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RESUMO

Introducéo: A doenca hepéatica alcoodlica (DHA) embora seja a principal causa
hepatica de internacdo e Obito, ainda recebe pouca atencdo. Ademais, exceto a
abstencdo alcodlica, ndo ha tratamento farmacologico estabelecido. A disbiose
intestinal esta associada a DHA, e € um alvo terapéutico a ser explorado. Modelos
experimentais sao Uteis para testar novas alternativas, mas os modelos de DHA séo
dificeis de reproduzir e onerosos. Objetivos: Desenvolver modelo experimental de
DHA gue seja reprodutivel e de baixo custo, avaliar a inducédo de disbiose intestinal,
através da andlise da composicao e diversidade da microbiota entérica, e estimar sua
relacdo com a lesdo hepética. Métodos: Foram randomizados 24 ratos Wistar machos
em trés grupos experimentais: controle (CONT; n=8), alimentados com racao padrao
e dgua com 0,05% de sacarina sodica ad libitum por 4 semanas; alcool 4 (ALC4; n=8),
gue receberam semente de girassol e etanol a 10% com 0,05% de sacarina sodica ad
libitum por 4 semanas; e alcool 8 (ALC8; n=8) que receberam semente de girassol e
etanol a 10% com 0,05% de sacarina sddica ad libitum por 8 semanas. Os animais
dos grupos ALC4 e ALCS8 receberam, por gavagem, 9 horas antes da eutanasia,
sobrecarga alcodlica (5g/kg); os animais do grupo CONT receberam agua estéril pela
mesma via. Foram coletados dados de ingestao alimentar, peso e altura dos animais
para avaliacdo de consumo alimentar e célculo do indice de Lee; soro e figado para
avaliacdo bioquimica e de marcadores inflamatérios; e fezes para analise da
microbiota intestinal. Todos os procedimentos foram aprovados pela Comissao de
Etica para Uso de Animais do HCPA (n° 2018-0257). Resultados: Todos os animais
completaram o periodo de experimentacéo antes da sobrecarga alcodlica. O consumo
total de calorias, liquidos, alimentos solidos, carboidratos e proteinas foi menor nos

grupos ALC4 e ALC8 gque nos animais CONT (p<0,01 para todos). O indice de Lee foi



menor no grupo ALC 8 em relacdo a ALC 4 (p<0,01) e CONT (p<0,01), enquanto o
consumo de etanol e lipidios foi superior nos grupos ALC4 e ALC8 (p<0,01 para
ambos) em relacdo ao CONT. Os animais do grupo ALC4 apresentaram niveis mais
elevados de aspartato aminotransferase (AST), alanina aminotransferase (ALT),
fosfatase alcalina (FA) e colesterol total (CT) e mais baixos de albumina que os
animais CONT (p<0,03 para todos). No grupo ALCS8, glicemia, AST, ALT e FA foram
mais elevados que nos CONT (p<0,03 para todos), ao mesmo tempo em que houve
reducdo de CT, HDL colesterol e albumina (p<0,03 para todos). A deposicao hepatica
de triglicerideos (TG), CT e gorduras totais variou de forma decrescente entre os
grupos ALC8, ALC4 e CONT (p<0,05). Animais dos grupos ALC4 e ALCS8
apresentaram esteatose (microvesicular grau 2 e macrovesicular grau 1; e
microvesicular grau 3 e macrovesicular grau 1, respectivamente), enquanto 0os animais
do grupo CONT nao tiveram alteracdo na histologia hepética; em nenhum grupo houve
deposicao de fibras de coldgeno. Os marcadores inflamatérios hepaticos IL-1B, IL-6 e
IL-10 n&o apresentaram diferencas entre os grupos. Houve reducao da diversidade
bacteriana fecal, com menor abundancia relativa do género Firmicutes (p<0,005) e
maior de Bacteroidetes (p<0,0007) e Proteobacteria (p<0,001) nos grupos ALC4 e
ALCS. Foi observado a correlacdo entre a comunidade microbiana e marcadores da
DHA como esteatose, acumulo de gordura, TG e CT hepaticos e ALT, AST, FA e
albumina séricos. Conclusdo: O modelo desenvolvido foi capaz de induzir
anormalidades bioquimicas e histologicas hepaticas, assim como disbiose intestinal,
que reproduzem as altera¢gGes descritas na DHA em humanos.

Palavras-chave: Doenca hepatica alcéolica, modelo experimental, dieta

hiperlipidica e alcodlica crénica e aguda, microbiota intestinal.



ABSTRACT

Introduction: Alcoholic liver disease (ALD), although the main hepatic cause of
hospitalization and death, still receives little attention. Furthermore, except for alcohol
abstention, there is no established pharmacological treatment. Intestinal dysbiosis is
associated with DHA and is a therapeutic target to be explored. Experimental models
are useful for testing new alternatives, but DHA models are both safe and expensive.
Objectives: To develop an experimental model of DHA that is reproducible and
inexpensive, to evaluate the induction of intestinal dysbiosis, through the analysis of
the composition and diversity of the enteric microbiota, and to estimate its relationship
with liver damage. Methods: Twenty-four male Wistar rats were randomized into three
experimental groups: control (CONT; n=8), fed standard chow and water with 0.05%
sodium saccharin ad libitum for 4 weeks; alcohol 4 (ALC4; n=8), which received
sunflower seed and 10% ethanol with 0.05% sodium saccharin ad libitum for 4 weeks;
and alcohol 8 (ALCS8; n=8) that received sunflower seed and 10% ethanol with 0.05%
sodium saccharin ad libitum for 8 weeks. The animals in the ALC4 and ALCS8 groups
received, by gavage, 9 hours before euthanasia, alcoholic overload (5g/kg); the
animals in the CONT group received sterile water by the same route. Data on food
intake, weight and height of the animals were collected to assess food consumption
and calculate the Lee index; serum and liver for biochemical and inflammatory markers
evaluation; and feces for analysis of the intestinal microbiota. All procedures were
approved by the HCPA Ethics Committee for the Use of Animals (n° 2018-0257).
Results: All animals completed the experimentation period before alcohol overload.
The total consumption of calories, liquids, solid foods, carbohydrates, and proteins was
lower in the ALC4 and ALC8 groups than in the CONT animals (p<0.01 for all). The

Lee index was lower in the ALC 8 group compared to ALC 4 (p<0.01) and CONT



(p<0.01), while the consumption of ethanol and lipids was higher in the ALC4 and ALCS8
groups (p<0 .01 for both) in relation to CONT. The animals in the ALC4 group had
higher levels of aspartate aminotransferase (AST), alanine aminotransferase (ALT),
alkaline phosphatase (AP) and total cholesterol (TC) and lower levels of aloumin than
CONT animals (p <0.03 for all). In the ALC8 group, blood glucose, AST, ALT and FA
were higher than in the CONT (p<0.03 for all), while there was a reduction in TC, HDL
cholesterol and albumin (p<0.03 for all). Hepatic deposition of triglycerides, TC and
total fat varied in a decreasing way between the ALC8, ALC4 and CONT groups
(p<0.05). Animals in the ALC4 and ALCS8 groups presented steatosis (microvesicular
grade 2 and macrovesicular grade 1; and microvesicular grade 3 and macrovesicular
grade 1, respectively), while the animals in the CONT group had no change in liver
histology; in no group there was deposition of collagen fibers. The hepatic inflammatory
markers IL-18, IL-6 and IL-10 showed no differences between the groups. There was
a reduction in fecal bacterial diversity, with a lower relative abundance of the genus
Firmicutes (p<0.005) and a higher abundance of Bacteroidetes (p<0.0007) and
Proteobacteria (p<0.001) in the ALC4 and ALC8 groups. A correlation was observed
between the microbial community and DHA markers such as steatosis, fat
accumulation, hepatic TG and CT and serum ALT, AST, AP and albumin. Conclusion:
The model developed was able to induce hepatic biochemical and histological
abnormalities, as well as intestinal dysbiosis, which reproduce the changes described
in DHA in humans.

Keywords: Alcoholic liver disease, experimental model, chronic and acute high-

fat and alcoholic diet, intestinal microbiota.
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1. INTRODUCAO

A doenca hepatica alcodlica (DHA) ainda é uma das principais causas de
morbimortalidade por doencas hepaticas cronicas. E ainda, € um cofator frequente em
pacientes com outro tipo de doenca hepatica acelerando a fibrose do figado.! O
consumo elevado de alcool por um periodo superior a dez anos condiciona um risco
de inducdo de doenca hepatica avancada. A histéria natural da DHA varia da
deposicao isolada de gordura no tecido hepatico (esteatose) a esteato-hepatite (EH),
cirrose e carcinoma hepatocelular (CHC).?2 A doenca costuma ser silenciosa, sendo
gue os pacientes em geral procuram auxilio médico de forma tardia, quando ha
ictericia ou complicacdes da cirrose. A hepatite alcoodlica (HA) pode sobrevir apos
sobrecarga aguda de etanol, em geral em pacientes com cirrose. A DHA é importante
causa de transplante hepatico em todo o mundo, em 2017 28,7% de todos
transplantes de figado é relacionado ao alcoolismo. 2

A estratégia global para reduzir o uso nocivo do &lcool, negociada e acordada
pelos Estados Membros da OMS, representa o consenso internacional e é uma
prioridade de saude publica. A meta global é que se tenha uma reducao relativa de
10% no uso nocivo de alcool até 2025 com opcbes de politicas e intervencbes em
areas como lideranca, conscientizacdo e comprometimento; apoio dos servicos de
saude; acdo comunitaria; politicas e punicdes para dirigir embriagado; disponibilidade
de alcool; comercializacdo de bebidas alcodlicas; politicas de precos; reducédo das
consequéncias negativas do consumo de alcool e da intoxicagéo alcodlica; reduzir o
impacto na saude publica do alcool ilicito e do alcool produzido informalmente;
monitoramento e vigilancia.® No entanto, em decorréncia da situacéo atual, instalada
desde o0 ano de 2020 com a pandemia de COVID-19 esta se observando um aumento

no consumo de alcool e DHA em todo o mundo. Uma coorte nos EUA que examinou



a taxa de paciente com hepatite aguda associada ao alcool a lista de espera de
transplante de figado viu um aumento substancial durante a pandemia de COVID-19
e sugere que essa mudanca provavelmente esta associada a padrdes recentes de
uso de alcool de alto risco.*

O principal tratamento para a doenca € a abstencéo prolongada de alcool, pois
faltam medidas terapéuticas eficazes para sua reverséo.® Apesar do conhecimento da
alta prevaléncia e dos grandes gastos publicos, somente nos ultimos anos, tem sido
dado mais atencédo pelas autoridades de saude, organizacdes de financiamento de
pesquisa e comunidade académica do figado. Entre o periodo de 2010 e 2014 apenas
5% das pesquisas na area de hepatologia foram dedicadas a DHA.® Recentemente
surgiram as primeiras publicacfes de um projeto que vai auxiliar no andamento de
novas pesquisas nesta doenca, o Study of Alcohol-related Liver Disease in Europe
(consércio SALVE) da European Association for the Study of Liver (EASL), que esta
atualmente envolvido em estudos sobre a historia natural da DHA, o manejo clinico
da HA e o desenvolvimento de um sistema de classificacdo/estadiamento
histopatolégico com base de dados multinacional prospectiva e retrospectiva.” Devido
a falta de tratamento algumas intervensao parecem ser promissoras, como por
exemplo na microbiota intestinal.

O eixo figado-intestino desempenha um papel importante na homeostase e na
doenca hepatica. Estudos tém demonstrado que a disbiose intestinal pode estar
relacionada ao desencadeamento e a progressdo da DHA.2 Avancos recentes,
possibilitam a realizacdo de estudos mais aprofundados para a avaliacdo da
microbiota intestinal. Até o0 momento, a intervencdo na microbiota intestinal ndo faz

parte do tratamento da DHA, mas pode vir a ser uma alternativa no futuro.
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Condicdes clinicas comuns e graves, com deficiéncias terapéuticas notaveis,
representam um grande desafio médico, e isso € o que ocorre hoje na DHA. As
lacunas no entendimento e no manejo da doenca abrem espaco para o uso de
modelos experimentais em estudos pré-clinicos. Nosso grupo tem estudado a DHA
em modelo experimental em zebrafish,®!01112 assim como a intervencdo na
microbiota intestinal neste modelo, com resultados promissores.'* Modelos
experimentais em roedores podem ser igualmente Gteis para o entendimento dos
mecanismos fisiopatologicos envolvidos na DHA e para testar novos alvos
terapéuticos. Os roedores, no entanto, tém aversdo ao alcool e os modelos

experimentais de DHA nesses animais costumam ser complexos e muito onerosos.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Transtorno por uso de alcool

O transtorno por uso de alcool (alcohol use disorder - AUD) € uma das principais
causas de doencas evitaveis e mortalidade por diversos fatores, ficando atras
somente do tabagismo e da hipertensdo. Igualmente, o desenvolvimento da DHA em
pessoas com AUD é uma das principais causas de doencas hepaticas crénicas no
mundo.?

