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RESUMO

A esteatose hepdatica é caracterizada pelo acumulo de triacilgliceroéis
no citoplasma dos hepatdcitos a um nivel que atinge 5 a 40% do peso do figado.
Sua prevaléncia tem aumentado em todo o mundo devido a forte relacdo com o
diabetes mellitus tipo 2 e a obesidade, doencas que se constituem epidemias
globais. 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 reacdes inflamatérias em cascata, levando
a fibrogénese, cirrose e ao carcinoma hepatocelular. Sua etiologia, apesar de néo
estar totalmente elucidada, mostra forte correlagdo com a resisténcia a insulina,
sendo, atualmente, considerada a manifestacédo hepatica da sindrome metabdlica.
Entretanto, pode ser desencadeada por outros fatores, como nutricdo parenteral
total prolongada, cirurgia bariatrica, desnutricdo caldrico-protéica e o uso de
drogas. Embora a prevaléncia verdadeira seja desconhecida, atinge adultos e
criancas e esta emergindo como a condi¢do crénica do figado mais comum no
mundo ocidental. Apesar de ainda ndo existir tratamento farmacoldgico eficaz,
todos os pacientes sdo encorajados a reduzir a ingestdo de gorduras e praticar
exercicios fisicos regulares, com o objetivo de aumentar o gasto energético diario.
Estratégias de interveng¢do nutricional e controle dos fatores de risco metabdlico
associados devem ser avaliadas. Visando contribuir com a discussdo do
problema, esta dissertacdo apresenta dois artigos: uma revisdo da literatura com
as principais estratégias da terapéutica dietética no tratamento da esteatose,
tratando de oferta energética e aporte de macro e micronutrientes que exercem

efeitos na prevencado, tratamento e/ou retardo da progressdo da doenca; o



segundo artigo refere-se a um estudo experimental com ratos Wistar recém
desmamados, que receberam dieta com substituicdo do 6leo de soja por um 6leo
experimental rico em trieptanoina, um triacilglicerol do acido heptandico (7:0), que
vem sendo utilizado em desordens do metabolismo oxidativo mitocondrial. Os
animais que receberam dietas AIN-93 com 0, 30 e 50% de substituicdo do 6leo de
soja pelo oOleo experimental desenvolveram esteatose hepética. A analise
histoldgica revelou metade do numero de casos graves de esteatose hepatica nos
animais com 50% de substituicdo em relacdo aqueles submetidos a 0% de
substituicdo. Outras variaveis evidenciaram potencial efeito protetor do Oleo
experimental contra a esteatose, como peso absoluto e relativo do figado. Tal
efeito, associado as evidéncias clinicas de sucesso do uso da trieptanoina em
algumas desordens mitocondriais, desperta o interesse em investigacdes futuras

de sua aplicacao terapéutica em outras desordens.

Palavras-chave: Esteatose hepatica; dieptanoina; trieptanoina; resisténcia a

insulina, TCM.



ABSTRACT
Hepatic steatosis is characterised by accumulation of triacylglycerols in the
cytoplasm of hepatocytes at a level that reaches 5 to 40% of the weight of the
liver. Its prevalence has increased worldwide, having a strong relationship with
diabetes mellitus type 2 and obesity, diseases that constitute a global epidemic.
Despite having been considered for a considerable time as a benign entity, it is
known that a synergic combination with other factors, such as oxidative stress, can
trigger a cascade of inflammatory reactions, leading to fibrogenesis, cirrhosis and
hepatocellular carcinoma. Its etiology, despite not being totally elucidated, shows a
strong correlation with insulin resistence, and is actually considered a hepatic
manifestation of metabolic syndrome. However, it can be triggered by other
factors; such as prolonged total parenteral nutrition, bariatric surgery, protein-
calory malnutrition and the use of drugs. The actual prevalence is unknown but it
affects adults and children, and is emerging as the most common chronic
condition of the liver in the western world. Though an effective pharmacological
treatment does not exist, all patients are encouraged to reduce their ingestion of
fat and to practise regular physical exercise, with the objective of increasing their
daily energy expenditure. Strategies of nutritional intervention and control of
associated metabolic risk factors need to be evaluated. Aiming at contributing to
the discussion of the problem, this dissertation presents two articles: a literature
review of the main strategies of dietetic therapy in the treatment of steatosis,
dealing with energy intake and the intake of macro- and micronutrients that exert
effects on the prevention, treatment and/or retard the progression of the disease;
the second article refers to an experimental study of weaned Wistar rats that

received a diet with substitution of soy oil with an experimental oil rich in



trineptanoin, a triacylglycerol of heptanoic acid (7:0), that was being used in
disorders of mitochondrial oxidative metabolism. The animals that received AIN-93
diets with 0, 30 and 50% of substitution of soy oil with experimental oil developed
hepatic steatosis. The histological analysis revealed half the number of severe
cases of hepatic steatosis in the animals with 50% substitution in relation to those
with 0% substitution. Other variables demonstrated a potential protector effect of
the experimental oil against hepatic steatosis as absolute and relative liver weight.
Such an effect, associated with the clinical evidence of the success of triheptanoin
with several mitochondrial disorders, awakes interest in the future of its application

for other disorders.

Key words: hepatic steatosis, diheptanoin, triheptanoin, insulin resistence, MCT.
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1 INTRODUCAO



A esteatose hepatica (EH), entidade clinica descrita desde o século
XIX, € uma hepatopatia que decorre do acumulo de gordura histologicamente
visivel nos hepatécitos, a um nivel que atinge 5 a 40% do peso do figado?.
Relacionava-se fundamentalmente a ingestdo de alcool, com evolucdo para
cirrose?. Entretanto, com o advento da transicdo nutricional, marcada pela
epidemia global de obesidade, tem sido observada em pacientes que nao fazem
uso abusivo de alcool. Desde entdo, apresenta-se associada a elementos da
sindrome metabdlica (SM), como o diabetes mellitus tipo 2, a obesidade e as
dislipidemiass.

No figado, importante 6érgdo do metabolismo lipidico, os acidos graxos
livres (AGL) sado esterificados em triacilglicerois (TAG) e exportados como
lipoproteinas de muito baixa densidade (VLDL), ou sdo oxidados na mitocéndria,
peroxissomos e microssomos. O nivel aumentado de lipidios no hepatécito de
pacientes com EH resulta, normalmente, de um desequilibrio entre os sistemas
enzimaticos que promovem a captacdo e a sintese e aqueles que promovem
oxidacéo e exportacdo dos AGL*.

Neste contexto, a resisténcia a insulina, de incidéncia crescente nos
altimos tempos, provoca acumulo lipidico no hepatdcito por aumento da lipélise no
tecido adiposo, com consequente aumento do influxo de AGL no figado. Isto leva
a alteracOes metabdlicas hepaticas, decorrentes do aumento da sintese de TAG,
da diminuicdo de sua exportacéo, atraves da reducédo dos niveis de VLDL, e da
reducdo na B-oxidagdo, resultando em EH. Muitos trabalhos tém apontado a
hiperinsulinemia e a resisténcia a insulina como mecanismos etiopatogénicos

comuns entre a EH e a SM>7,
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Acreditava-se que a EH era uma forma benigna de doenca hepatica.
No entanto, sabe-se atualmente que pode evoluir para formas mais graves de
injaria hepatica, como esteato-hepatite ndo alcodlica (EHNA), em 30%, e dentre
estes, 20% evoluem para cirrose®®. Apesar de a gordura hepatica ser bem
tolerada, frequentemente provocando sinais e sintomas leves, promove uma
maior vulnerabilidade a injarias provocadas por certas drogas, como alcool, pelo
virus C, por produtos bacterianos, como lipopolissacarideos (LPS), e pela
isquemia-reperfusdo?®,

A exposicdo a esses fatores pode levar a inflamacdo e a morte dos
hepatdcitos, progredindo para fibrose e cirrose. Dessa forma, a evolucdo da EH
para formas mais graves de injaria hepatica, que, no conjunto, constituem a
doenca do figado gorduroso ndo alcoodlica (DFGNA), pode ser explicada pela
hipétese dos dois hits. O mecanismo gque causa a EH é considerado o primeiro
hit, ou seja, a agressao inicial. Assim, a resisténcia a insulina, que promove
hiperinsulinemia (primeiro hit), favorecendo a lipdlise no tecido adiposo, aumenta
excessivamente o aporte de AGL para o figado, podendo resultar em EH. O
primeiro hit deixa o hepatdcito mais vulneravel ao segundo hit, agressfes
promovidas por virus, alcool, LPS, dentre outros, os quais exarcebam o estresse
oxidativo hepatico, levando a EHNA, a cirrose e ao hepatocarcinomat?.

Embora ainda n&o exista tratamento farmacologico eficaz para a EH,
todos os pacientes sdo encorajados a reduzir a ingestdo de gorduras e praticar
exercicios fisicos regulares, com o objetivo de aumentar o gasto energético
diario'?14, Estratégias de intervengdo nutricional e controle dos fatores de risco

metaboblicos associados devem ser avaliadas.
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Desta forma, esta dissertacao teve como finalidade identificar e discutir os
atuais aspectos nutricionais que norteiam o tratamento da esteatose hepatica,
através de revisdo da literatura. E, ainda, avaliar as repercussdes hepaticas e
alteracdes metabdlicas associadas do consumo cronico de um 6leo experimental
rico em trieptanoina, em ratos com EH, num trabalho iniciado por Ataide et al. *°,
em 2004.

A trieptanoina, um TAG de cadeia média (TCM) do acido enantico, que
apresenta uma caracteristica incomum a maioria dos TCM, &cidos graxos com
namero impar de atomos de carbono, tem propriedade anaplerética. Ou seja,
fornece intermediarios do ciclo de Krebs; na dltima volta da B-oxidacdo, gera,
além de acetil-CoA, propionil-CoA. Por essa propriedade, tem sido utilizada em
pacientes com desordens do metabolismo oxidativo mitocondrialt6:17,

A dissertacdo € composta por dois artigos, o primeiro de revisdo da
literatura sobre os avangos nutricionais no tratamento da EH e, o segundo,
oriundo de um estudo experimental com ratos Wistar, que desenvolveram
esteatose hepatica submetidos a dietas com diferentes graus de substituicdo
lipidica por um Oleo experimental, rico em trieptanoina. Nas condi¢cdes
experimentais estabelecidas, o 06leo experimental pareceu exercer efeito
hepatoprotetor. A etiologia da EH no referido estudo € tema de discussdo do

segundo artigo.
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RESUMO

A esteatose hepatica é considerada atualmente a manifestacdo hepatica da
sindrome metabdlica e, apesar de ser uma condicdo benigna, pode evoluir para
esteato-hepatite, fibrose, cirrose e hepatocarcinoma. A terapéutica atual é
baseada em mudancas de estilo de vida, pois ndo ha tratamento farmacologico
seguro e eficaz. Esta revisdo da literatura inclui estudos que avaliam a eficacia de
intervencdes dietéticas usadas no tratamento e na prevencdo da progressao da
doenca. Fatores dietéticos, como o controle da oferta energética, a reducédo do
aporte e selecdo adequada de carboidratos e lipidios, tém se mostrado efetivos
em intervencdes clinicas e/ou em estudos experimentais. As modificacdes
dietéticas e de estilo de vida sdo consideradas seguras, além de contribuirem
com beneficios adicionais a saude, devendo ser a primeira linha de intervencédo
em pacientes com esteatose e sobrepeso ou obesidade. Outras intervencdes
dietéticas, como o0 uso de antioxidantes, apesar de alguns resultados
promissores, ainda necessitam de estudos adicionais que garantam a eficicia e a
seguranca do seu uso, neste contexto. Portanto, recomenda-se aporte dietético

normal destes compostos.

