos. O 

procedimento de identificação de metabólitos envolverá a utilização das informações 

proveniente de banco de dados acadêmicos e de pacote de programas como Chenomx NMR 

Suite. 
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5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

 O delineamento experimental foi concluído com dez animais do Grupo CP – Controle 

padrão, quatro animais do Grupo CD – Controle hiperlipídico + DEN, cinco animais do 

Grupo CH – Controle hiperlipídico, oito animais do Grupo TP – Tratamento profilático e 

seis animais do Grupo TT – Tratamento terapêutico.  

A variação do número de animais entre os grupos ocorreu devido à alta mortalidade dos 

animais modelos, o que foi identificado como dificuldade no sentido da aplicação metodológica 

científica inicialmente proposta. Ao total, foram à óbito trinta e três animais que apresentavam 

em comum o tratamento realizado pelo consumo de ração hiperlipídica e ingestão de 

dietilnitrosamina (DEN) na água de beber (135 mg/L), composto hepatocarcinogênio agravante 

do quadro de saúde, inicialmente proposto a todos os animais que ingeriram dieta hiperlipídica.  

Diante esta situação, o grupo de pesquisa entende que foi necessário intervir com a 

suspensão do fornecimento de DEN aos animais, uma vez que este não é o agente alvo de 

indução do quadro de esteatose hepática e sua utilização foi inicialmente proposta para 

compreender a porcentagem de progressão da doença para quadros de hepatocarcinoma. Esta 

adaptação metodológica é pensada no sentido de garantir a sobrevida dos animais e, em 

acréscimo, realizar a comparação entre grupos com e sem o fornecimento de DEN e identificar 

as consequências da presença deste composto no organismo vivo.  

 

5.1 Tratamento e desempenho animal  

 

Analisando o perfil médio de ganho de peso dos animais, o Grupo CP apresentou 

crescimento padrão, e o peso final de 284 ± 26,9 g se aproxima do valor obtido para o grupo 

controle de 282 ± 8,9 g, segundo Lee e colaboradores (2003). O peso final foi de 81,5 ± 15,2 

em CD, sendo o menor entre os grupos e 138,8 ± 33,9, 129,5 ± 13,5 e 153,7 ± 10,0 em CH, TP 

e TT, respectivamente, considerados intermediários. O ganho de peso dos animais durante o 

período experimental foi acompanhado pelo registro semanal do peso corporal individual de 

cada. Os valores médios de peso inicial e final e desvio padrão são apresentados na Tabela 2. 

As retas de valores absolutos de peso corporal médio inicial e final estão representadas na 

Figura 9. 
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Tabela 2 – Peso médio inicial e final dos animais e desvio padrão e valores de ganho médio de 

peso total (GMPT) e relativo (GMPR) dos Grupos CP, CD, CH, TP e TT. 

GRUPO Peso inicial (g) Peso final (g) GMPT (g) GMPR (%) 

CP 34,7 ± 2,5 284,2 ± 26,9 249,5 719,0 

CD 47,5 ± 6,5 81,5 ± 15,2 34 71,6 

CH 32,8 ± 2,0 138,8 ± 33,9 106 323,2 

TP 27,75 ± 2,3 129,5 ± 13,5 101,75 366, 7 

TT 33,5 ± 7,5 153,7 ± 10,0 120,2 358,8 

Fonte: Elaborado pela autora. 

 

Figura 9 – Ganho médio de peso total dos animais e desvio padrão nos Grupos CP, CD, CH, 

TP e TT durante período experimental. As retas representam peso corporal médio inicial e final 

dos animais. 

 

Fonte: Elaborado pela autora. 

 

Os valores de ganho médio de peso total relativo (GPR) indicam a porcentagem de 

aumento do peso corporal dos animais ao longo do período experimental. O Grupo CP 
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apresentou valor de 719,0%, o maior entre os grupos, o que reflete os efeitos da ingestão de 

ração padrão ou convencional, considerada como alimentação nutricionalmente adequada à 

espécie e fornecida durante a fase de crescimento dos animais.  

 A ingestão de ração do tipo hiperlipídica conferiu aos animais dos Grupos CD, CH, 

TP e TT menores valores de GPR em relação ao valor obtido para o Grupo CP. Dentre estes, 

o Grupo CD apresentou menor GPR, de 71,6%, valor que pode ser associado com o efeito de 

DEN no organismo dos animais combinado ao de dieta hiperlipídica. O Grupo CH apresentou 

valor de GPR de 323,2%, considerado intermediário entre CP e CD, indicando, no contexto da 

indução de EHNA, melhora do quadro clínico e consequente maior sobrevida dos animais na 

ausência da ingestão de DEN.  

Os Grupos TP e TT apresentaram valores de GPR de 366,7 e 358,8 % respectivamente, 

sendo, portanto, maiores em relação a CH. Isso revela os efeitos da quercetina no organismo 

dos animais, que inclusive foi responsável pelo maior valor de GPR quando administrada 

durante todo o período experimental, no tratamento profilático (TP) em relação ao tratamento 

terapêutico (TT). Uma vez que estes valores se apresentam mais próximos do GPR na condição 

normal ou saudável, estes resultados demonstram bom indicativo do tratamento com quercetina 

concomitante à indução de EHNA.  

A taxa de ganho de peso analisada identificou no Grupo CP uma relação diretamente 

proporcional à quantidade média de consumo de ração padrão pelos animais, que se manteve 

em padrão linear crescente durante todo o período experimental (Figura 10).  

