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RESUMO

Introducdo: A Sindrome

Metabolica ocasiona alteracdes significativas no metabolismo, sendo a doenca hepatica
gordurosa nao alcoolica (DHGNA) a manifestacdo hepatica mais frequente e o estresse
oxidativo um dos principai hits envolvidos na evolucdo da doenca. Produtos quimicos como
solventes organicos, que sdo conhecidos fatores causais de DHGNA (TASH/Toxicant
Associated Steatohepatitis), podem estar envolvidos na etiopatogenia da doenca. Objetivos:
Avaliar a associagdo de exposicdo quimica a solventes com sindrome metabolica e estresse
oxidativo. Populacéo e Métodos: Estudo transversal composto por 70 trabalhadores, todos do
sexo masculino, sendo 30 expostos a risco quimico cupacional e 40 sem evidéncia de expc

O primeiro grupo foi selecionado entre trabalhadores expostos de maneira frequente a solveiies
organicos em empresas de grande porte de Porto Alegre/RS e regido metropolitana durante a
jornada de trabalho. O segundo grupo foi selecionado entre trabalhadores da area administrativa
de diferentes empresas, sem exposi¢cdo a risco quimico ocupacional. Foram excluidos da
amostra etilistas, drogaditos, tabagistas, usuarios de medicacdes hepatotoxicas, portadores de
hepatite B e C ou doenca hepética conhecida, portadores de hemocromatose, mulheres, menores
de 18 anos, maiores de 65 anos e pacientes com IMC (indice de massa corporal) >30. Foram
realizados anamnese, exame fisico e exames laboratoriais em todos os pacientes. Diagndstico
de Sindrome Metabdlica foi realizado conforme os critérios do NCEP-ATPIIIL.
Lipoperoxidacdo foi avaliada através de analise das substancias que reagem com o acido
tiobarbitdrico (TBARS). Foi avaliada a atividade da enzima antioxidante superoxido dismutase
(SOD) e a atividade da enzima glutationa S-transferase (GST). Dados quantitativos foram
descritos por mediana e amplitude interquartil (percentil 25-75). Dados categdricos
apresentados por contagens e percentuais. As comparagdes de dados quantitativos foram
realizadas pelo teste U de Mann-Whitney e das categoricas pelo teste do qui-quadrado da razéo
de verossimilhanca. Elastografia transitdria hepatica foi realizada para avaliacdo de fibrose
hepética, através de sonda M, utilizando o valor da mediana de aquisi¢cbes de sucesso.
Resultados: grupo exposto apresentou maiores niveis de ALT (alanina aminotransferase) do
que o0 ndo exposto (33,3% x 10,5%), assim como TBARS-1,73 (1,41-1,88) x 0,22 (0,13-1,12)
nmol/mg prot., SOD-7,29 (4,30-8,91) x 3,48 (2,98-5,28) USOD/mg de prot. e GST-2,57(1,80-
4,78)x 1,81(1,45-2,30) uM/min/mg de prot. Sindrome metabolica foi mais frequente no grupo
exposto (10,0%x 5,0%), mas ndo atingiu significancia estatistica (p:0,424). HDL<40 mg/dI foi
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encontrado em 26,7% X 7,5% (p:0,029). Conclusdo: N&o houve correlacdo de sindrome
metabdlica com risco quimico, mas houve

niveis menores de HDL e evidéncia de hepatotoxicidade significativa no grupo exposto a

solventes, indicando provavel risco quimico ambiental.

Palavras-chaves: Sindrome metabdlica. Estresse oxidativo. Risco quimico. Solventes. TASH.



ABSTRACT

Introduction: Metabolic Syndrome causes significant alterations in the metabolism, and
nonalcoholic fatty liver disease (NAFLD) is the most frequent hepatic manifestation and
oxidative stress one of the main hits involved in the evolution of the disease. Chemical products
such as organic solvents, that are known causal factors of NAFLD (TASH/Toxicant Associated
Steatohepatitis), may be involved in the ethiopatogeny of the disease. Objectives: To evaluate
the association between chemical exposure to solvents and metabolic syndrome and oxidative
stress. Methods: Cross-sectional study composed by 70 workers, all of them male, 30 of thom
exposed to occupational chemical risk and 40 without evidence of exposure. The first group
was selected among workers frequently exposed to organic solvents in large companies in Porto
Alegre/RS and the Metropolitan Region, during the workday. The second group was selected
among workers in the administrative area of different companies, without exposure to
occupational chemical risk. Alcoholics, drug addicts, smokers, users of hepatotoxic
medications, people with hepatitis B and C or known liver disease, hemochromatosis, women,
people below the age of 18 years and over the age of 65 and patients with a BMI (Body Mass
Index) >30 were excluded from the sample. A history was taken and physical examination and
laboratory tests were performed in all patients. The diagnosis of metabolic syndrome was made
according to the criteria of NCEP-ATPIII. Lipoperoxidation was evaluated by analysis of the
substances that react with the thiobarbituric acid (TBARS). The activity of the antioxidant
enzyme superoxide dismutase (SOD) and the activity of glutathione S transferase (GST) were
evaluated. Quantitative data were described by median and interquartile range (percentile 25-
75). Categorical data were presented by counts and percentages. The quantitative data were
compared by the Mann-Whitney U test and the categorical ones by the Chi-square test of
likelihood ratio. Fibroscan was performed to evaluate liver fibrosis using the M probe with the
median value of acquisitions of success. Results: Exposed group had higher levels of ALT
(alanine aminotransferase) than non-exposed one (33.3% x 10.5%), and also TBARS-1.73
(1.41-1.88) x 0.22 (0.13-1.12) nmol/mg prot.,, SOD-7.29 (4.30-8.91) x 3,48 (2.98-5.28)
USOD//mg de prot and GST -2.57 (1.80-4.78) x 1.81 (1.45x2.30) uM/min/mg de prot.
Metabolic syndrome occurred most frequently in the exposed group (10.0%x5.0%), but did not
attain statistical significance (p:0.424). HDL<40 mg/dl was found in 26.7% X 7.5% (p: 0.029).

Conclusion: there was no correlation between metabolic syndrome and chemical risk, but there
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was lower HDL levels and evidence of significant hepatotoxicity in the group exposed to

solvents, indicating probable environmental chemical risk.

Keywords: Metabolic syndrome. Oxidative stress. Chemical risk. Solvents. TASH.
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1 INTRODUCAO

O desenvolvimento urbano e industrial moderno foi acompanhado da manufatura e
processamento de um grande nimero de matérias-primas para atender a uma crescente demanda
de mercado. Entretanto, ndo houve um dimensionamento do impacto deste grande nimero de
processos industriais, envolvendo muitas substancias quimicas de potencial hepatotoxico
evolutivo incerto, sobre a satde dos seres humanos. Isto significa dizer que milhdes de pessoas
estdo expostas diariamente a produtos quimicos no ambiente ocupacional e ambiental, e muitas
vezes 0s proprios profissionais de saude desconhecem os efeitos de sua ac¢éo toxica, em virtude
dos raros estudos existentes sobre este tema.

Sabemos que muitos xenobioticos sdo capazes de causar injdria hepética, incluindo
formas graves de esteato-hepatite com insuficiéncia hepatica aguda, cirrose hepatica e cancer
hepatico e extra-hepatico.

Muitos destes toxicos causam leséo de forma assintomética ou subclinica e os métodos
comumente disponiveis para rastreamento de hepatotoxicidade costumam ser insuficientes para
uma andlise real de dano.

Solventes organicos estdo entre os principais produtos quimicos de uso industrial e
domeéstico, e a sua toxicidade ndo tem sido adequadamente avaliada. Alem disto, existe a
suspeita de que muitos produtos tdxicos, incluindo solventes, possam causar desquilibrio
enddcrino e desordens metabolicas.

O presente estudo teve como objetivo estudar a associagdo de Sindrome Metabdlica e
hepatotoxicidade com o risco quimico em uma populacdo de trabalhadores da industria de Porto

Alegre e regido metropolitana expostos a solventes organicos.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 SINDROME METABOLICA

2.1.1 Conceito

A Sindrome Metabdlica, também denominada Sindrome X ou Sindrome de resisténcia
a Insulina, é um distdrbio metab6lico multifatorial decorrente da interacao de fatores genéticos
e ambientais que interagem entre si.

Embora em 1920 Kylin ja tenha sugerido a associacdo de alteracfes metabdlicas
concomitantes, o conceito atual da Sindrome é creditado a Reaven, que em 1988 a descreveu
como Sindrome X, enfatizando a associacdo entre fatores de risco cardiovascular tais como
dislipidemia, hipertensdo arterial sistémica e hiperglicemia.t

Esta constelacdo de fatores de risco comprovadamente acarreta danos potenciais a
salde, como diabetes e doencas cardiovasculares, dimensionando a relevancia do estudo do seu
impacto sobre 0 nosso organismo.

Existe uma falta de consenso em relacdo a definicdo de sindrome Metabdlica na
literatura. Optou-se por utilizar os critérios da NCEP-ATPIII (National Cholesterol Education
Program’s Adult Treatment Panel III) de 2001 (revisados em 2004) por serem mais flexiveis,
sem a obrigatoriedade de utilizar circunferéncia abdominal como parametro fixo, como
proposto pelos critérios da International Diabetes Federation (IDF).

Conforme a NCEP-ATPIII, o diagnostico de Sindrome Metabdlica é realizado na
presenca de pelo menos 3 dos seguintes:

-Circunferéncia abdominal > 88 cm em mulheres e > 102 em homens;

-Glicemia de Jejum > a 100 mg/dl ou tratamento para DM;
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-Triglicerideos > a 150 mg/ dl ou tratamento antilipemiante;
-Pressdo arterial > 130/85 mm Hg ou tratamento para Hipertensdo Arterial,

-Colesterol HDL < 40 mg/dl em homens e < 50 mg/ dl em mulheres.?

2.1.2 Prevaléncia

A Sindrome Metabodlica esta diretamente relacionada com o aumento global da
prevaléncia de obesidade *, mas dados preliminares sugerem que 20% da populacéo geral obesa
estd livre de desordens metabdlicas, sugerindo que biomarcadores especificos poderiam
auxiliar a identificar individuos obesos de maior risco.*

A obesidade esta alcancando proporc¢des epidémicas, com estimativa atual de 1,4 bilhdo
de pessoas obesas ao redor do mundo.® Mais de 2/3 dos adultos americanos apresentam
sobrepeso ou obesidade.®

No Brasil, a analise de tendéncia secular indica que a obesidade entre adultos esta em
expansdo e segundo dados da Pesquisa de Vigilancia de Fatores de Risco e Protecdo para
Doencas Cronicas por Inquérito Telefénico (VIGITEL), de 2006-2016 o excesso de peso na
populacdo brasileira cresceu de 42,6% para 53,8% e a prevaléncia de obesidade passou de
11,8% para 18,9% .’

Em relacdo a Sindrome Metabodlica, dependendo dos critérios utilizados e das
caracteristicas da populacao estudada, as taxas variam de 12,4% a 28,5% em homens e de 10,7
% a 40,5 % em mulheres 891011

Esta ampla variagdo é decorrente de multiplas varidveis, como idade, sexo, raca, etnia,
escolaridade, habitos de vida e critérios diagnosticos utilizados.

A estimativa da International Diabetes Federation (IDF) é de que aproximadamente

25% da populagdo mundial tenha sindrome metabolica.'2
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No Brasil, um estudo transversal na cidade de Sdo Paulo demonstrou prevaléncia de
Sindrome Metabolica de 30,3% em adultos e uma revisdo sistematica indicou prevaléncia de
Sindrome Metabdlica de 29,6% (14,9%-65,3%) na populago brasileira. >4

Nos Estados Unidos, a prevaléncia de Sindrome Metabodlica relatada foi de 23,7%,
conforme dados do pioneiro estudo NHANES I11.1° Dados mais recentes, entretanto, estimam
que cerca de 1/3 da populacdo americana possua Sindrome Metabdlica.®

A sindrome metabdlica torna-se mais prevalente com o avanco da idade (10 % entre
individuos de 20-29 anos, 20% entre 40-49 anos e 45% entre 60-69 anos).*®

A distribuicdo nos Estados Unidos variou de acordo com a raca/etnia, tendo sido de
31,9% entre americanos de ascendéncia hispanica, 23,8% nos brancos ndo hispanicos e 21,6%
em afrodescendentes.®

Em relacdo ao sexo, a distribui¢do variou de 8%-43% no sexo masculino e de 7-56% no
sexo feminino; entretanto, ap6s a menopausa, alguns estudos relataram alta incidéncia no sexo

feminino (32,6-41,5%).%

2.1.3 ImplicagOes

A Sindrome Metabdlica é significativa porque esta relacionada ndo somente ao
desenvolvimento de cada fator de risco individualmente, mas também ao agravamento e
potencializacdo destes fatores de risco.