Termos de indexacdao: figado gorduroso, resisténcia a insulina, dietoterapia.
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ABSTRACT

Hepatic steatosis is actually considered to be a hepatic manifestation of metabolic
syndrome and despite being a benign condition, it can develop into steatohepatitis,
fibrosis, cyrrhosis and hepatocarcinoma. The current therapy is based on lifestyle
changes, because there is no safe and effective pharmacotherapy. This literature
review includes studies that evaluated the efficacy of dietary interventions used in
the treatment and prevention of the disease. Dietary factors, such as the control of
energy intake and the supply and adequate selection of carbohydrates and lipids,
have been shown to be effective in clinical intervention and/or in experimental
studies. Dietary and lifestyle modifications are considered safe, furthermore they
contribute additional health benefits, and are the first line of intervention in patients
with steatosis and who are overweight or obese. Other dietary interventions, with
the use of antioxidants, despite having some promising results, still need further
studies to guarantee the efficacy and safety of their use in this context. Therefore

the normal dietary intake of these compounds is recommended.

Term index: fatty liver, insulin resistance, diet therapy.
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INTRODUCAO

A esteatose hepatica (EH) desperta grande interesse no atual contexto de
transicdo nutricional por sua forte ligagcdo com a obesidade, as dislipidemias e o
diabetes mellitus, sendo considerada a manifestacdo hepatica da sindrome
metabdlica, que tem a resisténcia a insulina como principal componente’’.

E uma hepatopatia comum e decorre do acumulo de gordura
histologicamente visivel nos hepatécitos, constituida por triacilglicerdis (TAG),
sintetizados a partir de acidos graxos (AG) do tecido adiposo e dos quilomicrons
provenientes do intestino®, a um nivel que atinge 5 a 40% do peso do figado®.

A EH pode ter como causa os transtornos da oxidacdo hepatica de
gorduras, a sintese aumentada de gorduras pelo figado e o aporte aumentado de
acidos graxos, comuns na obesidade e no diabetes mellitus tipo 2, ou a reducéo
do transporte de gordura hepdética, nos estados de deficiéncia de proteinas,
fosfatos e colina, indispensaveis para a producédo de lipoproteinas de muito baixa
densidade (VLDL)°. Outros fatores como drogas, defeitos genéticos no
metabolismo energético e nutricdo parenteral total'® podem concorrer para o
surgimento do problema.

Embora a prevaléncia verdadeira seja desconhecida''!?, a EH atinge
adultos e criancas® e estd emergindo como a condicdo cronica do figado mais
comum no mundo ocidental'314, Estimativas sugerem que 20-30% dos adultos em
paises ocidentais podem ter EH'® e até 75% dos pacientes com diabetes mellitus
tipo 2 e obesidade!?. Destes, aproximadamente 10% apresentam sinais tipicos de
esteato-hepatite ndo alcodlica (EHNA)'®, que é caracterizada pela presenca

adicional de infiltrado inflamatério e fibrose!®. Apesar de ser potencialmente

reversivel®, a EH é uma doenca cronica que pode progredir para EHNA, que, no
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conjunto, constituem a doenca do figado gorduroso ndo alcodlica (DFGNA), e,
posteriormente, para cirrose e hepatocarcinoma®10.17,

A severidade da esteatose € correlacionada positivamente com o indice de
massa corporal (IMC), com as concentracfes de glicose, de insulina, de TAG e de
alanina aminotransferase (ALT), aspartato aminotransferase (AST) e gama-
glutamil transferase (GGT) do plasma, sendo a causa mais frequente da elevacao
de aminotransferases®1%16,

Dado o aumento da prevaléncia mundial de resisténcia a insulina e da
sindrome metabdlica (SM), é crescente a incidéncia da esteatose; entretanto, sua
patogénese e significado clinico permanecem pouco definidos e ndo ha nenhum
tratamento ideal estabelecido?®.

N&o existe atualmente uma medicacéo efetiva; estudos revelam que dieta e
exercicio fisico, que levam a reducdo ponderal, refletem em melhora nos niveis
séricos de aminotransferases, albumina, colesterol total e glicose, com reducéo
significativa da EH1>1°, Além disso, atualmente, tem se demonstrado o beneficio
de algumas substancias antioxidantes na prevencdo da progressdo de EH a
EHNAZ820, Neste contexto, esta revisdo teve como objetivo identificar e avaliar o
impacto de estratégias dietéticas no tratamento da EH e na prevencédo de sua

progressdo a EHNA.
FISIOPATOLOGIA DA ESTEATOSE HEPATICA

A patogenia da EH permanece especulativa®?, no entanto, a retencdo de
TAG no interior do hepatécito € o pré-requisito para o seu desenvolvimento.
Essencialmente, existe uma quebra do equilibrio entre os fatores lipotroficos e

lipogénicos, com importante participacdo da resisténcia a insulina neste processo,

considerada um fator quase universal®l. A compreenséo da patogénese da EH, e



25

particularmente dos fatores responsaveis pela lesdo progressiva do figado,
permitirdo a melhor escolha da conduta terapéutica®?.

Mecanismos subjacentes ao acumulo de gordura no figado podem incluir
gordura dietética adicional, entrada aumentada de acidos graxos livres (AGL) no
figado, sintese hepatica aumentada de AG a partir de carboidratos, oxidagéo
inadequada de AG, lipogénese aumentada e/ou remocao deficiente de TAG do
figado, na forma de VLDL®2?!, Atualmente a resisténcia a insulina tem sido
considerada o gatilho inicial, principalmente em obesos e portadores de diabetes
mellitus tipo 2.

A resisténcia a insulina, que conduz a um aumento do influxo hepético de
AGL, esta associada com o acumulo de AG nos hepatécitos, decorrente do
aumento da lipdlise. Além disso, a hiperinsulinemia, que aumenta a glicolise
hepatica, elevando os niveis de acetil-CoA, que podem ser convertidos em AG!2%,
associada a producdo reduzida de apoB100, necesséaria a exportacdo de TAG,
favorece o acumulo de triacilgliceréis no hepatdcito#°.

A liberacdo aumentada de AGL dos adipdcitos decorre de intensa ativagao
da lipase hormonio sensivel, que mobiliza os estoques de TAG dos adipdcitos,
com consequente elevagdo dos niveis de AGL no plasma'®?3, Estes podem sequir
duas vias: 1- sdo captados pelo hepatdcito, onde séo esterificados com o glicerol,
originando, novamente, TAG; ou 2 - sdo oxidados para a formacdo de corpos
cetdnicos®. Uma das principais caracteristicas da resisténcia a insulina séo as
elevadas concentracées de B-hidroxibutirato!l. O excesso de oferta de AGL no
figado excede a capacidade do hepatdcito de processa-lo e exporta-lo como

VLDL, devido a intensa mobilizagdo do tecido adiposo. Como conseqiéncia, 0
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excesso de esterificacdo e acumulo de TAG no citoplasma levam a EH?* (Figura

1).

! AGAO DA INSULINA

4

ATIVAGAO DA LIPASE
HORMONIO SENSIVEL

L

REMOGAO ABUNDANTE DE TAG DOS ADIPOCITOS

XL

ELEVAGAO DOS AGL NO PLASMA

L

CAPTAGCAO PELO HEPATOCITO

XL 1L

B-OXIDACAO ESTERIFICAGCAO

1L

TRIACILGLICEROIS

4 APO B100 ':D ACUMULO
CITOPLASMATICO

VLDL

ESTEATOSE HEPATICA

Figura 1 - Mecanismo basico para o acimulo hepético de triacilglicerois na resisténcia a
insulina. TAG - triacilgliceréis, AGL — &cidos graxos livres, VLDL — lipoproteina
de muito baixa densidade.

A EH é um processo reversivel, desde que sejam removidos os fatores
causais. Entretanto, sua persisténcia prolongada, associada a outras agressoes,
como estresse oxidativo, liberacdo de citocinas® e obesidade, pode levar a

destruicdo progressiva dos hepatocitos, com fibrose difusa do parénquima e
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perda da arquitetura funcional do figado (cirrose hepatica)®*. Varias evidéncias
sugerem a participacdo das espécies reativas de oxigénio (EROS), considerada o
gatilho na progressdo da doenca®!l. Amostras de figado de pacientes com
esteatose encontram-se em uma condicdo pro-oxidante significativamente maior
gue em individuos normais®?®. As EROS sdo importantes agentes pro-
inflamatérios que parecem ativar as células de Ito, favorecendo a fibrogénese?3 2°,
Outros fatores também podem estar envolvidos, como anormalidades

mitocondriais e distlrbios hormonais que envolvem a leptina e a adiponectina®22.
ASPECTOS NUTRICIONAIS DO TRATAMENTO

A dieta ideal para tratar EH ainda néo foi estabelecida®??, uma estratégia
do tratamento atual visa a eliminacdo dos fatores de risco, compreendendo dieta
supervisionada, exercicio fisico e geréncia de circunstancias metabdlicas
associadas, que tem conduzido a melhora nas aminotransferases’?®. Dentre as
terapias dietéticas, destacam-se aquelas que incluem restricdo calérica, reducéo
do aporte e selecdo do tipo de lipidios e carboidratos, além do estimulo ao
consumo de fatores lipotroficos, como a fosfatidilcolina, e de antioxidantes, como
a vitamina E'®17. Entretanto, ndo existem estudos conclusivos que determinem
que estas acdes modifiquem a histéria natural da doenca?.