De acordo com estimativas da Organizacdo Mundial da Saude (OMS), 2,3
bilhdes de pessoas consumiam alcool ativamente em 2016. De forma alarmante, o
consumo per capita de alcool aumentou de 5,51 em 2000 para 6,4l em 2016. Embora
a porcentagem de bebedores tenha diminuido na Africa e na América, continua a
aumentar nas regides do Pacifico Ocidental, Europa e Sudeste Asiatico, incluindo
india e China.® O padrdo demogréafico do consumo de &lcool tem mudado, sendo
observado inicio de seu consumo em idade mais jovem e uma maior ingestdo em
pessoas de sexo feminino.314

A OMS emitiu um relatério que indica que 3,3 milhées de mortes (6% de todas
as mortes globais) sdo atribuiveis ao uso de alcool, e que este abuso é um fator de
risco em cerca de 50% dos casos de cirrose.’® Aproximadamente 1 em cada 12
adultos tem AUD definido, sendo essa determinacédo definida em decorréncia do
consumo de mais de 3 doses por dia para homens e mais de 2 doses por dia em
mulheres!®. Adicionalmente, a AUD pode ser definida pelo consumo excessivo de
alcool, conforme estabelecido pelo Instituto Nacional de Alcoolismo e Abuso de Alcool
compreende a ingestdo de mais de 5 doses para homens e mais de 4 doses para
mulheres em um periodo de duas horas. Uma dose € definida quando a porcéao,

independente do volume de bebida, contenha 14g de alcool. O quadro 1 demonstra o
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volume médio de algumas bebidas alcodlicas que equivalem a uma dose (14g de
etanol).'® A porcentagem de alcool puro varia dentro e entre os tipos de bebida
conforme producdo. Embora as quantidades padréo de bebida sejam Gteis para seguir
as diretrizes de saude, elas podem néo refletir os tamanhos de porcédo e medidas
caseiras.

Quadro 1: Volume médio de bebidas alcodlicas equivalente a uma dose.

_ Teor alcoolico | Volume médio equivalente
Bebida _
médio a uma dose (14g de etanol)
Cerveja/chopp 5% 280ml
Licores 7% 200ml
Vinho 12% 120-150ml
Gin/Rum/Tequila/Vodca/Uisque 40% 35-40ml

Fonte: Adaptado de National Institute on Alcohol Abuse and Alcoholism (NIAAA)Y e
Centro de Informacgdes sobre Saude e Alcool (CISA)*.

Acidentes e violéncia sdo causas comuns de morte entre pessoas que abusam
do alcool, além de mais de 200 doencas e uma série de outras condicdes clinicas
relacionadas ao seu uso, incluindo doencas cardiovasculares, cancer e cirrose. No
entanto, o figado € o érgdo mais atingido e as doencas hepdticas, particularmente a

cirrose, é uma das maiores problemaéticas.?

2.2 Doenca Hepética Alcodlica

A histéria natural da DHA compreende um espectro clinico-histoldgico incluindo
esteatose hepética, EH, HA e cirrose com suas complicacdes como CHC. A maioria
dos pacientes sdo diagnosticados em estagios avancados e os dados séo limitados

em relacdo a prevaléncia e o perfil demografico da doenca precoce.
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Para o desenvolvimento da DHA estima-se que seja necessario um consumo
diario superior a 20g de alcool para mulheres e 30g para os homens!®?° por um
periodo superior a 5 ou 10 anos. O consumo de uma grande quantidade de alcool,
maior que 60g em menos de duas horas, aumenta a probabilidade de desencadear a
hepatite alcéolica.?! Um estudo realizado na Italia, verificou que ha um maior risco
para o desenvolvimento de cirrose alcodlica quando o consumo de alcool é superior a
120g de alcool por dia.?? Estima-se que de 90 a 95% das pessoas com uso cronico
e elevado de alcool desenvolvem esteatose hepética e destes, 10 a 35% evoluem
para uma sobreposicdo com graus variados de inflamacéo e fibrose e 8 a 20% dos
casos progridem para cirrose.?32425> O CHC é diagnosticado anualmente em 1-2% dos
casos de pacientes com cirrose por alcool, sendo observado um aumento desta
incidéncia nos ultimos anos.?%?7 (Figura 1) A DHA ndo se desenvolve em todos os
individuos com o padrdo de consumo de alcool descrito acima, somente em alguns
casos ocorre a manifestacdo das formas graves relacionado a progressao da
doenca;?® existem outros fatores exdgenos e inerentes que estdo envolvidos na
modulagdo da suscetibilidade individual, tais como fatores comportamentais,

ambientais e genéticos.?®

: ESTEATOSE /
FIGADO Alcool ESTEATO- Akool

SAUDAVEL HEPATITE

CIRROSE

90-100% das pessoas com consumo excessivo tém esteatose
10-35% de hepatite alcodlica

8-20% desenvolvem cirrose

1-2% dos cirréticos desenvolvem CHC

Figura 1: Progressdao da DHA. A progressdo de lesdo hepatica alcodlica para
esteatose com cicatrizes, inflamagédo e distor¢cdo arquitetbnica levando a cirrose. Como
complicacdo da cirrose, pode ocorrer o carcinoma hepatocelular (CHC). No entanto, apenas
uma minoria de pacientes com esteatose alcodlica evolui para lesdo hepética grave. Fonte:
Adaptado de Stickel, et al (2017).2°
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As mulheres apresentam um risco maior de desenvolver cirrose relacionada ao
alcool, provavelmente atribuivel aos efeitos hormonais sobre o estresse oxidativo e a
inflamacéo,*° diferencas nos padrées de expressdo das enzimas metabolizadoras do
alcool, como a alcool desidrogenase (ADH)3! e um menor volume de distribuigéo do
alcool nas mulheres e, portanto, niveis mais elevados de exposicdo ao alcool nos
tecidos.3233 Além disso, o padrdo de consumo de alcool, se excessivo e fora das
refeicdes; o tipo de bebida e teor alcodlico; a presenca de obesidade;3* a coexisténcia
de hepatite B cronica ou infeccéo pelo virus C;13%36 o acimulo de ferro hepatico;®” a
genética;®® e ainda a microbiota intestinal e seus metabdlitos3 foram identificados
como interferentes na progressao da historia natural da doenca. Consumir café parece
proteger as lesBes hepaticas relacionadas ao alcool, pois as pessoas que bebem
guatro ou mais xicaras por dia tém um quinto do risco de desenvolver cirrose quando
comparados as pessoas que ndo ingerem;*® o tabagismo aumenta o risco de
desenvolvimento de cirrose alcodlica, pessoas que fumam mais de um maco por dia
apresentam risco trés vezes maior do que os ndo fumantes;* individuos infectados
pelo virus da hepatite C que bebem alcool acima de 50 g/dia apresentam um risco
significativamente maior de desenvolver fibrose avancada se comparado aos casos
que bebem menos ou nunca bebem.* O sobrepeso, obesidade e sindrome
metabdlica (SM) estdo associados a um risco aumentado de desenvolver fibrose e
cirrose relacionada ao alcool, refletindo potencialmente uma interagdo sinérgica entre
0 alcool e a lipotoxicidade da esteatose como consequéncia da obesidade.*34445 Esta
tltima interacao citada apresenta uma nova definicdo para representa-la, a sindrome
da esteato-hepatite alcodlica e metabdlica (SMASH).*¢ Todos esses fatores, estdo
relacionados ao quanto a doenca ird se desenvolver e progredir, principalmente, para

0s casos com diagnostico de cirrose alcodlica e que continuam a consumir alcool.
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Em todo o mundo, a DHA é responsavel por 4% da mortalidade e 5% dos anos
de vida perdidos por incapacidade (Disability Adjusted Life Years - DALYs). Em 2010,
guase meio milhdo de mortes foram atribuidas a cirrose relacionada ao alcool;*” uma
em cada dez mortes atribuiveis ao alcool € devida a cirrose alcodlica, sendo que
aproximadamente 50% da mortalidade atribuivel ao alcool € em decorréncia da
presenca de lesédo hepatica.>4” A prevaléncia da DHA é em torno de 2% da populacéo
geral dos Estados Unidos da América.*® De acordo com o Relatério de Vigilancia do
Instituto Nacional de Alcoolismo e Abuso de Alcool sobre mortalidade em 2013, a
cirrose foi a 122 causa de morte nos Estados Unidos, com cerca de metade das mortes
relacionadas a cirrose devido ao alcool. A taxa bruta de mortalidade por cirrose por
qualquer etiologia foi de 12,0 6bitos por 100.000 habitantes, enquanto a taxa de cirrose
relacionada ao alcool foi de 5,7, representando um aumento de 3,4% e 1,8% a partir
de 2012, respectivamente.*®*0 Na Unido Europeia, 41% da mortalidade relacionada
ao figado é atribuivel ao alcool.5! Na india, o alcool é a causa mais comum de cirrose
(34,3%) e quase 20% de todos os pacientes com doenca hepética
(independentemente da etiologia) sdo consumidores atuais de alcool.5? Em 2015, a
Asia foi responsavel por 54,3% da mortalidade global por cirrose, sendo 20,8%
atribuivel ao consumo de alcool.>® A HA também é uma grande preocupacao, pois a
sua mortalidade é muito alta podendo chegar a 40% em seis meses.>* Esses dados
demonstram o quanto o consumo abusivo de alcool tem afetado a populagcdo em todo
o0 mundo.

Alguns paises implementaram medidas politicas para a redug¢éo do consumo e
mortalidade por alcool, tais como 0 aumento de impostos sobre as vendas de bebidas
alcoolicas, preco minimo de venda do alcool, aumento da idade legal para a realizacéo

da compra, proibicdes de beber em locais publicos, reducdo de publicidade e acdes
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legais mais rigidas para dirigir sob efeito do alcool.>®> No entanto, essas medidas nédo

estdo sendo suficientes para minimizar os dados relatados acima.

2.2.1 Diagnéstico e Tratamento da Doenca Hepatica Alcodlica

A DHA é uma doenca clinicamente silenciosa para a maioria das pessoas, com
poucos ou nenhum sintoma em pacientes com a doenca em estagio inicial e cirrose
compensada. O diagnostico requer a documentacdo do uso crénico de alcool e a
exclusdo de outras causas de doenca hepatica. Assim, o diagnéstico depende da
suspeita clinica, exames laboratoriais e de técnicas invasivas ou néo invasivas.®® A
hipertrofia da glandula paroétida bilateral, perda muscular, desnutricdo, sindrome de
Dupuytren e sinais de neuropatia periférica podem estar presentes em alguns
pacientes com suspeita inicial de DHA. No entanto, a maior parte dos casos sao
assintomaticos e relutantes em admitir abertamente que seu comportamento de beber
pode ser a razdo de suas anomalias hepéticas. No exame fisico de pacientes com
diagndstico de cirrose, os sinais tipicos incluem ginecomastia, angiomas de aranha e
eritema palmar. Adicionalmente, ictericia, encefalopatia hepatica, ascite e edema
periférico também podem ser visiveis a primeira vista em pacientes com doenca
hepatica em estagio terminal. O diagnostico de DHA & comprovado mediante
documentacdo de consumo excessivo de alcool (> 40-50 g / dia) e a presenca de
anormalidades clinicas e/ou bioldgicas sugestivas de lesdo hepatica.>” Complicacbes
anteriores de cirrose hepatica, como sangramento gastrointestinal, ascite, episodios
de ictericia ou acidentes devido a encefalopatia ou embriaguez, relatadas pelo
paciente ou acompanhante, sao informacdes diagnosticas importantes.

Alteracdes nos exames laboratoriais, como volume corpuscular médio (VCM),

gama glutamiltransferase (GGT) e aspartato aminotransferase (AST) e imunoglobulina
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A (IgA), podem indicar a presenca de DHA em estado inicial enquanto uma diminui¢éao
nos niveis de albumina, aumento da proporcédo normalizada internacional (INR), niveis
elevados das bilirrubinas e/ou uma baixa contagem de plaquetas séo sinais de DHA
em estadio avanc¢ado. Muitos individuos que consomem elevada quantidade de alcool
apresentam niveis aumentados de triglicerideos e &acido Urico, este ultimo
frequentemente associado a crise de gota.>® Marcadores especificos para o consumo
de alcool incluem a transferrina deficiente em carboidratos (TDC) e etil-glicuronideo
(EtG).>° Clinicamente, o GGT é o marcador mais utilizado para detectar o consumo
prévio de alcool, porém, carece de especificidade e pode estar aumentado em
decorréncia de outras etiologias.®® Em pacientes com diagnéstico de DHA, a relacéo
AST/alanina aminotransferase (ALT) geralmente é maior que 1 e pode ser maior que
2 em pacientes com HA. No entanto, também pode ser encontrado em pacientes com
cirrose avancgada, por outras causas.

A realizacdo de biopsia hepética ndo é recomendada na rotina de pacientes
que possuem diagnéstico da doenca em estagio inicial ou com cirrose alcodlica se 0s
dados clinicos, analiticos e de imagem forem incontestaveis.®¢:5* No entanto, a biépsia
hepética pode ser util para descartar etiologia ndo alcoodlica ou quando os métodos
nao invasivos nao forem suficientes para a obtencdo de resultados favoraveis. Os
achados tipicos da bidpsia hepatica para os pacientes com DHA séo esteatose, dano
hepatocelular (balonizacdo e/ou corpos de Mallory-Denk), infiltrado inflamatorio
composto de células polimorfonucleares (PMN) com predominancia nos Iébulos, grau
variavel de fibrose e distorcdo lobular que pode progredir para cirrose e outros
estadios mais avancados da doenca.5?

