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RESUMO

A esteatose hepatica ndo relacionada ao alcoolismo pode ocorrer isoladamente ou fazer
parte da doenca hepdtica gordurosa nao alcodlica (DGHNA). Esta abrange um amplo espectro de
alteracdes morfoldgicas, variando desde a esteatose até um estdgio mais grave, acompanhado por
fibrose, podendo chegar a cirrose. O objetivo do nosso estudo foi avaliar e caracterizar a esteatose
de causa ndo definida na infancia, por meio de andlise morfolégica e morfométrica do tecido
hepdtico. Dezoito bidpsias provenientes de 16 pacientes com idade variando de 3 meses a 12 anos
e 9 meses, com vaga dor abdominal e/ou minima hepatomegalia associada a aumento discreto e
persistente das enzimas hepaticas, foram analisadas através de microscopia de luz e eletronica de
transmissdo. Nestes detectou-se esteatose macro e microvesicular “pura”, ou seja, nado
acompanhada de fibrose ou de quaisquer outras alteracdes histologicas. Na microscopia de luz foi
realizada a determinacdo semi-quantitativa da intensidade da esteatose total (macro e
microvesicular), com classificacio de 1 a 4 e a estimativa da porcentagem de hepatdcitos
afetados pela esteatose microvesicular em relacdo aos hepatdcitos afetados pela macrovesicular;
na microscopia eletronica calculou-se a densidade mitocondrial por hepatécito e a drea
mitocondrial média utilizado-se em ambos os casos o programa TPS Dig versao 1.30. Dez
pacientes com 1 a 14 anos de idade e com diagndstico de normalidade em bidpsia hepética foram
utilizados como grupo controle. Os resultados obtidos mostraram predominio de esteatose
microvesicular entre os pacientes estudados (61%), com elevacdo significativa da drea
mitocondrial, sendo 1,52 £ 0,08 p.Lm2 a area média para o grupo controle, 1,49 + 0,07 umz para o
grupo de esteatose macrovesicular e 2,92 + 0,36 umZ para o grupo de esteatose microvesicular.
Nao foram observadas alteragdes significativas na densidade mitocondrial, seja relacionada a

esteatose microvesicular predominante ou a macrovesicular (72 + 2 mitocondrias/hepatdcitos
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para o grupo controle, 70 + 11 mitocondrias/hepatdcitos para o grupo de esteatose macrovesicular
e 66 + 8 mitocOndrias/hepatdcitos para o grupo de esteatose microvesicular). Tampouco se
observou correlagdo entre as variagdes dos valores das transaminases com ambos os tipos de
esteatose, uma vez que para o grupo de esteatose microvesicular os valores médios foram AST =
62.9 + 35.0, ALT = 1259 * 129.0 e GGT = 210.5 £ 278.3 e para o grupo de esteatose
macrovesicular AST =82.1 £97.5, ALT=574+41.4e GGT =185.8 £ 141.7.

No grupo de estudo, a esteatose “pura”, com pouca ou nenhuma sintomatologia
clinica, associada ou ndo a alteragdes de transaminases, nao relacionada a obesidade ou doenga
metabodlica conhecida, mostrou-se predominantemente microvesicular e relacionada a aumento
do volume mitocondrial. Nas hepatopatias mitocondriais primdrias (HMP), principalmente por
defeitos na cadeia respiratéria, este tipo de alteracdio é comum. Devido a estas alteragdes
mitocondriais, esta esteatose nao deve ser denominada “pura” podendo, inclusive, corresponder a
por¢ao mais distal no longo espectro da DGHNA. Destacamos que, apesar da pouca manifestacao
clinica e laboratorial destas criancas, ¢ fundamental o acompanhamento sistemdtico destas,
havendo necessidade de maior aten¢do aos casos de esteatose na infiancia com predominio da

forma microvesicular.
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ABSTRACT

Hepatic steatosis unrelated to alcoholism may occur separately or be part of fatty liver
disease (NAFLD). It encompasses a wide spectrum of morphologic alterations, ranging from
steatosis to a more severe stage accompanied by fibrosis and cirrhosis. The aim of our study was
to assess and characterize childhood steatosis of not defined cause carrying out morphologic and
morphometric analysis of liver tissue. Eighteen biopsies from 16 patients with age varying from 3
months to 10 years, with vague abdominal pain and/or minimal hepatomegaly associated with
slight and persistent increase in hepatic enzymes had been analyzed through light microscopy and
transmission electron microscopy. On those patients, “pure” steatosis was detected, meaning it
was not followed of fibrose or any other significant histological alterations.

In light microscopy total steatosis was semi-quantified with estimative of macro- and
microvesicular steatosis percentage and determination of predominant steatosis, classified_from 1
to 4 and estimate the percentage of hepatocytes affected by steatosis microvesicular in
comparison to hepatocytes affected by macrovesicular; in electron microscopy it was determined
the degree of mitochondrial density in the hepatocytes and mean mitochondrial surface area using
in both cases the TPS Dig version 1.30. Ten patients between 1 and 14 years old who had a
normal diagnosis on liver biopsy were used as a control group.

The results had shown microvesicular predominance of steatosis in the studied patients
(61%) with significant increase of mitochondrial surface area values: 1,52 = 0,08 umz in the
control group, 1,49 = 0,07 umZ in the macrovesicular steatosis group and 2,92 + 0,36 umz in the
microvesicular steatosis group. Significant alterations in mitochondrial density were not

observed, neither related to predominant micro nor macrovesicular steatosis (72 = 2

mitochondrias/hepatocytes in the control group, 70 = 11 mitochondrias/hepatocytes in the
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macrovesicular steatosis group and 66 * 8 mitochondrias/hepatocytes in the microvesicular
steatosis group). A correlation between variations in transaminases levels and both types of
steatosis was also not observed, since for the microvesicular steatosis group the average values
was AST = 629 £ 35.0, ALT = 1259 * 129.0 and GGT = 210.5 + 278.3 and for the

macrovesicular steatosis AST =82.1 £97.5, ALT =57.4+t41.4e GGT =185.8 = 141.7.

In our study group, “pure” steatosis, with little or no clinical symptoms, associate or
not to alterations of transaminases and that did not correlate with obesity or known metabolic
diseases is predominantly microvesicular and was related to increased mitochondrial volume. In
the primary mitochondrial hepatopathies (PMH), especially for respiratory chain defects, this
alteration is common. Due to these probable mitochondrial alterations, this steatosis doesn’t have
to be called “pure”, being able, also, to correspond to the portion distal in the long specter of the
NAFLD. It is important to emphasize that although the small number of clinical and laboratorial
manifestations of these children, it is essential their systematic accompaniment. There is
necessity of more attention to the cases with steatosis in pediatric group where microvesicular

form predominance occurs.

XVi



LISTA DE FIGURAS, TABELAS E QUADROS
ILUSTRACAO
Quadro 01 - Prevaléncia da DGHNA em diferentes populacoes.
Quadro 02 - Diagnésticos diferenciais da esteatose na DGHNA.
Figura 01- A — Esteatose macrovesicular e B — Esteatose microvesicular.

Figura 02 - Resumo do metabolismo gerador de energia nas
mitocOndrias.

Figura 03 - Representacio esquematica da cadeia respiratoria.

Figura 04 - (A) A enzima é composta de uma porg¢ao “cabeca”, a F;
ATPase, e um carreador trans-membranico de H", chamado de F,.

Figura 05 - Mecanismos envolvidos na lesao celular induzida por
lipides na DGHNA.

Tabela 01 - Resultado das andlises morfométricas em microscopia de
luz com relacdo ao grau de esteatose total e percentual de esteatose
microvesicular em relacdo a macrovesicular.

Figura 06 - Micrografias das bidpisias hepdticas em microscopia de luz.
Figura 07 - Micrografias das coloracdes especiais.

Figura 08 - Micrografias eletronicas das bidpsias hepaticas evidenciando
a dimensdo mitocondrial.

Figura 09 - Representacio grifica da anélise morfométrica de drea
mitocondrial média dos pacientes do grupo controle, grupo com esteatose
macrovesicular e com esteatose microvesicular.

Tabela 02: Valores da drea mitocondrial média para cada
amostra e respectivo desvio padrao dentro dos grupos Esteatose
Macrovesicular ~ predominante,  Esteatose = Microvesicular
predominante e Controle.

Figura 10 - Micrografias eletronicas dos hepatdcitos evidenciando a
densidade de mitocondrias

Figura 11 - Representacdo grafica da andlise morfométrica de
densidade mitocondrial dos pacientes do grupo controle, grupo com
esteatose macrovesicular e com esteatose microvesicular.

Xvii

PAGINA
30
32
36

42

46

48

52

76

77

78

80

81

82

83

83



ILUSTRACAO
Tabela 03 - Descri¢do dos parametros avaliados nos 18 pacientes do
grupo de estudo.
Tabela 04 - Valores médios dos parametros bioquimicos para cada
grupo de estudo.

Figura 12 - Ultrassonografia realizada nos anos de 2000, 2001 e 2004.

Figura 13 -Micrografias de microscopia de luz e eletronica de
transmissdo nas diferentes bidpsias.

Figura 14 - Area mitocondrial média obtida para as trés biépsias
realizadas.

Tabela 05 - Valores das enzimas hepdticas, parametros bioquimicos e
resultados da morfometria.

Tabela 06 - Protocolo de processamento histolégico dos fragmentos
hepaticos para microscopia de luz.

Tabela 07 - Protocolo de preparacdo de laminas histoldgicas.
Quadro 03 - Protocolo de colorag@o das 1aminas histolégicas.

Tabela 08 - Protocolo de processamento histolégico dos fragmentos
hepdticos para microscopia eletronica de transmissao.

Figura 15: Indice de Massa Corpérea para individuos do sexo
masculino.

Figura 16: Indice de Massa Corpérea para individuos do sexo
feminino.

Xviii

PAGINA
85

86

88

89

90

90

129

129
130

131

132

132



SIGLA
um
ADCC
ADCL
ADCM
ADCML
AGL
ALT
ApoB
AST
ATP
ChREBP
cm

CoA
Colest
DGHNA
DNAmt
EHNA
ERO
FAD
FOx

g

GGT

h

HDL

HE
HMP
IMC

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

SIGNIFICADO

Micréometro

Acil-CoA desidrogenase de "cadeia-curta”
Acil-CoA desidrogenase de "cadeia-longa"
Acil-CoA desidrogenase de "cadeia-média"
Acil-CoA desidrogenase de "cadeia-muito-longa"
Acidos Graxos Livres

Alanino aminotransferase

Apo-liproteina B

Aspartato aminotransferase

Adenosina trifosfato

Carbohydrate responsive element-binding protein
Centimetros

Coenzima A

Colesterol total

Doenca Gordurosa Hepatica Nao-Alcodlica
Acido Desoxirribonucléico mitocondrial
Esteato-hepatite ndo-alcodlica

Espécime Reativa de Oxigénio

Flavina Adenina Dinucleotideo
Fosforilacdo Oxidativa

Gramas

Gama-glutamiltransferase

Hora

High Density Lipoprotein
Hematoxila-Eosina

Hepatopatias mitocondriais primarias

Indice de Massa Corpérea

XiX



SIGLA
LDL
MET
min
ML
NAD
nm
NRF
PA
PAS
PGC
PMTP
PPAR y
PTM
RNAm
SDDmt
SREBP-1c
™
TNFa
Triglic
VLDL

SIGNIFICADO

Low Density Lipoprotein

Microscopia Eletronica de Transmissao
Minuto

Microscopia de Luz

Nicotinamida Dinucleotideo

NanOmetro

Nuclear respiratory factor

Puro para analise

Acido Periddico de Schiff
Proliferator-activated y-receptor Coativactor
Poro mitocondrial de transi¢ao de permeabilidade
Peroxisome proliferator-activated receptor y
Proteina Trifuncional Mitocondrial

Acido Ribonucléico mensageiro

Sindrome da Deple¢ao de DNA mitocondrial
Sterol regulatory elemente-binbing protein Ic
Tricrdmicro de Masson

Tumoral Necrosis Factor o

Triglicerideos

Very Low Density Lipoprotein

XX



SUMARIO

Péagina

1. INTRODUGCAO ..ot en s 23
2. REVISAO DA LITERATURA .....ooovtiiiniineineieeinseneieseeessessee e 27
2.1. DOENCA GORGUROSA HEPATICA NAO-ALCOOLICA

(DGHNA). ..ttt ettt et e 29
2.1.1. ObServacoes CHNICAS ......ceevveeeriieeiiieeiieeeiie e et eeieeesreeesaeeeereeeaeeeas 30
2.1.1.1. Avaliacao laboratorial ............ccccceeeviieriiieiiieree e 31
2.1.1.2. DiagnGstiCO POT IMAZENS ...eeevvreeereeeereeaireeenreeenreeensreeessseeensseesnnnes 31
2.1.1.3. Caracteristicas histolégicas da DGHNA .........cccccoovvieviiiiiniieenieens 33
2.1 13,1, BSTEALOSE .eeeuvvieiiiieiiiieeiieeete ettt 34
2.1.1.3.2. ESteato-hePatite ........cceeeveureeriieeiiieeieeeieeereeeieeeeieeeeaeeesaee e 36
2.1.1.3.3. FIDIOSE € CIITOSE ....eeveeruiiiiieniieeiieeieeite ettt st 37
2.1.2. Patogénese da DGHNA .......cooooiiiiiiiiee e 37
2.1.3. Classificacao e estdgio da DGHNA ..........ccccooviiiiiiieiiiieeieeeeeee, 39
2.1. MORFOFISIOLOGIA DA MITOCONDRIA .......cc.cooovevmeieeeneeann. 40
2.2.1. B-oxidac@o mitocoONdrial .........ccceeeviieiiiiieniieeciee e 44

2.2.2. Transporte mitocondrial do elétron e o sistema de fosforilacio 46
oxidativa (FOx)

2.2.3. Defeitos na cadeia respiratdria mitocondrial ..........cccceevvveeniiennnnene 49
2.2.3.1. Espécies reativas de OXIZENIO ....eeevveeeriieeenieeeiieeeiieenireesieeesieeenns 55
2.2.3.2. Fator de Necrose Tumoral-o. (TNF-a, Tumoral Necrosis Factor-a) 55

2.2.3.3. Coativator do vy-receptor do Proliferador ativo-1 (PGC-1, 56
Proliferador-activated y-receptor Coativactor-1)

2.3. MECANISMOS DA ESTEATOSE HEPATICA ........ccccccovvvuerenanne. 57

3. OBIETIVOS ..o 61



4. CASUISTICA E METODOS ..o

4.1. IDENTIFICACAO DOS PACIENTES E CRITERIO DE
EXCLUSAO

4.2. GRUPO CONTROLE ..o ses e s e sesesnas

43.PREPARACAO DO MATERIAL A SER OBSERVADO EM
MICROSCOPIA DE LUZ (ML) E MICROSCOPIA ELETRONICA
DE TRANSMISSAO (MET)

4.4. ANALISE MORFOMETRICA EM MICROSCOPIA DE LUZ ...........

4.5. ANALISE MORFOMETRICA DE MITOCONDRIAS ....oovvoveeee.

4.6. LEVANTAMENTO DE DADOS LABORATORIAIS E CLINICOS
DOS PACIENTES

S.RESULTADOS ..o

5.1. ANALISE MORFOLOGICA E MORFOMETRICA EM
MICROSCOPIA DE LUZ

5.2. PADRONIZACAO DE AREA E DENSIDADE MITOCONDRIAL
HEPATICA EM GRUPO INFANTIL

5.3. ANALISE MORFOLOGICA E MORFOMETRICA EM
MICROSCOPIA ELETRONICA DE TRANSMISSAO. ...,

5.4. DADOS CLINICOS E LABORATORIAIS ....oooooeevoeeeeeeeeeeeeeeen
5.5. ANALISE DO PERFIL DA ESTEATOSE HEPATICA E DAS
ALTERACOES MITOCONDRIAIS EM PACIENTE SUBMETIDO A
TRES BIOPSIAS SEQUENCIAIS

6. DISCUSSAOD ..o et e e s e et e e e e e s e s e e s e s ens
7. CONCLUSOES ..ot e e s s e e s e s e e e s e s e eeseesens
8. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ..o

ANEXO L oo

XXii

67

68

68

69

70

72

73

75

79

79

84

86



23

1. INTRODUCAO




1. INTRODUCAO

O desenvolvimento desta tese de Doutorado foi estimulado pela prépria dificuldade na
interpretacdo do diagndstico histopatologico de esteatose hepdtica em criangas, relativamente
frequente na rotina clinico-ambulatorial. Diante da necessidade de melhor caracterizar tal
alteracdo neste grupo especifico de pacientes, realizamos um levantamento na casuistica dos
Departamentos de Patologia da Faculdade de Ciéncias Médicas da Unicamp e da Faculdade de
Medicina de Botucatu (UNESP), visando a realizacdo de estudo retrospectivo, por meio de
andlise morfolégica e morfométrica, em microscopia de luz e eletronica de transmissdo. Na
microscopia eletronica, o presente estudo direcionou-se a mitocondria, organela que, como sera
visto na proxima secdo, estd intimamente relacionada a esteatose. A partir da década de 80,
alteracdes morfologicas hepéticas relacionadas a esteatose predominante, porém com etiologias
diversas, excetuando-se o dlcool, passaram a ser denominadas “Doenca Gordurosa Hepatica Nao-
Alcoodlica” (DGHNA). Conceitualmente, trata-se de doenca hepdtica manifestada por esteatose
que, a partir de algum momento, evoluiria desfavoravelmente, com inflamacao, balonizacdo e
fibrose perissinusoidal e/ou portal (sendo entdo chamada de esteato-hepatite), podendo culminar
com o desenvolvimento de cirrose. Somos da opinido que caso a esteatose “pura’ seja mista, ou
ainda, predominantemente microvesicular, deva compor o espectro mais distal desta doenca,
visto que nesta casuistica, em que a esteatose foi a tUnica alteracdo morfolégica presente,
predominaram os casos com predominio da forma microvesicular, traduzindo algum dano
mitocondrial, a despeito da auséncia de balonizacdo, inflamacao e/ou fibrose. O termo esteatose

“pura” deveria ficar, portanto, restrito aos casos de esteatose predominantemente macrogoticular

nao acompanhada por balonizagdo, inflamacdo e/ou fibrose. No entanto, o objetivo principal com
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a realizacdo deste trabalho ndo foi o de questionar a atual definicdo da DGHNA, e sim o de
caracterizar amplamente a esteatose em grupo pediatrico.

