Mario Claudio Soares Sturzeneker

ACAO DA OLMESARTANA EM MODELO
EXPERIMENTAL DE DOENCA HEPATICA
GORDUROSA NAO ALCOOLICA

Dissertacao apresentada ao Programa de
P6s-Graduacdo em Cirurgia da Pontificia
Universidade Catdlica do Parana, como
pré-requisito para a obtencéo do titulo de
mestre.

Orientador: Prof. Dr. Dalton Bertolim
Précoma

CURITIBA
2011



Mario Claudio Soares Sturzeneker

ACAO DA OLMESARTANA EM MODELO
EXPERIMENTAL DE DOENCA HEPATICA
GORDUROSA NAO ALCOOLICA

Dissertacao apresentada ao Programa de
Pos-Graduacao em Cirurgia da Pontificia
Universidade Catolica do Parana, como
pré-requisito para a obtencao do titulo de
mestre.

Orientador: Prof. Dr. Dalton Bertolim
Précoma

CURITIBA
2011



Dados da Catalogacéo na Publicagédo
Pontificia Universidade Catdlica do Parana
Sistema Integrado de Bibliotecas — SIBI/PUCPR
Biblioteca Central

S936a
2011

Sturzeneker, Mario Claudio Soares

Acdo da olmesartana em modelo experimental de doenca hepatica
gordurosa nao alcodlica / Méario Claudio Soares Sturzeneker ; orientador,
Dalton Bertolim Précoma. — 2011.

89f. :il.;30cm

Dissertacdo (mestrado) — Pontificia Universidade Catdlica do Parana,
Curitiba, 2011
Bibliografia: f. 53-63

1. Figado — Doencas. 2. Hepatite. 3. Medicamentos. |. Précoma, Dalton

Bertolim. 1. Pontificia Universidade Catdlica do Paran&. Programa de Pés-
Graduacgé&o em Cirurgia. 1. Titulo.

CDD 20. ed. — 617




Pontificia Universidade Catdlica do Parana
Centro de Ciéncias Bioldgicas e da Satde
Programa de Pds-Graduagao em Cirurgia

ATA DA SESSAO DE EXAME DE DISSERTACAO DO PROGRAMA DE POS-
GRADUACAO EM CIRURGIA AO NiVEL DE MESTRADO DA PONTIFiCIA
UNIVERSIDADE CATOLICA DO PARANA

ATA DE DISSERTACAO N° 76

Aos quatorze dias do més de julho de 2011, realizou-se a sessdo de defesa de dissertagdo
“ACAO DA OLMESARTANA EM MODELO EXPERIMENTAL DE DOENCA
HEPATICA GORDUROSA NAO ALCOOLICA” Area de Concentragio: Lesio
Celular, Reparagdo e Cicatrizagdo, apresentada por Mario Claudio Soares Sturzeneker
sob orientagdio do Prof. Dr. Dalton Bertolim Precoma.

Requisito para obtengdo do titulo de mestre.

A Banca Examinadora foi composta pelos seguintes professores:

MEMBROS DA BANCA AS}H}A}‘URA

Prof. Dr. Carlos Alberto Engelhorn w/()ﬁ
Prof. Dr. Sergio Ossamu loshii g (@V'\-»u/lw—'
Prof. Dr. Iran Castro o m

De acordo com as normas regimentais a Banca Examinadora deliberou sobre os conceitos a

serem distribuidos e que foram os seguintes:

(/ J
Prof. Dr. Carlos Alberto Engelhorn Avaliagdo: A/ A0
Prof. Dr. Sergio Ossamu loshii Avaliagéo: (e
Prof. Dr. Iran Castro Avaliagdo: (j.élmw» A

Parecer Final: D proed)Q

Observagdes da Banca Examinadora:
} N Db R { W 2 0
LOM SO 6 a ekt CBRY o Avceg D~ 00
y

~ N - Y1\ i =
Jic NN A8 ) 7‘1 ’L/\fﬁ-\b de g

(0, w

o

Prof. Dr. Luiz Carlos Von Bahten

Coordenador do Programa de Pés-Graduagio em Cirurgia

Rua Imaculada Conceigéo, 1155 Prado Velho CEP 80215 901
Tel (41) 3271 1428 Fax (41) 3271 1657 E-mail mestrado.cirurgia@pucpr.br www.pucpr.br Curitba Parana Brasil



DEDICATORIA

Aos meus pais Mario Sturzeneker e Raimunda Soares Sturzeneker (in
memorian), pelos esforgos desprendidos em prol da minha educagéo.

A minha esposa Claudia, pelo apoio incondicional as minhas buscas pela
evolucao técnica e humana indispensaveis para o crescimento profissional.

As minhas filhas Mariana e Sofia que me transformam em crian¢a quando
chego em casa ao final de cada jornada de trabalho.



AGRADECIMENTOS

A Deus, pela dadiva da vida com capacidade plena e pelas oportunidades
proporcionadas.

Ao meu orientador, Prof. Dr. Dalton Bertolim Précoma, que abriu as
portas para minha entrada na Pds-Graduacdo da PUCPR, pela amizade, apoio,
incentivo e principalmente pela transmissdo de parte de seu grande
conhecimento.

Ao Prof. Dr. Sérgio Ossamu loshii, pela andlise histologica deste
experimento.

A Dra. Liz Andrea Villela Baroncini, pela grande ajuda na redacédo do
artigo.

A Prof.? Dra. Marcia Olandoski, pela analise estatistica integral deste
estudo.

A Prof.? Dra. Lucia de Noronha, pela contribuicdo na andlise histolégica
deste estudo.

Ao Dr. Ruy Fernando Caetano da Silva, que com sua habilidade técnica
facilitou a realizacdo da fase cirurgica desta pesquisa.

Ao Prof. Dr. Alexandre Alessi, por me incentivar a iniciar o curso de pos-
graduacéo.

A Dra. Camila Prim Rodrigues, pela sua contribuicdo nas fases iniciais do
projeto deste estudo.

Ao Dr. Jodo Carlos Repka, por permitir a utilizagdo de seu laboratorio.

A Dra. Gislaine Custédio do laboratério LABAC, pelas analises
bioquimicas deste experimento.

A Dra. Amanda Roderjan e a farméacia de manipulacdo Amanda
Manipulacbes Farmacéuticas, pela preparacdo da olmesartana.



SUMARIO

RESUMO . ...t e et e e e e e e e e e eees IX
SUMMARY ettt e e et e et e e e e ee e e e e eeeaaneee X
(N RERI0] 5101070 TR 1
1.1 OBJIETIVO ..ttt ettt e e e e e e e e e e e e e e 2
2 LITERATUR A e e e e e e e e r s 3
2.1 PREVALENCIA DA DHGNAL......cooeieceeeee et 3
2.2 HISTORIA NATURAL DA DHGNA . .....ootiiieeceeceee e, 4
2.3 FISIOPATOGENIA. e e ee s 5
2.3.1 ReSIStENCIA INSUINICA. .....uviieeiiiiiiiie e 5
2.3.2 EStreSSE OXIALIVO. ......ceieiiiiiiiiiiiee ittt e e 8
2.3.3 FIDrOgENneSe. ... o 9
2.4 DHGNA E SINDROME METABOLICA........coveeeeeeeeceeeeeee e 11
2.5 DHGNA E DOENCA CARDIOVASCULAR......ootiiieeiiiei e 14
2.6 ASPECTOS CLINICOS E DIAGNOSTICO DA DHGNA........ccccovimrerireennee. 16
2.7 TRATAMENTO DA DHGNA . ... 17
2.8 SISTEMA RENINA - ANGIOTENSINA E DHGNA........oiiiiiieeeeeee, 21
2.9 OLMESARTANA MEDOXOMILA. .. ..ot 23
B IMETODOS. ...ttt ettt es ettt eeee 25
3.1 AMO ST RA e e e e 25
3.2 PROCEDIMENTOS.......coviiiieeieieeeseeseeeeeeseeeseeseses e asnesn s 25
3.2.1 Ambiente de EXpPerimentacCao............uuuuiiieeiiiieeeeeeieeeeeeeeeee e 25
3.2.2 Preparo da Ragao Suplementar.............oooviiiiiiiiiiiiiiiieeeee e 26
3.2.3 Preparo da MedICAGAD. .......cuuiiiiieeeieee ettt 26
3.2.4 Administracdo da MediCAGE0. ........uuuuuuiiiiie e 26



B2 D AN S B S . et 27

3.2.6 Coleta de AmMOStras de SanQUE..........ccoeeeiiiiiiiiiiiiiiieeee e ee e e ee e ee e 28
3.2.7 Remoc¢ao de segmentos hePALICOS..........ceevvvvviiiiiiiiiiiiie e e 28
3.2.8 Avaliagao HiStOIOQICA. .........ceeeeeiiiiiiiiiie e 29
3.2.9 ANAlISE EStatiStICA. ... .uuuuuiiiiiiii e e e e e e e e 30
A RESULTADOS......ooitieeieteee et en e en et en st eneaenens 32
4.1 PESOS DOS COELHOS.......oiiiitiieeeeeeeeetee e, 32
A.2 GLICEMIA.....coeiieeeeeeeeeeeee ettt en et n e en e 33
4.3 NIVEIS DE AMINOTRANSFERASES.........coooviveeeeeeeteee e 34
4.4 NIVEIS DE UREIA E CREATININA.......coovitiieeeiececeece e 36
4.5 NIVEIS LIPIDICOS......oeeeeeeeeee ettt 37
4.6 AVALIACAO HISTOLOGICA......coooveeieeeeeeceeeeteeee e 38
G ] (== 11 = 38
4.6.2 FIDIOSE.. ..o c ittt e e e e e e e e e e e e —————- 41
4.6.3 INflamagao LODUIAT ... 43
4.6.4 Balonizagao de hepatOCitos..........cceeuiiiiiiiieiiiiiiie e 45
4.6.5 Escore de Atividade da NAFLD..........cccoiiiiiiiieeecceeeeeeeee e 46
5 DISCUSSAOD. ...ttt ettt ae et te s, 48
B CONCLUSAO........oouiiiieeceeeeee ettt en e e, 52
T REFERENCIAS. ...ttt 53
ANEXO.. ..ottt ettt ettt a ettt ettt et n s 64
PRODUCAO CIENTIFICA RELACIONADA A DISSERTACAO..................... 67



LISTA DE TABELAS

Tabela 1- Sistema de escore para a avaliacdo histolégica DHGNA...................... 30
Tabela 2- Pesos dos animais (gramas) no inicio do estudo e na 42 semana........ 32
Tabela 3- Pesos, em gramas, do G1 e G2, no inicio do estudo e na eutanasia....33
Tabela 4- Glicemia (mg/dl) dos 3 grupos no inicio do estudo e na eutanasia....... 34
Tabela 5- Niveis de AST (U/L) dos 3 grupos no inicio do estudo e na eutanasia.35
Tabela 6- Comparacédo entre 2 grupos quanto aos niveis de AST na eutanasia,

diferencga eutanasia e inicio do estudo e variaGao %0..........ccccevvevvvieeeeiiiiiiieeeeeneenns 35
Tabela 7- Comparacao entre o inicio do estudo e a eutanasia, em cada grupo,
QUANEO A0S NIVEIS A8 AST ...ttt e e e ereeeeaaaaaaeaaaeaananaes 36

Tabela 8- Niveis de uréia (mg/dl), G1 e G2, no inicio do estudo e na eutanasia..37
Tabela 9- Niveis de colesterol total (mg/dl), G1 e G2, no inicio e no final do

S LU [ (o PP EPUPPRP TP 37
Tabela 10- Niveis de triglicerideos (mg/dL), G1 e G2, inicio e final do estudo......38
Tabela 11- Escore de esteatose NOS tr€S gruPOS........ccevvvvvveerivrriiiineeeeeeeeeeenennaanns 38
Tabela 12- Comparacgao entre os 3 grupos quanto ao escore de esteatose......... 40
Tabela 13- Comparacao entre 2 grupos quanto ao escore de esteatose.............. 41
Tabela 14- Escore de fibrose N0S 3 grupos. ........uueeeeeiiiiiiiiiiiiiiee 41
Tabela 15- Comparacgao entre 2 grupos quanto ao escore de fibrose................... 43
Tabela 16- Escore de inflamagé&o lobular N0S 3 grupos..........cceevveeeeiiiiiiiciciiiiinns 44
Tabela 17- Comparacao entre 2 grupos quanto a inflamacéo lobular................... 44
Tabela 18- Escore de balonizagdo de hepatdcitos N0S 3 grupos.........cccceeeeeneeeee. 45
Tabela 19- Escore de atividade da NAFLD (NAS) NoS 3 gruposS...........eveveeeeennnn. 46
Tabela 20- Comparagao entre 0s 3 grupos quanto ao NAS...........cccceeevvivievieeeennn. 47
Tabela 21- Comparacao entre 2 grupos quanto ao NAS.........cccoeeeeieieeiiiiieeeeieiinns 47



LISTA DE FIGURAS

Figura 1- Formula estrutural da olmesartana medoxomila e olmesartana............. 23
Figura 2- Administracdo da medicacdo por gavagem oral..........c.ccccoeeeeeeeveniiinnnnnn, 27
Figura 3- Coleta de amostra de sangue mediante puncao intracardiaca.............. 28
Figura 4- Exteriorizacdo do figado para remocao dos segmentos lobares............ 29
Figura 5- Comportamento do peso, G1 e G2, até a 82 semana...........ccccceeeeeunenee 33
Figura 6- Esteatose escore 1 em coelho do G2 (HE - 400X).....cccccevviiiiiineeenennnnn. 39
Figura 7- Esteatose escore 3 em coelho do G1, grupo controle (HE - 400 X)....... 40
Figura 8- Fibrose escore 1 em coelho do G1 (Tricrébmio de Gomori - 400 X)........ 42
Figura 9- Auséncia de fibrose em coelho do G2 (HE - 400X).........cccvvvvvvvvernnnnnnnn. 43
Figural0O- Foco de inflamacéo lobular em coelho do G1 (HE - 400 X).................. 45
Figura 11- Balonizagao escore 1 em coelho do G2 (HE - 200X)...........ccccccvvvnnnnns 46

Vi



LISTA DE ABREVIATURAS E SIMBOLOS

Y PP TP PTRPPPPPI acidos graxos
AL T e alanino aminotransferase
ANG 2. angiotensina 2
AT aspartato aminotransferase
DM DO 2.t diabetes mellitus tipo 2
DN A e —————————— deoxyribonucleic acid
EAD................... escore de atividade da doenga hepatica gordurosa ndo alcodlica
ECM....oooi, extracellular matrix (proteinas de matriz extracelular)
HOMAL . ettt homeostasis model assessment
HSC.ooeiei e, hepatic stellate cells (células estelares hepaticas)
LH S lipase hormoniossensivel
e PSP interleucina-6
IV G indice de massa corporal
IR S, it ————- insulin receptor substrate-1
RS 2. ettt insulin receptor substrate-2
INK L. e proteina quinase N-terminal c-Jun
LD e ————— Low-density lipoprotein
L P e lipase lipoproteica
I D A e malondialdeido
MMP....oooiiiiiiieeeee, matrix metalloproteinases (metaloproteinases de matrix)
NHANES...........coo . National Health and Nutrition Examination Survey

VIl



NCEP ATPIII................ Third Report of the National Cholesterol Education Expert
Panel on Detection, Evaluation, and Treatment of High Blood Cholesterol in Adults
- Adult Treatment Panel 11|

PGDF................. platelet-derived growth factor (fator de crescimento derivado das
plaquetas)

PKC-epsilon.........ccccccennnnn. Protein kinase C-epsilon (proteina quinase C-épsilon)
R e e a e e e araae resisténcia insulinica
ROS....ooie e, reactive oxygen species (espécies reativas de oxigénio)
S 1 sindrome metabdlica
LI PP PPPPPPPPPPRPR triglicerideos

TGF-B1....... transforming growth factor beta 1 (fator transformador de crescimento
beta 1)

TIMP1........... tissue inhibitor of matrix metalloproteinase-1 (inibidores teciduais de
metaloproteinases de matriz-1)

TNF-Oeeccieeeeeeeee tumor necrosis factor alpha (fator de necrose tumoral alfa)

