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RESUMO

A doenca hepatica gordurosa ndo alcodlica é caracterizada por uma gama de
disfuncdes, que podem levar a alteragdes morfologicas e funcionais nos hepatocitos,
variando desde esteatose até esteato-hepatite, podendo evoluir para cirrose e
hepatocarcinoma. A patogenia da doenca envolve um desequilibrio entre a producéo
e a degradacao e/ou a exportacao de trigliceridios. O diagnostico é realizado atraves
de métodos de imagem, exames bioquimicos e bidpsia hepatica, que € considerada
0 padrdo-ouro. O tratamento geralmente envolve a terapéutica de comorbidades,
através de estratégias e medicamentos para perda de peso, hipolipidemiantes e
sensibilizadores da insulina, além de terapias alternativas, como a fitoterapia, um
recurso de facil acesso e baixo custo, caracterizado pelo tratamento de afeccdes
através da utilizacdo de substratos naturais de origem botanica. Esta dissertacéo
apresenta dois artigos: uma revisao da literatura a respeito do uso de fitoterapicos na
doenca hepatica gordurosa ndo alcodlica e um segundo artigo, que objetivou
analisar os efeitos bioquimicos e histolégicos da administracdo do extrato aquoso de
baccharis trimera (carqueja), em ratos submetidos a protocolo de inducdo dietética
de esteatose hepatica. Este ultimo, refere-se a um estudo experimental com duracao
de 30 dias, com 30 ratos Wistar, divididos em quatro grupos, o grupo LAB, que
recebeu dieta comercial e administracao oral de solugcdo salina, o grupo AIN, que
recebeu dieta indutora de esteatose hepatica e administracdo de solucdo salina, o
grupo CARQMIN, gue recebeu a dieta indutora e o extrato da baccharis trimera em
sua menor dose (3 mg/dia) e o grupo CARQMAX, que recebeu a dieta indutora e 0
extrato aquoso da baccharis trimera em sua maior dose (6 mg/dia). O ganho de peso
e 0 consumo alimentar foram registrados durante todo periodo experimental, para o
célculo do coeficiente de eficiéncia alimentar (CEA). Foram realizadas analises
fitoquimicas qualitativas do extrato aquoso da baccharis trimera e determinacdes
bioguimicas séricas de glicose, lipidios e provas de funcdo e lesdo hepatica, e
andlise histoldgica do tecido hepatico, para observagdo da presenca e do grau de
esteatose. O CEA aumentou em todos os grupos que receberam a dieta AIN.
Observou-se um aumento significativo nos valores de trigliceridios e da fragdo VLDL
nos animais dos grupos tratados com a carqueja, quando comparados aos animais
do grupo LAB. Para o colesterol total e o HDL, observou-se uma tendéncia de
elevacdo nos animais tratados com a carqueja, especialmente em sua maior dose.
Curiosamente, o grupo AIN apresentou valores de AST inferiores aos dos demais
grupos, e de ALT menores que os do grupo LAB. Embora nédo tenha havido
diferenca entre os grupos nem no numero de casos de esteatose hepatica (P=0,06),
nem em seu estadiamento, o residuo ajustado da frequéncia de auséncia de
esteatose para o grupo LAB foi de 2,8, indicando que este grupo apresentou uma
frequéncia de auséncia de esteatose maior que a do esperado pelo acaso. O uso do
extrato aquoso da baccharis trimera no presente estudo ndo preveniu, nem atenuou
a esteatose hepética induzida pela dieta; além disso, tal uso promoveu alteracées no
perfil lipidico sérico dos animais.

Palavras-chave: esteatose hepatica. baccharis trimera. fitoterapia.



ABSTRACT

Nonalcoholic fatty liver disease is characterized by a range of disorders that can lead
to morphological and functional changes in hepatocytes, ranging from steatosis to
steatohepatitis, may progress to cirrhosis and hepatocellular carcinoma. The
pathogenesis of the disease involves an imbalance between production and
degradation and / or export of triglycerides. Diagnosis is made by imaging methods,
biochemical tests and liver biopsy, which is considered the gold standard. Treatment
usually involves treatment of comorbidities, through strategies and medications for
weight loss, lipid-lowering and insulin sensitizers, and alternative therapies such as
herbal medicine, easy access feature and low cost, characterized by the treatment of
diseases through use of natural substrates of botanical origin. This dissertation
presents two articles: a literature review about the use of herbal medicines in non-
alcoholic fatty liver disease and a second article, which aimed to analyze the
biochemical and histological effects of administration of the aqueous extract of
trimera baccharis (gorse), in rats submitted dietary protocol induction of hepatic
steatosis. The latter refers to an experimental study over 30 days, with 30 rats were
divided into four groups, the LAB group receiving commercial diet and oral
administration of saline, the AIN group that received inducing diet hepatic steatosis
and saline administration, CARQMIN group, which received the inducing diet and the
trimera baccharis extract in its lower dose (3 mg / day) and CARQMAX group, which
received the inducing diet and aqueous extract of baccharis trimera in its highest
dose (6 mg / day). Weight gain and food consumption were recorded throughout the
trial period, to calculate the coefficient of feed efficiency (CEA). Qualitative
phytochemical analysis of aqueous extract of trimera baccharis and serum
biochemical tests were performed glucose, lipids and function tests and liver
damage, and histological analysis of the liver tissue, to observe the presence and
degree of steatosis. CEA increased in all groups that received the diet AIN. There
was a significant increase in triglyceride values and VLDL fraction in animal groups
treated with the gorse, when compared to the animals of the LAB group. For total and
HDL cholesterol, there was a trend towards increase in the animals treated with the
coot, especially in their highest dose. Interestingly, the AIN group had AST values
lower than those of other groups, and lower ALT that the LAB group. Although there
was no difference between groups or the number of cases of hepatic steatosis (P =
0.06), nor in its staging, the set residue frequency of absence of steatosis to the LAB
group was 2.8, indicating that This group showed a frequency of no steatosis greater
than expected by chance. The use of aqueous extract of trimera baccharis in this
study did not prevent or attenuated hepatic steatosis induced by diet; Furthermore,
such use made changes in serum lipid profiles of the animals

Key Words: hepatic steatosis. baccharis trimera. herbal medicine.
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1 INTRODUCAO GERAL



A doenca hepatica gordurosa nao alcodlica (DHGNA) é caracterizada por
alteracOes histoldgicas e funcionais nos hepatdcitos, abrangendo desde a esteatose
hepatica, que ocorre quando o acumulo de lipidios no tecido hepético excede 5% a
10% do peso do figado, até a esteato-hepatite, com inflamacdo hepatocitaria e
fiborose, podendo evoluir para cirrose hepatica até hepatocarcinoma
(BRAUNERSREUTHER et al., 2012; FARRELL et al., 2012; SOUZA et al., 2012;
WILLIAMSON et al., 2011).

A importancia da DHGNA tem crescido nos ultimos anos pela sua prevaléncia,
atingindo 20% a 30% da populacdo em paises ocidentais, principalmente em
consequéncia da obesidade, sedentarismo e alimentacéo rica em calorias (BARSIC
et al., 2012; BORGES, 2010).

A DHGNA ¢é considerada o componente hepatico da sindrome metabdlica,
gue é caracterizada por anormalidades como obesidade, resisténcia a insulina,
dislipidemia e risco elevado para doencas cardiovasculares (CHAVES et al., 2012;
FARRELL et al., 2012; KARNIKOWSKI et al., 2007; MAZO et al., 2011).

