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RESUMO

Os conhecimentos atuais tém mostrado que a Esteato-Hepatite ndo alcodlica (EHNA),
€ a mais importante forma epidemiolégica e clinica da Doenca hepéatica gordurosa néo
alcodlica (DHGNA). Até o momento nado existe terapia comprovada e conclusiva para
o tratamento da EHNA. As estatinas sao uma importante classe de agentes para tratar
dislipidemia, mas ainda héa relutancia de usar esse medicamento em pacientes com
doencas cronicas estabelecidas ou suspeita de doencga hepatica, EHNA inclusive.
Objetivo: Avaliar o efeito da sinvastatina (SIM) sobre o tecido hepéatico em
camundongos C57BL6 com EHNA, induzida por dieta MCD, na tentativa de elucidar
a acao desse farmaco sobre as complicacdes desse modelo experimental. Métodos:
Foram utilizados camundongos machos C57BL/6 com 8 semanas. Os animais foram
divididos em 4 grupos (n=13): CO+V (I - racdo controle + veiculo de
carboximetilcelulose), SIM 4 (lI- racao controle + 4mg/Kg de SIM), EHNA+V (llI- dieta
MCD mais veiculo), EHNA+SIM 4 (IV- dieta MCD mais sinvastatina). As dietas foram
administradas por 4 semanas e a SIM (na dose de 200 pL, intragastricamente) durante
as 2 \Ultimas semanas. Foram realizadas andlises séricas de aspartato
aminotransferase (AST), alanina aminotransferase (ALT), colesterol e triglicerideos,
teste anatomopatologico, avaliagdo do dano ao DNA através do ensaio cometa,
avaliacdo da lipoperoxidacdo (substancias que reagem ao &cido tiobarbitlrico-
TBARS) e da atividade das enzimas antioxidantes superéxido dismutase (SOD) e
glutationa peroxidase (GPx), bem como os parametros moleculares de estresse
oxidativo e reticular, dano celular, inflamacao, disfuncdo endotelial e fibrose através
da expresséo proteica de NQO1, KEAP1, Nrf2, ATF6, GRP78, TGF- 3, eNOS, iNOS,
IL-12, HSF1 e HSP70 respectivamente, por Western blotting, avaliando o efeito da
SIM. Resultados: ApOs o tratamento com sinvastatina observou-se melhora na
integridade hepatica e diminuicdo nos lipidios hepaticos. No teste anatomopatologico
todos os animais doentes apresentam inflamacdo, esteatose microvacuolar e
macrovacuolar além de balonizac&o hepatocelular e a sinvastatina foi capaz de reduzir
significativamente esta alteragdo. Quanto ao dano ao DNA, o ensaio cometa revelou
que a dose de 4mg/Kg de sinvastatina ndo foi capaz de induzir dano ao DNA.
Constatou-se também uma reducéo do dano oxidativo e as enzimas antioxidantes

mantiveram seus valores semelhantes aos controles. A SIM ativou enzimas



antioxidantes via Nrf2 e inibiu o estresse do reticulo endoplasmatico além de reduzir
a fibrose, melhorar a fungédo endotelial, diminuir a inflamagédo e o dano celular.
Concluséo : Os resultados obtidos sugerem que a administracao da sinvastatina, apos
estabelecimento da EHNA, desempenhou um papel protetor no figado a julgar pelos
parametros analisados, possivelmente devido as suas propriedades antioxidantes e

anti-inflamatérias.



ABSTRACT

Current knowledge have shown that non-alcoholic steatohepatitis (NASH) is the most
important epidemiological and clinic nonalcoholic fatty liver disease (NAFLD). So far
there is no proven efficient therapy for the treatment of NAFLD. Statins are an
important class of agents to treat dyslipidemia, but there is still reluctance to use this
drug in patients with established or suspected chronic liver disease, including NASH.
Obijective: To evaluate the effect of simvastatin (SIM) on liver tissue in C57BL6 mice
with NASH induced by MCD diet in an attempt to elucidate the action of this drug on
the complications of this experimental model. Methods : Male C57BL/6 mice were
used at 8 weeks. The animals were divided into 4 groups (n=10): CO+V (I- control diet
+ vehicle carboxymethylcellulose), SIM 4 (lI-control diet + 4mg/kg SIM), NASH+V (llI-
MCD diet plus vehicle), NASH+SIM 4 (IV-MCD diet plus simvastatin). The diets were
administered for 4 weeks and the SIM (200 ul, intragastrically) for the last 2 weeks.
Analyzes of serum aspartate aminotransferase (AST), alanine aminotransferase
(ALT), cholesterol and triglycerides, pathology testing, assessment of DNA damage by
comet assay, assessment of lipid peroxidation (substances that react to TBARS-
thiobarbituric acid) and activity of the antioxidant enzymes superoxide dismutase
(SOD) and glutathione peroxidase (GPx), as well as the molecular parameters of
oxidative and reticular stress, fibrosis, endothelial dysfunction, inflammation and
cellular injury through the expression protein of NQO1, KEAP1, Nrf2, ATF6, GRP78,
TGF- B, eNOS, IiNOS, IL-12, HSF1 and HSP70 respectively, for Western blotting,
assessing the effect of the SIM. Results : After treatment with simvastatin was
observed an improvement in liver integrity and decrease in hepatic lipids. Pathology
test all sick animals exhibit inflammation, micro and macrovesicular steatosis,
hepatocellular ballooning. SIM was able to significantly reduce this change. For the
DNA damage, the comet assay revealed that the dose of 4mg/kg simvastatin was
unable to induce DNA damage. We also observed a reduction of oxidative damage
and antioxidant enzymes maintained their values similar to controls. SIM activated
antioxidant enzymes via Nrf2 and inhibited endoplasmic reticulum stress, reduce the
fibrosis, improve endothelial function, inflammation and reduce cellular damage.

Conclusion: The results suggest that the administration of simvastatin after



establishment of NASH, played a protective role in the liver according the parameters,

possibly due to its antioxidant and anti-inflammatory properties.
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1 INTRODUCAO

O termo doencga hepatica gordurosa ndo alcodlica (DHGNA) compreende um
largo espectro de condi¢des associadas ao acumulo excessivo de lipidios no figado,
variando da esteatose ou figado gorduroso néo alcodlico (FGNA) a esteato-hepatite
nao alcodlica (EHNA), podendo progredir para formas mais graves como fibrose e

cirrose e carcinoma hepatocelulart-?),

A DHGNA possui distribuicdo mundial e sua prevaléncia pode aumentar com a
idade, atingindo seu pico na 42 década em homens e, na 62 década, em mulheres ©
e varia amplamente dependendo da populacédo estudada e do método de diagndstico
usado @, A incidéncia de DHGNA foi investigada em um numero limitado de estudos
e serdo necessarias novas investigagdes para entender melhor a sua incidéncia de

DHGNA em diferentes faixas etarias, grupos étnicos e areas geograficas .

O tratamento para DGHNA ainda permanece controverso. Existem estudos
que, entre as medidas nao-farmacolégicas, sugerem a perda de peso, tanto por dieta
quanto por exercicio fisico. Apesar dos beneficios da mudanca do estilo de vida sobre
a regressao da DGHNA, sabe-se que 50% dos pacientes ndo conseguem atingir as
metas de perda de peso ©.

N&o ha consenso quanto ao tratamento farmacoldgico da DHGNA. Os estudos
enfocam 0s mecanismos-alvo da doenga, na tentativa de encontrar terapias
especificas com acao localizada, utilizando, dessa forma, farmacos que promovam a
sensibilizacdo a insulina, reduzam a dislipidemia, a inflamacdo e/ou o estresse
oxidativo 7). As propriedades antioxidantes e anti-inflamatdrias das estatinas, como

a sinvastatina, fazem dela uma possivel ferramenta terapéutica para esta doenca ).

A denominagdo EHNA foi criada por Ludwig e colaboradores em 1980 para
descrever uma condi¢cdo, na maioria das vezes assintomatica, caracterizada por
alteracdes de provas de funcdo hepatica, hepatomegalia e achados histologicos
semelhantes aos observados em pacientes com doenca hepética alcodlica, porém
sem histérico de abuso alcodlico ©),
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A EHNA esta englobada dentro da DHGNA. Enquanto a esteatose apresenta
um curso clinico benigno, a EHNA pode evoluir para fibrose, cirrose e carcinoma

hepatocelular ©,

A prevaléncia da EHNA € menor que a da esteatose e estima-se que a razao

entre as duas seja de 1:3 (19),

Este estudo tem como objetivo avaliar as alteracdes hepaticas decorrentes da

EHNA e os efeitos da sinvastatina na sua evolucao.

A apresentacao da tese serd em secdes. Apos a secdo de introducdo (secao
1), serd apresentada a revisdo da literatura (se¢do 2). Posteriormente, 0 marco
conceitual (se¢éo 3), a justificativa (se¢ao 4), os objetivos do estudo (sec¢éo 5) e as

referéncias bibliograficas (secédo 6) utilizadas na sec¢éo 1 e 2, respectivamente.

Os resultados do presente estudo serdo apresentados na forma de dois artigos
cientificos (secédo 7). O primeiro artigo intitulado: “Simvastatin treatment reduces
hepatic oxidative stress and endoplasmic reticulum stress in mice with non-

alcoholic steatohepatitis ” foi submetido, para publicacdo, na revista Journal of

Biomedicine and Biotechnology . O segundo artigo, intitulado: “Simvastatin
treatment attenuates non-alcoholic steatohepatitis induced by methionine-
choline deficient diet in mice”, foi submetido, para publicacdo na revista

Protoplasma . E as considerac0es finais serdo apresentadas na oitava secao.

Este trabalho contou com o auxilio financeiro do FIPE/HCPA e CAPES.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Estratégias para localizar e selecionar informa  ¢cfes

Nesta revisdo da literatura, buscamos ressaltar os principais aspectos
relacionados com a EHNA, englobando o papel dos diferentes tipos de estresse como
o oxidativo e reticular, o dano celular e processos inflamatérios bem como o uso da

sinvastatina.

A estratégia de busca envolveu as bases de dados MEDLINE (péagina,
PubMED) e SciELO (Figura 1). Também foram consultados bancos de monografias,

dissertacdes e teses de diversas universidades brasileiras, além de livros-texto.

As referéncias bibliograficas dos artigos identificados foram revisadas para
localizar outros ndo contemplados na busca. Nos sites PUbMED e sciELO foram

realizadas buscas com palavras chaves, que estdo ao longo da tese.

Figura 1. Estratégia de busca

‘ PALAVRAS CHAVES

1) non-alcoholic steatohepatitis (NASH)

2) Methionine Choline deficient diet (MCD)
3) Oxidative Stress (OE)

4) Endoplasmic Reticulum Stress (ER)

PubMED 5) Heat Shock Protein (HSP) -
6) Inflammation (1) SCIELO
7) Liver (L)
8) Statin (S)
9) Simvastatin (SIM)
1) NASH: 6436
23 MCD:189 1) NASH: 249
3) OE: 129978 2) MC.D.3
4) ER: 9970 3) OE: 1070
5) HSP:54941 451) Ez.pl%m
6) I: 447957 6) ) 2169
7) L: 896328 7; L prvd
8) Statin:32976 - 493
9) SIM: 7876 8) Statin: 91
9) SIM:95
1+2: 156 .
1+3: 639 ﬂg i
1+4: 85 1+4:1
1+5: 26 1+5: 0
1+6: 1153 1+6: .
1+7: 5526 :
1+8: 88 l+7: 32
1+9: 13 1:3:8
1+2+3:43 :
1+2+4:7 1+2+3: 3
1+2+5:0 142+4:0
1+2+6:77 1:3:28
1+2+7: 152 :
1+2+8: 2 1+2+7: 1
1+2+9:1 1+2+8: 0
' : 142+9:0
1+2+3+4+5+6+7+8+9:0 D eE+647+8+00
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2.2 Doenca Hepética Gordurosa Nao Alcoolica e Estea  to-Hepatite Nao Alcodlica

2.2.1 Definicéao

A DHGNA é considerada, atualmente, uma das causas mais comuns de doenca
hepatica crbnica e reconhecida como causa importante para 0 crescimento na

morbimortalidade relacionada a alteracées metabdlicas 112,

A DHGNA é o acumulo excessivo de lipidios nos hepatocitos, sem a presenca
da ingesta de alcool 3. A sua definicdo exige dois aspectos: requer a presenca de
esteatose hepatica documentada por analise histolégica ou exames de imagem e
auséncia de causas para o0 acumulo secundario de gordura hepatica, como alto

consumo de alcool, uso de medicamentos esteatogénicos ou doencas hereditarias .

Histologicamente, a DHGNA ¢é dividida em esteatose e EHNA. A esteatose é
definida pela presenca de esteatose hepatica sem evidéncias de lesdo hepatocelular.
A EHNA ¢ definida pela presenca de esteatose hepética e infiltrado inflamatério, com

lesdo hepatocelular (balonizacdo hepatocelular) com ou sem fibrose .

Os conhecimentos atuais tém mostrado que a EHNA é a mais importante forma
epidemioldgica e clinica da DHGNA, com potencial de evolucédo para formas mais

graves como fibrose, cirrose e carcinoma hepatocelular (Figura 2 ) (14.15),
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Figura 2. Doenca Hepatica Gordurosa Nao Alcodlica.

Figado Normal =——— Estealtt.)se
Hepatica
4

DHGNA

EHNA

— Fibrose

Cirrose

Carcinoma
Hepatocelular

Fonte: Adaptado de Iser D, Ryan M (©

Os primeiros relatos de EHNA ocorreram em 1962, quando Leevy 17 estudou
a associacao entre a esteatose hepatica, com ou sem necrose, em individuos néo

alcoolistas, obesos ou diabéticos (19).