A-HN E . ..o s 4-hidroxinonenal

VIl



RESUMO

Introducédo: a doenca hepatica gordurosa nado alcoodlica (DHGNA) caracteriza-se
por um amplo espectro de danos hepaticos que varia desde esteatose isolada a
esteatohepatite (EHNA), fibrose avancada e cirrose. E altamente prevalente na
populacdo adulta de paises desenvolvidos e tem sido relacionada
significativamente com o aumenta da mortalidade por doencas cardiovasculares.
Embora em muitos estudos, varios farmacos tenham sido testados como opc¢des
terapéuticas potenciais para a DHGNA, seu tratamento medicamentoso
permanece indeterminado. Objetivo: avaliar se a olmesartana possui acao
preventiva na DHGNA, induzida em coelhos por meio de dieta
hipercolesterolémica. Métodos: foram utilizados 34 coelhos machos, albinos com
idade média de 111 dias e peso médio de 2.864,51 gramas divididos em 3
grupos. Grupo 1 (G1), n=13; grupo 2 (G2), n=12 e grupo 3 (G3) n=9. O G1 ou
grupo controle recebeu racdo padrao para coelhos de laboratério acrescida de
colesterol a 1% em todo o periodo do estudo (8 semanas). O G2 ou grupo
olmesartana, recebeu também a racdo padrdo acrescida da colesterol a 1% e a
olmesartana 1 mg/kg em dose Unica diaria em todo o periodo do estudo. Os
grupos G1 e G2 foram submetidos a eutanasia no final de 8 semanas. O G3 ou
grupo normal recebeu racdo padrdo para coelhos de laboratério e foi submetido a
eutanasia em 4 semanas. Os 03 grupos receberam agua e racdo de forma ad
libitum. Coletado amostras de sangue antes de iniciar a dieta e na eutanasia para
a avaliacdo dos niveis séricos de glicose, colesterol total (CT), HDL- colesterol,
triglicerideos (TG), creatinina, uréia, aspartato aminotransferase (AST), alanino
aminotransferase (ALT). Retirado amostras de tecido hepatico, na eutanésia, para
avaliacao histologica. Foram confeccionadas 3 laminas para cada coelho, sendo
uma lamina corada por hematoxilina—eosina e as outras duas por acido periodico
de Schiff e tricromio de Gomori. Avaliou-se a esteatose, a inflamacéao lobular, a
balonizacdo de hepatécitos e a fibrose conforme o sistema de escore para a
avaliacdo histologica da DHGNA. Resultados: os niveis séricos de CT e TG
foram significativamente mais elevados no final do estudo tanto no G1 como no
G2, porém sem diferenca significativa entre os dois grupos. Houve elevacao
significativa dos niveis de AST no final do estudo no G1 e G2, sendo a mesma
significativamente maior no G1. Os niveis de ALT foram semelhantes no G1 e no
G2. A esteatose ocorreu no G1 e no G2, entretanto, o escore de esteatose foi
significativamente maior no G1 (p<0.013). Nao houve esteatose no G3. A
inflamacéo lobular ocorreu em 84,6% do G1 e néo foi observada no G2 (p<0,001).
A balonizagdo de hepatdcitos ocorreu de forma semelhante nos 3 grupos. A
fibrose perisinusoidal ou periportal ocorreu em 46.2% do G1 e n&o foi observada
no G2 (p=0,015). N&o houve fibrose ou inflamacéo lobular no G3. Comparado ao
G2, o escore de atividade da DHGNA foi significativamente mais elevado no G1
(P<0.001). Conclusé&o: no modelo utilizado a olmesartana atenuou a esteatose,
preveniu a inflamacdo lobular e a fibrose hepatica e, baseado no escore de
atividade da DHGNA, preveniu o desenvolvimento de EHNA.
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SUMMARY

Introducion: nonalcoholic fatty liver disease (NAFLD) is characterized by a broad
spectrum of liver damage ranging from steatosis alone to nonalcoholic
steatohepatitis (NASH), advanced fibrosis and cirrhosis. It is highly prevalent in
adult population of developed countries and has been correlated significantly with
increases in mortality from cardiovascular diseases. Although in many studies,
several drugs have been tested as potential therapeutic options for NAFLD, its
pharmacological treatment remains undetermined. Objective: To assess the
potential preventive action of olmesartan on NAFLD in hypercholesterolemic
rabbits. Methods: thirty-four white adult male rabbits (New Zealand), with a mean
age of 111 days and average weight of 2864.51 grams, were selected for this
study and divided into three groups. group | (Gl), control group, 13 rabbits; group Il
(Gll), olmesartan group, 12 rabbits; and group Il (Glll), normal group, 9 rabbits.
During the 8 weeks study, the animals from GI and GIl were fed a specific diet
plus 1% cholesterol. For the Gll diet, 1mg/kg/day of olmesartan was administered
by oral gavage from day 1 through day 56. On day 56, the animals from GI and Gl
were submitted to liver resection. Animals from GlII were fed only a specific diet
and were submitted to liver resection on day 28. Blood samples were obtained on
the first day of the experiment and also immediately before sacrifice. Clinical
laboratory assessment included serum glucose, total cholesterol (TC), high-
density lipoprotein cholesterol (HDL-C), triglycerides(TGC), creatinine, urea,
aspartate aminotransferase (AST), and alanine aminotransferase (ALT). The liver
segments were removed and three slices were prepared, one slice was stained
with hematoxylin and eosin and two slices were stained with periodic acid Schiff
and Gomori’s trichrome. The slices were analyzed for steatosis, lobe inflammation,
hepatic cell balonization, and fibrosis status according to the histological score
system for NAFLD. Results: graded elevations in TC and TGC levels were
observed from the initial phase until sacrifice without significant differences
between GI and GIl. Graded elevations in AST levels were observed from the
initial phase until sacrifice in Gl and GII. However, in Gl the difference between
initial phase and sacrifice and the percentage variation of levels of AST were
higher than in GIl. Levels of ALT were similar among groups throughout the study.
Steatosis was present in all animals from Gl and GlI; had no steatosis in animals
from GIIl. When GI and GIlI were compared, the steatosis score was significantly
higher in Gl (p<0.013). Lobular inflammation occurred in 84.6% of the animals
from GI. Animals from GII had no lobular inflammation (p<0,001). Hepatic cell
balonization occurred in all animals, without significant differences among GlI, Gll,
and GIlIl. Perisinusoidal and periportal fibrosis occurred in 46.2% of the animals
from GI. There was no fibrosis in Gll (p=0,015). There was no fibrosis and had no
lobular inflammation in GlIl. The NAFLD activity score was significantly higher in
animals from GI when compared to animals from Gll (p< 0.001). Conclusion: In
this model, olmesartan significantly attenuated hepatic steatosis, prevented the
development of lobular inflammation and liver fibrosis. Based on the NAFLD
activity score, olmesartan significantly prevented the development of NASH.
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1 INTRODUCAO

A associacao de esteatose hepatica com processo inflamatorio e fibrose
em pacientes obesos, apesar de conhecida, foi largamente ignorada como
entidade clinica distinta. O termo esteatohepatite ndo alcodlica (EHNA),
introduzido inicialmente por Ludwig e colaboradores em 1980 (citado por
Duvnjak) tem sido utilizado para denominar achados de bidpsia indistinguiveis
da hepatite alcoolica em pacientes sem histérico de consumo significativo de
bebidas alcodlicas’. Em revisdo publicada em 2002, Paul Angulo citou que a
denominacdo doenca hepatica gordurosa ndo alcodlica (DHGNA) estava se
tornando preferencial®>. Nos Ultimos anos tal denominacdo tem sido
amplamente utilizada para essa doenca.

A DHGNA caracteriza-se por um amplo espectro de danos hepaticos
que varia desde esteatose isolada a esteatohepatite, fiborose avancada e
cirrose. Pode afetar pessoas de qualquer faixa etaria e tem sido descrita na
maioria dos grupos raciais®>. Geralmente assintomatica, com indicativos na
literatura de que seja altamente prevalente na populacdo adulta de paises
desenvolvidos, tem sido associada de forma significativa a doencas
cardiovasculares.

O tratamento farmacolégico da DHGNA permanece indeterminado. As
conclusBes de meta-andlises de estudos de terapéutica envolvendo as classes
mais promissoras de farmacos como os antioxidantes®, &cidos biliares® e
sensibilizadores da insulina®, ndo ddo suporte para que nenhuma delas seja
recomendada como tratamento.

Embora a resisténcia insulinica (RI) seja apontada com a causa mais
provavel da DHGNA sua fisiopatogenia ndo esta adequadamente esclarecida.
Resultados de experimentos sugerem que a ativacdo do sistema renina-
angiotensina (SRA) tem relagao significativa com a fisiopatogenia da DHGNA®®

910 & estudos clinicos™!

e o0 bloqueio desse sistema em modelos experimentais
tem sido associado a melhora da RI, amplamente relacionada ao acumulo

lipidico intra-hepatocitario. Em modelos animais o bloqueio do SRA relacionou-



se significativamente a reducdo da concentracdo hepatica de citocinas pro-
inflamatérias e pré-fibrogénicas™® e do contetido hepético de triglicerideos®**,
As acdes potencialmente deletérias do SRA sdo mediadas pela
angiotensina 2 (ANG2), seu principal peptideo efetor, via receptor AT1'°. A
olmesartana medoxomila, o mais novo inibidor do receptor AT1 disponivel
comercialmente que assim como 0s outros representantes dessa classe é
indicada para o tratamento da hipertenséo arterial sisttmica (HAS), melhorou
significativamente a Rl e a esteatose hepatica em ratos Zuker obesos
submetidos & dieta hiperlipidica’®. Em modelo animal de obesidade e diabetes
(ratos) a olmesartana preveniu a esteatose e a fibrose hepatica'’ e em modelo
animal de EHNA atenuou significativamente a esteatose e a fibrose hepatica®®.
Modelos animais com diferentes formas de inducédo de DHGNA tem sido
propostos e o rato é o animal utilizado na grande maioria dos estudos. Até o
momento, poucos estudos usaram o coelho em modelo de DHGNA e a

olmesartana nao havia sido utilizada, em coelhos, nesse contexto.

1.1 OBJETIVO

Avaliar se a olmesartana possui acao preventiva na DHGNA induzida em

coelhos por meio de dieta hipercolesterolémica.



2 LITERATURA

2.1 PREVALENCIA DA DHGNA

Os dados disponiveis na literatura a respeito da prevaléncia da DHGNA
na populacdo geral tém ampla variagcdo, sendo provavel que os diferentes
hébitos de vida das populacdes avaliadas, os critérios de sele¢cdo das amostras
e 0s métodos utilizados para o diagndstico tenham influenciado tais resultados.
Publicacdo recente mostrou diferenca significativa na prevaléncia da DHGNA
(diagnostico ultrassonogréafico) entre a populacdo rural e urbana de uma
mesma regido da China (11,1 e 20,3%)"°. Estudos realizados anteriormente em
area urbana do Japéo e area rural de Taiwan, que incluiram respectivamente
individuos de meia idade e adultos e utilizaram também o ultrassom como
método diagndstico, mostraram prevaléncia de 29% e 11,5%°%?'. Dionysos
Nutrition and Liver Study realizado em um municipio do norte da Italia, no qual
98% dos participantes eram brancos, estimou a prevaléncia na populagéo geral
adulta entre 20 e 25%2%. No entanto, estudo que avaliou todos os participantes
do Dallas Heart Study submetidos a espectroscopia de protons por ressonancia
magnética como método de avaliagdo do contetdo hepatico de triglicerideos,
mostrou diferencga significativa na prevaléncia da esteatose hepatica entre os
principais grupos raciais dos Estados Unidos: 45% em hispéanicos, 33% em
brancos e 24% em negros®. Contudo, limitacbes importantes como a nao
exclusdo adequada de outras etiologias como a viral e a alcodlica dificultam a
correlacdo desses achados com a DHGNA.

A verdadeira prevaléncia da DHGNA permanece indeterminada®,
estima-se que nos paises desenvolvidos, em adultos, a mesma possa variar
entre 20 e 30 %*2?*% e no caso especifico da EHNA entre 2 e 3%%. Nos
Estados Unidos a DHGNA pode acometer até 01 em cada 03 adultos e 01 em
cada 10 criancas ou adolescentes®. Obesidade, diabetes mellitus (DM) tipo 2 e
dislipidemia s&o condi¢cdes frequentemente associadas e consideradas fatores

de risco para a DHGNA. A prevaléncia de obesidade relatada em varias séries



de pacientes com DHGNA varia entre 30 e 100 %, de diabetes mellitus tipo 2
entre 10 e 75% e de dislipidemia entre 20 e 92%% A adiposidade central,
mesmo na auséncia de obesidade definida pelo IMC, parece ser um importante
fator de risco para a presenca de resisténcia insulinica?’ e de DHGNA?Z.
Independente do indice de massa corporal, a presenca de DM tipo 2 aumenta
significativamente o risco e a gravidade da DHGNA? A doenca hepatica
gordurosa ndo alcodlica tem sido descrita como a causa mais comum de
provas hepaticas anormais entre adultos®® e pode ser a forma mais comum de

doenca hepatica crénica nos Estados Unidos®?8,

Sua prevaléncia vem
aumentando nos paises desenvolvidos® paralelamente com a prevaléncia de
obesidade, sindrome metabdlica e diabetes mellitus tipo 2?°. O mesmo
comportamento tem sido observado em paises asiaticos®® nos quais a

populacéo é considerada de baixo risco®.

2.2 HISTORIA NATURAL DA DHGNA

A esteatose isolada pode ter um curso clinico benigno, porém 10 a 20%
dos portadores de DHGNA podem desenvolver EHNA®*, 15% e 12% dos
portadores de EHNA podem, respectivamente, desenvolver cirrose?® e evoluir
para Obito relacionado a complicacées hepaticas®. Alguns estudos tém
sugerido que a EHNA nao reconhecida previamente poderia ser a causa da
cirrose criptogénica® e como observado na fase cirrtica de outras patologias,
os portadores de estagio cirrético da EHNA podem desenvolver carcinoma
hepatocelular®*. Estudos de prognéstico tem demonstrado que as complicacées
relacionadas ao figado sdo a 32 causa de mortalidade em portadores de
DHGNA?*3233 A doenca cardiovascular foi a principal causa de mortalidade em
dois desses estudos, seguida dos canceres extra-hepaticos®***. As mortes
relacionadas ao figado ocorreram em portadores de estagio mais avancado da
doenca em um desses estudos de prognéstico®®. Tem sido relatado que 9 a
26% dos pacientes em estagio cirrético da EHNA falecem de causas
relacionadas ao estagio final da doenca em 4 a 10 anos®. Em estudo

prospectivo que incluiu pacientes na fase cirrotica da EHNA e da hepatite C, a



insuficiéncia hepatica foi a causa mais comum de morbidade e mortalidade nos

portadores de EHNA e o prognéstico foi similar nos dois grupos®.

2.3 FISIOPATOGENIA

A fisiopatogenia da DHGNA é classicamente resumida em duas etapas
denominadas hits, a primeira constituida pelo acumulo de triglicerideos nos
hepatécitos, o que desencadeia todo o processo patoldégico que caracteriza
essa doenca e a segunda pelo processo de lesdo hepatocelular relacionada ao
estresse oxidativo, a peroxidacdo lipidica e ao processo inflamatoria que
culminam com a morte celular e substituicdo fibrética. Entre outras questdes,
permanecem sem a elucidacdo adequada a determinacdo de qual ou quais
distarbios metabdlicos ocasionariam o acumulo lipidico no hepatdcito e que
fatores determinariam a evolugdo para esteatohepatite e cirrose mudando o
curso aparentemente benigno da esteatose isolada. A resisténcia insulinica
frequentemente associada a DHGNA é apontada como a causa mais provavel
do acumulo lipidico nos hepatdcitos e embora o0 estresse oxidativo seja
amplamente citado como o provavel desencadeador da lesdo hepatocelular,
sua correlacdo com o acumulo lipidico intra-hepatocitario permanece sem o

entendimento adequado.

2.3.1 Resisténcia Insulinica

Em condi¢des normais, apds a alimentacao, a lipase lipoprotéica (LLP) é
ativada no tecido adiposo e inibida na musculatura esquelética e cardiaca.
Através da hidrolise dos triglicerideos (TG), principalmente dos quilomicrons
onde tem acdo predominante, promove a liberacdo de acidos graxos (AG) que
sdao entdo direcionados ao tecido adiposo para esterificacdo e
armazenamento®®. A insulina parece ser a maior reguladora da atividade e
sintese da LLP no tecido adiposo®, tem papel importante na esterificacao de
AG*" e estimula a expressdo génica de enzimas lipogénicas intracelulares

como acetil-CoA carboxilase e &cido graxo sintase®.



A lipase hormoniossensivel (LHS) é a enzima chave para a mobilizacao
dos AG do tecido adiposo, sendo sua atividade mediada por fosforilacdo
reversivel*®. Basicamente a lipélise do tecido adiposo depende da ativacdo da
LHS por meio de sua fosforilacdo. No periodo de jejum ocorre 0 aumento da
concentracdo plasmatica de acidos graxos provenientes dos triglicerideos
contidos nos adipdcitos, mais provavelmente devido a redugcdo dos niveis
séricos de insulina®®. Apés a alimentacdo, com a elevacdo fisioldgica da
insulinemia, ocorre a inibicdo da fosforilagdo e consequentemente o bloqueio
da ativacdo da LHS®*®**®. A insulina é considerada uma potente supressora da
lipdlise®” e o mais importante horménio antilipolitico®.

Na presenca de resisténcia insulinica (RI), no periodo pdés-prandial,
ocorre diminuicdo da lipdlise dos TG contidos nos quilomicrons e inefetiva
inibicdo da lipolise dos triglicerideos no tecido adiposo devido a auséncia de
ativacdo e inibicdo adequada da LLP e da LHS respectivamente®’. Como
consequéncia, na presenca de RI ocorre no periodo pos-alimentar uma
situacdo semelhante a do periodo de jejum sob condicées normais®®, que
propiciaria 0 aumento dos niveis circulantes de lipoproteinas remanescentes
ricas em TG e de AG livres e consequentemente o incremento do influxo
hepatico de lipideos. A concentragdo sérica de AG estd relacionada
diretamente com o influxo hepético, sugerindo mecanismo concentracao
dependente, particularmente para os AG de cadeia pequena e média®*.

