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RESUMO/PALAVRAS-CHAVE

Introducéo: A doenca hepatica gordurosa nao alcodlica, atualmente, € considerada
a forma mais comum de hepatopatia crbnica, tendo como complicacdo mais grave o
carcinoma hepatocelular Considerando que a rifaximina € um antibiotico efetivo
como tratamento de diversas doencas gastrointestinais e hepaticas, este estudo tem
como objetivo avaliar os efeitos da rifaximina em um modelo de carcinoma

hepatocelular secundario a doenca hepatica gordurosa nao alcodlica.

Métodos: Ratos Sprague-Dawley adultos foram divididos em 3 grupos. 1) grupo
CHC: os animais foram alimentados com dieta hiperlipidica deficiente em colina e
expostos a dietilnitrosamina (135mg/L) na agua de beber; 2) grupo RIF+CHC: os
animais receberam a mesma dieta e dietilnitrosamina, no entanto, na 52 semana
receberam 50mg/kg/dia de rifaximina por gavagem; 3) grupo Controle: os animais
foram alimentados com dieta e agua padrdo. Apdés 16 semanas, 0s animais foram
eutanasiados. Parametros bioquimicos séricos de Colesterol Total, HDL, LDL,
Triglicerideos, AST, ALT e Fosfatase Alcalina foram avaliados. O tecido hepatico foi
avaliado macroscopicamente e amostras foram coradas com Hematoxilina & Eosina
e Picrosirius Red. As variaveis histologicas foram pontuadas usando o sistema
modificado de Kleiner, NAFLD activity score e grau de fibrose. O carcinoma

hepatocelular foi classificado de acordo com a graduacao de Edmondson-Steiner.

Resultados: Os niveis séricos de colesterol total, LDL, AST e fosfatase alcalina
foram menores no grupo CHC+RIF quando comparados ao grupo CHC, no entanto a
diferenca nado foi estatisticamente significativa. O escore de NAFLD activity score
ficou alocado entre 3 e 5 para o grupo CHC, no entanto, para o grupo CHC+RIF

permaneceu em grau 3. O grau de céancer foi de 3 e 4 para os grupos CHC+RIF e
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CHC, mas curiosamente em 3 animais tratados com Rifaximina ndo apresentaram

cancer.

Concluséo: Estes resultados preliminares mostram que o tratamento com rifaximina
parece ter um efeito moderadamente benéfico sobre o desenvolvimento da esteato-

hepatite ndo alcodlica e do carcinoma hepatocelular.

Palavras chave: carcinoma hepatocelular, rifaximina, doenca hepatica gordurosa nao

alcodlica, dieta hiperlipidica deficiente em colina, dietilnitrosamina.



ABSTRACT/KEYWORDS

Introduction: Non-alcoholic fatty liver disease is currently considered the most
common form of chronic liver disease, with hepatocellular carcinoma being the most
serious complication. Considering that rifaximin is a highly effective nonabsorbable
antibiotic for the treatment of various gastrointestinal and hepatic diseases, this study
aims to evaluate the effects of rifaximin in a model of hepatocellular carcinoma

secondary to nonalcoholic fatty liver disease.

Methods: Adult Sprague-Dawley rats were divided into 3 groups. 1) HCC group:
animals were fed a choline-deficient hyperlipid diet and exposed to
diethylnitrosamine (135mg/L) in drinking water; 2) RIF+HCC group: animals received
the same diet and diethylnitrosamine; however, at week 5, they received
50mg/kg/day of rifaximin by gavage; 3) Control group: the animals were fed standard
diet and water. After 16 weeks, the animals were euthanized. Serum biochemical
parameters of Total Cholesterol, HDL, LDL, Triglycerides, AST, ALT and Alkaline
Phosphatase were evaluated. The liver tissue was macroscopically evaluated, and
the samples were stained with Hematoxylin & Eosin and Picrosirius Red. Histological
variables were scored using Kleiner's modified system, NAFLD activity score, and
degree of fibrosis. Hepatocellular carcinoma was classified according to Edmondson-

Steiner.

Results: The serum levels of total cholesterol, LDL, AST and alkaline phosphatase
were lower in the CHC+RIF group when compared to the HCC group. The difference,
however, was not statistically significant. The NAFLD activity score was allocated

between 3 and 5 for the HCC group; however, for the CHC+RIF group, it remained in



grade 3. The degree of cancer was 3 and 4 for the CHC+RIF and HCC groups, but

curiously, 3 animals treated with rifaximin did not present cancer.

Conclusion: These preliminary results show that treatment with rifaximin appears to
have a moderately beneficial effect on the development of nonalcoholic

steatohepatitis and hepatocellular carcinoma.

Keywords: Hepatocellular carcinoma, rifaximin, nonalcoholic fatty liver disease,

choline-deficient hyperlipid diet, diethylnitrosamine
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INTRODUCAO

A doenca hepatica gordurosa nao alcodlica (DHGNA) representa um amplo espectro
de alteracdes histologicas hepaticas, desde uma esteatose simples (ES) até uma
esteato-hepatite ndo alcodlica (EHNA), fibrose avancada, cirrose e carcinoma

hepatocelular (CHC)'.

Nos ultimos anos o aumento na incidéncia de CHC tem sido atribuido ao aumento
da obesidade, diabetes melitus tipo 2 (DM2) e DHGNA devido, principalmente, a

mudanca no estilo de vida habitos alimentares da populag&o?.

A rifaximina (RIF) € um antibiotico ndo absorvivel altamente efetivo como tratamento
de diversas doencas gastrointestinais e tem sido largamente estudada nas
pesquisas biomédicas devido as diversas evidéncias de ter um papel benéfico em

doencas hepaticas® *.

Com o0s avangos na nas pesquisas de novas terapias nas ultimas décadas, o CHC
passou a ser uma doenca que pode ser prevenida e curada, quando detectado em
etapas precoces da doenca®. No entanto, como a sua incidéncia estd aumentando
em diversos paises, novas pesquisas com medidas preventivas devem ser

realizadas na tentativa de minimizar o impacto da doenca®.

Com base nisso, o0 objetivo desse estudo foi avaliar o impacto da RIF sobre o figado

de murinos em um modelo de CHC secundario a DHGNA.
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REVISAO BIBLIOGRAFICA

Doenca Hepéatica Gordurosa Nao Alcodlica

A DHGNA é considerada, atualmente, a forma mais comum de hepatopatia e é
reconhecida como importante causa do aumento da morbimortalidade relacionada
ao figado” 8. A principal caracteristica histolégica da DHGNA é o acimulo de
gordura no figado, principalmente os triglicerideos, sendo caracterizada
histologicamente pela presenca de mais de 5% de hepatdcitos esteatdticos, na
auséncia de outras causas etiopatolégicas e com consumo alcodlico inferior a

30g/dia em homens e 20g/dia em mulheres®.

O seu espectro constitui desde a ES com acumulo de gordura nos hepatdcitos, a
EHNA, com componente necroinflamatorio com ou sem fibrose, e cirrose, que pode
evoluir para o CHC (Figura 1)°>. A EHNA representa a forma inflamatéria da
doenca, com um conjunto de achados histolégicos como balonizacdo hepatocelular,
infiltrado inflamatério e fibrose perisinusoidal, sendo que pacientes com essa doenca
apresentam aumento da mortalidade relacionada ao figado devido a progresséao da
doenca para fibrose, a cirrose e o CHC!. Por ser uma doenca de evolucdo lenta e
gue pode levar a insuficiéncia hepatica, a EHNA tem se tornado alvo de diversos

estudos no mundo todo*?.

