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RESUMO GERAL

A esteatose hepatica (EH) ¢ caracterizada por aciimulo de lipidios no citoplasma dos
hepatocitos, que excede em 5% o peso do figado. Ocorre por uma falha do metabolismo
lipidico hepatico normal, devido a um defeito dentro do hepatdcito ou a oferta de 4cidos
graxos (AG) ou carboidratos em excesso ao 6rgdo, superando a capacidade de secrecdo de
lipidios da célula. A EH ja foi considerada uma manifestagdao benigna; contudo, esta condi¢ao
¢ capaz de desencadear um amplo espectro de manifestacdes clinicas e patoldgicas, como a
esteato-hepatite ndo alcoolica, que pode evoluir para cirrose, em até 25% dos casos. Em
estudos com animais de experimentacdo, modificagdes dietéticas podem induzir o quadro de
EH; no entanto, em trabalhos anteriores realizados pelo presente grupo de investigacao,
constatou-se o surgimento desta infiltragdo gordurosa em animais alimentados com dietas
padrdo, livres de modificacdes. Visando contribuir com a discussdo do problema, esta
dissertagio apresenta um capitulo de revisdo de literatura intitulado Acidos graxos e a doenca
do figado gorduroso ndo-alcodlica que, além de discutir o papel dos diferentes AG no
contexto da doenga do figado gorduroso nao-alcodlica, tratando, especialmente, da possivel
relacdo com a etiologia, a progressao e/ou a reversdo da EH, discorre sobre a patogénese e a
progressdo da doenga. E, um artigo de resultados, intitulado Perfil em dcidos graxos do figado
e sua relagdo com a esteatose hepdtica e o perfil lipidico sérico de ratos submetidos a
diferentes dietas padrdo, um estudo experimental com ratos Wistar, expostos a diferentes
dietas padrao. Neste estudo, 40 ratos Wistar machos recém-desmamados foram distribuidos,
conforme o tipo e o tempo de exposi¢do as dietas, nos grupos: AIN-93 1m e AIN-93 4m (sob
dieta AIN-93 por 1 ou 4 meses) e DCo 1m e DCo 4m (sob racao comercial por 1 ou 4 meses).
Foi coletado sangue para analise bioquimica e, apds o sacrificio dos animais, foi retirado o
tecido hepatico para histologia e posterior extracdo por solventes dos AG, que foram
metilados com BFs/metanol. A andlise dos ésteres metilicos dos AG foi realizada por
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas. A EH foi encontrada em 90% e
100% dos animais dos grupos AIN-93 1m e AIN-93 4m, respectivamente, em 20% dos
animais do grupo DCo 4m e nenhum caso no grupo DCo Im. O perfil lipidico sérico e os
marcadores séricos de func¢do e les@o hepatica, diferentes da glicemia, ndo pareceram guardar
relagdo com a EH. A analise do peso absoluto e do peso relativo do figado, por sua vez,
evidenciou a importancia da EH para o aumento do orgdo dos animais. Os AG
heptadecanodico e araquidonico pareceram guardar relagdo com a exposi¢do as diferentes
dietas. Os niveis de acido oléico foram mais elevados ¢ os de estearico, mais baixos, nos
grupos expostos a dieta AIN-93, independente do tempo de exposicdo. Nao foi observada
diferenca para os outros AG. As diferentes dietas exerceram influéncia sobre o perfil em AG
do tecido hepatico dos animais. Tal perfil guardou relacio com a EH observada,
particularmente em relacdo aos AG oléico e estedrico, bem como as associagdes entre os
acidos oléico, estearico, palmitico e palmitoléico com o grau de EH, com possiveis
repercussoes sobre o prognoéstico da doenga.

Palavras-chave: Experimentagdo animal. Doenca do figado gorduroso ndo-alcodlica. Acidos
graxos. AIN-93. Dieta comercial.



GENERAL ABSTRACT

Hepatic steatosis (HS) is characterized by accumulation of lipids in the cytoplasm of
hepatocytes, which exceeds 5% of liver weight. Occurs due to failure of normal hepatic lipid
metabolism due to a defect within the hepatocyte or the supply of fatty acids (FA) or excess
carbohydrates to the liver, exceeding the capacity of the secretion of lipids in the cell. The HS
was once considered a benign event, however, this condition is capable of triggering a broad
spectrum of clinical and pathological manifestations, such as nonalcoholic steatohepatitis,
which may progress to cirrhosis in up to 25% of cases. In studies with experimental animals,
dietary changes may induce the HS, however, in previous work by this research group, has
been found the appearance of fatty infiltration in animals fed with standard diets, free of
modifications. To contribute to the discussion of the problem, this paper presents a literature
review chapter titled fatty acids and nonalcoholic fatty liver disease that in addition to
discussing the role of different FA in the context of nonalcoholic fatty liver disease, treating
especially the possible relationship to the etiology, progression and / or reversal of HS,
discusses the pathogenesis and disease progression. And an article by results entitled farty
acid profile of the liver and its relation to hepatic steatosis and serum lipid profile in rats fed
with different standard diets, an experimental study with rats exposed to different standard
dietary. In this study, 40 male weanling Wistar rats were divided, depending on the type and
duration of exposure to diets in: AIN-93 Im and AIN-93 4m (on AIN-93 diet for 1 or 4
months) and DCo 1m and DCo 4m (under chow diet for 1 or 4 months) groups. Blood was
collected for biochemical analysis and after sacrificing the animals, the liver tissue was
removed for histology and subsequent solvent extraction of fatty acids, which were
methylated with BF3/methanol. The analysis of methyl esters of fatty acids was performed by
gas chromatography-mass spectrometry. The HS was found in 90% and 100% of the animals
in AIN-93 Im and AIN-93 4m groups, respectively, 20% of the animals DCo 4m group and
none in the DCo 1m. The serum lipid profile and serum markers of function and injury liver,
other than glycemia, did not seem to be related to HS. Analysis of the absolute weight and
relative liver, in turn, showed the importance of the HS to growth the organ of the animals.
The FA heptadecanoic and arachidonic seem to be related to exposure to different diets. The
levels of oleic acid were higher and of stearic lower in the groups exposed to the diet AIN-93,
idependent of the exposure time. No difference was observed for the other FA. The different
diets influence on the profile in FA hepatic tissue of animals. This profile was related to the
observed HS, particularly in relation to FA oleic and stearic acids, as well as associations
between oleic, stearic, palmitic and palmitoleic with the degree of HS, with possible
repercussions on the prognosis of the disease.

Keywords: Animal experimentation. Non-alcoholic fatty liver disease. Fatty acids. AIN-93.
Chow.
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A doenca do figado gorduroso ndo-alcodlica (DFGNA) engloba um espectro de
alteragdes que variam desde a esteatose hepatica (EH), acimulo de triacilglicerdis no
citoplasma dos hepatocitos, até a esteato-hepatite ndo-alcodlica (EHNA), esteatose com
componente necroinflamatério, com ou sem fibrose, podendo levar a cirrose e, em ultima
instdncia, ao carcinoma hepatocelular (DUNN et al., 2008; DUVNJAK et al., 2007;
SHERLOCK ¢ DOOLEY, 2002).

A EH ¢ caracterizada como o acumulo de lipidios no citoplasma dos hepatdcitos, em
sua maioria como triacilglicerois, que excede em 5% o peso do figado. Ocorre por uma falha
do metabolismo lipidico hepatico normal, devido a um defeito dentro do hepatdcito
(mecanismos intra-hepaticos) ou a oferta de AG ou carboidratos em excesso ao 6rgao,
superando a sua capacidade de secrecdo de lipidios (mecanismos extra-hepaticos)

(SHERLOCK e DOOLEY, 2002).

Pacientes portadores de esteatose podem ter um prognostico benigno (SAKAGUSHI
et al., 2011); contudo, esta condicdo apresenta elevada capacidade de progressdo, podendo
evoluir para a esteato-hepatite ndo-alcoolica, seguida por cirrose, em até 25% dos pacientes

(BACON et al., 1994).

O exato mecanismo da progressdo da EH para a EHNA e suas conseqiiéncias ainda
ndo estd bem esclarecido. O chamado modelo dos “dois hits” da patogénese da DFGNA,
proposto por Day e James, em 1998, ¢ o mais aceito atualmente. O primeiro hit leva ao
acumulo de gordura no figado, induzindo a EH, deixando o 6rgao vulneravel ao segundo hit,
gerado por agressdes que promovem estresse oxidativo, lesdo do hepatocito, inflamagdo e

fibrose.

O conhecimento dos fatores etioldgicos que determinam a progressdo e a patogénese
da EH ¢ importante para o desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas. Neste sentido,
diversos estudos (ARAYA et al., 2004; GENTILE e PAGLIASSOTTI, 2008; MARSMAN et
al., 2011) tém investigado um possivel envolvimento dos diferentes acidos graxos (AG) na
patogénese, progressdao e/ou reversao da EH. Investigagcdes recentes mostram diferencas
significativas nos danos hepaticos induzidos por estes compostos (BUETTNER et al., 2006;
PURI et al., 2007; TETRI et al., 2008).



17

Neste contexto, a dieta reveste-se de grande importancia, por ser um dos principais
fatores do componente ambiental que controla a composicdo em AG das membranas
biologicas, especialmente através da modulagcdo dos AG esterificados aos seus fosfolipidios

(HULBERT et al., 2005; PAN e STORLIEN, 1993).

Em estudos com experimentacdo animal, modificagdes dietéticas podem induzir o
quadro de EH; contudo, em estudos anteriormente realizados pelo presente grupo de
investigacdo (ATAIDE et al., 2009; SILVA et al., 2008), observou-se um quadro de EH com
uso de dieta padrdo livre de qualquer manipulacao dietética que pudesse induzi-la. Assim, as
dietas para animais de laboratdrio, consideradas padrdao, merecem atencdo especial, pois ainda
apresentam limitagdes que exigem esforgos para serem superadas (KLURFELD et al., 2002;

MEAD, 2006; SABBATINI et al., 2006).

Esta dissertagdo ¢ composta por um capitulo de revisdo e um artigo de resultados e
objetivou discutir a patogénese e a progressdo da DFGNA, enfocando o envolvimento de
diferentes AG, e determinar o perfil em AG do figado de ratos Wistar alimentados com dietas
padrao, avaliar a influéncia das dietas sobre o perfil encontrado e investigar a relagdo de tal

perfil com o quadro de EH observado e o perfil lipidico sérico dos animais.

O capitulo de revisdo permitiu concluir que os AG saturados, especialmente o acido
palmitico, apresentam marcantes propriedades lipoapoptoticas, enquanto os AG
monoinsaturados parecem ser esteatogénicos, porém, ndo primariamente citotoxicos. Sugere-
se que os AG poliinsaturados, a exemplo do o-linolénico, do eicosapentaendico e do
docosaexaendico, por sua vez, sdo capazes de reverter danos hepaticos e de proteger contra a

EH.

O artigo de resultados demonstou que as dietas exerceram influéncia sobre o perfil em
AG do tecido hepatico dos animais, embora a associacdo direta entre o perfil em AG das
dietas consumidas e o perfil do tecido hepatico ndo tenha sido estabelecida, possivelmente por
fatores endogenos relacionados ao metabolismo lipidico dos animais. O perfil em AG do
tecido hepatico, no entanto, guardou relagdo com a infiltracdo gordurosa observada, com
possiveis repercussdes sobre o prognodstico da doenca, particularmente em relagdo aos AG
palmitico, estearico, oléico e palmitoléico, com reconhecida influéncia sobre a DFGNA
(BUETTNER et al., 2006; LISTENBERGER et al.,, 2003; NISHITANI et al., 2007,
WEIGERT et al., 2004).
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RESUMO

A doenga do figado gorduroso ndo-alcodlica (DFGNA) engloba um espectro de danos
hepaticos que variam desde a esteatose hepatica (EH) até a esteato-hepatite nio-alcodlica
(EHNA), esteatose com componente necroinflamatoério, com ou sem fibrose, podendo levar a
cirrose e, em ultima instancia, ao carcinoma hepatocelular. A EH ¢ caracterizada por acaimulo
de lipidios no citoplasma dos hepatocitos, que excede em 5% o peso do figado. Ocorre por
uma falha do metabolismo lipidico hepatico normal, devido a um defeito dentro do hepatocito
(mecanismos intra-hepdaticos) ou a oferta de 4cidos graxos (AG) ou carboidratos em excesso
ao oOrgdo, superando a capacidade de secre¢do de lipidios da célula (mecanismos extra-
hepaticos). O conhecimento dos fatores etiologicos que determinam a progressdo e a
patogénese da EH ¢é importante para o desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas.
Neste sentido, diversos estudos tém mostrado diferengas no envolvimento dos AG na
patogénese, na progressdo e/ou na reversao da EH. O objetivo deste estudo foi discutir a
etiologia, a progressdo e/ou a reversao da EH promovidas por diferentes AG. Os AG
saturados (AGS), especialmente o 4acido palmitico e o estearico, podem apresentar marcantes
propriedades lipoapoptdticas e citotoxicas, enquanto os AG monoinsaturados (AGMI),
especialmente o dacido oléico e o palmitoléico, parecem ser esteatogénicos, porém,
citoprotetores, quando comparados aos AGS, podendo até reverter os danos por eles causados.
Sugere-se que os AG poliinsaturados (AGPI), a exemplo do a-linolénico, do
eicosapentaendico ¢ do docosaexaendico, sao capazes de reverter danos hepaticos e de
proteger contra a EH. Assim, a presente investigacdo revela abordagens potenciais para a
prevengdo e o tratamento da DFGNA, a exemplo da indicagdo de uma dieta equilibrada em
AGPI e AGMI, com niveis mais baixos de AGS, de acordo com os padrdes de recomendacao
nutricional, além do possivel beneficio da suplementagdo com AGPI da familia ®-3 e do
aumento do consumo de antioxidantes, reduzindo ao maximo a ingestao de AG trans.

Palavras-chave: Esteatose hepatica. Esteato-hepatite ndo-alcoolica. Lipidios.
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ABSTRACT

The nonalcoholic fatty liver disease (NAFLD) encompasses a spectrum of liver damage
ranging from hepatic steatosis (HS) to non-alcoholic steatohepatitis (NASH) steatosis with
necro inflammatory component, with or without fibrosis, which can lead to cirrhosis and
ultimately to hepatocellular carcinoma. The HS is characterized by accumulation of lipids in
the cytoplasm of hepatocytes, which exceeds 5% the weight of the liver. Occurs due to failure
of normal hepatic lipid metabolism due to a defect within the hepatocyte (intrahepatic
mechanisms) or the supply of fatty acids (FA) or excess carbohydrates to the organ, exceeding
the capacity of the cell secretion of lipids (extrahepatic mechanisms). Knowledge of
etiological factors that determine the progression and pathogenesis of HS is important for the
development of new therapeutic strategies. In this regard, several studies have shown
differences in the involvement of FA in the pathogenesis, progression and/or reversal of HS.
The objective of this study was to discuss the etiology, progression and/or reversal of HS
promoted by different FA. The saturated FA (SFA), especially palmitic acid and stearic acid,
may have marked lipoapoptdticas and cytotoxic properties, while monounsaturated FA
(MUFA), particularly oleic acid and palmitoleic, esteatogénicos seem, however,
cytoprotective, when compared to SFA, and may even reverse the damage caused by them. It
is suggested that polyunsaturated FA (PUFA), such as the a-linolenic acid, eicosapentaenoic
acid and docosahexaenoic acid are able to reverse hepatic damage and protect against HS.
Thus, this research reveals potential approaches to the prevention and treatment of NAFLD,
such as the indication of a balanced diet in PUFA and MUFA, with lower levels of SFA, in
accordance with the standards of nutritional recommendations, besides the possible benefit of
PUFA supplementation with ®-3 family and the increased consumption of antioxidants,
avoiding the intake of trans FA.

Keywords: Hepatic steatosis. Non-alcoholic steatohepatitis. Lipids.
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2.1 Introducao

A doenga do figado gorduroso ndo-alcodlica (DFGNA) engloba um espectro de danos
hepaticos que variam desde uma simples esteatose hepatica (EH), acumulo de triacilglicerois
(TAG) no citoplasma dos hepatdcitos, até a esteato-hepatite ndo-alcoolica (EHNA), esteatose
com componente necroinflamatério, com ou sem fibrose, podendo levar a cirrose e, em tltima
instdncia, ao carcinoma hepatocelular (DUNN et al., 2008; DUVNJAK et al., 2007;
SHERLOCK e DOOLEY, 2002). A maioria dos portadores da DFGNA ¢ assintomatica, mas
alteragdes laboratorias podem ocorrer, especialmente nos niveis séricos de enzimas hepatica

(PADOIN et al., 2008).

Em geral, o diagndstico da DFGNA esta associado a uma sobrevida mais curta que o
esperado para a populacdo normal da mesma idade e sexo, € este aumento na mortalidade ¢

principalmente devido a doencas cardiovasculares (BELLENTANI e MARINO, 2009).

Alguns métodos de diagnostico da DFGNA sdo considerados insuficientes, como o
aumento dos niveis séricos de aminotransferases e exames de imagem. Niveis normais de
aminotransferases ndo excluem a DFGNA e os achados ao ultrassom, apesar de evidenciarem
hepatomegalia e acimulo de lipideos no figado, ndo permitem diferenciar a EH da EHNA.
Desta forma, o exame de biopsia hepatica ¢ considerado o padrdo-ouro para a avaliagdo da

DFGNA (BERENSTEIN, 2007).