Revisdo recente apresenta dados sugestivos de que o aumento do
influxo de AG nos hepatécitos pode levar a Rl hepatica. Embora exista uma
correlacdo clara entre o conteudo intracelular de TG e RI hepatica, qual ou
quais seriam os metabdlitos lipidicos que ocasionariam a Rl € uma questao que
permanece ndo esclarecida®. Estudo que utilizou modelo animal de DHGNA
sem RI periférica (ratos) mostrou que o aumento do conteudo lipidico dos
hepatocitos poderia levar a RI hepatica, independente da presenca de RI
periférica, provavelmente através da ativagdo da proteina quinase C-épsilon
(PKC-epsilon-Protein kinase C-epsilon) e ou da proteina quinase N-terminal c-
Jun (INK1-c-Jun N-terminal protein kinase), possivelmente devido a
fosforilacdo serinica dos substratos para o receptor da insulina insulin receptor
substrate-1 (IRS-1) e insulin receptor substrate-2 (IRS-2). Consequentemente

ocorre a limitacdo da atividade da enzima glicogénio sintase estimulada pela



insulina e adicionalmente o acumulo lipidico estimula a gliconeogénese e
aumenta a contribuicdo da mesma para a taxa total de produgcédo endogena de
glicose*?. Utilizando o mesmo modelo animal, outro estudo mostrou que a
inibicdo da PKC-epsilon reverte a resisténcia insulinica relacionada a
esteatose, sugerindo que a mesma possui papel importante na génese da RI
hepatica mediada pelo actimulo lipidico®.

A relacao entre o acumulo lipidico no hepatécito e o desenvolvimento de
RI hepética tem sido relatada também em estudos que utilizaram outros
modelos de DHGNA. Um deles mostrou o aumento do conteudo intra-
hepatocitario de triglicerideos e a presenca de RI hepatica provavelmente
associada a ativacdo da PQC-épsilon, em ratos com expressao aumentada de
glycerol-sn-3-phosphate acyltransferase-1 (Ad-GPAT1), enzima envolvida na
sintese de TG*. Tal relagdo também foi demonstrada em ratos com expressao
aumentada da LLP hepatica®. No entanto, estudo que também utilizou ratos
transgénicos, nesse caso com expressao hepatica aumentada de acyl-
CoA:diacylglycerol acyltransferase 2 (DGATZ2), enzima envolvida na fase final
da sintese de TG, mostrou que tais animais desenvolveram esteatose hepatica
sem RI e portanto ao contrario dos estudos citados anteriormente o aumento
do contetido intra-hepatocitario de TG n&o levou ao desenvolvimento de RI*.

A obesidade € a causa mais comum de RI e o maior fator de risco para o
desenvolvimento de DM tipo 2%°. Associa-se a resposta inflamatéria crénica
caracterizada por producdo anormal de citocinas, aumento dos reagentes da
fase aguda e ativacdo das vias de sinalizacdo inflamatéria*’. O aumento
significativo do numero de macréfagos no tecido adiposo relacionados a

4849 & humanos®®. Achados de modelos

obesidade tem sido descrito em ratos
experimentais sugerem que os macréfagos presentes no tecido adiposo séo
responsaveis pela maior parte da expressao de fator de necrose tumoral alfa
(TNF-a-tumor necrosis factor alpha) e parte significativa da expressédo de
interleucina-6 (IL-6)*®, e que a atividade dos macréfagos ocorre apés o
aumento da adiposidade e precede a hiperinsulinemia usada como parametro
de RI*°. Os resultados de um estudo que analisou o tecido subcutaneo da
parede abdominal de humanos sugerem relacdo direta entre o conteudo de

macréfagos no tecido adiposo, o IMC e o tamanho dos adipdcitos™.



Modelos experimentais deixaram poucas duvidas sobre o papel critico

das vias inflamatérias no mecanismo basico da RI*’

. O TNF-a foi a primeira
proteina pro-inflamatoria relacionada a obesidade e sua expressdo encontra-
se aumentada no tecido adiposo de roedores® e humanos obesos®. Estudo
utilizando ratos com mutacdo dos receptores do TNF-a, caracterizados pela
auséncia de sinalizacdo e funcdo dessa citocina inflamatéria, mostrou IR
significativamente menor nos mesmos em comparagao com 0 grupo controle,
quando submetidos & dieta para inducédo de obesidade®!. Particularmente em
modelos experimentais, parece claro que a producdo aumentada de TNF-a
representa uma caracteristica importante da obesidade e contribui
significativamente para o desenvolvimento de RI*°. Em humanos, estudos
também sugerem a relacao entre obesidade, expressdo aumentada de TNF-a

no tecido adiposo e RI°**3,

2.3.2 Estresse Oxidativo

Como parte do processo fisioldégico de degradacao oxidativa de acidos
graxos livres e outras fontes de energia, espécies reativas de oxigénio (ROS-
reactive oxygen species) sdo continuamente geradas e em sua maioria
transformadas em &gua na cadeia respiratéria da mitocondria®®. Nesse
processo, em torno de 90 a 95% do oxigénio € transformado em agua e o
restante em ROS. Entre outros organismos aerdbicos, 0s humanos possuem
numerosos mecanismos de neutralizacdo das ROS geradas, protegendo as
células dos efeitos nocivos das mesmas™. O estresse oxidativo ocorre quando
a guantidade de ROS geradas ultrapassa a capacidade de neutralizacdo de
antioxidantes celulares enzimaticos e ndo enzimaticos. Pode causar lesédo e
morte celular como consequéncia de modificacdes em macromoléculas como
DNA, proteinas e lipideos®®. Na EHNA, como conseqiiéncia do estresse
oxidativo, pode ocorrer a peroxidagao dos triglicerideos hepaticos, liberacdo de
aldeidos reativos como o 4-HNE e o MDA que podem danificar o DNA
mitocondrial pelo qual sao codificados 13 peptideos da cadeia respiratéria e
agir diretamente inativando outros componentes da mesma como a enzima

citocromo c oxidase. Dessa forma, as ROS e os produtos da peroxidacéo de



lipideos hepaticos poderiam prejudicar o fluxo de elétrons através da cadeia
respiratéria e consequentemente aumentar a producdo de ROS gerando um
circulo vicioso®.

Embora a mitocondria hepatica provavelmente seja a principal fonte de
ROS na EHNA, a CYP2E1, enzima do citocromo P450 localizada no reticulo
endoplasmatico, pode ser outra fonte significativa de produgcdo de ROS, pois o
aumento de sua expressdo e atividade tem sido descrita nessa doenca®.
Através de imunohistoquimica, foi observada a presenca de inducdo da
CYP2E1 em amostras de tecido hepatico de humanos portadores de EHNA®’.
Posteriormente observaram em modelo animal de EHNA (ratos submetidos a
dieta deficiente em colina e metionina) além do aumento significativo da
atividade da CYP2EL, um acentuado aumento de peréxidos lipidicos hepaticos.
Associaram a peroxidacao lipidica com o sistema microssomal hepatico,
principalmente com a enzima CYP2E1, sugerindo que a mesma poderia iniciar
o0 estresse oxidativo. Contudo, submetendo ratos sem expressdo de CYP2E1 a
mesma dieta houve o desenvolvimento de EHNA com caracteristicas similares,
sugerindo que na auséncia de expressdo dessa enzima outra via relacionada
ao sistema microssomal hepatico poderia desempenhar papel semelhante®®.
Estudo envolvendo humanos ndo obesos e ndo diabéticos portadores de
DHGNA, utilizando a nitrotirosina (aminoacido modificado pela acédo do
perdxido nitrito, que é um forte oxidante resultante da interacdo do anion radical
superoxido com o 6xido nitrico) como marcador de estresse oxidativo, associou
seus niveis aumentados com a presenca de DHGNA mesmo na auséncia de
RI, sindrome metabdlica e hipoadiponectinemia. Nesse estudo o estresse
oxidativo foi correlacionado com a gravidade da DHGNA independente da

presenca de RI*°.

2.3.3 Fibrogénese

A fibrose hepatica é caracterizada por excessiva deposicao de proteinas
de matriz extracelular (ECM-extracellular matrix), especialmente colageno alfa
1 ou tipo 1°°. Sua progressdo esta associada a inibicdo da degradacgédo da

matriz extracelular devido a reducéo da expressdo das metaloproteinases de
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matriz (MMP-matrix metalloproteinases) e a expressdo aumentada dos
inibidores teciduais de metaloproteinases de matriz-1 (TIMP1-matrix
metalloproteinase tissue inhibitor 1) e 2°%. As células estelares hepaticas (HSC-
hepatic stellate cells) constituem a maior fonte de coldgeno tipo | e quando
ativadas se tornam as maiores produtoras de matriz extracelular®®. Os
hepatdcitos lesados liberam ROS®, citocinas pré-fibrogénicas® e promovem o
recrutamento e ativacdo de células inflamatérias sanguineas®. As células de
Kupffer, que possuem um papel central na reacdo inflamatoria hepética,
liberam ROS e citocinas pro-fibrogénicas como o TNF-a e o fator transformador
de crescimento beta 1 (TGF-B1-transforming growth factor beta 1)®°. As ROS e
as citocinas proé-fibrogénicas liberadas e os polimorfonucleares ou linfocitos
recrutados para o sitio de leséo, ativam as HSC promovendo sua diferenciacdo
em célula produtora de colageno (miofibroblasto like)®?. De forma semelhante
os fibroblastos e as células epiteliais sdo também diferenciadas em células com
o fendtipo dos miofibroblastos e portanto, tornam-se aptas para produzirem
colageno®. As HSC ativadas também liberam ROS e citocinas inflamatérias,
expressam moléculas de adeséo celular e modulam a ativacdo de linfocitos
estabelecendo um circulo vicioso®.

A depuracdo dos corpos apoptoticos mediante a fagocitose pode
diretamente estimular a fibrogénese hepética. Os corpos apoptoticos sdo
reconhecidos por meio de um conjunto de receptores de membrana que
quando ativados podem modular a resposta inflamatéria. Embora as células de
Kupffer tenham papel central na fagocitose dos corpos apoptéticos, 0s mesmos
podem ser fagocitados também pelas HSC, células epiteliais e até mesmo
pelos fibroblastos, o que inicia respostas biologicas distintas inclusive a
geracéo de citocinas®®.

Entre as citocinas, o TGF-1 parece ser o mediador chave da
fibrogénese humana®. Liberado pelas células de Kupffer ativadas e células
endoteliais sinusoidais, desencadeia a apoptose dos hepatécitos, induz a
ativacdo e recrutamento das células inflamatorias, favorece a transicdo das
HSC, fibroblastos e células epiteliais em miofibroblastos like®®, estimula a
sintese e inibe a degradac&o de proteinas de matriz extracelular®®. Estudo que
utilizou ratos transgénicos que possibilitaram o controle da expressao de TGF-

B1, relacionou os niveis séricos elevados dessa citocina com a inibicdo das
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MMP e a expressdao aumentada do TIMP1, e demonstrou que a progressao do
processo fibrético poderia ser bloqueada através da inibicdo da producdo de
TGF-B1%*. O fator de crescimento derivado das plaquetas (PGDF-platelet-
derived growth factor), que tem sua atividade aumentada no figado fibrotico, é
0 maior estimulador da mitose das HSC e sua inibicdo atenua a fibrose
hepatica experimental®. Citocinas liberadas pelo tecido adiposo, como a
leptina e resistina, contribuem com a fibrose hepética através da ativacao das
HSC® e a adiponectina, de forma oposta, inibe marcadamente a fibrogénese
hepatica in vitro e in vivo®. Citocinas com propiedades vasoativas também
interferem na fibrogénese hepéatica, sendo as vasodilatadoras como o 6xido
nitrico antifiborogénicas e as vasoconstritoras como a endotelina-1 e a
angiotensina 2 o oposto. Entre as citocinas com propiedades vasoativas, a
angiotensina 2 parece ter maior importancia na fibrogénese hepatica, €
expressada localmente nos processos patoldgicos cronicos, estimula uma série
de acOes fibrogénicas das HSC ativadas, incluindo proliferacdo e migracao

celular, secrecdo de citocinas pré-inflamatérias e sintese de colageno®.

2.4 DHGNA E SINDROME METABOLICA

A sindrome metabdlica (SM), na maioria dos casos, encontra-se

intimamente ligada a RI%*°°

e tem sido associada ao risco aumentado de doencas
cardiovasculares e diabetes mellitus tipo 2 (DM tipo 2)®. Embora o aumento da
prevaléncia de obesidade, que atinge proporcdes epidémicas, tenha sido
acompanhado pelo aumento da prevaléncia de SM e obesos tenham a
prevaléncia aumentada de componentes dessa sindrome, nem todo obeso
preenche os critérios para o diagnoéstico e até mesmo individuos magros

1. Em andlise dos dados do National Health and Nutrition

podem ter R
Examination Survey (NHANES) Ill, 1988 a 1994 e NHANES 1999 a 2000, foi
observado um aumento da prevaléncia da SM na populacdo adulta dos
Estados Unidos com 20 anos ou mais, particularmente entre as mulheres.
Baseado nos dados do NHANES 1999 a 2000 a prevaléncia da SM foi de
26,7%, porém, nessa analise, foi usado o valor de corte para a intolerancia a

glicose de jejum de 110 mg%. Utilizando-se o valor de corte de 100 mg%,
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conforme a revisao posterior desse componente da SM, a prevaléncia estimada
de SM aumenta para 31,9%°.

A DHGNA tem sido relacionada a SM e amplamente citada como um
componente emergente da mesma. Sua associacdo frequente com
componentes da SM como obesidade, hiperglicemia, dislipidemia e hipertenséo
arterial sistémica é bem conhecida®. Com o objetivo de avaliar a relacéo entre
SM e a prevaléncia da DHGNA, um estudo coorte, prospectivo, observacional
foi delineado pra acompanhar por um periodo médio de 414 dias, japoneses
aparentemente sadios com idade entre 21 e 80 anos e média de IMC de 22,6
kg/m?. A presenca de SM foi definida pelo critério do Third Report of the
National Cholesterol Education Expert Panel on Detection, Evaluation, and
Treatment of High Blood Cholesterol in Adults - Adult Treatment Panel IlI
(NCEP ATPIII), porém a circunferéncia abdominal foi substituida pelo IMC e o
valor de corte foi de 25 kg/m?. Na avaliacdo inicial de 4.401 individuos, 812
(18%) tiveram o diagnostico ecocardiografico de DHGNA e em comparacao
nao ajustada a prevaléncia de SM foi aproximadamente 5 a 11 vezes maior nos
portadores de DHGNA. De 3.147 participantes sem diagndstico de DHGNA na
12 avaliagdo, 308 (10%) desenvolveram a doenga que foi detectada na 22
avaliacdo e esses individuos tiveram maior prevaléncia de SM na avaliagdo
inicial. A andlise multivariada mostrou que a presenca de SM na avaliacao
inicial foi associada com o desenvolvimento de DHGNA independente da idade,
ganho de peso e consumo de bebidas alcodlicas®®.

Um relatério dos dados de um subgrupo do Insulin Resistance
Atherosclerosis Study (IRAS), composto por 633 individuos ndo portadores de
SM pelo critério diagnoéstico do NCEP ATPIII e ndo diabéticos na fase inicial do
estudo, acompanhados por um periodo médio de 5,2 anos, mostrou que
aqueles que desenvolveram SM tinham niveis séricos elevados de ALT e
valores mais baixos da relacdo AST/ALT quando comparados aos que nao
desenvolveram SM. A significAncia estatistica permaneceu ap06s a exclusado de
ex-etilistas e dagueles que consumiam trés ou mais drinques por dia (p < 0,05).
Apés o0 ajuste para idade, sexo, instituicdo, etnia e consumo de bebidas
alcodlicas os niveis de ALT e a relagcdo AST/ALT foram significativamente
associados ao risco de desenvolvimento de SM em 5 anos, também

permanecendo a significAncia estatistica apds a exclusdo de ex-etilistas e
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daqueles que consumiam trés ou mais drinques por dia. Apos ajuste adicional
para circunferéncia abdominal, intolerancia a glicose pds-sobrecarga,
sensibilidade insulinica e resposta insulinica aguda, a significAncia estatistica
também permaneceu, caracterizando em tal analise uma associacéo
independente entre os niveis de ALT, a relacdo AST/ALT e o risco de
desenvolvimento de SM™.

Com o objetivo de avaliar a relacdo entre a DHGNA e o risco de DM tipo
2, utilizando os niveis elevados da ALT como marcador, trés estudos
relacionaram significativamente os niveis dessa aminotransferase com o risco
aumentado de desenvolvimento de DM tipo 2, independente da obesidade.
Correlacdo semelhante entre ALT e DM tipo 2 foi relatada anteriormente em um
estudo realizado na década de 80°'. Entretanto, apenas um desses estudos
ajustou os resultados para o consumo de bebidas alcoélicas””.

A presenca de SM também tem sido relacionada com a progressao e a
gravidade da DHGNA. Em um estudo coorte envolvendo 304 pacientes nao
diabéticos, portadores de DHGNA, que avaliou a prevaléncia de SM com base
no critério do (NCEP ATPIII), 36% dos pacientes preencheram o critério para o
diagnéstico de SM. O percentual foi significativamente maior nos portadores de
sobrepeso (29%) e principalmente nos obesos (67%), sendo a presenca de SM
significativamente associada com o sexo feminino e a idade. A IR definida pelo
homeostasis model assessment (HOMA), foi detectada em 44% dos pacientes
com IMC normal, em 62% daqueles com sobrepeso, em 73% dos obesos e foi
associada de forma significativa com a presenca de SM (OR 2,5; 95% IC 1,5-
4,2; p < 0,001). 73,6% dos pacientes biopsiados apresentavam EHNA, a SM
ocorreu em 88% desses pacientes e em 67% dos portadores de esteatose
isolada (p= 0,004), sendo que a prevaléncia de EHNA né&o teve associagdo
significativa com o sexo, idade e IMC. Dos 05 componentes da SM somente a
hiperglicemia foi associada de forma significativa com a EHNA apds a correcao
para a idade, sexo e obesidade, mas o diagnéstico de SM (3 ou mais
componentes simultdneos) foi associado com alta prevaléncia de fibrose e
atividade necroinflamatéria. A analise de regresséao logistica confirmou que a
presenca de SM associou-se a alto risco de EHNA ap0s a correcdo para sexo,
idade e IMC (OR 3,2; 95% IC 1,2-8,9; p=0,026)"2.
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2.5 DHGNA E DOENCA CARDIOVASCULAR

A associacdo entre a DHGNA e a doenca aterosclerdtica tem sido
amplamente relatada, porém a apresentacdo concomitante e frequente da
NAFLD, SM e outros fatores de risco para doenca cardiovascular, dificulta o
estabelecimento do real papel dessa doenca no processo aterogénico. Muitos
estudos tém demonstrado tal associacdo de forma significativa e algumas
vezes independente, mas na maioria dos mesmos existem limitagdes como a
auséncia de diagndstico histopatologico de DHGNA e amostras pequenas e ou
selecionadas.