Ao organizar a Revisdo da Literatura, optou-se pela insercio de elementos do
conhecimento que estivessem diretamente ligados a fundamentacdo tedrica da Tese de
Doutorado. Uma vez que investigamos primordialmente a relacdo das alteracdes mitocondriais
com a esteatose hepdtica na infancia, incluimos aspectos relacionados 8 DGHNA e a esteatose
hepatica “pura”, bem como estudos sobre a morfo-fisiologia da mitocondria, seus principais
processos metabolicos e defeitos na sua fungdo. Iniciamos com a descricdo da DGHNA e nao
diretamente pela esteatose, uma vez que, inevitavelmente, a segunda € uma alteracdo presente na
primeira.

Na sequéncia, detalhamos os objetivos gerais e especificos, bem como a composi¢ao da
casuistica, com os critérios de inclusdo e exclusdo e a metodologia utilizada para o
desenvolvimento do trabalho. Os resultados foram expressos de maneira clara e organizada,
permitindo facilmente sua andlise e colaborando para a compreensdo da discussdo destes na se¢ao
seguinte. Por fim, sdo descritas as conclusdes obtidas frente aos objetivos propostos e discutimos
os resultados obtidos, comparando-os aos ji existentes e apoiados pela literatura cientifica

pertinente.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. DOENCA GORDUROSA HEPATICA NAO-ALCOOLICA (DGHNA)

A doenga hepatica gordurosa ndo-alcodlica, termo clinico-patolégico, abrange um
amplo espectro de doengas, que vai desde o simples acimulo de lipides em hepatdcitos até
cirrose, passando por estagios de esteato-hepatite (esteatose hepatica com inflamagao e fibrose).
(Neuschwander-Tetri & Caldwell, 2003; Browning & Horton, 2004). A prevaléncia da DGHNA
na populacdo geral é estimada entre 3 — 24% (Zhou et al., 2007) e superior a 80% em individuos
obesos e diabéticos (Wieckowska et al, 2007). O quadro 01 resume a prevaléncia de DGHNA em
alguns paises. Este termo foi utilizado quase que exclusivamente para a doenca no adulto,
entretanto, com o aumento de sua prevaléncia em todos os segmentos da populacdo, sua
utilizagdo se tornou mais abrangente (Browning & Horton, 2004), tendo sido descrita em todas as
faixas etdrias, incluindo criancas (Zafrani, 2004; Nobili et al., 2006). Em crian¢as, a DGHNA ¢é
caracterizada pela auséncia de identificacdo de alteragdes inatas no metabolismo dos lipides
(Marion et al., 2004), tendo sido primeiramente reportada na década de 80 (Moran et al., 1983).
Desde entdo, muitos outros casos tém sido descritos, tendo como caracteristicas principais:
ocorréncia em criancas principalmente do sexo masculino, maiores elevacdes dos valores de ALT
do que de AST, hipertrigliceridemia (como tipica anormalidade lipidica sanguinea) e vaga dor
abdominal, como razdo inicial para avaliacao clinica (Rachid & Roberts, 2000; Molleston et al.,

2002; Marion et al., 2004).
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Populacao Intervalo de Estudos publicados

prevaléncia
Browning et al., 2004
Mundial 3% - 24% Neuschwandecrﬁ“relft,riz g(?aldwell, 2003
Italia 20 -25% Bedogni et al., 2006
Israel 30% Amarapurkar et al., 2007
Coréia 16% Park et al., 2006
Alemanha 14% Bellentani et al., 1994
Japao 14% Nomura et al., 1988
Zhou et al., 2007
China 11,7% -15% Marchesini et al., 2005

Quadro 01 - Prevaléncia da DGHNA em diferentes populagdes.

No Japao, Tominaga et al. (1995) relataram, num estudo com 810 criancas, que 2.6%
apresentaram DGHNA diagnosticada por ultrassonografia, com forte relacdo com obesidade e
elevacdo da massa corpérea. Apesar da alta ocorréncia da DGHNA na obesidade e diabetes,

muitos outros diagndsticos podem se relacionar a esta (Quadro 02).

2.1.1. Observacgodes clinicas

A maioria dos pacientes com DGHNA sdo assintomdticos, mas alguns podem
apresentar queixa de fadiga e incomodo ou dor abdominal no quadrante direito superior. Mais de

50% dos pacientes apresentam hepatomegalia (Sanyal, 2002). Pacientes com cirrose instalada
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devida a DGHNA apresentam achados clinicos similares aos pacientes com cirrose relacionada a

outras causas (Bayard et al., 2006).

2.1.1.1. Avaliacao laboratorial

As alteragdes laboratoriais sdo, frequentemente, o sinal mais significativo da
DGHNA. A alteracdo mais comum € a elevacdo da alanina aminoaminotransferase (ALT) e da
aspartato aminoaminotransferase (AST), geralmente com niveis uma a quatro vezes além do
limite da normalidade (Sanyal, 2002). Entretanto, pacientes com DGHNA podem ter niveis
normais das aminoaminotransferases. A relacdo de AST/ALT € geralmente maior que 1 (na
DGHNA, esta relagao tipicamente pode ser maior que 2), podendo haver aumento de acordo com
a gravidade dos danos hepdticos (Sorbi et al., 1999). A fosfatase alcalina pode ter elevacdo de
duas vezes além do limite da normalidade (Sanyal, 2002) e a gama-glutamiltransferase também

pode estar elevada (Bayard et al., 2006).

2.1.1.2. Diagnéstico por imagens

Os exames de imagem auxiliam no diagnéstico da DGHNA, por meio da
identificacdo de gordura infiltrada no figado. A ultrassonografia hepatica tem sensibilidade de 82
a 89% e especificidade de 93% para a identificacdo de gordura infiltrada no figado (Joseph et al.,
1991; Hultcrantz & Gabrielsson, 1993). A tomografia computadorizada € mais sensivel do que a
ultrassonografia, porém apresenta custo maior (Bayard et al., 2006). No entanto, as vdrias

modalidades de exames por imagem (tomografia computadorizada, ressonancia magnética e
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ultrassonografia) ndo sdo capazes de distinguir entre esteatose e esteato-hepatite nao alcodlica

(EHNA) (Saadeh et al., 2002).

Fatores Gerais/Nutricionais Doenca sistémica aguda
Inanicao aguda
Desnutricao protéica
Nutri¢do parenteral total
Doenga intestinal inflamatéria
Doenca celiaca
Sindrome de Mauriac

Infeccoes Hepatite pelo virus C
Disfuncoes Metabolicas Fibrose cistica
Doenca de Wilson
Deficiéncia de a-antitripsina
Galactosemia

Intolerincia Hereditaria a Frutose

Doenca de Wolman

Glicogenose

Defeitos mitocondriais ou peroxissomais na

oxidagao de 4cidos graxos

Lipodistrofias

Abetalipoproteinemia

Doenca de Weber-Christian

Sindrome de Schwachman
Toxicidade de drogas Amiodarona

Methotrexato

Predinisolona

L-asparaginase, methorexato

Vitamina A

Valproato

Tamoxifeno

Zidovudina e tratamentos anti-HIV

Ecstasy

Quadro 02 - Diagnésticos diferenciais da esteatose na DGHNA.
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2.1.1.3. Caracteristicas histolégicas da DGHNA

O espectro das lesdes patoldgicas observadas na DGHNA sdo pouco distinguiveis
daquelas induzidas pelo dlcool na doenca hepdtica. Diferencas entre as duas condi¢des sdo
baseadas essencialmente em argumentos clinicos e bioquimicos, além da avaliacdo do usuério de
alcool: os pacientes com hepatite alcodlica sdo, geralmente, mais doentes, apresentam niveis mais
elevados de bilirrubina no soro, além de apresentarem cirrose com maior frequéncia (Sanyal,
2002). Histologicamente, na DGHNA, a atividade necroinflamatéria e a fibrose sdo
provavelmente, mais suaves, os corpisculos de Mallory mais raros e os depdsitos de glicogénio
nuclear mais frequentes (Sanyal, 2002).

O papel da bidpsia hepatica na DGHNA € controverso. Embora a biépsia do figado
seja geralmente segura, dor transitoria pode ocorrer em 30% dos pacientes, dor importante em
3% e complicacdes significativas em menos de 3%. O risco de morte € de 0.03% (Dienstag,
2002), mas a bidpsia € o unico método de confianca para diagnosticar EHNA e determinar o
prognéstico (Sanyal, 2002). Pacientes com doenga hepdtica avangada apresentam indicagdo para
realizacdo de bidpsia. Os fatores de risco para a doenca mais avancada incluem diabetes,
obesidade mérbida (IMC> 40 kg/m?), idade avancada e relacio AST/ALT maior que 1 (Angulo
et al.,, 1999). A Associacdo Americana de Gastroenterologia indica que a decisdo € 0 momento
para a realizacdo de bidpsia hepdtica em paciente com suspeita de DGHNA deve ser
particularizada e deve incluir a participacdo do paciente no processo de tomada de decisdo

(Sanyal, 2002).
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2.1.1.3.1. Esteatose

Esteatose é definida como o acimulo anormal de triglicérides dentro de células
parenquimatosas, observada com grande frequéncia (mas nao exclusivamente) no figado,
principalmente devido ao seu envolvimento no metabolismo lipidico (Cotran et al., 2000). Dentre
as principais causas da esteatose temos: acao de toxinas, desnutricdo, diabetes mellitus, obesidade
e abuso de dlcool (Day & James, 1998b; Cotran et al., 2000).

Segundo Sherlock & Dooley (2002) o acimulo de lipides no figado pode ocorrer por
meio de quatro mecanismos:

a. Aumento da libera¢do de gordura ou dcidos graxos da dieta para o figado: lipides da dieta
sdo transportados na circulagdo principalmente como quilomicrons, e dcidos graxos sio
incorporados como triglicérides nos adipdcitos. Tanto quilomicrons como triglicérides
remanescentes podem se acumular no figado.

b. Aumento da sintese mitocondrial de lipides ou reducdo da oxidacdo, aumentando a
producdo de triglicérides.

c. Estagnacdo da exportagdo de triglicérides para fora das células hepaticas: a exportacdao de
triglicérides dos hepatdcitos depende da ligacdo a apoproteinas, fosfolipides e VLDL
(Very Low Density Lipoprotein), sendo que estas ligacdes podem ser inibidas.

d. Excesso de carboidratos liberados para o figado podem ser convertidos a dcidos graxos.

A distribuicdo de lipides nas células hepédticas pode ser macrovesicular (Fig. 1A),
havendo distensdo do hepatdcito por um tnico e volumoso vactolo, com alteragdo da localizagao
nuclear, ou microvesicular (Fig. 1B) com numerosos (¢ menos volumosos) vactolos, mantendo-

se a localizacdo central do nicleo (Day & James, 1998b). A esteatose microvesicular ocorre
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como resultado da alteragdo na PB-oxidagdo mitocondrial, que conduz ao acimulo de &cidos
graxos na forma de triglicérides e formacdo de pequenas goticulas no citosol dos hepatdcitos
(Natarajan et al., 2006; Fromenty & Pessayre, 1995). A oxidacdo de dcidos graxos no figado pode
ocorrer nas mitocondrias e nos peroxissomos, sendo que na B-oxidagdo peroxissomal é gerada
elevada quantidade de per6xido de hidrogénio ndo acoplado ao sistema fosforilativo (Natarajan et
al., 2006).

A esteatose microvesicular geralmente é condi¢éo aguda, ocorrendo uma pausa na [3-
oxidac¢do dos acidos graxos (Fromenty & Pessayre, 1995), geralmente por perturbacdo da funcao
mitocondrial e ribossomal, dentro e fora do figado (Day & James, 1998b). Este tipo de esteatose
apresenta maior importancia clinica, sendo que o figado ndo € o Unico 6rgio envolvido, podendo
ocorrer acimulo de triglicérides nos tibulos renais e, ocasionalmente, no miocérdio, cérebro e
pancreas (Sherlock & Dooley, 2002). Experimentalmente foi verificado, em porcos, que a
capacidade regenerativa dos hepatdcitos na esteatose macrovesicular é mais efetiva do que na
estetose microvesicular, implicando prognéstico menos favordvel para esta ultima (Oleszczuk et
al, 2007).

Insuficiéncia hepatica ndo €, usualmente, causa de morte, entretanto, coma pode ser
relatado por aumento dos niveis séricos de amonia ou por edema cerebral (Sherlock & Dooley,
2002). Em contraste, a esteatose macrovesicular € tipicamente associada a distirbio de longa
duracdo do metabolismo hepético de lipides. Apesar de ser considerada condicao benigna por
Sherlock (1995), pode se associar ao desenvolvimento de necroinflamagdo (esteato-hepatite),

fibrose e cirrose, relacionada ou ndo ao abuso de alcool (Bacon et al., 1994).

35



Figura 01: A - Esteatose macrovesicular: notar os grandes vactolos dentro de cada célula tornando o nucleo
excéntrico. B — Esteatose microvesicular: notar que apesar dos inimeros vactolos dentro de cada célula, o nticleo se
apresenta em sua posicdo central. HE, 400x e Tricrdmico de Masson 800x, respectivamente.

A esteatose, de graus variados, pode ser difusa dentro do l6bulo hepitico ou
predominar na zona 3 acinar, ao redor das veias hepaticas terminais (Zafrani, 2004). Depdsitos de

glicogénio nuclear sdo observados em menos de um terco dos pacientes (Reid, 2001).

2.1.1.3.2. Esteato-hepatite

A esteato-hepatite é definida pela associacdo da esteatose com outras lesdes
hepatocelulares, essencialmente baloniza¢do e necroinflamacgdo. Os hepatdcitos balonizados sdao
amplos, com citoplasma claro, e os corpos apoptdticos podem ser notados (Zafrani, 2004).
Corpusculos de Mallory, que consistem de agregados intracitoplasmdticos de filamentos
intermedidrios de citoqueratina, ndo sdo observados constantemente, e sua presenca ndo €

necessdria para o diagndstico da esteato-hepatite; podem se apresentar pequenos, €scassos €
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inconspicuos (Reid, 2001). Inclusdes eosinofilicas, que correspondem na microscopia eletronica a
megamitocondrias com perda das cristas e contendo inclusdes para-cristalinas (Cadwell et al.,
1999; Sanyal et al., 2001), sdo ocasionalmente observadas no citoplasma dos hepatdcitos. A
intensidade da infiltragdo inflamatdria varia com a gravidade da esteatohepatite. A inflamagao é
geralmente mista, contendo linfécitos e neutréfilos em torno dos hepatdcitos alterados e/ou nas

areas portais (Zafrani, 2004).

2.1.1.3.3. Fibrose € cirrose

A presenca e a extensdo da fibrose sdo dados extremamente importantes para a
determinagdo do progndstico. A fibrose perissinusoidal é, inicialmente, suave e predominante na
zona 3, em torno das veias hepdticas terminais. Pode haver associacdo com fibrose portal e
periportal, com formagao progressiva de pontes fibrosas entre as veias hepdticas terminais e areas
portais, ou entre os intervalos portais adjacentes. A cirrose ocorre quando os nddulos
hepatocelulares formados sdo cercados completamente pela fibrose anular. Insuficiéncia hepatica,
hipertensdo e carcinoma hepatocelular podem entdo complicar a doenga (Bugianesi et al., 2002;

Ratziu et al, 2002; Hui et al., 2003).

2.1.2. Patogénese da DGHNA

Atualmente, a teoria mais aceita para se explicar a patogénese da DGHNA € a
hipdtese dos “dois golpes”, postulada por Day e James (1998a). De acordo com esta hipétese, a

esteatose representa o “primeiro golpe,” que aumenta a vulnerabilidade do figado para vérios
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“segundos golpes” que levam, por sua vez, a inflamacao, fibrose e morte celular, caracteristicas
da EHNA.

Corroborando com esta hipdtese, a administracdo de véarios “segundos golpes” (por
exemplo, por endotoxina e pré-oxidante) resultam em dano hepdtico e mortalidade
significativamente maior em ratos obesos com o figado gorduroso, comparado aos ratos magros
com os figados saudaveis (Yang et al., 2001; Ito et al., 2006). Além disso, nos seres humanos, a
gravidade da esteatose ¢ um dos indicativos mais fortes do desenvolvimento de EHNA. Diversos
fatores foram sugeridos para constituir os segundos golpes, especialmente estresse oxidativo,
citocinas pré-inflamatérias e endotoxina bacteriana (Clark & Diehl, 2002; Harrison et al., 2002;
Festi et al., 2004; Lieber, 2004). E importante destacar, entretanto, que estes mecanismos nao sao
mutuamente exclusivos, mas preferivelmente atuam de maneira coordenada e cooperativa para
acelerar o desenvolvimento e a progressio de EHNA. Por exemplo, a adiposidade central esta
associada ao aumento de citocinas pré-inflamatdrias e ao estresse oxidativo, assim como uma
resposta inflamatdria exagerada estd associada a administracdo de endotoxina (Yang et al., 1997).
Uma vez geradas, as citocinas podem causar dano direto ao figado ou atuar indiretamente
aumentando o estresse oxidativo, que por sua vez pode igualmente danificar diretamente a funcdo
hepdtica ou atuar indiretamente perpetuando a resposta inflamatéria (Abdelmalek & Diehl, 2006).
Consequentemente, nos ambientes propicios a geragdo de varios segundos golpes (por exemplo,
obesidade), um ciclo de perpetuacdo de agressdes pode causar injuria hepdtica e culminar em
EHNA e, progressivamente, em doenga hepética grave.

