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RESUMO

A doencga hepatica gordurosa nao alcodlica (DHGNA) ¢ a causa mais comum de doenga hepatica
cronica em adultos. Encontra-se frequentemente associada a sindrome metabdlica, obesidade, diabetes
tipo 2 e doencas cardiovasculares (DCV), principalmente a DCV aterosclerotica que ¢ estreitamente
relacionada aos niveis de colesterol. O consumo de colesterol recomendado ao dia deve ser < 300 mg.
Entretanto, a dieta contemporanea ¢ marcada pelo elevado consumo de alimentos ricos em colesterol
e gorduras saturadas. Nesse contexto, modelos animais com indug¢@o natural de doenga, baseada em
fatores de risco, mimetizando padrdes alimentares contemporaneos, tem papel fundamental. Nessa
linha, realizamos o presente experimento, utilizando 12 ratos Wistar divididos em 3 grupos: controle
basal (GB), controle normal (GN) e colesterol (GC). O GB foi sacrificado na linha de base para
obtencao de parametros basais normais. O GN recebeu dieta padrao e o GC recebeu uma dieta rica em
colesterol, da linha de base ao final do estudo, quando foram coletadas amostras de sangue e de tecido
hepético para confec¢do de laminas, que foram analisadas de forma cega, sob os critérios do sistema
de escore para avaliagdo histologica da DHGNA. Todos os animais do GC desenvolveram esteatose e
baloniza¢do em seus maiores escores, A inflamacao lobular moderada ocorreu em 75% e leve em 25%
do grupo. Escores compativeis com a presenga de esteatohepatite ndo alcoolica (EHNA) foram
observados em todo o GC. Conclui-se que houve o desenvolvimento de DHGNA experimental em rato
Wistar e, com base no escore de atividade, houve o desenvolvimento de EHNA.

Palavras-chave: Hepatopatia Gordurosa ndo Alcodlica. Modelos Animais, Aterosclerose. Doenca
Hepatica Esteatdtica Associada a Disfuncdo Metabolica.
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1 INTRODUCAO

A doenca hepética gordurosa ndo alcoolica (DHGNA) ¢ reconhecida globalmente como a causa
mais comum de doenga hepatica cronica em adultos (Younossi et al., 2016), representando um
problema de saude crescente e frequentemente negligenciado (Mitra; De; Chowdhury, 2020).
Encontra-se frequentemente associada a outras doengas prevalentes como obesidade, dislipidemia e
diabetes mellitus tipo 2 (DM2), e tem sido descrita como uma manifestacdo hepatica da sindrome
metabolica (SM) (Younossi et al., 2019). Além disso, a DHGNA tem sido relacionada ao aumento de
mortalidade por doencgas cardiovasculares (DCV) (Sheka et al., 2020).

A prevaléncia da DHGNA tem aumentado em paralelo a prevaléncia de obesidade, diabetes e
a outros disturbios metabdlicos (Younossi et al., 2019). Com o crescente aumento da adogao de habitos
de vida sedentarios e dietas ricas em gorduras saturadas, a DHGNA tem sido observada cada vez mais
em populagdes jovens (Mitra; De; Chowdhury, 2020), o que € preocupante, pois sua progressao em
criangas tende a ser mais rapida e agressiva em comparagdo a observada em adultos (Aratjo et al.,
2018). Em metanalise recentemente publicada, a prevaléncia mundial de DHGNA foi estimada em
30,1% (Younossi et al., 2023). No entanto, a prevaléncia global da doenca esta em ascensdo, sendo
estimado que até 2040, cerca de metade da populacdo adulta serd portadora de DHGNA (Le et al.,
2022).

