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RESUMO

Nas ultimas duas décadas a doenca hepatica gordurosa ndo alcodlica (DHGNA) tem
sido reconhecida como a doenca hepética crénica mais comum nos paises ocidentais, em
paralelo com a epidemia de obesidade e consumo de dieta com alto teor de frutose.
Pesquisadores sugerem que DHGNA possa ser a manifestacdo hepatica da sindrome
metabolica. Apesar da EHNA e hiperuricemia estarem fortemente relacionadas com a
sindrome metabdlica, poucos cientistas na literatura consultada associaram as duas patologias.
Alopurinol, um potente inibidor da xantina-oxidase, com efeito anti-inflamatorio e
antioxidante tem sido utilizado para prevenir a sindrome metabdlica induzida por frutose.
Assim, o objetivo principal do presente estudo é avaliar os efeitos do alopurinol na prevencéo
da esteatose hepética ndo alcodlica (EHNA) e hiperglicemia em ratos alimentados com &gua
rica em frutose. Ratos Wistar foram alimentados com 20% de frutose na 4gua de beber, com
ou sem alopurinol (30mg/kg/dia) durante 14 semanas. Um grupo controle recebeu uma dieta
normal. Niveis de colesterol total (P <0,001) e glicose (P <0,05) no grupo de frutose e de
triglicérides (P <0,01) e creatinina (P <0,01) no grupo alopurinol foram significativamente
mais elevados, em comparagdo com o controle normal. As correlagdes significativas
encontradas foram acido drico com glicose (r = 0,51, p<0,001) e creatinina com triglicerideos
(r = 0,354, p<0,05). A analise histopatoldgica hepética do grupo frutose mostrou esteatose,
necroinflamacdo e fibrose de leve a moderada. O tratamento com alopurinol diminuiu
esteatose macrovesicular (27%, P <0,01), necroinflamacéo (72%, P <0,001) e fibrose (26%, P
<0,05) em hepatdcitos. A terapia com alopurinol evitou significativamente a hiperglicemia e
aumentou os niveis de HDL colesterol nos ratos e foi eficaz na prevencao da necroinflamacéo
e fibrose hepatica induzida por frutose. Corresponde assim ao primeiro estudo a provar a agdo

de um inibidor da xantina oxidase como um tratamento para EHNA.

Palavras-chave: Esteatohepatite ndo alcodlica, Hiperglicemia, Alopurinol, Frutose, Ratos
Wistar.



ABSTRACT

Nonalcoholic fatty liver disease (NAFLD) in the last two decades has been recognized
as the most common chronic liver disease in Western countries, paralleling the epidemic of
obesity and consumption of high-fructose diet. Researchers suggest that NAFLD may be the
hepatic manifestation of metabolic syndrome. Although NAFLD and hyperuricemia are
strongly related to metabolic syndrome, few scientists in the literature associated with both
diseases. Allopurinol, a potent inhibitor of xanthine oxidase, with anti-inflammatory and
antioxidant effects has been shown to prevent the metabolic syndrome induced by fructose.
Thus, the main objective of the study is to evaluate the effects of allopurinol in the treatment
of nonalcoholic steatohepatitis (NASH) and hyperglycemia in rats fed high-fructose water.
Wistar rats were fed along with 20% fructose in drinking water with or without allopurinol
(30mg/kg/day) for 14 weeks. A control group received a normal diet. Serum total cholesterol
level (P<0,001) and glucose (P<0,05) in fructose group and of triglycerides (P<0,01) and
creatinine (P<0,01) in allopurinol group were significantly increased compared to normal
control. Significant correlations were found glucose with uric acid (r = 0.51, p <0.001) and
creatinine with triglycerides (r = 0.354, p <0.05). Liver histopathology from fructose group
showed mild to moderate, steatosis, necroinflammation and fibrosis. Allopurinol treatment
decreases macrovesicular steatosis (27%, P<0,01), necroinflammation (72%, P<0,001) and
fibrosis (26%, P<0,05) in hepatocytes. Therapy with allopurinol significantly prevented
hyperglycemia and increased HDL cholesterol levels in rats and was effective in preventing
necroinflammation and fructose-induced hepatic fibrosis. This is the first study to prove the

action of a xanthine oxidase inhibitor as a treatment for NASH.

Keywords: Nonalcoholic steatohepatitis, Hyperglycemia, Allopurinol, Fructose, Wistar rats.
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INTRODUCAO

A doenca hepética gordurosa ndo alcoodlica (DHGNA) é uma condigdo clinico-
patoldgica caracterizada por um largo espectro de dano hepético, que varia de simples
esteatose a esteato-hepatite ndo alcodlica (EHNA), fibrose avancada e cirrose. Nas uUltimas
duas décadas, a DHGNA vem sendo reconhecida como a doenca hepatica mais comum nos
paises ocidentais e a prevaléncia na populacdo geral é estimada em 20% a 30% (BEDOGNI et
al., 2005).

Existe uma forte associacdo da DGHNA com os componentes da chamada sindrome
metabolica (intolerancia a glicose, hipertrigliceridemia, HDL-colesterol baixo, obesidade
central, hipertensdo arterial e hipeuricemia), o que sugere que a DHGNA possa ser a
manifestacdo hepatica da sindrome metabdlica (MARCHESINI et al.,1999). O modelo
original da patogénese de EHNA, proposto por Day e James (1998) considera essa doenca
como o resultado de dois tipos de insulto: o primeiro é o desenvolvimento da esteatose
hepética induzida pelo estresse oxidativo, aumentando a predisposi¢do a um segundo insulto o
qual mediado por citocinas, leva a lesdo hepatocitaria, inflamacédo e fibrose. Nesse contexto a
resisténcia a insulina e a resisténcia a leptina (horménio produzido pelas células adiposas com
efeito anti-inflamatério) correspondem aos principais promotores do estresse oxidativo e
fibrogénese no figado.

As elevagdes nos niveis séricos de acido urico estdo associados com a obesidade,
diabetes mellitus tipo 2, hipertensdo arterial sistémica e dislipidemia, sendo a hiperuricemia é
um achado prevalente em pacientes com sindrome metabdlica, dessa forma, a hipeuricemia,
dita como um dos principais componentes da sindrome metabdlica (PERLSTEIN et al.,2006),
embora seu significado clinico ainda é controverso e muitas vezes subestimado, estudos
recentes em animais, tém chamado a atencdo para outra perspectiva sobre a hipeuricemia,
indicando que ela pode ndo ser apenas uma consequéncia de estados de resisténcia a insulina,
mas também um preditor significativo do desenvolvimento da sindrome metabdlica.
(NAKAGAWA et al., 2005; PEREZ-POZO et al., 2010).

Varios pesquisadores com trabalhos em animais e humanos tém sugerido que o
excessivo consumo de frutose poderia contribuir para 0 aumento da prevaléncia da sindrome
metabolica e seus componentes, incluindo a hipertrigliceridemia, HDL-colesterol baixo,
obesidade, hipertensdo arterial, hiperglicemia e hiperuricemia (HWANG et al.,1987; DAI,
MCNEILL, 1995; BEZERRA et al., 2001; ELLIOT et al., 2002; NAKAGAWA et al., 2005).
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A mais forte evidéncia dos efeitos da hiperuricemia no desenvolvimento da sindrome
metabdlica foi através de estudos em modelos animais, nos quais medicacbes com
mecanismos de diminuir os niveis de acido Urico puderam prevenir ou reverter a resisténcia a
insulina e os outros fatores metabdlicos associados a sindrome metabdlica (NAKAGAWA et
al., 2005).

Esteato hepatite ndo alcoolica (EHNA) e hiperuricemia estdo fortemente relacionados
com a sindrome metabdlica, entretanto poucos estudos epidemiologicos relacionam a
DHGNA com aumento sérico do acido urico. Pesquisadores, em estudos recentes, vém
utilizando dieta rica em frutose em ratos para induzir hiperuricemia e DHGNA e com
distribuicdo de gordura hepéatica mais semelhante a humanos, comparadas a dieta rica em
gordura (KAWASAKI et al., 2009).

Terapias especificas para a DHGNA, ndo ha grandes estudos publicados que sirvam de
base para recomendacOes terapéuticas definitivas. Dessa forma, o tratamento visa apenas
controlar os fatores predisponentes associados com a sindrome metabolica. Formas
alternativas de tratamento para os pacientes com DHGNA vém sendo investigadas e
envolvem diminuicdo do estresse oxidativo, como anti-oxidantes como N-acetilcisteina,
betaina e vitamina E.

A hiperuricemia resultante da hiperestimulagdo da xantina-oxidase promovida pela
resisténcia a insulina e leptina gera estresse oxidativo no figado por hiperproducédo de radicais
livres e consequentemente pode promover dano hepatico (WIEZOREK et al., 1994;
MARTINEZ-HERVAS et al., 2009). Na literatura consultada, ndo se encontrou artigo
utilizando o alopurinol especificamente no tratamento da EHNA.

Dessa forma, o objetivo principal do presente estudo é avaliar os efeitos do alopurinol
na prevencdo da esteato-hepatite ndo alcoodlica e hiperglicemia induzida por dieta em frutose

em ratos Wistar.



16

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Esteato-hepatite ndo alcoolica

2.1.1 Definicao e prevaléncia

Em 1980, Ludwig et al. utilizaram o termo esteato-hepatite ndo alcodlica (EHNA) para
caracterizar uma situacdo de mulheres obesas e diabéticas com esteatose hepatica
macrovesicular na auséncia de consumo etilico em niveis considerados hepatotoxicos. A
DHGNA é uma condic¢do clinico-patoldgica caracterizada por um largo espectro de lesdo
hepética que varia de esteatose macrovesicular simples a esteatohepatite, fibrose avancada e
cirrose (SHETH et al., 1997; ANGULO, 2002; SASS et al., 2005). A EHNA é considerada a
forma de maior importancia clinica e maior gravidade da DHGNA, por estar associada com
fibrose hepética progressiva.

Powell et al., (1990) apds avaliacdo clinico e histopatoldgica de 42 pacientes com
EHNA por 4,5 anos propuseram 0s seguintes critérios diagndsticos para a EHNA:

1) Bidpsia hepatica com degeneracao gorda e inflamacdo, com ou sem corpos hialinos
de Mallory, fibrose ou cirrose;

2) Evidéncia de baixo consumo de alcool (inferior a 40 g/semana);

3) Auséncia de outras causas de hepatite (virus, auto-imunes e outras)

Dois tipos de EHNA sdo descritas: EHNA priméaria (que esta associada a sindrome
metabdlica e seus fatores determinantes como obesidade, diabetes tipo 2 e hiperlipidemia) e
EHNA secundaria ap0s cirurgia bariatrica, rapida perda de peso na obesidade, nutri¢do
parenteral, tratamento com drogas, lipodistrofias ou doenca de Wilson (MEDINA et al.,
2004).

A prevaléncia mundial de DHGNA néo foi ainda determinada, mas estima-se que seja
de 10-24% em varias populacdes, afetando todos os grupos raciais e étnicos, sem predilecao
por sexo ou idade e nos paises ocidentais é a doenga hepatica mais comum (SASS et
al.,1997). A DHGNA apresenta uma distribuicdo mundial e com importantes variagoes
geograficas, com maior ocorréncia em paises onde a obesidade é mais prevalente. Nos
Estados Unidos, a DHGNA corresponde a principal causa de aumento dos niveis persistentes

das aminotransferases.
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2.1.2 Fisiopatologia

A patogénese da EHNA é pouco esclarecida e a sua evolucdo para cirrose é
multifatorial. Day e James em 1998 propuseram um modelo original para a patogénese da
EHNA, ao considerar essa doenga como o resultado de dois tipos de insulto:
1° insulto — Desenvolvimento de esteatose microvesicular ou mista decorrente de uma
alteragdo aguda da B-oxidacdo dos acidos graxos induzida por estresse oxidativo, promovendo
lesdo mitocondrial e aumentando a predisposicao do figado a um segundo insulto;
2° insulto - Dano hepético (hepatite e cirrose hepatica) mediado por citocinas (Fator de
necrose tumoral (FNT) a e B, interleucina 8, entre outros) e radicais livre de oxigénio (RLO),
resultantes do estresse oxidativo.

A condicdo mais frequentemente associada a EHNA é a obesidade, presente em 69 a
100% dos casos (SHETH et al.,1997) e estima-se que 75% dos pacientes com diabetes tipo 2
apresentem alguma forma de EHNA (MEDINA et al., 2004). A resisténcia a insulina (RI) é o
principal fator patogénico da EHNA (MARCHESINI et al.,2001) e se manifesta por
hiperinsulinemia e aumento da producdo de glicose hepatica. Altos niveis circulantes de
insulina decorrente da Rl aumentam a atividade da lipase horménio sensivel (LHS) nos
adipdcitos resultando em elevacdo nas taxas de triglicerideos e aumento do fluxo de &cidos
graxos livres para o figado.

Vaérios estudiosos relataram que a RI estd presente na maioria dos pacientes com
DHGNA, independente da coexisténcia da obesidade (MARCHESINI et al.,2001;
BROWNING; HORTON,2004), sugerindo que DHGNA/EHNA pode ser a manifestacdo
hepética da sindrome metabolica (MARCHESINI et al.,1999). Esses pesquisadores também
demonstraram que a hiperinsulinemia na DHGNA néo é resultante da alteracdo da extracéo
hepética de insulina (MARCHESINI et al.,2003), que o grau de obesidade prediz o risco de
doenca hepética avancada e que a presenca de diabetes mellitus tipo 2 ou de resisténcia a
insulina parecem ser preditores indepedentes de EHNA ou fibrose (CHITTURI et al., 2002;
PAGANO et al., 2002).