Um aspecto importante da teoria de “dois golpes” é que a esteatose por si s6 ndo €
causa do desenvolvimento de EHNA, mas um sensibilizante do figado aos efeitos prejudiciais
dos segundos golpes, tal que um fator de estresse in6cuo a um figado saudével, pode levar ao

desenvolvimento de EHNA em um figado esteatético (Gentile & Pagliassotti, 2008).
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2.1.3. Classificacao e estigio da DGHNA

O prognéstico da DGHNA depende da intensidade dos achados histopatoldgicos,
tanto da atividade necroinflamatoria (esteatose e necroinflamagdo) como do estadiamento, que
reflete o padrdo e a extensdo da fibrose, assim como a remodelac¢do da arquitetura (Brunt et al.,
1999). Para tanto, algumas classificacdes tém sido propostas para se graduar estes dois
elementos, separada ou conjuntamente. Na classificacdo proposta por Matteoni et al. (1999),
teriamos quatro tipos de lesdes: o tipo 1 corresponde a esteatose simples, tipo 2 a esteatose com
inflamacdo lobular, tipo 3 com presenca adicional de hepatdcitos balonizados e o tipo 4
existéncia dos corptsculos de Mallory ou de fibrose. Um método muito utilizado para a
classificacdo da EHNA foi o proposto por Brunt e colaboradores (1999), que ndo correlaciona a
atividade necroinflamatdria ao estadiamento. Este método baseia-se na intensidade das alteragdes
celulares e inflamatorias (esteatose, balonizagdo, inflamagao lobular e portal), definindo-se trés
classes de atividade necroinflamatdria: leve, moderada e grave. O estadiamento se classifica em
quatro niveis: estdgio 1- fibrose perissinusoidal focal ou extensa na zona 3; estdgio 2- fibrose
periportal focal ou extensa adicional; estdgio 3- fibrose perissinusoidal e portal com focal ou
extensa formacgdo de pontes (septos); estidgio 4- cirrose. A Sociedade Brasileira de Patologia, em
2006 (Freitas & Cotrim, 2006), propds uma classificacio em que vérios itens relacionados a
atividade necroinflamatdria (esteatose macro e microvesicular, balonizacdo, inflamacgado lobular e
portal e pseudo-inclusdo nuclear de glicogénio) sdo avaliados e graduados, sem contudo se
chegar a um indice final de atividade. A avaliacdo do estadiamento passa pela graduacdo da
fibrose perissinusoidal e portal, com defini¢do de quatro estdgios: estdgio 0- ausencia de fibrose
na zona 3; estdgiol- arquitetura lobular preservada, com fibrose perissinusoidal limitada as areas

perivenulares; estdgio 2- arquitetura lobular preservada, com fibrose perissinusoidal e formagao
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de finos septos esparsos, com ou sem expansdo fibrosa portal; estdgio 3- arquitetura lobular
alterada, com septos unindo estruturas vasculares entre si; esbo¢o de nddulos; estigio 4-

arquitetura predominantemente nodular ou cirrose instalada.

2.1. MORFOFISIOLOGIA DA MITOCONDRIA

A mitocondria € a usina energética celular, que gera o ATP ou o calor a partir de
substratos derivados da gordura e da glicose. Os hepatdcitos s@o, normalmente, ricos em
mitocondrias, sendo que cada célula contem, aproximadamente, 800 mitocondrias, que ocupam
ao redor de 18% do volume celular do figado. O nimero de mitocondrias diminui com a idade
porém, inversamente, esta aumenta de tamanho, mantendo-se o volume mitocondrial total em
relacdo ao volume da célula. O volume das mitocOndrias varia levemente em relacdo ao seu

posicionamento no acino hepéatico: mitocondrias da zona 1 medem entre 0,4 a 0,6 um por 0,7 a

1,0 um e na zona 3, 0,5 a 0,6 um por 0,6 a 0,8 wm, exibindo formato arredondado ou eliptico
(Phillips et al., 1987).

A mitocondria € formada por uma dupla membrana, contendo matriz € genoma. A
membrana externa € sustentada pela membrana interna, regulando o efluxo de enzimas, citions e
substratos para o citosol, além de ser o sitio de transporte especifico para vérios substratos que
devam passar do citosol para dentro da mitocondria (Treem & Sokol, 1998; Sokol & Treem,
1999). A membrana interna contém cadeias ‘“eletronicas” de transporte, que aceitam elétrons
gerados no ciclo do 4cido citrico e na oxidagdo de 4cidos graxos. Nesta, existem numerosos
transportadores especificos para varias moléculas e enzimas (ATP-sintases) que medeiam a

fosforilagdo oxidativa e a sintese de ATP. A matriz mitocondrial contém enzimas do ciclo do

40



dcido tricarboxilico, da PB-oxida¢do de &cidos graxos, da sintese de uréia e de outras vias
metabdlicas (Treem & Sokol, 1998; Sokol & Treem, 1999).

As mitocOndrias se utilizam tanto do piruvato como de &cidos graxos para
combustivel. O piruvato deriva da glicose e de outros acticares, e 0s dcidos graxos derivam das
gorduras. As duas formas de combustivel sdo transportadas através da membrana interna e sao
convertidas em um intermedidrio metabdlico fundamental, a acetil Coenzima A (acetil-CoA), por
enzimas localizadas na matriz mitocondrial (Figura 02) (Brand et al., 2004).

Na membrana mitocondrial interna hd uma proteina estrutural (que envolve o
translocator da adenina nucleotideo) chamada de poro mitocondrial de transicdo de
permeabilidade (PMTP); este € mantido normalmente fechado, mas pode ser aberto por diversas
substancias enddgenas ou exdgenas (Lemasters et al., 1998). As enzimas envolvidas na
importacado e na -oxidagéo de dcidos graxos, ou no ciclo do acido tricarboxilico, sdo codificados
pelo DNA nuclear (Fromenty & Pessayre, 1995). Os polipeptideos e as enzimas envolvidas na
importacdo e na B-oxidacdo de dcidos graxos de cadeia longa estio na membrana interna,
enquanto que aqueles envolvidos na -oxidagdo de 4cidos graxos de cadeias média e curta, ou no
ciclo do 4cido tricarboxilico, estdo na matriz, junto ao DNA mitocondrial (DNAmt) (Pessayre et
al., 1999).

O DNAmt codifica 13 polipeptideos da cadeia respiratdria, enquanto que as proteinas
restantes (aproximadamente 80) sdo codificadas pelo DNA nuclear. As mitocondrias produzem a
maior parte da energia da célula pela oxidacdo de vérios combustiveis e pelo sistema de
fosforilagdo oxidativa (Fromenty & Pessayre, 1995). A B-oxidagdo de derivados graxos da acil-

coenzima A (acil-CoA) e a oxidacdo da acetil-CoA pelo ciclo do &cido tricarboxilico sao
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associados com a conversio de NAD" e de FAD para NADH e FADH, (Pessayre et al., 1999).

Estes co-fatores reduzidos sdo entio re-oxidados pelos canais respiratérios em NAD" e FAD.

Os quatro pares de hidrogénio (e seus elétrons) liberados no ciclo de Krebs sao
imediatamente transportados para a cadeia respiratoria, que € um processo gerador de ATPs; o O,
serve de aceptor final dos hidrogénios (e elétrons), gerando uma molécula de H,O para cada par
de elétrons transportados pelo NADH e FADH,, gerados ndao sé do ciclo de Krebs, mas de

qualquer outra reagdo metabdlica celular.

membrana mitocondrial externa

membrana mitocondrnial interna

ATP sintase

cadeia trans-
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Figura 02 - Resumo do metabolismo gerador de energia nas mitocondrias. O piruvato e os dcidos graxos entram na
mitocondria (base) e sdo convertidos em acetil-CoA, que é metabolizada pelo ciclo do 4cido citrico, que reduz NAD*
em NADH (e FAD e FADH,, ndo representado). No processo de fosforilagdo oxidativa, os elétrons de alta energia
do NADH (e do FADH,) sdo transferidos ao longo da cadeia transportadora de elétrons da membrana interna (cadeia
respiratdria) para o oxigénio (O,). Este transporte de elétrons gera um gradiente de prétons através da membrana, que
¢ utilizado para direcionar a producdo de ATP pela ATP sintase. O NADH gerado pela glicélise no citosol também
transfere elétrons para a cadeia respiratéria (ndo-representada). Uma vez que o NADH ndo pode passar através da
membrana mitocondrial interna, a transferéncia de elétrons do NADH citosélico deve estar acoplada indiretamente
por meio de um dos vdarios sistemas carreadores que transportam outro componente reduzido para dentro da
mitocdndria; depois de ser oxidado, este composto € devolvido ao citosol, onde é reduzido novamente pelo NADH
(Brand et al., 2004).
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Alguns elétrons do NADH e do FADH,; sao transferidos diretamente por intermédio
dos canais respiratérios ao oxigénio, formando o anion superdoxido e outra espécie reativa de
oxigénio (ERO) (Fromenty & Pessayre, 1995). As mitocOndrias s@o as principais fontes
endogenas de ERO na célula normal (Shigenaga et al., 1994; Fromenty & Pessayre, 1995). A
maioria dos elétrons, entretanto, migra ao longo da cadeia respiratdria até a citocromo c-oxidase,
onde ocorre a combinacao de prétons e oxigénio, formando dgua. Esta transferéncia dos elétrons
através dos canais respiratérios estd associada a extrusdo de prétons da matriz no espaco
intermembranoso, gerando considerdvel potencial eletroquimico através da membrana interna,
cuja energia potencial € usada na ATP sintase. Quando a energia € necessdria, os protons
novamente entram na matriz através da por¢do Fo da ATP sintase e causam a movimentagao do
rotor molecular na F1 ATP sintase e a fosforilagdo do ADP em ATP (Saraste, 1999; Pessayre et
al., 2000).

O DNAmt € uma molécula circular, em dupla hélice, presente em inimeras copias
por célula, uma vez que ha indmeras cOpias deste em cada mitocondria (Fromenty & Pessayre,
1995; Schon et al., 1997). O DNAmt é extremamente sensivel, tanto aos danos oxidativos devido
a sua proximidade com a membrana interna (principal fonte celular de ERO), como a auséncia de
histonas protetoras € a mecanismos incompletos de reparo nas mitocondrias (Fromenty &
Pessayre, 1995; Bogenhagen, 1999; Pessayre et al., 1999).

Defeitos em enzimas especificas da matriz, embora raros, podem ocasionar defeitos
na oxidacdo de 4cidos graxos, sintese de uréia, gliconeogénese e outros. Tais defeitos sdao
causados, quase em sua totalidade, por mutagdes no DNA nuclear (Sokol & Treem, 1999; Treem
& Sokol, 1998).

As fungdes essenciais da mitocondria estdo relacionadas a diversidade dos sistemas

enzimaticos presentes nos varios compartimentos desta organela, sendo a sua maior funcdo a
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sintese de ATP pelo processo de fosforilacdo oxidativa para impulsionar as reacdes energia-
dependentes e os processos de transporte de todas as células dos tecidos (Treem & Sokol, 1998).
A transducdo de energia pela transferéncia de elétrons dos substratos do ciclo do é&cido
tricarboxilico (via NADH) e do ciclo de oxidagdo de acidos graxos (via NADH e FADH;) para o
oxigénio € facilitada pela cadeia respiratoria, composta de cinco complexos protéicos: NADH-
desidrogenase (Complexo I), Succinato-ubiquinona (complexo II), Citocromos bc; ou
Ubiquinona-citocromo ¢ oxidorredutase (Complexo III), Citocromo oxidase (Complexo IV) e
a ATP sintase (complexo V) (Mandel et al., 2001; Treem & Sokol, 1998; Bioulac-Sage et al.,
1993; Wallace, 1989). Estes complexos estao representados na Figura 03.

As mitocOndrias parecem exercer ainda um papel central na inducdo de necrose
celular e apoptose, por meio da geracdo de estresse oxidativo, abrindo poros permedveis
transitérios, com liberagdo de citocromo c e fator indutor de apoptose, além de ativagcao
intracelular de caspases e proteinases. Estes processos celulares ndo sdo apenas importantes
durante a injuria celular, mas também apresentam papel fundamental no desenvolvimento,

remodelagem tecidual e carcinogénese (Sokol & Treem, 1999).

2.2.1. B-oxidacdo mitocondrial

A p-oxida¢do mitocondrial é o processo metabdlico por meio do qual os dcidos
graxos naturais sdo quebrados progressivamente para subunidades de acetil-coenzima A (acetil-
CoA), podendo entdo se condensar em corpos de cetona (principalmente acetoacetato e /-
hidroxibutirato) ou se incorporar ao ciclo do 4cido tricarboxilico e serem oxidados a CO, e H,O

(Fromenty & Pessayre, 1995).
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Ao fim do processo de p-oxidacdo mitocondrial, os dcidos graxos devem
primeiramente cruzar as membranas mitocondriais e serem convertidos a seus correspondentes
tioésteres da acil-CoA dentro das mitocondrias. Os 4cidos graxos de cadeia curta (3 a 5 carbonos)
e de cadeia média (6 a 13 carbonos) podem prontamente cruzar as membranas externa e interna
da mitocondria, e serem ativados em tioésters de acil-CoA na matriz mitocondrial, por meio das
acil-CoA-sintetase de cadeias curta e média; esta ativacdo requer CoA e ATP (Bremer, 1983;
Schulz, 1991).

Acidos graxos de cadeia longa (de 14 a 18 carbonos), ao contrério, nio podem cruzar
liviemente a membrana mitocondrial interna e, consequentemente, necessitam de um sistema
especifico de carreamento, extremamente complexo (Fromenty & Pessayre, 1995). Este,
resumidamente, apresenta 4 etapas fundamentais: (1) uma oxidacao, realizada pela enzima Acil-
Coa desidrogenase, com liberagdo de uma molécula de FADH2, (2) uma hidratagao, efetivada
com participagdo da enzima Enoil-CoA hidratase, (3) nova oxidacdo, realizada pela enzima
Hidroxiacil-CoA desidrogenase, com liberacdo de NADH e por fim, (4) uma tidlise, realizada
pela B-tiolase (Brand et al., 2004). Neste processo haverd produg¢do de moléculas de Acetil-CoA
(uma para cada carbono da molécula do dcido graxo utilizado no processo) utilizadas
sequencialmente no ciclo do 4cido tricarboxilico.

A finalidade do processo de [-oxidagdo (e no subseqiiente ciclo do 4acido
tricarboxilico) € gerar equivalentes reduzidos. Os equivalentes reduzidos gerados pela oxidagao
da gordura podem entdo ser oxidados a H,0 pela cadeia respiratéria mitocondrial. A energia
produzida assim é aproveitada na produgao de ATP pelo sistema de fosforilagdo oxidativa (FOXx),

com transferéncia dos elétrons ao longo da cadeia respiratéria (Fromenty & Pessayre, 1995).
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2.2.2. Transporte mitocondrial do elétron e o sistema de fosforilagao oxidativa (FOx)

A FOx € uma via metabdlica que gera energia (ATP) na mitocondria. O sistema da
FOx é composto de cinco complexos de enzimas (numeradas de I a V) localizadas na membrana
interna mitocondrial. Cada complexo respiratorio possui diversas subunidades (4 a 40). Algumas
destas subunidades sao codificadas pelo DNA nuclear, sintetizadas no citoplasma e transportadas
para a mitocondria, enquanto outras (13 subunidades) sdo codificadas diretamente pelo DNA

mitocondrial (DNAmt) (Fromenty & Pessayre, 1995).
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Figura 03 - Representacdo esquemdtica da cadeia respiratoria. Conforme os elétrons de alta energia (ndo
representados) passam através da cadeia respiratoria, parte da energia liberada é utilizada para direcionar os
complexos enzimaticos que bombeiam H* para fora do espago da matriz. O gradiente eletroquimico de prétons
resultante através da membrana interna direciona H* de volta através da ATP sintase (Complexo V). O fluxo de H* é
utilizado para a sintese de ATP a partir de ADP e Pi da matriz (adaptado de Brand et al., 2004).

Os complexos I ao IV constituem a cadeia de transporte do elétron e o complexo V é
uma ATP sintase (Figura 03). Os elétrons entram inicialmente em diferentes locais na cadeia

respiratdria (Fromenty & Pessayre, 1995):
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1. O NADH produzido por vdrias enzimas, incluindo a L-3-hidroxiacil-CoA desidrogenase
do ciclo da B oxidagao, sede elétrons ao complexo 1.

2. A flavina-adenina dinucleotideo, reduzido produzido pela succinato desidrogenase, uma
enzima do ciclo do 4cido tricarboxilico, fornece elétrons para o complexo II.

3. A reducdo do ETF (que deriva seus elétrons do ADCL, ADCM, ADCC OU ADCML)
alimenta com elétrons o complexo III. Os elétrons cedidos ao complexo I ou ao complexo II sdo
transferidos entdo ao complexo III, que os fornece ao complexo IV. Este, por sua vez, transfere
elétrons ao oxigénio molecular, que sdo combinados com prétons para gerar H,0.

A transferéncia dos elétrons através dos complexos I, IIT e IV (em cada um destes trés
sitios acoplados) resulta na translocacdo de prétons da matriz no compartimento inter-
membranoso, criando um importante gradiente eletroquimico através da membrana mitocondrial
interna. Normalmente, a energia potencial deste gradiente € utilizada secundariamente para gerar
a energia na producdo de ATP. Certamente, quando os prétons retornam a matriz através da
fracdo Fo da ATP sintase (complexo V), a energia liberada por esta re-entrada é aproveitada na
sintese do ATP (ADP e fosfato inorganico) pela por¢do F; do complexo V (Figura 04) (Hatefi,
1985). Uma analogia a este sistema seria 0 bombeamento de dgua nivel acima por um motor
térmico (a cadeia respiratéria) em um reservatorio atrds de uma represa, com aproveitamento da

energia para as turbinas hidrelétricas (ATP sintase) (Fromenty & Pessayre, 1995).
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Figura 04 - (A) A enzima é composta de uma porg¢do “cabega”, a F; ATPase, e um carreador trans-membranico de
H*, chamado deF,. Uma haste rotatéria gira com um rotor formado por um anel de 10 a 14 subunidades ¢ na
membrana (vermelho). O dinamo (verde) é formado por subunidades trans-membranicas a, ligadas a outras
subunidades que criam um braco alongado (B) Estrutura tridimensional da F; ATPase, como determinada por
cristalografia de raios X (Brand et al., 2004).