A perda de peso, com uma dieta saudavel, e a pratica regular de exercicio
de moderada intensidade sdo o tratamento padrdo!’; no entanto, outras
estratégias de tratamento da SM e da resisténcia a insulina, devem ser
avaliadas?’. O tratamento também deve ser oferecido aqueles pacientes
considerados de maior risco, ou seja, obesos e diabéticos, visando impedir a

instalacdo e a progresséao de lesdo hepética®?.
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Restricao calérica

A maioria dos pacientes com EH tem estilo de vida relativamente
sedentario e apresentam sobrepeso ou obesidade?®. Na auséncia de outras
causas, a obesidade estd muito associada com a doenca hepatica?®. Como néo
existe tratamento medicamentoso efetivo até o momento, a dieta hipocalorica, que
leva a perda ponderal nos obesos, reduz os niveis de aminotransferases e o
acumulo de gordura hepatica®. A melhora ja é observada com uma reducgédo de
apenas 5% do peso corporal?®. Em um estudo, envolvendo 351 autopsias,
observou-se que 70% dos obesos tinham esteatose hepatica, de gravidade
proporcional ao grau de obesidade'®. Um estudo piloto mostrou melhora nas
aminotransferases com uma perda de peso média de 10 kg, apOs seis meses de
tratamento®°. Em um estudo retrospectivo de pacientes obesos sem doenca
hepatica preliminar, perdas de peso superiores a 10% corrigiram testes hepaticos
anormais e diminuiram a hepatoesplenomegalia®®.

No estudo de Vajro et al.®!, em criancas, a dieta e o exercicio, que
conduziram a perda de peso de aproximadamente 500g/semana, promoveu
reducdo nas aminotransferases e na EH. Similarmente, foi encontrada
normalizacdo de testes hepaticos e reducdo ou reversdo da EH, em 33 criancas
obesas, com idade média de 9,5 + 2,9 anos, submetidas a perda de peso com
dieta (1200 a 1400 Kcal/dia) e exercicio fisico (pelo menos seis horas/semana)??.

Uma vez que a obesidade é a condicdo mais associada com a EH e a
perda de peso € a intervencao tradicional geralmente sugerida, os pacientes sao
incentivados a perder peso com exercicios e limitagcdo da gordura dietética. O
exercicio diminui a obesidade visceral, impedindo a perda da massa muscular?®.

Além disso, aumenta a sensibilidade a insulina no muisculo, mesmo na auséncia
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de perda de peso. A melhora na bioquimica hepatica e nos achados
ultrassonograficos sdo associados consistentemente com perda de peso
moderada.

Apesar dos dados demonstrarem que EH e EHNA melhoram
significativamente com perda ponderal, isto deve ser feito de maneira controlada;
a rapida perda de peso (superior a 1,6kg/semana) pode conduzir a exacerbacéo
da doenca hepética, como € observado em pacientes que se submetem a cirurgia
bariatrica, um tratamento cirlrgico para pacientes com obesidade mérbida-22,

A rapida perda de peso induzida por dieta de muito baixa energia (388
kcal/dia) esta associada com niveis aumentados de bilirrubina sérica e inflamacao
na regido portal®3. Desta forma, a limitacdo de energia deve ser bem avaliada com
dietas supervisionadas por nutricionista. Aproximadamente 25-30 kcal/kg/dia para
individuos adultos parecem razoaveis para uma perda de cerca de 10% do peso
corporal, em seis meses??. Outro estudo afirma que a restricdo dietética de
500Kcal resulta em perdas de 4% do peso corporal, com reducao significativa dos
depdsitos adiposos subcutaneo abdominal, intra-abdominal e intra-miocelular. As
mudancas na composicao corporal foram acompanhadas por melhora nos niveis
séricos de AST e ALT34, demonstrando que, mesmo reducdes modestas de peso,
podem refletir em mudancas positivas na composi¢cado corporal e na integridade
celular.

Em estudo realizado por Colicchio et al.?°, com pacientes obesos graves,
as aminotransferases séricas, particularmente a ALT, aumentaram de acordo com
o IMC e com o grau de EH. O indice de avaliacdo da homeostase (HOMA -
homeostasis model assement), a ferritina e os niveis de fibrinogénio aumentaram

com o IMC, particularmente na esteatose severa. Estes dados sugerem que, em
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pacientes obesos graves, nao diabéticos, a EH esta estreitamente relacionada a
resisténcia a insulina e, quando severa, a elevacao da ferritina sérica.

No trabalho de Petersen et al.?®, com pacientes portadores de diabetes
mellitus tipo 2, a reversdo da EH e da resisténcia hepatica a insulina e a
normalizacdo dos niveis de producao de glicose, pela perda moderada de peso
(8kg ou 8% do peso corporal), foram atribuidas inteiramente a reducdo na
gliconeogénese. Porém, as concentracdes de acidos graxos no plasma, de TAG,
de resistina, interleucina 6 (IL-6), adiponectina e de cortisol, ndo foram alteradas
pela perda de peso, sugerindo que a mesma, per si, ndo exerceu papel decisivo
na reversao da resisténcia hepatica a insulina, nestes individuos. No entanto, as
concentracfes plasmaticas de glucagon diminuiram 25% apos a perda de peso,
sugerindo um papel importante da hiperglucagonemia crénica em promover a
gliconeogénese, aumentado a resisténcia hepatica a insulina, em pacientes
portadores de diabetes mellitus tipo 2 descompensados.

Apesar destas evidéncias clinicas, Clark!’ questionou que as mesmas,
além de poucas, apresentam limitacbes metodolégicas, como auséncia de
controle de algumas variaveis decisivas, para suportar a afirmacdo de que a
reducdo ponderal é eficaz na reversdo da EH. O autor, em sua meta-analise
sobre o tema, observou que apenas trés grupos publicaram dados de estudos
experimentais que envolviam um grupo controle, com melhora nas enzimas e/ou
na patologia hepatica.

Desta forma, sdo necessarios mais estudos que comprovem, de maneira
decisiva, a associacdo entre perda ponderal, em decorréncia de restricdo calorica,

e DFGNA, em particular a EH.
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Aporte dietético de lipidios

Apesar de serem muito relacionadas, a resisténcia a insulina nos seres
humanos nem sempre é acompanhada pela obesidade. Quadros severos de
resisténcia a insulina podem ser encontrados em pacientes com déficit de gordura
subcutédnea, como aqueles portadores do virus da imunodeficiéncia humana —
HIV, sob terapia anti-retroviral, com lipodistrofia associada®¢. Nestes casos e em
pacientes que ndo apresentam excesso de peso, outras estratégias terapéuticas
necessitam ser estabelecidas, visto que a reducao ponderal ndo esta indicada.

Além disso, a manipulacdo dos diversos nutrientes da dieta deve ser
avaliada para que se estabeleca um conjunto de acbBes eficazes para o
equacionamento do problema. Neste sentido, Miranda et al.?° avaliaram o impacto
de uma dieta normolipidica (25% do aporte energético) e normocalérica (30-40
kcal/kg), em pacientes com diferentes graus de EH e faixas de IMC, durante um
ano. Seus resultados revelaram melhora na funcdo hepatica, reducdo nas
concentracbes de colesterol e TAG séricos e na gravidade de esteatose, na
maioria dos pacientes. Alguns deles, inclusive, apresentaram reversao do quadro
de EH, sendo maior a probabilidade de cura quanto menor a infiltracdo gordurosa.

No estudo de Werner et al.3’, a deficiéncia de &cidos graxos essenciais
(AGE) diminuiu as concentracdes plasmaticas e aumentou 0s niveis hepaticos de
TAG, em ratos. Analises in vivo e in vitro indicaram que a deficiéncia ndo afetou a
secrecdo hepatica quantitativa de TAG, mas alterou o tamanho e a composicéo
das VLDL. Especulou-se que as particulas grandes de VLDL, talvez em
combinacdo com a expressdao aumentada de apolipoproteina C-1I (Apo-Cll),

resultaram em hipotrigliceridemia.
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Outro trabalho com ratos revelou que trés dias de elevacdo da gordura
dietética triplicam os niveis de TAG hepaticos. A similaridade na composicao de
lipidios entre o figado e a dieta residiu na abundancia de &cido graxo linoléico
(18:2), sugerindo que a dieta também é fonte de gordura na EH'2. Corroborando
com este estudo, Gauthier38, 2006, levantou a hip6tese de que o figado age como
um amortecedor sistémico, aumentando seu percentual de lipidios, na ingestao
elevada de gorduras, em ratos. Estes resultados sugerem também que o
desenvolvimento da EH esta mais ligado a ingestdo da gordura dietética do que

ao ganho de peso corporal propriamente.
Aporte dietético de carboidratos

A sindrome metabdlica nos pacientes com EH estd associada com uma
dieta que contém mais carboidratos. O papel de uma dieta restrita em
carboidratos na diminui¢cdo do risco para a sindrome metabdlica e a severidade
histolégica do dano hepatico deve ser avaliado nestes pacientes, visto que o
excesso dietético de carboidratos serve como precursor para uma maior producéo
de TAG?.

As dietas reduzidas em gordura podem ser de dificil adesédo e os estudos
recentes mostraram o potencial de dietas restritas em carboidratos para a perda
de peso e melhora da resisténcia a insulina®.

Uma dieta elevada em carboidratos resulta em um aumento na glicemia, na
insulina e nos niveis de TAG, que séo fatores de risco para o desenvolvimento de
EH. A limitacdo em carboidratos induz a cetose, resultando, ndo somente na
perda de peso, mas, também, na diminuicdo dos niveis séricos de glicose,
insulina e de TAG!% Dessa forma, constitui-se uma alternativa as dietas

tradicionais, restrita em calorias e/ou em gorduras.
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A terapia dietética deve ser individualizada para promover conforto ao
paciente e minimizar resultados adversos potenciais?®. Uma paciente submetida a
dieta restrita em carboidratos, em nivel cetogénico, conhecida como dieta do Dr.
Atkins, que enfatiza a selecéo de fontes de proteina e de gordura saudaveis (com
54% de proteina, 41% de gordura, 5% de carboidratos e aproximadamente 1.000
kcal/dia), associada a exercicios moderados, por cinco semanas, reduziu
rapidamente o teor intra-hepatico de TAG. A proporcdo dos macronutrientes
dietéticos, intensamente modificada neste caso, associada a restricdo energética
e aos exercicios, foi decisiva na resposta clinica da paciente. No entanto, deve-se
considerar o conforto do paciente, restringindo o tempo de exposicdo, e as
repercussdes sobre a perda de peso, nos diferentes estagios da doenca hepatica,
principalmente pelo fato de que alguns estudos evidenciaram que a rapida perda
de peso pode exacerbar a infamacéo?®.