Figado normal Esteatose EHNA Cirrose CHC

AR Al

Figura 1 - Historia natural da DHGNA. A DHGNA se inicia com o desenvolvimento ES,
podendo progredir para EHNA, ou ate formas mais graves como cirrose e CHC. Adaptado
de Maurice e Manousou, 2018,
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A DHGNA apresenta distribuicdo mundial com prevaléncia variada, dependendo da
populacao estudada e do método diagnostico empregado. Ocorre em individuos de
todas as idades, entretanto € mais comum nos adultos e tende a aumentar com a
idade® 3. Atualmente, a prevaléncia de DHGNA é estimada em 20% a 30% nos
paises ocidentais e 5% a 18% em paises asiaticos'®*. Uma recente metanalise
mostrou que a prevaléncia da doenca na populacdo geral mundial é de 24-25%",
variando de 13 % na Africa, 23% na Europa e 32% no Oriente Médio®. Ja a
prevaléncia da EHNA a nivel mundial foi estimada entre 2 e 3 %'°. No Brasil ha
poucos dados sobre a prevaléncia da DHGNA na populacdo geral. Em estudo
brasileiro, utilizando a ultrassonografia como método diagndstico, foi encontrada
uma prevaléncia em torno de 20% de DHGNA na populacdo geral*®. Em outro
estudo brasileiro realizado com 98 pacientes diabéticos, foi encontrada uma

prevaléncia de 78% de EHNA''.

A DHGNA vem emergindo como uma das causas mais comuns de doenca hepética
crdnica da ultima década, podendo se tornar, nos proximos anos, a principal causa
de morbi-mortalidade relacionada ao figado'. E uma das condicbes mais
prevalentes relacionadas ao figado devido ao aumento da prevaléncia de obesidade
em todo o mundo, além da mudanca do estilo de vida e da alimentacdo da
populagéo ocidental. Do ponto de vista etiologico a obesidade, resisténcia a insulina,
DM2, dislipidemia e sindrome metabdlica (SM) sdo as causas primarias para o
desenvolvimento dessa doenca'®. Um estudo realizado com 308 pacientes mostrou
gue a presenca de SM foi associada a um maior risco de desenvolvimento de EHNA
e fibrose grave. Ainda nesse mesmo estudo, dos 163 casos de biopsia realizados,
120 pacientes foram classificados com EHNA, sendo 88% deles preenchiam critérios

da SM, em comparagédo com 53% dos pacientes com DHGNA?. O surgimento
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secundario da DHGNA inclui outros fatores de risco, tais como a exposicdo a
xenobidticos, nutricAo parenteral prolongada, uso de substancias hepatotoxicas,

bypass jejunoileal, entre outros** .

Em grande parte dos casos a DHGNA ¢é assintomética, embora alguns pacientes
possam apresentar sintomas inespecificos como fadiga, desconforto no abdome e
plenitude géstrica provocada por hepatomegalia?’. O seu diagndstico é realizado
através de exames bioquimicos alterados, como o aumento moderado das enzimas
hepéticas, particularmente da aspartato aminotransferase (AST) e da alanina
aminotransferase (ALT). Além disso, um aumento superior da ALT em comparacao a
AST (AST/ALT <1) pode indicar a presenca de doenca hepatica. Os niveis de
fosfatase alcalina e/ou gamaglutamiltransferase (GGT) podem estar moderadamente

elevados e a elevados em fase tardias da doenca® %.

No diagndstico imagioldgico, a ultrassonografia, a tomografia computadorizada, a
ressonancia magnética podem auxiliar no diagnéstico da DHGNA, no entanto essas
técnicas nado diferenciam uma ES da EHNA 2. A biépsia hepatica é o padrdo ouro
para a caracterizacao da histologia hepatica em doentes com DHGNA, mas por ser
uma técnica invasiva e com riscos associados, deve ser realizada em situacoes
especificas, onde o0 paciente tem orientacdo terapéutica e perspectivas

prognésticas®.

Os achados histolégicos mais comuns na bidpsia hepéatica da DHGNA sé&o esteatose
macrovesicular isolada ou esteatose macrovesicular e microvesicular concomitantes.
Na EHNA, os achados histolégicos incluem: esteatose macrovesicular, balonizacéo
hepatocelular, inflamacéao lobular e corpusculos e Mallory (Figura 2). Geralmente a
fibrose esta presente, mas ndo é um fator necessario para o diagnéstico®.
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Figura 2 - Representacdo de uma biopsia hepéatica de EHNA. A) Caracteristicas
histolégicas de EHNA, incluindo esteatose macrovesicular, balonismo e inflamacéo lobular
(4x). B) Esteatose macrovesicular (10x). C) Baloniza¢gédo hepatocelular (40x). D) Corpusculos
de Mallory — seta (60x). Adapatado de Brown e Kleiner®.

Para auxiliar a avaliacdo da gravidade da DHGNA, em 2002, foi validado um sistema
de graduacdo com as caracteristicas histoldgicas da doenca, denominado NAFLD
Activity Score (NAS). A pontuacdo é calculada como a soma dos escores para:
esteatose (0-3), inflamacdo lobular (0-3) e balonizagdo hepatocelular (0-2). Os
valores maiores ou iguais a 5 correspondem a um diagnostico definitivo de EHNA,
igual a 3 ou 4 diagnéstico provavel de EHNA e valores de 1 ou 2 diagndéstico de ndo

EHNAZS,

Carcinoma hepatocelular

O CHC representa o tipo mais comum de cancer primario de figado, sendo o sexto
cancer mais prevalente no mundo e a segunda principal causa de morte relacionada
ao cancer®. A grande variacdo na incidéncia do CHC no mundo se deve a grande

heterogeneidade com que os fatores de risco se distribuem na populacéo?’. Nos
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Estados Unidos, a incidéncia triplicou nas ultimas trés décadas, com mais de 20.000
casos diagnosticados em 20112%. No Brasil, dados sobre de real incidéncia do CHC
SA0 escassos, Visto que poucos estudos multicéntricos foram realizados. Em um
estudo de Paranagua-Vezozzo e colaboradores (2014) foram avaliados 884
pacientes cirrgticos, sendo verificada uma incidéncia de 2,9% de pacientes com
CHC?. Outro estudo brasileiro verificou que cerca de 10% de casos de transplante
sdo relacionados ao CHC®. Todos os estudos brasileiros demonstraram que a
grande extensdo, as variacdes regionais e a diversidade do pais contribuem para

que os dados epidemiol6gicos sobre a doenca continuem escassos e discrepantes.