No final da década de 1970, Schaffner e Adler 19, ao avaliarem 29 pacientes
obesos, 22 (75%) do sexo feminino, 18 (62%) com diagndstico de diabetes mellitus,
com alteracdes de provas de funcdo hepética e/ ou hepatomegalia, sem histéria de
alcoolismo, encontraram esteatose em sete pacientes; esteatose acompanhada de
infiltrado inflamatorio em oito, que denominaram “hepatite gordurosa”; esteatose,
infiltrado inflamatorio e fibrose em sete, e, nos sete restantes, constataram a presenca

de cirrose 0,

Por longo tempo, devido a falta de uma terminologia adequada e devido a
resisténcia em reconhecer a etiologia proposta, muitos pacientes foram denominados
de alcoolistas ndo confessos. A denominacdo EHNA foi introduzida em 1980 por
Ludwig e colaboradores ®, que a descreveram como entidade clinico-histopatolégica
observada em mulheres obesas e diabéticas, que negavam o uso de alcool, mas
apresentavam alteracdes no figado muito semelhantes as da hepatite alcodlica, com
aumento do volume do figado, alteracbes em exames laboratoriais e biopsias
hepéticas com macrovesiculas de gordura nos hepatdcitos, balonizagdo, necrose

focal, inflamac&o e corpusculos hialinos de Mallory @ 21.22),
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2.2.2 Epidemiologia da DHGNA e EHNA

A DHGNA é a pandemia hepatica do século XXI, sendo a causa numero um de

doenca hepatica cronica no mundo ocidental (3324,

S&o poucas as pesquisas que relatam a incidéncia de DHGNA ®). Em dois
estudos japoneses ?>26), a incidéncia anual aproximada foi de 10% em um, e no outro,
de 31 casos por 1.000 pessoas-ano. Na Inglaterra, encontraram a incidéncia de 29
casos por 100.000 pessoas/ano @7

A prevaléncia da DHGNA esta aumentando em todo o mundo, em paralelo com
o aumento da obesidade e do diabetes mellitus tipo 2 @8 e sofre influéncias tanto de
variacbes geograficas e étnicas, como do tipo de estudo realizado (dados de

necrépsias, biopsias ou métodos de imagem).

A prevaléncia da DHGNA, por definicdo histoldgica, foi de 20% e 51%, em dois
estudos diferentes, compreendendo potenciais doadores de figado 9. Quando a
ultrassonografia foi empregada como método de diagndstico, a prevaléncia variou
entre 17% e 46%, dependendo da populacéo estudada ®%. Em outro estudo, realizado
com 400 individuos de meia idade, a prevaléncia de DHGNA, definida por
ultrassonografia, foi de 46%, e a confirmacéo histoldgica de EHNA foi de 12,2% @b,
Em estudo recente, empregando somente niveis séricos das aminotransferases como

diagndstico, a prevaléncia da DHGNA variou entre 7% e 11% ©0),

A DHGNA é a causa mais comum de doenca hepatica crénica no grupo
pediatrico, varia de 2,6% a 9,6% avaliada por método ultrassonografico ou através de
autépsias de pacientes com morte acidental 32, E mais prevalente em adolescentes
do que em criancgas, e os fatores que explicam isso incluem os hormoénios sexuais e a

resisténcia insulinica 3.

A prevaléncia da DHGNA foi de 2,3% em adolescentes brasileiros (média de
idade 14 £ 2,0 anos), assintomaticos e obesos. Esse estudo utilizou como diagnéstico
a presenca de esteatose hepatica (ultra-som) ou elevados niveis da alanina
aminotransferase (ALT). A maioria dos adolescentes que apresentaram esses

parametros era do sexo masculino e de cor branca ©4.
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Em estudo recente, que incluiu 1.280 doentes de varios estados brasileiros,
foram descritas as caracteristicas demogréficas e clinicas da DHGNA; a média de
idade foi de 50 + 14 anos e 53% eram do sexo masculino. Os fatores de riscos mais
frequentes foram dislipidemia, observada em 67% dos casos, obesidade em 45%,
sobrepeso em 44%, diabetes mellitus em 23% e exposi¢cdo as toxinas em 10%. A
biépsia hepatica, realizada em 437 casos, mostrou EHNA com fibrose em 27% e

cirrose em 15%(5),

Em 98 pacientes diabéticos, brasileiros, a prevaléncia de EHNA na biépsia
hepatica foi de 78%, correlacionada com hipertrigliceridemia, elevacédo da ALT e baixa
lipoproteina de alta densidade no soro (HDL). Os fatores independentes,
correlacionados com fibrose avancada, foram niveis séricos elevado de gama glutamil

transpeptidase (YGT) e sexo masculino 8,

A real prevaléncia da EHNA é dificil de ser estimada, pois a doenca apresenta-
se de forma assintomatica e de dificil diagnostico. Mesmo assim, estima-se a sua

prevaléncia de 3 a 5% .

2.2.3 Fatores de risco para DHGNA/EHNA

Do ponto vista etiologico, dois tipos principais de condi¢cdes podem causar
DHGNA/EHNA: 1- as associadas a sindrome metabdlica; 2- ou associadas a outras

condi¢des (7:38.39),

1- Obesidade, diabetes mellitus tipo Il e hiperlipidemia sao os fatores de risco
primario mais frequentes. A resisténcia a insulina tem sido considerada um
dos mecanismos-chaves na patogénese de DHGNA. Esses dados
motivaram a sugestdo de que a DHGNA (esteatose e EHNA) seja mais um
dos componentes da sindrome metabdlica, caracterizada por obesidade

central, triglicerideos elevado, HDL- colesterol baixo e hipertenséo arterial.

2- Uso de farmacos, esteroides, anabolizantes, exposicao cronica a produtos
quimicos, exposi¢do ocupacional a substancias volateis toxicas, doenca de

Wilson, perda de peso rapida e acentuada, lipodistrofias hereditarias e
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adquiridas, procedimentos cirurgicos relacionados a derivacdo intestinal em

obesos e uso de nutricdo parenteral total.

2.2.4 Alteracdes histolégicas e Diagndstico da DHGNA/EHNA

O conjunto das altera¢des observadas no tecido hepatico reflete o que se supde
ser a sequéncia patogénica da doenca 7).

- Esteatose: A esteatose macrovacuolar é representada por hepatdcitos
contendo um grande e Unico vacuolo de gordura que desloca o nucleo da célula, do
centro para a periferia. A esteatose € mais comum na zona 3 do acino hepatico,
entretanto, se for mais intensa, pode ocupar todo o &cino hepéatico 9. Esse tipo de
esteatose é a mais comum na DHGNA; quando ndo estd acompanhada de outras
alteracdes histologicas hepaticas, ndo resulta em progressao para formas mais graves
da doenca (??, A esteatose microvacuolar é representada por hepatdcitos contendo
inimeros e pequenos vacuolos de gordura. Este tipo de esteatose esta relacionada
ao prejuizo da B-oxidacdo mitocondrial hepatica de acidos graxos “Y mas nao é fator
definidor do diagnéstico da DHGNA e reflete alteracdes mais graves do metabolismo

celular @7,

- Balonizac&o hepatocelular : E uma degeneracdo celular representada por
hepatdcitos distendidos, com forma globosa (em baldo), (Figura 3), com citoplasma
amplo, claro e com aspecto de baixa densidade “? 43, Reflete alteracGes da
permeabilidade da membrana, decorrentes da acao de radicais livres. A presenca da
balonizacdo € fundamental para o diagndstico de EHNA e relaciona-se ao risco de

progressao para a fibrose (2249,
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Figura 3. Hepatdcitos balonizados.

Hepatécitos balonizados e corpos de Mallory-Denk (hematoxilina-eosina, 600x).
Fonte: 44

- Corpusculos de Mallory : Sado inclusbes citoplasmaticas hialinas,
apresentam-se como granulos, corddes ou agregados fortemente eosinofilicos,
constituidos por queratinas (principalmente 8 e 18), proteinas de choque térmico
(HSP), por proteinas envolvidas em processos de degradacdo e eventualmente

proteinas inespecificas incorporadas aos agregados 5 46),

- Inflamacéo (Figura 4) : Pode ser desencadeada por vérios fatores como o
estresse oxidativo “7) e a lipotoxicidade (lesdo ou morte celular causada pelos &cidos
graxos livres e seus metabdlitos). Tais acidos graxos livres e seus metabdlitos, como
o diacilglicerideo, o colesterol livre e a ceramida podem ser toxicos para o hepatoécito
e, assim, iniciarem o processo inflamatdrio “849, Os adipécitos podem liberar citocinas
pré-inflamatérias, como o fator de necrose tumoral (TNF-a), o que influencia no
desenvolvimento da inflamacdo hepatica ©9. Além disso, evidéncias sugerem que a
liberacdo de endotoxinas, derivadas do intestino, podem participar da inflamacao
hepatica ®V. Independentemente do fator que inicia os processos inflamatérios, as
vias de sinalizacao que ativam o fator nuclear kappa B (NF-kB) e a quinase c-Jun-N
terminal (JNK) sdo as vias mais comuns nas respostas proé-inflamatérias durante a

EHNA, resultando na expresséo de citocinas, quimiocinas e moléculas de adesao
(49,52-54)
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Figura 4. Esteato-hepatite com esteatose macrovesic  ular e foco inflamatorio.

e *
e

EHNA com esteatose e focos predominantemente macrovesicular e inflamatério, composto
predominantemente de linfécitos e células de Kupffer nos lébulos hepaticos (hematoxilina-
eosina, 200x)

Fonte: 44

- Fibrose: E caracterizada pelo acimulo de tecido cicatricial em resposta a
lesdo hepatica cronica %, ou seja, € uma resposta de cicatrizacdo reversivel
caracterizada pelo acumulo de matriz extracelular (MEC), principalmente de colageno,
pelas células estreladas hepéticas (HSC) ativadas apos lesdo hepatica 657, Em
adultos com EHNA, a fibrose geralmente comeca na zona 3 do acino hepatico e tem
uma caracteristica padréo "chicken wire" (Figura 5) devido a deposi¢ao de colageno
e outras fibras da MEC ao longo dos sinuséides da zona 3 e em torno dos hepatocitos
9. Como consequéncia final da fibrose progressiva, desenvolve-se cirrose. A fibrose
nao € uma alteracdo requerida para o diagnostico de EHNA, mas sua presenca € um

indicador de doenca com risco de progressao para estagios mais avanc¢ados, a cirrose
(40)
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Figura 5. Caracteristica padrdo "Chicken wire".

Fibrose perivenular / pericelular na EHNA (200x).
Fonte: 44

A definicdo histologica da DHGNA consiste na presenca de depositos
gordurosos no citoplasma de mais de 5% dos hepatdcitos. Para a maioria dos
hepatologistas, os critérios minimos para o diagndstico histolégico de adulto EHNA;
em adultos, incluem esteatose e balonizacdo “9. Os critérios histoldgicos para a sua
definicdo e a sua gradacao tém, contudo, sido alvo de forte controvérsia. Os guedlines
da American Association for the Study of liver propuseram que a EHNA seja definida
pela presenca de esteatose e inflamacdo hepatica com balonizacdo, com ou sem
fibrose ©8).

2.2.5 Aspectos da Fisiopatogénica da DHGNA/EHNA

Ainda ndo estdo bem entendidos os mecanismos de desenvolvimento da
esteatose hepatica.

No figado (Figura 6), os acidos graxos livres, provenientes da lipélise ou da
dieta, sdo captados pelo hepatécito, oxidados na mitocondria ou esterificados em
triglicerideos. Tais triglicerideos podem ser estocados no hepatécito ou incorporados
a particulas de VLDL (very low density lipoprotein) para exportacéo (5%.60.61),
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Figura 6. Metabolismo lipidico normal.
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Fonte: 62

O acumulo excessivo de lipideos nos hepatécitos em individuos com esteatose
(Figura 7)) parece ocorrer por um desequilibrio entre a sintese e a exportacao e/ou

oxidacéo dos triglicerideos 3, mais especificamente:

- Diminuigcdo da sintese e secrec¢do de lipoproteinas;

- Aumento da lipdlise no tecido adiposo, principalmente o visceral;
- Aumento do fluxo de acidos graxos livres no hepatdcito;

- Alteracado da B-oxidacdo nas mitocondrias dos hepatdcitos;

- Aumento na lipogénese hepéatica ¢4,
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Figura 7. Mecanismos da esteatose hepatica.
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Os mecanismos que promovem a progressao da esteatose hepatica a esteato-
hepatite, fibrose e carcinoma hepatocelular ainda ndo sdo bem compreendidos.
Atualmente, a DHGNA tem sido considerada uma doenca poligénica e multifatorial,
ou seja, sofre influéncias do back ground genético, de fatores ambientais e do estilo

de vida (dieta e sedentarismo).

Assim, sua fisiopatogénese torna-se complexa, envolvendo multiplos fatores.
Atualmente, a maioria dos autores acredita na teoria dos mdultiplos “hits”, em que a
resisténcia insulinica seria a condi¢do inicial para o acumulo de acidos graxos no
hepatécito (primeiro hit), uma vez que favorece a lipogénese e inibe a lipdlise, até
mesmo no figado, aumentando significativamente o aporte de acidos graxos a esse
orgao, seguida de uma sequéncia de eventos com o aumento do estresse oxidativo,

estresse do reticulo endoplasmatico (RE), disfungdo mitocondrial e endotoxemia
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cronica (multiplos hits). Assim, o figado esteatotico ficaria vulneravel aos hits, levando

a lesdo hepatocelular, a inflamacéo e a fibrose (66-69),

A resisténcia insulinica, importante fator de risco para a DHGNA, pode
promover a esteatose por mecanismos como hiperinsulinemia, aumento de acidos
graxos livres na circulacéo (provenientes da lipélise do tecido adiposo), desequilibrio
na producéo de citocinas, entre outros. O aumento da captacéo destes 4cidos graxos
pelo hepatdcito promove uma sobrecarga na B-oxidacdo mitocondrial, acumulando
acidos graxos nos hepatocitos e aumentando a producdo de espécies reativas de
oxigénio (ERO) e radicais livres 6370.71). desencadeando injlria celular e ativacédo dos
mecanismos de fibrose. A resisténcia insulinica também bloqueia a exportacdo de

triglicerideos do hepatdcito por degradar e impedir a producdo de VLDL (7275,

O excessivo aporte de acidos graxos, a fim de ser oxidado, é direcionado para
a mitocondria do hepatécito. Pode promover uma disfungdo mitocondrial ao esgotar a
B—oxidacéo, causando a superproducdo de EROs, ativando vias alternativas (vias
microssomal e nos peroxissomos) que geram mais EROs. Os produtos intermediarios,
como o Malondealdeido (MDA) e o Hidroxinonenal (HNE), quando da formacdo ciclica
de EROs, sao agentes pro-inflamatorios e parecem ativar as HSCs, favorecendo a

formacao de fibrogénese (4767, 75.76),

Assim, a progressao da esteatose para EHNA e fibrose poderia ocorrer por trés
mecanismos principais (Figura 8) : peroxidacao lipidica, inducédo de citocinas pro-
inflamatorias e por inducao de ligantes FAS (e apoptose). A peroxidacdo de lipideos
deflagrada pelas EROs causa necrose celular ou induz apoptose, que podem gerar
citoqueratinas de ligacdo cruzada para formar corpusculos hialanos de Mallory ou
ativar HSCs, promovendo sintese de colageno e estimulo de quimiotaxia de

neutroéfilos (7577,



Figura 8. Influéncia de radicais livres, peroxidacd o lipidica e citocinas no
desenvolvimento da EHNA.
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2.2.6 Modelo animal de EHNA — Modelo nutricional deficiente em metionina e

colina.

