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RESUMO

EFEITO PREVENTIVO DOS TRITERPENOS a, 8-AMIRINA NA DOENCA
HEPATICA GORDUROSA NAO-ALCOOLICA INDUZIDA POR DIETA EM
CAMUNDONGOS

A doenca hepatica gordurosa nao-alcot6lica (DHGNA) é uma condicéo clinica-patoldgica
definida pelo acimulo anormal de triglicerideos nos hepatdcitos, comumente chamada de
esteatose hepatica (EH). Atualmente, apenas a pioglitazona, um agente de sensibiliza¢éo
a insulina, e a vitamina E como antioxidante sdo recomendadas para o tratamento da
esteatose hepatica ndo-alcoodlica de acordo com diretrizes internacionais. Na busca de
novas opgdes terapéuticas para o tratamento da DHGNA, 0s compostos triterpénicos
isolados de plantas medicinais estdo sendo investigados quanto ao seu potencial para o
tratamento da DHGNA. O presente estudo investigou o efeito da mistura de triterpenos
a,B-amirina (AMI), isolada de Protium heptaphyllum, na doenca hepatica gordurosa néo
alcoolica (DHGNA) induzida por dieta hiperlipidica (DH) em camundongos, uma vez
que estudos anteriores com AMI realizados por nosso laboratério mostraram que a AMI
é capaz de melhorar a resisténcia a insulina e restaurar a histologia hepatica em modelo
de obesidade induzida por dieta hiperlipidica (DH). Os camundongos foram divididos em
5 grupos e alimentados com dieta padrdo (DP) ou dieta hiperlipidica (DH) e tratados
simultaneamente com AMI (10 e 20 mg/Kg) e fenofibrato (FEN) 50 mg/Kg na &gua de
beber durante 15 semanas. Os animais tratados com AMI 10 e 20mg/kg e FEN 50mg/kg
demonstraram redugdo significativa do peso corporal, da gordura abdominal, subcutanea,
subescapular, assim como no peso do figado e dos niveis plasmaticos de glicose, insulina,
ALT, AST, colesterol total, LDL, VLDL e triglicerideos em relacdo ao grupo DH. AMI
(10 e 20 mg/Kg) e FEN (50mg/Kg) foram capazes de reduzir significativamente os niveis
hepéticos de lipidios (colesterol total e triglicerideos) em relagdo ao grupo DH. Os
camundongos alimentados com a DH apresentaram um padrdo hiperglicémico durante o
teste de tolerancia a glicose intraperitoneal (TTGI) e reducdo da tolerancia a insulina no
teste de tolerancia & insulina intraperitoneal (TTIl) em relacdo ao grupo DP, em
contrapartida, o tratamento com o triterpeno foi capaz de melhorar a tolerancia a glicose
e a insulina em relacdo ao grupo DH. Além de melhorar a resisténcia a insulina, AMI
reduziu a concentracdo hepatica de malondialdeido e aumentou a concentracdo hepatica
da glutationa reduzida (GSH) em relacdo ao grupo DH. AMI reduziu o acimulo de

lipidios neutros no figado evidenciado pela coloragdo com Qil red O quando comparado



com o grupo DH. O tratamento com a AMI (10 e 20 mg/Kg) e FEN (50 mg/Kg) reduziram
significativamente a expressdo das proteinas SREBP1 e FAS e aumentou
significativamente a expressao das proteinas PPARa e pAMPK no figado, concomitante,
diminuiu a expressdo dos genes ACC1, FAS e CD36 no tecido hepéatico. AMI nas
concentragOes (3,1 - 400 pg/mL) ndo promoveu alteracbes na viabilidade celular de
células HepG2, em ensaio com MTT. Em protocolo de esteatose hepatica induzida por
acido oleico (AO), AMI nas concentracdes de 12,5; 25 e 50 pg/mL reduziu o acimulo de
lipidios quando comparado com o grupo que foi induzido apenas com AO, observados
pela coloragdo com Qil red O. Os resultados demonstram potencial efeito hepatoprotetor
da AMI, elencando-o como um possivel produto para a prevencdo da DHGNA. Os
resultados encontrados, sugerem que o efeito do triterpeno esta associado a reducao da

lipotoxicidade e resisténcia a insulina evitando assim, a progressao da DHGNA.

Palavras-chave: Figado. Amirina. Protium heptaphyllum. Dieta hiperlipidica



ABSTRACT

PREVENTIVE EFFECT OF o, B-AMYRINE TRITERPENES ON NON-
ALCOHOLIC FATTY LIVER DISEASE INDUCED BY DIET IN MICE

Non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD) is a clinical-pathological condition defined by
the abnormal accumulation of triglycerides in hepatocytes, commonly called hepatic
steatosis (HS). Currently, only pioglitazone, an insulin sensitizing agent, and vitamin E
as an antioxidant are recommended for the treatment of non-alcoholic hepatic steatosis
by international guidelines. In the search for new therapeutic options for the treatment of
NAFLD, triterpenic compounds isolated from medicinal plants are being investigated for
their potential for the treatment of NAFLD. The present study investigated the effect of
the mixture of a, B-amyrin (AMY) triterpenes isolated from Protium heptaphyllum in
nonalcoholic fatty liver disease (NAFLD) induced by hyperlipidic diet (DH) in mice.
The mice were divided into 5 groups and fed a standard diet (DP) or hyperlipidic diet
(DH) and treated simultaneously with AMY (10 and 20 mg / kg) and fenofibrate (FEN)
50 mg/kg in drinking water for 15 weeks . Animals treated with AMY 10 and 20mg / kg
and FEN 50mg / kg showed a significant reduction in body weight, abdominal fat,
subcutaneous fat, subscapular weight, as well as liver weight and plasma levels of
glucose, ALT, AST, cholesterol total, LDL, VLDL and triglycerides in relation to the DH
group. AMY (10 and 20 mg / kg) and FEN (50 mg / kg) were able to significantly reduce
hepatic lipid levels (total cholesterol and triglycerides) in relation to the DH group. Mice
fed with DH presented a hyperglycemic pattern during the intraperitoneal glucose
tolerance test (TTGI) and reduced insulin tolerance in the intraperitoneal insulin tolerance
test (TTII), compared to the DP group. Triterpene was able to improve glucose and insulin
tolerance in relation to the DH group. In addition to improving insulin resistance, AMY
reduced the hepatic concentration of malondialdehyde and increased the hepatic
concentration of reduced glutathione (GSH) compared to the DH group. AMY reduced
the accumulation of neutral lipids in the liver evidenced by oil red O coloration when
compared to the DH group. Treatment with AMY (10 and 20 mg / kg) and FEN (50 mg /
kg) significantly reduced the expression of SREBP1 and FAS proteins and significantly
increased the expression of PPARa and pAMPK proteins in the liver, concomitantly
decreased gene expression ACCLl, FAS and CD36 in hepatic tissue. AMY at
concentrations of 3.1 — 400 pg / mL did not promote changes in cell viability of HepG2
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cells inthe MTT assay. In protocol of hepatic steatosis induced by oleic acid (AO), AMY
at the concentrations of 12.5, 25 and 50 pg / mL reduced lipid accumulation when
compared to the group that was induced only with AO, observed by oil red O staining.
The results demonstrate potential hepatoprotective effect of AMY, listing it as a possible
product for prevention of NALFD. The results suggest that the effect of triterpene is
associated with the reduction of lipotoxicity and insulin resistance, thus preventing the

progression of NAFLD.

Keywords: Liver. Amyrin. Protium heptaphyllum. Hyperlipidic diet.
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1. INTRODUCAO

1.1. Doencga hepatica gordurosa ndo-alcoolica

A Doenca hepética gordurosa ndo-alcodlica (DHGNA) é uma condicéo
clinica-patoldgica definida pelo acimulo anormal de triglicerideos nos hepatdcitos,
comumente chamada de esteatose hepatica (EH), sendo definida como o acimulo de
gordura hepatica (> 5% do figado) determinada por imagiologia ou histologia ap0s a
exclusdo de outras causas de esteatose hepatica, tal como hepatite viral, consumo
significativo de alcool, uso de medicacdo esteatogénica ou doencas hereditarias
(LONARDO et al, 2017.)

A DHGNA ¢ subdividida em i) esteatose hepatica ndo alcodlica (EHNA),
caracterizada pela presenga de >5% EH, sem evidéncia de lesdo hepatocelular, sendo
possivel a forma de baldo nos hepatécitos ou evidéncia de fibrose, sendo minimo o risco
de progressao para cirrose e insuficiéncia hepatica e, ii) esteatohepatite ndo alcodlica
(NASH), caracterizada pela presenca de >5% EH com inflamacao e balonizagdo nos
hepatdcitos com ou sem fibrose, podendo evoluir para cirrose, insuficiéncia hepatica e
raramente cancer de figado (BENEDICT; ZHANG, 2017).

A maioria dos pacientes com DHGNA em todo o mundo apresentam co-
morbidade metabdlicas, sugerindo que esta associagdo é bidirecional. Em uma recente
meta-andlise de pacientes com diabetes, a prevaléncia da DHGNA foi 57,8% enquanto
que a prevaléncia de NASH foi de 65,3% e a prevaléncia de fibrose avancada foi de
15,1%. Em adicdo, a maioria dos pacientes com obesidade morbida submetidos a cirurgia
bariatrica tinham DHGNA, desses, 20-30% tinham NASH, e 10% fibrose avancada
(GOLABI et al., 2017; YOUNOSSI, 2018).

A prevaléncia mundial da DHGNA ¢é de 20% a 30% na populacdo em geral,
e sua incidéncia é de aproximadamente 20 a 30 por 1.000 pessoas-ano (CHALASANI et
al., 2017; KWAK; KIM, 2017), tendo como fatores de risco a velhice, o diabetes, a
dislipidemia, a obesidade e a sindrome metabdlica (CHALASANI 2012; DELLA PEPA
etal., 2017).

Em uma revisdo realizada por Chalasani (2017) com 11.448 individuos da
Coréia do Sul por 5 anos, a incidéncia de DHGNA documentada por ultrassom foi de
12% (n = 1.418), ja em um estudo realizado durante 11 anos com 635 sobreviventes das
bombas atbmicas de Nagasaki, a incidéncia de DHGNA foi de 19,9 por 1000 pessoa/ano
(TSUNETO et al., 2010).
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No Brasil, foi realizado um estudo multicéntrico pela Sociedade Brasileira de
Hepatologia, incluindo 1280 casos de DHGNA. A bidpsia hepatica realizada em 437
casos mostrou: esteatose isolada em 42% dos casos, DHGNA em 58% e 27% deles
apresentaram tambeém fibrose. A cirrose foi observada em 15,4% e o carcinoma
hepatocelular em 0,7%. Essa prevaléncia correlaciona-se, provavelmente, ao aumento das
taxas de obesidade, diabetes mellitus tipo 2 e sindrome metabolica na nossa populacéo na
Gltima década (COTRIM et al., 2008).

A DHGNA, é uma doenca complexa com varios fatores etioldgicos. A
compreensao desses fatores, contribui para o conhecimento sobre a sua patogénese e pode
nos ajudar no desenvolvimento de ferramentas diagnosticas e terapéuticas (PATEL,
SANYAL, 2013; SINGH, OSNA, KHARBANDA, 2017).

1.2.  Fisiopatologia

A glicose é um carboidrato simples de aclcar que serve como combustivel
fundamental para a maioria das espécies e fornece precursores para a sintese de
biomoléculas. De modo a controlar o metabolismo, diferenciacdo e crescimento, as
células possuem vias de sinalizacdo evolutivamente sensiveis a glicose. Esses sistemas
de deteccéo de glicose garantem uma adaptacao eficiente a mudangas na disponibilidade
de glicose e permitem a sua manutencdo homeostatica de reservas internas. O figado
desempenha um papel central na homeostase metabolica, coordenando a decomposicéo,
sintese, armazenamento e redistribui¢do de nutrientes (SALTIEL; KAHN, 2001).

Os hepatocitos possuem multiplos sistemas de detec¢do de nutrientes que
interagem para modular as vias bioquimicas, a fim de acomodar as necessidades e a
disponibilidade sistémica de combustivel. Esses sistemas permitem que o corpo mantenha
suas funcgdes durante os periodos de alimentagdo e jejum e com exigéncias de energia,
como exercicios. As concentracdes de glicose no sangue flutuam durante os ciclos de
alimentacéo e jejum, e uma das fungbes primarias do figado é manter as concentracfes
de glicose no sangue dentro de uma faixa fisioldgica, e o controle glicémico, que é
coordenado por fatores extra-hepaticos e intra-hepaticos (GEISLER, RENQUIST, 2017).

Os transportadores facilitadores de glicose (GLUT) transportam glicose
através da membrana plasmatica por meio de um mecanismo de difusdo facilitada. S&o
divididos em classe I, 1l e I1l. Os GLUTSs de classe | séo representados por GLUT1 a

GLUT4, entre os quais 0 GLUT2 é expresso principalmente em células beta do pancreas,
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figado e rim, atuando como um sensor de glicose, sendo responsaveis pela entrada de
glicose na célula seguido do metabolismo da glicose através da fosforilacdo pela
glucoquinase que apresenta alto Km (baixa afinidade) (NAVALE, PARANJAPE, 2016).

Nos hepatdcitos, 0 GLUTL1 estd associado ao transporte bidirecional de
glicose controlada por horménios, como o hormdnio tireoidiano. O GLUT2 na membrana
do hepatdcito regula a entrada e a saida da glicose, e como tal controla o metabolismo da
glicose hepatica, em contraste, 0 GLUT2 em células da borda em escova intestinal e em
células do tubulo renal estd associado a absorcdo e reabsor¢do de glicose,
respectivamente. O GLUT3 esta presente principalmente no cérebro e tem alta afinidade
pela glicose (Km baixo) sendo responsavel, por transportar glicose para células com
maior necessidade de glicose (NAVALE, PARANJAPE, 2016).

O GLUT4 é um transportador de glicose sensivel a insulina que é encontrado
no coragdo, musculo esquelético, tecido adiposo e cérebro. Esta presente em vesiculas,
das quais € translocado para a membrana plasmatica sob a influéncia da insulina. Tal
recrutamento de GLUT4 dirigido por insulina resulta em um aumento de 10 a 20 vezes
no transporte de glicose (BRYANT et al. 2002).

Entre os transportadores facilitadores de glicose de classe Il estdo 0 GLUTS5,
GLUT7, GLUT9 e GLUT11. O GLUTS5 ¢ principalmente um transportador de frutose
localizado nas células do intestino delgado, testiculos e rim, onde desempenha
importantes funcdes fisiologicas e patologicas. Os transportadores facilitadores Classe 111
sdo GLUT6, GLUTS8, GLUT10, GLUT12 e GLUT13 (HMIT). (SCHMIDT et al. 2009)

O alto consumo de dietas ricas em agucares e lipideos sdo percussores de uma
série de condic@es clinicas de causas multifatoriais e associadas, como a resisténcia a
insulina (RI1), o diabetes mellitus tipo Il (DM2), a obesidade e a doenca hepatica
gordurosa ndo-alcoolica (DHGNA) (BRYANT et al. 2002).

A glicose consumida na dieta é catabolizada pela glicélise, nela a molécula
de 6 carbonos da glicose é convertida em duas moléculas de 3 carbonos de piruvato,
gerando energia na forma de ATP e NADH durante o processo. A glicélise pode ser
dividida em duas etapas de 5 reacdes cada. A primeira etapa é denominada de fase
preparatoria, e nesta etapa o ATP é consumido para ativar a molécula de glicose e
converté-la em gliceraldeido-3-fosfato. Na etapa seguinte, denominada de fase de
compensacdo, o gliceraldeido-3-fosfato é convertido em piruvato (LEHNINGER;
NELSON; COX, 1995; LEHNINGER; COX, 2002).
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Ao final da via glicolitica, todos os carboidratos sdo convertidos em piruvato.
O piruvato entdo pode seguir trés destinos diferentes. Em condicdes anaerobicas alguns
microorganismos e as nossas celulas musculares quando ndo recebem oxigenacao
suficiente realizam a fermentacéo l4ctica, onde o piruvato é convertido a lactato. Outros
microorganismos como as leveduras convertem o piruvato em etanol na fermentagéo
alcoolica, e em condicBes aerdbicas, o piruvato é convertido a acetil-coenzima-A (Acetil-
Coa), que entra no ciclo do acido citrico sendo convertida em CO2 e agua, tendo como
produto final a formagdo de ATP na cadeia transportadora de elétrons. (LEHNINGER;
NELSON; COX, 1995; LEHNINGER; COX, 2002)

A patogénese da DHGNA, é complexa e implica interacdes entre os diferentes
locais metabolicamente ativos. Uma hipotese inicial explicou a patogénese dividindo-a
em duas etapas, chamadas de “dois hits". A hipdtese de Day e James (1998) descreve
que a resisténcia a insulina é o "primeiro hit", que leva a esteatose hepatica, e é seguido
por um "segundo hit" conduzido pelo estresse oxidativo, que por sua vez leva ao dano
hepatocelular e inflamacéo que caracteriza a DHGNA. Este modelo tem sido expandido
para "multiplos hits paralelos”, hipotese em que um numero de diferentes processos pode
contribuir para a inflamacé&o do figado. Um papel crucial é desempenhado por mediadores
inflamatorios, em particular os derivados do tecido adiposo, 0s quais estdo envolvidos na
cascata de inflamacéo, fibrose e, eventualmente, termogénese. Neste cenario, o estresse
do reticulo endoplasmaético, citocinas e adipocinas, bem como a imunidade, estdo
emergindo como condutores das principais caracteristicas da DHGNA (TILG,
MOSCHEN, 2010).

A insulina é sintetizada pelas células -pancreaticas em resposta ao aumento dos
niveis circulantes de glicose e aminoacidos e € o mais potente horménio anabdlico
conhecido. A insulina aumenta a captacdo de glicose no musculo esquelético e tecido
adiposo, através do estimulo a translocagdo de GLUT4 e inibe a produgdo de glicose
hepética, servindo assim como o regulador principal da concentracdo de glicose na
corrente sanguinea. A insulina também estimula o crescimento celular e diferenciacéo, e
promove 0 armazenamento de substratos no tecido adiposo, figado e musculo,
estimulando a lipogénese, glicogénese e a sintese de proteinas, e promove a inibi¢do da
lipdlise, da glicogendlise e da degradacdo de proteinas. A resisténcia a insulina ou a sua
deficiéncia resulta em profunda desregulacéo destes processos (GEISLER, RENQUIST,
2017).
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A DHGNA ¢é a manifestacdo hepéatica da sindrome metabodlica, sendo a
resisténcia a insulina a principal caracteristica patogénica. Dois tipos de resisténcia a
insulina séo observados na DHGNA, a resisténcia a insulina sistémica e hepatica, sendo
definidas como a capacidade diminuida dos tecidos para responder aos sinais de insulina.
A resisténcia sistémica a insulina é caracterizada pela incapacidade da insulina de reduzir
adequadamente os niveis de glicose no sangue devido a deteriorada translocacdo do
receptor GLUT4 para a membrana da superficie da celula muscular, levando a perda da
absorcdo de glicose dependente de insulina. A resisténcia a insulina hepética é causada
pela interrupcdo da supressao, induzida pela insulina, da producdo hepética de glicose,
com a estimulacdo preservada da lipogénese (GALBO; SHULMAN, 2013; RUI, 2014;
RUTHERFORD et al., 2016).

Em pacientes com resisténcia & insulina, as ilhotas de Langerhans séo
estimuladas a promover a secrecdo de insulina para superar o defeito na absorcéo de
glicose plasmatica e reduzir a geracdo de glicose no figado. Além disso é observada altas
taxas de producdo de glicose nos hepatocitos, na presenca de altos niveis de insulina,
caracterizando um sinal de resisténcia a insulina hepatica (GEISLER, RENQUIST,
2017).