As principais etiologias do CHC incluem a infecgéo crbnica pelo virus da hepatite B
(VHB), hepatite C (VHC) e doenca hepética alcodlica. No entanto, com o
aprimoramento dos tratamentos curativos para o VHC e desenvolvimento de vacinas
eficazes para VHB, o risco de progresséo para cirrose e desenvolvimento de CHC
secundario a essas doencas diminuiu nos ultimos anos®. Com o aumento da
prevaléncia da obesidade e SM, a DHGNA se tornou umas das principais etiologias
para o desenvolvimento de CHC®*'. O CHC secundario & EHNA tornou-se a segunda
etiologia mais comum de CHC, que é levado ao transplante hepéatico nos EUA*. Um
recente estudo multicéntrico brasileiro avaliou as caracteristicas clinicas de 110
pacientes com diagnéstico de DHGNA e CHC. A obesidade foi observada em 52,7%
dos pacientes; DM2 em 73,6%, dislipidemia em 41%; SM em 57,2%; EHNA sem
fibrose foi observada em 3,8% dos casos; EHNA com fibrose (graus 1-3) observada
em 27%; e cirrose em 61,5%. O diagnostico do CHC por bidpsia foi realizado 47,2%
dos pacientes®®. Em 2009, Chagas e colaboradores realizaram um estudo que
demonstrou que CHC pode ocorrer em decorréncia da EHNA, mesmo com a

auséncia de cirrose. No estudo, entre 394 pacientes com CHC detectados por
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ultrassonografia durante 8 anos foram identificados 7 casos (1,7%) com CHC

ocorrendo no cenario de EHNA comprovada por biépsia®*.

Na literatura, had controvérsias sobre a evolucdo da DHGNA para CHC, embora
grande parte dos estudos sugira que o0 mecanismo mais provavel envolve o acumulo
de acidos graxos nos hepatdcitos, que desencadeia inflamacéo e fibrose, decorrente
de fatores como a sindrome metabdlica, aumento do estresse oxidativo, disfuncéo
mitocondrial e endotoxemia®. Estudos recentes mostraram o papel importante da
disbiose intestinal, que € definida como qualquer alteracdo na composicdo da
microbiota intestinal, na patogénese varias doencas hepdaticas, inclusive
evidenciando um papel da microbiota na etiologia e progressdo do CHC. Na
presenca da disbiose e na ruptura da barreira intestinal ocorre um aumento da
translocacdo bacteriana, que interrompe a tolerdncia imunoldgica e estimula as
células hepéticas para desencadear uma resposta imune atraves dos receptores toll

like3®.

A sobrevida dos pacientes com CHC ¢é influenciada por fatores como as
caracteristicas proprias do individuo e do tumor, a precocidade do diagnéstico e a
eficacia da intervencdo terapéutica A grande maioria dos casos de CHC é
diagnosticada quando o tumor est4 avancado e com pouca chance de cura®. O
ideal € diagnosticar a doenca na fase precoce, quando as possibilidades de
tratamento curativo podem ser efetivas. Para o diagnéstico precoce do CHC, os
pacientes portadores de cirrose hepatica, ou aqueles sem cirrose hepatica que
apresentam infeccdo ativa por VHB ou infeccdo cronica por VHC associadas a

fibrose avancada, devem ser monitorados, conforme orientagdo do EASL-EORTC

(Clinical Practice Guidelines European Association for the Study of the Liver and the
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European Organization for Research and Treatment of Cancer - 2012). O

acompanhamento dos individuos com fatores de risco favoraveis ao surgimento da

doenca pode permitir a conduta terapéutica precoce e, consequentemente, uma

maior sobrevida®. Ainda como método diagnéstico, utiliza-se a biépsia hepatica com

fins de analise histopatologica. No entanto, por ser um método invasivo, sO é

utilizado em casos onde os métodos nao invasivos nao foram capazes de definir o

diagnéstico de CHC®".

Um dos sistemas de graduacao histol6gicos mais utilizados para diagnosticar o CHC

€ o de Edmondson-Steiner, uma classificacdo proposta em 1952 que é utilizada até

hoje pelos médicos patologistas. Este sistema classifica o tumor de acordo com o

grau de diferenciacdo das células neoplasicas, existindo 4 niveis: bem diferenciado,

moderadamente diferenciado, pouco diferenciado e néo diferenciado®® *° (Tabela 1).

Tabela 1 - Classificacdo de Edmondson-Steiner

Grau

Achados histologicos

1 (bem diferenciado)

crescimento em trabéculas finas;
células com maior relacao
nucleo/citoplasma, citoplasma
abundante

2 (moderadamente diferenciado)

crescimento em trabéculas médias;
células com citoplasma amplo e
eosindfilo;

ndcleos irregulares e nucléolo
hipercromético;

3 (pouco diferenciado)

crescimento em trabéculas largas e
pseudoacinos;

células pleomorficas, citoplasma
escasso, nucleos angulados;

4 (n&o diferenciado)

células gigantes e anaplasicas, com
graus variaveis de pleomorfismo;
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O tratamento do CHC é feito de acordo com o estadiamento, conforme o tamanho
do tumor, o niumero de nodulos, a funcdo hepatica e a condicéo clinica do paciente.
Existem diversas terapias que sdo utilizadas na prética clinica, dentre elas:
resseccdo cirdrgica, radiofrequéncia, ablacdo quimica, sorafenibe e o transplante
hepatico, porém o tratamento de CHC continua sendo um desafio para medicina. Na

tabela 2 é possivel observar a descricdo dos principais tratamentos para o CHC " 4%

41; 42; 43; 44

Tabela 2 - Tratamentos atuais para o CHC

Terapéutica Descrigao

Potencialmente  curativo; indicado em
Resseccao cirtrgica do nédulo pacientes com funcdo hepatica bem

preservada.

Eficaz para pacientes que ndo podem ser
Transplante hepético submetidos a ressec¢do, mas a escassez de

doadores é um grande obstaculo.

Indicada para tumores pequenos, quando
ndo pode indicar o transplante ou a

Ablacdo percutanea resseccdo; realizada através da injecdo de
alcool diretamente no tumor, guiada por
ultrassom.

E paliativo; aumenta a sobrevida do paciente
ou atua como adjuvante com outro tipo de
Quimioembolizacao transarterial tratamento; consiste na infusdo intra-arterial
de material quimioterapico e embodlico, para
tratamento local do tumor hepatico.

Farmaco que mostrou maior eficacia quanto a
sobrevida dos pacientes; € um inibidor da
tirosina quinase capaz de reduzir proliferacao
e neovascularizagédo do tumor.

Sorafenibe

Quando diagnosticado em etapas inicias, o CHC tem potencial curativo. A busca por
novas estratégias de diagndstico e de terapéuticas propiciam a identificacdo da

doenca em fase precoce e a indicacdo de tratamento mais apropriado para

promover uma maior sobrevida do paciente® *°.
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Modelos animais de carcinoma hepatocelular

Modelos animais experimentais de CHC sdo fundamentais para compreender
aspectos do processo de carcinogénese hepatica e, principalmente, para testar
novas terapéuticas a serem utilizadas na prevencdo e no tratamento dessa

doenca™.

