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RESUMO

A esteatose hepatica € caracterizada pelo acamulo de triacilglicerdis no
citoplasma dos hepatécitos a um nivel que atinge 5 a 10% do peso do figado.
Esta entidade faz parte do conjunto de alteracfes que caracterizam a doenca do
figado gorduroso ndo alcodlica, que abrange, também, alteracbes mais graves
como a esteato-hepatite ndo alcoolica, fibrose, cirrose e carcinoma hepatocelular.
Sua etiologia, apesar de nao estar totalmente elucidada, apresenta forte
correlacdo com a resisténcia a insulina, sendo, atualmente, considerada a
manifestacdo hepatica da sindrome metabolica. A infiltragdo gordurosa € uma
tipica resposta hepatica a exposicdo prolongada a estimulos nocivos, incluindo
hipoxia, toxinas, inflamacgéo sistémica, malignidades, deficiéncias nutricionais,
inanicdo e varios disturbios metabdlicos. Entretanto, apesar de ter sido
considerada por muito tempo como uma entidade benigna, sabe-se que a
combinacdo sinérgica com outros fatores, como o estresse oxidativo, pode
desencadear reacOes inflamatorias em cascata, levando a evolugédo da doenca.
Em estudos com animais de experimentacdo, modificacdes dietéticas podem
induzir o quadro de esteatose hepética; no entanto, em trabalhos anteriores
realizados por n0sSso grupo, constatou-se o surgimento da patologia em grupos de
animais alimentados com dietas padrao, livres de modificacbes de sua
composicdo original. Visando contribuir com a discussdo do problema, esta
dissertacdo apresenta dois artigos: uma revisdo da literatura com os principais
mecanismos fisiopatolégicos envolvidos com o surgimento da esteatose e sua
relacdo com a sindrome metabdlica; o segundo artigo refere-se a um estudo
experimental com ratos Wistar recém desmamados, que receberam dois tipos de
dieta: uma comercial a base de cereais, Nuvilab®, e outra purificada proposta
pelo American Institute of Nutrition, na versdo 93, AIN-93. Nas condicGes
experimentais estabelecidas, o0s animais que consumiram a dieta AIN-93
apresentaram 90,5% dos casos de esteatose hepatica, 42,9% no grupo
submetido a dieta AIN-93 G e 47,6% naquele submetido a dieta AIN-93M,
observados através de analise histolégica. Tal achado demonstra que apesar das
modificacbes em sua composicdo em relacdo a versdo anterior, AIN-76A,
particularmente em seu conteddo em sacarose, colina e no aminoacido sulfurado
metionina, o problema persiste, sugerindo que a dieta AIN-93 ainda néo
representa a formulacdo mais apropriada para alimentacdo de roedores de
laboratorio, especialmente na fase de crescimento.

Palavras-chave: Esteatose hepatica; sindrome metabdlica; resisténcia a insulina;
dieta AIN-93.



ABSTRACT

The hepatic steatosis is an accumulation of triglycerides in the cytoplasm of the
hepatocytes at a level which affects 5 to 10% of the weight of the liver. This entity
is part of series of changes that characterize the disease of non-alcoholic fatty
liver, which covers, too, changes like non-alcoholic esteatohepatitis, fibrosis,
cirrhosis and hepatocellular carcinoma. Its etiology, despite not being fully
elucidated, shows strong correlation with insulin resistance, and, currently,
considered the hepatic manifestation of the metabolic syndrome. This fatty
infiltration is a typical response to long-term exposure to harmful stimuli, including
hypoxia, toxins, systemic inflammation, malignancies, nutritional deficiencies,
starvation and various metabolic disorders. However, despite having been
considered for a long time as a benign entity, it is known that the synergistic
combination with other factors such as oxidative stress, can trigger reactions in
inflammatory cascade, leading to the evolution of the disease. In studies with
experimental animals, dietary changes can induce the framework of
steatohepatitis, but on previous work done by our group, the onset of disease in
groups of animals fed on standard diets, free of changes in its compaosition
original, was observed. Aiming to contribute to the discussion of the problem, this
thesis presents two articles: a literature review with the main pathophysiological
mechanisms with the advent of steatosis and its relationship with metabolic
syndrome, the second article refers to an experimental study with rats newly
weaned, who received two kinds of diet: a chow diet Nuvilab® and a purified diet
proposed by the American Institute of Nutrition, AIN-93. Under the experimental
conditions established, the animals that consumed the AIN-93 diet had 90.5% of
cases of steatosis, 42.9% in the group subjected to diet AIN-93 G and 47.6% in
the group subjected to diet AIN-93 M, observed by histological analysis. This
finding shows that despite the changes in its composition to the earlier version,
AIN-76A, particularly in its content as sucrose, choline and the amino acid
methionine, the problem persists, suggesting that the AIN-93 diet still does not
represent the formulation more appropriate for feed for laboratory rodents,
especially in the growing phase.

Key words: liver steatosis, metabolic syndrome, insulin resistance, AIN-93 diet.
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A esteatose hepatica (EH) é definida pela Associacdo Americana para o
Estudo das Doencas do Figado como um acumulo de gordura hepatica que
excede 5-10% do peso do 6rgdo, ou como uma dada porcentagem de hepatécitos
carregados de gordura, observados a microscopia o6tica (FESTI et al., 2004). Faz
parte do conjunto de alteracfes que caracteriza a doenca do figado gorduroso
nao alcodlica (DFGNA), termo clinico-patolégico que abrange desde a propria
esteatose a esteato-hepatite ndo alcoolica (EHNA), fibrose, cirrose e, como ultima
consequéncia, carcinoma hepatocelular (BROWNING; HORTON, 2004; FESTI et
al., 2004).

O conteudo de triacilgliceréis (TAG) nas células hepéticas é regulado pela
atividade integrada de moléculas celulares que facilitam a sua entrada no figado,
a sintese e a esterificacdo de acidos graxos, input, e a oxidagcéo de 4cidos graxos
e exportacdo de TAG hepaticos, output. A esteatose ocorre quando ha maior
captacao e sintese do que oxidacéo ou exportacdo de TAG (DEN et al., 2004); ou
seja, quando o valor importado ou sintetizado de acidos graxos pelo figado
excede o valor de exportacdo (sintese e secrecdo de VLDL) ou catabolismo (B-
oxidac&do) (ANSTEE; GOLDIN, 2006).

A infiltracdo gordurosa € uma tipica resposta hepatica a exposicao
prolongada a estimulos nocivos, incluindo hipoxia, toxinas, inflamacéo sistémica,
malignidades, deficiéncias, inani¢cdo e varios disturbios metabdlicos. Entretanto, o
figado gorduroso ainda € considerado uma condi¢cdo benigna, pois, apenas 3%
dos casos evoluem para estagios mais avancados de alteragdo hepética, como
fiborose, cirrose, hepatocarcinoma e necrose (MATTEONI et al, 1999;

CALDWELL; HYLTON, 2005).
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A patogénese da esteatose hepatica ndo alcoolica é multifatorial; no
entanto, tem-se sugerido que a resisténcia a insulina, associada a sindrome
metabdlica (SM), frequentemente observada em individuos com sobrepeso e
obesidade, é um requerimento essencial para o acumulo de gordura no hepatdcito
(CHITTURI et al., 2002; MARCHESINI et al., 1999).

Em estudos com experimentacdo animal, modificacdes dietéticas podem
induzir o quadro de EH; no entanto, em trabalhos anteriormente realizados por
nosso grupo de estudo (ATAIDE et al., in press; LUCENA, 2007) observou-se a
doenca, com o uso de dieta padréo livre de qualquer manipulagcédo dietética que
pudesse induzi-la.

As dietas padrdo em uso na pesquisa cientifica foram concebidas por
instituicbes de pesquisa ou formuladas por industrias agropecuarias. Para animais
de laboratério, as dietas sdo colocadas em trés categorias: dietas néo refinadas
ou nao purificadas, a base de cereais, dietas purificadas e dietas quimicamente
definidas (REEVES, 1997).

O American Institute of Nutrition (AIN), no periodo entre 1977 e 1980,
publicou uma formula de dieta purificada para roedores, AIN-76 e, posteriormente,
AIN-76A, adotada como dieta padrdo em diversos estudos. Esta dieta foi utilizada
durante anos na sua formulagdo original ou com modificagbes previstas em
protocolos experimentais. No entanto, foram descobertos numerosos problemas
com o seu uso, como hiperlipidemia e lesbes hepaticas, notadamente esteatose
(MEDINSKY et al.,, 1982; REEVES, 1997). Dai surgiu a AIN-93, uma versao
reformulada da AIN-76A, que teve como objetivo extinguir os problemas advindos
da antiga versdo e prover uma melhoria do desempenho dos animais de

experimentacao.
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Esta dissertacdo é composta por dois artigos; o primeiro, de revisdo da
literatura, discute a fisiopatologia da EH e as suas interacfes com a resisténcia a
insulina, a dislipidemia e a sindrome metabdlica. Conclui-se que a EH esta
associada a resisténcia a insulina e aos diversos componentes da SM. Na génese
das alterac6es hemodinamicas e metabdlicas associadas a SM, o metabolismo do
tecido adiposo parece desempenhar papel central.

O segundo artigo, que avalia as repercussdes hepaticas associadas ao
consumo de dietas padrdo para roedores, por meio de ensaio experimental,
aponta a dieta AIN-93 como indutora do quadro de EH, de maior gravidade nos
animais mais jovens. Tal achado sugere que a versdo atual da dieta AIN ainda
nao representa a formulacdo mais apropriada para a alimentacédo de roedores de

laboratério, especialmente na fase de crescimento.
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1° artigo: artigo de reviséao
SANTOS, JCF; ATAIDE, TR; OLIVEIRA, SL; BARBOSA, JHP; CARVALHO,

CRO. Esteatose: o componente hepatico da sindrome metabdlica.
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RESUMO

A sindrome metabdlica, conhecida como a sindrome de resisténcia a
insulina, caracteriza-se pela coexisténcia variavel de obesidade, hiperinsulinemia,
dislipidemia e hipertensdo arterial sistémica. Atencdo tem sido focalizada no
acumulo excessivo de triacilgliceréis no figado como parte da sindrome
metabdlica, devido a alta prevaléncia de figado gorduroso observada em
pacientes com a doenca. O objetivo deste estudo foi discutir, através de revisdo
da literatura, alguns aspectos da etiologia da esteatose hepatica ndo alcodlica e
da resisténcia a insulina, apontando a esteatose como 0 componente hepatico da
sindrome metabdlica. A esteatose hepatica é uma hepatopatia comum, que
decorre do acumulo de gordura histologicamente visivel nos hepatdcitos. O
principal fator etiolégico é o aumento do fluxo de acidos graxos livres para o
figado, causado por sua maior disponibilidade no plasma em relacdo aos
requerimentos oxidativos periféricos. O figado gorduroso é resistente a insulina e
apresenta grande correlagdo com o0s demais componentes da sindrome
metabdlica, independentemente da obesidade. Como principal alteracdo na
sindrome tem-se a dislipidemia, caracterizada pelo aumento de acidos graxos
livres e de triacilglicerdis, reducéo dos valores de HDL-colesterol e aumento das
concentracdes de apolipoproteina-B circulantes, o que ocasiona um maior influxo
de gordura nas células hepaticas, sugerindo forte associacdo etiopatogénica entre
a sindrome metabdlica e a esteatose hepética. Portanto, 0 aumento de acidos
graxos livres constitui-se o0 elo entre a resisténcia a insulina, a dislipidemia e o

desenvolvimento de esteatose hepatica, componentes da sindrome metabadlica.

Palavras-chave: figado gorduroso, sindrome metabdlica, resisténcia a insulina.
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ABSTRACT

Metabolic syndrome, also known as the insulin resistance syndrome, is
characterized by the coexistence of obesity, hyperinsulinemia, dyslipidemia and
systemic arterial hypertension. Attention has been focused on the excessive
accumulation of triacylglycerides in the liver as part of the metabolic syndrome,
due to high prevalence of fatty liver observed in patients with the disease. The
purpose of this study was to discuss, by reviewing the literature, some aspects of
the etiology of non-alcoholic hepatic steatosis and insulin resistance, pointing to
steatosis as the hepatic component of the metabolic syndrome. Hepatic steatosis
is a common liver disease which derives from the accumulation of histologically
visible fat in the hepatocytes. The principal etiological factor is the increased flow
of free fatty acids in the liver, caused by its greater availability in plasma in relation
to the peripheral oxidative requirements. The fatty liver is resistant to insulin and
presents a high correlation with the other components of metabolic syndrome,
regardless of obesity. As the main change in the syndrome has been the
dyslipidemia, characterized by increased free fatty acids and triacylglycerides, a
reduction of the levels of HDL cholesterol and increased concentrations of
circulating apolipoprotein B, which causes a greater influx of fat in the liver cells,
suggests a strong etiopathogenic association between metabolic syndrome and
hepatic steatosis. Therefore, the increase of free fatty acids constitutes the link
between insulin resistance, dyslipidemia and the development of hepatic steatosis,

components of metabolic syndrome.

