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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar a acdo da associacdo Bupropiona/Naltrexona sobre o
peso, aspectos bioquimicos e histomorfométricos em ratos wistar obesos. Foram utilizados ratos da
linhagem wistar divididos em dois grupos de acordo com a dieta oferecida: n=10 normonutrido
(dieta padrdo de biotério) e n=10 obeso (dieta de inducdo a obesidade) e posteriormente subdivididos
em 4 grupos, onde n=5 normonutridos sem tratamento, n=5 normonutridos com tratamento da
associacdo NAL/BUP, n=5 obesos sem tratamento e n=5 obesos com tratamento com a associagéo
NAL/BUP. Foram analisados: Peso corporal; Consumo alimentar; indice de Lee; IMC; Perfil
bioquimico e hematoldgico, Analise morfométrica e histologica dos figados dos animais
experimentais, ap6s o periodo de tratamento com a associagdo Bupropiona/Naltrexona. O uso
combinado de NAL (1mg/kg) BUP (20mg/kg) promoveu em animais obesos, reducéo nas medidas
da ingestdo alimentar (5,74 = 0,36 vs. 4,25 + 0,23); do peso corporal (461,5 £ 38,1 vs. 418,4 £ 43,7),
dos indices de Lee Lee (344,4 + 13,7 vs. 321,7+12,2) e 0 IMC (0,91 £ 0,07 vs. 0,77 £ 0,08), reducdo
do peso (5,22 + 1,96 vs. 4,15 + 0,120), aumentando o volume do lobo médio hepatico (13,01 £ 0,755
vs. 14,00 + 0,508), reduzindo a densidade de volume do nucleo de hepatocitos do lobo médio
hepatico (0,65 + 0,030 vs. 0,50 + 0,025) e consequentemente, levando a uma reducdo do numero de
nucleos de hepatécitos do lobo médio hepatico (71,4 £ 3,17 vs. 54,6 + 2,69). Aumentando indices
bioquimicos da Fosfatase alcalina, AST e de plaquetas. Além destes resultados foi observado nos
animais obesos uma reducdo do padrao de esteatose hepatica por meio de analise histoldgica. Estes
resultados indicam que o uso combinado de NAL/BUP promove reducdo do consumo de alimentos
densamente energéticos o que contribui para a perda de peso, além de melhoria na glicemia, reduziu

os indices de esteatose hepatica e diminuiu as alteracdes morfométricas no tecido hepatico.

Palavras-Chave: Obesidade. Naltrexona. Bupropiona. Estereologia. Histologia.



ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the action of Bupropion / Naltrexone
association on weight, biochemical and histomorphometric aspects in obese wistar rats. Wistar
rats were divided into two groups according to the diet offered: n = 10 normonutride (standard
vivarium diet) and n = 10 obese (obesity-inducing diet) and then subdivided into 4 groups,
where n = 5 normonutrients. no treatment, n = 5 normonutrients treated with NAL / BUP
combination, n = 5 obese without treatment and n = 5 obese treated with NAL / BUP
combination. The following were analyzed: body weight; Food consumption; Lee index; BMI;
Biochemical and hematological profile, Morphometric and histological analysis of the livers of
experimental animals after the treatment period with the Bupropion / Naltrexone combination.
The combined use of NAL (1mg / kg) BUP (20mg / kg) promoted in obese animals a reduction
in food intake measurements (5.74 £ 0.36 vs. 4.25 + 0.23); body weight (461.5 + 38.1 vs. 418.4
+43.7), Lee Lee indices (344.4 £13.7 vs. 321.7 £ 12.2) and BMI (0, 91 £ 0.07 vs. 0.77 £ 0.08),
weight reduction (5.22 £ 1.96 vs. 4.15 £ 0.120), increasing the volume of the hepatic middle
lobe (13.01 £ 0.755). 14.00 + 0.508), reducing the volume density of the hepatic middle lobe
hepatocyte nucleus (0.65 + 0.030 vs. 0.50 + 0.025) and consequently leading to a reduction in
the number of hepatocyte nuclei in the liver. hepatic middle lobe (71.4 + 3.17 vs. 54.6 + 2.69).
increasing biochemical indices of alkaline phosphatase, AST and platelets. In addition to these
results, a reduction in hepatic steatosis pattern was observed in obese animals through
histological analysis. These results indicate that the combined use of NAL / BUP promotes a
reduction in the consumption of densely energetic foods, which contributes to weight loss.
improved glycemia, reduced hepatic steatosis rates and decreased morphometric changes in

liver tissue.

Keywords: Obesity. Naltrexone. Bupropion. Stereology. Histology.
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1 INTRODUCAO

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), o sobrepeso e a obesidade vém
aumentando significativamente, onde em 2016, mais de 1,9 bilhdo de adultos apresentavam
excesso de peso, sendo definida como acumulo anormal ou excessivo de gordura corporal, a
obesidade apresenta uma série de fatores de riscos para a salde desencadeando doencas
crénicas, incluindo diabetes, doencas cardiovasculares e cancer (WHO 2017).

As consequéncias advindas com a obesidade sdo preocupantes, pela presenca de
morbidades e comorbidades associadas, como as dislipidemias, diabetes mellitus tipo 2,
hipertensdo arterial, doencas dermatoldgicas, além da Doenca hepética gordurosa nao alcodlica
(DHGNA) (BRASIL, 2015).

A doenca hepatica gordurosa ndo alcodlica é problema clinico emergente em obesos,
atingindo uma prevaléncia alta em paises desenvolvidos e com aumento em paises em
desenvolvimento (BROWNING; SZCZEPANIAK; DOBBINS, 2004). Uma condicdo clinico-
patoldgica a DHGNA é caracterizada por deposito de lipidios no hepatécito do parénquima
hepético, que ocorre em individuos que ndo utilizam alcool (SASS; CHANG; CHOPRA, 2005).
Variando de esteatose macrovesicular simples (acimulo de gordura nos hepatécitos) para
esteato-hepatite/EHNA (esteatose associada a atividade necroinflamatoria), fibrose avancada e
cirrose (CARVALHEIRA; SAAD, 2006).

O tratamento clinico da DHGNA, apresenta propostas de tratamento como: medidas
nutricionais que visam a reducdo de peso, estimulo a detoxicacdo hepatica, controle da
resisténcia insulinica, melhora do perfil lipidico plasmético, mobilizacédo de lipidios hepéticos
e 0 incentivo a introducédo de alimentacdo saudavel (MAZZA; SANTANA; OLIVEIRA,2009).
Bem como, a terapéutica dos componentes da sindrome metabdlica, que incluem: incentivo a
atividade fisica, drogas para reduzir peso e a resisténcia insulinica (OLIVEIRA; MELLO;
ALVES, 2009).

Para o tratamento da obesidade, devido sua complexidade, é necessario um engajamento
multidisciplinar, incluindo assim intervengbes medicamentosas e ndo medicamentosas.
Mudanga no estilo de vida é essencial para eficacia do tratamento ndo medicamentoso que
inclui: reeducacédo alimentar e atividade fisica (ABESO, 2009).

Quanto ao tratamento medicamentoso da obesidade, existem varias opgdes, entre elas:

0S anorexigenos — sibutramina, sendo esse o mais utilizado. Inibidores da recaptacdo de
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serotonina e a associacao de bupropiona e naltrexona, sendo essa uma das mais recentes opg¢oes
para o tratamento farmacoldgico da obesidade, que apresenta vantagens e desvantagens. Sendo
importante o entendimento de que a obesidade é uma doenca cronica, assim o tratamento nao
cura a obesidade, mas traz um certo controle e diminui as comorbidades associadas a obesidade
(ABESO, 2010).

A combinagdo de Bupropiona com Naltrexona (Contrave®) é estudada ha anos pela
empresa farmacéutica Orexigen Therapeutics Inc. como potencial droga para o tratamento da
obesidade. A Naltrexona usada comumente para o tratamento de dependéncia aos opiaceos e,
posteriormente, de dependéncia de alcool, por ser um antagonista de receptor opioide foi testada
quanto a sua eficacia no tratamento monoterapico da obesidade e apresentou pouca ou nenhuma
reducao do peso corporal. (ABESO, 2010).

A bupropiona utilizada em monoterapia para o tratamento da cessacdo do tabagismo por
ser um inibidor da recaptacdo de dopamina e norepinefrina, foi também testada em monoterapia
para o tratamento de redugé@o de medidas em casos de obesidade, obtendo resultados modestos,
mesmo na presenca de mudancas de habitos de vida (ABESO, 2010).

Nesse contexto, diante da necessidade de opg¢des alternativas para o tratamento das
alteracdes hepaticas desenvolvidas pela obesidade, o presente estudo, visa avaliar os beneficios

da terapia com a associacao Naltrexona/Bupropiona em figados de ratos obesos.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 OBESIDADE

Definida pela OMS (Organiza¢do Mundial da Saide) como um acimulo excessivo de
gordura, a obesidade advém de uma desigualdade energética e da interacdo de genes, ambiente
e estilo de vida, onde as causas principais sdo o0 excesso de alimentos caléricos, podendo ou ndo
estar associadas a falta de atividade fisica. O excesso de peso em adultos é definido pela OMS
através do indice de massa corporal (IMC) que apresenta os seguintes valores: >25,0 kg/m?, a
obesidade como tendo uma IMC de > 30,0 kg/m? e sobrepeso como tendo um IMC de 25,0-
29,9 kg/m? (WHO, 2017).Segundo dados atuais da OMS, & prevaléncia da obesidade quase
triplicou entre 1975 e 2016. Em 2016, cerca de 1,9 bilhdo de adultos tinham excesso de peso

(Figuras 1 e 2).

Figura 1 - Prevaléncia mundial de obesidade em homens maiores de 18 anos (IMC > 30 kg/m?2).

Prevalence (%)
I | <200
[ |200-300
] 00-s08

B =500

[ | Pata not available
[ | Netay pp\ able

Fonte: World Health Organlzatlon ano de referéncia: 2016. (WHO, 2017)

= he map snons entiza vaue and South Suda
S formar Sudan a6 Rt existod prio [J\yZOH

Figura 2 - Prevaléncia mundial de obesidade em mulheres maiores de 18 anos (IMC > 30
kg/m2).

-Ee«ao NtzFrm’]pp ing purpos the map s d ntical values for nd South Suda
Data not available These value e ormer Sudan 5 1 avitad prior to oty 2011
Not apalicabis * Body Mass Index 229 kaim2

Fonte: World Health Organization, ano de referéncia: 2016. (WHO, 2017).
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Em 1975 pelo menos 1% das criancas e adolescentes entre 5 e 19 anos eram obesos, ja
em 2016 esse nimero chega a mais de 124 milhGes de criangas e adolescentes, representando
respectivamente 6% das meninas e 8% dos meninos com obesidade. As criancas menores de 5
anos, representam 41 milhdes de individuos com excesso de peso ou obesidade (WHO, 2017).

Considerado anteriormente como um problema de pais desenvolvido, 0 excesso de peso
e a obesidade estdo aumentando gradativamente em paises de pouco ou em desenvolvimento,
particularmente em ambientes urbanos. Na Asia, por exemplo, estima-se que metade das
criangas com menos de 5 anos apresentaram sobrepeso ou obesidade em 2016 (WHO, 2017).

A obesidade e 0 excesso de peso assumiram proporcfes epidémicas na regido das
Américas, que agora tem a maior prevaléncia de todas as regides acompanhadas pela OMS,
onde, cerca de 62% dos adultos sdo obesos ou tem sobrepeso. Esta epidemia ndo poupou
criancas e adolescentes e cerca de 20% a 25% sdo afetadas por excesso de peso (WHO, 2017).

Entre 2011 e 2014 a prevaléncia de obesidade foi de 36,5% entre adultos dos Estados
Unidos da América (EUA). Geralmente a prevaléncia de obesidade entre mulheres (38,3%) foi
maior do que em homens. (CRAIG et al, 2017). Em mais de 20 paises da América Latina e
Caribe, a taxa de obesidade feminina € 10% maior que a dos homens (OPAS, 2017).

No Brasil, segundo dados divulgados do relatério da Organizacdo das Nac¢des Unidas e
da Organizacdo Pan-americana de Salde (OPAS), Panorama da Seguranca Alimentar e
Nutricional na América Latina e Caribe, atualmente mais da metade da populacéo brasileira
estd com sobrepeso e a obesidade ja atinge mais de 20% das pessoas adultas. Quanto ao
sobrepeso em adultos, em 2010 passou de 51,1%, para 54,1% em 2014. A analise aponta a
mesma tendéncia em relacdo a obesidade, que passou de 17,8% da populacéo adulta em 2010
para 20% em 2014, com uma maior prevaléncia em mulheres, chegando a 22% (OMS; OPAS,
2017).

Dados da Pesquisa de Vigilancia de Fatores de Risco e Protecao para Doencas Cronicas
vinculados ao Ministério da Saude em todas as capitais do Brasil por 10 anos, mostraram a
prevaléncia da obesidade e descobriram que ela passou de 11,8% em 2006 para 18,9% em 2016,

atingindo quase um em cada cinco brasileiros maiores de 18 anos (BRASIL, 2017).

2.2  CAUSAS DA OBESIDADE
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O principal causador do acumulo de gordura e consequentemente da obesidade, é o
balango energético positivo. A diferenca entre a quantidade de energia consumida e a
quantidade de energia gasta nas diversas funcGes vitais e de atividades define o balanco
energético. Geralmente é determinado pela ingesta de macronutrientes, pelo gasto energético e
pela termogénese dos alimentos, portanto, o consumo excessivo de alimentos cal6ricos, ou
mesmo um baixo gasto energético, podem ser agentes causais da obesidade (BOUCHARD,
2000; WANDERLEY; FERREIRA, 2010).

Os elementos que determinam esse desequilibrio sdo complexos e podem ter origem
genética, metabolica, ambiental e comportamental (BRANDAO; SILVA, 2012).

Ao longo dos anos a sociedade desenvolveu-se socioeconomicamente e com isso, NOVOS
habitos foram modificados. A industrializacao ofereceu uma maior facilidade na obtencéo e no
preparo dos alimentos em geral, o padrédo de vida passou a ser mais sedentario e com todos
outros fatores envolvidos com o desenvolvimento da sociedade, as pessoas passaram a se
alimentar mais e exercitar cada vez menos, levando a um superavit cal6rico, favorecendo a
obesidade nas pessoas predispostas geneticamente. (MENDONCA; ANJOS, 2004; REPETTO
et al, 2003).

Comodidades presentes em nosso ambiente, como a utilizagéo de televisdo, videogames,
computadores, entre outros, conduzem a um estilo de vida cada vez mais sedentario. Existe uma
associacéo significante entre o aumento da prevaléncia de obesidade e a quantidade de horas
desperdicadas, como o habito de assistir televisdo. Essa relacdo pode ser explicada pela natureza
sedentaria de tal atividade, bem como o consumo de lanches com altos teores de gordura e/ou
acucar durante o periodo em frente a TV (MUST et al, 1992; ALMEIDA et al, 2002; FISBERG,;
OLIVEIRA, 2003).

Os fatores genéticos podem determinar a suscetibilidade do individuo para o ganho de
peso, porém ndo sdo determinantes, visto que os fatores ambientais e de estilo de vida, tais
como sedentarismo e habitos alimentares inadequados, podem levar a um balanco energético
positivo, favorecendo o surgimento do excesso de peso e consequentemente da obesidade.
(BRAY; POPKIN, 1998; US, 2001; WHO, 2004).

A sindrome de Prader-Willi, de Laurence-Moon-Biedl, ou mutagdes no gene produtor
e/ou receptor de leptina sdo doencas especificas que provocam cerca de 20 a 25% dos casos de
obesidade. (HARISON et al., 2008).
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A leptina atua no sistema nervoso central, no hipotdlamo especificamente e integra o
complexo fisiolégico que regula o armazenamento, equilibrio e o gasto energético pelo
organismo, modulando assim o estado nutricional do organismo para outros sistemas
fisioldgicos causando inibicdo sobre o conjunto de alteragdes neuroenddcrinas secundarias a
privacdo alimentar. Modifica a expressao e a atividade de inimeros peptideos hipotalamicos
que regulam o apetite e o gasto energético (LICINO; NEGRAOQ, 2000).