O consumo da ração hiperlipídica para animais dos grupos CD, CH, TP e TT ocorreu 

em baixas quantidades em comparação com CP e em todos foi observado um padrão flutuante 

ao longo da duração do experimento, como representado na Figura 10. É provável que isso 

ocorra devido à maior saciedade que o consumo da dieta hiperlipídica ocasiona. O Grupo CD 

apresentou maior redução do consumo nas semanas finais do experimento, evidenciando o 

efeito debilitante do composto hepatotóxico dietilnitrosamina (DEN) no organismo. 
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Figura 10 – Ganho de peso corporal e consumo médio de ração dos animais representantes dos 

grupos CP (preto), CD (azul claro), CH (verde), TP (azul escuro) e TT (vermelho) durante o 

período experimental. As linhas representam consumo médio em gramas de ração pelos 

animais, com escala em eixo y à direita e os pontos, o ganho médio de peso corporal em gramas, 

com escala em eixo y à esquerda. 

 

Fonte: Elaborado pela autora. 

 

O desempenho de ganho de peso dos animais em relação ao consumo de alimento foi 

estabelecido a partir do cálculo das variáveis: ganho de peso médio diário (GPMD), ganho de 

peso médio semanal (GPMS), consumo médio diário (CMD), consumo médio semanal (CMS), 

ganho de peso relativo (GPR), conversão alimentar (CA) e eficiência alimentar (EA). Os 

valores apresentados (Tabela 3) são relativos a três momentos distintos do período 

experimental: inicial, referente à primeira semana de experimento, intermediário, referente à 

quinta semana e final, referente à nona e última semana. 

Durante todo o experimento os animais do Grupo CP ingeriram toda a porção de ração 

padrão fornecida diariamente. Neste grupo, os níveis de ganho de peso (GPMD, GPMS e GPR) 

e consumo (CMD e CMS) foram os maiores, assim como ilustrado no gráfico representado na 

Figura 10. Nos demais grupos, os animais não ingeriram toda a porção de ração fornecida, 
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deixando sobras todos os dias. No momento final do experimento, os animais do Grupo CD 

apresentaram o menor consumo de ração e perda de peso representada pelos valores negativos 

de GPMD, GPMS e GPR, evidenciando um dos efeitos gerados pelo composto hepatotóxico 

dietilnitrosamina no organismo. 

Os animais do Grupo TP apresentaram menor consumo de ração e consequentemente 

ganho de peso corporal no período inicial do experimento, possivelmente devido à reação de 

saciedade provocada pela ingestão diária de até 100 µL de quercetina (10 mg/kg) em 

carboximetilcelulose 0,5%, solução de textura viscosa. Essa suposição se faz uma vez que o 

valor de CMD dos animais foi 2,9 g e de GPMD 0,5 ± 0,4 g, sendo este um terço comparado a 

todos os demais grupos que ingeriram ração hiperlipídica, que apresentaram valores próximos 

na primeira semana: 4,4 g e 1,6 ± 0,3 g no Grupo CD, 4,6 g e 1,7 ± 0,8 g no CH e 3,6 g e 1,4 

± 0,4 g no TT. 

 Ao decorrer do tempo, entretanto, os animais de TP apresentaram aumento progressivo 

nos valores de consumo e ganho de peso, o que pode estar associado à melhora do quadro 

clínico em relação à indução de EHNA, estabelecida com o tratamento profilático de quercetina. 

No Grupo TT, no entanto, valores de GPMD, GPMS e GRP reduziram ao final do 

experimento, ainda que o consumo foi o maior do grupo em relação aos dois momentos 

anteriores. Esta redução pode estar associada a menor eficácia do tratamento terapêutico com 

quercetina à indução de EHNA, em relação ao profilático. 

No período inicial do experimento, o Grupo CP apresentou menor valor de CA e maior 

de EA em comparação com os demais grupos, indicando que neste momento, o consumo de 

ração convencional ou padrão foi melhor aproveitado no organismo e convertido em peso 

corporal. Nos momentos conseguintes este padrão se inverteu, de modo que CP apresentou 

maior CA e menor EA em relação aos demais grupos. Isso indica que após quatro semanas de 

consumo de ração hiperlipídica, os animais dos Grupos CD, CH, TP e TT passaram a 

converter maior parte da porção ingerida em peso corporal, provavelmente devido a maior 

densidade e consequentemente peso das células gordurosas em comparação com as células sem 

acúmulo de gordura.  
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Tabela 3 – Valores dos Grupos CP, CD, CH, TP e TT de consumo médio diário (CMD) e 

desvio padrão, consumo médio semanal (CMS) e desvio padrão, ganho de peso relativo (GPR), 

ganho de peso médio semanal (GPMS), ganho de peso médio diário (GPMD), conversão 

alimentar semanal (CA) e eficiência alimentar semanal (EA).  