Quanto a histologia, a DHGNA pode ser dividida em figado gorduroso nao alcoolico (NAFL)
e esteatohepatite ndo alcoolica (EHNA). O NAFL caracteriza-se pela presenga de esteatose >5% dos
hepatdcitos sem evidéncia de injuria hepatocelular evidenciada pela balonizagdo. A EHNA ¢
caracterizada pela presenca de inflamagdo e baloniza¢do de hepatdcitos com ou sem fibrose, além da
presenca de esteatose (Chalasani et al., 2018). Recentemente, a DHGNA foi renomeada como doenga
hepatica esteatdtica associada a disfungdao metabdlica (MASLD) e a EHNA como esteatohepatite
associada a disfuncdo metabolica (MASH), sendo a nova defini¢do caracterizada pela presenca de pelo
menos um fator de risco cardiometabdlico, auséncia de consumo > 20 gramas/dia de alcool para
mulheres ou > 30 gramas/dia para homens e de outras causas de esteatose hepatica. Conforme
reportado por estudo que analisou banco de dados de DHGNA, 99,8% dos pacientes preencheram os
critérios MASLD (Younossi et al., 2024).

A DHGNA ¢ uma doenca metabdlica adquirida, induzida por estresse metabdlico (Younossi et
al., 2016). Sua fisiopatologia ¢ complexa, multifatorial e envolve interacdes entre fatores ambientais,
metabolicos, demograficos e genéticos (Caviglia et al., 2017), os quais estdo diretamente associados
ao estilo de vida ocidentalizado (Mitra; De; Chowdhury, 2020). A resisténcia insulinica (RI) ¢
amplamente aceita como a causa basica do acumulo lipidico nos hepatocitos (Savage; Petersen;
Shulman, 2007), o que desencadeia o estresse oxidativo e a peroxidacao lipidica que, jJuntamente com

aresposta inflamatdria, culmina em lesdo, morte celular e substituicao fibrotica. Entretanto, em muitos
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aspectos o complexo mecanismo fisiopatologico envolvido permanece sem a elucidagao adequada
(Sturzeneker; Précoma; Noronha, 2022; Sanyal, 2018).

Em 14 de marco de 2024, o resmetirom (Rezdiffra) se tornou o primeiro medicamento aprovado
pela U.S. Food And Drug Administration (FDA), orgdo regulador dos Estados Unidos, para o
tratamento de adultos com EHNA, nao cirrotica com fibrose moderada a avangada, porém associado
as mudancas do estilo de vida. Portanto, a terapéutica da DHGNA/MASLD em todo o seu espectro
permanece um desafio. O resmetirom ¢ um agonista seletivo do receptor beta do hormonio tireoidiano
(THR-B) que, no figado, estimula o metabolismo lipidico e previne lesdes hepaticas induzidas pela
lipotoxicidade. Sua liberagdo ocorreu apds a publicagdo dos resultados do estudo: A Phase 3,
Randomized, Controlled Trial of Resmetirom in NASH with Liver Fibrosis (Harrison et al., 2024).

A DHGNA, associa-se de forma frequente, significativa e as vezes independente com as DCV,
principalmente a doenga aterosclerotica. Essa associa¢ao tem sido demonstrada de diferentes formas e
tem reforcado a hipdtese de que DHGNA seja, pelo menos, um marcador de risco para DCV. Essa forte
relacdo, apesar de ter sido amplamente reportada, permanece nao elucidada. A presenga de fatores de
risco para DCV comumente observada em portadores de DHGNA, dificulta o estabelecimento do real
papel dessa doenca no processo aterogénico. No entanto, caracteristicas comuns relacionadas a
fisiopatogenia de ambas, apontam para um nimero significativo de potenciais ligacdes entre elas
(Francque; Van Der Graaff; Kwanten, 2016; Stahl et al., 2019). Nesse contexto, o colesterol,
principalmente a fracao low density lipoprotein (LDL) colesterol, ¢ extremamente importante.