O estudo Decode demonstrou aumento da mortalidade de todas as causas, assim como
por doengas cardiovasculares, em pacientes néo diabéticos com Sindrome Metabdlica.*®

Uma meta-analise publicada por Ford em 2005 mostrou que o risco relativo para
diabetes mellitus era de 2,99 (1,96-4,57) em pacientes com diagnostico de sindrome

metabodlica.®
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Outra metanélise de Motillo e col. de 2010 associou a sindrome com um aumento de 2
vezes no risco de eventos cardiovasculares e 1,5 vezes na mortalidade por todas as causas.?

O risco de acidente vascular encefalico é 2-4 vezes maior nestes pacientes.?

A American Cancer Society estima que 20% dos novos casos de cancer de todos 0s tipos
estejam relacionados a obesidade, um fator de risco comum a maioria dos casos de sindrome
metabdlica.??

Hipertensdo arterial sisttmica é um componente central da sindrome metabolica,
geralmente relacionada a resisténcia insulinica e obesidade.

Insuficiéncia renal e microalbuminuria, por consequéncia, também podem acompanhar

a sindrome.

2.1.4 Etiopatogenia

Fatores genéticos tem sido implicados nesta desordem, tendo sido identificados varios
polimorfismos e variantes génicas associados a Sindrome Metabdlica; entretanto, uma base
genética unificada explicando a co-ocorréncia de seus componentes ndo foi estabelecida até o
momento. %

Lemieux e colaboradores tem destacado a importancia da obesidade visceral como um
componente central da sindrome. 2

Evidéncias indicam que a sindrome Metabolica inicia com o excesso de adiposidade
intra-abdominal, como parte de um fenotipo que inclui expansao disfuncional do tecido adiposo
subcutaneo e armazenamento ectopico de triglicerideos, estando esta condicdo intimamente
relacionada com risco cardiovascular.

Idade, sexo, genética e etnia estdo entre os fatores que podem contribuir para a variacao

de distribuicdo da gordura visceral; mecanismos especificos envolvem hormonios sexuais,
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horménio de crescimento, sintese local de cortisol no tecido adiposo abdominal,
endocanabindides e dieta rica em frutose. 2°

A maior atividade metabolica do tecido abdominal visceral, com atividade lipolitica
exacerbada na sindrome metabolica, contribuem para liberacdo de grande quantidade de acidos
graxos.

O tecido adiposo € capaz de responder de forma rapida e dindmica quando submetido a
excesso de nutrientes, através de hipertrofia (aumento de tamanho) e hiperplasia (aumento do
numero) dos adipdcitos; estas alteracdes podem reduzir o suprimento sanguineo dos adipdcitos
e induzir hipoxia, a qual tem sido considerada o gatilho para as alteracdes inflamatdrias e a
disfuncdo dos adipdcitos, as quais também contribuem para o surgimento de resisténcia
insulinica. 4

Hipdxia tem sido proposta como iniciadora da infiltracdo de macrofagos e necrose do
tecido adiposo e da producdo de mediadores inflamatérios como fator de necrose tumoral alfa
(TNF alfa) e interleucina6 (IL-6).* Além disto, a inflamag&o contribui para o surgimento de
resisténcia insulinica, seja pela desregulacdo de adipocinas do hepat6cito causada pelo
ambiente inflamatorio, seja pela acio quimiotatica de mediadores, como o TNF alfa.?® Muitos
destes marcadores inflamatdrios sdo gerados em macréfagos residentes do tecido adiposo.

Gordura intra-abdominal é reconhecida agora como um 0Orgdo enddcrino ativo,
secretando uma variedade de citocinas (adipocinas) inflamatorias, incluindo leptina, resistina,
interleucinas e fator de necrose tumoral, mas também anti-inflamatorias (como adiponectina),
0s quais sdo importantes fatores de regulagdo energética. 2’ Substancias pro-tromboticas
também estdo aumentadas nestes pacientes.

Podemos considerar a Sindrome Metabdlica, portanto, um estado pro-inflamatorio e

pré-trombotico. 28
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A adiponectina ¢ uma citocina anti-inflamatéria produzida exclusivamente pelos
adipdcitos, que aumenta a sensibilidade da insulina e inibe muitos passos do processo
inflamatdrio (antagonizando por exemplo o Fator de Necrose Tumoral alfa/TNF-alfa). TNF alfa
e IL-6 secretados pelos macrofagos no tecido adiposo causam supressao da sintese de
adiponectina.?® Em ratos, a diminui¢io da concentraco circulante de adiponectina mostrou-se
importante na reproducdo de alteracbes do metabolismo consistentes com a Sindrome
Metabolica. *°

Existe uma relacdo inversa entre adiponectina e tecido adiposo, especialmente visceral.

A adiponectina também mostrou, no figado, ser capaz de inibir a gliconeogénese
hepatica, estando também implicada na patogénese da doenca hepética gordurosa néo alcoolica,
0 que sera melhor discutido juntamente com DHGNA.

Leptina, uma proteina expressa principalmente no tecido adiposo e relacionada com a
saciedade e metabolismo energético, possui a maioria dos receptores no hipotalamo e no tronco
cerebral; os niveis de leptina aumentam no plasma durante o desenvolvimento de obesidade
sem suprimir o apetite, significando resisténcia a leptina. *

Resisténcia a leptina tem sido correlacionada com o aumento de triglicerideos em orgéos
ndo adiposos (como musculo e figado), sendo o seu aumento na circulacdo uma evidéncia
alternativa de Sindrome Metabdlica®® O aumento dos niveis plasmaticos de leptina
correlaciona-se com maior sintese de citocinas inflamatorias, estresse oxidativo e resisténcia
insulinica.

Resistina é também uma adipocina secretada pelos adipocitos, celulas mononucleares
no sangue periferico (macrofagos e mondcitos) e células estreladas do figado, e promove ambos
inflamacéo e resisténcia insulinica em modelos animais; niveis circulantes de resistina estdo

aumentados em ratos obesos e se correlacionam com resisténcia insulinica. 32
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Outras adipocinas inflamatorias e anti-inflamatorias tem sido estudadas, como visfatina,
chemerina, RBP-4(retinol-binding protein 4), adipsina, obestatina, omentina e vaspina ou
serpinal2 (VAT-derivated serine protease inhibitor); entretanto o seu papel na sindrome
metabolica (principalmente na DHGNA) ainda precisa ser melhor compreendido. O acimulo
de gordura visceral leva a uma desregulacdo, em ultima analise, do adipdcito, que passa a
sintetizar produtos biologicamente ativos de forma desorganizada. %

Como mencionado, expansdo, inflamacao e desregulacdo enddcrina do tecido adiposo
podem desencadear resisténcia insulinica, a qual é considerada elemento-chave na
fisiopatologia da sindrome, a ponto de ser chamada de sindrome da resisténcia insulinica. *3

Resisténcia insulinica é definida como uma condicdo fisiopatologica na qual uma
concentracdo normal de insulina ndo produz uma resposta normal de captacdo de glicose em
tecidos alvo, como tecido adiposo, muscular e hepatico. 24

Evidéncias sugerem que os &cidos graxos e seus metabodlitos, como ceramidas e
diacilglicerol, podem prejudicar a sinalizagdo de insulina através de vias de sinalizacdo como
PKC (protein kinase C), MAPK (Mitogen -Activated-Protein -Kinase), JNK (c-Jun N- terminal
kinase) e o inibidor do fator nuclear kB kinase. 3> Estresse oxidativo também pode colaborar
para o estabelecimento de resisténcia insulinica nos tecidos periféricos (adiposo e
musculoesquelético) através de alteracfes nas vias de sinalizacdo da insulina, resultando em
diminuicdo da expressao da proteina transportadora de glicose (GLUT4/glucose transporter 4)
nas membranas plasmaticas; GLUT 4 ¢ o principal responsavel pela captacdo de glicose pelas
células a partir do sangue. 3

Insulina desempenha um papel importante no metabolismo lipidico, ja que a
combinacdo com o seu receptor promove a esterificacdo de acidos graxos, 0 armazenamento

dos acidos graxos em goticulas lipidicas e também inibe a lipdlise. 2°
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Uma vez instalada, a resisténcia insulinica € seguida de hiperinsulinemia, acarretando
diminuicdo da utilizacdo periférica da glicose e estimulo a gliconeogénese hepatica. Promove
também a degradacao de moléculas de triglicerideos (como geralmente estdo acumulados 0s
acidos graxos) do tecido adiposo através das lipases do tecido adiposo, além de estimular a
lipogénese de novo (sintese hepética de acidos graxos), aumentando a oferta total de acidos
graxos e realimentando assim o ciclo. ®

Os receptores nucleares PPAR (Peroxisome Proliferator-Actived Receptors), presentes
tanto no tecido adiposo quanto nas células hepaticas, funcionam como sensores lipidicos que
regulam o metabolismo dos lipideos e da glicose, contrapondo a resisténcia insulinica; sua
atividade ¢ altamente influenciada pelo estado nutricional e pela oferta de acidos graxos.

Os receptores nucleares PPAR sdo uma unica superfamilia subdividida em trés subtipos:

a) PPAR alfa, expresso predominantemente no figado (envolvido no catabolismo de

acidos graxos);

b) PPAR beta, expresso principalmente no tecido musculoesquelético;

c) PPAR gama, expresso principalmente no tecido adiposo. *°

O PPAR gama, frequentemente encontrado no tecido adiposo, é considerado o regulador
master da adipogénese e diferenciacdo celular do tecido adiposo; promove, principalmente
quando exposto a grandes quantidades de &cidos graxos e glicose (ligantes), respostas
biolégicas como: modulacéo da transcricdo de genes envolvidos no metabolismo da glicose e
dos lipidios, captacdo celular de glicose (atraves de expressdo de GLUT 4), captacdo e
armazenamento de acidos graxos, expressdo e secrecdo de adiponectina, entre outros. 3

A adipogénese permite que novos pequenos adipocitos insulino-sensiveis sejam
formados através de fatores de transcricdo (j& que os hipertrofiados tendem a ser mais

resistentes a agéo da insulina). *°
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Estas respostas atuam beneficamente na sensibilizacdo da insulina, contrapondo a

resisténcia insulinica determinante da sindrome metabélica.3®

2.1.5 Sindrome Metabdlica e Risco Quimico

Existe atualmente uma evidéncia substancial que a desregulacdo enddcrina decorrente
de exposi¢do quimica contribui para o risco de cancer, diabetes e possivelmente também de
obesidade e sindrome metabdlica. *

O grupo de moléculas identificadas como capazes de causar desregulacdo enddcrina é
altamente heterogéneo e inclui quimicos sintéticos utilizados como solventes/ lubrificantes,
componentes plasticos, agentes farmacéuticos, pesticidas e metais pesados como cadmio e
chumbo. ¥

Além disto, de acordo com uma revisdo de Alonso-Magdalena, um amplo espectro de
compostos, tais como dioxina, pesticidas e bisfenol mostraram-se capazes de causar resisténcia
insulinica e alteracdo no funcionamento das células beta pancreaticas em modelos animais,
gerando estados metabolicos caracterizados por resisténcia insulinica e hiperinsulinemia.®’

Agentes toxicos podem interferir com a sintese, secrecdo, transporte, ativacdo e
eliminacdo de hormdnios; podem alterar a sinalizacdo de receptores nucleares (como receptores
da tiredide, do estrogénio e da progesterona), modificar atividade de enzimas e fatores de
transcricdo e agir sobre genes. 3

Além disto, alguns tdxicos podem ter como alvo PPAR gama, regulador da adipogénese

e uma importante rota para o desenvolvimento de obesidade. 8

2.2 DOENCA HEPATICA GORDUROSA NAO ALCOOLICA (DHGNA)
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2.2.1 Conceitos:

Doenca hepatica gordurosa ndo alcodlica (também conhecida como NAFLD/Non
Alcoholic Fatty Liver Disease), é definida pela presenca de esteatose hepatica (identificada por
exames de imagem ou histologia) apds exclusdo de outras causas secundarias de acumulo de
gordura hepatica, como consumo abusivo de alcool. ¥

Esteatose hepatica é definida como a presenca de > ou= 5% de infiltracdo de gordura
nos hepatocitos, sem evidéncia de injaria hepatocelular na forma de balonizacdo dos
hepatdcitos. 3°

Esteatohepatite ndo alcodlica (EHNA), também conhecida como NASH (Nonalcoholic
steatohepatitis) caracteriza-se pela presenca de esteatose hepatica, inflamacdo e injaria

hepatocelular (balonizagdo), com ou sem fibrose.