No musculo e no figado, a insulina promove a captacdo de glicose para
oxidacdo de glicose ou armazenamento de glicogénio, além de, controlar o metabolismo
lipidico, aumentando a reesterificacdo dos acidos graxos em triglicérides nos adipdcitos
e no figado. A principal funcdo da insulina no figado é suprimir a glicogendlise e a
gliconeogénese. Por outro lado, a insulina promove a sintese do colesterol e triglicerideos
hepéticos e a captacdo de glicose nos musculos e tecido adiposo. Como os hepatécitos
perdem a auto-regulacdo mediada por insulina, a producdo de glicose é aumentada de
ambas as vias. E importante ressaltar que o substrato fornecido pelo adip6cito resistente
a insulina contribui para a sintese adicional de triglicérides no figado. Esse paradoxo na
resisténcia a insulina hepatica é que a insulina ndo consegue suprimir a producédo de
glicose hepatica, mas continua a estimular a lipogénese, resultando em hiperglicemia,
hiperlipidemia e esteatose hepatica (GALBO; SHULMAN, 2013; RUI, 2014;
RUTHERFORD et al., 2016).

O excesso de &cidos graxos livres (AGL) da lipdlise, causado pela resisténcia
a insulina, é absorvido pelos hepatdcitos periportais e oxidado como fonte de energia, o

gque aumenta bioquimicamente o consumo de oxigénio. Além disso, 0 excesso de
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liberacdo de AGL no figado resulta em acimulo de diacilglicerois intracelulares que, por
sua vez, levam a ativacdo da proteina quinase C (PKC). A PKC induz resisténcia a
insulina inibindo a fosforilagdo de proteinas do substrato do receptor de insulina (IRS)
estimulada pela insulina (GALBO; SHULMAN, 2013).

A homeostase lipidica hepatica é regulada por um sistema complexo de vias
de sinalizacdo/transcricdo controladas por horménios, fatores de transcricao e receptores
nucleares com sinalizacao de insulina desempenhando um papel central. O acimulo de
triglicerideos (TG) € resultado de um desequilibrio entre a sua sintese e a sua utilizacdo
(ARAB; ARRESE; TRAUNER, 2018).

DHGNA leva o comprometimento da acdo da insulina nos adipocitos, que por
sua vez levam a uma falha na supressdo da lipolise, no recrutamento e infiltracdo de
macrofagos no tecido adiposo, com consequente liberacdo de adipocitocinas pro-
inflamatorias, principalmente fator de necrose tumoral alfa (TNFa) e interleucina-6 (IL-
6), proteina quimiotatica de mondcitos-1 (MCP-1), resistina e inibidor do ativador de
plasminogénio-1 (PAI-1). Essas adipocitocinas contribuem para o rompimento da
sinalizagdo da insulina pelas vias do fator nuclear kB (NF-kB) e c-Jun N-terminal quinase
(INK), criando um ciclo vicioso no tecido adiposo e promovendo a Rl em outros tecidos
sensiveis a insulina (HARDIE, 2013a; HARDIE; SCHAFFER; BRUNET, 2016; LEE et
al., 2009; Ll et al., 2011)

A proteina-quinase ativada por AMP (AMPK) é um sensor chave do estado
de energia celular presente em essencialmente todas as células eucariéticas, ocorrendo
como heterotrimeros. Os estimulos classicos que ativam AMPK de mamiferos sdo
estresses metabdlicos que aceleram o consumo de ATP, como a contragdo muscular, ou
que interferem na producdo catabolica de ATP, como a privacdo de glicose, hipdxia ou
isquemia. A ativacdo da AMPK € necessaria para 0 aumento da captacdo de glicose que
ocorre durante a contragcdo muscular e pode ser responsavel por muitos dos beneficios a
salde do exercicio regular, incluindo o aumento da sensibilidade a insulina e a protecao
contra o desenvolvimento de diabetes tipo 2 (HARDIE; SCHAFFER; BRUNET, 2016;
RUTHERFORD et al., 2016).

Embora a AMPK seja ativada por privacao de glicose, na maioria das células
de mamiferos que expressam isoformas de hexocinase que esta presente no musculo e
transportadores de glicose como GLUT1 e GLUT4, a glicose deve ser reduzida a niveis
muito baixos (0 que ndo seria tolerado in vivo) antes da AMPK ser ativada. No entanto,

em ceélulas especializadas de "deteccéo de glicose", que expressam altas concentracdes de
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glicoquinase (figado), GLUT2, a AMPK ¢ ativada por variagdes mais fisiologicas da
glicose. Tais células incluem células B pancreaticas, que secretam insulina, neuronios
sensiveis a glicose no hipotalamo e o figado (CHAO et al., 2019; GASTALDELLI et al.,
2007; PETERSEN; SHULMAN, 2017).

A ativacdo da AMPK no hipotadlamo pela hipoglicemia tem o potencial de
desencadear respostas corretivas, incluindo aumento do apetite e liberacdo de adrenalina
e glucagon pela glandula supra-renal ¢ células o pancreaticas, que por sua vez induz a
glicogendlise. A ideia de que a AMPK era uma "chave mestra metabdlica" que
transformava as células do modo anabdlico (no qual armazenariam nutrientes) para o
modo catabdlico (no qual elas as oxidariam) esta bem estabelecida, levando a prever que
as drogas que ativam a AMPK podem ser Uteis para o tratamento da resisténcia a insulina
e diabetes tipo 2. Em cumprimento a isto, foi demonstrado que o nucleosideo AICAR,
um analogo do AMP que ativa a AMPK, reverte as anormalidades metabolicas em
modelos animais de resisténcia a insulina, como o camundongo ob/ob e camundongos
alimentado com dieta rica em gordura (HARDIE, 2011, 2013b; HARDIE; SCHAFFER;
BRUNET, 2016; RUI, 2014).

Em pacientes com DHGNA e/ou diabetes mellitus 2 (DM2), o
desenvolvimento de RI leva a uma lip6lise ndo inibida no tecido adiposo, via proteina de
ligacdo ao elemento regulador de esterol 1 (SREBP1-c), resultando em um influxo
excessivo de acidos graxos livres (AGL) para o figado, onde sdo absorvidos pelos
hepatdcitos através da proteina de transporte de acidos graxos 2 (FATP2), FATP5 e outras
proteinas de transporte, como proteina de ligacdo a AG e caveolina-1. O CD36 (também
chamado translocase de AG) facilita a captacdo de AGL e o tréfico intracelular em varios
tipos de células (macrofagos, hepatocitos, adipdcitos, enterdcitos e midcitos). Sabe-se que
0 CD36 aumenta em modelos murinos de esteatose hepéatica e € um alvo comum do
receptor X do figado (LXR), receptor X do pregnano (PXR) e receptor gama ativado pelo
proliferador de peroxissoma (PPARY) (ARAB; ARRESE; TRAUNER, 2018). O CD36
foi identificado como uma translocase de acido graxo (TAG) em adipdcitos de ratos,
necessaria para o transporte de acidos graxos de cadeia longa (AGCL), e atua como um
potencial receptor para a lipoproteina oxidada de baixa densidade (Ox-LDL). Além disso,
estudos com camundongos transgénicos para CD36 confirmaram um papel fisiologico
para os transportadores de &cidos graxos. Estudos in vivo em ratos hipertensos
espontaneos (SHR) com o gene CD36 mutante mostraram transporte defeituoso de AGCL
por adipocitos, levando ao DM2 (GAUTAM; BANERJEE, 2011).
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Outra forma de acimulo de gordura do tecido hepatico é a lipogénese de novo
(LDN). A glicose do excesso de carboidratos na dieta sofre glicélise no figado e é
eventualmente convertida em acidos graxos para serem esterificados em triglicerideos
que sdo acumulados no figado e secretados na forma de lipoproteinas de densidade muito
baixa (VLDL) (LAMBERT et al., 2014).

Estudos sustentam o conceito de que a estimulacdo da lipogénese de novo
pode levar a um aumento da carga lipidica hepatica por multiplos mecanismos distintos,
estes incluem o fato de que a lipogénese elevada é o resultado final de um alto fluxo de
carboidratos, fornecendo excesso de triose fosfatos, que servem como o esqueleto do
glicerol para a sintese de TG. A estimulacgéo da lipogénese produz AG diretamente através
do complexo enzimatico da FAS, enquanto ao mesmo tempo elevando as concentracfes
intracelulares de malonil-CoA que devem inibir a oxidagdo da AG. Se a oxidacdo de AG
é realmente aumentada na DHGNA, isso sugere que a producdo de malonil-CoA é
insuficiente para ter um efeito supressor. O produto final da lipogénese é o palmitato, um
AG saturado, que pode promover inflamacdo e estresse no reticulo endoplasmatico
(LAMBERT et al., 2014; SHI et al., 2013; SUNNY et al., 2011; WEI et al., 2006).

Além do aumento do consumo de carboidratos, levando a uma maior oferta
de glicose no figado, a resisténcia a insulina promove o0 aumento da gliconeogénese e da
glicogendlise hepética, aumentado as concentracBes de glicose intracelular, com
consequente aumento das concentracfes de Acetil-CoA a partir da glicdlise. O Acetil-
CoA entrara no ciclo do acido citrico para geracao de energia. Com o aumento de ATP,
e da oferta de Acetil-CoA, o citrato formado a partir da unido do Acetil-CoA com o
oxalacetato serd desviado da rota metabdlica para a sintese de AG hepatico no citosol
celular, sendo catalisado principalmente por duas enzimas, acetil-CoA carboxilase (ACC)
e sintase de acidos graxos (FAS). A ACC e FAS sdo controlados no nivel transcricional,
pela insulina, por ativacdo da proteina de ligacdo ao elemento regulador de esteroide 1
(SREBP-1c) e pela glicose por ativagdo da proteina de ligacdo ao elemento responsivo a
carboidratos (ChREBP) (Figura 1) (ARAB; ARRESE; TRAUNER, 2018).
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Figura 1. Mecanismo de acimulo de gordura no figado

Tecido adiposo

Fonte: Adaptado BROWNING e HORTON, 2014

Legenda: Alteraces metabdlicas que resultam em actimulo de triglicérides hepaticos em estados
resistentes a insulina. A resisténcia a insulina é manifestada por hiperinsulinemia, aumento da
producdo hepética de glicose e diminuicdo do armazenamento de glicose. Nos adipécitos, a
resisténcia a insulina aumenta a atividade da lipase sensivel ao hormonio (HSL), resultando em
taxas elevadas de lipolise de triglicérides e aumento do fluxo de AGL no figado. Os AGL podem
ser oxidados nas mitocondrias para formar ATP ou esterificados para produzir triglicerideos para
armazenamento ou incorporacdo em particulas de VLDL. No figado, a hiperinsulinemia induz a
expressdo de SREBP-1c, levando a ativacdo transcricional de todos os genes lipogénicos.
Simultaneamente, a hiperglicemia ativa o0 ChREBP, que ativa genes lipogénicos. As ac¢des
sinérgicas do SREBP-1c e do ChREBP ativam coordenadamente o maquinario enzimatico
necessario para a conversao do excesso de glicose em &cidos graxos. Uma consequéncia do
aumento da sintese de acidos graxos é o0 aumento da producgéo de malonil-CoA, que inibe a CPT-
1, a proteina responsavel pelo transporte de acidos graxos para a mitocéndria. Assim, no cenario
da resisténcia a insulina, os AGL que entram no figado a partir da periferia, bem como o0s

derivados da lipogénese de novo, serdo preferencialmente esterificados em triglicerideos.

SREBPs séo fatores de transcric¢ao sintetizados como precursores e ligados a
membrana do reticulo endoplasmatico. Na presenca dos sinais apropriados, como

hiperinsulinemia, as SREBPs fazem a transicdo para o complexo de Golgi, onde sé&o
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clivadas, liberando a forma madura, que se transloca para o nucleo e ativa a expressao do
gene alvo. Secundaria a hiperinsulinemia, a atividade da SREBP-1c € maior no figado de
camundongos em modelos de obesidade e DM2, ressaltando o papel desse fator de
transcricdo como contribuinte para a esteatose hepatica e resisténcia a insulina, sugerindo
que estratégias para reduzir a atividade da SREBP-1 tém potencial terapéutico para
reduzir o acimulo de lipidios hepaticos e melhorar a sensibilidade a insulina bloqueando
a gliconeogénese e o débito de glicose hepatico (HORTON; GOLDSTEIN; BROWN,
2002; PETTINELLI et al., 2009; RUIZ et al., 2014).

Outro mecanismo que contribui para o acimulo de TG no figado é a
deficiéncia da oxidacdo hepéatica dos AG e alteracdo na secrecdo de lipoproteina de
densidade muito baixa (VLDL). A oxidacdo hepatica de AG ocorre nas mitocéndrias,
peroxissomos ou microssomas, levando a uma producéo de energia de alto rendimento.
Durante o jejum, a principal fonte de energia é a -oxidagdo dos AGs, onde eles entram
no ciclo do &cido citrico ap6s serem decompostos em acetil-CoA. Para serem utilizados
na -oxidacdo, os acidos graxos de cadeia longa (AGCL) precisam ser transportados para
a mitocondria pela ativacdo da acil-CoA-sintetase no citosol. AGCL séo transportados e
catalisados na membrana mitocondrial externa pela carnitina palmitoil transferase 1
(CPT1). CPTL1 é inibida por malonil-CoA (um intermediario chave na LDN) e insulina e
ativada por PPARa, no entanto, durante estados de excesso de AG, o acetil-CoA pode
sofrer conversédo para corpo cetonico, ao invés de entrar no ciclo do acido citrico, tendo
uma oxidagdo-dependente do CYP4A no reticulo endoplasmético (ER) (DUVAL;
MULLER; KERSTEN, 2007).

Os PPARs pertencem a superfamilia de receptores nucleares sollveis
ativados por ligantes. O PPARa. € o principal regulador da -oxidacdo do acido graxo e
promove a oxidacdo do acido graxo tanto nas mitocéndrias quanto nos peroxissomos. A
expressao do PPARa no figado ¢ maior no estado de jejum, e a sua delecdo diminui a
oxidacdao do &cido graxo hepéatico em jejum e exacerba a esteatose hepatica induzida pelo
jejum, hipoglicemia, hipocetonemia e hipotermia (DUVAL; MULLER; KERSTEN,
2007; KERSTEN et al., 1999; ZHANG et al., 2007).

Em resposta a ativacao do ligante, o PPARq, predominantemente presente no
figado, heterodimeriza com outro receptor nuclear, RXRa, e apos alteragdes
conformacionais que levam ao recrutamento de co-reguladores transcricionais, o
complexo receptor modula a expressdo do gene alvo resultando em diversas respostas

fisioldgicas. Sabe-se que os &cidos graxos endogenos e os derivados de acidos graxos séo
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considerados potenciais ligantes endogenos para o PPARa, tendo em vista que eles ligam
e os ativam naturalmente. Isto sugere que, em circunstancias normais, o PPARa modula
a homeostase lipidica através de sua ativacdo por moléculas sinalizadoras endogenas,
conduzindo a expressdo aumentada de genes alvo que regulam a mobilizacdo de acidos
graxos do tecido adiposo e aumento do catabolismo hepatico de acidos graxos mediado
por enzimas peroxisomais € mitocondriais, como 0 SREBP1-c, FAS e LPL (lipoproteina
lipase) (DUVAL; MULLER; KERSTEN, 2007)

Devido a este mecanismo regulador chave, o PPARa ¢ conhecido por ser um
modulador central da homeostase lipidica que ocorre em espécies de mamiferos e é
ativado em resposta ao jejum quando os lipidios precisam ser mobilizados como fonte de
energia. Os tratamentos com agonistas do PPARa corrigem a esteatose hepatica e a
hipoglicemia em camundongos com delecdo especifica da FAS no figado, que foram
alimentados com uma dieta com alto teor de gordura e alto teor de carboidratos (DUVAL;
MULLER; KERSTEN, 2007; PETERS; CHEUNG; GONZALEZ, 2005; RUI, 2014)

Sirtl, uma proteina deacetilase dependente de NAD+ nuclear, desempenha
um papel importante na regulacéo de varios processos metabolicos criticos (TANG, 2011,
HANG E KRAUS, 2010; TANG E CHUA, 2010). Estudos mostram que Sirt1 hepatica é
um regulador importante da homeostase de lipidios, em particular da oxidacao de acidos
graxos. A perda de Sirtl em hepatocitos prejudica a atividade de PPARa, resultando na
diminuigdo da oxidacdo dos acidos graxos, que leva ao desenvolvimento de esteatose
hepética e inflamac&o na dieta rica em gordura (PURUSHOTHAM et al, 2009; BAI et al,
2008.).

As mitocondrias sdo a fonte predominante de energia em condi¢Ges normais
e durante a lipolise induzida por jejum. As mitocondrias podem metabolizar &cidos graxos
de cadeia curta, média e longa, mas ndo podem metabolizar acidos graxos de cadeia muito
longa (> C20), que s&o oxidados exclusivamente em peroxissomas. Os peroxissomos néo
possuem um ciclo de Krebs e o acetil-CoA gerado ndo pode ser oxidado em CO- e H.O
e, portanto, precisa ser transportada para a mitocondria. Algumas das enzimas do sistema
de B-oxidacdo mitocondrial sdo reguladas pelo PPARa, e os defeitos no PPARa sdo
conhecidos por influenciar o manejo mitocondrial de acidos graxos (HASHIMOTO,
1999; YU; RAO; REDDY, 2003).

O excessivo aporte de acidos graxos ao figado pode promover esgotamento

da oxidacdo mitocondrial e aumento na producéo de espécies reativas de oxigénio (EROS)
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bem como a ativagdo de outras vias de oxidac&o lipidica, que geram por sua vez mais
ERQOS, aumentando o estresse oxidativo hepatico. Esse aumento pode causar peroxidagdo
lipidica, levando a formacao de compostos aldeidos, dentre eles, o0 malondialdeido (MDA)
responséavel por induzir uma resposta inflamatdria no tecido hepético além de estimular
uma resposta imunolédgica (BERSON et al.,1998; YANG et al., 2000; ALBANO et al,
2005; ZAMARA et al., 2004).

O supressor de proteinas de sinalizacdo de citocinas (SOCS) parece
desempenhar um papel fundamental na inducdo de resisténcia a insulina em roedores
obesos (EMANUELLI et al., 2001; EL-HALEIM; BAHGAT; SALEH, 2016). Estudos
em ratos obesos provaram que o aumento da expressdo de SOCS-3 estava ligado a
diminuicdo da fosforilagdo da tirosina das proteinas do substrato do receptor de insulina
(IRS) e do receptor de insulina (IR). Além disso, a expressdo aumentada de SOCS-3 era
suplementar a expressdo aumentada da proteina de ligacdo aos elementos reguladores de
esterol (SREBP) -1c, um ativador transcripcional de enzimas lipogénicos. Essas
mudancas eventualmente acabariam por um aumento da sintese de &cidos graxos e levaria
a esteatose hepética classica e aumento da lipogénese (FORETZ et al., 1999; EL-
HALEIM; BAHGAT; SALEH, 2016).

As citocinas exercem um papel importante na patogénese da DHGNA, pois
séo capazes de induzir as altera¢des patoldgicas que caracterizam a sindrome (CORTEZ-
PINTO et al., 2006). Portanto, os produtos da peroxidacéo lipidica e as citocinas pro-
inflamatodrias, tais como IL-6 e TNF, agem em conjunto para desencadear as lesdes
hepaticas da DHGNA por induzir a inflamacao hepatica e a fibrose que, eventualmente,
leva a fase final da doenca hepatica (SCHWABE, 2006; TRAN, GUAL, 2013;
BERTOLA et al., 2010). O 6xido nitrico derivado da (oxido nitrico sintase endotelial)
eNOS exerce efeitos pardcrino nas células estreladas hepaticas adjacentes, inibindo a
vasoconstricao, proliferacdo e migracdo. Entretanto, durante a inflamagéo, a NO-sintase
induzivel (iNOS) desempenha um papel importante na producdo de Oxido nitrico,
contribuindo para o dano tecidual (YONEDA et al., 2009).