O aumento da liberacdo de acidos graxos livres (AGL) do tecido adiposo,
provavelmente devido ao aumento da sua liberacdo da massa adiposa com a supressao da acéo
anti-lipolitica da insulina € o fator primordial na relacdo entre obesidade, Rl e o risco para
EHNA. Marchesini et al.(2001) demonstraram em pacientes com EHNA um aumento da
concentracdo basal de AGL e reducdo da supressao da lipdlise mediada pela insulina quando

comparados com controle. Outros pesquisadores também demonstraram que o risco de EHNA
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parece estar particularmente associado a obesidade central ao invés de periférica
(MARCHESINI et al.,2001; CHITTURI et al.,2002). Os adipdcitos viscerais sdao mais
susceptiveis a lipdlise que os da periferia e 0s AGL liberados dos sitios de gordura centrais
sdo drenados diretamente para o figado através da veia porta.

O mecanismo da RI associada com a obesidade parece estar ligado com a expresséo do
MRNA FNT-a no tecido adiposo. FNT-a ¢ uma citocina produzida por macréfagos em
resposta a endotoxinas, inflamacdo e cancer. Entretanto, FNT tem acdo multipla no tecido
adiposo, que incluem uma diminuicdo na atividade de lipase lipoprotéica, diminuicdo no
transportador de glicose tipo 4 (GLUT 4) e aumento na LHS. Os niveis séricos de TNF-a
estdo aumentados em obesos humanos e correlacionam-se com o indice de massa corpérea,
inclusive seus niveis diminuem com a perda de peso (KERN et al.,1995). Crespo et al.,(2001)
em estudo com 52 pacientes obesos concluiram que a expressao de mMRNA do TNF-o no
figado de obesos com EHNA estd aumentada e correlacionada com a gravidade histoldgica.

A homeostasia de lipideos € regulada por uma familia de fatores de transcricdo
designada de SREBP (sterol regulatory element-binding proteins) que sdo responsaveis pela
sintese e captacdo de colesterol, &cido graxo, triglicérides e fosfolipides (HORTON;
SHIMOMURA, 1999). No figado, trés SREBPS regulam a producdo de lipides, sendo o
SREBP-1c o principal regulador da transcricdo de genes envolvidos na sintese de acido
graxos (BROWN; GOLDSTEIN, 1997). Shimomura et al., 1999 e 2000 em experiéncias com
camundongos ob/ob sugerem que a esteatose hepatica da Rl é causada pelo acimulo de
SREBP-1c decorrente da hiperinsulinemia, levando ao aumento da expressdo de genes
lipogénicos, a sintese de &cido graxos e triglicerides.

A hepatite alcodlica apresenta grandes semelhancas histolégicas com a EHNA,
sugerindo que mecanismos comuns de dano hepatico possam estar envolvidos. A peroxidacao
lipidica induzida pelo estresse oxidativo e o dano hepatico mediado por citocinas sdo 0s
principais envolvidos na patogéneses das duas patologias. As causas de EHNA secundario,
incluindo uso de drogas, produtos quimicos, doenca de Wilson e cirurgias bariatricas com by-
pass jejunal ttm em comum o aumento da produgdo mitocondrial de ERO (espécies reativas
de oxigénio) que sdo fortemente capazes de induzir peroxidagdo lipidica. Pesquisadores
relataram que a disfuncdo mitocondrial que estd presente nos pacientes com EHNA e a
presenca de megamitocondrias contendo inclusdes lineares cristalinas possam corresponder ao
dano mitocondrial resultante da formagdo aumentada de ROS e TNF-a. (SANYAL et al.,
2001; PESSAYRE et al., 2001; FROMENTY et al., 2004)
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Com relacdo aos mecanismos de fibrose hepatica, pesquisadores tém sugerido um
importante papel da leptina na fibrogénese hepatica, reforcando a associacdo entre o grau de
obesidade e o risco de fibrose em EHNA em modelos animais. A leptina é uma proteina
secretada primariamente pelo tecido adiposo, tendo dessa forma correlacdo direta com a
massa de tecido adiposo corporal e pode ser induzida por citocinas inflamatérias e pela
insulina. Saxena et al.,(2002) em estudos com ratos demonstraram que a leptina pode
promover a fibrogénese hepatica diretamente por um efeito autdcrino nas células estrelares e
indiretamente pela estimulacdo da producdo do fator de transformacdo do crescimento P

(FTC-PB) pelas células endoteliais e células de Kuppfer.

2.1.3 Diagnostico

2.1.3.1 Quadro clinico e diagndstico laboratorial

A maioria dos pacientes com DHGNA, na época do diagnostico, ndo apresentam
sinais ou sintomas de doenca hepatica, sendo que alguns pacientes referem desconforto ou até
dor em topografia de hipocondrio direito do abdémen e sensacdo de fadiga. A investigacao
para DHGNA ¢ tipicamente iniciada depois de achado incidental de anormalidade das
enzimas hepéticas ou hepatomegalia ao exame fisico, presente em 12-75% dos pacientes.
(LUDWIG, et al.,1980; MATTEONNI, et al.,1999; ANGULDO, et al.,1999)

A anormalidade laboratorial mais comum ou Unica observada em pacientes com
DHGNA corresponde ao aumento dos niveis séricos das aminotransferases (abaixo de 1,5
vezes o limite superior de normalidade), com predominio da alanina aminotransferase (ALT).
Os niveis séricos de fosfatase alcalina e de gama-glutamiltransferase podem estar elevados em
2 a 3 vezes o valor normal em cerca de 50% dos pacientes, (LUDWIG et al.,1980; BACON et
al.,1994; SHETH et al.,1997; ANGULO et al.,1999; MATTEONI et al,1999)

Bacon et al., (1994) e Angulo et al., (1999) relataram niveis séricos elevados de
ferritina em aproximadamente metade dos pacientes com DHGNA e o indice de saturacdo da
transferrina aumentada em 10% dos pacientes. Deguti et al., (2003), avaliaram 32 pacientes
com diagnostico de EHNA e ndo encontraram evidéncia de associa¢do de sobrecarga de ferro
no tecido hepatico e mutacdo da hemocromatose (HFE) nesses pacientes.

Devido a forte associacdo de sindrome metabdlica e DHGNA, hiperglicemia é visto
em um terco dos pacientes. Dessa forma, avaliacdo laboratorial da sensibilidade a insulina
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deve ser feita em todos os pacientes com suspeita de DHGNA. A sensibilidade & insulina

pode ser avaliadas pelos seguintes métodos:

e Insulina sérica de jejum: Para avaliacdo de resisténcia a insulina, o exame isolado
apresenta baixa sensibilidade e especificidade.

e Homeostasis Model Assessment (HOMA) e Quantitative Insulin Check Index (QUICKI):
Sdo0 modelos matematicos que utilizam a glicemia e insulina sérica de jejum, os dois
modelos apresentam uma acuracia superior a insulina de jejum.

e Clamp euglicémico hiperinsulinérmico: Essa técnica é considerada o “padrdo ouro” para
avaliar a sensibilidade & insulina. Entretanto a técnica, dada a sua alta complexidade, é

pouco utilizada para estudos epidemiolédgicos. (OLIVEIRA et al., 2005)

2.1.3.2 Diagnostico por métodos de imagem

A infiltracdo gordurosa do figado produz um aumento difuso da ecogenicidade na
ultrassonografia. Joseph et al., (1991) para estabelecer a precisdo da ultrassonografia na
avaliacdo da DHGNA, realizaram estudo comparativo com avaliacdo histoldgica de biopsias
hepéticas de 50 pacientes e determinou uma sensibilidade de 89% e uma especificidade de
93% para deteccdo de esteatose e uma sensibilidade e especificidade de 77% e 89%,
respectivamente, para deteccdo de fibrose hepatica. Qayyum et al., (2009), compararam
exames histoldgicos de 67 pacientes com diagnostico de DHGNA e analisaram 3 modalidades
de diagnostico por imagem (ultrassonografia, ressonancia nuclear magnética e tomografia
computadorizada) concluindo que a ressonancia nuclear magnética é o melhor exame para

detectar esteatose hepaética.

2.1.3.3 Diagnostico histologico

Embora a presenca de esteatose hepética possa ser fortemente suspeitada pelos fatores
de risco e avaliagdo clinica, os testes bioquimicos hepaticos e os métodos radiologicos tém
pouca correlacdo com os achados histoldgicos.

A bidpsia hepatica ¢ considerada o “padrao-ouro” para o diagnodstico e estadiamento
da DHGNA, pois permite identificar com precisdo e quantificar o grau de esteatose,
inflamacéo, de necrose e fibrose hepatica, dessa forma, estima o prognostico e progressao da
doenga (BRUNT, 2001; NEUSCHWANDE-TETRI et al, 2003). Com relagdo a indicagéo

para a bidpsia, ndo existe consenso e requer individualizagcdo. Os exames de imagem e
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marcadores laboratoriais de lesdo hepética, principalmente para fibrose, sdo limitados e
necessitam de mais estudos para definir a sua correlagdo com a gravidade da doenca.

Brunt et al., (1999), baseado na avaliacdo histologica de 51 biopsias hepaticas de
pacientes com EHNA propuseram um sistema de graduacéo das lesdes esteatoticas e necro-

inflamatorias e estadiamentos dos tipos de fibrose (Tabela 1).

Tabela 1 Gradacao e estadiamento das lesdes histopatologicas de EHNA

Grau 1, Leve

e Esteatose: predominantemente macrovesicular, variando de < 33% a 66% dos I6bulos

e Balonizacgdo: ocasionalmente observado; zona 3 dos hepatdcitos

e Inflamagcdo lobular: inflamagdo aguda (polimorfonucleares) leve e cronica
(mononucleares) ocasional

¢ Inflamacdo portal: ausente ou leve

Grau 2, Moderada

o Esteatose: de qualquer grau, usualmente mista macro e microvesicular

e Balonizacdo: presente na zona 3

e Inflamacéo lobular: polimorfonuclear podem ser notados associados com hepatdcitos
balonizados e ou fibrose peri-celular; inflamacéo crénica leve

¢ Inflamacdo portal: ausente, leve a moderada.

Grau 3, Severa

e Esteatose: usualmente > 66% (zona 3 ou panacinar); comumente esteatose mista

e Balonizacdo: predominantemente na zona 3; marcante

e Inflamagdo lobular: inflamagdo aguda e crbnica; polimorfonuclear podem aparecer
concentrados em areas de balonizacéo e fibrose peri-sinnusoidal na zona 3

¢ Inflamacéo portal: leve ou moderada; ndo predominante ou marcante

Estadiamento da fibrose

e Estadio 1: fibrose peri-venular, peri-sinusoidal ou peri-celular na zona 3, focal ou
extensa

e Estadio 2: Estadio 1 + fibrose peri-portal, focal ou extensa

e Estadio 3: fibrose em ponte, focal ou extensa

e Estadio 4: cirrose com ou sem fibrose peri-sinusoidal residual

Modificado por Brunt et al. (1999).
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2.1.4 Tratamento

Em relacdo ao tratamento da DHGNA, até o presente momento, ndo ha grandes
estudos controlados randomizados publicados sobre terapias especificas que sirvam de base
para recomendagdes terapéuticas definitivas. Dessa forma, as estratégias terapéuticas no
manejo desses pacientes visam apenas tratar as condi¢Ges predisponentes associadas, como a
obesidade, sindrome metabdlica e dislipidemia. O perfil de eficacia e seguranca da

farmacoterapia no tratamento da DHGNA ainda permanece incerto. (CHEUNG et al., 2010)

2.1.4.1 Exercicios e dieta

As recomendacdes iniciais correspondem a reducdo gradual de peso nos pacientes
obesos e mudancas no estilo de vida, com estimulo a realizacdo de exercicios fisicos regulares
e modificagBes dietéticas. A dieta recomendada deve ser hipocaldrica e balanceada.
(ZELBER-SAGI et al., 2011).

Em vaérios estudos realizados com animais, 0s pesquisadores demonstraram que uma
dieta rica em gordura rapidamente induz esteatose hepatica (MCCUSKEY et al., 2004;
SAMUEL et al., 2004). Em seres humanos, Westerbacka et al., (2005) avaliaram a gordura
hepética por espectroscopia de prétons em 10 mulheres com sobrepeso e constataram que a
dieta rica em gordura (56%) aumentou o deposito de gordura hepatica em 35% e a dieta pobre
em gordura (16%) reduziu a gordura em 20%, sem variacdo do IMC. Em outro estudo, 74
pacientes com obesidade grau 3 (IMC > 40) foram submetidos a cirurgia bariatrica com
biopsia hepética (90% deles com DHGNA) e passaram por uma avaliagdo nutricional pré-
operatoria utilizando um recordatério alimentar de 24 h e concluiram que dietas ricas em
acucares apresentam maior poder de dano hepéatico que dietas ricas em gordura. (SOLGA et
al., 2004)

No entanto, diferente das doencas cardiovasculares e das manifestacdes metabolicas
promovidas pela resisténcia a insulina, ndo ha evidencias epidemiolédgicas de que habitos
alimentares podem estar associados com esteatose hepatica. (BEDOGNI; BELLENTANI
2004). Os inquéritos epidemioldgicos relacionando tipos de dietas com DHGNA apresentam
amostras pequenas. Musso et al., (2003) utilizaram um recordatério alimentar complexo de 7
dias em 25 pacientes com diagnostico histologico de EHNA e detectaram que dietas ricas em
gordura saturada e colesterol e pobres em gordura poli-insaturadas, fibras e vitaminas C e E

estdo associadas a EHNA. Corroborando, Toshimitsu et al., (2007) em um inquérito alimentar
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de 3 dias em 28 pacientes com diagnostico histologico de EHNA e 18 pacientes com apenas
esteatose hepética constataram o consumo desequilibrado nos pacientes com EHNA, tendo
como caracteristica alto consumo de acidos graxos saturados e carboidratos simples e baixa
ingestdo de gordura poli-insaturada, proteinas e zinco.