Além disso, apesar dos resultados promissores, ha uma grande
preocupacao a respeito dos efeitos negativos desta dieta sobre a funcédo renal, a
salude dssea e o risco de cancer. Adicionalmente, alguns estudos mostraram que
dietas restritas em carboidratos resultam em uma incidéncia mais elevada de
constipacao, cefaléia, halitose, diarréia e astenia. Efeitos adversos sobre o perfil
lipidico sérico, a funcéo renal e a saude cardiovascular, ndo foram investigados
nestes estudos?®,

Um baixo indice glicémico (IG), por sua vez, esta associado com uma
menor ingestdo alimentar e menor peso corporal. Além disso, uma baixa carga
glicémica (CG) parece estar associada a um adequado perfil lipidico sérico e a

baixas concentracbes de proteina C-reativa, em pessoas com sobrepeso e
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obesidade, 0 que sugere que os efeitos metabdlicos de carboidratos dietéticos

podem ser particularmente importante nas pessoas insulino-resistentes?.

Alimentos de elevado IG podem exacerbar a deposicdo de gordura
hepatica, através de multiplos mecanismos, relacionados ao controle reciproco do
metabolismo da glicose e de AG no figado e em outros tecidos. Individuos
insulino-resistentes, que consomem alimentos de elevado IG, expdéem o figado
simultaneamente a hiperglicemia, que decorre da maior disponibilidade de
glicose, e a hiperinsulinemia que deriva de ambos, hiperglicemia e resisténcia a
insulina. Estes dados parecem indicar que a orientacdo 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 situagdo de risco?®.
Fatores lipotroéficos

A colina € uma amina quaternaria indispensavel para a integridade
estrutural. E necesséria para a sintese de fosfolipidios, como a esfingomielina e a
fosfatidilcolina, essenciais na composicdo de todas as membranas celulares e de
moléculas como as VLDL, necessarias a exportacdo de AG do hepatdcito,
exercendo acdo lipotréfica. Sua deficiéncia promove o acumulo hepatico de
TAG41'43.

Embora muitos alimentos contenham colina, ha variagdes na exigéncia
dietética de seres humanos, que pode ser explicada por polimorfismos genéticos
comuns. Quando privados, a maioria dos homens e das mulheres pos-
menopausadas desenvolvem sinais de esteatose hepatica*4.

No estudo de Raubenheimer et al.*®, com ratos alimentados com dieta
deficiente em colina e rica em gordura, foi observada exacerbacdo da EH. Além

disso, evidenciou-se que a acumulo de gordura hepatica, per si, ndo causou
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resisténcia a insulina, durante a alimentacao rica em gordura, e que a deficiéncia
de colina pode desviar o excesso de AGL dietéticos, potencialmente toxicos para
0 organismo, para o armazenamento hepatico, na forma de TAG.

Veteldinen et al.*3, por sua vez, observaram que ratos alimentados com
dieta deficiente em colina desenvolveram EH microvesicular, com células
inflamatorias ocasionais, obesidade, dislipidemia e resisténcia a insulina. No
mesmo estudo, os autores constataram que o consumo de dieta deficiente em
colina e metionina, aminoacido precursor de colina, promoveu EH macrovesicular,
com progressdo para EHNA, auséncia de dislipidemia e de alteracbes na
homeostase insulinica, além de reducdo do peso corporal. Portanto, do ponto de
vista das alteracdes histologicas, a infiltracdo gordurosa hepética induzida por
dieta deficiente em colina foi menos complicada que aquela induzida por dieta
deficiente em colina e metionina, caracterizada por inflamacéo progressiva e

fibrogénese, em ratos.
Antioxidantes

O mecanismo exato da progressdo de EH para EHNA é desconhecido.
A hip6tese mais aceita atualmente € a de Day & 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 (primeiro hit), favorecendo a lipolise no tecido adiposo, aumenta
excessivamente o aporte de AGL para o figado, podendo resultar em EH*. O
primeiro hit deixa o hepatdcito mais vulneravel ao segundo hit, agressdes
promovidas por virus, alcool, LPS, dentre outros, os quais promovem estresse

oxidativo hepatico, levando a EHNA, a cirrose e ao hepatocarcinoma.



36

Outro modelo, defendido por Wanless & Shiota, em 2004, propde quatro
etapas de evolucdo da EH para quadros mais graves de comprometimento do
orgao. As duas primeiras etapas sao constituidas pelos hits de Day & James, a
terceira, pelo extravasamento de lipidios para o intersticio hepatico, levando ao
dano direto e a inflamacédo das veias hepaticas, e, a quarta etapa, pela obstrucéo
venosa, com colapso secundario, fibrose e cirrose?’.

A peroxidacao lipidica, mediada pelas EROS, parece ser o elo entre EH e
EHNA. Dois aldeidos produzidos na peroxidacdo sdo os principais mediadores, 0
malondialdeido (MDA), que ativa o fator de transcricdo regulador da expresséao de
citocinas proé-inflamatérias e moléculas de adesdo, o NFkB, promovendo a
producao de TNFa, interleucina 8 (IL8) e selectina E; e o 4-hidroxinonenal, que
ativa as células estreladas hepéticas, promovendo a deposi¢cao de colageno e a
conseqlente fibrose**. A deplecdo de antioxidantes, que inativam as EROS,
aumentam os efeitos deletérios na mitocéndria, devido a elevacdo da peroxidacéo
lipidica. A combinacdo de peroxidacdo lipidica e producdo de citocinas proé-
inflamatdrias resulta na morte do hepat6cito®.

Niveis sistémicos aumentados de MDA e deplecdo das defesas
antioxidantes do organismo, representadas pela coenzima Q10 e pelas enzimas
superéxido dismutase e catalase, foram observados em homens com EHNA%.

O suplemento antioxidante, especificamente de vitamina E, pode ser
considerado como uma terapia coadjuvante no tratamento da esteatose?®. Foi
encontrada uma correlacéo entre niveis séricos reduzidos de vitamina E e niveis
elevados de TAG, fatores prognosticos negativos que causam a progressao da
doenca. Cankurtaran et al.*® verificaram que pacientes portadores de EH, com

niveis seéricos baixos de vitamina E, ndo responderam a uma dieta hipocalorica
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classica. Madan et al.°, por sua vez, observaram que dieta com suplemento de
400Ul de vitamina E pareceu ser eficaz na normalizacdo dos niveis de ALT, em
pacientes com EH. No entanto, outros estudos néo evidenciaram beneficios do
suplemento de vitamina E sobre os niveis séricos de ALT, na DFGNA5L52,

No estudo de Harrison, que avaliou a histologia hepatica de 45 pacientes
suplementados com vitaminas E (1000Ul/dia) e C (1000mg/dia) ou placebo,
observou-se significante reducdo do quadro de EHNA e da fibrose hepatica?®.
Entretanto, na possibilidade de efeitos adversos pelo consumo excessivo de
vitamina E, cujo limite superior de suplementacédo é de 670Ul de a-tocoferéis para
adultos®, tais doses ndo podem ser recomendadas para o tratamento da DFGNA,
fora do ambito das experimentacdes clinicas.

Segundo uma revisdo de Chang et al.>4, avaliando o uso de agentes
antioxidantes e citoprotetores na EH e EHNA, os antioxidantes podem ser
eficazes no tratamento de EHNA ativa, com atenuacao dos efeitos secundarios,
embora haja reduzido nimero de estudos conclusivos a respeito. Nao foram
demonstrados beneficios adicionais, quando comparados ao uso de dietas com
restricdo calérica. Apesar de promissor, o uso de antioxidantes deve ser, portanto,

mais investigado, principalmente em terapias combinadas.

CONCLUSAO

A EH é uma entidade patolégica do figado muito comum no mundo
ocidental, principalmente por causa do aumento consideravel da incidéncia de
doengas como a obesidade e o diabetes mellitus tipo 2. Embora ndo haja
tratamento medicamentoso especifico, varias evidéncias apontam a eficacia da
dieta e do exercicio fisico no tratamento de pacientes com EH. A abordagem

terapéutica deve ser direcionada aos fatores metabodlicos associados, como a



38

obesidade, a intolerancia a glicose, e as dislipidemias. Secundariamente, deve
impedir a lesdo hepatica progressiva, principalmente naqueles pacientes

considerados em situacéo de risco.

As modificagbes dietéticas e de estilo de vida devem, portanto, ser a
primeira linha de intervengdo em pacientes com EH ou EHNA, com ou sem
excesso ponderal. Restricdo caldrica e cuidados com a qualidade e a quantidade
de carboidratos e lipidios ofertados devem ser especialmente observados. Outras
intervencdes dietéticas, como o uso de antioxidantes, apesar de promissoras,

ainda necessitam de estudos que garantam a sua eficacia e segurancga.
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RESUMO
Objetivo: avaliar o efeito do consumo crénico de di- e trieptanoina sobre a
esteatose hepética (EH), em ratos.
Metodologia: ratos Wistar submetidos a dieta AIN-93 com 0, 30 ou 50% de
substituicdo do Oleo por oOleo rico em di- e trieptanoina, grupos TAGC~0, TAGC730
e TAGC750, respectivamente, por nove meses. O grupo Controle recebeu ragdo
Labina®. Analisaram-se histologia e provas de funcéo e lesdo hepética, glicemia e
perfil lipidico sérico. Realizaram-se analise de variancia, teste F, teste de Dunnet
e analises de regressao uni- e multivariada (p<0,05).
Resultados: TAGC70, TAGC730 e TAGC750 desenvolveram EH; 80% de casos
graves no TAGC-70 contra 40% no TAGC750. Os pesos absoluto (PAF) e relativo
do figado (PRF) foram maiores em TAGC70 e TAGC730 e a glicemia foi maior em
TAGC730 e TAGC750, que no Controle. Colesterol total, LDL-c, LDL-c/HDL-c e
proteinas totais foram maiores no Controle. O 6leo experimental reduziu o PRF e
determinou tendéncia de reducdo do peso corporal, PAF, percentual de lipidios
hepaticos e graus de EH (GHE). As variaveis explicativas para GHE foram peso
final, glicemia, albumina, HDL-c, LDL-c, LDL-c/HDL-c, VLDL-c e fosfatase
alcalina.
Conclusdes: sugere-se que di- e trieptanoina exercem efeito hepatoprotetor

contra a EH, em ratos, numa feicdo dose-dependente.

Termos de indexacgéo: esteatose hepética, dieptanoina, trieptanoina, TCM.
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ABSTRACT

Objective: to evaluate the effect of chronic consumption of di- and triheptanoin on
hepatic steatosis (HS) in rats.

Methodology: Wistar rats were submitted to a diet AIN-93 with 0, 30 or 50% of its
oil substituted with an oil rich in di- and triheptanoin, groups TAGC70, TAGC730
and TAGC750 respectively, for nine months. The control group received Labina®.
Liver histology, lesion and hepatic function proofs, glycemia and lipid profile, were
performed. Variance analyses, F-test, Dunnet’s test and uni- and multivariate
regression analyses were performed (p<0-05).