2.2.2 Prevaléncia e Fatores de Risco

Doenca Hepatica Gordurosa Ndo Alcoolica (DHGNA), esta fortemente associada a
Sindrome Metabolica, sendo considerada comumente a manifestacio hepatica da sindrome. 4°

Entretanto, € importante salientar que apesar de a Sindrome Metabdlica ser o principal
fator de risco para DHGNA, nem todos os pacientes com DHGNA apresentam obesidade ou
Sindrome Metabdlica. +*

DHGNA é considerada atualmente a doenca hepatica crénica mais prevalente no mundo
e uma das prinipais causas de cirrose hepética e carcinoma hepatocelular.** E também a causa
mais frequente de aumento isolado de transaminases, quando se exclui outras causas como uso

de élcool e hepatites 42,
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A prevaléncia de DHGNA ¢é maior em populagbes com condi¢cBes metabolicas
preexistentes, como obesidade, dislipidemia e diabetes mellitus. 43

DHGNA afeta cerca de 25% da populagdo global. “*A prevaléncia é de 80-90% entre
obesos.* Em pacientes com obesidade morbida, este valor pode atingir 85-98%.4°

Obesidade central é fator de risco para DHGNA, mesmo com indice de massa corporal
(IMC) normal. 4’

CondicOes associadas a obesidade, como Sindrome da Apnéia Obstrutiva do Sono
(SAOS), também aumentam o risco de NAFLD; outras doencas como hipotireoidismo,
hipogonadismo e mesmo fatores dietéticos como ingesta excessiva de frutose e carboidratos
refinados tem sido evocados na génese da doenca. #*

Diabetes mellitus também é considerado um fator de risco maior para 0
desenvolvimento de DHGNA, havendo uma variacdo de prevaléncia de 29,6-87,1% em
diferentes estudos; uma metanalise recente relatou 59,67% de prevaléncia de DHGNA em
pacientes diabéticos. 48

Cabe lembrar que ambos (DHGNA e DM) apresentam resisténcia insulinica como um
fator patogénico comum e que obesidade oferece um risco adicional para o estabelecimento de
DHGNA.

A associagdo de Diabetes Mellitus e obesidade oferece risco adicional: entre os
diabéticos severamente obesos o risco de DHGNA em algumas séries atingiu 100% e o de
EHNA 50%.%

Além disto, DHGNA é um fator preditor para diabetes tipo Il, j& que ambos estdo
linkados por mecanismos patogénicos comuns, como resisténcia insulinica, hiperinsulinemia,
inflamacéo, desordem do metabolismo lipidico e estresse oxidativo.>® Evidéncias também

sugerem que pacientes diabéticos possuam alto risco para NASH, com diferentes graus de
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fibrose hepética; em adicdo a isto, historia familiar de diabetes também aumenta o risco de
NASH em pacientes ndo diabéticos.>

Dislipidemia também possui relacdo estreita com DHGNA, ja que por definicdo a
homeostasia dos lipidios esta desordenada nestes pacientes.

A prevaléncia de DHGNA em pacientes com dislipidemia tem sido estimada em 50%.%

Niveis de HDL (High Density Lipoprotein) abaixo do normal praticamente dobram o
risco de DHGNA, enquanto na hipertrigliceridemia ele triplica.>!

Sexo, idade e raca também tem sido implicados como fatores de risco para DHGNA.
Numerosos estudos tem apontado que DHGNA e EHNA sdo mais comuns em homens (2x mais
que em mulheres); em mulheres tornam-se mais frequentes com o avancar da idade,
provavelmente por alteragdes hormonais pos-menopausa, refletindo a perda do efeito protetivo
do estrogénio contra a doenca.>?

A prevaléncia de DHGNA é maior entre individuos hispanicos (45%), seguidos por nao
hispanicos (33%%) e afrodescendentes (24%). >3

A prevaléncia de DHGNA parece aumentar com a idade. Um estudo realizado no Japao
encontrou um pico de prevaléncia entre 40-49 anos de idade, enquanto outro estudo chinés

encontrou um pico ent re adultos a partir de 65 anos. >*

2.2.2.1 Fatores Genéticos

Quanto aos fatores genéticos, alguns estudos estimam predisposicdo genética de
DHGNA na ordem de 35-40%, mesmo apds ajustar idade, sexo, raga e IMC.**Varios genes que
modulam passos cruciais do metabolismo da glicose e dos lipidios, inflamacao e fibrogénese

estariam implicados no desenvolvimento da doenca.
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Polimorfismo dos genes TM6SF2 (transmembrane 6 superfamily member 2) e PNPLA
3 (patatin-like phospholipase-3) esta relacionado com o surgimento de DHGNA e pode haver
efeito aditivo entre eles (aumento na sintese de triglicerideos).>® Polimorfismo de PNPLA3 esta
linkado com todos os estagios de DHGNA, enquanto o de TM6SF2 parece aumentar o risco de
progressdo para EHNA.*

Estudos demonstraram que PNPLA3 estd associado com o desenvolvimento de
esteatose (individuos homozigotos GG apresentaram 73% mais depdsito de gordura
comparados com homozigotos CC) e progressao para fibrose (homozigotos GG tem um risco
3,2 vezes maior que homozigotos CC). >’

PNPLA-3 codifica adiponutrina, uma lipase que regula o metabolismo dos
triglicerideos, e certos polimorfismos, como o 1148-M sédo fortemente associados com estato-
hepatite, cirrose hepética e carcinoma hepatocelular.®® Aumento da expressdo da variante
1148M em ratos aumenta a sintese de acidos graxos e prejudica a hidrdlise de triglicerideos,
com consequente acimulo de triglicerideos.”® TM6SF2 também codifica uma proteina que
regula o contetdo lipidico do hepatdcito (proteina transportadora de lipideos); polimorfismos
em que ha diminuicdo na sintese de lipoproteinas e apolipoproteina B reduzem a sintese de
VLDL e estdo relacionados com EHNA e fibrose. ®8°°

AlteracGes epigenéticas consistem em alteracdes a nivel transcricional que afetam a
expressao de genes; metilagdo aberrante de DNA (a principal), modificacdes na histona e
alteracfes no RNA (todos eles influenciados por dieta e metabdlitos) estéo relacionados com o
desenvolvimento e progressdo de EHNA. >°

A prevaléncia de EHNA é de 2-5% na populagdo geral. %°

Em pacientes obesos, a prevalénciade EHNA é de 19%, e entre obesos morbidos é de
509%.4

Em diabéticos, a presenca de fibrose variou de 22%-60% em diferentes estudos. *°
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2.2.3 Causas Secundarias

As causas primarias de DHGNA, como ja discutido, sdo portanto diabetes, obesidade e
dislipidemia.

Outras condicdes clinicas menos frequentes devem ser consideradas em pacientes que
apresentam DHGNA, mas ndo apresentam fatores de risco tradicionais, sendo consideradas
causas secundarias de DHGNA. O Quadro 1 resume as principais causas secundarias de

DHGNA. %
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Quadro 1 — Principais Causas Secundarias de DHGNA

METABOLICO OU HEPATOTOXINAS
NUTRICIONAL ) DROGAS OUTROS
GENETICO AMBIENTAIS
o . . Supercrescimento
Desnutricéo Lipodistrofia Corticoides Solventes Organicos )
Bacteriano
Disbetalipoproteinemi L Produtos .
Nutricdo Parenteral Estrogénios Sintéticos L Hepatite C
a Petroquimicos

Esteatose Hepética . 5
Perda de Peso Abrupta 5 Aspirina Fosforo
Aguda da Gestacéao

Doenca de Wolman
Cirurgia Bariatrica (Deficiéncia de Lipase Tamoxifeno

Acida Lisossomal)

Doenca de Weber- .
. Amiodarona
Christian
Doenca de Wilson Metotrexate

Blogueadores dos

Canais de Ca

Tetraciclina
Acido Valpréico
Antiretrovirais
Cocaina

Fonte: Adaptado de Paul Angulo (2002)*

Perda réapida de peso e by-pass jejuno-ileal sdo fatores de risco para DHGNA;
aproximadamente 2,2%-6% dos pacientes com perda abrupta de peso apresentam

anormalidades hepaticas durante os primeiros 18 meses.
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Nutricdo parenteral pode causar deplecao de carnitina, um componente necessario para
transferir os acidos graxos hepaticos do citoplasma para a mitocdndria, a fim de sofrerem B-
oxidacdo. %3

As medicacdes mais implicadas como fatores causais de DHGNA sdo amiodarona,
tetraciclina, glicocorticoides e zidovudina. %

O papel das hepatotoxinas, especialmente solventes organicos, no surgimento da
DHGNA, é um assunto de interesse crescente, ja que solventes sdo amplamente utilizados no

ambiente industrial (conforme detalhado no item 2.5).

2.2.4 Histéria Natural

DHGNA apresenta um amplo espectro de manifestacdes que variam desde pacientes
assintomaticos com fungdo hepética normal até aqueles com esteatohepatite e cirrose com
complicacdes como faléncia de 6rgéos e carcinoma hepatocelular. 52

Aproximadamente 10-20% dos pacientes com esteatose desenvolvem EHNA %3

Obesidade, diabetes e presenca de fibrose precoce sdo determinantes maiores de pior
prognostico. %2

Hipertensdo arterial e dislipidemia também estdo associados a progressdo da doenca, a
primeira estabelecendo um provavel link entre o sistema renina-angiotensina e fibrose. %

Idade >60 anos esta associada a progressao e pior prognostico; EHNA parece progredir
mais lentamente e de forma menos severa que a esteato-hepatite causada por alcool, com
surgimento de cirrose hepética tardia. ® A progressdo da fibrose na EHNA é de 7 anos para
cada estagio de fibrose, em média, e 14 anos em pacientes com esteatose simples na auséncia

de fibrose. ® Fibrose pode ser revertida na EHNA, especialmente nos estagios iniciais.
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20% dos pacientes com EHNA podem desenvolver cirrose hepatica apos 20 anos e 8 %
podem morrer de causas hepaticas; EHNA ¢ atualmente a segunda causa de transplante hepatico
e a segunda causa mais frequente de carcinoma hepatocelular. ¢

Em contraste, menos de 1-4% dos pacientes com esteatose simples progridem para
fibrose avancada. !

A incidéncia de carcinoma hepatocelular na EHNA é de 1-2%.5!

Pacientes com carcinoma hepatocelular apresentam idade mais avancada, baixa
sobrevida e a doenca pode ndo ser precedida de cirrose hepatica. 3

Doenca cardiovascular e tumores malignos ndo hepaticos sdo as principais causas de

mortalidade em pacientes com DHGNA.%* A figura 1 demonstra a historia natural da DHGNA

Figura 1 - Historia natural da DHGNA

Esteatose
Figado normal simples

Cirrose CHC

Normal

Esteatose

Cirrose
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Fonte: Cohen et al.(2011) 8
2.2.5 DHGNA/Fisiopatologia

Os mecanismos pelos quais determinados pacientes apresentam evolucdo benigna de
DHGNA na forma de esteatose simples e outros evoluem para quadros de inflamacao e fibrose
muitas vezes progressivos (NASH) ainda ndo estdo totalmente estabelecidos.

Sabe-se que a DHGNA é uma doenca poligénica e multifatorial, sendo atualmente mais
aceita a teoria dos mdltiplos hits. ®°

Enguanto esteatose hepatica simples associada a resisténcia insulinica é considerada o
primeiro hit (a elevacdo do conteudo lipidico/geracdo de intermediarios toxicos torna o
hepatdcito vulneravel a outros hits), maltiplos hits tem sido propostos como responsaveis pela
evolugdo para EHNA. °

O fato da inflamac&o poder preceder a esteatose em certas instancias, tem aumentado a
suspeita de que muitos destes hits cursem paralelamente.

Além disto, a cascata de eventos que culmina com inflamacdo e fibrose origina-se
geralmente a distancia do figado, no tecido adiposo e/ou no intestino.