A patogénese da doenca é multifatorial e ainda ndo esta completamente
elucidada, porém, estudos demonstram que o aumento do conteudo intracelular de
trigliceridios ocorre devido ao desequilibrio entre a producdo e a exportacdo desses
lipidios. O aumento da oferta ou da sintese endogena de acidos graxos pode levar
ao acumulo de trigliceridios nos hepatécitos se a beta-oxidacdo mitocondrial e a
producédo e secrecao de VLDL forem insuficientes; este acimulo pode atingir niveis
elevados, gerando estresse oxidativo, com formacao de radicais livres, ocasionando
dano mitocondrial. A peroxidacdo lipidica resultara em dano hepatico direto,
podendo provocar o agravamento da doenca (FARRELL et al., 2012; LAM, 2009;
MAZO et al., 2011; SOLER et al., 2008; SOUZA et al., 2012; YOUNOSSI, 2009).

O diagnédstico da DHGNA requer exclusdo de outras doencas como, por
exemplo, as hepatites virais e alcodlicas, e a utilizacdo de medicamentos com efeitos
hepatotoxicos. Os métodos diagndsticos mais utilizados na atualidade incluem os de
imagem, como ultrassonografia, tomografia computadorizada e ressonancia
magnética, exames bioquimicos, como determinagdo de aspartato aminotransferase

(AST), alanina aminotransferase (ALT), fosfatase alcalina (ALP), gama-
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glutamiltransferase (GGT), além de biépsia hepética, que ainda € considerada
padrdo-ouro e 0 Unico exame que avalia e classifica o estadiamento da doenca
(BARSIC et al., 2012; PINTO, 2006; RAMOS, 2011).

Dada a etiologia multifatorial da DHGNA, ndo existe um tratamento padrdo
exclusivo. As modalidades de tratamento mais aceitas sado perda de peso gradual,
através de mudancas dietéticas, pratica de atividade fisica regular e medicamentos
para perda de peso, uso de sensibilizadores da insulina, agentes antioxidantes e
citoprotetores (FILIPPATOS e ELISAF, 2010; HARRISON et al., 2009; PINTO, 2006;
ROCHA et al., 2007).

Além dessas alternativas, o uso de chas de plantas medicinais é altamente
difundido no Brasil, que possui uma imensa diversidade de espécies nativas usadas
para 0os mais variados fins. Porém, ha necessidade de estudos que comprovem a
eficacia desta modalidade terapéutica, que aparece como uma alternativa,
principalmente para a populacéo carente (ROSA, 2011).

Grande parte da populacédo recorre as terapias alternativas para o tratamento
de estados patoldgicos; dentre elas, a fitoterapia assume lugar de destaque. De
acordo com a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), 80% da populacdo mundial
recorre a fitoterapia para o tratamento de doencas (NOVAIS etal.,, 2004). Tal
alternativa terapéutica é caracterizada pelo tratamento de afeccdes através da
utilizacdo de substratos naturais de origem boténica. Diversas plantas medicinais
tém sido estudadas e utilizadas com o objetivo de reducdo de peso e atividade
hipolipidemiante, principalmente aquelas com acéo inibidora de lipases, ou com

propriedades termogénicas, ou supressoras do apetite (MANENT]I, 2010).

Neste contexto, o presente estudo visa contribuir com a discussao da
utilizacdo da fitoterapia como estratégia preventiva e terapéutica na doenca do
figado gorduroso ndo alcodlico, particularmente na esteatose hepatica. A
dissertacdo é composta por dois artigos; o primeiro trata-se de uma revisdo da
literatura, intitulada: A utilizacdo da fitoterapia na doenca hepatica gordurosa nao
alcodlica, e o segundo artigo, fruto de um trabalho experimental, intitula-se: Efeitos
bioquimicos e histologicos da administracdo do extrato aquoso de baccharis trimera

em ratos submetidos a protocolo de inducao dietética de esteatose hepatica.
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2 COLETANEA DE ARTIGOS
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Capitulo de revisao

A utilizacdo da fitoterapia na doenca hepética gordurosa néo alcoolica
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INTRODUCAO

Um fitoterdpico é definido como um medicamento utilizado para tratar
afeccdes, obtido através de matéria-prima vegetal ativa, com eficacia e riscos de
utilizacdo conhecidos, capaz de ser reproduzido com qualidade constante (BRASIL,
2004). De acordo com Castro et al. (2004), uma planta medicinal pode ser definida
como qualquer vegetal que produza substancias biologicamente ativas utilizadas

terapeuticamente ou que deem origem a farmacos semissintéticos.

O uso de plantas como alternativa terapéutica curativa é milenar e
considerado importantissimo para a historia, medicina e cultura da humanidade
(TOMAZZONI et al., 2006). Os métodos convencionais, como a alopatia, por serem
0ONnerosos e por muitas vezes serem mais agressivos ao organismo, estdo perdendo
espaco para as praticas ndo convencionais e alternativas, como a fitoterapia
(ZHANG, 2000).

A maior utilizacdo de fitoterapicos pela populacdo pode ser explicada pelo
incentivo de pesquisas cientificas, que permitem maior seguranca na utilizacdo e
novas descobertas viaveis e pelo fato de a populacdo estar buscando métodos
terapéuticos menos agressivos ao organismo. Para orientar de forma segura e
adequada o uso de fitoterapicos e plantas medicinais, os profissionais de saude
necessitam de conhecimento prévio, pois 0s mesmos devem estar atentos a
efetividade dos principios ativos e aos riscos de intoxicacdo (ALBERTASSE et al.,
2010; BRUNING et al., 2012; FORMIGA BEZERRA et al., 2013; NASCIMENTO et
al., 2013).

Apesar de o0 uso de plantas medicinais ser disseminado na populacédo, sua
efetividade em relacdo as doencas hepaticas cronicas € pouco conhecida e 0s
estudos sdo escassos. Os estudos com humanos apontam, em sua maioria, para
melhorias nos sintomas referidos, sem observar, no entanto, outros indicadores mais
precisos, como a histologia hepatica e marcadores bioquimicos (STICKEL e
SCHUPPAN, 2007).
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Assim, novas investigacdes sdo necessarias para melhor determinar o uso da
fitoterapia nas doencas hepaticas, em especial no que se refere ao tratamento e/ou

prevencao da doenca hepatica gordurosa néo alcodlica.

A doenca hepatica gordurosa néo alcodlica (DHGNA)

A doenca hepatica gordurosa nao alcoolica (DHGNA) é caracterizada por
alteracdes histologicas e funcionais nos hepatdcitos, abrangendo desde a esteatose
hepatica até inflamacdo e fibrose hepatocitaria, podendo evoluir em casos mais
graves para cirrose hepatica até hepatocarcinoma. E considerada a doenca hepatica
mais prevalente em paises ocidentais, acometendo de 20% a 30% da populacéo, e
esta associada ao estilo de vida adotado na atualidade. Mesmo considerada alta, tal
prevaléncia pode estar ainda subestimada, devido aos dificeis métodos
diagnésticos, como a bidpsia hepatica (BEDOGNI et al., 2005; CHITTURI et al.,
2011; FAN e FARREL, 2009; WILLIAMSON et al., 2011; WONG et al., 2012).

A patogenia da DHGNA néo esta inteiramente elucidada, porém, sugere-se
gue o acumulo de trigliceridios, a esteatose hepética, interfere na resposta dos
hepatocitos as mudangcas nos niveis de insulina, resultando em resisténcia a
insulina, sendo esta considerada a primeira fase da doenca. A progressao da
doenca ocorre quando, junto a esteatose, ocorrer fibrose e necro-inflamacéo
decorrentes do estresse oxidativo, resultante da oxidacdo mitocondrial de &cidos
graxos e da expressao de citocinas inflamatérias (FARESE JR. et al., 2012; SOUZA
et al., 2012).