1.3.  Diagnostico

O diagnédstico da DHGNA ¢é de especial importancia pois, em caso de

diagndstico em fases iniciais, é possivel impedir o agravamento da doenca através da
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aplicacdo de métodos simples, tais como 0 aumento da atividade fisica e a modificacao
da dieta. Mesmo em fases mais avancadas da doenca, tais como esteatohepatite nao
alcoolica (NASH), ainda é importante para o diagnostico, devido ao seu potencial para
progredir para cirrose (HADIZADEH; FAGHIHIMANI; ADIBI, 2017,
ZUBERBUHLER; BOURSIER, 2019).

A bidpsia hepatica continua a ser a técnica padrdo ouro e mais precisa para
identificar a esteatose hepatica e a fibrose, embora apresente limitagdes, como o custo,
erro de amostragem e morbimortalidade relacionada ao procedimento. Testes néo
invasivos como a determinag&o da atividade das aminotransferases séricas e modalidades
de imagem de rotina como ultrassonografia, tomografia computadorizada e ressonancia
magnética, ndo podem distinguir de forma clara os diferentes estdgios da DHGNA
(TOVO et al., 2019; YOUNOSSI, 2018).

Apesar da biopsia ser a Gnica técnica eficaz e reconhecida de identificar a EH,
hoje usa-se biomarcadores como auxiliares no diagnéstico da DHGNA, como a proteina
C reativa (PCR) e marcadores dos produtos da peroxidacdo lipidica, como o
malondialdeido (MDA) que pode estimular as células estreladas hepaticas e resultar em
fibrose através da producdo de coldgeno (HADIZADEH; FAGHIHIMANI; ADIBI,
2017).

Um teste ndo invasivo com a capacidade de classificar com clarezaa DHGNA
ndo esta disponivel, por isso uma combinacdo desses biomarcadores ndo invasivos pode
aumentar o desempenho preditivo desses algoritmos (TOVO et al., 2019; YOUNOSSI,
2018).

1.4.  Tratamento da doenca hepatica gordurosa ndo alcodlica (DHGNA)

Apesar da grande procura de abordagens farmacoldgicas eficientes para o
tratamento da DHGNA, a Associa¢do Americana para os Estudos das Doencas Hepaticas
(AASLD) sugere que a perda de peso pode ser a melhor forma de alcancar a melhora da
histologia hepatica, através de uma combinacdo de uma dieta de baixa caloria (500 a 1000
kcal) e préatica de exercicios fisicos de intensidade moderada, sendo a perda de peso de 3-
5% necessaria para melhorar a esteatose, e uma perda de peso de 7-10% necessaria para
melhorar as caracteristicas histopatoldgicas da NASH (HADIZADEH; FAGHIHIMANI;
ADIBI, 2017).
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O uso de agentes farmacoldgicos para o tratamento da DHGNA esta
ativamente sendo pesquisada, com énfase em drogas que melhorem a resisténcia a
insulina, a dislipidemia, o estresse oxidativo, apoptose, regulem o crescimento excessivo
de bactérias e outras vias importantes no desenvolvimento de fibrose hepatica
(CORRADO et al., 2013; EASL, EASO, 2016; SINGH et al., 2017). Atualmente, a
pioglitazona, que atua como agente de sensibilizacdo a insulina, e a vitamina E como
antioxidante, tem sido recomendadas para o tratamento da EHNA por diretrizes
internacionais. Os agentes que promovem reducdo de lipidos, incluindo estatinas e
fibratos, pentoxifilina, blogueadores dos receptores da angiotensina, acido
ursodeoxicélico, probioticos e simbioticos sdo agentes atuais com efeitos benéficos para
o tratamento da EHNA, mas ainda ndo foram aprovados e varios medicamentos
emergentes estdo em desenvolvimento como a liraglutida, elafibranor, cenicriviroc e
aramchol que foram testados em ensaios clinicos ou que estdo completando ensaios
(ESHRAGHIAN, 2017; EASL, EASO, 2016; CHEUNG et al., 2019).

Fenofibrato tem sido usado por muitos anos para tratar dislipidemias e
também recentemente demonstrou ter efeitos anti-inflamatorios. O fenofibrato atua a
partir da ativacdo dos receptores nucleares ativados de proliferagdo dos peroxissomas-
alfa (PPAR-a), levando o aumento da producdo e da agdo da lipase lipoprotéica (LPL) e
reducdo da apoproteina Cll1 (Apo CIII). Atuam também por diminuir a sintese das VLDL,
pois reduzem a producao dos TG devido ao estimulo da beta oxidacéo dos acidos graxos
no figado, além de acbes antioxidantes, diminuindo a oxidacdo das LDL, acGes
antitrombdticas e anti-inflamatdrias inibindo a expressdo das interleucinas (IL-1 e IL-6),
da cicloxigenase-2 (COX-2), da proteina-C reativa (PCR), das moléculas de adesdo, do
fator tecidual, do fibrinogénio e do inibidor do ativador do plasminogénio (PAI-1)
(XAVIER HT., 2005).

Em vista de suas propriedades de reducgéo de lipidios, estudos realizados por
El-haleim, Bahgat e Saleh (2016) mostraram que o fenofibrato, além de diminuir o peso
corporal dos animais, restaurou a histologia do figado ao normal, preveniu a esteatose
hepatica e algum grau de vacuolizacédo citoplasmatica em células hepaticas, o que refletiu
na melhora nos testes de funcdo hepatica. A melhora histolégica observada pelo
fenofibrato foi acompanhada por restauracdo da sensibilidade a insulina e reducdo nos
TGs hepaticos e séricos, onde o farmaco causou uma diminuicao nas expressdes de genes
hepaticos de SOCS-3 e FAS sem afetar o de SREBP-1c em modelo de esteatose hepatica
induzida por frutose.
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1.5.  Terpenos e seu potencial sobre a DHGNA

Os terpenos formam a maior classe de compostos organicos naturais, com
mais de 20.000 moléculas j& identificadas, tendo um valor econémico significativo
devido ao seu uso no setor industrial cosmético e alimenticio, como aditivos alimentares,
aromatizantes e especiarias. Na industria farmacéutica, os terpenos além de serem
utilizados como excipientes de farmacos (para melhorar penetracdo na pele), eles também
sdo principios ativos de alguns medicamentos, como exemplo de produto farmacéutico a
base de terpeno tem-se a Artezine® com atividade antimalarica, 0 Taxol®, com atividade
antitumoral e o Salonpas® a base de mentol e canfora, com atividade analgésica local
(GUIMARAES; SERAFINI; QUINTANS, 2014).

Triterpenos, um grupo de compostos naturais generalizados contendo seis
unidades de isopreno com a férmula molecular de base C30, policiclica, normalmente
tetra ou pentacliclica, sdo sintetizados em muitas plantas pela ciclizacdo do escaleno. Os
triterpenos podem ser divididos em trés grupos: oleanano (ex: R-amirina), ursano (ex: o-
amrina) e lupenona (ex: lupeol). O grupo R-amirina apresenta duas metilas em C-20 e o
a-amirina apresenta uma metila no C-20 e outra em C-19. J4 o triterpeno do tipo lupenona
apresenta diferenca na estereoquimica entre os anéis (trans), além no nimero de carbonos
do quinto anel, o qual, é formado por cinco &tomos de carbono (SHENG; SUN, 2011).

Triterpenos pentaciclicos naturais possuem uma ampla gama de atividades
bioldgicas. Nas Ultimas décadas, intensos estudos farmacoldgicos e mecanicistas sobre
triterpenos naturais tém sido realizados para explorar seu potencial terapéutico, como,
efeitos antitumorais, antivirais, antidiabéticos, anti-inflamatorios, antimicrobianos,
antiparasitarios, hepatoprotetora, gastroprotetor, analgésicos e cicatrizantes (SHENG;
SUN, 2011). Os triterpenos estdo presente em drogas vegetais conhecidas, como, Centella
asiatica L. (GNANAPRAGASAM et al., 2004), Glycyrrhiza glabra e Gymnema sylvestre
(ALQAHTANI et al., 2013) e castanha da india (Aesculus hippocastanum L) (LEACH,
2004).

Foi observado que o triterpeno acido oleandlico (grupo da R-amirina)
estimulou a oxidacdo de acidos graxos principalmente atraves da regulacao de fatores de
transcricdo, como a supressdo da expressdo dos genes responsivos a SREBP-1, em
modelos de ratos alimentados com frutose (LIU et al., 2013). Da mesma forma, outros

triterpenos pentaciclicos como o &cido ursélico (JIA etal., 2011, Ll et al., 2014, ZHANG
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et al., 2016) e acido corosolico (YAMADA et al., 2008b) melhoraram expressdo de
enzimas chave envolvidas no metabolismo lipidico, através das vias mediadas pelo
PPARao.

Estudo realizado por Dal Rhee et al. (2012), observaram que em
camundongos C57BL alimentados com uma dieta hiperlipidica e C57BL (ob/ob) tratados
com carbexonolona, apresentaram reducgdo significativa nos triglicerideos plasmaticos e
acidos graxos livres nos hepatdcitos através da inibicao da expressdo de SREBP1-c, FAS

e ACC1, alem da, melhora da resisténcia a insulina e a glicose.

Nosso laboratdrio demonstrou a atividade dos triterpenos pentaciclicos, acido
oleandlico, acido betulinico e acido ursolico, em modelo de obesidade induzida por dieta
hiperlipidica em camundongos, e foi possivel observar que esses triterpenos preveniram
o0 desenvolvimento da obesidade em camundongos atravées da reducéo do peso corporal,
da adiposidade visceral, da glicemia e lipideos sanguineos, assim como elevaram 0s
niveis sanguineos de leptina e reduziram os de grelina, quando comparados aos animais
que receberam apenas a dieta hiperlipidica e apresentraram um potencial hepatoprotetor,
reduzindo o peso do figado e melhorando as caracteristicas histopatolégicas (DE MELO
etal., 2010; DE MELO et al., 2009; RAO et al., 2011).

1.5.1. Mistura de triterpenos pentaciclicos alfa e beta-amirina

Protium heptaphyllum (Aubl.) March é conhecido popularmente como
almecegueira, breu-branco-verdadeiro, almecegueira cheirosa, almecegueira de cheiro,
almecegueira-vermelha ou almecegueiro bravo, sendo uma arvore de grande porte e com
ocorréncia em todo o Brasil (CORREIA, 1984). Uma les&o no tronco da P. heptaphyllum
faz exsudar uma resina oleosa e amorfa rica em substancias aromaticas que € utilizada na
medicina popular como anti-inflamatério, gastroprotetor, analgésico, cicatrizante e
expectorante (MAIA et al., 2000; SIANI et al., 1999b). As figuras 2 e 3 trazem imagens
dessa espécie.

Foram identificadas na resina sete constituintes triterpénicos, distribuidos em
trés misturas, o, B-amirina (45,25%), breina e maniladiol (9,5%), a, B-amirinona e
lupenona (1,25%), sendo a mistura de o, 3-amirina o principal constituinte. A proporcao
entre a, R-amirina é de 63:37 (Figura 4) (VIEIRA-JUNIOR et al., 2005).
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A resina de P. heptaphyllum é constituida por substancias de natureza
terpénica, sendo o OGleo essencial rico em monoterpendides e fenilpropandides
(BANDEIRA et al., 2001; SIANI et al., 1999 e ZOGHBI et al., 1995). Entre os
constituintes fixos, a literatura registra a presenca de um monoterpeno trioxigenado e
quatro misturas binérias de triterpendides (BANDEIRA et al., 2002; MAIA et al., 2000;
SUSSUNAGA et al., 2001), onde se destaca como constituinte majoritario a mistura de
triterpenos pentaciclicos o, $-amirina (VIEIRA-JUNIOR; SOUZA; CHAVES, 2005).

Figura 2. Fotografia da espécie Protium heptaphyllum (Aubl.)

Fonte: https://www.flickr.com/photos/tarcisoleao/5700875289/in/photostream/
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Figura 3. Resina extraida da Protium heptaphyllum (Aubl.)

Fonte:http://amazonforestrading.com.br/produto/extratos-e-oleos/resina-natural-da-amazonia-

de-breu-branco/

Figura 4. Estrutura quimica dos constituintes triterpénicos da resina de P. heptaphyllum

1a
2a
3a
4a
S5a
ba

R=0H
R=0H

R= R=0H
R= R4=0H
R=R;=0
R=R,;=0

Ry=Rs=Re=H
R= R=R,=H
Ry=R=H
Ri=R:=H
R=CH,
R2=R4=H

Ro=CH;
R3=CH3
R:=CH:
Ra=CH;
R:=R4=H
R:=CH,

Legenda: a-amirina (1a), 8-amirina (2a),breina (3a), maniladiol (4a), a-amirinona (5a),

R-amirinona (6a) e lupenona (1b).
Fonte: VIEIRA-JUNIOR et al. 2005
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Nosso laboratorio ja determinou varias atividades bioldgicas da resina de P.
heptaphyllum e para a mistura de a, B-amirina. A resina e a mistura de o, B-amirina
apresentaram atividade preventiva da obesidade em animais submetidos a uma dieta rica
em gordura por 15 semanas, reduzindo o peso corporal, peso do figado, da gordura
abdominal, dos niveis séricos de glicose, amilase, lipase, colesterol total, triglicerideos,
grelina, leptina, TNF-a ¢ IL-6, melhora da histologia hepatica, assim como reduzindo a
expressdao de PPAR-y e de lipoproteina lipase no tecido adiposo em relacdo aos animais
que receberam apenas a dieta hiperlipidica. Além disso a resina de P. hepatphyllum foi
capaz de reduzir a adipogénese em células 3T3-L1, reduzindo o acumulo de lipideos e a
expressdo de PPAR-y, C/EBPa ¢ C/EBPB (CARVALHO et al., 2015; CARVALHO et
al. 2016).

A mistura de triterpenos o, 3-amirina apresenta atividade antinociceptiva
(LIMA-JUNIOR et al., 2006; HOLANDA PINTO et al., 2008a), anti-inflamatoria
(HOLANDAPINTO etal., 2008b; MELO et al., 2010; Melo et al., 2011), gastroprotetora
(OLIVEIRA et al., 2004), antihiperglicémica e hipolipidémica (SANTOS et al., 2012) e
hepatoprotetora (OLIVEIRA et al., 2005).

Em estudo realizado por nosso grupo, a o, B-amirina apresentou atividade
anti-adipogénica em celulas 3T3-L1, inibindo a diferenciacdo de pré-adipdcitos em
adipdcitos através da supressdo dos fatores de transcricdo adipogénicos, PPARy e
C/EBPa, além de estimular a translocagdo do transportador de glicose GLUT4 e

promoveu a fosforilagdo do AMPK (DE MELDO et al., 2019).

Diante dessas informacdes, de diversos estudos promissores e atuais sobre a
atividade bioldgica da o, 3-amirina, nosso grupo buscou avaliar a atividade da a, R3-

amirina na prevencdo DHGNA em camundongos e seus possiveis mecanismos de acao.
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2. JUSTIFICATIVA

A DHGNA é um problema de saude publica, acometendo cerca de 20-40%
em todo mundo, principalmente em paises desenvolvidos. Um estudo realizado nos
Estados Unidos, com 328 pacientes assintomaticos, mostrou que 46% dos individuos
tinham esteatose e 70% eram obesos. Os medicamentos utilizados atualmente para o
tratamento da DHGNA como a pioglitazona, estatinas e fibratos, pentoxifilina,
blogueadores dos receptores da angiotensina, &cido ursodeoxicélico, probidticos e
simbioticos embora estejam associados com uma melhora da funcdo hepética, da
histologia do figado, da esteatose hepatica e da inflamagdo, nenhum deles demonstrou
reduzir substancialmente a mortalidade associada a esteatohepatite, além de ndo se
conhecer a seguranca do uso a longo prazo (BENEDICT, ZHANG, 2017).

Apesar do beneficio de mudancas de estilo de vida, a DHGNA continua a ser
um grande problema de saude que necessita de novas terapias farmacolégicas. Diante desta
necessidade, inimeras pesquisas tém sido realizadas no mundo, objetivando descobrir
medicamentos eficazes e mais seguros como opgdes de tratamento. Neste contexto, 0s
modelos experimentais pré-clinicos sdo de grande valia para compreensdo da etiologia da
doenca e no desenvolvimento de terapias medicamentosas mais eficazes, contando com
modelos em roedores, em que a relevante patologia do figado desenvolve-se num contexto
metabolico adequado. Estes modelos séo ferramentas promissoras para 0s pesquisadores
que investigam uma das questdes-chave da DHGNA: ndo somente como a esteatose
ocorre, mas o que leva a transicao da esteatose simples a condicdo inflamatoria progressiva
(IMAJO et al., 2013; WILLEBRORDS et al., 2015; HAAS, FRANCQUE, STAELS,
2015).

A Protium heptaphyllum (Aubl.) March (almecegueira), apds lesdo no seu
tronco, exsuda uma resina oleosa e amorfa rica em substancias aromaticas e tendo como
principal constituinte a mistura de triterpenos a, 3-amirina. Tanto a resina de P.
heptaphyllum, quanto a mistura de o, 3-amirina, demonstraram efeito na prevencéo da
antiobesidade, com melhora da sensibilidade a insulina, ativacdo de PPARYy, indugdo de
adiponectinas, regulacdo de citocinas pré-inflamatérias e efeitos antioxidantes em
camundongos. Sendo assim, o presente se propde avaliar o efeito da mistura de aB3-
amirina na prevencdo da DHGNA induzida por dieta hiperlipidica em camundongos e

seus possiveis mecanismos de acéo.
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3. OBJETIVOS

3.1.  Objetivo geral
e Avaliar o efeito preventivo da mistura de triterpenos pentaciclicos a,B3-amirina
(AMI) na doenca hepatica gordurosa ndo alcodlica (DHGNA) induzida por dieta

hiperlipidica (DH) em camundongos.