Os miultiplos hits incluem diferencas genéticas, resisténcia insulinica, disbiose e
endotoxinas, secrecdo de adipocinas inflamatdrias e inibicdo de adipocinas anti-inflamatorias,
disfuncdo mitocondrial, estresse oxidativo e do reticulo endoplasmatico e fatores ambientais
como obesidade, fatores dietéticos, acimulo de gordura visceral e exposigdo quimica. "

A seguir, serdo abordados os principais hits intra e extra-hepaticos relacionados com a
evolucéo de esteatose para formas mais graves da doenca:

a) Hits extra-hepaticos:

a-1) Expansao do tecido adiposo/resisténcia insulinica:
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Um estudo japonés demonstrou que a severidade da DHGNA se correlaciona com
acumulo de gordura abdominal e resisténcia insulinica em ambos obesos e ndo obesos. "

Resisténcia insulinica € um fator maior para o desenvolvimento de EHNA. "

Entretanto, nem todos os pacientes com EHNA exibem resisténcia insulinica, e EHNA
pode ser encontrada em pacientes magros e sem fatores de risco identificaveis.”

Ainda que outros fatores, como inflamacéo, desregulacdo de adipocinas e estresse do
reticulo endoplasmatico também contribuam para a instalacéo de resisténcia insulinica, o papel
dos &cidos graxos continua sendo primordial. 4

Resisténcia insulinica hepatica, entretanto, ndo é diretamente proporcional a resisténcia
insulinica em outros tecidos, estando mais relacionada com o contetdo lipidico intra-hepatico.
74

Os &cidos graxo hepéticos que contribuem para o surgimento de resisténcia insulinica
originam-se na maioria das vezes de acidos graxos circulantes no sangue (59%), 26% sao
oriundos da lipogénese hepatica e 15% sdo provenientes da dieta. >

Como ja citado, os acidos graxos circulantes estdo aumentados na Sindrome Metabolica,
em decorréncia do papel lipolitico da resisténcia insulinica no tecido adiposo, liberando uma
maior quantidade de acidos graxos para os tecidos muscular e hepético.

Lipogénese hepética (de novo) é um importante mecanismo de sintese de &cidos graxos,
e decorre principalmente da hiperinsulinemia resultante da resisténcia insulinica.

Lipogénese de novo estd 3 vezes aumentada na DHGNA, através da ativagdo de vias
transcricionais; hiperinsulinemia € capaz de ativar a via transcricional SREBP1 (sterol
regulatory element binding protein 1C) e hiperglicemia a via transcricional ChREBP
(carbohydrate response element binding protein), ambos envolvidos na ativacdo de genes

lipogénicos. "
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Resisténcia insulinica no musculo esquelético também desempenha um relevante papel
na fisiopatogenia da doenca, uma vez que a glicose, impedida de ser armazenada na célula
muscular como glicogénio, é dirigida ao figado para servir de substrato para a lipogénese de
novo e o armazenamento hepatico de lipideos.”’

O aporte aumentado de acidos graxos para o figado, contudo, so resultara em esteatose
se o figado néo for capaz de remové-los do organismo.

Esteatose hepatica resulta do desequilibrio entre o aporte/sintese de acidos graxos no
figado e a capacidade deste em oxida-los ou exporta-los. !

Lipideos séo exportados do figado na forma de VLDL (very low density lipoprotein), e
hiperinsulinemia prejudica a sintese de apolipoproteina B (um dos componentes do VLDL) e a
secre¢do de VLDL em pacientes com EHNA. *°

Hiperinsulinemia também inibe a oxidacdo de &cidos graxos na mitocondria,
contribuindo para o surgimento de esteatose. "

Acidos graxos ndo oxidados ou ndo exportados no figado tendem a ser convertidos em

triglicerideos por reesterificacao.

a-2) Fatores dietéticos:

Fatores dietéticos influenciam a expanséo do tecido adiposo e também a lipotoxicidade.

Alguns nutrientes especificos podem estar relacionados com o desenvolvimento de
inflamacdo hepatica.

Alimentos e bebidas com alto teor de frutose (como refrigerantes, energéticos e outras
bebidas adogadas do milho) tem sido propostos como fator de risco para obesidade e DHGNA;
frutose, em adi¢é@o a promocdo da lipogénese "de novo’’, é um fator pro-inflamatorio que pode

estar relacionado com a regulacéo de genes na DHGNA. 77
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Em ratos, alta ingesta de frutose tem sido associada com esteatose hepatica, balonizagéo
dos hepatécitos, inflamagao e fibrose. ’’

Sapp et al. (2014) demonstrou em zebrafish que frutose (e ndo glicose) induz EHNA
associada a disfungdo mitocondrial e estresse do reticulo endoplasmatico. ’® Estresse oxidativo
e disbiose também tem sido relacionados & ingestdo de frutose. °

Ao contrario da glicose, cuja entrada na célula e introducdo na via da lipogénese é
altamente regulada, frutose no figado é fosforilada e participa da lipogénese praticamente sem
regulacéo. &

Ingestdo de &cidos graxos saturados induz lipogénese de novo, lipotoxicidade, estresse
oxidativo e do reticulo endoplasmatico. ”’

Resisténcia insulinica e lesdes hepaticas NASH-like tem sido observados em
camundongos alimentados com &cidos graxos-trans. &

Dieta rica em colesterol também é fator de risco para EHNA; bidpsias hepéticas de
pacientes com NASH apresentaram maiores niveis de colesterol livre do que os controles
(inclusive nas células de Kupfer e nas células estreladas), ativando inflamagcéo e fibrogénese.””

Toxicidade hepatocelular induzida pelo aumento de &cidos graxos poliinsaturados
O0mega-6 (n-6) e os seus metabdlitos, bem como reducdo nos niveis de acidos graxos
poliinsaturados 6mega-3 (n-3), tem sido descrita em pacientes com EHNA; estudos tem
demonstrado que uma alta razéo de &cidos graxos dmega 6/6mega3 nos hepatocitos e na

circulagdo correlaciona-se com a severidade da EHNA 82

a-3) Micronutrientes:
Metais como ferro e cobre tem tido sua participacdo evocada na patogénese da EHNA.
Disturbios na homeostasia do ferro e do cobre foram observados em um terco dos pacientes

com DHGNA,; sobrecarga hepética de ferro induz reacdo de Fenton e estresse oxidativo,
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enguanto concentracdo baixa de cobre esta relacionada com elevacdo do conteudo intracelular
de triglicerideos e colesterol, assim como modificacdo na composicdo das lipoproteinas. */
Ambos estdo relacionados com esteatose mais pronunciada e injaria hepatocelular.

O papel da hipovitaminose D na DHGNA tem sido evocado; uma metanélise de estudos
observacionais demonstrou que, comparado aos controles, pacientes com DHGNA foram mais
sujeitos & deficiéncia de vitamina D.”® Porém, estudos complementares si0 necessarios para

definir o real papel da vitamina D na fisiopatogénese da doenca.

a-4) Desregulacdo de adipocinas:

As adipocinas, desreguladas na sindrome metabolica, possuem funcgdes especificas no
tecido hepatico.

Os niveis encontrados de adiponectina estdo reduzidos em pacientes com DHGNA e
muito reduzidos em EHNA.8 Um subtipo de adiponectina de alto peso molecular é a forma
mais ativa da proteina e tem forte associacdo com resisténcia insulinica e doenca
cardiovascular. 8

No figado adiponectina é considerada ter efeitos anti-inflamatorios, antifobrogénicos e
de sensibilizacdo de insulina, por acdo nas células de Kupfer, células estreladas e hepatdcitos,
respectivamente. & Adiponectina também estimula a oxidagio de gorduras no figado e no
masculo.

Os efeitos antiinflamatorios sao obtidos atraves do bloqueio da ativagéo do fator nuclear
kB (NFkB), pela secregéo de citocinas anti-inflamatorias como interleucina 10 (IL-10) e pela
supressdo da liberagdo de citocinas inflamatdrias como TNF alfa e interleucina 6(1L-6). %

Os efeitos da adiponectina no metabolismo da glicose sdo mediados por dois receptores:
AdipoR1 (adiponectin receptor 1), mais presente no mausculo esquelético e AdipoR2

(adiponectin receptor 2), sendo AdipoR2 abundantemente expresso no figado. &
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Ligacdo de adiponectina com receptor AdipoR1 ativa a via AMPK (adenosine
monophosphate activated protein kinase), inibindo a gliconeogénese e a lipogénese de novo
(diminui a expressdao de genes envolvidos na codificacdo de enzimas e moléculas que
participam destes processos); beta oxidacdo de acidos graxos e captacdo de glicose também
podem ser estimuladas pela via AMPK. 8

Ligacdo de adiponectina com receptores AdipoR2 aumenta a expressao de genes
envolvidos com a beta oxidacdo de &cidos graxos e o consumo de glicose através da ativacao
de PPAR alfa, resultando em reducéo do conteudo lipidico das células hepaticas e também da
glicemia.®® No figado, PPAR alfa esta envolvido no metabolismo de &cidos graxos através da
regulacao transcricional de numerosos genes.

Adiponectina desempenha, portanto, um papel relevante na resisténcia insulinica
hepética. Pode aumentar a sensibilizacdo da insulina através de varias a¢es, como diminui¢do
da gliconeogénese e glicogenolise e reducdo do contetdo lipidico das células hepaticas e
musculares, facilitando a agdo da insulina®

Leptina também apresenta papel relevante no figado, agindo através de seu receptor
LEPRb (leptin receptor type b), e seu sinal é transmitido pela via JAK-STAT, regulando a
expressdo de SREBP-1 e em consequéncia 0 metabolismo lipidico e da glicose. 8

Estudos em modelos animais demonstraram que resisténcia a leptina é associada com
prejuizo no transporte da leptina através da barreira hemato-encefélica e/ou alteragdes nas vias
de sinalizacdo em que esta envolvida, como diminuicdo da sinalizacéo via JAK-STAT (janus
kinase signal transducer and activator of transcription) &’

Resisténcia a acdo da leptina no hipotdlamo esta associada com acumulo de
triglicerideos no tecido adiposo, figado, musculo e pancreas, resultando em prejuizo na secrecao

e sensibilidade da insulina.?® Leptina também exerce efeito direto sobre a sensibilidade da
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insulina regulando as proteinas IRS (insulin receptor substrate 1 e 2) e efeito modulador nas
células beta pancreaticas. &

Além disso, leptina possui acdes pro-inflamatdrias e pro-fibrogénicas.®

Estudos in vitro mostram que leptina exerce um efeito modulador na ativacéo,
proliferacdo, maturacdo e producdo de mediadores inflamatdrios em diversas células imunes,
incluindo linfdcitos, mondcitos/ macrdéfagos e neutrofilos.*°

Em humanos, a agdo imune da leptina parece ser regulada pelo TNF alfa secretado pelos
mondcitos.®

Uma metanalise em humanos demonstrou uma relacdo entre niveis séricos elevados de
leptina com esteatose e Nash; concentrac@es elevadas de leptina foram associadas com aumento
da severidade da doenca. &

Resistina tem o figado como seu maior alvo; seu aumento esta associado com aumento
na secrecdo de glicose, resisténcia insulinica e aumento na sintese de citocinas inflamatérias,
como TNF alfa, IL-1B, IL6 e IL-12. %’

Entretanto, os estudos relacionando DHGNA e resistina sdo contraditérios; um estudo
envolvendo um ndmero significativo de pacientes com DHGNA comprovada por bidpsia
mostrou que os niveis de resistina foram similares entre pacientes com EHNA. %2

Outras adipocinas tem sido estudadas na DHGNA, sendo requeridos estudos adicionais

para definir o seu papel na doenca.

a-5) Microbiota intestinal/Disbiose:

Um fator de risco adicional que tem sido elencado para o desenvolvimento de EHNA ¢

o desequilibrio patolégico da microbiota intestinal (disbiose).
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Disbiose pode desencadear inflamacao intestinal e prejuizo na integridade da barreira
epitelial intestinal, propiciando que produtos bacteriano alcancem o figado e induzam
inflamac&o hepética e progressdo para EHNA. %

A modificacdo na microbiota intestinal pode estar relacionada com fatores genéticos,
dietéticos, obesidade, uso de antibidticos em animais de consumo, prescri¢do indiscriminada
de antibidticos em seres humanos, patologias do trato digestivo, entre outros. &

Estas alteracdes na microbiota podem ser qualitativas (alteracdo na composicdo da
microbiota) e/ou quantitativas (alteracdo na concentracdo de bactérias).