Recentemente o consoércio SALVE publicou um novo sistema de graduacao e

estadiamento da DHA. Ele conta com sete estagios diferentes de fibrose, desde a sua
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auséncia até a cirrose avancada. Além disso, utiliza escores semiquantitativos para
esteatose, atividade (lesdo hepatocelular e neutrofilos lobulares) e colestase. O seu
valor prognéstico foi avaliado e validado em uma coorte de 445 pacientes com DHA
inscritos em quatro centros europeus. Este sistema de graduagdo mostrou-se ser um
meétodo reprodutivel e relevante quanto ao prognostico para a avaliacédo histologica
da atividade da doenca e fibrose na DHA.3

O diagndstico clinico da HA ocorre devido ao desenvolvimento rapido de
ictericia e complica¢des relacionadas ao figado, com bilirrubina total sérica maior que
3mg/dL, ALT e AST 1,5 vezes maior que o limite superior da normalidade, ou seja,
maior que 400 U/l com a relagdo AST/ ALT maior que 1,5 vezes, documentacdo de
uso elevado de alcool até 8 semanas antes do inicio dos sintomas e exclusédo de
outras doencas hepdticas. Os corticosteroides fornecem beneficios de sobrevida a
curto prazo em cerca da metade dos pacientes tratados com HA grave e a mortalidade
em longo prazo esta relacionada a gravidade da doenca hepética subjacente e
depende da abstencéo de alcool. As medidas gerais em pacientes hospitalizados com
DHA incluem o manejo hospitalar das complicacdes de doenca hepética, controle da
sindrome da abstenc¢do do alcool, vigilancia de infec¢bes, antibioticoterapia precoce
eficaz, suplementacdo nutricional e tratamento do transtorno por uso de alcool
subjacente. O transplante de figado, uma opcao de tratamento definitivo em pacientes
com cirrose alcodlica avangada, também pode ser considerado em casos de HA, que
néo respondem a terapia médica.?®

Atualmente ndo ha nenhuma terapia aprovada pela Food and Drug
Administration (FDA) para o tratamento de qualquer estadio de DHA. A abstencao

prolongada é a estratégia mais eficaz para prevenir a progressao da doenca. Portanto,
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ha uma necessidade clinica ndo atendida de desenvolver terapias mais eficazes e

seguras para os pacientes com DHA.

2.2.2 Fisiopatologia da Doenca Hepatica Alcodlica

Os mecanismos celulares e moleculares da patogénese da DHA néo sao
completamente elucidados, mas parecem estar relacionados a uma complexa
interacdo entre os fatores comportamentais, ambientais e genéticos. Os achados
histol6gicos da DHA, compreendem a presenca de esteatose, inflamacéo e fibrose
resultantes de eventos fisiopatolégicos consecutivos e inter-relacionados no contexto
de exposicao continua ao alcool. Um componente essencial ha progressédo da DHA é
a toxicidade direta do primeiro metabdlito da degradacdo do alcool, o acetaldeido
(AA).54

O alcool é metabolizado principalmente nas células parenquimatosas do figado
que constituem cerca de 70% da massa hepatica.’® Essas células expressam os
niveis mais elevados das principais enzimas oxidantes do etanol, ADH, que esta
localizado no citosol, e citocromo P450 2E1 (CYP2E1l), que reside no reticulo
endoplasmatico liso (RE).®® (Figura 2) Os hepatdcitos também apresentam niveis
elevados de catalase, uma enzima que habita os peroxissomos. A catalase
normalmente realiza a desintoxicacdo do peréxido de hidrogénio (H202) em agua e
oxigénio. No entanto, quando o etanol estd presente, a catalase tem um papel
acessorio no metabolismo do etanol, usando H202 para oxidar o etanol a acetaldeido.
A oxidacéao do etanol pela catalase € uma via relativamente secundaria no figado, mas
tem uma funcéo de oxidacéo do etanol maior no cérebro.5’

O ADH é a enzima metabolizadora de etanol mais eficiente. Atinge a metade

da velocidade maxima quando os niveis de etanol em circulacdo sdo cerca de 5 a
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10mg/dl, bem abaixo dos niveis que causam intoxicacdo. A oxidacdo do etanol
catalisada por ADH usa nicotinamida adenina dinucleotideo (NAD*) como cofator,
gerando NAD* (NADH) e acetaldeido reduzidos. O ultimo composto é altamente
reativo e toxico. Ele pode se ligar covalentemente a proteinas,® lipideos,® e acidos
nucléicos’® para formar adutos de acetaldeido, que, por sua vez, podem interromper
a estrutura e funcdo dessas macromoléculas.”? Uma maneira dos hepatdcitos
minimizarem a toxicidade do acetaldeido é oxidando-o rapidamente a acetato usando
a enzima aldeido desidrogenase 2 (ALDH2) dentro da mitocdndria. A reacdo ALDH2
€ outra etapa de oxidacao-reducdo que gera NADH e acetato, o ultimo dos quais pode
se difundir na circulacdo para ser utilizado em outras vias metabdlicas. A geracao
aumentada de NADH por ambas as reacfes catalisadas por ADH e ALDH2 diminui a
relacdo NAD * / NADH intra-hepatica normal, chamada de potencial redox celular.
Essa mudanca causa mudancas metabdlicas significativas do metabolismo oxidativo
para a sintese redutiva, favorecendo a formacédo de acidos graxos, que contribuem
para o desenvolvimento da esteatose hepatica.’?

A CYP2EL é a outra enzima hepatica importante que catalisa a oxidag¢do do
etanol em acetaldeido. Embora a eficiéncia cataliica do CYP2E1l seja
consideravelmente mais lenta que a do ADH, o CYP2E1 tem uma capacidade 10
vezes maior de se ligar ao etanol, tornando-se semissaturado a 46 a 92mg/dl. A
CYP2E1 é uma enzima induzivel; seu conteudo hepatocelular aumenta durante o
consumo cronico de etanol.”>’* O etanol interage diretamente com a proteina
CYP2EL, fazendo com que ele assuma uma conformacao que resiste a degradacéo
pelo sistema ubiquitina-proteassoma, resultando no acimulo de moléculas CYP2E1.7
A inducdo do CYP2E1 tem varios efeitos importantes em pessoas que consomem

elevada quantidade de alcool: primeiro, porque mais CYP2E1 oxida o etanol, os
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bebedores desenvolvem uma “tolerancia metabdlica” - isto €, eles precisam beber
mais alcool para atingir um nivel de intoxicacdo que antes alcancavam depois de
beber menos alcool. Em segundo lugar, o0 metabolismo acelerado do alcool por niveis
mais elevados de CYP2EL1 coloca as células do figado em perigo metabdlico, porque
mais CYP2E1 ndo apenas produz mais acetaldeido, mas a enzima induzida também
gera maior quantidade de outras espécies reativas de oxigénio (ROS), incluindo
radicais hidroxietil (ou seja, formas de radicais livres de etanol), anions superéxido
(O2) e radicais hidroxila (-OH). A geragdo continua dessas moléculas reativas em
pessoas que consomem elevada quantidade de alcool acaba criando a condicéo
conhecida como estresse oxidativo. Nessa condicdo, a taxa de geracdo de ROS
excede a capacidade do figado de neutralizad-los com os antioxidantes naturais, tais
como glutationa e vitaminas E, A e C, ou remové-los usando enzimas antioxidantes
(cobre-zinco-superdxido dismutase, manganés-superéxido dismutase, catalase,
glutationa peroxidase, glutationa redutase e glutationa-s-transferase)’®. Estudos
experimentais demonstram que o consumo cronico de etanol diminui as atividades
e/ou quantidades de varias enzimas antioxidantes, o que piora a carga oxidante dos
hepatocitos.””’8 O estresse oxidativo é ainda mais exacerbado quando as ROS
geradas sofrem reac¢des secundarias com proteinas e lipideos insaturados. As ultimas
reacoes resultam na geracao de peroxidos lipidicos, que interagem com as proteinas
e com o acetaldeido para formar adutos (por exemplo, adutos de malondialdeido-
acetaldeido) que sédo capazes de gerar uma resposta imune.”® Com a ingestdo
excessiva de alcool, o dano oxidativo supera a capacidade de reparo celular com
consequente apoptose.8 E importante ressaltar que o AA também é um carcinégeno
poderoso em animais experimentais e em humanos, e € considerado um motivo

importante para a associacéo de certos tipos de cancer com o consumo de alcool.8:
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Embora os hepatdcitos constituam a maior parte da massa hepatica, as células
nao parenquimatosas, incluindo as células de Kupffer (KCs), células endoteliais
sinusoidais, células estreladas hepaticas (HSCs) e os linfécitos associados ao figado
constituem os 15 a 30% restantes da massa hepatica. Essas células nao
parenquimatosas interagem com os hepatécitos e entre si por meio de mediadores
soluveis e por contato direto célula a célula. Cada tipo de célula hepatica desempenha
um papel especifico ndo apenas na fisiologia hepatica normal, mas também no inicio

e na perpetuacéo da lesédo hepatica.??

VIA ACESSORIA CAMINHO PRINCIPAL PRINCIPAL VIA
Peroxissomos INDUZIVEL
. _ Reticulo
Endoplasmatico

CIRCULACAO

Figura 2: Vias principais e secundarias de oxidagao do etanol no figado. O etanol
¢ oxidado principalmente nos hepatocitos do figado. (Painel do meio) Alcool desidrogenase
(ADH), uma enzima importante no citosol, e aldeido desidrogenase 2 (ALDH2), que esta
localizado na mitocbndria, catalisam oxidacdes sequenciais que convertem etanol em acetato,
produzindo dois equivalentes molares de dinucleotideo de adenina nicotinamida reduzido
(NADH). (Painel direito) O citocromo P450 2E1 (CYP2E1) é a principal oxidorredutase
induzivel no reticulo endoplasmatico que oxida o etanol, na presenca de oxigénio molecular
(02), em acetaldeido e converte NAD fosfato reduzido (NADPH) em sua forma oxidada,
gerando agua. (Painel esquerdo) A catalase peroxissémica € uma via hepatica secundéria de
oxidacao do etanol que usa peroxido de hidrogénio (H20O;) para oxidar o etanol a acetaldeido
e agua. Fonte: adaptado de Zakhari and Li (2007).%¢
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A lesdo hepatica inicial, a esteatose, ocorre em decorréncia da alteracdo da
renovacgédo dos lipideos.?® A diminuicdo da oxidacdo de Acidos graxos, aumento da
sintese de acidos graxos e triglicerideos, aumento da entrada de gordura no figado
por mobilizacdo de acidos graxos dos depodsitos de gordura periféricos e via
quilomicrons do intestino sao as rotas para ocorréncia do acumulo da gordura no
figado.®3 Além disso, o aumento da lipogénese por desregulacdo de enzimas
esteatogénicas e fatores de transcricao, incluindo a sterol regulatory element-binding
proteins (SREBP-1c), peroxisome proliferator-activated receptor-a (PPAR-a) e
proteina de transporte de triglicerideo microssomal estdo envolvidos. Recentemente
foi demonstrado o papel das enzimas proteicas envolvidas no processamento de
lipideos, como PNPLA3 e TM6SF2, para as quais foram encontradas variantes
genéticas dos genes codificadores associados com DHA. No entanto, ndo esta
elucidado como o consumo de alcool afeta a fungdo dessas enzimas ou como esse
processo é ocasionado.??

A inflamacao é uma caracteristica importante na esteatose alcodlica resultando
em EH, induzir fibrogénese levando a fibrose, cirrose e até ao CHC. Histologicamente,
a EH é caracterizada por graus variaveis de esteatose, infiltrado inflamatdério tipico que
consiste em células predominantemente PMN, balonizagdo de hepatocitos
centrolobulares, corpusculos de inclusdo de Mallory e uma rede de fibrose.8* Uma via
patogénica chave neste estagio é o eixo intestino-figado. Assim, a ingestao de alcool
aumenta a permeabilidade intestinal e promove a translocacdo de endotoxinas de
bactérias Gram negativas, como lipopolissacarideos (LPS) para a corrente sanguinea
portal para atingir as KCs que, ap0s a ligacéo de LPS ao receptor de endotoxina CD14,
ativam a via de sinalizacdo independente da resposta primaria da diferenciacao

mieloide 88 através do receptor toll-like 4 (TLR4), com producdo consecutiva de
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citocinas pro-inflamatérias, como o fator de necrose tumoral-a (TNF-a), que
contribuem para o dano hepatocelular.8>8¢ Citocinas e quimiocinas estdo envolvidas
na ativacao e recrutamento de células inflamatdrias e mesenquimais contribuindo para
o processo de inflamacao e reparo fibrotico na DHA. S&o elas, as interleucinas (IL)-
1B, IL-8 e IL-17, osteopontina, quimiocina (CXCL) 1, CXCL4, CXCL5 e CXCL6.8687

A lesdo-chave na doenca hepatica cronica € a fibrose que, em esséncia, se
assemelha ao processo de cicatrizacdo excessiva como resultado do aumento da
fibrogénese e diminuicao da fibrolise. Na fibrose progressiva, o parénquima hepético
€ substituido pelo excesso de matriz extracelular produzida por HSC e miofibroblastos
(MFB), resultando em uma arquitetura hepatica distorcida e no comprometimento
funcional progressivo.8889.90 (Figura 3) Varios gatilhos podem ser os responsaveis pela
ativacdo das KCs e outras células inflamatérias que levam a producéo de citocinas
pré-fibrogénicas, entre eles o fator de crescimento derivado de plaquetas e o fator de
crescimento transformador-g1 (TGF-R1) que podem estimular as HSC e MFB a
produzir  colagenos, glicoproteinas nao coldgenas, proteoglicanos e
glicosaminoglicanos até 10 vezes em compara¢ao com o tecido hepatico normal. Aqui,
os colagenos formadores de fibrilas tipo | e Ill representam mais que 80% do colageno
total do figado. Por sua vez, as enzimas de degradacdo da matriz denominadas
metaloproteinases da matriz sdo reguladas negativamente pelos seus inibidores de
tecido correspondentes. Na DHA, as HSCs e MFBs podem ser estimuladas por AA,

ROS,°! leptina,®? endocanabinoides®® e perdxidos lipidicos®.
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HSCs ativadas
com fibrose

Figura 3: Desenvolvimento da fibrose. As células estreladas hepéticas (HSCs) séo
pecas-chave no desenvolvimento da fibrose. HSCs normalmente residem no espaco de Disse
como células quiescentes de armazenamento de lipidios (retinil-éster). O consumo crénico de
etanol inicia um processo de ativagdo complexo que transforma esses HSCs quiescentes em
um estado ativado. HSCs ativados secretam grandes quantidades de proteinas da matriz
extracelular que formam cicatrizes. Isso, por sua vez, contribui para altera¢des estruturais no
figado, como a perda de microvilosidades de hepatdcitos e fenestras endoteliais sinusoidais,
causando, em Ultima instancia, a deterioragdo da funcdo hepatica. Fonte: Adaptado de
Friedman (2000).%°