Os é&cidos graxos poli-insaturados 6mega-3 (AGPI n-3), derivados da ingestdo de
alimentos ricos em 4&cidos graxos linolénicos apresentam efeito protetor na DHGNA
evidenciados em 2 estudos clinicos. O primeiro foi um ensaio clinico controlado que avaliou
o efeito de um ano de suplementacdo de AGPI n-3 (&cido eicosapentaenoico (EPA) e o acido
docosahexaenoico (DHA) na razdo de 0,9/1,5) na dose de 1000 mg diario em 42 pacientes
com diagndsticos de DHGNA contra 14 pacientes que recusaram tratamento (controle). A
suplementacdo de AGPI n-3 diminuiu em 64% o grau de esteatose hepética (mensurado por
ultrassonografia) e normalizou os niveis de enzimas hepaticas. (CAPANNI et al., 2006). No
segundo estudo, 23 pacientes com diagndstico histolégico de EHNA receberam por 12 meses
suplementacdo com 2.700 mg diéarios de EPA sendo constatado reducdo significativa nos
niveis das enzimas TGP (26%), TGO (24%) e ferritina (46%) e melhora ultrassonogréafica da
esteatose hepatica em 52%. (TANAKA et al., 2008).

Hussein et al. (2007) avaliaram diferentes tipos de dieta com gordura em ratos
Sprague-Dawley e constataram que dieta rica em AGMI (azeite de oliva) diminui em 32% o
acumulo de triglicerideos hepatico. Entretanto, em humanos, nenhuma publicac&o relacionou
a baixa ingestdo de AGMI com DHGNA. (ZELBER-SAGI et al., 2011). Com relacdo ao
colesterol, os resultados de estudos observacionais tém sido conflitantes. Alguns estudos nao
demostraram diferencas entre a alta ingestdo de colesterol e DHGNA (ZELBER-SAGI et al.,
2007).

Ao longo das Gltimas décadas, a questdo nutricional relacionada a perda de peso como
tratamento para DHGNA vem modificando paulatinamente. Nos primordios do tratamento,
entre as décadas 60 e 70, as dietas com niveis de calorias muito baixa (< 500 Kcal) levando a
reducdo drastica de peso eram a base do tratamento. Entretanto, apesar da melhora da
esteatose, histologicamente era visto piora do dano hepatico, indicado pelo aumento da
fibrose e necrose focal (ROZENTAL et al.,, 1967). Andersen et al., (1991) avaliaram a
evolucdo histologica de 41 pacientes com obesidade morbida e EHNA submetidos a dieta
hipocaldrica (< 400 Kcal/dia) e constataram que nenhum dos pacientes que perderam menos
de 1,6 kg/semana de peso desenvolveram fibrose hepatica, definindo o limite superior para a
taxa de reducédo de peso em pacientes com DHGNA.
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Atualmente, o tratamento dietético da DHGNA é estruturado em dietas equilibradas
combinado com um programa de terapia comportamental visando modificacdo do estilo de
vida em longo prazo. (PROMRAT et al., 2010; ZELBER-SAGI et al., 2011). Lazo et al.,
(2010) testaram o efeito de uma intervencéo de estilo de vida durante 12 meses intensivos em
96 pacientes diabéticos e com sobrepeso ou obesidade que incluia uma restricdo calorica
moderada acompanhada de atividade fisica supervisionada e reunifes multidisciplinares
semanais, enquanto o grupo controle recebeu apenas informacdes educacionais sobre dieta e
atividade fisica. O grupo de pacientes que foram supervisionados perdeu mais peso (- 8,5% vs
- 0,05%; P <0,01), obtive um maior declinio na esteatose (- 50,8% vs - 22,8%; P = 0,04) e na
hemoglobina glicada (- 0,7 vs - 0,2%, P = 0,04). N&o houve diferenca significativa em relacéo

as enzimas hepaticas.

2.1.4.2 Suplementacdo vitaminica e efeitos antioxidantes

o Vitamina E (a-tocoferol): E uma vitamina lipossoluvel, com efeito, anti-
oxidante. A utilizagdo de vitamina E em doses elevadas de 300 — 1000 Ul/dia para o
tratamento da DHGNA tém demostrando resultados discordantes. Kugelmas et al., (2003),
em estudo controlado e randomizado, com 17 pacientes com EHNA, que receberam 800
U/dia de vitamina E por 6 semanas, observaram que ndo houve diferenca significativa nos
niveis das transaminases, citocinas (FNT-a, interleucina 6 e 8) e &cido hialurénico
(marcador de fibrose hepatica). Sanyal et al., (2004) ao desenvolverem estudo piloto
prospectivo randomizado com o uso de vitamina E (400 Ul/dia) também ndo relataram
melhora significativa na histologia (inflamacdo e fibrose hepética) ap6s 6 meses de
tratamento. Entretanto, Hasegawa et al., (2001), administraram vitamina E na dose de
300UI diarias em 20 pacientes com diagnostico de DHGNA por um periodo de 1 ano,
observaram melhora histoldgica (esteatose, inflamacéo e fibrose) e diminui¢do nos niveis
do FCT-B1, potente estimulador de fibrose hepatica. Recentemente, Sanyal et al. (2010)
ao desenvolver estudo multicéntrico, randomizado, duplo cego, placebo controlado,
realizado ao longo de 96 semanas, avaliaram o tratamento com vitamina E (800 U/dia) ou
pioglitazona (30 mg/dia) em 247 pacientes com diagnostico de EHNA sem diabetes. A
terapia com vitamina E em comparacgdo ao placebo apresentou melhora significativa da
EHNA (43% vs. 19%, P=0,001), ndo visto no grupo da pioglitazona (34% vs 19%,

P=0,04) e ambos os tratamentos melhoraram significativamente os parametros
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histoldgicos: esteatose, inflamacdo lobular e balonizacdo hepatocelular, entretanto sem
melhora no grau de fibrose hepatica.

Vitamina C: E uma vitamina hidrossolGvel que atua como cofator para enzimas
envolvidas na biossintese de colageno, carnitina e tirosina, metabolismo de hormonios
(catecolaminas e neuropeptidios) e desempenha agdo antioxidante indireta na membrana
celular, doando elétrons ao radical a-tocoferoxil (radical livre da vitamina E), contribuindo
para proteger a membrana celular da peroxidacéo lipidica (MAY, 1999). Harrison et al.,
(2003) ao realizar estudo prospectivo, randomizado, duplo cego, placebo controlado em
45 pacientes com diagndstico histologico de EHNA, avaliaram o tratamento da vitamina E
(1000 U/dia) associado com vitamina C (1000 mg/dia) por 6 meses e observaram melhora
apenas no grau de fibrose (p=0,002), sem melhora na atividade necroinflamatéria e nas

transaminases.

Vitamina D: Nos ultimos anos, varios pesquisadores associam a deficiéncia de vitamina
D como fator de risco para doencas cardiovasculares e metabdlicas (resisténcia a insulina
e disfuncéo das células betas), (KAYANIYIL et al., 2010). Targher et al., (2007) dosaram
0s niveis sanguineos da vitamina D (25-OH-vitamina D) de 60 pacientes com diagnostico
de DHGNA e 60 controles e constataram que 0s pacientes com DHGNA apresentaram
niveis significativamente menores (51.0+/-22 vs. 74.5+/-15 nmol/L, P<0.001)
independentes da idade, sexo, IMC, creatinina, célcio, resisténcia a insulina e sindrome
metabdlica. Barchetta et al., (2011) compararam 162 pacientes com SM e DHGNA com
100 pacientes com apenas SM e relacionaram DHGNA com deficiéncia de vitamina D
independente da idade, sexo, triglicerideos, HDL-colesterol e glicemia. Até o presente
momento, nenhuma pesquisa publicada avaliou o potencial terapéutico da vitamina D no
tratamento da DHGNA.

Betaina: é um aminoacido necessario para a sintese hepética de S-adenosilmetionina que,
por sua vez, é precursor da glutationa, tripéptido linear (acido glutdmico, cisteina e
glicina) com funcdes anti-oxidante intra-celular. Assim como a vitamina E, as pesquisas
publicadas sdo controversas. Abdelmalek et al., (2001) administraram a betaina por 12
meses a 7 pacientes com EHNA e obtiveram melhora significativa nos niveis das
transaminases e pardmetros histoldgicos (esteatose, necroinflamacdo e fibrose).
Entretanto, recentemente, o Abdelmalek et al., (2009) ao realizar estudo placebo
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controlado e randomizado com 35 pacientes com EHNA (18 pacientes placebo e 16 em
uso de betaina 20g/dia por 12 meses) ndo encontraram diferencas significativas em
relacdo aos niveis de transaminases, insulina, adiponectina, leptina, citocinas (FNT-a,

interleucina 6 e 8) e parametros histologicos.

N-acetilcisteina: derivada da N-acetilacdo do aminoacido L-cisteina, apresenta efeito
antioxidante através da interacdo do seu grupo SH com grupos oxidantes, como H202 e
promovem a produgdo intracelular de glutationa. Estudos experimentais com ratos
Sprague-Dawley alimentados com dieta rica em gordura para induzir EHNA demostraram
a acdo antioxidante da N-acetilcisteina no figado, entretanto ndo apresentaram melhora
histol6gica superior a dieta. (SAMUHASANEETO et al., 2007)

2.1.4.3 Drogas

Para pacientes com DHGNA associado ao diabetes mellitus tipo 2 ou a sindrome

metabolica, o tratamento principal se concentra no controle glicémico ou na melhora da

sensibilidade a insulina. Dessa forma, as principais medicacdes para o tratamento da DGHNA

correspondem ao uso de agentes sensibilizantes da insulina.

Metformina: é um antidiabético oral da classe das biguanidas, medicamento de escolha
no tratamento inicial do diabetes mellitus tipo 2 e Unico hipoglicemiante com a capacidade
de reduzir o risco cardiovascular. Seu mecanismo de acdo envolve a inibicdo endégena da
producédo de glicose (gliconeogénese), principalmente no figado e possivelmente diminui
a resisténcia & insulina por reduzir o contetdo de gordura do figado, musculos e tecido
gorduroso através da ativacdo da enzima proteina-quinase dependente de AMP, que
resulta em aumento da oxidagdo mitocondrial e diminuicdo da sintese de &cidos graxos
(HUNDAL et al., 2003).
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Figura 1 A¢do da metformina em diferentes sistemas. Fonte: Adaptado de Hundal e Inzucchi (2003).

No momento, as evidéncias de que pacientes com EHNA apresentem melhora
histolégica com a medicacdo € controversa. Varios pequenos estudos de 4 a 6 meses de
duracdo com dose de 1 a 1,5 grama/dia, tém apresentado apenas melhora nos niveis das
transaminases. Garinis et al., (2010), ao realizarem estudo com 50 pacientes com diagnostico
ultrassonografico de esteatose hepatica, comparando o uso de metformina 1 g/dia com dieta
hipocalérica por 6 meses, concluiram que o efeito da metformina para tratamento da esteatose
hepética e outros pardmetros metabolicos (resisténcia a insulina e dislipidemias) é superior ao
tratamento dietético isolado. No unico estudo clinico controlado e randomizado publicado os
pesquisadores compararam trés grupos: metformina (2g/dia; n=55), vitamina E (800 U/dia;
n=28) e dieta (N=27). Com base nos resultados da analise multivariada, o tratamento com
metformina foi associado a maiores taxas de normalizagcdo das aminotransferases (56%) e
melhora histoldgica (esteatose, necroinflamacdo e fibrose) que o0s demais grupos,
independente da idade, sexo e IMC. (BUGIANESIS et al., 2005).



28

Glitazonas: Sao drogas sensibilizadoras da acdo da insulina, tendo como mecanismo de
acao efeito agonista nos receptores nucleares PPAR-y (peroxisome proliferator activated
receptors do tipo y) que sdo expressos principalmente no tecido adiposo. As glitazonas
promovem remodelamento dos adipécitos com diminuicdo da gordura visceral e aumento
da gordura celular subcutanea promovendo diminuicdo da secrecdo de citocinas
inflamatdrias (FNT-a, interleucina 6) e acidos graxos livres ¢ aumento da concentragdo
sérica de adiponectina. (MARTENS et al., 2002; MIYAZAKI et al., 2004). Pesquisadores
em dois ensaios clinicos utilizando a pioglitazona (30 mg/dia) e rosiglitazona (8 mg/dia)
por 48 semanas demostraram melhoras significativas na alanina aminotransferase (ALT) e
nas lesdes histologicas (esteatose e necroinflamacgéo), entretanto apenas os pacientes que
fizeram uso da pioglitazona apresentaram melhora na fibrose hepatica.
(NEUSCHWANDER-TETRI et al., 2003; PROMRAT et al., 2004).

Orlistat: € um analogo mais estavel e parcialmente hidrolisado da lipstatina, potente
inibidor de lipases do trato gastrointestinal, reduzindo a hidrélise dos triglicerideos
ingeridos e impedindo a absorcdo de aproximadamente 30% da gordura ingerida. Pela sua
acdo em diminuir a absor¢do de gordura, promove perda de peso (£ 8% em 4 anos).
(TORGERSON et al., 2004). Hussein et al., (2007) ao realizarem estudo ndo comparativo
(série de casos) administraram orlistat (120 mg/ 3x/dia) a 14 pacientes obesos com EHNA
e obtiveram melhora dos parametros histoldgicos e metabdlicos (transaminases, colesterol
total, LDL-colesterol e triglicerideos). Entretanto, em outro estudo, 41 pacientes com
sobrepeso e diagnéstico de EHNA foram randomizados para receber uma dieta
hipocalérica (1400 Kcal/dia) associada a vitamina E (800U/dia), com ou sem orlistat (120
mg/3x/dia) por 36 semanas sendo observado pelos pesquisadores que o orlistat ndo
acrescentou melhora na perda de peso (-8,3% vs -6%, P=0,86), transaminases,
sensibilidade a insulina, adiponectina, hemoglobina glicada e parametros histoldgicos em

relagdo ao tratamento isolado com vitamina E e dieta (HARRISON et al., 2009).