As verdadeiras incidéncia e prevaléncia da DFGNA ndo sdo bem conhecidas
(DUVNIJAK et al., 2007). E considerada a causa mais comum de doenga hepatica cronica em
americanos (MARCHESINI et al., 2001; SCHWIMMER et al., 2006; WESTON et al., 2005)
e, possivelmente, na populacdo mundial (BELLENTANI e MARINO, 2009). Dois recentes
grandes estudos de base populacional relataram que 30% dos adultos norte-americanos
(BROWNING et al., 2004) e 25% dos adultos italianos (BEDOGNI et al., 2005) tém EH.
Homens e mulheres sdo igualmente afetados (NEUSCHWANDER-TETRI e CALDWELL,
2003).

No Brasil, ainda ndo se dispde de nenhum dado sobre a prevaléncia da DFGNA na
populagdo geral. Uma andlise retrospectiva sobre a prevaléncia de esteatose ao ultrassom
abdominal encontrou uma prevaléncia global de 19,2% de esteatose em usudrios de um

servigo de ultrassonografia, na cidade de Sdo Paulo (PARISE et al., 2003).
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A forma mais preocupante da DFGNA ¢ a EHNA, devido ao risco de doenca hepatica
progressiva. Esta condigdo ¢ caracterizada histologicamente por esteatose, infiltrados
inflamatorios e degeneracdo dos hepatdcitos (DUNN et al., 2008), podendo apresentar
diferentes graus de cicatrizagdo e fibrose (BRUNT, 2004). O estresse oxidativo, a peroxidacao
lipidica e a morte celular, bem como a injuria hepatica mediada pelas citocinas pro-

inflamatorias podem desempenhar papel central na sua génese (ANSTEE e GOLDIN, 2006).

O exato mecanismo da progressao da EH para EHNA e suas conseqiiéncias ainda nio
esta bem esclarecido. O modelo dos “dois Aits” da patogénese da DFGNA, proposto por Day
e James (1998), ¢ o mais aceito atualmente. O primeiro /it € constituido pelo mecanismo que
causa o acimulo de gordura no figado levando a EH, ou seja, a agressdo inicial. O tecido
hepatico torna-se, entdo, vulneravel ao segundo Ait, promovido por agressdes mediadas por
virus, alcool e lipopolissacarideos, os quais induzem estresse oxidativo hepdatico, com
subsequente peroxidacao lipidica e secrecdo de citocinas pro-inflamatérias, € por hormonios
derivados do tecido adiposo (adipocitocinas), dentre outros fatores, levando a lesdo do

hepatocito, inflamacao e fibrose (DUVNJAK et al., 2007).

Outro modelo, defendido por Wanless e Shiota (2004), ¢ composto por quatro etapas
na patogénese e evolugdo da EH. O primeiro passo € a esteatose mediada pela RI; o segundo ¢
a necrose induzida pela toxicidade de lipidios intracelulares e/ou produtos da peroxidagdo
lipidica; o terceiro passo € a liberagao dos lipidios dos hepatdcitos para o intersticio, levando a
lesdo inflamatéria das veias hepaticas; e, o quarto, a obstrugdo venosa com colapso

secundario, culminando com septagao fibrosa e cirrose.

O conhecimento dos fatores etioldgicos que determinam a progressao € a patogénese
da EH ¢ importante para o desenvolvimento de novas estratégias terap€uticas. Neste sentido,
diversos estudos (ARAYA et al., 2004; GENTILE ¢ PAGLIASSOTTI, 2008; MARSMAN et
al., 2011) t€m investigado um possivel envolvimento dos diferentes acidos graxos (AG) na
patogénese, progressdao e/ou reversdo da EH. Investigacdes recentes mostram diferencas
significativas nos danos hepaticos induzidos por tais compostos (BUETTNER et al., 2006;
PURI et al., 2007; TETRI et al., 2008).

Dado o numero crescente de evidéncias que associam os lipidios dietéticos,
particularmente os AG, e a DFGNA, o objetivo deste estudo foi discutir a etiologia,

progressdo e/ou reversdo da EH promovidas por diferentes AG, visando fornecer subsidios
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para uma melhor compreensdo da fisiopatologia da DFGNA, bem como da sindrome

metabolica.
2.2 Doenca do figado gorduroso niao-alcodlica: patogénese e progressao

A EH, evento inicial da DFGNA, ¢ caracterizada como o acumulo de lipidios no
citoplasma dos hepatocitos, em sua maioria como TAG, que excede em 5% o peso do figado.
Ocorre por uma falha do metabolismo lipidico hepatico normal, devido a um defeito dentro do
hepatodcito (mecanismos intra-hepaticos) ou a oferta de AG ou carboidratos em excesso ao
orgdo, superando a capacidade de secre¢do de lipidios da célula hepatica (mecanismos extra-
hepaticos) (SHERLOCK e DOOLEY, 2002). Suas caracteristicas histologicas sao
semelhantes ao da doenga hepatica alcodlica, no entanto, ocorre em individuos que ndo fazem

consumo habitual de alcool (PADOIN et al., 2008).

Do ponto de vista pratico, a EH ¢ estimada como porcentagem de hepatocitos com
gordura observada em microscopia (NEUSHWANDER-TETRI e CALDWELL, 2003). O
critério histologico descrito por Burt et al. (1998) para a EH em humanos ¢ o mais utilizado,
classificando-a como leve, menor que 1/3 do parénquima hepatico acometido, moderada, de

1/3 a 2/3, ou severa, maior que 2/3.

Originariamente, a EH foi considera uma manifestacido benigna (ANSTEE e
GOLDIN, 2006); contudo, esta condi¢do apresenta elevada capacidade de progressdo e ¢
capaz de desencadear um amplo espectro de manifestagdes clinicas e patologicas, como a
EHNA, condicdo que pode evoluir para cirrose em até 25% dos pacientes (BACON et al,
1994). E, ainda, um forte fator de risco para o aumento da mortalidade geral (ONG; PITTS;
YOUNOSSI, 2006) e por doencas hepaticas (ADAMS; ANGULO; LINDOR, 2005), fato que
a tem revelado como um importante problema de satude publica (ANGULO, 2002).

A depender da causa, a EH pode ser classificada como primaria ou secundaria. Dentre
as causas primarias estdo aquelas ndo atribuiveis a um tUnico fator etiologico e que estdo
associadas a componentes da sindrome metabolica, como obesidade, hipertrigliceridemia e
diabetes tipo 2. Entre as secundarias, estdo fatores nutricionais (nutri¢do parenteral total,
rapida perda de peso), drogas (glicocorticdides, acido acetilsalicilico), toxinas (toxina do
Bacillus cereus) e distirbios metabolicos (lipodistrofia, disbetalipoproteinemia, esteatose

hepatica aguda da gravidez) (ADAMS; ANGULO; LINDOR, 2005).
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O padrao de acimulo de lipidios difere entre os pacientes, permitindo, ainda,
classificar a EH em duas formas de expressao morfoldgicas: macrovesicular e microvesicular.
Na esteatose macrovesicular, os hepatocitos sdo caracterizados pela presenca de grandes
vacuolos vazios, com nucleo deslocado para a periferia da célula, e marcada fibrose
pericelular da zona 3 (espago de Disse), muitas vezes apresentando edema de hepatocitos
(SHERLOCK e DOOLEY, 2002). Ja a microvesicular revela hepatocitos com actimulo
intracitoplasmatico de pequenos vactiolos de lipidios (GAYOTTO; VIANNA; LEITAO,
2001), nucleo central e nucléolos proeminentes, com inflamag¢do minima e necrose celular
variavel e leve, embora, ocasionalmente, pode haver grande necrose na zona 3. As duas
formas podem ocorrer simultaneamente (SHERLOCK e DOOLEY, 2002) e diferem em seus
mecanismos fisiopatologicos: a primeira tem como mecanismo basico o aumento na oferta de
AG ao figado e a reducdo na mobilizagdo desses compostos e, a segunda, resulta de
diminui¢do na oxidagdo mitocondrial de AG, gerando grave distirbio no metabolismo

oxidativo celular (GAYOTTO; VIANNA; LEITAOQ, 2001).

O aumento no interesse pelos estudos relacionados a EH se deu pelos achados de
associagdo independente entre o acimulo de TAG no figado e obesidade (CHAN et al., 2004;
MARCEAU et al., 1999), dislipidemia (SAVAGE e SEMPLE, 2010), hipertensao
(SCIACQUA et al., 2011), diabetes tipo 2 (TOLMAN et al., 2007) e, principalmente, RI
(ANGELICO et al., 2005; MUSSO et al., 2008), fatores que levaram esta doenga a ser
considerada atualmente como o componente hepatico da sindrome metabdlica (DEN BOER et
al., 2004; DUVNJAK et al., 2007; KOTRONEN e YKI-JA'RVINEN, 2008; SANTOS, 2008;
YOUNOSSI, 2008). Outros estudos relatam, ainda, associacao independente entre DFGNA e
aumento do risco cardiovascular (MISRA; KHASHAB; CHALASAN, 2009) e biomarcadores
de doenga cardiovascular (TARGHER et al., 2008).

A patogénese da DFGNA e, em particular, os mecanismos que levam ao dano
hepatocelular progressivo, ndo estdo totalmente esclarecidos (LI et al., 2009). Acredita-se que
o acumulo de TAG hepatico (primeiro “hif” da DFGNA) da-se inicialmente por alteragcdes em
fatores locais e sistémicos, que controlam a entrada ou a sintese de lipideos no figado e a sua
oxidacdo ou exportagdo para outros tecidos. Neste sentido, a RI reveste-se de grande
importancia (ADAMS; ANGULO; LINDOR, 2005). A hiperinsulinemia gerada por este fator
pode promover o acimulo de TAG a partir de fatores intra-hepaticos, como o aumento da

lipogénese de novo (LDN), reducdo da oxidagdo de AG e diminuicao da exportacdo de
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lipidios do figado, através da lipoproteina de muito baixa densidade (Very low-density
lipoprotein - VLDL) (ANSTEE e GOLDIN, 2006; DEN BOER et al., 2004; SHERLOCK e
DOOLEY, 2002; YOUNOSSI, 2008).

A LDN, processo caracterizado pela conversao do excesso de carboidrato em AG, ¢
regulada de forma independente pela insulina e pela glicose (KOO; DUTCHER; TOWLE,
2001) e estd aumentada em pacientes com a DFGNA (DIRAISON; MOULIN; BEYLOT,
2003). O efeito lipogénico da insulina no figado ¢ mediado transcricionalmente pela proteina
ligadora do elemento de resposta aos esterdis-1c (Sterol regulatory element binding protein Ic
- SREBP-1c¢), uma das trés isoformas da familia de fatores de transcrigdo génica que regula a
homeostase lipidica em células animais (ANSTEE e GOLDIN, 2006; SHIMOMURA;
BASHMAKOV; HORTON, 1999).

Dentre as enzimas que sdo transcricionalmente ativadas por SREBP e que participam
das vias de sintese dos AG estdo a ATP-citrato liase ¢ a acetil-CoA sintetase, enzimas
produtoras de acetil-CoA, o precursor de AG, a partir do citrato e do acetato, respectivamente,
e acido graxo sintase, enzima citosélica responsavel pela sintese de AG saturados (AGS) com
até 16 carbonos na cadeia (16:0) (HORTON, 2002). Outros genes alvos da SREBP-1c
codificam uma enzima velocidade limitante do complexo 4cido graxo elongase, que converte
palmitato (16:0) em estearato (18:0) (MOON et al, 2001), bem como a estearoil-CoA
dessaturase (stearoyl-CoA dessaturase - SCD), enzima que converte estearato em oleato
(18:1) (EDWARDS et al, 2000). Surpreendentemente, mesmo na presenca de uma
significativa RI, a insulina estimula a transcrigdo da SREBP-1c¢ hepatica (SHIMOMURA;
BASHMAKOV; HORTON, 1999), promovendo aumento na LDN (ADAMS; ANGULO;
LINDOR, 2005; SHIMANO et al., 1997), fato que pode levar ao desenvolvimento da EH.

A continua ativacdo da lipogénese no figado, mesmo na RI, é paradoxal. Dados
recentes sugerem que a ativacdo da SREBP-1c¢ e, portanto, da lipogénese é secundaria a um
estresse do reticulo endoplasmatico (ERE) no figado esteatotico, independente da insulina. A
inibicdo do ERE em roedores obesos diminui a ativagdo do SREBP-1c e a lipogénese,
melhorando a EH e a sensibilidade & insulina (FERRE e FOUFELLE, 2010). O ERE tem sido
observado em tecido hepatico e adipdcitos de humanos com a DFGNA e/ou obesidade. Tal
processo ativa a via de sinalizacdo da UPR (unfolded protein response, resposta a proteinas

desdobradas), envolvida na biosintese de lipidios, a¢do insulinica, inflamag¢do e apoptose
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(HOTAMISLIGIL, 2010; KIM; XU; REED, 2008). A ativagio do ERE também esta
associada ao comprometimento na secrecdo de VLDL (KAMMOUN et al., 2009).

Outros fatores de transcri¢do envolvidos no desenvolvimento da EH ¢ a proteina
ligadora do elemento de resposta aos carboidratos (Carbohydrate responsive element-binding
protein - ChREBP), reguladora transcricional determinante na sintese hepatica de lipidios
(POSTIC et al., 2007), e o receptor ativado por proliferadores de peroxissomos (Peroxisome
proliferator-activated receptor - PPAR), uma familia de fatores de transcri¢do nuclear que
regulam a expressao de genes que codificam proteinas envolvidas no metabolismo lipidico e

no balango de energia (CLARKE et al., 1999).

A deficiéncia de ChREBP reduz a lipogénese e a glicolise, pois tal fator ativa
transcricionalmente a piruvato quinase hepatica, enzima-chave na regulacao da glicolise, que
catalisa a conversdo de fosfoenolpiruvato em piruvato, para entrar no ciclo de Krebs e gerar
citrato, a principal fonte de acetil-CoA utilizado na sintese de AG (LIZUKA et al., 2004).
Adicionalmente, a ChREBP ¢ requerida para a ativagdo transcricional de enzimas-chave de
vias lipogénicas, incluindo a acetil-CoA carboxilase (ACC), a acido graxo sintase, a
gliceraldeido 3-fosfato acetiltransferase e a SCD (DENTIN et al., 2006). Sua ativagdo se da
como uma resposta em longo prazo a ingestdo excessiva de carboidratos, sem aparente

requerimento de insulina (LIZUKA et al., 2004).

Os mecanismos moleculares dos eventos mediados pelos PPAR, que levam a
deposicdo de TAG no figado, por sua vez, ndo estdo bem definidos (BROWNING et al.,
2004). A deplecao genética de PPAR-y em modelos animais de RI atenua o desenvolvimento
de EH, independente da presenca de hiperinsulinemia ou hiperglicemia (GAVRILOVA et al.,
2003; MATSUSUE et al., 2003), assim como seu RNAm ¢ supra-regulado em figado de
pacientes obesos com EH, representando um reforco para o mecanismo lipogénico induzido
pelo SREBP-1c (PETTINELLI e VIDELA, 2011). J4 o PPAR-a funciona como um sensor de
lipidios no figado, estimulando a transcri¢do de genes envolvidos na oxidagdao de AG. A
administracao de agonista do PPAR-a previne o desenvolvimento da EHNA induzida por uma
dieta deficiente em colina (RAO et al., 2002); e sua ativagdo aumenta o turnover de lipidios
hepaticos, sendo suficientemente poderosa para impedir o desenvolvimento de esteato-

hepatite induzida por uma dieta deficiente em colina e metionina (IP et al., 2003).
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A diminuicdo da exportacdo de AG pelo figado ¢ outro fator que pode promover o
acumulo de TAG neste 6rgdo. Os lipidos sdao normalmente exportados do figado a partir das
VLDL, formadas pela proteina de transferéncia de triacilglicerdis microssomal (MTP), que
incorporam TAG a apolipoproteina B no reticulo endoplasmatico e no aparelho de golgi
(LETTERON et al., 2003). Uma reducio na atividade da MTP e na sintese e secre¢io de apo
B pode prejudicar a capacidade dos hepatdcitos de exportagdo de lipideos, através das VLDL,
favorecendo o acumulo de TAG no figado (CHARLTON et al., 2002). O bloqueio da MTP ¢
um mecanismo de indugdo de EH (LETTERON et al., 2003). A hiperinsulinemia, além de
promover LDN, diminui a sintese de apolipoproteina B-100 (LEWIS et al., 1993).

O mecanismo mais relevante para o surgimento da EH ¢ o de natureza extrahepatico
(DEN BOER et al., 2004). Como contribuintes para o elevacdo dos niveis plasmaticos de AG
livres (AGL) estdo o aumento na hidrélise e liberagao de AG dos depodsitos do tecido adiposo
para a corrente sanguinea, através de maior atividade da enzima lipase hormonio sensivel, e a
massa aumentada de adipdcitos ocasionada pela ingestdo de gordura superior as necessidades
energéticas, fatores estes que podem ser observados nos quadros de obesidade e,
principalmente, de RI (BROWNING e HORTON, 2004; DEN BOER et al., 2004;
KOTRONEN e YKI-JA"RVINEN, 2008).