Results: TAGC70, TAGC730 and TAGC750 developed HS; 80% of severe cases
in TAGC-0, as against 40% in TAGC750. The absolute (ALW) and relative (RLW)
liver weights were higher in TAGC-0 and TAGC730, and glycemia was greater in
TAGC730 and TAGC750, than in the Control. Total cholesterol, LDL-c, LDL-c/HDL-
¢ and total proteins were higher in the Control. The experimental oil reduced RLW
and showed a tendency in the reduction of body weight, ALW, percentage of
hepatic lipids and the severity of HS. The explanatory variables in relation to HS
were final weight, glycemia, albumin, HDL-c, LDL-c, LDL-c/HDL-c, VLDL-c and
alkaline phosphatase.

Conclusions: It is suggested that di- and triheptanoin have a hepatoprotector

effect against HS, in rats, in a dose-dependant manner.

Term index: hepatic steatosis, diheptanoin, triheptanoin, MCT.
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(1) INTRODUCAO

No atual contexto de transicdo nutricional, a esteatose hepatica (EH)
desperta grande interesse por sua forte ligacdo com a obesidade, as dislipidemias
e o0 diabetes mellitus tipo 2, sendo considerada a manifestacdo hepatica da
sindrome metabdlica, cujo principal componente € a resisténcia a insulina(1-6).

A EH consiste no acumulo de lipidios histologicamente visivel no
citoplasma dos hepatécitos, que atinge 5-40% do peso do 6rgéo(7). E a alteracdo
metabdlica hepatica mais freqiente e resulta de um desequilibrio entre a sintese
de triacilglicerois (TAG), a partir de acidos graxos, e a baixa secrec¢ao destes pelo
hepatdcito na forma de lipoproteinas. Inicialmente, os triacilglicerdis acumulam-se
nos hepatocitos por uma ou varias das seguintes vias: aumento do aporte de
acidos graxos livres circulantes, diminuicdo da B-oxidacdo e/ou diminuicdo da
sintese ou da secrecao de lipoproteinas de muito baixa densidade (VLDL), que é
a principal responsavel pela secrecdo de TAG pelo figado(8).

Apesar de ter sido considerada ha muito tempo uma condi¢do benigna, a
EH pode progredir para esteato-hepatite (EHNA) e formas mais graves e
terminais de doenca hepética, como cirrose(9) e carcinoma hepatocelular. Sabe-
se que, atualmente, 15-40% dos casos de EH podem evoluir para EHNA e esta
pode progredir para cirrose, em 20% dos casos. Acredita-se que muitos pacientes
com cirrose criptogénica, em filas de transplante, tenham sido portadores de
EHNA nao diagnosticada e tratada(10); entretanto, nesses casos, a confirmagao
da etiologia pode estar comprometida, em virtude da possivel auséncia de
alteracdes histolégicas comuns a EH.

Embora a prevaléncia verdadeira seja desconhecida(11,12), sabe-se que a

EH atinge adultos e criancas(13) e esta emergindo como a condicdo hepatica
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mais comum no mundo ocidental(12,14). Estimativas sugerem que 20-30% dos
adultos em paises ocidentais podem ter EH(15) e até 75% dos pacientes com
diabetes mellitus e obesidade(16).

Embora ainda n8o exista tratamento farmacolégico eficaz para o
tratamento da EH, todos os pacientes sdo encorajados a reduzir a ingestao de
gorduras e praticar exercicios fisicos regulares, com o objetivo de aumentar o
gasto energético diario. Estratégias de intervencédo nutricional e controle dos
fatores de risco metabdlicos associados devem ser avaliadas, visando um melhor
prognéstico. No que se refere ao aspecto nutricional, as pesquisas tém buscado
estabelecer relacfes entre a manipulacéo dietética de nutrientes, especialmente
de carboidratos e lipidios, e EH, objeto de preocupacdo nos quadros de
resisténcia a insulina(11,12,14).

Os lipidios normalmente considerados sdo os TAG de cadeia longa (TCL),
amplamente distribuidos na natureza. Uma outra categoria de lipidios, os TAG de
cadeia média (TCM), tem sido empregada em situacdes clinicas especiais, em
virtude de sua rapida digestéo, liberando acidos graxos de cadeia média (AGCM)
no intestino delgado. Os AGCM s&o mais polares e hidrofilicos que os de cadeia
longa (AGCL); logo, sua absorcdo pelas células epiteliais do intestino € mais
rapida(17).

Ao contrario dos AGCL, os AGCM néo séao significativamente incorporados
aos quilomicrons; antes, sao transportados via porta-hepatica, ligados a albumina,
para o figado. Aléem disso, apresentam oxidacao acelerada durante o repouso e o
exercicio e prescindem do sistema carnitina palmitoil-transferase para a entrada
na matriz mitocondrial, constituindo-se em uma rapida fonte de energia para o

organismo(17).
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A trieptanoina, ou trienantina, um TCM constituido por trés moléculas do
acido graxo enantico (heptanoico; 7:0), tem recebido atencdo especial
recentemente. Por apresentar uma caracteristica incomum a maioria dos TCM,
acidos graxos com numero impar de atomos de carbonos, foi testada no
tratamento dietoterapico das desordens metabodlicas da oxidacdo de acidos
graxos de cadeia longa e na deficiéncia da enzima piruvato carboxilase (18,19).
No entanto, sdo escassos 0s dados na literatura sobre os efeitos do consumo
cronico da trieptanoina, e dos produtos de sua digestdo, em estudos
experimentais que possam assegurar 0 consumo humano por tempo
indeterminado. Os relatos disponiveis estéo restritos a um estudo toxicolégico em
ratos(20).

Neste contexto, o presente estudo teve como objetivo avaliar as
repercussdes hepaticas e alteracbes metabdlicas associadas, do consumo

cronico de dieptanoina e trieptanoina, em ratos com EH.

(I) MATERIAL E METODOS

Oleo experimental

Uma mistura de ésteres de glicerol com acido heptandico foi obtida por
sintese quimica, na auséncia de catalisadores. Glicerol (VETEC, Quimica Fina
Ltda., Rio de Janeiro, Brazil) e acido heptandico (Sigma Chemical Company, St.
Louis, MO, USA), em excesso molar de 30%, foram misturados e mantidos a
pressdo reduzida, a 130°C, sob agitacdo, por 100 horas. O produto reacional,
identificado por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas, era
composto por 64% de trieptanoina, 34% de dieptanoina e 2% de monoeptanoina.
Para fins de discussdo neste trabalho, o mesmo foi denominado oOleo

experimental. Os acilglicerdis foram analisados através de cromatdgrafo gasoso
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Hewlett-Packard (Agilent; Palo Alto, CA, USA), modelo 5890 série II, equipado
com coluna HP-I ou HP-5 e detector de ionizacdo de chama. Hidrogénio foi usado
como gas de arraste a um fluxo de 1 mL.min"t. A temperatura inicial do forno foi
ajustada para 60°C, com acréscimos subsequientes de 10°C.mint, até uma
temperatura final de 275°C; a temperatura do injetor foi mantida em 250°C. A
espectrometria de massas foi determinada a 70 eV em aparelho Finnigan (San
Jose, CA, USA), modelo TSQ 70, acoplado ao cromatégrafo gasoso.
Adicionalmente, a dieptanoina e a trieptanoina, O6leos transparentes, foram
identificadas por espectroscopia na regido do infra-vermelho com transformada de
Fourier (IV-TF; com pastilha de NaCl, num espectrébmetro FTIR 1600 Perkin-
Elmer) e por ressonancia magnética nuclear de 'H e 3C (com solugdo de CDCls3
solution, 15 mg mL* CDCLs, num aparelho Brucker a 300 MHz para 'H e a 75
MHz para *3C). Os dados espectroscopicos foram compativeis com a estrutura da
trieptanoina. A partir dos dados de RMN de H e 3C, a estrutura proposta para o
diacilglicerol obtido foi 1,3-dieptanocina. Para detalhes acerca da carcterizacéo,
consultar Ataide et al.(20). O 6leo experimental foi armazenado sob refrigeracao,

protegido da luz, até a elaboracéo das dietas experimentais.
Animais e dietas experimentais

Ratos Wistar machos, recém-desmamados (22 a 26 dias de nascidos),
pesando 47,22g+11,79 [m = DP], provenientes do biotério do Centro Universitario
de Ciéncias Bioldgicas e da Saude — CCBS/Centro de Estudos Superiores de
Macei6 — CESMAC/Fundac¢do Educacional Jayme de Altavila — FEJAL, foram
divididos em trés grupos (n=10) identificados de acordo com a dieta oferecida:
TAGC70 (dieta AIN-93, do American Institute of Nutrition)(21), TAGC-730 e

TAGC750 (dieta AIN-93, com 30% e 50% de substituicdo do 6leo de soja pelo 6leo
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experimental, respectivamente), por nove meses (Tabela 1). Até os dois meses de
idade, os animais receberam a versdo G (growth) da dieta AIN-93; a partir dai até
o final do experimento, a versdo M (maintenance). As dietas, isocaldricas,
apresentavam proporcdes equivalentes de proteinas, carboidratos, lipidios,
vitaminas e minerais.

Foram utilizados, ainda, sete ratos machos da mesma linhagem e origem
dos demais, aos dez meses de idade, para a obtencédo de padrbes de referéncia
para analises bioguimicas e histologicas; estes animais, alimentados com a racao
comercial para roedores Labina®, constituiram um grupo controle adicional,
denominado grupo Controle.

Os animais foram mantidos em gaiolas metabdlicas individuais no biotério
de pesquisa (Biotério Setorial) da Faculdade de Nutricdo/UFAL, com temperatura
ambiente (20 - 24°C) e luminosidade (ciclo claro/escuro de 12h) controladas,
recebendo agua e dieta ad libitum. Foram distribuidos nas gaiolas por ordem
crescente de peso inicial, de modo a evitar diferencas significativas de peso entre
0s grupos. A evolucdo ponderal e a ingestdo dietética da cada animal foram
controladas semanalmente.

O projeto foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa da UFAL tendo
sido aprovado sob numero 001316/2002-30, vinculado ao Conselho Nacional de
Saude do Ministério da Saude (CNS/MS/Brasil), baseado em normas
internacionais (Declaracdo Universal dos Direitos do Animal, UNESCO,
15/10/1978) e nacionais (Lei 6.638 de 08/05/1979).

Para efeito de avaliacdo das condi¢cOes higiénico-sanitarias do biotério de

pesquisa e monitoracdo dos animais, foram realizados exames parasitologicos de
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fezes a cada dois meses de estudo, através do método HPJ de Hoffman et

al.(22).