Período Grupo GPMD (g) 
GPMS  

(g) 

CMD 

(g) 

CMS 

(g) 

GPR  

(%) 
CA 

EA 

(%) 

Inicial 

CP 2,0 ± 0,2 14,0 ± 1,6 5,0 35,0 125,6 0,45 223 

CD 1,6 ± 0,3 11,5 ± 2,2 4,4 30,5 24,2 0,52 193 

CH 1,7 ± 0,8 12,4 ± 5,6 4,6 31,9 37,8 0,70 142 

TP 0,5 ± 0,4 3,5 ± 2,9 2,9 20,1 12,6 0,65 155 

TT 1,4 ± 0,4 9,7 ± 2,9 3,6 25,5 39,3 0,55 183 

Interme- 

diário 

CP 3,9 ± 0,7 27,4 ± 5,1 12,5 87,5 18,6 0,50 199 

CD 1,7 ± 0,7 12,0 ± 5,0 6,9 48,6 13,6 0,48 207 

CH 0,5 ± 0,4 3,2 ± 2,7 5,7 39,7 3,9 0,47 213 

TP 0,9 ± 0,6 6,3 ± 4,5 4,8 33,7 8,7 0,43 231 

TT 1,9 ± 1,0 13,0 ± 7,0 6,7 46,6 15,5 0,48 207 

Final 

CP 3,5 ± 0,5 24,2 ± 3,3 18,8 131,3 9,3 0,46 216 

CD -1,6 ± 1,2 -11,5 ±8,6 3,8 26,7 -12,4 0,33 305 

CH 2,6 ± 1,3 18,0 ± 9,3 7,8 54,6 14,9 0,39 254 

TP 2,0 ± 1,0 14,0 ± 7,0 8,6 60,2 2,8 0,46 215 

TT 1,6 ± 0,9 11,4 ± 6,2 7,6 53,0 8,0 0,34 290 

Fonte: Elaborado pela autora. 

 

 No grupo CP (Figura 11.A), todos os animais se mantiveram em boas condições 

clínicas de saúde durante todo o período experimental, evidenciadas pela cor rosa da pele, 

excretas em padrão normal de coloração e textura e pêlos robustos e com brilho.  

Os animais no grupo CD (Figura 11.B) apresentaram ao final do experimento um forte quadro 

de debilidade e alguns dos sintomas visíveis mais comuns em desarranjos hepáticos e 

hepatopatias (BRANDÃO, 2017). Foi observado em todos estes animais icterícia, consequência 
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do acúmulo de bilirrubina lipossolúvel no plasma, que se deposita nas membranas celulares dos 

tecidos quando em excesso, caracterizando a cor amarelada na pele, principalmente nas orelhas, 

cauda e patas, além de pêlos ralos, arrepiados e opacos.  

 Os animais do Grupo CH (Figura 11.C) também atingiram fortes características de 

debilidade física, no entanto, apresentaram melhor quadro clínico em relação a CD. Estes 

animais apresentaram perda de pêlos principalmente da região dorsal próxima do pescoço. 

 Os dois grupos tratados com quercetina apresentaram melhores condições clínicas em 

relação a todos os demais grupos de dieta hiperlipídica. No Grupo TP (Figura 11.D) todos os 

animais apresentaram corpo coberto de pêlos e comportamento natural, sem processo de 

debilidade física, quadro clínico mais próximo ao de CP. No Grupo TT alguns animais 

representantes (Figura 11.E) apresentaram perda de pêlos na região dorsal, como visto em CH 

e outros, as caraterísticas descritas para TP (Figura 11.F). Todos os animais que ingeriram 

ração hiperlipídica apresentaram colúria, caracterizada pela cor escura da urina e acolia ou 

hipocolia, fezes de cor esbranquiçada. 

 

Figura 11 – Quadro clínico visível dos animais ao final do período 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 condições clínicas de saúde evidenciadas pela cor 

rosa da pele, excretas em padrão normal e pêlos robustos e com brilho. No grupo CD foram 

observados sintomas visíveis mais comuns em desarranjos hepáticos: icterícia, pêlos ralos, 

arrepiados e opacos. Em CH e alguns animais de TT os animais apresentaram perda de pêlos e 

em TP e alguns animais de TT, apresentaram boas condições clínicas, semelhantes a CP. Todos 

os animais que ingeriram ração hiperlipídica apresentaram colúria, caracterizada pela cor escura 

da urina e acolia ou hipocolia, fezes de cor esbranquiçada. 

    

A B 
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Fonte: Elaborado pela autora. 

 

Além de consumo alimentar e ganho de peso corporal dos animais, foram coletados e 

analisados valores de peso do fígado dos animais e das gorduras coletadas para inferir índice 

de adiposidade: epididimal, visceral e retroperitoneal. De acordo com o teste de normalidade 

Shapiro-Wilk aplicados aos dados, os valores de peso do fígado foram classificados como não 

paramétricos. Logo, foi aplicado o teste estatístico Kruskal-Wallis ANOVA. Os resultados são 

apresentados na Figura 12. 

No grupo CP o peso médio do fígado dos animais foi de 9,8 ± 0,7 g, semelhante ao valor 

de 10,57 ± 0,53 g obtido para o grupo controle segundo Lee e colaboradores (2003), indicando 

um padrão de normalidade. No grupo CD, o valor foi de 7,4 ± 1,7 g, representando diferença 

significativa (p = 0,03), o que indica que o tratamento com a dieta hiperlipídica e DEN causa 

além de redução do peso corporal, redução do peso do fígado. 

Os animais dos grupos CH, TP e TT apresentaram peso médio do fígado de 9,7 ± 1,7 

g, 9,2 ± 0,6 g e 9,4 ± 1,4 g, respectivamente, sem diferença significativa entre si. 

Estatisticamente, o Grupo TP apresentou menor do peso do fígado em relação a CP, com p = 

0,02, e maior peso em relação a CD, com p = 0,02. 

 

D 

E F 

C 
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Figura 12 – Peso médio do fígado dos animais representantes dos grupos CP, CD, CH, TP e 

TT ao final do período experimental e desvio padrão. * p < 0,05. 

 

Fonte: Elaborado pela autora. 