Recentemente, mecanismos relacionados a falhas na formagao e no estoque de lipidios
tém sido investigados. Tais estudos revelam uma familia de proteinas associadas as goticulas
lipidicas, designadas PAT [perilipina (perilipin), proteina relacionada a diferenciagdo de
adipocitos (adipose differentiation—related protein - ADRP), tail interacting protein of 47kDa
(Tip47), S3—12 e lipid dosage droplet protein-5 (LSDP-5)], que estdo ativamente envolvidas
na formagdo e no turnover de goticulas lipidicas, pela modulacdo da lipolise (BELL et al.,
2008; HO et al., 2011). A composicao das proteinas PAT na superficie da goticula lipidica
revela seu tamanho e nimero, e ajuda a manter a homeostase intracelular dos AGL,
protegendo as goticulas contra a lipdlise, por diminuir o recrutamento da lipase triglicerideo
adiposa, uma lipase especifica de TAG (BELL et al., 2008). A superexpressao de perilipina e
ADRP esta associada a um aumento no acumulo de TAG e a formagao de goticulas lipidicas
no figado (FUKUSHIMA et al., 2005); a baixa regula¢do das proteinas PAT aumenta a RI e a
lipdlise pela lipase triglicerideo adiposa (BELL et al., 2008).

Outros novos e importantes reguladores do metabolismo lipidico hepatico sdo as

proteinas pertencentes a familia CIDE (cell death—inducing DNA fragmentation factor-a-like
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effector), incluindo CIDEA, CIDEB e CIDEC (LI et al., 2007). Camundongos com mutagao
nula de CIDEA apresentam maior gasto energético e aprimorada lipolise no tecido adiposo
marrom, e sdo resistentes a obesidade e ao diabetes induzidos por dieta com alto teor de
gordura (ZHOU et al., 2003). Camundongos com muta¢do nula de CIDEB, por sua vez, sao
resistentes a obesidade e a EH induzidas por uma dieta rica em gordura, e apresentam maior
sensibilidade a insulina, maior oxidagao hepatica de AG, diminuicao da lipogénese e reduzida
expressdo de ACC, acido graxo sintase e SCD (LI et al., 2007). J4 a repressao de CIDEC pela
proteina quinase ativada por mitogenos fosfatase-1 protege contra o desenvolvimento da EH

(FLACH et al., 2011).

Recentes estudos revelam, ainda, uma familia de proteinas desacetilases dependentes
de NAD", constituida por sete membros, denominada sirtuinas (SIRT1-7), que regulam
diversas etapas do processo biologico, incluindo o metabolismo energético. A SIRT-1, por
exemplo, inibe a sintese e estimula a oxidagdo da gordura em resposta ao jejum, tendo como
alvo o SREBP-1c (PONUGOTI et al., 2010), assim como regula a homeostase lipidica
mediada pelo PPAR-o (PURUSHOTHAM et al., 2009). Sua transcri¢do ¢ diminuida no tecido
adiposo visceral de obesos morbidos com EH severa (COSTA et al., 2010).

Canabinoides enddgenos (endocanabindides), mediadores lipidicos que fazem parte de
um circuito neural complexo controlador da regulagdo e ingestao de energia, também tém sido
implicados no desenvolvimento de fenotipos associados a EH (CHANDA et al., 2011). Suas
acoes sao mediadas via receptores canabinodides tipo 1 (7ype I cannabinoid receptor — CB1R),
expressos em altos niveis no cérebro, mas, também, em adipdcitos e hepatocitos (PACHER et
al., 2006). O aumento na atividade do sistema endocanabindide contribui para EH, RI e
resisténcia a leptina (PACHER et al., 2008). A ativagdo de CB1R estimula a LDN no figado,
através da inducao do SREBP-1c¢ e as suas enzimas-alvo, ACC-1 e 4cido graxo sintase (OSEI-
HYIAMAN et al., 2005). Recente estudo demonstrou o mecanismo celular de regulagdao da
gliconeogénese hepatica mediada pelo sistema endocanabindide-CBIR via inducdo da
proteina H ligadora do elemento de resposta ao AMP ciclico (AMPc-responsive element-
binding H protein - CREBH) (CHANDA et al., 2011), um fator de tran scrigao especifico do
figado associado ao ERE, que exerce um importante papel na regulacio hormonal da
gliconeogénese hepatica no jejum ou em condicdo de RI (LEE et al., 2010). Estudo sugere
que o bloqueio seletivo de CBIR periféricos podem ser alvos para o tratamento da EH,

melhora da homeostase da glicose e da dislipidemia (OSEI-HYIAMAN et al., 2008).
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O primeiro insulto ao tecido hepatico, com infiltracdo gordurosa, sensibiliza o figado
para a indugdo da inflamagdo hepatica por um segundo insulto patogénico, que envolve
basicamente duas grandes categorias: fatores que causam um aumento do estresse oxidativo e
da subsequente peroxidacao lipidica e fatores de promocdo da expressdo de citocinas pro-
inflamatorias (principalmente TNF-0) (BROWNING e HORTON, 2004; DUVNJAK et al.,
2007), que contribuem diretamente para a falha de organelas, incluindo disfungdo
mitocondrial e ERE (TINIAKOS; VOS; BRUNT, 2010). Este ultimo esta associado a indugao
de uma resposta inflamatoria sistémica, por ativar a clivagem de CREBH (ZHANG et al.,

2006).

O aumento na liberacdo de AGL ocasionado pelo estimulo a lipolise gerado pela RI ¢
um fator predisponente para o estresse oxidativo (PADOIN et al., 2008), definido como um
desequilibrio entre as espécies quimicas pro-oxidantes e antioxidantes, que leva a formacao de
espécies reativas de oxigénio (EROs) e consequente dano oxidativo de macromoléculas
celulares (ROBERTSON; LECLERCQ; FARRELL, 2001). Tal processo tem sido
frequentemente associado a EH, podendo ser uma ocorréncia comum devido a lipotoxicidade
gerada pelo excesso de AGL (TINIAKOS; VOS; BRUNT, 2010), promovendo peroxidagao
lipidica na membrana dos hepatocitos, liberagdo de citocinas pro-inflamatorias e ativacao das
células estreladas, podendo resultar em fibrose (YOUNOSSI, 2008). A disfun¢do

mitocondrial ¢ uma das fontes potencias para o estresse oxidativo (PESSAYRE et al., 2001).

Anormalidades mitocondriais descritas em pacientes com EHNA levam ao
comprometimento da capacidade oxidativa da organela, ativando vias extra-mitocondriais de
oxidacdo de AG nos peroxissomos (f-oxidac¢dao) e microssomos (m-oxidagdo), resultando em
aumento da formacdao de EROs. A primeira via envolve agdo da acil-CoA oxidase, que doa
elétrons diretamente para o oxigénio molecular formando peréxido de hidrogénio, e, a
segunda, a doacdo de elétrons ao oxigénio molecular, mediada pela flavoproteina. A oxidagao
microssomal de AG ¢ catalisada primariamente pela enzima citocromo P450 2E1 (LIEBER,
2003), possivel mediadora da peroxidacdo lipidica, do dano oxidativo dos principais
componentes celulares e da superproducao de EROs, que podem promover RI hepatica,
agravando a EH (AUBERT et al.,, 2011). Esta enzima ¢ super expressa em figados de
pacientes com EHNA e em modelos animais de esteato-hepatite metabdlica (CHALASANI et
al., 2003; SCHATTENBERG et al., 2005). Além disso, produtos da m-oxidagdo microssomal,

os acidos dicarboxilicos, possivelmente atuam como desacopladores da fosforilagdo oxidativa
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e provocam peroxidacdo dos componentes da membrana mitocondrial, ocasionando
diminui¢do da atividade da cadeia respiratéria e aumento do estresse oxidativo celular
(BROWNING e HORTON, 2004). Recente estudo encontrou que a disfun¢do mitocondrial
precede o desenvolvimento da DFGNA e da RI em modelo de ratos obesos (RECTOR et al.,
2010).

A peroxidagdo lipidica, além de ocasionar efeitos deletérios na fun¢do de organelas,
forma aldeidos prejudiciais para a homeostase celular. Esses compostos prejudicam a sintese
de nucleotideos e proteinas, diminuem o antioxidante natural glutationa, aumentam a
producdo da citocina pro-inflamatoria TNF-a, promovem o influxo de células inflamatdrias
no figado e ativam células estreladas, levando a deposi¢do de colageno, fibrose e a
perpetuacdo do processo inflamatorio (BROWNING e HORTON, 2004). Adicionalmente, os
EROs podem iniciar a ativagao do NF-kB (Fator nuclear kappa B, Nuclear factor kappa B), o
fator de transcricdo mestre de muitos mediadores inflamatorios, levando ao aumento na
producdo de citocinas pré-inflamatorias (CORTEZ-PINTO; MOURA; DAY, 2006). Em
condi¢des fisioldgicas, o NF-kB permanece inativo através de sua ligacdo ao Ik (inibidor de
NF-«kB), s6 sendo ativado e translocado com a fosforilagio e degradacao do inibidor
(GENTILE; FRYE; PAGLIASSOTTI, 2011), o que leva a efeitos deletérios na funcao
hepatica (DELA PENA et al., 2005).

Existem evidéncias de que citocinas pro-inflamatdrias dependentes de NF-kB [TNF-a,
Interleucina-6 (IL-6) e interleucina-1p] podem exercer um importante papel na patogénese da
DFGNA, por promoverem RI sistémica e hepatica (ARKAN et al., 2005), reagdes similares as
mediadas por EROs e peroxidagdo lipidica (CORTEZ-PINTO; MOURA; DAY, 2006). AGL
acumulados nos hepatdcitos também estimulam a expressao de tais citocinas (FELDSTEIN et
al., 2004). No figado, o TNF-a pode contribuir para o estresse oxidativo e a RI, através da
ativacdo do inibidor de quinase kappa B, uma subunidade da IkB que, quando ativada,
fosforila Ikf, ndo inibindo a NF-xB (YUAN et al., 2001). O TNF-a pode, também, induzir
fortemente a expressao do mRNA de CREBH (ZHANG et al., 2006) e causar uma redugdo na
secrecdo da adiponectina, uma adipocitocina protetora (MAEDA et al., 2002).

Adipocitocinas sdo peptidios bioativos sintetizados pelo tecido adiposo visceral. Entre
elas, a adiponectina e a leptina estdo diretamente envolvidas em alteracdes metabodlicas e vias
inflamatorias, podendo ser particularmente importantes na patogénese da DFGNA

(DUVNJAK et al., 2007). A estimulagdo de receptores de adiponectina no figado leva a
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ativacdo do PPAR-a e da Proteina quinase ativada por AMP (AMP-activated protein kinase -
AMPK) (YAMAUCHI et al., 2001; YAMAUCHI et al., 2002), uma proteina heterotrimérica
que serve como um sensor de niveis de energia celular, ativada pelo aumento dos niveis de
AMP, um marcador de diminui¢do do estoque de energia celular. A AMPK ativada estimula
vias catabolicas de produgdo de ATP, como a B-oxidagdo, e inibe vias consumidoras de ATP,
como a lipogénese, de maneira direta, fosforilando proteinas reguladoras, e indireta, afetando
os niveis de expressdo de genes envolvidos nessas vias (HARDIE, 2003). Desta forma, a
adiponectina diminui o conteudo hepético de TAG e a RI hepatica. Apresenta, também, efeito
anti-inflamatorio direto, suprimindo a producao hepatica de TNF-a (MAEDA et al., 2002; XU
et al., 2003). Estudos recentes mostraram reducao nos niveis séricos de adiponectina e
reduzida expressdo hepatica de seu receptor em pacientes com EHNA, independente da RI

(HUI et al., 2004; KASER et al., 2005).

A Leptina, por outro lado, tem um papel importante no desenvolvimento de RI
hepética e periférica, através da inativagdo por desfosforilagdo do substrato-1 do receptor de
insulina (COHEN; NOVICK; RUBINSTEIN, 1996). Dados apontam para um papel deste
peptideo na supressao aguda do metabolismo das VLDL hepaticas, por diminui¢do dos TAG e
estimulagdo do metabolismo oxidativo no figado (HUANG et al., 2009). A leptina pode,
também, desempenhar um papel na fibrinogénese hepatica (ANGULO et al., 2004;
LECLERCQ et al., 2002).

Muito se tem investigado sobre as alteragdes moleculares e fisiologicas que medeiam a
transicdo de EH para EHNA; contudo, estudos que definem claramente estas modificagdes
ainda sdo limitados, por varios fatores. Inicialmente, ndo ha modelos animais que incorporem
todas as caracteristicas da EH humana. Além disso, as técnicas nao invasivas disponiveis
para estudar o metabolismo hepatico em humanos sdao limitadas em nimero e poder
diagnostico, sendo necessdrias, portanto, bidpsias hepaticas para diagnosticar precisamente o
paciente com EHNA. Desta forma, a compreensdo atual dos mecanismos pelos quais a EH
evolui baseia-se quase exclusivamente em dados obtidos a partir de modelos animais

(BROWNING e HORTON, 2004).

Neste sentido, varios modelos experimentais tém sido utilizados para elucidar os
mecanismos envolvidos na génese e progressao da EH. Tais modelos podem ser divididos em
duas categorias: de mutacdo genética, espontanea ou induzida, e de fenotipo adquirido,

produzido por qualquer manipulagcdo dietética ou farmacolégica (ANSTEE e GOLDIN,
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2006). O modelo mais utilizado em estudos sobre a EH ¢ o de deficiéncia genética de leptina
(ob/ob) ou o de resisténcia a leptina (db/db). Nestes casos, os animais sdo resistentes a
insulina e hiperinsulinémicos, resultando em hiperglicemia e hiperlipidemia (KOTEISH e
DIEHL, 2001). Entretanto, tais modelos ainda ndo refletem completamente o fenotipo

humano da DFGNA (ANSTEE e GOLDIN, 2006).

Outros modelos, como os camundongos lipoatréficos diabéticos e os ratos ou
camundongos normais alimentados com dietas deficientes em colina e metionina, também sao
bastante utilizados (SANTOS, 2008). Este ultimo ¢ um modelo bem descrito na inducao da
EHNA, produzindo EH pela deficiéncia na exportagdo de VLDL, provocada pela falta de
fosfatidilcolina, o fosfolipidio que reveste suas particulas e que depende dos precursores

colina e metionina para a sua sintese (RINELLA e GREEN, 2004).
2.3 Acidos graxos no contexto da Doenca do figado gorduroso nio-alcoélica

Os AG desenvolvem multiplos papéis no organismo, sao componentes constitucionais
dos lipidios e fazem parte das membranas celulares, principalmente na forma de fosfolipidios
(TVRZICKA et al., 2011). Estudos indicam que a regulagdo das funcdes celulares pelos
lipidios pode se dé tanto pela modulacdo da transducdo de sinal, via manipulacdo dos AG
esterificados aos fosfolipidios de membrana, quanto pela modificagdo direta da transcricao de
genes, onde os AG funcionam como ligantes ativadores para uma ampla gama de fatores de

transcri¢ao nuclear, tais como os PPAR (JUMP, 2008; SESSLER ¢ NTAMBI, 1998).

Os AG dos lipidios incorporados as membranas afetam processos metabdlicos, como a
producdo de eicosanodides e mensageiros secundarios (KELLEY, 2001), a sinalizacao
insulinica (IBRAHIM; NATARAJAN; GHAFOORUNISSA, 2005), a pressdo arterial
(BERRY e HIRSCH, 1986) ¢ a atividade de diversas enzimas ligadas as membranas (CLAMP
et al., 1997). Um exemplo desta modulagdo ¢ a liberacdo de AG poliinsaturados (AGPI), sob a
acdo da fosfolipase A2, que produz metabolitos liberados extracelularmente para agir em
outras células, como o fator ativador de plaquetas e eicosandides, bem como
intracelularmente, a exemplo de diacilglicerdis e do fosfato de inositol, a partir da acdo da
fosfolipase C, também envolvidos na transducdo de sinal (SHILS et al., 2006).

O aumento na disponibilidade de AGL também induz alteragdes no metabolismo
celular, uma vez que esses compostos atuam como ligantes para fatores nucleares (JUMP,

2008; SESSLER e NTAMBI, 1998), afetam vias de sinalizagdo celular (GAO et al., 2004),



33

induzem a sintese de citocinas inflamatorias (JOSHI-BARVE et al., 2007), a RI (LEE; CHO;
KWON, 2010) e a lipoapoptose (MALHI et al., 2006).

Embora as altera¢des provocadas por AG possam ocorrer em quase todos os tecidos
corporais, o tecido hepatico ¢ de particular importancia devido a sua alta atividade metabdlica
e o seu papel central no metabolismo de diversos nutrientes, incluindo os proprios lipidios.
Portanto, estas informagdes levam a crer que os diferentes AG, incorporados as membranas
ou em sua forma livre, podem influenciar de forma distinta patologias especificas,

notadamente aquelas associadas ao acimulo de lipidios, a exemplo da EH.

A modulagdo do metabolismo celular pela composi¢do em AG dos lipidios de
membranas e o efeito lipotoxico dos AGL tornam esses elementos particularmente
importantes no contexto da DFGNA. Niao s6 o acumulo de gordura, mas o tipo de lipidio que
¢ depositado, em especial os seus AG constituintes, podem contribuir distintamente para o

dano ao tecido hepatico, o desenvolvimento da EH e sua progressao para EHNA.