Devido a sua etiologia multifatorial, o tratamento da doenca nao esta bem
estabelecido. Entre as modalidades terapéuticas estdo incluidas perda de peso
gradual, modificacBes dietéticas e uso de medicamentos, além de terapias
alternativas, como a fitoterapia e o0 uso de plantas medicinais, que merecem
destaque, especialmente no Brasil, pelo incentivo do Governo Federal em pesquisas
na Ultima década (BRASIL-RENISUS, 2009; FILIPPATOS e ELISAF, 2010;
HARRISON et al., 2009; PINTO, 2006; ROCHA et al., 2007).
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Fitoterapicos e a DGHNA

Estudos clinicos com fitoterapicos sao rotineiramente realizados,
especialmente na China, que é pioneira no uso da fitoterapia, onde a prética é
bastante difundida e os estudos sobre o tema sdo amplamente publicados; nesse
pais, sO se recorre a alopatia quando ndo se encontra um substituto fitoterapico
equivalente (SANTOS et al., 2011).

O uso da fitoterapia para o tratamento de doencas hepéticas, em particular,
demonstra efeitos positivos como, por exemplo, acdo anti-inflamatéria e anti-fibrética
(VERMA e THULUVATH, 2007).

Dentre as plantas mais comumente utilizadas no tratamento da DHGNA em
estudos clinicos estdo Crataegus pinnatifida, Salvia miltiorrhiza, orientalis Alisma,
Bupleurum Chinense, Cassia obtusifolia, Astragalus membranaceous e Rheum
palmatum (LIU et al., 2013).

Pei et al. (2012) avaliaram, em seu estudo com adultos acometidos por
esteato-hepatite ndo alcoodlica, o uso do fitoterapico chinés denominado Qinggan
Huatan Huoxue e observaram melhora em relagdo ao peso corporal, indice de
massa corporea (IMC), lipidograma, marcadores de lesdo hepética e resultados da
ultrassonografia hepatica. Estudo semelhante foi realizado por Ji et al.(2004), que
avaliaram os efeitos da utilizacao de outro fitoterapico denominado Qinggan Huoxu e
observaram reducdo dos niveis sanguineos de alanina aminotransferase (ALT),
aspartato aminotransferase (AST), de gama-glutamiltransferase (GGT), de
trigliceridios e da lipoproteina de muito baixa densidade (VLDL), reducdo dos niveis
de marcadores de fibrose hepatica e citocinas e melhora no dano oxidativo lipidico
hepatico.

A partir da utilizagdo da decocg¢do do fitoterapico Tiaozhi Yanggan em
pacientes portadores de doenca hepatica gordurosa nado alcodlica, foi observada
melhora dos sintomas hepaticos, da funcéo do figado, dos lipidios sanguineos e dos
indices iconograficos (GU et al., 2007). Da mesma maneira, 0 uso do fitoterapico Yiqi
Sanju em pacientes igualmente diagnosticados com DHGNA, proporcionou melhora
no IMC, na circunferéncia da cintura e nos indicadores HOMA2 -IR, ALT, AST, TG
(LOU et al., 2008).
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Estudos experimentais relacionados ao uso de fitoterapicos, especificamente
na DHGNA, também séo realizados e os resultados encontrados sédo semelhantes
aos estudos clinicos, como no estudo de Chechi et al. (2010), que observaram
menor concentracdo de gordura hepatica utilizando Oleo de linhagca em ratos

portadores de sindrome metabdlica.

Wang et al. (2013) observaram reducdo da adiponectina e do acumulo de
lipidios hepaticos utilizando o extrato de Artemisia scoparia, em camundongos com
obesidade induzida por dieta. A ingestdo da fracao rica em triterpendides da llex
hainanensis, por sua vez, causou efeito antioxidante, anti-inflamatério e melhora da
esteatose hepatica em ratos Sprague-Dawley, que receberam dieta hiperlipidica
(CUI et al., 2013). Em contrapartida, no estudo de Kim et al. (2013), utilizando a
suplementacdo com garcinia combogia, observou-se reducdo significativa do
acumulo de gordura visceral, do tamanho dos adipdcitos e da intolerancia a glicose
em ratos com obesidade induzida por dieta rica em gordura, no entanto, também
foram observados surgimento de fibrose hepatica, processo inflamatério e efeito

oxidante.

Nos estudos de Hussein et al. (2011) e Yamabe et al. (2009), utilizando ilex
paraguariensis (cha mate) e matcha (chd verde), em ratos que receberam dieta
hiperlipidica e ratos diabéticos, respectivamente, foi observada reducao da ingestéao
de alimentos e do peso corporal e aumento dos niveis de leptina, assim como da

glicemia, dos lipidios sanguineos e hepaticos e do tecido adiposo.

Metabdlitos secundarios e a DHGNA

Uma dieta rica em frutas, legumes e verduras pode prevenir diversos tipos de
cancer e reduzir o risco de desenvolvimento de enfermidades cronicas nao
transmissiveis; esses efeitos se devem a combinacdo de micronutrientes,
antioxidantes, fibras e substancias fitoquimicas presentes nestes alimentos. As
substancias bioativas de tais alimentos apresentam a propriedade de prevenir e/ou
atenuar as afeccdes cronicas nao transmissiveis (World Cancer Research Fund.,
2007).
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As substancias responsaveis por proporcionar os efeitos encontrados com a
utilizacao de fitoterapicos, segundo Baladrin (1985), sdo os metabdlitos secundarios
presentes em espécies vegetais. As espécies vegetais sdo compostas por
metabdlitos primarios, como carboidratos, proteinas e lipidios, e metabdlitos
secundarios, que sao produzidos a partir da sintese dos metabdlitos primarios,
como, por exemplo, os compostos fendlicos, terpendides, Oleos essenciais e
alcaldides. Tais compostos apresentam grande importancia, pois atuam na atracao
de polinizadores, defendem contra o estresse ambiental, além de serem os

responsaveis pelos efeitos medicinais ou toxicos das plantas.

Uma vez que o desenvolvimento e a progressdo de doencas hepaticas
cronicas estdo intimamente ligados ao dano oxidativo dos hepatdcitos, os produtos
naturais podem, dessa maneira, exercer efeito protetor para o 6rgdo. Dentre os
compostos mais encontrados nos vegetais incluem-se os fendlicos, especialmente
os flavondides, que possuem grande atividade bioldgica, principalmente relacionada
as defesas antioxidantes (FERNANDES, 2013).

Os flavondides sé@o substancias arométicas contendo 15 atomos de carbono
(C15) no seu esqueleto basico e, conforme seu estado de oxidacdo, apresentam-se
como diferentes classes: antocianinas, flavondis, flavonas, isoflavonas, flavononas e
flavanas, com mudltiplos efeitos biol6gicos, como atividade antioxidante, anti-
inflamatoéria e antitumoral, poder de reducdo da fragilidade e permeabilidade
capilares; inibicdoda destruicdo do colageno e da agregacéo plaquetaria (ARAUJO,
2008; FILHO et al., 2001).

As catequinas, substancias polifendlicas, exercem acao hipolipemiante,
termogénica, antioxidante e anti-inflamatéria, que podem mitigar a ocorréncia e a
progressao da DHGNA (MASTERJONH e BRUNO, 2012).