A dieta contempordnea ¢ marcada pelo elevado consumo de alimentos de origem animal,
importantes fontes de colesterol e gorduras saturadas, além de carboidratos refinados. Embora altos
niveis de colesterol sejam comumente associados a nagdes ocidentais afluentes, os paises asiaticos tém
emergido como o novo epicentro global de dislipidemia quando analisado o colesterol nao-HDL
(Mitra; De; Chowdhury, 2020). Isso reflete a influéncia da globalizacdo na adocdo de dietas
hipercaloricas, ricas em aglicares refinados e alimentos processados, além da redugdo da frequéncia de
atividade fisica (Younossi et al., 2019). O consumo humano recomendado de colesterol alimentar ¢
menor que 300 mg/dia (Mach et al., 2020). De acordo com o National Health and Nutrition
Examination Surveys (NHANES) de 2013 a 2014, nos Estados Unidos, 39% dos adultos com > 20
anos de idade, sendo 46% homens e 28% mulheres, ingeriam > 300 mg/dia de colesterol (Xu; McClure;
Appel, 2018). Em média, a carne (incluindo aves, pratos mistos, carne vermelha, carne processada) e
frutos do mar contribuiram com 42% da ingestao total de colesterol, os ovos com 25% e outros grupos
alimentares com o percentual restante (Carson et al., 2020).

Pesquisas utilizando modelos animais de DHGNA, particularmente roedores, t€ém sido cruciais
para esclarecer os mecanismos e testar intervengdes terapéuticas em ambientes controlados (Van

Herck; Vonghia; Francque, 2017). Contudo, as metodologias empregadas variam consideravelmente,
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refletindo a auséncia de um modelo padrao. O modelo animal ideal para a DHGNA ¢, em tese, aquele
em que a doenga fosse induzida por métodos naturais, baseados em seus fatores de risco, mimetizando
padrdes alimentares contemporaneos e¢ sendo capaz de apresentar todo o espectro histopatologico
basico da condigdo: esteatose, inflamacao lobular e degeneracdo balonizante de hepatdcitos, com
escores que caracterizem a esteatohepatite (Santhekadur; Kumar; Sanyal, 2018). Nesse sentido,
realizamos o presente experimento com o objetivo de desenvolver um modelo animal de DHGNA que

corresponda a tais expectativas.

2 OBJETIVO
Desenvolver um modelo animal de DHGNA, em ratos Wistar, utilizando uma dieta rica em
colesterol para replicar, de forma aproximada, os hdbitos alimentares sabidamente associados ao

desenvolvimento da doenca em seres humanos.

3 METODO
3.1 AMOSTRA

Foram utilizados 12 ratos Wistar machos com 8 meses de idade, divididos em trés grupos com
quatro animais: grupo controle basal (GB), grupo controle normal (GN) e grupo colesterol (GC). O
grupo GB foi sacrificado na linha de base para obtengdo de pardmetros normais, basais de variaveis
séricas, peso corporal e histologia hepatica. O GN foi alimentado com ragdo padrdo para ratos de
laboratorio, sem potencial para induzir disturbios metabdlicos e o GC recebeu a ragdo desenvolvida
pela equipe de pesquisa, denominada racdo colesterol. Ambos os grupos receberam seus respectivos

alimentos e agua ad libitum da linha de base a eutanasia, que ocorreu ao final da 16 semana.

3.2 PROCEDIMENTOS
3.2.1 Ambiente de experimentacio

Os animais foram transferidos do biotério para o laboratério de experimentacdo da UEPG,
onde permaneceram por um periodo de adaptacao de sete dias antes do inicio do experimento. Durante
essa fase, tiveram livre acesso a ra¢do padrdo para ratos de laboratorio e d4gua. No macroambiente,
foram respeitados os ciclos de iluminagdo de 12 horas, troca de ar continua e temperatura controlada
entre 19 e 23°C. No microambiente, os animais foram alojados em gaiolas de metal, higienizadas
diariamente, com quatro animais por gaiola, identificados por uma marca de cor na cauda, definida
para cada grupo, para facilitar o monitoramento individual. O estudo foi aprovado pelo comité de ética
pertinente e seguiu as diretrizes estabelecidas, adotadas pelo Departamento de Medicina (DEMED) da

UEPG para o manuseio de animais em experimentos.