A depender do grau de saturacdo, os AG diferem significativamente em sua
contribuicdo para a lipotoxicidade causada pelo excesso de lipidios nos hepatocitos
(BUETTNER et al., 2006; LI et al. 2009; WANG; WEI; PAGLIASSOTTI, 2006). Partindo
dessa consideracdo, serdo relatados a seguir os AG que, de alguma maneira, estdo

relacionados com a etiologia, a progressao e/ou a regressao da EH.
a) Acidos graxos saturados (AGS)

Os AGS sao descritos pela literatura como os mais importantes € mais potentes
elicitores do efeito lipotdxico causado pelos AG nos tecidos (MAEDLER et al., 2001;
WEIGERT et al., 2004). Os mecanismos celulares pelos quais esses AG sdo mais lipotoxicos
e, especificamente lipoapoptoticos, diferentemente dos AG insaturados, ndo estdo
completamente compreendidos (SRIVASTAVA e CHAN, 2008). Contudo, este efeito tem
sido atribuido a geracdo de espécies lipoapoptoéticas especificas e de moléculas sinalizadoras
(LISTENBERGER et al., 2003), cujos possiveis sitios de agdo lipotoxica sdo o reticulo
endoplasmatico, a mitocondria e os lisossomos (ANDERSON e BORLAK, 2008).

Um estudo utilizando a indugdo de esteatose em ratos com dietas enriquecidas em
sacarose (dieta alta em sacarose), banha de porco (dieta alta em AGS) ou 6leo de milho (dieta

alta em AGPI) verificou que, embora a magnitude da esteatose tenha sido semelhante entre os
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grupos, os animais submetidos a dieta alta em AGS apresentaram aumento na concentragao
hepatica desses AG, em comparacdo aqueles com dieta alta em AGPI, assim como aumento
da lesdo hepatica e do ERE, o que levou ao aumento da atividade da caspase-3 (WANG; WEI;
PAGLIASSOTTI, 2006). Li et al. (2009) também verificaram aumento da ativagdo das

caspases € apoptose ao incubarem hepatodcitos com AGS.
Acido palmitico (hexadecanoico; C16:0)

O 4cido palmitico ¢ atualmente o mais investigado AGS no que se refere a
lipotoxicidade. Diversos estudos relacionados ao tecido hepatico revelam este AG como
indutor de citocinas pré-inflamatoérias (JOSHI-BARVE et al. 2007), da redugdo na sintese de
antioxidantes (SRIVASTAVA e CHAN, 2008), da lipoapoptose (LI et al., 2009) e do
acumulo hepatico de TAG (CAVIGLIA et al., 2011; JOSHI-BARVE et al. 2007; LI et al.,
2009).

Diversos estudos revelam que este AG ¢ menos esteatogénico do que outros, a
exemplo do acido ol€ico, possivelmente pela capacidade em aumentar a expressao de PPAR-
a; contudo, apresenta maior citotoxicidade (CAVIGLIA et al., 2011; LI et al., 2009; RICCHI
et al., 2009).

No trabalho de Joshi-Barve et al. (2007), a indugdo, in vitro, de EH, através de
concentragdes fisiopatologicamente relevantes de acido palmitico, revelou que este AG
promoveu niveis significativamente elevados de interleucina-8, um ativador e quimioatrativo
critico de neutrdfilos, basofilos e células T, em hepatdcitos esteatdticos, dependentes do
tempo de exposicao e da concentracdo do AG. Os autores concluiram que este aumento em
citocinas induzido por AGL pode desempenhar um papel importante em lesdes hepaticas
inflamatorias e no desenvolvimento da EH. Além disso, demonstrou-se que o palmitato ¢ um
indutor da diminui¢ao da sensibilidade a insulina (LEE; CHO; KWON, 2010; RICCHI et al.,
2009), da diminuicdo da viabilidade celular, de maneira dose-dependente (LEE; CHO;
KWON, 2010; ZHANG et al., 2011a), do aumento da atividade da caspase 3 (LI et al., 2009;
WEI et al., 2006; ZHANG et al., 2011a), do ERE (CAVIGLIA et al., 2011; WEI et al., 2006;
ZHANG et al., 2011a) e da morte celular por apoptose (LI et al., 2009; MALHI et al., 2006;
WEI et al., 2006). Recente estudo sugere que a inibicdo das caspases pode representar uma

abordagem terapéutica valida para EHNA, ja que esta familia de proteases regula
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predominantemente o processo de morte celular programada (apoptose), considerado um

mecanismo patogénico critico na DFGNA (ANSTEE et al., 2010).

Adicionalmente, recente investigacdo (SRIVASTAVA e CHAN, 2008), objetivando
identificar as alteragdes metabolicas associadas com a lipotoxicidade dos AGS, indicou o
palmitato como o responsavel pela indu¢do do fluxo diminuido da sintese do antioxidante
glutationa reduzida, em células HepG2. A lipotoxicidade foi reduzida pela suplementacao
com N-acetil L-cisteina, um provedor de cisteina independente do transportador de cisteina, o
xTC, sugerindo que a diminuicao na sintese de glutationa reduzida ocorreu pela redugdo nos
niveis do xTC, possivelmente provocada pelo palmitato (UNGER e ORCI, 2002). Niveis
reduzidos de antioxidantes podem acelerar a progressao da EH, enquanto que uma quantidade
adequada tem sido proposta para retardar a progressao e melhorar a DFGNA (ZHANG et al.,
2011).

Em adicdo aos efeitos lipotoxicos do acido palmitico, uma maior sintese de novo de
ceramida (molécula mais simples do grupo dos esfingolipidios e precursora das
esfingomielinas e glicoesfingolipidios) foi revelada em células hepaticas expostas ao
palmitato, mas nao foi responsavel pelo ERE e a apoptose induzida por este AG (WEI et al.,
2006). As ceramidas atuam como um segundo mensageiro intracelular lipidico derivado da
esfingosina, que regulam a diferenciacdo, a proliferagdo e a apoptose celular e podem ser
sintetizadas através da via da hidrolise da esfingomielina ou pela sintese de novo, que ¢
iniciada pela reacdo de condensacdo da serina com o palmitoil-CoA (KOLESNICK e
KRONKE, 1998). Esta ultima via possui particular importancia na lipoapoptose causada pelo
excesso de AG (UNGER e ORCI, 2002), possivelmente por ter o palmitato como precursor
(LISTENBERGER; ORY; SCHAFFER, 2001; WEI et al., 2006), o que leva a hipdtese de que
o acumulo de ceramidas pode ser um dos fatores responsaveis pelo processo de apoptose
provocado pelo acido palmitico (BARREYRO et al.,, 2007; LISTENBERGER; ORY;
SCHAFFER, 2001; WEI et al., 2006).

Os mecanismos pelos quais o AG palmitico leva a apoptose em hepatdcitos,
especificamente aqueles com quadro de EH, ainda nao estdo bem estabelecidos. Alguns dados
apontam para um envolvimento do ERE na indugdo do processo de apoptose em células
HepG2 expostas ao palmitato (LEE; CHO; KWON, 2010), possivelmente dependente de
caspases (MALHI et al., 2006). Outros estudos indicam um papel da mitocondria, como na

investigacdo de Ji et al. (2005), onde o 4cido palmitico levou a uma diminui¢do na regulacao
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do supressor apoptotico Bcel-2 (B-cell ymphoma protein 2), uma proteina mitocondrial, e a
um marcado aumento na regulacdo do efetor apoptotico Bax (Proteina x associada a Bcl-2,
Bcl-2 associated protein X), membro da familia Bel-2. A familia de proteinas mitocondriais
Bcl-2, também encontradas no reticulo endoplasméatico (HETZ et al., 2006; LISBONA et al.,
2009), pode ser dividida em trés categorias: anti-apoptoticas multi-dominio (Bcl-2 e Bcl-XL),
pro-apoptdéticas multi-dominio (Bax e Bak) e pro-apoptéticas dominio BH-3 (Bim, Bid, Bad e
Puma) (GENTILE; FRYE; PAGLIASSOTTI, 2011), que, coletivamente, ajudam na fun¢do da
mitocondria como um regulador critico precoce de apoptose, através de alteracdes do
equilibrio entre as pro- e as anti-apoptéticas (MICHELDES, 1999). Desta forma, os achados
de Ji et al. (2005), com uma diminui¢do na taxa Bcl-2:Bax, ou seja, proteinas pro-apoptdticas
em detrimento das anti-apoptdticas, levou os autores a sugerir que a apoptose causada pelo
acido palmitico foi mediada pela disfun¢do mitocondrial e que a sua citotoxicidade pode
desempenhar um importante papel na progressio da EH para a EHNA. A expressdao das

proteinas Bcl-2 esta alterada em hepatocitos na DFGNA (PANASIUK et al., 2006).

Adicionalmente, Malhi et al. (2006) também indicaram a via mitocondrial como
responsavel pelo processo de apoptose induzida pelo acido palmitico, em hepatocitos com
EH. A lipoapoptose encontrada pareceu ter sido desencadeada pela cascata de sinalizagao de
JNK (Protein quinase c-Jun NH,-terminal, c-Jun NH(2)-terminal protein Kinases), que ativa
Bax, de forma dependente de Bim (Proteina 11 associada a Bcl-2, Bcl-2-like protein 11), e
inicia a via mitocondrial de apoptose, com a liberagdo do citocromo ¢ para o citoplasma
celular. Corroborando estes resultados, Barreyro et al. (2007) observaram um aumento na
expressdo de Bim em hepatécitos, induzido preferencialmente pelos éacidos palmitico e
estedrico, de forma dependente de FoxO3A, um fator de transcrigdo associado a regulagdo da

expressao de Bim.

Estas informacdes sao extremamente relevantes no contexto da EHNA humana e
sugerem que o acido palmitico €, possivelmente, o AG mais citotoxico e lipoapoptdtico.
Portanto, a modulagao de vias envolvidas no processo lipotdxico causado por este AG ¢ uma

potencial estratégia terapéutica para a DFGNA, mais especificamente a EHNA.
Acido estedrico (octadecanoico; C18:0)

Contraditoriamente ao ja conhecido efeito do acido estedrico sob o perfil lipidico

sérico, que difere de outros AGS, ndo elevando a colesterolemia (BONANOME e GRUNDY,
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1988), estudos apontam este AG como promotor de processos associados a esteatogénese e

sua progressao (BARREYRO et al., 2007; NISHITANI et al., 2007).

Na investigacdo de Pai ¢ Yeh (1996), uma maior taxa de sintese de mono ¢ de
diacilglicerol foi provocada com a exposi¢do ao estearato, quando comparada a outros AGS,
em cultura primaria de hepatocitos de ratos. Uma maior sintese de diacilglicerol esta
estreitamente relacionada com a DFGNA e sua progressdo, podendo contribuir para niveis
alterados de TAG, fosfatidilcolina e fosfatidiletanolamina, caracteristicos desta patologia

(GORDEN et al., 2011).

Assim como ocorreu com o acido palmitico, o tratamento de hepatdcitos com o AG
estearico levou a ativacdo de Bax e subsequente liberagdo de citocromo ¢ para o citosol
(MALHI et al., 2006), bem como estimulou a atividade da proteina fosfatase 2A, ativando
FoxO3A e induzindo o aumento na expressio de Bim (via PP2A/FoxO3A/Bim)
(BARREYRO et al., 2007). Adicionalmente aos seus efeitos lipoapoptdticos, o tratamento em
cultura de hepatocitos primdrios de ratos com acido estearico por 24 horas aumentou
significativamente os niveis de interleucina-10 (NISHITANI et al., 2007) e promoveu o ERE
(ZHANG et al., 2011b), consistente com o achado de que este AG foi capaz de promover uma

significante morte celular de maneira dose- e tempo-dependente (JI et al., 2005).

b) Acidos graxos monoinsaturados (AGMI)

Acido palmitoleico (cis-9-hexadecenoico; C16:1A°)

Os estudos acerca das funcdes do acido palmitoléico, principalmente no contexto da
DFGNA, sao escassos, talvez devido a sua baixa concentracdo nos tecidos. Investigacdes
sobre o efeito deste AG dietético na colesterolemia revelam comportamento semelhante ao de
AGS, e ndo ao de um AGMI (NESTEL; CLIFTON; NOAKES, 1994). Entretanto, no contexto
da EH, este AG apresenta uma baixa citotoxicidade celular, quando comparado aos AGS
(MALHI et al., 2006), e parece desenvolver um papel citoprotetor em relagdo a toxicidade

mediada pelos AG (AKAZAWA et al., 2010).

Este AG, apesar de ter acentuado a EH induzida pelo acido palmitico, no estudo de
Akazawa et al. (2010), foi capaz de reduzir a lipoapoptose mediada pelos acidos palmitico e
estedrico, tanto em hepatdcitos primarios, quanto em linhagens de célula Huh-7 e Hep 3B,

bem como de inibir o ERE, em resposta ao acido palmitico, por diferentes vias. Por fim, o AG
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palmitoléico foi capaz de reduzir a lipoapoptose das células por atenuar a expressao de Puma
(Modulador de apoptose supra regulado p53, p53 upregulated modulator of apoptosis),
proteina membro da familia Bcl-2, e Bim; prevenindo, desta forma, a ativagdo da proteina
pro-apoptdtica Bax. Portanto, o AG palmitoléico, apesar de induzir EH, pode prevenir a
progressdao da DFGNA, por reduzir os efeitos lipotoxicos de AGS, pelo menos em parte, o

que parece estar associado ao tempo de exposi¢ao a este AG.
Acido oleico (cis-9-octadecenoico; C18:1 A9)

O 4cido oléico ¢ o AGMI mais investigado e ¢ conhecido como um importante indutor
de EH, principalmente in vitro (RICCHI et al., 2009; ZHANG et al., 2011), mas ndo de
citotoxicidade (LI et al., 2009; RICCHI et al., 2009). O modelo de EH induzida por este AG ¢
utilizado em diversos protocolos experimentais (OKAMOTO; TANAKA; HAGA, 2002;
ZHANG et al., 2011).

Em recentes investigacdes, o oleato apresentou maior capacidade de induzir o acimulo
de TAG em hepatécitos, quando comparado ao palmitato (CAVIGLIA et al., 2011; LEE et al.,
2010; LI et al., 2009; RICCHI et al., 2009). No entanto, Malhi et al. (2006) observaram que
este AG induziu EH de maneira similar aos 4cidos palmitoléico, palmitico e estearico, mas,
foi substancialmente menos toxico, juntamente com o acido palmitoléico. Embora o acimulo
de TAG sensibilize o tecido hepatico ao estresse oxidativo, levando a injuria hepatica pela
lipoperoxidagdo e inducdo de citocinas inflamatorias (BROWNING, 2004), o oleato
aparentemente nao leva a toxicidade celular (LI et al., 2009; MALHI et al., 2006).

A exposi¢ao a este AG induziu ERE (CAVIGLIA et al., 2011), levou a uma modesta
toxicidade, a ativagcdo das caspases 3 e 7, mesmo que em menor propor¢do que o acido
palmitico (MALHI et al., 2006), e aumentou significativamente os niveis de interleucina-10,
em cultura de hepatocitos primarios de ratos (NISHITANI et al., 2007). Adicionalmente, a
inducdo de EH pelo acido oléico sensibilizou hepatdcitos para o ligante indutor de apoptose
relacionado ao TNF (Tumour necrosis factor related apoptosis inducing ligand - TRAIL),
mas ndo para a citotoxicidade de TNF-o (MALHI et al., 2007). A TRAIL ¢ um tipo de
proteina de membrana da superfamilia TNF, que induz apoptose de células tumorais e de
algumas células normais especificas, a exemplo dos hepatdcitos. Apesar do seu papel na

saide e na doenca ainda ndo estar claro, esta superfamilia de proteinas pode interagir com
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receptores TNF e ativar a cascata de caspases e a NF-kf3, podendo levar a apoptose celular

(HILLIARD et al., 2001), um potente mecanismo de progressdo da EH.

Sugere-se que a inducdo do acumulo de TAG no figado pelo AG oléico seria uma
forma de evitar a lipoapoptose induzida por AGL, principalmente pelo 4acido palmitico. O
acido oléico canalizaria o excesso de AGS para a sintese de TAG e armazenamento de
lipidios, impedindo um aumento intracelular de metabdlitos toxicos e evitando a ativagdo da
morte celular (LISTENBERGER et al., 2003), bem como a RI induzida por AGL (LEE;
CHO; KWON, 2010).

A EH induzida pelo 4cido oléico pode estar associada com a capacidade deste acido
graxo em induzir o aumento da expressdo de SREBP-1c e do PPAR-y (RICCHI et al., 2009),
bem como a diminug¢do da expressao de PPAR-a (CUI; CHEN; HU, 2010). Pode ainda,
induzir a expressao de ADRP, de forma dependente de PPAR (FAN et al., 2009). Contudo, o
exato mecanismo do seu efeito sobre estes fatores de transcrigdo nao esta bem esclarecido.
Além disso, o acimulo de TAG também parece ocorrer devido ao oleato ser o substrato
preferencial da Acil-CoA colesterol acil-transferase e diacil-glicerol acil-transferase, enzimas
responsaveis pela sintese de ésteres de colesterol e TAG, respectivamente (NTAMBI e
MIYAZAKI, 2003). Consistente com estes dados, o oleato foi menos oxidado que o
palmitato, em hepatocitos (SRIVASTAVA e CHAN, 2008).