Os fitoesterdis, por sua vez, sdo compostos bastante semelhantes ao
colesterol e, devido a esta similaridade, parecem ser responsaveis pela excrecéo
fecal do colesterol dietético e pela consequente reducdo do colesterol sérico. Os
efeitos dos esterdides vegetais na reducdo do colesterol sanguineo tém sido
amplamente estudados por suas propriedades hipocolesterolémicas (ARAUJO,
2008).
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As saponinas sd0 compostos que apresentam propriedades detergentes e
surfactantes. Nas plantas, tém a funcdo de regular o crescimento, defender contra
insetos e patégenos. No organismo humano, exercem efeito antioxidante e
citotéxico, atuando contra células tumorais, e reduzem a absor¢do de lipidios, pois
se ligam aos sais biliares e ao colesterol no tubo digestivo, impedindo sua absorcéo
(SCHENKELEet al., 2007).

Espécies da familia Asteraceae, em especial a espécie baccharis,
apresentam uma variedade de metabdlitos secundarios, com destaque para 0s
flavondides e terpenos, reconhecidos pela importancia para a medicina no
tratamento e prevencdo de varios males, como do estdmago, figado, anemias,
inflamacdes, diabetes e doencas na prostata, sendo também descritos como

remédio para o processo de desintoxicacdo do organismo (VERDI et al., 2005).

Consideracdes finais

Diante do exposto, torna-se evidente a importancia do uso de fitoterapicos
como potencial alternativa terapéutica para o tratamento de doencas hepéticas,
inclusive da doenca hepética gordurosa ndo alcoolica, notadamente na reducdo da
ingestao de alimentos, IMC e peso corporal, aumento dos niveis de leptina, melhora
dos niveis séricos de glicose, lipidios e marcadores de lesdo e fibrose hepatica,

reducéo dos niveis de citocinas e melhora no dano oxidativo lipidico hepatico.

Assim, sdo necessarios estudos adicionais neste contexto, para a descoberta
de novas espécies com capacidade preventiva e curativa e a investigacao de seus

possiveis efeitos toxicos.
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Artigo de resultados
Efeitos bioquimicos e histologicos da administracdo do extrato aquoso de baccharis

trimera em ratos submetidos a protocolo de inducédo dietética de esteatose hepatica
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1 INTRODUCAO

A doenca hepética gordurosa nao alcoolica (DHGNA) é caracterizada por
alteracdes histologicas e funcionais nos hepatdcitos, abrangendo desde a esteatose
hepética, que ocorre quando o acumulo de lipidios no tecido hepatico excede 5% a
10% do peso do figado, até a esteato-hepatite, com inflamacé&o hepatocitaria e
fibrose, podendo evoluir para cirrose hepatica até hepatocarcinoma. A patogenia ndo
esta bem estabelecida, mas sabe-se que envolve um desequilibrio entre a producéo
e a degradacdo e/ou exportacdo de trigliceridios do figado (BRAUNERSREUTHER
et al., 2012; WILLIAMSON et al., 2011).

Estudos sobre o tratamento da DHGNA tém sido realizados, apresentando
resultados satisfatorios, porém ndo conclusivos. Neste contexto, a utilizacdo de
metformina demonstrou ser superior ao tratamento com vitamina E, induzindo
melhora nas aminotransferases, no peso corporal e nos parametros da sindrome
metabodlica. O tratamento com probidticos também pode ser utilizado, pois se
acredita que as bactérias podem desempenhar um papel endégeno na patogénese
da resisténcia a insulina e da DHGNA e a descontaminacao intestinal ou a inibigcéo
do fator de necrose tumoral alfa (TNF-a, tumor necrosis factor alpha) demostraram
efeitos positivos na terapéutica da doenca, diminuindo a expressao hepatica do RNA
mensageiro do TNF-a, reduzindo a resisténcia a insulina e a expressdo de
anticorpos anti-TNF. O tratamento com adiponectina, por sua vez, apresentou bons
resultados por atenuar drasticamente a hepatomegalia, a esteatose e a inflamacao,
além de reduzir a hiperglicemia, reverter a resisténcia a insulina e causar a perda de
peso. Sensibilizadores de insulina, como rosiglitazona, restricdo dietética e terapia
de exercicios também tém sido utilizados, além de terapias alternativas, como a
fitoterapia, que tem assumido papel de destaque (ADAMS et al., 2006; BUGIANESE
et al., 2005; LI et al., 2003; LIN et al., 2000; RATZIU et al., 2008; UENO et al., 1997,

XU et al., 2013).

A fitoterapia € uma estratégia que tem demonstrado efeitos positivos na
prevencdo ou no tratamento de afecgbes, pelo uso de matéria-prima vegetal.
Algumas espécies vegetais estdo diretamente associadas a alteracbes do

metabolismo lipidico; dentre elas destacam-se a tabebuia avellanedae (ipé roxo),



24

smilax sp (salsaparrilha), pfaffia paniculata (ginseng brasileiro), ilex paraguariensis
(erva mate), paullinia cupana (guarana), camellia sinensis (cha verde) e a baccharis
trimera (carqueja) (MANENTI, 2010; PIZZIOLO et al., 2010).

O Ministério da Saude (BRASIL, 2009) publicou em fevereiro de 2009 a
Relac&o nacional de plantas medicinais de interesse do Sistema Unico de Salde-
SUS (RENISUS), composta por 71 espécies vegetais, para as quais serao
priorizadas as pesquisas e 0s investimentos publicos para os proximos anos,
objetivando avaliar a seguranca e a eficacia de sua utilizagdo. A Baccharis trimera,
popularmente conhecida como carqueja amarga ou vassoura, € uma espécie listada
na relacdo RENISUS, utilizada pela populacdo brasileira para perda de peso,
atividade antidiabética e hipolipidémica. Esta planta exerce, também, acao
hepatoprotetora, digestiva, diurética, antianémica, antirreumatica e efeitos benéficos
em quadros de gastroenterites. Estudos demonstram que o efeito redutor no
percentual de gordura e no peso corporal pode ser explicado especialmente pela
acao das flavonas e dos triterpenos presentes na planta, que provavelmente atuam
como desacopladores da cadeia respiratoria mitocondrial. Dessa forma, tais
substancias aumentam o gasto caldrico total e maximizam o emagrecimento dos
pacientes (CONGRESSO BRASILEIRO DE OLERICULTURA, 2011; DRESCH et al.,
2006; FIGUEIREDO e PEREIRA, 2012; VERDI et al., 2005).

A utilizacdo de modelos roedores é importante para o estudo da DHGNA, pois
permite melhor entendimento de sua fisiopatologia e o teste de estratégicas
terapéuticas. A inducdo dietética da DHGNA em modelos animais tem sido
realizada através da utilizacdo de dietas ricas em lipidios ou com restricdo de
aminoacidos. No entanto, estudos recentes demonstram que a dieta padrdo para
roedores, publicada pelo American Institute of Nutrition (AIN), em sua ultima verséao,
AIN-93, gquando submetida a processo térmico em seu preparo, induz um quadro
importante de esteatose hepética, em ratos. Assim, esta pode ser uma opcao para a
inducéo da doenca (CANALE et al., 2012; CASTRO et al., 2011; HAUBERT et al.,
2010; SILVA et al., 2008; ZAMIN Jr. et al., 2009).

Considerando as repercussfes da DHGNA sobre a saude humana e os
beneficios hepaticos e metabdlicos atribuidos a carqueja pela medicina popular, o

presente trabalho tem por objetivo avaliar os efeitos bioquimicos e histolégicos da
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administragdo do extrato aquoso da baccharis trimera, em ratos submetidos a

protocolo de inducéo dietética de esteatose hepatica.