Uma das principais complicacées da DHA é o CHC, e a grande maioria dos
CHC se desenvolve no contexto de cirrose alcodlica.’® Além da transformacéo da
cirrose como condicdo pré-cancerosa, varios aspectos fisiopatoldgicos sao
especificos do CHC associado ao alcool. Um importante gatilho do desenvolvimento
do tumor € o AA, que ndo é apenas uma toxina, mas também um mutagénico
altamente reativo que forma adutos de DNA estaveis, causa mutacao de ponto, trocas
de cromatides irmas e inibe o reparo de DNA.®® Outros mecanismos moleculares

envolvidos neste processo sdo as modificacdes epigenéticas do alcool, alterando a

metilacdo do DNA.%’

2.2.3 Nutricdo na Doenca Hepéatica Alcodlica
Pacientes com DHA inicial geralmente estdo adequadamente nutridos, porém

aqueles com a doenca mais avancada, e com HA em particular, revelam sinais clinicos
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significativos de desnutricdo e sarcopenia.® Até 60% dos alcoolistas com cirrose e
guase a totalidade destes pacientes que estao hospitalizados revelam algum grau de
desnutricdo que agrava com a progressédo da doenca.®

Embora o alcool forneca 7,1 kcal/g de energia, que € mais do que o0s
carboidratos (4,1 kcal/lg), os pacientes com DHA avancada frequentemente
apresentam desnutricdo primaria e secundaria severa e, particularmente, desnutricao
energética proteica.®® Portanto, o suporte nutricional adequado é recomendado em
diretrizes.56.61,100

As causas da desnutricdo primaria na DHA incluem: (1) baixa ingestdo
alimentar devido a composicdo desequilibrada da dieta ou substituicdo das calorias
dos alimentos pelas calorias derivadas do alcool; (2) falta de apetite relacionada a
disgeusia, esofagite, gastrite, mau estado dentario; (3) falta de palatabilidade de dietas
com baixo teor de soédio; (4) ma absorcdo por causa de diarreia, insuficiéncia
pancreatica exdgena; e (5) complicacbes de doenca hepética, por exemplo, ascite,
encefalopatia hepatica. Além da ingestéo alimentar inadequada, 0 consumo excessivo
de alcool também pode levar a interacdes profundas com o metabolismo de varios
micronutrientes. A absor¢éo e a biodisponibilidade de uma ampla gama de vitaminas
soliveis em agua e gordura, bem como oligoelementos, séao influenciados pelo
consumo abusivo de alcool e devem ser avaliadas ao tratar o paciente.?®

Enquanto os ensaios clinicos, até o0 momento, ndo conseguiram demonstrar
auxilio da terapia nutricional parenteral na DHA,'%* outros estudos forneceram
evidéncias para um beneficio do suporte nutricional enteral em varios marcadores
substitutos do estado nutricional, como balangco de nitrogénio, variaveis
antropométricas e sobrevida.®® Varios estudos sugerem um beneficio da

suplementacao de dietas com os aminoacidos de cadeia ramificada valina, leucina e
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isoleucina para manter a ingestdo adequada de proteinas, sem ocasionar 0
agravamento da encefalopatia hepatica em pacientes cirréticos intolerantes a
proteinas,0219 no entanto uma andlise da Cochrane de 37 ensaios clinicos nédo
restritos a DHA demonstrou apenas evidéncias fracas que apoiam 0 uso rotineiro de
nutricdo parenteral, nutricdo enteral ou suplementos nutricionais orais em pacientes
com doenca hepatica. Os beneficios da terapia nutricional foram limitados a desfechos
fracos, como melhores niveis de bilirrubina e um melhor balanco de nitrogénio em
pacientes tratados ativamente com nutricdo, contudo, ndo houve o prolongamento da
sobrevida.10t

Do ponto de vista pratico, as diretrizes atuais para pacientes com DHA mais
avancada recomendam a ingestdo alimentar de 1,2 a 1,5 g de proteina / kg e 35 a 30
kcal / kg de peso corporal e refeicdes frequentes incluindo lanche noturno.?1:56.61,100
Considerando as numerosas deficiéncias de micronutrientes verificadas no estagio
avancado da doenca, a suplementacao adequada destes também é recomendada.

Em pacientes com HA grave, a prevaléncia de desnutricdo chega a quase
100% e foi demonstrada uma correlacéo significativa do estado da desnutricdo com a
sobrevida a curto e a longo prazo.'®* Estudos randomizados controlados mostraram
melhora no estado nutricional, mas com dados controversos sobre o beneficio de
sobrevida com a suplementacéo enterall®>1% ou suplementacao parenteral para a HA.
Um estudo demonstrou que a suplementacéo enteral na HA grave ndo demonstra um
efeito benéfico na sobrevida, porém acontece mais mortes de pacientes com ingestéao
calorica diaria menor de 21,5 kcal/kg por dia em comparagdo aos casos com maior
ingestdo de calorias.'®” Neste sentido, € recomendado o acompanhamento da
ingestdo calorica destes pacientes. A via enteral, devido ao seu baixo custo,

seguranca e menor risco de infeccdes, é a via preferencial. A sonda de alimentacao
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pode ser inserida com seguranca na presenca de varizes esofagicas sem
sangramento ativo ou em situacdes em que o paciente ndo tenha passado por

bandagem endoscoépica de varizes.10’

2.3 Microbiota Intestinal

O intestino € o maior reservatério de microrganismos do corpo. Na verdade, o
[imen gastrointestinal humano é o habitat fisiologico para diversos microbios
(bactérias, arqueias, fungos, leveduras e virus). Inclui dezenas de trilhBes de células
microbianas pertencentes a varias espécies diferentes que carregam mais de trés
milhdes de genes Unicos.1%81%9 A maioria das espécies bacterianas pertencem aos
filos Firmicutes (Gram positivos) e Bacterioidetes (Gram negativos), enquanto os
remanescentes pertencem aos filos Actinobacteria, Fusobacteria, Proteobacteria e
Verrucomicrobia.ll® O trato gastrointestinal e sua microbiota estdo em relacéo
simbidtica. De fato, 85% do total de bactérias, como por exemplo Lactobacilli e
Bifidobacteria, sdo organismos comensais, enquanto 0s outros, como por exemplo
Clostridium e Fusobacterium, podem potencialmente se tornar patégenos.!!!

O papel exato da microbiota permanece amplamente inexplorado. No entanto,
€ sabido que a presenca de micrébios no intestino participa da sintese de vitaminas e
aminoacidos, catabolismo de macromoléculas, fornecimento de energia, metabolismo
de drogas e toxinas e preservacao da barreira intestinal. Todos os desequilibrios ou
alteracées na composicado e / ou fungcdo taxondmica da microbiota intestinal s&o
geralmente indicados como 'disbiose'.'? Em particular, as alteracGes da homeostase
da microbiota tém um impacto ndo apenas nas doencas hepaticas relacionadas ao
alcool, mas também foram associadas a outras condic¢des clinicas, tais como diabetes

tipo 11,'3 obesidade,''* doenca inflamatéria intestinal,'*®> sindrome do intestino
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irritavel,*1® doenca celiaca,!’ cancer!® e outras. Na verdade, a microbiota intestinal
interage com o0 hospedeiro, evitando o crescimento excessivo de bactérias
patogénicas, modulando o sistema imunolégico e a tolerancia imunoldgica das células
da mucosa e estimulando a producéo de IgA especifica para patégenos.'®

A concentracdo e a composicado das espécies bacterianas sao diferentes ao
longo do TGI, com variacgao interindividual dependendo da idade, etnia, estilo de vida,
medicamentos e habitos alimentares.''! O consumo de alcool juntamente com a dieta
ocidental, enriquecida em gordura animal e acucares, frequéncia de evacuacao,
genética e perturbacéo dos ritmos circadianos podem predispor a disbiose, conforme
demonstrado em estudos experimentais 120121 e em humanos!?2123.124,

A funcao fisiolégica da microbiota intestinal na producdo de metabdlitos (ou
seja, endotoxinas, acidos biliares e acidos graxos de cadeia curta (AGCC), produtos
da fermentacéo de residuos alimentares ndo absorvidos, principalmente carboidratos
usados como fonte de energia para o hospedeiro) pode ser avaliada usando
abordagens metabolomica, protedmica e transcriptdmica. Na verdade, a concentracao
intestinal, sistémica e fecal de produtos bacterianos reflete potencialmente a
composicdo da microbiota e pode ser explorada como um marcador diagnéstico nao
invasivo. Além disso, o sequenciamento do gene 16S do RNA ribossémico (rRNA) por
meio do sequenciamento de DNA de ultima geracdo é amplamente utilizado para
determinar a diversidade da comunidade bacteriana e sua abundancia relativa em

biépsias de tecido coldnico associadas a mucosa e em amostras fecais.?*

2.3.1 Microbiota intestinal na Doenca Hepatica Alcodlica
O fluxo bidirecional entre o intestino e figado através do trato biliar, veia porta

e circulacao sistémica representa uma via crucial na patologia hepatica. Em particular,
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o figado modula a composicdo da microbiota intestinal, exercendo fungdes mdultiplas
(ou seja, producao de acido biliar) e participando da circulacao enterohepatica, que é
responsavel pelos produtos finais bacterianos intestinais e de nutrientes recebidos
através da veia porta. O eixo intestino-figado também tem implicacGes para a resposta
imune intestinal, fungdo de barreira intestinal e inflamacéo hepatica e sistémica.'?® A
fronteira intermediaria que separa o eixo intestino-figado é representada pela barreira
intestinal, composta por multiplas camadas que revestem o intestino e protegem o
hospedeiro da invasdo de microrganismos. Esta barreira ndo é apenas uma barreira
fisica seletivamente permeavel constituida por células epiteliais intestinais justapostas
mantidas juntas por juncdes apertadas (occludinas, claudinas e zénula ocludente 1),
juncdes aderentes e desmossomos, mas também tem propriedades imunoldgicas,
devido a presenca da camada de muco. Esta camada € composta por mucina
(predominantemente Muc2 no intestino delgado e grosso) secretada pelas células
caliciformes e atua como barreira fisica, quimica e imunolégica, protegendo também
as células da mucosa contra agentes exégenos. Na verdade, pode servir como sitios
de ligagdo para microrganismos comensais na superficie, que séo considerados uma
barreira para a colonizacéo de patdgenos.'26

O abuso de alcool desencadeia modificacdes qualitativas e quantitativas na
composicdo taxondmica da microbiota intestinal, inflamag&o da mucosa e desarranjo
da barreira intestinal. A hiperpermeabilidade intestinal resulta na translocacédo de
bactérias patogénicas, produtos microbianos gram-negativos e metabdlitos luminais
pro-inflamatoérios para a corrente sanguinea, ocasionando um maior dano hepatico
induzido pelo alcool.*?” (Figura 4) Mudancas no metabolismo microbiano afetam os
metabdlitos intestinais, incluindo &cidos biliares,'?812° AGCC,'3° Acidos graxos de

cadeia longa (AGCL),'3! derivados de indol*3*? e possivelmente outras moléculas.
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DISBIOSE E PERMEABILIDADE INTESTINAL

Bactérias e fungos: reducéo na diversidade
LESAO HEPATICA Composicéo alterada e aumento da quantidade

|
%d?}o 79

Acidos biliares

{:} AGCC
& AGCL

Inflamacéao
intestinal

Translocacéo bacteriana e de produtos
microbianos

Figura 4: Contribuicdo da microbiota intestinal para a DHA. AGCC: &cidos graxos
de cadeia curta; AGCL: &cidos graxos de cadeia longa. Fonte: Adaptado de Avila (2020).1%"

O consumo de alcool é responsavel por modificacdes substanciais na qualidade
e quantidade da microbiota intestinal, alteracdo da mucosa e aumento da
permeabilidade intestinal, resultando em endotoxemia.'®® A dishiose intestinal e o
aumento da permeabilidade intestinal ttm um papel fundamental na patogénese da
DHA.134 Especificamente, 0 aumento da permeabilidade intestinal devido ao abuso de
alcool leva a maior concentracdo de LPS'3#4135 no fluxo sanguineo portal que se liga
ao receptor toll-like 4 (TLR4) e ativa o fator nuclear kappa-B (NF -kB) estimulando, por
sua vez, a liberacéo de citocinas pro-inflamatorias, a producdo de ROS e o estresse
oxidativo. Todos esses eventos podem induzir a ativacdo de macréfagos residentes,
KCs e HSCs, perpetuando a inflamacdo e a fibrose no figado.'%6137 A DHA esta
associada a sintese reduzida de acidos graxos de cadeia longa.38 A dishiose induzida
por alcool aumenta a concentracdo intestinal de acidos biliares ndo conjugados,
resultando na regulacéo negativa do receptor farnesoide X, que € o receptor de acidos

biliares.138
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O uso indevido de &lcool facilita o supercrescimento bacteriano intestinal
predominantemente no intestino delgado superior, tanto em modelos experimentais
guanto em humanos.'3%149 Os modelos pré-clinicos sédo particularmente (teis na
compreensao das implicacdes da administracdo do alcool na disbiose e crescimento
excessivo de bactérias. Camundongos alimentados com alcool por trés semanas
desenvolveram a DHA, relacionada a disbiose intestinal. Esses ratos demonstraram
um desequilibrio de familias bacterianas, exibindo uma reducéo de bactérias do filo
Firmicutes e, inversamente, uma abundancia aumentada de Bacterioidetes e
Verrucomicrobia.3°