Na literatura, existem diversos modelos experimentais em CHC: os modelos por
inducdo quimica, modelos virais, xenotransplantes, modelos com geneticamente
modificados, entre outros *” % %% 30 Os modelos de CHC por inducdo quimica se
assemelham as etapas da carcinogénese humana, sendo utilizadas substancias
cancerigenas indutoras, como a tiocetamida, tetracloreto de carbono, fenobarbital ou
dietilnitrosamina (DEN)*®. DEN é um potente alquilante do DNA e provoca alteracées
genéticas profundas nas células hepéticas. No figado, o DEN é metabolizado no
citocromo P450 e lesa proteinas e lipideos, também afetando o desenvolvimento,
crescimento e sobrevivéncia dos hepatécitos. No entanto, nenhum desses modelos
reflete o verdadeiro curso do CHC secundério a DHGNA, devido a diversidade do
espectro da doenca nos pacientes, além das diferentes caracteristicas de interacdes

moleculares e caracteristicas histolégicas da doenca™

Espera-se que o modelo ideal de CHC secundario a DHGNA mimetize o que ocorre
na doenca com o0s seres humanos: excesso de calorias na alimentacdo, associado a
obesidade, resisténcia insulinica, dislipidemia®®. Por isso, diversos modelos
experimentais utilizam dietas modificadas para o desenvolvimento das doengas. Na
dieta hiperlipidica pura hd o consumo de 45% a 75% de calorias provenientes de
lipideos ou colesterol. Ja as dietas deficientes em nutrientes sdo desprovidas de

certos nutrientes essenciais, como a metionina e/ou a colina. Esta abordagem

23



resultou em varios tipos de dieta, como deficiente em colina, deficiente em
metionina, deficiente em metionina-colina, dieta hiperlipidica deficiente em colina
(DHDC), Todas essas dietas podem variar em teor de gordura e também podem ser
incluidas sacarose e frutose®®. Na dieta deficiente em colina, em especial, ocorre a
caréncia da colina, um nutriente necessario para sintese de fosfolipidios essenciais
na composicdo das membranas celulares e lipoproteinas, como a lipoproteina de
baixa densidade (VLDL). Nesta dieta carente em colina ha producao deficiente de
fosfolipidios essenciais e prejuizo na formacéo de VLDL. Por sua vez, os hepatdcitos
exportam acidos graxos por meio da conversdao em VLDL, ocorrendo o acumulo de

triglicerideos no figado >% >,

A principal vantagem do uso de dietas deficientes em nutrientes é a indugdo de
caracteristicas histolégicas da EHNA, incluindo fibrose leve a moderada. No entanto,
o desenvolvimento para CHC a partir dessas dietas ocorre de forma lenta, de 3 a 6
meses % °°. Por isso tem se proposto a associacdo com carcinégenos para o

desenvolvimento mais rapido do CHC %476,

Na tabela 3 € possivel observar os principais modelos animais de CHC secundario a

DHGNA. Adaptado de Wu e colaboradores, 2016 >*.
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Tabela 3 — Modelos animais de CHC secundario a DHGNA.

Nome Espécie Agente Desenvolvimento
. EHNA: 3 meses
Camundongo Formacao
PTEN-nulo AlbCrePtenflox/flox ~ espontanea
P CHC: 9 meses
. EHNA: 2 meses
ALR-nulo Camundongo Formacéo
AlbCre ALRflox/flox ~ espontanea

MC4R-deficiente

Camundongo MC4R-
knock-out

Dieta hiperlipidica

CHC: 12 meses
EHNA: 5 meses
CHC: 12 meses

Camundongo Dieta hiverlipidica EHNA: 6 meses
DIAMOND 12951/SvimJ + deficien?e era colina
C57BL/6J CHC: 13 meses

Dieta HLDC -DM

Camundongo ou rato

Dieta hiperlipidica
deficiente em colina
e metionina

Dieta hiperlipidica

EHNA: 5 meses

CHC: 12 meses
EHNA: 2 meses

STAM Camundongo
Streptozotocina CHC: 5 meses
. T EHNA: 4 meses
ALIOS Camundongo E:i(t)as:'per“pldlca €
CHC: 12 meses
Dieta hiperlipidica EHNA: 1 més
Dieta HDC + DEN  Rato deficiente:* em colina;
DEN na agua CHC: 4 meses

Nossos colaboradores da Universidade de Sdo Paulo desenvolveram um modelo
experimental de CHC adicionando DEN a uma dieta hiperlipidica deficiente em
colina, chamado modelo misto de CHC secundéario a DHGNA. Este modelo é ideal
para avaliar a hepatocarcinogénese relacionada a DHGNA, visto que apresenta

similaridade com os seres humanos, com uma evolucao de ES pra EHNA, cirrose e

progressdo ao CHC®’.

Em estudo com este modelo, foi observado que apds 16 semanas 0s animais
apresentam caracteristicas de EHNA, incluindo balonizacéo, fibrose, cirrose, além

de CHC, com evidéncia de proliferacdo celular oval e positividade do marcador
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citoqueratina 19°’. Esta associacdo entre DEN e dieta hiperlipidica deficiente em
colina é relatada na literatura, o que demonstra ser um modelo de inducdo a CHC

devidamente padronizado®” % *°,

Por exemplo, no estudo de Carvalho e
colaboradores, o modelo misto foi desenvolvido com sucesso para avaliar o
desempenho diagndstico da elastografia e ultra-sonografia com contraste para

deteccéo precoce de lesdes de CHC®.

Rifaximina

A rifaximina (Ca3Hs1N3O11) € um analogo estrutural ndo sistémico derivado da
rifampicina que age inibindo a sintese de RNA bacteriano através da ligacdo a
subunidade B da RNA polimerase dependente de DNA bacteriano® ®* (Figura 3). A
adicdo de um anel de piridoimidazol & molécula de rifampicina torna a rifaximina um
antibiético insolivel em agua e pouco absorvivel (<0,4%). Possui atividade
antimicrobiana in vitro contra flora gram-positiva e gram-negativa aerObica e
anaerébica, com baixo risco de desenvolver resisténcia bacteriana®. Por ser uma
terapia oral ndo absorvivel que possui acdo antibacteriana de grande espectro, age
atuando localmente no trato gastrointestinal, o que contribui para restaurar o
desequilibrio da microflora intestinal. Também esta associada a um risco minimo de
toxicidade sistémica e, por isso, gera efeitos colaterais minimos®® ®% ®. Outra

vantagem é que este fArmaco n&o causa interacées medicamentosas®*.
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Figura 3 - Mecanismo de ac&o da Rifaximina®®. Atua inibindo a sintese de RNA bacteriano

através da ligacao a subunidade  da RNA polimerase dependente de DNA bacteriano.

Foi aprovada pela primeira vez na Italia em 1987 e ap0s em inUmeros paises para o
tratamento de véarias doencas gastrointestinais. Em maio de 2004 foi aprovada pela
Food and Drug Administration dos Estados Unidos para o tratamento da diarreia do
viajante causada por cepas nao invasivas de Escherichia coli em pacientes maiores
de 12 anos. A partir de 2010 passou a ser largamente utilizada pelos principais
paises europeus, para reducdo do risco recidiva de encefalopatia hepéatica em
pacientes com doenca hepética avancada®® ®’. Atualmente, o medicamento esti
disponivel em 47 paises para tratamento de uma variedade de condicdes incluindo:
infeccBes agudas e crbnicas de causas bacterianas, diarreia, sindrome do intestino
irritavel, encefalopatia hepética, complicacdes da cirrose e profilaxia pré e pos-

cirtrgica®®.
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Os mecanismos propostos para explicar a eficacia clinica indicam que a RIF pode
reduzir a patogenicidade bacteriana inibindo a translocacdo bacteriana através dos
epitélios da mucosa intestinal, o que reduz a liberacdo ou absorcao de endotoxinas e
metabdlitos bacterianos®. Outro mecanismo que tem sido estudado é que a RIF
também pode atuar modulando a sinalizacao imune intestinal, reduzindo os niveis de
mediadores imunolégicos pro-inflamatorios e a resposta pro-inflamatéria cronica
associada as doencas®. Portanto, a RIF atua como moduladora do microambiente
intestinal, atuando no eixo intestino-figado como moduladora da composicdo e a

funcdo da microbiota intestinal, além de exercer propriedades de citoprotecéo®’ *°.