) Foundations and Frontigrs: The Dynamics of Multidisciplinary Sciences
DOENCA HEPATICA GORDUROSA NAO ALCOOLICA EXPERIMENTAL INDUZIDA POR DIETA RICA EM COLESTEROL



3.2.2 Preparo da rac¢ao colesterol

Para o preparo da ragdo colesterol, utilizou-se 30 gramas de colesterol em pd, 130 gramas de
acucar refinado, 100 gramas de farinha de trigo refinada, 140 gramas de banha de porco, 600 gramas
de rac¢do padrao para ratos de laboratorio e 300 gramas de agua, sendo a composi¢ao aproximada em
100 gramas do alimento finalizado: sacarose 10 gramas, carboidratos 44,81 gramas, proteinas 10,7
gramas, colesterol 3,13 gramas, gorduras totais sem colesterol 14,9 gramas e agua residual. Todos os
ingredientes foram devidamente pesados em balanga de precisdo, misturados para obten¢do de massa
homogénea e assados em forno pré-aquecido por 15 minutos. Apds o resfriamento, o produto foi

cortado em tamanho apropriado para adaptagdo ao comedouro.

3.2.3 Retirada de amostras de sangue
Na eutandsia todos os animais, sob anestesia, foram submetidos a coleta de amostras de sangue
apods um periodo de jejum de 12 horas, a fim de analisar os niveis séricos de glicose, aminotransferases,

colesterol total e triglicerideos.

3.2.4 Resseccio e pesagem hepatica

A resseccao hepatica foi realizada em todos os ratos, sob anestesia, na eutanasia. Apos o
procedimento anestésico e tricotomia da regido abdominal, os animais foram posicionados em decubito
dorsal e submetidos a laparotomia mediana iniciada no processo xifoide, com exposi¢cdo e remog¢ao do
figado, seguida da eutanasia dos animais. Os figados foram pesados e segmentos dos lobos de maior

expressdo anatdmicas foram ressecados e fixados em formaldeido.

3.2.5 Analise histologica

As amostras de tecido hepético previamente fixadas em formaldeido e submetidas a inclusdo
em parafina, foram seccionadas para confeccdo de laminas que foram coradas com hematoxilina e
eosina (HE) para avaliacdo histopatologica. As 1aminas foram analisadas de forma cega, utilizando os
principais parametros do sistema de escore de escore para analise histologica da DHGNA (Tabela 1).
O escore de atividade da DHGNA (EAD), componente desse sistema de escore, corresponde a soma
ndo ponderada dos escores de esteatose, balonizagdo e inflamagao lobular. Em estudo de validacao, o
EAD < 2 foi fortemente relacionado a auséncia de EHNA, escores entre 3 e 4 ndo tiveram valor
discriminativo, ficando distribuidos de forma semelhante entre os 3 diagndsticos (auséncia de EHNA,

limitrofe ou EHNA); e escores > 5 foram relacionados significativamente com a presenca de EHNA

(Kleiner et al., 2005).
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Tabela 1 — Pardmetros do sistema de escore para analise histol(')gica da DHGNA

Alteracdo histoldgica Definicéo Escore
<5%
5a33%
>33 a 66%
>66%
Sem foco
<2 focos/campo (200x)
2-4 focos/campo (200x)
>4 focos/campo (200x)
Ausente
Balonizagéo Poucas células
Muitas células
Ausente
Perisinusoidal ou periportal
Leve, zona 3, perisinusoidal
Moderada, zona 3, perisinusoidal
Portal/periportal
Perisinusoidal e Portal/periportal
Pontes de fibrose

Grau de esteatose

Inflamag&o lobular

Estagio de fibrose

bmmsagpomn—\ommn—\owmpo

Cirrose
Escore de atividade de EFNA au_sente 0-2
DHGNA Indeterminado 3-4
EHNA presente >3