Embora ndo haja até 0 momento consenso sobre uma conformacao de microbiota tipica
de EHNA, alguns estudos demonstraram predominancia de certos grupos de bactérias, como
Bacterdides, enquanto abundancia de Ruminococcus foi associada com fibrose (F> ou =2); por
outro lado as proporcdes de Prevotella (competidor com Bacterdides) foram menores em
pacientes com EHNA. %

Fatores dietéticos podem estar relacionados com esta distribuicdo, uma vez que dieta
rica em gordura, proteina animal e agUcar favorece o crescimento do género Bacterdides,
enquanto dieta rica em fibras promove abundancia do género Prevotella.®

Bactérias gram negativas (ricas em endotoxinas como lipopolissacarideos) tem sido
implicadas na patogénese da DHGNA,; Escherichia coli e outras bactérias produtoras de etanol
tem demonstrado aumentar a permeabilidade intestinal (o alcool produzido por estas bactérias
compromete a integridade da barreira intestinal). %

Supercrescimento bacteriano no intestino delgado e aumento na circulagcdo de
lipopolissacarideos tem sido encontrados em varios estagios de pacientes com DHGNA. %

Tem sido demonstrado experimentalmente que dietas ricas em gorduras administradas
ao longo de somente trés dias sdo suficientes para aumentar os niveis de lipopolissacarideos

circulantes, indicando associagio entre dieta e disbiose. %
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Lipopolissacarideos podem induzir inflamacdo sisttémica, como ja demonstrado em
camundongos alimentados com uma dieta rica em lipopolissacarideos, os quais desenvolveram
aumento da sintese de marcadores inflamatorios como TNF alfa e IL-6.5"  Além disso,
administracdo experimental de dieta rica em gorduras por 4 semanas foi capaz de aumentar a
concentracdo de lipopolissacarideos em 2-3 vezes, estado definido como endotoxemia e que
mostrou ser capaz de iniciar resisténcia a insulina e contribuir para o aumento de peso. ¥’

Disfuncéo da barreira intestinal parece ser o link entre disbiose e inflamacéo hepatica.*

N&o estd claro, entretanto, se a alteracdo de permeabilidade intestinal é causa ou
consequéncia da inflamacdo hepatica, uma vez que figado e intestino estdo conectados pela
circulacdo enterohepética e ambos sdo capazes de liberar toxinas. Diminuicdo de proteinas
especificas que unem as células epiteliais para formar a barreira intestinal (tight junctions
proteins), como a junctional adhesion molecule A (JAMA), sdo um mecanismo central que
resulta em aumento da permeabilidade intestinal e translocacdo de bactérias para o figado,
derivando em EHNA. %

Produtos bacterianos que se deslocam via barreira intestinal disfuncional para a veia
porta, e dai para o figado, induzem uma resposta inflamatoria a partir da ativacdo de células
inflamatorias intestinais como macréfagos e linfocitos e também a nivel hepatico.

No figado, na superficie das células residentes hepaticas ou intracelularmente, existem
receptores programados para detectar DAMPs (Damage-associated molecular patterns),
liberados por celulas danificadas, e PAMPs (pathogen-associated molecular patterns),
metabolitos de bactérias intestinais (como os lipopolissacarideos)® Estes receptores,
conhecidos como Toll-like receptors (TLRs), sdo expressos em celulas residentes do figado,
tais como hepatocitos, células de Kupfer e células estreladas, e diante de diferentes DAMPs e
PAMPs sdo capazes de atividade pro-inflamatdria e transcri¢éo de genes envolvidos na resposta

inflamatéria imune °°
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Embora componentes bacterianos sejam potentes ligantes dos receptores TLR, em
condic¢des normais estes receptores estdo presentes em pequeno nimero nas células hepaticas e
sdo a primeira linha de defesa contra agentes bacterianos; este equilibrio é rompido em
pacientes com EHNA, com aumento no nimero e na ativacdo destes receptores, sendo a
ativacio continuada deletéria para o organismo. %

Entre os 13 TLRs identificados em mamiferos, somente os TLR-2, TLR-4, TLR-5 e
TLR-9 estdo envolvidos na patogénese da doenca, reconhecendo respectivamente
peptideoglicanos (componentes de bactérias Gram positivas), lipopolissacarideos
(componentes de bactérias Gram negativas), flagelina (proteina estrutural dos flagelos) e DNA
bacteriano. %

80% dos lipopolissacarideos injetados via intra-venosa alcancam o figado em 20-30
minutos, fazendo do figado um 6rgéo alvo de acio, através da ligagcdo com os TLR-4.%

Além disto, PAMPs e DAMPs também podem ser reconhecidos por receptores intra-
celulares (citoplasmaticos) do sistema imune como 0os NLRPs (NOD-like receptors), também
conhecidos como inflamassomas, por formarem um grande complexo multiprotéico intra-
celular formado por receptor (NLR), proteinas adaptadoras ASC e pré-caspase 1; TLRs e
receptores TNF alfa  podem intermediar a ativacdo desta plataforma inflamatdria,
primeiramente através de aumento transcricional dos componentes do inflamassoma via NFkB,
e secundariamente ocorre reunido dos trés componentes estruturais e maturacdo da caspase-
1, a qual cliva pro-1L-1B e pro-1L-18 em suas formas maduras. %

A presenca e ativagdo de NLRP3 tem sido demonstrada como resposta imune inata de
diversos tipos celulares, como células de Kupfer e neutrofilos, e mesmo em células ndo imunes,

como hepatdcitos, células estreladas, células endoteliais e miofibroblastos.
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NLRP-3 ¢, portanto, regulador critico da IL-1B e IL-18, estando sua expressdo
aumentada e tendo responsabilidade direta no desencadeamento da resposta inflamatoria em
pacientes com NASH, em estudos clinicos e experimentais.*

Acidos biliares (cuja sintese e excrecdo é hepatica) podem influenciar a microbiota
através de seus efeitos anti-microbianos, da mesma forma que enzimas produzidas pelas
bactérias podem modificar a composicdo de A&cidos biliares; sua contribuicdo no

desenvolvimento de NASH ainda precisa ser melhor compreendida.

b-) Hits intra-hepaticos:

b-1) Lipotoxicidade:

DHGNA ¢é uma condicdo heterogénea, e isto ocorre porque diferentes tipos de lipideos
com diferentes potenciais de citotoxicidade se acumulam nas células, e a resposta contra esta
lipotoxicidade varia de individuo para individuo. 1

Triglicerideos, o tipo mais comum de gordura encontrada no figado gorduroso, por si
ndo sdo hepatotdxicos (podendo mesmo ser protetores contra a lipotoxicidade), e o grau de
esteatose ndo € preditor de inflamagAo, injuria ou fibrose. 1%

Por outro lado, certos tipos de lipidios que se acumulam no figado, como acidos graxos,
diacilglicerol, ceramidas, ésteres de colesterol, colesterol livre e fosfolipidios podem ser
deletérios ao figado. 10

Uma demanda aumentada de &cidos graxos no figado acarreta sobrecarga/ disfungéo
mitocondrial e estresse oxidativo, resultando em radicais livres e EROS com consequente
injaria hepatocelular, inflamagcéo e fibrose. 1%t

Crescentes evidéncias indicam que a qualidade dos metabolitos lipidicos, mais que a

quantidade, pode desempenhar um papel central no desenvolvimento de NASH. 10t
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Lipidos podem causar toxicidade por diversos mecanismos: disfuncdo mitocondrial,
estresse oxidativo, estresse do reticulo endoplasmatico, prejuizo no mecanismo de autofagia,
geracdo de inflamacdo estéril e perturbacdo das vias de sinalizacao celular; podem interagir
com fatores de transcricao e/ou ligar-se a receptores TLR, promovendo resisténcia insulinica,
inflamacéo, fibrose e morte celular. 1

Esta associacdo do acumulo de lipidios toxicos no figado com estresse
oxidativo/disfuncdo mitocondrial, estresse do reticulo endoplasmatico e prejuizo no mecanismo
de autofagia € denominada lipotoxicidade. ”’

Em estudos experimentais, células cultivadas e expostas a concentracoes altas de acidos
graxos saturados mostraram significativo aumento de morte celular por apoptose; 0 mesmo néo
ocorreu com a exposicdo a acidos graxos insaturados. 1%

Estudos com &cido palmitico, um acido graxo lipotdxico que abunda na circulacdo de
pacientes com EHNA, demonstraram que este é capaz de liberar grande quantidade de vesiculas
extracelulares (exovesiculas) contendo moléculas bioativas como micro-RNAs, lipidios e
proteinas.’%? Estas moléculas podem recrutar e ativar macrofagos e células estreladas
quiescentes, contribuindo com processos chave na fisiopatogénese da doenga, como
inflamagcéo, fibrose e angiogénese.1%2

Dentro dos hepatdcitos, cidos graxos de cadeias longas séo esterificados com glicerol-
3-fosfato para formar monoacilglicerdis, diacilglicerdis e triacilglicerdis (triglicerideos);
moléculas de triglicerideos podem originar diacilgliceréis (diglicerideos) por acdo da enzima
ATGL (adipose triglyceride lipase). 1%2

Diacilglicerois tem sido apontados como causa importante de resisténcia insulinica
hepéatica, promovendo inflamagc&o e progressdo da doenca. 1%

Ceramidas sdo componentes estruturais de membranas celulares e da esfingomielina

(proteina estrutural da bainha de mielina); sdo produzidas no figado a partir de acidos graxos
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de cadeia longa, podendo também ser obtida atraves da utilizacdo da esfingosina ou pela
hidrolise da esfingomielina pela esfingomielinase. 1%3

No passado pensava-se que as ceramidas tinham funcéo puramente estrutural, mas sabe-
se agora que elas atuam tanto diretamente, quanto como segundo mensageiros em diversas
sinalizaces celulares e processos metabolicos.

Ceramidas inibem a sinalizacdo da insulina (colaborando para a instalacao de resisténcia
insulinica), induzem inflamacao (através da regulacao de fatores de transcricdo como NFKB),
disfuncdo mitocondrial, estresse oxidativo e possivelmente apoptose, podendo ter um papel na
progressdo da DHGNA para EHNA. 104

Ratos com esteatose hepatica apresentam aumento na concentracdo hepética de
ceramidas. 104

Citocinas inflamatorias (como TNF alfa e IL-1), lipopolissacarideos, diminuicdo dos
niveis de adiponectina (participa do clearance das ceramidas produzindo ceramidase) e estresse
oxidativo, todos eventos relacionados com EHNA, podem ativar a sintese de ceramidas.** O
acumulo de diacilglicerois e ceramidas no figado de pacientes com EHNA esté relacionado com
disfungdo mitocondrial.

Dados clinicos e experimentais linkam acimulo de colesterol livre no figado com
EHNA. 10

Roedores que receberam dieta com alto teor de colesterol em modelos experimentais
desenvolveram esteatohepatite dentro de 4-12 semanas. 1%

Sobrecarga de colesterol livre nas mitocondrias dos hepatocitos pode precipitar EHNA
por alteracdo na permeabilidade da membrana mitocondrial, o que leva a perda da glutationa
mitocondrial, estresse oxidativo e sensibilizacdo do hepatocito ao TNF alfa e citocinas

apoptdticas (sinalizagdo de morte celular FAS-dependente via deplecdo de glutationa). 1%
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Também existe correlacdo entre os niveis de colesterol plasmatico e hipdxia hepatica;
se acredita que a solubilidade e difusdo do oxigénio estejam prejudicados em membranas com
alto contetdo de colesterol. X7

Os efeitos pro-inflamatdrios do colesterol nos hepatdcitos envolvem a formacao de
cristais de colesterol; cristais de colesterol nos hepatocitos interagem com inflamossomas
NLRP-3 das células de Kupfer para induzir resposta inflamatéria (funcionando como DAMPS).
105

Hidrolizacdo dos ésteres de colesterol em colesterol livre nas células de Kupfer pode
induzir inflamacdo, estresse oxidativo, ativacdo imune e morte celular; também se supde que
na presenca de lipideos toxicos as células de Kupfer se tornem mais sensiveis a ativacdo por
lipopolissacarideos. 1%

Acumulo de colesterol livre nas celulas estreladas induziu fibrose em modelos animais
de NASH. 108

Em adicéo a toxicidade direta do colesterol livre, ocorre um sinergismo de toxicidade
quando o colesterol livre se associa a acidos graxos; os produtos oxidativos do colesterol
(oxiesterois) também podem se combinar com &cidos graxos e contribuem para disfuncdo
mitocondrial e injlria hepatica. 1%

O acumulo de lipidos toxicos nas celulas hepaticas pode, portanto, ativar vias pro-
oxidantes, pré-inflamatorias, pro-fibréticas e pro-apoptoticas responsaveis pelo surgimento de

estresse oxidativo, inflamag&o, apoptose e fibrose.

b-2) Disfungdo mitocondrial:
Estudos tem demonstrado que pacientes com EHNA apresentam alteragdo na

morfologia mitocondrial, estando estas edemaciadas, arredondadas e frequentemente com
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perdas de cristas; por outro lado, na auséncia de anormalidades mitocondriais, o
desenvolvimento de resisténcia insulinica ocasiona o surgimento de esteatose apenas. 1%°

Um fluxo constante de &cidos graxos e lipidos tdxicos através da mitocondria pode
causar fissura mitocondrial e gerar estresse oxidativo, sendo as EROS capazes de danificar o
DNA mitocondrial e os complexos protéicos da cadeia respiratoria mitocondrial. 110

Uma vez que o DNA mitocondrial esta localizado muito préximo da fonte de geragédo
de espécies reativas de oxigénio (EROS) e a mitocondria é aberta, ndo possuindo histona para
protegé-la, dano oxidativo tem sido considerado a principal causa de mutacGes/delecdes no
DNA mitocondrial. 1!