 

Os conjuntos amostrais de peso das gorduras epididimal, visceral e retroperitoneal 

foram classificados como dados paramétricos conforme indicado pelo teste de normalidade 

Shapiro-Wilk. Aplicando o teste ANOVA para dados paramétricos e utilizando o teste de 

Bonferroni para comparação de médias, foi identificada diferença significativa entre os grupos 

para as três variáveis coletadas, em que se observou um padrão de valores mais altos no Grupo 

CP e mais baixos no Grupo CD. Os resultados são apresentados na Figura 13. 

O peso médio da gordura epididimal dos animais dos Grupos CP, CD, CH, TP e TT 

foi, respectivamente, de 1,8 ± 0,4 g, 0,2 ± 0,1 g, 1,1 ± 0,4 g, 0,7 ± 0,1 g e 0,6 ± 0,3 g. Neste 

conjunto de dados, o Grupo CP foi significativamente maior em relação aos demais, 

apresentando p < 0,01. Os Grupos CD e CH também apresentaram diferença, com p = 0,006.  

Em relação ao peso de gordura visceral, as médias resultantes foram de 1,5 ± 0,7 g em 

CP, 0,5 ± 0,2 g em CD, 1,3 ± 0,4 g em CH, 1,5 ± 0,3 g em TP e 1,7 ± 0,3 g em TT. A análise 

estatística identificou diferença entre o Grupo CH e os Grupos CP (p = 0,03), TP (p = 0,03) 

e TT (p = 0,02). Isso indica que a porção de gordura visceral dos animais dos grupos em 

tratamento com quercetina foi similar à condição saudável desta variável, representada no 
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Grupo CP, podendo ser um indicativo de controle da condição patológica de EHNA e de 

eficácia dos tratamentos profilático e terapêutico com quercetina. 

Os valores de peso médio de gordura retroperitonial dos Grupos CP, CD, CH, TP e 

TT foram 1,9 ± 0,5 g, 0,2 ± 0,09 g, 1,1 ± 0,4 g, 1,1 ± 0,3 g e 1,0 ± 0,2 g, respectivamente. Assim 

como observado para gordura epididimal, para estes dados o Grupo CP foi identificado como 

significativamente maior em relação aos demais, com p < 0,01. Além disso, o Grupo CH 

também apresentou diferença em relação aos demais, com p < 0,05. 

 

Figura 13 – Peso médio e desvio padrão das gorduras epididimal, visceral e retroperitonial dos 

animais representantes dos Grupos CP, CD, CH, TP e TT ao final do período experimental. 

* p < 0,05. ** p < 0,01. 

Fonte: Elaborado pela autora. 

 

Aplicando aos dados de peso das gorduras epididimal, visceral e retroperitonial a 

equação que estabelece o índice de adiposidade (IA = 100 x (soma do peso das gorduras) / (peso 

corporal)), o valor médio indicado foi de 1,86 ± 0,4 % para CP, 1,23 ± 0,3 % para CD, 2,42 ± 

0,3 % para CH, 2,55 ± 0,4 % para TP e 2,13 ± 0,4 % para TT (Tabela 5).  

 Conforme demonstraram Taylor e Phillips (1996), o valor do índice de adiposidade 

referente a ratos em tratamento com dieta hiperlipídica variou de 3,9 a 18,6 %, sendo estes 

maiores em comparação aos valores obtidos em ambos os grupos. Isso indica que os valores de 

IA resultantes dos grupos são relativamente pequenos, indicando baixa porção de gordura 

corporal. No grupo CP, isso pode ser explicado como uma consequência do efeito do consumo 

da dieta convencional pelos animais, com composição e quantidades adequadas de lipídios. No 

grupo CD, o valor de IA se apresentou ainda menor em relação ao do grupo CP. É provável 

que isso ocorra devido ao efeito do baixo consumo de ração hiperlipídica pelos animais e pela 

ingestão de DEN. Os Grupos CH, TP e TT apresentaram entre os grupos, maiores valores de 
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índice de adiposidade, evidenciando assim os efeitos da dieta rica em lipídios no organismo, 

ainda que estes grupos tenham apresentado menor consumo e ganho de peso em relação a CP. 

 

Tabela 4 – Valores do índice de adiposidade (IA) dos Grupos CP, CD, CH, TP e TT, medidos 

pela soma do peso médio das gorduras epididimal, visceral e retroperitoneal sobre o peso 

corporal. É também indicado desvio padrão do peso das gorduras e IA. 

GRUPO 

                         Gordura 

Soma 
Peso 

corporal (g)  
IA (%) 

Epididimal Visceral Retroperitonial 

CP 1,81±0,4 1,55±0,7 1,92 ± 0,5 5,28±1,2 284,2±26,9 1,86±0,4 

CD 0,22±0,1 0,56±0,2 0,17±0,09 0,96±0,1 81,5±15,2 1,23±0,3 

CH 1,11±0,4 1,27±0,4 1,07±0,4 3,45±1,1 138,8±33,9 2,42±0,3 

TP 0,71±0,1 1,55±0,3 1,06±0,3 3,33±0,7 129,5±13,5 2,55±0,4 

TT 0,62±1,4 1,67±0,3 1,01±0,2 3,29±0,7 153,7±10,0 2,13±0,4 

Fonte: Elaborado pela autora. 