2 METODOS

O projeto foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa Animal da UFAL-
CEUA/UFAL, vinculado ao Conselho Nacional de Saude do Ministério da Saude
(ANS/MS/Brasil), e aprovado, com base em normas internacionais (Declaracao
Universal dos Direitos do Animal — UNESCO - 15/10/1978) e nacionais (Lei 6.638 de
08/05/1979).

2.1 Coleta da planta, identificacao botéanica e preparacdo do extrato aquoso

Figura 1. Amostra da baccharis trimera, utilizada para o experimento

Fonte: Autora (2015).

A planta (baccharis trimera) foi adquirida de um agricultor alagoano e
analisada por uma professora do Instituto de Ciéncias Biol6gicas e da Saude da
Universidade Federal de Alagoas-ICBS/UFAL. A exsicata sera depositada no Museu
de Histéria Natural/UFAL.

A preparagdo do extrato aquoso ocorreu no Laboratério de Técnica Dietética
da Faculdade Nutricdo, da Universidade Federal de Alagoas-FANUT/UFAL. As
folhas da baccharis trimera passaram por um processo de secagem natural em ar

ambiente, durante sete dias, foram trituradas e infundidas em agua a 100°C,
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resfriada até temperatura ambiente, durante 24 horas. Para a infusdo, foram
utilizados 100 gramas da planta para 1 litro de agua mineral. O infuso obtido passou
por processo de filtragem e congelamento e, em seguida, por liofilizacdo, realizada
no Laboratério de Controle de Qualidade de Alimentos-FANUT/UFAL.

A amostra da baccharis trimera pesava 100 gramas; apds 0 processo de

liofilizacéo, o extrato aquoso rendeu 10 miligramas.

2.2 Prospeccéo fitoquimica

O extrato aquoso das hastes de baccharis trimera utilizado neste trabalho foi
submetido a prospeccao fitoquimica, seguindo-se a descricdo de Matos (1997). Os
métodos utilizados nesta abordagem séo apenas qualitativos, e apresenca de um

constituinte quimico pode mascarar a cor indicativa de outro.

2.2.1 Teste para fendis e taninos

No tubo de ensaio de numero 1, foram adicionadas 0,3ml de solucéo alcodlica
de cloreto férrico (FeCls) a 1mol/L. Agitou-se bem e observou-se qualquer variacdo
de cor e/ou formacéo de precipitado escuro abundante. O resultado foi comparado
com um teste em branco, usando-se agua e FeCls.

A coloracao variando entre azul e vermelho é indicativa de fendis. A formacéo
de um precipitado azul escuro indica a presenca de taninos pirogalicos (taninos
hidrolisaveis) e de cor verde, a presenca de taninos flobabénicos (taninos
condensados ou catéquicos).

A solucéo de FeCl; foi preparada adicionando-se 9g deste reagente em 50 ml
de agua destilada, contendo 2ml de acido cloridrico a 3mol/L. Em seguida,

completou-se o volume para 100 ml com etanol em um baldo volumétrico.

2.2.2 Teste para antocianinas, antocianidinas e flavonoides

Tomaram-se os tubos numerados de 2 a 4. O tubo de numero 2 foi acidulado
a pH 3,0 com HCI a 3mol/L e os tubos 3 e 4 foram alcalinizados respectivamente a
pH 8,5 e 11,0, com NaOH a 1mol/L. A observacdo de qualguer mudanca da

coloracédo da solucao foi interpretada como mostra o Quadro 1.



27

A solucédo de acido cloridrico (HCI) a 3mol/L foi obtida através da adicao de
33,3 ml do acido concentrado em agua destilada suficiente para 100 ml de solucéo,
em um baldo volumétrico.

Para se obter a solugdo de NaOH 1mol/L, dissolveram-se 4g deste reagente

em agua destilada para 100ml de solucdo, em baldo volumétrico.

Quadrol. Teste para antocianinas, antocianidinas e flavonoides

Constituintes — . Cor .
Acido pH 3,0 | Alcalino pH 8,5 | Alcalino pH 11,0
Antocianinas e antocianidinas Vermelho Lilas Azul-purpura
Flavonas, flavonois e xantonas - - Amarelo
Chalconas e auronas Vermelho - Vermelho parpuro
Flavanonois - - Vermelho-laranja

Fonte: Autora (2015).

2.2.3 Teste para leucoantocianidinas, catequinas e flavonas

Acidulou-se o tubo 5 por adi¢cdo de HCl a 3mol/L, até pH 1,0-3,0 e alcalinizou-
se 0 tubo 6 com NaOH a 1mol/L, até pH 11,0. Os tubos foram aquecidos
cuidadosamente. Foi observada a modificacdo na coloragéo, por comparagcdo com
0s tubos correspondentes usados no teste anterior. A interpretacdo dos resultados

foi feita como mostrado no Quadro 2.

Quadro2. Testes para leucoantocianidinas, catequinas e flavonas

- Cor
Constituintes Meio acido Meio alcalino
Leucoantocianidinas Vermelha -
Taninos catéquicos Pardo amarelada -
Flavononas - Vermelho alaranjado

Fonte: Autora (2015).

2.2.4 Teste para flavonois, flavanonas, flavanondis e xantonas

No tubo nimero 7, foram adicionados 1mg de magnésio granulado e 0,5 ml
de HCI concentrado. O término da reacdo foi identificado pelo fim da efervescéncia.
Observou-se por comparacdo a mudanca na cor da mistura da reac&o nos tubos 5 e
7. O aparecimento ou a intensificacdo da cor vermelha foi indicativo da presenca de

flavonois, flavanonas, flavanondis e /ou xantonas, livres ou seus heterosidios.
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2.2.5 Teste para esterdéides e triterpendides Liebermann-Buchard

Adicionaram-se 10ml de uma solucdo etandlica do extrato em um béquer,
deixando-se secar em banho-maria. Extraiu-se o residuo seco por trés vezes, com
porcdes de 1-2ml detriclorometano (CHCI3). O extrato foi separarado e colocou-se
0,5ml de CHCIs. Filtrou-se a solucgéo cloroférmica em um pequeno funil fechado com
uma bolinha de algodé&o, coberta com Na,SO,4 anidro, para um tubo de ensaio bem
seco. Adicionou-se 1ml de anidrido acético e agitou-se suavemente. Adicionou-se
cuidadosamente 0,2ml de H,SO, concentrado. Agitou-se suavemente e observou-se
o rapido desenvolvimento de cores. A coloracdo azul seguida da verde permanente
€ um indicativo de presenca de esteréides livres. Coloracdo parda até vermelha

indica triterpenoides pentaciclicos livres.

2.2.6 Teste para saponinas

Os residuos insoluveis em cloroférmio, separados no teste anterior,
solubilizando-os em agua destilada e filtrando-os para um tubo de ensaio. Agitou-se
fortemente o tubo com a solugéo, por dois a trés minutos, e observou-se a formacéo
da espuma. Uma espuma persistente e abundante (colarinho) indica a presenca de
saponinas.

2.2.7 Teste para alcaloides

O extrato foram foi solubilizados com metanol e submetido a cromatografia de
camada delgada. Apds eluicdo, o cromatograma foi revelado com reagente de
Dragendorff. O surgimento de manchas de cor alaranjada sugere a presenca de

alcalodides.

2.2.8 Teste para antraquinonas, antronas e cumarinas

Foram marcados pontos com o extrato-teste em placas cromatograficas, que
foram eluidas sem cloroformio. As placas foram borrifadas com uma solucdo de
hidroxido de potassio a 10% e observou-se apresenca das cores indicativas em luz
UV a 365 nm. A cor vermelha indica antraquinona, a amarela indica antrona e a azul

indica cumarina.