Dano oxidativo do DNA mitocondrial é considerado o evento primario que leva a
alteracdo da cadeia de transporte de elétrons, induzindo disfuncdo mitocondrial e formacéo de
novos radicais livres em um ciclo vicioso. 1!

De fato, severas delecdes do DNA mitocondrial tem sido relatadas em pacientes com
EHNA e esta é seguramente uma das causas das alteragdes de funcdo mitocondrial nestes
pacientes. 112

Diminuicdo da atividade de todos os complexos da cadeia de transporte de elétrons tem
sido reportados na EHNA. 113

DAMPs derivados das mitocondrias danificadas, especialmente moléculas de DNA
mitocondrial livres e peptideos liberados durante o dano fisico as mitocondrias, podem induzir
inflamacéo e apoptose através de multiplas vias. 1!

Moléeculas de DNA mitocondrial liberadas para o citoplasma durante o processo de
morte das células hepaticas podem ativar os inflamassomas NLRP-3. 114

Uma vez instalada a disfuncdo mitocondrial, ocorre colapso da oxidacdo de moléculas

de gordura, com geracdo sucessiva de metabolitos toxicos, estresse oxidativo e perda da

capacidade antioxidante, colaborando de forma decisiva para o surgimento de EHNA.*®
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b-3) Estresse do Reticulo Endoplasmatico:

Reticulo endoplasmatico € a principal organela responsavel pela maturacéo,
dobramento, transporte e modifica¢fes bioldgicas das proteinas, além de ser um reservatdrio
maior de célcio na célula e um importante regulador da homeostasia dos lipidios. ¢

A alta qualidade no dobramento das proteinas é essencial para o seu perfeito
funcionamento e sobrevida celular.

Situacdes de estresse bioldgico, como hiperlipidemia (especialmente aumento de acidos
graxos ou colesterol livre) e hiperinsulinemia, as quais fazem parte da fisiopatogenia da
DHGNA, podem levar ao acumulo de proteinas ndo dobradas e/ou mal dobradas no reticulo,
determinando estresse do reticulo endoplasmatico. 1t/

Hiperglicemia, disfuncdo mitocondrial, estresse oxidativo e deplecéo de fofatidilcolina
também sdo causas de estresse do RE. 11°

H& uma evidéncia crescente da conexdo entre estresse de RE e DHGNA, de fato, muitos
processos lipogénicos ocorrem no reticulo endoplasmatico (producédo de colesterol, sintese dos
lipidios da membrana, reunido de particulas de VLDL). 18

O reticulo endoplasmaético é o principal local de sintese de lipidios nos hepatdcitos
(SREBP1c se localiza em sua membrana), e contém todas as principais vias metabdlicas dos
lipidios, incluindo lipogénese, sintese e armazenamento de trigliceridios e oxidacéo de acidos
graxos*®

VLDL é formado pela reunido de colesterol e triglicerideos ao redor da apolipoproteina
B 100; estresse do reticulo pode prejudicar a formacdo de VLDL e portanto a secrecdo de
triglicerideos da célula hepatica na forma de VLDL, resultando em esteatose. 12

Estresse do RE também leva a regulacdo de genes envolvidos no metabolismo lipidico

e a doencas que resultam em desregulagio do metabolismo lipidico, como obesidade.*?°
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Estudos desenvolvidos em modelos animais e seres humanos sugerem que altos niveis
de colesterol podem desencadear estresse RE e induzir esteatose ou NASH. 116

O reticulo endoplasmatico também é sensivel ao acimulo de acidos graxos e outros
lipidios tdxicos (como diglicerideos), levando ao acimulo de proteinas ndo dobradas ou mal
dobradas. 1%

O estresse do reticulo endoplasmatico, por sua vez, ativa uma resposta conhecida como
UPR (Unfolded Protein Response), uma tentativa das células se adaptarem ao estresse e
reestabelecerem a homeostasia, evitando o aimulo de proteinas defeituosas e lipidios, e o inicio
da apoptose. 1?2 Niveis altos de lipidios e proteinas mal dobradas sdo, portanto, capazes de
desencadear UPR, a partir de um ambiente lipotoxico. 122

A UPR possui trés bragos (proteinas que funcionam como sensores de stress): Protein
kinase R-like endoplasmic reticulum kinase (PERK), Activating transcription factor 6 (ATF6)
e Inositol-requiring enzymel(IREL); estas trés vias sdo ativadas por chaperonas do Iimen do
reticulo através de trés receptores transmembrana, mantidos normalmente inativos por ligacdo
com a proteina BiP/GRP78 (binding immunoglobulin protein/glucose-regulated protein78).122
Entretanto, sob estresse do RE, esta chaperona liga-se preferencialmente a proteinas mal
dobradas acumuladas no reticulo, liberando os trés sensores para atividade. 12

O sistema de respostas da UPR envolve inibicéo transitoria da tradugdo de proteinas
(diminuindo o influxo de novas proteinas no reticulo), ativacdo do ERAD (ER-associated
protein degradation), o qual desloca proteinas do reticulo para o citosol a fim de serem
degradadas por proteassomas, e a modulacéo transcricional de genes que codificam chaperonas
e anti-oxidantes a fim de aumentar o dobramento de proteinas e a sintese de proteinas
envolvidas no ERAD. 1%

UPR tem sido associada a varios tipos de resposta inflamatoria, como ativagdo de NFkB,

INK, IL-6 e TNF alfa 1%, Esta ativada em varias doencas, como obesidade e DHGNA, e se 0
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estresse do reticulo for elevado ou sustentado, autofagia e/ou apoptose serdo acionadas na
tentativa coordenada de restaurar a homeostasia celular.*??> O organismo, por sua vez, responde
a UPR através da ativacdo de outras vias.

A via Keapl-Nrf2-ARE possui trés componentes celulares: Kelch-like ECH —related
factor 2 associated protein 1 (Keapl), nuclear factor erythroid 2-related factor 2 (Nrf2), e
antioxidant response elements (ARE). Em condicdes fisioldgicas normais, Keapl estd
associado com Nrf2 (geralmente no citoplasma), de forma inibitoria; entretanto, sob estresse
oxidativo ou do reticulo, Keap1l se dissocia de Nrf2, que migra para o ndcleo e se ligacom ARE
de genes de fase Il para traducdo de enzimas detoxificadoras como glutationa peroxidase (Gpx),
glutationa redutase (GR), tioredoxina (TRX) e peroxiredoxina (PRX) a fim de prevenir o
estresse oxidativo. 1%

Estresse do RE esta linkado com estresse oxidativo através de ativacdo prolongada da
UPR, por 3 mecanismos: expressdo aumentada de CHOP, expressdao aumentada de ERO-1
(Endoplasmic reticulum oxidoreductin 1) e diminuicdo da expressdo de SERCA (sarco
endoplasmic Ca 2+-ATPase). 126

ERO-1 (uma flavoenzima) e a chaperona PDI (protein dissulfide isomerase) sé&o
essenciais para o processo de enovelamento de proteinas (quando a proteina dobra-se sobre si
mesma para tornar-se ativa), através da formacéo de pontes dissulfeto, fundamentais para o
enovelamento e manutencéo da conformacdo das proteinas (que s6 deixam o limen do reticulo
quando devidamente dobradas). 12’

As pontes dissulfeto s@o geradas a partir de reacdes de oxi-reducdo; durante este
processo, PDI oxida o substrato protéico e é susequentemente reduzida; ERO1 reoxida e reativa
PDI para um novo ciclo de enovelamento oxidativo, e através do seu co-fator FAD (Flavine

Adenine Dinucleotide) transfere elétrons para o oxigénio molecular, produzindo H202. ¥’
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Em resumo, o estresse do RE e cada brago da UPR podem contribuir para o surgimento
de esteatose por promoverem lipogénese de novo e lipolise, reducdo na oxidacdo de acidos
graxos e prejuizo na secrecdo de VLDL; o brago IRE1/XPB1 tem demonstrado participacéo
crucial no metabolismo lipidico através do processo de lipogénese e regulacdo da secrecdo de
VLDL, e os bragos IRE 1, ATF6 e PERK sdo importantes no desencadeamento de estresse
oxidativo, ativacdo de inflamossomas, ativacdo da via NFkB (o qual promove secrecdo de
fatores inflamatorios e quimiotaticos que resultam em piora da inflamacédo hepatica e inicio de

fibrose) e ativacéo da via JNK( promotora de inflamac&o/apoptose). 11

b-4) Estresse Oxidativo:

O estresse oxidativo tem sido considerado um dos hits mais importantes na evolucao de
esteatose para inflamacdo e fibrose. Por ser um dos objetivos deste estudo, sera abordado em
separado no item especifico a seguir (item 1.3). A figura 2 demonstra 0 modelo dos multiplos
Hits.

Figura 2 - Modelo dos multiplos hits
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Fonte: Chen et al .(2018) 1?8
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2.3 ESTRESSE OXIDATIVO

2.3.1 Conceitos e Importancia

Estresse oxidativo é o desequilibrio entre agentes oxidantes e anti-oxidantes em favor
dos oxidantes, levando a uma perturbacdo do controle e da sinalizacdo redox e/ou dano
molecular. 12°

Este desequilibrio ocorre principalmente como resultado do excesso de producdo de
espeécies reativas de Oxigénio (EROS) e/ou pela diminui¢do da atividade de enzimas anti-
oxidantes. Exposicao crénica ou intensa a estressores pode resultar em excessiva producédo de
EROS. Além de EROS, espécies reativas de Nitrogénio (ERNS), entre outras espécies
quimicas, também podem reagir com estruturas celulares.

Os agentes pré-oxidantes causam estresse oxidativo através de insulto direto ou de
saturacdo da maquinaria anti-oxidante. 13

EROS, por defini¢do, sdo moléculas quimicamente reativas produzidas dentro de
sistemas bioldgicos. 13

Consistem em pequenas moléculas instaveis de curta duracdo e alta reatividade. Podem
ser radicais livres (como superdxido e radical hidroxila), ou moléculas ndo radicalares, como
peréxido de hidrogénio e oxigénio singlet. Radicais livres, por sua vez, sdo atomos ou
moléculas que possuem 1 ou mais elétrons ndo pareados em um de seus orbitais (geralmente
no orbital mais externo), tornando-se reativos. 132

No entanto, nem sempre estas espécies reativas sdo prejudiciais a saude. Classicamente,
EROS séo apontadas como moléculas de defesa liberadas por macrofagos e neutréfilos na
destruicdo de patdgenos como bactérias. Evidéncias indicam o seu papel como segundo

mensageiro com influéncia em moléculas envolvidas na sinalizacdo celular; como
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consequéncia, podem causar crescimento, diferenciacio, progressdo e morte celular.’?® Em
resposta a estressores, podem regular a funcdo mitocondrial, modular a expressdo de genes e

proteinas de estresse e 0s niveis de antioxidantes; também séo capazes de ativar o sistema

imune. 131

2.3.2 EROS e ERNS

As principais espécies reativas de oxigénio e nitrogénio estdo resumidas abaixo no

quadro 2.

Quadro 2 - Principais espécies reativas de oxigénio e nitrogénio

Espécies Reativas de Oxigénio

Espécies Reativas de Nitrogénio

Radicais livres
superdxido (O2.-)
hidroxila (OH.)
radical alcoxil (RO.)
radical peroxil (ROO.)

Radicais livres
oxido nitrico (NO.)
dioxido de nitrogénio (NO2.)