3.2.  Objetivos especificos

e Auvaliar o efeito da AMI sobre a viabilidade de células HepG2.

e Auvaliar o efeito da AMI sobre a esteatose hepatica induzida por acido oleico em
células HepG2 por meio de coloracdo com Oil Red O.

o Auvaliar o efeito preventivo da AMI no desenvolvimento da DHGNA induzida por
DH em camundongos, por 15 semanas, atraves da mensuracdo das medidas
murinométricas, eficiéncia alimentar, consumo de &gua e racdo, do peso corporal, da
gordura visceral, subcutanea e subescapular e do peso do figado.

e Avaliar o efeito preventivo da AMI sobre os niveis séricos de colesterol total,
triglicerideos, lipoproteina de alta densidade (HDL), lipoproteina de baixa densidade
(LDL), alanina aminotransferase (ALT), aspartato aminotransferase (AST), glicose e
insulina.

e Avaliar o efeito da AMI sobre os niveis hepaticos de lipidios totais (colesterol
total e triglicerideos) e glicogénio.

e Auvaliar o efeito da AMI sobre a resisténcia a insulina, através, do indice de
HOMA-IR, Teste de tolerancia a glicose intraperitoneal e Teste de tolerancia a insulina
intraperitoneal.

e Auvaliar o efeito da AMI sobre os marcadores do estresse oxidativo (MDA e GSH)
no figado.

e Avaliar o efeito da AMI nas alteracdes histoldgicas do tecido hepatico e sobre o
acumulo de lipidios totais atraves da metodologia de coloracao Qil red O.

e Avaliar o efeito da AMI sobre as expressdes das proteinas SREBP-1c, FAS,
AMPK ¢ PPARa no figado.

e Avaliar o efeito da AMI sobre a expressdo do RNAm dos genes, FAS, ACCl e
CD36 hepéticos.
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4.1. Reagentes Utilizados
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Material Origem
Albumina bovina sérica (BSA) Sigma, EUA
Acido 2-tiobarbittrico (TBA) Sigma, EUA
Acido tricloroacético (TCA) Sigma, EUA
Acido 5,5-ditiobis(2-nitrobenzoico) _
Sigma, EUA

(DTNB)

Acido acético

Vetec, Quimica, Brasil

Acido oleico

Sigma, EUA

Alcool isopropilico

Dinamica, Brasil

Amersham ECL™ Prime GE Healthcare, Reino Unido
Antrona Dinamica, Basil
Coquetel inibidor de protease Sigma, EUA
DC Protein Assay (kit) BioRad Laboratories, EUA
Dimetilsulfoxido (DMSO) Sigma, EUA

Dulbecco’smodified Eagle’s medium
(DMEM)

Gibco by Life Technologies, EUA

Acido etilenodiaminotetracético (EDTA)

Dinamica, Brasil

Fluoreto de fenilmetilsulfonila (PMSF)

Sigma, EUA

Soro bovino fetal

Gibco by Life Technologies, EUA

Formaldeido

Dinamica, Brasil

High Capacity cDNA Reverse

Transcription (kit)

Applied Biosystems, EUA

Hidroxido de potassio

Dinamica, Brasil

Insulina

Lilly®

Membrana de fluoreto de polivinilideno
(PVDF)

BioRad Laboratories, EUA

OilRed O

Sigma, EUA

Ortovanadato de sodio

Sigma, EUA
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Penicilina/estreptomicina Gibco by Life Technologies, EUA
“PureLink ™ RNA Mini” (kit) Thermo Fisher Scientific, EUA
Dodecil sulfato de sddio (SDS) Sigma, EUA

Tampao Ripa Sigma, EUA

3-(4,5-dimetil-2-tiazol)-2,5-difenil-2-H-

N Sigma, EUA
brometo de tetrazolio (MTT)

4.2.  Obtencdo da mistura de a, 3-amirina

A obtencéo da mistura de triterpenos a, B-amirina foi realizada pela Prof® Dr2
Mariana Helena Chaves, na Universidade Federal do Piaui, e pelo Prof® Msc Armenio
André de Carvalho Almeida da Silva, do Instituto Federal de Educacdo, Ciéncia e
Tecnologia do Piaui. A espécie foi registrada no Instituto Chico Mendes de Conservagao
da Biodiversidade (ICMBIi0) sob n°® A4B5E509.

A resina exsudada do caule de Protium heptaphyllum foi coletada no
municipio de Timon, no estado do Maranh&o. A identificacdo botanica foi realizada por
Roseli Farias de Melo Barros, sob deposicao e registro com n° TEPB 18247, no herbéario
Graziela Barroso pertencente a Universidade Federal do Piaui.

A resina bruta de P. heptaphyllum (410g) foi dissolvida em solucdo de
metanol/diclorometano (4:1), sequida de filtracdo e evaporacdo do solvente. Com isso,
obteve-se um rendimento de 99,5% da resina branca amorfa e 408 gramas foram obtidos.
Anélises fitoquimicas por Ressondncia Magnética Nuclear (RMN 'H e 3C) e
espectrofotometria de massa mostraram a presenca de 56% de triterpenos pentaclicos, dos
quais 42,25% se tratavam da mistura de o, f-amirina. Breina e maniladiol constituiram
9,5% dos triterpenos, enquanto que 1,25% foram identificados como uma mistura de
lupenona e a e B-amirinona (JUNIOR; DE SOUZA; CHAVES, 2005; DE MELO et al.,
2019).

4.3. Cultura de células

A linhagem celular HepG2 (carcinoma hepatico imortalizado) (ATCC/HB-
8065) foi doada pela Prof® Dra. Raquel Carvalno Montenegro, do Laboratério de
Farmacogenética da UFC, e mantida em incubadora (NUAIRE, modelo NU-5800E) a

37°C com atmosfera de 5% de CO». As células foram mantidas em meio DMEM high
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glucose, adicionado de antibioticos a uma concentracdo final de 200U/mL de penicilina
e 100pg/mL de estreptomicina e suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB)
(SUNG et al., 2010). As celulas foram subcultivadas apés atingir uma confluéncia de
80%. O crescimento e a morfologia das celulas foram acompanhados em microscopio
optico de inversdo (NIKON, modelo Eclipse TS100).

4.3.1. Conjugacao do acido oleico (AO)

A solugdo complexada de AO/BSA foi preparada de acordo com metodologia
descrita por Hwang, (2014) com modificagbes. Preparou-se uma solugéo estoque de
20mM de AO em NaCl 0,1N, em um banho de &gua, sob agitacdo constante. Em um
banho adjacente preparou-se uma solucdo de BSA livre de acido graxos a 2,3% (p/v) em
agua deionizada a 55° C. Apos a solucdo de AO/NaCl chegar aos 70° C foi adicionado a
solucdo de BSA livre de acidos graxos obtendo assim uma solucéo limpida, sendo chama

de solucéo estoque e armazenada no freezer a -20° C por no maximo 4 semanas.

4.3.2. Ensaio de viabilidade celular pelo teste do MTT

O ensaio de viabilidade celular foi realizado de acordo com o método descrito
por Zeng et al. (2016). As células HepG2 foram plaqueadas na concentracdo de 1x10°
célulass/ mL em placa de 96 pocos. Apos a confluéncia das células chegar a
aproximadamente 70%, a a, f-amirina foi adicionada nos pocos nas concentracgdes de 3,1;
6,25; 12,5; 25; 50; 100; 200 e 400 pg/mL por um periodo de 24 h. Em seguida, 0 meio
foi retirado e o MTT adicionado na concentragdo de 1 mg/mL em meio DMEM high
glucose durante 3 h. Apos esse tempo, 0 meio foi retirado e o formazan formado
(precipitado) foi ressuspendido com 150 pL de dimetilsulfoxido (DMSQO). A absorbancia
foi medida em espectrofotometro de placa (Biochrom® Asys, UVM 340) a 570 nm e 0s
resultados foram expressos como porcentagem de viabilidade considerando o controle

(apenas meio) 100% de viabilidade.

4.3.3. Protocolo de esteatose hepatica induzida por AO e coloragdo com Oil Red
@)

Para induzir a esteatose em células HepG2 foi utilizado o protocolo sugerido
por Hwang et al., (2014), com algumas adaptacGes. As células HepG2 foram mantidas

em placas de 24 pocos, na concentragio de 1 x 10° células/ mL, em meio (DMEM high
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glucose, SFB e antibioticos). Nessa condicéo, as células atingem a confluéncia apos 24 h
e entdo o meio foi trocado pela primeira vez com a adi¢do do AO/BSA na concentracdo
final de 1mM para a inducdo da esteatose. Para avaliar o efeito da a,3-amirina sobre a
esteatose induzida por AO/BSA, esta foi incubada com as células e AO/BSA nas
concentragOes de 12,5; 25 e 50 pg/mL. Como substancia controle positivo foi utilizado o
fenofibrato na concentracédo final de 10 mMol. Apo6s 24 h os hepatocitos foram lavados
com solucdo de PBS (tampao fosfato) e fixadas em formaldeido tamponado 4%, por 1 h
em temperatura ambiente. Posteriormente as células foram lavadas em PBS e alcool
isopropilico 60% e este foi evaporado a temperatura ambiente. Um dia anterior foi
preparado uma solucdo de Oil Red O na concentracdo de 0,5% (p/v) em alcool
isopropilico, sob agitacdo, e refrigeracdo a 4° C. A solucdo de Oil Red O foi filtrada e
incubada nos pocos por 90 min. Em seguida, as células foram lavadas em agua destilada
e secas em temperatura ambienta para serem fotografadas. Para quantificagdo da
marcacao, o corante foi extraido com alcool isoproilico 60% e a absorbancia foi medida
em espectofotdmetro com comprimento de onda em 510 nm O percentual de corante foi
calculado relativo ao controle (KASTURI; JOSHI, 1982; SUNG et al., 2010).

4.4. Animais

Foram utilizados camundongos, Swiss, machos, com peso entre 23-25g,
oriundos do Nucleo de Biologia Experimental (NUBEX), da Universidade de Fortaleza
(UNIFOR), acondicionados em gaiolas apropriadas e mantidos a temperatura media de
27 £ 1°C, em ciclos claro/escuro de 12/12 h, no Laboratério de Produtos Naturais, do
Departamento de Fisiologia e Farmacologia da UFC.

O projeto foi aprovado pela Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA)
da Universidade Federal do Ceara sob N° 5347120318 (ANEXO I).

4.5. Composicao da dieta hiperlipidica (DH)

A dieta padrao (DP) constituiu a racdo para camundongos, obtida a partir de
uma fonte comercial (Nuvilab®, Brasil). A dieta hiperlipidica (DH) foi produzida a partir
de racdo padrdo, amendoim torrado, chocolate ao leite e biscoito tipo maisena.
(ESTADELLA et al., 2004). A composicao centesimal da DP e DH pode ser observada

na Tabela 1.
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Tabela 1. Composi¢do centesimal da dieta padrdo (DP) e dieta hiperlipidica (DH)
Dieta padréo (DP) Dieta Hiperlipidica (DH)

Proteinas (%) 19 20
Carboidratos (%0) 56 48
Lipideos (%0) 3,5 20
Celulose (%0) 4,5 4
Vitaminas e minerais (%o) 5 5
Valor energético (kJ/g) 17,03 21,40

Fonte: Estadella et al., 2004
A dieta hiperlipidica foi prepara no Laboratdrio de Farmacotécnica do Curso

de Farmécia da UFC, sob supervisdo do Prof. Dr Said Goncalves da Cruz Fonseca.

4.6.  Protocolo experimental

Os animais foram inicialmente ambientados por uma semana, tendo livre
acesso a racdo padrdo e agua ad libitum. Apds esse periodo os animais foram divididos
em grupos de 10 animais cada, de acordo com o peso corporal, sendo divididos em cinco
grupos. 1° Grupo: Controle que recebeu a racdo padrdo (DP); 2° Grupo: Controle que
recebeu a dieta hiperlipidica (DH); 3° Grupo: DH + a, B-amirina (10 mg/kg); 4° Grupo:
DH + a, R-amirina (20 mg/kg); 5° Grupo: DH + Lipidil® (Fenofibrato), dose de 50mg/Kg.
(Figura 5)

Figura 5. Representacdo esquematica do delineamento experimental

Grupo controle: Dieta Padrao (DP)
Grupo Controle: Dieta Hiperlipidica (DH)
DH + AMI ( 10mg/Kg)

DH + AMI (20 mg/Kg)

DH + Fenofibrato (50 mg/Kg)

1 semana (adaptacao) ;; 15 semanas de tratamento

Camundongos Swiss Inicio do tratamento Eutanasia

n=10 animais/grupo

Forte: autor
A mistura de a, B-amirina e do fenofibrato foram inicialmente solubilizados

em 2% Tween 80 e posteriormente em agua. O controle DH recebeu 0 mesmo volume de
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veiculo (2% Tween 80 na agua de beber). As doses das amirinas foram escolhidas por
serem aquelas que mostraram melhores resultados no modelo de obesidade por dieta
hiperlipidica (CARVALHO et al. 2016; CARVALHO et al. 2017).

O consumo de agua e racao foi registrado diariamente e totalizando ao final
de cada semana em mL/semana e g/semana, respectivamente. O peso corporal absoluto
(g) dos animais foi registrado duas vezes por semana. O experimento teve a duracdo de
15 semanas e ao final deste periodo os animais foram colocados em jejum de 8h para
coleta de sangue e apos a coleta, os animais foram eutanasiados para coleta do figado. O
soro e o figado foram estocados a -80°C (DE MELO et al., 2009; DE MELO et al., 2010;
RAO et al., 2011).

4.7.  Anélises murinometricas e eficiéncia alimentar

Foi realizado as medidas murinométricas como descrito por Nery et al. 2011.
Foi avaliado o ganho de peso durante as 15 semanas de tratamento e 0 percentual de
ganho de peso na 152 semana de tratamento.

Foi realizado a coleta do figado e das gorduras subcutanea, visceral e
subescapular apés a eutanasia dos animais. A gordura subcutanea foi extraida da regido
inguinal dos camundongos, visceral da regido epididimal e subescapular (marrom) da
regido subescapular dos camundongos, mimetizando assim, as principais regides de

depdsito de gordura nos seres humanos.

4.8.  Andlises plasmaticas séricas

As amostras de sangue coletadas foram centrifugadas a 3500g durante 15
min para se obter 0 soro e este armazenado a -80°C para posterior dosagens bioquimicas.
Foram dosados os niveis séricos de colesterol total, triglicerideos, lipoproteina de alta
densidade (HDL), lipoproteina de baixa densidade (LDL), atividade da alanina
aminotransferase (ALT) e aspartato aminotransferase (AST) e glicose, os quais, foram
dosados seguindo as recomendacdes do fabricante (LabTest®).

A Insulina plasmatica foi quantificada por Elisa, utilizando kit especifico
(Millipore®, Billerica, MA, USA) de acordo com as instrugdes do fabricante.

A resisténcia a insulina foi avaliada pelo modelo da homeostase (HOMA -
IR), onde foram calculados como a glicose sérica em jejum (mmol / L) x insulina sérica
em jejum (mU /L) /22.5 (CAl et al., 2005)
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4.9.  Avaliagado dos niveis hepaticos de lipidios totais

Os lipidios hepaticos foram extraidos do tecido hepético, utilizando o método
de Enternman et al. (1957). Foi realizado o homogenato a 10 % (p/v) com alcool etilico
e éter (3:1) e com auxilio de um triturador de tecido o homogenato. O homogenato foi
levado ao banho seco a 65°C, por 1 hora, e centrifugado a 2000 rpm, por 10 min. O
sobrenadante foi concentrado em uma estufa a 95° C e ressuspendido em alcool
isopropilico e foi determinada as concentracfes de triglicerideos e colesterol total,
utilizando kits bioquimicos (LabTest®), seguindo as recomendagdes do fabricante.

4.10. Teste de Tolerancia a Glicose Intraperitoneal (TTGI) e Teste de
Tolerancia a Insulina Intraperitoneal (TTII)
Os testes de TTGI (Teste de Tolerdncia a Glicose Intraperitoneal) e TTII
(Teste de Tolerancia a Insulina Intraperitoneal) foram realizados na 142 semana, com 0
intervalo de 72 h. Para o TTGI os animais, em jejum de 6h, receberam glicose (2 g/kg,
i.p.) e a glicemia foi determinada nos tempos O (antes da administracdo), 15, 30, 60, 90 e
120 min apo6s a administracdo da glicose. Para o teste de tolerdncia a insulina
intraperitoneal (TTII) os animais, em jejum de 4h, receberam insulina regular humana
(0,75Ul/kg, i.p.) e a glicemia foi determinada nos tempos 0 (antes da administracdo), 15,
30, 60, 90 e 120 min apds a administracdo da insulina. O sangue foi coletado da veia
caudal e a glicemia foi quantificada em glicosimetro (Accu-Chek®, Bayer). Foi
determinada a area sob a curva de cada teste (ANDRIKOPOULOS et al., 2008; KIM et
al., 2017).

4.11. Avaliacédo dos marcadores do estresse oxidativo
4.11.1. Malondialdeido (MDA)

O tecido hepético, foi utilizado para determinar a peroxidacao lipidica por
mensuracao do malondialdeido (MDA) usando o método descrito por Agar et al. (1999)
com algumas modificagdes. O figado foi pesado e homogeneizado em tampéo fosfato de
sodio (0,1 M, pH 7), na proporcdo de 10% (p/v). Em seguida o homogenato foi
centrifugado a 10000 rpm, durante 5 min, a 4 °C. Aliquotas de 100 puL do sobrenadante
foram misturadas com acido acético 20% e &cido 2-tiobarbiturico 0,5%. A mistura foi
transferida para o banho-maria, com temperatura de 95°C, onde ficou durante 1 h, e

sequencialmente para o banho de gelo onde ficou durante 30 min. Em seguida recebeu
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dodecil sulfato de sédio (SDS, 8,1%) e foi centrifugada a 12000 rpm, durante 15 min, a
25 °C. A leitura da amostra foi realizada em espectrofotdbmetro com comprimento de onda
em 532 nm. A curva padréo foi obtida usando 1,1,3,3-tetrametoxipropano como padrao.
Os resultados foram expressos em nanomols de MDA por miligramas de tecido (nmol/mg
de tecido).

4.11.2. Glutationa reduzida (GSH)

O tecido hepaético, foi utilizado para determinar a concentracdo da GSH
utilizando o método descrito por Sedlak et al. (1988) com algumas modificagdes. O
figado foi pesado e homogeneizado em EDTA (0,02 M), na proporc¢éo de 10% (p/v). Em
seguida aliquotas de 40 pL do homogenato foi adicionado a 50uL de agua e 10uL de
acido tricloroacético (TCA) 50%. O homogenato foi centrifugado a 5000 rpm, 15 min, 4°
C, e o sobrenadante foi utilizado para a reagdo com o reagente de Ellman, o 5,5 ditiobis
(&cido 2-nitrobenzoico) (DTNB). A leitura foi realizada em espectofotdmetro com
comprimento de onda em 412 nm. A curva padrdo foi obtida usando a GSH como padréo.
A quantificagdo de proteina foi determinada de acordo com o descrito pelo método de
Lowry (1951). Os resultados foram expressos em microgramas de GSH por nanograma

de proteina (ug/ng de proteina).

4.12. Determinacdo de glicogénio hepatico

Inicialmente 200 mg de tecido hepético foram pesados e homogeneizados
(p/v) em KOH 30%. O homogenato foi mantido em banho-maria por 20 min e em seguida
foi resfriado em banho de gelo. Foram adicionados 1,25 mL de etanol 95%, agitado em
vortex e deixado em banho-maria, evitando a ebulicdo do conteudo, por 2 min. Apos esse
periodo, foi centrifugado durante 15 min, a 3000 rpm, separado o sobrenadante e
adicionado 1 mL de &gua destilada ao precipitado. Para a reacdo colorimétrica, foi
adicionado 1mL de homogenato em 2 mL do reagente Antrona (0,2 g de Antrona em
H2S04 95%) e homogeneizado em agitador vortex. Em seguida foi colocado em banho-
maria, por 10 min, e resfriado em banho de gelo. As amostras foram quantificadas em
espectofotdmetro em comprimento de onda de 620 nm. O resultado foi expresso em mg
de glicogénio/ 100mg de tecido (CARROLL, LONGLEY, ROE, 1956).
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4.13. Andlise histoldgica hepatica
Os figados removidos foram embebidos em solugdo tampéo de formaldeido

a 10% para fixacdo. Apos o periodo de fixagdo, os tecidos foram desidratados em etanol
e embebidos em parafina, e entdo foram seccionados (4um) e corados com hematoxilina
e eosina. A esteatose foi avaliada usando o escore de DHGNA (estabelecido pela NASH
Clinical Research Network (CRN), que € uma soma ndo ponderada de pontuagdo da
porcentagem de esteatose (grau 0: ausente; grau 1: até 30%; grau 2: até 60% e grau 3: até
90%), a atividade inflamato6ria lobular foi avaliada com base no nimero de focos
inflamatorios (considerado células neutrofilicas e mononucleares) por campo (0: ausente;
1: discreto infiltrado inflamatorio; 2: moderado infiltrado inflamatorio e 3: intenso
infiltrado inflamatdrio) e balonizacdo (0: ausente; 1: discreta e 2: moderada) (KLEINER
et al., 2005). Todas as andlises foram realizadas por patologista habilitado, Prof? Dr2. Ana
Paula Negreiros Nunes Alves, sem conhecimento prévio dos grupos, para evitar

interferéncia nos resultados.