2.3 Determinagao da dose do extrato aquoso de baccharis trimera
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A dose estabelecida para o estudo baseou-se na utilizacdo popular de chas
vendidos comercialmente pelas industrias alimenticias, que recomendam para seus
consumidores a ingestdo de 1g de cha, comercializado na forma de sachés, trés
vezes ao dia, totalizando 3g por dia, preparados sob a forma de infusdo em agua,
para adultos com peso médio de 70kg. Simulando o uso popular, em animais com
peso meédio de 70 gramas, foram utilizados 3mg do extrato de baccharis trimera no
grupo que recebeu a dose minima e 6mg no grupo que recebeu a dose maxima.

A dose em questdo levou em conta e nao ultrapassou as orientacdes da
farmacopéia brasileira, que estabelece como limite 7,5g por dia para humanos (DA
FARMACOPEIA, 2001).

2.4 Animais de experimentacéo

Foram utilizados 30 ratos machos da linhagem Wistar, com 40 dias de idade,
provenientes do biotério central da UFAL (BIOCEN/UFAL). Os animais foram
alocados em gaiolas individuais, em temperatura ambiente (20°C - 24°C) e
luminosidade (ciclo claro/escuro de 12 horas; luzes acesas as 7 horas) controladas,
com livre acesso a 4gua e a dieta.

A amostra foi composta por trinta animais, que foram divididos em quatro
grupos: dois grupos caso, que representam 0s animais que fizeram uso da dieta
AIN-93 e receberam o extrato de baccharis trimera em duas doses (CARQMIN e
CARQMAX), um grupo controle positivo, aquele que fez uso da dieta AIN-93 e
recebeu agua destilada (AIN), e um grupo controle negativo, que recebeu dieta

comercial e agua destilada (LAB).

2.5 Procedimento experimental de inducéo de esteatose hepética

A inducédo da esteatose foi realizada pela ingestdo da dieta padrédo AIN-93
conforme experimentos anteriores do presente grupo de pesquisa, ofertada aos
ratos apos sofrer processo de peletizacdo (ATAIDE et al., 2009; SANTOS et al.,
2008).

2.6 Preparo da dieta indutora de esteatose hepatica
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O preparo da racdo AIN-93 foi baseada em experiéncias realizadas
anteriormente pelo grupo, onde 1kg de racdo na forma de p6 foi misturada a 300 ml
de 4gua mineral, até obtencdo de uma massa homogénea. A massa foi cortada em
pequenos cubos, que passaram por processo de secagem em estufa de circulagao
de ar,a temperatura de 60°C, durante 24 horas. Em seguida, a dieta foi reservada
em ambiente refrigerado (ATAIDE et al., 2009; SILVA et al., 2008).

2.7 Administrag&o do extrato aquoso de baccharis trimera nos animais

O extrato liofilizado foi diluido em 2ml de agua destilada e administrado por
via oral, pelo método de gavagem (Figura 3), diariamente, nos animais dos grupos
caso, durante 30 dias consecutivos. Os animais dos grupos controle receberam
apenas agua destilada durante o mesmo periodo e na mesma quantidade (2ml).

Vinte e trés animais foram alimentados com a dieta padrao AIN-93; oito do
grupo caso denominado CARQMIN (3mg do extrato liofilizado - dose minima), oito
do grupo caso denominado CARQMAX (6mg do extrato liofilizado - dose maxima) e
sete do grupo controle positivo, denominado AIN. Os sete animais do grupo controle
negativo, que foram denominados LAB, receberam ragdo comercial. Os animais dos
grupos CARQMIN e CARQMAX receberam a dieta indutora AIN-93 e o extrato da
baccharis trimera, os animais do grupo AIN receberam a dieta AIN-93 e agua
destilada, sem adicdo do extrato, e 0s animais do grupo controle negativo,
receberam dieta comercial Labina e 4gua destilada, sem adi¢do de extrato. Todos 0s
grupos receberam as dietas e as gavagens durante 30 dias consecutivos. Foi
realizadoo registro semanal do ganho ponderal e do consumo das dietas pelos
animais, para o calculo do coeficiente de eficiéncia alimentar (CEA), que é medido

pela razé&o entre o ganho de peso (g) e a dieta ingerida (g).

2.8 Diagndstico da DHGNA

Passados 30 dias de experimento, os animais foram anestesiados com
tiopental sddico (150mg/kg) e submetidos a coleta sanguinea através de puncédo
cardiaca, para realizacdo das dosagens bioquimicas de alanina aminotransferase
(ALT), aspartato aminotransferase (AST), gama-glutamiltransferase (GGT), fosfatase

alcalina (ALP), trigliceridios, colesterol total e fragcdes (HDL, LDL e VLDL), glicemia,
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proteinas totais e albumina sérica, através de kits laboratoriais, no Laboratério de
Bioquimica e fisiologia de insetos da Escola de Enfermagem e Farmacia/UFAL.

Foram coletados e centrifugados durante 5 minutos, aproximadamente 6 ml
de sangue de cada animal. O sobrenadante obtido apds centrifugacao foi retirado
com uma micropipeta, alocado em tubos eppendorf e congelado para andlise
posterior. As analises foram feitas as cegas, sem identificacdo dos animais.

Para a coleta do tecido hepatico, foi procedida a abertura da cavidade
abdominal com o animal profundamente anestesiado, para a retirada do figado,
guando se deu o sacrificio.

O figado foi pesado e um fragmento do lobo esquerdo foi obtido e fixado em
solucéo de glicerina (50%) e formalina (50%); apds 24 horas, os fragmentos foram
imersos em alcool a 70% para processamento e analise histolégica no Setor de
Patologia do Hospital Universitario Professor Alberto Antunes-HUPAA/UFAL

2.9 Analise estatistica

A variavel primaria foi o grau de esteatose hepatica, avaliada em nivel
histolégico através de um escore ja utilizado pelo grupo, que atribui valores de 0 a 5,
de acordo com a quantidade de vesiculas lipidicas hepéticas presentes (Figura 2).

Figura 2. Escore de classificacdo do grau de esteatose hepatica.

Esteatose grau 0- auséncia (A), grau 1- leve (B), grau 2- levemente moderado (C), grau 3- moderado (D), grau 4-
grave (E) e grau 5- grave com presenca de pseudocistos (seta) (F). Fonte: Ataide et al. (2009).

Para a andlise estatistica, as variaveis estdo apresentadas como meédia e
desvio-padrao ou mediana e intervalo interquartilico. Quando as variaveis atenderam

ao pressuposto da homogeneidade das variancias, por meio do teste de Levene
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(alfa igual a 10%), a comparacao entre grupos foi realizada pelo teste ANOVA com
post-hoc de Tukey-HSD. Quando o pressuposto néo foi atendido, o teste de Kruskal-
Wallis com post-hoc de Dunnet foi utilizado. A analise da presenca ou auséncia de
esteatose hepatica foi realizada através do teste exato de Fisher. Todas as andlises
foram conduzidas com auxilio do pacote estatistico SPSS (IBM Inc, Chicago, IL).

Para a comparacédo de médias, adotou-se um valor de alfa igual a 5%.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados da avaliacdo ponderal, do coeficiente de eficiéncia alimentar
(CEA), da bioquimica sérica e do grau de esteatose hepatica estdo apresentados na
Tabela 1.

A carqueja esta associada a perda de peso, devido a sua composi¢ao
guimica. Dentre 0s seus principais metabdlitos secundarios, situam-se 0s
flavondides, a exemplo das flavonas, que sédo agentes desacopladores da cadeia
transportadora de elétrons, prejudicando a sintese de ATP, fazendo com haja
aumento do catabolismo de glicose e lipidios, evitando a biossintese de tecido
adiposo (NELSON et al., 2002).