Espécies ndo radicalares
peroxido de hidrogénio (H202)
oxigénio singlet (102)
0z6nio (Os)
hidroperéxido (ROOH)

Espécies ndo radicalares
peroxinitrito (ONOO-)
cation nitrosila (NO+)
anion nitrosila (NO-)

trioxido de dinitrogénio (N20s)

tetradxido de dinitrogénio (N20a4)
acido nitroso (HNO2)
acido peroxinitroso (ONOOH)
cloreto de nitrila (NO2Cl)

Fonte: Adaptado de Phaniendra et al. (2015). 1%

O radical superdxido ¢ o radical mais comum e abundante na célula e € produzido pela

adicao de um elétron ao oxigénio. Sua origem envolve principalmente o metabolismo oxidativo

55



mitocondrial e a producdo enzimatica através das NOX (NADP-oxidases). Outras enzimas
como xantina-oxidase, ciclooxigenase e lipooxigenase também podem sintetiza-lo.*%

E considerado um Radical Livre (RL) primario, porque interage com moléculas na
célula e forma RL/ EROS secundarios via processo catalizados por enzimas ou metais. E
instavel e de curta duracdo. Sua reatividade com biomoléculas € baixa. Possui como locais de
acao principalmente os centros de ferro e enxofre das cadeias respiratédrias das bactérias e as
mitocondrias. 134

Apesar de 0 nome sugerir que este radical tenha um alto poder oxidante, o superoxido
atua na maioria das reagcbes como um agente redutor, e é o radical livre com menor poder de
oxidacgo. 1

O superoxido pode ser rapidamente transformado em peroxido de hidrogénio (H202)
pela acdo da enzima superdxido dismutase (SOD) e entdo reduzido a agua pelas enzimas
catalase ou glutationa peroxidase (GPx). 1%

Superdxido também pode reagir com outra molécula de superoxido (reacdo de auto-
dismutac&o), para formar H202. 13

Também pode reagir com Oxido nitrico (NO), uma espécie reativa de nitrogénio
formada pela éxido nitrico sintase (NOS) durante o metabolismo da arginina em citrulina, para
formar peroxinitrito (ONOO-), um poderoso oxidante.’®” De fato, células de defesa como
macrofagos e neutrofilos sdo capazes de liberar simultaneamente superoxido e 0xido nitrico
nos vacuolos fagocitarios para gerar peroxinitrito a fim de eliminar bactérias. 18
Em baixas concentracfes, 0xido nitrico pode regular a meia-vida celular, o tonus do

masculo liso e a sinalizagdo imune; em concentragdes mais altas, entretanto, pode reagir com

oxigénio ou superoxido formando ERN como peroxinitrito e diéxido de nitrogénio(NOz). 13
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Espécies reativas de nitrogénio (ERN) possuem, portanto, estreita relacdo com EROS.
Superproducéo de ERN € conhecida como estresse nitrosativo, e tal qual o estresse oxidativo
pode causar fragmentacdo do DNA e oxidagao lipidica.t®

Peroxido de Hidrogénio (H202) é um metabdlito do oxigénio extremamente deletério,
porque participa das reagcdes que produzem o radical hidroxila (OH °), em presenca de metais
como o Ferro e Cobre (Reacdes de Fenton e Haber-Weiss). 1*°

Na reacédo de Fenton, reage com Fe e Cu para gerar radical hidroxila, enquanto na reacao

de Haber-Weiss reage com superdxido, também na presenca destes ions, para gerar o radical

hidroxila, como demonstrado na figura 3.

Figura 3 - Geracdo de EROS/Reacdo de Fenton e Haber-Weiss
Q,+te- = O - (anion superoxido)

0; +H0 > HO; - (radical hidroperoxila)
HO; +e-+H H; O (peroxido de hidrogénio)
H0; +te- —2 OH - + OH (radical hidroxila)

Reacio de Fenton
H;O; +Felt =—3» OH- + OH+ Fe "
(Cu™) (Cu~d)

Reacio de Haber-Weiss
Oz +H202 > 0O; +OH- +0H -
Fe/ Cu

Fonte: Adaptado de Klaunig et al. (2010 )*3°

H202 pode ser obtido por dismutacdo (espontédnea ou catalalisada por enzimas) do
superoxido ou reducéo divalente do oxigénio molecular.
Peroxido de hidrogénio por si s6 ndo é um radical livre por ndo apresentar elétrons de

configuracdo impar; entretanto € precursor de espécies reativas como os radicais peroxil e
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hidroxila. Possui habilidade de atravessar membranas celulares livremente, ao contrario do
superdxido (que apresenta baixa solubilidade), e embora seja uma molécula estavel e ndo cause
dano ao DNA, pode ser altamente toxico.!

A maior parte dos efeitos toxicos atribuidos ao perdxido de hidrogénio devem-se na
verdade ao radical hidroxila.

O radical hidroxila é considerado o radical livre de oxigénio mais reativo, devido a sua
meia-vida curta e capacidade de reagir com qualquer estrutura celular que se encontre préxima.
139

O fato de ndo haver um antioxidante natural torna o radical hidroxila ainda mais danoso.

Radical hidroxila, assim como peroxinitrito, sdo oxidantes potentes capazes de danificar
macromoléculas e desencadear morte celular por necrose e/ou apoptose.

O oxigénio singlet (*O2) é a forma excitada do oxigénio molecular e ndo possui elétrons
desemparelhados na ultima camada; os 2 elétrons ocupam o0 mesmo orbital deixando o orbital
vazio altamente reativo. E produzido in vivo pela ativacdo de neutr6filos e eosindfilos e por
reacOes catalisadas por peroxidases (como mieloperoxidase), lipooxigenases e dioxigenases;
ndo apresenta restricdo no transporte de elétrons (ao contrario do oxigénio molecular), o que o
faz altamente reativo e capaz de produzir radicais alcoxil (RO) e peroxil (ROO). *°

Em quantidades excessivas, oxigénio singlet induz estresse oxidativo e apresenta efeitos
toxicos, decorrentes da oxidacao de lipidios, proteinas e acidos nucléicos. 14°

Possui alta reatividade com &cidos graxos e e capaz de induzir a expressdo de genes
envolvidos com o estresse oxidativo e inflamacéo, o que faz com que seja uma das espécies

reativas de oxigénio mais agressivas. 14°

2.3.3 Fisiopatologia da Geracdo de EROS/ERNS
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EROS podem ser gerados a partir de fontes enddgenas ou exdgenas.

A primeira categoria refere-se a EROS/ERNS formados durante processos bioldgicos

naturais, como bioprodutos de reacGes quimicas (figura 4).

A segunda categoria esta relacionada com EROS/ERNS formados em decorréncia de

exposicao a xenobidticos, bactérias ou citocinas, como um mecanismo de defesa do organismo

contra agentes externos (figura 5).

Figura 4 - Fontes enddgenas geradoras de EROS/ERNS

Fontes enddgenas geradoras de EROS/ERNS

Oxidacao Microssomal
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Flavoproteinas Membrana
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Fonte: Kurutas (2016)%3
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Figura 5 - Fontes exdgenas geradoras de EROS/ERNS
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Fonte: Dayem et al (2017).14

As principais fontes enddgenas de EROS sdo as mitocéndrias e os complexos NOX
(NADP-oxidases) nas membranas plasmaticas celulares; outras fontes importantes sdo o
reticulo endoplasmatico e peroxissomas.

A beta oxidacdo de &cidos graxos € um mecanismo central para a producdo de energia
para 0 organismo.

A oxidagdo de acidos graxos ocorre dentro das mitocondrias (beta-oxidagéo),
peroxissomas (beta-oxidacao) e reticulos endoplasmaticos (6mega-oxidacio).#?

Em geral, &cidos graxos de cadeia curta, média e longa sdo oxidados dentro da
mitocondria (beta oxidacdo), enquanto acidos graxos toxicos, de cadeias muito longas, séo
oxidados nos peroxissomas.*®> Uma vez dentro das células, &acidos graxos podem ser
esterificados ou sofrer beta oxidagdo (quebra das cadeias de acidos graxos ou “queima”),

gerando acetilcoenzima A (acetil-coA). 144
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A beta oxidacdo mitocondrial de acidos graxos esta acoplada a sintese de ATP
(Adenosina Trifosfato) que ocorre nesta organela, atraves da formacédo de NADH e FADH2.

Especificamente a mitocondria, através do metabolismo oxidativo, representa a maior
fonte celular de producédo de EROS. O acumulo de calcio no citoplasma resulta em gatilho para
a ativacdo mitocondrial da cadeia de transporte de elétrons. 14!

O processo de oxidacdo normal do oxigénio, fundamental para o metabolismo
energético celular e formacéo de ATP (adenosina Trifosfato) ocorre na mitocondria, sendo que
em 95-98% das vezes 0 oxigénio recebe 4 elétrons de uma s6 vez (reducéo tetraeletrdnica),
formando ATP e liberando &gua e gas carb6nico; porém em 2-5% das vezes 0 oxigénio recebe
um elétron de cada vez (reducdo monoeletrénica), formando intermediarios toxicos e reativos,
principalmente nos complexos I e 111. 1%

O NADH e FADH2, co-fatores enzimaticos que participam desta e de outras vias
metabolicas que ocorrem dentro da mitocdndria, ao se reduzirem, a partir das moléculas NAD
e FAD, recebem elétrons (retirando-os dos substratos em que atuam), que sdo transportados por
carreadores até a cadeia respiratoria (principalmente complexos I, I11 e IV) até o receptor final
de elétrons, o oxigénio molecular. 112

Radicais livres e espécies reativas de oxigénio (EROS) como superoxido e peroxido de
hidrogénio podem se formar durante este processo.

NOX (NADPH-Oxidases) representam uma fonte ndo mitocondrial de geracdo de
EROS (superoxido e perdxido de hidrogénio) e sdo ativadas por varios fatores de crescimento,
calcio e citocinas. Estas oxidases sdo geralmente inativas até os neutrofilos e macrofagos serem
ativados apds exposi¢cdo a microorganismos ou mediadores inflamatérios, resultando na

producdo de EROS.

61



NOX possui 7 isoformas em mamiferos (NOX 1-5 e Dual-Oxidase/DUOX 1-2), sendo
aNOX 1, a NOX 2 e a NOX 4 as principais produtoras de EROS no figado; NOX1 e NOX 2
produzem principalmente superéxido, enquanto NOX 4 produz diretamente H202. 146

Estas enzimas desempenham papel crucial na formacédo de superoxido via reducédo de
oxigénio mediada pela doacdo de elétrons de NADPH (NADPH doa elétrons para molécula de
Flavina Adenina Dinucleotideo/FAD, para o grupamento HEME e finalmente para a molécula
de Oxigénio formar superdxido). 14

Nos peroxissomos, a principal via de producao de radicais livres é a beta-oxidacdo de
acidos graxos, resultando em H202 como produto final; outros sistemas enzimaticos dos
peroxissomos, como xantina-oxidase (também gerada no citoplasma), podem gerar além de
H202, o radical superoxido. 32

No reticulo endoplasmatico, enzimas como citocromo P450/NADPH-citocromo P450
redutase, b5, ERO-1 e diamina-oxidases também podem gerar EROS. 14

O reticulo endoplasmatico liso hepético pode realizar dmega oxidacao por membros da
familia citocromo P450 4A; este mecanismo € utilizado preferencialmente para detoxificacéo
de componentes toxicos exdgenos e enddgenos, mas pode tornar-se mais prevalente em caso
de aumento do influxo hepatico de &cidos graxos ou beta oxidacdo defectiva.l’® Também
contribuem para o estresse oxidativo do reticulo o citocromo P450 2E1, envolvendo ativagéo
da enzima citocromo P450 redutase, mecanismo implicado na progressdo de esteatose para
estato-hepatite.1*2

Outros sistemas enzimaticos presentes no citoplasma (NOS-6xido nitrico sintase) e nas
membranas plasmaticas (ciclooxigenase, lipooxigenase...) também estdo envolvidos na
producdo de EROS.

Xenobioticos (incluindo agentes quimicos, alcool e tabaco), microorganismos, citocinas

e radiacdo estdo entre as principais fontes exdgenas de estresse oxidativo.'*
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2.3.4 Lipoperoxidacao

Por serem espécies muito reativas, as EROS assim que se formam reagem
principalmente com os lipideos (acidos graxos poliinsaturados) das membranas, fenémeno este
conhecido como lipoperoxidacao, que nada mais é que a oxidacdo das membranas celulares por
acao de radicais livressEROS, comprometendo a integridade celular.

Glicolipidios, fosfolipidios e colesterol sdo alvos bem conhecidos de dano peroxidativo,
sendo os acidos graxos o principal substrato da lipoperoxidacao.

O radical hidroxila (OH) é considerado o principal iniciador do processo de
lipoperoxidacdo, através da retirada de um atomo de hidrogénio dos &cidos graxos da
membrana.'*® Outros radicais como o radical alcoxil (RO) também podem iniciar este processo.