Fonte: composi¢do dos autores

3.3 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram descritos por médias, desvios padrdes ou por frequéncias e percentagens.
A distribuicdo de normalidade foi avaliada pelo teste de Shapiro-Wilk e de homogeneidade pelo teste
de Levene. Os grupos foram comparados, quanto as varidveis quantitativas com distribui¢cdo normal,
utilizando-se o modelo de analise de variancia (ANOVA) a um fator (Fisher), sendo a comparacao 2 a
2 realizada por meio do teste post-hoc de Tukey. Em relacdo as varidveis quantitativas sem distribui¢ao
normal, a comparagdo entre os grupos foi realizada utilizando-se o modelo de andlise de variancia
(ANOVA) a um fator ndo-paramétrica (Kruskal-Wallis), sendo a comparagao 2 a 2 realizada através
do teste de Dwass-Steel-Critchlow-Fligner. Os dados foram analisados por meio do programa

computacional Jamovi, versao 2.3, sendo considerados significativos, valores de p<0,05.

4 RESULTADOS
Nao foram observadas diferengas significativas em relacao ao peso dos animais, do figado e a
relagdo peso do figado/peso do animal entre os grupos, tanto na linha de base, quanto na eutanasia

(tabela 2).
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Tabela 2 — Médias de pesos em gramas, na linha de base e eutanasia.

Linha de base Eutanasia
GN GB GC GN GB GC
Peso animal 502 456 428 540 - 471
Peso hepatico - 16.3 - 175 - 17.3
Relagéo peso
figadofanimal - 0'%36 . 00326 - 00362

GN: grupo controle normal; GB: grupo controle basal; GC: grupo colesterol.

Fonte: composi¢do dos autores.

Os niveis de glicemia capilar foram significativamente diferentes entre os grupos na linha de
base (p<0,001), sendo a maior e a menor média observada, respectivamente, no GN e GC (figura 1).
Os testes post-hoc mostraram aumento significativo no GN comparado ao GB (p=0.004) e ao GC
(p<0,001), e de forma semelhante no GC comparado ao GB (P=0.02). Ao final do estudo, entre a 15 e
16* semana, os niveis de glicemia capilar também foram diferentes entre os grupos (p=0.025). A maior

e a menor média ocorreram novamente no GN e GC, porém os testes post-hoc mostraram diferenca

significativa somente entre 0 GN e o GC (p=0,022).

Figura 1- Glicemia capilar na linha de base.

GB GN GC
125

100

75

50

25

Glicemia capilar (mg/dL) na linha de base

Legenda: GB: grupo controle basal, GN: grupo controle normal, GC: grupo colesterol.

Houve diferenca significativa entre os grupos quanto aos niveis séricos de colesterol total (p
<0.001), sendo esses niveis significativamente mais elevados no GC comparado aos grupos controle:
GB e GN. A média de colesterol sérico no GC foi de 130,6 mg/dL, em contraste com 41,3 mg/dL no
GB e 45,3 mg/dL no GN (figura 2). A comparacdo 2 a 2 mostrou diferenca significativa entre o GC e
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os grupos controle, com valor de p<0,001 para ambas as comparagdes. No entanto, os niveis séricos
de triglicerideos foram semelhantes entre os 3 grupos (p = 0.650). Em relag@o aos niveis séricos de
aminotransferases, ndo se observou diferenca significativa entre os 3 grupos quanto aos niveis de AST

(p=0,406) ou ALT (p=0,982).

Figura 2: Niveis séricos de colesterol total.

GB GN GC
150

100

50

Colesterol (mg/dL)

Legenda: GB: grupo controle basal, GN: grupo controle normal; GC: grupo colesterol.

A respeito da anélise histologica, todos os animais do GC desenvolveram esteatose severa, em
seu maior escore (escore 3), sendo esse parametro histologico normal (escore 0) nos grupos controle:
GB e GN (tabela 3, figura 3). Quanto a inflamacdo lobular, somente um animal do GC (25%)
apresentou inflamagdo leve (escore 1), o restante do grupo (75%) desenvolveu inflamagdo lobular
moderada (escore 2). De forma semelhante a esteatose, a inflamacdo lobular ndo ocorreu nos grupos
controle (tabela 3, figura 3).