Estudo que avaliou 85 pacientes com diagndstico histolégico de DHGNA
e utilizou a espessura meédiointimal das carotidas como marcador de doenca
aterosclerotica subclinica, mostrou relacdo significativa entre a DHGNA e o
aumento da espessura meédiointimal, independente dos fatores de risco
classicos, Rl e da presenca de SM pelo critério do ATP Illl. A espessura
meédiointimal foi significativamente maior nos portadores de EHNA quando
comparados com o0s portadores de esteatose isolada e a gravidade das
alteracdes histolégicas teve forte correlacgdo com o aumento da espessura
meédiointimal. No grupo DHGNA havia doze pacientes com o diagndéstico de DM
tipo 2, trés em uso de cloridrato de metformina e nove em controle dietético,
mas a significancia estatistica se manteve apés a exclusdo dos mesmos”.
Estudo caso-controle que avaliou 40 portadores de DHGNA diagnosticada pelo
ultrassom e utilizou também a espessura médiointimal carotidea como
marcador de doenca aterosclerética subclinica, mostrou relacéo significativa e
independente entre a DHGNA e o aumento da espessura médiointimal, ap0s o
ajuste para a idade, sexo, tabagismo, os componentes da SM e sua presenca
pelo critério do ATP Il ou da organizacdo mundial da saide (OMS)™.
Analisando duas caracteristicas de placas de ateroma de artérias coronarianas
relacionadas com o risco de ruptura, o nucleo lipidico aumentado e o
remodelamento positivo, por meio de tomografia computadorizada com 64
detectores, estudo que envolveu 298 japoneses com suspeita de doenca
ateromatosa coronariana, 60 deles (20,1%) com diagndstico tomogréafico de

DHGNA, mostrou que a prevaléncia das caracteristicas citadas foi
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significativamente maior nos portadores de DHGNA independente do sexo,
idade, consumo de bebidas alcodlicas, tabagismo, IMC, HAS, intolerancia a
glicose de jejum, diabetes e dislipidemia”.

Em estudo transversal, 85 individuos do sexo masculino, aparentemente
sadios, com menos de 50 anos foram avaliados. O diagnostico
ultrassonogréafico de DHGNA foi confirmado pela tomografia computadorizada
em 45 deles e a espessura médiointimal das carétidas foi mensurada pelo
ultrassom. Houve relacdo significativa entre a presenca de DHGNA e o
aumento da espessura médiointimal independente da idade, IMC, niveis
lipidicos, presséao arterial e RI pelo método HOMA. Todavia, apos 0 ajuste para
gordura visceral estimada pela tomografia computadoriza houve perda da
significancia estatistica’®. Em outro estudo transversal, 200 diabéticos tipo 2
controlados com dieta, dos quais 100 com diagndstico ultrassonografico de
DHGNA, foram submetidos ao ultrassom de carétidas para avaliacdo da
espessura meédiointimal. O grupo DHGNA teve espessura médiointimal
marcadamente maior que o grupo controle e apds o0 ajuste para idade, sexo,
tabagismo, duracdo do diabetes, hemoglobina glicosilada, LDL colesterol,
aminotransferases, microalbumindria e SM houve manutengéo da significancia
estatistica. Contudo, apés ajuste adicional para a Rl definida pelo HOMA houve
a perda dessa significancia’’. A vasodilatacdo dependente do endotélio foi
estimada como parametro de disfuncdo endotelial em 52 individuos com
diagndstico histologico de DHGNA e 28 do grupo controle. O percentual de
vasodilatacdo foi determinado por meio da medida ultrassonografica do
didmetro da artéria braquial no estado basal e durante a hiperemia reativa pos-
isquemia induzida por compressdao e descompressao feita por um
esfigmomandmetro acoplado no braco. Tal percentual foi significativamente
menor nos portadores de DHGNA e o risco de eventos cardiovasculares dos
mesmos, estimado pelo escore de Framingham, foi moderado’®.

Em estudo prospectivo observacional, 1.221 japoneses de meia idade,
aparentemente sadios, foram acompanhados por 24 meses. A DHGNA foi
diagnosticada pelo ultra-som em 231 desses individuos (18,9%). Ocorreram 22
eventos cardiovasculares no total (1,8%), sendo 12 eventos no grupo DHGNA
(5,2%) e 10 eventos no grupo controle (1,0%). Apesar do namero baixo de

eventos cardiovasculares, houve relacdo significativa dos mesmos com a
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DHGNA independente dos fatores de risco classicos e da SM’®. Em outro
estudo com o mesmo desenho, no qual foram acompanhados por um periodo
médio de 5 anos 744 portadores de DM tipo 2, duzentos e quarenta e oito
individuos tiveram eventos cardiovasculares (33,3%). O diagndstico
ultrassonografico de DHGNA foi estabelecido em 94 % daqueles que tiveram
eventos e em 56% dos que nao tiveram. Houve relagdo significativa entre a
DHGNA e a doenca cardiovascular e ap0s o0 ajuste para SM, idade, sexo,
tabagismo, duracdo da doenca de base, uso de medicacdo especifica e
correlacionada (anti-hipertensiva, hipolipemiante e antiagregante plaguetaria), a
significancia estatistica permaneceu®.

Como as amostras dos dois estudos prospectivos citados foram
constituidas respectivamente por japoneses, nos quais a incidéncia de doenca
cardiovascular € menor do que nos ocidentais e por diabéticos tipo 2 que
possuiem risco maior de desenvolver DHGNA e doenca cardiovascular que a
populacdo geral, a extrapolacdo dos resultados dos mesmos torna-se dificil.
Grandes estudos prospectivos sdo necessarios para esclarecer de forma
adequada a relacdo entre a DHGNA e a doenca cardiovascular, porém a
presenca desse distirbio metabdlico hepatico que pode ser detectado na
maioria das vezes por métodos nao invasivos, pode representar risco adicional

para eventos cardiovasculares.

2.6 ASPECTOS CLINICOS E DIAGNOSTICO DA DHGNA

Sintomas como fadiga, mal-estar, sensacédo de plenitude ou desconforto
no quadrante superior direito do abdome podem estar relacionados com a
DHGNA. Entretanto, a maioria dos pacientes apresentam-se assintomaticos no
momento do diagnéstico e a hepatomegalia € o Unico achado do exame fisico
na maioria das vezes® Incremento leve a moderado dos niveis séricos de
aspartato aminotransferase (AST), alanino aminotransferase (ALT) ou de
ambas, sdo as mais comuns e frequentemente as Unicas anormalidades
laboratoriais encontradas. A relacdo AST/ALT é geralmente menor que 1,
porém ocorre o aumento da mesma com o avanco da fibrose e perda da

acuracia diagnostica desta relacdo nos casos que evoluem para cirrose®®.
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Todavia, apenas 2,8 a 54 % dos individuos com esteatose sem causa
identificavel apresentam elevacdo das aminotransferases®’. Os niveis séricos
de fosfatase alcalina e gama-glutamiltransferase também podem se encontrar
elevados e outras anormalidades como hipoalbuminemia, prolongamento do
tempo de protrombina e hiperbilirrubinemia podem ser encontradas na fase
cirrética da DHGNA?Z,

Métodos de imagem ndo invasivos como o ultrassom, a tomografia
computadorizada e a espectroscopia de protons por ressonancia magnética
podem evidenciar a esteatose hepatica, porém o0s dois primeiros nao
quantificam adequadamente a mesma® e tem maior chance de resultados falso
negativos®. Embora a espectroscopia de prétons por ressonancia magnética
pareca ser o método ndo invasivo mais adequado para quantificar a esteatose
hepatica, nenhum dos meétodos citados possibilita uma boa avaliacdo do
restante do espectro da DHGNA, sendo a biopsia hepatica o padrao ouro para
a avaliacdo do estégio e grau da lesdo hepatica®.

As caracteristicas histopatologicas da DHGNA séo indistinguiveis da
hepatopatia alcodlica. Esteatose, infiltrado inflamatério, degeneracao
balonizante dos hepatécitos e necrose, ndcleos de glicogénio, corpusculos
hialinos de Mallory e fibrose, caracterizam todo o espectro da DHGNAZ A
combinacdo de esteatose, infiltrado de células mononucleares e ou
polimorfonucleares, degeneracdo balonizante dos hepatdcitos e necrose focal,
caracterizam a EHNA? Os corpUsculos hialinos de Mallory podem ou n&o estar
presentes e a maioria dos pacientes portadores da EHNA possuem algum grau
de fibrose?. Em alguns pacientes, no estagio cirrético, a esteatose e a atividade

necroinflamatéria podem n&o ser mais encontradas?.

2.7 TRATAMENTO DA DHGNA

Revisao recente que abordou varios estudos nos quais o objetivo foi
avaliar a efetividade das mudancas dos habitos de vida no tratamento da
DHGNA, mostrou caréncia de documentacgédo histolégica ou por imagem, e
deficiéncias na metodologia e na forma de implementacao de tais mudancas®?,

0 que dificulta a recomendacéo das mesmas a luz da medicina baseada em
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evidéncia®. Apesar da auséncia de dados conclusivos na literatura, as
mudancas nos habitos de vida, basicamente dieta hipocaldrica e exercicios

83,84

fisicos regulares, sdo recomendadas em revisdes recentes e anteriores

A28 a seus beneficios foram documentados em

para o tratamento da DHGN
condicBes frequentemente associadas como pré-diabetes, diabetes e
hipertensao arterial sistémica®.

A cirurgia bariatrica, anteriormente associada com a piora da DHGNA,
foi amplamente utilizada para o tratamento da obesidade na ultima década.
Consequentemente suas complicacfes e beneficios a curto e a longo prazo
tem sido melhor estabelecidos e varias publicacbes tem reportado melhora
histolégica significativa de todo o espectro da DHGNA apés tal intervenc&o®.

Embora varios estudos tenham testado mudltiplos farmacos como
potenciais op¢des terapéuticas para a DHGNA, seu tratamento medicamentoso
permanece indefinido. Meta-analise publicada recentemente incluiu seis
estudos randomizados que avaliaram os antioxidantes: glutationa reduzida, N-
acetilcisteina, vitamina E isolada ou em associacdo com a vitamina C e a
associacdo multipla de glucuronato de betaina, glucuronato de dietanolamina e
ascorbato de nicotinamida. Trés desses estudos, compararam a vitamina E
isolada ou associada a vitamina C com o placebo ou outra intervencéo. Nessa
meta-analise os antioxidandes melhoraram significativamente a AST e nédo a
ALT, os dados fornecidos pela avaliagdo ultrassonografica foram muito
limitados e a andlise histologica pré e pés-intervencdo, que ocorreu em apenas
um estudo, ndo mostrou diferenga significativa em comparagéo com o placebo.
Os autores concluiram que nao ha dados suficientes para recomendar ou nao o
uso de antioxidandes no tratamento da DHGNA?®.

Quanto aos acidos biliares, outra meta-analise, também publicada
recentemente, selecionou e avaliou quatro estudos randomizados, trés
compararam o acido ursodeoxicolico com o placebo e um com a vitamina E
associada a vitamina C. Ndo houve melhora significativa nos testes de funcéo
hepatica, ultra-som ou tomografia computadorizada e a analise histolégica que
ocorreu em dois estudos nao permitiu uma conclusdo definitiva. Em concluséao,
nao ha dados suficientes para recomendar ou ndo 0 seu uso na terapéutica da
DHGNA®.
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A associacdo frequente entre DHGNA e RI sugere o uso de

88 Em estudo

sensibilizadores da insulina no tratamento dessa doenca
randomizado no qual se avaliou 34 pacientes portadores de EHNA, todos sob
orientacdo dietética e 17 deles recebendo metformina, houve melhora
significativa das transaminases e do grau de esteatose quantificado pelo ultra-
som, mas ndo houve melhora histoldgica significativa no grupo metformina (10
pacientes do grupo controle e 13 do grupo medicacdo foram submetidos a
biépsia no final de 6 meses)®’. Mais recentemente, outro estudo randomizado
comparou a metformina com a vitamina E (29 no grupo metformina e 28
pacientes no grupo vitamina E) e a metformina com dieta isolada (26 no grupo
metformina e 27 pacientes no grupo dieta isolada) em portadores de DHGNA
diagnosticada por meio de biépsia. A normalizacdo da ALT (desfecho priméario)
ocorreu em percentual significativamente maior no grupo metformina
comparado aos grupos vitamina E e dieta, e entre os grupos vitamina E e dieta
ndo houve diferenca significativa. Apenas 17 pacientes foram submetidos a
biépsia no final do estudo, todos eram do grupo metformina e tinham o
diagnéstico de EHNA no inicio do estudo. Houve melhora histologica
significativa nesses pacientes que ndo se relacionou com o0s niveis de
transaminases ou com as alteracées do IMC®.

As tiazolidinedionas, outra classe de sensibilizadores da insulina da qual
a rosiglitazona e a pioglitazona sdo o0s representantes disponiveis
comercialmente, também tem sido avaliadas como provaveis opcoes
terapéuticas. A rosiglitazona foi comparada ao cloridrato de metformina em
estudo randomizado no qual foram acompanhados 20 portadores de DM tipo 2
e DHGNA, com sobrepeso ou obesidade grau 1. Nove pacientes foram tratados
com rosiglitazona e 11 com cloridrato de metformina por 16 semanas. Houve
diminuicdo significativa da esteatose mensurada por ressonancia nuclear
magnética, dos niveis séricos de ALT e aumento significativo dos niveis séricos
de adiponectina no grupo rosiglitazona, mas ndo foram realizadas biépsias
hepaticas®. Em outro estudo randomizado mais recente, placebo-controlado,
que avaliou a rosiglitazona em portadores de EHNA acompanhados por 1 ano
(32 pacientes em ambos 0s grupos), ocorreu melhora significativa dos niveis de

transaminases e aumento também significativo dos niveis de adiponectina,
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porém na analise histologica houve melhora significativa apenas no grau de
esteatose™®.

A pioglitazona foi testada em estudo randomizado, placebo-controlado,
no qual foram acompanhados, por 06 meses, 47 individuos portadores de
EHNA com teste oral de tolerancia a glicose alterado ou diagndstico de
diabetes. Foram incluidos 26 pacientes no grupo pioglitazona e 21 no grupo
placebo e todos tiveram orientacdo dietética. Houve melhora significativa da
glicemia de jejum, insulinemia basal, hemoglobina glicosilada, transaminases,
dos niveis séricos de TNF- a, TGF-B1 e aumento significativo dos niveis de
adiponectina no grupo pioglitazona. Ocorreu também melhora significativa de
todos os parametros histolégicos da EHNA, exceto o escore de fibrose® .
Estudo piloto prévio, que envolveu 18 pacientes ndo diabéticos, mostrou
melhora significativa de todos os parametros histologicos da EHNA, exceto a
inflamac&o portal, ap6s 48 semanas de uso da pioglitazona®. Recentemente,
outro estudo randomizado mostrou resultados semelhantes. Nesse estudo
foram acompanhados 61 pacientes ndo diabéticos portadores de EHNA, 31 no
grupo pioglitazona e 30 no grupo placebo por um periodo de 12 meses®.

Apesar do beneficio aparente dos sensibilizadores da insulina na
DHGNA, em meta-andlise publicada recentemente os autores concluiram que
ndo ha dados suficientes até o momento para recomenda-los como
tratamento®. No entanto, tal meta-analise selecionou apenas trés estudos,

sendo que dois deles avaliaram a metformina®”®

e 0 outro foi um estudo piloto
que comparou a vitamina E com a associacdo da mesma e a pioglitazona®.
Comentarios semelhantes a respeito do uso de sensibilizadores da insulina no
tratamento da DHGNA, no caso especifico das tiazolidinedionas, foram feitos
em revisdes publicadas anteriormente®®%% . Alem disso, os resultados de
outras duas meta-analises publicadas posteriormente sugerem o aumento do
risco de infarto agudo do miocardio relacionado ao uso da rosiglitazona® e de
insuficiéncia cardiaca como efeito de classe das tiazolidinedionas em pacientes
pré-diabéticos e diabéticos tipo 2°".