Estudos em animais tém ajudado no conhecimento dos mecanismos

fisiopatogénicos e terapéuticos de DHGNA e EHNA. Existem varios modelos animais

para estudar estas doencas, embora nenhum deles consiga reproduzir na totalidade,

0s componentes essenciais presentes na doenca humana (/8-88). Portanto € importante

selecionar o modelo que melhor obedece ao objetivo do estudo ©8).

As principais abordagens para a EHNA, por meio de modelos animais, podem

ser divididas em trés grupos: modelos nutricionais, modelos genéticos e modelos

farmacoldgicos @b,

A utilizacdo de modelos nutricionais para induzir EHNA tem grande relevancia

para a doenca humana, uma vez que apenas a minoria de pacientes com EHNA

apresentam defeitos genéticos ©0),
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Um grande numero de modelos nutricionais esta disponivel. Diferentes
abordagens nutricionais tém sido desenvolvidas para induzir o acimulo de gordura
hepatica em roedores: dieta deficiente em colina e metionina (MCD), dietas
aterogénicas, superalimentacdo de gordura insaturada e dietas enriquecidas com
frutose. Abordagens nutricionais para induzir esta doenca também tém sido utilizadas
em diferentes animais como peixes, coelhos, porcos, galinhas e macacos Y,

Historicamente, a dieta MCD foi descrita em 1973 por Rogers e Newberne ©9),
ao observarem que poderia ocorrer o desenvolvimento de cirrose em um modelo
animal, apenas com manipulacdo da dieta e sem o0 uso de alcool. Os autores
demonstraram que a utilizacao de dieta deficiente dos aminoacidos colina e metionina,
mas rica em lipidios, induz importante esteatose e doenca hepatica semelhante a
observada com o uso de alcool. Quanto mais deficiente em aminoacidos, maior a
velocidade de instalacdo e gravidade da doenca hepética. Nesse estudo, os autores
descreveram e testaram trés composi¢cdes com graus progressivos de deficiéncia
nutricional, mas nao relataram a percentagem de esteatose e EHNA obtida com cada
dieta (9,

O modelo MCD é classico para a inducao de EHNA. Contém elevado teor de
sacarose e gordura (40% de sacarose e 10% de gordura), mas ndo tem metionina e
colina, que séo fatores essenciais para B-oxidacdo hepatica e para a producdo de
VLDL, importante para a exportacdo hepatica de acidos graxos ¢2).

A colina é um nutriente com func¢des na integridade da membrana celular,
sinalizacao transmembrana, neurotransmissao, metabolismo do grupo metil e sintese
da fosfatidilcolina, essencial na composicdo de membranas celulares e de VLDL, que
sdo importantes para o transporte de triglicerideos para o figado 829192 A colina é
sintetizada na presenca de Fosfatidil-serina e metionina, sendo necessarios também
a vitamina B12 e o &cido félico 3, e pode ser oxidada a betaina, que atua na
regulacao do equilibrio osmatico. A colina é a unica fonte de doacéo de grupos metil
prontamente ativa, permitindo a sintese de metionina, carnitina, fosfatidilcolina e

creatina, compostos chave para o metabolismo proteico e energético 4,

O acumulo de gordura no figado, resultante da deficiéncia de colina, ocorre
porque a colina é necessaria para fazer a porcéo fosfatidilcolina nas particulas de
VLDL ®59%) Na auséncia de colina, o VLDL ndo é secretado e o triacilglicerol

(triglicerideo) acumula no citosol hepético.
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A metionina é um aminoacido essencial, que provém da dieta ou da degradacao
de proteinas enddgenas, sendo metabolizada principalmente no figado. A metionina
€ catabolizada em dois intermediarios, S-adenosilmetionina (SAM) e S-
adenosilhomocisteina (SAH), respectivamente, que por sua vez é hidrolizado a
homocisteina e Adenosina ®7:9%), O metabolismo da homocisteina pode ocorrer por

meio de duas vias: transulfuracédo ou remetilagdo 9.

A via de transulfuracdo é ativada quando h& metionina em excesso no
organismo %) como, por exemplo, apds uma dieta hiperproteica (°), Nesta via, a
homocisteina, em uma reacdo catalisada pela enzima cistationina b-sintase, €&
convertida em cistationina. Essa é hidrolisada a cisteina pela cistationina g-liase. A
cisteina pode participar da formacdo da glutationa reduzida (GSH) ©7.98). ser

metabolizada novamente a sulfato ou eliminada na urina 192,

A remetilacdo ocorre quando ha um balanco negativo de metionina no
organismo % como em uma dieta proteica ou em jejum (1°D_ Nesta via, a homocisteina
recebe um radical metil, transformando-se novamente em metionina. A enzima
metilenotetrahidrofolato redutase, dependente do &cido folico, catalisa a reacdo que
converte o 5,10-metilenotetrahidrofolato em 5-metiltetrahidrofolato. Este doa um
radical metil & He, em uma reacdo catalisada pela enzima metionina sintetase,
dependente da vitamina B12, formando a metionina. Sabe-se que sob condi¢cdes nas
quais ha excesso de metionina, além da transulfuragéo, existe outra via alternativa
capaz de degradar esse aminoacido, a transaminacdo, na qual sdo formados

metabdlitos como o metanotiol e o sulfeto de hidrogénio (98:103,104),
Os mecanismos de indugéo da EHNA por dieta MCD incluem:

-A interrupgao da fosfatidilcolina, causada pela deficiéncia de colina e metionina
(82,84)-

- Aumento da inflamacéao do figado pelo aumento na producdo de moléculas
pro-inflamatérias, pro-fibréticas, como a interleucina 6 (IL-6), fator transformador de
crescimento beta (TGF-B), TNF-a e moléculas de adeséo, tais como molécula de
adesao (ICAM) -1, molécula de adeséo da célula vascular (VCAM) -1 e da proteina
quimiotatica de macréfagos (MCP) 153 105-107):
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- Aumento do potencial de estresse oxidativo. A dieta MCD induz ERO e
diminui a producéo de antioxidantes (por exemplo, GSH) e SAM (107-109);

- A ativacdo NF-kB é, em parte, responsavel por muitas das mudancas pro-
inflamatorias e € um elo importante entre o estresse oxidativo, inflamacéo crénica e

fibrogénese hepatica (5385,

- Estudos recentes tém demonstrado que este modelo provoca uma diminuicao
significativa nos niveis e na expressao de transportadores de captacdo hepéatica

(OAT2 e OAT3), resultando em significativa alteracao farmacocinética de xenobioticos
(110).

Embora esse modelo cause inflamacao, estresse oxidativo, dano mitocondrial,
apoptose e fibrogénese mais do que em outros modelos nutricionais utilizados 3, a
gravidade da doenca, em roedores alimentados com a dieta MCD, pode depender da

espécie, sexo e linhagem do animal /9,

A maior desvantagem da dieta MCD é que o perfil metabdlico € oposto ao
observado em pacientes com EHNA. Os animais ndao desenvolvem resisténcia
insulinica, além de apresentarem reduzidas concentragdes de glicemia, insulina e

leptina e apresentarem caguexia (8586:110-112),

Esse modelo continua, porém, sendo o mais utilizado, pela sua facilidade de
utilizacdo e a disponibilidade de uma dieta-padrdo comercial para laboratérios de

pesquisa do mundo todo (©8),

2.3 Estresse Oxidativo

O termo estresse oxidativo refere-se a uma situagcéo, na qual existe aumento
sustentado na concentragdo, em estado estacionario das ERO acima de seus niveis
fisioloégicos. Em principio, o estresse oxidativo pode resultar de uma situacdo em que
ha diminuicdo dos niveis das defesas antioxidantes, elevada velocidade de producao
de ERO, ou a combinagdo de ambas as condi¢gbes (113,

Um importante aspecto do estresse oxidativo indica que a perda da sinalizagao

oxido-reducdo €&, as vezes, mais importante que o desequilibrio pro-
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oxidante/antioxidante ou do dano tecidual induzido pelo desequilibrio %), As
consequéncias do estresse oxidativo podem ser muito sutis ou muito agressivas,
incluindo dano oxidativo as biomoléculas, interrupcéo do sinal de transducéo, mutacao
e morte celular e isso depende do balanco entre a geracdo das espécies reativas
formadas e das defesas antioxidantes presentes nas células 19, Algumas fontes
endogenas e exdgenas de espécies reativas e mecanismos de defesa estédo

resumidas na Figura 9.

Figura 9. Principais fontes que levam a formacéo de espécies reativas e defesas
antioxidantes.

Radiagao
Poluentes
Alimentagdo Deficiente
Medicamentos
Tabaco...

Respiragao Aerobica
Inflamagdes
Citocromo P540
Peroxissomos...

Antioxidantes Melatonina
Enzimaticos Quercetina
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Catalase Vitamina E
Glutationa Peroxidase

Espécies reativas podem ser ou ndo um radical livre, que é qualquer espécie
guimica (atomo, molécula) capaz de existéncia independente, que possua um ou mais
elétrons desemparelhados em qualquer orbital, normalmente no orbital mais externo.
ERO é um termo coletivo que inclui os radicais do oxigénio e ndo radicais que sado
agentes oxidantes e/ou sdo facilmente convertidos em radicais 115118 A Tabela 1
mostra espécies reativas importantes no sistema bioldgico.



Tabela 1. Importantes espécies reativas no sistema  biologico.

Radicais Livres

N&o-radicais

Espécies Reativas de Oxigénio

Superéxido, Oz~
Hidroxil, OH*
Peroxil, ROz
Alcoxil, RO’
Carbonato, COs"

Perdxido de hidrogénio, H202
Oxigénio singlet, 0,
Perdxidos orgénicos, ROOH

Espécies Reativas de Cloro

Cloro atébmico, CI*

Acido hipocloroso, HOCI
Gas cloro, Cl2
Nitro-cloro-benzeno, NO2ClI

Espécies Reativas de Nitrogénio

Oxido nitrico, ON
Dioxido de nitrogénio, NO2*

Acido nitroso, HNO2

Cation nitrosila, NO*

Anion nitrosila, NO-
Tetraoxido dinitrogénio, N204
Trioxido dinitrogénio, N20O3
Peroxinitrito, ONOO-

Acido Peroxinitroso, ONOOH
Alquil Peroxinitrito, ROONO

Fonte:119
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As ERO participam de fungdes fisiologicas e sdo parte integrante na defesa

contra micro-organismos invasores. Sdo produzidas durante o metabolismo celular

aerébico normal e tém papel importante na manutencao do estado celular redox (120

121)

As espécies reativas nem sempre sao prejudiciais. Elas ajudam os fagocitos a

eliminarem micro-organismos e a regularem eventos sinalizadores pela via redox e,

assim, influenciam na fosforilacdo e desfosforilacdo de enzimas e fatores de

transcricdo 118, Algumas reacgfes pro-oxidantes-antioxidantes foram resumidas na

Figura 10.
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Figura 10. Producéo e degradacao de radicais de oxi  génio.
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Fonte:122

Quando um radical livre reage com um composto nédo radical, outro radical livre
pode ser formado, induzindo, assim, as reacfes em cadeia, como é o caso da
lipoperoxidacdo (LPO). Dessa forma, podem ser produzidos efeitos bioldgicos
distantes do sitio de geracao do primeiro radical livre formado. Sao efeitos gerais da
peroxidacao lipidica: diminuicdo da fluidez da membrana, dano das proteinas de
membrana, desarranjos e inativacao de receptores, de enzimas, de canais de ions e

potenciacdo da lise celular 19),

O processo de LPO termina quando dois radicais peroxil reagem entre si,
formam um tetréxido instavel que se decompde dando origem ao oxigénio singlet (*02)
e a carbonilas excitadas que retornam ao seu estado fundamental, emitindo quantas
de luz visivel 123, Outros lipidios hidroperdxidos também se decompdem numa reagao
catalisada por complexos de ferro e cobre, produzindo aldeidos como MDA, HNE,
hidrocarbonetos volateis (como o0 gas etano e pentano) e outros produtos que podem
ser detectados experimentalmente (124.125),

O desequilibrio no estado redox tem efeitos potencialmente deletérios sobre a

biologia celular. Por isso, existem varios mecanismos antioxidantes envolvidos na
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protecdo das células e organismos para um eventual dano causado por quantidades

excessivas desses mediadores altamente reativos (126.127),

Antioxidante é qualquer substancia que, quando presente em baixas
concentracbes, comparadas as de um substrato oxidavel, retarda ou inibe
significativamente a oxidacdo deste substrato. Os antioxidantes podem ser

classificados em enzimaticos ou ndo enzimaticos (1249,

Entre as principais defesas antioxidantes enzimaticas (Figura 11) estdo as
enzimas superédxido dismutase (SOD), responséveis pela dismutacdo do O2", a
catalase (CAT), responsével pela dismutacédo do H20:2 e glutationa peroxidase (GPx).