Durante a fosforilacdo oxidativa, cada par de elétrons doados pelo NADH produzido
na mitocondria fornece energia para a formagdo de cerca de 2,5 moléculas de ATP. A FOx
também produz 1,5 moléculas de ATP por par de elétrons de FADH, ou de moléculas produzidas
pela glicdlise no citosol. Dessa forma, uma molécula de glicose pode gerar, em termos de ganho
liquido, aproximadamente 30 ATPs (Brand et al., 2004).

O sistema funciona sem que haja falta ou excesso de energia. Quando a utilizacdo do
ATP € baixa, ha pouco ADP na matriz, pouco retorno de prétons na ATP sintase e o gradiente de
prétons € mantido mais lento, retardando a atividade da cadeia respiratéria (mecanismo de
bombeamento), permitindo a conservagdo de energia. Ao contrdrio, se o ATP for usado
ativamente, a concentracdo de ADP aumenta, os prétons retornam macicamente a ATP sintase na
matriz, formando ATP. Este retorno maci¢o dos prétons € compensado ativamente por uma
extrusdo aumentada destes, devido a ativacdo da cadeia respiratoria. A elevada taxa respiratoria

resultante € dita ser acoplada a FOX (Fromenty & Pessayre, 1995).
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A conservagdo de energia por este sistema pode ser impedida em diversas
circunstancias. Especificamente, drogas (como compostos fendlicos ou amino-protonados)
podem carregar prétons para a matriz mitocondrial devido a sua permeabilidade através da
membrana interna (contornando assim a ATP sintase) liberando, assim, prétons na matriz. Este
efeito chamado de “protonférico” diminui o potencial mitocondrial da membrana. Em
consequéncia, isto ativard a cadeia respiratdria e a energia serd desperdicada na formacdo de
calor, ao invés de gerar o ATP (Terada, 1981; Rottenberg, 1983). Fazendo novamente analogia
ao mecanismo da represa, tais drogas produziriam fissuras gotejantes na represa.

A B-oxidac@o mitocondrial e a FOx sdo processos fisioldgicos fundamentais para o
consumo de combustivel e a producdo de energia. Dessa forma, ndo é surpresa que alteragdes
genéticas ou adquiridas nestes processos, perturbem a funcdo de diversos 6rgaos, conduzindo
particularmente a um sério disttirbio hepético, a esteatose microvesicular (Fromenty & Pessayre,
1995).

2.2.3. Defeitos na cadeia respiratoria mitocondrial

Defeitos na cadeia respiratéria mitocondrial sdo causas conhecidas de insuficiéncia
hepdtica precoce na infancia, mas provavelmente sdo sub-diagnosticados, em parte devido a falta
de reconhecimento e em parte, pela dificuldade de investigacdo (Morris, 1999). Defeitos no
transporte de elétrons nesta cadeia sdo classificados por Sokol & Treem (1999) como desordens
primdrias nas hepatopatias mitocondriais, sendo que desordens secunddrias estdo relacionadas a
injuria toxica, metais e xenobidticos. Dentre as desordens primdrias podemos destacar a sindrome
de depressao de DNA mitocondrial (SDDmt), a insuficiéncia hepatica neonatal, doenca de Alper,
sindrome de Pearson (medula-pancreas), defeito na oxidag@o de 4cidos graxos, e outras (Treem &

Sokol, 1998; Sokol & Treem, 1999).
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Insuficiéncia hepética neonatal tem sido relatada em associacdo a deficiéncia do
complexo IV em intimeras criancas, e dos complexos I e III em individuos de vérias idades
(Bioulac-Sage et al., 1993; Cormier-Daire et al., 1997). Evidéncias bioquimicas de insuficiéncia
hepatica (hipoglicemia, hipoalbuminemia, hiperbilirrubinemia e coagulopatia) acompanham
letargia, hipotonia, vomito e baixa capacidade de succdo na amamentacdo (Treem & Sokol,
1998). A bidpsia hepatica freqiientemente mostra esteatose microvesicular e macrovesicular, com
aumento da densidade, e ocasional aumento de tamanho mitocondrial na microscopia eletronica.
Colestase hepatocelular e canalicular, proliferacdo de ductos biliares e fibrose periportal sdo
outras alteragdes presentes em variadas proporcdes, dependendo do estdgio da doenga (Treem &
Sokol, 1998; Sokol & Treem, 1999).

Erros inatos do metabolismo podem alterar a transferéncia de elétrons e a produgdo
de ATP pela cadeia respiratéria, por geracdo de metabdlitos toxicos que especificamente inibem
um ou mais complexos enzimaticos, ou gerar danos nao-especificos na membrana mitocondrial.
Deficiéncia da ADCL é um defeito autossdmico recessivo herdado em trés enzimas da -
oxidagdo intramitocondrial da via de oxida¢do de &acidos graxos. A deficiéncia especifica da
ADCL pode estar associada a insuficiéncia hepatica neonatal ou fibrose hepatica progressiva e
cirrose, diferentemente de defeitos de muitas outras enzimas da oxidacdo de dcidos graxos, que
normalmente resultam em esteatose macro e microvesicular, com discretas alteragdes
permanentes no figado (Treem & Sokol, 1998).

As anormalidades adquiridas da respiragdo mitocondrial (desordens secunddrias)
podem ser causadas por toxinas e drogas como o fialuridine (McKenzie et al., 1995), acimulo de
metais, como na doenga de Wilson (Sokol et al., 1993), sindrome de Reye (De Vivo, 1978),
etilismo (Sherlock, 1995), colestase cronica (Treem & Sokol, 1998), toxina do Bacillus Cereus

(Mahler et al., 1997) entre muitos outros fatores. Uma importante categoria incluida nas
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desordens secundérias é o amplo grupo atualmente descrito como esteato-hepatite nao alcodlica
(EHNA). Nesta é observada esteatose micro e macrovesicular, acompanhada por varidveis
graduagdes de alteracdes necroinflamatorias e fibrose portal, na auséncia de alcoolismo (Sokol &
Treem, 1999). Pode ser progressiva e culminar em cirrose, estando normalmente associada com
obesidade, diabetes mellitus nao insulino-dependente, nutricdo parenteral e outras causas (Day &
James, 1998b).

Embora os mecanismos responsdveis pelo acimulo de lipideos ndo estejam
completamente explicados, a diminuicdo da oxidagdo, a disponibilidade e transporte aumentado
no figado e a sintese hepatica aumentada de 4cidos graxos provavelmente apresentam um papel
significativo na patogénese da DGHNA. Virios estudos (Caldwell et al., 1999; Sanyal et al.,
2001; Pessayre & Fromenty, 2005; Ibdah et al., 2005; Wei et al. 2008) mostram que anomalias
mitocondriais estdo estreitamente relacionadas a patogénese de DGHNA, levando a hipétese de
que a DGHNA seja uma doenga mitocondrial. As anomalias mitocondriais associadas com a
DGHNA incluem lesdes ultraestruturais, deplecdo de DNA mitocondrial (DNAmt), atividade
diminuida dos complexos da cadeia respiratdria e danos da B-oxidagdo mitocondrial. Mudancas
morfoldgicas anormais nas mitocondrias do figado foram observadas em pacientes e nos modelos
animais com EHNA (Caldwell et al., 1999; Sanyal et al., 2001; Sobaniec-Lotowska &
Lebensztejn, 2003; Ibdah et al., 2005; Begriche et al., 2006). A microscopia eletronica revelou
que as mitocondrias na DGHNA sdo grandes e inchadas, escassas no nimero, € hd na matriz
inclusdes paracristalinas e hipodensidade. Defeitos ultraestruturais nas mitocondrias de pacientes
com DGHNA podem ser indicativos de funcdo mitocondrial defeituosa, levando, por exemplo, a
atividade reduzida da cadeia respiratéria mitocondrial (Perez-Carreras et al., 2003) e sintese
defeituosa de ATP (Cortez-Pinto et al., 1999). A DGHNA estd presente frequentemente nos

pacientes com resisténcia a insulina, obesidade e diabetes tipo 2, algumas condi¢des metabdlicas
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em que hd diminuicdo do consumo de oxigénio e de producdo de ATP, redu¢do do DNAmt total
e da transcricdo do fator A do DNAmt e reducdo das proteinas respiratérias nos adipdcitos,

musculo e figado (Valerio et al. 2006).
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Figura 05 - Mecanismos envolvidos na lesdo celular induzida por lipides
na DGHNA (Browning e Horton, 2004).

A deplecao do DNAmt nos hepatdcitos inibe a fungdo mitocondrial e causa esteatose
hepadtica e outras injdrias hepdticas. Os pacientes com EHNA apresentam expressao diminuida
dos polipeptideos codificados pelo DNAmt (Santamaria et al., 2003) e baixa atividade dos
complexos, I, II, III, IV e V (Perez-Carreras et al., 2003). A Sindrome da Deficiéncia de DNAmt,
provavelmente, ¢ a mais comum entre as desordens na cadeia respiratéria da mitocondria
(Moraes et al., 1991). Pacientes que apresentam a forma hepdtica da SDDmt, nos primeiros 6

meses de vida mostram progressiva insuficiéncia hepatica e freqiiente envolvimento neurolégico;
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investigacdes metabdlicas revelam hipoglicemia e elevados niveis de lactato nos fluidos
corporais; histologia anormal do figado inclui esteatose e fibrose progredindo para cirrose,
aumento do nimero de mitocondrias pleomdrficas e anomalias nas cristas sao relatadas (Moraes
et al., 1991; Mazziotta et al., 1992; Bakker et al., 1996; Morris et al., 1998).

Mandel et al. (2001), num estudo com 10 pacientes portadores de SDDmt,
verificaram que todos apresentavam esteatose microvesicular (leve a intensa) associada a
alteracdes mitocondriais (alteragdes morfol6gicas na matriz, nas cristas e também um aumento no
ndmero total). Um proeminente aumento no nimero de mitocdndrias pode levar a alteracdo
citoplasmadtica designada como “alteragdo oncocitica” ou “transformagdo oncocitica”, a qual se
associa a vdrias condi¢des, normais ou patoldgicas (Ghadially, 1997). De maneira semelhante
Bioulac-Sage et al. (1993) verificaram, num estudo com 10 pacientes neonatos portadores de
doenca hepdtica, que apresentavam marcante esteatose microvesicular, associada a proliferacao
mitocondrial, com aparéncia oncocitdtica.

Muiltiplas enzimas estdo envolvidas na f-oxidacdo mitocondrial e a deficiéncia destas
pode conduzir ao desenvolvimento da esteatose hepdtica. Por exemplo, camundongos com
disfuncdo nos genes da ADCML e ADCM manifestam defeitos em oxidagdo de acidos graxos
que leva, provavelmente, a esteatose hepdtica micro e macrovesicular. A Proteina Trifuncional
Mitocondrial (PTM) é uma proteina heterotrimérica que consiste em quatro o-subunidades e
quatro B-subunidades que catalisa a oxidacdo dos dcidos graxos de cadeia longa. Os defeitos na
PTM nos seres humanos sdo herdados recessivamente, e criancas com defeitos em qualquer
destas atividades enzimdticas exibem, em sua maioria, esteatose hepatica microvesicular (Wei et
al., 2008).

Defeitos ultraestruturais em mitocondrias, em pacientes com DGHNA, podem ser

indicativos de fosforilacdo oxidativa defeituosa, visto que estes pacientes apresentam reduzida
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atividade na cadeia respiratéria mitocondrial (Perez-Carreras, et al., 2003) e prejuizo na sintese

o

de ATP apds recusa da frutose (Cortez-Pinto et al., 1999). Tais disfungdes podem levar

(€N

producdo de espécies de oxigénio reativas (ERO) (Figura 05). Se a cadeia respiratéria
interrompida em certos pontos, os intermedidrios respiratérios podem transferir elétrons para
moleculas de oxigénio produzindo anions superdxido e peréxido de hidrogénio (Hensley et al.,
2000). Se a capacidade oxidativa da mitocondria permanece estagnada, dcidos graxos sao
acumulados no citosol. Vias alternativas sdo entdo ativadas nos peroxissomos (B-oxidagéo) e nos
microssomos (®-oxidacdo) resultando na formagdo adicional de EROs (Berson et al., 1998). Na
etapa inicial da B-oxidagdo peroxissomal, perxido de hidrogénio é formado pela a¢do da acetil-
CoA oxidase, que doa elétrons diretamente ao oxigénio molecular (Mannaerts et al., 2000). A
oxidag@o microssomal € catalisada primariamente pelas enzimas do citocromo P450 (2E1, 4A10
e 4A14), formando EROs por meio de flavoproteinas mediadoras, doando elétrons também para o
oxigénio molecular (Lieber, 2004). Além disso, acidos dicarboxilcos produzidos por esta ®-
oxidagdo podem impedir a fun¢do mitocondrial por desacoplamento da fosforilacdo oxidativa
(Tonsgard & Getz, 1985). O efeito cumulativo da oxidacdo de dcidos graxos extra-mitocondrial é
um aumento adicional no stress oxidativo e estagnacdo da func@o mitocondrial (Browning &
Horton, 2004).

Indmeros mecanismos podem ser considerados para explicar a deficiéncia organica
mitocondrial encontrada na DGHNA em pacientes ou em modelos animais. Os mecanismos
possiveis incluem:

(a) producgdo excessiva de espécies reativas de oxigénio (ERO)
(b) expressdo aumentada de TNF-a

(c) expressao alterada de PGC-1
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2.2.3.1. Espécies reativas de oxigénio

A deficiéncia organica na cadeia respiratéria mitocondrial (CRM) pode diretamente
conduzir a produc¢io de EROs. Se o fluxo de elétrons € interrompido em qualquer momento na
cadeia respiratoria, os componentes intermedidrios podem transferir elétrons ao oxigénio
molecular para produzir os anions superéxido e dgua oxigenada (Garcia-Ruiz et al. 1995;
Hensley et al., 2000). Malondialdeido e 4 hidroxinonenal, dois sub-produtos da peroxidac¢do de
lipidios, podem inibir a citocromo ¢ oxidase mitocondrial, formando um complexo com esta
enzima. A deplecdo no DNAmt induzida por EROs pode implicar diminuicdo numérica e
funcional das mitocondrias levando a esteatose e lesdes no figado (Demeilliers et al., 2002). Tal
deplecao pode estagnar a sintese dos complexos, I, III, IV e V da CRM porque, como citado

anteriormente, o DNAmt codifica 13 dos polipeptideos desta cadeia.

2.2.3.2. Fator de Necrose Tumoral-o (TNF-o, Tumoral Necrosis Factor-a,)

Um outro fator importante a considerar na patogénese da deficiéncia organica
mitocondrial € TNF-a. Elevados niveis séricos de TNF-a foram encontrados nos pacientes com
EHNA (Perez-Carreras et al., 2003; Kugelmas et al. 2003; Hui et al., 2004). As fontes provaveis
do TNF-a hepético sdo os préprios hepatdcitos e as células de Kupffer (Crespo et al., 2001). O
TNF-a induz inchaco mitocondrial, tornando a matriz mais clara e com perda de septos. Este
inchago causa um rompimento na conducdo da membrana mitocondrial, levando a uma
interferéncia entre os complexos I e III da CRM (Higuchi et al. 1998; Sanchez-Alcazar et al.,

2005).
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2.2.3.3. Coativator do vy-receptor do Proliferador ativo-1 (PGC-1, Proliferador-activated v-

receptor Coativactor-1)

Os receptores nucleares sao reguladores pleiotrépicos do metabolismo glicolitico e
oxidativo (Mangelsdorf et al., 1995). A atividade mitocondrial é contolada transcricionalmente,
em parte, pelos receptores nucleares e pelo Coativator do y-receptor do Proliferador ativo 1
(PGC-1, Proliferador-activated vy-receptor Coativactor-1) do peroxissomo- familia protéica
relacionada com PGC-1a e PGC-1p (Lin et al., 2005; Finck & Kelly, 2006). PGC-1a e PGC-1p
sao expressos preferencialmente nos tecidos com capacidade oxidativa elevada, como o coracdo,
musculo esquelético e tecido adiposo marrom, onde sdo criticos na regulacdo da capacidade
funcional mitocondrial e do metabolismo energético celular (Kamei et al., 2003; Lin et al., 2002;
St-Pierre et al., 2003; Wu et al, 1999). O PGC-1a, potencialmente, induz a expressdo dos genes
implicados na homeostase da energia em varias células por meio de reguladores mitocondriais,
conhecidos como receptores estrégeno-relacionados (RER), receptor o proliferator-ativado
peroxissomal ou fator respiratorio nuclear (NRF-1, 2 — nuclear respiratory factor-1, 2) (Lin et al.,
2005; Finck & Kelly, 2006). A hiper-expressao de PGC-1a em células de musculo esquelético
conduz a um aumento no gasto energético e biogé€nese mitocondrial (St-Pierre et al., 2003; Wu et
al, 1999), visto que a perda de PGC-1a conduz a um desempenho reduzido do musculo, defeitos
cardiacos e outros defeitos metabdlicos (Lin et al., 2002; Lin et al., 2004). O figado expressa
baixos niveis de PGC-la e de PGC-1B em condi¢des normais, entretanto, sua expressao €

aumentada no jejum (Herzig et al., 2001; Yoon et al., 2001; Lin et al., 2003).