Recém-publicado, o Pioglitazone versus Vitamin E versus Placebo for
the Treatment of Nondiabetic Patients with Nonalcoholic Steatohepatitis
(PIVENS), estudo randomizado, placebo-controlado, no qual foram alocados

247 pacientes adultos, ndo diabéticos, com diagnostico histologico de EHNA,
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comparou a pioglitazona, 30 mg/dia e a vitamina E 800 Ul/dia com o placebo.
Os pacientes foram divididos em 3 grupos: 83 no grupo placebo, 84 no grupo
vitamina E e 80 no grupo pioglitazona. O desfecho primario foi a melhora
histol6gica caracterizada da seguinte forma: reducdo de 1 ou mais pontos no
escore de balonizacéo, reducdo do escore de atividade da DHGNA para < 3 ou
de pelo menos 2 pontos, com no minimo 1 ponto de decréscimo no escore de
inflamac&o lobular ou de esteatose associados a auséncia de piora do escore
de fibrose. No final do estudo, que teve a duracdo de 96 semanas, 90% dos
pacientes foram submetidos a bidpsia hepatica. A vitamina E foi
significativamente melhor que o placebo (43% e 19% respectivamente,
P=0.001) e a pioglitazona, comparada ao placebo, ndo atingiu a significancia
estatistica pré-estabelecida (p<0,025). Houve melhora significativa da
esteatose, inflamacéo lobular e dos niveis séricos de ALT, definidos como
desfechos secundarios, no grupo vitamina E e no grupo pioglitazona, mas néo
ocorreu melhora do escore de fibrose em ambos®.

Além da meta-analise citada anteriormente que selecionou 03 estudos
gue testaram a vitamina E, cuja conclusdo nao foi favoravel ao uso da mesma
no tratamento da DHGNA?®, estudo piloto prévio no qual foi comparada a
vitamina E isolada com a associacédo de vitamina E e pioglitazona, em relacéo
a condicdo basal, em pacientes ndo diabéticos portadores de EHNA, mostrou
melhora significativa somente da esteatose no grupo vitamina E isolada e no
grupo associacdo houve melhora da esteatose, balonizacdo e da fibrose
pericelular, no entanto, a dose utilizada da vitamina E foi 400 Ul/dia®*. Em
revisdo posterior a publicacdo do PIVENS, os autores sugerem, a partir dos
resultados do mesmo, a realizagcdo de estudos adicionais para avaliar a
pioglitazona como tratamento da EHNA em portadores de RI ou DM tipo 2 e
consideraram os resultados relacionados a vitamina E encorajadores para a

realizacdo de novos estudos®.

2.8 SISTEMA RENINA-ANGIOTENSINA E DHGNA

Modelos experimentais tém sugerido que a angiotensina 2 (ANG 2),

possui papel importante no estresse oxidativo, na resposta inflamatéria® e
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fibrogénese hepatica’. A infuséo sistémica de ANG 2 em ratos normais induziu
a ativacao das HSC, a infiltrac&do de células inflamatérias e o estresse oxidativo
no figado, todos de forma significativa. Aumentou, também de forma
significativa, os niveis séricos de AST e ALT, a concentracdo hepatica e os
niveis séricos de TNF-a®. Em cultura de HSC humanas a ANG 2 promoveu,
marcadamente, o aumento da producdo de ROS derivadas da nicotinamide
adenine dinucleotide phosphate (NADPH) oxidase ativada via receptor AT1, o
gue se relacionou com acdes fibrogénicas das HSC. Aumentou a expressao de
genes relacionados a producdo de proteinas de ECM e outros genes
potencialmente envolvidos na fibrogénese hepéatica. Em cultura de HSC de
ratos a ANG 2 estimulou a secrecédo de colageno tipo 1 e TGF-1 por meio da
ativacdo do receptor AT1’.

Resultados de estudos experimentais indicam que a ativacdo do sistema
renina-angiotensina tem papel importante no desenvolvimento da RI,
intolerancia a glicose e DM tipo 2. O uso de bloqueadores do receptor AT1 da
ANG 2 melhorou o metabolismo glicidico sistémico em varios modelos animais
de RI®. Estudos clinicos tem mostrado melhora da sensibilidade insulinica com
0 uso de inibidores da enzima conversora da angiotensina e bloqueadores do
receptor AT1 da ANG 2.

Os bloqueadores do receptor AT1 da angiotensina 2, largamente
utilizados como anti-hipertensivos, foram avaliados em modelos experimentais
e em humanos como proposta terapéutica preventiva e curativa da DHGNA.
Em modelo animal de sindrome metabdlica (ratos zuker obesos) a irbesartana
diminuiu significativamente a concentracdo hepéatica de TNF-a, IL-6 e TGF-31
avaliada por intermédio de imunohistoquimica'®. A telmisartana, usada de
forma preventiva, diminuiu significativamente o conteddo hepatico de
triglicerideos de ratos submetidos & dieta rica em lipideos®® e em hidratos de
carbono e lipideos®®. Em ratos submetidos & dieta hiperlipidica com o objetivo
de desenvolver obesidade e diabetes, a olmesartana aumentou 0s niveis
plasmaticos de adiponectina e preveniu o aumento do HOMA ambos
significativamente. Preveniu marcadamente o aumento do conteudo hepatico
de triglicerideos, da fracdo volumétrica de colageno e da expresséo de TGF-31.
Também de forma significativa, atenuou o aumento da atividade da NADPH

oxidase e diminuiu o estresse oxidativo hepatico’’. Em modelo animal de
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EHNA (ratos submetidos a dieta deficiente em metionina e colina) a
olmesartana, usada preventivamente, atenuou a esteatose e mais
pronunciadamente a fibrose, reduziu a expressdo de coldgeno tipo 1, a
ativacdo das células estelares hepaticas e do TIMP-1, reduziu a expressdo do
TGF-B1, do TNF-a e o depdsito nuclear de 8-hidroxi-2-deoxiguanosina usado
como marcador de estresse oxidativo, todos com significancia estatistica®®.

Em estudo piloto no qual a losartana foi utilizada em portadores de
EHNA, hipertensdo arterial sistémica (HAS) e resisténcia insulinica, houve
reducdo significativa dos niveis séricos de aminotransferases e TGF-B1,
melhora do grau de inflamagdo e do estagio de fibrose na maioria dos
pacientes’®. Também em estudo piloto, a telmisartana e a olmesartana
melhoraram significativamente a resisténcia insulinica avaliada pelo HOMA e
os niveis de ALT em portadores de DHGNA™*.

2.9 OLMESARTANA MEDOXOMILA

7

A olmesartana medoxomila, forma esterificada da olmesartana, € um
derivado imidazélico e um pré-farmaco®. A olmesartana, que corresponde ao
composto ativo, possui biodisponibilidade oral baixa (4,5%) e sua forma
esterificada tem biodisponibilidade oral significativamente maior (28,6%)%. Por
isso, a forma esterificada foi desenvolvida preferencialmente ao composto
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Figura 1 — Férmula estrutural da olmesartana medoxomila (A) e
olmesartana (B)
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Modelos experimentais indicam que a olmesartana € um antagonista

potente e altamente seletivo do receptor ATl da ANG 2%

Apos a
administracdo oral exerce acdo inibitdria prolongada nado influenciada por
enzimas do citocromo P-450'%. Durante a absorc&o no trato gastrointestinal, a
olmesartana medoxomila é rapida e completamente desesterificada, o que
determina a formacdo do composto ativo e (nico metabdlito’®*,

A olmesartana € altamente ligada as proteinas plasméaticas como a

102 Em estudo

albumina (>99%) e a a-1 glicoproteina &cida (>96%)
randomizado, duplo cego, placebo-controlado os efeitos do composto ativo
aumentaram proporcionalmente ao incremento da dose da olmesartana
medoxomila de 10 a 160 mg ao dia, sua concentracdo plasmatica maxima que
ocorreu em 14 a 2,8 horas apdés a administracdo oral ndo variou
sistematicamente com a dose utilizada e sua meia vida de eliminagao terminal
foi de 11,8 a 14,7 horas'®. Por meio da administracdo oral de 20 mg da
medicacdo radiomarcada, a excrecao fecal foi quantificada em 64,58 a 89,59%
e a urinaria em 9,94 a 16,31% da dose administrada*®®,

Os resultados de estudo que avaliou a influéncia da idade na
farmacocinética da olmesartana medoxomila sugerem que o ajuste de dose
para idosos é desnecessario'®. Contudo, para essa faixa etaria, pode ser
benéfico iniciar doses mais baixas e ajustar mais lentamente a dose terapéutica
ideal'®. Na presenca de insuficiéncia renal grave, recomenda-se o que a dose

106

nao ultrapasse 20 mg ao dia > e em portadores de insuficiéncia hepatica

moderada ha necessidade de ajuste de dose’®.

A eficacia como anti-hipertensivo, seguranca e boa tolerabilidade da

102,107

olmesartana , bem como acbes potencialmente antiaterogénicas em

pacientes hipertensos'® foram demonstradas em estudos randomizados e

placebo-controlados. Em modelos animais, a olmesartana mostrou acao

109-111 112-114

antiaterogénica e nefroprotetora , mellhorou significativamente a
esteatose hepatica®®, preveniu'’ e atenuou'®, também de forma significativa, o

desenvolvimento de doenca hepatica gordurosa néo alcodlica.
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3 METODOS

3.1 AMOSTRA

Previamente ao inicio do estudo, o protocolo foi analisado e aprovado
pela comissdo de Etica em Experimentacdo Animal da Pontificia Universidade
Catolica do Parana (parecer N° 307, anexo).

Utilizaram-se 34 coelhos machos albinos (Oryctolagus cunicullus), da
linhagem New Zealand, procedentes do Biotério Central da Pontificia
Universidade Catdlica do Parana, com idade média de 111 dias e peso médio
de 2.864,51 gramas divididos em 3 grupos: grupo 1 (G1) n=13, grupo 2 (G2)
n=12 e grupo 3 (G3) n=9. O G1 ou grupo controle recebeu racédo padrdo para
coelhos de laboratério (Nuvilab Coelhos®-Nuvital) acrescida de colesterol a 1%
em todo o periodo do estudo (racdo suplementar). O G2 ou grupo olmesartana,
recebeu também a racao suplementar e a olmesartana 1 mg/kg em dose Unica
diaria em todo o periodo do estudo. Os dois grupos citados foram submetidos a
eutanasia no final de 8 semanas. O G3 ou grupo normal recebeu racdo padréo
para coelhos de laboratério (Nuvilab Coelhos®-Nuvital) e foi submetido a
eutanasia em 4 semanas. Os 03 grupos receberam agua e racédo de forma ad

libitum.

3.2 PROCEDIMENTOS

3.2.1 Ambiente de Experimentacéo

Realizaram-se os procedimentos nas dependéncias do laboratorio de
técnica operatoria da PUC-PR e do laboratério experimental do centro de
estudos do Hospital Angelina Caron.

No macroambiente foram respeitados os ciclos de iluminagdo 12/12
horas, com troca de ar continua e temperatura controlada entre 19 a 23° C. No



26

microambiente os animais foram mantidos individualmente em gaiolas de metal
higienizadas diariamente. Cada animal recebeu uma identificacdo numérica
sequencial na orelha direita, que foi repetida na face anterior da sua respectiva
gaiola.

Os coelhos foram transferidos do biotério para o laboratério de
experimentacdo onde permaneceram por um periodo de adaptacdo de sete
dias antes do inicio do experimento. Durante esse periodo receberam agua e a

racdo padrdo para coelhos de laboratério (Nuvilab Coelhos®-Nuvital) ad libitum.

3.2.2 Preparo da Ragcao Suplementar

Para o preparo da racdo suplementar acrescida de colesterol a 1%,
foram utilizados 200 g de colesterol a 95% (Sigma-Aldrich®), dissolvidos em
800 ml de cloroférmio e distribuidos em 20 Kg de racdo Nuvilab Coelhos®-
Nuvital. Foi utilizado um recipiente plano e largo onde a racéo foi distribuida em
uma fina camada e regada com a solucéo de colesterol de forma homogénea.
Antes de a racdo ser utilizada, foi aguardado um periodo minimo de 24 horas
para a adequada evaporacao do cloroférmio.

3.2.3 Preparo da Medicacéao

Utilizando um almofariz com pistiio em vidro, 3 comprimidos de
olmesartana medoxomila 40 mg foram triturados de cada vez através de
movimentos circulares. Em seguida usando um tamis n° 40 separou-se 0
revestimento dos comprimidos do excipiente e ativo. Na sequéncia o po
resultante foi envasado e selado em saché com revestimento interno de
aluminio. Foram preparados 7 sachés, contendo 120 mg de olmesartana, 1 vez

por semana.

3.2.4 Administracdo da Medicacéao

Um saché contendo 120 mg de olmesartana em pé foi aberto

diariamente, seu conteudo dissolvido em 9 ml de agua destilada e em seguida
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a solucao resultante foi administrada aos coelhos do G2 por gavagem oral
(figura 2), através de seringa de insulina de 100 unidades (1ml), graduada de
1/1 unidade (figura 2). A dose de 1mg/kg de peso foi administrada uma vez ao
dia, no mesmo horéario em todo o periodo do estudo (8 semanas). Utilizou-se a
seguinte férmula para calcular o volume da solu¢cdo em unidades: volume em
unidades = peso em kg x dose (1mg/kg) / 1,33. O peso dos coelhos foi aferido

em rotina semanal.

Figura 2 — Administracdo da medicacéo por gavagem oral

3.2.5 Anestesia

Os coelhos foram anestesiados com cloridrato de xilazina na dose de 6
mg/Kg associado ao cloridrato de ketamina na dose de 30 mg/kg, por via

intramuscular na face posterior da coxa™®.
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3.2.6 Coleta de Amostras de Sangue

Foram coletadas amostras de sangue, volume de 5 ml, sob anestesia,
através de puncao intracardiaca, para as dosagens de AST, ALT, glicose,
uréia, creatinina, colesterol total, HDL-C e triglicerideos, antes de iniciar a dieta

e na eutanasia (figura 3).

Figura 3 — Coleta de amostra de sangue mediante punc¢éao intracardiaca

3.2.7 Remocéo de Segmentos Hepaticos

ApoOs a tricotomia ampla do abdome, realizada alguns minutos apés a
aplicacdo da solugéo anestésica, os coelhos foram colocados em decubito
dorsal na canaleta cirtrgica, sendo seus membros fixados pelas extremidades.
Em seguida, cada animal foi submetido a laparotomia mediana ampla a partir
do processo xiféide. Com o campo aberto, foi feita a identificacdo do figado e
posterior remocdo de um segmento do lobo lateral direito e do lobo quadrado
(figura 4). Em seguida os animais foram sacrificados com dose letal de
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barbiturico, conforme a resolucdo nimero 714 de junho de 2002 do Conselho
Federal de Medicina Veterinaria.

Os segmentos hepaticos removidos foram armazenados em frascos de
formalina, devidamente identificados e encaminhados para o laboratério de

patologia experimental da PUC-PR.

Figura 4 — Exteriorizacdo do figado para remocéo dos segmentos
lobares

3.2.8 Avaliacao Histologica

Os segmentos dos lobos hepaticos foram fixados em formaldeido a 10%
por 24 horas e processados pela técnica de inclusdo em parafina para a
realizacdo dos cortes histolégicos. Foram confeccionadas 3 laminas para cada
coelho, cada lamina contendo 2 cortes histologicos, sendo 1 corte de segmento
do lobo lateral direito e outro de segmento do lobo quadrado. Cada coelho teve
uma lamina corada por hematoxilina—eosina (HE), e as outras duas por acido
periodico de Schiff (PAS) e tricromio de Gomori. As laminas foram analisadas

de maneira cega, em um microscopio Olympus®, conforme os principais
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parametros do sistema de escore para a avaliacdo histolégica da DHGNA™®
(Tabela 1).

Tabela 1- Principais parametros do sistema de escore para a avaliacdo da
DHGNA

ALTERACAO DEFINICAO ESCORE
Grau de esteatose <5%
5a33%
>33 a 66%
>66%
Estagio de fibrose Ausente

Perisinusoidal ou periportal
Leve, zona 3,perisinusoidal
Moderada, zona 3, perisinusoidal
Portal/periportal
Perisinusoidal e portal/periportal
Pontes de fibrose
Cirrose

Inflamacéo lobular Sem foco
<2 focos/campo(200 X)
2-4 focos/campo(200X)
>4 focos/campo(200X)

Balonizacéo Ausente
Poucas células
Muitas células

vProlwnkrolrwn P rolwnko
Om>

Componente do sistema de escore para a avaliacdo histoldgica da
DHGNA, o escore de atividade da DHGNA (EAD) corresponde a soma hao
ponderada dos escores de esteatose, balonizacdo de hepatdcitos e inflamacao
lobular. No estudo realizado para sua validagao o EAD < 2 correlacionou-se
significativamente com a auséncia de EHNA, entre 3 e 4 n&o teve valor
discriminativo ficando distribuido de forma semelhante entre trés diagndsticos
(auséncia de EHNA, limitrofe e EHNA) e quando = 5 correlacionou-se com a

presenca de EHNA,

3.2.9 Andlise Estatistica

As variaveis de interesse foram expressas por meédias, medianas,
valores minimos, valores maximos e desvios padrdes. Para a comparacao dos
trés grupos foi usado o modelo de analise de variancia com um fator ou o teste

nao-paramétrico de Kruskal-Wallis. A comparacdo de dois grupos foi feita
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considerando-se o teste t de Student para amostras independentes ou o teste
ndo-paramétrico de Mann-Whitney. As comparacdes entre 0s momentos inicial
e final do estudo foram feitas usando-se o teste t de Student para amostras
pareadas ou o teste ndo-paramétrico de Wilcoxon. A avaliacdo da condicdo de
normalidade das variaveis foi feita pelo teste de Shapiro-Wilks. Em relacédo a
variaveis qualitativas dicotbmicas os grupos foram comparados usando-se o
teste exato de Fisher. Valores de p<0,05 indicaram significAncia estatistica.
Nas comparac¢des multiplas dos grupos feitas pelo teste exato de Fisher o nivel
de significancia foi corrigido por Bonferroni. Sendo assim, para essas
comparacdes, valores de p< 0,017 indicaram significancia estatistica. Os dados
foram organizados em planilha Excel e analisados com o programa

computacional Statistica v.8.0.
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4.1 PESOS DOS COELHOS
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A comparacao entre os 3 grupos mostrou diferenca significativa tanto no

inicio do estudo como na 42 semana. Entretanto, os 3 grupos foram

semelhantes quanto a variagdo percentual e a diferenca 4% semana e inicio do

estudo (tabela 2).