  

 

5.2 Cinética enzimática 

 

 A determinação da cinética enzimática tem como princípio as reações específicas das 

enzimas alanina aminotransferase (ALT) e aspartato aminotransferase (AST). A reação 

catalisada por ALT ocorre com a transferência do grupo amina da alanina para o cetoglutarato, 

com formação de glutamato e piruvato. O piruvato é em seguida reduzido a lactato pela enzima 

lactato desidrogenase (LDH) enquanto a coenzima NADH é oxidada a NAD, como é 

representado na reação em duas etapas: 

 

I. L-Alanina + Cetoglutarato → ALT → Piruvato + L-Glutamato 

II. Piruvato + NADH → LDH → NAD + L-Lactato 

 

 A reação catalisada por AST é semelhante a este processo, entretanto ocorre com a 

transferêcia do grupo amina do ácido aspártico para o cetoglutarato, em que há formação de 

glutamato e oxalacetato. O oxalacetato é reduzido a malato por ação da enzima malato 

desidrogenase (MDH), e assim como na reação acima, a coenzima NADH é oxidada a NAD: 
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I. L-Aspartato + Cetoglutarato → AST → Oxalacetato + L-Glutamato 

II. Oxalacetato + NADH → MDH → NAD + Malato 

  

 A cinética enzimática é então monitorada pelo efeito fotométrico a 340 nm da oxidação 

do NADH, que é diretamente proporcional à atividade ALT e AST. A velocidade da reação é 

indicada por várias medidas de absorbância ao longo do tempo, e devido ao consumo de 

substratos pela enzima e consequente oxidação de NADH, resulta em uma reta descendente.  

Aplicando a equação ((A1 – A2) / 2) x 1746), como indicado pelo fabricante dos kits, 

sendo que A1 – A2 representa a diferença média entre os valores de absorbância obtidos a cada 

minuto, foram obtidos os seguintes valores de atividade enzimática de ALT: 19,9 ± 0,9 U/L no 

Grupo CP, 53,2 ± 1,3 U/L no CD, 27,7 ± 1,2 U/L no CH, 43,9 ± 1,8 U/L no TP e 38,3 ± 1,0 

U/L no TT. Os valores de AST foram 45,57 ± 1,2 U/L, 52,4 ± 2,0 U/L, 54,5 ± 3,3 U/L, 53,8 ± 

0,6 U/L e 58,3 ± 2,5 U/L nos Grupos CP, CD, CH, TP e TT, respectivamente. Estes resultados 

estão representados na Tabela 5. 

Em condições adequadas de tratamento e alimentação, roedores apresentam níveis 

séricos de ALT e AST naturalmente mais elevados em comparação ao de humanos, sendo que 

o limite mais baixo de ALT em humanos, de 7 U/L para mulheres e 9 U/L para homens, é 

significativamente menor que o apresentado pela linhagem Sprague Dawley, de 14 U/L em 

fêmeas e 19 U/L em machos. Da mesma forma, o limite inferior de nível sérico de AST é de 15 

U/L em humanos e 59 U/L em Sprague Dawley (HE et al., 2017). 

Considerando os animais machos, o Grupo CP apresentou menor nível sérico de ALT, 

representando padrão de normalidade em relação aos demais. De acordo com o intervalo de 

referência adequado de 19 a 47 U/L em machos Sprague Dawley (HE et al., 2017), 

exclusivamente o Grupo CD ultrapassou esta faixa de normalidade com o maior valor médio 

sérico de ALT obtido. O Grupo CH apresentou segundo menor nível sérico de ALT e os 

Grupos TP e TT, valores maiores em relação a este, sendo maior no Grupo TP, em que houve 

uso contínuo prolongado de quercetina como tratamento aos animais. Este efeito pode estar 

associado à repetição diária de gavagem nos animais, que provoca aumento transitório das 

transaminases hepáticas devido ao estresse gerado, condição indicada principalmente quando 

níveis de AST em Sprague Dawley são maiores que de ALT (HE et al., 2017). 

Os valores séricos de AST obtidos se mantiveram dentro do intervalo de referência de 

59 a 139 U/L, ainda que apresentando variações entre os grupos. Neste sentido, o Grupo CP 

apresentou menor valor, considerado mais adequado à condição normal, seguido dos valores 

obtidos nos Grupos CD, TP, CH e TT. Altos valores séricos de AST em TP e TT demonstram 
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também indicativo de aumento transitório da eszima devido ao estresse gerado por 

procedimentos de manuseio dos animais (HE et al., 2017). 

 

Tabela 5 – Valores médios e desvio padrão de alanina aminotransferase (ALT) e aspartato 

aminotransferase (AST) em unidades por litro (U/L) dos Grupos CP, CD, CH, TP e TT. 

Transaminase 

hepática 

GRUPO 

CP CD CH TP TT 

ALT (U/L) 19,9 ± 0,9 53,2 ± 1,3 27,7 ± 1,2 43,9 ± 1,8 38,3 ± 1,0 

AST (U/L) 45,57 ± 1,2 52,4 ± 2,0 54,5 ± 3,3 53,8 ± 0,6 58,3 ± 2,5 

Fonte: Elaborado pela autora 

 

Os valores de cinética enzimática em U/L foram analisados pelo teste de normalidade 

Shapiro-Wilk e os conjuntos de dados de ambas as enzimas estudadas foram considerados não 

paramétricos. Foi então executado o teste de Kruskal-Wallis ANOVA, para dados não 

paramétricos, que na análise dos valores de ALT indicou diferença significativa entre todos os 

grupos, com p < 0,01 (Figura 14).  

Aos valores de AST, o Grupo CP foi identificado como significativamente menor em 

relação aos demais, com p < 0,01. O Grupo CD apresentou diferença em relação ao CH (p = 

0,008) e TT (p = 0,0008). Os animais dos Grupos CH e TT também foram considerados 

diferentes, com p = 0,014 (Figura 14). 