Sibutramina: é uma amina tercidria inibidora da recaptagdo da serotonina e da
noradrenalina, conferindo uma acdo sacietogénica e em experimentos animais, ela
tambem estimula a termogénese no tecido adiposo marrom (HALFORD et al., 2011).
Sabuncu et al. (2003) iniciaram sibutramina como tratamento para EHNA a 13 pacientes e

orlistat a 12 pacientes e observaram melhora nas enzimas hepéticas, reducdo de peso e
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regressdo da esteatose hepatica visto no ultrassom, entretanto sem diferenca significativas

entre 0s grupos.

2.1.4.3.2 Drogas hepatoprotetoras

Acido ursodesoxicolico (AUDC): é um acido biliar hidrofilico ndo toxico encontrado na
bile e tem como mecanismo de acdo inibir a sintese hepatica de colesterol e promove a
sintese de acidos biliares hidrofilicos que sdo menos hepatotoxicos, além de ter efeitos
citoprotetores, imunomoduladores e anti-apoptoticos. (ANGULO, 2002). Laurin et al.,
(1996) ao realizarem um estudo piloto, avaliaram e compararam o uso do AUDC (13-15
mg/kg/dia) com clofibrato (2g/dia) por 12 meses e demonstraram melhora ou
normalizacdo das enzimas hepéticas e reducdo no grau de esteatose apenas no grupo do
AUDC. Ratziu et al. (2011) ao realizarem estudo multicéntrico, duplo cego, randomizado
e placebo controlado avaliaram a eficacia do AUDC (28-35 mg/kg/dia) por 12 meses em
126 pacientes com diagnostico histolégico de EHNA. Os pacientes do grupo do AUDC
apresentaram reducgdo significativa dos niveis da ALT (-28,3% vs -1,6%, P<0,001) e do
marcador de fibrose hepatica, FibroTest® (P<0,001). Entretanto ndo foram avaliados os

parametros histoldgicos no fim do tratamento.

Pentoxifilina (PTX): é um derivado da metilxantina, inibidor ndo seletivo da
fosfodiesterase, promovendo a diminuicdo na producdo de FNT-a e interleucina 1 e 6
(citocinas pro-fibroticas) e consequentemente dano hepético. Satapathy et al., (2007)
trataram 9 pacientes com EHNA por 12 meses com PTX (400 mg/3x/dia) e observaram
reducdo significativa da enzima ALT (111 = 53 IU/L para 45 + 19 IU/L, P = 0.003),
necroinflamacdo (- 67%), esteatose (- 55%) e fibrose (-67%). Lee et al., (2008) ao
realizarem estudo randomizado, placebo-controle, avaliaram 20 pacientes com EHNA por
3 meses e concluiram que a PTX é efetiva em reduzir as transaminases hepaticas, no
entanto ndo foi avaliado parametros histolégicos pds-tratamento. Recentemente, Zein et
al., (2011) ao realizarem estudo duplo cego, compararam o efeito da PTX (400 mg/3x/dia)
versus placebo em 55 pacientes com EHNA por 1 ano e verificaram reducao significativa

na esteatose, inflamacdo lobular e fibrose hepética.
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Bloqueadores dos receptores da angiotensina Il (BRAS): S&o anti-hipertensivos de uso
corrente no tratamento da nefropatia diabética e insuficiéncia cardiaca. O mecanismo de
acdo dos BRASs € basicamente atribuida & sua capacidade de bloquear especificamente os
receptores AT1 da angiotensina Il. Mais recentemente, pesquisadores vem demostrando
novas acdes dos BRAs em outros receptores, como os receptores nucleares PPAR-y e na
reducdo do &cido Urico através de um efeito uricosudrico relacionado apenas ao losartan
(SCHUPP et al., 2006; DIEZ, 2006). Yokohama et al. (2004) acompanharam 7 pacientes
hipertensos e com EHNA em uso de losartan (50mg/dia) por 48 semanas e observaram
melhora nos niveis séricos de ferritina, FTC-p, transaminases, necroinflamacéo e fibrose

hepaética.

2.1.4.3.3 Drogas hipolipemiantes

Fibratos: derivados do é&cido fibrico agem a partir da estimulacdo dos receptores
nucleares ativados de proliferacdo dos peroxissomas-alfa (PPAR-a), levando ao aumento
da producéo e da acdo da lipase lipoprotéica (LPL), reducdo da apoproteina CIlI, aumento
da excrecdo biliar do colesterol hepatico, efeito antioxidante (diminuindo a oxidacdo das
LDL-colesterol), efeito anti-inflamatoério (inibe a expressdo das interleucinas 1 e 6) e
reducdo do fluxo de acidos graxos para o figado. Dessa forma sdo medicamentos de
escolha na hipertrigliceridemia e podem reduzir o risco de doencas cardiovasculares e
metabolicas (MCKEAGE; KEATING, 2011). Hiperlipidemia, particularmente
hipertrigliceridemia estd presente em cerca de 20-80% dos pacientes com EHNA.
Entretanto, os estudos com fibratos sdo frustrantes. Laurin et al. (1996) realizaram estudo
controlado com seguimento histolégico em 16 pacientes com DHGNA e
hipertrigliceridemia e observaram que o uso de clofibrato (2g/dia) por 1 ano néo
apresentou efeito significativo tanto dos parametros bioguimicos quanto na histologia
hepéatica e Fernandez-Miranda et al. (2008) acompanharam 16 pacientes com diagnostico
de DHGNA em uso de fenofibrato (200mg/dia) por 48 semanas e no final do estudo
observaram melhora apenas no grau de balonizacdo dos hepatdcitos, sem efeito
significativo no grau de esteatose, inflamacdo e fibrose hepatica, apesar da melhora

metabdlica, inclusive nos niveis das enzimas hepaéticas.



31

Estatina: sdo agentes hipolipemiantes que atuam primariamente no figado na inibicao da
HMG-CoA redutase, enzima fundamental na sintese do colesterol, levando a uma reducao
do colesterol tecidual e consequentemente aumento na expressao dos receptores de LDL e
tém sido associados com uma expressiva diminuicdo da morbidade e mortalidade
cardiovascular para pacientes em prevencao primaria ou secundaria da doenca coronariana
(POLLI, 2007). Kimura et al (2010) avaliaram o efeito da atorvastatina (10 mg/dia) em 43
pacientes com diagnostico de EHNA e hipercolesterolemia por 12 meses e observaram
melhora significativa no grau de esteatose e atividade necroinflamatdria hepaética.
Entretanto, Hyogo et al (2011) em estudo com uma nova estatina sintética (pitavastatina 2
mg/dia) por 12 meses ndo observaram reducao significativa no grau de necroinflamacéo e

fibrose hepética, apenas foi visto reducdo nos niveis das transaminases.

Ezetimiba: atuam inibindo a absorcéo de colesterol nos enterdcitos através da inibicdo do
transporte do colesterol por enzimas transportadoras especificas. Yoneda et al. (2010)
trataram 10 pacientes com hipercolesterelemia e EHNA associado por 6 meses com
ezetimiba (10mg/dia) e observaram reducdo nas transaminases, LDL-colesterol, proteina
C Reativa e colageno tipo 4 e na avaliacdo histoldgica foram observados apenas reducao

da necroinflamacéo e esteatose, sem efeito no grau de fibrose.
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Figura 2 Os potenciais efeitos fisiopatoldgicos de terapias que estdo sob investigacdo. BRAS
— Bloqueadores dos receptores da angiotensina, TZDs — Tiazolidionas. Fonte: Adaptado de
Torres e Harrison (2008).



Tabela 2 Drogas com efeitos anti-oxidantes e hepatoprotetoras
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Autor/ ano Intervencéo NUmero | Duragdo | TGP Outros marcadores Histologia
(meses) avaliados Esteatose Inflamacéo Fibrose

Hasegawa/ 2001 | Vitamina E (300Ul/dia) 20 12 ! | FCT-B1 ! | |

Kugelmas/ 2003 Vitamina E 16 3 - FNT-a, interleucina 1 ¢ 6 NA NA NA
(800UI/dia) e acido hialurénico —
sem alteracéo
Harrison/ 2003 Vitamina C (1g/dia) + 45 6 - _ : . 1
Vitamina E (1000U/dia)
Abdelmalek/ 2001 Betaina 7 12 ! - | | !
Abdelmalek/ Betaina 35 12 ! Insulina, adiponectina, - - -
2009 leptina, FNT-a, inter 1 e 6
— sem alteracdo

Laurin/ 1996 AUDC 24 12 ! - 1 (USG) NA NA
Ratziu/ 2011 AUDC 126 12 ! | FibroTest® NA NA NA

Sanjaya/ 2007 Pentoxifilina 9 12 ! - ! ! !
Lee/ 2008 Pentoxifilina 20 3 ! = NA NA NA

Yokohama/ 2004 Losartan 7 9 ! | FTC-B e ferritina NA ! !

Hussein/ 2007 Orlistat 14 6 ! = ! ! !

Harrison/ 2009 Orlistat + vitamina E 41 9 - Insulina, adiponectina, - - =

hemoglobina glicada —
sem alteracdo

Sabuncu/ 2003 | Orlistat + Sibutramina | 12 e 13 6 ! - 1 (USG) NA NA




Tabela 3 Drogas sensibilizadores da insulina, redutores do peso e hipolipemiantes
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Autor/ ano Intervencéo Numero | Duracdo | TGP | Outros marcadores Histologia
(meses) avaliados Esteatose Inflamacéao Fibrose
Marchesini/ 2001 Metformina 14 4 ! - NA NA NA
Bugianesis/ 2005 Metformina 110 12 ! - NA NA NA
Nair/ 2004 Metformina 15 12 ! - NA NA NA
Promrat/ 2004 Pioglitazona 18 11 ! - ! ! !
Sanyal/ 2004 Pioglitazona + 20 6 - - - ! !
Vitamina E
Sanyal/ 2010 Pioglitazona vs 247 96 ! - ! ! -
Vitamina E
Neuschwander- Rosiglitazona 30 11 ! - ! ! -
Tetri/ 2003
Laurin/ 1996 Clofibrato 16 12 ! - 1 (USG) NA NA
Fernandez- Fenofibrato 16 10 ! - ! | apenas da !
Miranda/ 2008 balonizagéo
Kimura/ 2010 Atorvastatina 43 12 ! - ! ! -
Hyogo/ 2011 Pitavastatina 13 12 ! - - - -
Yoneda/ 2010 Ezetimibe 10 6 ! | Colégeno tipo 4 ! ! -
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2.2 Dieta rica em frutose associado a sindrome metabdlica, hiperuricemia e esteato-
hepatite ndo alcodlica

Nas ultimas duas décadas, a prevaléncia de obesidade e sindrome metabdlica vem
crescendo no mesmo ritmo que o consumo de alimentos ricos em frutose (ELLIOT et al.,
2002). A ingestdo de frutose, nos paises desenvolvidos vem aumentando acentuadamente,
cerca de 250% nos ultimos 15 anos, em decorréncia do maior consumo de produtos
industrializados contendo frutose, como, por exemplo, adogantes, refrigerantes e xarope de
milho (BASCIANO et al.,2005; BRAY; NIELSEN; POPKIN, 2004).

A frutose € um monossacarideo que é encontrado naturalmente em apenas alguns
alimentos, principalmente frutas e verduras. O seu maior consumo é na forma de sacarose, um
dissacarideo composto de partes iguais de glicose e frutose. Nos Estados Unidos, a frutose é
encontrada, principalmente, como componente do xarope de milho. (VOS et al., 2008)

A frutose é absorvida no intestino por dois mecanismo distintos, sendo o primeiro, por
difusdo facilitada mediada pela proteina GLUT (glucose transport) 5, que tém alta afinidade
pela frutose e sua acdo ndo depende da estimulacdo da insulina, enquanto, o0 segundo por co-
transporte, dependente de glicose, gerando um aumento de 29% na absorc¢do da frutose em
associacao com glicose na dieta. Na circulacdo, a frutose € transportada pela proteina GLUT 2
até o figado, onde é rapidamente metabolizada pela enzima frutoquinase que fosforila no
carbono 1 em frutose-1 fosfato, que posteriormente € cindida pela aldolase B em duas trioses,
diidroxiacetona e glicearaldeido-fosfato. As trioses poderdo participar de trés vias
metabdlicas: entrar na via glicolitica para produzir ATP (energia) e piruvato, reduzir até
glicerol e participar da sintese de triacilglicerdis e outros lipidios (lipogénese) ou sofrer
condensacdo com formacdo de frutose 1,6 difosfato e posteriormente participar da
gliconeogénese. A deficiéncia da enzima aldolase B (frutose-1-fosfato aldolase), também
chamada de intoleréncia hereditaria a frutose, resulta no mais sério erro inato de metabolismo
envolvendo o metabolismo da frutose, a deficiéncia leva a acimulo de frutose-1-fosfato
causando deplecdo de ATP e fdsforo inorganico e aumento da degradagdo de nucleotideos
para cido urico, como consequéncia hiperuricemia. As criangas com esse defeito enzimatico
apresentam nauseas, vomitos, hipoglicemia, dor abdominal e até convulsdo apés ingestdo de
frutose e a persisténcia do uso da frutose a longo prazo ocasionara retardo no crescimento,
insuficiéncia renal cronica e doenca hepatica progressiva culminando em cirrose hepatica que

€ uma das principais causa de morte nessas crian¢as (HALLFRISCH, 1990).
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Park e Yetley, (1993) avaliaram dados do Departamento de Agricultura dos Estados
Unidos, Nationwide Food Consumption Survey (NFCS 1977-1978) e constataram que 0
consumo de frutose naquela época correspondia a aproximadamente 8% do total das calorias
diarias, uma média de 37 g/dia, sendo a maioria representada por refrigerantes, sucos de fruta
e doces de padaria. Vos et al, (2008) analisaram o consumo de frutose de 21.483 adultos e
criangas através de dados do The Third National Health and Nutrition Examination Survey
(NHANES Il - 1988-1994) e a média de consumo de frutose foi estimada em 54,7 g/dia,
correspondente a 10,2% do total de calorias diarias, sendo que em adolescentes (12-18 anos) a
média foi de 72,8 g/dia (12,1% calorias/dia). A distribuicdo percentual da frutose entre os
tipos de alimentos analisados nesse estudo estdo representadas nas figuras 4 e 5.