Alguns estudos clinicos foram realizados a fim de testar o uso de RIF em pacientes
com DHGNA. Gangarapu e colaboradores avaliaram a administracdo de RIF, na
dose de 1200 mg/dia durante 28 dias, em 42 pacientes com DHGNA comprovada
com biépsia. Como resultados, foi observada uma reducdo do indice de massa
corporal, endotoxinas, interleucina-10, ALT, GGT, LDL e ferritina, o que indica que
administracdo em curto prazo da RIF é segura e eficaz’*. Em estudo de Abdel-Razik
e colaboradores foram avaliados 50 participantes com EHNA comprovada por
biépsia, com tratamento em 1, 3 e 6 meses com RIF na dose de 1100 mg/dia. Ap6s
6 meses de tratamento , os pacientes com EHNA mostraram uma reducao
significativa nos seguintes parametros: ALT, AST, GGT, escore de gordura hepética
endotoxinas séricas, citocinas pro-inflamatorias, citoqueratina 18, além de uma
melhora na resisténcia a insulina’®. Até o presente momento, ndo foram encontrados
estudos clinicos que relacionem o CHC com o uso da RIF. O Unico estudo
encontrado foi de Dapito e colaboradores, que mostrou que a RIF reduziu
moderadamente 0 numero de noédulos tumorais em ratos expostos a um modelo

quimico de DEN e tetracloreto de carbono”.
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Apesar do grande numero de estudos clinicos utilizando a RIF como terapéutica
para doencas hepaticas, os efeitos do farmaco sobre o desenvolvimento do CHC
permanecem desconhecidos. Visto a eficacia observada em determinadas
condicbes gastrointestinais e hepaticas e evidéncias que mostram um papel
fundamental do microbioma bacteriano na promocdo da progressdo da doenca

C36; 74

hepatica até o desenvolvimento do CH , 0 uso da RIF pode ser um potencial

candidato para tratamento do CHC secundéario a DHGNA.
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JUSTIFICATIVA

Considerando a crescente incidéncia de DHGNA e CHC em todo o mundo e o
impacto que essas doencas geram na sobrevida dos pacientes, novas medidas
profildticas e terapéuticas sdo indispensaveis. Muitos estudos demostram que a
rifaximina, um antibiético oral ndo absorvivel, tem sido tratamento efetivo de diversas
doencas gastrointestinais e hepéticas. Assim, este estudo se justifica por avaliar a

intervencao precoce de rifaximina no CHC secundario a DHGNA.
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QUESTAO DE PESQUISA

O tratamento com rifaximina poderia ter efeito na carcinogénese hepética secundaria

a DHGNA?
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HIPOTESE
A rifaximina tem efeito na carcinogénese hepatica experimental secundaria a

DHGNA.
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OBJETIVO GERAL
Avaliar o efeito da rifaximina na carcinogénese hepatica experimental secundaria a

DHGNA.

Objetivos especificos
1. Reproduzir o modelo carcinogénese hepética experimental secundaria a
DHGNA.
2. Avaliar o efeito da rifaximina em parametros bioquimicos séricos.
3. Avaliar o efeito da rifaximina sobre o NAFLD Activity Score e grau de fibrose.

4. Avaliar o efeito da rifaximina na progressao do carcinoma hepatocelular.
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ARTIGO ORIGINAL EM INGLES

EFFECT OF RIFAXIMIN ON AN EXPERIMENTAL MODEL OF
HEPATOCELLULAR CARCINOMA SECONDARY TO NONALCOHOLIC FATTY
LIVER DISEASE

Artigo cientifico submetido a EXPERT REVIEW OF ANTICANCER THERAPY,
Qualis B1, com um fator de impacto de 2.34.
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ABSTRACT

Introduction: Hepatocellular carcinoma is a complication associated with advanced
nonalcoholic steatohepatitis. Considering that rifaximin is a highly effective
nonabsorbable antibiotic for the treatment of various gastrointestinal and hepatic
diseases, this study aims to evaluate the preventive effects of rifaximin in a model of
hepatocellular carcinoma secondary to nonalcoholic fatty liver disease.

Methods: Adult Sprague-Dawley rats were divided into 3 groups: HCC group:
animals were fed a choline-deficient hyperlipid diet and exposed to
diethylnitrosamine in drinking water; RIF+HCC group: animals received the same diet
and diethylnitrosamine; however, at week 5, they received 50mg/kg/day of rifaximin
by gavage; Control group: the animals were fed standard diet and water. After 16
weeks, the animals were euthanized. Serum biochemical parameters were
evaluated. The liver tissue was macroscopically evaluated, and the samples were
stained with H&E and Picrosirius Red. Histological variables were scored using
Kleiner's modified system, NAFLD activity score, and degree of fibrosis.

Hepatocellular carcinoma was classified according to Edmondson & Steiner.

Results: The serum levels of total cholesterol, LDL, AST and alkaline phosphatase
were lower in the RIF group when compared to the HCC group. The difference,
however, was not statistically significant. The NAFLD activity score was allocated
between 3 and 5 for the HCC group; however, for the RIF group, it remained in grade
3. The degree of cancer was 3 and 4 for the RIF and HCC groups, but curiously, 3

animals treated with rifaximin did not present cancer.

Conclusion: These preliminary results show that treatment with rifaximin appears to
have a moderately beneficial effect on the development of nonalcoholic

steatohepatitis and hepatocellular carcinoma.

Keywords: Hepatocellular carcinoma, rifaximin, nonalcoholic fatty liver disease,

diethylnitrosamine.
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INTRODUCTION

Nonalcoholic fatty liver disease (NAFLD) is considered the most common form of
chronic liver disease in Western developed countries, with a prevalence of 6-35%
worldwide®. Nonalcoholic steatohepatitis (NASH) represents the inflammatory form of
the disease, which can progress to cirrhosis, its most advanced complication being

hepatocellular carcinoma (HCC)? 3

. HCC is the fifth most common malignant
neoplasm in the world and is considered the most common form of liver cancer,
accounting for 70-85% of the tumors that reach this organ® . Based on the low
efficacy and restriction of the available treatments for NASH and HCC, new

therapeutic approaches that can prevent the progression of this disease are being

studied.