No estudo de Figueredo e Pereira (2001), foi evidenciado que as pacientes
gue tomaram 500mg em cépsulas de carqueja durante 30 dias reduziram o0 consumo
e aumentaram a sensacdo de saciedade, além de apresentarem melhora no
funcionamento intestinal.

No entanto, no presente estudo, os resultados mostram que, em relacdo ao
ganho de peso, foram observadas diferencas apenas entre os grupos CARQMIN e
LAB, demostrando um discreto maior ganho de peso nos animais do grupo
CARQMIN, porém, provavelmente sem significado fisiol6gico relevante. De maneira
similar, no estudo de Nascimento (2013), ndo houve diferenca estatisticamente
significativa no ganho de peso de ratas Fischer diabéticas e ndo diabéticas que
receberam o extrato da carqueja, quando comparadas com 0 grupo que nao recebeu

0 extrato.
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Tabela 1. Avaliagdo ponderal, coeficiente de eficiéncia alimentar (CEA), bioquimica

sérica e grau de esteatose hepatica dos animais

Grupos

Variaveis LAB (n=7) AIN(n=7) CARQMIN (n=8) CARQMAX (n = 8) P-

Média DP Média DP Média DP Média DP valor
Peso Inicial (g)* 103,31 9,12 109,70 8,72 111,03 1851 116,06 12,21 0,326
Ganho de peso (g)* 122,51° 11,57 142,07*° 20,33 142,14° 12,56 140,49*° 10,52 0,037
CEA® 0,19° 0,007 0,24° 0,02 0,23° 0,01 0,22° 0,02 0,003
Glicemia (mg/dL)® 161,44 31,23 170,47 18,44 21811 75,16 21539 79,75 0,121
TG (mg/dL)® 57,71* 19,87 65,86™° 21,28 104,63° 32,92 11825° 52,46 0,004
Colesterol (mg/dL)* 57,71* 21,42 61,14*° 18,32 76,13*° 1542 88,00° 18,91 0,014
HDL (mg/dL) 27,86° 6,28 2871° 415 3343*° 802 3963° 600 0,011
LDL (mg/dL) * 20,74*° 10,22 12,83* 4,10 20,20*° 8,98 31,70° 10,56 0,004
VLDL (mg/dL) * 11,54* 3,97 13,17* 426 2093 6,58 23,65° 10,49 0,004

Proteina (mg/dL)®  5,89*° 1,78 6,80° 0,33 5,36*" 079 503" 0,32 0,011
Albumina (mg/dL)®  2,84*° 0,73 249* 019 3,01° 022 3,06° 0,16 0,001

ALT (U/L)® 38,14 10556 18,86° 518 25738*° 515 2588 376 0,001
AST (U/L) 9550° 1,38 63,10° 1,26 97,72* 1,35 9550° 1,15 0,011
ALP (U/L)* 191,00 55,59 164,86 40,33 214,38 71,04 24925 118,03 0,224
Grau de 0,057
Esteatose™ 0 ! 2 ! Lo ! 2 2

Fonte: Autora (2015).

Nota: *Variaveis submetidas a ANOVA com post-hoc de Tukey-HSD."Variaveis submetidas ao teste de Kruskal-
Wallis com post-hoc de Dunn. *A Variavel foi log-transformada e as médias e desvios-padrao foram
retransformados. *Resultados expressos como mediana e intervalo interquartilico.*"Letras diferentes nas linhas
indicam presenca de diferenca significativa entre os grupos.

LAB - animais do grupo controle negativo, que receberam rac¢éo comercial e 4gua destilada.

AIN — animais do grupo controle positivo, que receberam dieta AIN-93 e agua destilada.

CARQMIN — animais do grupo caso, que receberam dieta AIN-93 e o0 extrato aquoso da baccharis trimera na
dose minima (3mg/kg).

CARQMAX — animais do grupo caso, que receberam dieta AIN-93 e o extrato aquoso da baccharis trimera na
dose maxima (6mg/kg).

ALT — alanine aminotransferase (alanina aminotransferase).

ALP — alcaline phosphatase (fosfatase alcalina).

AST — aspartate aminotransferase (aspartato aminotransferase).

CEA - coeficiente de eficiéncia alimentar.

VLDL - very low density lipoprotein (lipoproteina de muito baixa densidade).

LDL — low density lipoprotein (lipoproteina de baixa densidade).

HDL - high density lipoprotein (lipoproteina de alta densidade).

O coeficiente de eficiéncia alimentar (CEA) € uma ferramenta diagnéstica que
mede a relacdo entre o ganho de peso e a dieta ingerida. Ao analisa-la, foi
observado que, como era de se esperar, o CEA foi maior em todos 0s grupos que

receberam a dieta AIN, quando comparados ao grupo LAB, embora ndo tenha
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havido diferenca importante no ganho de peso dos animais dos diferentes grupos.
Tais resultados permitem sugerir a existéncia de problemas na composicao da dieta
AIN-93, possivelmente relacionados a propor¢cao de macronutrientes e a quantidade
de aminoacidos sulfurados e colina, reconhecidos fatores lipotroficos (ATAIDE et al.,
2009; SILVA et al., 2008).

Quanto a bioquimica sérica, existe um numero consideravel de evidéncias
indicando uma nitida associacdo entre o0 aumento de trigliceridios, aumento de peso
e risco de doencgas cardiovasculares (BARD et al.,, 2001; LEMIEUX et al., 2000;
VASQUES et al., 2007).

Observaram-se valores significativamente superiores de trigliceridios e da
fracdo VLDL dos animais dos grupos tratados com a carqueja, CARQMIN e
CARQMAX, quando comparados aos animais do grupo controle LAB. A raz&o para
este evento carece esclarecimentos, pois 0 extrato ndo é fonte de lipideos e/ou
carboidratos.

Por outro lado, no estudo de Coelho et al. (2004), os autores encontraram
reducdo tanto nos niveis séricos de trigliceridios como na glicemia em ratos,
utilizando o extrato aquoso da carqueja, na dose de 4,2 mg/kg, durante 37 dias.

Para o colesterol total, assim como ocorreu com os trigliceridios e o VLDL, os
dados também surpreenderam, pois foi observada uma tendéncia de elevagdo nos
animais tratados com a carqueja, especialmente no grupo que utilizou a dose
maxima, CARQMAX, que diferiu tanto do grupo AIN, quanto do grupo LAB. No
entanto, o aumento do colesterol total observado recebeu notoéria contribuicdo do
HDL, reconhecido fator de protecéo cardiovascular, uma vez que os resultados se
comportaram de maneira similar.

No presente estudo, houve uma correlagcdo positiva entre o aumento de
trigliceridios e de colesterol (P<0,01). O colesterol é sintetizado especialmente no
figado e distribuido para o organismo. Quanto maior a disponibilidade de acetil-CoA,
gue € obtido a partir de trigliceridios e carboidratos em excesso, convertidos em
trigliceridios, maior a sintese de colesterol (ARSLAN et al., 2005). Por esta razéo,
existe uma relacdo diretamente proporcional entre trigliceridios e colesterol, como
aqui observada.

O uso do extrato aquoso da carqueja nao alterou a glicemia dos animais.
Porém, no estudo de Oliveira et al. (2005), o extrato aquoso de baccharis trimera em

ratos diabéticos (2000 mg/kg, duas vezes por dia) reduziu a glicemia, apos sete dias
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de tratamento; contudo, este efeito ndo foi associado com uma reducdo no peso
corporal. Resultado semelhante ocorreu no estudo de Barbosa-Filho et al. (2005),
gue, utilizando o extrato etandlico da carqueja em camundongos com diabetes
induzida por estreptozotocina e tratados durante 7 dias com dose de 200mg/Kg,
observaram efeito hipoglicémico relevante.