Tabela 1 — Composicéo das dietas TAGC-0, TAGC;30 e TAGC;50 baseadas
nas dietas AIN-93 G (G) para o crescimento e AIN-93 M (M) para a
idade adulta dos animais(21)

INGREDIENTES DIETAS
(9/Kg) TAGC-0 TAGC;30 TAGC; 50
G M G M G M
Caseina 200 140 200 140 200 140
Amido de milho Maizena® 497,5 565,7 497,5 565,7 497,5 565,7
Amido dextrinizado 132 155 132 155 132 155
Oleo de soja LIZA 70 40 49 28 35 20
Oleo experimental - - 21 12 35 20
Celulose microcristalina 50 50 50 50 50 50
Mistura mineral AIN-93 G 35 - 35 - 35 -
Mistura mineral AIN-93 M - 35 - 35 - 35
Mistura vitaminica 10 10 10 10 10 10
L-cistina 3,0 1,8 3,0 1,8 3,0 1.8
Bitartarato de colina 25 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5
t-butil hidroquinona 0,014 0,008 0,014 0,008 0,014 0,008
Acido graxo o-6 adicionado® - - 3,60 0,84 6,00 4,08
Acido graxo -3 adicionado® - - 0,60 0,14 1,00 0,68

@ Quantidade adicionada de acidos graxos das séries ©-6 e -3 as dietas experimentais.

Ao final do periodo de nove meses de exposicdo as dietas Controle e
experimentais, os animais foram mantidos em jejum noturno (12 horas),
anestesiados por inalacdo de éter etilico e submetidos a coleta de sangue do
plexo vascular retro-orbital, com auxilio de tubo capilar para microhematocrito. Os
animais do grupo Controle foram levados do biotério de origem ao biotério de
pesquisa um dia antes do sacrificio, para serem igualmente submetidos ao jejum

noturno.
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Apos a retracdo do coagulo, o sangue foi centrifugado a 3500 rpm, por 10
minutos. O soro obtido foi transportado a 10°C e processado no mesmo dia no
Laboratério Central Dr. Aristeu Lopes (LACEN), em Maceid — Alagoas. As
analises foram realizadas em aparelho TARGA 3000, Biotecnica Instruments S. p.
A. (Wiener Lab., Rosério, Argentina), através de kits (Synermed International Inc.
Westfield, IN, USA).

Foram determinadas as concentracdes séricas de: AST (aspartato
aminotransferase), ALT (alanina aminotransferase), fosfatase alcalina (FA), GGT
(gama-glutamil transferase), albumina, proteinas totais, triacilglicerois, colesterol
total, colesterol HDL (HDL-c, high density lipoprotein cholesterol), colesterol VLDL
(VLDL-c, very low density lipoprotein cholesterol), colesterol LDL (LDL-c, low
density lipoprotein cholesterol) e glicose, para avaliacdo do efeito do 6leo das
dietas sobre a funcéo hepatica e o perfil lipidico dos animais. As determinacdes
de VLDL-c e de LDL-c foram estimadas pelas formulas de Friedewald et al.(23):

VLDL-c = triacilglicerdis+5
LDL-c = colesterol total — colesterol HDL-c - triacilglicerbis+5
Sacrificio dos animais e coleta do tecido hepéatico

ApoOs o periodo experimental, os animais foram sedados e sacrificados por
deslocamento cervical. Em seguida, procedeu-se a abertura completa da
cavidade abdominal e a retirada do figado. O ¢érgéo foi pesado e o lobo maior,
lobo esquerdo, seccionado no seu maior diametro; o fragmento obtido foi imerso
em solucdo de formol a 10%, para fixacdo. A porcdo remanescente foi pesada,

congelada em nitrogénio liquido e mantida em freezer a -20°C.
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Andlise histolégica do figado

Os fragmentos do figado, fixados em formol a 10%, foram clivados
transversalmente e levados ao Centro de Patologia de Macei6 — CEPAMA, para o
processamento, inclusdo em parafina e coloracdo pelo método hematoxilina-
eosina (HE). As analises histolégicas ao microscépio optico foram realizadas no
setor de Patologia do Hospital Universitario da UFAL.

A esteatose hepatica foi classificada em cinco graus de acordo com as

caracteristicas histologicas apresentadas (Figura 1).

Figura 1 - Cortes histol6gicos do tecido hepatico corados pelo método HE. Esteatose
grau O - 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), observada nos animais dos grupos Controle,
TAGC-0, TAGC730 e TAGC;50.
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Determinacao do teor de lipidios totais do figado e das dietas

A extracdo e a determinacdo dos lipidios totais do figado e das dietas
foram realizadas através do método de Bligh & Dyer(24), em amostras
congeladas. A adicdo de agua destilada para a extracdo dos lipidios hepaticos foi
reduzida de 8 mL para 2 mL em funcdo da umidade da amostra, estimada em
50%. As analises foram realizadas em duplicata e o0s extratos obtidos,

armazenados sob atmosfera de nitrogénio, em freezer.

Analise estatistica

Apos verificacdo dos pressupostos de normalidade (teste de Lilliefors;
p<0,05) e homogeneidade das variancias dos residuos (teste de Durbin-Watson;
p<0,05), foram realizadas analise de variancia, teste F, teste de Dunnet e analises
de regressédo uni e multivariada, mantendo-se o nivel de significancia de até 5 %
de probabilidade de erro experimental. A significancia dos coeficientes de
regressao associados as variaveis explicativas nos modelos uni e multivariados
foi determinada através do teste t, com até 10% de probabilidade de erro
experimental. As variaveis foram excluidas do referido modelo pelo procedimento

Backward.

(1) RESULTADOS

A analise histologica do tecido hepatico revelou diferentes graus de
esteatose macrovesicular nos animais dos grupos TAGC70, TAGC730 e TAGC750
(Tabela 2). Os animais do grupo TAGC-70 apresentaram o dobro (80%) do nimero
de casos graves, graus 4 e 5, quando comparados ao grupo TAGC750 (40%). Os

animais do grupo Controle ndo apresentaram EH (Tabela 2).
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O percentual de lipidios hepaticos revelou niveis muito elevados nos
animais com EH, grupos TAGC70, TAGC730 e TAGC750, em relagdo ao grupo
Controle (p<0,01 ). O peso absoluto do figado dos animais dos grupos TAGC-0 e
TAGC~30 foi significativamente maior que o do grupo Controle (p=0,025 e 0,048,
respectivamente). No entanto, ndo foi observada diferenca significativa entre os
grupos Controle e TAGC750, aquele submetido a maior substituicdo do 6leo de
soja pelo 6leo experimental. O peso relativo do érgdo, peso do figado/peso
corporal, seguiu a mesma tendéncia, ou seja, foi significativamente maior nos
grupos TAGC70 e TAGC730, que no grupo Controle (p=0,015 e 0,016,
respectivamente), e nao diferiu entre os animais Controle e TAGC750. O peso
corporal final, em todos os grupos de substituicdo, ndo diferiu do Controle

(Tabela 2).

Tabela 2 — Valores médios para graus de esteatose hepatica (GEH), peso corporal final
(PCF), percentual de lipidios hepaticos (%LH), peso absoluto (PAF) e relativo
(PRF) do figado dos animais dos grupos Controle, TAGC;0, TAGC-30

eTAGC;50
: GRUPOS
MaiaMas Controle TAGC:0 TAGC730 TAGC750

GEH 0a 36+1,17° 3,6+1,43° 2,9+1,66°
PCF (g) 400,11+ 74,142 508,82+107,28% 481,16+8251° 487,44+ 98,16
LH (%) 4,31+1,022 21,60 +9,10° 21,52 +8,75" 17,12+8,9°
PAF(g) 11,67 3,402 19,06 + 7,06 ° 18,29 + 5,28" 16,01 + 4,792

PRF 0.028+0,006®  0.037+0,006°  0.037 +0,005°  0.031+ 0,003 2

Valores expressos em média + desvio padrdo. Médias com letras iguais na mesma linha n&o diferem
significativamente (p=0,05) pelo teste de Dunnett.

Quanto as variaveis bioquimicas, foram observados niveis glicémicos
significativamente maiores nos animais dos grupos TAGC730 (p=0,032) e
TAGC750 (p=0,004), em relacdo ao grupo Controle (Tabela 3). As proteinas
totais, por sua vez, foram significativamente maiores no grupo Controle, em
relacdo aos demais (p<0,001). De maneira similar, os niveis séricos de colesterol

total, de LDL-c e a relagcdo LDL-c/HDL-c foram maiores no grupo Controle
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(p<0,01). Os niveis de HDL-c ndo diferiram; entretanto, os animais TAGC-0

apresentaram tendéncia de niveis inferiores aqueles do grupo Controle (p=0,052).

Tabela 3 — Variaveis bioquimicas séricas dos animais dos grupos TAGC;0, TAGC-30,
TAGC-50 e Controle

Grupos
Variaveis bioquimicas Controle TAGC-/0 TAGC-30 TAGC,50
M + DP M + DP M + DP M + DP
Glicemia (mg/dL) 94,33+8,70° 110,50+ 4,712 115,04 £4,67> 121,43 +3,83"

Colesterol total (mg/dL)

Triglicerideos (mg/dL)

LDL-c (mg/dL)
HDL-c (mg/dL)
LDL-c/HDL-c

VLDL-c (mg/dL)

Proteinas totais (g/dL)

Albumina (g/dL)
ALT (U/L)

AST (U/L)
AST/ALT

FA (U/L)

GGT (UL)

197,73 +13,58 @
116,37 +£9,50%
162,27 £ 10,60
31,39+ 3,242
5.94+0,882
23,27 +£1,90%
9,87+0,96%
3,83+0,51*
103,14 + 7,752
169,28 +£ 16,79%
1,63+0,21%
112,11 +19,30%

38,87 £5,23%

124,95 + 8,36°
97,45+ 6,832
84,41 +7,16"
21,05+1,742
4.02+0,20°
19,48 +1,372
6,88 +0,09°

4,23+0,172

150,14 +24,86%

237,8 £24,742

1,68+0,342

310,14 +102,72%

43,50 +7,56%

123,68 +12,21°
102.07+14,64%
79,74 +7,37°
23,52 + 3,58%

3.70£0,34°
18,18 + 2,122
6,97 £0,11°

4,14 +£0,08%

143,06 +£ 16,072

224,65 + 15,33%

1,62+0,27%

350,84 + 89,852

51,32 +6,58°

128,91 +9,12°
104,94 + 7,832
85,34 +6,87°
22,58 + 2,582
3.88+0,20°
20,99 £1,562
6,94 +0,14°
4,08 0,042
122,45 + 16,062
189,70 + 14,88%
1,62 +0,24%
263,65 +92,472

48,77 £5,62°

Médias com letras iguais na mesma linha nao diferem significativamente (p=0,05) pelo teste de Dunnett.