A variabilidade na composicdo bacteriana intestinal de pacientes com a
ingestdo excessiva de alcool crbnico em comparacdo com pessoas gue hao
consumiam ou que consumiam muito pouco bebidas alcodlicas foram avaliadas e os
pacientes com alta ingestdo de alcool tinham uma microbiota potencialmente mais
inflamatéria, juntamente com uma maior abundancia de Proteobacteria (gram-
negativas) no intestino, no nivel do filo, e um aumento particular dos géneros
Clostridium, Holdemania (Firmicutes) e Sutterella (Proteobacteria). Neste estudo,
também foi observado uma quantidade relativa menor do género Faecalibacterium,
gue contrapbe com outros achados; este género de bactéria é considerado protetor
contra doengas gastrointestinais. Adicionalmente, entre os AGCC avaliados, o0s
autores encontraram uma menor concentracao de acido butirico nas fezes de pessoas
gue consomem excessivamente alcool; composto benéfico para a manutencdo da

integridade da barreira intestinal .14
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2.4 Modelos Experimentais de Doenca Hepéatica Alcodlica

O estudo da DHA em modelos animais é dificil, uma vez que sédo necessario
modelos que reproduzam efetivamente os padrées de consumo alcodlico e espelhem
0 espectro e a gravidade da lesdo hepatica induzida pelo alcool em humanos. Até o
presente momento ndo se tem um modelo de facil reprodutibilidade e que seja viavel
para todos os centros de pesquisa.l#?143 Os roedores sdo notoriamente resistentes
aos efeitos hepatotoxicos do alcool, devido as diferencas relacionadas as espécies no
metabolismo do mesmo. Ratos e camundongos podem desenvolvem algum tipo de
lesé@o hepatica cronica quando expostos ao alcool em combinagcdo com uma segunda
toxina (por exemplo, tetracloreto de carbono e tioacetamida), ou manipulacdes
dietéticas (por exemplo, deficiéncia de colina/metionina e dietas hiperlipidicas), ou
ainda modificacbes genéticas; e mesmo assim, com essas combinac¢des, ainda nao
reproduzem um quadro histolégico que modele totalmente a DHA avancada
humana.l#3

Na literatura estdo descritos alguns modelos pré-clinicos em roedores que
reproduzem os diferentes graus da doenca. Em geral, o alcool que é usado nesses
modelos experimentais € o etanol. A seguir, estdo as linhas de estudos que séo
utilizadas: modelos que simulam o consumo compulsivo (agudo) de alcool, referido
como binge alcodlico; modelos onde os animais tem acesso ad libitum a alimentacéo
cronica com alcool através de uma dieta especifica ou de uma solucao alcodlica na
agua de beber;*** modelos onde a alimentacdo dos animais é realizado por infusdo
intragastrica;14>146.147 e ainda modelos que combinam o alcool com outros fatores (hit
adicional) ou associam o modo de consumo crénico com o agudo.142148

O binge alcoolico é realizado por gavagem nos roedores, sendo um método de

facil reproducao e baixo custo. Alguns estudos reproduzem uma Unica dose de binge
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algumas horas antes da eutanasia (geralmente 9 horas antes), outros realizam
sobrecargas sucessivas. Em modelos que empregam uma Unica sobrecarga, com
doses que variam de 3 a 7g de etanol por quilograma de peso do animal, pode ser
induzido leve aumento de ALT de forma dose dependente,49150.151152 hem como
aumento da permeabilidade intestinal'®3, Em modelos onde os roedores sé&o expostos
a binge tripla, em intervalos de 12 em 12 horas antes da eutanasia, com doses que
variam de 4,5 a 6g/kg, além dos sinais relatados acima, costuma ocorrer esteatose
hepatica microvesicular, com aumento de TG hepatico, citocinas pro-inflamatérias
hepaticas, estresse oxidativo e endotoxinas plasmaticas.1%41%

O modelo experimental mais amplamente utilizado oferece uma administracao
cronica ad libitum de alcool, através de uma dieta liquida contendo etanol, chamada
de Lieber-DeCarli. Para o desenvolvimento da DHA, a dieta é rica em gordura
monoinsaturada, pobre em carboidrato e a concentracdo de etanol geralmente
utilizada € de 5% v/v. No entanto, podem haver altera¢cdes na composi¢ao nutricional
desta dieta conforme objetivos especificos das pesquisas. A alimentacdo dos
roedores com essa dieta, mesmo por periodos mais longos, geralmente causa pouca
esteatose hepatica, pouca ou nenhuma inflamacdo e ndo resulta em
fibrose!4?:156.157.158  Uma desvantagem de seu uso € o custo elevado. Apesar disso,
estudos a utilizam em outros modelos, parecendo ter uma influéncia positiva no
desenvolvimento da DHA.4>147 Seguindo na linha do consumo crénico de alcool
também existem modelos onde a oferta de alcool € ad libitum através da agua de
beber. Este, foi um dos primeiros modelos animais usados para o estudo de DHA em
roedores.'>® O alcool é administrado na dgua potavel, servindo como Unica fonte de
liquido para os animais, enquanto tém livre acesso a uma dieta padrao. O modelo de

alimentacdo ad libitum é simples de executar, facil de manipular a concentracdo

35



precisa de etanol na agua e de baixo custo. O consumo “voluntario” de alcool na agua
de beber com a dieta normal imita o padréo de consumo tipico em humanos. Em parte,
devido a sua grande flexibilidade, os protocolos usados em diferentes estudos tém
variado consideravelmente. A concentracdo da solucao de etanol pode variar de 10 a
40% (v/v), e o periodo de administracdo da solucdo alcodlica também varia de 8 ou
mais semanas, sem mortalidade significativa. Na maioria dos estudos, o modelo de
alimentacdo ad libitum de etanol na 4gua de beber induziu somente esteatose leve e
pouca elevacdo nos niveis de ALT, sem fibrose ou cirrose.'60.161,162.163 Além disso, 0s
roedores mostram forte aversao natural ao alcool, pois tendem a beber menos etanol
do que o esperado.164

O modelo de administracdo crbnica de etanol intragastrica (IG) é conhecido
como o modelo de Tsukamoto-French. Fornece a distribuicdo direta de nutrientes ao
estbmago ou intestino por meio da implantacdo cirdrgica de um cateter,#®
contornando a limitagdo da aversdo do alcool observada em roedores. Para
administracdo da dieta liquida é utilizado uma espécie de bomba de infuséo para cada
animal e a dieta administrada nesses modelos tem sido a dieta liquida Lieber-DeCarli.
O periodo experimental € geralmente de dois a trés meses e a manutencao ao acesso
do trato gastrointestinal com o passar dos dias costuma ser um desafio.'%® Se o
término experimental alcancado, € possivel a verificacdo da presenca de esteatose
hepatica severa, com inflamacéo e fibrose leve, sendo esse o0 modelo que mais se
aproxima da DHA grave observada em humano.!*® Entretanto € um modelo
tecnicamente complicado e trabalhoso,4"1% pois, além de utilizar a dieta Lieber-
DeCarli, € necessario o emprego de uma bomba de infusdo para cada animal (Figura

5), encarecendo ainda mais o modelo. Além do que, a taxa de mortalidade € alta, em
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decorréncia do procedimento invasivo, intercorréncias cirdrgicas e a necessidade de

acompanhamento constante dos animais por pessoas especializadas.®’

Figura 5: Modelo de Tsukamoto-French. A) Implantacdo cirdrgica do cateter no
estbmago do animal, sutura e saida do cateter no dorso do pescoc¢o do animal. B) Sistema
de alimentacdo com bomba de infusédo. Fonte: Adaptado de Ueno, et al. (2012).14’

Os modelos com golpe adicional combinam a administracdo de alcool com
outros fatores a fim de facilitar a progresséo para DHA avangada como por exemplo:
uma intervencao dietética (dieta rica em gordura ou com LPS, dieta deficiente em
colina e metionina), consumo cronico e agudo concomitante, ou a utilizacdo de
roedores nocaute. Além destes exemplos, foi desenvolvido outro modelo no Instituto
Nacional de Abuso de Alcool e Alcoolismo do National Institutes of Health em 2013,
que simula o padrdo de consumo cronico de alcool e ainda momentos de consumo
compulsivo. Alguns estudos realizados com esse objetivo ofereceram a dieta liquida
Lieber-DeCarli com etanol de forma crénica e a binge alcodlica na dose de 5g/kg
simulando o consumo agudo. Este modelo induz ao aumento dos niveis de ALT e AST
séricos, TGs hepaticos, lipogénese hepaticaltt168.169.170.171 o estresse oxidativo
hepatico, além de promover uma lesdo hepatica robusta mediada por neutrofilos,
sendo esta Ultima uma caracteristica clinica da HA.54148171 A alimentagdo cronica
associada a alimentacdo aguda com etanol pode atingir niveis de alcool no sangue
marcadamente mais altos em comparacdo com eles isolados.”® A incorporacéo do

37



modo de consumo crénico com agudo em modelos animais pode recapitular certos
componentes da doenca humana e pode ajudar a delinear mecanismo que contribuem
para o desenvolvimento de DHA progressiva.t’*

Embora existam varios modelos experimentais de DHA, ha diferencas da
doenca entre humanos e roedores nas formas leve e precoce da doenca. Na DHA
humana, as analises de funcao hepatica sérica e a histologia do figado revelam altas
concentracfes das enzimas ALT e AST, esteatose, infiltracdo de neutrdfilos e a
degeneracdes hialinas celulares (corplisculo de Mallory-Denk) no figado.'*® Os
modelos de DHA em roedores ainda nao refletem a patologia humana observada em
cada estagio da doenca, sendo um impeditivo para o estudo mais aprofundado da

DHA.
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3. JUSTIFICATIVA

A DHA é uma das principais causas de doenca hepatica aguda e crénica em
todo o mundo, no entanto, ainda é dada pouca atencéo para essa doenca.

Sendo a DHA uma doenca grave, faltam marcadores adequados de
progndstico e especialmente medidas terapéuticas eficientes. A microbiota intestinal
e as funcdes da barreira intestinal tém demonstrado desempenhar um papel
fundamental no desenvolvimento e progressdo das doencas no figado, incluindo a
DHA. Na presenca de disbiose intestinal e da ruptura da barreira intestinal acontece o
aumento da translocacdo de bactérias e subprodutos bacterianos, estimulando as
células hepaticas a desencadear uma resposta inflamatoria. Assim, intervir na
microbiota intestinal pode ser uma forma de tratar a DHA. Ha espaco para estudos
gue avaliem potenciais alvos terapéuticos na doenca, o que inclui modelos animais.
Entretanto, estudos experimentais em DHA ainda séo limitados e dificeis de serem
reproduzidos.

Desta forma, justifica este estudo o desenvolvimento de um modelo
experimental de DHA que seja reprodutivel, de custo razoavel, e simule as alteracbes
bioquimicas e inflamatorias que ocorrem na doenga em humanos, incluindo alteracées
na microbiota intestinal, para que possam ser avaliadas alternativas terapéuticas

futuras.
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4. QUESTOES DE PESQUISA

1- A administracao crbnica de etanol em ratos Wistar, seguida de sobrecarga
alcoodlica, pode levar a anormalidades bioquimicas, inflamatdrias e histoldgicas
semelhantes aquelas que ocorrem na doenca hepéatica alcodlica em humanos?

2- O modelo experimental é capaz de induzir disbiose intestinal?
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5. HIPOTESES

1- A administracéo crbnica de etanol em ratos Wistar, seguida de sobrecarga
alcoolica pode levar a alteracGes bioquimicas, inflamatdrias e histologicas como as
observadas na doenca hepatica alcodlica humana.

2- O modelo experimental € capaz de induzir disbiose, com alteracdo na

composicao e diminuicdo da diversidade bacteriana intestinal.
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6. OBJETIVOS
6.1 Objetivo Geral
Estabelecer modelo experimental de DHA que seja de baixo custo e facilmente

reprodutivel.

6.2 Objetivos Especificos

1- Desenvolver modelo experimental de DHA em ratos Wistar através do
consumo cronico de alcool e dieta rica em gordura proveniente da semente de
girassol, por quatro e oito semanas, seguido por sobrecarga alcodlica aguda horas
antes da eutanasia, comparando seus resultados a animais controle;

2- Comparar os niveis séricos de glicose, perfil lipidico e parametros de leséo
hepatica (aminotransferases, fosfatase alcalina e albumina) obtidos nos animais
expostos a dieta por quatro ou oito semanas e controles;

3- Comparar a expressao génica de citocinas inflamatérias (IL-18, IL-6 e IL-10)
no tecido hepatico nos animais expostos a dieta por quatro ou oito semanas e
controles;

4- Quantificar o depésito de lipideos, triglicerideos e colesterol no tecido
hepatico e comparar nos animais expostos a dieta por quatro ou oito semanas e
controles;

5- Avaliar a presenca de esteatose, inflamacéao e fibrose hepaticas e comparar
os resultados obtidos nos animais expostos a dieta por quatro ou oito semanas e
controles;

6- Avaliar e comparar composicao e diversidade bacteriana fecal nos animais
expostos a dieta por quatro ou oito semanas e controles;

7- Correlacionar a comunidade microbiana com os marcadores de DHA.
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ABSTRACT

Background/Aim: Alcoholic liver disease (ALD) is an important cause of death. Experimental
ALD models are expensive and difficult to reproduce. Developing a low-cost, reproducible model of
ALD and comparing liver damage with gut microbiota (GM) is necessary. Materials and Methods:
Adult male Wistar rats were randomized (n=24): control (CONT- standard diet and water +0.05%
saccharin), ALC4 and ALC8 (sunflower seed, 10% ethanol +0.05% saccharin for 4 and 8 weeks,
respectively) plus alcohol binge (5g/kg). Clinical, nutritional, biochemical, inflammatory, histological
and GM data were analyzed. Results: ALC4/8 animals consumed more alcohol and lipids (p<0.01) and
less total energy, liquids, solids, carbohydrates, and proteins (p<0.01), and gained less weight (p <0.01)
than CONT. ALC8 group had lower Lee index than CONT and ALC4 (p<0.01). Aminotransferases
increased and albumin diminished in ALC4/8 compared to CONT (p<0.03 for all). Glucose and AST/ALT
ratios were higher in ALC8 than CONT (p<0.03). Cholesterol was higher in ALC4 and lower in ALC8
compared to CONT (p<0.03). Albumin and HDL-cholesterol were lower in ALC8 (p<0.03). Hepatic
concentration of triglycerides was higher in ALC8 than in ALC4 and CONT (p<0.05). ALC4/8 presented
microvesicular grade 2 and 3 steatosis, respectively, and macrovesicular grade 1. ALC4 /8 had lower
fecal bacterial a-diversity and relative abundance of Firmicutes (p<0.005) and greater Bacterioidetes
(p<0.0007) and Protobacteria (p<0.001) than CONT. GM correlated with serum and liver lipids,
steatosis, albumin, and aminotransferases (p<0.01 for all). Conclusion: The model induced nutritional,
biochemical, histological and GM alterations, and appears to be useful for studying new therapeutic
targets.