A GPx degrada, além do H20z, outros perdéxidos (28 129),

Figura 11. Mecanismo de defesa enzimatica contraas  ERO.
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Fonte: 116

Entre as principais defesas antioxidantes ndo enzimaticas da célula estédo as
vitaminas C e E, os carotenoides, os flavonoides e a glutationa. A glutationa é
considerada o antioxidante ndo enzimatico hidrossolivel mais importante por

participar de inimeras reacdes de 6xido-redugdo (+21.127),

A resposta antioxidante celular contra os radicais livres e/ou EROs é regulada
pelo fator nuclear eritroide 2 (Nrf2) que € um fator de transcricdo localizado no
citoplasma e regula a expressdo da maioria das enzimas que participam do sistema
antioxidante, € mantido inativo pela proteina Keapl (ECH Kelch associando proteina
1), constantemente degradado pela via ubiquitina—proteasoma dependente de Keapl

(130.131) ' sob condi¢des normais.
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Quando a célula sofre estimulos eletrofilicos, inflamatérios e oxidativos, o
Keapl sofre oxidag&o dos grupos SH de residuos de cisteina, alterando sua estrutura
gue causa a dissociacdo de Nrf2, que é estabilizado e translocado para o nucleo
ligando-se em pequenas proteinas Maf (fatores de transcricao) que ativam o Elemento
de Resposta Antioxidante (ERA), e ativa genes alvos que apresentam ERA no seu
promotor, iniciando a transcricdo de novas enzimas. A via Keap1/Nrf2 é responsavel
por regular tanto genes citoprotetores como defesas antioxidantes, entre eles, os
genes da SOD, CAT, e das enzimas do metabolismo da GPx, glutationa redutase
(GR), e y-glutamil cisteina ligase, da detoxificacdo de xenobibtico, NAD(P)H: quinona
oxidorredutase 1 (NQO1), genes da familia da Glutationa S-transferase e do
transporte de drogas (genes da familia das proteinas associadas a resisténcia de

multidrogas) (Figura 12 ) (131-136),

Figura 12. Inducéo da expressao de genes de enzimas  antioxidantes atraves da
via de sinalizacdo Keapl/Nrf2.
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2.4 Estresse do Reticulo Endoplasmatico

O RE é a organela celular responsavel pela sintese, dobramento e modificagdo
de peptideos e proteinas, ou seja, € essencial para funcdo e sobrevivéncia celular.
Perturbacdes no metabolismo celular podem prejudicar a sintese proteica, causando
o acumulo de proteinas mal dobradas, o que caracteriza o estresse do RE e induz
ativacdo da via de sinalizacdo intracelular denominada UPR (do inglés Unfolded

Protein Response) (139.140),

A UPR é mediada a partir da ativacdo de trés proteinas transmembranas do
RE, conhecidas como inositol-requiring enzyme-1 (IRE-1), PKR-like ER-regulated
kinase (PERK) e a activating transcription factor 6 (ATF6) e pela chaperona glucose-
regulated protein 78 kDa (GRP78) (141,

Em condi¢Bes normais, a GRP78, também conhecida como BiP, se liga ao
dominio amino-terminal de IRE-1 e PERK e ao dominio carboxi-terminal da ATF®6,
mantendo-as inativas 142, E durante a ativacdo da via da UPR a BiP se dissocia das
proteinas do RE, pois possui maior afinidade por proteinas nédo dobradas localizadas
no limen do RE @43, permitindo que a IRE1 e PERK fiqguem livres para serem
ativadas. A dissociacdo da BiP com o ATF6 libera este para o complexo de Golgi @44
(Figura 13).

Figura 13. Via de sinalizacdo em resposta as protei nas desdobradas no Reticulo
Endoplasmatico .
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A ativagdo destas trés vias deve reverter o efeito do estresse do RE e restaurar a
homeostase celular. Porém, a adaptacdo ao agente estressor pode levar ao
comprometimento da funcionalidade da célula ativando caminhos que desencadeiam

a morte por apoptose (147-149),

O acumulo lipidico hepatico é capaz de induzir o estresse RE, e, por sua vez, a
resposta ao estresse RE promove a lipogénese hepatica, criando um ciclo de
feedback positivo, 0 que pode contribuir para o desenvolvimento de esteatose
hepatica (%0, Este estresse tem sido implicado ndo sé no desenvolvimento de
esteatose hepatica, mas também no desenvolvimento de lesdo hepatocelular e
fibrose, que anunciam a progresséo da esteatose simples a EHNA. Uma das linhas
comumente citados das provas que sustentam o papel do estresse do RE na
patogénese de EHNA é a observacdo de que camundongos alimentados com dieta

MCD respondem a ativagdo de estresse do RE hepatico 51,

2.5 Proteinas do Choque Térmico

Ha cinco décadas atras Ferruccio Ritossa exp0s células de glandulas salivares
de Drosophila a um choque térmico e estas demostraram novo padrdo de
espessamento cromossomal, cujos genes foram determinados, posteriormente, como

sendo das HSPs ou simplesmente proteinas de estresse (152,

Alteracdes funcionais e estruturais sdo reagfes biologicas observadas apdés
evento estressante. A resposta do organismo ira depender tanto da intensidade como
da duracéo do estimulo estressor, ou seja, muitas vezes essa resposta € insuficiente
para combater os danos sofridos, precisando de mecanismos de protecéo ativados

durante o estresse.

Embora as HSPs tenham recebido essa denominacgéo por serem sintetizadas
em condicGes de temperaturas acima de valor limiar 53, sdo proteinas expressas
tanto em células eucariontes como procariontes em condi¢cdes normais, e sua sintese
é intensamente aumentada quando sdo expostas a varios estimulos nocivos 59,
incluindo exercicios fisicos 159, formacédo de ERO, infec¢des virais ou bacterianas,
acumulacdo de metais pesados ou etanol, isquemia, %), inibidores da ciclo-

oxigenase 57, entre outros igualmente eficazes.
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As HSPs estéo localizadas na mitocondria, no citoplasma, na superficie celular
ou soro, porém, sdo predominantemente proteinas intracelulares (%8 e s&o
conhecidas como chaperonas por possuirem importante funcdo em adaptacdo ao
estresse e protecdo celular, atuando principalmente na sintese e degradacao proteica,
além de regular processos celulares fundamentais, tais como formacao, segregacao,

degradacdo e conformacao de proteinas, e ressolubilizacdo de agregados proteicos
(154, 159-163)

A classificacdo das HSPs depende do peso molecular (Tabela 2) e apresentam
localizacéo e funcdo especifica nas células. As grandes familias séo as HSP40,60,70
e 90. As pequenas HSPs séo o grupo de proteinas com o peso molecular entre 10 e

30 kDa. As familias mais referenciadas sao as HSP27, HSP60, HSP70 e HSP90 kDa
(157).



Tabela 2. Classificacdo das proteinas de choque tér
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mico, divididas em familias

de acordo com o peso molecular.

NOME FORMA DE INDUGAO PRINCIPAIS FUNGCOES

HSP 110 | Choque térmico; Isquemia; Confere resisténcia celular ao calor e apresenta fungao chaperona, reduzindo a ag
regacao protéica. Age como um eficiente fator de troca de nucleotideo (NEF) para
atividade citosolica das Hsp70s.

GRP94 lonéforo de calcio; Estrogéni | Abundante em células secretérias, esta presente no limen do ER. Previne agrega
0; IFNa-y; IL-6; Privagdo de o | ¢&o protéica. 50% homoélogo da HSP90
xigénio; Hipdxia; Anoxia; UV

HSP90 Choque térmico; Frio; Fatore | Ambas isoformas da Hsp90 (HSP90a e HSP90R) sdo requeridas para a diferencia
s de crescimento; Hipoxia; Gl | cdo e maturag&o celular, encontrada em grande quantidade no citoplasma, aprese
icocorticéides; Estradiol; Pro | nta atividade chaperona. Intermediaria no remodelamento protéico apds estresse,
staglandina Al; Insulina; IL-4 | auxilia na estabilidade da estrutura celular. Interage com diversas co-chaperonas q
; IL-6; Privac&o de glutationa; | ue modulam o reconhecimento de substratos, ciclo ATPase e fungéo chaperona d
Hipoxia; Infecgio; Alcool; esta proteina.

GRP78 Privacéo de glicose; Frio; Co | Previne agregacao protéica no ER e liga-se a proteinas desnaturadas retardando
ngelamento; lonéforo de célc | sua liberagéo até completo dobramento.
io; UV;

GRP75 Privacéo de glicose; lonéforo | Previne agregacao protéica, apresenta papel importante na proliferacéo celular, re
de célcio; UV; sposta ao estresse, facilitando o correto dobramento de proteinas presentes na mit

ocondria

HSP72 Choque térmico; Frio; Seca; | Rapidamente induzida durante estresse, essa proteina apresenta fungéo citoprotet
Metais pesados; Hipdxia; An | ora e antiinflamatéria, reconhecendo e ligando-se a proteinas sintetizadas, dobrad
oxia; Isquemia; Infecgéo; Infl | as ou localizadas de forma inapropriada, mantendo a integridade dos componente
amagao; UV; Alcool; Exposic | s celulares.

80 a toxinas; Anestésicos; Pr
ostaglandina; Insulina;
HSP70B’ | Chogue térmico; Isoforma da HSP72. Juntas, séo as principais HSPs induzidas apés choque térmic
0. Seu gene interage de forma seletiva e ndo covalente com o ATP e nucleotideos.

HSP73 Choque térmico; Seca; Hipdx | Constitutivamente expressa, essa proteina é encontrada no citoplasma em situagd

ia; Isquemia; es basais, capazes de se ligar a polipeptideos para facilitar seu dobramento corret
o.

HSP60 Choque térmico; Frio; Luz; O | Previne o desdobramento e agregagéo de polipeptideos gerados na matriz mitoco
z6nio; Anoxia; Infeccao; ndrial. Estimulada pela ligagdo da HSP10

HSP40 Choque térmico; Co-chaperona requerida na catélise de reag6es, funcionando como fator de troca

de nucleotideo na atividade ATPase da HSP70.

HSP27 Choque térmico; Estresse oxi | Chaperona molecular, previne a agregacéo de proteinas mal sintetizadas ou dobra
dativo; Isquemia; Frio; Estrog | das de forma irregular, interagindo com mecanismos reguladores da morte celular.
énio; Infeccdo; Anoxia; Glico | Associada a filamentos, mantém a estrutura das células.
corticéides;

HSP10 Choque térmico; Facilita o dobramento de proteinas de forma ATP-dependente. Associada a HSP6

0 pode induzir protecéo as fungdes, mitocondriais. Previne apoptose e morte celul
ar.

Fonte:164
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Existem moléculas que sdo expressas em condicbes normais e apenas
aumentam ligeiramente a sua expressao em casos de estresse. Assim, alguns autores
atribuem a designacao de HSP, pela sua expressao constitutiva. De acordo com esses

autores, o termo HSPs seria reservado a proteinas induziveis 1),

Sua expressao depende de estimulos, seja por estresse quimico, ambiental,
seja fisiolégico, induzindo seu fator de transcricdo, o HSF (do inglés Heat-shock
factors — Fatores de choque térmico). Tais fatores adquirem a capacidade de ligagédo
ao DNA e sdo chamados de HSE (do inglés Heat shock element — Elemento do
choque térmico), mediando a transcri¢cdo de genes de choque térmico que resulta em
acumulacao de HSPs (169),

2.6 Estatinas

Até o momento, ndo existe terapia comprovada e conclusiva para o tratamento
da EHNA, demonstrando a importancia de estudos com potenciais agentes nessa
area. Varios medicamentos com diferentes propriedades e diferentes mecanismos de
acao estao propostos para o tratamento da EHNA, e as principais linhas de estudos
envolvem medicamentos que melhoram a resisténcia insulinica e diminuem o estresse

oxidativo.

As estatinas sdo os farmacos de primeira escolha na reducdo dos niveis de
lipoproteinas de baixa densidade (LDL), podendo reduzir também os niveis de

triglicerideos e induzir aumento nos niveis de HDL (166.167),

As estatinas sao inibidores estruturais da 3-hidroxi-3-metilglutaril Coenzima A
redutase (HMG-CoA), em uma fase inicial da via do mevalonato. Com a inibicdo da

HMG-CoA, a biossintese hepatica de colesterol é reduzida, resultando em up

regulation dos receptores da LDL que levam a diminuicdo dos niveis de LDL (168 169),

As estatinas, intracelularmente, inibem competitivamente a HMG-CoA
redutase, impedindo a conversdo do substrato HMG-CoA em acido mevalbnico,
diminuindo, desse modo, a sintese de colesterol. A inibicdo da HMG-CoA redutase
interfere também na reducdo da producdo de intermediarios isoprenoides incluindo
Farnesilpirofosfato e Geranilgeralpirofosfato (Figura 14 ), ao impedir a conversao da

HMG-CoA a acido L-mevaldnico 170,



43

Tais moléculas servem como acessorios lipidicos para a modificacdo poés-
translacional de pequenas proteinas de ligagdo, as quais estdo envolvidas dentro da
ativacao por isoprenilagdo de pequenas proteinas de ligacdo guanina trifosfato
(GTPase), como Roc, Rho, e Ras. Além da reducéao dos niveis do colesterol, a inibicdo
das proteinas intracelulares dependentes dos isoprendides promove efeitos
bioldgicos, conhecidos como efeitos pleiotropicos 471,

Figura.14. Efeitos das estatinas na hinssintese.do _._ calesternl..
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Os chamados efeitos pleiotrépicos (Figura 15) caracterizam-se por atividades
secundéarias das estatinas, como propriedades anti-inflamatérias, acdes
imunomoduladoras, antitrombogénicas, protecado da funcdo endotelial, propriedades

antioxidantes entre outras (171-174),

Figura 15. Efeitos pleiotropicos das estatinas.
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Entre os efeitos antioxidantes (Figura 16) das estatinas, incluem-se a
modulagdo do estresse oxidativo, a diminuicdo da geracdo de ERO pela NAD(P)H
oxidase vascular, antagonistas dos efeitos pro-oxidantes da angiotensina Il e

endotelina-1 e 0 aumento da sintese 6xido nitrico vascular 72,
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Figura 16. Mecanismo antioxidante das estatinas.
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O primeiro inibidor de HMG-CoA reductase, a compactina (mevastatina), foi
descoberto em 1976 por Akita Endo e originalmente isolado como produto metabolico
de culturas do fungo Penicillium citrinum. Essa substancia, devido a sua alta

toxicidade, ndo foi empregada para uso clinico @79,

Mais tarde, a lovastatina, analogo estruturalmente correlato a mevastatina, foi
isolada de culturas de Aspergillus terreus por Alberts e colaboradores (76, A
lovastatina, entdo, tornou-se a primeira desta classe de agentes redutores do
colesterol a ser aprovada para uso clinico em humanos. Desde entédo, novas estatinas,
naturais e modificadas, tornaram-se comercialmente disponiveis, incluindo
pravastatina, sinvastatina, fluvastatina, atorvastatina, cerivastatina, e mais
recentemente, pitavastatina e rosuvastatina. Essas moléculas diferem entre si na
absorcdo, biodisponibilidade, ligacdo as proteinas plasmaticas, excrecdo e
solubilidade (73:177),

A sinvastatina (Figura 17 ), droga escolhida para o nosso estudo, € uma

modificacdo quimica da lovastatina.
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Figura 17. Representacédo quimica da sinvastatina.
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2.6.1 Estatina na EHNA

As estatinas sdo uma importante classe de agentes para tratar dislipidemia,
mas ainda ha relutancia de usar esse medicamento em pacientes com doencas

cronicas estabelecidas ou suspeita de doenca hepatica, DHGNA e EHNA inclusive
(4,178-181)_

Aminotransferases elevadas ndo sdo incomuns em pacientes que receberam
estatinas, mas leséo hepatica grave, causada pelo uso de estatinas, raramente € visto

na pratica clinica .