Several authors have shown that antibiotics can be used to treat or prevent various
diseases, and that modulation of the intestinal microbiota by these antibiotics may
improve endotoxemia, representing a therapeutic strategy to prevent HCC® ”. In turn,
rifaximin is a non-absorbable oral semi-synthetic antibiotic that has broad spectrum
antibacterial action. It inhibits bacterial synthesis of RNA by binding to the B-subunit
of bacterial DNA-dependent RNA polymerase®. It acts locally in the gastrointestinal
tract and, because of its low systemic absorption, generates minimal adverse
effects®. Currently, several studies have shown that the use of rifaximin is effective
for the treatment of a large number of gastrointestinal and hepatic conditions™®.
Because it is a gut-selective drug, much of its mechanism of action acts on the
intestinal microbiota, which can alter its composition, modulate its function and

influence the levels of inflammatory mediators** 2.
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Considering the beneficial effects of rifaximin on liver disease, this study aims to
evaluate the preventive effects of rifaximin in the early stages of NASH, followed by

the development of HCC in a murine model.

MATERIALS AND METHODS

Animals

Twenty-four male, adult Sprague Dawley rats, with 250-400 g in weight, from the
Animal Experiment Unit of Hospital de Clinicas de Porto Alegre were used. The
animals were housed in boxes with up to 3 animals, with access to food and water ad
libitum, being kept in a light/dark cycle of 12 hours, with temperature of 22+1°C. All
procedures were carried out in accordance with the legislation in force in Brazil and

approved by the Ethics Committee for the Use of Animals, under number 17-0087.

Experimental design

The animals were randomly divided into three groups (n=8/group): Hepatocellular
Carcinoma Group (HCC), which received a choline-deficient hyperlipidemic diet
(CDHC) along with diethylnitrosamine (DEN) in water; Hepatocellular Carcinoma
Group treated with Rifaximin (HCC+RIF), which received CDHC along with DEN in
water, with rifaximin given by gavage from the 5" week; and Control Group (CO),
which received standard ration (Nuvilab CR-1, Brazil) and water free of rifaximin. The

animals were euthanized at the end of the 16 weeks.

Model of hepatic carcinogenesis secondary to NAFLD and treatment with
rifaximin
The animals in the HCC and HCC+RIF groups received the combination of a choline-

deficient hyperlipid diet (35% total fat, enriched with 54% trans fatty acids) (Rhoster
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Ltda., Brazil) and DEN (Sigma Chemical, United States) at a dose of 135 mg/L in the
drinking water of the animals for 16 weeks™®. Starting in the 5™ week, the animals of
the HCC+RIF group were treated with rifaximin (Sigma Chemical, United States) at
the dose of 50 mg/kg/day by gavage, diluted in distilled water (modified from Dapito
et al.)**. The animals of the CO group and the HCC group received the daily gavage
with distilled water only in order to undergo the same stress conditions as the

HCC+RIF group.

Analysis of biochemical parameters and anatomopathological evaluation

After 16 weeks, all animals were fasted for 8 hours, anesthetized with isoflurane
(BioChimico, Brazil) at a concentration of 5% diluted in 100% oxygen and euthanized
by transcardial exsanguination. The blood was collected, and the serum was isolated
for biochemical analyses of Total Cholesterol, HDL, LDL, Triglycerides, AST, ALT
and Alkaline Phosphatase, which were performed in routine automated equipment at

Hospital de Clinicas de Porto Alegre (Siemens Advia 1800 Chemistry System).

After collection of the livers, counting of the number and measurement of visible
tumors were performed. Part of the liver tissue was stored in 10% formaldehyde
(Synth, Brazil) and cut to a thickness of 3-um. The sections were stained with
Hematoxylin & Eosin and Picrosirius Red. The blades were evaluated by two blinded
experienced pathologists. Microphotographs of the slides were performed using an

optical microscope.

Histological variables were evaluated using a modified Kleiner (2005) system:
steatosis (0-3), lobular inflammation (0-3), hepatocellular balloonization (0-2), and
fibrosis (0-4). After graduation, was obtained the NAFLD activity score (NAS), in
which values greater than or equal to 5 correspond to definitive NASH diagnosis;
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values of 3 or 4 correspond to probable diagnosis; and values of 1 or 2 correspond to
the non-presence of NASH™. The degree of fibrosis was evaluated on the blades
stained with Picrosirius Red, and the degree of cancer was graded according to the

Edmondson & Steiner classification, in grades 1 to 4'°.

Statistical analysis

For the symmetric variables, the Tukey test (described by mean + standard deviation)
was used, and for the asymmetric variables, the Kruskal-Wallis test followed by the
Dunn test (described by median and minimum-maximum) were used. The chi-square
test complemented by the analysis of adjusted residuals was performed to obtain the
percentage data. The analyses were performed using the statistical package PASW
Statistics, version 18.0. (SPSS Inc, Chicago, United States). The p value was

considered statistically significant when < 0.05.

RESULTS
In the HCC and HCC+RIF groups, one animal died in each group at the 15" week.
These animals were eliminated from the study. In the CO group, no death was

reported during the experiment period.

Biochemical parameters

Serum biochemical analyses indicated that total cholesterol, LDL, AST and alkaline
phosphatase levels were significantly higher in the HCC group compared to the CO
group. The levels of these parameters for the HCC+RIF group were lower when
compared with the HCC group, although no significant statistical difference was
observed. On the other hand, values of triglycerides, HDL and ALT were not

statistically different between the groups (Table 1).
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Table 1. Biochemical parameters

Variable* CcoO HCC HCC+RIF p
(n=8) (n=7) (n=7)

Total cholesterol 98,4 + 19,3 167,8 + 23,1° 139,4 + 33,5° <0,001
Triglycerides 80,5+21,8 94,2 £ 428 67 £ 20,7 0,266
HDL 76,3 + 12,4 89,5+ 9,9 79,4 £ 16,9 0,205
LDL 5(0-17,8)* 62,1 (31,4-85,4)° 47 (18-79)° 0,001
ALT 45,5 (42-56) 47,5 (37 -71) 47 (37-169) 0,939
AST 71,5 (48-81)*  125,5 (92-184)° 101 (80-370)° 0,001
Alkaline 60,3 + 4,8 128,7 +27,3 124 + 24,1° <0,001
phosphatase

* Described by mean * standard deviation or median (minimum-maximum); a, b Equal letters
do not differ by the Tukey test (symmetric distribution) or Kruskal-Wallis test followed by the
Dunn test (asymmetric distribution). CG: Control Group, HCC: Hepatocellular Carcinoma
Group, HCC+RIF: Rifaximin Treatment Group.