Bantle et al. (2000) avaliaram o efeito de uma dieta rica em frutose (17% do total das
calorias diarias) por 6 semanas em 24 adultos saudaveis sobre o metabolismo lipidico e
observaram aumento em 32% dos niveis de triglicerideos apenas nos homens. L€ et al. (2009)
administraram uma dieta rica em frutose (3,5g9/Kg/dia, 35% do total de calorias diarias) por 7
dias a 16 homens saudaveis com antecedentes familiares de diabetes tipo 2 (DM2) e 8
homens sem antecedentes (controle) e concluiram que dieta rica em frutose aumentaram os
lipidios intra-hepaticos e intra-miocelular visto na espectroscopia por ressonancia magnética
nos dois grupos e no grupo com antecedente familiar de DM2 os niveis de triglicerideos
aumentaram 35% e a sensibilidade a insulina diminuiu em 27%.

Dessa forma, podemos afirmar que a ingestdo de grande quantidade de frutose,
ultrapassando 2 a 3 vezes a média diaria de consumo relatada no NHANES 1Il, pode
promover alteragdes importantes no metabolismo, como a resisténcia a insulina e

hipertrigliceridemia, dois grandes fatores de risco para doengas cardiovasculares e EHNA.
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Figura 4 - Distribuicdo do consumo de frutose entre os grupos e subgrupos de alimentos em

adultos (Idade superior a 19 anos). Fonte: VVos, 2008.

Figura 5 - Distribuicdo do consumo de frutose entre os grupos e subgrupos de alimentos em
adolescentes (Idade entre 12 — 18 anos). Fonte: VVos, 2008.
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Kogut et al., (1975) ap6s infundirem 0,25 g/kg de frutose em seis criangas com
intolerancia hereditaria a frutose, observaram aumentos nos niveis séricos de acido urico (4,1
mg/dl para 5,4 mg/dl) e na excrecdo urinaria de acido urico (0,6 para 1,0 mg/mg de
creatinina), concluido que a ingestdo de frutose nesses pacientes produzia hiperuricemia pelo
aumento da degradacdo de monofosfato de adenosina induzido pelo acumulo de frutose-1-
fosfato. Esse trabalho foi pioneiro na associagéo de ingestédo de frutose e hiperuricemia em
pacientes com intolerancia hereditaria a frutose.

Com relacgéo a obesidade, a frutose pode levar ao ganho de peso independente do gasto
energético, com possivel participacdo direta da frutose no controle da saciedade. A frutose
tem poder de inibicdo da saciedade no hipotdlamo menor que a glicose (HARVEL et al.,
2005). Essa diferenca se deve a inabilidade da frutose em estimular agudamente a producéo
de insulina e leptina e suprimir a grhelina (JOHNSON et al., 2007). Shapiro et al., (2008)
realizaram experimento com ratos da espécie Sprague Dawley e concluiram que 0 uso crénico
de dieta rica em frutose promove resisténcia a leptina com subsequente aumento do peso. Os
ratos alimentandos com dieta com 60% de frutose ndo apresentaram resposta anorexigena a
injecdo intraperitoneal de leptina.

O metabolismo da frutose tem efeitos importantes no metabolismo da glicose e
lipidios. Experimentalmente, principalmente em ratos, a resisténcia a insulina vem sendo
estimulada através da sobrecarga de frutose na dieta, por racdo comercial rica em frutose
(60%) (HWANG et al,1987; NAKAGAWA et al.,2006) ou adicionando frutose na agua de
beber (10 a 20%) (DAI;MCNEILL, 1995).

Nakagawa et al., (2006), ao realizarem estudos com ratos Sprague-Dawley,
demostraram que dieta rica em frutose (60%) induz hiperinsulinemia, hipertrigliceridemia,
HDL baixo e hiperuricemia acompanhado de diminuicdo dos niveis de oxido nitrico no
endotélio. Elliot et al., (2002) e Kelley et al., (2004) comprovaram que 0 aumento da
lipogénese hepatica com elevacdo da producdo de VLDL decorrente de efeito lipogénico da
frutose, resultaria na hipertrigliceridemia e consequentemente em resisténcia a insulina.

Os mecanismos propostos pelos pesquisadores para explicar o efeito da frutose em
promover resisténcia a insulina sao:

« Hiperatividade do sistema simpético (VERMA et al., 1999);

» Disfuncéo endotelial por diminuigdo na producdo de oxido nitrico (NAKAGAWA et

al., 2006);

* Hiperatividade do sistema renina-angiotensina (RONCAL et al., 2009);

« Aumento da resisténcia a leptina (SHAPIRO et al., 2008).
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Armutcu et al., (2005) ao estudarem ratos Wistar machos alimentados com frutose a
10% dissolvidas em &agua por 10 dias, observaram esteatose hepéatica macrovesicular e
microvesicular sem qualquer inflamacdo e fibrose. Entretanto, Kawasaki et al., (2009)
concluiram, em experiéncia com ratos, que a dieta rica em frutose (60%) comparada a dieta
rica em gorduras, corresponde ao melhor modelo de EHNA, com distribuicdo de inflamacéo

lobular predominante sobre a portal, semelhante em humanos.

2.3 Hiperuricemia e esteato-hepatite ndo alcoolica

Acido urico é o produto final da degradacdo das purinas nos mamiferos. Apesar de
ocorrer a sintese e degradacdo de nucleotideos purinicos em todos os tecidos, 0s uratos sdo
apenas produzidos naqueles que contém a enzima Xantina oxidase que correspondem ao
figado e intestino delgado. A producdo de uratos varia com o conteldo de purinas da dieta e
as taxas de sintese, degradacéo e receptacdo. Normalmente, 80-90% dos uratos sdo excretados
pelos rins, sendo que o restante é eliminado por via intestinal. Hiperuricemia resulta do
excesso de producdo (hiperatividade da enzima xantina oxidase) ou da diminuicdo da
excrecdo renal de acido urico (SO; THORENS, 2010).

Varios pesquisadores conduzindo estudos populacionais mostraram que elevacdes nas
concentragfes sericas de &cido Urico correspondem a um componente da sindrome
metabolica. Em relacdo a sindrome metabolica e seus componentes, Yoo et al., (2005) em
estudo conduzido na Coréia do Sul, envolvendo 53.477 pacientes determinaram uma
correlacdo independente entre hiperuricemia com hipertensdo arterial e resisténcia a insulina e
classificou a hiperuricemia como um dos principais fatores de risco para sindrome metabdlica.
Perlstein et al., (2006), ao realizarem um estudo de coorte longitudinal (Estudo Normativo do
Envelhecimento), iniciado em 1963 pelo governo Americano, com 2280 homens na faixa
etaria entre 21 a 80 anos, concluiram que os niveis de &cido Urico > 6,5 mg/dl € um fator de
risco para desenvolvimento de hipertenséo arterial sistémica independente dos outros critérios
para o diagnostico da sindrome metabdlica, fungdo renal e idade. Lee et al., (1995), avaliando
a inter-relacdo entre os fatores de riscos cardiovasculares e hiperuricemia em 886 homens, em
estudo de coorte americano, constataram atraves de regressdo multivariavel que os niveis de
acido trico estao positivamente associados com IMC (B = 0,041 mg/dl por Kg/m2, p =0,003)
e relagdo cintura/quadril (f = 1,88 mg/dl por cm/cm, p=0,048). Lee et al.., (2006), avaliaram
6.771 pacientes sem diabetes ou hipertenséo arterial e constataram que a hiperuricemia esta
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fortemente associado com microalbuminuria em pacientes com hipertenséo arterial no limite
superior (pressdo arterial sistdlica entre 120 e 140 mmHg e diast6lica entre 80 e 90 mmHg).

Diversos pesquisadores conduzindo estudos nas ultimas cinco décadas vém
correlacionando os niveis séricos elevados de acido Grico como fator de risco para doencas
cardiovasculares. Freedman et al.,(1995) demonstraram que cada acréscimo de 1 mg/dl nos
niveis de &cido Urico estd associado com aumento de 48% no risco para doencas coronarianas
em mulheres. Iribarren et al., (1996), ap6s avaliarem por ultrassom o indice de espessura de
artérias cardtidas (uma medida precoce de aterosclerose) em 6.522 mulheres e 4.966 homens
com idade entre 45 a 64 anos, constataram que os niveis de &cido Urico correlacionaram-se
positivamente em ambos 0s sexos, com varios fatores de risco para aterosclerose como IMC,
niveis de triglicérides, insulina de jejum e hipertensao arterial, entretanto, ndo houve diferenca
significativa a associacdo de &cido Urico com o indice de espessura de artérias carétidas e
Culleton et al., (1999), em estudo populacional, gerado a partir dos dados do estudo de coorte
de Framingham, avaliaram 117.376 pessoas e concluiram que ap0s ajuste para outros fatores
de risco cardiovasculares, ndo houve correlacdo entre os niveis de acido Urico e a ocorréncia
de eventos cardiovasculares.

Até o presente momento, poucas teorias tentam explicar 0 aumento da resisténcia a
insulina promovida pela hiperuricemia. Nakagawa et al, (2005) sugerem que a hiperuricemia
leva a resisténcia a insulina por disfuncdo endotelial por inibicdo na producdo e
biodisponibilidade endotelial de oOxido nitrico. Ratos geneticamente modificados com
deficiéncia de 6xido nitrico apresentam resisténcia a insulina ao nivel periférico (musculos
esqueléticos), pois & acdo da insulina nesses tecidos é dependente de Oxido nitrico
(NAKAGAWA, 2005).

Apesar da EHNA e hiperuricemia estarem fortemente relacionados com a sindrome
metabolica, poucos pesquisadores na literatura associaram as duas patologias. Sakugawa et
al., (2004) avaliaram a associacdo da gama-glutamil transferase com a sindrome metabolica e
EHNA em 4211 mulheres japonesas e constataram como fatores de risco para esteatose
hepética, niveis elevados de acido trico (>7 mg/dL) associado com hipertrigliceridemia (>150
mg/dl), hemoglobina >14 g/dL e IMC > 25. Lonardo et al, (2002), compararam valores
bioquimicos de 60 pacientes com diagnostico de EHNA com valores de individuos saudaveis
(controle) e concluiram que elevacdo nos niveis de acido Urico e insulina de jejum séo
preditores independentes de DHGNA e resisténcia a insulina.

Lee (2009) ao desenvolverem estudo transversal com uma amostra de 13.621 coreanos

(7.221 homens e 6.400 mulheres) em tre 2005 e 2006, concluiram que a hiperuricemia (&cido
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arico > 7 mg/dl para homens e > 6 mg/dl para mulheres) estd associado a EHNA,
independentemente do IMC ou a presenca da sindrome metabdlica. Yamada et al., (2010) ao
realizarem estudo longitudinal com 3076 mulheres e 1042 homens japoneses, avaliando
fatores de riscos para EHNA, identificaram que o aumento progressivo do acido Urico esta
associado com aumento da prevaléncia de EHNA, independente da idade, IMC, hipertensao
arterial, triglicerideos, glicemia de jejum e tabagismo. Lee et al., 2010 examinaram a
associacdo de hiperuricemia e EHNA em 3768 coreanos e determinaram que niveis de acido
arico maiores que 4,5 mg/dl em mulheres e 6,4 mg/dl em homens duplica a chance do
individuo desenvolver EHNA independente de outras variaveis.

Matsubara et al. (2002) avaliaram 822 mulheres Japonesas e constataram uma relagdo
independente da adiposidade entre leptina e &cido Urico e Fruehwald-Schultes et al., (1999),
ao compararem 59 pacientes com diabetes tipo 2 com 27 pacientes saudaveis (controle) e
observaram associacao entre niveis de leptina e acido Urico independente da idade e IMC.
Bedir et al., (2003), ap6s avaliarem 420 pacientes turcos propuseram que a leptina seja um
regulador da concentracdo do &cido urico em pacientes obesos.

Dessa forma, a hiperleptinemia na obesidade aumentaria os niveis de acido urico,
principalmente no figado, pois o &cido Urico corresponde ao produto final da degradacéo das
purinas, decorrente da biotransformacdo das xantinas promovidas pela enzima Xxantina-
oxidase. A hipGtese é que tanto a resisténcia a insulina como a resisténcia a leptina aumente a
acao da xantina-oxidase. Pesquisadores apontam para a hiperproducdo de radicais livres
catalizados pela xantina-oxidase, principalmente superoxidos, induzindo disfuncédo
mitocondrial e apoptose celular no figado (JEON et al, 2001; RHODEON et al., 2000).