Em contrapartida, apesar de a literatura registrar que uma reducdo na sintese e
secrecdao de apolipoproteina B pode prejudicar a exportacdo de lipideos através da VLDL,
favorecendo o acimulo de TAG no figado (CHARLTON, 2002), o acido oléico estimulou a
secrecdo de lipoproteinas contendo apolipoproteina-B, pela inibicdo de sua degradacao
intracelular, no inicio de sua excrecdo (DIXON; FURUKAWA; GINSBERG, 1991).
Contudo, dados sobre a relagao entre um aumento na oferta de oleato ao figado e um aumento
na secrecdo de apolipoproteina-B ainda sdo controversos. Esta relacdo parece estar associada
a dose e ao tempo de exposicdo a este AG, a exemplo da diminuicdo na capacidade de
estimular a secrecdo de apolipoproteina-B100 pela inducdo do ERE, provocada por uma
elevada concentracdo de acido oléico durante um longo tempo de exposicdo, tanto in vitro

quanto in vivo (OTA; GAYET; GINSBERG, 2008).

Em resumo, o armazenamento de TAG intracelular no figado, promovido pelo oleato,

pode proteger a célula, pelo menos em parte, da lipotoxicidade dos AGL (ANDERSON e
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BORLAK, 2008). Os efeitos negativos observados em alguns estudos podem estar
relacionados as diferencas entre as doses e o tempo de exposi¢do ao oleato, bem como ao tipo
de célula utilizada para incubagdo, a exemplo dos resultados encontrados em células HepG2,
hepatdcitos primarios de ratos e de humanos, quanto aos efeitos deste AG no metabolismo da

apolipoproteina-B e na sintese de TAG (LIN et al., 1995).
c) Acidos graxos poliinsaturados (AGPI)

Efeitos anti-lipogénicos tém sido atribuidos aos AGPI, que podem servir como um
sistema reserva para capturar radicais e agir como ligantes para fatores de transcri¢cao nuclear.
A reduzida disponibilidade intracelular desses AG pode contribuir na exacerbagdo da EH,
aumentando o metabolismo lipidico lipogénico e a produg¢do de moléculas inflamatorias

(ANDERSON e BORLAK, 2008).

Buettner et al. (2006) encontraram desenvolvimento de EH em ratos alimentados por
12 meses com dietas ricas em 6leo de coco (principalmente AGS), azeite (principalmente
AGMI) e banha de porco (mistura de AGS e AGMI), enquanto os alimentados com 6leo de
peixe (principalmente AGPI) ndo apresentaram o quadro. Os motivos pelos quais os AGPI,
diferentemente dos AGS e AGMI, ndo contribuem para o surgimento de esteatose, ainda nao
foram completamente elucidados. Os AGPI estdo associados a uma diminui¢do na expressao
de fatores de transcricdo, como a SREBP-Ic e ChREBP (DENTIN et al.,, 2005;
YOSHIKAWA et al., 2002).

Os AGPI da familia ®-3 tém sido recentemente propostos como um tratamento
potencial para a DFGNA (MASTERTON; PLEVRIS; HAYES, 2009; SHAPIRO et al., 2011),
por exercerem influéncia negativa sobre a lipogénese (SEKIYA et al., 2003) e melhorarem as
caracteristicas patofisiologicas da EHNA, como a inflamacao lobular e a reduzida capacidade
oxidativa (MARSMAN et al., 2011). Ja os AGPI da familia ®-6, bem como da ®-3 ativam
mais fortemente todas as isoformas dos receptores PPARs e sdo mais potentes ativadores da
oxidagdo e supressores da sintese de AG que os AGS e os AGMI (CLARKE et. al., 1999),
sugerindo a promocdo de um efeito protetor contra a EH. Pacientes com a DFGNA
apresentaram baixos niveis hepaticos de AGPI das classes ®-3 ¢ ®-6 (ALLARD et al., 2008;
ARAYA et al., 2004), elevados perdxidos lipidicos hepaticos e baixo poder antioxidante
(ALLARD et al., 2008).
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Acido a-linolénico (todo-cis-9,12,15-octadecatrienoico; C1 8:3N121 5)

Consistente com o papel benéfico dos AGPI, estudos sobre o é4cido a-linolénico,
apesar de serem escassos na literatura, apontam para um papel na protegdo contra a EH, bem
como na minimiza¢cdo de danos causados por AGL. Este AG ¢ capaz de reduzir o ERE
induzido em hepatdcitos de ratos expostos tanto ao acido palmitico quanto ao estearico. Desta
forma, o AG a-linolénico fornece protecdo contra a morte celular induzida por estes AG, via
reducdo do processo de apoptose, induzido pelo ERE (ZHANG et al.,, 2011a, 2011b),
sugerindo um papel benéfico deste AG no processo de progressao da EH para EHNA.

Acido eicosapentaenoico (todo-cis-5,8,11,14,17-eicosapentaenoico; C20:5N\>%11141 7)

O 4cido eicosapentaenodico (Eicosapentaenoic acid - EPA) tem sido conhecido como
um agente na melhora do metabolismo lipidico e inflamacdo no figado. A administracdo via
oral de EPA foi capaz de melhorar a EH induzida por uma dieta deficiente em colina
(KURIHARA et al., 1994), assim como de amenizar a EH e o carcinoma hepatocelular em

camundongos que apresentavam lesdes analogas as da EHNA.

O EPA pode melhorar a EH pelo aumento na expressdo de PPAR-a, diminui¢do na
expressao de SREBP-1c e da atividade de ChERBP. Este ultimo ¢ suprimido por uma
alteragdo em sua translocagao do citosol para o nucleo celular, causada tanto pelo EPA quanto
pelo acido docosaexaendico (Docosahexaenoic acid - DHA) e o linoleato (DENTIN et al.,
2005; ISHII et al., 2009). Adicionalmente, o EPA reduziu efetivamente a expressao de TNF-a
e IL-6, em hepatocitos, citocinas envolvidas de maneira importante na progressao da EH, em
condi¢do inflamatoria, induzida in vitro, através de lipopolisacarideos e prostaglandina E,,

quando comparado com o 4cido araquidonico (HAO et al., 2010).

O EPA pode, ainda, atenuar o processo inflamatorio em diferentes tecidos, através da
diminui¢do da proliferacdo de linfocitos, da resposta imune mediada por células e da
producdo de prostaglandinas E2 (PETERSON et al., 1998). Estas atividades parecem estar
relacionadas com o fato de este AG ser precursor para a sintese de mediadores lipidicos
derivados de AGPI de cadeia longa, os eicosandides, que estdo envolvidos na modulagao da

intensidade e da duragdo da resposta imune e inflamatoria (YAQOOB, 2004).
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Acido docosaexaenoico (todo-cis-4,7,10,13,16,19-docosaexaenoico;
C22:6 A4a7,10,13,16,19)

Poucos estudos relacionam o AG docosaexaendico com a DFGNA. Contudo, uma
investigacdo recente demonstrou que o tratamento com o DHA de criangas com a DFGNA,
reduziu os niveis de TAG plasmaticos, melhorou a RI, bem como as caracteristicas da EH
(NOBILI et al., 2011). O DHA pode regular o acimulo de TAG nos hepatocitos, por ser o
mais potente AG regulador do SREBP-1¢, diminuindo a sua atividade transcricional, e por

induzir o catabolismo de AG, através da ativagdo dos PPARs (JUMP, 2008).
d) Acidos graxos trans

O excesso no consumo de AG frans ¢ um conhecido fator de risco para doengas
cardiovasculares, RI e obesidade acompanhada por inflamacdo sistémica (LOPEZ-GARCIA
et al., 2005; SUN et al., 2007). Entretanto, no contexto da DFGNA, a toxicidade desses AG

tem sido pouco investigada.

No estudo de Tetri et al. (2008), a ingestdo aumentada de AG trans foi associada a
promocao de retencao de gordura no figado e a injaria hepatocelular. Ao comparar o efeito da
ingestdo de uma dieta rica em gordura frans com outra rica em gordura saturada, na DFGNA,
Koppe et al. (2009) verificaram aumento nos valores de alanina aminotransferase, aumento
nos niveis de insulina e na RI e um marcante aumento na expressao de interleucina-1B em
camundongos alimentados com dieta rica em gorduras trans, apesar de os dois grupos terem
apresentado contetido semelhante em TAG no figado. J4 Obara et al. (2010) observaram que o
consumo de AG frans em excesso induz EH significativa, acompanhada por um aumento da
expressdo hepatica de genes lipogénicos, do fluxo de AGL para o figado e do actiimulo de
perdxido de lipideos hepaticos. Portanto, os poucos estudos existentes que relacionam os AG

trans € a DFGNA indicam que podem desempenhar um papel central nesta patologia.
2.4  Conclusao

No contexto da DFGNA, foi observado que os AGS, especialmente o acido palmitico,
apresentam marcantes propriedades lipoapoptdticas, enquanto os AGMI parecem ser
esteatogénicos, embora ndo primariamente citotoxicos. Sugere-se que os AG poliinsaturados,
a exemplo do a-linolénico, do eicosapentaenodico e do docosaexaendico, por sua vez, sao

capazes de reverter danos hepaticos e de proteger contra a EH. Contudo, as diferengas
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metodologicas entre os estudos, a exemplo das variagcdes nas concentragdes € no tempo de
exposicao aos AG, a dificuldade de trabalhar com as caracteristicas da EH humana, os poucos
estudos in vivo sobre o aumento na oferta de AG ao figado, bem como a alta atividade
metabolica deste 6rgdo, dificultam a determinacdo de conclusdes exatas sobre o papel de cada
AG no contexto da DHGNA. E importante ressaltar, também, a limitacdo de modelos de
células humanas, utilizados em grande parte dos estudos, que desconsideram a interferéncia
da matriz e de outras células hepaticas, e de modelos animais, que ainda ndo refletem

completamente as caracteristicas da EH humana.

A presente investigacdo revela abordagens potenciais para a prevencdo e o tratamento
da DFGNA, a exemplo da indicacdo de uma dieta equilibrada em AGPI e AGMI, com niveis
mais baixos de AGS, de acordo com os padrdes de recomendagdo nutricional, além do
possivel beneficio da suplementacdo com AGPI da familia ®-3 e do aumento do consumo de

antioxidantes, reduzindo ao maximo a ingestdo de AG trans.
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3 ARTIGO DE RESULTADOS:

PERFIL EM ACIDOS GRAXOS DO FiGADQ E SUA I}ELACAO COM A
ESTEATOSE HEPATICA E O PERFIL LIPiDICO SERICO DE RATOS
SUBMETIDOS A DIFERENTES DIETAS PADRAO
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RESUMO

Introducdo: Apesar da denominagdo, as dietas padrdo atualmente utilizadas ainda estdao
associadas a disturbios da saide do animal de experimentacdo, a exemplo da esteatose
hepatica (EH). Neste contexto, a dieta pode exercer uma importante influéncia, pois ¢ um dos
principais fatores ambientais que controla a composi¢do de &cidos graxos (AG) das
membranas biologicas. A observagdo de um quadro de EH com uso de dieta padrao livre de
qualquer manipulagdo dietética que pudesse induzi-la motivou a realizacdo da presente
pesquisa. Objetivo: Determinar o perfil em AG do tecido hepatico de ratos, esteatoticos ou
ndo, alimentados com dietas padrdo, avaliar a influéncia destas dietas sobre o perfil
encontrado e investigar se tal perfil guardou relagdo com a infiltragdo gordurosa e com os
lipidios séricos dos animais. Metodologia: Quarenta ratos Wistar machos, desmamados aos
21 dias, foram agrupados, conforme o tipo e tempo de exposi¢do as dietas, em: AIN-93 por 1
més (AIN-93 1m) e por 4 meses (AIN-93 4m) e racdo comercial por 1 més (DCo 1m) e por
4 meses (DCo 4m). Foi coletado sangue para analise bioquimica e, apés o sacrificio dos
animais, foi retirado o figado para histologia e posterior extragdo por solventes dos AG, que
foram metilados com BF3;/metanol. A andlise dos ésteres metilicos dos AG foi realizada por
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas. Resultados: EH foi encontrada
em 90% e 100% dos animais dos grupos AIN-93 1m e AIN-93 4m, respectivamente, em 20%
dos animais do grupo DCo 4m e nenhum caso no grupo DCo 1m. Os animais do grupo AIN-
93 Im e 4m apresentaram 75% e 25% de casos graves, respectivamente, contra nenhum caso
grave nos animais submetidos a dieta comercial. O perfil lipidico sérico e os marcadores
séricos de funcdo e lesdo hepatica (proteinas totais, ALT, AST, AST/ALT, ALP e y-GT),
diferentes da glicemia, ndo pareceram guardar relagdo com a EH. A anélise do peso absoluto e
do peso relativo do figado evidenciou a importancia da EH para o aumento do 6rgdo dos
animais. Os acidos heptadecandico e araquidonico pareceram guardar relacdo com a
exposi¢do as diferentes dietas. Os niveis de acido oléico foram mais elevados e os de
estearico, mais baixos, nos grupos expostos a dieta AIN-93, independente do tempo de
exposicdo. Nao foi observada diferenga para os outros AG entre os grupos. Observaram-se
correlagdes entre os AG palmitico, estedrico, oléico e palmitoléico com o grau de EH; entre os
AG estearico e oléico com ALT e peso absoluto do figado; entre os AG oléico e palmitico
com AST; e, entre o AG estearico e y-GT. Conclusao: As diferentes dietas exerceram
influéncia sobre o perfil em AG do tecido hepético dos animais, embora o intenso
metabolismo lipidico hepatico, provavelmente, tenha dificultado a associacao direta entre o
perfil das dietas e o do 6rgdo. O tempo de exposi¢do as dietas ndo pareceu influenciar o perfil
em AG do tecido hepatico dos animais, exceto em relagdo ao acido estearico, particularmente
no grupo exposto a dieta comercial. Os AG palmitico, estedrico, oléico e palmitoléico
pareceram guardar relacdo com a infiltracdo gordurosa encontrada nos animais.

Palavras-chave: Doenca do figado gorduroso ndo-alcodlica. AIN-93. Dieta comercial.
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ABSTRACT

Introduction: Despite the designation, the standard currently used diets are also associated
with disturbances of the health of the animal experimentation, such as hepatic steatosis (HS).
In this context, the diet may have an important influence, because it is one of the main
environmental factors controlling the composition of fatty acids (FA) of biological
membranes. The observation of a framework of HS with use of standard diet free of any
dietary manipulation that could induce it motivated the development of this research.
Objective: Determine the profile of FA rat hepatic tissue, steatotic or not, fed with standard
diets, to evaluate the influence of diet on the profile found and investigate if this profile is
related to the fatty infiltration and serum lipids of animals. Methodology: 40 male Wistar rats
newly weaned were grouped according to type and duration of exposure to the diets at: AIN-
93 for 1 month (AIN-93 Im) and for 4 months (AIN-93 4m) and commercial diet for 1 month
(DCo 1m) and for 4 months (DCo 4m). Blood was collected for biochemical analysis and,
after the sacrifice of the animals, the liver was removed for histology and subsequent solvent
extraction of fatty acids, which were methylated with BF3/metanol. The analysis of methyl
esters of fatty acids was performed by gas chromatography-mass spectrometry. Results: HS
was found in 90% and 100% of animals in groups AIN-93 1m and AIN-93 4m, respectively,
in 20% of group DCO 4m and none in group DCO 1m. The animals of group AIN-93 Im and
4m had 75% and 25% of serious cases, respectively, against any serious cases of animals
subjected to commercial diet. The lipid profile and serum markers of hepatic function and
injury (total protein, ALT, AST, AST / ALT, ALP and y-GT), different blood glucose, did not
appear to be related to HS. Analysis of the absolute weight and relative liver, in turn, showed
the importance of the HS to growth the organ of the animals. The FA heptadecanoic and
arachidonic seem to be related to exposure to different diets. The levels of oleic acid were
higher and of stearic lower in the groups exposed to the diet AIN-93, idependent of the
exposure time. No difference was observed for the other FA. Correlations were observed
between AG palmitic, stearic, oleic and palmitoleic with the degree of HS; between FA
stearic and oleic with ALT and absolute weight of the liver; between the FA oleic and
palmitic with AST, and between stearic acids and y-GT. Conclusions: The different diets
influence on the profile of the FA in hepatic tissue of animals, although the intense hepatic
lipid metabolism probably has hampered the direct association between the profile of the diet
and the liver. The time of exposure to the diets did not appear to influence the profile of the
FA in hepatic tissue of animals, except for the stearic acid, particularly in the group exposed
to the commercial diet. Fatty acids palmitic, stearic, oleic and palmitoleic seemed to be related
to fatty infiltration found in animals.

Key-Words: Non-alcoholic fatty liver disease. AIN-93. Chow.
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3.1 Introducio

A utilizagdo de animais de laboratorio em pesquisas experimentais ¢ particularmente
vantajosa pelo fato de permitir facilmente o controle de uma série de varidveis ambientais
que, em seres humanos, quando possivel, apresenta elevado grau de dificuldade. Dentre os
fatores ambientais, a dieta reveste-se de grande importancia, pois influencia o crescimento, a
reproducdo e o surgimento de doencas associadas ao envelhecimento, em roedores (RAO;
MORRIS; SEELY, 2001). Apesar de a literatura registrar relatos de alteracdes detectadas em
decorréncia da ingestdo de dietas administradas a roedores, costuma-se considera-las
resultado de falhas experimentais e ndo de efeitos da dieta propriamente dita, fato que

substima as suas implicagdes (BARBOSA, 2008).