Ao longo da Ultima década, um ensaio clinico randomizado ¥ demonstraram
que as estatinas sdo seguras em pacientes com doenca hepatica. Destacaram
também que ndo ha nenhuma evidéncia com a qual se comprove que pacientes com
doenca hepatica cronica, incluindo a EHNA, estdo em maior risco de apresentarem
les@o hepatica do que aqueles que ndo fazem o uso. Varios estudos tém sugerido que
as estatinas podem melhorar as aminotransferases, diminuir a incidéncia de eventos
cardiovasculares (que sao a principal causa de morte neste grupo de pacientes) e

melhorar os achados histol6gicos presentes na doenca (178-181),
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Embora haja estudos que mostrem a utilidade das estatinas em pacientes com
EHNA, mesmo na auséncia de dislipidemia, sdo necessarios mais estudos

prospectivos para sustentar esses dados (169,
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3 MARCO TEORICO

As evidéncias, nos ultimos anos, indicam que a peroxidacédo lipidica é uma
pedra angular da leséao celular relacionada a EHNA uma vez que a peroxidacao dos
lipidios exerce um papel central na fisiopatogenia da doenca de forma independente

da etiologia da esteatose.

Além disso, os produtos da lipoperoxidacdo podem ligar-se as proteinas dos
hepatdcitos, fazendo com que ocorra estresse do RE, aumento do processo

inflamatorio e de inducgéo da fibrose.

Embora existam evidéncias sobre o aumento e o envolvimento do estresse
oxidativo, outros tipos de estresse e danos também estao envolvidos na EHNA. Nesta

tese, abordaremos 2 questdes (Figura 18) que contemplam a esséncia deste estudo

- a primeira questao refere-se ao estresse oxidativo e ao estresse do RE
presentes no modelo experimental de EHNA induzida por dieta MCD. Acredita-se que
estdo envolvidos com o agravamento da doenca e que a sinvastatina é capaz de

reduzi-los, e assim atenuar a doenca.

- a segunda questdo refere-se a presenca de inflamacdo e fibrose que
determina o dano celular no modelo experimental de EHNA induzida por dieta MCD.

A sinvastatina pode diminuir o processo inflamatério, reduzir a fibrose e dano celular.
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Figura 18. Marco conceitual esquematico.
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4 JUSTIFICATIVA

A EHNA, que corresponde a uma percentagem de largo espectro da DHGNA,
associa-se a aumento da mortalidade de todas as causas e de causa hepatica. O
reconhecimento do seu potencial evolutivo e a sua alta prevaléncia na populacao
mundial s&o os principais motivos que despertam o interesse da comunidade cientifica

para realizar estudos relacionados a essa doenca.

N&o existe tratamento especifico para EHNA e ndo ha evidéncias
comprobatérias de que pacientes com EHNA tenham maior risco de lesdo hepatica

grave induzida por estatinas.

Muitas evidéncias sustentam o0 estresse oxidativo como fator essencial no
segundo passo deste processo. As ERO, ou espécies reativas de nitrogénio
provenientes das mitocondrias, do RE e peroxissomas desempenham papel

importante na patogénese da EHNA.

Tendo em vista tais consideragdes, propusemo-nos, por meio deste trabalho,

avaliar o uso da sinvastatina em um modelo experimental de EHNA.
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5 OBJETIVOS

5.1 Objetivo Geral

Avaliar o efeito da sinvastatina sobre o tecido hepatico em camundongos
C57BL6 com EHNA, induzida por dieta MCD, na tentativa de elucidar a agéo desse

farmaco sobre as complicacdes desse modelo experimental.

5.2 Objetivos Especificos

5.2.1 Objetivos Especificos do artigo |

Respondido no Artigo - Simvastatin treatment reduces hepatic oxidative
stress and endoplasmic reticulum stress in mice wit h non-alcoholic

steatohepatitis — Enviado para revista Journal of Biomedicine and Biotechnology.

- Avaliar as alteracdes de integridade hepatica dos camundongos com EHNA e dos
submetidos a administracdo de sinvastatina através da analise das enzimas ALT,
aspartato aminotransferase (AST), bem como as alteragdes bioquimicas sistémicas

de colesterol e triglicerideos.

- Determinar os niveis de lipidios hepaticos através do colesterol e triglicerideos
hepatico nos camundongos submetidos a dieta MCD e tratados com SIM.

-Verificar as caracteristicas histologicas da EHNA nos camundongos submetidos a
dieta MCD e tratados com SIM.

- Avaliar o dano ao DNA no modelo de EHNA induzida por dieta MCD e a acéo da SIM
como agente genotoxico/antigenotoxico, utilizando o ensaio cometa em tecido

hepatico.

- Avaliar a LPO no tecido hepatico através do TBARS nos camundongos submetidos
a dieta MCD e tratados com SIM.
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- Determinar no tecido hepatico a atividade enzimatica da SOD e GPx nos
camundongos submetidos a dieta MCD e tratados com SIM.

- Quantificar a expressao das proteinas NQO1, KEAP1, Nrf2, GRP78 e ATF6 nos
camundongos submetidos a dieta MCD e tratados com SIM.

5.2.2 Objetivos Especificos do artigo |l

Respondido no Artigo - Simvastatin treatment attenuates non-alcoholic
steatohepatitis induced by methionine-choline defic ient diet in mice — Enviado
para revista Protoplasma.

- Avaliar as alteracdes de integridade hepatica dos camundongos com EHNA e dos
submetidos a administracdo de SIM através da andlise das enzimas ALT e AST.

- Avaliar a LPO no tecido hepatico através do TBARS nos camundongos submetidos
a dieta MCD e tratados com SIM.

- Verificar a expressdo do TGF-f nos camundongos submetidos a dieta MCD e

tratados com SIM.

- Avaliar a expresséo proteica de 6xido nitrico sintase endotelial (eNOS) e oxido nitrico
sintase induzivel (iNOS) nos camundongos submetidos a dieta MCD e tratados com
SIM.

- Verificar a expresséo da interleucina 12 (IL-12) nos camundongos submetidos a dieta
MCD e tratados com SIM.

- Quantificar expresséao das proteinas HSF1 e HSP70 nos camundongos submetidos
a dieta MCD e tratados com SIM.
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Abstract:

In this study we evaluated the efficacy of simvéstan treatment of non-alcoholic
steatohepatitis induced by methionine and cholefe@nt diet in mice and its possible effect
on factors involved in the pathogenesis of the afiseincluding oxidative stress and
endoplasmic reticulum stress. Male C57BL6 mice vWedeeither a normal diet (control) or a
methionine and choline deficient diet for four weegind then treated orally with simvastatin
(4mg/Kg once a day) for two final weeks. At the efidhe experimental period, liver integrity,
systemic histology, DNA damage, biomarkers of ottidastress and endoplasmic reticulum
stress were assessed. Simvastatin treatment wadaabignificantly reduce hepatic damage
enzymes, and hepatic lipids and lower the degréeédtocellular ballooning, without showing
genotoxic effects. Simvastatin caused significadrelases in lipid peroxidation, with some
changes in antioxidant enzymes superoxide dismatasglutathione peroxidase. Simvastatin
activates antioxidant enzymes via Nrf2 and inhibitsloplasmic reticulum stress in the liver.
In summary, the results provide evidence that iwemiith experimental non-alcoholic
steatohepatitis induced by methionine and cholefecignt diet, the reduction of liver damage
by simvastatin is associated with attenuated oxidadnd endoplasmic reticulum stress.
However, further studies about simvastatin dosiagehto be performed, investigating other
molecular mechanisms and potential clinical appibce.

1. Introduction

Non-alcoholic steatohepatitis (NASH) is an impottatage in the development from
simple hepatic steatosis to fibrosis and cirrhosison-alcoholic fatty liver disease (NAFLD),
characterized by hepatocellular ballooning degdimgraand necroinflammation based on
hepatic steatosis [1-6].
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NASH is a common chronic liver disease, and it lbeen one of the important factors
leading to cirrhosis and hepatocellular carcingih&].

The pathogenesis of NASH remains poorly undersf@pdday and James (1998) have
proposed the “two-hits” hypothesis for the pathagen of NASH based on an animal model
that remains a foundation for research in thidfigl0]. According to this theory, hepatic
steatosis is mainly caused by metabolic syndroms fit). The second hit includes cellular
stresses such as oxidative stress, apoptosis, lasdap reticulum (ER) stress and gut-derived
lipopolysaccharide (LPS) [11]. Therefore, the dleas'two-hits” hypothesis of progression to
NASH is now being modified by a “multiple parallgts” hypothesis [12]. Amonthe above
factors generating the second hit, oxidative stiegkought to be a major contributor to the
pathogenesis and progression of steatosis to NASH |

Available treatments are not entirely satisfactand taken together, NAFLD and
NASH are multidisciplinary liver diseases that nequ interventions targeting the
cardiometabolic and liver disorders for the effeetireatment of patients with these diseases
[14].

Statins (3-hydroxy-3-methyglutaryl-coenzyme A retdigse inhibitors are used
worldwide to treat lipid disorders, particularlyeehted low-density lipoprotein-cholesterol
(LDL-C) and substantially reduce cardiovasculamése@nd mortality [14].

Although there are case reports of hepatotoxio#thated to statins, very few are
associated with severe course and liver failurg. [idwever, there are accumulating data in
the literature suggesting that statins, such asvastatin (SIM), may also exert anti-
inflammatory effects, such as inhibition of cytokiieemation, adhesion molecule expression
as well as reduction of nitric oxide production {18], all of which could be of value in
protecting against pathological inflammation anguiesdamage. For example, previous studies
have shown that SIM protects against tissue damagedels of sepsis, ischaemia-reperfusion,
glomerulonephritis, and asthma, and many studie® fsown that statins have a potent
antioxidant effect [19-23], and their antioxidanbperties may be valuable in the fight against
oxidative DNA damage [24].

In this study, we evaluated the efficacy of SIMilwe treatment of NASH induced by
methionine and choline deficient (MCD) diet in maad its possible effect on factors involved
in the pathogenesis of the disease including oxeatress and ER stress.

2. Materials and methods

2.1. Animals

In this trial, 32 male C57BL/6 mice were used. Tingre 8 weeks old, weighed 25 grams on
average and were obtained from the Federal UniyesEPelotas (UFPel), Pelotas, Rio Grande
do Sul. The animals were kept in polypropylene sgg& x 34 x 18 cm), with 4-6 animals in
each cage and under standard conditions. They pveweded with water and fooald libitum
and maintained on a 12-hr light/dark cycle (lightle from 7 a.m. to 7 p.m.) under controlled
temperature (24 £1.0°C) and humidity (55 + 5%)he Animal Experimentation Division of
the Hospital de Clinicas de Porto Alegre.

2.2. Diet composition

The MCD diet was manufactured by the Brazilian campPragSoluc6&s as described by
Newberne & Camargo [25)vith modifications as noted in Marcolat al.2012[26]. Two types

of rat chow were manufactured: MCD and control. Tbetrol diet was identical to the MCD
diet but contained adequate amounts of methiomdecholine.
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2.3. Experimental procedure

The experimental protocol complied with the normnssablished by the Ethical and Health
Research Committee of the Group of Research antyfadsate Studies of the Hospital de
Clinicas of Porto Alegre, as well as with the Pipies for Research Involving Animal27].
NASH was induced by feeding the animals with theDJdiet ad libitum for 4 weeks. The
animals in the control group received the same, detugh with the addition of adequate
concentrations of methionine and choline.

The animals were randomly divided into four grogps8): Control+Vehicle (CO+V): which
received the control diet for 4 weeks plus vehi&antrol+SIM 4mg/kg (SIM 4): which
received the control diet for 4 weeks plus Simuastd mg/kg; NASH+Vehicle (NASH+V):
which received the MCD diet for 4 weeks plus veititlASH+SIM 4mg/kg (NASH+SIM 4):
which received the MCD diet for 4 weeks plus Simtaas 4mg/kg; SIM was administered by
gavage for 2 weeks. The vehicle was composeddifisocarboxymethylcellulose (CMCNa)
1% and functioned as a carrier for SIM.

2.4. Experimental design

On experimental day 1, the animals were random$ygasd to the groups and given their
corresponding diets. They were monitored througlloeitexperiment. Four weeks later, they
were weighed and anaesthetized by inhalatory Isaili so that their blood could be sampled
from the retro-orbital plexus for liver integritynd biochemical analyses. The animals were
killed at the end of the experiment by exsanguamatinder deep anesthesia, followed by
cervical dislocation as described in the AVMA Glides on Euthanasia [28]. The liver was
removed by medium ventral laparotomy with total d&teptomy, a part of which was prepared
for the histological analysis, while the remainingsue was frozen in liquid nitrogen for
triglyceride and cholesterol concentration, conssag, oxidative stress and reticulum stress
analysis.

2.5. Liver integrity analysis

Liver integrity was assessed by measuring bloo@l$ewef enzymes aspartate transaminase
(AST) and alanine transaminase (ALT) with standiooratory methods at Hospital de
Clinicas de Porto Alegre.