4.14. Coloracéo do tecido hepatico por Oil red O
A fim de avaliar o acumulo de gordura no tecido hepatico, fragmentos do

mesmo foram rapidamente congelados em nitrogénio liquido e armazenados em freezer
—80°C até a microtomia, onde foi realizado a inclusdo em Tissue-Tek O.C.T. Cortes
congelados com 5 um de espessura foram obtidos em criostato em laminas silanizadas.
Em seguida os cortes foram fixados em &lcool isopropilico 60% absoluto por 3 min e
corados com solugdo de Oil Red O 0,5%, por 30 min, em temperatura ambiente,
diferenciado em hematoxilina de Meyer por 15 seg e lavado em &gua corrente por outros
3 min e finalmente as ldaminas foram montadas com Entellan®. Por fim as laminas foram
observadas em microscopio Optico (modelo Axio Scope.Al, Zeiss, Alemanha) e 20
imagens de cada lamina foram capturadas com aumente de 200x. A goticula de gordura
foi quantificada em porcentagem de area marcada com a cor vermelha, usando o sistema
de deconvolucao do software ImageJ software 1.43 e os resultados foram expressos como
esteatose (% Area marcada) (MEHLEM et al, 2013).

4.15. Expressao proteica hepatica de AMPK, SREBP-1, PPARa e FAS
Os tecidos hepaticos foram pesados e homogeneizados em solucdo tampéo
RIPA gelado, na proporcéo de 10% (p/v). Foram adicionados ao tampédo RIPA o coquetel
inibidor de protease a 1:100 (v/v), fluoreto de fenilmetilsulfonila (PMSF) a 2mM e o
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ortovanadato de sddio a ImM. O homogenato obtido foi centrifugado a 13.000 rpm,
durante 15 min, em 4°C e o sobrenadante foi estocado a -80°C para posterior
quantificacdo de proteinas totais. A quantificacdo de proteinas foi realizada por meio do
método colorimétrico descrito por Lowry et al. (1951). Em seguida 50 pg de proteinas de
cada amostra foi preparada com tampdo de Laemmli 5x (1:5 v/v) e aquecido a 100° C,
por 10 min, em banho seco e separadas no gel SDS-PAGE com concentracao final de 8%
de poliacrilamida em tampéo Tris-HCL 1,5 M, pH 8,8 (BioRad Laboratories) e separadas
no gel SDS PAGE a 125 V e amperagem livre durante um tempo médio de 1:30 h em

fonte elétrica (modelo PowerPac™, modelo HCPower Supply) a temperatura ambiente.

Ao término da corrida foi realizada a eletrotransferéncia das proteinas para
uma membrana de fluoreto de de polivinilideno (PVDF) (Bio-Radlmmu-Blot PVDF,
BioRad Laboratories). Foi realizado um sanduiche composto por papeis filtro, esponja e
a membrana pelo método de imersdo (BioRad Laboratories, modelo MiniTrans Plot
Modulo). A eletrotransferéncia foi realizada sob amperagem constante 0,4 A, voltagem
livre e 4° C durante 2 horas. Para reduzir as ligagcdes inespecificas as membranas foram
incubadas com solucao de leite desnatado 5% em TBST 1x durante 2 horas. Em seguida
as membranas foram lavadas em TBST 1x para a incuba¢do por uma hora com anticorpo

primario de interesse.

Os anticorpos primarios utilizados tinham especificidade para reconhecer as
seguintes proteinas de camundongos: SREBP-1 (Santa Cruz Biotechnology®), AMPKa
(Cell Signaling Technology®) e AMPK fosforilada (Cell Signaling Technology®), FAS
(Santa Cruz Biotechnology®), PPARa (Santa Cruz Biotechnology®). O anticorpo
primario anti B-actina (Cell Signaling Technology®) foi utilizado como padrédo
enddgeno. Todos os anticorpos primarios foram preparados em BSA 5% em TBST 1x na
proporgdo de 1:1000. As membranas foram novamente submetidas a 5 lavagens com
TBST 1x sob agitacdo moderada e incubadas com o anticorpo secundario anti-rabbit 1gG
conjugado com enzima peroxidase (Cell Signaling Technology®), diluido na proporcéo
de 1:3000 em BSA 5% em TBST 1x.Para a detecgdo do FAS foi utilizado o anticorpo
secundario anti-mouse 1gG conjugado a peroxidase (Cell Signaling Technology®),
diluido na proporgéo de 1:3000 em BSA 5% em TBST 1x.

Para detecg@o por quimioluminescéncia, foram utilizados 500 pL/membrana
do reagente Amersham ECL™ Prime (GE Healthcare). O reagente foi incubado com as

membranas no escuro por 5 minutos e a aquisicdo de imagens foi realizada no
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equipamento ChemiDoc™ MP Image System. As imagens foram, entdo, analisadas
através do Software ImageLab ™ 5.1 (Bio-Rad). As membranas foram fotografadas por
um captador de imagens ChemiDoc™ MP Imaging System (BIO-RAD) e para aquisi¢ao
e edi¢do das mesmas foi utilizado o programa Image Lab™ Software (versdo 5.1). Apos
a normalizagdo com [-actina, a média do grupo controle em cada membrana foi

considerada como 1 e os resultados foram expressos como unidades arbitrarias.

4.16. Expressdao do RNAmM de FAS, ACC1 e CD36 no tecido hepatico

As amostras de figado foram congeladas a -80°C até 0 momento da extragéo.
Foi realizado o homogenato com Qiazol (10% p/v) sendo homogeneizadas no aparelho
TissueLyser LT. Em seguida foram adicionados 200 pL de cloroférmio, em cada
homogenato, e foi realizado a extracdo manual de acordo com as especificagdes do
fabricante (Thermo Fisher Scientific®). A fim de avaliar a qualidade do RNA extraido
foi dosado (1pL) em Nanodrop no comprimento de onda de 260 nm, sendo determinada
pela razdo entre os valores obtidos nas absorbancias de 260/280 nm, onde os valores entre
1,8 - 2,0 indicam alto grau de pureza do RNA extraido (PAN et al., 2002).

O RNA (1pl) obtido foi reversamente transcrito em cDNA de acordo com
as indicagbes do fabricante do kit High-Capacity cDNA Reverse Transcription
(Thermofisher). As condicdes do ciclo termal para a reagéo de transcri¢ao reversa (RT-
PCR) foram 25°C-10 min, 37°C-120 min e 85 °C-5 minutos. Para a reacdo do PCR em
tempo real foi utilizado o kit master mix GoTag® contendo a sonda SYBER green®
(PROMEGA). Foram realizados 40 ciclos no aparelho Mx3005p PCR System, com
desnaturacdo em 95°C, por 15 segundos e anelamento/extensdo em 59°C, por 60
segundos, para os primers ACC1, FAS, CD36 e Beta-actina. A sequéncia génica dos
primers e a temperatura de anelamento sdo mostrados na tabela 2. A curva de melting ou
curva de dissociacdo foi utilizada para avaliar a especificidade dos primers na
amplificacdo dos genes de interesse. Os dados foram analisados pela comparacdo do
Cycle threshold (Ct) de cada amostra com as médias relativas a quantificagdo com o gene
de referéncia (P-actina) para obtencdo do delta delta Ct (2-AA Ct) (LIVAK;
SCHMITTGEN, 2001).
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Sequéncia génica e temperatura de anelamento dos primers utilizados.

Temperatura de

Gene Sequéncia anelamento

CD36 Forward 5> GCTTGCAACTGTCAGCACAT?3S 59°
Reverse 5° GCCTTGCTGTAGCCAAGAAC 3’

FAS Forward 5> CTGAGATCCCAGCACTTCTTGA 3° 59°

Reverse 5° GCCTCCGAAGCCAAATGAGTGA3’

ACCl1 Forward 5> CGCTCAGGTCACCAAAAAGAAT 3’ 59°
Reverse 5° GTCCCGGCCACATAACTGAT 3°

p-actina Forward 5’ GGGAATGGGTCAGAAGGACTC3’ 59°
Reverse 5’GGTGTGGTGCCAGATCTTCTC3’

4.17. Analises Estatisticas

Os valores obtidos nos ensaios experimentais foram expressos como média +

E.P.M. Os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) de uma via ou duas

vias, seguida dos testes de Student Newman Keuls ou Bonferroni, respectivamente e para

o0s danos ndo-paramétricos foi utilizado Kruskal Wallis, seguido por teste de Dunn. Os

resultados obtidos da quantificagdo da RT-PCR foram avaliados se seguiam ou ndo uma

distribuicdo normal, pelo teste de Kolmogorov—-Smirnov. A diferenca entre as médias da

distribuicdo normal (dados paramétricos) foi analisada pelo teste t de Student. Valores de

p<0,05 foram considerados estatisticamente significativos. O programa utilizado na

analise estatistica foi o0 GraphPad Prism® 5.03.
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5. RESULTADOS

5.1.  Avaliacio do efeito da a, B amirina sobre a esteatose hepatica induzida
por acido oleico in vitro

5.1.1. Efeito da a, R amirina na viabilidade celular em ensaio com MTT

Os resultados evidenciaram que a a, [ amirina em todas as concentracfes
testadas de 3,1; 6,25; 12,5; 25; 50; 100; 200 e 400 pg/mL, depois de 24 horas, ndo
promoveu alteracBes na viabilidade de células HepG2, em ensaio com MTT, quando

comparado com o grupo controle sem tratamento (Figura 6).

Figura 6. Efeito da a, 8 amirina sobre a viabilidade de células HepG2
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Os dados sdo expressos como média = E.P.M. e representam a porcentagem de viabilidade celular.
C=controle sem tratamento (ANOVA “one way” pos-teste de Newman-Keuls)

5.1.2. Efeito da a, p-amirina sobre a esteatose hepatica induzida por &cido oleico
in vitro coradas com QOil Red O

As células HepG2 foram submetidas ao protocolo de esteatose hepatica
induzida por acido oleico ¢ tratadas com a, 3-amirina durante 24 horas. As células foram
coradas com Oil Red O e fotografadas ao microscopio 24 horas apés o tratamento (Figura
7). A andlise microscopica seguida pela coloragdo com QOil Red O nos hepatdcitos mostra
que a o, PB-amirina nas concentragdes de 12,5, 25 e 50 pug/ mL e fenofibrato na
concentracdo de 10 nMol reduziu o acumulo de lipideo nas células quando comparadas

ao grupo AO em aproximadamente 34, 44, 68 e 75%, respectivamente (Figura 8).
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Figura 7. Efeito de a, B-amirina (AMI) sobre o acumulo de lipideos em células HepG2 submetidas a coloragcdo com Oil Red O

Fotomicrografias de células HepG?2 tratadas com o,B- amirina apos inducdo da esteatose hepatica com &cido oleico coradas com Qil Red O (aumento 400x).
Controle (A), acido oleico (AO); (B), AO + AMI 12,5ug/mL (C); AO + AMI 25 pg/mL (D); AO + AMI 50 pg/mL (E) e AO + FEN 10mMol (F).
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Figura 8. Efeito de a, f-amirina (AMI) sobre o acumulo de lipideos em células HepG2
submetidas a coloracdo com Oil Red O

N
o
]

-
()]
1

lo de lipidios
°

r

Acumu
o
(4]
1

0.0 | I
AO (1 mMol) - + + + + +

AMI( pg/imL) - - 125 25 50 -
FEN(mMol) - - - - - 10

Os resultados foram expressos como média + erro padrdo da média (E.P.M). AO (&cido oleico),
AMI (alfa e beta-amirina), FEN (fenofibrato). 2p<0,05 vs controle (BSA), p<0,05 vs AO
(ANOVA e teste de Student Newman Keuls).
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5.2.  Efeitoda a, g-amirina (AMI) no peso corporal, medidas murinométricas,
eficiéncia alimentar e consumo de racéo e agua /

Ao inicio do experimento, todos 0s grupos experimentais apresentavam a
mesma média de peso corporal (Tabela 2). Ao final da 15% semana, o grupo DH
apresentou um aumento de 19,22% do peso corporal (57,22 +1,44g) em relacdo ao grupo
DP (46,22 = 0,72g). AMI 10 e 20 mg/Kg e Fenofibrato (FEN) 50 mg/Kg reduziram
significativamente o peso corporal dos animais em 16,32; 14,12 e 18,17%,
respectivamente, quando comparado ao grupo DH (Tabela 2 e Figura 9)

Assim como no ganho de peso, na 15% semana avaliamos o percentual de
ganho de peso dos animais no grupo DH (103,8 £ 6,37%) em relacdo ao grupo DP (93,78
+ 2,15%). AMI (10 e 20 mg/Kg) e FEN (50 mg/Kg) reduziram significativamente o
percentual de ganho de peso (98,48 = 3,18%, 103,8 + 6,37% e 98,48 + 3,18%
respectivamente) quando comparados com o grupo DH (Tabela 2).

Os camundongos do grupo DH apresentaram um aumento significativo do
consumo de racdo (51,37+2,68 g/semana) em relacdo ao grupo DP (44,95+1,08
g/semana). Os tratamentos com AMI (10 e 20 mg/kg) e FEN (50 mg/kg) reduziram
significativamente o consumo de ragcdo dos animais em relacao aos animais do grupo DH.
Os camundongos do grupo DH apresentaram um aumento significativa do consumo de
agua (51,37+2,68 mL) em relacdo ao grupo DP (44,95 +1,08 mL). Os tratamentos com
AMI (10 e 20 mg/kg) e FEN (50 mg/kg) reduziram significativamente o consumo de agua

dos animais em rela¢do aos animais do grupo DH (Tabela 2).
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Figura 9. Evolugdo do peso corporal na doenca hepatica gordurosa ndo-alcoolica induzida por dieta hiperlipidica em camundongos.
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A: Evolucdo da massa corporal dos camundongos tratados no periodo de 15 semanas. B: Fotografia dos animais na 152 semana. Os valores séo
expressos como média. ANOVA “two way” pos-teste de Bonferroni. DP (dieta padrdo), DH (dieta hiperlipidica), AMI (alfa e beta-amirina), FEN
(fenofibrato). 3p<0,05 vs DP, p<0,05 vs DH



Tabela 2. Efeito da a, B-amirina (AMI) no peso corporal, consumo de ra¢do, consumo de agua na doenca hepética gordurosa ndo-alcoolica induzida
por dieta hiperlipidica em camundongos.

DP DH DH +AMI 10 mg/Kg DH + AMI 20 mg/Kg DH + FEN 50 mg/Kg
Peso corporal inicial (g) 24,85+ 0,18 25,56 + 0,34 24,72 £ 0,23 24,93 + 0,33 24,60 + 0,90
Peso corporal final (g) 46,22 + 0,72 57,22 + 1,442 47,88 +0,98° 49,14 +2,63° 46,82 + 1,70°
Percentual de ganho de peso (%) 93,78 +2,15 128,5+ 2,122 98,48 + 3,18° 103,8 + 6,37 2P 98,48 + 3,18 &P
Consumo de agua (mL/semana) 66,7 + 1,67 44,59 + 2,632 63,67 +2,45° 68,56 + 4,56 " 60,35 + 1,45°
Consumo de ragdo (g/semana) 44,95 + 1,08 51,37 + 2,682 37,48 + 1,41° 39,47 +1,92° 42,12 +1,33°

Os resultados foram expressos como média + E.P.M. DP (dieta padrdo), DH (dieta hiperlipidica), AMI (a3-amirina), FEN (fenofibrato). 2p<0,05 vs DP, °p<0,05
vs DH (ANOVA e teste de Student Newman Keulss)
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5.3. Efeito da a, p-amirina (AMI) no peso do figado e da gordura visceral,
subescapular e subcutanea

Os camundongos do grupo DH apresentaram um aumento significativo do
peso do figado (507,2 +14,05 mg/10g) em relagdo ao grupo DP (427,5 £ 11,03 mg/10g).
Os tratamentos com AMI (10 e 20 mg/kg) e FEN (50 mg/kg) reduziram
significativamente o peso do figado (363,3 £ 12,58, 369,9 + 14,48 e 415,3 + 18,45
mg/10g, respectivamente) em relagdo aos animais do grupo DH (Tabela 3).

Em relagdo a deposicdo de gordura, os camundongos do grupo DH
apresentaram um aumento significativo do tecido adiposo visceral, subescapular e
subcutaneo em 87,31%, 86,16% e 83,32% respectivamente, em relacdo ao grupo DP. Os
tratamentos com AMI 10 mg/Kg reduziu a deposi¢éo de gordura visceral, subescapular e
subcutaneo (39,37%, 65,52% e 62,59%, respectivamente), assim como, AMI 20 mg/Kg
(43,43%, 31,23%', 46,73%, respectivamente) e fenofibrato 50 mg/Kg (67,74%, 71,46%

e 68,96%, respectivamente) em relacdo ao grupo DH (Tabela 3).
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Tabela 3. Efeito da o, B-amirina (AMI) no peso do figado e da gordura visceral, subescapular e subcutanea na doenca hepatica gordurosa néo-
alcoolica induzida por dieta hiperlipidica em camundongos.

DP DH DH +AMI 10 mg/Kg DH + AMI 20 mg/Kg DH + FEN 50 mg/Kg
Figado (mg/10g) 4275+11,03 507,2 + 14,052 363,3 + 12,58° 369,9 + 14,48° 4153 +18,45°
Gordura Visceral (mg/10g) 92,47 +29,35  729,1 +20,50° 442 + 32,84 &P 412,4 + 40,812P 235,2 + 43,42
Gordura Subescapular (mg/10g) 22,67 + 4,29 163,9 +8,82° 56,51 + 4,922° 112,7 +13,702P 46,77 + 10,7020
Gordura Subcutanea (mg/10g) 42,66 +564  2559+19,03° 95,71 + 12,97 3P 136,3 + 17,223 79,10 + 15,43 &b

Os resultados foram expressos como média £ E.P.M. DP (dieta padrdo), DH (dieta hiperlipidica), AMI (alfa e beta-amirina), FEN (fenofibrato). 2p<0,05 vs DP,
p<0,05 vs DH (ANOVA e teste de Student Newman Keuls).
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5.4.  Efeito da a, p-amirina (AMI) nos paréametros bioquimicos plasmaticos
Os niveis de glicose (174,3 £13,21 mg/dL) e insulina (4,52 = 0,60 ng/mL) e
o indice de HOMA-IR (46,30 + 5,67) foram significativamente elevados no grupo dos
animais tratados com a DH quando comparado com 0s animais que receberam a DP
(91,71£8,69 mg/dL, 1,50 £ 0,21 ng/mL e 8,25 * 1,63, respectivamente). AMI (10 e 20
mg/kg) e FEN 50 mg/Kg reduziram significativamente os niveis de glicose, insulina e o
indice de HOMA-IR em relacdo ao grupo DH (Tabela 4).

A DH aumentou significativamente a atividade enzimatica de ALT (79,12
3,75 U/L) e AST (189,5 + 5,99 U/L) quando comparado aos animais que receberam a DP
(46,53 £ 0,94 U/L e 48,46 + 2,03 U/L respectivamente). AMI (10 e 20 mg/kg) e FEN 50
mg/Kg reduziram significativamente a atividade enzimatica de ALT e AST em relagdo
ao grupo DH (Tabela 4).

Em relacdo ao perfil lipidico, os niveis de colesterol total, LDL e
triglicerideos foram aumentados significativamente nos animais que receberam a DH
(144,3 5,44 mg/dL; 54,32 £3,33 mg/dL e 93,50 £7,88 mg/dL, respectivamente) em
relacdo ao grupo DP (95,44 £3,73 mg/dL; 25,20 +4,67 mg/dL e 75,75 +1,52 mg/dL,
respectivamente). AMI e FEN reduziram significativamente os niveis de colesterol total,
LDL e triglicerideos em relacdo ao grupo DH. Nao houve diferenca estatistica nos niveis

plasmaticos de HDL entre os grupos (Tabela 4).
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Tabela 4. Efeito da a, B-amirina (AMI) sob pardmetros plasmaticos na doenca hepética gordurosa ndo-alcodlica induzida por dieta hiperlipidica

em camundongos.