Hepatic histology

When evaluating the steatosis score, it was observed that most of the animals in the
HCC group had a score of 2 and that all the animals treated with rifaximin had a
steatosis score of 1. The HCC and HCC+RIF groups had the highest percentage of
animals with a score of 1 for lobular inflammation. In the hepatocellular balloonization
classification, it was observed that in the HCC group, the animals were allocated to
grade 1 and 2, but the HCC+RIF group had all animals only in grade 1 (Table 2).
Concerning the NAS, the HCC group had a grade between 3 to 5, which indicates
probable steatohepatitis and definitive steatohepatitis, respectively. Nevertheless,
100% of the animals treated with rifaximin remained in grade 3 of the NAS
classification, which means that all animals had a probable steatohepatitis diagnosis,
suggesting a moderate efficacy of rifaximin treatment (Table 2 and Figure 1). For all
the parameters described above, the CO group allocated 100% of the animals at

grade zero.
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Table 2. Distribution of histological findings of steatosis score, lobular inflammation,
hepatocellular balloonization, and NAS

Variable Cco HCC HCC+RIF p
(n=8) % (n=7) % (n=7) %
Steatosis <0,001

0 8 (100)* 0 (0,0) 0 (0,0)

1 0 (0,0) 3 (42,9) 7 (100)*

2 0(0,0) 4 (57,1)* 0 (0,0)

Lobular inflammation <0,001

0 8 (100)* 0 (0,0) 0 (0,0)

1 0(0,0) 6 (85,7)* 7 (100)*

2 0 (0,0) 1(14,3) 0 (0,0)
Hepatocellular <0,001
balloonization

0 8 (100)* 0 (0,0) 0 (0,0)

1 0 (0,0) 5 (71,4)* 7 (100)*

2 0 (0,0) 2 (28,6) 0 (0,0)

NAS <0,001

0 8 (100)* 0 (0,0) 0 (0,0)

1 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0)

2 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0)

3 0 (0,0) 3 (42,9) 7 (100)*

4 0 (0,0) 1(14,3) 0 (0,0)

5 0 (0,0) 3 (42,9)* 0 (0,0)

* Statistically significant association by Adjusted Residuals test. CO: Control Group, HCC:
Hepatocellular Cancer Group, HCC+RIF: Rifaximin Treatment Group.
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Figure 1. Histological scores of the NAS. The HCC and HCC+RIF groups had an increase
when compared to the CO group, but the difference between the groups was not statistically
significant. Data described by mean + standard deviation using the Tukey test; a, b Equal
letters do not differ.

Degree of fibrosis
When performing the evaluation of fibrosis by staining with Picrosirus Red, it was
observed that the HCC and HCC+RIF groups presented areas of fibrosis and were

distinct in relation to the CO group (Figure 2).

Figure 2. Micrographs of liver sections with Picrosirius Red staining. A) CO group: normal
hepatic parenchyma. B) HCC group: presents areas of fibrosis, as does the HCC+RIF group
(C). Increase: 200x

The results for the fibrosis grade score that was evaluated by pathologists are shown

in Table 3. In the HCC and HCC+RIF groups, 42.9% and 57.1% of the animals are
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allocated in the 1/2 and 3/4 grade, respectively. In the control group, all the animals

had a score of 0 (100%).

Table 3. Distribution of the histological findings of the fibrosis score

Variable (6{0) HCC HCC+RIF p
(n=8) % (n=7) % (n=7) %
Fibrosis <0,001
0 8 (100)* 0 (0,0) 0 (0,0)
Y 0 (0,0) 3 (42,9) 3 (42,9)
Y 0 (0,0) 4 (57,1) 4 (57,1)

* Statistically significant association by Adjusted Residual test. CO: Control Group, HCC:
Hepatocellular Cancer Group, HCC+RIF: rifaximin Treatment Group.

Anatomopathological characterization

In the macroscopic assessment of livers after 16 weeks of induction with CDHC and
DEN, hepatic lesions were observed in the HCC group. The rifaximin-treated group,
however, appears to have decreased the amount of apparent hepatic damage. As

expected, no lesions were observed in the CO group (Figure 3A-C).

Figure 3. lllustration of macroscopic findings. A) CO group, liver with normal appearance. B)
HCC group, liver with steatotic aspect with various hepatic nodules. C) HCC+RIF group, liver
with steatotic aspect lower than the HCC group and with few hepatic nodules.

Table 4 shows the description of macroscopic and microscopic lesions. In general, in
the HCC group, all animals (100%) presented some type of lesion: five rats had

macroscopic lesions and six had microscopic lesions. In the HCC+RIF group, 57.1%
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of the animals presented lesions: two had only macroscopic lesions and four had
microscopic lesions. It should be noted that in this group, three animals did not
present any type of lesion (42.9%). No lesions were observed in the CO group. The

number and size of lesions can be seen in Table 4.

Table 4. Description of hepatic injuries

Macro_scopic Micro_scopic
Group rat N° Lesions Lesions

N° cm N° Cm

(6{0) 1-8 NP NP NP NP
HCC 9 1 0,5 >10 <0,1
HCC 10 2 0,5 >10 <0,1
HCC 11 NP NP >10 <0,1
HCC 12 1 0,3 >10 <0,1
HCC 13 1 1,6 >10 <0,1

HCC 15 1 2 - -
HCC 16 NP NP >10 <0,1
HCC+RIF 17 1 15 >10 <0,1
HCC+RIF 19 NP NP NP NP
HCC+RIF 20 NP NP >10 <0,1
HCC+RIF 21 NP NP NP NP
HCC+RIF 22 1 2,8 >10 <0,1
HCC+RIF 23 NP NP >10 <0,1
HCC+RIF 24 NP NP NP NP

NP: Not Present. CO: Control Group, HCC: Hepatocellular Carcinoma Group, HCC+RIF:
Rifaximin Treatment group.

Degree of cancer
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Histological analysis showed that all animals in the HCC group had an altered

parenchyma, while treatment with rifaximin appears to decrease the degree of lesion.

No evidence of hepatic tumor injury was observed in the CO group (Figure 4).

Figure 4. Micrographs of liver sections with Hematoxylin and Eosin staining. A) CO group:
normal hepatic parenchyma: B) HCC group: presence of neoplastic cells with marked atypia;
C) HCC+RIF group: only three animals with presence of neoplastic cells. The other animals
showed no evidence of cancer, but mild steatosis. Increase: 400x.

When evaluating the degree of cancer by the Edmondson-Steiner score, it was
observed that in the HCC group, all animals had grade 3 and 4, corresponding to
low-differentiated and undifferentiated cancer, respectively. In the HCC+RIF group,
some animals were also allocated in grade 3 and 4, but 3 animals did not present

cancer (42.9%) (Table 5 and Figure 5).
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Table 5. Distribution of the histological findings of the degree of cancer

CcO HCC HCC+RIF P
Variable
(n=8) % (n=7) % (n=7) %
Tumor grade 0,004
0 8 (100)* 0 (0,0) 3 (42,9)
1 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0)
2 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0)
3 0 (0,0) 4 (57,1) 2 (28,6)
4 0 (0,0) 3 (42,9) 2 (28,6)

* Statistically significant association by the Adjusted Residuals Test. CO: Control Group,
HCC: Hepatocellular Cancer Group, HCC+RIF: Rifaximin Treatment group.
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Figure 5. Histological scores of the degree of cancer. The HCC and HCC+RIF
groups did not present a statistically significant difference, but the HCC+RIF group
also showed no difference compared to the CO group. Data described by mean +
standard deviation using the Tukey test; a, b Equal letters do not differ.

DISCUSSION
In this study, it was shown that treatment with rifaximin appears to improve the

histological scores of NAS and degree of cancer.
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Steatosis and steatohepatitis are the initial spectra of NAFLD, the major complication
being the development of HCC, which is the second most common cancer-related
cause of death worldwide. At present, several therapies are available that are used in
clinical practice, including surgical resection, radiofrequency, chemical ablation,
sorafenib and liver transplantation. HCC treatment, however, remains a challenge for
medicine® 19 2% 2122 Thys new therapeutic interventions capable of stopping the
progression of the disease are crucial in global healthcare'® 23, This study sought to
evaluate the preventive effect of rifaximin in the early stages of NAFLD in a model
that attempts to replicate the natural history stages of the disease with the
subsequent development of HCC, mimicking the Western lifestyle using CDHC in

conjunction with DEN.