2.4 Alopurinol e esteato-hepatite ndo alcodlica

Alopurinol foi introduzido pela primeira vez, em 1963, como um inibidor potente da
enzima xantina oxidase (XO), quando foi investigado para uso concomitante com
quimioterapicos para o cancer e tem sido utilizado por vérias décadas para o tratamento de
pacientes com hiperuricemia e gota. Estudiosos apontam para a hiperprodugéo de radicais
livres catalisados pela xantina-oxidase, principalmente superdxidos, induzindo disfuncéo
mitocondrial e apoptose celular no figado (PACHER et al., 2006). Desde a introducdo do
conceito de lesdo de isquemia-reperfusdo na década de 80, no qual, apds reversdo de um
evento isquémico, a restauracdo do fluxo sanguineo pode resultar em um numero de efeitos

adversos (edema celular, disfuncdo endotelial, acimulo intracelular de calcio, bloqueio da
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acéo e adesdo de neutrofilos e fibrose tecidual), vérias linhas de evidéncias apoiam o papel da
XO na geragdo de radicais livres e os efeitos benéficos dos inibidores da XO contra leséo
isquémica. Dessa forma, alopurinol vem sendo usado em inmeras doengas que apresentem o
estresse oxidativo como substrato inicial. (GRANGER et al., 1981, PACHER et al., 2006)

Em 2008, Hayashi et al, ao realizarem estudos com hamster TO-2 (modelo animal
para distrofia muscular), concluiram que o uso do alopurinol por 6 a 12 semanas atenuou
disfuncéo e dilatacdo de ventriculo esquerdo e diminuiu fibrose cardiaca. Recentemente, Jia et
al., (2010) ao realizarem estudo experimental com ratos com hipertensao arterial induzido por
uso subcuténeo de angiotensina I, constataram efeito antioxidante do alopurinol na prevencéao
da disfuncéo diastolica e fibrose cardiaca.

Nos ultimos anos com relacdo a sindrome metabodlica, o alopurinol vem sendo
utilizado no tratamento da resisténcia a insulina e consequentemente as suas comorbidades.
Nakagawa et al., (2005) ao realizarem experimento com ratos da linhagem Sprague-Dawley,
induzindo resisténcia a insulina e hiperuricemia com dieta rica em frutose (60%) por 10
semanas e a administracdo de alopurinol (150 mg/l na agua ofertada aos ratos) preveniram a
resisténcia a insulina, hipertrigliceridemia, hipertensdo arterial e ganho de peso. Reungjui et
al.,(2007) ao desenvolverem estudo com ratos para avaliar a agdo do diurético
hidroclorotiazida na promogdo da resisténcia a insulina e hiperuricemia, associaram
alopurinol e reposicdo de potassio ao tratamento e constataram melhora da resisténcia a
insulina, hiperglicemia, hipertrigliceridemia e hipertensdo arterial. Perez-Pozo et al., (2009)
ao efetuarem estudo clinico randomizado com o uso do alopurinol para tratamento da
sindrome metabdlica em 74 homens adultos ap6s administracdo de 200 g de frutose por dia
por 2 semanas constataram diminui¢do da pressao arterial e LDL-colesterol, entretanto nao
observaram melhora na resisténcia a insulina e nos niveis de triglicerideos. Feig et al., (2008)
ao realizarem estudo duplo cego, randomizado e placebo-controlado envolvendo 30
adolescentes com diagnostico recente de hipertensdo arterial essencial (estagio 1) e com
niveis de &cido urico superior a 6 mg/dl, observaram a reducdo dos niveis de pressao sistolica
(-6,9 vs 0,8 mm Hg, P=0,001) e diastdlica (-2,4 vs -0,3 mm Hg, P=0,04) com alopurinol
200mg/2x/dia.

Jeon et al., (2001) e Rhodeon et al., (2000) em pesquisa com ratos, submetidos a
isquemia hepatica temporaria com posterior reperfusdo e a administragdo profilatica de
alopurinol, demonstraram um efeito protetor na necrose hepatocelular, prevenindo o estresse
oxidativo e a peroxidacdo de lipidios, fatores essenciais na patogénese da EHNA. Kono et al.,

(2000), ao realizarem experimento com ratos da linhagem Wistar, induziram hepatite
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alcodlica com administracdo de 10-16 g/kg/dia de &lcool e dieta rica em gordura por 4
semanas, concluindo que o uso do alopurinol preveniu injuria hepatica com diminuicdo em
50% nos niveis das transaminases e infiltracdo neutrofilica no figado e 60% no acumulo de
gordura, inflamacdo e necrose hepatica. Até o presente momento, na revisdo da literatura
consultada, ndo se encontrou nenhum artigo utilizando o alopurinol ou outro inibidor da XO

como tratamento especifico da EHNA.

Figura 6 - Os potenciais efeitos fisiopatoldgicos do alopurinol na EHNA. Fonte: Adaptado
de Torres e Harrison (2008).
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3 MATERIAIS E METODOS

Esta proposta constitui-se de uma pesquisa pré-clinica experimental do tipo controlada
e randomizada, onde a amostra foi distribuida aleatoriamente. O projeto foi submetido e
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa Animal do Laboratério de Tecnologia
Farmacéutica da Universidade Federal da Paraiba (CEPA — LTF/UFPB).

3.1 Animais

O estudo foi realizado com 45 ratos machos da espécie Rattus norvegicus da linhagem
Wistar, com idade de 60 dias, pesando entre 200 e 250 gramas, divididos em trés grupos de 15
ratos. O projeto foi desenvolvido no biotério Professor Thomas George do Laboratério de
Tecnologia Farmacéutica Prof. Delby Fernandes Medeiros (LTF) da UFPB

O numero de ratos foi estimado pela média de animais utilizados em experimentos
com protocolos semelhantes ao do presente estudo o qual, foi pesquisado o uso de novas
medicacdes no tratamento de esteato-hepatite ndo alcodlica induzida pela ingestdo de frutose
em altas doses. (COUNTURIER et al.,2011; RONCAL et al.,2009; SHARABI et al., 2007)

Os animais foram mantidos em gaiolas coletivas de polietileno, cinco animais por
gaiola, a temperatura de 25 + 1°C e em ciclo claro/escuro de 12/12 horas, com livre acesso a
uma dieta controlada a base de racdo tipo pellets (Purina®) e agua disponivel em garrafas de

polietileno com bicos de inox, encaixadas na parte superior da grade metalica da gaiola.

3.2 Dieta e drogas

Neste estudo experimental, a doenga hepatica gordurosa foi induzida pela
administracdo de agua destilada ad libidum compostas por 20% de frutose, onde para cada 1
litro de &gua, foi adicionado 200 g de frutose pura. A frutose liquida foi ofertada no inicio do
terceiro més de vida dos ratos, durante 14 semanas.

Com relacdo a racdo comercial ofertada aos ratos, sua composi¢do, segundo as
informacbes do fabricante (Purina® - Presence Ratos e Camundongos), €& de,
aproximadamente, 23% de proteina bruta, 4% de lipidios totais, 5% de fibras e 12% de
minerais. Os teores de sais minerais, fibras, proteinas, carboidratos e lipidios estdo
equilibrados segundo as recomendacgdes de Reeves Nielsen e Fahey (1993) do American
Institute of Nutrition — AIN.
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A ingestdo alimentar e hidrica foi cuidadosamente monitorada diariamente durante
todo o periodo experimental através da mensuragdo da diferenca entre a ofertada ao animal e
0 que sobrou da mesma.

A dose do alopurinol administrada aos ratos foi de 30mg/kg/dia (SUZUKI et al. 1984).
A dose foi administrada por gavagem.

3.3 Procedimento experimental

Os ratos foram divididos em quatro grupos experimentais, cada um com 15 ratos:

e Grupo 1 (grupo F) receberam frutose e ndo foi administrado alopurinol: 15 ratos
alimentados com agua rica em frutose (20%) por 14 semanas

e Grupo 2 (grupo F + A) receberam frutose sendo administrado alopurinol: 15 ratos
alimentados com &gua rica em frutose (20%) e alopurinol (30 mg/kg/dia) durante 14
semanas

e Grupo 3 (grupo C): Grupo controle: 15 ratos alimentados com &gua destilada sem

frutose e ndo foi administrado alopurinol durante 14 semanas

Todos os animais foram pesados semanalmente em balangca (Ohaus — Galaxy- 400),

com construcdo de uma curva ponderal do peso.

3.4 Coleta dos materiais e morte dos animais

Ao final do experimento, os animais foram sacrificados por deslocamento cervical sob
efeito de anestesia com solucdo de cloridrato de xilazina como pré-anestestico e em seguida
ketamina base a 2%, administrando-se 1 ml/1000g por via intraperitoneal, 48 horas ap0s a
ultima avaliag&o in vivo e ap0s jejum de uma noite e em repouso, para retirada do sangue por
puncdo cardiaca e obtencéo do soro.

O sangue foi retirado por puncéo cardiaca com seringa de 10 mL e agulha 25x7, sendo
0 material acondicionado em tubos para sorologia, contendo uma barreira de gel no fundo do
tubo. Em seguida, as amostram foram centrifugadas a 3.000 rpm, a 4°C por 15 minutos.
Durante a centrifugacdo, a barreira estavel, separa o soro dos outros componentes celulares.
As dosagens bioquimicas foram realizadas imediatamente. Enquanto que o soro restante
foram armazenado em tubos eppendorf e mantidos em freezer -80°C, para a posterior
realizacdo de dosagem.
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Para analise bioquimica foi utilizado um analisador bioquimico automatizado (Cobas
Mira Roche®). Kits de diagnostico padrdo da Labtest® foram utilizados para avaliagdo
espectrofotométrica dos seguintes parametros bioquimicos:

e Glicose

e Acido urico

e Aspartato aminotransferase

e Albumina

e Lipidograma (colesterol total e fracGes e triglicerideos)

e Magnésio e potassio

e Creatinina

O figado, rins e coracdo ,foram removidos, pesados, e preservados em formalina
tamponada e em seguida, processados em parafina (microtécnica padrdo). Os figados dos
ratos foram seccionados e colocado em fixador de Bouin (solu¢do composta por acido picrico,
formol e &cido acético), permanecendo nessa solucdo por aproximadamente 4 horas, para
entdo ser lavado em agua corrente. Subsequentemente, 0 material foi transferido para frascos
com alcool a 50%, onde permaneceu por 30 minutos. Por ultimo, os figados foram
armazenados em frascos com alcool a 70%, aguardando o processo para inclusdo em parafina.
Os tecidos foram seccionados a cada 5 mm e entdo fixados e corados com Hematoxilina-

Eosina.

3.5 Andlise histolégica

Inicialmente, foi realizado estudo macroscopico dos figados retirados. Para a avaliacao
microscopica, os figados foram processados em histotécnico e, subsequentemente, incluidos
em parafina. Foi obtido 1 bloco de parafina de cada animal, para posterior microtomia, com
espessura de 3 pum e fixacdo em ldminas de vidro. As laminas dos fragmentos hepaticos foram
coradas com hematoxilina-eosina, picro-sirius, para avaliacdo do grau de fibrose, e Perls, para
avaliacdo da presenca de depositos de ferro. O estudo das laminas foi do tipo fechado, cego,
evitando-se viés de leitura, tendo sido examinadas por um unico patologista.

O critério histologico minimo para o diagndstico de EHNA foi a presenca de esteatose
associada a balonizacdo hepatocelular, envolvendo a zona 3 e infiltrado inflamatorio lobular.
Os corpusculos de Mallory e a fibrose sinusoidal, envolvendo a zona 3, podem ou néo estar

presente.
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Na analise histoldgica, foram determinados e quantificados os seguintes aspectos:
e esteatose macrovesicular;
e esteatose microvesicular;
e balonizacédo hepatocelular;
¢ inflamacdo porta;
e inflamacdo lobular;
e corpusculos de Mallory;
e depositos de ferro;

e fibrose/cirrose.

Esses dados histolégicos foram classificados em ausente, leve, moderado ou
acentuado, de acordo com sua intensidade.

A esteatose foi considerada leve quando atingiu até 1/3 do I6bulo hepatico; moderada,
guando foi encontrada em 1/3 a 2/3 do I6bulo hepatico e acentuada, quando presente em mais
de 2/3 do I6bulo hepético.

Para determinar o grau da inflamag&o do espaco porta (leve, moderado ou acentuado),
foi considerado o numero de espacos porta comprometidos e a presenca de atividade em cada
espaco porta.

A determinacdo do grau de inflamagdo lobular (leve, moderado ou acentuado) foi
realizada de acordo com o tipo de infiltrado e a intensidade do mesmo.

A balonizacao hepatocelular também foi quantificada em leve, moderada ou acentuada
de acordo com sua intensidade e localizacdo e baseada no numero de hepatdcitos que
apresentou esta alteracéo.

Entdo, de acordo com a presenca e a intensidade destes achados, foi realizado o
diagnostico de esteato-hepatite ndo alcoodlica bem como determinado o escore da atividade
necroinflamatéria e o escore da fibrose:

e Atividade necroinflamatoria:

a) grau 1. esteatose envolvendo no méximo 66% da amostra; leve balonizagdo

hepatocelular na zona 3; presenca de polimorfonucleares no parénquima hepatico com ou

sem linfdcitos; com inflamacdo portal ausente ou leve;

b) grau 2: esteatose de qualquer grau; balonizacgdo hepatocelular moderada



49

(predominante na zona 3); presenca de polimorfonucleares no parénquima hepético os quais
podem estar associados a fibrose pericelular na zona 3; infiltrado inflamatorio portal e lobular
considerado leve a moderado;

c) grau 3: esteatose panacinar; balonizacdo hepatocelular acentuada (predominante na
zona 3); infiltrado inflamatério lobular as custas de polimorfonucleares; infiltrado
inflamatorio portal leve ou moderado.

e Escore de fibrose:

a) estagio 1: fibrose perisinusoidal e/ou pericelular na zona 3;

b) estagio 2: fibrose perisinusoidal e/ou pericelular na zona 3 com septos ou pontes

fibrosas porta incompletas;

C) estagio 3: presenca de septos completos, porta-porta ou porta-centrolobular;

d) estéagio 4: cirrose.