A leptina, descoberta em 1994 por Jeffrey Friedman, € uma proteina com 167 residuos
de aminoacidos, com uma massa molecular de aproximadamente 16 kDa (ZHANG, 1994).
Embora a principal agdo da leptina consista numa modulagéo a longo prazo, uma agéo a curto
prazo também parece possivel, esta Ultima com a colaboracao de outros peptideos responsaveis
pela sensacdo de saciedade. A sua secrecdo € estimulada pela insulina e outros peptideos
géstricos, como a grelina, logo ap6s a ingestdo alimentar (LOPEZ, 2007).

A leptina foi considerada um hormonio determinante para o desenvolvimento da
obesidade. Esta evidéncia emergiu quando se identificaram mutagdes no gene da leptina em
camundongos obesos e se observou que criancas obesas portadoras de deficiéncia congénita de
leptina revertiam o seu peso corporal quando tratadas com este hormoénio. As mutagdes no gene
da leptina ou nos seus receptores podem resultar em obesidade mais ou menos grave,
dependendo da perda da sua fungdo (MONTAGUE, 1997)

Vale salientar outros fatores que estdo envolvidos na génese da obesidade, por exemplo
a colecistocinina (CCK), a ghrelina, o neuropeptidio Y (NPY) e o peptideo YY que sdo
substancias envolvidas no controle da ingest&o alimentar (DUARTE et al, 2005; GUILA, 2006).

O peptideo YY e a CCK sdo liberados pelo trato gastrointestinal e ao nivel cerebral,
inibindo a ingestdo alimentar, promovendo a saciedade ap6s uma refeicdo. O NPY é sintetizado
no SNC e estimula a ingestdo. A ativacdo de neurdnios produtores de NPY no hipotalamo, fica
por conta da leptina e insulina. A leptina inibe a sintese dos produtores de NPY. A grelina € um
horménio gastrointestinal estimulador do apetite e faz parte dos sistemas de regulacdo do peso
corporal. A producdo excessiva de grelina pode levar a obesidade. Se acontece alguma alteragédo
em alguma destas vias citadas, nas quais regulam o balango energético, provocam disfuncoes
nos sistemas de regulacdo do peso corporal por retroalimentagdo, podendo levar a obesidade.
(DUARTE et al., 2005).

A grelina € um hormoénio composta por 28 residuos de aminoacidos, descoberta em

1999, como sendo um ligando para o receptor secretagogo do hormdnio do crescimento do tipo
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1 (GHSR) (HOWARD, 1996). Embora seja predominantemente expresso no estbmago,
também pode ser expresso no figado, pancreas, coracao e sistema nervoso central (DELPORTE,
2013).

Apresentando valores circulantes mais elevados na fase de jejum que baixam
imediatamente apos a ingestdo alimentar. A sua acdo ocorre através da ligacdo a receptores
especificos no nucleo arqueado hipotaldmico, provocando o aumento da atividade dos
neurdnios NPY/AgRP e inibindo os neurénios POMC (OLSZEWSKI PK, 2003; TSCHOP M,
2001)

Enquanto o formato acilado de ghrelina parece estimular a ingestdo alimentar,
adiposidade e a homeostase da glicose, o formato ndo acilado, parece induzir um balago
energético negativo, suprimindo a libertacdo de glicose pelos adipdcitos e diminuindo as
concentragdes de insulina circulantes (ASAKAWA., 2005; GAUNA., 2005). Se, por um lado,
os dados relativos a sua associa¢do com o indice de massa corporal sdo consensuais, 0 mesmo
ndo acontece relativamente a sua agdo no metabolismo dos glicidios. Nos obesos tém sido
referidos valores elevados de grelina acilada e mais baixos de grelina ndo acilada quando
comparados com individuos normoponderais (DELHANTY, 2013; PACIFICO., 2009).

Além destes fatores citados, maus habitos alimentares e diminuicdo da realizacdo de
exercicios fisicos, associados a fatores genéticos poligénicos sdo as causas das maiorias dos
casos de obesidade. A medida que a sociedade se torna mais desenvolvida e mecanizada, a
demanda por atividades fisicas diminui, reduzindo o gasto energético diario (FRANCISCH et
al., 2000).

2.3  DIAGNOSTICO E CLASSIFICACAO DA OBESIDADE

O diagndstico da obesidade é feito através da afericdo do indice de Massa Corporal
(IMC) e foi estabelecido pela OMS em 1997 e até hoje, permanece inalterado. O IMC
(calculado através da divisao do peso em kg pela altura em metros elevada ao quadrado, kg/m2)
é o célculo mais usado para avaliagdo da adiposidade corporal. Apesar de ndo representar a
composigdo corporal, o IMC vem sendo utilizado como uma medida aproximada de gordura
total, visto que € altamente correlacionado com a gordura corporal (NIH, 2012). Vale salientar

que o IMC ndo mede diretamente a proporc¢do de gordura no corpo, mas é o parametro mais
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utilizado para o diagndstico de excesso de peso e obesidade, por ser um método de facil
execucao, pratico e simples. (HERNANDES e PEREIRA, 2010).

Tabela 1 - Classificacdo internacional da obesidade segundo o indice de massa corporal (IMC)
e risco de doenga (Organizagcdo Mundial da Saude) que divide a adiposidade em graus ou
classes.

IMC (KG/M?) CLASSIFICAQAO OBESIDADE RISCO DE DOENCA
GRAU/CLASSE

<185 Magro ou baixo peso 0 Normal ou elevado

>18,5e<24,9 | Normal ou eutrofico 0 Normal

>25e<29,9 Sobrepeso ou pré- obeso | 0 Pouco elevado

>30e<34,9 Obesidade I Elevado

>30 e <39,9 Obesidade ] Muito elevado

>40 kg/m2 Obesidade grave i Muitissimo elevado

(Fonte da tabela: ABESO, 2016)

Além do IMC, outras medidas também sdo importantes e devem ser levadas em
consideracdo, como: razdo cintura-estatura, ultrassonografia, ressonancia magnética,
condutividade elétrica total, analise de bioimpedancia elétrica, espessura de dobras cutaneas e
0 perimetro da cintura (PELEGRINI et al., 2015).

2.4  CONSEQUENCIAS DA OBESIDADE

Estudos sobre o aumento da prevaléncia da obesidade revelam dados preocupantes,
principalmente quando tem o entendimento que este problema frequentemente nao se apresenta
de forma isolada, mas como fator favoravel para o surgimento de outras doencas, as chamadas,
doencas crbnicas ndo transmissiveis (DCNT), como diabetes mellitus tipo Il, hipertensao
arterial, dislipidemias, doenca hepatica gordurosa, doencas coronarianas, entre outras (ENES,
2010; CDC, 2017).

Estimativas globais da OMS revelam que as DCNT sdo responsaveis por 58,5% das
mortes e por 45,9% da carga de doenca no mundo (WHO, 2011). No Brasil, as DCNT
concentram 72% do total de 6bitos, e 75% dos gastos com atencio a satide no Sistema Unico
de Saude (SUS), segundo dados de 2009 do Sistema de Informac&o de Mortalidade — Percentual
que representa mais de 742 mil mortes por ano. As doengas cardiovasculares sdo responsaveis

por 31% do total de 6bitos por causas conhecidas no Brasil, e seus fatores de risco (hipertensdo
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arterial, triglicerideos e Lipoproteina de Alta Densidade (LDL) elevados, Lipoproteina de Baixa
Densidade (HDL) baixo, entre outros) estdo associados ao sobrepeso e obesidade (RECH et al.,
2007; SCHMIDT et al., 2011).

Neoplasias malignas podem ser causados pela obesidade, como por exemplo, 0 cancer
de endométrio, figado e rim, e também a alteracdes dermatoldgicas, como estrias, dermatites,
entre outros. Podendo também ser a causa de distarbios psicossociais e implicagdes, como
aumento do risco cirtrgico (GONZALEZ-MUNIESA et al., 2017).

Além das doencas, existem 0s problemas econdmicos, que ndo se limitam a fatores
médicos, mas também a fatores sociais como: perda da produtividade, diminuicao da qualidade
de vida, entre outros (BAHIA, 2014).

2.5  DOENCA HEPATICA GORDUROSA NAO ALCOOLICA (DHGNA)

A doenca hepatica gordurosa nao alcoolica (DHGNA) é caracterizada pelo deposito de
lipideos nos hepatdcitos de individuos que ndao consomem alcool, podendo evoluir para
esteatohepatite ndo alcodlica (NASH), fibrose, cirrose e, em casos mais graves, carcinoma
hepatocelular, além de aumentar o risco de doencas metabdlicas (BRUNT et al., 2011;
MCPHERSON et al., 2015; YANG et al., 2016). A DHGNA é prevalente em todo o mundo e
¢ uma parte da sindrome metabdlica, na obesidade 80% dos individuos obesos podem
apresentar a DHGNA, além dos individuos que sdo afetados pela hiperlipidémia e diabetes.
(YOUNOSSI et al., 2016).

Estima-se que cerca de 40 a 50% da populacdo com peso normal, sejam portadores de
DHGNA, razdo essa que vem tornando a doenca do figado da atualidade. Ocorrendo em
qualquer idade, sem predominio de sexo, diferente da esteatose causada por consumo de alcool,
onde a prevaléncia € maior no sexo masculino, sendo relacionada a diversos fatores de risco.
Dados do ministério da saude adverte que cerca de 60% da populagdo com excesso de peso,
apresenta a DHGNA (BRASIL, 2013).

Sabe-se que a DHGNA envolve uma complexa interagdo entre multiplos fatores ainda
ndo completamente elucidada. Dentre esses fatores, destacam-se a resisténcia a insulina,
acumulo de lipideos nos hepatocitos, estresse oxidativo e disfungdo mitocondrial (CARR;
ORANU; KHUNGAR, 2016). A contribuicdo do padréo dietético para o desenvolvimento da

doenca € consideravel, alem de outros fatores como: gravidez, sedentarismo, perda ou ganho
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de peso de forma muito acelerada e inflamages cronicas no figado. E comum que os pacientes
com DHGNA, apresentem um elevado consumo de gorduras saturadas, carboidratos e menores
teores de &cidos graxos poli-insaturados, fibras e antioxidantes (PIMENTEL,; LAI, 2016).

O excesso de deposito de lipideos em mais de 5% dos hepatdcitos, € considerado o
episodio que desencadeia a doenca. Esse acimulo acontece através de alguns mecanismos
principais: lipdlise excessiva de depositos de gordura superficial e visceral, aumento da sintese
hepatica, comprometimento da beta oxidacédo de acidos graxos, secrecdo reduzida de VLDL e
aumento da ingesta dietética. O excesso de carboidratos, a partir de fontes alimentares ou de
gliconeogénese, também estimula a sintese hepética de acidos graxos. (PIMENTEL; LAI, 2016;
BASARANOGLU; ORMECI, 2014).

O aumento da deposicado lipidica induz, eventualmente, a superproducdo de espécies
reativas de oxigénio (ROS), dando origem ao estresse oxidativo. Esse aumento da producédo de
ROS, provoca peroxidagdo lipidica, cujos produtos intermediarios, como malondialdeido e 4-
hidroxinonenal, sdo agentes pro-inflamatorios e ativam fibroblastos, favorecendo a fibrogénese.
Assim, estresse oxidativo induz inflamacéo e fibrose, responsaveis pela evolucdo das lesdes
hepaticas (BASARANOGLU; ORMECI, 2014; KATSIKI; MIKHAILIDIS; MANTZOROS,
2016; ROLO; TEODORO; PALMEIRA, 2012). A figura 3 ilustra a patogénese da DHGNA.

Figura 3 - Patogénese da doenca hepatica gordurosa ndo alcodlica.
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A DHGNA ndo apresenta sinais clinicos ou sintomas de doenca hepética, embora muitos
pacientes relatem fadiga. O diagnostico de DHGNA, classificacdo e estadiamento é histoldgico,
porém a biopsia do figado é um procedimento invasivo e ndo realizado inicialmente. A

hepatomegalia leve ou moderada é um dos sinais mais frequentes. A avaliacdo dos parametros
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bioquimicos se torna eficaz e geralmente apresentam hiperlipidemia, hiperglicemia,
hiperinsulinemia, menor sensibilidade a insulina. Além disso, as concentragdes séricas das
enzimas aspartato amino transferas (AST), alanina amino transferase (ALT), fosfatase alcalina
(FA) e gamma-glutamil transferase (GGT) encontram-se aumentadas. Geralmente, a relacéo
AST/ALT é < 1, mas a inversdo dessa relacdo para AST/ALT > 1 pode sugerir progressao da
DHGNA para cirrose (BASARANOGLU; ORMECI, 2014;
CHARATCHAROENWITTHAYA; LINDOR; ANGULO, 2012). Os pacientes com DHGNA
podem, ainda, apresentar o espectro completo de anormalidades histopatol6gicas da doenca,
variando de esteatose benigna a cirrose, e niveis séricos normais de aminotransferases,
acompanhados da elevacdo em 15 vezes nas concentragdes de fosfatase alcalina
(BASARANOGLU; ORMECI, 2014; NEUMAN; COHEN; NANAU, 2014). Ja foi
demonstrado também que os niveis séricos de ALT flutuam durante o curso da doenca
(CHARATCHAROENWITTHAYA; LINDOR; ANGULDO, 2012).

O teste mais utilizado para demonstrar a esteatose hepéatica é a ultrassonografia
abdominal. Apresenta uma sensibilidade aproximada em 93%, alta o suficiente para
diagnosticar um figado com mais de 33% de esteatose. Tomografia também pode ser usada para
diagnostico de DHGNA demonstrando 82% de sensibilidade e 100% de especificidade para
detectar esteatose acima de 30%. Com relagéo as transaminases, a ALT tem uma relagéo causal
mais forte com DHGNA do que a AST (OH et al., 2016).

O estilo de vida do individuo portador da DHGNA, baseada em habitos saudaveis, dietas
equilibradas e atividade fisica regular tem sido levada em conta como o tratamento mais eficaz
desses pacientes. O controle de fatores metabdlicos, como a diabetes, dislipidemias e a propria
obesidade sdo recomendados, utilizando como coadjuvante e quando necessario medicamentos
no tratamento especifico de cada condicdo metabdlica a cima citada. Deve-se levar em
consideracdo que a reducdo deve ser ponderal, haja visto que a perda de peso acelerada pode
produzir efeitos reversos, levando a uma maior agressao hepatica. Os exercicios fisicos parecem
modificar a estrutura dos muasculos esqueléticos e reduzir assim a insulina. Entretanto, estima-
se que apenas um terco dos pacientes conseguem reducdo somente com exercicios.
Medicamentos antioxidantes, como a Vitamina E, N acetilcisteina, S adenosil-metionina e
alguns suplementos dietéticos ou probioticos também tem sido utilizado no tratamento de
DHGNA. Drogas usadas para tratamento de diabetes, como a metformina, pioglitazona e

rosiglitazona, tém sido utilizadas nos pacientes com niveis elevados de glicemia, além do
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Orlistat (Xenical) que ndo atua na esteatose hepéatica, mas auxilia no controle do peso corporal
(COTRIM, 2006).

26  TRATAMENTO DA OBESIDADE

Sabendo que a reducdo do peso corporal e da obesidade que é uma das principais causas
da DHGNA, o tratamento utilizado na obesidade pode ajudar a tratar a esteatose hepatica ndo
alcéolica, e que a obesidade pode ser tratada por diversos meios, entre eles 0s nao
farmacoldgicos, os farmacoldgicos e de forma cirtrgica. O tratamento deve objetivar a melhoria
do bem-estar e da saide metabdlica do individuo. Os meios terapéuticos disponiveis para o
tratamento da obesidade englobam as mudancas do estilo de vida, com reeducacéo alimentar e
atividade fisica regular, somando ao apoio medicamentoso de farmacos e pode ser indicada a
cirurgia bariatrica (FORTES et al, 2006; HAFEEZ e AHMED; PADWAL et al., 2013;
SARKHOSH et al., 2017).