56



2.3. MECANISMOS DA ESTEATOSE HEPATICA

Como descrito anteriormente, embora os mecanismos responsdveis pela esteatose
hepatica na EHNA ainda nao estejam inteiramente elucidados, o aumento da disponibilidade de
acidos graxos livres (AGL) no figado e aumento da sintese hepatica de 4cidos graxos podem
apresentar um papel fundamental nesta disfuncdo. Além disso, na EHNA foi observada
diminuicdo da secrecdo hepdtica de apo B, embora sem relagdo direta com aumento ou
diminui¢do da secre¢do hepética de triglicérides (Begriche et al., 2006).

A disponibilidade aumentada de 4cidos graxos no figado colabora para o
desenvolvimento de esteatose em pacientes com diabetes tipo 2. Normalmente, a insulina
bloqueia a lipdlise do tecido adiposo devido a inibi¢do da lipase hormodnio-sensivel (Salway,
1994). Esta enzima hidrolisa o triacilglicerol em duas moléculas de &cidos graxos e de
monoacilglicerol, que € entdo hidrolizado por outra lipase em glicerol e 4cido graxo (Salway,
1994). Normalmente, os adipdcitos de individuos magros e insulino-sensiveis, armazenam a
gordura apds refeicdes e liberam entdo dcidos graxos durante periodos de jejum. Ao contrario, os
adipdcitos de individuos obesos ou insulino-resistentes, mantém liberacdo continua de grandes
quantidades de glicerol e de acidos graxos na circulacdo, situagdo que ocorreria normalmente
somente durante o jejum (Gorden, 1960). Como os 4cidos graxos sdo prontamente levados aos
hepatdcitos, a resisténcia a insulina aumenta extremamente a quantidade de 4cidos graxos
disponiveis ao figado (Begriche et al., 2006).

Nao somente os AGL em excesso no plasma sdo levados ao figado, mas também
passam a ser sintetizados mais ativamente neste 6rgdo. Certamente, os niveis aumentados de
insulina e glicose estimulam a sintese do dcido graxo e triacilglicerol. A insulina aumenta os

niveis de SREBP-1c (sterol regulatory elemente-binbing protein Ic) e de PPAR vy (peroxisome
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proliferator-activated receptor }), dois fatores da transcricdo que ativam a expressao de enzimas-
chaves envolvidas na lipogénese (Shimomura et al., 1999; Matsusue et al., 2003). SREBP-Ic e
PPAR 7y aumentam a expressdo da citrato-liase, da acetil-CoA carboxilase e da 4cido graxo
sintase, que estdo envolvidas na sintese de 4dcidos graxos. Estes fatores de transcricao estimulam a
expressao da glicerol-3-fosfatoaciltransferase e do e estearoil-CoA desaturase 1 que promovem a
formacdo e deposi¢ado de triacilglicerol (Shimomura et al., 1999). Estudos em ratos geneticamente
obesos ob/ob mostraram um aumento na quantidade de SREBP-1c ativo na transcricio e um
aumento na sintese de dcidos graxos no figado, sugerindo que lipogénese € um mecanismo chave
que conduz a esteatose maciga nestes ratos (Shimomura et al., 1999). Os niveis aumentados de
glicose podem ativar o ChREBP (carbohydrate responsive element-binding protein), um fator da
transcricao que ativa a expressdo de enzimas fundamentais da glicélise e da lipogénese (Dentin et
al., 2004; lizuka et al., 2004, Begriche et al., 2006).

A EHNA ¢ também caracterizada, ao menos em alguns individuos, pela diminui¢ao
da saida de apo B do figado. Evidéncias recentes sugerem que a secrecdo hepdtica de
apolipoproteina B no plasma pode ser um distirbio primario na EHNA (Charlton et al., 2002;
Musso et al., 2003), sendo que redu¢cdo no RNAm hepdtico da apo B foi documentado em
diversos pacientes com EHNA (Sreekumar et al., 2003), sugerindo que diminuic¢io da sintese de
apo B na EHNA poderia ser causada, ao menos em partes, a transcricdo diminuida e/ou a
estabilidade diminuida do RNAm desta. E possivel que a hiperinsulinemia tenha influéncia neste
mecanismo, pois a insulina diminui a sintese e a estabilidade da apo B (Taghibiglou et al., 2000;
Charlton et al., 2002). A sintese e/ou secre¢do hepdtica diminuidas de apo B na EHNA podem
estar associadas a concentrac¢des reduzidas ou aumentadas de apo B no plasma e a niveis elevados

de triglicérides no plasma (Charlton et al., 2002; Musso et al., 2003). Assim, o metabolismo da
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lipoproteina é afetado de maneira complexa no figado, mas também em tecidos extra-hepaticos

(Begriche et al., 2006).
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3. OBJETIVOS




Objetivos Gerais:
Avaliar e caracterizar a esteatose hepdtica de causa ndo definida em grupo pediétrico,
por meio de andlise morfologica (microscopia de luz e eletronica) e morfométrica do tecido

hepatico, com énfase nas alteragdes mitocondriais.

Objetivos Especificos:

e Realizar estudo minucioso da esteatose hepdtica de causa ndo determinada em grupo
pediatrico, por meio de microscopia de luz;

e Estabelecer, por meio de microscopia eletronica de transmissao, paradmetros de dimensao
e densidade de mitocondrias em grupo controle, com idade semelhante, para
caracterizacao de alteracdes no grupo de estudo;

e Caracterizar e comparar com o grupo controle, alteracdes mitocondriais em hepatdcitos
esteatoticos dos pacientes selecionados para o estudo;

e Relacionar os resultados obtidos por meio de microscopia eletronica aos de microscopia
de luz, buscando elementos que permitam o diagndstico de esteatose pura;

e Relacionar os resultados obtidos por meio de microscopia de luz e eletronica de

transmissdo com os achados laboratoriais dos pacientes;
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4. CASUISTICA E METODOS
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4.1. IDENTIFICACAO DOS PACIENTES E CRITERIOS DE EXCLUSAO

Os pacientes foram retrospectivamente identificados por busca numa base de dados
(fichas especificas de bidpsias hepaticas) do Departamento de Patologia da Faculdade de
Ciéncias Médicas da Unicamp e do Departamento de Patologia da Faculdade de Medicina de
Botucatu — UNESP, entre os anos de 1993 e 2007, incluindo-se apenas casos que tivessem
também material previamente colhido para microscopia eletronica, visto que a recuperacao por
meio de desparafinizacdo de material emblocado gera fortes artefatos técnicos que inviabilizam o
estudo de organelas. A idade maxima para a inclusdo dos pacientes foi de 14 anos (Grupo
Controle), sendo que no Grupo de Estudo variou de 3 meses a 12 anos e 9 meses. O IMC variou
entre 12,8 e 21,6 kg/m”. Todas as bi6psias hepdticas pré-selecionadas foram revisadas, tendo sido
selecionados apenas 0s casos em que a esteatose ocupasse area igual ou superior a 5% do
fragmento tecidual.

Foram excluidos os casos nos quais houvesse alguma causa que justificasse a
presenca de esteatose, mesmo em momento mais tardio, ao se consultar os prontudrios. Neste
sentido foram excluidos pacientes obesos e/ou diabéticos e todos os casos relacionados a erros
inatos do metabolismo, hepatite viral ou auto-imune, uso de nutri¢cdo parenteral total, doenga de
Wilson e outras. Nao houve nenhum caso de consumo de dlcool. Todos os pacientes (Grupo
Controle e de Estudo) apresentaram glicemia normal.

Foram pré-selecionados aproximadamente 50 pacientes, porém, apds a utilizacdo dos
critérios de exclusdo, apenas 16 pacientes perfazendo 18 bidpsias (um paciente foi submetido a
trés bidpsias) permaneceram no Grupo de Estudo.

O Projeto de Pesquisa que originou esta Tese de Doutorado foi aprovado pelo Comité

de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Médicas — UNICAMP, de acordo com o
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PARECER PROJETO n° 523/2004, homologado na XI Reunido Ordindria do CEP/FCM, em 16

de novembro de 2004.

4.2. GRUPO CONTROLE

O grupo controle foi composto por bidpsia hepatica obtida de 10 pacientes com idade
entre 1 e 14 anos, ndo obesos, cujo diagndstico, tanto pela microscopia Optica como pela
microscopia eletronica, tenha sido de normalidade. As indica¢des para a bidpia hepatica neste
grupo foram as mesmas de alguns pacientes do Grupo de Estudo, ou seja, vaga dor abdominal, ou

minima hepatomegalia associada a leve e constante aumento das enzimas hepéticas.

4.3. PREPARACAO DO MATERIAL A SER OBSERVADO EM MICROSCOPIA DE LUZ

(ML) E MICROSCOPIA ELETRONICA DE TRANSMISSAO (MET)

Para as duas técnicas, os fragmentos hepéticos foram obtidos por bidpsia per-cutanea.
Para ML os fragmentos foram fixados por imersio em solucdo de formalina a 10% por no
minimo 24 h, desidratados em gradiente crescente de etanol, diafanizados em xilol PA e incluidos
em parafina histolégica conforme Tabela 06 (Anexo 01). Apds inclusdo do material em formas
especificas, as sec¢des de 5 um foram obtidas em micrétomo rotativo (Leica RM 2135) e os
cortes submetidos a processamento rotineiro (Tabela 07, Anexo 01), e as laminas foram coradas
em Hematoxilina-Eosina (HE), tricromio de Masson, impregnacdo pela prata (método de
Gomori), Azul da Prissia (coloracdo de Perls) e PAS (Acido Periédico de Schiff) com e sem

diastase (Quadro 03 - Anexo 01).
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Os fragmentos processados para MET foram fixados em solucdo de glutaraldeido 2,5%
em tampao cacodilato de sédio 0.1M pH 7.4 durante 24 h a 4°C , pds-fixados em solucdo de
tetroxido de 6smio 1,0% por 2 h, e processados em gradiente crescente de solu¢des de acetona
(da 30% a 100%) em temperatura ambiente (Tabela 08, Anexo 01). A resina utilizada para
inclusdo foi araldite 502. Seccdes semi-finas (0,5 um) foram obtidas em ultramicrétomo (Leica —
Ultracut UCT) e coradas em azul de toluidina e as secc¢des ultrafinas (70-80nm), também obtidas
com auxilio do ultramicrétomo, depositadas sobre telas de cobre (200 mesh), foram contrastadas
em acetato de uranila 2,0 % diluida em solucdo de sacarose 9.0% por 20 min. e citrato de chumbo
2,0 % por 20 min. para posterior observacdo (a 60 kVA) no microscopio eletronico LEO 906

(Zeiss).

4.4. ANALISE MORFOMETRICA EM MICROSCOPIA DE LUZ

ApOs andlise das laminas em microscépio de luz (Zeiss — Axiophot), as imagens
foram capturadas com camera digital (Canon — PowerShot G5) acoplada ao microscépio e
utilizadas para a determinacao da intensidade de esteatose a partir de dois parametros:
a) Determinagdo semi-quantitativa da intensidade da esteatose total (macro e
microvesicular), com classificacdo de 1 a 4, sendo 1: tecido afetado em até 25% pela
esteatose; 2: 25 a 50%; 3: 50 a 75% e 4: 75 a 100%. A andlise foi realizada por meio da
mensuragdo da drea de esteatose em relag@o a drea total do fragmento de bidpsia hepatica
presente na lamina histolégica. Foi utilizado para realizacdo da medida o programa TPS
Dig versao 1.30.
b) Estimativa da porcentagem de hepatdcitos afetados pela esteatose microvesicular

em relacdo aos hepatdcitos afetados pela macrovesicular. A anélise foi realizada por meio
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da contagem das células que apresentaram esteatose microvesicular e das células que

apresentaram esteatose macrogoticular na bidpsia hepdtica, com posterior cdlculo do

percentual. Foi utilizado para auxilio da contagem o programa TPS Dig versao 1.30.

Toda a superficie dos fragmentos contidos nas laminas histolégicas foi utilizada para a
realizacdo das andlises descritas acima. Optou-se, para a determinacdo do percentual do tipo de
esteatose, a realizacdo da contagem das células uma vez que este procedimento seria mais
preciso, evitando-se distor¢des geradas pelo grau de esteatose total. As micrografias utilizadas
para a realizagdo da contagem estavam em aumento tal que permitisse a identificagdo dos limites

celulares, bem como a presenga e posi¢cao do nicleo foram utilizados como parametros auxiliares.

4.5. ANALISE MORFOMETRICA DE MITOCONDRIAS

Ap6s andlise das seccdes ultrafinas no microscopio de transmissao, as imagens foram
capturas (digitalizadas) por meio de placa de captura (Prolink - Pixel View USB 2.0). Para cada
paciente, um bloco de tecido hepético foi analisado, sendo que dois pardmetros foram avaliados:

a) densidade mitocondrial por hepatdcito, em que se realizou a quantificacdo destas em 10
células, na ampliacdo de 1.670x, obtendo-se um nimero médio por paciente. Foi utilizado
para auxilio da contagem o programa TPS Dig versao 1.30.

b) 4rea mitocondrial, obtida pela determinagdo da area de cada mitocOndria existente em 10
campos (150 um?), possibilitando a mensuragio de em média 100 mitocondrias, capturados
na ampliagcdo de 6.000x. Os campos foram selecionados aleatoriamente em regides
equidistantes da sec¢do e a andlise das imagens capturadas foi realizada em “duplo-cego”.

Foi utilizado para realizacdo da medida o programa TPS Dig versao 1.30.
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Para padronizacdo da andlise morfométrica, foi realizada amostragem nao-probabilistica,
havendo inacessibilidade a toda populacdo, pois a populagdo objeto seria células e/ou
mitocOndrias de todas as regides/I6bulos hepéticos, o que seria invidvel devido tratar-se de estudo
retrospectivo e de ndo ser procedimento padrio clinico-laboratorial a realizagdo de bidpsia em
toda a extensdo do 6rgdo. Assim a populacdo amostrada estd compreendida dentro da populagao
objeto, e como as caracteristicas da varidvel da populacdo de interesse apresentam as mesmas da
populacdo objeto, espera-se que a amostragem tenha equivaléncia a uma amostragem
probabilistica. A técnica para a realizacdo da amostragem foi a casual simples, o que equivale a
um sorteio numérico, ou seja, selecdo ao acaso em regides equidistantes da grade e sempre se
utilizando, para o grupo de estudo, células que apresentassem esteatose. Cabe destacar que outros
relatos da literatura utilizaram amostragem de campos semelhantes ao do presente estudo:
Murray et al. ( 1981) utilizaram 09 campos por animal, Yang e Makita (1998) utilizaram 15
campos por animal (com ampliagdo de 9000x) e Le et al. (2004) utilizaram 16 campos para
andlise morfométrica. Em ambos os casos deve-se considerar o n (pacientes) e a significancia ou
nao dos resultados: de acordo com a andlise estatistica, considerando-se um poder do teste de
80%, a=0,05 e diferenca a ser detectada de 01 desvio-padrdo (no caso de ANOVA), concluiu-se
que um n minimo de 06 pacientes seria suficiente, valor este, inferior ao contido no presente

estudo.

Com base nos resultados obtidos na microscopia de luz, os pacientes do Grupo de
Estudo foram subdivididos em dois sub-grupos: Esteatose Microvesicular e Esteatose
Macrovesicular. A diferenca entre estes dois grupos e destes em relacio ao Grupo Controle foi
comparada por ANOVA com transformacao por pontos, sendo considerados significativos os

valores de p<0,05.
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4.6. LEVANTAMENTO DE DADOS LABORATORIAIS E CLINICOS DOS PACIENTES

Os prontudrios de todos os pacientes foram cuidadosamente investigados. Nestes
buscamos critérios necessarios para inclusdo e exclusdao, bem como colhemos dados necessarios
para a avaliacdo dos resultados. Foram seguintes os dados obtidos: sexo, idade, peso, altura,
dosagens de Alanino-aminotransferase (ALT), Aspartato-aminotransferase (AST), Gama-
glutamiltransferase (GGT), Colesterol total, Triglicerideos e Glicemia, tanto ao longo do
acompanhamento, como a época da bidpsia (Valores na Tabela 05 - Resultados).

Especificamente, em um dos pacientes em que foram realizadas trés bidpsias
consecutivas num periodo de quatro anos, acrescentamos as imagens ultrassonogréficas, uma vez

que estas ilustram bem as altera¢des observadas neste caso.
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S. RESULTADOS




5.1. ANALISE MORFOLOGICA E MORFOMETRICA EM MICROSCOPIA DE LUZ

A andlise em microscopia de luz no nosso Grupo de Estudo mostrou graus diferentes
de esteatose total, bem como varidvel percentual de esteatose microvesicular em relacdo a
macrovesicular. A tabela 01 mostra os valores obtidos na analise morfométrica, tendo em vista
que os pacientes foram subdivididos em duas categorias: pacientes com predominio de esteatose
microvesicular (% de esteatose microvesicular/macrovesicular > 50%) e pacientes com
predominio de esteatose macrovesicular (% de esteatose microvesicular/macrovesicular < 50%).

A figura 06 evidencia as imagens obtidas para a realiza¢do das andlises quantitativas
em microscopia de luz. Observar nas micrografias A, B, C e D os diferentes graus de esteatose
total sendo, respectivamente, graus 1, 2, 3 e 4. Também é possivel verificar-se a variagdo do
percentual de esteatose microvesicular em relagdo a macrovesicular, em que se observa 5% em
D, 25% em E, 40% em B, 60% em F, 70% em A e 75% em C. Como a grande maioria dos
pacientes apresentou alto percentual de esteatose, ndo foi possivel se determinar em que zona
acinar esta foi mais acentuada, uma vez que praticamente toda a superficie da seccdo se mostrava

preenchida pela esteatose.
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Tabela 01 - Resultado das andlises morfométricas em microscopia de luz com relagdo ao
grau de esteatose total e percentual de esteatose microvesicular em relagdo a
macrovesicular.