A graduacdo, tanto da atividade necroinflamatoria como da fibrose, foi realizada

segundo a classificacdo proposta por Brunt e colaboradores em 1999.

3.6 Analise estatistica

Os dados foram expressos como média = desvio padrdo. Utilizou-se analise de
variancia para comparagOes avaliadas dentre os diferentes grupos. Quando era constatada
diferenca significativa entre as médias, foi utilizado o teste de Turkey para identificar quais
grupos diferiram entre si. Nas variaveis nao paramétricas foi utilizado o teste de Kruskal-
Wallis, seguido do teste de Mann-Whitney. O nivel de significancia de p<0,05 foi aceito
como estatisticamente significativo. Para a realizacdo dos testes estatisticos foi utilizado o
programa estatistico GraphPad Prism versdo 4.00 (2003).
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ABSTRACT

Nonalcoholic fatty liver disease (NAFLD) in the last two decades has been recognized as the most
common chronic liver disease in Western countries, paralleling the epidemic of obesity and consumption of
high-fructose diet. Allopurinol, a potent inhibitor of xanthine oxidase, with anti-inflammatory and antioxidant
effects has been shown to prevent the metabolic syndrome induced by fructose. Thus, the main objective of the
study is to evaluate the effects of allopurinol in the treatment of nonalcoholic steatohepatitis (NASH) and
hyperglycemia in rats fed high-fructose water. Wistar rats were fed along with 20% fructose in drinking water
with or without allopurinol (30mg/kg/day) for 14 weeks. A control group received a normal diet. Levels of
serum total cholesterol (P<0,001) and glucose (P<0,05) in the fructose group and of triglycerides (P<0,01) and
creatinine (P<0,01) in the allopurinol group were increased significantly compared with normal control. Liver
histopathology from group fructose showed mild to moderate, steatosis, necroinflammation and fibrosis.
Treatment with allopurinol decrease macrovesicular steatosis (27%, P<0,01), necroinflammation (72%, P<0,001)
and fibrosis (26%, P<0,05) in hepatocytes. Allopurinol therapy was effective in preventing necroinflamagdo and
hepatic fibrosis fructose-induced, and thus the first study to prove the action of a xanthine oxidase inhibitor as a
treatment for NASH.

Words keys: nonalcoholic steatohepatitis, hyperglycemia, allopurinol, fructose, Wistar rats.

RESUMO

Doenca hepatica gordurosa ndo alcodlica (DHGNA) nas Gltimas duas décadas tem sido reconhecida
como a doencga hepética crénica mais comum nos paises ocidentais, em paralelo com a epidemia de obesidade e
consumo de alto teor de frutose dieta. Alopurinol, um potente inibidor da xantina-oxidase, com efeito anti-
inflamatério e antioxidante tem sido utilizado para prevenir a sindrome metabdlica induzida por frutose. Assim,
0 objetivo principal do estudo é avaliar os efeitos do alopurinol no tratamento da esteatose hepatica ndo alcodlica
(EHNA) e hiperglicemia em ratos alimentados com &gua rica em frutose. Ratos Wistar foram alimentados com
20% de frutose na agua de beber, com ou sem alopurinol (30mg/kg/dia) durante 14 semanas. Um grupo controle
recebeu uma dieta normal. Niveis de colesterol total (P <0,001) e glicose (P <0,05) no grupo de frutose e de
triglicérides (P <0,01) e creatinina (P <0,01) no grupo alopurinol foram significativamente mais elevados, em
comparacdo com o controlo normal. A analise histopatoldgica hepéatica do grupo frutose mostrou esteatose,
necroinflamac&o e fibrose de leve a moderada. O tratamento com alopurinol diminuiu esteatose macrovesicular
(27%, P <0,01), necroinflamacéo (72%, P <0,001) e fibrose (26%, P <0,05) em hepatdcitos. A terapia com
alopurinol foi eficaz na prevencdo da necroinflamacdo e fibrose hepatica induzida por frutose, e, assim,
corresponde ao primeiro estudo a provar a acdo de um inibidor da xantina oxidase como um tratamento para
EHNA.

Palavras chaves: esteatose hepética ndo alcodlica, hiperglicemia, alopurinol, frutose, ratos Wistar.
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INTRODUCAO

A DHGNA (doenca hepatica gordurosa ndo-alcodlica) é uma condicdo clinico-
patoldgica caracterizada por um largo espectro de lesdo hepética que varia de esteatose
macrovesicular simples para esteatohepatite, fibrose avancada e cirrose (1-4). A DHGNA, nas
ultimas duas décadas, vem sendo reconhecida como a doenga hepatica mais comum nos
paises ocidentais e a prevaléncia na populacdo geral é estimada em 20% a 30% (5). Varios
estudiosos relataram que a resisténcia a insulina esta presente na maioria dos pacientes com
DHGNA, independente da coexisténcia da obesidade (6-9), sugerindo que DHGNA/EHNA
possa ser a manifestacdo hepética da sindrome metabdlica (10).

Nas ultimas duas décadas, a prevaléncia de obesidade, sindrome metabdlica e
hiperuricemia vém crescendo no mesmo ritmo que o consumo de alimentos ricos em frutose
(11-13). Com relacdo a obesidade, a frutose pode levar a ganho de peso independente do gasto
energético, com a sua possivel participacdo direta no controle hipotaldmico da saciedade
(14,15,16). Atraves de experimentos, principalmente com ratos, a resisténcia a insulina e
hiperuricemia vém sendo estimulada através da sobrecarga de frutose na dieta (17-20). Os
mecanismos propostos pelos pesquisadores para explicar o efeito da frutose em promover
resisténcia a insulina sdo: aumento da resisténcia a leptina (16), disfuncdo endotelial por
diminuicdo na producdo de 6xido nitrico (20), hiperatividade do sistema simpatico (21) e do
sistema renina-angiotensina (22).

Elevacdes nos niveis séricos de acido Urico estdo associados com a obesidade, diabetes
mellitus tipo 2, hipertensdo arterial sistémica, dislipidemia e doengas cardiovasculares (23-
26). A hiperuricemia é um achado prevalente em pacientes com sindrome metabdlica, dessa
forma, é dita como um dos principais componentes dessa sindrome (27), embora seu
significado clinico ainda seja controverso e muitas vezes subestimado. Estudos recentes
utilizando animais como cobaia tém chamado a atencdo para outra perspectiva sobre a
hipeuricemia, indicando que ela pode ndo ser apenas uma consequéncia de estados de
resisténcia a insulina, mas também um preditor significativo do desenvolvimento da sindrome
metabolica. (20, 28). Apesar da EHNA e hiperuricemia estarem fortemente relacionadas com
a sindrome metabdlica, poucos pesquisadores na literatura associaram as duas patologias (29-
30).

Em relagdo ao tratamento da DHGNA, as estratégias terapéuticas no manejo desses
pacientes visam apenas tratar as condigdes predisponentes associadas, como a obesidade,

sindrome metabdlica e dislipidemia. O perfil de eficicia e seguranca da farmacoterapia no
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tratamento da DHGNA ainda permanece incerto (31). Formas alternativas de tratamento para
0s pacientes com DHGNA vém sendo investigadas e envolvem diminuicdo do estresse
oxidativo, como anti-oxidantes (vitamina E, N-acetilcisteina e betaina) ou diminuicdo na
producdo de citocinas pro-fibroticas, como a pentoxifilina e acido ursodesoxicdlico (32-36).

Alopurinol, potente inibidor da enzima xantina oxidase (XO), tem sido utilizado por
varias décadas para o tratamento de pacientes com hiperuricemia e gota. Estudiosos apontam
para a hiperproducdo de radicais livres catalisados pela XO, principalmente superoxidos,
induzindo disfuncdo mitocondrial e apoptose celular no figado (37). Nos ultimos anos,
pesquisadores vém utilizando o alopurinol no tratamento da resisténcia a insulina e
consequentemente as suas comorbidades (20). Até o presente momento, na revisdo da
literatura consultada, ndo se encontrou artigo utilizando o alopurinol ou outro inibidor da XO
como tratamento especifico da EHNA. Dessa forma, o objetivo principal do presente estudo é
avaliar os efeitos do alopurinol na prevencao da esteato-hepatite ndo alcodlica e hiperglicemia
induzida por dieta rica em frutose em ratos Wistar.

MATERIAL E METODOS

O estudo foi realizado com 45 ratos machos Wistar, com idade de 60 dias, pesando
entre 200 e 250 gramas, divididos e randomizados em trés grupos de 15 ratos. O nimero de
ratos foi estimado pela média de animais utilizados em experimentos com protocolos
semelhante ao do presente estudo no qual foi pesquisado o uso de novas medicacGes na
prevencdo da esteato-hepatite ndo alcodlica induzida pela ingestdo de frutose em altas doses.
(22,38). Neste estudo experimental, a doenca hepatica gordurosa foi induzida pela
administracdo de agua destilada ad libidum compostas por 20% de frutose durante 14
semanas. A dose do alopurinol administrada por gavagem aos ratos foi de 30mg/kg/dia (39).
O grupo controle (C) recebeu apenas dieta comercial (Purina®), o grupo frutose (F): dieta
comercial e dgua com frutose (20%) e o grupo frutose mais alopurinol (F + A): dieta
comercial, agua com frutose (20%) e alopurinol. Os animais foram mantidos em gaiolas
coletivas de polietileno, cinco animais por gaiola, a temperatura de 25 + 1°C e em ciclo
claro/escuro de 12/12 horas, com livre acesso a agua e ao alimento, sendo pesados
semanalmente em balanca (Ohaus — Galaxy- 400). O projeto foi desenvolvido no biotério
Professor Thomas George do Laboratério de Tecnologia Farmacéutica Prof. Delby Fernandes
Medeiros (LTF) e submetido e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa Animal do
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Laboratério de Tecnologia Farmacéutica da Universidade Federal da Paraiba (CEPA —
LTF/UFPB).

Coleta dos materiais e parametros bioquimicos. Ao final do experimento, os animais
foram sacrificados por deslocamento cervical sob efeito de anestesia com solugdo de
cloridrato de xilazina como pré-anestéstico e em seguida ketamina base a 2%, administrando-
se 1 ml/1000g por via intraperitoneal, 48 horas ap0s a Gltima avaliacdo in vivo e apos jejum
de uma noite e em repouso, para retirada do sangue por puncéo cardiaca e obtencao do soro,
além de 6rgdos como figado, cérebro e rins. As amostras foram centrifugadas a 3.000 rpm, a
4°C por 15 minutos e as dosagens bioquimicas foram realizadas imediatamente. As dosagens
de glicose, alanina e aspartato aminotransferase (ALT e AST), acido urico, albumina,
colesterol total, LDL e HDL-colesterol e triglicerideos foram realizadas utilizando-se o
analisador bioquimico automatizado COBAS MIRA PLUS® - ROCHE. Os figados foram
removidos, pesados, e preservados em formalina tamponada e em seguida, processados em
parafina, seccionados a cada 5 mm e fixados e corados com Hematoxilina-eosina, picro-sirius,
para avaliacdo do grau de fibrose, e Perls, para avaliacdo da presenca de depositos de ferro. O
estudo das laminas foi do tipo fechado, cego, evitando-se viés de leitura, tendo sido

examinadas por um unico patologista.

Avaliacdo histopatoldgica dos figados. O critério histolégico minimo para o diagndstico de
EHNA foi a presenca de esteatose associada a balonizacdo hepatocelular envolvendo a zona 3
e infiltrado inflamatdrio lobular. Na analise histoldgica, foram determinados os seguintes
aspectos: esteatose macro e microvesicular, inflamacdo porta e lobular e fibrose e
guantificados em graus baseado na percentagem de hepatdcitos envolvidos na biopsia (0,
nenhuma; 1, < 33%; 2, 33%-66%; 3, >66%). A graduagdo, tanto da atividade
necroinflamatoria como da fibrose, foi realizada segundo a classificacdo proposta por Brunt et
al. (40).

Analise estatistica. Os dados foram expressos como média + erro padrdo. Utilizou-se analise
de variancia para comparacdes avaliadas dentre os diferentes grupos. Quando se constatava
diferenga significativa entre as medias, utilizava-se o teste de Turkey para identificar quais
grupos diferiram entre si. Para variaveis ndo paramétricas foi utilizado o teste de Kruskal-

Wallis, seguido do teste de Mann-Whitney. O nivel de significdncia de p<0,05 foi aceito
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como estatisticamente significativo. Para a realizacdo dos testes estatisticos foi utilizado o
programa estatistico GraphPad Prism verséo 4.00 (2003).

RESULTADOS
Peso corporal e biometria do tecido hepatico

Observa-se na tabela 1 que os animais tratados com alopurinol apresentaram menor
ganho de peso durante as 14 semanas de tratamento em relagdo aos animais néo tratados com
a droga, em especial, ao grupo controle, com diferenca significativa e que a ingestdo de

frutose e o uso do alopurinol ndo alterou o peso final corporal e hepatico dos animais.