As dietas para animais de laboratério sao classificadas em trés categorias. A primeira
inclui as dietas ndo refinadas ou ndo purificadas, a base de cereais, frequentemente
denominadas comerciais, cujos ingredientes primarios sdo fornecidos por alimentos in natura,
em formulas abertas ou fechadas. A segunda categoria é composta por dietas purificadas,
elaboradas com ingredientes refinados, incluindo agtcares, 6leos e isolado protéico, vitaminas
e minerais. Por fim, tem-se as dietas quimicamente definidas, compostas por fontes puras de
aminoacidos, mono ou dissacarideos e 4cidos graxos (AG) purificados ou triacilglicer6is

(TAG), minerais e vitaminas, fornecidos por misturas da mais alta pureza (REEVES, 1997).

Os resultados de investigagdes, at¢é mesmo daquelas submetidas a severos
procedimentos de controle de varidveis, podem ser influenciados pelos ingredientes, pela
composi¢ao nutricional, bem como pela presenga de contaminantes quimicos ou bioldgicos
nas racoes oferecidas aos animais de experimentagdo (WANG et al., 2007). Assim, as dietas
consideradas padrdo, como as comerciais e purificadas, merecem atencdo especial, pois
podem apresentar limitacdes ndo consideradas pelos investigadores, em virtude de sua
finalidade, que exigem esforcos para serem superadas (KLURFELD et al., 2002; MEAD,
2006; SABBATINI et al., 2006).

O Instituto Americano de Nutricdo (Admerican Institute of Nutrition - AIN), no periodo
entre 1977 e 1980, com o objetivo de formular dietas padrdo para experimentagdo animal,
publicou a AIN-76, uma férmula de dieta purificada para roedores e, posteriormente, a AIN-
76A (REEVES; NIELSEN; FAHEY, 1993), uma modificacdo da primeira, utilizada durante

anos na sua formulagdo original ou com modifica¢des previstas em protocolos experimentais.
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No entanto, foram descobertos varios problemas com o seu uso, como hiperlipidemia e lesdes

hepaticas, especialmente esteatose hepatica (EH) (MEDINSKY et al., 1982; REEVES, 1997).

Diante disso, reconhecendo a necessidade de revisdo das dietas propostas para
roedores de laboratério, uma comissdao de pesquisadores do AIN elaborou um guia para
formulagdo de dietas padrdo, prevendo o atendimento de todos os requisitos nutricionais
estabelecidos para este grupo de animais, sem os efeitos colaterais anteriormente observados
(McDONALD, 1997). Como resultado, foram propostas as dietas padrao AIN-93G e AIN-
93M, a primeira utilizada na fase de crescimento (G, growth) e, a segunda, para a manutengao
dos animais (M, maintenance), na fase adulta. No entanto, ainda hé relatos de problemas
relacionados ao consumo destas dietas padrdo, a exemplo do quadro de EH (ATAIDE et al.,

2009; SILVA et al., 2008).

A EH faz parte do conjunto de alteragdes que caracterizam a doenca do figado
gorduroso nao-alcodlica (DFGNA), termo clinico-patologico que abrange a esteatose e a
esteato-hepatite ndo-alcoodlica (EHNA), com ou sem fibrose, podendo evoluir para cirrose e
carcinoma hepatocelular (TINIAKOS; VOS; BRUNT, 2010). E caracterizada como o
acimulo de lipidios no citoplasma dos hepatdcitos, em sua maioria como TAG, que excede
em 5% o peso do figado (SHERLOCK e DOOLEY, 2002), ou como uma dada porcentagem
de hepatdcitos carregados de gordura observada por microscopia o6tica (NEUSHWANDER-
TETRI e CALDWELL, 2003).

Mudangas no perfil em AG do tecido hepatico possivelmente contribuem para o
aparecimento e¢/ou a progressdo da EH e da EHNA (ALLARD et al., 2008), pois podem
influenciar o metabolismo lipidico e processos inflamatérios (ARAYA et al., 2004). Neste
contexto, Araya et al. (2004) e Allard et al. (2008) observaram niveis hepaticos mais baixos
de AG poliinsaturados (AGPI), especialmente os da familia ®-3 e ® -6, com aumento na taxa

®-6/w-3 em pacientes com EH e EHNA.

Apesar de a composicdo em AG esterificados aos fosfolipidios de membrana ser
predominantemente determinada pela genética e rigidamente controlada dentro da célula
contra influéncias externas, a dieta ¢ um dos principais fatores do componente ambiental que
pode influencié-la, exercendo, assim, uma importante modulagcdo sobre a funcao celular de

orgaos como o figado e o tecido adiposo (GERMAN, 2011; PAN e STORLIEN, 1993).
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Estudos mostram que variagdes no perfil lipidico da dieta e, consequentemente, na
composi¢do dos tecidos organicos, podem afetar diversos processos metabolicos, como a
sinalizacdo insulinica (IBRAHIM; NATARAJAN; GHAFOORUNISSA, 2005) a produgao de
eicosanodides e mensageiros secundarios (KELLEY, 2001), a pressdo arterial (BERRY e
HIRSCH, 1986) e a atividade de diversas enzimas ligadas as membranas (CLAMP et al.,
1997). Essas e outras informagdes disponiveis levam a crer que modificagdes importantes no
perfil em AG de um 6rgdo especialmente ativo, como o figado, possam acarretar alteragdes

metabdlicas diversas.

H4 modelos experimentais de indugdo de EH, através de modificagdes dietéticas,
como a dieta deficiente em colina e metionina, dieta rica em AG oléico e palmitico e dieta
rica em gordura (BUETTNER et al., 2006; LEE et al., 2011; RICCHI et al., 2009). No
entanto, em estudos anteriormente realizados pelo presente grupo de investigacao, observou-
se um quadro de EH com uso de dieta padrao livre de qualquer manipulacao dietética que
pudesse induzi-la (ATAIDE et al., 2009; SILVA et al., 2008). Esses achados, bem como a
importancia de investigar a modulacdo dietética do perfil em AG do tecido hepatico,
particularmente no contexto da EH, motivaram a realizagdo da presente pesquisa, que
objetivou determinar o perfil em AG do tecido hepatico de ratos, esteatoticos ou nao,
alimentados com dietas padrdo, avaliar a influéncia destas dietas sobre o perfil encontrado e
investigar se tal perfil guardou relacdo com a infiltragdo gordurosa e com o lipidios séricos

dos animais.

3.2 Material e métodos

3.2.1 Animais de experimentagdo e tratamento dietético

Quarenta ratos machos Wistar, desmamados aos 21 dias de idade, provenientes do
Biotério Central da UFAL, foram divididos em quatro grupos (n=10), nomeados segundo o
tipo e o tempo de exposicao as dietas, em: AIN-93 1m (dieta AIN-93 durante 1 més), AIN-93
4m (dieta AIN-93 durante 4 meses), DCo 1m (dieta comercial durante 1 més) e DCo 4m
(dieta comercial durante 4 meses). Os animais foram mantidos no Biotério Setorial da
Faculdade de Nutrigdo, com condigdes controladas de temperatura ambiente (20 - 24°C) e
luminosidade (ciclo claro/escuro de 12h), recebendo agua e dieta ad libitum. Nos primeiros 30
dias, foram acondicionados em gaiolas metabolicas individuais; apos este periodo, os animais

dos grupos AIN-93 4m e DCo 4m foram distribuidos em gaiolas de polietileno, em niimero de
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quatro animais por gaiola, de acordo com o grupo, at¢ o quarto més de estudo. A ingestdo
dietética e o peso dos animais foram registrados semanalmente. Do desmame até o final do
segundo més de vida, os animais dos grupos AIN-93 receberam a dieta AIN-93G; a partir do

terceiro més até o sacrificio, receberam a dieta AIN-93M.

A dieta foi elaborada acrescentando-se dgua destilada a mistura dos ingredientes para
formar uma massa homogénea que, em seguida, foi cortada e seca em estufa de circulacdo de
ar a 60°C, por 24 horas, tendo sido oferecida sob a forma de pellets, ap6és um periodo maximo
de 15 dias de armazenamento sob refrigeracao. Os ingredientes utilizados para a elaboragao
das dietas AIN-93 (Quadro 1) foram adquiridos da Rhoster (Sao Paulo, Brasil), com exce¢do
do o6leo de soja e do amido de milho, obtidos no comércio local. A dieta comercial foi

adquirida da Nuvital Nutrientes SA (Parana, Brasil) (Quadro 2).

Quadro 1 — Composicio da dieta AIN-93 nas versoes G e M

COMPOSICAO G M
Total de energia (Kcal/kg)* 3.828 3.719
Proteina (%)° 17,8 12,8
Carboidratos (%)* 65,8 77,5
Lipidios (%)* 16,4 9,7
Caseina (>85% proteina; g/kg) 200 140
Amido de milho (g/kg) 497,50 565,70
Amido dextrinizado (90-94% tetrassacarideos; g’kg) 132 155
Oleo de soja (g/kg) 70 40
Celulose microcristalina (g/kg) 50 50
Mistura mineral AIN-93 G (g/kg) 35 -
Mistura mineral AIN-93 M (g/kg) - 35
Mistura vitaminica (g/kg) 10 10
L-cistina (g/kg) 3 1,8
L-metionina (g/kg) 1,6 -
Bitartarato de colina (41,1% colina; g/kg) 2,5 2,5
t-butilidroquinona (g/kg) 0,014 0,008

'Conforme Reeves (1997).

4 Estimado conforme Atwater e Bryant (1900).
*Percentual do total de energia.

Fonte: Autora, 2012.
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Quadro 2 — Composicao da dieta comercial

COMPOSICAO

Total de energia (Kcal/kg)* 3000
Proteina (%)° 29,3
Carboidratos (%)° 57,2
Lipidios (%)* 13,5
Umidade (méx) 12,5%
Proteina Bruta (min) 22,0%
Extrato Etéreo (min) 4,5%
Matéria Mineral (max) 10,0%
Matéria Fibrosa (max) 8,0%
Calcio (max) 1,4%
Fosforo (min) 0,8%
Lisina 100,0mg
Metionina 300,0mg
Antioxidante 100,0mg

4 Estimado conforme Atwater e Bryant (1900)
*Percentual do total de energia
Fonte: Autora, 2012.

3.2.2 Determinagdes bioquimicas séricas

Ao final do periodo de exposi¢do as dietas, os animais foram mantidos em jejum
noturno, anestesiados por inalacdo de éter etilico e submetidos a coleta de sangue do plexo
vascular retro-orbital, com auxilio de tubo capilar para micro-hematdcrito. Apos a retragdo do
coagulo, o sangue foi centrifugado, a 3.500 x g, por 10 minutos, ¢ o soro obtido foi
processado em um laboratério de andlises clinicas, na cidade de Maceido-AL. Foram
determinadas as concentragdes séricas de glicose, TAG, colesterol total, Lipoproteina de
baixa densidade - colesterol (Low-density lipoprotein cholesterol - LDL-c) Lipoproteina de
alta densidade — colesterol, (High-density lipoprotein cholesterol - HDL-c), Lipoproteina de
muito baixa densidade - colesterol (Very low-density lipoprotein cholesterol - VLDL-c),
proteina total, alanina aminotransferase (Alanine aminotransferase - ALT), aspartato
aminotransferase (Aspartate aminotransferase - AST), fosfatase alcalina (Alkaline
phosphatase - ALP) e gama-glutamil transferase (y-GT). As determinagdes de VLDL-c e de
LDL-c foram estimadas pelas formulas de Friedewald et al. (1972), desde que colesterol total
<100mg/dL (SANCHEZ-MUNIZ ¢ BASTIDA, 2008):

VLDL-c = triacilglicerdis + 5
LDL-c = colesterol total — colesterol HDL-c — VLDL-c
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3.2.3 Sacrificio, dissecacao, processamento e analise histologica do figado

Apos a coleta de sangue, os animais, ainda anestesiados, foram submetidos a abertura
completa da cavidade abdominal e sacrificados por seccdo da aorta toracica. Procedeu-se a
retirada do figado, o qual foi pesado para a obtencdo do peso absoluto (PAF) e do peso
relativo (PRF) do 6rgdo, determinado pela relacdo entre o PAF e o peso corporal final do
animal. O lobo maior, o esquerdo, foi seccionado no maior didmetro e o fragmento resultante
foi imerso em solucdo de formol a 10%, para fixacdo. A por¢do remanescente do figado foi
pesada, congelada em nitrogénio liquido e mantida em freezer a -70°C, para analises

posteriores.

Depois de fixado, o fragmento do figado foi clivado transversalmente e levado ao
Setor de Patologia do Hospital Universitario Professor Alberto Antunes-HUPAA/UFAL, para
o processamento, inclusdo em parafina e coloracdo pelo método Hematoxilina-Eosina (HE) de
rotina. Alteragdes macroscopicas, quando presentes, foram igualmente consideradas para a
analise histoldgica. Para fins de estadiamento, a EH foi classificada em cinco graus, 0, 1, 2, 3,

4 e 5, de acordo com as caracteristicas histologicas apresentadas na Figura 1.

3.2.4 Determinagao do perfil em acidos graxos das dietas e do tecido hepatico

Para a presente investigagdo, foi procedida a extragdo dos lipidios totais das dietas e
dos tecidos hepaticos, bem como a metilagdo de seus AG, conforme Folch et al. (1957), com

adaptagoes.

3.2.4.1 Extragdo dos lipidios totais das dietas e do tecido hepéatico

Foram adicionados as amostras de dieta e ao homogenato do tecido hepatico (1,25mL
de tampao fosfato pH 7,4/g de tecido) uma mistura de solventes (cloroférmio/metanol, 2:1; 5
mL/g de dieta ou de tecido hepatico) e o antioxidante BHT a 0,005%. Apos agitagdo vigorosa
por 1 minuto, em agitador de tubos, a mistura foi mantida sob refrigeragdo, por 24 horas. Na
seqiiéncia, a mistura foi agitada por 4 horas, em agitador rotatorio, acrescida de solugdo de
NaCl a 0.9% (1mL/g de dieta ou de tecido hepatico) e novamente agitada, em agitador de
tubos, por 1 minuto. A fase cloroférmica, contendo os lipidios, foi coletada e a fase
remanescente foi adicionado cloroformio (2mL/g de dieta ou de tecido hepatico) para

agitacdao, por 1 minuto. As fases cloroférmicas resultantes foram agrupadas, filtradas em
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sulfato de sodio anidro e transferidas para um baldo de fundo redondo de SOmL para secagem

em evaporador rotatorio.

Figura 1 - Cortes histologicos do figado corados pelo método HE.
Esteatose grau 0- auséncia (A), grau 1- leve (B), grau 2-
levemente moderado (C), grau 3- moderado (D), grau 4-
grave (E) e grau 5- grave com presenca de pseudocistos
(seta) (F).

Fonte: SILVA et al., 2008; ATAIDE et al., 2009.

3.2.5 Metilagdo

Depois de pesados, foram adicionados aos extratos lipidicos o hexano e o reagente de
metilagdo BFs/metanol (14% de trifluoreto de boro), ambos na propor¢do de 1mL/g de dieta
ou de tecido hepatico. A mistura reacional foi mantida sob agitacdo em temperatura ambiente,
em agitador rotatorio, por 30 horas. Apods adigdo de agua (ImL/g de dieta ou de tecido) as
fases hexanica e aquosa foram separadas. A fracdo hexanica, contendo os ésteres metilicos,
foi transferida para um baldo de fundo redondo de 50mL, previamente pesado, e seca em

evaporador rotatério. Logo apods, a amostra metilada foi pesada em balanga analitica,
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adicionada de hexano HPLC (1mL/100 mg de amostra metilada) e mantida sob refrigeragao

em tubos com tampa de teflon.

Por fim, os ésteres metilicos de AG foram analisados por cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massas no Laboratorio de Pesquisa em Resursos Naturais do
Intituto de Quimica e Biotecnologia da UFAL. Foi utilizado um cromatrografo a gas
Shimadzu, modelo GC-17A, equipado com uma coluna SPB-5, série us 108447-08B, com
30m de comprimento, 0,25um de espessura e 0,25mm de didmetro interno. Foi utilizado o He
como gas de arraste, a um fluxo de 1 mL.min™ e pressdo de 50kPa. A temperatura inicial foi
de 50°C, permanecendo constante durante 2 minutos, seguida de aumento progressivo de
4°C.min™" até atingir 250°C, permanecendo constante durante 15 minutos. As temperaturas do
injetor e da interface foram mantidas a 250°C e 310°C, respectivamente. O modo de controle
de injecao foi o Split, com razao de 30:1. A espectrometria de massas foi realizada em um
aparelho Shimadzu, modelo GCMS-QP5050A acoplado ao cromatdgrafo gasoso. Foram
obtidos os espectros de massas por impacto eletronico a 70 eV de todos os compostos

sintetizados neste trabalho.
3.2.6 Analise estatistica

Os resultados foram avaliados segundos os pressupostos paramétricos de normalidade
(teste de Lilliefors) e homogeneidade das variancias dos residuos (teste de Levene). Apds
verificagdo de tais pressupostos, realizaram-se a analise de varidncia pelo teste F e,
posteriormente, o teste Tukey-HSD (Honestly significative difference), ou o teste de Kruskal-
Wallis, seguido pelo teste de Nemenyi, para comparagdes multiplas entre as médias dos
tratamentos. Para os AG que apresentaram residuos com uma distribui¢do normal padronizada
e homocedasticos (miristico, palmitico, palmitoléico, estearico, oléico, linoléico e y—
linolénico), foi realizada andlise de varidncia (ANOVA) e suas médias foram comparadas
pelo teste post-hoc de Tukey-HSD. Para os demais AG (pentadecandico, heptadecanoico e
araquidonico), foi utilizado o teste de Kruskal-Wallis (teste ¥2) e suas médias foram

comparadas pelo teste post-hoc de Nemenyi.