No grupo CP, os valores obtidos de atividade enzimática U/L são próximos da 

normalidade segundo Lee e colaboradores (2003). Se aproximam do grupo controle analisado 

neste estudo, em que os valores de ALT e AST foram, respectivamente 15 ± 2,7 e 65,5 ± 6,5 

U/L. O grupo CD apresentou mais altos níveis séricos das transaminases hepáticas, 

especialmente referente à ALT, que indicam lesão hepática celular (LEE et al., 2003). 

O índice AST/ALT, empregado no diagnóstico diferencial das hepatopatias, apresenta 

valor de 2,29 no Grupo CP, 0,98 no CD, 1,97 no CH, 1,22 no TP e 1,52 no TT. Estes valores 

indicam que a esteatose hepática não alcoólica não foi instalada nos animais do grupo CP e a 

manifestação da doença é altamente provável no grupo CD, uma vez que grandes indícios disso 

são apontados com valores de AST/ALT inferiores a 1 (ZAMIN, 2002). Nesta definição, os 

Grupos CH, TP e TT não se enquadram no quadro clínico patológico de EHNA, no entanto, 

todas estas suposições apenas foram confirmadas após análise morfohistológica do fígado dos 

animais. 
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Figura 14 – Valores de atividade enzimática (U/L) de ALT e AST e desvio padrão dos grupos 

CP, CD, CH, TP e TT. * p < 0,05. ** p < 0,01. 

 

Fonte: Elaborado pela autora. 

 

 

5.3 Macroscopia e Microscopia  

  

 A coleta do fígado dos animais foi realizada imediatamente após o procedimento de 

eutanásia. Considerando análise macroscópica, o fígado dos animais do Grupo CP (Figura 

15.A) foi considerado um órgão saudável em padrões comuns de anatomia e morfologia, por 

apresentar lobos normais, forte cor vermelha, tamanho normal e peso regular de 9,8 ± 0,7 g.  

 O fígado dos animais do Grupo CD (Figura 15.B) no entanto, apresentou forte cor 

amarelada e o órgão preenchido por muitos nódulos de aspecto firme ou fibroelástico, indicando 

grave comprometimento do tecido por esta condição patológica. Os lobos hepáticos do Grupo 

CD se demonstraram normais e houve redução do peso médio para 7,4 ± 1,7 g. 

 Os animais dos Grupos CH, TP e TT (Figura 15.C, 15.D e 15.E) apresentaram fígado 

macroscopicamente semelhante entre si, pela aparência pálida do órgão, distoando da cor 

vermelha natural do tecido, e também da amarela, presente em CD. O fígado apresentou 

consistência mole, como mais próxima da condição normal e peso médio regular de 9,7 ± 1,7 

g em CH, 9,2 ± 0,6 g em TP e 9,4 ± 1,5 em TT. 
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Figura 15 – Macroscopia do fígado dos animais de ambos os grupos experimentais. As imagens 

apresentam: órgão representativo dos Grupos CP (A), CD (B), CH (C), TP (D) e TT (E).   

  

   

   

Fonte: Elaborado pela autora. 

  

Em relação ao processamento histológico do fígado, foram obtidos melhores resultados 

de fixação do tecido hepático com a utilização de Bouin. As lâminas histológicas coradas com 

hematoxilina e eosina (HE) evidenciaram no Grupo CP o tecido constituído por hepatócitos 

de formato poligonal e morfologicamente normais formando cordões radiais como composição 

de cada lóbulo hepático. É possível identificar a presença dos vasos anatomicamente normais 

como a veia central no centro dos lóbulos. 

A 

B C 

D E 
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No Grupo CD foi possível identificar histologicamente o estabelecimento de doença 

hepática gordurosa não alcoólica (DHGNA), uma vez que por estimativa visual, mais de 5% 

dos hepatócitos foram acometidos sendo, portanto, clinicamente significativa. Em adição, a 

presença de injúria do tipo balonizante nos hepatócitos e inflamação infiltrada nos lóbulos que 

compõem o tecido classifica a condição clínica observada nos animais em esteatose hepática 

não alcoólica (EHNA) (BEDOSSA et al., 2012).  

A esteatose foi identificada predominantemente como do tipo macrovesicular, lesão 

característica de EHNA, em que uma grande gotícula de gordura ocupa o citoplasma celular, 

deslocando o núcleo e as organelas para os limites celulares. Em menor incidência, houve o 

estabelecimento também da esteatose do tipo microvesicular, onde há presença de pequenas 

gotículas lipídicas e núcleo na região central da célula (BROWN & KLEINER, 2016). 

A presença das gotas lipídicas no interior celular provocou a degeneração do tipo balão 

nos hepatócitos de animais do Grupo CD, caracterizadas como células balonizantes, em que 

perdem seu formato poligonal e passam a ser distendidas e esféricas. Esta alteração gera 

disfunção dos microtúbulos e alteração da secreção proteica (BROWN & KLEINER, 2016).  

Ainda no Grupo CD, foi observado que os hepatócitos não se dispõem radialmente em 

relação à veia central no lóbulo, como no Grupo CP. Há um arranjo aleatório das células, 

indicando reorganização celular após injúria e danos causados ao fígado (BROWN & 

KLEINER, 2016). Foi identificada a presença de tecido conjuntivo em arranjo de septos 

fibrosos entremeando a arquitetura desorganizada dos lóbulos hepáticos. Comumente, foi 

observado que os septos partem do espaço porta e se dispõem entre os lóbulos hepáticos, 

subdividindo-os, quais são denominados pseudolóbulos e os torna não-funcionais.  