Em relagdo a balonizagdo de hepatdcitos, todos os ratos do GC desenvolveram essa alteragao
em seu maior grau (escore 2). Similarmente a esteatose e a inflamagdo lobular, a baloniza¢do nao
ocorreu nos grupos controle (tabela 3, figura 3). A fibrose nao foi observada no GC, e da mesma forma
que as outras alteragdes histologicas anteriormente citadas, ndo ocorreu nos grupos controle. Quanto
ao escore de atividade da DHGNA, utilizado para estimar a presenga de EHNA, todos os animais do

GC apresentaram escores > 5, compativeis com a presen¢a de EHNA (tabela 3).
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Tabela 3 — Andlise histologica dos ratos do grupo colesterol (GC).

Alteracéao

histolégica Definicao Escore Grupo
GC1 GC2 GC3 GC4
<5% 0
Grau de 5a33% 1
esteatose >33 a 66% 2
>66% 3 X X X X
Sem foco 0
Inflamag&o <2 focos/campo (200x) 1 X
lobular 2-4 focos/campo (200x) 2 X X X
>4 focos/campo (200x) 3
Ausente 0
Balonizagéo Poucas células 1
Muitas células 2 X X X X
Estagio de
fibrose Ausente 0 X X X X
Escore de
atividade de EHNA ausente 0-2
DHGNA
Indeterminado 3-4
EHNA presente >5 X X X X
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Figura 3: Fotomicrografias de laminas coradas com hematoxilina e eosina, aumento de 200 X. (A) Rato do GB com
arquitetura lobular hepatica preservada, sem anormalidades. (B) Rato do GN com arquitetura lobular hepatica preservada,
sem anormalidades. (C) Rato do GC com esteatose escore 3, inflamag&o lobular escore 2, balonizagdo escore 2. (D) Rato
do GC com esteatose escore 3, inflamacéao lobular grau 1, blonizac;ﬁo escore 2.

N 3 AT 3
e > o
” >

R o e 2

3 @ ¥ Y o "“: ? s = S - -
Legenda - GB: grupo controle basal, GN: grupo controle normal, GC: grupo colesterol.
Fonte: composi¢do dos autores.

- e e Y /e AV

5 DISCUSSAO

A DHGNA permaneceu sem tratamento farmacoldgico especifico por mais de 40 anos. Em
margo de 2024 o FDA aprovou o uso do resmetirom para pacientes com EHNA, com caracteristicas
histologicas bem definidas por meio de bidpsia hepatica. Assim sendo, a terapéutica farmacoldgica da
DHGNA, esta definida para um perfil especifico de apresentagdo da doenga. Levando-se em conta o
amplo espectro histologico, a complexidade da fisiopatogenia, bem como a associagdo com outras
doengas prevalentes como as DCV, essa importante doenca hepéatica cronica, cuja prevaléncia global
estd em ascensdo, em muitos aspectos permanece ndo elucidada. Por conseguinte, sdo necessarias
pesquisas tanto basicas como clinicas, e, nesse cenario, as pesquisas em modelos animais t€ém papel

fundamental.
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No presente estudo, o peso corporal, hepatico e a relagdo peso hepatico/peso corporal foram
semelhantes entre os grupos, tanto na linha de base como na eutanasia. Portanto, o método de inducao
utilizado nesse modelo ndo causa ganho de peso corporal ou hepatico significativo (tabela 2). Em
relagcdo ao peso corporal, achados semelhantes foram observados em estudo que utilizou camundongos
machos da linhagem C57BL/6J submetidos a uma dieta rica em colesterol por 30 semanas (Savard et
al., 2013). Achados também semelhantes foram reportados em revisdo que avaliou modelos animais
de DHGNA que utilizaram dietas enriquecidas com colesterol (Santhekadur; Kumar; Sanyal, 2018).
No entanto, diferencgas significativas entre os modelos, como a fonte de colesterol, o animal utilizado,
bem como o tempo do estudo dificultam uma comparagao adequada.