Adicionalmente, foi realizado teste de correlagdo linear entre aqueles AG encontrados
que apresentam alguma relagdo com o quadro de EH (palmitico, estearico, palmitoléico,
oléico, y-linolénico) (AKASAWA et al., 2010; BARREYRO et al., 2007; CAVIGLIA et al.,
2011; RICCHI et al., 2009) e grau de EH (GEH), PAF, PRF e os parametros bioquimicos
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séricos: glicose, proteinas totais, ALT, AST, ALP e y-GT. Foi realizado, ainda, teste de
correlagdo linear entre o perfil lipidico sérico (TAG, colesterol total, LDL-c, HDL-c, VLDL-c
e a relagdo LDL-c/HDL-c) e os AG com provavel relacio com tal perfil (palmitico e
miristico) (IDRIS e SUNDRAM, 2002). Foram aplicados os testes de correlagdo linear de
Spearman entre as variaveis ndo paramétricas e de Pearson entre as variaveis paramétricas

(p<0,05).

Em todos os casos optou-se por um nivel de significancia menor que 5,0% de
probabilidade de erro experimental. Para todas as analises, foi utilizado o programa estatistico

SPSS versao 17.0.
3.2.7 Consideragoes éticas

O projeto foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa da UFAL, vinculado ao
Conselho Nacional de Saude do Ministério da Satde (ANS/MS/Brasil), tendo sido aprovado
sob o numero 004857/2009-20 (Anexo), baseado em normas internacionais (Declaragao
Universal dos Direitos do Animal — UNESCO - 15/10/1978) e nacionais (Lei 6.638 de
08/05/1979).

33 Resultados

Em relacdo as varidveis bioquimicas (Tabela 1), foi observada glicemia mais elevada
no grupo AIN-93 Im em relacdo aos grupos AIN-93 4m e DCo 4m (p<0,05). Os niveis
séricos de colesterol total, TAG, LDL-c, HDL-c, relagdo LDL-¢/HDL-c ¢ VLDL-c foram

semelhantes entre todos os grupos de animais (p=0,05).

Dentre os marcadores de funcdo e lesdo hepaticas, observaram-se niveis menores de
ALT e maiores de ALP no grupo AIN-93 1Im, em relacdo ao DCo 4m (p<0,01). Para os
demais marcadores, ndo foram observadas diferengas significativas entre os grupos estudados
(p=0,05). Ja os niveis de proteinas totais foram significativamente maiores nos animais do
grupo AIN-93 4m, em relacao aos dos grupos AIN-93 1m e DCo 1m (p<0,05). Os animais

dos grupos DCo 1m e 4m também diferiram entre si (p<0,05).

A EH foi encontrada em 90% e 100% dos animais dos grupos AIN-93 1m e AIN-93
4m, respectivamente, contra, apenas, 20% dos animais do grupo DCo 4m e nenhum caso no

grupo DCo 1m (Tabela 2). Os animais do grupo AIN-93 1m apresentaram o triplo (75%) do
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nimero de casos graves, graus 4 e 5, em relacdo ao grupo AIN-93 4m (25%), contra nenhum
caso grave nos animais submetidos a dieta comercial, conforme estadiamento da EH em ratos,

estabelecido nos trabalhos de Ataide et al. (2009) e Silva et al. (2008).

Em relacao ao peso corporal final, conforme esperado, os animais mais velhos (grupos
AIN-93 4m e DCo 4m) apresentaram médias mais elevadas que os animais mais jovens
(grupos AIN-93 1m e DCo 1m), independentemente do tipo de dieta a que estavam

submetidos (p<0,01; Tabela 2).

Tabela 1 - Variaveis bioquimicas séricas dos animais dos grupos AIN-93 1m, AIN-93 4m,
DCo 1m e DCo 4m

Grupos (n=10)

Variaveis bioquimicas AIN-93 Im AIN-93 4m DCo 1m DCo 4m
(m = DP) (m + DP) (m + DP) (m £+ DP)
Glicemia (mg/dL) 182,33421,56" 48,00+26,41° 82,00+37,34*" 68,75+18,67°
Triacilgliceréis (mg/dL) 153,67420,32*  109,50+24,88" 163,00435,19" 111,25+17,60°
Colesterol total (mg/dL) 85,3347,01° 49,0048,58° 75,00£12,13° 57,75%6,07°
LDL-c (mg/dL) 21,93+4,88" 7,4045,98° 23,40+8,46" 11,50+4,23"
HDL-c (mg/dL) 32,67+2,44° 24,5042,99° 19,00+4,23" 24,0042,11°
LDL-c/HDL-c 0,67+0,16" 0,32+0,20° 1,2340,28° 0,47+0,14°
VLDL-c (mg/dL) 30,73+4,06" 21,90+4,98" 32,60+7,04° 22,2543,52°
Proteinas totais (g/dL) 5,6740,15 6,55+0,19° 5,2040,26° 6,2240,13>¢
ALT (U/L) 40,67+5,77° 62,50+7,07*° 51,00+10,00*" 86,75+5,00°
AST (U/L) 203,33434,76"  245,50+42,57° 250,00+60,21° 291,25+30,10°
AST/ALT 5,1140,60° 3,89+0,73° 4,90+1,03° 3,4540,52°
ALP (U/L) 462,67+70,50°  169,50+86,34**  207,00+122,10*° 144,50+61,05"
y-GT (U/L) 2,00£0,26 1,5040,32° 2,000,46 1,2540,23

Auséncia de pelo menos uma letra igual na linha indica diferenga significativa (p<0,05) pelo teste de Tukey-

HSD.
Fonte: Autora, 2012.

O PAF dos animais do grupo AIN-93 Im foi inferior aquele observado no grupo AIN-
93 4m (p<0,05), similar ao do grupo DCo 4m (p=0,05) e superior ao do grupo DCo Im
(p<0,01; Tabela 2). O PRF, no entanto, ndo diferiu significativamente entre os animais sob o
mesmo tempo de exposi¢do as diferentes dietas (p>0,05). O PRF do grupo AIN-93 1m foi
superior ao dos grupos AIN-93 4m ¢ DCo 4m (p<0,01). Os animais do grupo DCo 1m, por



69

sua vez, apresentaram valores mais elevados que os do grupo DCo 4m (p<0,05), nao diferindo

dos demais (p>0,05; Tabela 2).

Tabela 2 — Frequéncia de esteatose hepatica (EH), graus de esteatose hepatica (GEH), peso
corporal final (PCF), peso absoluto (PAF) e peso relativo (PRF) do figado dos
animais dos grupos AIN-93 1m, AIN-93 4m, DCo 1m e DCo 4m

Grupos (n=10)

Variaveis AIN-93 1m AIN-93 4m DCo 1m DCo 4m
EH' (%) 90,00* 100,00° 0,00 20,00°
GEH' 2,67 2,10° 0,00° 0,20
PCF’ (g) 152,94+10,35" 285,42+12,68° 132,77+17,92° 261,34+8,96"
PAF? (g) 6,55+1,48" 8,07+1,28° 4,19+1,08° 6,98+0,52*°
PRF* 0,048+0,002° 0,0300,002>¢ 0,039+0,003*° 0,026+0,002¢

'Auséncia de pelo menos uma letra igual na linha indica diferenca significativa pela estatistica de Kruskal-Wallis
e teste de Nemenyi (p<0,001).

*Valores médios + desvios-padrdo. Auséncia de pelo menos uma letra igual na linha indica diferenca
significativa pelo teste de Tukey-HSD (p<0,05).

3 Peso do figado em relagdo ao peso corporal do animal.

Fonte: Autora, 2012.

Em virtude da quantidade observada na andlise cromatografica das diferentes
amostras, os AG discutidos no presente trabalho sdo: miristico (tetradecandico; C14:0),
pentadecandico (C15:0), palmitico (hexadecandico; C16:0), palmitoléico (cis-9-
hexadecenodico; C16:1A%), margarico (heptadecandico; C17:0), estedrico (octadecanoico;
C18:0), oléico (cis-9-octadecenodico; C18:1A9), linoléico (todo-cis-9,12-octadecadienoico;
C18:2A>'%), y-linolénico (todo-cis-6,9,12-octadecatriendico; C18:3A%%'?) e araquidénico

(todo-cis-5,8,11,14-¢icosatetraendico; C20:4A>%!!-14

). Diferengas significativas entre o0s
grupos de animais foram observadas para os AG heptadecanoico, araquidonico, oléico e

estearico (p<0,05; Tabelas 3 ¢ 4).

Dentre os AG analisados, apenas o pentadecandico, o heptadecanodico e o araquidonico
ndo apresentaram residuos com uma distribui¢do normal padronizada e homocedasticos
(Tabela 3). O pentadecanoico ndo diferiu entre os grupos estudados (p>0,05), provavelmente
devido as baixas concentragdes observadas. Os grupos expostos a dieta AIN-93 apresentaram
niveis similares de acido heptadecandico entre si e entre o grupo DCo 4m, e valores
significativamente menores em relagdo ao grupo DCo Im que, por sua vez, foi similar aos
animais mais velhos expostos a mesma dieta (p>0,05). Da mesma forma, o AGPI

araquidonico nado diferiu entre os grupos submetidos as mesmas dietas, independente do
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tempo de exposi¢ao (p>0,05); no entanto, foi encontrado em menor quantidade nos grupos
expostos a dieta AIN-93, quando comparados ao grupo DCo 1m, e somente no grupo AIN-93

Im em relagdo ao DCo 4m.

Tabela 3 - Escores médios percentuais de acidos graxos do tecido hepatico dos ratos dos grupos
AIN-93 1m, AIN-93 4m, DCo 1m e DCo 4m
Grupos (n=10)

Acidos graxos

AIN-93 Im AIN-93 4m DCo Im DCo 4m
Pentadecandico 0,1302° 0,1086% 0,3999? 0,1174%
Heptadecanobico 0,1271° 0,1184° 1,0168° 0,3196*°
Araquidénico 3,2872° 7,9444%¢ 15,4192 8,6614"°

Auséncia de pelo menos uma letra igual na linha indica diferenga significativa pela estatistica de Kruskal Wallis
e teste de Nemenyi (p<0,05).
Fonte: Autora, 2012.

O AG encontrado em maior concentragdo no tecido hepatico dos animais foi o
saturado de cadeia longa palmitico, que ndo apresentou diferenga estatistica entre os grupos
(p=>0,05;Tabela 4). Contudo, este AG se correlacionou de forma positiva com o GEH
(r=0,520, p<0,01; Figura 2 A); de forma negativa com a AST (r=-0,389, p<0,05; Figura 3 A)
e, curiosamente, ndo se correlacionou com nenhum parametro bioquimico relacionado ao

perfil lipidico sérico.

Tabela 4 - Valores médios percentuais de acidos graxos do tecido hepatico dos ratos dos grupos
AIN-93 1m, AIN-93 4m, DCo 1m e DCo 4m
Grupos (n=10)

Acidos AIN-93 Im AIN-93 4m DCo Im DCo 4m
graxos (%; média + DP) (%; média £ DP) (%; média + DP) (%; média + DP)
Miristico 0,5724 +0,1821° 0,5525+0,1628° 0,3837 +0,1278" 0,3458 £ 0,2414°
Palmitico 35,2083 £ 6,9955° 31,5695+ 7,7371* 26,2271 + 5,2491° 31,8690 + 9,3408"
Estearico 10,2651 + 3,1273° 11,0518 £2,7769° 22,6198 + 5,7776" 17,1780 + 4,5616°
Palmitoléico 2,6239 £ 1,6667° 3,0373 £ 1,5452° 1,6584 £+ 0,9894° 1,6164 = 1,0524°
Oléico 28,1957 + 3,1824* 27,1499 £ 4,5357" 17,5844 + 4,4820° 18,8169 + 3,4620°
Linoléico 18,7429 + 7,2744* 19,3324 + 6,1072% 15,2394 + 4,3470% 18,1259 + 4,4370°

y-Linolénico

0,1543 £+ 0,0424°

0,2390 +0,1014*

0,1709 + 0,0279°

0,1435 +0,0242°

Auséncia de pelo menos uma letra igual na linha indica diferenga significativa pelo teste de Tukey-HSD

(p<0,05).

Fonte: Autora, 2012.
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Em relacdo aos AG monoinsaturados (AGMI), foram encontrados o acido oléico e o
palmitoléico. Enquanto nao foi observada diferenca nas concentragdes de acido palmitoléico
entre os grupos estudados (Tabela 4), os grupos expostos a dieta AIN-93 apresentaram niveis
maiores de acido oléico em relagdo aos expostos a dieta comercial, independente do tempo de
exposicdo (p<0,05; Tabela 4). Em relagdo as andlises de correlagdo, observou-se forte
correlagdo linear positiva do AG oléico e do palmitoléico com o GEH (r=0,765, para o oléico,
e r=0,501, para o palmitoléico; p<0,01; Figura 2 C e D, respectivamente). Observaram-se,
ainda, correlacdo positiva entre o acido oléico e o PAF (r=0,413, p<0,05; Figura 4 B) e

negativa com AST (r=-0,486, p<0,01; Figura 3 D) e ALT (r=-0,452, p<0,05; Figura 3 E).

Dentre os AGPI da familia ®-6, além do acido araquidonico, foram encontrados o
acido linoléico e o y-linolénico, cujas concentragdes nao diferiram entre os grupos de animais
(p=0,05; Tabela 4). Este ultimo nao apresentou correlagao linear significativa com nenhum
parametro possivelmente relacionado ao processo de infiltracdo gordurosa observado nos

animais (p=>0,05).

Figura 2 — Correlacao linear de Spearman entre o grau de esteatose hepatica (GEH) e os acidos
graxos palmitico (C16:0; A), estearico (C18:0; B), oléico (C18:1; C) e palmitoléico
(C16:1; D).
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Figura 3 — Correlaciio linear de Pearson entre aspartato aminotransferase (AST) e o acido
palmitico (C16:0) (A) e entre alanina aminotransferase (ALT) e o acido estearico
(C18:0) (B); correlacao linear de Spearman entre gama-glutamil transferase (y-GT)
e 0 acido graxo estearico (C18:0) (C); correlacio linear de Pearson entre o acido
graxo oléico (C18:1) e AST (D) e ALT (E).
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Figura 4 — Correlacio linear de Pearson entre o peso absoluto do figado (PAF) e o acido graxo

estearico (C18:0) (A) e o acido oléico (C18:1) (B).
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Fonte: Autora, 2012.

Os valores percentuais aproximados dos AG mais abundantes nas dietas AIN-93 e

comercial estdo apresentados na tabela 5.

Tabela S5 - Valores percentuais aproximados dos acidos graxos mais abundantes nas dietas

AIN-93 e comercial

Acidos graxos (%) Dietas

AIN-93 Comercial
Palmitico 9,4600 19,5830
Estearico 3,8800 3,5200
Oléico 15,4600 28,0190
Linoléico 42,3100 48,3410

Fonte: Autora, 2012.

34 Discussao

A dieta AIN-93 peletizada, diferente da dieta comercial, induziu o maior nimero de
casos de EH observados neste estudo, caracterizando especialmente um quadro agudo, uma

Vvez que 0s animais mais jovens apresentaram os casos mais graves. Apesar das modificagdes
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na versao anterior (AIN-76A), particularmente em seu contetido em sacarose, colina e no
aminoacido sulfurado metionina, o problema persiste, sugerindo que a versao atual ainda ndo
representa a formulagdo mais apropriada para a alimentagdo de roedores de laboratdrio,
especialmente na fase de crescimento. Possiveis diferengas na composicdo das dietas
investigadas, a exemplo do conteido em compostos lipotréficos e da distribuicdo de
macronutrientes, poderiam justificar o surgimento do quadro de EH aqui observado (SILVA

et al. 2008).

A alta glicemia observada no grupo AIN-93 1m, o unico com niveis
significativamente superiores aos grupos de animais mais velhos, independente do tipo de
dieta a que estavam submetidos, embora semelhante aos animais de mesma idade recebendo a
dieta comercial, pode ter um importante significado bioldgico, uma vez que o aumentado
aporte de glicose para o figado esta relacionado ao desenvolvimento de EH, observada em

freqiliéncia e gravidade superiores nos grupos alimentados com a dieta purificada.

Curiosamente, ndo foi observada diferenca significativa no perfil lipidico sérico dos
animais dos diferentes grupos, apesar da associagdo entre a DFGNA e a patogénese da
dislipidemia (ADIELS; TASKINEN; BOREN, 2008; SAVAGE e SEMPLE, 2010).
Tampouco foi observada correlacdo linear entre os AG palmitico e miristico hepaticos e o
perfil lipidico sérico, provavelmente pela auséncia de diferenga entre os grupos, em todos os

parametros considerados.