Key words: fatty liver, metabolic syndrome, insulin resistence.
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INTRODUCAO

A doenca do figado gorduroso néo alcodlica (DFGNA) é um termo clinico-
patolégico que abrange um espectro de alteracdes que varia do simples acumulo
de triacilglicerdis (TAG) nos hepatdcitos, esteatose hepética (EH), a esteato-
hepatite ndo alcoolica (EHNA), fibrose, cirrose e, como Ultima consequéncia,
carcinoma hepatocelular (BROWNING; HORTON, 2004; FESTI et al., 2004). A
Associacdo Americana para o Estudo das Doencas do Figado definiu a DFGNA
como um acumulo de gordura hepatica que excede 5-10% do peso do 6rgéo, ou
como uma dada porcentagem de hepatdcitos carregados de gordura, observados
a microscopia oGtica (FESTI et al., 2004).

O mecanismo exato da progressao de EH para EHNA é desconhecido. A
hipétese mais aceita atualmente € a de Day e James, de 1998, que propuseram o
modelo dos dois hits. O primeiro hit é constituido pelo mecanismo que causa a
EH, ou seja, a agressao inicial. Assim, a resisténcia a insulina, que promove
hiperinsulinemia, favorecendo a lipdlise no tecido adiposo, aumenta
excessivamente o aporte de acidos graxos livres (AGL) para o figado, podendo
resultar em EH. O primeiro hit deixa o hepatdcito mais vulneravel ao segundo hit,
agressfes promovidas por virus, alcool e lipopolissacarideos, dentre outros, os
quais promovem estresse oxidativo hepatico, levando a EHNA, a cirrose e ao
hepatocarcinoma.

Outro modelo, defendido por Wanless e Shiota, em 2004, propfe quatro
etapas de evolucdo da EH para quadros mais graves de comprometimento do
orgado. As duas primeiras etapas sao constituidas pelos hits de Day e James, a

terceira, pelo extravasamento de lipidios para o intersticio hepatico, levando ao
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dano direto e a inflamacao das veias hepaticas, e, a quarta etapa, pela obstrucao
venosa, com colapso secundario, fibrose e cirrose.

Recentemente, os termos DFGNA primaria e secundaria foram
introduzidos para indicar, respectivamente, a DFGNA nao atribuivel a um anico
fator etiologico e a DFGNA na qual drogas, procedimentos cirirgicos e condicdes
outras exercem um papel primario (FESTI et al., 2004).

A elevada prevaléncia da DFGNA, seu potencial para graves sequelas e os
fatores etiologicos subjacentes que determinam a progressdo da doenca
permanecem mal compreendidos. Estudos sugerem que a DFGNA é a mais
importante causa de cirrose criptogénica, enquanto que uma fracdo dos pacientes
com DFGNA evoluem para carcinoma hepatocelular. O risco desta complicacao
maligna € aumentado mais de quatro vezes em pacientes cirréticos comparados
com a populacdo em geral (QURESHI; ABRAMS, 2007). A esteatose, no entanto,
€ uma lesdo estavel em que s6 3% dos casos evoluem para lesBes mais graves,
enquanto a EHNA evolui para cirrose, em 15 a 25% dos casos (MATTEONI et al.,
1999; CALDWELL; HYLTON, 2005).

A patogénese da esteatose hepatica ndo alcodlica € multifatorial; sugere-se
gue a resisténcia a insulina, associada a sindrome metabdlica (SM),
freqientemente observada em individuos com sobrepeso e obesidade, é um
requerimento essencial para o acumulo de gordura no hepatécito (CHITTURI et
al., 2002; MARCHESINI et al., 1999).

Atencao tem sido focalizada no acumulo excessivo de TAG no figado como
parte da SM (DEN et al., 2004). De fato, observa-se alta prevaléncia de figado
gorduroso em pacientes com tal sindrome, definida como uma associacao, em um

mesmo individuo, de pelo menos trés das seguintes alteracdes: hipertensao
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arterial (2130/85 mm/Hg), obesidade central (cintura 290cm em homens; 280cm
em mulheres), hiperglicemia de jejum (=100mg/dL), hipertrigliceridemia
(2150mg/dL) ou decréscimo da HDL (<40mg/dL em homens; <50 mg/dL em
mulheres) (IDF, 2006).

A SM, um transtorno complexo representado por um conjunto de fatores de
risco cardiovascular, esta usualmente relacionada a deposicao central de gordura
e a resisténcia a insulina. Associa-se com aumento da mortalidade geral, em
cerca de 1,5 vezes, e da cardiovascular, em cerca de 2,5 vezes (LAKKA et al.,
2002; GIRMAN et al., 2004). Estudos em diferentes populacdes, como a
mexicana, a norte-americana e a asiatica, revelam prevaléncias elevadas da SM,
variando de 12,4 a 285% em homens e de 10,7 a 40,5% em mulheres,
dependendo do critério utilizado e das caracteristicas da populacdo estudada
(FORD; GUILES, 2003; HU et al., 2004; AGUILAR et al., 2004; OH et al., 2004).

Estudos sobre a prevaléncia da SM no Brasil sdo escassos. Santos et al.
(2003) realizaram um estudo transversal com 38 diabéticos tipo 2, 18 homens e
20 mulheres, com idade entre 29 e 75 anos, atendidos em um hospital
universitario do Rio de Janeiro, sem tratamento dietoterapico. Nesse estudo,
detectou-se que 89% da populacdo masculina e 95% da feminina eram
portadores da SM. Ja no trabalho de Tavares (2005), realizado com individuos
acima de 18 anos atendidos no Ambulatorio de Nutricdo do Centro Médico da
Caixa Beneficente dos Policiais Militares de Alagoas, a prevaléncia da sindrome
foi de 28% na populacdo geral, 29% no sexo feminino e 25,3% no masculino.
Outro dado importante no estudo de Tavares foi a caracterizacdo do estado
nutricional, onde 39,5% da populacédo apresentava sobrepeso, 35,1% obesidade,

2,92% magreza e apenas 22,4% eutrofia, com obesidade abdominal como o
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critério diagnostico da SM mais prevalente: 42% na populacdo geral, 50% na
feminina e 27% na masculina. Neste estudo, houve correlacdo positiva altamente
significativa entre o indice de massa corporal (IMC) e a circunferéncia da cintura,
em ambos os sexos (r=0,835, p<0,0001, para o sexo masculino, e r=0,732,
p<0,0001, para o feminino).

O figado gorduroso € resistente a insulina e altamente correlacionado com
todos os componentes da SM, independentemente da obesidade. Neste quadro, a
producdo aumentada de glicose, lipoproteina de muito baixa densidade (VLDL),
proteina C reativa (CRP) e fatores de coagulacdo podem contribuir para o risco
adicional de doenca cardiovascular associada com a SM e a DFGNA. Estas
entidades aumentam, também, o risco do diabetes tipo 2 e 0 avanco da doenca
hepéatica (KOTRONEN; YKI-JARVINEN, 2008).

O obijetivo deste trabalho foi discutir a etiologia da esteatose hepatica e da
resisténcia a insulina, apontando a esteatose como o componente hepatico da

sindrome metabdlica.
A ESTEATOSE HEPATICA

A esteatose hepatica € uma hepatopatia comum, que decorre do acumulo
de gordura histologicamente visivel nos hepatécitos. O conteudo de TAG nas
células hepaticas € regulado pela atividade integrada de moléculas celulares que
facilitam a entrada de TAG no figado, a sintese de &acidos graxos e sua
esterificacdo, input, e a oxidacdo de &cidos graxos e exportagdo de TAG
hepéticos, output. A esteatose ocorre quando h&d maior captagdo do que oxidacao
ou exportacdo de TAG (DEN et al., 2004); ou seja, quando o valor importado ou
sintetizado de acidos graxos pelo figado excede o valor de exportacdo (sintese e

secrecdo de VLDL) ou catabolismo (B-oxidacdo) (ANSTEE; GOLDIN, 2006).
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A depender do padrdo de acumulo de lipidios, a esteatose é subdividida
em macrovesicular e microvesicular. Na esteatose macrovesicular observam-se
vacuolos citoplasmaticos unicos que deslocam o nucleo da célula para a periferia.
O acumulo crescente de lipidios pode promover ruptura e coalescéncia de células
tumefeitas adjacentes, com consequente formacdo de um grande vacuolo
(pseudocisto). Na esteatose microvesicular, no entanto, observa-se acumulo intra-
citoplasmatico de pequenos vacuolos de lipidios, que ndo deslocam o ndcleo da
sua posicéao central (GAYOTTO et al., 2001).

Os mecanismos fisiopatologicos das duas formas de expresséo
morfologica da esteatose séo diferentes. No primeiro caso, 0 mecanismo basico
esta relacionado ao aumento do fluxo de AGL para o figado e a reducdo da
mobilizacdo de gorduras a partir dele. No segundo, ocorre diminuicdo da f-
oxidacdo mitocondrial dos &cidos graxos, gerando um distarbio maior no
metabolismo oxidativo da célula. Neste caso, expressdo da forma aguda da
esteatose, 0 progndstico é mais grave, podendo levar a insuficiéncia hepatica e
ao 6bito (GAYOTTO et al., 2001).

A maioria dos individuos com esteatose é assintomética. No entanto, a
anormalidade mais comum nos marcadores de lesdo hepatica € a elevacdo de
duas a trés vezes dos niveis séricos de alanina aminotransferase (ALT) e
aspartato aminotransferase (AST). A relagcdo AST/ALT geralmente é menor que
um; quando é maior que um, presume-se avanco da doenga. Doencas hepaticas
com AST/ALT<1 sao frequentemente relacionadas a obesidade, a falta de
exercicios fisicos e a hiperlipidemia. Relacbes AST/ALT>1, por sua vez, ao

consumo de alcool e ao diabetes mellitus (SCHEEN; LUYCKX, 2002). Niveis
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elevados de ALT na DFGNA sugerem o futuro desenvolvimento de diabetes
(UTZSCHNEIDER; KAHN, 2006).

A infiltracdo gordurosa € uma tipica resposta hepatica a exposicao
prolongada a estimulos nocivos, incluindo hipoxia, toxinas, inflamacéo sistémica,
malignidades, deficiéncias, inani¢cao e varios distarbios metabdlicos. No entanto, o
figado gorduroso ainda é considerado uma condicdo benigna, pois, apenas 3%
dos casos evoluem para estagios mais avancados de alteracdo hepética, como
fibrose, cirrose, hepatocarcinoma e necrose (MATTEONI et al, 1999;
CALDWELL; HYLTON, 2005).

A maior causa de esteatose hepatica € o aumento do fluxo de acidos
graxos para o figado, causado por maior disponibilidade de AGL no plasma em
relacdo aos requerimentos oxidativos periféricos. A ingestdo de gordura superior
as necessidades celulares, ou ainda, uma maior liberacdo de acidos graxos dos
depdsitos do tecido adiposo para a corrente sanguinea determinam um aumento
dos niveis séricos de AGL (DEN et al., 2004). De fato, a explicacdo convencional
para o acumulo de TAG no figado, nos quadros de resisténcia a insulina e
obesidade, € o aumento da liberacdo de AGL pelos adipdcitos observado nessas
circunstancias. A massa aumentada de adipécitos e o aumento da hidrélise de
TAG, através da maior atividade da lipase hormonio sensivel, contribuem para
elevar os niveis plasmaticos de AGL, os quais séo independentemente
incorporados pelo figado, numa proporcéo relativa as concentracdes plasmaticas
(BROWNING; HORTON, 2004; QURESHI; ABRAMS, 2007). O mecanismo
proposto do acumulo hepatico de TAG na resisténcia a insulina encontra-se

esquematizado na Figura 1.
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Figura 1 — Acumulo hepatico de triacilgliceréis (TAG) na resisténcia a insulina. O aumento
da atividade da lipase horménio sensivel (LHS) ocasiona maior fluxo de acidos
graxos livres (AGL) para o figado, estimulo priméario para a esteatose hepatica.
QM: quilomicron; LH: lipase hepatica; LDN: lipogénese de novo; EST:
esterificacdo; VLDL: lipoproteina de muito baixa densidade. Baseado em:
Qureshi e Abrams (2007).

A resisténcia hepdtica a insulina pode ser definida como uma falha desse
horménio em suprimir adequadamente a producdo hepéatica de glicose. No
entanto, a acao lipogénica da insulina ndo parece estar comprometida em estados
insulino-resistentes (WEICKERT; PFEIFFER, 2006). Em individuos com diabetes
tipo 2, a DFGNA é muito comum, sendo demonstrado acumulo de gordura
hepética, por ultrassom, em 50 a 75% dos casos. Adicionalmente, a presenca de
diabetes tem sido identificada como um fator de risco para a EHNA em uma série

de autopsias, mostrando um aumento de 2,6 vezes do risco de esteato-hepatite

em individuos hiperglicémicos (UTZSCHNEIDER; KAHN, 2006).
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A resisténcia a insulina, por si s6, esta associada com o0 acumulo de
gordura hepatica, independentemente do IMC ou da presenca de obesidade intra-
abdominal (WEICKERT; PFEIFFER, 2006). No entanto, a obesidade é certamente
o fator mais comum associado a DFGNA.