Os septos fibrosos densos são desenvolvidos no processo de cicatrização em resposta à 

determinado dano hepático constante, portanto crônico. O estabelecimento deste tipo de fibrose 

que preenche o fígado de forma difusa, altera a arquitetura hepática e eventualmente também 

sua função na tentativa de regeneração dos hepatócitos, causa insuficiência hepática e 

hipertensão porta e é caracterizado como cirrose hepática (ANDRADE, 2005). A cirrose é então 

caracterizada pela substituição difusa da estrutura hepática normal por nódulos de estrutura 

anormal circundados por fibrose e é o estado final comum de processos patológicos de diversas 

etiologias, que incluem as disfunções metabólicas como EHNA (IIDA et al., 2005). Portanto, 

os animais do Grupo CD apresentaram o desenvolvimento de cirrose. 

Além disso, foi identificada a presença de infiltrados inflamatórios mistos com 

distribuição lobular, predominantemente próxima aos espaços porta. O infiltrado lobular 

presente em EHNA é composto principalmente por uma mistura de linfócitos CD4 e CD8 com 
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agregados de células de Kupffer espalhados, denominados microgranulomas (BROWN & 

KLEINER, 2016).  

De acordo com o algoritmo histopatológico de Bedossa e colaboradores (2012) o fígado 

dos animais do Grupo CD foi identificado como característico de EHNA, sendo distinto de 

DHGNA pela presença de esteatose e por apresentar as seguintes classificações:  balonamento 

em grau 1 (presença de aglomerados de hepatócitos com forma arredondada e citoplasma claro, 

geralmente reticulado) e inflamação lobular em grau 1 (presença de 2 focos de inflamação em 

aumento de 20x). 

 O tecido hepático dos animais representantes dos Grupos CH, TP e TT também 

apresentou estabelecimento de EHNA pela presença de esteatose macrovesicular, na maior 

extensão hepática e lesões balonizantes em parte dos hepatócitos. Foi identificada a presença 

de septos fibrosos e focos de infiltrados inflamatórios em CH, sendo menos frequentes na 

extensão tecidual em relação ao Grupo CD e mais em relação aos Grupos TP e TT, em que 

os animais foram tratados com quercetina.  

 No Grupo TP, em que a quercetina como tratamento foi administrada aos animais desde 

o início do experimento, não foi identificada fibrose na maior parte da extensão tecidual, 

principalmente relacionadas aos espaços porta. Observou-se pequenos focos de início do 

desenvolvimento da fibrose na região lobular de alguns animais, considerando as variações 

normais de características histológicas entre cada organismo. O tecido hepático apresentou nos 

espaços porta intensa atividade inflamatória pela presença de células imunes, que precede o 

desenvolvimento da fibrose, sendo possível associar este efeito à ação da quercetina como 

molécula antifibrótica na indução de EHNA, uma premissora suposição. Além disso, foi 

possível observar a preservação de quantidade considerável de hepatócitos sem injúria do tipo 

balinizante e, portanto, de morfologia normal. 

 Ainda que a quercetina foi administrada como tratamento terapêutico no Grupo TT, os 

resultados obtidos foram semelhantes aos de TP, em destaque pela redução considerável de 

fibrose no tecido hepático, com exceção de pequenos focos de início do desenvolvimento da 

fibrose em alguns animais. Neste grupo, a esteatose macrovesicular foi predominante na 

extensão total do tecido, no entanto foi também observada a preservação de parte dos 

hepatócitos sem lesões, em menor quantidade em relação ao Grupo TP, possivelmente pelo 

menor tempo de tratamento e por este ter início após estabelecimento de EHNA nos animais. 

Foram também observadas regiões de intensa atividade inflamatória, indicando proteção ao 

desenvolvimento da fibrose em consequência à EHNA estabelecida. 
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Assim, a análise histológica hepática dos Grupos TP e TT concluiu que os tratamentos 

profilático e terapêutico com quercetina se apresentaram eficientes e promissores no sentido de 

impedir o estabelecimento da fibrose na condição de EHNA, protegendo o órgão contra maior 

degeneração e perda de funções vitais, aspecto fundamental para garantir possibilidade de 

reversão da patologia ao quadro clínico saudável do fígado e recuperação das suas funções 

comprometidas pelo acúmulo de gordura nas células. As imagens do tecido hepático estão 

apresentadas na Figura 16.  

 

Figura 16 – Lâminas histológicas do tecido hepático: fixação com Bouin, coloração com HE. 

Grupo CP: A. Cordões de hepatócitos dispostos radialmente em relação a veia central (VC) 

posicionada no centro do lóbulo, objetiva de 10x. B. Hepatócitos normais, objetiva de 20x. 

Grupo CD: C. Veia central posicionada no centro do lóbulo e presença de septos fibrosos 

partindo do espaço porta em sentido perisinusoidal (seta). É observado o desarranjo dos 

hepatócitos em resposta à reorganização celular desordenada pós injúria hepática, objetiva de 

10x. D. Esteatose predominantemente macrovesicular e hepatócitos balonizantes, objetiva de 

20x. E. Infiltrado inflamatório misto com distribuição lobular (seta), objetiva de 8x. F. EHNA 

e cirrose hepática com nódulos de estrutura anormal circundados por fibrose, objetiva de 4x. 