Esteatose Esteatose
Grupo Amostra . .
Total microvesicular

01 4 40 %

03 3 45 %

08 4 20 %

Predom.lmo 1 4 25 9%

macrovesicular

12 4 48 %

14 2 42 %

18 4 5 %

02 4 55 %

04 3 70 %

05 1 70 %

06 3 70 %

07 3 75 %

I.’redom.lmo 09 3 70 %

microvesicular

10 3 75 %

13 4 59 %

15 4 80 %

16 2 95 %

17 3 75 %
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Figura 06 - Micrografias das bidpsias hepaticas em microscopia de luz. A: a imagem da amostra 5, com grau 1 de
esteatose total e 70 % de esteatose microvesicular. B: a imagem da amostra 14, com grau 2 de esteatose total e 40 %
de esteatose microvesicular. C: a imagem da amostra 10, com grau 3 de esteatose total e 75 % de esteatose
microvesicular. D: a imagem da amostra 18, com grau 4 de esteatose total e 5 % de esteatose microvesicular. E: a
imagem da amostra 11, com grau 4 de esteatose total e 25% de esteatose microvesicular. F: a imagem da amostra
13, com grau 4 de esteatose total e 60% de esteatose microvesicular. Hematoxilina e Eosina.
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Com relacdo as coloracdes especiais (TM, Perls, Gomori e PAS), em nenhum dos
pacientes foi observada fibrose ou qualquer tipo de depdsito nos hepatdcitos ou células de

Kupffer (Figura 07).

Figura 07 - Micrografias das coloragdes especiais. A: PAS sem diastase, com auséncia de positividade para
mucoproteinas e/ou mucopolissacdrides. B: Coloragdo de Perls evidenciando auséncia de depoésitos de ferro e
bilirrubina. C: Impregnagdo para fibras reticulinicas mostrando o arcabougo reticular normal do tecido
hepatico. D: Tricromio de Masson, evidenciando auséncia de fibrose.
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5.2. PADRONIZACAO DE AREA E DENSIDADE MITOCONDRIAL HEPATICA EM
GRUPO INFANTIL

Para realizacdo das andlises morfométricas foi imprescindivel a composicdo de um
Grupo Controle em que fosse possivel obter a drea e o volume mitocondrial como padrdo de
comparacdo para os Grupos de Estudo. O tamanho das mitocondrias presentes nos hepatdcitos,
conforme descrito anteriormente (Phillips et al., 1987) varia de acordo com a regido em que o
hepatdcito se encontra (regido periportal ou centrolobular). No entanto, devido ao diminuto
fragmento de tecido utilizado para a obtencao das sec¢des ultrafinas, ndo € possivel se determinar
em que regido do figado o hepatdcito estd presente. Desta maneira, a amostragem foi realizada
aleatoriamente, buscando mitocondrias de diversos hepatdcitos distribuidos por toda a superficie
da seccdo. Nessa perspectiva, a drea mitocondrial utilizada como padrdo foi uma média geral de
todas as mitocondrias mensuradas nos pacientes do Grupo Controle.

A mitocOndria apresenta formato cilindrico ou arredondado, sendo a area média,

independente de seu formato, aferido em 1,52 + 0,08 umz. A densidade mitocondrial, referente a

um plano de corte medial foi determinado em 72 + 7 mitocondrias/hepatdcito.

5.3. ANALISE MORFOLOGICA E MORFOMETRICA EM MICROSCOPIA ELETRONICA
DE TRANSMISSAO

Na andlise ultraestrutural, foi observada morfologia normal das mitocondrias do
Grupo Controle, com preservacdao das cristas mitocondriais e do formato (Figura 8A). Nos
pacientes do grupo com esteatose macrovesicular ndo foi evidenciado qualquer alteracdao

significativa quanto as dimensdes e aspectos estruturais (Figura 8B).
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Figura 08 - Micrografias eletronicas das bidpsias hepdticas evidenciando a dimensdo mitocondrial. A: perfil
mitocondrial de paciente do grupo controle. B: mitocondrias de paciente do grupo com esteatose macrovesicular. C:
mitocdndrias de elevadas dimensdes (megamitocOndrias) de paciente do grupo com esteatose microvesicular. D:
mitocdndrias apresentando inclusdes cristalinas em paciente do grupo com esteatose microvesicular. E: mitocondrias
apresentando formato irregular, diminuicio de eletrondensidade e atenuacdo das cristas mitocondriais em paciente do
grupo com esteatose microvesicular. F: mitocondrias apresentando contorno irregular em paciente do grupo com
esteatose microvesicular.
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No entanto, no grupo com esteatose microvesicular, a alteracdo morfoldgica mais
evidenciada foi a grande incidéncia de megamitocondrias (Figura 8C). Estas mitocOndrias de
elevadas dimensdes apresentavam, com frequéncia, inclusdes cristalinas (Figura 8C) e formato
irregular (43% das amostras dos pacientes com predominio de esteatose microvesicular) (Figura
8E e 8F). Em muitos pacientes deste mesmo grupo, observamos mitocondrias com alteragdes
degenerativas, tais como diminui¢do de eletrondensidade e atenuacao das cristas (Figura 8E). A
andlise da drea mitocondrial média mostrou diferenca significativa entre o grupo com esteatose
microvesicular comparado ao grupo controle e ao grupo com esteatose macrovesicular (Figura
09). A tabela 02 evidencia a drea mitocondrial média para cada amostra bem como o respectivo

desvio padrao.

3,5

%)

Area mitocondrial (pm

0,5

Controle Esteatose Esteatose
macrovesicular microvesicular

Figura 09 - Representacdo gréifica da andlise morfométrica de drea mitocondrial média
dos pacientes do grupo controle, grupo com esteatose macrovesicular e com esteatose
microvesicular. Os valores de 4rea estio expressos em pm’ e foram comparados
estatisticamente por ANOVA com transformacdo de pontos, sendo considerados
significativos os valores de p<0,05. Barra de erro representando o valor do erro padrio.
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Tabela 02: Valores da drea mitocondrial média para cada amostra e respectivo desvio padrdo
dentro dos grupos Esteatose Macrovesicular predominante, Esteatose Microvesicular
predominante e Controle.

Grupo Paciente Area Mitocondrial (um?)  Desvio Padrio
1 1,85 0.85
3 1,68 0,90
8 1,83 0.79
Esteatose ) ,
Macrovesicular 11 1,56 0,86
12 1,79 0.84
14 1,50 0.67
18 1,30 0.57
2 5,12 2.43
4 1,78 0.84
5 1,32 0.65
6 3,47 1.58
7 2,04 0.80
E , ,
I\/Isit:f(:gzsicular 9 4,46 1,42
10 3,70 1,56
15 2,24 0.87
13 3,74 1,60
16 3,44 1.39
17 2,43 0.88
19 1,85 0.92
20 1,35 1,08
21 1,48 0.68
22 1,51 0,59
Grupo 23 1,52 0,62
Controle 24 2,04 0,85
25 1,87 0.82
26 1,75 0,76
27 1,44 0.48
28 1,63 0.63

Com relagdo a densidade mitocondrial observou-se uma relativa variagio no nimero
destas organelas nos pacientes do grupo com esteatose, seja macrovesicular (Figura 10B) ou
microvesicular (Figura 10C), nao havendo diferengas significativas entre estes grupos, ou destes
com o grupo controle (Figura 10A). A Figura 11 mostra graficamente o resultado da andlise

quantitativa para a densidade mitocondrial.
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IRk . e
Figura 10 - Micrografias eletronicas dos hepatdcitos evidenciando a densidade de mitocondrias. A: hepatdcito de
paciente do grupo controle. B: Hepatdcito de paciente com esteatose macrovesicular. C: Hepatdcito de paciente com
esteatose microvesicular.
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Figura 11 - Representacdo gréafica da andlise morfométrica de densidade mitocondrial dos
pacientes do grupo controle, grupo com esteatose macrovesicular e com esteatose
microvesicular. Os valores de estdo expressos em nidmero de mitocondrias e foram
comparados estatisticamente por ANOVA com transformacéo de pontos, ndo havendo
diferencas significativas entre os valores (p>0,05). Barra de erro representando o valor do
erro padrdo.
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5.4. DADOS CLINICOS E LABORATORIAIS

A partir das informagdes constantes nos prontudrios dos pacientes, foi confeccionada
a tabela abaixo (Tabela 03) contendo os dados clinicos e laboratoriais mais relevantes e
relacionados as alteracdoes hepaticas (esteatose). No grupo de pacientes com esteatose
macrovesicular predominante 57% das amostras apresentaram elevacdo das transaminases, 29%
elevacdo nos niveis séricos de colesterol e 43% elevacdao de triglicerideos. No grupo com
predominio de esteatose microvesicular 55% das amostras apresentaram elevacdo das
aminotranferases, 18% elevagao dos niveis de colesterol e 64% elevagao de triglicerideos. Todos
os pacientes (Grupo Controle e de Estudo) apresentaram glicemia normal. Na tabela 04 € possivel
observar os valores médios dos principais parametros analisados, bem como desvio padrao e o
valor de p (teste t ndo-pareado). Notar que nao ha diferencga significativa entre os dois grupos de

esteatose em nenhum dos parametros.
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Tabela 03 - Descricdo dos pardmetros avaliados nos 18 pacientes do grupo de estudo. (ni: ndo incluido; a: anos; m:
meses; F: feminino; M: masculino; ALT: alanino aminotransferase; AST: aspartato aminotransferase; GGT: gama-
glutamil transpeptidase; Colest: colesterol total; Triglic: triglicerideos). Valores de referéncia: ALT < 40 U/I, AST <
37 U/, GGT < 40 U/, Colesterol < 200 mg/dl e Triglicérides < 120 mg/dl. Os valores de referéncia do IMC estdo
descritos nas figuras 15 e 16 (Anexo 01).

Grupo Amostra  Idade  Sexo IMC_ AST ALT  GGT  Colest Triglic
Kg/m) (UM UMD (UMD (mg/dl) (mg/dl)

01 lallm  F 18,7 20 72 ni 134 46
03 11a M 21,6 68 99 28 219 109
08 la2m M 15,7 73 48 39 216 172

ma]cZ:(t)fligi)szlar 11 Sm M 14.6 87 386 554 131 347
12 lalm M 17,5 25 25 37 146 51
14 4a6m M 15,9 47 48 20 ni 34
18 6m F 13,5 119 204 585 133 476
02 10m F 15,7 75 71 ni 216 1330
04 6a F 14,3 304 104 340 103 516
05 3a 8m F 14,9 24 17 15 172 54
06 lalm M 17,0 75 50 384 144 152
07 Sm F 12,8 242 151 ni ni ni

mifrsotszg)cs::lar 09 3m M ni 14 19 212 182 421
10 4m F 137 37 63 197 172 455
13 2a M 16,5 26 2 50 156 54
15 10 m M 15,8 47 53 31 105 87
16 llalm M 14,7 20 18 ni 166 75
17 1229m M ni 39 63 257 281 286
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Tabela 04 — Comparativo dos valores médios dos pardmetros bioquimicos para cada grupo de estudo. Os valores de
AST, ALT e GGT estdo representados em nimero de vezes do aumento em relacdo ao limite de normalidade e
colesterol total e triglicérides em mg/dl (média * desvio padrdo). Os dados foram analisados estatisticamente pelo
teste t ndo-pareado, considerando-se significativo valor de p<0.05 (valores de referéncia: colesterol total 200 mg/dl e
triglicérides 120 mg/dl).

Esteatose Esteatose
Microvesicular Macrovesicular p
AST 1,7£0,94 2,24 +2.64 0.6258
ALT 3,14+3.23 1,43 £1,04 0.1171
GGT 5,26 7,0 4,64+ 3,54 0.8370
Colesterol 163,2+424 169,7 £51,8 0.7988
Triglicérides 1764+ 171,5 343,0 + 389,7 0.3708

5.5. ANALISE DO PERFIL DA ESTEATOSE HEPATICA E DAS ALTERACOES

MITOCONDRIAIS EM PACIENTE SUBMETIDO A TRES BIOPSIAS SEQUENCIAIS

Dentre a delimitagdo do Grupo de Estudo, foi verificada a existéncia de um paciente
submetido a trés bidpsias hepdticas sequenciais denominadas Casos 12, 13 e 14 nas Tabelas 01,
02 e 03. Em exame médico periddico foi identificado aumento das dimensdes do figado no
paciente, que na época apresentava 13 meses de idade, sendo acompanhado periodicamente para
investigacdo mais aprofundada. De acordo com os pais, a crianca era completamente
assintomatica, seus habitos alimentares eram normais, ndo havendo historico de contacto com
produtos quimicos ou téxicos e hébito intestinal era regular. A ultrassonografia (Figura 12)
revelou hepatomegalia sugestiva de esteatose hepdtica. O paciente permaneceu assintomaético,
porém devido a persistente hepatomegalia realizou uma bidpsia inicial em 2000, com diagndstico
de esteatose macro e microvesicular difusas. O acompanhamento do paciente continuou durante 5
anos, a fim de investigar possiveis causas de esteatose. Todas as outras causas conhecidas de
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esteatose foram excluidas e mais duas bidpsias foram realizadas durante esse mesmo periodo
(2001 e 2004), no sentido de se afastar eventual progressdo para fibrose. Em ambas as bidpsias,
os achados histolégicos foram semelhantes aos da primeira bidpsia. No entanto, no dltimo exame
constatou-se esteatose total de menor intensidade. Durante o periodo em que foram realizadas as
bidpsias, nenhum tratamento foi instituido, o que poderia justificar esta diminui¢do da esteatose.
Na figura 13 € possivel observar predominio de esteatose microvesicular nas biopsias
realizadas em 2000 e 2001 (13B e 13D), com redugcdo da mesma e da esteaose total em 2004
(figura 13F). Os valores referentes a morfometria, bem como aos dados clinicos do paciente estao
descritos na tabela 05. Um perfil semelhante pode ser observado na figura 14, onde se verifica
ligeiro aumento nas dimensdes das mitocondrias na bidpsia realizada em 2000 (figura 13A),
porém ha um aumento significativo em 2001 (figura 13C) e diminuicao (valores semelhantes aos
do grupo controle) em 2004 (figura 13E). No que diz respeito a densidade mitocondrial, ndo foi
observada diferenca significativa nos resultados das bidpsias realizadas nos trés periodos de
tempo, assim como entre o valor médio do grupo controle. A densidade mitocondrial média nas
bidpsias realizadas em 2000, 2001 e 2004 foram 53, 46 e 59 mitocOndrias por célula,

respectivamente, sendo que o nimero médio foi de 74 mitocondrias por célula no grupo controle.
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Figura 12 - Ultrassonografia realizada nos anos de 2000, 2001 e 2004. A e B, em 2000: diagnéstico de
hepatomegalia associada com aumento difuso de ecogenecidade do parénquima hepdtico. C e D, em 2001:
diagnéstico de hepatomegalia homogénea. E e F, em 2004, diagnéstico de esteatose hepdtica leve.
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Figura 13 -Micrografias de microscopia de luz e eletronica de transmissio nas diferentes bidpsias. A e B: bidpsia
obtida em 2000. C e D: bidpsia obtida em 2001. E e F: bidpsia obtida em 2004. B, D e F: Hematoxilina e Eosina.
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Figura 14 - Area mitocondrial média obtida para as trés bidpsias realizadas. Os valores
530 expressos em micrometros quadrados (um?).

Tabela 05 - Valores das enzimas hepaticas, parametros bioquimicos e resultados da morfometria. ALT — Alanina
aminotransferase; AST — Aspartato aminotransferase; GGT — Gama-glutamil transpeptidase.

Ano 2000 2001 2004  Valoresde
Referéncia
% Esteatose Microvesicular 48% 59% 42% -
Intensidade de Esteatose Total 4 4 2 -
ALT (U/N) 25 26 48 <40
AST (U/N) 25 22 47 <37
GGT U/ 37 50 20 <40
Fosfatase Alcalina (U/1) 460 206 215 <719
Colesterol Total (mg/dl) 146 156 . <200
Triglicérides (mg/dl) 51 54 34 <120
LDL (mg/dl) 77 _ _ <130
HDL (mg/dl) 59 . 64 30 - 65
Proteina Total (g/dl) 6.8 6.9 7.4 6-8
Albumina (g/dl) 4,7 4,5 398 35-355
Glicose (mg/dl) 104 ; ; 70-110
Peso (g) 9240 11165 18200 -
Altura (cm) 72.5 82.5 107 -
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6. DISCUSSAO




Poucos sdo os relatos existentes na literatura cientifica de trabalhos realizados com
andlise quantitativa de mitocondrias hepaticas em mamiferos. Um dos trabalhos pioneiros sobre o
tema foi o realizado por Bahr e colaboradores em 1966, onde foi proposta metodologia para a
contagem de mitocondrias. Em 1977, Zierold e Schifer descrevem as dificuldades encontradas na
realizacdo de morfometria em mitocondrias hepéticas de ratos. Koch e colaboradores, em 1978,
realizaram amplo estudo estereoldgico e bioquimico das alteracdes hepaticas ultraestruturais
relacionadas a colelitiase. Murray e colaboradores (1981) realizaram estudo das alteracdes
ultraestruturais em ratos submetidos a hepatectomia parcial, com determinacdo de volume
mitocondrial. Dubuisson e colaboradores (1982) relataram, a partir de estudo morfométrico,
alteracdo conformacional e numérica em mitocondrias na zona 3 em ratos com derivacdo
portocaval. Lea & Hollenberg (1989) realizaram estudo em murinos, por meio de microscopia
eletronica de varredura, com dimensionamento de mitocOndrias de varias células, incluindo
hepatdcitos. Zhou (1990) verificou diminui¢do do volume, sem alteracdo da superficie de
mitocondria, em hepatdcitos de individuos portadores de cirrose hepatica. Sirotkin e
colaboradores (1993) relataram alteracdes morfofuncionais em mitocondrias, a partir de estudos
morfoldgicos e bioquimicos em animais que sofrerem irradiacdo experimental, verificando
alteracoes numéricas e volumétricas. Lea e colaboradores (1994) verificaram diferencas
morfolégicas em mitocOndrias, em microscopia eletronica de varredura de diferentes células,
inclusive em hepatdcitos, dimensionado principalmente as cristas tubulares. Yang & Makita
(1998) realizaram anélise ultraestrutural em hepatdcitos de macacos submetidos a rapido estresse,
determinando alteracdo na &drea mitocondrial. Mandel e colaboradores (2001) relataram os
achados histolégicos e ultraestruturais, a partir de andlise semi-quantitativa, associados a
Sindrome de Depressdo do DNA mitocondrial. Sato (2004) realizou amplo estudo ultraestrutural

e morfométrico em hepatdcitos de ratos normais, incluindo as mitocondrias. Le e colaboradores
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(2004) relataram, com base em andlise quantitativa, a distribui¢do zonal de megamitocondrias
com inclusdes cristalinas na EHNA.