Outras causas de esteatose hepatica também tém sido reconhecidas,
como medicamentos estrégenos, tamoxifeno, altas doses de glicocorticoides e
amiodarona, alteracdes na nutricdo e absorcao intestinal, como na anastomose
jejuno-ileal, rapida perda de peso, nutricdo parenteral total, exposi¢do ocupacional
a hepatotoxinas, sindromes familiares de severa resisténcia a insulina, como a
lipodistrofia, e desordens do metabolismo lipidico, como a deficiéncia de
apolipoproteina B (UTZSCHNEIDER; KAHN, 2006).

Em alguns enfermos descreve-se polimorfismo na proteina microsomal de
transferéncia de triglicerideos, microsomal triglyceride transfer protein (MTP). Esta
proteina incorpora TAG a apolipoproteina B no reticulo endoplasmético e no
aparelho de Golgi, dando lugar a formacédo de VLDL. Quando a atividade da MTP
estd reduzida, a exportacdo de lipidios diminui, ocasionando sua retencdo em
células hepéaticas e, consequentemente, esteatose. Nas enfermidades em que
existem mutagbes na MTP é habitual que ocorra a esteatose hepética, como, por
exemplo, na infeccéo cronica pelo virus da hepatite C, principalmente do gendtipo
3 (ANSTEE; GOLDIN, 2006).

Varios modelos experimentais tém sido utilizados para elucidar os
mecanismos envolvidos na génese da esteatose hepatica e esteato-hepatite. Day
e James (1998) propuseram inicialmente um modelo multifatorial para explicar a
progressdo da esteatose hepatica ndo alcodlica. O primeiro evento constitui a

deposicdo de TAG no citoplasma do hepatdcito; esta, por sua vez, sensibiliza o
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figado tornando-o vulneravel a uma variedade de insultos, eventos posteriores,
que culminariam com necro-inflamacdo, morte celular e fibrose, marcadores
histol6gicos da EHNA.

Dentre os modelos animais, destacam-se os camundongos geneticamente
obesos e diabéticos (ob/ob), os camundongos lipoatroficos diabéticos e os ratos
ou camundongos normais alimentados com dietas deficientes em colina e
metionina. No entanto, tais modelos podem nao refletir adequadamente a
fisiopatologia da EHNA em humanos (BROWNING; HORTON, 2004).

Camundongos ob/ob representam um modelo de ocorréncia natural da
doenca do figado gorduroso nédo alcoolica. Eles sédo deficientes em leptina, um
horménio sintetizado pelo tecido adiposo branco, que inibe o apetite e aumenta o
gasto de energia, pela acdo sobre os neurdnios anorexigenos no ndcleo mediano
ventral do hipotalamo. Além disso, séo resistentes a insulina e hiperinsulinémicos,
com resultante hiperglicemia e hiperlipidemia (KOTEISH; DIEHL, 2002; DAY,
2002).

Os camundongos lipoatroéficos diabéticos, geneticamente alterados, por sua
vez, apresentam destruicdo dos adipdocitos, com consequente lipoatrofia
generalizada. Eles desenvolvem resisténcia a insulina, hiperinsulinemia,
esteatose hepatica e deficiéncia de leptina (KOTEISH; DIEHL, 2002; DAY, 2002).

Todos os modelos experimentais deficientes ou resistentes a leptina
apresentam obesidade, dislipidemia, resisténcia a insulina, aumento do fator alfa
de necrose tumoral (TNFa) e doenca do figado gorduroso (KOTEISH; DIEHL,
2002; DAY, 2002).

Outro mecanismo desencadeador da patologia constitui-se na deficiéncia

de alguns componentes dietéticos. Como exemplo, tem-se a eliminagdo de
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metionina e colina da dieta, ocasionando acumulo de gordura intra-hepatica. A
metionina e a colina sdo precursores importantes da fosfatidilcolina, o fosfolipidio
principal que compreende o revestimento exterior das particulas de VLDL. Nesta
situacdo, a esteatose € resultado da secrecdo hepatica prejudicada de TAG,
devido a formacéao defeituosa de VLDL (RIZKI et al., 2006).

Veteldinen et al. (2007) observaram que dieta deficiente em colina induz
esteatose menos severa, quando comparada com a progressiva inflamacéo e a
fibrinogénese induzidas pela dieta deficiente em metionina e colina, em ratos. O
estudo demonstrou que dietas deficientes em colina e em metionina e colina
representam dois modelos patogénicos diferentes de esteatose. Ratos e
camundongos alimentados com dietas deficientes em colina e metionina sao
severamente exauridos de antioxidantes hepéticos, como a glutationa reduzida
(GSH) e a S-adenosilmetionina. Tais animais sdo mais vulneraveis ao estresse

by

oxidativo, uma situacdo que induz a sintese de TNFa e outras citocinas pro-
inflamatdrias. Agentes oxidantes e o TNFa ativam a enzima inibidora da quinase
Kappa beta (IKKB) nos adipdcitos e hepatdcitos, levando a resisténcia a insulina e
a DFGNA (KOTEISH; DIEHL, 2002; DAY, 2002).

A contribuicdo desses modelos experimentais para a compreensao dos
complexos mecanismos envolvidos na génese e evolugdo da DFGNA, via

estresse oxidativo, € inestimavel.

A resisténcia a insulina

A insulina € um hormdnio polipeptidico produzido pelas células beta do
pancreas enddcrino, que atua como principal horménio anabolizante do
organismo. Sua sintese é ativada pelo aumento dos niveis circulantes de glicose

e aminodcidos apos as refeicdes (ZECCHIN et al., 2004). A insulina age em
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diversos tecidos periféricos, incluindo musculos, figado e tecido adiposo, nos
quais produz um aumento da sintese de proteinas, glicogénio e lipidios,
incorporacdo da glicose plasmatica pelas células insulino-dependentes,
diminuicdo da gliconeogénese, glicogenolise, protedlise e lipdlise (SOLIS et al.,

2006).

Além de seus efeitos classicos na homeostase glicémica, também
apresenta atividades antiinflamatorias, de forma que, um estado de resisténcia a
insulina ndo apenas reduz a utilizacao de glicose pelos tecidos insulino-sensiveis,
como, também, estimula a sinalizacao pro-inflamatéria (MACHADO et al., 2006).
Outras fungdes da insulina incluem o aumento da producdo de oOxido nitrico no
endotélio, a prevencdo da apoptose, ou morte celular programada, € a promocao

da sobrevida celular (ZECCHIN et al., 2004).

A interacdo da insulina com seu receptor especifico (IR) estimula a
atividade tirosina quinase desse receptor, sua autofosforilacdo e a fosforilacdo em
tirosina de proteinas intracelulares, denominadas substratos do receptor de
insulina 1 e 2 (IRS-1, IRS-2). Em seguida, ocorre a ativacado da fosfatidil-inositol-3-
quinase (PI3K) que medeia a translocacao do transportador de glicose, GLUT-4,
nos tecidos adiposo e muscular estriado, do interior de vesiculas citoplasmaticas
para a membrana da célula, com subseqiente aumento da captacdo de glicose
(SOLIS et al., 2006). A cascata de fendmenos que segue a ligacéo da insulina ao
seu receptor é bem mais ampla e varios desses fendmenos sao melhor
compreendidos através do estudo da resisténcia a insulina.

A resisténcia a insulina € uma condicdo genética ou adquirida onde
concentracdes fisioldgicas do horménio provocam uma resposta subnormal na

captacao de glicose pelas células musculares e gordurosas. Em consequéncia da
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menor captacdo de glicose, ha resposta adaptativa de maior producéo de insulina
pelo pancreas para a manutencdo da glicemia normal, aumentando-se, desta
forma, a insulinemia; portanto, a situacdo de resisténcia a insulina é
frequentemente acompanhada de hiperinsulinemia. Nesta situacdo, ndo s&o
observadas alteracdes nas demais funcées do hormoénio (CESARETTI; JUNIOR,
2006).

Os fatores que determinam a resisténcia a insulina provavelmente séo
multiplos. Dentre eles destacam-se a esteatose hepatica, o0 estresse oxidativo, o
aumento do fluxo de AGL, o TNFa e mediadores intracelulares, como a ceramida,
a IKKB, o fator nuclear kappa B (NFkB), a proteina quinase C 6 (PKC-6), a
quinase Jun-N-terminal (JNK1), o citocromo CYP2E1 e as proteinas supressoras

da sinalizac&o intracelular de citocinas (SOCS) (SOLIS et al., 2006).
Resisténcia a insulina no tecido adiposo

Os efeitos lipogénicos e antilipoliticos da insulina sdo mediados pela PI3
guinase sobre a proteina ligadora do elemento regulador do esterol (SREBP), um
fator de transcricdo que desempenha papel essencial na ativacdo de diversos
genes implicados na sintese de enzimas lipogénicas (carboxilase do acetil CoA,
sintase de acidos graxos; aciltransferase do glicerol-3-fosfato, etc.) e na excre¢éo
de VLDL, através da MTP (SOLIS et al., 2006).

A ativacéo do IR determinada pela insulina provoca fosforilagdo do IRS-1 e
IRS-2 no tecido adiposo, tornando-os alvos da associacao e posterior ativacao da
PI3 quinase, com subsequente ativacdo de uma fosfodiesterase, que degrada o
AMPc. A reducdo dos niveis intracelulares do AMPc determinara baixa ou
nenhuma ativacao da proteina quinase A (PKA), necessaria a ativacao da lipase

horménio sensivel. Desta maneira, a insulina inibe a lipdlise e a liberacdo de AGL
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pelo tecido adiposo (SOLIS et al., 2006). Em alguns estados de resisténcia a
insulina, os efeitos descritos acima n&o sdo observados. No diabetes e na
obesidade, por exemplo, observa-se o0 aumento de AGL circulantes, provenientes
da lipdlise de TAG nos adipdcitos, associada com a resisténcia a insulina
(ZECCHIN et al., 2004).

No tecido adiposo ocorre, também, uma regulacdo negativa do
transportador de glicose, GLUT-4, com reducdo de sua expressdo em alguns
estados de resisténcia a insulina. Papa et al. (2002) revelaram que no inicio do
processo de desenvolvimento da obesidade o ganho de peso é acelerado, com
aumento na sensibilidade a insulina e da expressdo do GLUT4 no tecido adiposo;
posteriormente, quando a obesidade se estabiliza, sobrevém reducédo do GLUT4
nesse tecido, e a resisténcia a insulina se manifesta (MACHADO et al., 2006).

O musculo esquelético é o principal sitio de captacao da glicose estimulada
pela insulina. No entanto, o tecido adiposo, colaborando com apenas 20% dessa
captacao, influencia, por via indireta, a sensibilidade a insulina no musculo,
através de peptideos bioativos produzidos pelo proprio tecido adiposo, como o
TNFa, a interleucina-6 (IL-6) e a resistina. E, ainda, pela maior producéo de AGL,
qgue pode reduzir significativamente o transporte de glicose para as células,
competindo como substrato energético, especialmente nos mduasculos que
apresentam intensa atividade oxidativa aerébica (MACHADO et al., 2006). Na
obesidade, a producdo e a liberacdo dos AGL e dos produtos bioativos
produzidos pelo tecido adiposo encontram-se exacerbadas, aumentando a
resisténcia a insulina.

As diversas substancias secretadas pelo tecido adiposo, denominadas

adipocinas, podem influenciar profundamente o metabolismo e o0 gasto
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energético. As adipocinas representam um elo entre a adiposidade e a sindrome
metabdlica, pois, em sua grande maioria, estdo relacionadas, direta ou
indiretamente, a processos que contribuem para a aterosclerose, hipertensao
arterial, resisténcia insulinica, diabetes tipo 2 e dislipidemia (HERMSDORFF;
MONTEIRO, 2004).

Dentre as adipocinas destaca-se o TNFa, que ocasiona a ativacao da IKKp
e a inibicdo da fosforilacdo dos substratos do receptor de insulina (IRS-1 e IRS-2),
conduzindo a um fracasso na supressao da lipase horménio sensivel, mediada
pela insulina, aumentando a liberacdo de acidos graxos livres circulantes
(ANSTEE; GOLDIN, 2006) que, como ja discutido, associa-se com resisténcia a
insulina.

A expressdo do TNFa esta aumentada na gordura de roedores e humanos
obesos. Em roedores, anticorpos anti-TNFa ou a auséncia total do seu receptor
melhoram significativamente o quadro de resisténcia a insulina (SETHI et al.,
2000; UYSAL et al.,, 1997). Em humanos, no entanto, a importancia deste
mecanismo ainda € controversa, visto que estudos limitados com anticorpos anti-
TNFa demonstram pouco ou nenhum efeito sobre o estado de resisténcia a
insulina (OFEI et al., 1996).