2.6. Biochemical analysis
The systemic biochemical analysis included totallesterol and triglycerides levels. They
were measured using standard laboratory methddesgtital de Clinicas de Porto Alegre.

2.7. Hepatic Lipids

In order to measure the hepatic lipid content, drosiver samples were thawed on ice and
homogenized in deionized water. Extraction andaismh of lipids to yield dried lipid extracts
were performed using the technique described bgtFet al. [29]. The hepatic cholesterol and
triglycerides content of the lipids extracts wdrert assayed enzymatically by colorimetry.

2.8. Histology

For the histologicadvaluation, a piece of the liver was trimmed arddiby immersion in 10%
buffered formalin for 24 hr. The obtained blocksevdehydrated in a graded series of ethanol,
embedded in paraffin, and stained with hematoxaid eosin (HE)The minimum histological
criterion for the diagnosis of NASH was the preseoicsteatosis associated with hepatocellular
ballooning involving zone 3 and lobular inflammatanfiltrate. The grading of both necro-
inflammatory activity and fibrosis was performedaaling to the classification proposed by
Bruntet al [30].
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2.9. Comet assay

The alkaline comet assay was carried out as destcrily Ticeet al. [31], with minor
modifications [32]. Images of 100 randomly seleatetls (50 cells from each of two replicate
slides) were analyzed from each animal. Cells waése visually scored according to tail size
into five classes ranging from undamaged (0) toimaky damaged (4), resulting in a single
DNA damage score for each animal and consequentlgdch studied group. Therefore, the
damage index (DI) can range from O (completely nmaiged, 100 cells x 0) to 400 (maximum
damage, 100 cells x 4).

2.10. Lipid peroxidation, cytosolic superoxide dismtase (SOD) and glutathione
peroxidase (GPx)

The livers were homogenized with 9mL of phosphaitigeo (KCL 140mM, phosphate 20 mM,
pH 7.4) per gram of tissue. The protein concemmatin these liver homogenates was
determined using a standard solution of bovine ralhuaccording to Bradford [33]. Liver
lipoperoxidation was determined by TBARS [34[cytosolic SOD was assayed
spectrophotometrically by rate of epinephrine amtatation, which is progressively inhibited
by increasing amounts of SOD in the homogenateatheunt of enzyme that results in 50%
of the maximum inhibition is defined as 1 Unit S@igfprot [35]. GPx analysis was carried out
according to Flohé and Gunzler, [36] based on tmsemption of NADPH in the reduction of
oxidized glutathione and values were expressedniolimgprot.

2.11. Western blot

Western blot analysis was performed in cytosolid anclear extracts prepared from liver
homogenates as described previously [37]. The sapant fraction was collected and stored at
-80°C in aliquots until use. Protein concentratioas measured by the Bradford assay [33].
Lysate proteins were fractionated by sodium dodeesyllifate-polyacrylamide gel
electrophoresis (SDS-PAGE) and transferred to pojynene fluoride (PVDF) membranes
[38,39]. The membranes were then blocked with 5%fatadry milk in Tris-buffered saline
containing 0.05% Tween 20 (TTBS) for 1 h at roomperature and probed overnight at 4 °C
with polyclonal anti-NQO1, anti-Keapl, anti-Nrf2nteATF6, anti BIP/GRP78, antibodies
(Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA):200-1:1.000 dilution with TTBS in 5%
nonfat dry milk. Bound primary antibody was detéctdRP—with anti-mouse 1gG, anti-rabbit
IgG or anti- goat IgG antibodies. (Sigma Aldri&t,Louis, MO, USA). Protein detection was
performed via chemiluminescence using a commeical kit (Amersham Pharmacia Biotech,
Little Chalfont, Great Britain) [40]. The density the specific bands was quantified with an
imaging densitometer Software (Scion Image, Many|anA).

2.12.Statistical analysis

The results were expressed as mean values fTB®data were analyzed using a Student—
Newman—Keuls post hoc ANOVA test. Pearson's tdstgguare) was used for correlational
analysis. Qualitative variables were subjectedréss:table and the level of significance was
5% (P<0.05). The software used was SPSS 17.0.

3.Results

3.1 Liver integrity

The serum levels of AST and ALT were significanghgvated in the NASH+V group when
compared to CO+V and SIM 4 groups, indicating codersble hepatocellular injury. AST and
ALT did not show differences in NASH+SIM 4 when goaned with NASH+V (Table 1).
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TABLE 1: Effect of a MCD diet and treatment withrsiastatin on liver integrity analysis in
C57BL/6 mice.

AST (mg\dL) ALT (mg\dL)

CO+V 69.14+13.38 30.75+7.52
SIM 4 74.1+14.50 33.8+7.69
NASH+V 354.0+£62.29***  404.0+53.66***
NASH+SIM 4 303.7+42.15 369.0+39.34

CO+V: Control plus vehicle (n=8); SIM 4: Contnplus simvastatin 4mg/kg (n=8); NASH+V: NASH plushige
(n=8); NASH+SIM 4: NASH plus simvastatin 4mg/kg 8)=

Data appear as measD.

« P < .001 NASH+V versus CO+V, SIM 4, NASH+SIM 4.

‘P <.001 NASH+SIM 4 versus CO+V, SIM 4

3.2 Biochemical analyses
The serum levels of TC and TG, were significant#guced in the NASH+V group when

compared with the CO+V and SIM 4 groups, althougsignificant differences were observed
between the NASH+V groups and the NASH+SIM 4 (T&)le

TABLE 2: Effect of a MCD diet and treatment withrsiastatin on biochemical analysis in
C57BL/6 mice.

Total Cholesterol (mg\dL) Triglyceride (mg\dL)

CO+V 129.9+£13.70 67.00+£11.88
SIM 4 123.1+13.50 64.30+8.73

NASH+V 28.5+7.73** 33.6.5£3.70***

NASH+SIM 4 22.5+4.07 28.5+2.49

CO+V: Control plus vehicle (n=8); SIM 4: Corltgdus simvastatin 4mg/kg (n=8); NASH+V: NASH plushicle
(n=8); NASH+SIM 4: NASH plus simvastatin 4mg/kg 8)=

Data appear as measD.

w P < .001 NASH+V versus CO+V, SIM 4, NASH+SIM 4.

‘P <.001 NASH+SIM 4 versus CO+V, SIM 4

3.3 Hepatics Lipids

In the NASH+V group, hepatic cholesterol and traglsides content were significantly elevated
as compared with CO + V, SIM 4 and NASH+SIM 4 ge(pable 3).

TABLE 3: Effect of a MCD diet and treatment withrsiastatin on hepatic lipids in C57BL/6
mice.

Cholesterol (mg Cholesterol\mg tissue) Trighde (mg Triglyceride \mg tissue)
CO+V 0.19+0.03 1.5440.45
SIM 4 0.20+0.03 1.30+0.42
NASH+V 0.40+£0.10* 2.2+0.35*
NASH+SIM 4 0.20+0.02 1.740.43

CO+V: Control plus vehicle (n=8); SIM 4: Corltgdus simvastatin 4mg/kg (n=8); NASH+V: NASH plushicle
(n=8); NASH+SIM 4: NASH plus simvastatin 4mg/kg @)=

Data appear as measD.

«P < .05 NASH+V versus CO+V, SIM 4, NASH+SIM 4.

3.4. Histology

No animal receiving the CO+V diet showed any hgatal alterations (data not shown).
Histological liver changes were observed in aninwdlshe NASH+V group: microvesicular
steatosis, macrovesicular steatosis, inflammatmahhepatocellular ballooning (Figures 1a, 1b,
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1c). SIM administration markedly attenuated themaiy ballooning process (Figure 1d and
Table 4).

Figure 1: Effect of a MCD diet and treatment with simvasaFmeotomicrogrh of
liver of NASH+V (a,b,c) and NASH+SIM 4 (d). (H-B00X). I. inflammation, B:
Ballooning, M: microvesicular steatosis.

TABLE 4: Ballooning in the liver from mice with NAS$treated ou not with Simvastatin.

Cross table Developed the balonization or no
Without With Total
Simvastatin Simvastatin
Ballooning None 0 5 5
Few Balloon Cells 7 3 10
Many Cell prominent 1 0 1
ballooning
Total 8 8 16
value df significance
Pearson's test (chi-square) 11.000a 2 .004
Likelihood ratio 14.230 2 .001
Linear by linear association 9.860 1 .002
n 16 16
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3.5. Comet assay

Table 5 shows the DNA damage in livers after 4 ge@kere was a significant increase in DI
in the NASH+V as compared to the CO+V group, sutiggshat mice with NASH exhibited
increased DNA damage in liver. Although the DI iASH+SIM4 was higher than in CO+V,
it was not statistically significant. SIM at 4 mg/llso did not increase DI in comparison to
CO+V, suggesting that this dose was not able toaadNA damage.

TABLE 5: Comet assay in the liver from mice withdamithout NASH
treated with Simvastatin.

DI
CO+V 58.5+15.7
SIM 4 61.68+12.34
NASH+V 111.17+16.97*
NASH+SIM 4 85.40+18.82

CO+V: Control plus vehicle (n=8); SIM 4: Corltgdus simvastatin 4mg/kg (n=8); NASH+V: NASH plushicle
(n=8); NASH+SIM 4: NASH plus simvastatin 4mg/kg 8)=

DI: Damage index, which can range from 0 (compjeteidamaged, 100 cells x 0) to 400

(with maximum damage 100 x 4); *P<0,05 CO+V vs MAY;

3.6. Lipid peroxidation, SOD and GPx activity

The analysis of lipoperoxidation (LPO) through TB8Rhowed a significant increase (300%)
in NASH+V as compared to CO+V group. NASH+SIM 4 wfed a significantly decrease
(57%) of LPO as compared to NASH+V (Figure 2). Kmes of antioxidant enzyme activities
showed that SOD activity was decreased in thedigéthe NASH+V group (33%) as compared
to CO+V and SIM 4 groups. SOD activity was increafe.6%) in the treated (NASH+SIM
4) compared to the NASH+V group (Figure 3A). Conaey GPx activity, there was a
significant decrease (64%) in NASH+V group as comegdo the CO+V and the GPx activity
increased (48%) in the treated (NASH+SIM 4) grosg@mpared to NASH+V (Figure 3B).
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Figure 2: Effect of a MCD diet and treatment with simvastatin
lipoperoxidation in C57BL/6J mice.
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Figure 3B: Effect of a MCD diet and treatment with simvastaim
glutathione peroxidase in C57BL/6J mice.
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3.7 Western Blot

Nuclear Nrf2 protein was underexpressed in the NA®GIgroup. However the animals in the

NASH+ SIM 4 group overexpressed Nrf2. ExpressioN@O1 was reduced in animals with

NASH and SIM was able to increase the expressidhisfprotein (Figure 4). Protein markers
related to ER stress were also evaluated. NASH #3m increased the activation of

endoplasmic reticulum stress markers, such ATFB@ERP78. SIM was sufficient to decrease
NASH-induced endoplasmic reticulum stress (Figyre 5
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The data are expressed as the mean * standardidley&.D.). “P<0.01 against all groups;
.).*P<0.05 against against all groups

CO+V: Control plus vehicle; SIM 4: Control plus siastatin 4mg/kg; NASH+V: NASH plus vehicle;
NASH+SIM 4: NASH plus simvastatin 4mg/kg.

Figure 4: Effect of a MCD diet and treatment with simvastamNQO1,
Keapl and Nrf2 protein by Western blot analysis.
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Figure 5: Effect of a MCD diet and treatment with simvastatmGRP78
and ATF6 protein by Western blot analysis.

78



79

4. Discussion

Current research has shown that NASH is the mopbitant epidemiological and
clinical form of NAFLD. So far, there is no entiygbroven treatment for NASH. Statins are an
important class of agents to treat dyslipidemid,tbere is still reluctance in using this drug in
patients with established or suspected chronic he&ease, including NASH.

AST and ALT are enzymes that are sensitive to togedular injury. The release of
large quantities of these enzymes in the bloodstrigaassociated with centrilobular necrosis,
degeneration, and reduced performance status oflitke [41]. In the evaluation of
hepatocellular damage, aminotransferases altesatiwere observed in the animals that
received the MCD diet. There are reported casesatih-related hepatotoxicity but although
elevated aminotransferases are not uncommon iempgitieceiving statins, serious liver injury
from statins is rarely seen in clinical practicé. [bhe use of SIM here did not increase the
assessed parameters, suggesting that its use alosmuse worsening of liver damage.

The MCD diet is a good model described for NASHction. It produces steatosis due
to a decrease in the export of very-low-densitgpimteins (VLDLS), as choline and methionine
are the precursors of the phosphatidylcholine pholgpd lining the VLDL [42]. In the absence
of choline, VLDL is not secreted and triacylglyckftoiglyceride) builds up in the liver cytosol.
These VLDL fragments are confirmed by our data,ctshowed a decrease in triglycerides
and cholesterol plasma levels along with extengie accumulation in the liver. Accordingly,
quantification of the hepatic triglyceride and a=gikrol levels showed that MCD diet-induced
hepatic lipid accumulation was attenuated by Sidatment.

Oxidative DNA damage is the most common thregetoomic stability. There is strong
evidence implicating the generation of ROS andttireesponding responses to oxidative stress
as key factors in the pathogenesis of several huilisgases [43]. A significant increase in
DNA damage in the liver was observed in the NASbBugr suggesting that this disorder can
decrease genomic stability in the liver, corrobiogt previous study [44]. Most likely, these
effects are implicated in the pathogenesis of NA8specially concerning the generation of
ROS leading to injuries by oxidative stress [43dtes have shown that geno-protective or
genotoxic effects of SIM are dose-dependent [4&}eHthe lowest dosage tested was not able
to induce DNA damage evaluated by the comet agdayalues were not sufficiently lower in
the NASH+SIM 4 group than in the NASH group to cate a protective effect. Furthermore,
DI values in the NASH+SIM 4 group were not statialiiy different from those of the CO+V
group, reinforcing that this dosage is not ablentbluce DNA damage in NASH mice and,
conversely, it could be exerting some protectiveaf

In the MCD dietary model of NASH, animals develsfeatohepatitis, exhibiting
features that are histologically similar to thenwopathological features of human NASH
[47,48]. Consistent with our expectation, the adstiation of the MCD diet to C57BL/6 mice
resulted in a classical pathophysiological pictwe NASH, with microvesicular and
macrovesicular steatosis, indicative of disturbepidl metabolism, multiple foci of
inflammatory cell accumulations in the liver andldaning. Treatment with SIM led to a
marked decrease in the hepatocellular balloonirggegein livers of mice fed the MCD diet.
Many studies have considered hepatocellular balgpas the main histological feature of
NASH and as common for the diagnosis of NASH [48,80d it can even be considered as a
prognostic marker [51].