Keywords: Alcoholic liver disease, Experimental model, intestinal microbiota.
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INTRODUCTION

Alcoholic liver disease (ALD) is one of the main causes of preventable chronic liver disease
worldwide and can lead from asymptomatic liver steatosis to the development of fibrosis, cirrhosis,
alcoholic hepatitis, and hepatocellular carcinoma. More than 3.3 million deaths or 6% of all global
deaths are attributable to alcohol (1).

The definition of alcohol abuse is the consumption of more than three doses per day for men
and two doses per day for women, or even compulsive consumption greater than five doses for men
and four doses for women in a two-hours period, as defined by the National Institute of Alcoholism
and Alcohol Abuse, NIAAA (2, 3, 4). ALD can occur with abusive consumption over a period greater
than 5 or 10 years. About 90% of chronic drinkers have hepatic steatosis and 10 to 20% develop severe
forms, such as alcoholic hepatitis or cirrhosis (5). The risk of progression from asymptomatic hepatic
steatosis to more advanced stages of the disease is modulated by the extent and duration of alcohol
misuse, and by hereditary factors, obesity, smoking and sex (5). However, new studies have begun to
demonstrate the role of potentially modifiable factors in this progression, particularly the intestinal
microbiota (6, 7). Thus, the study of the intestinal microbial environment in ALD and its progression is
relevant.

Although major evidence of the pathological process of ALD has been obtained, treatment
options are still very limited in part due to the lack of in vivo models capable of replicating the disease
phenotypes seen in humans. Experimental models in rodents have been widely used and are of
paramount importance for understanding the pathophysiology of ALD, but since rodents have an
aversion to alcohol, the replication of the disease observed in humans is limited (8). In addition, some
experimental models described in the literature for the study of this disease are expensive and difficult
to reproduce, given the need for using a specific diet (9), infusion pumps and performing invasive
procedures on each animal (10). Indeed, the challenge of this study was to establish an experimental
model with good reproducibility and viability to allow the study of ALD. Thus, the objectives of the
study were: 1) to develop an experimental model of ALD, through a high-fat diet, the chronic use of
ethanol and intragastric alcohol binge; and 2) to evaluate the role of the intestinal microbiota in

inflammation and disease progression in this model.
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MATERIALS AND METHODS
Animals

Twenty-four adult male Wistar rats weighing between 260-340g were used. The animals were
randomized by weight and kept in polypropylene cages with a sawdust-covered floor, each box with
two animals, controlled temperature (22 = 2°C), humidity 40-60%, exhaust system and light/dark cycle
(lights on at 7:00 a.m.). All experimental procedures were approved by the Ethics Committee on the
Use of Animals at the Hospital de Clinicas de Porto Alegre (protocol n2 2018-0257) and were conducted
in accordance with international guidelines for the care and use of laboratory animals. Measures were

taken to minimize the pain and discomfort of the animals, when necessary.

Study Design, Dietary Interventions and physical parameters

After acclimatization, the rats were divided into three experimental groups (n2 8): control
group (CONT), alcohol group 4 (ALC4); and alcohol group 8 (ALC8). In groups ALC4 and ALC8 the
experimentation period was four and eight weeks, respectively.

For the development of this experimental model, groups ALC4 and ALC8 receive daily ad
libitum a diet rich in fat from sunflower seeds without sterile husks and alcohol in a 10% ethanol
solution (Merck PA, Germany) plus 0.05% sodium saccharin, the latter aiming to increase the
palatability of the alcoholic solution; in addition, on the last day of the experiment, nine hours before
euthanasia, the animals were given an alcoholic binge by gavage at a dose of 5g of ethanol per kilogram
of the animal's weight.

During the experimental period, the CONT group received ad libitum standard ration and water
with 0.05% sodium saccharin for four weeks. On the last day of the experiment, nine hours before
euthanasia, the animals received the gavage with water.

The animals in the ALC4 and ALC8 groups received a high-fat diet of sunflower seed, which has
25 J per gram, comprising 47.3% lipids, 19.9% carbohydrates, 24.0% protein and 8.8% fibers. The CONT
group animals received the standard diet (Nuvilab CR-1, Quimtia S.A., Brazil) with 14 J per gram. This
diet consisted of 4.5% lipids, 55.0% carbohydrates, 22.0% protein and 18.5% fibers and vitamins
(information provided by the manufacturer). During the experimental period, food intake control was
carried out every two days, weight was assessed weekly, and the naso-anal length measured at the
beginning and end of the animals' experiment for determination of the delta Lee index. This index is
calculated as the ratio between the cube root of body weight and the naso-anal length of animals

multiplied by 10 (g/cm) (11).
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Prior to euthanasia, the rats were fasted for eight hours and were anesthetized with 5%
isoflurane (Instituto BioChimico, Brazil). Euthanasia was due to cardiac exsanguination. Serum
samples, feces present in the intestine and liver fragments were collected aseptically, frozen in liquid
nitrogen, and stored in at -80 °C until the proposed evaluations were carried out. Part of the liver tissue

was fixed in 10% formalin for histological analysis.

Analysis of Biochemical Parameters

The serum levels of triglycerides (TG), total cholesterol (TC), high density lipoprotein (HDLc),
glucose, alanine aminotransferase (ALT), aspartate aminotransferase (AST), alkaline phosphatase and

albumin were determined using the ROCHE Cobas €702 equipment.

Quantitative Analysis of Hepatic Lipid Deposits

To analyze the hepatic lipid content, the previously frozen liver tissue samples were thawed
on ice and homogenized in phosphate buffer (20 mg of tissue/mL). The accumulation of total lipids
was evaluated by the Nile red method (12), and hepatic triglycerides and total cholesterol were dosed
enzymatically by colorimetry (Labtest Diagndstica S.A, Brazil). All analyses were done in duplicate.

The total lipid concentration was determined using the modified protocol of Gdmez-Lechén et
al (12) In brief, liver tissue fragments, previously homogenized in phosphate buffer, were incubated
with 1 pl of Nile red solution (1 mg/mL in acetone) at 37°C for 15 minutes. Fluorescence was measured
at 488 nm excitation and 550 nm emission (SpectraMax M3). All analyses were done in duplicate. The
obtained values were normalized to total protein present in the homogenate (13). The results were

expressed as fluorescence/ug protein.

Evaluation of the Gene Expression of Hepatic Inflammation

Total RNA was extracted from fragments of liver tissue, using the RNeasy mini kit (Qiagen,
USA). The conversion of cDNA from 2 pg of RNA was performed using the high-capacity cDNA Reverse
Transcription kit (Applied Biosystems, USA). The qRT-PCR with the TagMan assay (Applied Biosystems,
USA) was used to evaluate the gene expression of //1b, 1l6 and //10. The Actb gene was used as a
normalizer. The probes used are described in Supplementary Table-1. The values were calculated using
the formula 2722%, The data obtained were used to calculate the balance between pro-inflammatory

and anti-inflammatory cytokines, an inflammatory index.
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Histological Analysis

Samples of liver tissue fixed in formalin were included in paraffin and stained with hematoxylin
& eosin (H&E) which shows damage to liver tissue and picrosirius to identify fibrosis. Histopathological
lesions from different stages of steatosis were classified using a score adapted to ALD seen in Kleiner
et al. (14). The evaluation was performed based on the degrees of severity of steatosis: 0 (occurrence
in up to 5% of the tissue), 1 (occurrence in 6-33% of the tissue), 2 (occurrence in 34-66% of the tissue)
and 3 (between 67 and 100% of the tissue). The analysis was performed by an experienced pathologist

who was blind to the experimental groups.

DNA extraction and sequencing of 16S rRNA

The bacterial DNA was isolated from the fecal samples using the QlAamp fast DNA stool mini
kit (Qiagen, USA), following the manufacturer's instructions. The hypervariable V4 region from the
rRNA gene was amplified by PCR using the following primer pair: 515F (5'-GTGCCAGCMGCCGCGGTAA-
3') and 806R (5'-GGACTACHVGGGTWTCTAAT-3'). To pool different samples in the same reaction, we
used the primer-fusion method, and each sample had a distinct barcode attached to the corresponding
PCR product. The purified products were subjected to emulsion PCR using lon PGM™ Hi-Q™ view OT2
kit (Thermo Fisher Scientific, USA). Afterwards, the resulting enriched beads were sequenced in an NGS
machine (lon Torrent PGM, Life Technologies) using an lon PGM™ Hi-Q™ view sequencing kit (Thermo

Fisher Scientific, USA).

Bioinformatics analyses

16S rRNA readings processing for downstream analyses

The date sequence exported from the lon PGM™ System was processed using a custom
pipeline in Mothur v.1.41.1 (15). Initially, sequences were depleted of barcodes and primers (where
no mismatch was allowed) and then a quality filter was applied to eliminate low quality readings.
Quality control was conducted by trimming the low-quality readings, those with incorrect length, those
containing an ambiguous base, or containing homopolymers longer than 8 bp. All potentially chimeric
sequences were identified and removed using VSEARCH (16).

After these initial quality filtering and trimming steps, the remaining sequences were clustered
into operational taxonomic units (OTUs) based on a 99% identity level and were classified against the
SILVA v132 reference database at 97% similarity (17). Sequences that could not be classified (i.e.,
“unknown” sequences), as well as sequences identified as eukaryotes, mitochondria, and chloroplasts

were removed prior to further analysis. To reduce spurious OTUs caused by PCR or sequencing errors,
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an additional filtering step was performed by removing OTUs with less than 10 readings. The resulting
OTU table was normalized using the cumulative sum scaling (CSS) method. For alpha diversity analysis,
the OTU table was rarefied to the smallest library size. Subsequent analyses of the sequence dataset

were performed in Rv. 3.6.1 (using vegan, phyloseq, ggplot2, and MicrobiomeAnalystR packages).

Microbial community and statistical analysis

Alpha-diversity was assessed using Shannon and Chao 1 indexes. For overall comparison of
significant differences among bacterial communities (i.e., beta diversity), principal coordinates analysis
(PCoA) was performed. A matrix using Bray—Curtis dissimilarity metrics was calculated for each pair of
samples. The distances were turned into points in space with the number of dimensions one less than
the number of samples. To achieve statistical confidence for the sample grouping observed by PCoA,
the ANOSIM multivariate test was performed on the distance matrix. To compare the distribution of
microbial taxa among samples, a clustering method was performed, and the results were visualized
using a cladogram. To identify differentially abundant phyla, the linear discriminant effect size (LEfSe)
method was performed (18). The algorithm performs a nonparametric factorial Kruskal-Wallis sum
rank test and linear discriminant analysis (LDA) to determine statistically significant different features
among taxa and estimates the effect size of the difference. Differences were considered significant for
a logarithmic LDA score threshold of +3.0 and a p < 0.05 after adjusting for multiple hypotheses testing
with the Benjamini—Hochberg method. Spearman correlation analysis was used to correlate microbial
taxa and molecular parameters. A correlation was considered significant when p < 0.05 after adjusting

for multiple hypotheses testing with the Benjamini-Hochberg method.

Statistical Analysis

The data were analyzed for homogeneity of variance and normal distribution. One-way ANOVA
was used, followed by post hoc tests by Tukey and Games Howell. The results were expressed as mean
+ standard error of the mean. The level of significance was set at 95% (p <0.05). All analyses were
performed using the Software Statistical Package for the Social Sciences (SPSS 18.0) and the graphs

were prepared using Graphpad Prism version 5.0.
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RESULTS
Consumption and Weight Gain

There was a difference in the average daily intake of solid foods, liquids, the ratio of
macronutrients (carbohydrates, lipids, and proteins), total energy consumed and significantly
increased final weight of the animals (p < 0.05) between the three groups at the end of the experiment.
(Table 1). The amount of lipids ingested by the ALC4 and ALC8 groups was significantly higher than in
the CONT group (p < 0.01). Among the ALC4 and ALCS8 groups, the latter had an energy consumption,
solid and liquid foods, all macronutrients, ethanol, and significantly higher weight gain than the ALC4
group (p < 0.01). The CONT group consumed a significantly higher caloric value, solid and liquid foods,
carbohydrates, and proteins, and obtained a significantly higher weight gain than the ALC4 and ALC8
groups (p < 0.01). However, the Lee index of the ALC8 group was significantly lower compared to the
CONT and ALC4 groups (p < 0.01).

There was no mortality during the period of four and eight weeks, respectively, in the ALC4
and ALC8 groups, in which the high-fat diet and the alcoholic solution were offered. However, after
the alcoholic binge by gavage (5g of ethanol per kg of weight) one animal in the ALC4 group and four

animals in the ALC8 group, died.