Estudos vém demonstrando que o sucesso do tratamento esta associado a perdas
ponderais de 5% a 10%. Tal emagrecimento tende a melhorar significativamente os niveis de
pressdo arterial, nimero de apneias durante o sono e o controle de dislipidemias e do diabetes.
(WANNMACHER; SALZANO; CORDAS, 2004; FORTES et al, 2006).

2.6.1 Tratamento ndo farmacoldgico da obesidade

O tratamento nutricional recomendado vai além das dietas tradicionais, que
frequentemente fracassavam em manter a perda de peso; esta baseado principalmente em um
planejamento de reeducacdo alimentar, a0 mesmo tempo em que enfatiza a importancia da
atividade fisica. Além disso, tendo em vista fatores cognitivos e emocionais associados ao
aumento do consumo de alimentos, as técnicas de terapia cognitivo comportamental foram
consideravelmente aperfeicoadas, contribuindo de forma efetiva para a mudanca dos habitos de
vida do paciente obeso (ABESO, 2010).

E importante ressaltar que mesmo com mudancas de habitos alimentares e estilo de vida
sedentaria, cerca de 2% dos pacientes ndo conseguem os resultados desejados somente com
estas mudancas, este fato é justificado pela presenca de influéncias enddgenas (GAGLIARDI,
2001).
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2.6.2 Tratamento farmacoldgico da obesidade

O tratamento da obesidade pode ser feito também com auxilio farmacologico e é
indicado quando o tratamento nao farmacolégico ndo for o suficiente em pacientes com IMC
igual ou superior a 30kg/m?; com IMC igual ou superior a 25 kg/m? associado a fatores de risco,
como a hipertenséo arterial, DM tipo 2 (Diabetes Mellitus), entre outras (WHO, 1998; FORTES
etal., 2006; KHAN et al., 2012; ABESO, 2016).

Os medicamentos comumente utilizados no tratamento da obesidade s&o os
anorexigenos, os inibidores da lipase pancreatica e os inibidores da recaptacdo de serotonina e
norepinefrina, entre outros (WANNMACHER, 2004).

A utilidade do tratamento medicamentoso para o tratamento da obesidade deve seguir
algumas caracteristicas: demonstrar efeito em reduzir o peso corporal e levar a melhora de
doencas que tem alicerce no excesso de peso, ter efeitos colaterais toleraveis e/ou transitorios,
ndo ter propriedades de adicdo, apresentar eficicia e seguran¢a mantidas a longo prazo, possuir
mecanismo de acdo conhecido, idealmente ter um custo razoavel. (GUY-GRAND, 1989).

A sibutramina € um inibidor da recaptacdo da serotonina e da noradrenalina nas
terminacBes nervosas do SNC, e esta acdo tem efeitos anorexigenos. E eficaz em melhorar
parametros da sindrome metabolica, como glicemia de jejum, triglicérides e HDLc. Os
pacientes diabéticos também se beneficiam com o uso da medicacdo. Em pacientes hipertensos,
sua administracdo deve ser acompanhada com controles constantes dos niveis presséricos e da
frequéncia cardiaca, portanto, é contraindicada em pacientes com histéria de doenca
cardiovascular, incluindo doenca arterial coronariana, acidente vascular cerebral ou ataque
isquémico transitorio, arritmia cardiaca, insuficiéncia cardiaca congestiva, doenca arterial
periférica ou hipertensdo ndo controlada (acima de 145/90 mmHg) (ABESO, 2016).

O orlistate tem acdo intestinal, age inibindo lipases pancreaticas, reduzindo em 30% a
absorcéo das gorduras ingeridas, que sdo eliminadas com a excrecdo fecal. Menos do que 1%
do medicamento é absorvido e ndo ha acdo em SNC. E um medicamento seguro para o
tratamento da obesidade, sobrepeso e sindrome metabolica. A medicacao ndo deve ser utilizada
em pacientes com sindrome de ma absorgdo crénica, colestase, ou em pacientes em uso de
amiodarona, varfarina ou ciclosporina. Pode ser utilizado em associagdo com a sibutramina.
Qualquer associagdo entre medicacOes antiobesidade com acdo central estd contraindicada,
sendo esta pratica vedada pelo Conselho Federal de Medicina (ABESO, 2016).
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De forma indireta quanto ao tratamento da obesidade, temos alguns inibidores seletivos
da recaptacdo de serotonina como a fluoxetina e sertralina, usados para o tratamento da
depressao, esses podem proporcionar efeito de perda de peso, embora ndo tenham indicacao
formal no tratamento de obesidade (ABESO, 2016).

2.6.3 Naltrexona/bupropiona em associagdo para o tratamento da obesidade

Naltrexona € um antagonista de receptor opioide p, utilizado no tratamento de
dependentes em opiaceos e alcool. A bupropiona, por usa vez é um inibidor da dopamina (DA)
e noradrenalina (NA), utilizado para o tratamento de depressdo e também auxiliando na
cessacdo tabagica (FARIA et al., 2010; POWELL et al., 2011).

A FDA (Food and Drug Administration) indica a naltrexona/bupropiona como
adjuvante a dieta hipocal6rica e aumento de atividade fisica para o controle de peso crénico em
adultos obesos (IMC de 30 kg / m? ou maior) ou em individuos com sobrepeso (IMC de 27 kg
/ m? ou maior) com pelo menos uma condigdo de comorbidade relacionada ao peso, como
hipertensdo, diabetes tipo 2 ou dislipidemia e é comercializada com o nome de Contrave®
fabricado pela Orexigen (lllinois, 2014)

A associagdo Naltrexona/Bupropiona ndo tem um mecanismo de agdo totalmente
compreendido ainda. No entanto, a partir de dados de estudos pré-clinicos, acredita-se que a
combinacdo funcione sinergicamente no hipotalamo e no circuito de dopamina mesolimbica
para promover a saciedade, reduzir a ingestdo de alimentos e consequentemente aumentar o
gasto energético (SHERMAN et al, 2016).

A bupropiona, aumenta a producdo de células POMC e a liberagéo de alfa-MSH e beta-
endorfina in vitro. A naltrexona, um antagonista opidide, blogueia 0 MOP-R (receptor u
opioide), interrompendo, assim, o feedback inibitorio da beta-endorfina nas células POMC. A
combinacdo naltrexona/bupropiona aumenta o efeito da sinalizacdo da POMC mais do que
qualquer outra droga isolada (Greenway et al., 2009; Billes et al., 2011).

As células da pré-opiomelanocortina (POMC) encontradas no nucleo arqueado do
hipotdlamo produzem hormdonio estimulador de melandcito (alfa-MSH) e beta-endorfina, um
opidide endogeno. O alfa-MSH ativa o receptor de melanocortina-4 (MC4R), levando a
diminuicdo da ingestdo de alimentos, aumento do gasto de energia e perda de peso, beta-
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endorfina reduz a atividade das células POMC pela ligacdo ao MOP-R (Liotta et al., 1984;
Brady et al., 1990; Fan et al., 2005; Cone et al., 2006; Pennock et al., 2011)

Além disso, um estudo pre-clinico em ratos mostrou que a injecdo direta de naltrexona
e bupropiona na area tegumentar ventral do circuito mesolimbico produziu uma reducao na
ingestdo de alimentos. Esta reducdo foi notavelmente maior do que a redugdo observada com o
agente isolado, sugerindo que essas drogas tém acGes independentes, porém sinérgicas, no
circuito de dopamina mesolimbica (Sinnayah et al., 2007).

Apbs 12 semanas de tratamento com naltrexona/bupropiona, o paciente deve ter
atingido pelo menos uma perda de peso de 5% desde o inicio da terapéutica. Se este resultado
ndo for atingido dentro de 12 semanas, a NAL/BUP (Naltrexona/Bupropiona) deve ser
descontinuada porque é improvavel que o paciente obtenha beneficios com a mesma (lllinois.
2014).

A associagdo NAL/BUP ainda ndo foi avaliada em pacientes com insuficiéncia renal ou
hepética. As recomendacdes de dosagem do fabricante sdo baseadas em dados para naltrexona
e bupropiona individualmente e é aconselhado o monitoramento desses pacientes. Além disso
a associacdo pode apresentar efeitos colaterais como, nausea, prisao de ventre, dor de cabeca,
vomito, insbnia, etc (lllinois. 2014).

Em 2011, a FDA se recusou a aprovar o Contrave devido a preocupagdes com o perfil
de seguranca cardiovascular de longo prazo (Pollack. 2011). Todavia, em 2014 sendo
comercializada com o nome de Contrave ® fabricado pela Orexigen, a associacdo entre
bupropiona e naltrexona, foi aprovada depois de 3 fases de estudos clinicos que demonstraram

sua seguranca e eficacia, para o tratamento da obesidade (FDA, 2014).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a acdo da associagdo Bupropiona/Naltrexona sobre os aspectos bioquimicos,

histomorfométricos e histoldgicos em ratos wistar obesos.

3.2  OBIJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar o efeito da combinacdo Bupropiona/Naltrexona em animais normonutridos e

obesos sobre:

e Peso corporal,

e indice de LEE;

e Indice de Massa Corpora;

o Perfil bioquimico e hematoldgico

e Andlise histomorfométrica dos figados dos animais experimentais, ap6s o periodo de

tratamento com a associagdo Bupropiona/Naltrexona;
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4 MATERIAL E METODOS

41  ANIMAIS EXPERIMENTAIS

Neste estudo, ratos da linhagem Ratos Wistar provenientes da col6nia do Departamento
de Nutricdo da Universidade Federal de Pernambuco. Apds o desmame os animais foram
submetidos a dieta padrdo de laboratorio. Durante todo o experimento os animais foram
mantidos em condi¢bes padrdo de biotério seguindo recomendacdo ética do COBEA
(Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal). Os procedimentos foram aprovados de
acordo com a Comissdo de Etica de Uso Animal (CEUA) do Centro de Biociéncias (CB) da
UFPE (n° 23076.053208/2014-57) (Anexo A).

4.2  OBTENCAO DOS GRUPOS EXPERIMENTAIS

Os grupos experimentais foram formados por 20 filhotes machos (Figura 4):

e Grupo dieta padréo: constituido de 10 filhotes machos que ap6s o desmame
foram alimentados com racgdo padrdo de biotério (Presence®);
e Grupo dieta de inducéo a obesidade: constituido de 10 filhotes machos que
apos o desmame foram alimentados com racdo palatavel (dieta de inducédo a
obesidade).
Dos grupos dieta padrdo e dieta de inducdo a obesidade foram formados os seguintes
subgrupos:

e NST: constituido de 5 filhotes machos que apds o desmame foram alimentados
com racdo padrdo de biotério e submetidos ao tratamento com aplicacdo de
1ml/kg de agua destilada por via subcutanea dorsal.

e NCT: constituido de 5 filhotes machos que apds o desmame foram alimentados
com ragéo padrdo de biotério e submetidos ao tratamento com aplicagéo diaria
de naltrexona/bupropiona na dose combinada de 1mg/20mg/kg (Sigma-Aldrich®

Toronto), por via subcutanea dorsal.
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e OST: constituido de 5 filhotes machos que apos o desmame foram alimentados
com dieta de inducéo a obesidade e submetidos ao tratamento com administracdo
de 1ml/kg de agua destilada por via subcutanea dorsal.

e OCT: constituido de 5 filhotes machos que apds o desmame foram alimentados
com dieta de indugédo a obesidade e submetidos ao tratamento com aplicagéo
diaria de naltrexona/bupropiona na dose combinada de 1mg/20mg/kg (Sigma-

Aldrich® Toronto), por via subcutanea dorsal.

Figura 4 - Organograma demonstrando a formacdo dos grupos experimentais. Grupo
normonutrido: (dieta padrdo Presence®); Grupo obeso: (dieta de inducdo a obesidade). Os
animais dos grupos normonutrido ndo tratado e obeso ndo tratado receberam administracéo
de 1ml/kg.

GRUPOS EXPERIMENTAIS
n=20
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Fonte: O autor, (2019)

4.3  DIETAS EXPERIMENTAIS

A racdo padrdo foi fornecida ad libitum, todos os dias ao grupo normonutrido, e
consistiu de racdo comercial Presence® desenvolvida para ratos e camundongos de laboratério
(Agribrands Purina do Brasil, LTDA) com fornecimento calorico de 3,3 kcal/g. (Informagdes

fornecidas pelo fabricante), conforme a tabela 2.

Tabela 2 - Informagdes da composicgéo centesimal da ragdo comercial para ratos e camundongos
de laboratorio foram obtidas no rotulo do produto fornecido pela empresa Evialis Presence®
Racdo Animal, 2017 e sdo baseadas em recomendacOes do National Research Council e
National Institute of Health — USA.



32

Componentes (9/100%) (%/Kcal)
Proteina 24,30 29,0
Carboidratos 56,00 62,0
Lipidios 3,20 9,0
Fibras 5,00 0,0

VET (kcal/g) 3,30 3,30

A racdo palatavel (dieta de inducéo a obesidade) fornecida aos animais com objetivo de
induzir obesidade para formacao do grupo experimental obeso foi baseada em Calvalcante et al
(2013) e para producdo, foram utilizados ingredientes purificados/semipurificados
industrializados (Laboratorio Rhoster Industria e Comércio) e alimentos naturais, e foi
preparada no Departamento de Nutricdo da UFPE, para as fases de crescimento e manutencéo
dos ratos conforme a fase do ciclo da vida do rato., com fornecimento cal6rico de 4,0 kcal/g.
Estes ingredientes foram moidos, misturados e oferecidos na forma de pellets aos animais

experimentais (Tabela 3).

Tabela 3 - Ingredientes da dieta de inducdo a obesidade utilizada nos experimentos

Componentes Crescimento (g/kg) | Manutencéo (g/kg)
Maisena 117,00 157,00

Racdo padréo 80,00 80,00

Biscoito Maisena Chocolate 50,00 50,00

Farinha de Soja 40,00 40,00

Caseina 200,00 150,00

Celulose 40,00 40,00

Oleo de Milho 10,00 15,00

Oleo de Soja 20,00 25,00

Banha (Banha Sadia) 53,00 53,00
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Manteiga 40,00 40,00
Margarina (85% de lipideos) 40,00 40,00
Creme de Leite (20% de lipideos) 40,00 40,00
Acucar 220,00 220,00
Mix Mineral 25,00 25,00
Mix Vitaminico 7,00 7,00
Colina 2,50 2,50
Metionina 2,50 2,50
BHT =0,14mg 0,14 0,14
NaCl (39,34%) 3,00 3,00
Grutamato Monossodico (12,3% de | 10,00 10,00
Na)

TOTAL 1000,14 1000,14

Dieta palatavel hiperlipidica (dieta de inducdo a obesidade) previamente descrita e padronizada
por Estadella et al (2004), utilizada por Santos et al, (2010) e analisada por Oliveira et al (2011)
e modificada por Cavalcante et al (2013).

O conteldo energético da dieta de inducdo a obesidade, foi determinado em um
calorimetro adiabatico 1KA-C400 no Laboratério de Experimentacdo e Analises de
Alimentos/Universidade Federal de Pernambuco (LEAAL/UFPE) (Tabela 4).

Tabela 4 - Composicdo de macronutrientes segundo o Valor Energético Total (VET) da dieta
de inducdo a obesidade de Crescimento e Manutenc¢do oferecida aos animais experimentais

Componentes Crescimento Manutencao
(9/100%) | (%/Kcal) (9/100%) | (%/Kcal)

Proteina 18,00 18,00 14,00 14,00

Carboidratos 44,00 44,00 47,00 47,00

Lipidios 17,20 38,0 18,00 39,0

Fibras 5,20 0,0 5,20 0,0

VET (kcal/g) 4,03 4,03 4,06 4,06

Anélises realizadas no Laboratorio de Experimentagdo e Andlises de Alimentos/Universidade
Federal de Pernambuco (LEAAL/UFPE) com base nas informagdes fornecidas pelo fabricante
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dos ingredientes da dieta de inducdo a obesidade para Crescimento (Rhoster indUstria e
Comeércio 2017).