E possivel que tanto os AGL como o TNFa interfiram na transmissdo do
sinal gerado pela insulina ao provocarem a fosforilagdo da serina 307 do seu
receptor. A fosforilacdo da serina € incompativel com a simultanea fosforilagdo em
tirosina. Os AGL e o TNFa podem produzir aquela fosforilacdo, através da
ativacdo da JNK1 (SOLIS et al., 2006).

Dentre as adipocinas envolvidas diretamente com a sensibilidade a

insulina, tém-se a leptina e a adiponectina. A leptina desempenha um papel



36

importante na regulacdo da ingestdo alimentar, no controle do peso corporal, ha
composicao corporal e no gasto energético. Sugere-se que este hormoénio esta
envolvido com a patogénese da EHNA (SANCHEZ et al., 2005).

A adiponectina, por sua vez, esta inversamente relacionada com a gordura
intra-abdominal. Tal adipocina estimula o uso da glicose e a oxidacdo dos acidos
graxos no figado, por ativacdo da proteina quinase ativada por AMP (AMPK). Os
niveis de adiponectina estéo significativamente baixos em individuos com DFGNA
ou EHNA, quando comparados com individuos de indice de massa corporal (IMC)
normal (UTZSCHNEIDER; KAHN, 2006).

As concentracdes plasmaticas de adiponectina sdo reguladas
principalmente  pela composicdo corpérea; tais concentracfes sao
correlacionadas negativamente com o percentual e com a massa de gordura
corporal (SANCHEZ et al., 2005). Weyer et al. (2001) observaram correlacéo
entre  decréscimos nas concentragcbes circulantes de adiponectina,
hipoadiponectinemia, o desenvolvimento de resisténcia a insulina e varias
doencas associadas com a resisténcia.

Elevados niveis de TNFo em obesos estdo associados a supressdo da
secrecdo de adiponectina e GLUT-4 no tecido adiposo (HERMSDORFF;
MONTEIRO, 2004). Observou-se que, em cultura de adipécitos de tecido adiposo
visceral de individuos obesos, a concentragdo aumentada de TNFa inibe a
expressao génica de adiponectina, sugerindo um papel determinante sobre a sua

secrecdo (HALLEUX et al., 2001).
Resisténcia a insulina no tecido hepatico

A producdo hepatica de glicose € essencial para a manutencdo de seus

niveis circulantes normais. Durante estados de jejum, o figado fornece glicose
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para a circulacdo sanguinea, através da glicogendlise e da gliconeogénese.
Quando os niveis de glicose estdo aumentando, a producéo de glicose hepatica &
rapidamente reduzida em resposta a elevacdo da insulina circulante
(EISENBERG et al., 2005).

Os hepatdcitos expressam predominantemente a isoforma GLUT-2, um
transportador de glicose de alta capacidade e baixa afinidade, responsavel pelo
influxo de glicose no periodo pos-prandial e pelo seu efluxo no periodo pos-
absortivo e no jejum (MACHADO et al., 2006). Desta forma, nos momentos de
diminuicdo da glicemia o GLUT-2 apresenta-se em grandes quantidades na
membrana plasmatica do hepatdécito, facilitando o efluxo hepético de glicose. No
estado alimentado, em presenca de insulina, ocorre diminuicdo do GLUT-2 na
membrana da célula (EISENBERG et al., 2005).

Os mecanimos intracelulares desencadeados pela insulina no figado
diferem ligeiramente daqueles exercidos sobre o tecido adiposo e o musculo
esquelético, pois, apesar de expressar em maior quantidade o IRS-1, o substrato
do receptor de insulina com papel fisiolégico mais importante naquele o6rgao
parece ser 0 IRS-2 (PREVIS et al., 2000). Ap6s a fosforilagdo em residuos tirosina
do IRS-2, ha ativacdo da PI3 quinase e subsequente ativacdo da proteina quinase
B, também denominada Akt-2 (PKB beta/ Akt-2), que fosforila e inativa a enzima
glicogénio sintase quinase 3 (GSK-3). Desta forma, a sintese de glicogénio é
estimulada. O IRS-2 também medeia outra acdo da insulina, que é a ativacédo da
SREBP, induzindo a expressdo de genes lipogénicos, os quais determinam a
sintese de acidos graxos no figado (SOLIS et al., 2006).

Em estado poés-alimentar, ou absortivo, a glicose captada pelo hepatécito

determina a sintese de glicogénio, até que seus estoques sejam restabelecidos. A
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partir desse momento, a glicose deixa de participar da glicogénese e passa a ser
processada preferencialmente pela glicdlise, via ciclo de Krebs. Resumidamente,
o citrato fornecido pelo ciclo é transportado para o citosol, onde é convertido a
acetil-CoA, pela ATP citrato liase. A acetil-CoA carboxilase 1, converte, entdo, o
acetil-CoA em malonil-CoA, que é utilizado na sintese de &acidos graxos
(BROWNING; HORTON, 2004).

Os lipidios provenientes desse mecanismo sdo convertidos em TAG e
transferidos para a VLDL, para exportacdo, ou sdo oxidados. A transferéncia de
lipidios para a apolipoproteina B100, pela MTP, dentro do reticulo
endoplasmatico, € o passo limitante da velocidade de formacdo de VLDL
(ANSTEE; GOLDIN, 2006). Estudos em humanos tém demonstrado que
mutacbes no gene que codifica a MTP sdo responsaveis por condicdes
autossbmicas recessivas de abetalipoproteinemia, caracterizada por esteatose
hepatica severa (WETTERAU et al., 1992; BERRIOT-VAROQUEAUX et al.,
2000).

A resisténcia a insulina, em nivel molecular, pode ser adquirida através de
multiplos mecanismos que afetam diferentes etapas de sua cascata de
sinalizacdo, determinando vérias formas de resisténcia a este hormonio. Nos
hepatdcitos, por exemplo, a resisténcia a insulina € conhecida, porém, nem todos
0s percursos de sua sinalizacdo sao afetados da mesma forma (LECLERCQ et
al., 2007).

Ainda nos hepatdcitos, a via PKB/Akt, que controla a gliconeogénese e a
glicogendlise, esta severamente afetada nos estados de resisténcia a insulina,
levando a uma perda no controle da saida de glicose, causa da hiperglicemia e

hiperinsulinemia compensatéria. No entanto, a sintese hepéatica de acido graxo,



39

amplamente controlada pelo fator de transcricdo SREBP-1c, ndo parece estar
reduzida nos estados de resisténcia a insulina, devido a hiperinsulinemia

compensatoria, podendo até mesmo estar estimulada (LECLERCQ et al., 2007).
ESTEATOSE HEPATICA vs SINDROME METABOLICA

A SM, também conhecida como a sindrome da resisténcia a insulina, &
caracterizada pela coexisténcia variavel de obesidade, hiperinsulinemia,
dislipidemia e hipertensdo. Outros achados incluem estado proé-inflamatério,
microalbuminuria e hipercoagulabilidade (MINAME; CHACRA, 2005).

A prevaléncia da SM é estimada entre 20 e 25% da populacdo geral, com
comportamento crescente nas Ultimas decadas. Esta prevaléncia é ainda maior
entre homens e mulheres a medida que a idade avanca, chegando a 42% entre
individuos com mais de 60 anos (RIBEIRO FILHO et al., 2006).

A patogénese da sindrome € multifatorial, sendo a obesidade, a vida
sedentaria, a dieta e as interacbes com fatores genéticos os responsaveis pelo
seu aparecimento. Mutacdes e polimorfismos nos genes associados com a
resisténcia a insulina, anormalidades nos adipécitos, hipertensdo e alteracdes
lipidicas ocupam papel central na etiopatogenia da sindrome (MINAME;
CHACRA, 2005).

Como principal alteracdo na SM tem-se a dislipidemia, caracterizada por
aumento dos AGL e dos TAG, reducao dos valores de HDL-colesterol e aumento
das concentracdes de apolipoproteina-B circulantes (MINAME; CHACRA, 2005).
Assim como a dislipidemia, anormalidades metabolicas associadas com a
resisténcia a insulina, tal como tolerancia anormal a glicose, sdo frequentes em

individuos portadores da DFGNA (GARG; MISRA, 2002).
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A associacao entre a SM e a DFGNA pode ter como um dos mecanismos
etiopatogénicos a dislipidemia; a transferéncia de lipidios entre as lipoproteinas
pela proteina de transferéncia de ésteres de colesterol (CETP), por exemplo,
encontra-se aumentada em individuos obesos, que freqientemente apresentam
ambas as condic¢des clinicas. De acordo com Miname e Chacra (2005), a maior
atividade da CETP ocasiona a transferéncia de éster de colesterol da HDL e da
lipoproteina de baixa densidade (LDL) para a VLDL e os quilomicrons, em troca
de TAG. As particulas de HDL ricas em TAG, apos acdo da CETP, sofrem
hidrolise pela lipase hepatica, tornando-se menores e com depuracao plasmatica
mais rapida. De forma semelhante, as particulas de LDL também sofrem lipdlise
pela lipase hepatica, tornando-se pequenas e densas. Com isso, tem-se uma
diminuicdo dos niveis plasmaticos das duas lipoproteinas, maior expressao de
particulas aterogénicas (LDL pequenas e densas) e maior aporte de TAG para 0s
hepatdcitos.

Embora a obesidade total esteja claramente relacionada com a SM e a
DFGNA, a distribuicdo da gordura corporal parece ter um papel importante na
patogénese dessas alteracbes (UTZSCHNEIDER; KAHN, 2006). O tecido adiposo
abdominal possui adipécitos hipertrofiados responsaveis pela secrecao
aumentada de adipocinas, que estdo relacionadas a resisténcia a insulina. A
alteracdo primaria €, provavelmente, a incapacidade desse tecido em produzir
TAG a partir de AGL, por esterificacdo inadequada. Outra alteracao facilitada pela
resisténcia a insulina é a falha dos adipocitos em reter AGL em seu interior,
aumentando seu fluxo para a circulacdo (MINAME; CHACRA, 2005).

A Ultima alteracdo apontada estabelece mais uma associacdo entre

dislipidemia e DFGNA, pois, durante a resisténcia a insulina, o figado processa a
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quantidade em excesso de AGL provenientes da circulacdo, através de sua
oxidacdo ou incorporacdo em particulas de VLDL secretadas para o plasma,
promovendo hipertrigliceridemia. Tal processamento pode falhar com o continuo
fluxo de AGL, ocasionando acumulo de gordura intra-hepética.

O comportamento metabdlico da gordura intra-abdominal difere, ainda,
daquele apresentado pelo tecido adiposo de outros locais, pela maior
susceptibilidade a lipolise, em funcdo do maior numero de receptores
glicocorticéides, pela maior sensibilidade a catecolaminas e pela menor
expressao de IRS-1 (RIBEIRO FILHO et al.,, 2006). Tal comportamento parece
desempenhar papel importante na génese da resisténcia a insulina, tanto no
figado quanto nos tecidos periféricos, por proporcionar continuo fornecimento de
AGL para a circulacao.

Adicionalmente, o tecido adiposo visceral secreta maiores concentracfes
de adipocinas proé-inflamatérias, como resistina, angiotensina |, inibidor de
plasminogénio ativado-I, proteina C reativa e interleucina-6, que o tecido adiposo
subcutaneo abdominal e o gluteo-femural (HERMSDORFF; MONTEIRO, 2004).
Como discutido anteriormente, as adipocinas ligadas a processos inflamatérios
estdo também comprometidas com a regulacdo metabdlica; suas concentragdes
estdo aumentadas em individuos obesos, podendo contribuir, direta ou
indiretamente, com a génese da resisténcia a insulina.

A lipdlise da gordura abdominal é de especial importancia na patogenia da
DFGNA. Ha dados demonstrando que aproximadamente dois tercos da gordura
acumulada no figado de portadores da DFGNA provém dos AGL circulantes e que

a gravidade da esteatose hepatica se correlaciona com a quantidade de tecido
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adiposo visceral e ndo com a gordura subcutanea ou periférica (SOLIS et al.,
2006).

No entanto, deve-se considerar que, apesar da lipolise por adipocito no
tecido adiposo subcutaneo ser menor que no tecido adiposo visceral, a gordura
subcuténea, por ser mais volumosa, contribui em maior proporcdo que a gordura
intra-abdominal para a circulacdo de AGL (UTZSCHNEIDER; KAHN, 2006).
Assim, apesar do tecido adiposo intra-abdominal ser reconhecido pela sua
associacdo com a DFGNA, a massa gordurosa corpérea total pode ser um
importante preditor da sensibilidade insulinica hepatica.

Em um estudo com pacientes portadores da DFGNA, cinco homens e
quatro mulheres, do total de TAG acumulados no figado, 59,0%%9,9 eram
derivados dos AGL circulantes, em sua maioria de fontes ndo esplanicas,
26,1%+6,7, da lipogénese de novo e 14,9%+7,0, da dieta (DONNELLY et al.,
2005). Em outro estudo, com individuos magros saudaveis durante o periodo pos-
absortivo, somente cerca de 15% do fluxo sistémico de AGL foi proveniente da
gordura visceral, enquanto que 75% derivou da extremidade superior do corpo e
somente 10% das extremidades baixas (JENSEN; JOHNSON, 1996). Dessa
forma, o tecido adiposo subcutaneo pode representar um papel tdo importante
qguanto o visceral na relacdo entre a adiposidade central, resisténcia a insulina e
outros componentes da sindrome metabdlica (HERMSDORFF; MONTEIRO,
2004).