Os niveis de AST também nao diferiram entre o grupo Controle e aqueles

submetidos aos diferentes niveis de substituicdo do Oleo da dieta; entretanto,

também foi observada uma tendéncia de niveis mais elevados nos animais do

grupo TAGC70, em relacdo aqueles do grupo Controle (p=0,051). As demais

variaveis relacionadas a funcdo ou lesdo hepatica, albumina, ALT, relac&o
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AST/ALT, GGT e FA, nao diferiram signficativamente entre o grupo Controle e os
demais (Tabela 3).

Algumas variaveis apresentaram correlacéo linear positiva com a esteatose
hepatica, como peso final (r=0,6; p<0,001), glicemia (r=0,42; p=0,01), peso
absoluto do figado (r=0,7; p<0,001), peso relativo do figado (r=0,69; p<0,001),
percentual de lipidios hepaticos (r=0,845; p<0,001), fosfatase alcalina (r=0,43;
p<0,01), ALT (r=0,34; p=0,03) e AST (r=0,37; p=0,02).

Os niveis séricos de proteinas totais apresentaram correlacdo linear
negativa significativa com os graus de EH (r=-0,580; p<0,001) e com outras
variaveis intimamente relacionadas ao acumulo hepatico de TAG, como: figado
total (r=-0,49; p=0,003), figado relativo (r=-0,53; p=0,001) e percentual de lipidios
hepaticos (r=-0,54; p=0,001).

Algumas variaveis, que apresentaram correlacdo linear simples de Pearson
com a esteatose, quando avaliadas pela regresséo linear univariada, revelaram
uma tendéncia de decréscimo (p=0,05) a medida que o Oleo experimental foi
adicionado a dieta: GHE, peso final, peso absoluto do figado e lipidios hepéaticos
(Figuras 2A, 2B, 2C e 2D, respectivamente). O peso relativo do figado decresceu
(p=0,039) e a glicemia elevou-se (p<0,001) com a adi¢cdo do 6leo experimental
(Figura 2E e 2F respectivamente).

Na figura 2A, em relacdo aos niveis de substituicdo do 6leo experimental
nas dietas (0, 30 e 50%), evidenciou-se que a cada 1% de adicdo houve
decréscimo de 0,012 no GEH, com grau de ajuste do modelo regressivo
univariado de 65,58%; ou seja, valores estimados iguais a 0,00, 0,36 e 0,60 para

0, 30 e 50% de substituicdo, respectivamente.
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Figura 2 — Andlises de regresséo linear simples e coeficientes de determinacdo (R?) para
as variaveis graus de esteatose hepatica (GEH) (A); peso final (peso) (B); peso
absoluto do figado (PAF) (C); lipidios hepéaticos (LH) (D); peso relativo do figado
(PRF) (E); e glicemia (F).

A mesma situacéo foi observada em relagéo ao peso final dos animais, que
foi reduzido em 0,46g para cada 1% de adicdo do Oleo experimental,
correspondendo a um total de 14g de reducdo para TAGC730 e 23,3g para
TAGC750. Outras variaveis intimamente relacionadas com a EH, para as quais
foram estimadas médias através da equacdo de regressdo linear univariada

(Tabela 4), também apresentaram decréscimo dose dependente da adicdo do
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O0leo experimental; os melhores resultados, a excecdo da glicemia, foram

observados com 50% de substituic&o.

Tabela 4 — Médias estimadas para os grupos TAGC;0, TAGC;30, TAGC;50 pela
equacao de regressao linear univariada para grau de esteatose hepética
(GEH), peso corporal, peso absoluto (PAF) e relativo (PRF) do figado,
percentual de lipidios hepéticos (LH) e glicemia

MEDIAS ESTIMADAS

VARIAVEL
TAGC-0 TAGC730 TAGC-50

GEH 3,7 3,3 3,1

Peso corporal (g) 504,9 490,9 481,6
PAF (g) 19,6 17,0 15,2
LH (%) 22,6 19,1 16,8
PRF 0,0352 0,0351 0,351
Glicemia (mg/dL) 100,1 1135 122,4

Desta forma, um modelo de regressao linear multivariado foi criado para
explicar o relacionamento do conjunto de varidveis que influenciaram

significativamente (teste t; p<0,1) a variavel GEH apresentada pelos animais:

GEHestimado = 1,751 + 0,010** PF — 0,033 GLI — 1,241 ALB + 0,246* HDL

- 0,061*LDL +1,703* LDL/HDL — 0,102* VLDL + 0,002* FA

onde:

* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001 e * p=0,10.
PF = peso final do animal;

GLI = glicemia

ALB = albumina

HDL-c = colesterol HDL

LDL-c = colesterol LDL
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LDL-c/HDL-c = relagédo LDL-c/HDL-c
VLDL-c = colesterol VLDL

FA = fosfatase alcalina

O modelo de regressdo linear multivariado apresentou como média
estimada 1,75 para a varidvel dependente GEH. Em relagcdo ao PF houve um
acréscimo linear de 0,01 ponto percentual no GEH estimado (p<0,01). Para a
glicemia, houve um decréscimo linear de 0,03 (p<0,1). O mesmo ocorreu para as
variaveis explicativas: albumina, LDL-c e VLDL-c, cujos decréscimos nos GEH
foram iguais a 1,24 (p<0,1), 0,06 (p<0,05) e 0,1 (p<0,05). Entretanto, observou-se
um incremento linear para HDL-c (0,25; p<0,05), relagdo LDL-c/HDL-c (1,7,

p<0,05) e FA (0,002; p<0,05).

O grau de ajuste do modelo regressivo apresentou um coeficiente de

determinacéo (R?) igual a 69,3%.
(IV) DISCUSSAO

Na investigacdo das razdes pelas quais os animais de diferentes grupos do
presente estudo apresentaram EH macrovesicular, deve ser descartada a
hipétese de toxicidade do 6leo experimental, visto que até mesmo aqueles do
grupo TAGC-0 desenvolveram a lesdo. Adicionalmente, apresentaram o dobro do
namero de casos graves de EH, em relagdo ao observado no grupo TAGC750,
situacao ratificada pela analise de regresséo linear simples, que mostrou que o
acréscimo do 6leo experimental reduziu a gravidade da EH em 10 e 16,6%, para
30 e 50% de substituicdo, respectivamente, evidenciando um potencial efeito

protetor do Oleo rico em trieptanoina, na gravidade da EH. Um surto de infeccéo
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viral ou fatores ambientais outros que pudessem ter desencadeado o fenbmeno

devem ser igualmente descartados, dada a auséncia de EH no grupo Controle.

Varios fatores podem estar relacionados ao efeito protetor observado;
dentre eles, deve-se considerar que os produtos da digestdo da di- e da
trieptanoina, por serem constituidas por AG de cadeia média (AGCM), n&o sao
significativamente incorporados nos quilomicrons(25). Além disso, o0s AGCM séo
mais sollveis em agua, mais rapidamente oxidados durante o repouso e o
exercicio e sao transportados para a matriz mitocondrial independentemente do
sistema carnitina palmitoil-transferase (CPT), constituindo-se répida fonte de
energia, com predominio da termdlise em detrimento da termogénese, em
contraste com os AG de cadeia longa (AGCL). Portanto, os AGCM tém menor
eficiéncia energética, produzindo 8,3kcal/g contra as 9Kcal/g, em média, para os
AGCL. Todas estas caracteristicas metabodlicas contribuem para uma menor
deposicdo gordurosa a partir dos TCM da dieta, razdo pela qual tém sido
utilizados na perda de peso, durante dieta hipocal6rica(17,25).

Adicionalmente, um grupo de pesquisadores demonstrou, em ratos, que a
deposicdo aguda ou crénica de gordura no figado esta associada a peroxidacao
lipidica, ou seja, que o grau de peroxidacdo € proporcional a gravidade da EH(26).
Por esta razdo, os animais do grupo TAGC~0, que receberam dieta cuja fonte de
lipidios era exclusivamente o Oleo de soja, e apresentou 80% de casos graves de
EH, contra 40% no grupo TAGC750, possivelmente estava sob maior risco, uma
vez que a peroxidacado lipidica constitui o segundo hit, na hipotese de Day &
James de evolucéo de EH para EHNA(27).

A EH esta normalmente associada a obesidade, a intolerancia a glicose

e/ou a hiperinsulinemia e a hipertrigliceridemia, com ou sem reducéo dos niveis
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de HDL. E, considerada, atualmente, um componente da sindrome de resisténcia
a insulina (Rl) e o componente hepatico da sindrome metabdlica(28,29) pois,
estados de RI promovem as condicbes predisponentes para a infiltracdo

gordurosa no figado(30,31,32).

Apesar da estreita relacdo entre RI, obesidade e EH, a avaliacdo do peso
corporal final dos animais nao revelou diferencas significativas entre os grupos de
animais com diferentes niveis de substituicdo dietética e o grupo Controle. No
entanto, foi observada correlagao linear positiva altamente significativa entre peso
final e graus de EH (r=0,6; p<0,001) e efeito redutor da substituicdo dietética pelo

Oleo experimental sobre o ganho de peso corporal.

O percentual de lipidios hepéticos, conforme o esperado, foi
significativamente mais elevado nos animais com EH, que naqueles do grupo
Controle. Entretanto, a analise do peso do figado dos animais, variavel altamente
correlacionada com os graus de EH, mostrou que a substituicdo pelo 6leo
experimental no nivel de 50%, grupo TAGC750, resultou em peso absoluto e
relativo do 6rgédo semelhante aos animais do grupo Controle.

Estudos sugerem que a lipogénese hepéatica aumentada é uma
anormalidade metabdlica importante subjacente a patogénese da EH,
especialmente nos figados insulino-resistentes. A lipogénese aumentada pode
causar alteracdes metabolicas que conduzem ao teor hepatico aumentado de
TAG. A primeira alteracao é direta: a sintese aumentada dos TAG; a segunda,
indireta: a produgé@o aumentada de malonil-CoA, que inibe a CPT-1 e a entrada de

acidos graxos na mitocondria, reduzindo, assim, a 3-oxidacao e contribuindo para

0 acumulo de AG e de TAG no figado(17,25).
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Desta forma, o acumulo de lipidios no hepatocito pode ser resultante
também da inibicdo da CTP-1; assim, o uso de di- e trieptanoina pode ter
contribuido para a reducao da gravidade do fenbmeno através desse mecanismo,
uma vez que fornecem AGCM, que prescinde do transporte da carnitina.