A respeito do peso hepatico, em revisdo que abordou métodos de indu¢do de DHGNA, foi
reportado que dietas ricas em colesterol isolado ndo aumentam o peso hepatico (Flessa et al., 2022).
Resultados discordantes foram relatados em estudo que avaliou os efeitos de uma dieta com 1,5% de
colesterol em camundongos transgénicos HCVcpTg por 15 meses (Wong et al., 2020), em estudo que
utilizou ratos Fisher submetidos a dieta deficiente em colina (Kaji et al., 2011) e em estudo que utilizou
ratos Wistar submetidos a dieta deficiente em colina e metionina (Hirose et al., 2007). Entretanto, a
comparacgdo com os resultados do presente estudo torna-se limitada, particularmente pela diferenca
entre os métodos de indugao.

A presenga de niveis significativamente mais baixos de glicemia capilar no GC comparado ao
GN e GB na linha de base e comparado ao GC na fase final do estudo sugerem que ndo houve influéncia
da dieta utilizada em nosso estudo nos niveis de glicemia capilar. Achados similares foram descritos
em estudo mencionado anteriormente (Savard et al., 2013), embora a comparagao seja limitada pelos
fatores citados previamente.

O aumento significativo dos niveis de colesterol sérico observado no GC, comparado aos
grupos controle, corrobora a associacdo entre a dieta utilizada e os niveis séricos de colesterol. Com
as limitagdes previamente referidas, Savard et al. (2013) relatou resultados semelhantes. Em um estudo
prévio realizado em nossa instituigdo, Mota et al. (2022) adotando método observou resultado
divergente, provavelmente porque os ratos eram mais jovens € pelo menor tempo de exposicao a dieta
indutora de doenga (10 semanas). A respeito dos niveis séricos de triglicerideos, em nosso estudo, nao
se observou diferencga significativa entre os grupos, resultado diferente dos reportados em dois estudos
que utilizaram dieta deficiente em colina (Kurita et al., 2008; Kaji et al., 2011). Contudo, além da
diferenca entre os métodos de inducgdo, a dieta deficiente em colina pode ter influenciado esses
resultados.

Os niveis séricos de AST e ALT foram semelhantes entre os grupos, contrastando com a
elevacao significativa de ambas as aminotransferases descrita em estudo que submeteu ratos Wistar a

dieta deficiente em colina e metionina (MCD), (Hirose et al., 2007). Todavia, a diferenga entre os
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métodos de indugdo impossibilita uma comparagao razoavel. Adicionalmente, apenas uma pequena
percentagem de individuos com esteatose sem causa identificavel (2,8 a 5,4%) apresenta elevagao dos
niveis séricos de aminotransferases (Szczepaniak et al., 2005).

No que tange a analise histoldgica, todos os animais do GC desenvolveram esteatose intensa,
em seu maior escore (escore 3), sendo esse parametro histologico normal (escore 0) nos grupos
controle: GB e GN (tabela 3, figura 3). Quanto a inflamagao lobular, somente um animal do GC (25%)
apresentou inflamacgao leve ou ténue (escore 1), o restante do grupo (75%) desenvolveu inflamagao
lobular moderada (escore 2). Assim como a esteatose, a inflamacao lobular ndo foi observada nos
grupos controle (tabela 3, figura 3).

Em relacdo a balonizagdo de hepatdcitos, todos os ratos do GC desenvolveram tal alteragdo
histologica em seu maior grau (escore 2). De forma semelhante a esteatose e a inflamacao lobular, a
balonizacdo ndo foi observada nos grupos controle (tabela 3, figura 3). A fibrose, foi a inica alteragdo
histologica basica ndo observada no GC, e, da mesma forma que as outras alteragdes histologicas
anteriormente citadas, ndo ocorreu nos grupos controle. No que concerne ao escore de atividade da
DHGNA, utilizado para estimar a presenca de EHNA, todos os animais do GC apresentaram escores
> 5, compativeis com a presenca de EHNA (tabela 3).