DP DH DH +AMI 10 mg/Kg DH + AMI 20 mg/Kg DH + FEN 50 mg/Kg
Glicose (mg/dL) 91,71+8,69  174,3+13,21° 83,67 + 4,91° 100,5 + 9,80° 98,89 + 14,34°
Insulina (ng/mL) 1,50 + 0,21 452 +0,602 2,16 £ 0,55° 1,91+0,36° 1,73+0,40°
HOMA-RI 8,25+1,63 46,30 +5,67°2 10,38 +2,74° 12,04 +2,36° 7,52 +237"
ALT (U/L) 46,53+0,94 79,12 + 3,752 51,08 +1,53° 51,87 + 2,65 52,37 + 2,36"
AST (U/L) 48,46 +2,03  189,5+5,992 77,05+ 4,19° 69,3 + 4,66° 65,34 + 4,29
Colesterol Total (mg/dL) 9544 +3,73 1443 +5,4432 125,2 + 10,03 2P 111,5 £ 4,27° 93,12 + 4,30°
LDL (mg/dL) 2520+ 4,67 54,32 +3,332 43,32 +2,73® 37,84 +2,42° 28,48 +5,50°
VLDL (mg/dL) 1455+052 18,17 + 1,432 11,54 +0,62° 12,30+ 0,62° 13,53 +1,44°
HDL (mg/dL) 71,00+2,14 73,17 £2,30 80,33+ 6,70 69,17 + 3,66 67,96 + 2,78
Triglicerideos (mg/dL) 75,75+1,52 93,50 + 7,88° 60,00 + 3,53" 69,00 + 5,43° 71,17+ 7,04

Os resultados foram expressos como média £ E.P.M. DP (dieta padrdo), DH (dieta hiperlipidica), AMI (alfa e beta-amirina), FEN (fenofibrato). 2p<0,05 vs

DP, "p<0,05 vs DH (ANOVA e teste de Student Newman Keuls).
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55. Efeito da a, p-amirina (AMI) nos parametros hepaticos.

Os camundongos do grupo DH apresentaram um aumento significativo nos
niveis hepaticos de colesterol total, triglicerideos e glicogénio (144,3+ 5,44 mg/g; 2,34 +
0,06 mg/g e 6,42 £ 1,16 mg/100mg de tecido, respectivamente) em relacdo ao grupo DP
(95,4445,44 mg/g; 1,14 +,1,44 mg/g tecido e 2,99+ 0,22 mg/100mg de tecido,
respectivamente). Os tratamentos com AMI (10 e 20 mg/kg) e FEN (50 mg/kg) reduziram
significativamente os niveis hepaticos de colesterol total (13,2%; 22,73% e 35,46,
respectivamente), triglicerideos (57,86%; 77,35% e 69,23%, respectivamente) e
glicogénio (66,82%; 65,88% e 66,61%, respectivamente) em relagdo aos animais do
grupo DH (Figura 10)
Figura 10. Efeito da a, f-amirina sobre os niveis hepaticos de triglicerideos, colesterol

total e glicogénio na doenca hepética gordurosa ndo-alcoolica induzida por dieta
hiperlipidica em camundongos.
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A: Triglicerideos hepaticos; B: Colesterol hepatico e C: Glicogénio hepético. Os resultados foram
expressos como média £ E.P.M. DP (dieta padréo), DH (dieta hiperlipidica), AMI (a-amirina),
FEN (fenofibrato),?p<0,05 vs DP, °p<0,05 vs DH (ANOVA e teste de Student Newman Keuls)
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5.6. Efeito da a, p-amirina (AMI) sobre a toleréancia a glicose e a insulina
Os camundongos do grupo DH apresentaram um padrdo hiperglicémico
durante o TTGI, e reducdo da tolerancia a insulina no TTII, quando comparado ao grupo
DP. Os tratamentos com AMI (10 e 20 mg/Kg) e FEN (50 mg/Kg) foram capazes de

melhorar a tolerancia a glicose e a insulina (Figura 11 e 13), sendo esse resultado
evidenciado pela AUC do TTGl e TTII.

Figura 11. Efeito da o, B-amirina (AMI) sobre a tolerancia a glicose na doenca hepatica
gordurosa ndo-alcodlica induzida por dieta hiperlipidica em camundongos.
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Os resultados foram expressos como média + E.P.M. DP (dieta padrdo), DH (dieta hiperlipidica),
AMI (a, B-amirina), FEN (fenofibrato), TTGI (Teste de tolerdncia a glicose intraperitoneal) e
AUC (Area sob a curva). 2p<0,05 vs DP, ?p<0,05 vs DH. (Curva: ANOVA “two way” pos-teste
de Bonferroni. AUC: ANOVA e teste de Student Newman Keuls).
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Figura 12. Efeito da a, B-amirina (AMI) sobre a tolerancia a insulina na doenca hepatica
gordurosa ndo-alcoolica induzida por dieta hiperlipidica em camundongos.
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Os resultados foram expressos como média + E.P.M. DP (dieta padréo), DH (dieta hiperlipidica),
AMI (o, B-amirina), FEN (fenofibrato), TTII (Teste de tolerancia a insulina intraperitoneal) e
AUC (Area sob a curva). 2p<0,05 vs DP, "p<0,05 vs DH. (Curva: ANOVA “two way” pos-teste
de Bonferroni. AUC: ANOVA e teste de Student Newman Keuls).
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5.7.  Efeitoda a, g-amirina (AMI) sobre os niveis hepaticos de malondialdeido
(MDA) e glutationa reduzida (GSH)

Os animais do grupo DH apresentaram um aumento significativo dos niveis
de malondialdeido de 31,86% (16,63 + 1,39 nmol/mg de tecido), quando comparado com
0 grupo DP (10,65 £ 0,22 nmol/mg de tecido). Os tratamentos com AMI (10 e 20 mg/Kg)
e FEN (50 mg/Kg) foram capazes de reduzir significativamente os niveis de
malondialdeido (8,62 + 1,65; 10,45 + 0,68 e 9,16 + 0,84 nmol/mg de tecido,
respectivamente) quando comparado com o grupo DH (Figura 13 A).

Os animais do grupo DH apresentaram uma reducéo significativa dos niveis
da GSH de 51,99% (61,46 + 3,67 mg/ng proteina), quando comparado com o grupo DP
(118,2 = 7,60 mg/ng proteina). Os tratamentos com AMI (10 e 20 mg/Kg) e FEN (50
mg/Kg) foram capazes de aumentar significativamente os niveis de GSH (100,7 * 4,44;
107,8 £ 3,97 e 91,44 £ 2,34 mg/ng proteina, respectivamente) quando comparado com o
grupo DH (Figura 13 B).



66

Figura 13. Efeito da o, B-amirina (AMI) sobre os niveis de MDA e GSH na doenga
hepatica gordurosa nao-alcodlica induzida por dieta hiperlipidica em camundongos.
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Os resultados foram expressos como média + E.P.M. DP (dieta padrdo), DH (dieta hiperlipidica),
AMI (alfa e beta-amirina), FEN (fenofibrato), MDA (malonilaldeido), GSH (glutationa reduzida).
3p<0,05 vs DP, ?p<0,05 vs DH. (ANOVA e teste de Student Newman Keuls)
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5.8. Efeito da a, p-amirina (AMI) sobre alteracdes histoldgicas hepética

Foi possivel observar que no figado do grupo DH houve um dano hepético

evidente, com mudanca de coloracéo e peso em compara¢do com o grupo DP. Todavia,

hepatico, como demonstrado na Figura 14.

Figura 14. Imagem do figado in situ

o0 tratamento com AMI 10 e 20 mg/Kg e FEN 50 mg/Kg reverteu visualmente o dano
i A E B l [od i H—=E
Fonte elaborado pelo autor

Camundongos do grupo Dieta Padrao (A), Dieta Hiperlipidica (B), a, B amirina 10mg/Kg (C), a,
R amirina 20 mg/Kg (D) e Fenofibrato 50 mg/Kg (E).

O figado dos animais alimentados com a dieta padrdo (DP) néo
apresentavam depdsito gorduroso em mais 5% dos hepatdcitos e auséncia de balonizacdo,
no entanto, em alguns dos animais houve presenca de discreto infiltrado inflamatorio e
(Figura 15A). A dieta hiperlipidica (DH) ndo promoveu alteracdo arquitetural do 6rgéo,
no entanto, havia intensa degeneracdo gordurosa (esteatose) microvesicular e
macrovesicular nos hepatocitos e todos os tecidos apresentavam intenso infiltrado
inflamatorio e focal balonizagdo (Figura 15B). O tratamento com AMI (10 e 20 mg/kg) e
FEN (50mg/kg) preveniu o desenvolvimento da esteatose, contudo foi observado discreto
infiltrado inflamatdério mononuclear, havendo em algumas amostras permanéncia de
discreta a moderada degeneracdo gordurosa (esteatose) e em um dos animais do grupo
AMI 20 mg/Kg discreta balonizacdo (Figura 15C, 15D e 15E).

Os camundongos do grupo DH apresentaram uma densidade de volume de
esteatose significativamente maior em relagdo ao grupo DP e o tratamento com AMI (10
e 20 mg/Kg) e FEN (50 mg/Kg) reduziu a densidade de volume de esteatose em relacdo

ao grupo DH (Figura 15F).
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Figura 15. Fotomicrografia representativa do figado de animais submetidos a doenca
hepética gordurosa ndo-alcodlica em camundongos
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Dieta padrdo (A), dieta hiperlipidica (B), AMI 10mg/kg (C), AMI 20mg/kg (D) e FEN 50mg/kg
(E) (H&E, x 200) e densidade de volume de esteatose hepatica (F). Setas representativas
mostrando macro e micro goticulas de gordura (esteatose) no grupo DH. Resultados expressos
como média *+ E.P.M., p<0,05 comparado com o DP, °p<0,05 comparado com o DH. (Teste de
Kruskal-Wallis/Teste de Multiplas comparag@es de Dunn).
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5.8.1. Efeito da a, p-amirina sobre o acimulo de lipideos neutros em figado crio
preservado e submetido a coloragdo com Oil Red O

A técnica de coloracdo com QOil Red O permitiu verificar que os camundongos
alimentados com a dieta hiperlipidica apresentaram um aumento na concentracdo de
lipidios neutros no tecido hepatico (36,51 + 1,69 %) em relacdo ao grupo DP (3,4 + 0,83
%). Os tratamentos com AMI (10 e 20 mg/Kg) e FEN (50 mg/Kg) foram capazes de
reduzir significativamente a concentracdo de lipidios neutros no tecido hepatico (9,49 £
1,33; 13,06 £ 2,01 e 11,18 + 1,74 %, respectivamente) quando comparados com 0 grupo
DH (Figura 16).
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Figura 16. Fotomicrografia representativa do figado de animais submetidos a coloragdo

com Qil red O

F 0 opP
B DH
B AMI 10 mg/Kg
B AMI 20 mg/Kg
3 FEN 50 mg/Kg

% fracao esteatose

Dieta padrdo (A), dieta hiperlipidica (B), AMI 10mg/kg (C), AMI 20mg/kg (D) e FEN50mg/kg
(E) corados com Qil Red O e densidade de volume de esteatose hepética (F) (200 X). Os
resultados foram expressos como média + erro padrdo da média (E.P.M). 3p<0,05 vs DP, ’p<0,05
vs DH (ANOVA e teste de Student Newman Keuls).
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5.9. Analise do efeito da a, B-amirina sobre a expressao proteica hepatica de
AMPKoa, pAMPK, SREBP1, PPARa e FAS

A fim de confirmar o mecanismo pelo qual a AMI pode atenuar o acimulo
de lipidios induzido por DH, investigamos a expressdo de proteinas envolvidas no
transporte de acidos graxos, lipogénese e oxidacao lipidica. Como mostrado na Fig. 17
evidenciamos que ndo houve alteragdo da expressio do AMPKa total com a DH e
tratamento com a, 3-amirina, entretanto, a DH diminui significativamente a fosforilacéo
do AMPK e os tratamentos com AMI (10 e 20 mg/K) e FEN (50mg/Kg) foram capazes
de aumentar significativamente a sua fosforilagdo em relagéo ao grupo DH.

Para avaliar a expressao de proteinas que desempenham papéis essenciais na
regulacdo de produtos génicos responsaveis pela sintese de acidos graxos, colesterol e
triglicerideos no figado e que sdo modulados pela AMPK, investigamos a expressao do
SREBP-1c e do PPAR no tecido hepético. Como mostrado na Fig. 8 descobrimos que
a expressao de SREBP1 no grupo DH foi significativamente aumentada em relacdo ao
grupo DP e o tratamentos com AMI (10 e 20 mg/K) e FEN (50mg/Kg) foram capazes de
diminuir significativamente a sua expressio em relagdo ao grupo DH. A expressdo da
proteina PPARa no figado teve uma redugdo significativa no grupo DH em comparagdo
com o grupo DP e o tratamento com AMI (10 e 20 mg/K) e FEN (50mg/Kg) foi capaz de
aumentar significativamente a sua expressdo em relacdo ao grupo DH.

Para avaliar a expressdo de proteina modulada pela expressdo aumentada de
SREBP-1c observada no estudo, investigamos a expressdo da sintase de acidos graxos
(FAS) que regula genes necessarios para a lipogénese e o transporte de &cidos graxos de
novo no tecido hepatico. Como mostrado na Fig. 19 foi observado, que a expressao da
FAS no grupo DH foi significativamente aumentada em relacdo ao grupo DP e o0s
tratamentos com AMI (10 e 20 mg/K) e FEN (50mg/Kg) foram capazes de diminuir
significativamente a sua expressao em relacdo ao grupo DH, levando a uma diminui¢do

da biossintese lipidica e a prevenc¢do do acimulo de lipidios no tecido hepético.
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Figura 17. Efeito da o, B-amirina sobre a expressdes da proteina hepatica de AMPKa ¢ da sua forma fosforilada na doenca hepatica gordurosa

ndo-alcoolica induzida por dieta hiperlipidica em camundongos.
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Os dados sdo apresentados como média + E.P.M. As bandas de proteina foram quantificadas em relacéo a 3-actina. DP (dieta padrdo), DH (dieta hiperlipidica),
AMI (alfa e beta-amirina), FEN (fenofibrato). 2p<0,05 vs DP, p<0,05 vs DH (ANOVA e teste de Student Newman Keuls).
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Figura 18. Efeito da a, B-amirina sobre a expressfes da proteina hepatica de SREBP1 e PPARa na doenga hepética gordurosa ndo-alcodlica
induzida por dieta hiperlipidica em camundongos

DP DH AMI 10 AMI 20 FEN 50
DP DH AMI10 AMI20 FENS50
52 kDa PPARa . N a— L a—
B-actina ~ = ;
0O oP
254 O opP " mm DH
= Bl DH 1 b @@ AMI 10 mg/Kg
5229 BB AMI 10 mg/Kg - -I- BB AMI 20 mg/Kg
1% e BB AMI 20 mg/Kg £ 3 FEN 50 mg/Kg
S b 3 FEN 50 mg/Kg it s
& 3 104 L b b 33 b
il @ L < ‘a7 b
x5 A =
n § 0.5 ORCEEH e a
0.0 0

Os dados séo apresentados como média + E.P.M. As bandas de proteina foram quantificadas em relacdo a 8 -actina. DP (dieta padrdo), DH (dieta hiperlipidica),
AMI (alfa e beta-amirina), FEN (fenofibrato). 2p<0,05 vs DP, ?p<0,05 vs DH (ANOVA e teste de Student Newman Keuls).
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Figura 19. Efeito da o, B-amirina sobre a expressfes da proteina hepatica de FAS na doenca hepética gordurosa ndo-alcodlica induzida por dieta

hiperlipidica em camundongos
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Os dados séo apresentados como média + E.P.M. As bandas de proteina foram quantificadas em relacdo a 8 -actina. DP (dieta padrdo), DH (dieta hiperlipidica),
AMI (alfa e beta-amirina), FEN (fenofibrato). p<0,05 vs DP, °p<0,05 vs DH (ANOVA e teste de Student Newman Keuls).
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5.10. Efeito da a, p-amirina na expressao relativa do RNAm de CD36, FAS e ACC1

A anélise da curva de dissociacdo mostrou um Unico pico indicando
amplificacdo especifica para o gene de ACC1, FAS, CD36 e para o gene de referéncia 3-
actina e a raz&o da absorbancia obtida em 260/280 nm ficou entre 1,8 e 2,0.

Na analise da expressdo génica por PCR em tempo real mostrou que a
expressao relativa do gene ACC1, FAS e CD36 no grupo DH foi 7,3, 3,4 e 0,98 vezes
maior, respectivamente, que a expressao relativa dos genes (ACC1, FAS e CD36) no
grupo DP, normalizado para 1. Enquanto nos animais tratados com AMI (10 e 20 mg/K)
e FEN (50mg/Kg) a expresséo relativa do gene de ACC1, foi 7; 7,8 e 6,8 vezes menor,
respectivamente, que a expressdo do gene de ACC1 no grupo DH (7,3 £ 2,1). Assim,
como na expresséo relativa do gene de ACCL1, os animais tratados com AMI (10 e 20
mg/K) e FEN (50mg/Kg) a expressao relativa do gene de FAS, foi 3,7; 7,78 e 6,8 vezes
menor, respectivamente, que a expressao do gene de FAS no grupo DH (3,4 £ 1,1) e para
a expressdo relativa do gene de CD36, os animais tratados com AMI (10 e 20 mg/K) e
FEN (50mg/Kg) a expresséo relativa do gene de CD36, foi 1,07; 1,1 e 1,3 vezes menor,
respectivamente, que a expressao do gene de CD36 no grupo DH (0,98 = 1,1) (Figura 20).
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Fig.20. Efeito da mistura de a, 8 amirina sobre a expressao relativa do gene de ACC1 (A),
FAS (B) e CD36 (C) na esteatose hepatica ndo-alcoolica induzida por dieta hipercalorica
em camundongos
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Resultados expressos como média + E.P.M., 2p<0,05 comparado com o DP, ?p<0,05 comparado
com a DH (n=8 animais/grupo). (Test t de Student).
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6. DISCUSSAO

Os triterpenos sd@o um grande grupo de metabdlitos secundarios, com mais de
20.000 membros conhecidos na natureza, dos quais, 0s triterpenos pentaciclicos sdo os
mais estudados, e de grande mérito devido as variadas atividades bioldgicas neles
encontradas, sendo assim, candidatos a protétipos de novos medicamentos (SHENG;
SUN, 2011; SILVA; DUARTE; VIEIRA FILHO, 2014). A a, B-amirina, € uma mistura
de triterpenos pentaciclicos com notavel atividade bioldgica ja documentada, como,
gastroprotetora (OLIVEIRA et al., 2004a), antipruriginosa (OLIVEIRA et al., 2004b),
antinociceptiva visceral (LIMA-JUNIOR, 2006) em dor orofacial (HOLANDA PINTO
et al., 2008a), inibidora da expressdo de receptor NK-1 em modelo de cistite hemorragica
(LIMA-JUNIOR et al., 2007), hepatoprotetora (OLIVEIRA et al., 2005a), anti-
inflamatoria em modelo de periodontite (HOLANDA PINTO et al.,, 2008b), na
pancreatite aguda (DE MELO et al., 2009, 2010) e antiobesidade (CARVALHO et al.
2016).

No presente estudo, foi investigado, o efeito preventivo da mistura de
triterpenos o, B-amirina sobre a doenga hepética gordurosa ndo alcoodlica (DHGNA)
induzida por uma dieta hiperlipidica em camundongos e seus efeitos sobre 0 metabolismo

hepatico.