Oxidative stress is involved in the development prafyression of NASH [52-55] and
high levels of ROS, due to insufficiency of theiaxidant defense system, may lead to
disruption of cellular function and oxidative darmeago membranes, enhancing their
susceptibility to lipid peroxidation [56,57]. Ostudy showed a significant increase in lipid
peroxidation in animals with NASH induced by foueek MCD diet. This damage can be
caused by the increase of ROS in the liver tisSumilar data were reported in other studies of
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NASH induced by MCD diet [44,58,59]. SIM adminigica significantly decreased TBARS
levels in hepatic tissue of animals fed the MCDt.dighese results are in agreement with
previous studies investigating the effects of S8@,61]. However, in these studies the dose of
SIM and the experimental models are different. l@ndther hand, Zamin ét al.[62] used the
MCD diet model and observed that SIM (0.5mg/kg) it show any benefits, and the TBARS
results were similar to those of the animals usiage 0.9%.

Oxidative stress is the result of a redox imbaldrmemveen the generation of ROS and
the compensatory response from the endogenouscaatid network. The enzyme system,
such as SOD and GPx, prevents the accumulatios’ @@ hydrogen peroxide, and is therefore
considered the primary line of defense [63]. It l&en reported that the levels of these
antioxidants parameters are decreased in the lofgpatients with NASH [64]. In our study,
the MCD diet significantly diminished the antioxideassociated parameters levels, including
SOD and GPx, and SIM reverted this, increasing thEmese results indicate that SIM can
decrease oxidative damage indirectly by activaéindogenous defense elements.

Nuclear factor-erythroid-2- related factor 2 (Nri&)a transcription factor that plays a
central role in the antioxidant defense cellulastegn. It binds to the so called antioxidant
responsive elements (ARES) and regulates the esipresf a number of protective genes in
response to oxidative stress and electrophileselUhdsal conditions, Nrf2 is retained in the
cytoplasm bound to Keapl which promotes its pratews degradation. Upon exposure to
ROS or other inducers, Nrf2 is released from Keapd translocates to the nucleus where it
stimulates the expression of antioxidant genes sischlAD(P)H:quinone oxidoreductase 1
(NQO1), that protect the cell from the deleteriafifects of ROS [65-69]. However, Nrf2
expression was greatly reduced in animals with NAS¢tording to Sugimoto et al. [69], the
loss of Nrf2 leads to rapid onset and exacerbati@teatohepatitis in animal models of NASH.
Our study showed that SIM activates antioxidantyeres via Nrf2. Habeos et al. [68]
demonstrated that Nrf2, a key regulator of thecdiant defense, is activated by SIM.

The ER is a cellular organelle essential for aatiction and survival. Conditions that
interfere with ER function lead to the activatiohtbe unfolded protein response (UPR), a
homeostatic signaling network that orchestratesréicevery of ER function, and failure to
adapt to ER stress results in apoptosis [40]. TRetEess response has recently been proposed
to play a crucial role in both the developmentteftosis and progression to NASH [70,71].
The ER stress response is mediated through thréepEsmic reticulum transmembrane
receptors, such activating transcription factoABK6) and one chaperone, glucose-regulated
protein GRP78. In the unstressed state, GRP78uadto these transmembrane receptors.
However, when unfolded proteins accumulate in tRe GRP78 preferentially binds to UPR
[70].

These markers were induced in animals with NASH tduthe use of the MCD diet
because this diet is associated with the activaifan ER stress pathway [70-72]. GRP78 has
been recently shown to play a central role modudgthe sensitivity and duration of the UPR
[40, 73].The ATF6 pathway also plays a role insgranduced lipid accumulation [71]. SIM
plays a role in hepatic protection by inhibiting tBR stress in the liver. The salutary effects of
statins suggest that the effects may be indepemd&tiolesterol-lowering activity

In summary, the results provide evidence thatiserwith experimental NASH induced
by MCD diet, the reduction in liver damage by Sassociated with attenuation of oxidative
stress and ER stress. However, further researchSii¥l dosage should be carried out to
investigate other molecular mechanisms and potediitiecal applications.
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Abstract

Non-alcoholic steatohepatitis (NASH) is consideoaé of the most frequent liver diseases in
the world. It occurs in both genders, at any agduding children and teenagers. The available
treatments are not entirely satisfactory. In thislg we evaluated the efficacy of simvastatin in
treatment of NASH induced by methionine-cholineideht diet in mice and its possible effect
on factors involved in the pathogenesis of the afiseincluding oxidative stress, fibrosis,
inflammation and cell damage. Male C57BL6 mice werkeither a normal diet (control) or a
methionine and choline deficient diet for four weegind then treated orally with simvastatin
(4mg/Kg once a day) for two additional weeks. Sistatn treatment was able to significantly
reduce hepatic damage enzymes and lipid peroximaBonvastatin decreased expression of
TGF, INOS, IL-12 and HSF1 and increased eNOS and l@®R@ression. In summary, the
findings suggest that the attenuation of oxidasitress, fibrotic inflammation and cell damage
pathways contributes to the beneficial effectsiofvastatin in this model, but such effects
should be further confirmed in long-term clinicaals for NASH.

Keywords: Non-alcoholic steatohepatitis, simvastatin, fibscmnd inflammation

Keywords: Non-alcoholic steatohepatitis, simvastatin, fibscsnd inflammation
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Introduction

Non-alcoholic steatohepatitis (NASH) is the mostportant epidemiological and
clinical form of non-alcoholic fatty liver disea@dAFLD) and may be associated with fibrosis
and progress to cirrhosis and hepatocellular cancan(Fuchs, 2012; Yimin et al. 2012).

Both biologically active lipid peroxidation procks and cytokines act together to trigger
the diverse hepatic lesions of NASH by inducingadigpinflammation and fibrosis that lead
eventually to end-stage liver disease (SchwabeBaedner, 2006; Marcolin et al. 2013).

The pathophysiology of NASH is still not fully uestood, and available treatments are
not entirely satisfactory. However, therapies timait hepatic injury and the related occurrence
of inflammation and fibrosis are particularly aplyegfor this condition (Marcolin et al. 2012).

Statins, among the most commonly prescribed dmugddwide, are cholesterol-
lowering agents and have been shown to act thrahglesterol-dependent and -independent
mechanisms and are able to affect several tissnetifuns and modulate specific signal
transduction pathways that could account for stal@mtropic effects (Gazzerro et al. 2012).
Although there are case reports of hepatotoxieilgted to statins, very few are associated with
severe course and liver failure (Younoszai et @Qll4). There are accumulating data in the
literature suggesting that statins, such as simtiasg{SIM), may also exert anti-inflammatory
effects, such as inhibition of cytokine formatiaghesion molecule expression as well as
reduction of nitric oxide production (Weber et H97; Giusti-Paiva et al. 2004; Terblanche et
al. 2007), all of which could be of value in prdteg against pathological inflammation and
tissue damage (Dold et al. 2009). According to Waihgl. (2013) most studies demonstrated
that SIM not only reduced circulating low-densityodprotein cholesterol but also decreased
hepatic lipid deposition in patients with NASH. Hewer, it was still controversial whether it
improved hepatic inflammation and fibrosis.

The methionine-choline-deficient (MCD) diet impair the synthesis of
phosphatidylcholine, an essential part of the phobpid component of very low-density
lipoprotein (VLDL) (Yao and Vance, 1988; Gyamfiat 2009), contributing to early hepatic
lipid accumulation and peroxidation followed bylarhmation and fibrosis (George et al. 2003;
Vetalainen et al. 2007; Barakat et al. 2012).

In this context, the aim of this study was to ea# the effects of SIM on experimental
model of NASH, using a MCD diet.
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2 Materials and methods

2.1Animals

In this trial, 20 male C57BL/6 mice were used. ykneere 8 weeks old, weighed 25
grams on average and were obtained from the Federaérsity of Pelotas (UFPel), Pelotas,
Rio Grande do Sul. The animals were kept in polgplene cages (47 x 34 x 18 cm), with 4-6
animals in each cage and under standard condifidres; were provided with water and food
ad libitumand maintained on a 12-hr light/dark cycle (ligiatle from 7 a.m. to 7 p.m.) under
controlled temperature (24 £1.0°C) and humidity §55%) in the Animal Experimentation
Division of the Hospital de Clinicas de Porto Alegr

2.2 Diet composition

Mice were fed either a MCD diet (Supplemental €a®) or a control diet, which was
identical to the MCD diet but supplemented with Biethionine (3 g/kg) and choline chloride
(2 g/kg). Diets were prepared by PragSolucdes CamérServicos Ltda and stored at 4-10°C

until used.

2.3 Experimental procedure

The experimental protocol complied with the norestablished by the Ethical and
Health Research Committee of the Group of ReseardiPostgraduate Studies of the Hospital
de Clinicas of Porto Alegre, as well as with thmélples for Research Involving Animals.

NASH was induced by feeding the animals with théDAdietad libitumfor 4 weeks.
The animals in the control group received the sdrag though with the addition of adequate
concentrations of methionine and choline. The alsmware randomly divided into four groups
(n=5): Control+Vehicle (CO+V): which received thentrol diet for 4 weeks plus vehicle;
Control+SIM 4mg/kg (SIM 4): which received the cantdiet for 4 weeks plus Simvastatin 4
mg/kg; NASH+Vehicle (NASH+V): which received the NdCdiet for 4 weeks plus vehicle;
NASH+SIM 4mg/kg (NASH+SIM 4): which received the NdCdiet for 4 weeks plus
Simvastatin 4mg/kg; SIM was administered by gavfag@ weeks. The vehicle was composed
of sodium carboxymethylcellulose (CMCNa) 1% andctioned as a carrier for SIM.

2.4 Experimental design.
On experimental day 1, the animals were randors$ygaed to the groups and given
their corresponding diets. They were monitoreduphmut the experiment. Four weeks later,
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they were weighed and anaesthetized by inhalatmfjurane. The animals were killed at the
end of the experiment by exsanguination under daegsthesia, followed by cervical
dislocation as described in the AVMA Guidelineskuthanasia. Liver samples were obtained

for molecular analysis.

2.5 Biochemical markers of lipid peroxidation ancet injury.

Lipoperoxidation was measured in liver using tteobarbituric acid reactive
substances (TBARS) assay (Buege and Aust, 1978unSéevels of enzymes aspartate
transaminase (AST) and alanine transaminase (Alefgwetermined by kinetic UV test. They
were measured using routine laboratory methodeeHospital de Clinicas de Porto Alegre

by enzymatic method (automated — Siemens Advia T3@#mistry system).

2.6 Western Blot

Western blot analysis was performed in cytosafid auclear extracts prepared from
liver homogenates as described previously (Tufic@al.€2011). The supernatant fraction was
collected and stored at -80°C in aliquots until. UBetein concentration was measured by
Bradford (1976). Lysate proteins were fractionasgdodium dodecyl sulfate-polyacrylamide
gel electrophoresis (SDS-PAGE) and transferred adyvinylidene fluoride (PVDF)
membranes (San-Miguel et al. 2006, Mauriz et ab720The membranes were then blocked
with 5% nonfat dry milk in Tris-buffered saline daming 0.05% Tween 20 (TTBS) for 1 h at
room temperature and probed overnight at 4 °C patiiclonal anti-TGH3 (SC31609/ 25kDa),
anti-eNOS (SC8311/ 130kDa), anti-INOS (SC7271/ I8k antibodies (Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA) at 1:200-1,@d0tion with TTBS in 5% nonfat dry
milk. Anti-IL-12 (74151 / 70kDa), anti-HSF1 (H416%&kDa), anti-HSP70 (H5147/ 73 and
72kDa) (Sigma Aldrich, St Louis, MO, USA) antibody 1:5,000 dilution with TTBS in 5%
nonfat dry milk. Antig-actin (A5060/ 42kDa) antibody (Sigma Aldrich, Siuis, MO, USA)
antibody at 1:2,000 dilution with TTBS in 5% nonthy milk. After washing with TTBS, the
membranes were incubated for 1hr at room temperamith secondary HRP-conjugated
antibody (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, G8A, 1:4,000). Protein detection was
performed via chemiluminescence using a commeeadl kit (Amersham Pharmacia Biotech,
Little Chalfont, Great Britain) (Tufidet al. 2013). The density of the specific bands was

quantified with an imaging densitometer Softwareid8 Image, Maryland, MA).
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2.7 Statistical analysis

Means and standard deviations (SD) were calcufatesll data. Significant differences
between means were evaluated by one-way analysiar@nce (ANOVA). In the case of
significance, Student—-Newman—Keuls tesas applied. P values < 0.05 were deemed

significant. All analyses were carried out usingsSPL8.0.

3. Results

3.1 Effects of simvastatin treatment on liver igjur the MCD diet-induced model of NASH.

Body weight was significantly lower and ALT an&A serum levels and liver TBARS
concentration were significantly higher in the NABHgroup as compared to CO groups,
indicating considerable hepatocellular injury angoperoxidation. Serum transaminase
activities and TBARS concentration in the liver eaiso significantly lower in NASH+SIM 4
mice compared to the NASH group, but no significafifiects were observed on body weight
(Table 1).

3.2 TGF-B expression in the model of NASH by MG ahd the effect of Simvastatin.

TGF4 is the most potent profibrotic cytokine, we invgated its expression. TGF-
was significantly overexpressed in the NASH+V gragmpared to the CO+V, SIM 4 and
NASH+SIM 4 groups (Figure 1). Simvastatin inhibiegression of TGEB- in the MCD diet-
induced model of NASH.

3.3 eNOS and iINOS expression in the model of NASHID diet and the effect of Simvastatin.

Hepatic expression of eNOS in NASH+V was gradudigreased compared to the
CO+V, SIM 4 and NASH+SIM 4 groups. However, hepatipression of INOS increased in
NASH+V compared to the CO+V, SIM 4 and NASH+SIMbgps (Figure 2).