A presente discussdo sugere que o aumento dos depodsitos de gordura
pode causar prejuizos ao metabolismo de carboidratos e lipidios, bem como
producdo exacerbada de fatores potencializadores da sindrome metabdlica.

Dentre esses fatores, destaca-se o aumento de AGL, o elo entre a resisténcia a
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insulina, a dislipidemia e o desenvolvimento da esteatose hepatica, componente

hepatico da sindrome metabdlica.
CONCLUSAO

A esteatose hepatica tem sido associada a resisténcia a insulina e aos
diversos componentes da sindrome metabdlica. Na génese das alteracdes
hemodindmicas e metabdlicas associadas a sindrome, o metabolismo do tecido
adiposo parece desempenhar papel central, pois o depdsito aumentado de
gordura no tecido adiposo intra-peritoneal e sua drenagem venosa no sistema
portal, levaria a uma alta concentracdo de AGL e glicerol circulantes, afetando o
metabolismo hepéatico. Como consequéncia, sobreviria a diminuicdo da
sensibilidade a insulina neste 6rgdo, com aumento da producdo hepatica de
glicose, reducdo do clearence hepatico de insulina, com posterior

hiperinsulinemia, e esteatose hepatica.
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RESUMO

Introducdo: a dieta destaca-se entre os diversos fatores que determinam a
resposta animal, em um contexto experimental. Varios relatos tém associado a
ocorréncia de alteracdes fisioldgicas ao uso de dietas padréo.

Objetivo: avaliar as repercussées hepéticas do consumo da dieta AIN-93, em
ratos Wistar.

Metodologia: quarenta ratos Wistar recém-desmamados foram divididos em 4
grupos, conforme o tipo e o tempo de exposicao as dietas: AIN-93 1 més (AIN-93
1m), AIN-93 4 meses (AIN-93 4m), Nuvilab® 1 més (NUV 1m) e Nuvilab® 4
meses (NUV 4m), com livre acesso a racéo e a agua. Para o estudo, avaliaram-se
o peso do animal e do figado, a histologia do 6rgdo, marcadores de funcéo
(albumina e proteinas totais séricas) e lesao (y-GT, ALP, ALT e AST) hepadticas,
glicemia e o lipidograma.

Resultados: a esteatose hepatica foi encontrada em 90,0% dos animais do grupo
AIN-93 1m e 100,0% dos animais AIN-93 4m, contra, apenas, 20,0% dos animais
do grupo NUV 4m. Os animais do grupo NUV 1m nao apresentaram esteatose.
Os animais do grupo AIN-93 1m apresentaram 75,0% dos casos graves
observados, graus 4 e 5, enquanto aqueles do grupo AIN-93 4m, 25,0%, contra
nenhum caso grave nos animais dos grupos Nuvilab®. O peso absoluto do figado
dos animais do grupo AIN-93 1m foi menor que o do grupo AIN-93 4m, similar ao
do grupo NUV 4m e superior ao do grupo NUV 1m. O peso relativo do 6rgédo ndo
diferiu entre os animais de mesma idade; o do grupo AIN-93 1m foi superior ao
dos grupos AIN-93 4m e NUV 4m e, o dos animais do grupo NUV 1m, mais
elevado que o do grupo NUV 4m, nao diferindo dos demais. A glicemia do grupo
AIN-93 1m foi maior que a dos grupos AIN-93 4m e NUV 4m, e similar aquela
apresentada pelo grupo NUV 1m. Os niveis séricos de proteinas totais foram mais
elevados no grupo AIN-93 4m que nos grupos AIN-93 1m e NUV 1m e maiores no
grupo NUV 4m que no grupo NUV 1m. Resultados semelhantes foram
observados para os niveis de albumina sérica, com excecdo dos animais dos
grupos Nuvilab®, que nao diferiram entre si. Os niveis séricos de ALT e ALP
foram menores no grupo AIN-93 1m, que no grupo NUV 4m. Para os demais
marcadores, ndo foram observadas diferencas entre os grupos estudados.

Concluséao: a dieta AIN-93 induziu esteatose hepatica em ratos Wistar. Os casos
mais graves foram observados no grupo de animais submetidos ao menor tempo
de exposicao a dieta, configurando-se um quadro agudo. A composi¢édo da dieta
e/ou possiveis alteracbes durante o seu preparo, revestiram-se de particular
importancia na discussao do quadro observado.

Palavras- chave: esteatose hepatica, dieta AIN-93, ratos Wistar.
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ABSTRACT

Introduction: the diet is prominent among the many factors that determine the
animal response in an experimental context. Various reports have associated the
occurrence of physiological changes with the use of standard diets.

Objective: to evaluate the hepatic repercussions of the consumption of the diet,
AIN-93 in Wistar rats.

Method: 40 newly weaned Wistar rats were allocated into 4 groups, according to
the type and duration of exposure to diets: AIN-93 1 month (AIN-93 1m), AIN-93 4
months (AIN-93 4m), Nuvilab® 1 month (NUV 1m) and Nuvilab® 4 months (NUV
4m), with free access to diets and water. For the study, the weight of the animal
and of the liver, histology of the organ, tests for liver function (albumin and total
serum protein) and for hepatic lesions (y-GT, ALP, ALT and AST), glycemia and
the lipidogram were evaluated.

Results: hepatic steatosis was found in 90.0% of the animals in the AIN-93 1m
group and 100.0% of the animals in AIN-93 4m, as against only 20.0% of the
animals in the NUV 4m group. The animals in the group NUV 1m did not present
steatosis. 75% of the severe cases observed, stages 4 and 5, were in the AIN-93
1m group and the others 25% were found in AIN-93 4m, with no severe cases
found in the NUV groups. The absolute liver weight of the animals in the AIN-93
1m group was less than those in AIN-93 4m, similar to the NUV 4m, and greater
than the NUV 1m. The relative weight of the organ did not differ between animals
in the same age groups; in AIN-93 1m it was greater than in groups AIN-93 4m
and NUV 4m, and in the group NUV1m it was greater than in NUV4m, not differing
from the others. Glycemia was greater in the group AIN-93 1m than in groups AIN-
93 4m and NUV 4m and was similar to that presented by the group NUV 1m.
Serum levels of total protein were higher in the group AIN-93 4m than in groups
AIN-93 1m and NUV 1m and were higher in the group NUV 4m than in group NUV
1m. Similar results were observed for the levels of serum albumin, with the
exception of the animals in the Nuvilab® groups, which did not differ among
themselves. The serum level of ALT was lower in group AIN-93 1m than in the
group NUV 4m. For the other markers, no differences were seen between the
groups.

Conclusion: the AIN93 diet induces hepatic steatosis in Wistar rats. The most
serious cases were observed in the group of animals subjected to the lowest time
of exposure to the diet, setting up an acute picture. The composition of the diet
and/or possible amendments during its preparation, are of particular importance in
the discussion of the observed context.

Key words: hepatic steatosis, AIN-93 diet, Wistar rats.
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(1) INTRODUCAO

A utilizacdo de animais de laboratério em pesquisas biolégicas €
particularmente vantajosa, porque permite o controle de uma série de variaveis
que, no ser humano, quando possivel, apresentariam elevado grau de dificuldade.

Uma importante variavel a ser considerada na manutencéao dos animais é a
nutricdo adequada, pois 0s potenciais genéticos de crescimento, reproducéao,
longevidade e de resposta a estimulos dependem muito das condicdes
alimentares (MEZADRI, 2004). Adicionalmente, a dieta é um dos mais
importantes fatores ambientais a influenciar o surgimento de doencas associadas
ao envelhecimento, em roedores (RAO; MORRIS; SEELY, 2001; DUFFY et al.,
2002). Observacbes de que dietas padrdo podem influenciar a resposta de
roedores a substancias quimicas ou outros fatores em estudo tém atraido grande
interesse (NEWBERNE; FOX, 1980).

Para animais de laboratério, as dietas sdo colocadas em trés categorias.
Na primeira, inclui-se uma dieta ndo refinada ou nao purificada, a base de cereais,
cujos ingredientes primarios sédo fornecidos por alimentos in natura, em férmulas
abertas ou fechadas. A segunda categoria € composta por dieta purificada. Esta é
elaborada com ingredientes refinados, incluindo isolado protéico, acucares e
Oleos refinados e fontes purificadas de vitaminas e minerais. Na terceira
categoria, tem-se a dieta quimicamente definida, composta por fontes puras de
aminoacidos, mono ou dissacarideos e acidos graxos purificados ou triacilglicerodis
(TAG). Minerais e vitaminas sdo fornecidos por misturas da mais alta pureza
(REEVES, 1997).

Existem diferentes dietas padrédo em uso na pesquisa cientifica, concebidas

por instituicbes de pesquisa ou formuladas por industrias agropecuarias. Apesar
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de utilizadas indiscriminadamente, as suas composicfes exibem diferencas que
podem induzir efeitos metabdlicos distintos, introduzindo uma variavel nao
controlada, que pode comprometer a interpretacdo e a comparacao de resultados
obtidos por diversos estudos.

O American Institute of Nutrition (AIN), no periodo entre 1977 e 1980,
publicou uma formula de dieta purificada para roedores, AIN-76 e, posteriormente,
AIN-76A, adotada como dieta padrao em diversos estudos. Esta dieta foi utilizada
durante anos na sua formulacdo original, ou com modificacdes previstas em
protocolos experimentais. No entanto, foram descobertos numerosos problemas
com o seu uso, como hiperlipidemia e lesdes hepaticas, notadamente esteatose
(MEDINSKY et al., 1982; REEVES; 1997). Dai surgiu a dieta AIN-93, uma versao
reformulada da dieta AIN-76A, que teve como objetivo evitar os problemas
advindos da antiga versao e prover uma melhoria no desempenho dos animais de
experimentacdo. A nova dieta veio em duas versdes: AIN-93G, para ser usada
durante as fases de crescimento e reproducdo, e AIN-93M, para ser usada
durante a manutencao do animal adulto.

A esteatose hepética (EH), definida pela Associagcdo Americana para o
Estudo das Doencas do Figado como um acumulo de gordura hepatica que
excede 5-10% do peso do 6rgdo, ou como uma dada porcentagem de hepatdcitos
carregados de gordura, observados a microscopia otica (FESTI et al., 2004), faz
parte do conjunto de alteracdes que caracterizam a doenca do figado gorduroso
nao alcodlica (DFGNA), termo clinico-patolégico que abrange desde a propria
esteatose a esteato-hepatite ndo alcoolica (EHNA), fibrose, cirrose e, como ultima
consequéncia, carcinoma hepatocelular (BROWNING; HORTON, 2004; FESTI et

al., 2004).
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A fisiopatologia da DFGNA é complexa; dados sugerem que diversos
fatores ambientais como dieta, exercicio e/ou toxinas podem ser determinantes da
sua causa (COTRIM et al., 1999; QURESHI; ABRAMS, 2007). Tem-se sugerido,
ainda, que a resisténcia a insulina, associada a sindrome metabdlica (SM),
frequentemente observada em individuos com sobrepeso e obesidade, € um
requerimento essencial para o acumulo de gordura no hepatécito (CHITTURI et
al., 2002; MARCHESINI et al., 1999).

Esta se tornando cada vez mais evidente que a EH ndo é uma entidade
puramente benigna, de bom prognéstico. O figado gorduroso é mais vulneravel a
agentes oxidantes, aumentando o risco de desenvolvimento de esteato-hepatite e
a progressao para fibrose e cirrose. No entanto, estima-se que apenas 3% dos
casos evoluem para quadros graves, enquanto que a EHNA evolui para cirrose,
em 15 a 25% dos casos (MATTEONI et al., 1999; CALDWELL; DAY, 2002;
KOTEISH E DIEHL, 2002).

O presente grupo de investigacédo tem observado EH em ratos alimentados
com a dieta AIN-93, em diferentes contextos (ATAIDE et al. in press; LUCENA,
2007), sugerindo problemas em sua composicdo, possivelmente no tocante a
proporcdo de macronutrientes e a quantidade adicionada de aminoacidos
sulfurados e colina, reconhecido fator lipotrofico.