Para avaliar o efeito das amirinas sobre a DHGNA 0s animais receberam por
15 semanas uma dieta hiperlipidica, tendo como vantagem, mimetizar os achados
histopatoldgicos encontrados em humanos como também, aspectos patogénicos, da
DHGNA humana, pois induz caracteristicas marcantes observadas na clinica, como,
obesidade, resisténcia insulinica (RI), >5% de esteatose hepatica (EH) no histopatoldgico,
com isso, é possivel validar o uso da dieta hiperlipidica, como protocolo de inducéo da
DHGNA em camundongos. (LAU; ZHANG; YU, 2016; LAU; ZANG; YOU, 2018).

Os animais submetidos a dieta hiperlipidica apresentaram ao final das quinze
semanas, elevagdo dos parametros preditores de ganho de peso (peso corporal e
percentual de ganho de peso) em relagdo ao grupo submetido a dieta padrdo, em
contrapartida, os animais tratados com a o, B-amirina e fenofibrato, concomitante com a
dieta hiperlipidica, apresentaram uma reducéo significativa desses parametros em todas
as doses utilizadas, em relagdo ao grupo DH. Esses resultados sdo condizentes com o

efeito da a, B-amirina no peso corporal e medidas murinométricas encontrados em nosso
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laboratério em modelo de obesidade induzida com DH, podendo ser atribuido essa
reducdo do peso e dos parametros de ganho de peso a melhora da resisténcia a leptina,
resultando na diminuic¢éo do consumo de energia, além da inibi¢ao das enzimas a-amilase

e lipase diminuindo a absorcao de gordura e carboidratos (CARVALHO et al., 2016).

Um namero expressivo de pesquisadores tem demonstrado interesse em
estudar os efeitos dos triterpenos em distarbios metabolicos, como, obesidade, resisténcia
ainsulinae DHGNA, ele trelés, o acido betulinico (De MELO et al., 2001), acido ursolico
(RAO et al., 2011; LI et al., 2010), acido oleandlico (DE MELO et al., 2010), acido
ganodérico (ZHU et al., 2018), acido asiatico (RAMESHREDDY et al., 2018), acteina
(CHEN; LIU, 2018), &cido glicirizico (SUN et al., 2017), fracdo enriquecida com &cido
triterpénico de Cyclocarya paliurus (ZHAO et al., 2018) e bardoxolona metilada
(CAMER et al., 2015) apresentaram efeitos semelhantes na reducdo do ganho de peso

corporal, do figado e na melhora da resisténcia a insulina.

Sabe-se que existem trés regides principais de depdsitos de gordura
anatdbmicas em humanos: o tecido adiposo branco visceral, subcutaneo e marrom. A
regido intra-abdominal refere-se ao tecido adiposo branco visceral (TAV), que envolve
0s oOrgados internos, sendo localizado na regido omental, mesentérico, retroperitoneal,
gonadal e pericardico. O tecido adiposo branco subcutaneo (TAS) estd localizado no
abddmen, nadegas e coxas sendo denominadas de deposito gluteofemoral. O tecido
adiposo marrom estd localizado principalmente na regido subescapular, sendo
responsavel por dissipar energia produzindo calor (termogénese) através do
desacoplamento da atividade da cadeia transportadora de elétrons mitocondrial através da
expressao especifica da proteina desacopladora 1 (UCP1). O tecido adiposo marrom €
composto por adipdcitos castanhos caracterizados por um elevado contetdo mitocondrial
e dotados de uma elevada capacidade de oxidacéo lipidica (VEGIOPOULOS, ROHM,
STEPHAN, 2017; TRIM, TURNER, THOMPSOM, 2018)

Com objetivo de mimetizar as principais regides de depdsito de gordura nos
seres humanos, foi retirado no final do experimento o tecido adiposo dos camundongos
nas principais regides do tecido adiposo branco (visceral e subcutaneo) e marrom. Foi
possivel observar que o tratamento com AMI e FEN reduziram o peso do figado e das
gorduras visceral, subescapular e subcutanea ap6s as 15 semanas de tratamento. Nos
camundongos o0 TAV estd localizado principalmente nas regides retroperitoneal e

epididimal, o TAS esta localizado na regido inguinal e o tecido adiposo marrom na regiao
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subescapular. Nos seres humanos, o aumento do TAV esta associado com um risco
aumentado para a resisténcia a insulina, dislipidemias e DHGNA (VEGIOPOULOS,
ROHM, STEPHAN, 2017). Foi observado também o aumento do tecido adiposo na
regido subescapular nos animais DH, mas ndo foi possivel avaliar a qualidade do tecido

extraido.

A esse respeito, 0 excesso da carga lipidica leva um quadro de lipotoxicidade,
que por sua vez responde por muitos efeitos na DHGNA, particularmente alterages na
liberacdo de adipocitocinas desenvolvendo uma resposta inflamatoria de baixo grau,
levando a disfuncdo metabdlica, como piora da sensibilidade a insulina e intolerancia a
insulina. Devido ao seu papel critico na manutencdo da funcdo adipocitéria adequada,
tanto 0 armazenamento quanto a liberacdo de lipidios no tecido adiposo branco, estdo
fisiologicamente sob controle hormonal rigido, considerando que a insulina promove o
armazenamento de triglicérides (TG) durante a fase pds-prandial (GALIC et al., 2006;
TRIM, TURNER, THOMPSOM, 2018).

Assim, estudo realizado por nosso grupo de pesquisa com a a, p-amirina, 0s
camundongos alimentados com DH apresentaram aumento do peso da gordura visceral,
apesar de uma reducéo efetiva no nivel circulante do horménio orexigeno grelina e um
aumento no nivel do hormdnio anorexigénico leptina, sendo associado com a
insensibilidade do receptor a esses hormonios, em particular, a resisténcia a leptina. Ja o
tratamento com AMI ndo alterou os niveis de grelina mas diminuiu a secre¢do de leptina,
resultando em uma diminui¢do na ingestdo de alimentos e energia, e com isso reduzindo
peso corporal dos animais, resultado semelhante ao observado nesse estudo
(CARVALHO et al., 2016). Devemos ressaltar que, no presente estudo, foi observado
que a a, B-amirina melhorou o metabolismo da glicose, colesterol total, LDL,
triglicerideos e das enzimas transaminases (ALT e AST), resultados estes, evidenciados
em estudo realizado por Carvalho et al., (2016) com a «, B-amirina, onde o tratamento
com o triterpeno foi capaz de reduzir os niveis plasmaticos de glicose e insulina com

melhora da resisténcia a insulina.

A DH foi capaz de aumentar as concentracdes de colesterol e triglicerideos
no tecido hepatico e as doses de 10 e 20 mg/Kg da a, B-amirina e fenofibrato 50 mg/Kg,
apresentaram similar efeito anti-hiperlipémicos ao reduzir significativamente os niveis de
colesterol total e triglicerideos no figado. Efeitos similares foram observados em estudos

com o acido ursano, triterpeno pentaciclico do grupo do ursano, mesmo grupo da o-
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amirina, em modelo de DHGNA induzida por DH. Na dose de 0,25 e 0,50% na ragéo, o
triterpeno diminuiu significativamente as concentracdes de triglicerideos, colesterol total,
LDL-C e VLDL de forma dose dependente. Além disso, o tratamento com acido ursolico
melhorou a resisténcia a insulina induzida por DH por reducdo do nivel de insulina e
melhorou a resisténcia a insulina (HOMA-IR) (LI et al., 2014).

Estudo realizado por Duan et al., (2017), com um triterpeno pentaciclico, o
acido glicirrizico (grupo da B-amirina), em modelo de DHGNA induzida por DH,
observaram que o triterpeno nas doses de 15, 30 e 60 mg/Kg de modo dose-dependente
tem um potencial efeito protetor contra lesdo induzida por DH no figado, evidenciado
pela diminuicdo significativa no ganho de peso corporal, do peso relativo do figado e
niveis séricos de ALT, AST, bem como melhora na histologia do figado, reducdo do
acumulo de triglicéridos hepatico e melhora da tolerancia a glicose e sensibilidade a

insulina.

O glicogénio € a principal forma armazenada intracelular de glicose e seu
nivel em varios tecidos, especialmente no figado, indica reflexo direto da atividade da
insulina, uma vez que regula a deposicéo de glicogénio estimulando a glicogénio sintase
e inibindo a glicogénio fosforilase. Nossos resultados de conteudo aumentado de
glicogénio no figado no grupo DH estdo de acordo com outro estudo realizado por
Couturier et al., (2011), no entanto, observacGes contraditorias da diminuicdo do
contetdo de glicogénio em animais alimentados com DH também apareceram na
literatura (MUTHULAKSHMI; SARAVANAN, 2013). A hiperglicemia observada com
hiperinsulinemia em camundongos tratados com DH pode ter promovido a sintese de
glicogénio no figado como um mecanismo adaptativo e protetor contra aumento da
concentracdo de glicose intracelular. O aumento cronico na gliconeogénese relatada na
condicdo induzida por dieta hiperlipidica pode ter resultado em sintese aumentada de
glicogénio, resultando em aumento dos niveis de glicogénio hepatico em camundongos
do grupo DH (SUDHAKARA et al., 2017; LAU; ZANG; YOU, 2018)

A administragdo das amirinas e do fenofibrato juntamente com a DH
diminuiu o contetdo de glicogénio hepético, que pode ser atribuido a diminuicdo da
sintese de glicogénio e/ou aumento da glicogendlise, melhorando a sensibilidade a
insulina, resultado semelhando ao observado por Sudhakara et al (2017). Estes autores,

utilizaram o extrato Caralluma fimbriata, uma planta medicinal selvagem, tendo como
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principais constituintes fitoquimicos saponinas triterpénicas, pregnanos glicosideos,
flavonoides glicosideos e glicosideos Megastigmane, em modelo de esteatose hepatica

induzida por dieta hiperlipidica.

A resisténcia a insulina observada no grupo DH foi o primeiro “hit” proposto
por Day e James (1998) ao descrever a patogénese da DHGNA, sabendo-se que, 0
metabolismo do figado compreende um imenso espectro de fun¢des anabdlicas em um
estado alimentado (com predominancia de efeitos perivenosos de insulina) e catabdlicas
em estado de jejum (com predominio dos efeitos periportais do glucagon). O excesso de
acidos graxos livres (AGL) da lipdlise esplénica causado pela resisténcia a insulina é
absorvido pelos hepatdcitos periportais e oxidado como fonte de energia, 0 que aumenta
bioguimicamente o consumo de oxigénio. Além disso, 0 excesso de liberagdo de AGL no
figado resulta em acimulo de diacilglicerois intracelulares que, por sua vez, levam a
ativacdo da proteina quinase C (PKC) (BAZOTTE; SILVA; SCHIAVON, 2014).

A PKC induz resisténcia a insulina inibindo a fosforilacdo de proteinas IRS
estimulada pela insulina. Além disso, 0 excesso de AGL resulta na ativacdo da sinalizacdo
dos receptores Toll-like inflamatérios (TLR), levando ao aumento da sintese de &cidos
graxos. Assim, o acumulo de &cidos graxos e a inibicdo mediada por eles induzem a
resisténcia a insulina no figado pela inibicdo da fosforilacdo de Akt (GALBO;
SHULMAN, 2013, BAZOTTE; SILVA; SCHIAVON, 2014).

O tratamento com as amirinas e fenofibrato foi eficaz em melhorar a
resisténcia a insulina evidenciado pela analise do indice de HOMA-IR e as curvas
glicémicas (TTIl e TTGII), sendo condizente com resultado obtido por Santos et al (2012)
em camundongos diabéticos induzidos por estreptozotocina, onde, o controle normal ndo
mostrou alteracdes significativas nos niveis de glicose no sangue, € os camundongos
diabéticos manifestaram um aumento na glicose no sangue nos tempo de 30, 60 e 90 min
e o pré-tratamento oral de cinco dias com a, B-amirina (10, 30 e 100 mg/kg) e
glibenclamida melhoraram significativamente a tolerancia a glicose nos tempos de 30, 60
e 90 min. Estudo realizado por Carvalho et al (2016) com a a,R amirina em modelo de
obesidade induzido por dieta hiperlipidica observaram que o grupo DH apresentou uma
elevada concentracdo de insulina sérica e que o tratamento com os triterpenos diminuiu
significativamente a concentracgdo de insulina nos camundongos, evidenciando assim um

possivel efeito desse triterpeno na resisténcia insulinica.
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Triterpeno pentaciclico, como o &cido glicirrizico (GA) (grupo R-amirina),
isolado a partir de Glycyrrhiza glabra, uma planta medicinal amplamente utilizada na
medicina chinesa tradicional, melhorou a toleréncia a glicose em camundongos diabéticos
pancreatomizados, e aumentou a captagdo de glicose estimulada pela insulina através da
ativacdo do receptor ativado por proliferador de peroxissoma (PPAR) em adip6citos 3T3-
L1. No mesmo estudo, 0 GA aumentou a secre¢do de insulina estimulada pela glicose em
ilhotas isoladas e aumentou os niveis de RNAm do gene IRS2, aumentando a viabilidade
das células beta, além de, restaurar a funcédo renal e atenuar perda de peso corporal nos
camundongos diabéticos induzidos por STZ (DUAN et al., 2017, SUN, 2018; KO et al.,
2007).

Liu et al. (2007) relataram que a administracdo oral do triterpeno pentaciclico
acido maslinico (grupo 3-amirina), na dose 30 mg / kg de peso corporal, reduziu os niveis
de glicose no sangue em camundongos em comparagdo com o controle. O triterpeno
diminuiu a insulina plasmética e aumentou o conteudo de glicogénio hepético, o que
contribuiu para uma reducdo no suprimento de glicose no sangue. Em modelo de diabetes
induzida por STZ a administracdo intragastrica de acido maslinico (5 mg/kg ou 50 mg/kg)
por 14 dias reduziu as concentracdes de glicose no sangue, bem como uma reducdo do

risco de infarto nos camundongos (GUAN et al., 2011).

Apos o desenvolvimento da resisténcia insulinica e aumento do acimulo de
lipideos hepaéticos, o figado apresenta 0 segundo “hit” descrito por Day e James (1998)
ao descrever a patogénese da DHGNA, o estresse oxidativo, onde o acumulo de lipideos
hepaticos promove a formacéo de espécies reativas de oxigénio (ERO) podendo levar a
ativacdo da transcricdo e liberacao de fatores pro-inflamatdérios, tais como a interleucina
6 (IL-6), fator de necrose tumoral-alfa (TNFa) ¢ proteina C reativa (PCR) no tecido
hepético resultando na peroxidacdo lipidica, inflamagédo e fibrose (LONARDO et al.,
2017). O modelo de DHGNA induzida por DH é frequentemente utilizado, devido a
reprodutibilidade dos dados e similaridade das lesdes geradas no tecido hepético gerando
o desequilibrio entre as ERO e a capacidade antioxidante das células, gerando assim, a
peroxidacdo lipidica e, em Ultima instancia, o dano celular (LAU; ZHANG; YU, 2016).

A glutationa reduzida (GSH) possui papel central na transformacéo e
eliminacgdo de xenobidticos e na defesa das células contra o estresse oxidativo, impedindo
0 aumento desordenado de radicais livres e produtos de peroxidagédo, como 0 MDA, que

pode causar danos diretos as proteinas celulares levando a perda da fluidez, integridade
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da membrana e fungdes. A fim de fornecer evidéncias da participagdo do efeito
antioxidante da mistura de o, R-amirina sobre a DHGNA induzida por DH, foram
analisados os niveis dos marcadores do estresse oxidativo malondialdeido e glutationa
reduzida no tecido hepatico. Os camundongos que receberam a DH apresentaram niveis
significativamente elevados de MDA enquanto os niveis de GSH foram reduzidos e com
o tratamento com AMI e FEN os niveis de MDA foram reduzidos e GSH aumentados
(HUBER; ALMEIDA; FATIMA, 2008).

Assim como a a, B-amirina, outros triterpenos, Ginsenoside Rgl e a fracédo
enriquecida com 4cido triterpénico de Cyclocarya paliurus apresentaram acao
antioxidantes em modelo de DHGNA induzido por DH, reduzindo significativamente a
peroxidacdo lipidica, a partir da dosagem de MDA e GSH, além de modular fatores pro-
inflamatorios como o NF-kB reduzindo a peroxidacéo lipidica, mas também reduzindo o
estresse RE e respostas inflamatdrias levando a protecdo da funcao hepética (ZHAO et
al., 2018; XU et al., 2018).

Fenofibrato, droga utilizada para dislipidemias, foi incluida nesse estudo
como controle positivo. Houve reducdo significativa do acimulo de gordura abdominal,
diminuicdo do peso corporal, reducdo de triglicerideos e colesterol total séricos,
recuperacdo histolégica do tecido hepatico e atividade antioxidante. FEN é um agonista
do PPARa, que séo receptores nucleares que podem controlar o metabolismo lipidico
regulando as expressdes de genes lipogénicos, como a proteina de ligagdo do elemento
regulatério de esterdis (SREBP)-1c, acido graxo sintase (FAS) e diacilglicerol
aciltransferase. (DGAT) e lipase lipoproteica (LPL), sendo predominantemente expresso
no figado, e sua expressdo pode diminuir o acimulo de lipidios hepaticos e proteger 0s
camundongos de esteatose hepatica induzida por alto teor de gordura, como observado
no estudo (ZHANG et al., 2015).

A biopsia hepética é essencial para o diagnéstico da DHGNA, apesar das
limitacGes devido a variabilidade amostral. Métodos de coloracgdo entdo sendo utilizados
para facilitar o diagnostico mais confiavel da DHGNA em estudos pré-clinicos e em
clinicos, como a coloracdo de H&E, utilizando a classificagdo de Brunt modificada por
Kleiner et al (2005), definindo uma graduacdo para a DHGNA, baseado no grau de
esteatose (0 a 3), inflamacao lobular (0 a 3) e balonizacédo (0 a 2), onde a soma menor que
3 é muito provavel um ponto de exclusdo para DHGNA e igual ou superior a 5 muito

provavel para DHGNA. Outros métodos de coloracdo sdo utilizados como as
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histoquimicas de tricoma de masson (til para avaliacdo da fibrose hepatica, do Acido
Periodico de Schiff para avaliacdo do conteudo de glicogénio hepatico e Oil red O para
coloragdo de lipideos neutros e colesterol no tecido hepatico (MANDARARIM-DE-
LACERDA, 2010; EASL, 2016).

Liu et al, (2013) em seu estudo, observou a presenca macica degeneracédo
gordurosa difusa, inflamacdo, balonismo e necrose em animais que receberam dieta
hiperlipidica e que o tratamento com o triterpeno Ginsenosideo (RG1) reduziu
significativamente os sinais de lesdo hepatica e diminuiu a extensdo da infiltracdo adiposa
no figado. De forma semelhante, no presente estudo a analise histolégica realizada
revelou que a racdo hiperlipidica levou os animais a lipidose hepética esperada, sendo
visualizada de forma intensa e difusa em todos os l6bulos de todos os animais, em um
deles levando inclusive a necrose hepatocelular. O tratamento com AMI 10 mg/kg, 20
mg/kg e FEN 50 mg/Kg foi eficaz na reducéo das lesdes de hepatdcitos, uma vez que
houve reducéo da intensidade dessas lesdes. Resultados semelhantes foram encontrados
por Carmer et al (2015), ao avaliar o efeito do triterpeno pentaciclico metil bardoxolone
sobre a resisténcia insulinica e esteatose hepatica em camundongos alimentados por DH,
observando uma melhora no acimulo de gordura avaliado pela reducdo do score de

Kleiner e drea marcada com Qil Red O.