Tabela 2 — Pesos, em gramas, dos 3 grupos no inicio do estudo e na 42

Semana

AVALIACAO GRUPO| n | MEDIA | MEDIANA | MiINIMO | MAXIMO FE)'EDS%/A% \(/é'l‘SGRZEGEs';’

Inicio do estudo G1 13 2862,31 2825,00 2640,00 3250,00 164,67

(In) G2 12 3091,25 3095,00 2950,00 3270,00 96,06 <0,001?
G3 9 2640,00 2490,00 233500 2990,00 239,44

42 Semana G1 13 3153,46 3135,00 2890,00 3415,00 164,40
G2 12 3417,50 3455,00 3060,00 3755,00 232,68 <0,001°
G3 9 3006,11 2950,00 2780,00 3290,00 162,53

Diferenca Gl 13 291,15 250,00 155,00 620,00 135,57

(42sem-In) G2 12 326,25 29500 9500 625,00 183,30 0,982°
G3 9 366,11 295,00 20,00 800,00 304,06

Variagcédo % G1 13 10,30 9,47 4,77 22,18 5,00
G2 12 10,51 9,35 3,15 19,97 5,91 0,964°
G3 9 14,75 11,87 0,69 32,13 12,77

% ANOVA com um fator, p<0,05

® Teste nado-paramétrico de Kruskal-Wallis, p<0,05

A andlise comparativa dos pesos dos coelhos do G1 e G2 mostrou

diferenca significativa entre os 2 grupos no inicio e no final do estudo (82

semana). No entanto, tal analise mostrou semelhanca na variacdo percentual

(p=0,650) e na diferenca entre o final e o inicio do estudo (p=0,406); tabela 3 e

figura 5.
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Tabela 3 — Pesos, em gramas, do G1 e G2, no inicio do estudo e na eutanasia

DESVIO | VALOR

AVALIACAO | GRUPO | n | MEDIA | MEDIANA | MINIMO | MAXIMO PADRAO| DEp

Inicio do Gl 13 2862,31 2825,00 2640,00 3250,00 164,67
Estudo(In) G2 12 3091,25 309500 2950,00 3270,00 96,06 <0,001*
Eutanasia(Eut) G1 13 3206,92  3205,00 296500 384500 240,24

G2 12 3493,75  3490,00 2950,00 393500 301,79  0,022°
Dif (Eut-1In) G1 13 344,62 305,00 55,00 1050,00 256,88

G2 12 402,50 337,50 0,00 760,00 250,88  0,406°"
Variagédo % Gl 13 12,27 10,46 1,86 37,57 9,35

G2 12 12,94 10,71 0,00 25,72 8,10 0,650°

 Teste t de Student para amostras independentes, p<0,05
® Teste nao-paramétrico de Mann-Whitney, p<0,05

Peso (gramas)

3600
3500 - 77 )
3400 - o
3300 - .
3200 -

3100 -
3000 -
2900 -
2800 - .
2700 -|
2600 T \ \ T | ‘ ‘ ‘ '

Inicio 1sem 2sem 3sem 4sem 5sem 6sem 7sem 8sem

Peso

Avaliacéo

Figura 5 — Comportamento do peso do G1 e G2 até a 82 semana

4.2 GLICEMIA

A glicemia no inicio do estudo e na eutanasia, a diferenca entre a

eutanasia e o inicio do estudo e a variagao percentual foram semelhantes nos
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03 grupos (tabela 4). Houve reducao significativa da glicemia na eutanasia em

comparacdo com o inicio do estudo nos 3 grupos: G1 (p = 0,046), G2 (p <

0,001) e G3 (p = 0,020).

Tabela 4 — Glicemia (mg/dl) dos 03 grupos no inicio do estudo e na eutanasia

AVALIACAO | GRUPO | n | MEDIA | MEDIANA | MINIMA | MAXIMA FE’AE[;Q‘F\&% \(/éleoestci?

Inicio do G1 13 196,69 196,00 146,00 24400 28,18

estudo (In) G2 12 219,33 227,00 149,00 262,00 31,15 0,298 2
G3 9 20589 19300 152,00 302,00 49,20

Eutandsia  G1 13 170,46 16500 133,00 228,00 35382

(Eut) G2 12 168,00 167,50 114,00 236,00 33,02 0,988°
G3 9 170,56 182,00 121,00 206,00 31,48

Diferenca  G1 13 -26,23 -3800 -79,00 61,00 39,98

(Eut - In) G2 12 51,33 -52,00 -111,00 0,00 32,24 0,239
G3 9 -3533 -2400 -102,00 13,00 3643

Variacdo % G1 13 -12,09 -20,88 -36,97 40,13 21,01
G2 12 -22,80 -23,73 -4512 0,00 13,89 0,298°
G3 9 -1547 -1350 -3529 6,74 14,36

% ANOVA com um fator, p<0,05

® Teste nédo-parameétrico de Kruskal-Wallis, p<0,05

4.3 NIVEIS DE AMINOTRANSFERASES

No inicio do estudo os niveis de aspartato aminotransferase (AST) foram

semelhantes nos 03 grupos. Houve diferenca com significancia estatistica nos

niveis de AST da eutanasia, na variacao percentual e na diferenca eutanasia e

inicio do estudo (tabela 5).
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Tabela 5 - Niveis de AST (U/L) dos 3 grupos no inicio do estudo e na eutanasia

AVALIACAO | GRUPO | N | MEDIA | MEDIANA | MiNIMO | MAXIMO g’fg‘g//&% \(’élLXOGF;Eé';’
Inicio do G1 13 26,00 2400 1500 42,00 7,85
estudo (In) G2 12 3575 31,50 18,00 73,00 16,06

G3 9 3700 31,00 17,00 69,00 18,80 0,143 2
(Eéﬂg”as'a G1 13 69,00 54,00 2500 143,00 42,38

G2 12 43,75 3300 2500 92,00 2154

G3 9 3400 28,00 1500 72,00 17,94 0,032"
%ﬁrf’ﬂf)a G1 13 4300 3400 400 117,00 4150

G2 12 8,00 1,00  -10,00 70,00 23,32

G3 9 -3,00 0,00 36,00 41,00 22,67 0,003"
Variagdo % Gl 13 178,47 141,67 11,11 61579 183,69

G2 12 41,68 251  -2424 318,18 100,46

G3 9 540 0,00 62,50 132,26 60,11 0,003"

% ANOVA com um fator, p<0,05
® Teste nao-paramétrico de Kruskal-Wallis, p<0,05

Na comparacédo entre 02 grupos quanto aos niveis de AST na eutanasia,

a diferenca eutanasia e inicio do estudo e a variacdo percentual, G1 e G2

foram semelhantes quanto aos niveis de AST na eutanasia. Todavia, a

diferenca eutanasia e inicio do estudo e a variacdo percentual foram

significativamente maiores no G1. Entre o0 G2 e o G3 nao se observou

diferenca significativa e entre o G1 e o G3 houve diferenca significativa (tabela

6).

Tabela 6 - Comparacéo entre 02 grupos quanto aos niveis de AST na

eutanasia, diferenca eutanasia e inicio do estudo e variagédo %

GRUPOS VALOR DE p*
COMPARADOS Eut Diferenca | Variacéo
(In-Eut) %
G1lxG2 0,126 0,003 0,003
G1xG3 0,008 0,001 0,001
G2xG3 0,184 0,461 0,430

* Teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis, p<0,05
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A comparacao entre os niveis de AST do inicio do estudo com 0s niveis
da eutanasia foi semelhante no G2 e no G3, porém no G1 tal comparacao
mostrou niveis significativamente mais elevados de AST na eutanasia (tabela
7).

Os niveis de alanino aminotransferase (ALT) foram semelhantes nos 03

grupos, nas duas avaliagoes.

Tabela 7 - Comparacao entre o inicio do estudo e a eutanésia, em cada grupo,
guanto aos niveis de AST

GRUPO VALOR DE p

(In x Eut)
G1 0,001°
G2 0,814°
G3 0,7022

 Teste t de Student para amostras pareadas, p<0,05
® Teste nao-paramétrico de Wilcoxon, p<0,05

4.4 NIVEIS DE UREIA E CREATININA

No inicio do estudo os niveis de uréia foram significativamente mais
elevados no G2 quando comparado ao G1. Contudo, tais niveis foram
semelhantes na eutanasia e a diferenca entre o0s niveis da eutanasia e do inicio
do estudo e a variacdo percentual também foram semelhantes nos dois grupos
(tabela 8).

Quanto aos niveis de creatinina, ndo houve diferenca entre os dois

grupos.
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Tabela 8 - Niveis de uréia (mg/dl), G1 e G2, no inicio do estudo e na eutanasia

- , , , DESVIO | VALOR DE p*
AVALIAGAO  |GRUPO | n | MEDIA | MEDIANA | MINIMO | MAXIMO | DESVIO G
Inicio do estudo G1 13 3908 4000 3000 47,00 574
(In) G2 12 4550 4500 3400 61,00 7.95 0,029
Eutanasia (Eu) G1 13 4762 4700 3400 60,00 8.35

G2 12 5258 50,00 4500 67,00 6,65 0,116
ageren@a (But- o4 13 854 700 12,00 29,00 11,24

G2 12 7,08 800  -12,00 21,00 9,93 0,736
Variacio %  G1 13 2536 1489  -26.09 93,55 34,77

G2 12 1849 1750  -19.67 47,06 22,79 0,568

* Teste t de Student para amostras independentes, p<0,05

4.5 NIVEIS DE LIPIDEOS

Os niveis de colesterol total no inicio e no final do estudo, bem como a

diferenga entre o final e o inicio do estudo e a variagdo percentual foram

semelhantes no G1 e G2 (tabela 9). Houve um aumento acentuado dos niveis

de colesterol total no final do estudo tanto no G1 (p < 0,001) como no G2 (p

<0,001).

Tabela 9 — Niveis de colesterol total (mg/dl), G1 e G2, no inicio e no final do

estudo
- ] - ; DESVIO | VALOR DE p*

AVALIAGAO  |GRUPO | n | MEDIA | MEDIANA [ MINIMO | MAXIMO | o =>072 (G1xG2)
'(?r'g'o doestudo 5, 13 41,31 39,00 1500 92,00 20,03

G2 12 50,67 47,00 27,00 90,00 18,15 0,235
Eutanasia (Eut) G1 13 2146,77 2209,00 1062,00 281500 471,20

G2 12 207950 1764,50 940,00 3466,00 799,59 0,798
E]gerenga(E“t' Gl 13 210546 216500 1001,00 2772,00 478,90

G2 12 2028,83 1726,00 899,00 3399,00 786,47 0,769
Variacdo % G1 13 6522,18 6042,86 164098 1650667 396328

G2 12 4128,40 4031,35 2192,68 5700,00  1149,44 0,056

* Teste t de Student para amostras independentes, p<0,05
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Os niveis de triglicerideos também foram significativamente mais altos

no final do estudo, nos dois grupos e 0s outros parametros avaliados foram

semelhantes (tabela 10).

Os niveis de HDL- colesterol foram semelhantes nos dois grupos nas

duas avaliacOes.

Tabela 10 — Niveis de triglicerideos (mg/dL), G1 e G2, inicio e final do estudo

- ) ) ; DESVIO | VALOR DE p
AVALIAGAO | GRUPO | n | MEDIA | MEDIANA | MINIMO | MAXIMO | S o=bi = (G1xG2)
Inicio do estudo G1 13 46,46 39,00 31,00 79,00 16,37
(In) G2 12 61,83 5450 17,00 185,00 4354 0,347°"
Eutanasia (Eut) G1 13 168,46 158,00 48,00 322,00 79,58

G2 12 214,83 19500 66,00 418,00 126,61 0,280°2
:?]')fere”‘?a (But- 5 13 122,00 124,00 11,00 243,00 70,02

G2 12 153,00 137,00 -9,00 359,00 118,28 0,429 2
Vvariagao % G1 13 271,93 26154 2973 65152 165,68

G2 12 348,06 236,73 -928 102647 319,42 0,470

% Teste t de Student para amostras independentes, p<0,05
® Teste nao-paramétrico de Mann-Whitney, p<0,05

4.6 AVALIACAO HISTOLOGICA

4.6.1 Esteatose

A esteatose, quantificada de 0 a 3 conforme o sistema de escore para a

avaliacéo histolégica da DHGNA, ocorreu em todos os coelhos do G1 e do G2

e ndo ocorreu em nenhum coelho do G3 (tabela 11).

Tabela 11 — Escore de esteatose nos 3 grupos

ESCORE DE Gl G2 G3
ESTEATOSE N° de Percentual N° de Percentual N°de | percentual
coelhos coelhos coelhos

0 0 0,0% 0 0,0% 9 100,0%
1 1 7,7% 6 50,0% 0 0,0%
2 7 53,8% 4 33,3% 0 0,0%
3 5 38,5% 2 16,7% 0 0,0%
Total 13 100,0% 12 100,0% 9 100,0%
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Seis coelhos do G2 (50%) tiveram o menor escore de esteatose (tabela

9, figura 6) e apenas 01 coelho do G1 (7,7%) teve 0 mesmo escore (tabela 9).

Figura 6 - Alguns hepatdcitos contendo vacuolos citoplasmaticos
oticamente vazios (seta); esteatose escore 1 em coelho do G2,
grupo olmesartana (HE - 400X)

Cinco coelhos, 38,5%, do G1(grupo controle) e dois coelhos, 16,7%, do
G2 (grupo olmesartana) tiveram o maior escore de esteatose (tabela 11, figura
7).
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Figura 7 — Lobulo hepéatico com hepatdcitos de citoplasmas alargados
por vacuolos oticamente vazios, micro e macrogoticulares

(setas) nucleos vesiculosos; esteatose escore 3 em coelho
do G1, grupo controle (HE - 400 X)

Houve diferenca significativa entre os trés grupos quanto ao escore de

esteatose (tabela 12). O padrdo de esteatose foi microvesicular (G1 e G2 =

100%) e a localizagéo panacinar ocorreu em 53,8% do G1 e em 16,7% do G2.

Tabela 12 — Comparacéo entre os 3 grupos quanto ao escore de esteatose

GRUPO n MEDIANA MINIMO MAXIMO | VALOR DE p*
Gl 13 2 1 3
G2 12 15 1 3 < 0,001
G3 9 0 0 0

* Teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis, p<0,05

Na comparacao entre dois grupos houve diferenca significativa entre G1
e G2 (p <0,013), entre G1 e G3 (p <0,001) e entre G2 e G3 (p < 0,001); tabela

13.
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Tabela 13 — Comparacéo entre dois grupos quanto ao escore de esteatose

GRUPOS VALOR DE
COMPARADOS p*
G1lxG2 <0,013
G1xG3 < 0,001
G2 x G3 < 0,001

* Teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis, p<0,05

4.6.2 Fibrose

Seis coelhos do G1 tiveram fibrose perisinusoidal ou periportal, o que

correspondeu a 46,2% do grupo (tabela 14, figura 8).

Tabela 14 — Escore de fibrose nos 3 grupos

ESCORE DE G1 G2 G3

FIBROSE N° de Percentual N° de Percentual N°de | percentual
coelhos coelhos coelhos

0 7 53,8% 12 0,0% 9 0,0%

1 6 46,2% 0 100,0% 0 100,0%

Total 13 100,0% 12 100,0% 9 100,0%
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Figura 8 — Fibrose escore 1 em coelho do G1, grupo controle
(Tricrdmio de Gomori - 400 X)

N&o houve fibrose no G2 e no G3, escore 0 (tabela 14, figura 9). Na

comparacao entre G1 e G2 houve diferenca significativa, p = 0,015 (tabela 15).
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Figura 9 — Auséncia de fibrose em coelho do G2, grupo olmesartana
(Tricrémio de Gomori - 400 X)

Tabela 15 - Comparacao entre 02 grupos quanto ao escore de fibrose

coﬁﬁxgggos VALOR DE p*
G1x G2 0015
G1xG3 0,046
G2x G3 -

* Teste exato de Fisher, p<0,017 (correcao de Bonferroni)

4.6.3 Inflamacéao lobular

A inflamacéo lobular, quantificada de 0 a 2, ocorreu em 11 coelhos do
G1 (84,6%) sendo que 9 coelhos tiveram escore 1 (69,2%) e 2 coelhos escore
2 (15,4%); tabela 16, figura 10. Todos os coelhos do G2 e do G3 e 02 coelhos
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do G1 (15,4%) tiveram escore O (tabela 16). Na comparagcdo entre 2 grupos

houve diferenca significativa entre G1 e G2 e entre G1 e G3 (tabela 17).