Neste sentido, merece destaque no presente estudo a composi¢ao de grupo controle
com pacientes sem alteracdes hepdticas e pertencentes a grupo etdrio bastante especifico: até um
maximo de 14 anos, onde definimos a densidade e area mitocondrial médias (72 * 7
mitocOndrias/corte sagital de hepatécito e 1,52 = 0,25 umZ, respectivamente), procedimento
bastante dificil. Num primeiro momento foi proposta obtencdo de material hepatico a partir de
necrépsias de criangas com Obito de causa traumadtica (acidente), quando iniciada a coleta de
material junto ao Servico de Verificagdo de Obito (SVO) e Instituto Médico-Legal (IML) do
municipio de Campinas. No entanto, devido ao longo intervalo de tempo decorrido entre o
momento do 6bito e a coleta do fragmento, foram observadas marcadas alteragdes nas dimensdes
e caracteristicas mitocondriais. Diante desta constatagcdo, optou-se pelo levantamento de bidpsias
hepaticas do Departamento de Patologia da FCM/Unicamp, buscando selecionar pacientes
pediatricos com diagndstico de normalidade ou de figado reacional a ML e que tivessem também
material colhido adequadamente para a realizacdo de MET. Como material com estas
caracteristicas se mostrou extremamente escasso, foi realizado contato com o Departamento de
Patologia da Faculdade de Medicina de Botucatu — Unesp, onde também foi realizado
levantamento dos registros dos pacientes, complementando-se o nimero de pacientes utilizados
para compor o grupo controle, ou seja, n=10. Pérez-Carreras e colaboradores (2003) realizaram
estudo sobre EHNA compondo grupo controle semelhante ao nosso, porém com individuos
adultos e sem andlise em microscopia eletronica. Nosso grupo controle, sem divida, poderd ser
utilizado como referéncia para a realizagdao de muitos outros estudos de microscopia eletronica

em figado de criancas.
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Igualmente destacamos a composi¢ao da presente casuistica, j4 que nao encontramos
na literatura nenhum relato de estudo morfométrico mitocondrial em tecido hepatico de criangas
relacionado a esteatose “pura”. Muitos autores descrevem alteracdes mitocondriais relacionadas a
DGHNA (Caldwell et al., 1999; Sanyal et al., 2001; Pessayre e Fromenty, 2005; Ibdah et al.,
2005; Wei et al. 2008), porém o presente estudo é o primeiro que verifica as alteracdes numéricas
e volumétricas das mitocondrias, de forma quantitativa.

Diversos estudos foram ainda realizados para caracterizar a DGHNA em casuistica
mais abrangente (Schwimmer et al., 2003; Schwimmer et al., 2005; Kleiner et al., 2005; Mendler
et al., 2005; Radetti et al., 2006; Ciba & Widhalm, 2007; Sagi et al., 2007), em modelos animais
(Natarajan et al., 2006; Oliveira et al., 2006; Zhang et al., 2007; Petrosillo et al., 2007; Oleszczuk,
et al., 2007) ou relacionados a EHNA (Manton et al, 2000; Pérez-Carreras et al., 2003; Le et al.,
2004) porém nao ha relatos na literatura com grupo de estudo tdo restrito: criangas portadoras
somente de esteatose, perfazendo pelo menos 25% da area tecidual amostrada, ndo obesas e sem
qualquer outra doenca associada. A justificativa para esta padronizacdo se pautou justamente na
necessidade de se buscar eventuais alteracdes mitocondriais que pudessem justificar a ocorréncia
de esteatose em grupo infantil com pouca ou nenhuma manifestaciao clinica e/ou laboratorial e
que nao se relacionasse a outras doencas.

Também houve dificuldade na composi¢do deste grupo de estudo retrospectivo, onde
varios casos precisaram ser dispensados por insuficientes informagdes clinicas e/ou laboratoriais
nos prontudrios ou ainda por inadequagdo na coleta e/ou fixacdo do material.

Com relacdo aos resultados obtidos, cabe uma discussao inicial sobre os achados na
microscopia de luz. A realizacdo das coloragdes especiais (reacdes histoquimicas) permitiu um
delineamento mais preciso do grupo de estudo e controle, excluindo-se pacientes com outras

doencas de base (Figura 07). O Tricromio de Masson ndo evidenciou fibrose perissinusoidal e/ou
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portal em nenhum dos pacientes, afastando-se esteatohepatite e outras hepatopatias cronicas. O
PAS, com e sem diastase, ndo evidenciou qualquer tipo de depdsito, o que poderia ser indicativo
de possiveis doengas metabdlicas como, por ex., deficiéncia de al-anti-tripsina. A coloracio de
Perls tampouco demonstrou outros depdsitos, tais como ferro e bilirrubina.

Basicamente, a unica alteragdo nestas amostras teciduais foi a esteatose mista, ou
seja, macro e microvesicular. A esteatose hepatocelular é geralmente macrovesicular, porém pode
ocasionalmente estar associada a microvesicular (Zafrani, 2004). Na casuistica deste estudo
observou-se a presenca dos dois tipos de esteatose em todos os casos do grupo de estudo (18),
sendo que 61% apresentaram predominio de esteatose microvesicular. Schwimmer e
colaboradores (2003), num estudo de DGHNA em 43 pacientes pediitricos, na sua maioria
obesos, verificaram que 33% destes apresentavam somente esteatose do tipo macrovesicular,
sendo que destes, 66% a apresentam de maneira grave. Esteatose mista € tipicamente observada
em algumas espécies como nos humanos e ratos (Oleszczuk et al., 2007). Schwimmer e
colaboradores (2005), num estudo com 100 pacientes portadores de doenca hepatica ndo-
alcodlica verificaram que 16% apresentavam somente esteatose €, em média, havia equilibrio
entre a porcentagem de esteatose micro e macrovesicular, achados semelhantes aos deste
trabalho. A esteatose microvesicular, independente da etiologia, € associada a pior progndstico,
inclusive com relatos de morte por insuficiéncia hepdtica ou suas complica¢des (Day e James,
1998a). A esteatose macrovesicular é considerada condi¢do benigna (Sherlock, 1995), porém ha
ddvidas quanto a sua evolugdo desfavordvel, associando-se ao desenvolvimento de
necroinflamacdo, fibrose e cirrose (Bacon et al., 1994). Estudos recentes, em modelo animal,
indicam que na esteatose macrovesicular, independentemente de ser causada por dieta deficiente
em proteina ou por dlcool, hd o aumento da capacidade regenerativa dos hepatécitos quando

comparada a esteatose microvesicular (Oleszczuk et al., 2007). O padrao de esteatose, ou seja, o

96



percentual de um tipo de esteatose em relagdo ao outro, pode se alterar de acordo com a condi¢ao
clinica do paciente, ou ainda de acordo com alteracdes metabdlicas dos hepatdcitos, como
observado nas Amostras 12, 13 e 14, que representam bidpsias sequenciais do mesmo paciente
(Figura 14 e Tabela 05). Neste caso foi verificado predominio de esteatose microvesicular
associada ao aumento das dimensdes mitocondriais, porém esta relagdo serd discutida mais
adiante. Fica também evidente a auséncia de relacdo entre intensidade da esteatose total e
predominio de um tipo especifico conforme observado na tabela 03. Apesar de ndo se encontrar
relatos na literatura sobre este dado, o predominio de um tipo de esteatose sobre o outro,
independe do percentual de tecido afetado pela esteatose total.

Em relacdo a composi¢cao do grupo controle para andlise em MET, obtivemos os
seguintes valores de drea mitocondrial média e nimero médio de mitocondrias/hepatéceito: 1,52 +
0,25 umz e 72 £ 7 mitocOndrias/ hepatdcito (referente a um plano de corte medial),
respectivamente. Em humanos (adultos), Phillips e colaboradores (1987) descreveram dimensdes
mitocondriais de 0,4 a 0,6 um por 0,7 a 1,0 um (regido periportal) e 0,5 a 0,6 um por 0,6 a 0,8
um (regido centrolobular) e um nimero total de mitocondrias por hepatécito de 2200. Murray e
colaboradores (1981) determinaram o volume mitocondrial em ratos de 0,57 *+ 0,07 um3 € um
nimero total de mitocondrias por hepatécito de 2640 = 250. Yang & Makita (1998)
determinaram, em macacos, area mitocondrial média de 1.944 + 0,141 p.Lm2 e numero de
mitocOndrias por hepatdcitos de 13.440 = 1,016. Os valores da densidade mitocondrial obtidas
neste estudo sao de dificil compara¢do com os dados da literatura, uma vez que sao expressos em
ndmero total de mitocondrias por célula. J4 o valor descrito por Yang & Makita (1998) para o
nimero de mitocOndrias por hepatécito se mostrou excessivamente elevado em andlise

proporcional aos demais.
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De maneira geral, houve dificuldade em comparar os resultados obtidos neste estudo
com os demais autores, tanto pelas diferencas de ordem de grandeza, como pela diferenca nos
modelos de estudos (experimentais em animais, em sua maioria). Além disso, ndo foram
encontrados relatos de estudos semelhantes realizados em criancas. O valor obtido para a drea
mitocondrial média (que indiretamente € um indicativo de volume), foi o que apresentou maiores
dificuldades em ser comparado aos relatos da literatura. Os valores relatados por Yang & Makita
(1998), apesar de obtidos em mitocondrias de hepatdcitos de primatas, estdo mais proximos dos
valores obtidos no presente estudo.

Frente ao exposto, € importante destacar que a padronizagdo destes valores
(densidade e 4area mitocondrial média) foi de fundamental importincia dentro do modelo
experimental escolhido para o trabalho, uma vez que estes serviram como parametros de
comparacao com os valores obtidos para o grupo de estudo.

Relativo ao grupo de estudo, foi observada elevacdo significativa da &rea
mitocondrial média, que se mostrou bastante pronunciada nos pacientes que apresentavam
predominancia de esteatose microvesicular. Em contrapartida, pacientes com predominio de
esteatose macrovesicular apresentaram mitocondrias com valores de drea considerados normais.
Tais resultados podem corroborar com os relatos de Sherlock e Dooley (2002) em que a esteatose
microvesicular apresenta maior importancia clinica, podendo evoluir de forma desfavoravel, uma
vez que as alteragdes mitocondriais podem implicar em alteracdes celulares mais graves.
Esteatose microvesicular ocorre como resultado da estagnacdo da B-oxida¢do mitocondrial de
acidos graxos e estd associada a dano hepatocelular, podendo levar a insuficiéncia hepatica, coma
e morte nas formas mais graves (Fromenty et al., 1997). Concordamos, portanto, com as
observacdes de Sherlock e Dooley (2002), em que esta mereca maior importancia clinica,

podendo implicar em alteragdes celulares mais graves, com consequente evolucdo desfavoravel.
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H4 grande nimero de publicacdes relacionando a esteatose (principalmente a
microvesicular) a alteracdes mitocondriais. Podemos citar Sokol e Treem (1999), que relataram
que na insuficiéncia hepdtica neonatal, a esteatose estd relacionada a aumento da densidade, com
ocasional aumento do tamanho mitocondrial, Mandel et al. (2001) observaram, na esteatose
microvesicular, alteragdes mitocondriais na matriz, cristas e também aumento no nimero total de
mitocondrias e Bioulac-Sage et al. (1993) relataram proliferacdo mitocondrial (alteracdo
“oncocitica”) em pacientes portadores de esteatose microvesicular. A associa¢do de disfuncdo
mitocondrial com esteatose microvesicular também pode ser observada em modelos
experimentais, como na ingestao de acido orético (Miyazawa et al., 1982), baixa metionina, dieta
com deficiéncia de colina, indu¢do de figado gorduroso com tetraciclina (Fréneaux et al., 1988) e
na toxicidade por drogas como aspirina, ibuprofeno e pirfrofeno (Geneve et al., 1987; Keller et
al., 1992; Deschamps et al., 1994).

O caso em que foram realizadas trés bidpsias consecutivas evidencia claramente a
relacdo da esteatose microvesicular com o aumento da dimensdo mitocondrial. A andlise
morfoldgica das bidpsias realizadas demonstrou esteatose total em todos os momentos, que
variou de grau 4 (> 75%) em 2000 e 2001 a 2 (25-50%) em 2004; a porcentagem de esteatose
microvesicular foi de 48, 59 e 42%, respectivamente. Em todas as bidpsias foi observado
aumento da drea mitocondrial média (que, obviamente, reflete seu volume). No entanto, na
bidpsia de 2001 o aumento foi muito mais evidente, correspondendo a maior porcentagem de
esteatose microvesicular (59%), a despeito da esteatose total. Esta, por exemplo, foi idéntica a
observada em bidpsia anterior, ou seja, grau 4 em ambas, porém em 2000 a porcentagem da
esteatose microvesicular foi menor (48%).

Outro indicativo de comprometimento mitocondrial é a observagdo frequente de

megamitocOndrias, muitas vezes apresentando inclusdes cristalinas. Estes achados sdo relatados

99



na Doenca de Wilson (Sternlieb, 1968), na NASH e, mais recentemente, na EHNA, relacionada
indiretamente ao estresse oxidativo (Caldwell et al., 1999; Sanyal et al., 2001, Le et al., 2004). A
presenca de megamitocondrias, no entanto, pode representar um processo adaptativo devido ao
estresse oxidativo, ao invés de lesd@o secunddria (Le et al., 2004). Na EHNA e em pacientes
alcoolistas, com aumento do metabolismo ou oxidacdo de lipidios, observa-se aumento da
expressao dos niveis de B-hidroxibutirato e atividade da enzima B-hidroxibutirato-desidrogenase,
sugerindo que as mitocOndrias estejam submetidas a altera¢do adaptativa (Kiesslling e Pilstrom,
1971; Sanyal et al., 2001). As inclusdes cristalinas tém sido descritas em diversas outras
condi¢des. Foram encontradas estruturas cristalinas similares na Escherichia coli sob condi¢des
de estresse oxidativo. Wolf e colaboradores (1999) demonstraram que estas estruturas sao
formadas pela co-polimerizacdo de compostos semelhantes a ferritina e DNA bacteriano. Foi
hipotetizado que a configuracdo cristalina represente uma medida de protecio ao DNA
bacteriano. Devido a origem evoluciondria da mitocondria de procariontes simbidticos e do
importante papel dos metabolitos do ferro no estresse oxidativo, € interessante a especulagdo de
que as megamitocondrias na EHNA/DGHNA devam apresentar semelhante fung¢do, em meio a
alteracdo metabdlica existente na esteatose (Le et al., 2004).

Apesar do evidente aumento do tamanho das mitocOndrias nos pacientes que
apresentaram esteatose microvesicular, alteracdes na densidade mitocondrial ndo ficaram
claramente expressas. E possivel que realmente ndo ocorra alteracio na densidade mitocondrial
neste grupo especifico de pacientes, porém € necessario apontar a existéncia de uma fragilidade
na determinacdo deste parametro: devido a existéncia de vacuolos de gordura dentro dos
hepatdcitos, supde-se que ocorra uma alteracdo na distribuicdo normal das mitocOndrias no

citosol, gerando alta variacdo no resultado (evidenciado na figura 11 pelo elevado erro padrdo),

100



principalmente quando comparamos os resultados dos pacientes com esteatose aos pacientes do
grupo controle (em que nao ha vacuolos de lipides na célula).

Na nossa casuistica, 64% dos pacientes com estetatose microvesicular e 57% dos
pacientes com esteatose macrovesicular, apresentaram aumento no nivel sérico de pelo menos
uma aminotransferase hepatica. Alguns autores como Rachid & Roberts (2000) e Molleston et al.
(2002), relatam elevacdes maiores de AST em relacio a ALT, porém esta relacdo € bem
caracteristica na hepatite alcodlica, em que a relacio AST/ALT ¢é superior a 1 (Zafrani ES, 2004).
Na nossa casuistica, somente 39% dos pacientes portadores de esteatose (de ambos os tipos)
apresentaram elevacdo das aminotransferases hepaticas com razio AST/ALT maior que 1.
Elevacdes nos niveis destas enzimas parecem nao apresentar relacao direta com um dos tipos de
esteatose e, consequentemente, também ndo apresentam relacdo com o aumento do volume
mitocondrial, haja vista a ampla variacdo dos valores enzimaticos, tanto para os pacientes com
esteatose microvesicular como para os pacientes com esteatose macrovesicular.