Treatment with rifaximin seems to decrease the values of the biochemical
parameters, although they are not statistically significant. Although the values of the
HCC group are expected for an HCC model, currently, no data are found in the
literature regarding the biochemical parameters of this experimental model, and our

study was the first to describe them.

In the evaluation of steatosis, lobular inflammation and hepatocellular balloonization,
none of the animals treated with rifaximin reached a high score. The major effect of
rifaximin appears to be on steatosis, which is reflected in the NAS score, in which
100% of the animals had a probable case of NASH. Nevertheless, in the HCC group,
higher values were observed for all scores, and consequently, the animals were
found with a definitive diagnosis of NASH. In our study, rifaximin appeared to have

no effect on hepatic fibrosis, but data in the literature remain contradictory?*%.
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In the HCC group, the animals had medium and well-differentiated degrees of
cancer, indicating that the animal model used is efficient. Although all animals in the
HCC+RIF group showed advanced liver disease, the number of animals allocated to
the average and well differentiated degree of cancer was lower than in the HCC
group. Interestingly, 42.9% of the animals treated with rifaximin did not show any
degree of cancer. This allows us think that rifaximin has some degree of preventive
effect on the progression of NAFLD to HCC. Although this percentage is not
statistically significant, the variable effectiveness of rifaximin is known in studies on
small intestinal bacterial overgrowth®® and irritable bowel syndrome?’. In turn, several
studies indicate that the mechanism of action of this antibiotic is by modulation of the
intestinal microbiota®® ? but there is still controversy*’. Therefore, further studies are
needed to determine the mechanism by which rifaximin had a preventative effect in

part of the animals in the HCC+RIF group.

CONCLUSIONS
In conclusion, our preliminary results indicate that treatment with rifaximin during the

defined period was able to moderately reduce the development of NASH and HCC.
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CONCLUSOES

1. Foi possivel reproduzir o modelo de carcinogénese hepatica experimental
secundaria a DHGNA e avaliar novos parametros bioquimicos no modelo
animal que ainda néo foram descritos na literatura.

2. O tratamento com rifaximina melhora os valores séricos bioquimicos, mas
sem significancia estatistica.

3. O tratamento com rifaximina promoveu uma discreta melhora no NAFLD
Activity Score, mas sem significancia estatistica e ndo teve efeito benéfico
sobre o grau de fibrose.

4. O tratamento com rifaximina parece reduzir o nimero e tamanho dos tumores
hepaticos, assim como teve um efeito na progressdo no CHC em alguns

animais.
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CONSIDERACOES FINAIS
Como consideracdes finais sdo possiveis mencionar as originalidades e limitacdes

do presente estudo.

A originalidade consiste na avaliagdo do efeito da rifaximina em um modelo CHC
que utiliza a DHDC para mimetizar o estilo de vida ocidental, juntamente ao DEN,
recriando as etapas da historia natural da DHGNA com progressao ao CHC. Até o
momento, apenas um estudo avaliou o tratamento com rifaximina. No entanto, foi
utilizado um modelo quimico de CHC™.

Um questionamento em nosso estudo € a dose de rifaximina utilizada. A escolha de
50mg/kg/dia foi baseada no estudo de Dapito e colaboradores, no qual foi analisado
o efeito da rifaximina apdés o desenvolvimento do CHC. Contudo, nosso estudo
avalia um tratamento preventivo, administrando a rifaximina nas etapas iniciais de
EHNA. H& na literatura outros estudos que avaliam o efeito da rifaximina em outras
doencas gastrointestinais e hepaticas, que utilizam doses que de 25 a 250
mg/kg/dia, com tempo de tratamento entre 3 e 21 dias ™ "® 7" /% 7° Estes estudos
indicam que seria possivel aumentar a dose de rifaximina e, assim, avaliar se
ocorreria um melhor efeito do medicamento sobre o CHC.

Por outra parte, nossos achados mostraram que trés dos sete animais que
receberam rifaximina ndo apresentaram progressdo para CHC. Sabemos que a
rifaximina tem um efeito sobre a microbiota® e que esta tem um papel fundamental
no desenvolvimento do CHC®. Assim, uma hip6tese possivel é que rifaximina possa
ter modificado a microbiota dos animais e, como consequéncia, possa ter evitado a
progressao da doenca. Para podermos confirmar nossa hipotese seria interessante

analisar a microbiota dos animais.
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Uma das limitacdes deste estudo foi a falta de um grupo experimental com a
finalidade de verificar em que etapa da doenca os animais estariam quando iniciado
o tratamento com rifaximina. Ja foi descrito na literatura que os animais desenvolvem
EHNA na 52 semana, de acordo com o estudo realizado por Stefano e colaboradores
(2015) que utilizaram o mesmo modelo experimental®’.

Considerando que a rifaximina parece ter um efeito na progressdo do CHC, novos

estudos podem ser realizados, sendo possivel avaliar novas doses, modificar o

tempo de tratamento bem como o momento de inicio.
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PERSPECTIVAS

Diversos questionamentos foram gerados a partir dos dados obtidos e, por isso,

como principais perspectivas do presente trabalho temos:

a)

b)

d)

f)

Avaliar doses maiores de rifaximina.

Avaliar diferentes tempos de tratamento, com administragdo da rifaximina em
tempos anteriores ao que ja foi testado.

Realizar bi6psias do figado nos animais no momento de inicio do tratamento,
para verificar a etapa da doenca ou realizar um grupo experimental para
verificar a etapa da doenca dos animais quando iniciado o tratamento com
rifaximina.

Realizar a avaliacdo de marcadores inflamatérios dos animais.

Realizar um grupo experimental controle somente com a administragdo de
rifaximina, para verificar a acdo do farmaco no organismo dos animais
saudaveis no tempo de estudo.

Avaliar se houve modificacdo da microbiota, permeabilidade intestinal

endotoxemia dos animais.
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ANEXO

Composicéo da dieta hiperlipidica deficiente em colina:

RHOSTER &

Dieta Hiperlipidica M deficiente em Colina RH18576
Perfil Calorico %o % kcal
Proteina 15,03 13,99
Carboidrato 585 54 49
Gordura 15,04 31,52
Dieta 4,3kcallg . i

*Dieta Purificada para Induc&o de Obesidade e Esteatose Hepatica.
“Produzida em Pellet macio - pacotes de 1kg

*Quantidade minima 3kg

*Prazo de Entrega: 15 dias uteis

Ingredientes

Caseina Lactea, Amido de Milho, Amido Dextrinizado, Oleo de Soja, Gordura Animal,
Colesterol Sigma, Celulose, Mix Mineral RH3502*, Mix Vitaminico RH9503**,
Sacarose P.A_, Tert-Butilhidroguinona (TBHQ) Sigma-Aldrich.

Mais Informagbes

*Mix Mineral AIN-93M

“*Mix Vitaminico AIN-93

***Resultados calculados a partir da analise de um determinado lote fabricado.
Produzida em pellet ou po

RHOSTER INDUSTRIA E COMERCIO LTDA.
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