44  EXPERIMENTOS

4.4.1 Analise da evolucao ponderal

O peso corporal dos animais foi verificado no 21° dia pds-natal (desmame) e logo ap06s
0 periodo de adaptacdo ao ambiente e a dieta (8 dias), passou a ser verificado duas vezes por
semana até completar o periodo de 77 dias de ingestdo das dietas experimentais pelos grupos
normonutrido e obeso e consequentemente 106 dias de vida. Apos o periodo de 77 dias de
ingestdo das dietas, deu-se inicio ao tratamento farmacoldgico, e 0 peso dos animais passou a
ser verificado diariamente até completar 14 dias do tratamento, ou seja, até o 121° dia de vida
dos animais.
Para as medidas foi utilizada balanca eletrénica com capacidade para 4 Kg e sensibilidade 0,19
(Marte, modelo S-4000%).

4.4.2 Analise do consumo alimentar antes do tratamento pelo uso combinado de
NAL/BUP

A andlise do consumo alimentar antes do tratamento farmacoldgico foi realizada do 29°
ao 106° dia de vida (11 semanas). Neste periodo os animais foram alojados em gaiolas com no
maximo 3 animais e formaram dois grupos experimentais: normonutrido (n=10) que
receberam racdo comercial padrdo de biotério Presence® e obeso (n=10) que receberam dieta
de inducdo a obesidade. A quantidade de alimento ingerido foi obtida diariamente, no periodo
da fase escura do ciclo invertido de 12/12 horas (claro/escuro). O alimento foi removido e
pesado para obtencdo do consumo por diferenga entre a quantidade oferecida e a rejeitada. Para
a pesagem foi utilizada balanca eletrénica com capacidade para 4 Kg e sensibilidade 0,19
(Marte, modelo S-4000%).
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4.4.3 Analise do consumo alimentar durante o tratamento pelo uso combinado de
NAL/BUP

A analise da ingestdo alimentar durante o periodo do tratamento farmacol6gico foi
realizada do 107° ao 121° dia de vida. Neste periodo os animais dos grupos normonutrido
(n=10) e obeso (n=10) foram alojados em gaiolas individuais e formaram quatro subgrupos
(Figura 4): normonutrido sem tratamento (NST) (n=5) que receberam racdo comercial padréo
de biotério Presence® e aplicacdo diaria de injecdo subcutinea de &gua destilada na dose de
1ml/kg; normonutrido com tratamento (NCT) (n=5) que receberam racdo comercial padréo de
biotério Presence® e aplicagdo diaria de injecdo subcutanea de naltrexona/bupropiona na dose
combinada de 1mg/20mg/kg (Sigma-Aldrich® Toronto); obeso sem tratamento (OST) (n=5)
que receberam racéo dieta de inducéo a obesidade e aplicacdo diaria de inje¢do subcutanea de
agua destilada na dose de 1ml/kg; obeso com tratamento (OCT) (n=5) que receberam dieta de
inducdo a obesidade e aplicacdo diaria de injecdo subcutanea de NAL 1mg/kg e BUP 20mg/kg
(Sigma-Aldrich® Toronto). A quantidade de alimento ingerido foi obtida diariamente, no
periodo da fase escura do ciclo invertido de 12/12 horas (claro/escuro). O alimento foi removido
e pesado para obtencdo do consumo por diferenca entre a quantidade oferecida e a rejeitada.
Para a pesagem, foi utilizada balanca eletrdnica com capacidade para 4 Kg e sensibilidade 0,19
(Marte, modelo S-4000).

4.4.4 Indice de Lee

O indice de obesidade para roedores (Lee Index) foi calculado através do comprimento
naso-anal e o peso corporal, onde: Indice de Lee = (raiz cibica (3V) do peso corporal (g)
/comprimento naso-anal (cm) x 1000) (adaptado BERNARDIS e PATTERSON, 1968). Essas
medidas foram realizadas antes do inicio e depois do término do tratamento farmacoldgico, ou
seja, primeira ao 100° dia de vida (ap6s inicio do consumo das dietas) a segunda feita apds 121°
dia de vida (apds termino do tratamento farmacologico) e antes da eutanasia dos animais. Foi
utilizado papel milimetrado para registro do comprimento naso-anal e fita métrica

antropomeétrica (inextensivel) para medidas perimétricas.
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4.45 Indice de massa corporal (IMC)

indice de adiposidade muito usado em ratos e que guarda relagio positiva com o indice
de Lee (NERY et al., 2011). Foi determinado através da relagdo entre peso corporal (g) e o

quadrado do comprimento nasoanal (cm?) (NOVELLI et al., 2007).

4.5 ESTUDOS

4.5.1 Analise de Parametros Metabdlicos: Niveis de Glicose capilar

A coleta de amostras sanguineas foi realizada com os animais dos diferentes grupos
experimentais antes do inicio do tratamento e ap6s o término do tratamento farmacoldgico.
Amostra (aproximadamente 2ul) de sangue foi obtida na extremidade da cauda do animal e
depositado numa fita teste (Roche Diagnostics®). Os niveis de glicose foram determinados
usando um glicosimetro automatico (Accutrend GCT, Roche Diagnostics®) (LAGE, GUERRA,
PELOGIA, 2014).

4.5.2 Coleta de amostras para realizacdo de estudos

Ao 122° dia de vida, os animais dos dois grupos experimentais foram eutanasiados. Os
ratos foram previamente pesados e anestesiados com Isoflurano por via inalatéria e
eutanasiados, e os figados foram retirados. O sangue foi acondicionado em tubos Vacutainer®
sem anticoagulante para obtencdo do soro para avaliacdo dos parametros bioquimicos e em

tubos contendo EDTA, para avaliacdo hematoldgica.

4.5.3 Analise dos parametros bioquimicos

As analises bioguimicas foram realizadas em amostras séricas usando um analisador
automatizado para bioquimica clinica CMD 800iX1 (Wiener Lab Group). O soro foi obtido por

centrifugacdo do sangue em microtubos contendo acelerador de coagulacdo e sem
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anticoagulantes, a 3500 rpm por 5 minutos. Kits de diagndstico padronizados (Labtest®) foram
utilizados para as avaliacbes espectrofotométricas dos seguintes parametros biogquimicos:
Lipase, Fosfatase alcalina (ALP), Creatinina, Ureia, Acido Urico, Alanina transaminase (ALT),
Aspartato transaminase (AST), Albumina, Glicose, Proteinas totais, Triglicerideos, Colesterol
total, Colesterol HDL e Gama GT (BRANCO et al., 2011).

4.5.4 Analise dos parametros hematoldgicos

As anélises hematoldgicas foram realizadas em amostras de sangue total coletado em
tubos contendo EDTA, utilizando um analisador automatizado hematolégico Sysmex XT-
4000i (Roche®). Foram avaliados os seguintes parametros: Leucdcitos (x10%/pL); Hemoglobina
(9/dL); Hematdcrito (%); volume corpuscular médio - fL (VCM), hemoglobina corpuscular
média - pg (CHM), concentra¢do da hemoglobina corpuscular média - g/dL (CHCM), Plaquetas
(x10%/uL); Neutrofilos (%); Linfécitos (%); Monocitos (%); Eosinofilos (%); Basofilos%. MPV
(%), RDW (%), RBC (%) (BRANCO et al., 2011).

4.5.5 Analise histologica, morfométrica e estereoldgica dos figados

Os figados foram fixados em formol a 10% por 24 horas, ap6s esse periodo, o lobo
médio foi separado dos demais e selecionados e parametros morfométricos foram analisados.
Houve pesagem do lobo médio hepatico, sendo utilizado para essa medida balanca digital da
marca Kmach®, com capacidade maxima 700g e minima 1g. para aferi¢do do peso foi analisado
0 comprimento e para medir o comprimento foi utilizado um paquimetro da marca Lee Tools®
(Figura 5B). Posteriormente, o lobo foi seccionado transversalmente em varias fatias que

mediam 2mm cada (Figura 5C). Sendo desprezado sempre a primeira fatia de cada lobo, apés
esta etapa foi aplicado uma fragéo de % para selecédo das fatias a serem estudadas (Figura 5D).

Apos as etapas de seccéo, as fatias foram selecionadas e fotografas e as fotos foram inseridas
ao programa imageJ (versdo 1.3.4.67) para que através do principio de Cavalieri, fosse obtida
a quantificacdo estereoldgica de volume, que consiste em um sistema de teste quadratico para
calculo de volumes e areas. Sendo este principio empregado nos cortes macroscopicos,

dispostos em fatias transversais utilizando-se a seguinte formula: V=XP x (a/p) x t. Onde, Y P
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corresponde ao somatdrio de pontos do sistema teste que tocam a estrutura desejada (area
seccional de qualquer 6rgdo), (a/p) é a area associada a cada ponto do sistema teste, e t é a
espessura de cada fatia (GARAVELLO, 2013).

Em seguida cada fatia foi seccionada em 6 fragmentos (Figura 5E) e todos os fragmentos

foram colocados em uma superficie plana do menor para o maior fragmento e deste para o
H ~ 1 . .
menor novamente em formato de “U” (Figuras 5F e 5G), onde uma fracéo de 3 foi aplicada, em

seguida, fragmentos selecionados foram analisados.

Entre 10 e 12 fragmentos foram selecionados e inseridos em cassetes histologicos e
dispostos para processamento em um aparelho Histotécnico automatizado OMA modelo CM
69 (Figura 5J), onde o material foi submetido a uma serie de graduacao de etanol a 70%, 80%,
90% e trés sequéncias de etanol a 100%, por sessenta minutos, duas sequéncias de xilol por
sessenta minutos em cada, e duas sequéncias de parafina aquecida a 56°C por sessenta minutos
cada. Apos este processo, o material foi emblocado em parafina.

Para a realizacdo dos cortes na espessura de Sum foi utilizado o micrétomo marca Leitz
modelo 1512. Para a observacao dos aspectos histomorfoldgicos, os figados foram corados com
hematoxilina-eosina (Figura 5L). O preparo das laminas obedeceu aos seguintes passos: 0S
cortes foram desparafinizados em duas passagens pelo xilol (5 minutos cada), hidratados em
duas passagens por alcool 100%, seguidos por alcool 90% por 3 minutos cada, lavados em agua
por 5 minutos e corados por 2 minutos com hematoxilina de Harris (responsavel pela coloracdo
do nucleo da célula). Em seguida foram lavados novamente com agua corrente por 5 minutos e
corados pela eosina (responsavel pela coloragdo do citoplasma e tecido conjuntivo) por 1
minuto; na sequéncia desidratados na bateria de desidratacdo por duas vezes de 3 minutos cada,
passando por sequéncia de alcool sendo 70%, 80%, 90%, 100%, apods foram lavados com xilol
2 vezes de 3 minutos cada, secados e montados com laminula de vidro.

Posteriormente, as amostras foram analisadas por um patologista. Das laminas obtidas,
foram selecionados cinco campos através de uma randomizagdo e fotografados pela cdmera
(Moticam 1000 1.3 MP) acoplada ao microscopio da marca Labomed por meio de um software
Motic Image Plus 2.0, disponivel no Laboratorio de Microscopia do Programa de Pos-
Graduacdo em Patologia da Universidade Federal de Pernambuco. Cada campo estava
sobreposto a uma grade transparente com quadrados de 1mm? (Figura 4M). Através de uma
nova randomizacéo foi selecionado apenas um quadrado por cada campo (Figura 4N). Esse

quadrado foi dividido em quatro quadrantes que foram fotografados na objetiva de 400x através
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do software Motic Image Plus 2.0 (Figura 40). Posteriormente foi aplicado uma nova fracéo de
% para a selecdo de duas fotos por quadrado (Figura 4P). No total foram analisadas 300 fotos,

10 fotos de cada animal, dos 150 campos selecionados.

Através de parametros morfométricos foi quantificado o numero de hepatécitos
binucleados. Das laminas de cada animal foram realizadas fotomicrografias de 5 campos como
descrito anteriormente, totalizando 25 campos fotomicrografatos para cada grupo.

Figura 1 - Etapas da analise morfométrica e da anélise histoldgica do tecido hepatico do lobo
médio hepatico de ratos Wistar normonutridos e obesos, com e sem tratamento com a
associacdo NAL/BUP.
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Fonte: O autor, (2019)

Para a contagem numeérica de hepatocitos binucleados, foi utilizado o programa ImageJ
(versdo 1.3.4.67) de forma semi-automatica, utilizando o plugin para contagem do programa
(Figura 4).
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Figura 2 - Demonstracdo do uso do ImageJ (versao 1.3.4.67) para a contagem de hepatdcitos
binucleados no lobo médio hepético de ratos Wistar. Animais normonutridos e obesos, com e

sem tratamento com a associacdo NAL/BUP.
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Fonte: O autor, (2019)

Foi investigado por meio dos parametros estereoldgicos a Densidade de Volume (Vv)
dos componentes hepaticos: nucleo dos hepatdcitos e sinusdides. Onde foram
fotomicrografados 5 campos por animal, com aumento de 400x, totalizando 25 campos por
grupo. Assim, determinou-se a ocupacao relativa da area-teste pela area de imagens da estrutura
estudada ja que a lei basica da estereologia é de que a quantidade relativa de pontos que tocam
a estrutura (LACERDA, 2000). A Densidade de Volume (VVv) foi calculada de acordo com a

P[estrutura]

formula: Vv[estrutura] = >
T

, em que P[estrutura] € o numero de pontos que cruzam

a estrutura testada e Py 0 nimero total de pontos-teste do sistema-teste. O Vv[estrutura] pode
ser multiplicado por 100 para expressar o resultado em percentagem (LACERDA, 2000).

Para a andlise foi utilizado um sistema-teste de 352 pontos disponivel no programa
ImagelJ (versdo 1.3.4.67). Os pontos foram sobrepostos as imagens (Figura 7) e pela contagem
de pontos foi possivel determinar a Densidade de volume (Vv) das estruturas. Os dados foram

organizados em planilhas e depois submetidos a analise estatistica.
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Figura 3 - Demonstracgdo do uso do ImageJ (versdo 1.3.4.67) para a determinacédo da Densidade
de Volume (Vv) do lobo médio hepatico em ratos obesos e normonutridos, com e sem

tratamento com a associacdo NAL/BUP.
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Fonte: O autor, (2019)

46  ANALISES ESTATISTICAS

Para as analises estatisticas, foi utilizado no peso corporal indice de Lee, IMC, glicose
capilar e demais testes ANOVA de duas vias, seguido por Bonferroni pos-teste. O nivel de
significancia foi considerado p igual ou menor que 0,05. Todos os dados foram analisados

usando o programa GraphPad PRISM® verséo 6,0 (California, USA).



42

5 RESULTADOS (Artigo original que sera submetido a Obesity — quails B2 na &rea
Medicina II)

ASSOCIACAO NALTREXONA/BUPROPIONA REDUZ PESO CORPORAL E
ESTEATOSE HEPATICA EM RATOS OBESOS

NALTREXONE/BUPROPIONA ASSOCIATION REDUCES BODY WEIGHT AND
HEPATIC STEATOSIS IN OBESE RATS

Resumo

Objetivo: Avaliar a acdo da associacdo Bupropiona/Naltrexona sobre o peso, aspectos
bioquimicos e histomorfométricos em ratos wistar obesos. Método: Foram utilizados ratos da
linhagem wistar divididos em dois grupos de acordo com a dieta oferecida: n=10 normonutrido
(dieta padréo de biotério) e n=10 obeso (dieta de inducédo a obesidade). Foram analisados: Peso
corporal; Consumo alimentar; indice de Lee; IMC; Perfil bioquimico e hematol6gico, Anélise
morfométrica e histologica dos figados dos animais experimentais, apés o periodo de
tratamento com a associagdo Bupropiona/Naltrexona. Resultados: O uso combinado de NAL
(Img/kg) BUP (20mg/kg) promoveu em animais obesos, redugdo nas medidas da ingestéo
alimentar, do peso corporal, dos indices de Lee e IMC, reduc¢do do peso e comprimento do lobo
médio hepatico, aumentando o volume do lobo médio hepatico, reduzindo a densidade de
volume do ndcleo de hepatécitos do lobo médio hepético, e aumentando indices bioquimicos
da Fosfatase alcalina, AST e de plaquetas. Conclusdes: Estes resultados indicam que 0 uso
combinado de NAL/BUP promove redu¢do do consumo de alimentos densamente energéticos
0 que contribui para a perda de peso, além de melhoria na glicemia, reduziu os indices de

esteatose hepatica e diminuiu as alteracbes morfométricas no tecido hepatico.
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Introducéo

O aumento de individuos com excesso de peso significou uma mudanga no perfil da
populacdo mundial adulta nas ultimas décadas, mesmo sendo considerado um problema de
paises desenvolvidos, € possivel observar um aumento do nimero de individuos com excesso
de peso ou obesos em paises subdesenvolvidos. Segundo dados da Organizagdo Mundial da
Saude (OMS), em 2016 foi estimado que cerca de 1,9 bilhdes de adultos estavam com excesso

de peso, e desses, mais de 650 milhdes eram obesos [1].
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Nos ultimos 30 a 40 anos, em paises ocidentais, ocorreram mudancas significativas em
relagcdo aos padrdes alimentares, destacando-se o grande consumo de bebidas e alimento com
alto teor calorico, sendo essas as principais causas da obesidade atual [2].