Em virtude da repercussdo da composi¢cao da dieta sobre a instalacdo do
quadro de EH, dos resultados prévios observados pelo presente grupo de
investigacdo e da relevancia de estudos que promovam a avaliacdo de dietas
padrao utilizadas em experimentacdo animal, o objetivo desse trabalho foi avaliar

as repercussodes hepaticas do consumo da dieta padrao AIN-93, em ratos Wistar.
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(I) MATERIAL E METODOS

O projeto foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa da UFAL,
vinculado ao Conselho Nacional de Saude do Ministério da Saude
(ANS/MS/Brasil), tendo sido aprovado sob o numero 009428/2006-62, baseado
em normas internacionais (Declaracdo Universal dos Direitos do Animal —

UNESCO - 15/10/1978) e nacionais (Lei 6.638 de 08/05/1979).
Delineamento experimental

Este estudo foi conduzido segundo um delineamento inteiramente
casualizado (DIC) em esquema fatorial 2 x 2, onde o Fator A foi composto por
duas dietas (AIN-93 e Nuvilab®) e o Fator B, por dois tempos de exposi¢do as

mesmas (30 e 120 dias), perfazendo quatro tratamentos e 10 repeti¢cdes.
Animais de experimentacdo e tratamento dietético

Quarenta ratos machos Wistar recém desmamados, aos vinte e um dias de
idade, provenientes do Biotério Central da UFAL (BIOCEN), foram divididos em
quatro grupos (n=10), segundo o tipo de dieta recebida e o tempo de exposicdo a
mesma: AIN-93 1 més (AIN-93 1m), AIN-93 4 meses (AIN-93 4m), Nuvilab® 1
més (NUV 1m) e Nuvilab® 4 meses (NUV 4m).

Os animais foram mantidos no Biotério Setorial da Faculdade de Nutricdo
com temperatura ambiente (20 - 24°C) e luminosidade (ciclo claro/escuro de 12h)
controladas, recebendo 4gua e dieta ad libitum. Nos primeiros trinta dias, foram
acondicionados em gaiolas metabdlicas individuais; apds este periodo, os animais
dos grupos AIN-93 4m e NUV 4m foram distribuidos em gaiolas de polietileno, em
namero de quatro animais por gaiola, de acordo com o grupo, até o quarto més de

estudo.
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A ingestéo dietética e o peso dos animais foram registrados semanalmente,
até o final do primeiro més de experimento. Do desmame até o final do segundo
més de vida, os animais do grupo AIN-93 4m receberam a dieta AIN-93 G
(Growth, crescimento); a partir do terceiro més até o sacrificio, os animais
receberam a dieta AIN-93 M (Maintenance, manutencdo). Os animais do grupo
AIN-93 1m, por sua vez, receberam apenas a dieta AIN-93 G.

Para efeito de avaliacdo das condicGes higiénico-sanitarias do biotério de
pesquisa e monitoracdo da saude dos animais, foram realizados exames

parasitologicos de fezes, através do método HPJ de Hoffman et al. (1934).
Preparacédo das dietas

A Tabela 1 apresenta a composicao da dieta AIN-93 (REEVES, 1997), nas
versdes G e M. O conteudo de sacarose da dieta original (10%) foi substituido por
amido de milho.

O Oleo de soja e o amido de milho foram adquiridos no comércio local. Os
demais ingredientes foram fornecidos pela RHOSTER Industria e Comércio Ltda.,
Séo Paulo.

A dieta foi elaborada no Laboratorio de Técnica Dietética da Faculdade de
Nutricdo da UFAL. Acrescentou-se agua destilada a mistura dos ingredientes para
formar uma massa homogénea que, em seguida, foi cortada e seca em estufa de
circulacao de ar a 60°C, por 24 horas. A dieta foi oferecida sob a forma de pellets,
apos um periodo maximo de 15 dias de armazenamento sob refrigeracao.

A dieta comercial Nuvilab® (Tabela 2) foi fornecida pelo Biotério Central da

UFAL e armazenada conforme recomendacdes do fabricante.



Tabela 1 — Composicdo da dieta AIN-93 nas versées G e M*

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

Tabela 2 — Composicao da dieta comercial Nuvilab®

COMPOSICAO

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

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

56
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Andlises bioquimicas

Ao final do periodo de exposicao as dietas, os animais foram mantidos em
jejum noturno, anestesiados por inalacao de éter etilico e submetidos a coleta de
sangue do plexo vascular retro-orbital, com auxilio de tubo capilar para micro-
hematdcrito.

Apbs a retracdo do coagulo, o sangue foi centrifugado, a 3500 x g, por 10
minutos, e o soro obtido processado em um laboratério de analises clinicas, na
cidade de Macei6-AL. Foram determinadas as concentracfes séricas de: AST
(aspartato aminotransferase), ALT (alanina aminotransferase), ALP (fosfatase
alcalina), y-GT (gama-glutamil transferase), proteinas totais, albumina,
triacilglicerdis, colesterol total e fracBes: colesterol HDL (HDL-c, high-density
lipoprotein cholesterol), colesterol VLDL (VLDL-c, very low-density lipoprotein
cholesterol) e colesterol LDL (LDL-c, low-density lipoprotein cholesterol), e
glicose. As determinagfes de VLDL-c e de LDL-c foram estimadas pelas formulas
de Friedewald et al. (1972):

VLDL-c = triacilglicerdis + 5

LDL-c = colesterol total — colesterol HDL-c — triacilglicerois + 5

Sacrificio, dissecacéo e processamento do figado

ApOs a coleta de sangue, os animais, ainda anestesiados, foram
sacrificados por seccdo da aorta toracica. Em seguida, procedeu-se a abertura
completa da cavidade abdominal e a retirada do figado, o qual foi pesado e o lobo
maior, lobo esquerdo, seccionado no seu maior diametro. O fragmento do 6rgao

foi imerso em solucéo de formol a 10%, para fixacdo. A porgdo remanescente foi
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pesada, seccionada em trés partes, congelada em nitrogénio liquido e mantida

em freezer a -70°C, para andlises posteriores.
Andlise histologica do figado

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 coloragdo pelo
método Hematoxilina-Eosina (HE) de rotina. Alteracdes macroscopicas, quando
presentes, foram igualmente consideradas para andlise histologica. Para fins de
estadiamento, a EH foi classificada em cinco graus, 0, 1, 2, 3, 4 e 5, de acordo

com as caracteristicas histolégicas apresentadas na Figura 1.

Figura 1 - Cortes hlstologlcos do flgado 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:
Ataide et al. (in press).
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Analise estatistica

Os dados obtidos foram submetidos a analise estatistica descritiva para
obtencdo de médias e desvios-padrao. ApoOs verificacdo dos pressupostos de
normalidade (teste de Lilliefors) e homogeneidade das variancias dos residuos
(teste de Levene), realizaram-se a analise de variancia pelo teste F e,
posteriormente, o teste Tukey-HSD (Honestly significative difference), para
comparacdes multiplas entre as médias dos tratamentos.

Para a variavel esteatose hepatica foram realizados os testes Exato de
Fisher, Cramer-V, Mann-Whitney, Kruskal-Wallis, correlacédo linear de Spearman
() e Nemenie. Para o estadiamento da EH, foram realizados os testes de y?,
Cramer-V, Kruskal-Wallis, correlacdo linear de Pearson (r) e Nemenie. Em todos
0S casos optou-se por um nivel de significancia menor que 5,0% de probabilidade

de erro experimental.
(1) RESULTADOS

Um achado histolégico importante apresentado principalmente pelos
animais alimentados com a dieta AIN-93 foi a esteatose hepética, em 90,0% dos
animais do grupo AIN-93 1m e 100,0% dos animais AIN-93 4m, contra, apenas,
20,0% dos animais do grupo NUV 4m. Os animais do grupo NUV 1m néo
apresentaram EH.

Observaram-se, para 0 numero de casos de EH, diferenca significativa e
forte associacao (p<0,01), respectivamente, pelos testes Exato de Fisher e
Cramer-V (r=0,843), em relacdo as dietas AIN-93 e comercial Nuvilab®,
independente do tempo de exposicdo as mesmas (1 més e 4 meses). A dieta AIN-
93 promoveu maior numero de casos de EH que a racao comercial Nuvilab®, pelo

teste de Mann-Whitney (U=28,00; p<0,01). Adicionalmente, observou-se diferenca



60

significativa entre os escores médios dos quatro grupos avaliados, obtidos pela
estatistica de Kruskal-Wallis (Tabela 3). A frequéncia observada de EH nos
grupos AIN-93 1m e 4m foi significativamente maior que a dos grupos NUV 1m e

4m, pelo teste de Nemenie (p<0,01).

Tabela 3 — 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, NUV 1m

e NUV 4m
i GRUPOS (n=10)

VARIAYIERS AIN-93 1m AIN-93 4m NUV 1m NUV 4m
EH" (%) 90,00 ° 100,00 ? 0,00° 20,00°
GEH 2,672 2,102 0,00° 0,20°
PCF? (g) 152,94+10,35 2 285,42+12,68 ° 132,77+17,92 2 261,34+8,96 °
PAF? (g) 6,55+1,48 2 8,07+1,28° 4,19+1,08 © 6,98+0,52 P
PRF?? 0,048+0,002 2 0,030+0,002 "° 0,039+0,003 #° 0,026+0,002 ©

"Letras diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa pela estatistica de Kruskal-Wallis e teste de
Nemenie (p<0,001).

%\alores médios + desvios-padrao. Valores seguidos por pelo menos uma mesma letra na linha ndo diferem
significativamente (p=0,05) pelo teste de Tukey-HSD.

% Peso do figado em relagédo ao peso corporal do animal.

Por outro lado, ndo foram observadas diferenca significativa e associacao
(p=0,05) de numero de casos de EH, em relacdo ao fator tempo de exposicéo as
dietas, pelos testes Exato de Fisher e Cramer-V.

Para o estadiamento da EH, observaram-se diferenca significativa e forte
associacdo (p<0,01), respectivamente, pelos testes do y? e Cramer-V (r=0,870),
entre as duas dietas testadas. A andlise de correlacédo linear de Pearson (r=-
0,753; p<0,001) sugere, ainda, que a dieta AIN-93 induziu maior grau de
esteatose hepatica nos animais, que a ragdo comercial Nuvilab®. Adicionalmente,
observaram-se diferencas significativas entre as meédias dos graus de EH (GEH)
dos quatro grupos avaliados, obtidas pela estatistica de Kruskal-Wallis (Tabela 3).
Os animais dos grupos AIN-93 1m e AIN-93 4m apresentaram graus mais

elevados que os demais, pelo teste de Nemenie (p<0,01). Os animais do grupo
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AIN-93 1m apresentaram 75,0% dos casos graves de EH observados, graus 4 e
5, enquanto que aqueles do grupo AIN-93 4m, 25,0%, contra nenhum caso grave
nos animais alimentados com a dieta Nuvilab®.

Ndo foram observadas diferengca, associacdo e correlacdo linear
significativas (p>0,05) do estadiamento da EH em relagdo ao fator tempo de
exposicdo as dietas, pelos testes do 32, Cramer-V e correlacao linear de Pearson.

Em relagdo ao peso corporal final, conforme esperado, os animais mais
velhos (grupos AIN-93 4m e NUV 4m) apresentaram médias mais elevadas que
0s animais mais jovens (grupos AIN-93 1m e NUV 1m), independentemente do
tipo de dieta a que estavam submetidos (p<0,01; Tabela 3).

Quanto ao peso absoluto do figado, os animais do grupo AIN-93 1m
apresentaram média inferior aquela do grupo AIN-93 4m (p<0,05), porém similar a
média do grupo NUV 4m (p>0,05) e superior a do grupo NUV 1m (p<0,01) (Tabela
3). O peso relativo do 6rgéo, peso do figado/peso corporal, no entanto, ndo diferiu
significativamente entre os animais sob o mesmo tempo de exposi¢cdo as dietas
(p=0,05). O peso relativo do figado do grupo AIN-93 1m foi superior ao dos grupos
AIN-93 4m (p<0,01) e NUV 4m (p<0,01). Os animais do grupo NUV 1m, por sua
vez, apresentaram valor médio mais elevado que o grupo NUV 4m (p<0,05), néo
diferindo dos demais (p>0,05) (Tabela 3).

Em relacdo as variaveis bioquimicas (Tabela 4), a glicemia observada no
grupo AIN-93 1m foi significativamente maior que as dos grupos AIN-93 4m e
NUV 4m (p<0,05), e similar aquela apresentada pelos animais submetidos ao
mesmo tempo de exposicdo a dieta (p=>0,05; NUV 1m). Os niveis séricos de
colesterol, triacilglicerois, LDL-c, HDL-c, relagcdo LDL-c/HDL-c e VLDL-c foram

estatisticamente semelhantes (p>0,05).
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Tabela 4 — Variaveis bioquimicas séricas dos animais dos grupos AIN-93 1m,
AIN-93 4m, NUV 1m e NUV 4m

GRUPOS (n=10)
AIN-93 4m NUV 1m
48,00+26,41°  82,00+37,34%°

VARIAVEIS BIOQUIMICAS

AIN-93 1m
182,33+21,56%

NUV 4m
68,75+18,67"

Glicemia (mg/dL)

153,67+20,32° 109,50+24,88% 163,00+35,19* 111,25+17,60°

Triacilglicer6is (mg/dL)

Colesterol total (mg/dL) 85,33+7,01°  49,00+8,58" 75,00+12,13° 57,7546,07%
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% 24,50+2,99% 19,00+4,23° 24,00+2,11%
LDL-c/HDL-c 0,67+0,16% 0,32+0,20% 1,23+0,28° 0,47+0,14%
VLDL-c (mg/dL) 30,73+4,06% 21,90+4,98% 32,60+7,04% 22,25+3,52%
Proteinas totais (g/dL) 5,67+0,15*°  6,55+0,19"¢ 5,2040,26° 6,22+0,13%¢
Albumina (g/dL) 1,33+0,07° 1,75+0,09° 1,20+0,12° 1,50+0,06"
ALT (U/L) 40,6745,77°  62,50+7,07*°  51,00+10,00*°  86,75+5,00"
AST (U/L) 203,33+£34,76° 245,50+42,57* 250,00+60,21° 291,25+30,10%
AST/ALT 5,11+0,60% 3,89+0,73% 4,90+1,03% 3,450,522
ALP (U/L) 462,67+70,50° 169,50+86,34% 207,00+122,10° 144,50+61,05%
Y-GT (UIL) 2,00+0,26% 1,50+0,32% 2,00+0,46% 1,25+0,23°

Valores expressos em média + desvios-padrdo. Médias seguidas por pelo menos uma mesma letra na linha
nao diferem significativamente (p=0,05) pelo teste de Tukey-HSD.