Curiosamente, os niveis glicémicos dos animais que receberam o Oleo
experimental, grupos TAGC730 e TAGC750, foram significativamente maiores que
os do grupo Controle. A elevacdo foi diretamente relacionada ao nivel de
substituicdo dietética. Alguns estudos relacionam a ingestdo de TCM a melhoria
da captacdo de glicose, mediada pela insulina. Eckel et al.(33) submeteram
individuos diabéticos tipo 2 a uma dieta rica em TCM, para observar o efeito sobre
o0 metabolismo da glicose. A quantidade de glicose necesséria para a manutencao
da glicemia, durante a infusdo constante de insulina, foi aumentada em 30%
nesses individuos. Acredita-se que a administracdo de TCM pode ser uma
estratégia dietética promissora para o tratamento do diabetes mellitus tipo 2, que
constitui um dos fatores envolvidos na etiologia da EH(25). As razfes pelas quais
o 6leo experimental promoveu elevacao da glicemia podem estar relacionadas as
suas propriedades anapleréticas, estimulando a gliconeogénese a partir da
producao de succinil-CoA, oriundo do propionil-CoA, fornecendo oxaloacetato.

Apesar da prevaléncia de hiperlipidemia, especialmente
hipertrigliceridemia, na DFGNA ser variavel, de 20 a 92%, e o excesso de
colesterol contribuir com a elevagdo do acumulo hepatico de lipidios(34), o perfil
lipidico sérico, particularmente os niveis de colesterol total, LDL-c e relagdo LDL-
c/HDL-c, foram mais elevados no grupo Controle, que naqueles que
apresentaram EH. Os niveis de TAG e VLDL-c, no entanto, n&do diferiram entre os

grupos experimentais com EH e o Controle. Isto ratifica o trabalho de
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Gauthier(35), que levantou a hipétese de que o figado age como um amortecedor
sistémico, aumentando seu percentual de lipidios e prevenindo a elevacéo sérica
de TAG.

Os niveis de HDL-c no grupo TAGC-0 apresentaram uma tendéncia de
reducado, quando comparados com o grupo Controle (p=0,051). Parece existir uma
relacdo inversa entre os niveis de HDL-c e a intensidade da EH(33), o que
poderia explicar tal achado.

Uma observacdo interessante neste estudo, que pode contribuir para a
discussdo do quadro de EH encontrado, relaciona-se aos niveis séricos de
proteinas totais. Os animais que receberam a dieta AIN-93, com ou sem
substituicdo pelo 6leo experimental, apresentaram niveis significativamente mais
reduzidos de proteinas totais, quando comparados ao Controle (p<0,001). No
entanto, esta diferenca pode ndo representar significado fisiologico importante,
pois 0s niveis encontrados nos grupos TAGC70, TAGC730 e TAGC750 estdo
dentro de padrbes de referéncia(35,36) e, os do grupo Controle, pouco acima
deles.

Os valores de proteinas séricas totais variam, conforme o método aqui
adotado (Synermed®), de acordo com a idade, 0 sexo e a dieta consumida. Uma
vez que os animais eram todos de mesma idade e sexo, resta a variavel dieta a
ser analisada. As dietas baseadas na AIN-93 tinham a caseina como fonte
protéica, suplementada com aminoacido sulfurado, nos teores de 20% e 14%,
para os periodos de crescimento e idade adulta dos animais, respectivamente. A
dieta controle, por sua vez, era composta por farinha de peixe suplementada com
aminoacido, ndo especificado no rotulo do produto, com propor¢cdo minima de

proteina bruta de 23%, do desmame até a idade adulta dos animais, o que pode



66

ter contribuido com as diferencas entre os niveis de proteinas séricas totais aqui
observadas. Apesar do exposto, foi observada correlacdo negativa significativa
(r=-0,58; p<0,001) entre proteinas totais e graus de EH, que merece investigacao
adicional, apesar de ndo haver associacdo estabelecida entre lesdo hepatica e
niveis séricos de proteinas totais.

Uma vez que os niveis séricos de albumina néo diferiram entre 0os grupos
submetidos a substituicdo dietética e o grupo Controle, pode-se sugerir auséncia
de diminuicdo da capacidade de sintese do hepatdcito, com preservacdo da
funcdo hepatica, apesar das alteraces observadas nos animais com EH.

Apesar de, atualmente, a EH ser a principal causa de elevagdo das
aminotransferases(37), os niveis séricos de ALT, AST, relacdo AST/ALT, e, ainda,
FA e GGT, nao diferiram entre os animais do grupo Controle e os dos grupos
TAGC-0, TAGC730 e TAGC750. Observou-se, apenas, uma tendéncia de niveis
de AST mais elevados nos animais TAGC-0 (p=0,051).

As aminotransferases estdo presentes, em altas concentracdes, no
musculo, figado e cérebro. A elevacao da atividade dessas enzimas no sangue
indica necrose ou moléstia, especialmente nesses tecidos(37). Segundo
Ockner(38), a elevacdo dos niveis da ALT é relativamente especifica da doenca
hepatobiliar. Apesar dos niveis de AST poderem estar aumentados nas doencas
de outros orgaos, valores mais de 10 vezes acima do limite superior de variagcao
normal refletem, habitualmente, uma patologia hepatica ou biliar. Os valores das
aminotransferases s&do Uteis para monitorar a evolucdo da hepatopatia
parenquimatosas aguda ou crbnica. A ALT €& encontrada principalmente no
citoplasma do hepatocito, enquanto que 80% da AST esta presente na

mitocondria. Essa diferenca tem auxiliado no diagnoéstico e prognostico de
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doencas hepaticas. Em dano hepatocelular leve, a forma predominante no soro &
a citoplasmatica, enquanto em lesdes graves ha liberacdo da enzima mitocondrial,
elevando a relacdo AST/ALT(39).

Na EH as provas de lesdo hepatica sédo variaveis podendo até mesmo néo
apresentar nenhuma anormalidade, principalmente nos casos ndo complicados.
Os niveis de ALT podem se apresentar levemente aumentados, até duas vezes,
e, os de AST, até cinco vezes, especialmente nos graus mais intensos de
metamorfose gordurosa(40). Isto poderia justificar a auséncia de diferencas
significativas entre os animais que apresentaram ou ndao EH, neste estudo.

A causa mais comum de elevacdo da GGT sérica é a hepatopatia ativa;
sua atividade é afetada tanto pela lesdo aguda da célula hepética quanto pela
obstrucdo do trato biliar(40). Além da colestase, a GGT encontra-se elevada nas
lesBes hepaticas inflamatorias e nos casos em que a atividade do citocromo P-
450 tenha sido induzida pelo alcool ou outras substancias toxicas(40). A auséncia
de elevacdo dos niveis de GGT nos grupos submetidos a substituicdo dietética
corrobora com a afirmacédo de auséncia de efeito toxico do 6leo experimental.

Embora os niveis de FA ndo tenham diferido, observou-se correlacao
positiva significativa com graus de EH (r=0,43; p<0,01), o que permitiu sugerir
uma influéncia da infiltragdo gordurosa sobre os niveis de FA, neste estudo.

O modelo de regressédo linear multivariado adotado revelou que as
variaveis de maior relagdo com os graus de EH aqui observados foram: peso final,
diretamente proporcional, conforme esperado; glicemia, de maneira curiosa,
inversamente proporcional, contrastando com a relagdo classica entre EH

observada na auséncia de uso abusivo de alcool e glicemia; e, albumina, LDL-c e
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VLDL-c, inversamente proporcionais aos GEH. E importante considerar que a
VLDL é a lipoproteina responséavel pela exportacdo de TAG do figado(8).
Variaveis outras, como a distribuicdo de macronutrientes e o teor dietético
de aminoacidos sulfurados e de fatores lipotroficos, devem ser igualmente
considerados na discussao da etiologia do quadro de EH, neste estudo. Nosso
grupo de investigacdo tem observado EH em ratos alimentados com a dieta AIN-
93, em diferentes contextos (dados néao publicados), sugerindo problemas com a
sua composicdo, possivelmente no tocante a propor¢cdo de carboidratos e
proteinas e a quantidade adicionada de aminoacidos sulfurados e colina,
reconhecido fator lipotréfico. As razbes pelas quais a dieta AIN-93 tem promovido
EH, no entanto, necessitam ser esclarecidas. A mesma parece induzir alteracdes
relacionadas ao ganho de peso corporal e a deposicdo hepética de lipidios,
traduzidas pelo peso absoluto e relativo do 6rgao, atenuadas, neste estudo, pela

adicao do Oleo experimental, especialmente no maior nivel de substituicéo.

(V) CONSIDERACOES FINAIS

O guadro de EH aqui observado parece ter sido induzido pela dieta padrao
adotada, AIN-93, por razdes nao inteiramente esclarecidas, possivelmente
relacionadas a sua composi¢cdo em macronutrientes, particularmente carboidratos
e proteinas, aminoacidos sulfurados ou agentes lipotroficos. Tal quadro foi
atenuado pela oferta do 6leo experimental, principalmente no maior nivel de
substituicao dietética.

Portanto, o consumo cronico de di- e trieptanoina, num contexto de

substituicdo parcial do 0leo da dieta, ndo promeveu efeito hepatotoxico, em ratos;
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antes, evidenciou-se um efeito hepatoprotetor contra a EH nesses animais, numa

feicdo dose-dependente.
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3 CONSIDERACOES FINAIS




No decorrer deste trabalho, procurou-se evidenciar, através dos artigos de
revisdo e de resultados, estratégias dietéticas que podem ser utilizadas no
tratamento e na prevencéo da progressdo da esteatose hepatica, situacdo clinica
gue tem aumentado significativamente em todo o mundo.

Dentre os importantes fatores envolvidos no aumento da incidéncia da EH
esta a resisténcia a insulina, provavelmente o elo entre a obesidade, o diabetes
mellitus tipo 2 e a sindrome metabdlica, que refletem as recentes mudancas no
perfil nutricional da populacdo. A terapéutica dietética, que no contexto desta
dissertacdo € colocada como tratamento e prevencdo do agravamento da EH,
deve ser analisada numa perspectiva de prevencdo de fatores que levam ao
aumento da incidéncia destas doencas. A frase de Hipocrates, “somos o que
comemos”, tdo atual, embora date de 500aC, ilustra o fato de que néo € possivel

o tratamento eficaz destas morbidades sem considerar a terapéutica nutricional.

No caso da EH, especialmente por ndo existir tratamento medicamentoso
especifico, a terapéutica nutricional € fundamental, associada ao exercicio fisico,
com abordagem direcionada aos fatores metabdlicos adjacentes, como a
obesidade, a intolerancia a glicose e as dislipidemias. Deve, ainda, contribuir para
a prevencao da progressao da lesdo hepatica, principalmente naqueles pacientes

considerados em situacao de risco.

Varias sdo as propostas dietéticas que se revelam promissoras, a exemplo
da restricdo caldrica, do controle da oferta de carboidratos e lipidios da dieta e do
uso de fatores lipotréficos e antioxidantes. Adicionalmente, o uso de dieptanoina e
trieptanoina, que revelaram um potencial efeito protetor contra a esteatose, em
ratos, neste estudo, deve ser mais investigado, inclusive como coadjuvante no

tratamento combinado com outros fatores dietéticos e mudancas no estilo de vida.
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