Tabela 1 Relacdo entre ganho de peso final e biometria do figado dos grupos

C F F+A
Ganho de peso (g) 125,1 + 37,16 102,8 + 29,08 73,6 +47,82*
Peso final (g) 373,5+ 38,5 353,3+29,9 342,2 + 38,45
Peso final do figado 12,56 + 0,58 13,21 + 0,54 11,58 + 0,79
Biometria (g/100g) do figado 3,4+0,76 3,75+ 0,55 3,53+0,82

C (Grupo Controle), F (Grupo Frutose), F + A (Grupo Alopurinol). Os valores
representam a média * desvio padrdo. *P<0,001 vs C

Parametros laboratoriais

A concentracdo plasmatica de glicose apresentou-se elevada nos animais que foram
submetidos a ingestdo de dieta rica em frutose em relacdo ao grupo controle (p<0,05), e o
tratamento com alopurinol evitou a hiperglicemia estimulada pela frutose. Com relagdo ao
metabolismo lipidico, a concentracdo plasmaética de colesterol total mostrou uma reducéo de
43,9 % e 31,4% no grupo da frutose em relagdo ao grupo controle (P<0,001) e ao grupo F+A
(P<0,05), respectivamente. Aumento nos niveis de triglicerideos e HDL colesterol foram
observados no grupo F+A. O tratamento com alopurinol aumentou 128,6% e 59,7% 0s niveis
de HDL em relagdo ao grupo C (<0,001) e grupo F (P<0,001), respectivamente e
paradoxalmente, aumentou os niveis de triglicerideos em relacéo ao grupo controle (P<0,001).
(tabela 2)
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Na avaliacdo da funcdo hepatica, ndo houve diferencga significativa em relacdo aos
niveis plasméaticos das transaminases hepéaticas e albumina entre os grupos estudados.
Conforme pode ser observado na tabela 2, os niveis séricos do acido Urico nos ratos
submetidos ao tratamento com alopurinol foram menores que no grupo frutose, demostrando
a eficécia do alopurinol em diminuir a producdo hepética de acido Urico.

Constatou-se correlacdo positiva e estatisticamente significativa entre os niveis de

acido urico versus glicose e creatinina versus triglicerideos entre os grupos. (figura 1)

Tabela 2 Pardametros bioquimicos e hematoldgicos dos grupos

C F F+A

Glicose (mg/dl) 97 £ 3,07 145,8 £16,86* 106,6 £ 12,49
Acido rico (mg/dl) 0,67 £0,13 1,11 +0,18 0,44 + 0,06 #
Acido Urico urinério 0,59 + 0,07 0,64 + 0,09 0,53 +0,15
Colesterol total (mg/dl) 50,563 £ 2,45 28,31 £ 3,54*** 41,3 £ 3,43#
Triglicerideos 25,27 £ 5,55 77 +18,31 134 + 27,87**
HDL (mg/dl) 12,2 + 3,42 17,47 5,79 27,9 + 8,02 ***
AST (mg/dl) 113+12,38 238,4 + 75,31 186,9 + 58,35
ASL (mg/dl) 38,93 + 2,32 123,9 £ 65,08 114,7 + 68,83
Albumina (mg/dl) 3,15+0,11 2,86 +£0,11 2,96 + 0,07

C (Grupo Controle), F (Grupo Frutose), F + A (Grupo Alopurinol). Os valores representam a
média £ erro padrdo. *P<0,05 vs C; **P<0,01 vs C; ***P<0,001 vs C; # P<0,05 vs F.

Figura 1 Correlacéo entre as variaveis:
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Anélise histoldgica do figado

Na avaliacdo histologica, observou-se que o consumo de frutose ao longo das 14
semanas desenvolveu nos ratos um grau de esteatose predominantemente macrovesicular com
intensidade leve e discreto grau de fibrose. O processo de inflamacgdo foi totalmente
localizado em espaco lobular, poupando a regido portal e com grau de balonizacdo de leve a
moderada intensidade. Com relacéo a atividade necroinflamatoria, houve diferenca altamente
significativa entre o grupo F e controle (P<0,001), mostrando que o alopurinol reduziu em
72% o desenvolvimento da atividade necroinflaméatoria nos ratos tratados. A medicacao
também foi eficaz na prevencdo da formacdo da esteatose macrovesicular e fibrose, visto na
diferenga estatistica apenas entre o grupo F e controle (P<0,01), com diminuicdo de 27% e
26%, respectivamente. No que se refere a inflamacéo lobular e esteatose microvesicular, ndo

houve diferenca entre os grupos (tabela 3).

Tabela 3 Analise histoldgica do figado dos grupos

C F F+A
Atividade necroinflamatoria 0 1,07 £ 0,26*** 0,3+£0,15
Esteatose macrovesicular 0,06 + 0,06 0,69 £ 0,17** 0,5+£0,16
Esteatose microvesicular 0,06 + 0,06 0,3+£0,15 0,3+£0,13
Balonizagdo 0 1,07 £ 0,17*** 0,7 £0,15**
Inflamacdo lobular 0,06 £ 0,06 0,76 £ 0,12 0,6 +0,16
Fibrose 0,06 £+ 0,06 0,54 £ 0,14* 0,4+0,16

C (Grupo Controle), F (Grupo Frutose), F + A (Grupo Alopurinol). Os valores representam a
média + erro padrdo. ***P<0,001 vs C; ** P<0,01 vs C; * P<0,05 vc C;

DISCUSSAO

No presente estudo, os ratos tratados com alopurinol na dose de 30mg/kg/dia por 14
semanas obtiveram reducdo significativa dos niveis de acido Urico e ndo apresentaram
hiperglicemia induzida pela frutose, diferindo dos resultados de outros estudos que utilizaram
doses menores (inferior a 10mg/kg/dia) por periodo de tempo mais curto (< 8 semanas) nao

ocorrendo reducdo da glicemia e sim apenas da resisténcia a insulina (22). Reungjui et al. (41)
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com objetivo de avaliar a agdo do diurético tiazidico na promocdo da sindrome metabdlica,
inibiram a acdo hiperglicémica do diurético com alopurinol na dose de 150mg/L e reposi¢do
de potassio apenas ap0s 20 semanas de exposicdo a dieta rica em frutose . Por outro lado,
Perez-Pozo et al. (28) ao efetuarem estudo clinico randomizado com o uso do alopurinol para
tratamento da sindrome metabdlica em 74 homens adultos apds administracdo de 200 g de
frutose por dia por 2 semanas constataram diminuicdo da pressdo arterial e LDL-colesterol,
entretanto ndo observaram melhora na resisténcia a insulina e nos niveis de triglicerideos. Até
0 presente momento, poucas teorias tentam explicar o aumento da resisténcia a insulina
promovida pela hiperuricemia. Nakagawa et al, (20) sugerem que a hiperuricemia leva a
resisténcia a insulina por disfuncdo endotelial por inibicdo na producéo e biodisponibilidade
endotelial de dxido nitrico.

Com relacgéo ao perfil lipidico, o grupo de ratos tratados com alopurinol apresentaram
aumento dos valores de HDL colesterol e triglicerideos, diferindo de todos os demais estudos
que utilizaram ratos Sprague-Dawley propensos a obesidade, dislipidemia e hiperglicemia, e
gue com o uso do alopurinol apresentaram reducédo dos valores de triglicerideos sem alteracao
significativa do HDL colesterol. Nakagawa et al. (20) sugeriram que a hiperuricemia
promoveria hipertrigliceridemia por diminuir a depuracao renal dos triglicerideos decorrente
da reducdo na atividade da acdo da lipase lipoproteica em células endoteliais. Shelmadine et
al. (42) avaliando marcadores da sindrome metab6lica em pacientes renais cronicos
submetidos ao uso de alopurinol (300mg/dia) observaram esse efeito paradoxal do aumento
dos triglicerideos com diminuicao dos niveis de acido Urico promovido pelo alopurinol.

Armutcu et al (43) ao estudarem ratos Wistar machos alimentados com frutose a 10%
dissolvidas em agua por 10 dias, observaram esteatose hepatica macrovesicular e
microvesicular sem qualquer inflamacdo e fibrose. Kawasaki et al., (44) concluiram em
estudo realizado com ratos Wistar, que a dieta (racdo) rica em frutose (70%) consumida por 5
semanas comparada a dieta rica em gorduras, corresponde ao melhor modelo de EHNA, com
distribuicdo de inflamacdo lobular predominante sobre a portal, semelhante em humanos. Os
pesquisadores comprovam que o incremento da frutose na ragdo, em comparagdo com a sua
diluicdo em &gua, é mais efetivo em promover esteatose e inflamacao hepética. Entretanto, no
presente estudo, demostrou-se que a suplementacao dietética com agua rica em frutose (20%)
por um periodo de tempo prolongado (14 semanas) promoveu esteatose macrovesicular
moderada com inflamacéo totalmente lobular e fibrose leve no figado, diferindo de resultados

de estudos anteriores que também utilizaram apenas agua rica em frutose.
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O tratamento com alopurinol foi efetivo em evitar a necroinflamagdo e fibrose
hepética induzida pela frutose, sendo dessa forma o primeiro estudo que comprovaria a a¢éo
de um inibidor da xantina oxidase na prevencdo da EHNA. Jeon et al. (45) e Rhodeon et al.
(46) em pesquisa realizada com ratos, submetidos a isquemia hepéatica temporaria com
posterior reperfusdo e a administracdo profilatica de alopurinol, observaram-se um efeito
protetor na necrose hepatocelular, prevenindo o estresse oxidativo e a peroxidacao de lipidios,
fatores essenciais na patogénese da EHNA. Kono et al., (48), em experimento realizado com
ratos da linhagem Wistar, induziram hepatite alcodlica com administracdo de 10-16 g/kg/dia
de alcool e dieta rica em gordura por 4 semanas, concluindo que o uso do alopurinol em dose
alta (100mg/kg/dia) preveniu injuria hepatica com diminuicdo em 50% nos niveis das
transaminases e infiltracdo neutrofilica no figado e 60% no acimulo de gordura, inflamacéo e
necrose hepatica. Recentemente, Aldaba-Muruato et al. (49) induziram fibrose hepatica em
ratos com tetracloreto de carbono (potente indutor de estresse oxidativo) e a administracéo de
alopurinol (100mg/kg/dia) preveniu dano hepatico agudo e cirrose hepéatica pela sua potente
acao antioxidante, anti-inflamatdria e anti-fibrotica.

Pesquisadores com base em estudos experimentais comprovam o aumento da acdo da
XO na EHNA (50) e a sua agdo indutora de estresse oxidativo, promovendo lesdo
mitocondrial (51) que corresponde, segundo o modelo de Day e James (52) ao primeiro
insulto na fisiopatologia da EHNA, na qual ocorre o desenvolvimento de esteatose decorrente
de uma alteragdo aguda da B-oxidacdo dos acidos graxos e aumentando a predisposi¢do do
figado a um segundo insulto, este mediado por citocinas (FNT-a e B, interleucina 8, entre
outros) e radicais livres de oxigénio que promoveriam a hepatite e fibrose hepatica. Com
relacdo as citocinas, estudiosos comprovam a acao inflamatéria da XO. Baldiw et al. (53), em
estudo realizados com ratos Pound (modelo de ratos com resisténcia a leptina e insulina),
comprovaram que a hiperuricemia promove aumento da proteina quimiotatica de mondcitos 1
(potente pro-inflamatdrio) e reducdo da adiponectina (principal adipocina anti-inflamatdria).
Wang et al. (54) avaliando ratos diabéticos (lesdo pancreatica por streptozotocina)
constataram o efeito anti-inflamatério sinérgico do alopurinol (100mg/kg/dia) associado a n-
acetilcisteina (1,5g/kg/dia) em reduzir o TNF-a e interleucina 1 e aumentar a adiponectina no
coracdo. Dessa forma podemos supor que o alopurinol inibindo a XO atuard em Vvarias vias
metabolicas e inflamatorias que sdo comuns tanto para a sindrome metabdlica como a EHNA
(figura 2) e pelo seu potente efeito antioxidante demostrado por pesquisadores em estudos
anteriores, atuara simultaneamente em todos os estagios da DHGNA, comprovado no presente

estudo pela diminuicdo em 72% da atividade necroinflamatoria e 26% da fibrose hepatica.
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Figura 2: Vias metabolicas e inflamatorias inibidas pelo alopurinol

Resumindo, o presente estudo demostrou a eficacia do alopurinol na prevencdo da
EHNA e no controle glicémico em um modelo experimental de DHGNA induzida pela

ingestdo de dieta rica em frutose.
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Tabela 1 Relagdo entre consumo de agua e racao e diurese dos grupos

C F F+A
Racdo (g/dia) 22,20 + 0,91 13,76 + 0,46* 12,93 £0,73*
Agua (ml/dia) 32,63 £1,09 29,08 £ 1,05 33,20 £2,72
Diurese (ml/dia) 0,057 + 0,004 0,034 £0,003 0,137 £ 0,009*#

C (Grupo Controle), F (Grupo Frutose), F + A (Grupo Alopurinol). Os valores representam a
média £ erro padrdo. *P<0,001 vs C; #P<0,001 vc F.

Tabela 2 Outros parametros bioquimicos avaliados dos grupos

C F F+A
Creatinina (mg/dl) 0,61 £ 0,06 0,53+0,02 0,96 £ 0,08##*
Ureia (mg/dl) 42,13+1,9 19,08 + 1,68** 53,2 + 5,77#*
Microalbuminuria 0,18 + 0,07 0,07 £ 0,02 0,26 + 0,13

C (Grupo Controle), F (Grupo Frutose), F + A (Grupo Alopurinol). Os valores representam a
média + erro padrdo. *P<0,01 vs C; **P<0,001 vs C; # P<0,01 vs F.

Figura 1: Mortalidade entre 0s grupos
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