Outro componente responsavel por esse aumento da obesidade € o sedentarismo, haja
visto que com o avanco de diversas tecnologias, o sedentarismo tornou-se um fator
determinante para o desenvolvimento da obesidade, devido ao favorecimento do menor gasto
energético [3].

Com esses fatores ambientais presentes na sociedade, a prevaléncia da obesidade tem
aumentado progressivamente ao longo dos ultimos 30 anos. S6 no Brasil, o Gltimo inquérito
domiciliar realizado, constatou que mais da metade da populacéo (cerca de 53,8%) adulta das
capitais estd com excesso de peso e quase 19% desta esta clinicamente obesa [4].

Esses quadros apresentados se tornam cada vez mais preocupantes, pois a obesidade é
um fator que predispde outras doencas crénico-degenerativas, como a diabetes mellitus tipo II,
doencas cardiovasculares, doenca hepatica gordurosa ndo alco6lica (DHGNA), entre outras [5].

A DHGNA ¢ definida como um acimulo de gordura no figado na auséncia de ingesta
de alcool [6]. Sendo descrita somente h& 40 anos [7] e nos dias atuais a principal causa de
doencas hepatica em paises desenvolvidos e em paises subdesenvolvidos, como é o caso do
Brasil, com estimativa entre 20% e 30% da populacgéo brasileira [8]. A ocorréncia de DHGNA
é fortemente associada a obesidade e consequentemente dislipidemias. Podendo advir de uma
esteatose macrovesicular nos hepatocitos, para uma esteato-hepatite ndo-alcéolica (EHNA —
Presenca de infiltrado inflamatério e possivelmente fibrose) podendo evoluir para uma
completa fibrose ou uma cirrose e mais tarde para um carcinoma hepatocelular [9].

O tratamento da DHGNA é semelhante ao tratamento da obesidade e pode estar
associado ao tratamento da obesidade, onde o foco esta na mudanca de habitos, sejam eles
alimenticios com baixo teor de carboidratos, e gordura em associa¢cdo com a reducdo da
sedentariedade, onde existe uma busca por atividades fisicas [10]. Contribuindo assim para a
manutencdo de uma saudavel distribuicdo da gordura corporal, cujo acimulo, principalmente
abdominal é um fator de risco para a esteatose hepética e outras doencas crénicodegenerativas
associadas a gordura corporal em excesso [11].

Vale salientar que a mudanca de habitos no tratamento da DHGNA, bem como na
obesidade pode se tornar um obstaculo para que o0 sucesso do mesmo seja garantido, com isso

faz-se necessario a participacdo de uma equipe multiprofissional, incluindo: nutricionista,
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medico endocrinologista, educador fisico, psicélogo entre outros [12]. Além disso, uma
abordagem farmacolégica poderia auxiliar de forma significativa a terapéutica da doenca, como
acontece na Diabetes Mellitus tipo Il. E ndo ha nenhum farmaco, direcionado para o tratamento
da DHGNA até o momento que tenha sido liberado pelos 6rgéos de regulamentacdo como a
FDA (Food and Drug Admnistration — FDA, EUA). Porém diversos estudos clinicos tem
avancado para que sejam validados farmacos para o tratamento direcionado da DHGNA [13;
14].

Estima-se que apenas um terco dos pacientes conseguem reducdo somente com
exercicios. Medicamentos antioxidantes, como a Vitamina E, N acetilcisteina, S adenosil-
metionina e alguns suplementos dietéticos ou probidticos também tem sido utilizado no
tratamento de DHGNA [15].

Como o tratamento da DHGNA direto ainda ndo foi regulamentado pela falta de
validacdo dos 6rgdos, e sabendo que o tratamento da obesidade é similar ao da DHGNA,
medicamentos que sdo utilizados para a obesidade poderiam ser (teis para o tratamento da
DHGNA, tendo como exemplo, a conhecida sibutramina e o orlistate que sdo medicamentos
reconhecidos por diversas associacOes de validacdo de medicamentos, como agentes auxiliares
na reducdo de medidas e possivelmente consequentes redutores de esteatose hepatica[16].

A sibutramina ¢ um inibidor da recaptacdo da serotonina e da noreadrenalina nas
terminacBes nervosas do SNC, e esta acdo tem efeitos anorexigenos e sacietdgenos e orlistate
gue tem acdo intestinal, age inibindo lipases pancreaticas, reduzindo em 30% a absorcao das
gorduras ingeridas, que sdo eliminadas com a excrecdo fecal. Menos do que 1% do
medicamento é absorvido e ndo ha acdo em SNC [16].

A bupropiona, um inibidor fraco da recaptacdo de dopamina e norepinefrina, aumenta a
producdo de células da pré-opiomelanocortina (POMC) e a liberacdo de alfa-MSH e beta-
endorfina in vitro. A naltrexona, um antagonista opioide, bloqueia 0 MOP-R, interrompendo,
assim, o feedback inibitério da beta-endorfina nas células POMC. A combinagédo
naltrexona/bupropiona aumenta o efeito da sinalizacdo da POMC mais do que qualquer outra
droga isolada [17; 18].

As células POMC’s encontradas no nucleo arqueado do hipotalamo produzem horménio
estimulador de melandcito (alfa-MSH) e beta-endorfina, um opidide endogeno. O alfa-MSH
ativa o receptor de melanocortina-4 (MC4R), levando a diminuicdo da ingestdo de alimentos,

aumento do gasto de energia e perda de peso, beta-endorfina reduz a atividade das células



45

POMC pela ligag&o ao receptor mu-opioide inibitorio (MOP-R), levando a reducgéo de medidas
e sendo indicada para uso em individuos onde o IMC ¢ igual ou superior a 30 kg / m? [19; 20;
21; 22; 23].

Sendo 0 o0 objetivo deste trabalho a avaliacdo da agdo da associacao
Bupropiona/Naltrexona sobre o peso e medidas associadas a medidas corpéreas, aspectos
bioquimicos, morfométricos e histologicos em Ratos Wistar obesos.

Material e Métodos
Animais

Foram utilizados ratos da linhagem wistar provenientes da colonia do Departamento
de Nutricdo da Universidade Federal de Pernambuco. Ap6s o desmame o0s animais foram
submetidos a dieta padrdo de biotério ou dieta de inducdo a obesidade conforme grupo
experimental. Durante todo o experimento os animais foram mantidos em condi¢Oes padrdo
de biotério seguindo as recomendacdes éticas da Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais
de Laboratdrio - SBCAL e das normas estabelecidas no Guide for Care and Use of Laboratory
Animals e todos os procedimentos foram aprovados de acordo com a Comissdo de Etica de
Uso Animal - CEUA da Universidade Federal de Pernambuco - UFPE (n° 23076.053208/2014-
57).

Peso corporal e consumo alimentar

O peso corporal dos animais foi verificado no 21° dia pds-natal (desmame) e logo ap06s
0 periodo de adaptacdo ambiental e a dieta (experimental) que durou 8 dias, passou a ser
verificado duas vezes por semana durante 77 dias apds o inicio da ingestdo das dietas
experimentais pelos grupos normonutrido e obeso. Apos este periodo, deu-se inicio ao
tratamento farmacoldgico, e o peso dos animais passou a ser verificado diariamente pelo
periodo de 14 dias, quando completaram 121 dias de vida.

O consumo alimentar diario, durante o tratamento, foi medido entre 0 107° ao 121° dia
de vida. Os animais dos grupos normonutrido (n=10) e obeso (n=10) foram alojados em gaiolas
com no maximo 3 animais e formaram quatro subgrupos: normonutrido sem tratamento (NST)
(n=5) que receberam racdo comercial padrio de biotério Presence®e aplicagio diéria de injecio
subcutanea de agua destilada na dose de 1ml/kg; normonutrido com tratamento (NCT) (n=5)
que receberam ragdo comercial padrdo de biotério Presence® e aplicacdo diaria de injecéo
subcutanea de NAL 1mg/kg e BUP 20mg/kg (Sigma-Aldrich® Toronto); obeso sem tratamento
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(OST) (n=5) que receberam dieta de indugdo a obesidade e aplicacdo diaria de injecdo
subcutanea de agua destilada (1ml/kg); obeso com tratamento (OCT) (n=5) que receberam dieta
de inducdo a obesidade e aplicacdo diaria de injecdo subcutanea de NAL 1mg/kg e BUP
20mg/kg (Sigma-Aldrich® Toronto). O consumo alimentar foi obtido durante todo o
experimento para cada tipo de dieta oferecida de acordo com cada grupo experimental e
verificado pela diferenga entre a quantidade de alimento oferecido e o rejeitado. Para as
medidas do peso corporal e do consumo alimentar foi utilizada balanca eletrénica com
capacidade para 4 Kg e sensibilidade 0,1g (Marte, modelo S-4000%).

indice de Lee e indice de Massa Corporal (IMC)

O indice de obesidade para roedores (Lee Index) foi calculado através do comprimento
nasoanal e o peso corporal, onde: Indice de Lee = (raiz ctbica (3V) do peso corporal (2)
/comprimento nasoanal (cm) x 1000) [25]. O IMC, indice de Massa Corporal muito usado em
ratos e que guarda relagdo positiva com o indice de Lee, foi determinado através da relagdo
entre peso corporal (g) e o quadrado do comprimento nasoanal (cm?) [24]. Essas medidas foram
realizadas antes do inicio e apds o término do tratamento farmacol6gico, ou seja, aos 106° dias
de vida e aos 121° dias de vida (ap6s término do tratamento farmacol6gico) e antes da eutanasia
dos animais.

Analise de Parametros Metabdlicos: Niveis de Glicose capilar

A coleta de amostras sanguineas foi realizada com os animais dos diferentes grupos
experimentais antes do inicio do tratamento e ap6s o término do tratamento farmacologico.
Amostra (aproximadamente 2uL) de sangue foi obtida na extremidade da cauda do animal e
depositado numa fita teste (Roche Diagnostics®). Os niveis de glicose foram determinados
usando um glicosimetro automatico (Accutrend GCT, Roche Diagnostics®) valores expressos
em mg/dL [25].

Analise do perfil histopatoldgico do Figado

Foram analisados quanto a presenca de leséo, hipertrofia e acimulo de gordura. Foi
separado um lobo do figado dos animais para fixacdo em formol a 10% tamponado e mantidos
durante 24 h a temperatura ambiente. Em seguida foram feitos cortes do tecido, inseridos nos
cassetes histoldgicos e dispostas para processamento em um aparelho Histotécnico
automatizado OMA modelo CM 69, onde o material foi submetido a uma serie de graduacao
de etanol a 70%, 85%, 95% e trés sequéncias de etanol a 100% (100%1, 100%2, 100%3), por

sessenta minutos, duas sequéncias de xilol por sessenta minutos em cada, e mais duas
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sequéncias de parafina aquecida a 56°C por sessenta minutos cada. Apds este processo, 0
material foi emblocado em parafina. Para a realizacdo dos cortes na espessura de Sum foi
utilizado o micrétomo marca LEITZ modelo 1512. Consequentemente as laminas foram
analisadas e determinada as alteracGes presentes em cada grupo estudado.

Esses tecidos foram corados usando a técnica de coloracdo com Hematoxilina-eosina,
montados em Entellan para observacdo dos aspectos histomorfoldgicos do tecido. Apds este
procedimento, as amostras foram encaminhadas para a leitura histolégica, onde foi avaliado por
microscopia optica se houve dano histologico nos figados dos animais, comparando-se 0S
grupos.

Anélise morfométrica do figado

Foi realizada uma analise macroscopica completa dos figados coletados, quanto ao
aspecto geral (coloracdo, presenca de tecido fibroso, presenca de nddulos) com a finalidade de
se comparar a macroestrutura entre animais de todos os grupos. Foi mesurado o0s seguintes
parametros macromorfométricos do lobo médio hepatico: comprimento e peso. Estes
parametros foram obtidos com a utilizacdo de paquimetro digital (Digimess®) e a balanca
analitica Q-500L.210C (Quimis®).

Volume referéncia (Vref)

O volume referéncia é definido como sendo o volume global de um érgdo ou de uma
regido de interesse. Para a estimativa do volume referéncia do lobo médio hepético foi utilizado
o principio de Cavalieri [26; 27]. O lobo médio hepatico foi seccionado seriadamente em fatias
de 2 mm de espessura. Sobre estas fatias foi sobreposto um sistema de pontos e quantificado os
pontos para a determinacdo do volume. Em cada fatia foi contado o nimero de pontos que
tocavam o lobo hepéatico médio. Para se estimar o volume do figado, a partir do principio de
Cavalieri, que consiste na aplicacdo de um sistema teste quadratico nos cortes macroscopicos
em fatias transversais. A seguinte férmula foi utilizada:

[Equacéo 1]
Onde ), P é o somatorio dos pontos do sistema teste que tocam a estrutura desejada

(&rea seccional de qualquer 6rgao), (g) é a area associada a cada ponto do sistema teste, et é a
espessura de cada fatia.

Densidade de volume (Vv)

A densidade de volume, Vv sera estimada de acordo com a seguinte equagao:

[Equacéo 2]
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Onde, ), P(interesse) é o nimero total de pontos (de um sistema teste) que tocam 0s
adipaocitos do figado. E }; P (V'T) € o numero de pontos (do mesmo sistema teste que toca todas
as estruturas da area secional amostrada. Escolhendo para andlise, o nucleo, sinusoide e
parénquima hepaético.

Contagem de células binucleadas

Foi feita a contagem de células binucleadas, atraves das mesmas imagens que foram
feitas a densidade de volumes das estruturas. Obtendo assim uma média para determinacédo da
multiplicacéo celular.

Coleta de amostras para realizacéo de estudos

Ao 122° dia de vida, os animais dos dois grupos experimentais foram eutanasiados. Os
ratos foram previamente pesados e anestesiados com Isoflurano por via inalatéria e
eutanasiados, e os figados foram retirados. O sangue foi acondicionado em tubos Vacutainer®
sem anticoagulante para obtencdo do soro para avaliacdo dos parametros bioquimicos e em
tubos contendo EDTA, para avaliacdo hematoldgica.

Analise dos parametros bioquimicos

As analises bioquimicas foram realizadas em amostras séricas usando um analisador
automatizado para bioquimica clinica CMD 800iX1 (Wiener Lab Group). O soro foi obtido por
centrifugacdo do sangue em microtubos contendo acelerador de coagulacdo e sem
anticoagulantes, a 3500 rpm por 5 minutos. Kits de diagnostico padronizados (Labtest®) foram
utilizados para as avaliacGes espectrofotométricas dos seguintes parametros bioquimicos:
Lipase, Fosfatase alcalina (ALP), Creatinina, Ureia, Acido Grico, Alanina transaminase (ALT),
Aspartato transaminase (AST), Albumina, Glicose, Proteinas totais, Triglicerideos, Colesterol
total, Colesterol HDL e Gama GT [28].