Manton e colaboradores (2000) verificaram, em pacientes obesos portadores de
EHNA, que todos apresentaram alteracdes nas aminotransferases, sem ocorrer alteracdo na
fosfatase alcalina. Estes resultados, quando comparados com os resultados obtidos no presente
trabalho, indicam que as elevacdes das aminotransferases se relacionam aos estigios mais
avancados da DGHNA, principalmente na obesidade, condi¢des ausentes na presente casuistica.
No entanto, corroborando com os resultados obtidos no presente estudo, ndao foi observado por
Manton e colaboradores, relacdo evidente da elevacdo das aminotransferases com predominio de
um dos tipos de esteatose. De acordo com Harrison e Bisceglie (2003), muitos pacientes com
NAFLD sdo assintomaticos, mostrando ligeira alteracao dos niveis séricos das aminotransferases
(raramente superior a trés vezes do valor limite). Relacio AST/ALT inferior a 1 € util no

diagndstico diferencial com outras doengas hepdticas (Zanin et al., 2002). Schwimmer e
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colaboradores (2003) verificam, em casuistica pediatrica, auséncia de elevagdes significativas das
aminotransferases hepdticas em pacientes somente com esteatose, elevacdes significativas de
ALT em pacientes com inflamacgao portal, e de AST e ALT na fibrose (perissinusoidal e portal).
Nobile e colaboradores (2006) também verificaram aumento mais significativo de ALT e AST na
fibrose do que na esteatose, sendo que a relacao AST/ALT em ambos os casos foi inferior a 1.
Elevacoes plasmaticas de ALT geralmente sdo consideradas como medida de lesdao hepatocelular,
o que justifica seu aumento na inflamacao (Schwimmer et al., 2003). Schwimmer e colaboradores
(2005) relataram também, em casuistica pedidtrica com predominio de obesos, elevacdao nas
aminotransferases, porém, nos pacientes que apresentavam somente esteatose, a elevagao foi
mais discreta. Tendo em vista que a presente casuistica foi composta apenas por pacientes com
esteatose, era mesmo de se esperar que os valores das aminotransferases ndo apresentassem
valores muito elevados. Controversamente, Oleszczuk e colaboradores (2007) verificaram
elevacoes significativas de ALT e GGT na esteatose macrovesicular ¢ de AST na esteatose
microvesicular, porém estes resultados devem ser analisados com cuidado por se tratar de modelo
experimental em porcos com esteatose induzida por dlcool e por dieta deficiente em proteinas.

A mitocondria € o local de ocorréncia de diversos processos metabdlicos, tais como o
ciclo do 4cido tricarboxilico, B-oxidacdo de dcidos graxos, sintese de uréia e outros, utilizando-se
de combustiveis como glicose e acidos graxos para obtencdo de ATP. Assim, qualquer disttrbio
num destes mecanismos, pode causar graves danos a célula e, consequentemente, ao tecido.
Defeitos na cadeia respiratéria ndo sdo raros, sendo causa conhecida de insuficiéncia hepética
precoce na infancia (Morris, 1999), levando a alteragdo na oxidagdo de 4cidos graxos (Sokol &

Treem, 1999). Por sua vez, altera¢des na -oxidagdo mitocondrial podem resultar no acimulo de
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acidos graxos no citosol, representado tipicamente pela esteatose microvesicular (Natarajan et al.,
2006; Fromenty & Pessayre, 1995).

Em individuos obesos e com resisténcia a insulina as lesdes hepdticas sao causadas
por aumento da P-oxidagdo mitocondrial (devido a elevada quantidade de &cidos graxos
disponibilizados ao figado) e estagnacdo da fosforilacdo oxidativa na cadeia respiratoria
mitocondrial (devido a liberacdo de TNF-o nestas condicdes). Este desequilibrio entre o
fornecimento de elétrons (pela B-oxidagdo) e sua utilizacdo (pela cadeia respiratéria) causa
producdo de espécimes reativas de oxigé€nio, como os anions superdxido e perdxido de
hidrogénio (Begriche et al., 2006). Estas EROs e outros produtos citotéxicos da peroxidagcdao
lipidica (que ocorre quando ha disponibilidade de 4cidos graxos livres) provocam estresse
oxidativo com diminuicdo de ATP e NAD, danos em proteinas e DNA e diminuicdo de
glutationa, fibrose devido a ativacdo de células hepdticas estreladas e inflamacdo devido ao
aumento de citocinas inflamatérias e TNF-a (Browning e Horton, 2004), fazendo com que haja a
progressdo da esteatose a EHNA. Em individuos portadores de esteatose, principalmente
microvesicular, ha diminuicéo da B-oxidagdo mitocondrial de dcidos graxos, sendo que estes séo
canalizados para a [-oxida¢do nos peroxissomos e para ®-oxidagdo nos microssomos, havendo
formacdo de EROs, que podem levar ao estresse oxidativo (Natarajan et al., 2006). O estresse
oxidativo pode produzir dano de DNAmt e, consequentemente, ocorrer transcri¢do erronea de
complexos da cadeia respiratdria, estagnando seu funcionamento, levando a produgdo adicional
de EROs, retro-alimentando o ciclo.

Os resultados obtidos neste estudo permitem que os pacientes do grupo de estudo

sejam caracterizados como portadores de hepatopatias mitocondriais primdrias. Estas estdo

associadas a alteracdo no transporte de elétrons e na FOXx, sindrome de deplecio do DNAmt e
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defeitos na oxidacdo de acidos graxos, todas situagdes relacionadas a associacdo de esteatose
microvesicular e macrovesicular. As hepatopatias mitocondriais primdrias, na maioria das vezes,
se manifestam como doencas multissistémicas, com envolvimento neuromuscular, acidose latica
e/ou rapida e desfavordvel evolucdo, bem como os exames laboratoriais costumam ser muito
alterados. No entanto, atividade reduzida dos complexos da cadeia respiratéria e estagnacdo
parcial da FOx tém sido descritas e associadas a doenca hepdtica de gravidade variada e em
diferentes idades, com predominio em neonatos e criancas (Treem e Sokol, 1998). Para
confirmacao desta hipdtese seria necessario a realizacdo da avaliagdo de atividade enzimatica,
DNAmt e/ou indicadores de estresse oxidativo.

Acreditamos, portanto, que os pacientes que compdem nossa casuistica sejam
portadores de defeito primdrio em algum complexo da cadeia respiratoria, ou de defici€ncia
enzimdtica na B-oxidagdo mitocondrial. Nessas condi¢des haveria actimulo de lipidios na forma
de esteatose, bem como se desenvolveria estresse oxidativo pelos mecanismos apresentados
acima. O exame histolégico do figado com defeitos na cadeia respiratéria pode mostrar quatro
principais alteragdes: esteatose, fibrose, colestase e necrose. Esteatose estd presente em quase
todos os casos de doenca hepatica mitocondrial. Esteatose microvesicular é a alteracdo tipica,
mas muitas vezes estd acompanhada pela esteatose macrovesicular (Morris, 1999). Como ndo
observamos fibrose, colestase e/ou necrose em nenhum dos nossos casos, muito provavelmente,
nossos pacientes sejam portadores de forma mais branda de hepatopatia mitocondrial.

Os mecanismos que induzem a ‘“hipertrofia” mitocondrial permanecem ainda
obscuros. A observacdo de que em hepatdcitos com alta proliferacdo de mitocondrias, estas
apresentam tamanho e formato semelhantes, e frequentemente auséncia de cristas visiveis, pode
suportar a hipétese de hiperplasia compensatoéria destas organelas (Mandel et al, 2001). Nesta

mesma perspectiva, nossos resultados sugerem que o aumento das dimensdes mitocondriais e,
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consequentemente, da membrana interna (e cristas), matriz mitocondrial e do espacgo
intermembranoso, ocorre como mecanismo compensatério dos processos metabdlicos parcial ou
completamente interrompidos, além de apresentar papel de prote¢do contra o estresse oxidativo.
Um aspecto importante, tendo em vista a teoria dos “dois golpes”, proposto por Day e James
(1998a) para explicar a patogénese da DGHNA, é que a esteatose propriamente ndo faz com que
ocorra o desenvolvimento de doencga hepatica. No entanto, ¢ um fator que pode sensibilizar o
figado para os efeitos mais danosos de um "segundo golpe”. Assim, um fator de estresse, que €
in6cuo em figado saudavel, pode levar ao desenvolvimento de EHNA em figado esteatético
(Gentile e Pagliassotti, 2008). O acimulo de gordura hepatica em si ndo € prejudicial, mas sim,
os insultos secunddrios (por exemplo, ROS e citocinas inflamatérias) impostos ao figado
esteatdtico sao necessdarios para a progressdo da esteatohepatite. Mais recentemente, crescente
nimero de trabalhos na literatura cientifica, sugere fortemente que a composicdo dos dcidos
graxos presentes no figado interfere na gravidade da lesdao hepdtica, com piora da progressao
relacionada aos dcidos graxos saturados (Gentile e Pagliassotti, 2008). Foi proposto também que
o aumento da relacdo de 4cidos graxos saturados para insaturados armazenados no figado pode
contribuir para a progressao de esteatose simples para EHNA. Portanto, dentro do contexto da
hipétese dos “dois-golpes”, os dcidos graxos saturados podem representar um segundo golpe
intrinseco, que acelere o desenvolvimento da EHNA (Gentile e Pagliassotti, 2008).

Como j4 relatado anteriormente, a DGHNA € caracterizada por amplo espectro de
lesdes patoldgicas, variando de esteatose a fibrose, podendo culminar com cirrose € mesmo se
complicar com o aparecimento de carcinoma hepatocelular (Zafrani, 2004). Nesta perspectiva, a
identificacdo precoce da forma mais grave de esteatose pode ter importincia fundamental no
progndstico da doencga. As alteracdes histoldgicas e a histéria natural da DGHNA provavelmente

reflitam um processo complexo multifatorial em que o ambiente genético tem grande importancia
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(Valenti et al., 2002), uma vez que ainda ndao se compreende porque em alguns pacientes ocorre
somente esteatose, enquanto que outros desenvolvem esteatohepatite, cirrose ou carcinoma
hepatocelular. Resisténcia a insulina, metabolismo anormal dos &cidos graxos, disfungao
mitocondrial e estresse oxidativo, desregulacdo de citocinas e producao de diversos mediadores
sdo os principais fatores de interacdo implicados na fisiopatologia da DGHNA (Zafrani, 2004).
Um estudo recente demonstrou que 4 genes que contribuem para a sensibilidade diminuida a
insulina foram super-expressos no figado de pacientes com DGHNA, enquanto que 12 genes
importantes para a manuten¢do da fun¢do mitocondrial foram sub-expressos (Sreekumar et al.,
2003).

Os pacientes que compdem esta casuistica s@o, portanto, muito provavelmente
portadores de hepatopatia mitocondrial primaria, por defeito primério em algum complexo da
cadeia respiratéria ou de deficiéncia enzimatica na B-oxida¢do mitocondrial, sobretudo aqueles
com esteatose microvesicular predominante. No entanto, para confirmacdo desta hipétese seria
necessdria a realizacdo da avaliacdo da atividade enzimética, DNAmt e/ou indicadores de estresse
oxidativo.

Os resultados do presente estudo, evidenciando auséncia de alteragdes mitocondriais
nos casos com predominio de esteatose macrovesicular, vio de acordo com a opinidao de
Oleszczuk (2007) e Sherlock (1995), em que a esteatose macrovesicular seja lesdo de menor
gravidade, quando comparada com a esteatose microvesicular. Estes autores sugerem que o
figado gorduroso as custas de esteatose macrovesicular seja mais resistente a eventuais outras
agressoes. Ao contrdrio, a esteatose microvesicular, que representa condi¢do mais grave, com
risco de morte por insuficiéncia hepdatica (Andrade et al., 1992; Ellis et al., 1996), parece tornar o
figado mais sensivel para mecanismos deletérios secundérios (Day e James, 1998a). Figados que

desenvolvem moderada e grave esteatose microvesicular apds o transplante, mostram aumento
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significativo na perda precoce de funcdo (Fishbein et al., 2005), muito provavelmente devido a
diminuicdo do nimero de hepatécitos em regeneracdo (Oleszczuk, 2007). A capacidade
regenerativa reduzida na esteatose microvesicular contribui para o progndstico mais negativo
neste tipo de alteracao hepatica.

Portanto, € de grande importancia a determina¢do do padrdo predominante da
esteatose hepdtica, tanto para o diagndstico da lesao e suspei¢do da etiologia, como para previsao
do progndstico.

Como discutido anteriormente, a esteatose propriamente nao faz com que ocorra o
desenvolvimento de doenga hepética, no entanto, € um fator que pode sensibilizar o figado para
os efeitos mais danosos de um "segundo golpe”, principalmente com predominio de esteatose

microvesicular.
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7. CONCLUSOES

109



Em grupo pedidtrico, a esteatose hepdtica de causa ndo determinada e ndo associada a
nenhuma alteragao morfolégica, mostrou-se predominantemente microvesicular;

Na avaliagdo ultraestrutural mitocondrial, a determinagdo de valores de normalidade
prévios, por meio de criagdao de grupo controle, é fundamental, pois os dados de literatura
sdo escassos e conflitantes;

Em grupo pediatrico, a esteatose hepdtica microvesicular predominante demonstrou
aumento das dimensdes mitocondriais € ndo se relacionou as alteragcdes numéricas das
mitocondrias;

Apesar de ndo haver inflamacao e/ou fibrose, a esteatose microvesicular pode ter evolug¢ao
desfavoravel e, portanto, a denominagao esteatose “pura” deve se restringir aos casos com
predominio de forma macrovesicular;

O aumento das dimensdes mitocondriais observado nos pacientes com esteatose
microvesicular predominante pode estar associado a formas brandas de hepatopatia
mitocondrial priméria (por diminui¢do da [-oxidagdo ou parcial estagnagdo da
fosforilagdo oxidativa) podendo, portanto, ter evolucdo desfavoravel, principalmente em
face de um segundo “golpe”;

Alteragdes séricas das aminotransferases hepaticas e presenca de esteatose macrogoticular
nao mostraram relagdo com alteragdes de densidade ou de volume nas mitocondrias;
Nossos resultados representam contribui¢do significativa tanto para a melhor
compreensdo da esteatose pouco sintomdtica em grupo pedidtrico, como pela

caracterizacdo de inédito grupo controle.
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Tabela 06 - Protocolo de processamento histolégico dos fragmentos hepéticos
para microscopia de luz.

Etapa Substancia / solucao Tempo (min)
Etanol 70 % 30
Etanol 80 % 30
Desidratagao Eidnol ok 30
Etanol Absoluto I 30
Etanol Absoluto IT 30
Etanol Absoluto IIT 30
Etanol Abs. - Xilol PA 1:1 15
Diafanizac¢do Xilol PA T 30
Xilol PA II 30
EmEEE Xilol P.A - P.araﬁne? 1:1 30
Parafina Histoldgica 150

Tabela 07 - Protocolo de preparagdo de ldminas histologicas.

Etapa Substancia / solucao Tempo

Xilol PA 1 10

Xilol PA 11 10
Etanol Absoluto I 5
Etanol Absoluto IT 5
Etanol 95 % 5
Etanol 80 % 5
5
5

Desparafinizagdo

Hidratagao

Etanol 70 %
Agua destilada

Coloracao Conforme Quadro 03

Etanol 95 %
Etanol Absoluto I
Desidratagdo Etanol Absoluto II
Etanol Absoluto III
Xilol PA 1

Diafanizacao i
Xilol PA I

D W L D e
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Coloracao

Hematoxilina -
Eosina

Tricromio de Masson

Impregnacio pela
prata (Método de
Gomori)

PAS (Acido Periédico
de Schiff)

Coloracio de Perls

Quadro 03 - Protocolo de colorag@o das ldminas histolégicas.

Procedimento

Corar pela Hematoxilina de Harris por 5 minutos
Lavar em dgua por 10 minutos

Corar pela Eosina aquosa 2% por 2 minutos
Lavar em 4gua rapidamente

Corar pela solugdo de Hematoxilina Férrica de Weigert (A e B) por 10
minutos

Lavar em dgua corrente por 10 minutos

Passar pela solucdo de Acido Acético Glacial 1% por 3 a 5 minutos
Corar pela solucao de Escarlate de Biebrich por 5 minutos

Passar por dgua destilada

Diferenciar pela solu¢io de Acido Fosfottngstico-Fosfomolibdico durante
10 a 15 minutos

Passar por dgua destilada

Corar pela solugdo de Azul de Anilina durante 5 a 10 minutos

Lavar em 4gua destilada

Passar em dgua destilada

Oxidar em Permanganato de Potéssio 0,5% por 5 minutos

Lavar em dgua corrente por 2 minutos

Diferenciar em Metabissulfito de Potassio 2% por 5 minutos

Lavar em 4gua corrente por 2 minutos

Sensibilizar em Sulfato de Amonio Férrico 2% por 5 minutos

Lavar em dgua corrente por 5 minutos e passar em dgua destilada 3 vezes
Impregnar na solucdo de Prata Amoniacal (filtrando a solucao sobre a
lamina) por 30 segundos despreze a solugdo utilizada

Lavar em 4gua destilada rapidamente

Reduzir em Formol 20% por 3 minutos

Lavar em 4gua corrente por 5 minutos

Passar em Cloreto de Ouro 0,2% por 10 minutos

Lavar em 4gua destilada por 3 trocas

Passar em Metabissulfito de Potdssio por 5 minutos

Lavar em dgua destilada 3 trocas

Passar em tiossulfato de Sédio 2% por 5 minutos

Lavar em 4gua corrente por 2 minutos

Oxidar em Acido Periédico 0,5% por 15 minutos

Lavar em dgua corrente por 5 minutos e enxaguar na dgua destilada por 3
vezes

Corar em Reativo de Schiff por 30 minutos

Lavar em 4gua corrente por S minutos

Contra corar pela Hematoxilina de Harris por 5 segundos

Lavar em dgua corrente por 5 minutos

Passar em dgua destilada

Submeter a solucio Cloridrico-Ferrocianeto por 1 hora
Enxaguar em dgua destilada por 3 vezes

Contracorar pela Safranina por 2 minutos

Passar em dgua para diferenciar (controle ao microscépio)
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Tabela 08 - Protocolo de processamento histoldgico dos fragmentos hepdticos
para microscopia de eletrdnica de transmissao.

Etapa Substancia / solucao Tempo
(min)
Acetona 30 % 15
Acetona 50 % 15
Acetona 70 % 15
Desidratagao Acetona 90 % 15
Acetona 100 % 1 15
Acetona 100 % II 15
Acetona 100 % III 15
Acetona - Resina 2:1 60
Embebicio Acetona - Resina 1:1 60
Acetona - Resina 1:2 60
Resina pura 24 h
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Figura 15: Indice de Massa Corpérea para individuos do sexo masculino (Fonte: www.who.int/childgrowth).
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Figura 16: Indice de Massa Corpérea para individuos do sexo feminino (Fonte: www.who.int/childgrowth).

132