Afim de avaliar os mecanismos pelos quais a o, amirina atua na DHGNA
melhorando a resisténcia a insulina e o acimulo de lipideos hepaticos, foi avaliada a
expressdo de proteinas que sabidamente estdo envolvidas na regulagdo do balanco
energético, transporte de acidos graxos, lipogénese e oxidacdo lipidica. Na DHGNA, o
figado apresenta o aumento da expressdo de fatores de transcricdo envolvidos na
adipogénese, sintese de acidos graxos e resisténcia a insulina. Como chave nesse processo
podemos destacar a proteina de ligacdo a elemento regulador de esterol 1 (SREBP-1),
sendo fator de transcricdo essencial para genes envolvidos na lipogénese de novo, como
FAS e ACC (RUIZ et al., 2014).

No estudo foi possivel observar o aumento da expressao proteica do SREBP-
1 no grupo DH em relacdo ao DP e o tratamento com AMI e FEN diminuiu
significativamente sua expressdo em relacdo ao grupo DH. O SREBP-1c regula
preferencialmente o processo lipogénico por meio da ativacdo de genes envolvidos na
sintese de acidos graxos e triglicerideos, sintetizadas como proteinas precursoras que sdo

inseridas na membrana do reticulo endoplasmatico (ER). O precursor do SREBP migra
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do RE para o complexo de Golgi e é submetido a processamento proteolitico sequencial
para liberar o dominio N-terminal transcricionalmente ativo. Uma vez que a forma
nuclear do SREBP ¢ ativa, ela é translocada para o ndcleo, se ligando ao elemento
regulador do esterol (SRE), presente nos promotores de seus préoprios genes alvo, e ativa
a transcricao de genes responsivos ao SREBP, como enzimas lipogénicas, tipo acetil-CoA
carboxilase (ACC), acido graxo sintase (FAS), lipoproteina lipase (LPL) e estearoil- CoA
desaturase-1 (SCD1) promovendo assim o efeito lipogénico no figado. A desregulacéo
da SREBP-1c foi implicada na patogénese da esteatose hepatica, dislipidemia e diabetes
tipo 2 (HORTON; GOLDSTEIN; BROWN, 2002; RUIZ et al., 2014).

Corroborando com este estudo, outros triterpenos pentaciclicos como, acido
glicirrizico (SUN et al., 2017), acteina (CHEN; LIU, 2018), acido ganodérico (ZHU et
al., 2018) e carbenoxolona (DHANESHA et a., 2012) infra regularam a expressao de
SREBP1-c em modelos de DHGNA induzida por DH reduzindo a ativagdo de vias
lisogénicas no figado. Liu et al (2013) encontraram efeito semelhante do acido oleandlico,
um triterpeno pentaciclico do grupo quimico da -amirina sobre a expressao de SREBP1-
¢ e ChREBP em modelo de esteatose hepatica induzida por frutose, restaurando assim a

histologia hepética.

Como o, B amirina esta envolvida na diminuicdo da expressdao do SREBP1
no tecido hepatico, investigamos genes envolvidos no Gltimo passo para a biossintese de
acidos graxos (tais como FAS e ACC1). A sintase de acido graxo (FAS) € uma enzima
que catalisa 0 Ultimo passo na biossintese de acido graxos, e assim, acredita-se ser um
passo limitante na capacidade maxima do figado para gerar acidos graxos a partir da
lipogénese de novo. A FAS sintetiza cadeia longa de carbono como uma redugéo
equivalente, assim, sob condi¢bes normais, os carboidratos em excesso sdo convertidos
em acidos graxos, seguida por esterificacdo para triacilglicerois, que quando necessario,
fornecem energia através da beta-oxidacao. A Acetil-CoA carboxilase 1 (ACC1) é uma
enzima que catalisa a carboxilacdo dependente de ATP de acetil-CoA, um passo limitante
da velocidade na biossintese dos &cidos graxos, com a producdo de malonil-CoA, o qual
pode ser utilizado pela FAS para a sintese assim de acidos graxos (DORN et al 2010,
HUNKELER et al., 2018, YEH et al., 2018,).

A expresséo relativa no RNAm da ACC1 no grupo DH foi maior em relagdo
ao grupo DP e o tratamento com AMI (10 e 20mg/Kg) e FEN (50 mg/Kg) foi capaz de



86

reduzir significativamente a sua expresséo, levando-nos a pensar em uma menor oferta
de malonil-Coa para a sintese de AG no tecido hepatico. Para assegurar, avaliamos
expressao da proteina FAS por WB e do RNAmM por RT-PCR e observamos que a DH
aumentou significativamente a expressdo da proteina e do RNAmM em relagdo a DP e o
tratamento com AMI (10 e 20mg/Kg) e FEN (50 mg/Kg) foi capaz de reduzir
significativamente a expressao da proteina e do RNAm em relacdo ao grupo DH, levando
assim, uma menor sintese de acido graxo no tecido hepatico observado na quantificacéo
de triglicerideos e colesterol hepatico e na visualizacdo das goticulas de gordura no
figado com o QOil red O e redugéo dos scores de Kleiner.

Os éacidos graxos livres sdo tomados pelas células hepaticas por difusdo
passiva ou por meio de transporte mediado por proteina, sendo assim, investigamos a
expressdao do RNAm de gene transportador de acido graxo, o CD36. O gene CD36
codifica para uma proteina de membrana que facilita a captacédo e utilizacao de acidos
graxos (AG) pelos principais tecidos metabdlicos, como o figado e o tecido adiposo.
Sabe-se que a expressdo de CD36 hepatico € maior em modelos de DHGNA em
camundongos, o qual, subsequentemente, aumenta a absorcdo de acidos graxos livres. Os
estudos clinicos demonstram também gque um aumento da expressdo de CD36 hepética
foi associada a infiltracdo de acido graxo hepéaticos em pacientes com DHGNA, com
aumento da expressdo de CD36 os &cidos graxos livres sdo rapidamente esterificados
dentro dos hepatdcitos para formar diglicéridios (DG) e triglicerideos (TG) e levar ao
quadro clinico observado no modelo animal (LOVE-GREGORY et al., 2008, GAUTAM;
BANERJEE, 2011, YANG et al., 2016).

Expressdo de CD36 é regulada transcricionalemte pelo PPARy, um receptor
nuclear ativado por ligante, hd um elemento de PPAR-sensivel (PPRE) na regido proxima
do promotor de CD36, assim, ambos os ligantes de PPARy naturais e sintéticas, tais como
prostaglandina J2 (PGJ2) e tiazolidinedionas para o tratamento da diabetes, podem
aumentar a expressao de CD36 (YANG et al., 2016). Estudo realizado em nosso grupo
de pesquisa com células 3T3-L1 observou que o, B-amirina reduziu significativamente a
expressao proteica e génica para PPARY nas células, provavelmente, devido a diminuigédo
da expressdo génica de CD36 nos animais tradados com AMI observado no presente
estudo (DE MELO et al., 2019).

O PPARa ¢ um fator de transcri¢do ativado por ligante que estimula a

transcricdo génica pela ligacdo a elementos de resposta proliferativa do peroxissoma
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(PPRE) no promotor de genes alvo. Os genes-alvo do PPARa estdo envolvidos em
numerosos processos bioldgicos, mas estdo relacionadas principalmente com o
metabolismo lipidico, incluindo a oxidagcdo mitocondrial e peroxissomica dos acidos
graxos (AG), bem como a absorcdo e transporte de AG, regulando a expressao de genes
lipogénicos, tais como SREBP-1c, FAS, DGAT e LPL. Além de regular a expressao
génica, o PPARa ¢é capaz de reprimir a transcri¢@o, interagindo diretamente com outros
fatores de transcricdo e interferindo em suas vias de sinalizacdo. Através deste
mecanismo, o PPARa ¢ capaz de regular negativamente a expressao de genes pro-
inflamatorios e, consequentemente, suprimir a resposta inflamatoria. Embora
funcionalmente o PPARa seja melhor caracterizado no figado, o PPARa também ¢
expresso no coragdo, rins, musculo esquelético, intestino delgado, bem como em varios
tipos de células inflamatorias, imunes, como mondcitos e macréfagos (DUVAL;
MULLER; KERSTEN, 2007; ZHANG et al., 2015,).

Nossos resultados mostraram que a DH foi capaz de reduzir a expressao do
PPARa e o tratamento com AMI (10 e 20mg/Kg) e FEN (50 mg/Kg) de aumentar a sua
expressao no tecido hepético. De modo semelhante, o triterpeno acido glicirizico extraido
da Glycyrrhiza glabra, planta medicinal amplamente utilizada na medicina chinesa
tradicional, com potencial hepatoprotetora apresentou aumento da expressao relativa do
RNAm do PPARGa, resultando no aumento da beta-oxidacdo dos AG reduzindo o acumulo
de gordura no tecido hepatico (SUN et al., 2017). Outros triterpenos e diterpenos
apresentaram atividade hepatoprotetora, aumentando a expressao do PPARa no tecido
hepético, como, acteina (CHEN; LIU, 2018), ginsenosideo Rgl (XU et al., 2018) e o
acido carnosico (SONG et al., 2018).

Em estudo realizado por Melo et al (2019) com células 3T3-L1, foi observado
que a, B-amirina nas concentracdes de 25 e 50 pg/mL inibe significativamente a
diferenciacdo e o acumulo de gordura no adipaocito, além de, estimular a translocacdo do
GLUT4 do gene alvo para a membrana celular, sugerindo um aumento da utilizagéo de
glicose por esses adipocitos. Também foi observado que a atividade da AMPK foi
estimulada e a via da SREBP1 foi regulada negativamente nos adipdcitos ap0s exposicao
a a, B-Amirina, sugerindo o seu efeito inibidor na adipogénese regulada por AMPK-
SREBP.
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Sendo assim, foi avaliado o efeito de o, B-amirina sobre a fosforilagdo da
proteina quinase ativada por AMP (AMPKa). A AMPK é uma enzima sensibilizadora do
balanco energético celular, sendo ativada pelo aumento da razdo AMP/ATP deixando
essa razdo sempre constante, assim, processos que interfiram tanto na producdo quanto
no consumo do ATP podem causar a sua ativacdo. A AMPK foi originalmente definida
como uma proteina gquinase do figado de rato que fosforila e inativa duas enzimas chave
da sintese de &cido graxo e esterol de mamifero, isto &, acetil-CoA carboxilase-1 (ACC1)
e 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA redutase, sendo que, sua ativacdo requer a fosforilagéo
por quinases em um residuo de treonina conservado dentro do dominio quinase
(geralmente denominado Thr-172), além de inativar a SREBP-1 no momento da sua
translocacdo (HARDIE, 2013;, LI et al., 2011; LEE et al., 2009).

No presente trabalho, foi observado que a DH diminuiu a expressao de
pAMPK e o tratamento com AMI (10 e 20 mg/Kg) e FEN 50 mg/Kg aumentou a
expressdo de AMPK, supondo assim, que o triterpeno atua por essa via, regulando o
balanco energético celular, melhorando a sensibilidade & insulina e podendo inibir a

ativacdo de genes envolvidos na lipogénese como 0 SREBP-1, ACC e FAS.

ZHU et al. (2018), demostraram que o triterpeno acido ganodérico reduziu o
ganho de peso corporal, a acumulacdo de gordura no figado e tecido adiposo, melhorou
os niveis de lipidos no soro e a sensibilidade a insulina em camundongos obesos induzidos
por dieta hiperlipidica (DH). A droga estudada também atenuou a esteatose hepética,
acompanhada pela reducdo da expresséio do RNAm de genes alvos que regulam
metabolismo lipidico hepatico, como, SREBP1, FAS e ACC, assim como observado em
nosso estudo. Um diterpeno, o acido carnodsico, em modelo de esteatose hepatica em
camundongos induzida por DH, apresentaram uma melhora na tolerancia a glicose e
insulina, além da reducdo de citocinas pro-inflamatorias e a supressao do acimulo de
lipidios, através da modulagéo da via PI3K/AKT, NLRP3/NF-kB e SREBP-1c, ACC e

FAZ, assim como observado no presente estudo (SONG et al., 2018).

Assim como AMI, foi reportado que o acido ursolico, triterpeno do grupo da
a-amirina, atenuou significativamente a esteatose hepatica induzida por DH através do
aumento da R-oxidacdo pelo aumento da expressdo do PPAR-a no figado, melhorando
enzimas chaves no controle do metabolismo lipidico e reduzindo a expressdo das
proteinas SREBP1-c, FAS e CD36 no tecido hepatico e assim, os disturbios metabolicos
foram consequentemente melhorados (KWON; SHIN; CHOI, 2018). Outro triterpeno, o
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acido 18B-glicirretinico (grupo B-amirina) em modelo de obesidade induzida por DH em
camundongos, reduziu significativamente o peso corporal, o peso de gordura, e 0s niveis
de lipideos no plasma e reduziu a expresséo relativa do RNAm para os genes ACC e FAS
e SCD1 no tecido hepético, melhorando assim o acumulo de &cidos graxos no figado
(PARK et al., 2014).

Acido oleandlico, triterpeno do grupo da B-amirina, restaurou a histologia
hepatica em modelo com dieta hiperlipidica na dose de 25 mg/Kg, melhorando o perfil
lipidico, a resisténcia a insulina e regulando negativamente a expressao dos genes da via
lipogénicas, como SREBP1, FAS e ACC1 e os genes pro-inflamatorios IL-1, IL-6 e
TNFa, além de aumentar a expressio do RNAm de PPARa responsavel assim pelo
aumento da R-oxidacdo. Com consequente reducdo do acumulo de triglicerideos e
inflamacdo no figado (JEZIRI et al., 2018).

Triterpeno acido asiatico (AA) (grupo a-amirina), na dose de 20mg/Kg em
modelo de obesidade induzida por DH, reduziu o peso corporal, niveis de glicose no
sangue, resisténcia a insulina e niveis de leptina, adiponectina, amilase e lipase e reduziu
a expresséio do RNAm de ACC, proteina desacopladora-2 (UCP2) e carnitina
palmitoiltransferase-1 (CPT1) ativando vias como a da 3-oxidag&o, reduzindo o acimulo
de lipideos no tecido hepatico (RAMESHREDDY, P. et al., 2018).

De modo semelhante, o triterpeno lupenona, também presente na resina de
Protium heptaphyllum, apresentou atividade antidiabética significativa, inibindo a
atividade da o-glicosidase in vitro e melhorarando o metabolismo da glicose em
camundongos diabéticos induzidos por aloxana (NAVGHARE; DHAWALE, 2017).
Outro grupo de pesquisa constatou que a lupenona inibiu a atividade da enzima a-amilase
¢ a-glicosidase nos Orgaos e reduziu a glicemia de jejum em ratos diabéticos do tipo 2
induzidos por estreptozotocina e alimentados com dieta rica em gordura, além disso, a
lupenona melhorou o peso corporal, a ingestdo de dgua/alimentos, a producdo urinaria, o
estado mental, a tolerancia a glicose e a tolerancia a insulina de ratos diabéticos tipo 2
(XU et al., 2014, 2018). Estudo realizado por AHN; OH. (2013) demonstraram que a
lupenona resultou numa reducdo significativa da acumulacao de lipidos e de expressédo
de genes adipogénicos (PPAR y e C/EBPa) de modo dependente da dose em células 3T3-
L1.
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A fim de avaliar o efeito da AMI sobre a esteatose hepatica utilizamos o
modelo de cultura de carcinoma hepatocelular HepG2. Inicialmente foi observado que a
AMI ndo provocou alteracdo da viabilidade celular em células HepG2, mostrando que a
AMI ndo apresenta citotoxicidade. Os resultados foram obtidos nos hepatocitos no

periodo de 24h de incubacdo com AMI.

Para avaliar a esteatose hepatica, in vitro, um modelo celular hepatico foi
previamente estabelecido pelo tratamento de células HepG2 humanas com os acidos
graxos livres (AGL), levando em consideracdo os principais acidos graxos presentes no
corpo humano, que incluem o acido palmitico (PA) e acido oleico (OA) e PA e OA sdo

amplamente utilizados para induzir esteatose in vitro

De modo semelhante, o triterpeno celastrol isolado de Celastrus regelii, com
um agente promissor para o tratamento da obesidade, ndo promoveu efeito significativo
na reducdo da viabilidade celular em células HepG2 em modelo de esteatose hepética
induzida por acidos graxos (HAN et al., 2018). Outro triterpeno pentaciclico com
potencial atividade hepatoprotetora, o &cido maslinico, ndo causa reducao da viabilidade
celular em células HepG2 (LIU et al., 2014).

No presente estudo, a AMI e FEN reduziram o acimulo de lipideos nas
células HepG2, demonstrado através da coloracdo com Qil Red O. Corroborando com
esse estudo, o triterpeno celastrol reduziu o acumulo de lipideos nas células HeG2 e
promoveu a inibicdo de processos pro-inflamatdrios, como a expressao proteica das
citocinas, IL-1 e TNF alfa. (HAN et al., 2018).

Liu et al (2014), realizaram estudo com o &cido maslinico (MA), um
triterpeno pentaciclico abundante na pele de azeitona, em células HepG2 e foi observado
que o triterpeno exerce efeito antidiabético aumentando o contetdo de glicogénio e
inibindo a atividade da enzima glicogénio fosforilase nas células HepG2, além de reduzir

0 contetdo de lipideos nas células.

Por fim, os resultados evidenciados neste estudo, mostraram que o tratamento
com a a, [-amirina preveniu o desenvolvimento da DHGNA em camundongos
submetidos a dieta hiperlipidica durante 15 semanas, tendo resultados semelhantes ao
agente antilipidémico utilizado como controle positivo o fenofibrato. Sua atividade na
prevencdo da esteatose se da através da melhora da resisténcia a insulina e reducéo dos

marcadores do estresse oxidativo, levando a reducdo do acumulo de acidos graxos no
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tecido hepético, estando associado a desregulacdo da via beta-oxidagao e lipogénese no
tecido hepatico, devido a regulacdo negativa do SREBP1-c, ACC1, FAS e CD36
concomitante a regulacdo positiva do pAMPK e PPARa, reduzindo a lipotoxicidade e

evitando a progressdao da DHGNA no modelo (Figura 21).
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7. CONCLUSOES

e Os resultados demonstram potencial efeito hepatoprotetor da a, 3-amirina, na prevencao
da DHGNA induzida por dieta hiperlipidica.

e Sugerindo que o efeito do triterpeno esta associado a reducdo da lipogénese, da sintese e
transporte de triglicerideo, associado a regulacdo negativa do SREBP1, ACC1, FAS e
CD36.

e Além da melhora da resisténcia a insulina e aumento da peroxidacéo lipidica associado
a regulacdo positiva do AMPK e PPARa reduzindo a lipotoxicidade, evitando assim, a
progressdo da DHGNA.

e Sendo considerado um possivel prototipo para novos farmacos para o tratamento da
DHGNA.
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Figura 21. Esquema representativo dos possivéis mecanismos de acao da a, 3-amirina

no efeito preventivo da DHGNA.
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Adaptado por Dowman et al., 2010 e Roberts KK, 2017.

Legenda: Alteraces metabdlicas que resultam em acimulo de triglicérides hepaticos em estados
resistentes a insulina. A resisténcia a insulina é manifestada por hiperinsulinemia, aumento da
producdo hepatica de glicose e diminuicdo do armazenamento de glicose. Nos adipdcitos, a
resisténcia a insulina aumenta a atividade da lipase sensivel ao horménio (HSL), resultando em
taxas elevadas de lip6lise de triglicérides e aumento do fluxo de AGL no figado. Os AGL podem
ser oxidados nas mitocondrias para formar ATP ou esterificados para produzir triglicerideos para
armazenamento ou incorporagdo em particulas de VLDL. No figado, a AMI reduziu a expressdo
de SREBP-1, levando a reducdo da ativacgdo transcricional de genes lipogénicos, como 0 ACCL,
FAS e CD36 e aumentou a expressdao de AMPK e PPARa reduzindo a resisténcia a insulina e
ativando vias de 3-oxidacéo, respectivamente.
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