Anélise dos parametros hematolégicos

As andlises hematoldgicas foram realizadas em amostras de sangue total coletado em
tubos contendo EDTA, utilizando um analisador automatizado hematoldgico Sysmex XT-
4000i (Roche®). Foram avaliados os seguintes parametros: Leucocitos (x103/uL);
Hemoglobina (g/dL); Hematocrito (%); volume corpuscular medio - fL (VCM), hemoglobina
corpuscular media - pg (CHM), concentracdo da hemoglobina corpuscular média - g/dL
(CHCM), Plaquetas (x103/uL); Neutréfilos (%); Linfécitos (%); Mondcitos (%); Eosindfilos
(%); Basofilos%. MPV (%), RDW (%), RBC (%) [28].

Andalises estatisticas



49

Para as analises estatisticas, foi utilizado no peso corporal indice de Lee, IMC, glicose
capilar e demais testes ANOVA de duas vias, seguido por Bonferroni pds-teste. O nivel de
significancia foi considerado p igual ou menor que 0,05. Todos os dados foram analisados
usando o programa GraphPad PRISM® verséo 6,0 (California, USA).

Resultados
Avaliacao do peso corporal antes do tratamento

Os resultados para o peso corporal dos animais obesos e normonutridos nao
apresentaram diferenca, entre a 12, 22 e 32 semanas ap0s o inicio do consumo de dietas especiais.
A partir da 42 semana 0s animais dos grupos obesos apresentaram diferenga, com 0 peso
corporal maior (225,2 + 15,73 versus 256,82 + 22,42) também foi observada diferenca na 52
semana (260,47 + 19,15 versus 294,02 + 22,52) com p <0,01 e nas semanas subsequentes até a
112 semana antes do inicio do tratamento (347,05 £ 27,06 versus 421,98 + 48,57) com p <0,0001
[Fig. 1].

Efeito do uso combinado de NAL/BUP, ap6s 14 dias de tratamento sobre o peso corporal e
consumo alimentar

A associacdo de NAL/BUP levou a uma reducdo do peso corporal dos animais obesos
OCT (418,4 +43,7) quando relacionados ao peso inicial (461,5 + 38,1) p <0,05. O peso corporal
final dos animais obesos que néo receberam tratamento OST (467,5 * 24,8) foi estatisticamente
maior em comparacdo ao peso final dos animais OCT (418,4 + 43,7) p <0,05. [Fig. 2] Néo
havendo assim alteracdo significativa no peso corporal inicial e final dos animais normonutridos
com tratamento e sem tratamento.

O uso da associacdo de NAL/BUP trouxe uma reducao do consumo médio total da dieta
padrdo dos animais pertencentes ao grupo normonutrido NCT (4,52 £ 0,39) em relacéo ao grupo
NST (4,88 = 0,25) p <0,05. No grupo dos animais obesos 0 uso combinado de NAL/BUP
conseguiu uma reducdo do consumo médio total da dieta de inducdo a obesidade nos animais
do grupo OCT (4,25 = 0,23) em comparacao aos animais do grupo OST (5,74 £ 0,36) p <0,0001.
Efeito do uso combinado de NAL/BUP apds 14 dias de tratamento sobre o indice de Lee e 0
indice de Massa Corporal (IMC)

Quanto ao uso da associa¢do de NAL/BUP, foi observada uma reducéo estatisticamente
significativa no indice de Lee quanto aos animais do grupo NCT (334.4 + 19,6) em relacéo ao
verificado apés o tratamento NCT (317,2 + 15,6) p <0,05 e do grupo OCT (344,4 + 13,7) em

comparacao ao verificado apds o tratamento (321,7 + 12,2) p <0,01. Foi também observada a
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diferenca estatistica significativa nas medidas verificadas apds o tratamento entre o grupo OCT
(321,75 +£12,16) e OST (343,76 = 11,28) p <0.05. N&o foi observada alteracao das medidas do
indice de Lee nos animais do grupo NST (330,6 + 5,7 versus 323,5 + 11,9) [Fig. 4].

Quanto ao IMC ndo foi observada diferenca estatistica significativa nas medidas, para
com o0s animais dos grupos normonutridos (NST e NCT) [Fig. 5 A]. Entretanto, 0 uso da
associacdo de NAL/BUP levou a uma reducéo significativa do IMC nos animais obesos OCT
(0,77 £ 0,08) em relacédo ao IMC verificado antes do tratamento OCT (0,91 + 0,07) p <0,01.
Também foi observada a diferenca estatistica significativa nas medidas de IMC verificadas apos
o0 tratamento entre os grupos OCT (0,77 £ 0,08) e OST (0,90 + 0,08) p <0,05 [Fig. 5 B].

Efeito do uso combinado de NAL/BUP sobre a glicemia capilar

A associacdo de NAL/BUP foi usada durante os 14 dias de tratamento, levando a uma
reducéo significativa com p <0,05 dos valores glicémicos nos animais normonutridos NCT
(82,00 % 6,14) em relagdo aos valores glicémicos verificados antes do tratamento NCT (92,63
+ 6,30). Ndo havendo assim diferenca estatistica significativa dos valores glicémicos
verificados antes do tratamento e ap6s o tratamento no grupo normonutrido sem tratamento
NST (85,25 + 14,17) vs (85,38 + 6,59) [Fig. 5 A]. Nao houve também diferenca estatisticamente
significativa quando aos valores glicémicos observados antes do tratamento e apds o tratamento
nos grupos obeso sem tratamento OST e obeso com tratamento OCT [Fig. 5 B].
Analise morfométrica do figado

Analise macroscépica

Quanto a analise macroscopica do lobo coletado, foi possivel observarar de forma
macroscopica, que a coloragdo se manteve adequada aos parametros de normalidade, bem como
ndo foi observada a presenca de tecido fibroso e nédulos.

Peso do lobo médio hepatico

O peso do lobo médio hepéatico dos animais do grupo NST (3,24 = 0,064) estava
reduzido quando comparados aos animais do grupo NCT (3,75 + 0,218). Quanto aos animais
do grupo OST (5,22 + 1,96) apresentaram medidas maiores em relacdo aos animais OCT (4,15
+ 0,120). As diferencas sdo estatisticamente significativas com p< 0.05 [Fig. 6]

Comprimento lobo médio hepatico

Em relagédo as medidas de comprimento do lobo médio dos animais do grupo OST (3,75

+ 0,204) em comparagéo aos do grupo OCT (4,01 + 0,165), foi observada uma diferenga menor
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e estatisticamente significativa com p <0,05. J& o grupo NST (3,34 £ 0,056) em relagdo ao
grupo NCT (3,43 + 0,047) também apresentou diferenca estatistica significativa menor, onde o
p <0,0045 [Fig. 7].

Volume de Referéncia (Vref)

No volume de referéncia do lobo médio hepatico, foi observado que os animais do grupo
NST (8,30 £ 0,291) apresentaram volumes menores, quando comparados ao grupo NCT (10,88
* 0,43), sendo significativo em p <0,05. Em relacéo aos animais do grupo OST (13,01 £ 0,755)
houve uma leve diminuicdo quando comparado ao grupo OCT (14,00 £ 0,508), porém sem
diferencas significativas nos parametros de volume entre os grupos OCT vs OST experimentais.
Valores expressos como média * erro padrdo da média [Fig. 8].

Densidade de Volume (Vv)

Ndcleo

Comparando os animais dos grupos NST (0,47 = 0,027) com os animais NCT (0,52 +
0,035) foi possivel observar que ndo houve diferenca significativa nos parametros de densidade
de volume dos ndcleos, no entanto, o que diferenciou bastante quando foi comparado 0s grupos
OST (0,65 + 0,030) e o grupo OCT (0,50 + 0,025), onde houve uma reducdo do grupo obeso
tratado com a associacdo NAL/BUP para o grupo obeso ndo tratado, apresentando assim,
diferenca estatistica significativa, assumindo p<0,05 [Fig. 9].

Sinusoide hepético

O sinusoide do lobo médio hepatico do grupo NST (0,82 + 0,128) quando comparados
com os animais do grupo NCT (0,76 + 0,128) ndo demonstraram diferencas significativas, bem
como os animais do grupo OST (0,85 + 0,14) quando verificado ao grupo OCT (0,91 + 0,13)
também néo apresentaram diferencas significativas.

Contagem de células binucleadas

Foi feita a contagem de hepatdcitos binucleados, onde a contagem nos mostrou que 0s
animais do grupo NST (44,6 = 1,4) apresentou diferenca estatistica com significancia p <
0,0001 guando comparados aos animais do grupo NCT (59,8 = 1,39). Resultados distintos
foram observados no grupo dos animais obesos, havendo diminuicdo de células binucleadas no
grupo que recebeu tratamento (71,4 £ 3,17) vs. (54,6 + 2,69), assumindo o p < 0,05 [Fig. 10].

Analise histologica
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Ao avaliar os animais do grupo NST e NCT, ndo foi observada alteragdes, sendo
observada um padrdo de normalidade bem preservado, relacdo nucleo/citoplasma adequada,
sem residuo inflamatorio, parénquima e sinuséides preservados (Fig.11 A e Fig.11 B).

Os animais do grupo OST apresentou uma esteatose hepatica bem evidenciada, sendo
observado uma distribuicdo difusa dos vacuolos lipidicos nos hepatécitos, sendo os mesmos de
tamanho variado, deslocando o ndcleo dos hepatdcitos para a periferia, porque sendo lipideos
(triglicerideos) insoluveis em agua, ndo se misturam com o citoplasma. Caracterizando uma
degeneracdo gordurosa em todas as laminas analisadas, sendo esses achados contribuintes para
o diagnostico de esteatose hepatica (Fig.12 A). Bem como os animais do grupo OST, os animais
do grupo OCT apresentaram sinais de esteatose, porém de forma leve quando comparada ao
outro grupo (OST), sendo observada uma esteatose difusa e dispersa na maioria das laminas
analisadas, além de ter sido observada uma alteracdo no volume dos hepatdcitos, comum a
casos de esteatose hepatica (Fig.12 B).

Efeito do uso combinado de NAL/BUP sobre o perfil bioquimico

Foi observado que os animais obesos do grupo OCT apresentaram os indices de
Fosfatase alcalina superiores em relacdo aos animais OST (303,09 + 0,39) vs (213 £ 27,10) p
<0,0001. N&o havendo diferenca nas medidas de Fosfatase alcalina entre animais
normonutridos [tratado] vs [ndo tratado], nem entre animais normonutridos [néo tratado] vs
obesos [néo tratado] (p >0,05).

Os animais do grupo NCT apresentaram valores de AST superiores em relacdo aos
animais NST (228,27 + 17,92) vs (159,05 + 8,49) p <0,0001. Ndo sendo observada diferenca
nas medidas de AST entre animais obesos [n&o tratado] vs normonutridos [n&o tratado], nem
entre animais obesos [tratado vs néo tratado] (p >0,05) [Tabela 1].

Os animais do grupo OCT mostraram medidas de Glicose inferiores em relacdo aos
animais OST (143,10 £ 7,81) vs (198,07 + 12,16) p <0,01. Enquanto o grupo OST apresentou
as medidas de Glicose superiores quando contrastado ao grupo NST (198,07 + 12,16) vs
(135,55 * 6,22) respectivamente p <0,001. Nao havendo diferencas nas medidas de Glicose
entre animais normonutridos [tratado vs néo tratado] (p >0,05), bem como nédo foi observada
diferengas significativas nos outros parametros bioquimicos analisados entre 0s grupos
experimentais [Tabela 1].

Efeito do uso combinado de NAL/BUP sobre o perfil hematoldgico
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Quanto aos pardmetros hematologicos, os animais do grupo OCT apresentaram as
medidas de Plaquetas superiores (528,40 + 79,38) em comparacdo aos animais OST (405,70 =
50,59) p <0,0001. E o grupo OST (405,70 + 50,59) apresentou as medidas de Plaguetas
superiores quando confrontados ao grupo NST (310,54 + 31,98) respectivamente p <0,0001.
N&o houve diferencas nas medidas de Plaquetas entre animais normonutridos [tratado] vs [n&o
tratado], nem entre animais normonutridos [n&o tratado] vs obesos [néo tratado] (p >0,05). N&o
houveram diferencas significativas nos outros parametros hematolégicos analisados entre o0s
grupos experimentais. Valores expressos como média * erro padrdo da média [Tabela 2].
Discussao

A grande via que determina o aumento da prevaléncia da obesidade estd diretamente
ligado a uma mudanca de dieta, onde existe um maior consumo de gordura [29]. A pesquisa
experimental apoia esses estudos, estabelecendo uma relacéo de causalidade entre o consumo
prolongado de uma dieta com altos niveis de gordura e acucar e a adiposidade [30].
Contribuindo com este estudo, onde os resultados evidenciaram que uma dieta rica em gordura
e acucar utilizada para a inducdo da obesidade em ratos Diet Induced Obesity (D10), mostrou-
se bastante eficaz. Os animais do grupo obeso que se alimentaram com esse tipo de dieta
apresentaram peso corporal estatisticamente maior quando comparados aos animais
normonutridos. Esses resultados s atestam relatos da literatura, confirmando assim que
animais quando expostos a este tipo de dieta, de forma crénica, contribui em um aumento no
ganho de peso corporal [31]. E que dietas DIO sdo mais palataveis [32], resultando em um
aumento da gordura corporal [33].

Este estudo, investigou o efeito do uso combinado de NAL (1mg/kg) e BUP (20mg/kg),
sobre o comportamento alimentar, analisando assim indicadores importantes para a acéo de
verificacdo dessa associacdo medicamentosa em ratos Wistar obesos.

Foi observado que a associacdo NAL/BUP durante os 14 dias de tratamento promoveu
reducdo do peso dos animais obesos, bem como o peso final dos animais obesos tratados foi
menor quando comparado ao peso final dos animais obesos ndo tratados. Ndo houve alteragéo
no peso em animais normonutridos. A combinacdo de NAL/BUP também promoveu reducdo
significativa no consumo alimentar (Kcal/g), tanto nos animais normonutridos quanto nos
animais obesos em comparagao a seus grupos controles.

Corroborando com investigacdes anteriores de Clapper e colaboradores [34], onde foi

demonstrado em ratos DIO, que a combinacdo NAL/BUP reduziu a ingesta de alimentos, peso
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corporal e adiposidade sem perda da massa magra. Uma possivel explicacdo para esta
descoberta é que a atividade basal dos neurdnios POMC é consideravelmente menor em ratos
obesos, supostamente devido a resisténcia a leptina que o quadro de obesidade apresenta em
neurdnios POMC [35, 36].

Animais obesos tratados com a associagdo NAL/BUP mostraram reducdes significativas
no indice de Lee e IMC comparados com as medidas verificadas antes do tratamento.
Corroborando com os resultados de, Wright e Rodgers [35], onde foi relatado que, alem da
reducdo da ingesta de alimentos e do peso corporal, a combinacdo de NAL/BUP também
promove perda de massa gordurosa em ratos DIO.

Os resultados deste trabalho s6 confirmam relatos anteriores da literatura, onde sugerem
que a associacdo NAL/BUP gera uma perda de peso, consequentemente uma maior reducéo na
gordura (NAL ou BUP). Ademais, a reducdo observada se mostrou proporcional a perda de
peso, embora este emagrecimento com NAL/BUP n&o foi associada a uma maior reducédo
relativa na massa magra do que o placebo ou as monoterapias [37].

Outros dados, de forma semelhante, nos mostram que a perda de peso a longo prazo (>8
semanas) produz uma reducao na adiposidade total e visceral seguindo o padrdo e grau de perda
de peso geral [38]. Corroborando com este trabalho, a perda de peso através da associacdo
NAL/BUP em adultos obesos, ¢ atribuida em grande parte devido a uma reducdo na gordura
corporal e adiposidade visceral e ndo devido a perda de tecido magro. Estes efeitos da
NAL/BUP na adiposidade visceral provavelmente contribuem para as melhorias nas medidas
de risco cardiologicos associados a combinacdo NAL/BUP [18, 39].