Grupo CH: G. Veia central associada à fibrose e intensa atividade inflamatória. H. EHNA e 

fibrose, objetiva de 10x. Grupo TP: I. Veia central associada à intensa atividade inflamatória 

e hepatócitos sem lesão balonizante (seta), objetiva de 10x. J. EHNA com redução de fibrose. 

Grupo TT: K. EHNA predominante macrovesicular ao redor de veia central, objetiva de 10x. 

L. Pequeno foco de início do desenvolvimento da fibrose na região lobular, objetiva de 10x. 

  

A B 
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Fonte: Elaborado pela autora. 
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5.4 Metabolômica por RMN  

 

Os espectros unidimensionais de CPMG (Figura 17) e NOESY foram coletados a partir 

das amostras de soro sanguíneo e fezes dos animais. A fim de ilustração, cada espectro das 

imagens corresponde a um animal do grupo para representação dos grupos experimentais. Os 

resultados de CPMG apresentaram, diferenças consistentes dos espectros entre os grupos para 

amostras de soro sanguíneo em 0,8, 1,3, 1,4, 1,9 a 2,4, 3,0 a 4,1, 4,6, 4,8 e 5,2 ppm e para 

amostras de fezes em 0,8 a 2,3, 3,0 a 3,7 e 4,8 ppm. 

Experimentos bidimensionais como HSQC e TOCSY serão posteriormente aplicados 

para determinação do assinalamento estrutural dos sinais dos metabólitos presentes nas 

amostras. O procedimento de identificação de metabólitos envolverá a utilização das 

informações proveniente de banco de dados acadêmicos e de pacote de programas como 

Chenomx NMR Suite. 

A análise de metabólitos por RMN é muito promissora por ter como objetivo a 

identificação de biomarcadores metabólicos de diagnóstico que estejam envolvidos na 

progressão da EHNA para fibrose hepática ou cirrose e que respondam à modulação e alteração 

do processo inflamatório no fígado pelo uso contínuo da quercetina. A partir deste screening 

de metabólitos, será possível elucidar melhor a via metabólica associada ao desenvolvimento 

da doença e propor formas de detecção não invasivas desta, ainda não propostas, uma vez que 

este mecanismo se dá através de coleta de biópsia hepática. Além disso, os resultados podem 

contribuir para o futuro desenvolvimento de mecanismos de profilaxia e tratamento de EHNA, 

sendo, portanto, de extrema relevância. 
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Figura 17 – Espectros de CPMG de RMN referentes às amostras de soro sanguíneo (A) e fezes 

(B) dos animais dos Grupos CP (amarelo), CD (roxo), CH (verde), TP (vermelho) e TT (azul).  

 

 
 

 
 

Fonte: Elaborado pela autora. 
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6. CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

Os animais do Grupo CP demonstraram boas condições de saúde clínica por 

apresentarem valores regulares de ganho de peso corporal, consumo de alimento e proporção 

de gorduras, além de sintomas físicos considerados normais, como cor rosa da pele, excretas 

em padrão normal e pêlos robustos com brilho. O grupo apresentou também índices de 

normalidade indicando saúde hepática, evidenciada por peso regular do fígado, menores valores 

de atividade das transaminases ALT e AST no sangue, aspectos macroscópicos e histológicos 

do fígado normais após o período de tratamento com alimentação convencional regulada, 

representando nutrição equilibrada e adequada para a espécie.  

O Grupo CD foi considerado o grupo mais agredido pela ação de DEN em conjunto à 

indução de EHNA por apresentar conjunto de características clínicas comuns em desarranjos 

hepáticos como icterícia, colúria e hipocolia, pêlos ralos, arrepiados e opacos, menor índice de 

ganho de peso corporal e perda de peso ao fim do experimento, menor ganho de peso do fígado, 

menor consumo de alimento, maiores níveis séricos de ALT e AST e presença de fibrose e 

cirrose hepática.  

Os animais do Grupo CH também apresentaram o estabelecimento de EHNA, 

demonstrando fortes características de debilidade física, no entanto, apresentaram melhor 

quadro clínico em relação a CD, assim como indicado pelos padões de ganho de peso, consumo 

e níveis séricos das transaminases.  

Os dois grupos tratados com quercetina apresentaram melhores condições clínicas em 

relação a todos os demais grupos que receberam dieta hiperlipídica. No Grupo TP todos os 

animais apresentaram corpo coberto de pêlos e comportamento natural, sem processo de 

debilidade física, quadro clínico mais próximo ao de CP. No Grupo TT alguns animais 

representantes apresentaram perda de pêlos na região dorsal próxima do pescoço, como visto 

em CH e outros, as caraterísticas descritas para TP. Os níveis séricos de ALT foram mais altos 

nos Grupos TP e TT, o que pode estar associado à repetição diária de gavagem nos animais, 

que provoca aumento transitório das transaminases hepáticas devido ao estresse gerado. 

A análise histológica concluiu que ambos os tratamentos, profilático e terapêutico, com 

quercetina se apresentaram eficientes e promissores no sentido de impedir o estabelecimento 

da fibrose na condição de EHNA, protegendo o órgão contra maior degeneração e perda de 

funções vitais, aspecto fundamental para garantir possibilidade de reversão da patologia ao 

quadro clínico saudável do fígado e recuperação das suas funções comprometidas pelo acúmulo 

de gordura nas células.
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ANEXO A – Ficha Técnica da Ração convencional ou padrão 
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ANEXO B – Ficha Técnica da Ração hiperlipídica deficiente em colina 

 

 

 

 

 

 

 

 