3.4 1L-12 expression in the model of NASH by MG aind the effect of Simvastatin.

The IL-12 expression in liver was greater in the &V group than in the CO+V,
SIM 4 and NASH+SIM 4 groups (Figure 3gimvastatin decreased the hepatic expression of
IL-12 in the MCD diet-induced model of NASH.
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3.5 HSP70 and HSF-1 expression in the model of NBSHICD diet and the effect of
Simvastatin.

HSP70 expression in NASH+V was reduced comparetheoCO+V, SIM 4 and
NASH+SIM 4 groups. Nuclear hepatic expression oFH$creased in NASH+V compared
to the CO+V, SIM 4 and NASH+SIM 4 groups (Figure &mvastatin increased the hepatic
expressions of HSP70 and reduced the HSF1 exprnessithe MCD diet-induced model of
NASH.

4 Discussion

In this study, we demonstrated that SIM attenuateglative stress, fibrosis,
inflammation and cell damage in C57BL/6 mice witASH. SIM decreased TGE-iNOS,
IL-12 and HSF1 expression in the liver of MCD diett mice. It also restored the eNOS and
HSP70 expressions in these animals. The use iet aeficient in such essential amino acids
as methionine and choline is a well accepted mtmtehducing NASH which recapitulates
many of the features of this disease in humansdMiaret al. 2013).

Blood levels of liver enzymes (AST and ALT) wergrsficantly higher in NASH mice
than in controls animals, similarly to others sasdiMin et al. 2012; Park et al. 2013; Xin et al.
2014). As animals treated with SIM had lower ALTdaAST serum levels, a hepatoprotective
effect is suggested. It is also important to nbtg ho significant differences in enzyme levels
were observed between the CO+V and SIM 4 groupsatidg an absence of adverse effects
due to SIM administration.

Increased reactive oxygen species (ROS) produdimh oxidative stress play an
important role in the pathogenesis of liver fibeobly inducing HSC proliferation (Galli et al.
2005). In this study, TBARS liver concentrationicated the presence of a marked oxidative
stress in animals with NASH, in accordance withvimes studies. This effect was partially
abrogated by SIM treatment, confirming its anti@atiproperties.

Liver fibrosis, as a wound-healing response t@uetar liver injury, is characterized by
excessive extracelullar matrix protein depositiDe Minicis et al. 2012). The most important
clinical challenge in NASH is the progression teelifibrosis, which often leads to liver failure
(Csak et al. 2011). The effects of MCD diet on depment of fibrosis were evaluated by
quantifying TGFB expression. TGIB-is an important fibrogenic factor for hepatic kst cells
(HSC). We observed that SIM treatment was abledace the TGB-expression. Statins have
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also shown anti-fibrotic functions in a variety wlammalian cell lines or tissues through
interference with the Rho/ROCK/CCN2/-ECM cascadeaifd/et al. 2005). The correlation
between Rho/ROCK pathway and fibrogenic signaliathway has gained more attentions in
recent years (Li et al. 2014).

Nitric oxide (NO) is generated constitutively framusoidal endothelial cells mediated
by endothelial NO synthase (eNOS) under normaliplggical conditions (Leung et al. 2008).
During inflammation, inducible NO synthase (iINO@ays a major role in NO production
contributing to tissue damage (Yoneda et al. 2008¢. also studied the behavior of the
inflammatory mediator nitric oxide (NO), evaluatingNOS and INOS expression in
cytoplasmic extract of livers. Our results demaatsid that eNOS=xpression decreased
significantly and iINOS expression increased sigaiitly in the NASH+V group, a typical
feature of the inflammation procegmhanced expression of INOS generates oxidatiesstr
and leads to proinflammatory state and the rednafeNOS affects hepatic microcirculation
(Leung et al. 2008; Leung et al. 2011). Howevek]-Bkated animals showed increased eNOS
expression. Statins affect eNOS expression anditgctnainly through three mechanisms
(Laufs et al. 1998): (i) statins increase eNOS eggion by prolonging eNOS mRNA half-life
rather than by inducingNOSgene transcription; (ii) statins reduce caveoliadundance.
Caveolin-1 is an integral membrane protein and$itodNOS in caveolae, there by inhibiting
NO production directly; (iii) statins can activatthe phosphatidylinositol 3-kinase
(PI13K)/protein kinase Akt pathway (Laufs and Lid®98; Plenz et al. 1998; Kureishi et al.
2000; Wang et al. 2008). Statins restore endothilia production by several mechanisms
including up-regulation of eNOS protein expressaod blocking ROS formation.

We also studied the involvement of the inflammatogdiator. In liver, Kupffer cells
are resident macrophages. They are an importantesaf both inflammatory and anti-
inflammatory mediators (Valatas et al. 200Besearch has shown that amounts of
inflammatory cytokines and biologically toxic methes from activated Kupffer cells have
been strongly implicated in the pathogenesis o&tienjury, including interleukin-12 (I1L-12)
(Yang et al. 2014)The present study demonstrates that MCD diet iseiké_-12 expression,
while treatment with SIM decreased it. Our resatts in accordance with Maina et al. (2012),
who demonstrated the importance of M1 responséseimevelopment of NASH by showing
that a prevalent liver expression of M1 markerseadates with increased hepatic inflammation
in C57BL/6 mice with MCD-induced NASH.

Another interesting finding from our investigatiasas a significant over expression of

nuclear HSF1 and reduction of cytoplasmic HSP70esgon in liver tissue with NASH. HSF1
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Is the main regulator of the heat shock responsichams involved in protecting cells and
organisms from heat, ischemia, inflammation, oxdastress and other noxious conditions
(Sorger, 1991; Pirkkala et al. 2001; Chuma et@L143. HSF1 is the major transcription factor
regulating induction of HSP70 in response to héwick response. The chaperone Hsp70
regulates a diverse set of signaling pathways titrots interaction with proteins (Manucha et
al. 2011). HSP70 has strong cytoprotective effaat$ functions as a molecular chaperone in
protein folding, transport, and degradation (Gugital 2010). Many studies have associated
reduced expression of HSP70 with disease progressio severity of liver damage
(Boonjaraspinycet al 2012; Di Naso et al. 2014). Although the pathwaat ts avoiding the
induction of HSP70 was not elucidated, we beliéd the decreased expression of HSP70 can
contribute as a stimulus to maintain the activabdmuclear factor HSF1 (Shi et al. 1998;
Morimoto, 2011; Westerheide et al. 2012). MeanwhiteNASH+SIM4 group a significant
increase in HSP70 expression was observed, asawealreduction in the HSF-1 expression.
SIM plays role in hepatic protection by enhancedl 8P 70, restoring the regulatory function
of HSF1-HSP70. A significant increase in HSP70giroéxpression was shown in NASH+SIM
4 group. Accumulating evidence suggests that sté@ive biological effects beyond reducing
cholesterol synthesis. Uchiyama et al. (2006), megothat SIM increases eNOS, HSP70
MRNA and protein expression in vascular endothegdb

The findings suggest that attenuation of oxidasitress, fibrosis inflammation and cell
damage pathways contribute to the beneficial effe€tSIM in mice with MCD diet-induced
steatohepatitis but the beneficial effects of SIMbdd be further confirmed in long-term
clinical trials for NASH.
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LEGENDS TABLES AND FIGURES

Table 1 Effect of a MCD diet and treatment with simvastabn body weight, serum
transaminase activity and liver TBARS concentratio@57BL/6 mice.
"™ P <.001 NASH+V versus CO+V, SIM 4, NASH+SIM 4
P <.001 NASH+V versus CO+V, SIM 4.
"P < .001 NASH+SIM 4 versus CO+V, SIM 4
#P < .05 NASH+SIM 4 versus NASH+V
& P < .01 NASH+SIM 4 versus NASH+V
$P < .01 NASH+SIM 4 versus CO+V, SIM 4

*kk

Fig 1 Western blot (WB) analysis. a) Cytoplasmic hepatiaor growth factor-beta (TGE)
andp-actin antibodies. b) Arbitrary values expressethaan and standard deviation

" P < .001 NASH+V versus CO+V, SIM 4, NASH+SIM 4

“P < .001 NASH+SIM 4 versus CO+V, SIM 4

Fig 2 Western blot (WB) analysis. a) Cytoplasmic fractowere analyzed by WB with
endothelial nitric oxide synthase (eNOS) and indiganitric oxide synthase (iNOS) afiehctin
antibodies. b) Arbitrary values expressed as naeanstandard deviation

£P < .01 NASH+V versus CO+V, SIM 4, NASH+SIM 4

"™ P <.001 NASH+V versus CO+V, SIM 4, NASH+SIM 4

Fig 3 Western blot (WB) analysis. a) Cytoplasmic fractowere analyzed by WB with
interleukin 12 (IL-12) and3-actin antibodies. b) Arbitrary values expressedresan and
standard deviation

" P < .001 NASH+V versus CO+V, SIM 4, NASH+SIM 4

Fig 4 Western blot (WB) analysis. a) Cytoplasmic andear fractions were analyzed by WB
with) heat-shock protein (HSP70) and heat shoctofat (HSF-1) ang-actin antibodies. b)
Arbitrary values expressed as mean and standardtibev

"™ P <.001 NASH+V versus CO+V, SIM 4, NASH+SIM 4

"P <.001 NASH+SIM 4 versus CO+V, SIM 4
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Table 1 Effect of a MCD diet and treatment with simvastatn body weight, serum
transaminase activity and liver TBARS concentratio@57BL/6 mice.

Body weight (g) AST (mg\dL) ALT (mg\dL) TBARS (nmesg/mg prot)
CO+V 23.82+1.62 63.2049.81 27.40+3.78 0.11+0.01
SIM 4 23.64+0.64 66.2+9.34 30.4+6.31 0.12+0.03
NASH+V 14.34£1.04 *** 351.6+39.67*** 437.0+£32.11%** 0.54+Q0***=*
NASH+SIM 4 14.5+0.83** 302.0+£40.58* 373.0+42.82*% 0.21+0.083

CO+V: Control plus vehicle (n=5); SIM 4: Contnlus simvastatin 4mg/kg (n=5); NASH+V: NASH plushicle
(n=5); NASH+SIM 4: NASH plus simvastatin 4mg/kg )=
Data appear as mean * SD.
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8 CONSIDERACOES FINAIS

O modelo experimental de EHNA, pela inducédo de dieta MCD, é reconhecido
como capaz de reproduzir as alteracbes histologicas observadas na EHNA em
humanos. A disponibilidade de um modelo animal para estudo dos mecanismos
envolvidos no desenvolvimento da EHNA é de suma importancia pois permite o
melhor entendimento da fisiopatologia da doenca. As terapias atualmente utilizadas
nao se mostram eficazes para o tratamento da EHNA, razdo pela qual o uso de
modelos experimentais € de fundamental importancia para o desenvolvimento de

novas estratégias terapéuticas

8.1 Conclusbes

Artigo |

- diminuiu os niveis séricos das enzimas que avaliam a integridade hepética
AST e ALT.

- diminuiu os niveis séricos de colesterol e triglicerideos.

- diminuiu o colesterol e triglicerideos hepatico.

- diminuiu a balonizag&o hepatica evidenciado na microscopia.

- a dose empregada nao foi capaz de induzir dano ao DNA.

- diminuiu a lipoperoxidacao.

- restabeleceu os niveis das enzimas antioxidantes.

- ativou a expressédo do Nrf2, além de aumentar a expressao da enzima NQO1.

- reduziu a expressao das proteinas marcadoras do estresse do RE.
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Artigo 2

- diminuiu os niveis séricos das enzimas que avaliam a integridade hepatica
AST e ALT.

- diminuiu a lipoperoxidacao.

- reduziu a fibrose atraves da diminuigdo na expressao da citocina TGF-f3.
- restaurou a funcao endotelial e diminuiu a expressao da iNOS.

- diminuiu a producéo da citocina pro-inflamatéria I1L-12.

- Diminuiu o dano celular

Devido as evidencias apresentadas nos resultados deste trabalho, podemos
ressaltar a eficiéncia deste modelo para o desenvolvimento da EHNA e sugerir que a

sinvastatina possa ser uma possivel nova indicagao terapéutica.

8.2 Perspectivas Futuras

O prosseguimento dos estudos com a sinvastatina avaliando sua agao em
outros modelos experimentais de EHNA e sua interacdo com diferentes marcadores
inflamatorios e fibrogénicos podera aproximar ainda mais as rela¢des entre a bancada

experimental e o leito hospital, desenvolvendo a translacionalidade.



ANEXOS

- Composicao da dieta deficiente em metionina e col

Ingredient:

Sucrose

Corn Starch

Corn Oil

Alphacel Non-Nutritive Bulk
AIN 76 Mineral Mix (composition below)
Calcium Phosphate Dibasic
Sodium Chloride

Potassium Citrate Monohydrate
Potassium Sulfate

Magnesium Oxide

Manganese Carbonate (43-48% Mn)
Ferric Citrate (16-17% Fe)
Zinc Carbonate (70% ZnO)
Cupric Carbonate (53-55% Cu)
Potassium lodate

Sodium Selenite

Chromium Potassium Sulfate
Sucrose, finely powdered
Dicalcium Phosphate
L-Alanine

L-Arginine Hydrochloride
L-Asparagine Monohydrate
L-Aspartic Acid

L-Cystine

L-Glutamic Acid

Glycine

L-Histidine Hydrochloride
L-Isoleucine

L-Leucine

L-Lysine Hydrochloride
L-Phenylalanine

L-Proline

L-Serine

L-Threonine

ina
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L-Tryptophan

L-Tyrosine

L-Valine

DL-alpha-Tocopherol Acetate (250 u/gm)
Vitamin A Palmitate (250,000 u/gm)

Vitamin D3 (400,000 u/gm)

Ethoxyquin

Vitamin Mix

Biotin

D-Calcium Pantothenate
Inositol

Menadione

Niacin

p-Aminobenzoic Acid
Pyridoxine Hydrochloride
Riboflavin

Thiamine Hydrochloride
Vitamin B12 (0.1% trit.)
Ascorbic acid

Corn Starch

112

Methionine/Choline Control Diet Composition: This diet has the same formulation as the Methionine/Choline Deficient diet except

we add 2 g/kg choline chloride and 3 g/kg DL-Methionine at the expense of sucrose
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