Em relacéo a glicemia em jejum, é de conhecimento a relagdo entre o aumento do tecido
adiposo e dos niveis de glicemia apds inducdo da dieta hiperlipidica [40,41,42,43]. Essa
elevacdo dos valores glicémicos estdo provavelmente associados ao aumento da quantidade de
gordura corporal e também do aumento de hormonios heperglicemiantes, alguns como:
glucagon, adrenalina, cortisol e horménio do crescimento [44,45].

Foi observado neste estudo que o uso combinado de NAL;BUP, diminui os indices
glicémicos capilar nos animais normonutridos (tratados e ndo tratados), enquanto que na analise
bioquimica, foi revelado uma reducéo nos niveis séricos de glicose em animais obesos tratados
(tratados e ndo tratados), sendo assim, esses achados corroboram com estudos anteriores,

indicando que NAL/BUP melhoram o perfil glicémico [46].
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E de entendimento que a hipercolesterolemia, nos animais, também pode indicar doenca
hepética ou biliar, sindrome nefrética, diabetes mellitus, enquanto a hipocolesterolemia pode
estar associada, algumas vezes, a disfuncao hepatica grave [47,48,49].

Estudos anteriores mostraram que a combinacdo de NAL/BUP ocasionou aumento no
colesterol HDL, e diminuiu niveis de triglicerideos além de ocasionar melhorias sobre a taxa
de glicose e insulina [46, 50, 51].

Em relacdo aos parametros bioquimicos, nosso trabalho evidenciou que 0 uso
combinado de NAL/BUP aumentou as medidas de Fosfatase alcalina (FAL) em animais obesos
com tratamento, mas ndo houve diferenca entre animais normonutridos [tratado e néo tratados]
e aumentou também as medidas de AST e em animais normonutridos com tratamento, mas ndo
houve diferenciacdo entre animais obesos [tratado e ndo tratados], embora tenha havido um
aumento em obesos, porém sem importancia estatistica.

Em diversos estudos ha um indicativo forte de que as intoxicacbes medicamentosas
elevam consideravelmente os niveis de enzimas transaminases. A alanina aminotransferase
(ALT) e a fosfatase alcalina sdo enzimas que se apresentam elevadas quando existe lesdo das
vias biliares. O figado produz a bile, que é drenada pelas vias biliares [47, 48, 49, 52].

A avaliacdo das enzimas transaminases (ALT e AST) e de FAL sdo de suma importancia
para investigacdo de lesbes nas células hepaticas [53, 54].

Em relacdo a FAL, é de conhecimento que qualquer hepatopatia ativa pode geralmente
aumentar os valores da mesma, mas as maiores elevacfes nos niveis da enzima ocorrem nos
casos de obstrucdo do trato biliar que pode ser induzida por xenobidticos, entre eles,
medicamentos. Portanto, essa enzima pode ser um marcador importante da atividade da
membrana plasmaética e do reticulo endoplasmatico durante tratamentos farmacolégicos como
na combinacdo NAL/BUP e em algumas condices patologicas [55, 56, 57]. Ndo houve
alteracdes significativas nos outros parametros bioguimicos analisados entre 0s grupos
experimentais.

Quanto aos parametros hematoldgicos, o estudo em questdo mostrou que houve um
aumento do indice plaquetario, através do uso da associacdo NAL/BUP nos animais obesos
[tratado vs ndo tratado], ndo apresentando diferengas entre animais normonutridos [tratado vs
ndo tratado]. N&o foi visto qualquer outro tipo de alteragdo nas demais linhagens dos padrdes
hematoldgicos analisados entre os grupos experimentais. Segundo Silva et al (2016) [58], os

parametros hematoldgicos sdo de extrema importancia para o estudo de toxicidade
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medicamentosa, devido ao sistema hematopoiético ser altamente sensivel as atividades dos
agentes toxicos, como aqueles com potencial mutagénico ou citotdxico. Esses agentes toxicos
podem resultar em varias alteracbes, como qualitativas ou quantitativas, transitorios ou
permanente e ainda podem limitar a utilizacdo de medicamentos.

O sistema hemostatico normal resulta da interacdo entre componentes das paredes dos
vasos, as plaquetas circulantes e proteinas do plasma. A ativacdo ndo regulada do sistema
hemostatico pode causar trombose, embolismo (tromboembolismo), reduzindo o fluxo
sanguineo a 6rgdos criticos como o cérebro ou o0 miocardio [59].

O peso do lobo médio hepaticos foi maior no grupo normonutrido com tratamento e
menor nos obesos com tratamento em relacdo ao grupo de obesos que nédo receberam
tratamento, o que € justificado pelo trabalho de KLASCO [60], onde 0 mesmo relata que o uso
de bupropiona pode reduzir o peso corporal, como aumentar com incidéncias distintas, sendo
mais comum a reducdo de medidas, principalmente quando o paciente apresenta uma maior
propenséo a obesidade. CLAPPER e colaboradores [34], justificam a reducédo do peso do l6bulo
hepético dos animais obesos que receberam tratamento quando comparados aos animais obesos
gue ndo receberam tratamento. Em estudos de monoterapia, foi observado que a Naltrexona
guando usada para tratamento antiobesidade, mostrou que a mesma pouco ou ndo reduz o peso
corporal [61].

Apesar do peso ter reduzido nos animais obesos que foram submetidos a tratamento
com a associacdo com NAL/BUP, quando o pardmetro de medida foi comprimento foi
observada uma alteracdo ndo pareada a pesagem, haja vista que 0s animais obesos com
tratamento apresentaram um comprimento maior que 0s animais obesos sem tratamento. O que
pode ser justificado com o trabalho de Clapper [34], onde 0 mesmo observou em pesquisa que,
seus animais obesos tratados com a associacdo NAL/BUP apresentaram em sua maioria reducédo
de peso corporal e da adiposidade, representando uma perda de 68% de massa gorda,
consequentemente neste mesmo trabalho néo foi observada a perda da massa magra, onde néo
houve reducdo do comprimento mas foi observada a reducédo do peso do lobo médio hepatico,
neste estudo.

Associado as duas medidas: peso e comprimento, sabendo que dois grupos que se
apresentam obesos e que a DHGNA se faz presente em mais de 80% dos individuos obesos, é
importante mencionar a presencga de gordura no tecido hepatico, que segundo dados do [62],

onde afirma que a esteatose hepatica ndo alcoolica € um problema de satde na qual existe um
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depdsito de lipideos nos hepatdcitos, que podem levar a consequéncias graves, incluindo o
cancer, relacionadas a esteatose hepatica, e tendo o conhecimento que a DHGNA leva ao
aumento do figado.

Neste estudo quando analisamos o Volume de Referéncia do lobo médio hepatico,
através da técnica de Cavalieri, obtivemos que os animais dos grupos normonutridos
apresentaram uma alteracdo quanto ao volume, sendo assim, os animais do grupo NCT,
apresentaram um volume maior que os animais do grupo NST e é importante lembrar que esses
dois grupos de animais apresentaram AST elevado, enzima essa sensivel a qualquer dano
hepatico.

Tendo em vista que os animais do grupo obesos tratado com a associacdo NAL/BUP
apresentaram uma elevacgdo no volume, superior aos animais controle, sugere que a associagdo
possa estar relacionada com alguma leséo hepatica, contribuindo assim com dados de [62] que
0 uso de medicamentos, sejam eles: antidepressivos, corticoides, estrogeno, amiodarona,
antirretrovirais, diltiazen e tamoxifeno podem estar associados a lesdo hepatica,
conseqguentemente com hepatomegalia.

Dados de [63], sugerem que pacientes que apresentem insuficiéncia hepatica devem
ser monitorados durante o tratamento com uso de bupropiona, devido a possibilidade de efeitos
adversos (insonia, sensacdo de boca seca, convulsdes, entre outros) que podem indicar altos
niveis do medicamento.

Neste trabalho em particular obtivemos o volume do lobo médio do figado pelo
principio de Cavalieri. E podemos perceber que houve uma diferenca estatistica entre dois
grupos analisados e estudados tamanha acuracia do método.

Neste estudo ao analisar a densidade de volume dos nucleos que comp®e os hepatdcitos,
foi observado que ndo houve uma diferenca com significancia estatistica ao compararmos 0s
animais do grupo normonutrido tratado com os animais normonutrido néo tratados. Porém ao
analisarmos os animais obesos com e sem tratamento com a associacdo NAL/BUP, observamos
uma reducdo do volume do ndcleo dos hepatdcitos referente aos animais que receberam
tratamento quando comparados ao grupo de animais obesos que ndo receberam tratamento.

A obesidade interfere na sintese de DNA, e que contribui com o desenvolvimento de
certos tipos de cancer, incluindo cancer de esdfago, pancreas, figado, célon e mama devido as
diversas interacbes com o meio intracelular [64, 65]. Os resultados deste estudo sugerem que

alteracbes morfologicas dos nucleos dos hepatécitos apds tratamento com a associacdo
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NAL/BUP podem ser decorrentes de interferéncia na sintese de DNA. Estudos de [66] creem
na hipotese de reducgdo de tumor, haja vista que suas analises mostraram que uso de naltrexona
ajudou na reducdo de tumor de pancreas e o estudo de Donahue et al, [67], contribuiu também
com este estudo na sugestdo da interferéncia na sintese de DNA, pois 0 uso de naltrexona
reduziu tumor de ovario.

LIEBER [68] diz que a terapéutica da esteatose e a progressao do dano hepatocelular,
consiste em diversas medidas, como: controle da ingesté@o de alimentos ricos em acidos graxos,
reducao do peso, uso de antioxidantes e de medidas que contribuam para a reducao de medidas
do individuo acometido com a DHGNA.

Todavia, as recomendacdes do fabricante dos medicamentos em estudo, indicam que é
aconselhado o monitoramento de pacientes com insuficiéncia hepatica, principalmente os que
apresentam alguma alteracdo hepatica grave, antes do uso da associa¢cdo NAL/BUP, devido a
falta de estudos mais complexos [69].

Os hepatdcitos dificilmente entram em processo de divisdo celular, justamente por
serem de origem epitelial e altamente diferenciados. A cada 20.000 células um hepatocito entra
em divisdo entre 20.000 células, durante a vida do ser humano ou animal, e essa divisdo ocorre
no maximo duas vezes para cada hepatocito [70, 71]. Neste trabalho, foi possivel observar que
0s animais normonutridos que receberam tratamento com a associacdo NAL/BUP apresentaram
um nOmero maior de hepatocitos binucleados, que os animais normonutridos que néo
receberam tratamento e isso pode ser justificado através do que Okano K. [72], onde ele afirma
gue a regeneracdo hepéatica € um evento que promove o crescimento tecidual altamente
ordenado e organizado e que células hepaticas que passam por processos de tratamento
farmacoldgico agudo, pode ou tende a desencadear algum tipo de processo regeneracdo, seja
ele de hiperplasia que € quando existe o surgimento de novas células ou de hipertrofia, que é
guando as células aumentam seu volume, até que a massa hepatica seja restaurada, com uma
variacdo de 5 — 10%.

Nos animais obesos que ndo receberam tratamento, observamos um nimero maior de
células binucleadas quando comparado aos animais OCT, contribuindo com o entendimento de
que a obesidade esta envolvida no processo de sintese de Acido Desorrixibonucléico, tendo em
vista que contribui com o desenvolvimento de certos tipos de céncer, incluindo cancer de
esofago, pancreas, colon e mama, modificando assim estrutura do DNA e/ou auxiliando em

interacbes com o meio intracelular [64, 65]. E levando a uma reducdo do nimero de células
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binucleadas dos animais obesos que receberam tratamento com a associagdo NAL/BUP
contribuindo com a hipdtese de Berkson et al., [66], onde os estudos dele mostrou que uso de
naltrexona ajudou na reducdo de tumor de pancreas.

Equacoes:

Equacio 1: V=Y Px (%)x t

Equacédo 2: Vv .2 Plinteresse)
T YP(VT)

Figuras

Figura 1 - Evolucéo do peso corporal durante 11 semanas antes do inicio do tratamento
pela associacdo de naltrexona + bupropiona (1Img+20mg) em 20 animais do grupo
normonutrido submetidos a dieta padrédo (Presence®) e em 20 animais do grupo obeso
submetidos a dieta de inducdo a obesidade (Palatavel). Valores das medidas no peso corporal
sdo apresentados como gramas e expressos como média + desvio padrdo. As diferengas no peso
corporal entre o grupo normonutrido e grupo obeso ndo sdo estatisticamente significativas na
13 2% e 32 semanas apés inicio da ingestdo das dietas experimentais. As diferencas séo
estatisticamente significativas com **P <0,005 na 4% e 52 semana, e ****p <0,0001 nas semanas
subsequentes até a 112 semana antes do inicio do tratamento. (two-way ANOVA para medidas

repetidas seguido por Bonferroni pds-teste p <0,05). g = grama.
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Figura 2 - Efeito da combinagdo de NAL/BUP sobre o peso corporal (inicial e final) em
ratos wistar normonutridos e obesos. Os animais foram tratados com NAL (1mg/kg) e BUP
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(20mg/kg) ou agua destilada (1ml/kg). Os grupos normonutridos foram submetidos a dieta
padrdo (Presence®) e 0s grupos obesos submetidos a dieta de inducdo a obesidade. Valores
apresentados em gramas e expressos como média + desvio padréo do peso corporal dos animais
experimentais. (A) N&o houve diferenca significativa entre o peso inicial e peso final nos grupos
experimentais. (B) As diferengas no peso final de OST s&o estatisticamente significativas com
*p <0,05) em relacdo ao peso final do grupo OCT. Houve diferenca estatisticamente
significativa com *p <0,05), entre o peso inicial e final dos animais do grupo OCT. Two-way
ANOVA para medidas repetidas seguido por Bonferroni pds-teste com valor de significancia
*p <0,05. NST (normonutrido ndo tratado) n=10, NCT (normonutrido tratado) n=10, OST
(obeso nao tratado) n=10 e OCT (obeso tratado) n=10. g = grama.
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Figura 3 - Efeito da combinacdo de NAL/BUP sobre o indice de Lee antes e ap6s
tratamento em ratos wistar normonutridos e obesos. Os animais foram tratados com NAL
(Img/kg) e BUP (20mg/kg) ou é&gua destilada (1ml/kg). Os grupos normonutridos foram
submetidos a dieta de inducdo a obesidade. Valores do indice de Lee expressos como média +
desvio padrdo. ( A) - Houve diferenca estatisticamente significativa nas medidas verificadas
antes do tratamento e apds o tratamento no grupo NCT (*p< 0.05). (B) - Diferenca
estatisticamente significativa nas medidas verificadas antes do tratamento e ap6s o tratamento
no grupo OCT (**p <0,01). Houve diferenca estatisticamente significativa nas medidas
verificadas ap6s o tratamento entre 0s grupos OST e OCT (*p< 0.05) (two-way ANOVA para
medidas repetidas seguido por Bonferroni pos-teste com valor de significancia p <0.05). NST
(normonutrido néo tratado) n=5, NCT (normonutrido tratado) n=5, OST (obeso ndo tratado)
n=5 e OCT (obeso tratado) n=5. Indice de Lee = (3V) peso corporal [g]/nasoanal [cm]*1000.
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Fonte: O autor, (2019)