Biochemical Analysis

The results for these parameters are shown in Table 2. The model applied to the ALC4 and
ALC8 groups caused a significant increase in the AST level by 118% and 300% respectively compared
to the CONT group (p < 0.03) and an increase of 84% comparing the ALC8 group with the ALC4 group
(p <0.001); the increase in the ALT level of the ALC4 and ALC8 groups was 70% and 75%, respectively,
compared to the CONT group (p < 0.03), but there was no significant difference between them; The
AST to ALT ratio was significantly higher in the ALC8 group compared to the CONT (p < 0.03) and ALC4
(p < 0.001) groups and higher in the ALC4 group compared to the CONT group (p < 0.03). The level of
alkaline phosphatase was significantly higher in the ALC4 group compared to the CONT group (p <
0.03).

In addition, the albumin concentration in the ALC4 and ALC8 groups decreased significantly
compared to the CONT group (p < 0.03); no significant difference was shown between them. TC levels
were significantly higher in the ALC4 group compared to the CONT (p < 0.03) and ALCS8 (p < 0.001)
groups and lower in the ALC8 group compared to the CONT group (p < 0.03). HDLc was significantly
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lower in the ALC8 group than in the CONT (p < 0.03) and ALC4 (p < 0.001) groups. Glucose was
significantly higher in the ALC8 group compared to the CONT group (p < 0.03). There was no significant

difference in the level of TG between the groups.

Quantitative Analysis of Hepatic Lipid Deposit

There was a significant 2.5-fold increase in liver TG concentration in the ALT4 group compared
to the CONT group (p < 0.001) and a significant 4-fold increase in the ALC8 group compared to the
CONT group (p < 0.001). The ALC8 group showed a significant 1.7-fold increase in hepatic TG
concentration compared to the ALC4 group (p < 0.001) (Fig. 1 panel A).

The ALC4 group showed a significant 2.0-fold increase in the concentration of liver TC in
relation to the CONT group (p < 0.001). The ALT8 group had a significant 3.5-fold increase compared
to the CONT group (p < 0.001) and 1.6x when compared to ALC4 (p < 0.003) (Fig. 1 panel B).

There was a significant increase in the concentration of total lipids in the liver tissue in the
ALC4 and ALC8 groups, respectively 4.3-fold (p < 0.004) and 9.0-fold (p < 0.007) compared to the CONT
group. The ALC8 group showed a 2-fold increase in total lipid accumulation compared to the ALC4

group (p < 0.015) (Fig. 1 panel C).

Evaluation of the Gene Expression of Hepatic Inflammation

Regarding the gene expression of hepatic inflammatory markers, there was no significant
difference between the experimental groups for the gene expression of //1b, 116, 1110 (Fig. 2 panel A-C).

There was also no difference in the inflammatory indices 1/11b/1/110 and 116/1/10.

Histopathological Analysis

There were no abnormalities in the liver tissue of animals in the CONT group (Fig. 3 panel A),
while animals in the ALC4 and ALC8 groups showed micro and macrovesicular steatosis. The animals
in the ALC4 group presented grade two for microvesicular steatosis (34-66% of occurrence) and grade
one for macrovesicular steatosis (6-33% of occurrence) (Fig. 3 panel B). The animals in the ALC8 group
had grade three (67-100% of occurrence) for microvesicular steatosis and grade one for macrovesicular
steatosis (6-33% of occurrence) (Fig. 3 panel C). No deposition of collagen fibers in the hepatic tissue

was observed in any experimental group through picrosirius staining (Fig. 3 panel D).
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Gut Microbiota Diversity and Composition

In general, major differences in alpha and beta diversity were observed in ALC4 and ALCS,
when compared to CONT. Shannon and Chaol indexes indicated that the samples had different
degrees of diversity, with the lowest diversity for ALC4 (Fig. 4 panel A and panel B). Similarly, the
structural pattern of gut microbiota in both interventions (i.e. ALC4 and ALC8) was clearly distinct from
CON (ANOSIM, p < 0.001), as observed by PCoA analysis and hierarchical clustering dendrogram (Fig.
4 panel C and panel D).

Taxonomy-based analysis of bacterial communities identified 2032 bacterial taxa (OTUs),
which belong to 121 genera, 45 families, and 12 phyla. Bacteroidetes (49%) and Firmicutes (45%) were
the most prevalent phyla in all samples (Fig. 5). Protobacteria presented 3% of abundance while the
other 9 phyla altogether represented less than 3% of the readings (Fig. 5). These three main phyla were
also differentially abundant among groups, where Bacteroidetes and Protobacteria were predominant
in ALC4 / ALC8 (Fig. 6 panel A and panel C), while Firmicutes was less abundant in ALC4 / ALC8 (Fig. 6
panel B) when compared to CONT, respectively. LDAscore=4.21, p<0.01 (Bacterioidetes);
LDAscore=3.81, p<0.01 (Firmicutes); LDAscore=3.06, p<0.01 (Protobacteria).

The correlations between microbial community and ALD markers are presented in Table 3.
Hepatic steatosis associated with ALD, measured by histological analysis, presented the highest
correlation with the microbiota, i.e., r=0.74 for both microvesicular and macrovesicular steatosis. The
hepatic levels of TG, TC and liver total lipid accumulation also presented significant correlation with
the microbiota. In addition, a significant correlation was observed for serum enzymes alkaline

phosphatase, ALT, albumin, and AST. No correlation was observed for inflammatory markers.

DISCUSSION

Attention to chronic and acute alcohol consumption has gradually increased worldwide in
recent years. There is an economic and health concern caused by the development of ALD, a disease
for whose prevention and treatment drugs have not yet been approved. However clinical research on
ALD is still limited including diagnostic and prognostic tools as well as therapeutics. The experimental
model here described succeeded in demonstrating initial liver injury with significant changes in in body
composition, suggesting worsening of nutritional status, biochemical abnormalities, and liver fat
deposition. Another interesting finding was the intestinal dysbiosis in the intervention groups in
comparison to the controls. Moreover, there was a correlation between liver steatosis and microbiota.
The experimental model here developed was originated based on studies using a high-fat, alcoholic
diet (19) and an alcoholic binge simulating the chronic and compulsion effect (20). In addition to

alcohol, a high-fat diet is necessary for the characteristics of ALD to be expressed in rodents. We
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obtained, besides other studies (20; 21), limited results regarding the reproduction of a model to
characterize the shape of advanced human ALD in all its aspects, which includes severe steatosis,
hepatocellular damage, and hepatic infiltration (8).

Nutrient deficiencies prevail in liver dysfunction, especially when the etiology is concerned
with alcohol and its chronic consumption. For the animal model with rats, chronic consumption is
considered when it is exposed to a period greater than or equal to four weeks, while alcoholic binge
can be in a single or multiple dose (22). In humans, the amount of alcohol intake is related to
inappropriate eating habits (23, 24, 25, 26), referred to as an imbalance between consumption
macronutrients and micronutrients causing weight loss and malnutrition in the most advanced disease
(24). In this experimental work, the lower weight gain and Lee's index, as well as the consumption
profile of macronutrients that occurred in the groups that received the high-fat diet, alcohol and
alcoholic binge represent the signs and the reality of consumption of a large part of the studied
population.

In this work, a longer time of chronic exposure to the model led to a significant increase in
fasting glucose of the animals. This finding can be observed in studies carried out with humans with
excessive alcohol consumption. A systematic review, using 20 cohort studies, showed a U-shaped
relationship to the relative risk of developing diabetes mellitus type 2 associated with alcohol in men
and women (27).

Experiments with rodents, due to their alcohol avoidance and resistance are difficult to
establish. So, other models have been studied, including zebrafish. Our group recently published some
articles that evaluated the effect of probiotics on alcohol-exposed zebrafish (28, 29, 30). The probiotic
Lactobacillus rhamnosus GG showed a hepatoprotective effect through the modulation of intestinal
permeability and inflammasomes in this model (29). Chronic exposure to ethanol also altered the
expression of miR-155, miR-122 and miR-217 genes in zebrafish (30). These microRNAs are abundant
in the liver and regulate several cellular processes associated with liver injury and are involved in lipid
export and synthesis, cholesterol homeostasis and regulation of inflammation and immune response
in liver tissue (30) However, they are also labor-intensive models that require attention.

ALD rodent models need at least one factor other than alcohol to trigger the clinical signs seen
in the progression of ALD in humans as a significant change in biochemical parameters, hepatic
steatosis, inflammation and fibrosis. Experimental models with rodents that use more than one
disease-inducing agent are called “second hits” and when they use more than two, they are called
“multiple hits”, such as nutritional modifications, pharmacological agents, hormones, cytochrome P-
450 inducers, toll-like receptor ligands, genetic manipulation, and viral infections (31, 32). Our

experimental model can be considered a “second hit” model, because in addition to using chronic and
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acute alcohol, a high-fat diet was used. The Gao-Binge model, which similarly to ours, uses the alcoholic
binge and the chronic supply of alcohol and fat, obtained a significant increase in transaminases and
presented a moderate increase in inflammation, sunflower seed was chosen as a source of lipids in this
model, in addition to alcohol, because it has practically the same concentration of proteins (33) as the
standard feed, since it is palatable to rodents, and contains a considerable amount of
monounsaturated fats and reduced carbohydrate concentration as found in the Liber-DeCarli diet used
in ALD models (20). In this study, alcohol drinking and a high-fat diet from sunflower seed was not
shown to be pro-inflammatory. This effect may not have been observed due to some nutritional
characteristics of sunflower seed, such as the presence of phenolic compounds, flavonoids,
polyunsaturated fatty acids and/or vitamins (34, 35) or has not yet been observed due to the rodents'
own resistance to alcohol.

Comparing our experimental model to the Gao-Binge and Tsukamoto model is considerably
less costly. The Tsukamoto model reproduces the signs observed in the progression of ALD such as
elevated transaminases, inflammation of the liver and liver fibrosis (36). However, although it looks
better, it is very difficult to reproduce it, since surgical procedures are necessary for the introduction
of an intragastric tube in the animals so that they are constantly fed, the use of infusion pumps for
each animal and the administration of a liquid diet, which is not viable for most animals. experimental
research centers replicate this model.

Alcohol intake can lead to changes in the composition of the intestinal microbiota, even before
the development of liver disease (37). Alcohol reaches the microbiome due to its direct contact with
components of the microbiota during consumption. In addition, it can damage the intestinal barrier
and alter serum microbial levels in animal and human models. This lesion increases intestinal
permeability and contributes to the pathogenesis of ALD (38). In this study, we demonstrated a clear
distinction of bacterial communities between experimental groups. In addition, the groups with
intervention showed a significant decrease in the observed OTUs. Among the twelve phyla of bacteria
detected in our study Firmicutes and Bacteroidetes were the most abundant. In the distribution
analysis we demonstrated that the most abundant phyla in the intervention group were less prevalent
(or absent) in the animals in the control group. In the analysis of differential phylum abundance, we
identified that Bacteroidetes and Proteobacteria are more associated with the intervention groups,
while Firmicutes and Tenericutes are with the control group. The composition of the total microbial
community of the intervention groups showed a significant correlation with some parameters such as
macro and microvesicular steatosis, accumulation of total lipids, triglycerides and total cholesterol in
the liver tissue, serum levels of ALT, AST, AP, and albumin. The increase in the translocation of bacteria

and bacterial products to the liver has been discussed and related to hepatic steatosis (39).
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Approximately 70% of the blood that supplies the liver comes from the intestine through the portal
vein. Consequently, the liver, like the intestine, is continuously exposed to products derived from the
intestine (37). In addition, in vitro studies demonstrate that alcohol has direct and selective effects on
the intestinal bacterial growth of some species and that it can produce endogenous ethanol, further
affecting intestinal permeability. With the rupture of the intestinal epithelial barrier, there is an
increase in intestinal permeability, which is increasingly recognized as an important factor in ALD.

Recent studies have also shown that alcohol consumption is associated with the imbalance of
pathogenic and commensal organisms in the intestinal microbiome, contributing to the abnormal
intestinal-liver axis in ALD (40). In the literature, some phyla are out of balance and are related to the
progression of ALD. In the Tsukamoto model, long-term alcohol consumption produced quantitative
and qualitative changes in the intestinal microbiome, i.e., a decrease in the relative abundance of the
phylum Firmicutes and an increase in the phyla Bacteroidetes and Verrucomicrobia (41). In a recent
metagenomic analysis, the chronic changes induced by alcohol in the intestinal microbiome reflected
the lower abundance of the phyla Bacteriodetes and Firmicutes, with a proportional increase in the
abundance of the phylum Proteobacteria and Actinobacteria (41). In addition, other studies report an
increase in Proteobacteria (23, 42, 43) and Bacteroidetes in addition to a reduction in Firmicutes
associated with alcohol consumption (44, 45). Similarly, human ALD is associated with intestinal
dysbiosis. Both qualitative and quantitative changes in the intestinal microbiome have been
demonstrated in several human studies. However, there is no consensus in the literature, including
alcoholic liver disease in humans. A recent review shows conflicting results, an "alcoholic microbiome"
has not been established, probably due to the high heterogeneity of patients, active consumption or
alcohol withdrawal time, the stage of liver disease, the different eating patterns, the medications used,
the type of biological material and the different techniques used to analyze the bacterial composition
(37). In this model, important findings were found in the correlation between the intestinal microbiota
and parameters linked to liver injury, corroborating the literature that relates liver injury to intestinal
dysbiosis. The relationship is probably due to the liver-intestinal axis, the increase in intestinal
permeability and translocation of bacteria and bacterial products through the portal vein (38).