Tabela 16 — Escore de inflamacgé&o lobular nos 3 grupos

INFLAMAGAO Gl G2 G3

LOBULAR N°de | percentual | N°9€ | percentual | N0 %€ | percentual
coelhos coelhos coelhos

0 2 15,4% 12 100,0% 9 100,0%

1 9 69,2% 0 0,0% 0 0,0%

2 2 15,4% 0 0,0% 0 0,0%

Total | 13 | 100,0% 12 [ 1000%| 9 | 100,0%

Tabela 17 — Comparacao entre dois grupos quanto a inflamacéao lobular

GRUPOS

COMPARADOS | VALOR DE p*
G1x G2 <0,001
G1xG3 <0,001
G2 X G3

* Teste exato de Fisher, p<0,017 (correcdo de Bonferroni)
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Figura 10 - Foco de inflamac&o lobular em coelho do G1, grupo controle

(HE - 400 X)

4.6.4 Balonizacao de hepatdcitos

A balonizacdo ocorreu nos 3 grupos, sendo que no G1 30,8% dos

coelhos tiveram o escore de balonizagdo méaximo (tabela 18). Todos os coelhos

do G2 tiveram o menor escore de balonizacéo (figura 11), todavia, analisando a

presenca ou auséncia de balonizacdo, ndo houve diferenca significativa entre

0s 3 grupos.

Tabela 18 — Escore de balonizac&o de hepatocitos nos 3 grupos

ESCORE DE Gl G2 G3

BALONIZACAO N° de percentual | N9 | percentual | NV9€ | percentual
coelhos coelhos coelhos

0 0 0,0% 0 0,0% 0 0,0%

1 9 69,2% 12 100,0% 9 100,0%

2 4 30,8% 0 0,0% 0 0,0%

Total 13 100,0% 12 100,0% 9 100,0%
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Figura 11 — Lobulo hepéatico com hepatdcitos contendo citoplasmas
discretamente alargados e tumefeitos, nucleos vesiculosos
balonizacdo escore 1 em coelho do G2, grupo olmesartana
(HE - 200X)

4.6.5 Escore de atividade da DHGNA

Quanto ao escore de atividade da DHGNA (EAD), seis coelhos do G1
(46,1%) tiveram escore entre 3 e 4, seis coelhos = 5 (46,1%) e um coelho teve

0 escore 2 (7,7%). No G2, 50% dos coelhos tiveram escore 2 e 50% escore

entre 3 e 4. Todos os coelhos do G3 tiveram escore 1 (tabela 19).

Tabela 19 — Escore de atividade da DHGNA nos 3 grupos

G1 G2 G3
EAD cyeolﬁgs Percentual cgeolgss Percentual cyglﬂ(e)s Percentual
O0a2 1 7,7% 6 50,0% 9 100,0%
3a4 6 46,1% 6 50,0% 0 0,0%
25 6 46,1% 0 0,0% 0 0,0%
Total 13 100,0% 12 100,0% 9 100,0%
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A comparacdo entre os 3 grupos mostrou diferenca significativa (p <

0,001); tabela 20. Na comparacéo entre 2 grupos, o EAD foi significativamente

maior no G1 comparado ao G2 e ao G3 (p < 0,001 para ambas) e também

significativamente maior no G2 quando comparado ao G3 (p < 0,001); tabela

21.

Tabela 20 — Comparacéo entre os 03 grupos quanto ao EAD

GRUPO N MEDIANA MINIMO MAXIMO | VALOR DE p*
G1 13 4,0 2 7
G2 12 2,5 2 4 <0,001
G3 9 1,0 1 1

* Teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis, p<0,05

Tabela 21 — Comparacéo entre 2 grupos quanto ao EAD

GRUPOS VALOR DE
COMPARADOS p*
G1xG2 < 0,001
G1xG3 < 0,001
G2 x G3 < 0,001

* Teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis, p<0,05
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5 DISCUSSAO

Varios estudos contribuiram para uma melhor compreensdo da DHGNA
desde a sua descricdo como entidade clinica distinta em 1980'. Contudo,
apesar desses esforcos, até o momento ndo temos dados suficientes para
determinar seu tratamento padrdo, sendo a recomendacéo geral o tratamento
dos fatores comumente associados a essa doenca, como a obesidade, Rl, DM
tipo 2, dislipidemia e HAS.

Os resultados do PIVENS®, favoraveis a vitamina E e desfovaraveis a
pioglitazona quanto ao desfecho primario, provavelmente estimulardo novos
estudos para avaliar a vitamina E e até mesmo outros antioxidantes no
tratamento da DHGNA. Estudos randomizados prévios, com amostras e
periodo de duracdo menores, mostraram resultados diferentes do PIVENS,

sendo promissores os resultados da pioglitazona®?® 17118

€ pouco expressivos
ou inexpressivos® os da vitamina E no tratamento da DHGNA. Em um desses
estudos, 45 pacientes com diagnéstico histologico de EHNA foram
randomizados para receberem vitamina E 1000 Ul/dia associada a vitamina C
1000 mg/dia ou placebo por 06 meses. Houve melhora do escore de fibrose,
porém ndo houve melhora da atividade necroinflamatéria ou dos niveis de
ALT*’. Em outro estudo, também placebo-controlado, o desfecho primario foi a
normalizacdo da ALT e a remissdo da esteatose avaliada por meio de
ultrassom. Apos 05 meses, ndo houve diferenca entre o grupo vitamina E e o

placebo™®.

Posteriormente, a vitamina E foi utilizada em pacientes com
diagnéstico histologico de DHGNA, na dose de 800 Ul/dia por 12 meses. Em
relacdo ao desfecho primario, que foi a normalizacdo da ALT, a vitamina E foi
inferior ao placebo (19% e 31% respectivamente), embora ndo tenha havido
significancia estatistica®®.

Os trés estudos terapéuticos citados'*"**®#8 foram incluidos em meta-
analise, cuja a conclusdo ndo foi favoravel ao uso dos antioxidantes no

tratamento da DHGNA?®. Do mesmo modo, a conclusdo da meta-analise que
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avaliou os estudos que testaram o0s sensibilizadores da insulina, nao foi
favoravel ao uso das mesmas como tratamento da DHGNA®, porém além de
um estudo piloto que comparou a vitamina E com a associa¢gdo da mesma e a
pioglitazona® nenhum outro estudo que avaliou as tiazolidinedionas foi
incluido. Previamente a publicacdo do PIVENS, duas meta-anélises colocaram
sob questionamento a seguranca cardiovascular das tiazolidinedionas®®?’.
Portanto, até o momento, mantém-se aberta a discussdo a respeito do
tratamento farmacoldgico, especifico, da DHGNA.

A ativacdo do sistema renina-angiotensina parece estar envolvida em
todos os pontos béasicos do processo patoldogico da DHGNA. Achados de
modelos experimentais sugerem um papel importante da ANG 2 na indugao do
estresse oxidativo e na resposta inflamatéria®, bem como na fibrogénese
hepatica’. A relacdo, também importante, entre a ativacdo do sistema renina-
angiotensina e a resisténcia insulinica tem sido mostrada em experimentos® e a
melhora da sensibilidade insulinica com o uso de inibidores do receptor AT1 da
ANG 2 relatada em modelos experimentais® e estudos clinicos™.

Em outros modelos animais a olmesartana e a telmisartana, usadas
preventivamente, mostraram resultados significativos. A telmisartana atenuou
significativamente a esteatose hepatica em ratos submetidos a dieta rica em
lipideos™® e em hidratos de carbono e lipideos’. A olmesartana atenuou
marcadamente a esteatose hepatica em ratos também submetidos a dieta
hiperlipidica’’. Em modelo animal de EHNA (ratos submetidos a dieta deficiente
em metionina e colina), a olmesartana também atenuou significativamente a
esteatose’®. Neste experimento, 50% dos coelhos do grupo olmesartana (G2)
tiveram o menor escore de esteatose (1) e apenas um coelho (7,7%) do grupo
controle (G1) teve o mesmo escore. O escore maximo (3) ocorreu em 16,7% do
grupo olmesartana e em 38,5% do grupo controle. A comparacgao entre os dois
grupos mostrou diferenca significativa (p=0,013) indicando que a olmesartana
atenuou significativamente o desenvolvimento de esteatose.

Em estudo piloto, no qual sete pacientes portadores de EHNA e
hipertenséo arterial sistémica receberam losartana potassica por 48 semanas,
cinco desses pacientes tiveram melhora do grau de inflamacédo hepatica'®. No
presente estudo a inflamacéao lobular ocorreu em 11 (84,6%) dos 13 coelhos do

grupo controle, em sua maioria (69,2%) teve o menor escore (1), ho entanto,
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nenhum coelho do grupo olmesartana desenvolveu tal alteracdo. Houve
diferenca significativa entre os dois grupos caracterizando que a olmesartana
preveniu a inflamacéo lobular (p<0,001).

Em outros experimentos que também usaram a olmesartana
preventivamente, houve atenuacdo significativa da fibrogénese hepatica
avaliada por meio da fracdo volumétrica de colageno hepético'’” e da
histopatologia®®. Neste experimento, a fibrose que ocorreu em 46,2% do grupo
controle foi ténue (escore 1), porém a mesma nao ocorreu Nno grupo
olmesartana. A diferenca entre os dois grupos foi significativa (p<0,001), o que
é indicativo de que a olmesartana também preveniu o desenvolvimento de
fibrose. Apesar de se ter citado um estudo piloto e experimentos que utilizaram
modelos animais diferentes quanto a espécie, mecanismo de inducdo da
DHGNA ou composicdo da dieta, os resultados podem ser considerados
consonantes.

O EAD, pertencente ao sistema de escore para a avaliacao histolégica
da DHGNA, que corresponde a soma ndo ponderadas dos escores de
esteatose, inflamacédo lobular e balonizacdo de hepatdcitos, se relacionou
adequadamente com a presenca de EHNA quando = 5, com a auséncia
quando < 2 e nao teve valor discriminativo entre 3 e 4 no estudo realizado para
sua validacdo'®. Neste estudo o NAS = 5 ocorreu em 46,1% do grupo controle
e ndo ocorreu em nenhum coelho do grupo olmesartana; o NAS < 2 ocorreu em
apenas um coelho do grupo controle (7,7%) e em 50% do grupo olmesartana.
A comparacado entre os dois grupos mostrou diferenca significativa (p < 0,001),
indicando que a olmesartana preveniu significativamente o desenvolvimento de
EHNA.

Em relagdo as aminotransferases, houve aumento significativo da AST
sem aumento concomitante da ALT nos grupos controle e olmesartana. Os
niveis de AST no grupo controle, na eutanasia, foram significativamente mais
altos que no grupo olmesartana. Alem disso, ndo houve diferenca significativa
entre 0 grupo olmesartana e o0 grupo normal. Em alguns estudos que
propuseram modelos experimentais de EHNA, em coelho, semelhantes ao
usado neste estudo, as aminotransferases nao alteraram significativamente em

relacdo ao grupo normal****?! ou a alteracdo mais pronunciada foi da AST*?,
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Neste modelo houve aumento marcado dos niveis de colesterol,
significativo dos niveis de triglicerideos e ndo houve alteracéo significativa dos
niveis de HDL-colesterol em oito semanas. Os niveis de colesterol total e
triglicerideos no final do estudo foram semelhantes nos grupos controle e
olmesartana, mostrando que nao houve influéncia da olmesartana nos
mesmos. Os niveis de glicemia foram semelhantes nos trés grupos e
significativamente mais baixos na eutanasia. Portanto ndo ha dados indicativos
de que a glicemia tenha influenciado os resultados ou de que houve influencia
da olmesartana na glicemia. Apesar de ter havido diferenca significativa quanto
ao peso dos coelhos no inicio e no final do estudo, como o ganho de peso dos
trés grupos foi semelhante e a média de peso do final do estudo foi maior no
grupo olmesartana, acredita-se que este fato ndo influenciou os resultados.

O coelho foi pouco utilizado como modelo animal de DHGNA e a maioria
dos modelos propostos apresentam diferencas principalmente no método de
inducdo da doenca. No presente estudo, o0 modelo utilizado também apresenta
algumas particularidades, entretanto, assim como 0s outros modelos citados,
pode contribuir para o desenvolvimento de um modelo padrdo de DHGNA
experimental em coelhos.

Os achados do presente estudo caracterizam um efeito preventivo da
olmesartana no modelo de DHGNA experimental utilizado. A andlise
histol6gica, que foi baseada nos parametros do sistema de escore para a
avaliacdo histolégica da DHGNA™®, mostrou acéo significativa nas principais
alteracdes histopatolégicas que compdem o espectro da doenca em foco.
Estudos subseqgientes sdo necessarios para sedimentar tais achados e
consequentemente abrir uma possibilidade de terapéutica coadjuvante para
pacientes hipertensos com o diagndstico de DHGNA e principalmente
preventiva para hipertensos com fatores de risco para o desenvolvimento

dessa doenca.
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6 CONCLUSAO

No modelo experimental utilizado a olmesartana atenuou
significativamente a esteatose hepatica, preveniu o desenvolvimento de
inflamac&o lobular e fibrose e, com base no escore de atividade da DHGNA,
preveniu significativamente o desenvolvimento de esteatohepatite n&o

alcodlica.
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(Oryctolagus cuniculus

O colegiado do CEUA em reunido no dia 14/02/2008, avaliou o projeto e
emite o seguinte parecer: APROVADO.

Eventuais modificagdes ou emendas ao - protocolo devem ser
+ apresentadas ao CEUA-PUCPR de forma clara e sucinta, identificando a parte
do protocolo a ser modificado e as suas justificativas.

Se a pesquisa, ou parte dela for realizada em outras instituicdes, cabe
ao pesquisador no inicié-la antes de receber a autorizagédo formal para a sua
realizagéo. O documento que autoriza o inicio da pesquisa deve ser carimbado
e assinado pelo responsavel da instituigdo e deve ser mantido em poder d;b( ’
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pesquisador responsavel, podendo ser requerido por este CEUA em qualquer
tempo.

Lembramos ao senhor pesquisador que & obrigatorio encaminhar o
relatério anual parcial e relatério final da pesquisa a este CEUA.

Curitiba, 25 de fevereiro de 2008.

Atenciosamente
Profa. Gratirfida Maria D"Almeida e Oliveira

Coordenadora do CEUA
PUC PR
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Amff_\‘-’ history: Background: Non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD) is characterized by a broad spectrum of liver
Received 25 July 2010 damage. In a rat model of non-alcoholic steatohepatitis (NASH), olmesartan attenuated steatosis and
Received in revised form 14 January 2011 fibrosis.

Accepted 28 January 2011

Objective: To assess the potential preventive action of olmesartan, an angiotensin I type 1 receptor
blocker, on NAFLD in hypercholesterolemic rabbits.

Methods: Thirty-four white adult male rabbits were selected. The animals were divided into three groups:
group I (GI), control group, 13 rabbits; group II (GII), olmesartan group, 12 rabbits; and group I1I (GIII),
normal group, 9 rabbits. The animals from GI and GII were fed with a specific diet plus 1% cholesterol.
Animals from GIII were fed only with a specific diet. The GII animals were treated with olmesartan.
Results: Steatosis was present in all animals from GI and GII; no steatosis was observed in animals from
GIIl. When Gl and GIl where compared, the steatosis had higher scoresin Gl (p< 0.013). Perisinusoidal and
periportal fibrosis occurred in 46.2% of the animals from GI. There was no fibrosis in GII or GIII. Lobular
inflammation occurred in 84.6% of the animals from GI. Animals from GII and GIII had no inflammation.
The NAFLD activity score was higher in animals from GI when compared to animals from GII and GlII
(p<0.001 for both groups); the NAFLD score was significantly higher in animals from GIl when compared
to animals from Gl (p< 0.001).

Conclusions: In hypercholesterolemic rabbits, olmesartan significantly attenuated hepatic steatosis and
prevented the development of lobular inflammation and liver fibrosis. Based on the NAFLD activity score,

Available online xxx

Keywords:

Olmesartan

Hepatic cirrhosis

Non-alcoholic fatty liver disease

olmesartan significantly weakened the development of NASH in rabbits fed a high cholesterol diet.

@© 2011 Elsevier Ireland Led. All rights reserved.

1. Introduction

Non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD) is characterized by a
broad spectrum of liver damage, ranging from steatosis to steato-
hepatitis, advanced fibrosis and cirrhosis. It can affect people of any
age and has been described in various racial groups [1]. It is esti-
mated that its prevalence in developed countries varies between
20% and 30% among adults [2-4]. It has been described as the most
common cause of abnormal liver tests in adults [3] and maybe the
most common form of chronic liver disease in the USA [3,5]. Its
prevalence is increasing in developed countries [6], parallel with
the prevalence of obesity, metabolic syndrome and type 2 dia-
betes mellitus [7]. Steatosis alone may have a benign clinical course,
but 10-20% of patients with NAFLD develop non-alcoholic steato-
hepatitis (NASH) [8]; further, 15% of patients with NASH develop

* Corresponding author. Tel.: +55 41 32712285; fax: +5541 32711657.
E-mail address: lizandreabaroncini@hotmail.com (LAV. Baroncini).