Resultados semelhantes aos encontrados no presente estudo foram reportados por Savard et al.
(2013), que observaram o desenvolvimento de esteatose hepatica leve a moderada, infiltrado
inflamatério leve e auséncia de fibrose. No entanto, o animal, a fonte de colesterol e o tempo de
exposicao a dieta foram diferentes, o que limita comparagdo dos resultados. Em relacdo a inflamacao
lobular, Kurita et al. (2008) descreveram inflamacao lobular “intensa”, em ratos Otsuka Long-Evans
Tokushima (OLETF), submetidos a dieta MCD por 8 semanas. Resultado que difere do encontrado em
nosso experimento quanto a intensidade da inflamagao lobular desenvolvida. Entretanto, o rato OLEFT
¢ uma linhagem selecionada por desenvolver espontaneamente hiperglicemia e obesidade, fatores
adicionais para o desenvolvimento de injaria hepatica.

A respeito da balonizagdo, assim como no presente experimento, Hirose et al. (2007) relataram
balonizacdo acentuada em ratos Wistar alimentados com dieta MCD por 15 semanas. A diferenca
extrema entre os métodos de inducdo torna a comparagdo comprometida, apesar da semelhanga entre
os resultados. Quanto a substitui¢do fibrotica, consequéncia da lesdo e morte dos hepatdcitos, Kaji et
al. (2011) observaram o desenvolvimento de fibrose em ratos Fisher submetidos a dieta deficiente em
colina por 12 semanas, Wong et al. (2020) em camundongos transgénicos submetidos a uma dieta rica
em colesterol por 15 meses e Hirose et al. (2007) em ratos Wistar alimentados com dieta MCD por 15
semanas. Em contraste com esses resultados, no presente estudo ndo houve o desenvolvimento de
fibrose. Todavia, excetuando o estudo de Hirose et al. (2007), os outros estudos citados utilizaram

animais diferentes e todos eles utilizaram métodos de indugdo aparentemente mais agressivos do que
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aquele utilizado e nosso experimento. Além disso, Wong et al. (2020) utilizaram camundongos
transgénicos e o periodo de estudo foi mais de 3 vezes maior do que o adotado no presente estudo.

A A EHNA ¢ caracterizada pela presenga de esteatose >5% dos hepatdcitos, inflamagao lobular
e balonizagdo de hepatdcitos com ou sem fibrose. Portanto, o modelo proposto apresentou os critérios
compativeis com a presenca de EHNA. Da mesma forma, a presenca de pelo menos um fator de risco,
€, hesse caso em comparagao com os grupos controle, pode-se inferir que houve hipercolesterolemia
no GC, caracteriza a presenca de MASH. Assim sendo, houve o desenvolvimento de um modelo animal
em rato Wistar de DHGNA/MASLD e de EHNA/MASH, utilizando como indutora uma dieta
compativel com os hadbitos alimentares humanos atuais. Ressaltamos como limitagdes o n amostral
reduzido e o 6bito de um dos ratos do GC duas semanas antes da eutandsia, o que impediu que fossem
coletadas amostra de sangue desse animal. No entanto, as alteragdes histologicas foram idénticas as
apresentadas pelos demais ratos do grupo, exceto a inflamagao lobular que foi em menor escore em

um deles (tabela 3).

6 CONCLUSAO

No modelo proposto, houve o desenvolvimento de DHGNA/MASLD em ratos Wistar,
utilizando uma dieta que, de forma aproximada, mimetiza os habitos alimentares humanos atuais,
sabidamente associados ao desenvolvimento da doenga cardiometabodlicas. Com base no escore de
atividade da DHGNA, houve o desenvolvimento de esteatohepatite ndo alcodlica/esteatohepatite

associada a disfungao metabolica.
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