In conclusion, both groups (ALC4 and ALC8) proposed in this study seem to induce ALD in the
early stages. The group with the longest exposure to the diet had greater damage, but with high
mortality. They showed significant signs such as the presence of micro and macrovesicular steatosis,
biochemical changes related to liver function and substantial changes in the quality and quantity of
the intestinal microbiota (a condition referred to as dysbiosis) and may be useful in the development
of new studies to elucidate not only the pathophysiology of the disease, but also to identify some new

therapeutic targets.
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Table 1. WEIGHT GAIN AND AVERAGE CONSUMPTION PER DAY

Groups CONT (n=8) ALC4 (n=8) ALCS (n=8)
Weight gain (g) 103.26 +5.97 3721 +411* 6577 £3.07**
Lee Index 33004 322001 2099+004*#
Total energy consumption (J) 45282+ 11.26 277 +1043* IF3TI+646**
Liquid consumption (ml) 453+ 148 2068+1.04" 26.88+024*%
Ethanol (g) 0+0 1.63+008" 212+002*#
Food intake (g) 31.93+0.79 91+051* 1237024 *#
Carbohydrate consumption (g) 1724 £ 042 1.81+010* 246004 **
Lipid consumption (g) 1.28+0.03 43x024* 585+0.11**
Protein consumption (g) 702017 218+012* 297+006**

Values are expressed as means + S E.M (n=8). Statistical comparison was performed using one-way ANOVA followed by Tukey's or Games-Howell test. *p <
0.01 when compared with CONT and #p < 0.01 when compared with ALC4. The amount of food and drink represents consumption per day per rat. Legend:
ALC4 group: sunflower seed and 10% ethanol (for 4 weeks), ALC8 group: sunflower seed and 10% ethanal (for 8 weeks); CONT group: standard feed and

water (for 4 weeks).

Table 2. BIOCHEMICAL PARAMETERS OF ANIMALS

Variable (Serum) CONT (n=8) ALCA (n=7) ALCE (n=4)
Glucose (mg/dL) 2533151 3216+ 40.6 38151423 *
Triglyceride (ma/dL) 1200 £ 19 111.0 + 23 69.0+9
Total Cholesterol (mg/dL) 548125 667+24% 395146%#
HDL Cholesterol (mg/dL) 475:22 497+2 3252227+
AST (UIL) 814253 1774 +18.3* 32654251 **
ALT (UL) 494:24 847+65* 86594
AST/ALT 16+0.10 214006 39+050%*
Alkaline Phosphatase (U/L) 1051 +2 1473+95* 123522
Albumin (g/dL) 42401 382017 37400

Values are expressed as means + SEM. (n=4 - 8). Statistical comparison was performed using one-way ANOVA followed by Tukey's test. *p < 0.03 when
compared with CONT and ®p < 0.001 when compared with ALC4. Abbreviations: ALC4 group: sunflower seed and 10% ethanol (for 4 weeks); ALC8 group:
sunflower seed and 10% ethanol (for 8 weeks); ALT: alanine aminotransferase; AST: aspartate aminotransferase; CONT group: standard feed and water (for 4

weeks):; HDL: high density lipoproteins.

Table 3. CORRELATIONS BETWEEN MICROBIAL COMMUNITY AND ALD MARKERS

Molecular Parameter r p
Microvesicular steatosis 0.74 0.01
Macrovesicular steatosis 0.74 0.01
Hepatic triglycerides 047 0.01
Alkaline phosphatase 0.44 0.01
ALT 042 001
Albumin 0.37 0.01
Hepatic total lipid accumulation 0.33 0.01
AST 0.33 0.01
Hepatic cholesterol 0.30 0.01
e 0.16 0.06
TC 0.14 0.03
AST/IALT 0.04 0.51
b 0.02 073
no 001 08
Glucose 0.01 0.96
Lee Index 0.002 0.96
Triglycerides 0.001 1
HDLc -0.02 073

The Mantel test was performed using the Pearson correlation method and the microbial community structures were calculated based on the Bray-Curtis distance.

Abbreviations: ALT: alanine aminotransferase; AST: aspartate aminotransferase; II: interleukin; HDLc: high density lipoprotein-cholesterol.
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Supplementary Table-1

Probe Identification

Supplementary Table-1 describes the identification of TagMan probes that were used to evaluate the gene expression of inflammatory

markers in the liver.

Supplementary Table 1: PROBE IDENTIFICATION

Assay Name Assay ID

111b Rn00580432_m1
16 Rn01410330_m1*
1110 Rn00563409 m1*
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8. CONCLUSAO

O modelo desenvolvido foi capaz de induzir anormalidades descritas na DHA
em humanos como parametros bioquimicos, histologicos hepaticos e disbiose
intestinal. No entanto, ndo desenvolveu inflamacdo que é um ponto chave para a
progressdo da doenca. O objetivo de desenvolver um modelo com custo inferior e
metodologicamente mais simples, em comparacdo a outros modelos existentes, foi
alcancado uma vez que a dieta empregada é mais barata que a dieta Liber-DeCarli e
gue o modelo ndo demanda a realizagcéo de procedimentos cirdrgicos ou utilizacdo de

equipamentos especiais.
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9. CONSIDERACOES FINAIS E PERSPECTIVAS FUTURAS

O modelo experimental desenvolvido neste trabalho € uma opcéo viavel para
estudar os mecanismos e a fisiopatologia da DHA inicial. O modelo utiliza uma
metodologia simples e custo relativamente baixo, facilitando a reproducéo por outros
centros de pesquisa. Comparando somente a alimentacéo crénica de alcool, a dieta
Lieber-DeCarli tem um custo médio diario por rato Wistar de R$ 4,50 (Bio-Serv®),
enquanto o custo diario por animal neste estudo foi de R$ 0,36.

A concentracao de etanol na solucéo foi optada por também ser utilizada em
outros estudos com fornecimento cronico de alcool*®’ e a inclusédo da sacarina sédica
foi para melhorar a palatabilidade, sem adicionar calorias. Assim, o intuito foi contribuir
para o consumo da solucédo quando comparado sem o uso deste adocante. Esta ideia
foi uma sugestdo da veterinaria responsavel pelo biotério, pois ja havia tido
experiéncias neste quesito. Devido a aversdo ao alcool, caracteristica dos roedores,
nao foi ofertada agua pura, pois poderia diminuir o consumo da solucéo alcodlica.

Os roedores, ainda, tém reconhecida resisténcia a lesdo hepéatica alcodlica,
motivo pelo qual optou-se por fornecer dieta hiperlipidica concomitante, como um
golpe adicional. A semente de girassol foi escolhida principalmente pela semelhanca
com a dieta Lieber-DeCarli, com caracteristicas nutricionais importantes, como baixo
teor de carboidratos, fornecendo gorduras, com predominio de gordura
monoinsaturada. Existem racdes hiperlipidicas solidas, utilizadas em modelos de
obesidade, sindrome metabdlica e doenca hepatica gordurosa néo-alcodlica, entre
outros, que poderiam ser testadas em substituicdo a semente de girassol. O custo
diario para cada animal desta dieta em média é de R$ 2,00 (PragSolucdes®), também

mais caro que a semente de girassol. Entretanto, comparar uma dieta hiperlipidica
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sélida, com 20% de proteina, 20% de carboidrato e 60% de lipideo, talvez possa ser
interessante no futuro, para avaliar se a fonte lipidica tem influéncia no desfecho.

Por certo, o modelo aqui apresentado que néo € apenas alcéolico, uma vez que
foi utilizada uma fonte extra de gordura. Porém, sabe-se da necessidade da incluséo
de outros golpes para estudar a DHA em roedores. Os estudos realizados pelo nosso
grupo na DHA em zebrafish,%1%1112 ginda quando coordenado pela Profa. Themis
Reverbel da Silveira, ndo utilizaram qualquer outro aditivo ao alcool, e talvez essa
possa ser uma vantagem dos peixes em relacao aos roedores. O projeto original deste
estudo incluia outros grupos experimentais com o objetivo de avaliar o efeito individual
de cada componente. Os animais receberiam, em diferentes grupos, racdo padrao,
agua e sobrecarga alcoolica; racdo padrdo mais solucdo alcodlica com e sem
sobrecarga; semente de girassol e 4gua, com e sem sobrecarga alcodlica; e semente
de girassol mais solucdo alcodlica sem sobrecarga. Seria interessante avaliar as
respostas, mas optou-se por restringir o estudo aos trés grupos descritos, para limitar
o tamanho amostral e a utilizagdo de animais. Assim, fica claro que o estudo se
propunha a prospectar qual a melhor forma de induzir DHA, o que abre espaco para
refinamento futuro do modelo. De fato, é importante notar que o modelo néo foi capaz
de promover doenca mais avancada em ratos. Até o momento, fibrose foi observada
somente em estudos com modelos que utilizaram a dieta Lieber-DeCarli em conjunto
com dietilnitrosamina ou tetracloreto de carbono e ainda etanol com tetracloreto de
carbono, o0 que leva a especulacdo de que seriam esses modelos para induzir
carcinogénese, e ndo DHA. O modelo de Tsukamoto-French, em que pese sua
complexidade, & o mais bem-sucedido até agora.

Outro aspecto bastante significativo do presente estudo é a alta taxa de

mortalidade decorrente da sobrecarga alcoodlica oferecida, em especial no grupo
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exposto ao consumo crénico de etanol por oito semanas. Apds a sua administracao,
0S animais apresentaram sudorese e letargia. Foram monitorados a respiracéo e os
batimentos cardiacos, mas apds duas horas houve as mortes, que foram imputadas a
depressdo do sistema nervoso central. Ajustes ao modelo devem ser discutidos e
realizados para nova experimentacéo, como por exemplo reduzir a dose de alcool na
sobrecarga, alterar o tempo e ou utilizar outra fonte lipidica na dieta. Talvez fosse
interessante avaliar animais que recebessem apenas a administracdo cronica, sem a
sobrecarga alcoolica, como estava programado no inicio do projeto, mas ha de se
perguntar se eles teriam feito doenca ainda menos significativa.

Optou-se no estudo por avaliar IL-1B, IL-6 e IL-10 como marcadores
inflamatorios no tecido hepatico, no entanto ndo houve diferencga entre os grupos. Este
foi um achado surpreendente, até porque todos 0s outros componentes comuns da
DHA, como esteatose, acumulo de gordura hepatica e parametros bioquimicos que
avaliam a lesdo estavam alterados. Talvez devessem ter sido avaliados outros
marcadores como TNF-a, miR-122 e miR-155. Recentemente, nosso grupo publicou
estudos em zebrafish mostrando aumento de TNF-a e expressdo hepética e circulante
aumentada dos microRNAs descritos. Como h& material armazenado, essas
determinacdes poderédo ser feitas na sequéncia.

Este trabalho experimental € um passo para constru¢cdo do entendimento da
DHA e da sua relacdo com a microbiota intestinal. Com ele podem ser estudados
possiveis tratamentos como probidticos, antibidticos n&o-absorviveis, como
rifaximina, e, ainda, agentes antioxidantes, antagonistas TLR, fatores de crescimento
e drogas antifibrgticas, entre outros, uma vez que atualmente s&o inexistentes as
possibilidades terapéuticas para esta doenca. Ja estda em curso no Laboratério

Experimental em Gastroenterologia e Hepatologia (LEHG) do HCPA projeto para
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refinamento do modelo aqui apresentado, incluindo a exploracao de novas formas de
terapia na DHA.

O desenvolvimento deste modelo em ratos seria 0 braco experimental da tese
de doutorado aqui apresentada. Concomitante a ele foi iniciado um estudo clinico
focado na avaliacdo da disbiose intestinal promovida pelo alcool e o efeito da
abstencdo sobre a microbiota, mas a pandemia de COVID-19, com a reducédo da
internacdo por doenca hepatica e psiquiatrica, impactou de forma significativa o inicio
das coletas. Até o momento foram incluidos 50% dos pacientes projetados para a
composicdo da amostra. Este estudo clinico esta sendo conduzido na Unidade de
Psiquiatria e Adicdo Forense do Hospital de Clinicas de Porto Alegre, em parceria com
o grupo liderado pelos Profs. Felix Kessler e Lisia von Diemen. Estdo sendo coletados
dados sociodemograficos e antropométricos, sangue e saliva para avaliacdo de
parametros bioquimicos e marcadores inflamatérios e paracrinos, cabelo para
avaliacao de cortisol e, ainda, fezes para avaliagdo da microbiota intestinal.

Por outro lado, ao longo do periodo de doutorado, a aluna colaborou em
atividades do grupo de pesquisa do LEHG, o que resultou, até o momento, em dois
artigos publicados; um deles, como primeira autora, na revista Clinics and Research
in Hepatology and Gastroenterology, com fator de impacto 2,947 e Qualis A4,
intitulado  “Low levels of Lysosomal Acid Lipase (LAL) activity increases
necroinflammation in adult patients with biopsy-proven metabolic associated fatty liver
disease”, com o objetivo de investigar a atividade da LAL em pacientes com doenca
hepatica gordurosa associada a disfuncdo metabdlica (ANEXO A); o outro, na revista
Clinical Gastroenterology and Hepatology, com fator de impacto 11,382 e Qualis A1,
intitulado “Interaction of Microbiome, Diet, and Hospitalizations Between Brazilian and

American Patients With Cirrhosis”, em colaboracdo com a Universidade de Sao Paulo
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(grupo da Profa. Claudia Oliveira) e a Virginia Commonwealth University (grupo do
Prof. Jasmohan Bajaj), Estados Unidos, comparando cirréticos brasileiros e
americanos em relacéo a dieta, microbiota e impacto nas hospitalizacbes (ANEXO B).

Apesar de a DHA ser muito antiga, ainda ha perguntas sem respostas. O
modelo experimental descrito pode auxiliar em estudos pré-clinicos de drogas e sera

repetido pelo grupo de pesquisa, com adaptacoes.
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