Os niveis séricos de proteinas totais foram significativamente maiores nos
animais do grupo AIN-93 4m, que nos animais dos grupos AIN-93 1m e NUV 1m
(p<0,05). Os animais dos grupos Nuvilab® 1 m e 4 m também diferiram entre si
(p<0,05). Resultados semelhantes foram observados para os niveis de albumina
sérica, com excecdo dos animais dos grupos Nuvilab®, que nao diferiram
significativamente (p>0,05).

Dentre os marcadores de funcao e lesdo hepaticas, observaram-se niveis

séricos de ALT significativamente menores no grupo AIN-93 1m, em relacdo ao
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grupo NUV 4m (p<0,01). Para os demais marcadores, ndo foram observadas
diferencas significativas entre os grupos estudados (p>0,05).

Foram observadas correlagcéo linear de Spearman (r) positiva entre EH e
peso absoluto do figado (r=0,60; p<0,01), peso corporal final (r=0,40; p<0,05),
(Figura 2, A e B) e graus de EH (r=0,92; p<0,01); e, correlagdo negativa entre ALT
(r=-0,54; p=0,01) e AST (r=-0,51; p<0,01) (Figura 2, C e D). Para o estadiamento
da EH observaram-se correlacdo positiva com peso absoluto do figado (r=0,49;
p<0,01) (Figura 2 E) e com glicemia (r=0,35; p<0,05); e, correlacdo negativa com
ALT (r=-0,54; p<0,01) e com AST (r=-0,55; p=0,01).

Para o peso corporal final observaram-se correlagdo positiva com peso
absoluto do figado (r=0,78; p<0,01) (Figura 2 F), niveis séricos de proteinas totais
(r=0,73; p<0,01), albumina sérica (r=0,67; p<0,01) e ALT (r=0,38; p<0,05); e,
correlacdo negativa com glicemia (r=-0,40; p<0,05), triacilglicer6is (r=-0,48,
p=0,01), colesterol total (r=-0,82; p<0,01), LDL-c (r= -0,80; p<0,01), relacédo LDL-
c/HDL-c (r=-0,74; p<0,01), VLDL-c (r=-0,48; p=0,01), relacdo AST/ALT (r=-0,58;
p=0,01), ALP (r=-0,64; p<0,01) e y-GT (r=-0,54; p<0,01).

Observaram-se, ainda, correlacdo positiva entre peso absoluto do figado e
niveis séricos de proteinas totais (r=0,54; p<0,01) e albumina sérica (r=0,51,
p<0,01); e, correlacdo negativa com triacilglicerdis (r=-0,44; p<0,05), colesterol
total (r=-0,55; p=0,01), LDL-c (r=-0,56; p<0,01), relagdo LDL-c/HDL-c (r=-0,53;
p<0,01), VLDL-c (r=-0,44; p<0,05), AST (r=-0,58; p<0,01), relagcdo AST/ALT (r=-

0,38; p<0,05) e y-GT (r=-0,57; p=0,01).
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Figura 2 — Correlacéo linear de Spearman entre esteatose e peso absoluto do figado (A),
alanina aminotransferase (C) e aspartato
aminotransferase (D), e correlagdo linear de Pearson entre peso absoluto do
figado e peso corporal final (E) e entre graus de esteatose hepatica e peso
absoluto do figado (F). Esteatose hepatica: 1 — auséncia, 2 — presenca.
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Encontraram-se correlacdo positiva entre peso relativo do figado e glicemia
(r=0,63; p<0,01), colesterol total (r=0,69; p<0,01), LDL-c (r=0,58; p<0,01), relacdo
LDL-c/HDL-c (r=0,48; p<0,05), relacdo AST/ALT (r=0,57; p=0,01) e ALP (r=0,77,
p<0,01); e, correlacdo negativa com niveis séricos de proteinas totais (r=-0,60;
p<0,01), albumina (r=-0,48; p<0,01) e ALT (r=-0,55; p=0,01).

Para os marcadores de funcéo e lesdo hepaticas observaram-se correlacao
positiva entre 0s niveis séricos de proteinas totais e albumina sérica (r=0,86;
p<0,01) e ALT (r=0,49; p<0,01); albumina sérica e ALT (r=0,42; p<0,05); ALT e
AST (r=0,40; p<0,05); e, entre AST e y-GT (r=0,47; p=0,01). E, correlagéo
negativa entre proteinas totais e relagdo AST/ALT (r=-0,44; p<0,05) e ALP (r=-

0,43; p<0,05); e, entre ALT e ALP (r=-0,42; p<0,05).
(IV) DISCUSSAO

No presente estudo, a dieta AIN-93 peletizada induziu EH em ratos Wistar.
A dieta, independentemente do tempo de exposicdo a mesma, foi a principal
responsavel pelo surgimento do quadro. Silva et al. (in press), ao observarem EH
em ratos alimentados com a dieta AIN-93, sugerem que problemas relacionados a
sua composicado em macronutrientes, particularmente carboidratos e proteinas,
em aminoacidos sulfurados ou agentes lipotroficos, possam ter contribuido para a
instalacao da infiltragdo gordurosa.

Medinsky et al. (1982), investigando a adequacéo da dieta AIN-76A para
ratos Fischer-344, observaram EH nos animais. Os autores atribuiram o achado a
elevada quantidade de sacarose presente na dieta. Na formulagdo AIN-76 e na
AIN-76A, versao posterior, a sacarose é o carboidrato predominante (50%, contra
25% de amido de milho; g/kg de dieta). No entanto, efeitos adversos do uso

excessivo deste agucar foram observados, a exemplo de EH, hiperlipidemia
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(MEDINSKY et al., 1982) e aumento dos requerimentos de cobre (FAILLA et al.,
1988; FIELDS et al., 1983). Diante destes achados, os participantes do workshop
do American Institute of Nutrition, de 1989, recomendaram mudancas em sua
formulacéo, sugerindo que o contetdo do acucar fosse marcadamente reduzido e
substituido por amido de milho, consideracdes introduzidas na versédo AIN-93, que
restringiu a sacarose a 10% (REEVES et al., 1993).

Apesar disso, no estudo de Lien (2001), foi encontrada EH de leve a
moderada em ratos Sprague-Dawley CD, de ambos os sexos, alimentados com
as dietas AIN-76A e AIN-93G; alteracdes leves também foram encontradas em
ratos alimentados com dieta a base de cereais. A incidéncia e a severidade da EH
foram maiores em ratos alimentados com a dieta AIN-93G e ratas alimentadas
com a AIN-76A, quando comparados aos ratos alimentados com as dietas AIN-
76A, as ratas alimentadas com a dieta AIN-93G e aos ratos de ambos os sexos
alimentados com uma dieta a base de cereais. Resultado semelhante foi
encontrado no presente estudo, onde os ratos alimentados com a dieta AIN-93G,
grupo AIN-93 1m, apresentaram 75% dos casos graves de EH observados.

No presente estudo, as dietas AIN-93G e M foram elaboradas substituindo-
se 0s 10% de sacarose por amido de milho; desta forma, o agucar ficou restrito a
quantidade fornecida pela mistura vitaminica. Apesar disso, observou-se EH, o
gue leva a supor que fatores outros, além do contetdo em sacarose, contribuiram
para o desenvolvimento do quadro.

O teor de carboidratos totais da dieta deve ser considerado, uma vez que
seu excesso pode promover sintese hepatica aumentada de AG (KANG et al.,
2006). A restricdo de carboidratos dietéticos constitui-se uma estratégia para o

controle da EH; entretanto, ndo existem estudos conclusivos que determinem que
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esta acdo modifique a histdria natural da doenca (ARROSPIDE, 2003). De um
modo geral, a literatura parece indicar que a orientagcdo quanto a qualidade das
fontes dietéticas de carboidratos, mais do que a sua restricdo ou ao aumento do
consumo de fibras, deve ser priorizada para pessoas em situacéo de risco (LOZA
et al., 2003).

Quanto ao teor de lipidios da dieta, Samuel et al. (2004) observaram que
ratos alimentados por trés dias com dieta rica em lipidios triplicaram seus niveis
de TAG hepaticos. A similaridade na composicéo de lipidios entre o figado e a
dieta residiu na abundancia de acido graxo linoléico (18:2), sugerindo que a dieta
também é fonte de gordura na EH. Gauthier (2006) levantou a hipétese de que o
figado age como um amortecedor sistémico, aumentando seu percentual de
lipidios na ingestéo elevada de gorduras, em ratos. Estes resultados sugerem que
o desenvolvimento da EH estd mais ligado a ingestéo de lipidios do que ao ganho
de peso corporal propriamente dito.

Ghibaudi et al. (2002) estabeleceram que dietas com baixo teor de lipidios,
em geral, apresentam cerca de 10% das -calorias provenientes deste
macronutriente; com alto teor, cerca de 30-50% das calorias; e, com muito alto
teor, geralmente acima de 50%. Dietas a base de cereais, por sua vez, contém
cerca de 10 a 12% das calorias totais provenientes dos lipidios. As dietas AIN-93
G e M apresentam, respectivamente, 16,4 e 9,7%, contra 13,5% fornecidos pela
dieta Nuvilab®. Portanto, uma vez que nenhuma destas dietas pode ser
considerada com alto teor de lipidios, este fator ndo deve ter contribuido para o
surgimento da EH no presente estudo.

Outros autores observaram uma menor concentracdo de lipidios hepaticos

associada a fonte protéica das dietas. Caligari et al. (2006), por exemplo,
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concluiram que o metabolismo e o contetdo hepatico de lipideos foi reduzido pela
substituicdo da caseina por uma proteina de origem vegetal (Lupinus albus), em
dietas isocaldricas oferecidas aos animais experimentais. Tachibana et al. (2005)
relataram diferencas na expressao hepatica de genes envolvidos no metabolismo
lipidico e na regulacédo energética, em ratos alimentados com proteina isolada de
soja ou com caseina. No estudo de Rubio et al. (1999), por sua vez, foram
evidenciados efeitos significativos no peso, composicao e atividade enzimatica do
figado dos animais alimentados com dietas baseadas em leguminosas. No
conjunto, tais trabalhos sugerem que a qualidade protéica da dieta pode
influenciar o metabolismo hepatico e refletir em diferencas de composicdo dos
tecidos, evidenciando um efeito redutor de dietas baseadas em proteinas de
origem vegetal sobre a concentracéo de lipideos hepéticos.

A diferenca no contetdo em fibras entre as dietas utilizadas é outro fator a
ser considerado. Sabe-se que a fibra dietética, especialmente a fracdo soluvel
presente em ingredientes da racdo comercial, pode retardar a digestdo e a
absorcdo dos carboidratos, prevenindo aumentos abruptos na glicemia e
insulinemia, associados a patogénese da esteatose hepatica (LECLERCQ et al.,
2007; WANG et al., 2007). Além disso, supbe-se que o grau de fermentacdo
intestinal das fibras dietéticas e a consequente producdo dos acidos graxos de
cadeia curta acetato, propionato e butirato possam também influenciar o
metabolismo energético dos animais. Assim, uma diferenca ndo apenas
quantitativa, mas especialmente qualitativa seria capaz de causar diferentes
respostas metabdlicas nos roedores (ANDERSON et al.,, 1999; WANG et al.,
2007). Em uma investigacdo na qual ratos foram alimentados com dietas

baseadas na formulacdo AIN, similares em propor¢cédo de nutrientes, incluindo o
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teor de fibras, mas contendo apenas celulose (de acordo com a férmula original)
ou uma mistura de fibras sollveis e insoluveis, verificou-se que o conteudo
hepatico de colesterol foi significativamente maior nos animais alimentados com a
dieta contendo apenas celulose. Segundo seus autores, a maior excrecao fecal
de gordura pelos animais que receberam a mistura de fibras justificaria tal achado
(KRITCHEVSKY; TEPPER, 2005).