0021-9150/% - see front matter © 2011 Elsevier Ireland Ltd. All rights reserved.
doi:10.1016/j.atherosclerosis.2011.01.047

cirrhosis [9] and 12% die related to hepatic complications [8]. The
pathogenesis of NAFLD remains unclear and, despite several studies
testing multiple drugs, its treatment remains undefined. A recent
meta-analysis demonstrated that there is insufficient data to rec-
ommend anti-oxidants [ 10], bile acids [11] or insulin sensitizers [6]
as treatments for NAFLD. Experimental models have suggested that
angiotensin Il plays an important role in oxidative stress, inflamma-
tory response [12] and hepatic fibrogenesis [13], and the results of
experiments using angiotensin receptor blockers suggest positive
effects of this therapeutic class in NAFLD. Telmisartan [14,15] and
olmesartan [16], angiotensin Il type 1 blockers, prevented steato-
sis in animal models of obesity in rats. Also, in an animal model of
NAFLD in rats, olmesartan, used preventively, attenuated steato-
sis; this effect was more pronounced in fibrosis [17]. Based on
published data, it is known that telmisartan has partial PPARy
agonist action that is associated with reduced levels of glucose,
triglyceride and insulin resistance in an animal model of high-fat,
high-carbohydrate diet. In the same study, this PPAR7y action is not
observed with olmesartan [18]. It seems that preventive action of

Please cite this article in press as: Sturzeneker MCS, et al. Olmesartan severely weakened the development of NASH in an animal model of
hypercholesterolemia. Atherosclerosis (2011), doi:10.1016/j.atherosclerosis.2011.01.047
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olmesartan is exclusively related to angiotensin II type | receptor
blockade [17]. Therefore, based on such findings, we conducted this
study to assess if olmesartan, has potential preventive action on
NAFLD in hypercholesterolemic rabbits.

2. Methods
2.1. Animals

Thirty-four white adult male rabbits (New Zealand ), with a mean
age of 3.7 months, were selected for this study. Animals were han-
dled in compliance with the Guiding Principles in the Care and Use
of Animals, and protocol approval was obtained from the Pontifi-
cal Catholic University Animal Research Committee. The animals
were divided into three groups: group 1 (GI), control group, 13
rabbits; group II (GII), olmesartan group, 12 rabbits; and group III
(GIIT), normal group, 9 rabbits. During the 56 day study, the ani-
mals from GI and GII were fed a specific diet (Nuvilab®) plus 1%
cholesterol (Sigma-Aldrich®). This diet (Nuvilab®) does not alter
lipid metabolism of the animals. For the GII diet, 1 mg/kg/day of
olmesartan (commercially available from Sankio) was adminis-
tered by oral gavage from day 1 through day 56. On day 56, the
animals from GI and GIl were submitted to liver resection. Ani-
mals from GIII were fed only a specific diet (Nuvilab®) and were
submitted to liver resection on day 28. Anesthesia was induced
with ketamine (Vetanarcol®, Kénig; 30 mg/kg) and intramuscular
xylazine (Coopazine®, Coopers; 6 mg/kg). After the procedure, the
rabbits were sacrificed by a lethal barbiturate dose.

2.2. Blood chemistry

Blood samples were obtained on the first day of the experi-
ment and also immediately before sacrifice by cardiac puncture.
Clinical laboratory assessment included fasting serum glucose,
total cholesterol (TC), high-density lipoprotein cholesterol (HDL-
C), triglycerides (TGC), creatinine, urea, aspartate aminotransferase
(AST), and alanine aminotransferase (ALT). Measurements were
taken using an automated system (Abbott Architect ci8200; Abbott
Laboratories, Abbott Park, IL).

2.3. Histological analysis

The liver segments were removed and fixed with 10% formalde-
hyde buffered with phosphate (pH=7.6) and then paraffin
embedded. Three slices with two histological sections were pre-
pared, one with a left medial lobe liver sample and one with a
quadrade lobe liver sample. One slice was stained with hema-
toxylin and eosin (H&E) and two slices were stained with periodic
acid Schiff (PAS) and Gomori's trichrome. The slices were analyzed
blindly for steatosis, lobe inflammation, hepatic cell balonization,
and fibrosis status according to the histological score system for
NAFLD [19] using a five-head Olympus® BX 40 microscope.

2.4. Statistical analysis

Categorical variables were expressed as percentages and con-
tinuous variables were expressed as mean + SD and medians. The
Shapiro-Wilks test was used for testing sample normality. For
quantitative parameters, the Student t-test and Mann-Whitney
nonparametric test were used for the comparison between groups.
Fisher's exact test was used for qualitative or categorical variables.
Statistical significance was indicated by a value of p<0.05. For
multiple comparisons through Fisher's exact test the level of signif-
icance was correct by Bonferroni. Therefore, for these comparisons,
statistical significance was indicated by a value of p<0.017. Analy-

ses were performed using Statistica/W version 5.1 (StatSoft, Tulsa,
0K).

3. Results

3.1. Metabolic and lipid profiles

Animal weight gain did not differ among the groups between
baseline and euthanasia (Table 1). Baseline glucose, TC, HDL-C, TGC,
creatinine, urea, AST, and ALT levels were not different among all
groups before initiation of the diet. Serum glucose levels were sig-
nificantly decreased in all three groups at the euthanasia, when
compared to the beginning (Table 2). Graded elevations in TC and
TGC levels were observed from the initial phase until sacrifice with-
out significant differences between Gl and GII. Levels of HDL-C were
similar between GI and GII (Table 3). Creatinine and urea levels
were also similar at the end of the study between GI and GII (data
not show). Graded elevations in AST levels were observed from
the initial phase until sacrifice in GI and GII. However, in GI the
difference between initial phase and sacrifice and the percentage
variation of levels of AST were higher than in GII. Levels of ALT were
similar among groups throughout the study (Table 2).

3.2. Histological analysis

Steatosis was present in all animals from GI and GII, but was
not seen in animals from GIIl. When GI and GIl were compared,
the steatosis score was significantly different between the groups,
with higher scores in GI (p<0.013). The pattern of steatosis was
microvesicular (Gl and GII 100%), and pan-acinar distribution
occurred in 53.8% of Gl and 16.7% of GII animals (Fig. 1.). Perisinu-
soidal and periportal fibrosis occurred in 46.2% of the animals from
GI. There was no fibrosis in GIl and GIII (Fig. 2.). Lobular inflamma-
tion (grades 0-2) occurred in 84.6% of the animals from GI. Animals
from Gll and G111 had no lobular inflammation (score 0). Hepatic cell
balonization occurred in all animals, without significant differences
among G, GII, and GIIL. The NAFLD activity score was significantly
higher in animals from Gl when compared to animals from GII and
GIII (p<0.001 for both); the NAFLD score was higher in animals
from GIl when compared to animals from GIII (p < 0.001) (Table 4).

4. Discussion

The activation of the renin-angiotensin system appears to be
involved in the pathological process of NAFLD. Findings from exper-
imental models suggest a role of angiotensin Il in the induction
of oxidative stress, inflammatory response [12] and liver fibro-
genesis [13]. Also, the relationship between the activation of the
renin-angiotensin system and insulin resistance has been shown
experimentally [20]. Improved insulin sensitivity with the use of
the angiotensin Il receptor blockers has been reported in two exper-
imental models using obese Zucker rats and fructose fed rats with
irbesartan and olmesartan respectively [21,22], as well as clinical
studies [23]. In other animal models, olmesartan and telmisartan,
used preventively, showed important results. Telmisartan signifi-
cantly attenuated hepatic steatosis in rats with a diet rich in lipids
[14]and carbohydrates and lipids[15]. Olmesartan markedly atten-
uated hepatic steatosis in rats also subjected to high fat diet [16].
In an animal model of NASH (rats submitted to methionine and
a choline-deficient diet), olmesartan also significantly attenuated
steatosis [17]. In the present study, 50% of animals from GII (olme-
sartan group) had the lowest possible score of steatosis (grade 1)
and only one animal (7.7%) from GI (control group) had the same
score. The maximum score (grade 3) occurred in 16.7% of the olme-
sartan group and in 38.5% of the control group. The between-groups
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Table 1
Weight variation between groups.
Weight Group n Mean +sd il
Basal Gl 13 2862.31 £ 164.67
(B) Gl 12 3091.25 £ 96.06
GIlt 9 2640.00 £ 239.44 <0.0012
Euthanasia Gl 13 3206.92 + 240.24
(E) Gl 12 3493.75 £ 301.79 0.022%
Difference Gl 13 344.62 + 256.88
(E-B) Gl 12 402.50 £ 250.88 0.406"
Variation Gl 13 12.27 £935
(%) Gl 12 12.94 £ 810 0.650"

Difference E — B, difference between euthanasia and baseline.
4 ANOVA, p<0.05.
b Mann-Whitney test, p<0.05.

Table 2
Serum biochemical parameters at baseline and euthanasia.

Group GL(mg/dl) mean +sd AST (IU/L) mean + sd ALT (IU/L) mean +sd
Baseline (B)
Gl 196.69 + 28.18 26.00 £ 7.85 40.92 £ 19.19
Gll 21933 £ 31.15 35.75 £ 16.06 40.67 £ 1462
Gl 205.89 £ 49.20 37.00 £+ 18.80 49.44 + 21.90
Euthanasia (E)
Gl 170.46 & 35.82 69.00 + 42.38° 42.38 £ 16.40
Gll 168.00 & 33.02 43.7521.54% 41.42 + 1469
Gl 17056 + 31.48 34.0017.94+ 50.44 £ 2191
Difference E— B
Gl —-26.23 £ 3998 43.00 + 41.50° 1.46 £ 16.25
Gll —-51.33 £ 3224 800 +23.327 0.75 £10.21
Gl —35.33 £ 3643 —3.002267 + 1.00 £ 1316
Percentage variation
Gl -12.09 £ 21.01 178.47 + 183.69" 13.97 £ 49.80
Gll —22.80 £ 1389 41.68 £ 100462 6.88 + 35.66
Gl —1547 £ 1436 5406011+ 547 £2513

Data represent means. GI, control group; GlI, olmesartan group; GIII, normal group; GL, glucose; AST, aspartate aminotransferase; ALT, alanine aminotransferase; difference

E— B, difference between euthanasia and baseline.
3 p<0.005 compared with the G1.
b p<0,005 compared with the G3.

comparison revealed a significant difference (p=0.013), indicat-
ing that olmesartan attenuated the development of steatosis. In
a pilot study, 7 patients with NASH and hypertension received
losartan for 48 weeks; overall, 5 of these patients had improve-
ment in the degree of hepatic inflammation [24]. In the present
study, lobular inflammation occurred in 11 (84.6%) of 13 animals
in the control group. The majority of animals (69.2%) from the con-
trol group had the lowest possible score (grade 1). However, no
animals from the olmesartan group developed any sign of inflam-
mation. There was a significant difference between the two groups,

demonstrating that olmesartan prevented lobular inflammation
(p<0.001). In both studies cited above, which also used olmesartan
preventively, there was attenuation of liver fibrogenesis. The study
that used rats submitted to a high-fat diet showed that olmesar-
tan markedly prevented the increase in hepatic collagen volume
fraction and transforming growth factor 1 mRNA expression [16].
In one study with an animal model of NASH, histological analy-
sis revealed significant reduction of development of liver fibrosis
with olmesartan [17]. In the present study, mild fibrosis (grade
1) occurred in 46.2% of the control group, but, it did not occur in

Table 3
Serum lipids at baseline and euthanasia.
Group TC (mg/dl) HDL-C (mg/dl) TGC (mg/dl)
Baseline (mean +sd)
Gl 41.31 £ 20.03 1892 £ 9.11 46.46 = 16.37
Gll 50.67 £ 18.15 2150 £6.13 61.83 £43.54
Euthanasia (mean +5sd)
Gl 2146.77 + 471.20 2492 £ 6.96 168.46 £ 79.58
Gll 2079.50 &+ 799.59 2442 £7.73 214.83 £ 126,61
Difference E— B (mean +sd)
Gl 2105.46 &+ 478.90 6.00 £ 9.51 122.00 £70.02
Gll 2028.83 + 78647 292 £ 8.26 153.00 £ 118.28
Percentage variation (mean +sd)
Gl 6522.18 + 3963.28 6873 £ 113.87 27193 £ 16568
Gll 4128.40 + 1149.44 1867 + 4419 348.06 £ 31942

Data represent means. GI, control group; Gll, olmesartan group; TC, total cholesterol; HDL-C, high-density lipoprotein cholesterol; TGC, triglycerides; difference E— B,

difference between euthanasia and baseline. None of the measured parameters did differ significantly between GI and GIL.
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Fig. 1. (a) Hepatocytes with cytoplasmic swelling and microvesicular steatosis are seen diffusely in the lobule; control group (hematoxylin and eosin stain). (b) Higher
magnification showing the microvesicular steatosis and focus of lobular inflammation (arrow); control group (hematoxylin and eosin stain). (c) Rabbit treated with olmesartan
with minor degree of steatosis; olmesartan group (hematoxylin and eosin stain). (d) Higher magnification showing the degree of steatosis and absence of fibrosis (hematoxylin
and eosin stain). (e) Liver of normal group with preserved lobular architecture (hematoxylin and eosin stain). (f) Higher magnification showing no steatosis in normal group

(hematoxylin and eosin stain).

the olmesartan group. The difference between the two groups was
highly significant (p <0.001), which indicates that olmesartan also
prevented the development of fibrosis. Although we have cited a
pilot study and experiments that used different species of animal
models, different mechanisms of induction of NAFLD and differ-

ent diet compositions, the results are in agreement. The NAFLD
activity score (NAS) is defined as the unweighted sum of the scores
for steatosis (0-3), lobular inflammation (0-3), and hepatocellular
ballooning (0-2). Cases with an NAS of 0-2 were generally not con-
sidered diagnostic of steatohepatitis; most cases with score of =5

Fig. 2. (A) Pericelullar fibrosis observed in the control group (Gomori stain); (B) higher magnification liver lobe of olmesartan group. No fibrosis is seen (Gomori stain).
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Table 4
Results of histological analysis.
Item Definition Score Percentage for group
Gl G2 G3
Steatosis <5% 0 0.0% 0.0% 100.0%
grade 5a33% 1 7.7% 50.0% 0.0%
>33 a 66% 2 53.8% 33.3% 0.0%
>6BE% 3 38.5% 16.7% 0.0%
Fibrosis stage None 0 53.8% 100.0% 100.0%
Perisinusoidal or periportal 1 46.2% 0.0% 0.0%
Lobular No foci 0 15.4% 100.0% 100.0%
inflammation <2 foci per 200 field 1 69.2% 0.0% 0.0%
2-4 foci per 200 field 2 15.4% 0.0% 0.0%
=4 foci per 200« field 3 0.0% 0.0% 0.0%
Hepatocellular None 0 0.0% 0.0% 0.0%
balooning Few balloon cells 1 69.2% 100.0% 100.0%
Many cells/prominent ballooning 2 30.8% 0.0% 0.0%
NAS Not NASH 0-2 7.7% 50.0% 100%
Borderline 3-4 46.1% 50.0% 0.0%
NASH =5 46.1% 0.0% 0.0%

NAS, non-alcoholic fatty liver disease activity score; NASH, non-alcoholic steatohepatitis.

were diagnosed as steatohepatitis; and cases with activity scores
of 3 and 4 were divided almost evenly between the 3 diagnostic
categories (NASH, borderline, or not NASH) in the study performed
for their validation [19]. In the present study, an NAFLD activity
score =5 occurred in 46.1% of the control group and in none of the
animals from the olmesartan group. An NAFLD activity score <2
occurred in only one animal from the control group and in 50% of
animals from the olmesartan group. The comparison between the
two groups showed a significant difference (p<0.001), indicating
that olmesartan significantly prevented the development of NASH.
When evaluating the aminotransferases, a significant increase was
seen in AST levels, without a concomitant increase in ALT levels.
Levels of AST in the control group at euthanasia were significantly
higher than in the olmesartan group. Also, no significant difference
occurred in AST between the olmesartan group and the normal
group. In other studies that used rabbit models of NASH, simi-
lar to the present study, aminotransferase activity either did not
change significantly compared to the normal group [25-27] or
the more pronounced change was seen in AST levels [28]. In the
present model, there was a marked increase in TC and TGC lev-
els, but no significant change in HDL-C, over 8 weeks. The levels
of TC and TGC at the end of the study were similar in the control
group and the olmesartan group, showing that Olmesartan did not
affect their levels. Glucose levels were similar in all three groups,
and significantly lower at euthanasia time than at the beginning of
the study. However, there is no data indicating that blood glucose
levels influenced the results or that olmesartan influenced blood
glucose levels. There were significant differences in the weight
of the animals at the beginning and end of study; weight gain in
the three groups was similar, but the average weight at the end
of study was greater in the olmesartan group than in the other
two groups. We believe that this fact did not influence the results.
Experimental animal models of NAFLD with rabbits are used infre-
quently and most of the proposed models differ in the method of
disease induction. In our study, the chosen model has some unique
features, such as the ease of inducing hypercholesterolemia and
atherosclerotic lesions. Also the relatively low cost of this type of
experiment facilitates the development of the study of atheroscle-
rosis in other organs. Tannock and King [29] recently concluded
that the scientific community should be aware of and consider the
use of new models of atherosclerosis to advance our understand-
ing of the process involved in atherogenesis and its complications.

Still, this model can contribute to the development of a standard
model of experimental NAFLD in rabbits. The findings of the present
study characterize a preventive effect of olmesartan in experimen-
tal models of NAFLD. Histological analysis, which was based on the
parameters of the scoring system for assessing NAFLD [19], showed
significant action in the major histopathological changes that make
up the spectrum of the disease. Further studies are needed to solid-
ify these findings and, thus, define an adjuvant curative therapy
for hypertensive patients with NAFLD or preventive therapy for
hypertensive patients with risk factors for the development of this
disease.

5. Conclusions

In hypercholesterolemic rabbits, olmesartan significantly atten-
uated hepatic steatosis and prevented the development of lobular
inflammation and liver fibrosis. Based on the NAFLD activity score,
olmesartan significantly weakened the development of NASH in
rabbits fed a high cholesterol diet.
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