A andlise do PAF e do PRF evidenciou a importancia da EH para a determinagdo do
peso do figado dos animais. O grupo AIN-93 Im, com 90% dos animais acometidos por EH,
75% dos quais portadores dos casos mais graves, graus 4 e 5, apresentou PAF similar aquele
do grupo DCo 4m, de animais mais velhos, com apenas 20% de casos de EH, ndo graves.
Adicionalmente, foi superior ao do grupo DCo 1m, de idade semelhante, sem EH. Em relagao
ao PRF, normalmente superior em animais mais jovens, ndo foi observada diferenca
significativa entre os animais do grupo DCo Im e os do grupo AIN-93 4m, apesar da
diferenca de idade. Quanto ao PCF, os animais mais velhos apresentaram médias mais
elevadas que os animais mais jovens, conforme esperado, independentemente do tipo de dieta

a que estavam submetidos (p<0,01).

A partir da observacdo do quadro de EH nos animais, procedeu-se a investigacdo da

influéncia da composicdo em AG das dietas sobre o perfil em AG do tecido hepatico e
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possiveis associagdes deste perfil com a esteatose encontrada. Diversos estudos tém
investigado tal influéncia, através de utilizacao de diferentes fontes alimentares. Dentre estes,
encontram-se os trabalhos de Clamp et al. (1997), que utilizaram dieta comercial, dieta rica
em manteiga, 6leo de coco, 6leo de milho ou 6leo de peixe; Sabarense (2003), que utilizou a
dieta AIN-93, uma dieta rica em AG trans ou rica em AG essenciais; Radcliffe et al. (2004),
que utilizaram uma dieta purificada com 6leo de milho ou 6leo de semente de algodao; Taha
et al. (2005), que investigaram dieta normolipidica ou cetogénica; e, Bueno et al. (2010), que
analisaram os efeitos da dieta AIN-93 em sua constituicdo original e AIN-93 com

substitui¢des da fonte lipidica por um 6leo experimental, rico em trieptanoina e dieptanoina.

Assim como nos estudos citados, na presente investigacdo o acido miristico foi
encontrado em quantidades bastante modestas, e, neste trabalho, sem diferenca entre os
grupos estudados, possivelmente pelo seu rapido metabolismo. Este AG ¢, normalmente,
encontrado em niveis abaixo de 1% do total de AG em células de mamiferos (RIOUX et al.,
2005), pois, ¢ preferencialmente oxidado, via B-oxidacdo, ou elongado, resultando em
palmitato (RIOUX; LEMARCHAL; LEGRAND, 2000). A combinagdo dessas vias
metabodlicas possivelmente contribui para os baixos niveis do acido miristico no tecido
hepatico, apesar da existéncia de vias alternativas para sua sintese, como o encurtamento do
palmitato pela B-oxida¢do microssomal ou a elongacdo do laurato (RIOUX; CATHELINE;
LEGRAND, 2007).

A elevada concentracdo hepdtica de acido palmitico aqui observada corrobora outros
estudos sobre o perfil lipidico hepatico (CLAMP et al., 1997; RADCLIFFE et al., 2004) e
pode ser facilmente justificada, uma vez que o palmitato ¢ o AG preferencialmente formado
pelo complexo da acido graxo sintase, em mamiferos, através do processo de elongamento da
cadeia acila (JAYAKUMAR et al., 1995). No entanto, ndo houve diferenga entre os grupos
em relagdo a este AG, apesar dos niveis relativamente maiores na dieta comercial em relagao

a dieta AIN-93 (Tabela 5).

No contexto da EH, apesar de os grupos nao terem apresentado diferenca entre si com
relacdo ao 4cido palmitico, sua concentragdo hepatica se correlacionou positivamente com o
GEH, como esperado. Este AG é promotor do acimulo hepatico de TAG (CAVIGLIA et al.,
2011; LI et al., 2009), além de ser um potente indutor de citocinas pro-inflamatorias (JOSHI-
BARVE et al. 2007), da reducdo na sintese de antioxidantes (SRIVASTAVA e CHAN, 2008),
da lipoapoptose (LEE et al., 2010; LI et al., 2009) e da diminui¢do da expressdao do receptor
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da insulina, o que pode resultar em resisténcia a este horménio (RUDDOCK e al., 2008).
Dessa forma, a correlagdo positiva encontrada ¢ um fator desfavoravel no que diz respeito ao

prognostico da EH encontrada.

Curiosamente, em relacdo ao acido estearico, os grupos expostos a dieta AIN-93
apresentaram niveis mais baixos do que os demais. Tais resultados condizem com a
metabolizacdo preferencial deste AG, através da enzima estearoil-CoA dessaturase (stearoyl-
CoA dessaturase - SCD), resultando em acido oléico (MIYAZAKI et al., 2001), uma vez que
a SCD ¢ ativada pelo fator de transcricio SREBP-1c (Proteina ligadora do elemento de
resposta aos esterois-1c, Sterol regulatory element binding protein Ic), que esta estreitamente

relacionado a esteatogénese, através de mecanismos lipogénicos (EDWARDS et al. 2000).

Assim, os niveis significativamente mais baixos de acido estearico e mais altos de
acido oléico nos grupos de animais submetidos a dieta AIN-93, apesar da composi¢do das
duas dietas (Tabela 5), além da correlacdo negativa aqui observada entre o AG estearico e o
GEH, podem sugerir uma alta atividade da SCD (ARENDT et al., 2009), enzima-chave para o
desenvolvimento da EH, capaz de controlar a oxidacdo lipidica e a lipogénese hepatica
(DOBRZYN e NTAMBI, 2005). Estudos apontam o 4cido estedrico como promotor de
processos associados ao surgimento e a progressio da EH (BARREYRO et al., 2007
NISHITANI et al., 2007).

A relagdo entre o AG oléico e o quadro de EH poderia ser justificada, ainda, pelo fato
deste AG ser o substrato preferencial da Acil-CoA colesterol aciltransferase e diacilglicerol
aciltransferase, enzimas responsaveis pela sintese de ésteres de colesterol e TAG,
respectivamente (NTAMBI e MIYAZAKI, 2003). Adicionalmente, a exposi¢ao ao AG oleico,
in vitro, estd associada ao aumento na expressdo de fatores de transcri¢do envolvidos em
mecanismos lipogé€nicos, como a SREBP-1c e o receptor ativado por proliferadores de
peroxissomos-y (Peroxisome proliferator-activated receptor - PPAR-y) (RICCHI et al.,
2009), a diminui¢do na expressao do fator de transcrigdo de genes envolvidos na oxidagao de
AG, o PPAR-a (CUI; CHEN; HU, 2010), e ao aumento na expressao da proteina relacionada
a diferenciagdo de adipocitos (adipose differentiation—related protein - ADRP) (FAN et al.,
2009), proteina associada a formagdo de goticulas lipidicas e ao acumulo de TAG
(FUKUSHIMA et al., 2005). Portanto, a quantidade significativamente maior de acido oléico
encontrada nos grupos AIN-93 e a correlagdo linear positiva entre os niveis deste AG, o GEH

e o PAF poderiam assim ser justificados.
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Os resultados dos marcadores de fungao e lesdo hepatica aqui observados indicam que
tais parametros bioquimicos ndo pareceram guardar relacio com o quadro de EH, uma vez
que ndo diferiram entre os grupos de animais estudados. No entanto, observou-se correlagao
negativa entre os niveis hepaticos de 4cido oléico e AST e ALT e correlagdo positiva entre
ALT e y-GT com o é&cido estedrico. Apesar da aparente inconsisténcia dos dados, ha
diferentes relatos sobre a influéncia da EH sobre os niveis de aminotransferases. Neste
contexto, Marchesini et al. (2001) encontraram niveis de ALT e AST elevados em até cinco
vezes o limite superior de normalidade na DFGNA. Em contrapartida, um recente estudo de
base populacional observou que apenas 55% de individuos com ALT elevada tém DFGNA
(BEDOGNI et al., 2005). Embora estes estudos considerem a presenca de EHNA, que
determina a elevacdo dos niveis de aminotransferases, outro grande estudo de base
populacional relatou que 79% dos pacientes portadores de EH apresentam niveis normais de
aminotransferases (BROWNING et al., 2004). Neste sentido, Ravel (1997) afirma que na EH
os marcadores de lesdo hepatica sao variaveis, podendo at¢ mesmo nao apresentar nenhuma
anormalidade, principalmente nos casos ndo complicados, Assim, os resultados aqui
encontrados refletem a controvérsia observada na literatura, sugerindo a existéncia de causas

mais relevantes na determinagao dos niveis dessas enzimas, no contexto da EH.

Assim como no estudo de Bueno et al. (2010) e Clamp et al. (1997), além do AG
oléico, outro AGMI aqui encontrado foi o palmitoléico, o que pode ser justificado pela
capacidade limitada do figado de mamiferos em dessaturar AGS, que s6 ¢ possivel até a
posi¢do A’ (GERMAN e DILLARD, 2004), associada & baixa concentragdo de outros AGMI
nas dietas. Outros estudos encontraram, ainda, os AGMI eicosenodico (SABARENSE, 2003) e
o tetracosendico (ALMEIDA et al., 2009).

Os estudos acerca das fungdes do acido palmitolé€ico sdo escassos, talvez devido a sua
baixa concentragdo nos tecidos. Investigacdes sobre o efeito deste AG dietético na
colesterolemia revelam comportamento semelhante ao de AGS, e ndo ao de um AGMI
(NESTEL; CLIFTON; NOAKES, 1994). Estudos semelhantes também observaram a
presenca deste AG, porém, em quantidades relativamente menores que as aqui encontradas

(CLAMP et al., 1997; SABARENSE, 2003).

O acido palmitoléico se correlacionou positivamente com o GEH, corroborando
estudos que observaram que este AG ¢ capaz de acentuar a EH induzida pelo acido palmitico,

in vitro (AKASAWA et al., 2010). Contudo, em estudos in vivo, este AG apresentou uma
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baixa citotoxicidade celular, quando comparado aos AGS (MALHI et al., 2006), podendo até
mesmo exercer um papel citoprotetor, em relacdo a toxicidade mediada por outros AG
(AKASAWA et al., 2010). Quando administrado cronicamente, pode, ainda, reduzir a
resisténcia a insulina e o acumulo de lipideos hepaticos (YANG; MIYAHARA;
HATANAKA, 2011).

No tocante aos AGPI, os grupos ndo apresentaram diferenca em relagdo ao acido
linoléico (p=0,05), como era de se esperar, uma vez que a composi¢do neste AG ¢ semelhante

entre as dietas (Tabela 5).

Com relacdo ao acido araquidonico, foram encontrados niveis menores no figado dos
animais do grupo AIN-93 1m, que apresentaram os casos mais graves de EH. Algumas
células inflamatdrias sdo capazes de metabolizar araquidonato em eicosanodides bioativos,
levando a uma mudanga na concentracao deste AG no tecido lesionado, a exemplo do tecido
hepatico acometido de infiltragdo gordurosa severa (NEEDLEMAN et al., 1986), como

observado no presente estudo.

Assim como nesta investigagao, Bueno et al. (2010) observaram a presenga do AG y-
linolénico em suas analises, embora, outros autores, em estudos semelhantes, ndo o tenham
encontrado (CLAMP et al., 1997; RADCLIFFE et al., 2004; SABARENSE, 2003; TAHA et
al., 2005). Este AG ¢ sintetizado no organismo a partir da dessaturacao do acido linol¢éico pela
A6-dessaturase e rapidamente elongado para dihomo y-linolénico, podendo ser incorporado
aos fosfolipidios de membrana, ou, em menor propor¢do, sofrer acdo da A5-dessaturase e ser
convertido em acido araquidonico. O acido dihomo y-linolénico tecidual compete com o acido
araquidonico pelo acesso as enzimas cicloxigenases e lipoxigenases, produzindo
prostaglandinas da série 1 e tromboxano Al, que possuem acdo anti-inflamatoria,
vasodilatadora e anti-agregante, e diminuindo a produg¢do de eicosanoides derivados do acido

araquidonico (KAPOOR e NAIR, 2005).

A modulagdo de vias envolvidas no processo lipotoxico e/ou lipogénico influenciado
pelos AG teciduais ou livres ¢ uma potencial estratégia terapéutica para a EH, uma vez que
pode modificar o seu progndstico, evitando ou reduzindo as possibilidades de progressao para
EHNA e carcinoma hepatocelular. Neste sentido, a dieta, no que diz respeito ao teor em
compostos lipotréficos, como metionina e colina, aos carboidratos simples, pela possibilidade

de lipogénese de novo, e a composi¢cdo em AG, uma vez que os AG teciduais sdo passiveis de
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modulagdo pela dieta, dentre outros fatores, deve ser considerada. Atengao especial deve ser
dada para a ingestdo dos AG palmitico, estearico, oléico e palmitoléico, com reconhecida
influéncia sobre a DFGNA (BUETTNER et al., 2006; LISTENBERGER et al., 2003;
NISHITANI et al., 2007; WEIGERT et al., 2004), corroborada com os achados do presente

trabalho, particularmente no contexto da EH.

3.5 Conclusao

As diferentes dietas utilizadas no presente estudo exerceram influéncia sobre o perfil
em AG do tecido hepatico dos animais, apesar de as modificagdes metabodlicas sofridas pelos
AG ap6s a sua incorporacdo tenham, provavelmente, dificultado a associacdo direta entre o
perfil em AG das dietas consumidas e o perfil dos tecidos hepaticos analisados. Fatores
endogenos, especialmente a lipogénese de novo e a modulagdo dos AG nas membranas dos
tecidos, de dificil mensuracdo, devem ser considerados. O tempo de exposi¢do as dietas, no
entanto, ndo pareceu influenciar o perfil em AG do tecido hepatico dos animais, exceto em

relagdo ao acido estedrico, particularmente no grupo exposto a dieta comercial.

No que se refere a EH, o perfil em AG do tecido hepatico guardou relagcdo com a
infiltracdo gordurosa observada nos animais, particularmente em relagdo aos AG oléico e
estearico, bem como as associagdes entre o acido oléico, o estearico, o palmitico e o

palmitoléico com o GEH, com possiveis repercussdes sobre o progndstico da doenga.
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O presente trabalho permite concluir que, dentre os fatores envolvidos na patogénese
da DFGNA, os AG, especialmente os AG saturado palmitico e estearico, os AG
monoinsaturados  palmitoléico e oléico e os AG poliinsaturados a-linolénico,
eicosapentaenoico e docosaexaendico exercem uma importante influéncia, uma vez que estao
envolvidos em processos relacionados a etiologia, a progressdo e a reversdo da EH. Desta
forma, o cuidado com a ingestdo equilibrada destes AG, de acordo com os padrdes de
recomendacdo nutricional, parece ser uma abordagem potencial para a prevencdo e o

tratamento da DFGNA.

Apesar das modificacdes na sua versdo anterior, AIN-76A, a dieta AIN-93 foi
apontada com indutora do quadro de EH observado nos animais no estudo experimental,
sugerindo que a versdo atual ainda n3o representa a formulacdo mais apropriada para os

roedores de laboratodrio, especialmente na fase de crescimento.

Corroborando os achados descritos na literatura, o estudo experimental evidenciou a
importancia dos AG palmitico, estedrico, oléico e palmitoléico no contexto da EH. Em
relagdo ao perfil lipidico sérico, no entanto, nao foi observada associacao com o perfil em AG
do tecido hepatico, tampouco com o quadro de infiltracdo gordurosa, encontrado no figado

dos animais.
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UNIVERSIDADE FEDERAL DE ALAGOAS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

Maceid — AL, 094032011

Senhor (a) Pesquisador (a), Terczinha da Rocha Ataide
MNassib Bezerra Bueno |
Airta Larissa Cergucira Lima

O Comilé de Ftica em Pesquisa (CEP), em 09/03/2010 ¢ com base 1o parccel
emitido pelo (a) relator (a) do processo n* 004857/2009-20 sob o titulo Perfil em dcidos
graxos do tecido bepitico de ratos submetidos a diferentes dictas padriio, vem por micie
deste instrumento comunicar a aprovagio do processo supra citado, com base no item
VITL 13, b, da Resolugio n* 196/,

0 CEP deve ser informado de todos os eftitos adversos ou fatos relevanics L
alterem o curso normal do estudo (Res, CNS 196/96, item V. 4).

E papel do(a) pesquisador(a) assegurar medidas imediatas adequadas frente
evento grave ocomido (mesmo que tenha sido em ouiro centro) e enviar notificagio an
CEP e 4 Apéncia Nacional de Vigilincia Sanitiria — ANVISA — junto com scu
posiclonamento.

Eventums modificagdes ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas 10
CEP de forma clara e sucinta, identificando a parte do protocolo a ser modificada ¢ i
Justificativa. Em caso de projeto do Grupo 1 ou 11 apresentados anteriormente § ANVISA
o{a) pesquisador(a) ou patrocinador(a) deve envid-los & mesma junto com o parecer
aprovatério do CEP, para serem inchuidas ao protocolo inicial (Res. 251/97, itlem TV, 2.¢)

Relatorios parciais e finais devem ser apreseatados ao CEP, de acordo com s
prizos estabelecidos no Cronograma do Protocolo e na Res. CNS, 196/96,

Na eventualidade de esclarecimentos adicionais, este Comité coloca-se 1
disposigio dos intercssados para o acompanhamento da pesquisa em seus dilemas Clicos ¢
exigéncias contidas nas Resolugdes supra - refieridas.

Esta aprovagiio nio ¢ valida para subprojetos arivmdos do protocolo de posquisn
acima referido, : .'

|

{*) Arces (enviticas espociais I'
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