Outro fator dietético relacionado ao quadro de EH consiste na presenca de
substancias lipotréficas, como a colina e a metionina. A colina € uma amina
quaternaria componente da fosfatidilcolina, o principal fosfolipidio que
compreende 0 revestimento exterior das particulas de VLDL, necesséarias a
exportacdo de AG do hepatdcito, exercendo, dessa forma, acao lipotréfica. Sua
deficiéncia promove o acumulo hepatico de TAG (ZEISEL, 2000; VETELAINEN et
al., 2007).

A quarta revisdo do Nutrient Requirements of Laboratory Animals (NRC,
1995) recomendou um aumento nas concentracbes dietéticas de muitos
nutrientes, incluindo colina e aminoacidos sulfurados. O requerimento estimado foi
aumentado de 2,0g para 2,59 de bitartarato de colina e de 6,0g para 9,8g de
aminoacidos sulfurados, por quilo de dieta. Para alcancar o novo requerimento,
adicionaram-se 1,6g de L-metionina, precursora da colina, por quilo de dieta, a
versdo AIN-93G (REEVES et al., 1997).

Veteldinen et al. (2007) observaram que dieta deficiente em colina induz
EH menos severa que aquela induzida por dieta deficiente em metionina e colina,
caracterizada por inflamacdo progressiva e fibrinogénese, em ratos. Os autores
demonstraram que dietas deficientes em colina e em metionina e colina,

simultaneamente, representam dois modelos patogénicos diferentes de EH.
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A dieta AIN-93, empregada no presente estudo em suas versbées G e M,
atende as atuais recomendacOes nutricionais para roedores de laboratorio. No
entanto, considerando a presenca de EH, € possivel que os requerimentos
estimados para colina e metionina possam, ainda, ndo ter sido alcancados,
especialmente para os animais em fase de crescimento rapido.

A importancia da EH para o aumento do figado dos animais pode ser
evidenciada a partir da analise do peso absoluto do 6rgdo no grupo AIN-93 1m,
portadores dos casos mais graves de esteatose. Tal grupo apresentou peso do
figado similar aquele apresentado pelo grupo NUV 4m, de animais mais velhos,
com apenas 20% dos animais acometidos por EH. Além disso, observou-se
correlacdo linear positiva entre peso absoluto do 6rgao e EH (r=0,60; p<0,01) e
estadiamento da EH (r=0,49; p<0,01), Figura 2 A e E, respectivamente.

Sabe-se que 0s animais mais jovens apresentam maior proporcao entre o
peso do figado e o peso corporal, ou seja, 0 peso relativo do érgdo. No presente
estudo, no entanto, ndo foi observada diferenca significativa (p>0,05) entre os
animais do grupo NUV 1m e os do grupo AIN-93 4m, apesar da diferenca de
idade. A presenca de esteatose poderia justificar tal achado, demonstrando, mais
uma vez, a interacéo entre o peso do 6rgéo e EH.

Quanto ao peso corporal, observou-se uma associacdo direta com o
quadro de EH, em virtude das correlagbes positivas significativas com o peso
absoluto do figado e com a presenca de EH (Figura 2 F e B, respectivamente).

A glicemia, por sua vez, dada a correlagao positiva significativa com o GEH
e 0 peso relativo do figado, apresentou alguma associacdo com o fenémeno
observado, apesar da correlacdo negativa com o peso corporal e da auséncia de

correlacdo com a EH propriamente dita. A comparagcado entre os quadros grupos
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de animais reforca tal consideracdo, uma vez que 0s animais mais velhos
apresentaram glicemia semelhante a do grupo NUV 1m, sem esteatose, e muito
inferior & do grupo AIN-93 1m (p<0,05). Adicionalmente, a alta glicemia
apresentada por este grupo de animais, embora estatisticamente semelhante
aguela dos animais de mesma idade recebendo a dieta comercial, pode ter um
importante significado biolégico, desde que o aumentado aporte de glicose para o
figado associa-se ao desenvolvimento de EH, observada em freqiéncia e
gravidade significativamente superiores nos grupos alimentados com a dieta
purificada.

A trigliceridemia, no entanto, dada a correlacdo negativa significativa com o
peso absoluto do figado e o peso corporal e a auséncia de correlacdo com o GEH
e a EH, sugere que a infiltracdo gordurosa aqui observada ndo guardou relacéo
com tal parametro bioquimico. Adicionalmente, o0s demais parametros
bioquimicos relativos ao perfil lipidico sérico, que guardaram correlacdo positiva
com o peso relativo do figado e correlacdo negativa com o peso absoluto do
orgdo e o peso corporal dos animais, a excecdo dos niveis de HDL-c que nédo
guardaram correlacdo significativa com quaisquer dessas variaveis, nao
apresentaram associagao com o quadro de EH.

Os resultados dos marcadores de fungcdo hepética indicam que tais
parametros bioquimicos ndo guardaram relacdo com o quadro de EH, em virtude
de sua estreita variacdo entre o0s grupos de animais, provavelmente sem
significado fisiolégico, da auséncia de correlacdo com EH e com GEH, e da
correlacdo positiva com o peso absoluto do figado e com o peso corporal dos

animais, apesar da correlacdo negativa com o peso relativo do 6rgao.
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Murray et al. (1994) afirmam que a EH € a principal causa de elevacédo das
aminotransferases; no entanto, os niveis séricos de AST e a relacdo AST/ALT né&o
diferiram entre os grupos. Os niveis de ALT, por sua vez, foram menores no grupo
mais jovem alimentado com a dieta AIN-93, com 90% dos animais acometidos por
EH, em relacdo ao grupo mais velho alimentado com a dieta comercial, com 20%
de casos.

As aminotransferases estdo presentes em altas concentracdes no musculo,
figado e cérebro. A elevacdo da atividade dessas enzimas no sangue indica
necrose ou lesdo, especialmente nesses tecidos (MURRAY et al, 1994). Segundo
Ockner (1993), a elevacdo dos niveis da ALT é relativamente especifica da
doenca hepatobiliar. Apesar dos niveis de AST poderem aumentar nas doencas
de outros Orgaos, valores mais de 10 vezes acima do limite superior de variacao
normal refletem, habitualmente, uma patologia hepatica ou biliar (MOTA, 2003).

De acordo com Ravel (1997), na EH os marcadores de lesdo hepatica sdo
variaveis podendo até mesmo ndo apresentar nenhuma anormalidade,
principalmente nos casos ndo complicados. Neste estudo, os niveis de AST e ALT
apresentaram correlacdo negativa com EH (Figura 2 D e C, respectivamente) e
com GEH. De maneira similar, os niveis de AST, relagdo AST/ALT e y-GT
guardaram correlagdo negativa com o peso do figado; e, de ALP, y-GT e relagéo
AST/ALT, com o peso corporal dos animais. Dessa maneira, a EH aqui
observada, a exemplo do que ocorreu com os marcadores de funcédo, ndo induziu
anormalidade nos marcadores de lesdo hepatica, apesar da correlacdo positiva

entre a relagcdo AST/ALT e ALP, com o peso relativo do 6rgéao.

(V) CONCLUSAO
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A dieta AIN-93 peletizada induziu o maior nimero de casos de EH
observados neste estudo; 0os animais mais jovens apresentaram 0S casos mais
graves. Apesar das modificagcdes na versao anterior (AIN-76A), particularmente
em seu conteudo em sacarose, colina e no aminoacido sulfurado metionina, o
problema persiste, sugerindo que a versdo atual ainda ndo representa a
formulacdo mais apropriada para a alimentacdo de roedores de laboratério,
especialmente na fase de crescimento. Os mecanismos que culminaram com o
surgimento da EH, no entanto, ainda permanecem obscuros. Apesar de sua
presenca, a EH néo foi suficiente para alterar os marcadores de funcéo e lesao
hepaticas. Os dados sugerem, ainda, que o perfil lipidico sérico ndo guardou
relacdo com a infiltracdo gordurosa aqui observada. Conclui-se que a composi¢ao
da dieta e/ou possiveis alteracdes durante o seu preparo, revestiram-se de

particular importancia na discusséao do quadro observado.
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3 CONSIDERACOES FINAIS
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O presente trabalho permite concluir que dentre os fatores envolvidos no
surgimento da EH destaca-se a resisténcia a insulina, provavelmente o elo entre a
obesidade, o diabetes mellitus tipo 2 e a sindrome metabdlica. Nesse contexto,
alteracdes do metabolismo do tecido adiposo parecem desempenhar papel
central nas disfuncbes hemodinamicas e metabdlicas observadas no tecido
hepatico, culminando com esteatose.

O papel do figado como amortecedor sistémico, aumentando seu
percentual de lipidios frente ao aumento da oferta sérica, leva a diminuicdo da
sensibilidade a insulina neste 6rgdo, com aumento da producdo de glicose,
reducdo do clearence de insulina, com posterior hiperinsulinemia, e esteatose
hepatica.

No estudo experimental, a dieta AIN-93 peletizada induziu EH; os animais
mais jovens apresentaram o0s casos mais graves. Apesar das modificacdes na
versao anterior (AIN-76A), apontada como indutora do quadro, o problema
persiste, sugerindo que a versao atual ainda nado representa a formulacdo mais
apropriada para a alimentacdo de roedores de laboratério, especialmente na fase
de crescimento. Os mecanismos que culminaram com o surgimento da EH, no

entanto, ainda permanecem obscuros.



79

4 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS




80

. Anstee QM, Goldin RD. Mouse models in non-alcoholic fatty liver disease
and steatohepatitis research. Int J Exp Pathol. 2006 Feb;87(1):1-16.

. Ataide TR, Oliveira SL, Silva FM, Vitorino Filha LGC, Tavares MCN,
Sant’Ana AEG. Toxicological analyses of the chronic consumption of
diheptanoin and triheptanoin in rats. International journal of Food
Science and Technology. doi:10.1111/j.1365-2621.2008.01757.x (in
press).

. Browning JD, Horton JD. Molecular mediators of hepatic steatosis and liver
injury. J Clin Invest. 2004 Jul;114(2):147-52.

. Caldwell SH, Hylton Al. The clinical outcome of NAFLD including
cryptogenic cirrhosis. In: Farrell GC, George J, de la M. Hall P, McCullough
AJ. Fatty Liver Disease: NASH and Related Disorders. Oxford, UK:
Blackwell Publishing Ltd, 2005: 168-180.

. Chitturi S, Abeygunasekera S, Farrell GC, Holmes-Walker J, Hui JM, Fung
C, Karim R, LIN R, SamarasinQhe D, Liddle C, Weltman M, George J.
NASH and insulin resistance: insulin hypersecretion and specific
association the insulin resistance syndrome. Hepatology. 2002
Feb;35(2):373-9.

. Den Boer M, Voshol PJ, Kuipers F, Havekes LM, Romijn JA. Hepatic
steatosis: a mediator of the metabolic syndrome. Lessons from animal
models. Arterioscler Thromb Vasc Biol. 2004 Apr;24(4):644-9.

. Festi D, Colecchia A, Sacco T, Bondi M, Roda E, Marchesini G. Hepatic
steatosis in obese patients: clinical aspects and prognostic significance.
Obes Rev. 2004 Feb; 5(1):27-42.

. Lucena ALM. Avaliacéo toxicoldgica subcronica de dieta cetogénica a base
de trienantina em ratos jovens. [Dissertacdo]. Maceié (AL): Universidade
Federal de Alagoas; 2007.

. Marchesini G, Brizi M, Morselli-Labate A, Bianchi G, Bugianesi E,
McCullough AJ, Forlani G, Melchionda N. Association of nonalcoholic fatty
liver disease with insulin resistance. Am J Med. 1999 Nov;107(5):450-5.

10. Matteoni CA, Younossi ZM, Gramlich T, Boparai N, Liu YC, McCullough AJ.

Nonalcoholic fatty liver disease: a spectrum of clinical and pathological
severity. Gastroenterology. 1999 Jun;116(6):1413-9.

11.Medinsky MA, Popp JA, Hamm TE, Dent JG. Development of hepatic

lesions in male Fischer-344 rats fed AIN-76A purified diet. Toxicol Appl
Pharmacol. 1982 Jan; 62(1):111-20.

12.Reeves PG. Components of the AIN-93 Diets as Improvements in the AIN-

76 A Diet. The Journal of Nutrition. 1997; 127(5):838-841.


javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'J%20Clin%20Invest.');
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22den%20Boer%20M%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Voshol%20PJ%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Kuipers%20F%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Havekes%20LM%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Romijn%20JA%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Arterioscler%20Thromb%20Vasc%20Biol.');
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Obes%20Rev.');
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Am%20J%20Med.');
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Matteoni%20CA%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Younossi%20ZM%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Gramlich%20T%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Boparai%20N%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Liu%20YC%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22McCullough%20AJ%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Gastroenterology.');
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Medinsky%20MA%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Popp%20JA%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Hamm%20TE%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Dent%20JG%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Toxicol%20Appl%20Pharmacol.');
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Toxicol%20Appl%20Pharmacol.');