Figura 4 - Efeito da combinacdo de NAL/BUP sobre o indice de Massa Corporal (IMC)
antes e ap0s tratamento em ratos wistar normonutridos e obesos. Os animais foram tratados
com NAL (1mg/kg) e BUP (20mg/kg) ou agua destilada (1ml/kg). Os grupos normonutridos
foram submetidos a dieta padrdo e os grupos obesos submetidos a dieta de indugéo a obesidade.
Valores do IMC expressos como média = desvio padrdo. ( A) - Nao houve diferenca
estatisticamente significativa nas medidas verificadas antes do tratamento e ap0s o tratamento
nos grupos NST e NCT. (B) - Diferenca estatisticamente significativa nas medidas verificadas
antes do tratamento e apds o tratamento no grupo OCT, **p <0,01. Houve diferenca
estatisticamente significativa nas medidas verificadas apds o tratamento entre os grupos OST e
OCT, *p <0.05. Two-way ANOVA seguido por Bonferroni pos-teste com valor de significancia
p <0.05. NST (normonutrido ndo tratado) n=5, NCT (normonutrido tratado) n=5, OST (obeso
n&o tratado) n=5 e OCT (obeso tratado). n=5. indice de Massa Corporal = peso corporal (g) e
o quadrado do comprimento nasoanal (cm?).
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Figura 5 - Efeito da combinagdo de NAL/BUP sobre a glicemia capilar em ratos wistar
machos normonutridos e obesos. Os grupos normonutridos foram submetidos a dieta padréao e
0s grupos obesos submetidos a Dieta Inducdo da Obesidade. (A) - As diferencas nos valores
das glicemias no pré e pds tratamento, sdo estatisticamente significativas no grupo NCT com
*P < 0.05). Nao houve diferenca estatisticamente significativa no pré e p6s tratamento no grupo
NST. (B) - Nao houve diferencas estatisticamente significativas entre o pré tratamento e o pés
tratamento nas glicemias verificadas nos grupos OST e OCT.. Valores apresentados como
(mg/dL) e expressos como média + desvio padrdo. Two-way ANOVA para medidas repetidas
seguido por Bonferroni pos-teste com valor de significancia p< 0.05. NST (hormonutrido ndo
tratado) n=5, NCT (normonutrido tratado) n=5, OST (obeso néo tratado) n=5 e OCT (obeso
tratado) n=5. mg/dL = Miligrama por decilitro.
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Figura 6 - Peso do lobo médio hepatico. Os grupos normonutridos foram submetidos a
dieta padréo e os grupos obesos submetidos a Dieta Inducdo da Obesidade. Havendo diferenca
estatistica significativa entre os animais normonutridos que nao foram tratados com a ass
associacdo Nal/Bup quando comparados aos animais que receberam o tratamento com a
associacdo Houve diferenca estatisticamente significativa com (*p <0,05). Bem como, com 0s
animais obesos, os animais que receberam tratamento com a associacdo Nal/Bup, apresentaram
uma reducdo do peso significativa (*p <0,05). Valores apresentados como (g) e expressos como
média + desvio padrdo. Two-way ANOVA com valor de significancia p< 0.05. NST
(normonutrido ndo tratado) n=5, NCT (normonutrido tratado) n=5, OST (obeso nao tratado)
n=5 e OCT (obeso tratado) n=5. g = grama
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)
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Fonte: O autor, (2019)

Figura 7 - Comprimento do lobo médio hepéatico. Os grupos normonutridos foram
submetidos a dieta padrdo e os grupos obesos submetidos a Dieta Inducdo da Obesidade. Foi
apresentado uma diferenca significativa entre os animais normonutridos que ndo receberam
tratamento para os animais normonutridos que receberam tratamento com a associagédo
Nal/Bup, onde os animais que receberam tratamento apresentaram, um valor maior do lobo
médio hepatico, que 0s animais que ndo receberam o tratamento, com o p <0,0001. Os animais
obesos apresentaram diferencas significativas, onde houve um aumento do comprimento dos
animais que receberam tratamento quando comparados com 0s animais que ndo receberam
tratamento, o p <0,05. Valores apresentados como (cm) e expressos como média + desvio
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padrdo. Two-way ANOVA com valor de significancia p< 0.05. NST (normonutrido néo

tratado) n=5, NCT (normonutrido tratado) n=5, OST (obeso néo tratado) n=5 e OCT (obeso
tratado) n=5. cm= centimetro.
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Fonte: O autor, (2019)

Figura 8 - Volume de referéncia do lobo médio hepético de ratos wistar, estimados pelo
principio de Cavalieri. Os grupos normonutridos sem tratamento apresentaram volumes
reduzidos, quando comparados com os animais normonutridos que receberam tratamento, tendo
uma significancia de (*p <0,05). Os animais obesos sem tratamento nao apresentaram diferenca
significativa quando comparados com 0s animais obesos que receberam tratamento. Valores
apresentados como P e expressos como média + desvio padrdo. Two-way ANOVA com valor
de significancia p< 0.05. NST (normonutrido ndo tratado) n=5, NCT (normonutrido tratado)
n=5, OST (obeso ndo tratado) n=5 e OCT (obeso tratado) n=5. 3= micrémetro clbicos.
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Figura 9 - Densidade de volume (Vv) dos nucleos dos hepatdcitos do I6bulo médio
hepético de ratos wistar. N&o foi observada diferenga estatistica significativa entre os animais
normonutridos que receberam tratamento e 0s normonutridos sem tratamento. A avaliacdo dos
animais obesos que nédo receberam tratamento com a associa¢do Nal/Bup e a comparagdo com
0S animais obesos que receberam tratamento, foi observado que houve uma reducéo do volume
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de densidade dos nucleos, apresentando significancia estatistica de p< 0,05. Valores
apresentados como P2 e expressos como média + desvio padrdo. Two-way ANOVA com valor
de significancia p< 0.05. NST (normonutrido ndo tratado) n=5, NCT (normonutrido tratado)
n=5, OST (obeso n&o tratado) n=5 e OCT (obeso tratado) n=5. p3= micrémetro clibicos
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Fonte: O autor, (2019)

Figura 10 - Contagem de hepatdcitos Binucleados do lobo médio hepatico de ratos
wistar. Os grupos normonutridos apresentaram diferencas estatisticamente significativas, onde
foi observada um aumento de hepatécitos binucleados nos animais normonutridos com
tratamento, sendo esta diferenca significativa em (***p< 0,0001), distinguindo assim dos
animais obesos, onde foi observada uma reducdo de células binucleadas em animais que
receberam tratamento com a associa¢do Nal/Bup assumindo o (**p< 0,05). Valores expressos
como média + desvio padrdo. Two-way ANOVA com valor de significancia p< 0.05. NST
(normonutrido ndo tratado) n=5, NCT (normonutrido tratado) n=5, OST (obeso ndo tratado)
n=5e OCT (obeso tratado) n=5.

100+

804

60+

404

204

Nimero de Hepatocitos Binucleados

Fonte: O autor, (2019)

Figura 11 - Analise histolégica dos grupos normonutridos. (A) Grupo normonutrido sem
tratamento ndo apresentou alteragdes significativas, sendo observada uma relagdo
nucleo/citoplasma adequada, auséncia de infiltrado inflamatorio, parénquima e sinusdides
preservados. (B) nos animais do grupo normonutridos com tratamento, o padrdo de normalidade
também foi observado, sem alteragdes significativas e relacdo nucleo/citoplasma adequada e



65

parénquima e sinusdides preservados. NST (normonutrido ndo tratado) n=5, NCT
(normonutrido tratado) n=5, OST (obeso néo tratado) n=5 e OCT (obeso tratado) n=5.

Fonte: O autor, (2019)

Figura 12 - Analise histoldgica dos grupos Obesos. (A) Os animais do grupo Obesos
Sem Tratamento, apresentaram uma esteatose bem evidenciada, onde foi possivel observar uma
distribuicdo de vactolos de forma difusa micro e macrogoticular, de tamanho variado,
deslocando os ndcleos para a periferia. (B) Os animais do grupo Obeso Com Tratamento,
também apresentaram esteatose, todavia de forma branda ao serem comparados com o0s animais
do grupo OST, sendo a esteatose difusa e dispersa. NST (normonutrido ndo tratado) n=5, NCT
(normonutrido tratado) n=5, OST (obeso néo tratado) n=5 e OCT (obeso tratado) n=5.

Fonte: O autor, (2019)

Tabelas

Tabela. 1 Efeito do uso combinado de NAL/BUP sobre o perfil biogquimico

Parametros NST NCT OST OCT P valor

Lipase (mgdL™®) | 1346+0,17 1952 +|15,06+1,07 1469 + | p>0.05
Fosfatase 220,03 + 23719 +]213,00+ 27,10 | *303,09 + | p<




Creatinina__(mg | 0,26 + 0,02 | 0,18 +10,29 +0,02 0,21 + | p>0.05
Ureia (mg dLl) [4137+219[39,72 +[30,64+1.87 32,04 +|p>0.05
Acido drico (mg |1,09+0,12 |1,39 +11,05+0,09 1,38 + | p>0.05
AST (UmLT) 159,05  + | 228,27 + | 157,87 £ 10,05 | 196,62 + | p>0.05"
ALT (UmL?) 57,43+3,02 | 68,60 + | 47,55+4,02 60,93 + | p<0.05
Albumina (mg | 2,46 £0,05 | 2,42 + 12,46 +0,05 252 +|p>0.05
Glicose (mgdL™) | 13555  + 12287 +|7198,07 + 343,10+ | p<
Proteinas totais | 7,05+ 0,11 | 6,93 +|722+0,11 720 +|p>0.05
Triglicerideos 53,66 +553 | 46,72 +|50,82+ 7,52 5441 + | p>0.05
CT (mgdL?) 57,09 +| 7447 +£|71,70+3.82 88,10 + | p>0.05
HDL (mg dL™) 50,52+220 (61,18 +]57,32+3,10 70,87 + | p>0.05
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Animais submetidos a dieta padrdo de biotério (Normonutridos) ou dieta de inducdo a
obesidade (obesos). Normonutridos sem tratamento — NST (n= 5) e normonutridos com
tratamento — NCT (n=5), obesos sem tratamento — OST (n=5) e obesos com tratamento — OCT
(n=5), que foram tratados com agua destilada (1ml/kg) ou com a associacéo de Naltrexona +
Bupropiona NAL/BUP (1mg+20mg). # Fosfatase alcalina elevada. **AST elevado, *Glicose
elevada, a glicose reduzida em animais OCT. A* p <0.05. Valores expressos como média *
erro padrao da média. Ttwo-way ANOVA para medidas repetidas seguido por Bonferroni pos-
teste com valor de significancia p <0.05. Analisador automatizado de Bioquimica clinica CMD

800iX1 (Wiener Lab Group).

Tabela. 2 Efeito do uso combinado de NAL/BUP sobre o perfil hematoldgico.

Parametros NST NCT OST OCT P valor
Leucécitos 385 +£/379+£0,39 |543+0,40 |501+0,79 | p>0.05
Hemoglobina 1498 + | 14,05 + | 13,72 + | 14,24 + | p>0.05
Hematocrito 42,76 +|41,82 + (41,12 + | 42,56 + | p>0.05
VCM (fL) 5282 +[5475  +[537 +[5392  +|p>0.05
HCM (pg) 18,50 +| 18,42 + | 17,95 + | 18,06 + | p>0.05
CHCM (g/dL) |35,01 + 33,63 + | 33,43 + | 33,49 + | p>0.05
Plaquetas 310,54 +|31235 + /%0570 =+ | 52840 =+ |p<
Neutrofilos (%0) | 1,51 +|152+0,245 | 2,11 +11,76 £0,235 | p> 0.05
Linfécitos (%) |2,13 +]2,07+0,232 | 3,07 +|2,84+0,535 | p>0.05
Mondcitos (%) | 0,02  +]0,04+0,020 | 0,04 +/0,10+0,071 | p>0.05
Eosindfilos (%) | 0,13 +|0,08+0,027 | 0,17 +/0,11+£0,031 | p>0.05
Basofilos (%) 0,10 +|0,06+0,020 | 0,04 + 0,18 +0,143 | p> 0.05
MPV (%) 410 +|3,82+0,056 | 3,80 + | 3,78 £ 0,047 | p> 0.05
RDW (%) 10,44 + 11,49 + | 11,45 + 111,98 + | p>0.05

Os animais foram submetidos a dieta padrdo de biotério (normonutridos) ou dieta
ocidentalizada (obesos). Normonutrido sem tratamento — NST (n= 5) e Normonutrido com
tratamento — NCT (n=>5), e obeso sem tratamento — OST (n=5) e obeso com tratamento — OCT
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(n=5), que foram tratados com agua destilada (1ml/kg) ou com a associagdo de Naltrexona +
Bupropiona NAL/BUP (1mg+20mg). a indice plaquetario elevado em animais OST, *# Indice
plaquetério elevado em animais OCT, a*# p<0,05. VValores expressos como média * erro padréo
da média. Ttwo-way ANOVA para medidas repetidas seguido por Bonferroni pds-teste com
valor de significancia p< 0.05. Analisador automatizado hematolégico Sysmex XT- 4000i
(Roche®).
Conclusdes

O uso da associacdo NAL/BUP promove reducdo no consumo alimentar, o que auxilia
na perda do peso corporal, promovendo uma melhora nos pardmetros bioquimicos,
contribuindo assim para a diminuicdo de doencas associadas a obesidade. Colabora também
para a reducdo de esteatose hepatica desencadeada pela obesidade, todavia, indicando estudos
mais avancgados sobre a reducdo da esteatose hepatica em animais obesos.
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6 CONCLUSOES

O estudo dos efeitos da associacao naltrexona e bupropiona sobre a esteatose hepatica
em ratos wistar obesos demonstrou que as doses combinadas de NAL (1mg/kg) e BUP
(20mg/kg) promove em ratos obesos, uma reducdo de esteatose hepética. Leva a reducdo na
ingestdo calorica, principalmente de alimentos palataveis, o que ocasiona a perda de peso e de
gordura corporal, reducédo das medidas do IMC e do indice de Lee. Alem disso, a combinacgéo
de NAL/BUP também promove reducdo dos valores glicémicos e aumenta, embora que

discretamente, os niveis de colesterol HDL.

6.1 PERSPECTIVAS

Os resultados que compde esta dissertacdo incentiva a dar continuidade aos estudos
sobre os efeitos da associacdo NAL/BUP nas vias que levam a reducéo de medidas e alteracdes
nas diversas doencas associadas a obesidade. Tendo em vista que este é o primeiro trabalho
realizado neste sentido, fazendo necessaria investigacdes mais detalhadas e aprofundadas,
buscando um maior entendimento das vias que levam a reducdo de medidas e da esteatose
hepatica. Com o0 entendimento destes, listamos abaixo objetivos a serem estudados em futuros

estudos com a tematica estudada.

v" Investigar o efeito de NAL/BUP sobre um periodo mais prolongado de tratamento,
envolvendo um quantitativo maior de animais, além de um maior tempo para realizacao
do tratamento;

v Investigar e correlacionar os efeitos da combinacdo de NAL/BUP sobre os niveis de
leptina e grelina;

v" Investigar e correlacionar os efeitos da combina¢do de NAL/BUP sobre a esteatose

hepaética;
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ANEXO A - OFICIO DA COMISSAO DE ETICA EM EXPERIMENTAGCAO ANIMAL
— CB/UFPE

UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO - UFPE

CENTRO DE BIOCIENCIAS - CB
COMISSAO DE ETICA DE USO ANIMAL - CEUA N\

CB - UFPE

REPUBLICA FEDERATIVA

PARECER

Certificamos que a proposta intitulada “Efeito da associagdo
naltrexona/bupropiona sobre a via de sinalizagdo dopaminérgica do
comportamento alimentar, perfil bioquimico e aspectos histomorfométricos
em figado de ratos wistar obesos”, registrada com o n® 23076.053208/2014-57
do processo, sob a responsabilidade da Prof. Manuela Figueiroa Lira de
Freitas, que envolve a produgdo, manutengdo ou utilizagdo de animais
pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto humanos), para fins de
pesquisa cientifica (ou ensino), encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n°
11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n° 6.899, de 15 de julho de 2009, e
com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentagdo’
Animal (CONCEA), e foi aprovado pela Comisséo de Etica no Uso de Animais
(CEUA) da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE), em reunido no dia
27/08/2019.

Finalidade ( ) Ensino ( x ) Pesquisa Cientifica
Vigéncia da autorizagao 27/08/2019 a 02/01/2020

Espécie/linhagem/raga | Rato Isogénico

N° de animais 54
Peso/ldade 50- 250/ 30,060 e 90 dias
Sexo Macho (42) e Fémea (12)
Origem: Biotério de Biotério do Departamento de Nutricido da UFPE.
Criagao
Destino: Biotério de

Biotério do Departamento de Nutricdo da UFPE.

Experimentacao
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Prof. Sebastido R. F, Silva
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SIAPE 2345891
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Av. Moraes Rego, S/N. Cidade Universitaria, Recife (PE), 50670-420.
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