Quanto a proteina total, ocorreu uma elevacdo de seus niveis no grupo AIN,
em relacdo aos animais do grupo CARQMAX, contrariamente ao que ocorreu com a
albumina, sendo observado aumento nos grupos que receberam o tratamento com o
extrato, CARQMIN e CARQMAX, em relagdo ao grupo AIN. No entanto, as
diferencas observadas nao parecem ter qualquer significado fisiologico.

Surpreendentemente, o marcador de lesdo hepatica ALT foi maior no grupo
LAB que no AIN. J4 o AST foi menor no AIN que nos demais grupos. Para a ALP,
nao houve diferenca significativa entre os grupos.

As diferencas nos niveis de enzimas hepaticas aqui observadas podem ser
explicadas pelo fato de os valores de referéncia se encontrarem num amplo intervalo
entre os valores minimos e maximos. Além disso, os estudos mostram que
alteragbes de enzimas hepaticas ndo sdo necessariamente encontradas em todos
0s casos de esteatose hepatica; normalmente essas alteracdes sao observadas
guando ha uma progressao da doenca hepatica gordurosa néo alcoolica (RAVEL et
al.,1997; SANTOS et al., 2008).

Estudos de toxicidade em ratos com diferentes doses de extrato aquoso da
carqueja indicaram ausénciade alteracdes significativas do perfil hematoldgico,
assim como dos marcadores de funcdes hepatica e renal, tais como transaminases e
creatinina (COELHO et al.,, 2004; PEDRAZZI, 1997). No estudo de Padua et al.
(2014), que avaliou a presenca de hepatotoxidade induzida por acetominofeno em
ratos da linhagem Fischer, foi observada atenuagao na atividade de ALT e AST nos
animais que fizeram uso da carqueja. No entanto, no estudo de Fonseca et al.
(2003), também com modelo roedor, foram observados aumentos crescentes dos
niveis de ALT com o uso da cargueja.

Quanto a analise histologica do tecido hepatico, ndo houve diferenca
significativa nem no nimero de casos de esteatose (P=0,06; Grafico 1), nem em seu
estadiamento, entre os grupos de animais. Entretanto, o residuo ajustado da

frequéncia de auséncia de esteatose para o grupo LAB foi de 2,8, indicando que
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este grupo apresentou uma frequéncia de auséncia de esteatose maior que a do
esperado pelo acaso.

No estudo de Santos et al. (2008), a dieta AIN-93 peletizada nos moldes aqui
aplicados induziu esteatose hepatica em ratos Wistar, com quadros mais graves nos
animais mais jovens. Os autores sugerem que a composi¢cao da dieta e/ou a forma

de preparo foram requisito determinante para o fendémeno observado.

Gréfico 1. Casos de esteatose hepética entre os animais

Apresentou
8 esteatose
[
Osim

Frequéncia

Labina AN CARGMIN CARGMAX

Grupo

Fonte: Autora (2015).

No presente estudo, a exemplo do trabalho de Santos et al. (2008), mesmo
recebendo dieta padrdo comercial, os animais do grupo LAB apresentaram algum
grau de esteatose hepatica, o que provavelmente se deveu ao fato desses animais,
assim como os dos demais grupos, terem sido submetidos a certo grau de
confinamento, o que pode concorrer para o acumulo de gordura, inclusive visceral.
No entanto, problemas com a composicédo da dieta comercial também ndo devem
ser, a priori, descartados. Em oposi¢cao aos animais selvagens, que se alimentam de
dieta muito mais variada e possuem niveis mais elevados de atividade fisica, os
animais de experimentacdo estdo mais vulneraveis ao surgimento do quadro. Assim,

investigacdes adicionais sdo necessarias.
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Andlise fitoquimica

Os resultados das analises fitoquimicas estdo demonstrados no Quadro 3 e
sdo semelhantes aos encontrados por Verdi et al. (2005) e Simédo (2014), que
relatam especialmente a ocorréncia de flavondides, saponinas e terpenos nas

amostras de baccharis trimera.

Quadro 3. Resultados das andlises fitoquimicas do extrato aquoso de baccharis

trimera

Metabdlito secundario Presente | Ausente

Taninos X

Antocianidinas

Antocioaninas

Chalconas

Auronas

Flavononois

Flavononas

Xantonas

Triterpendis

X X| X| X| X| X| X| X| X

Saponinas

Antraquinonas

Antronas

Cumarinas

x| X| X| X

Alcaldides

Fonte: Autora (2015).

Os compostos polifenélicos, como os flavondides, a exemplo das catequinas
ou do resveratrol, e os taninos, ja demonstraram efeito modulador do apetite,
acelerador do gasto energético, além de efeito termogénico, e na melhora da
esteatose hepatica (BUJANDA et al., 2008; DULLOO, 2000; KAO et al., 2000).
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Os flavonoides tém demostrado efeito benéfico em doencas hepéaticas, como
no estudo de Marcolin (2012), que utilizou a suplementacdo do flavondide
antioxidante quecertina em camundongos, submetidos a modelo experimental de
esteato-hepatite alcodlica. Neste estudo foram observados menores graus de
esteatose macrovesicular, bem como reducdo do processo inflamatério hepatico.
Uma vez que o desenvolvimento e a progressao de doencas hepéaticas, como a
esteatose hepatica, estdo intimamente ligados ao dano oxidativo dos hepatécitos,
tais compostos naturais podem exercer efeito protetor para o 6rgdo (FERNANDES,
2013).

As saponinas sdo compostos que apresentam propriedades detergentes e
surfactantes. Nas plantas, tém a funcédo de regular o crescimento, defender contra
insetos e patégenos. No organismo humano, exercem efeito antioxidante e
citotéxico, atuando contra células tumorais, e reduzem a absorcdo de lipidios, pois
se ligam aos sais biliares e ao colesterol no tubo digestivo, impedindo sua absorcao
(SCHENKEL et al., 2007). No estudo de Noh et al. (2009) foram observados efeitos
antiobesidade, prevencéo de esteatose hepética e reducdo da formacdo de lipidios
séricos, com 0 uso de extrato de saponinas da planta medicinal Platycodon

grandiflorum em ratos submetidos a dieta rica em lipidios.

Os fitosterdis e triterpenos parecem ser responsaveis pela excrecao fecal do
colesterol dietético e pela consequente reducdo do colesterol sérico. Os efeitos dos
esterdides vegetais na reducdo do colesterol sanguineo tém sido estudados e
atualmente s&o reconhecidas as suas propriedades hipocolesterolémicas (ARAUJO,
2008).
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4 CONCLUSOES

No presente estudo, o uso do extrato aquoso da Baccharis trimera nao
preveniu, nem atenuou a esteatose hepética induzida por dieta, em ratos Wistar.
Adicionalmente, promoveu alteracdes no perfil lipidico sérico, notadamente, aumento
nos niveis séricos de colesterol total e HDL, além de alteracdes nos niveis de AST,
em ratos, o que indica um possivel efeito heptotdxico, que deve ser considerado na
determinacao da seguranca do consumo da carqueja, dentro ou fora do contexto da
DHGNA. Os resultados obtidos nesse estudo suscitam novas pesquisas
relacionadas ao uso de fitoterapicos na doenca hepética gordurosa nao alcodlica,
com énfase na baccharis trimera e sua associacdo com a esteatose hepatica,

referida pela populacéo.
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