Sistemas enzimaticos pré-oxidantes como citocromo P450, ciclooxigenase e
lipooxigenase também sdo capazes de induzir lipoperoxidacdo.’*® A figura 6 resume o
mecanismo basico de lipoperoxidagdo. Os radicais livres lipidicos sdo representados pela letra

R.

Figura 6 - Mecanismo Bésico da Lipoperoxidacao
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A) INICIACAO: O Hidrogénio (e seu Tinico elétron) ¢ abstraido do carbono do grupamento

metileno da cadeia de acidos graxos _formando um radical lipidico C* (ouR ")

H

- C-+ OH (ouRO") =—» H20(0uROH) *+- C°

B) PROPAGACAO: O Radical Lipidico C * (ou R ") se une com 02 formando ROO’

(Radical Peroxil)

- ¢c'-to2=- C -

O Radical Peroxil (ROQ") instavel reage com o acido graxo adjacente retirando H e

formando ROOH (Hidroperoxido Lipidico) perpetuando o processo se este nfo for contido.

02. H O2ZH

C) TERMINACAO Ocorre quando os radicais C " (R ") e ROO * propagam-se até destruirem
a si proprios.
ROO" + CCR) ——> ROOR

ROO' + rROO® —m> ROOR + 02

Fonte: Adaptado de Halliwell (1994).148

Na fase de terminacdo, dois radicais peroxil reagem entre si formando um tetroxido
instavel que se decompde dando origem ao oxigénio singlet e carbonilas excitadas que retornam
a0 seu estado fundamental emitindo quantas de luz visivel.}*

A fase de terminagdo também pode ocorrer por agdo de anti-oxidantes.

Os principais produtos primarios da lipoperoxidagao sao os hidroperdxidos, produzidos
durante a fase de propagacéo; este pode ser reduzido pela GPx evitando o dano peroxidativo ou
induzir novos hidroperoxidos alimentando o processo de lipoperoxidacdo; também podem

reagir com peroxinitrito e com acido hipocloroso.t*
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Durante o processo de lipoperoxidacdo, a fragmentacao dos perdxidos pode produzir
produtos secundarios, aldeidos como malondialdeido (MDA), propanal, hexanal e 4-hidroxi-2-
nonenal (4-HNE). E ao contrario das EROS, que atacam moléculas proximas aos sitios em que
foram geradas, estes aldeidos podem facilmente se difundir por membranas e modificar
qualquer proteina do citoplasma e do nacleo, mesmo longe de onde foram gerados, e danificar
0 DNA. %0

MDA parece ser 0 mais mutagénico produto da lipoperoxidacdo, enquanto 4-HNE é o
mais toxico (pode ser detoxificado por conjugacdo com GSH); MDA tem sido utilizado como
biomarcador de lipoperoxidagao devido a sua facil reagdo com o &cido tiobarbitarico.'* Estas
substancias amplificam o dano tecidual, difundindo EROS para o espaco extra-celular.

Lipoperoxidacdo (LPO) é um dos principais mecanismos de morte celular induzida por
radicais livres/EROS, podendo levar a morte de hepatdcitos muito rapidamente através da
destruicdo de suas membranas. °

Desequilibrio idnico (como o afluxo intracelular de célcio) esta diretamente implicado
neste processo, pois ativa proteases na degradacdo de membranas (como liberacdo de enzimas
hidroliticas dos lisossomas) e nucleases (fragmentando o DNA), culminando com a morte
celular. 2 A figura 7 resume o mecanismo geral do estresse oxidativo induzido por varios

fatores no figado.
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Figura 7 - Fatores que influenciam o estresse oxidativo hepatico
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Fonte: Adaptado de Li S et al.(2015)%

2.3.5 Inflamacao/Fibrose/Morte celular

Estresse oxidativo, dentre os varios hits envolvidos no surgimento de NASH, parece ter
um papel primordial na progressdo de esteatose para inflamagcao e fibrose.>

A geracdo de excesso de EROS, em adicéo a lipoperoxidacdo de membranas celulares,
resulta em injuria hepatocelular.*>* Os radicais livres podem causar dano oxidativo a proteinas,
lipideos e ao DNA celular (mutages), seja através de dano direto ou agindo como moduladores
da inflamacéo. &’

O resultado da injaria hepatocelular (DAMPs), em conjunto com PAMPs de
microorganismos e moléculas de lipidios, podem se ligar a receptores das células de Kupfer e
outras células hepéticas; a ativacdo destes receptores de reconhecimento (Toll like
receptors/TLR e Nod like receptors/NLR), por sua vez, é capaz de ativar varias vias

inflamatorias. 1°°
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Uma vez ativados os receptores TLR e NLR, vérias cascatas inflamatorias se iniciam,
incluindo producéo de citocinas (como TNF-alfa e interleucinas), quimiocinas (como MAPK e
P13K), fatores de crescimento, fatores de transcricdo (principalmente NFKkB), inflamassomas e
fatores de reparo tecidual.*>®

Se o receptor de reconhecimento ativado for TLR, NFkB sera ativado, se for NLR
citoplasmatico, serdo ativados inflamassomas; NFKB é capaz de regular centenas de genes pro-
inflamatdrios, estando implicado na sintese de TNF-alfa, TGF-B e na regulacéo de IL-6, IL-8
e Fas-ligante.™® IL-6 pode ativar a via JNK, envolvida em inflamacéo, apoptose e resisténcia
insulinica. 26 TNF alfa pode ser responsavel pela ativagio sustentada de JNK. %

Inflamacdo € necessaria para remover debris e promover o acumulo de células
cicatrizantes, como células progenitoras e miofibroblastos; entretanto, excessiva inflamacao
compromete a viabilidade de hepatdcitos residuais e conduz ao supercrescimento de células
progenitoras e fibroblastos, derivando fibrose progressiva. 1

Fibrogénese € decorrente da sinalizacdo de hepatdcitos lesados e macrofagos ativados,
levando a ativacdo de células estreladas quiescentes em miofibroblastos, os quais produzem
colageno e matriz protéica extracelular de forma mais rapida que sua degradagéo. 7

Células de Kupfer ativadas secretam, estimuladas por DAMPs, TGF-B (tumor growth
factor-B), PDGF (platelet-derived growth factor), entre outros fatores que possuem estimulo
mitogénico sobre células estreladas, promovendo fibrose. 1%

Ativacdo de vias inflamatorias como NFKB e JNK sdo consideradas elementos chave
linkando inflamagéo e fibrose.>® Mediadores como TNF-alfa e IL-1B podem ativar NFKB nas
células estreladas promovendo fibrose.®® NLRP3 também contribui em larga escala para o
desenvolvimento de fibrose decorrente de inflamagao cronica. 1

Muitos fatores de transcricdo e receptores como NFkB, NLRP3, AP-1, p-53, PPAR e

Nrf2 sdo ativados por estresse oxidativo, que pode regular a expressdo de muitos genes;
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presenca de estresse oxidativo e diminuicdo das defesas anti-oxidantes tem sido observados em
quase todos os cenarios de fibrose em modelos clinicos e animais.’® EROS também podem
interagir diretamente com as células estreladas (desequilibrio redox pode contribuir na sua
transformacédo da forma quiescente para ativada) ou estimular a geracdo de mediadores pro-
fibrogénicos a partir de células inflamatdrias. 1>

A resposta primaria contra estresse oxidativo/nitrosativo de leve a moderado é
principalmente modulada pela cooperacédo destas vias: MAPK, NFKB e AP-1; entretanto, com
0 aumento de intensidade do estresse, a via Keapl-Nrf2-ARE também é ativada para induzir
defesas anti-oxidantes. **°

Morte hepatocelular sustentada é outra caracteristica comum de pacientes com NASH
e tem sido implicada no desenvolvimento de fibrose. 1%

Apoptose, um processo de morte programada altamente organizado e geneticamente
controlado, é a forma predominante de morte celular em pacientes com NASH; pode ser
iniciada por via extrinseca (receptores de membrana) ou por uma via intrinseca (disfuncéo de
organelas como mitocondria e reticulo endoplasmatico). 1%

Ambas vias convergem para a ativacdo de caspases efetoras 3 e 7, que executam as
alteracGes apoptoticas finais. 16

Portanto, estresse oxidativo e inflamacdo interagem entre eles para criar um ambiente
favoravel para o desenvolvimento de fibrose, desempenhando um papel importante na ativagdo

de células estreladas. 1%°

2.4 SISTEMAS DE DEFESA ANTIOXIDANTE

Estresse oxidativo pode resultar em adaptacdo, injaria ou morte celular.
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Antioxidantes sdo fundamentais para manter a adaptacao celular a injuria e o equilibrio
redox. Por definigdo, anti-oxidante é qualquer substancia que retarda ou inibe a oxidacdo de um
substrato.®! Se o sistema anti-oxidante estiver vulneravel, havera estresse oxidativo.

Para manter a geracao de EROS controlavel no figado, ambos sistemas de defesa anti-

oxidante ndo enzimatico e enzimatico sao ativados, e agem através de trés linhas de defesa:

a) priméria: anti-oxidantes agem preventivamente (evitando a geracdo de novos
EROS), extinguindo superdéxido, e sequestrando ions metalicos, sendo 0 mecanismo
de acdo da maioria das enzimas anti-oxidantes, minerais (como Selénio, Zinco e
Cobre) e algumas proteinas (como ferritina, que se liga a metais inibindo formagé&o de
EROS);

b) secundéria: anti-oxidantes agem apds estresse oxidativo instalado, impedindo sua
reacdo com substratos e evitando sua propagacédo (principalmente lipoperoxidagéo),
sendo 0 mecanismo de acdo de vitaminas, carotenoides, acido Urico e outras
moléculas;

c) terciaria: reparacdo de moléculas danificadas, sendo o mecanismo de acdo de
enzimas que reparam varias moléculas, como DNA, proteinas danificadas, lipidios
oxidados e peroxidos. 62

2.4.1 Sistema Antioxidante Ndo Enzimatico

Fazem parte do Sistema Antioxidante Ndo Enzimatico, principalmente: glutationa (faz
parte de ambos sistemas enzimatico e ndo enzimatico), vitamina C, vitamina E, carotendides,
albumina, bilirrubina, metais, acido Urico, flavonoides e coenzima Q 10. 62

O Sistema Antioxidante Nado Enzimatico pode ser representado por substancias
enddgenas como glutationa, acido lipdico e L-arginina; também pode ser constituido por
substancias exogenas (que ndo podem ser sintetizadas diretamente in vivo) como vitaminas C
e E. 163

Glutationa (GSH) é um tripeptideo formado por trés aminoacidos (&cido glutamico,
cisteina e glicina), sendo a cisteina (através do grupamento tiol) o seu sitio ativo. E sintetizada

no figado e encontrada no interior das células aerdbicas (especialmente hepaticas); o figado
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contém glutationa em todos os compartimentos celulares, assim como vitamina E em suas
membranas. 16

Como cofator de GPx (glutationa peroxidase), GSH catalisa a reducdo de H202 em
H20 e O2, restringindo a formacio de radical hidroxila. 16! Também atua como cofator de
outras enzimas detoxificadoras, como GST (glutationa S transferase), converte vitamina C e E
de volta a suas formas ativas, regula fatores de transcricdo como NFkB e AP-1 e interage com
vias de sinalizacdo para impedir morte celular. 164

Glutationa também tem funcdo ndo enzimatica através dos aminoacidos que a
compdem, o0s quais sdo capazes de reagir com radicais livres como superdxido e radical
hidroxila. 1%° Deplecdo de GSH mitocondrial (NGSH) esta implicada na patogénese de NASH
e tem sido linkada com acumulo de colesterol; supBe-se que o colesterol provoque alteracfes
na permeabilidade da membrana mitocondrial, impedindo o transporte de mGSH do citosol
para a mitocondria. 166

Vitaminas trabalham captando radicais livres para interromper a rede de reacGes em
cadeia do estresse oxidativo, através de doacdo de elétrons; podem ser hidrossoltveis como
vitamina C (&cido ascorbico) ou lipossolUveis como vitamina E (alfa-tocoferol), e podem agir
sinergicamente. 17 Presentes em frutas e vegetais, vitaminas e carotendides protegem o
organismo da formacéo de radicais livres e baixos niveis circulantes associam-se com disfuncéo
hepatica. 18

Vitamina C, por ser hidrofilica, € um potente antioxidante intra e extra-celular, que
elimina radicais livres como peroxila e hidroxila; também pode regenerar vitamina E nas
membranas celulares ao combinar-se com GSH. 163

Vitamina E, cuja forma mais ativa € o alfa-tocoferol, € um potente anti-oxidante
lipossoluvel presente nas membranas celulares, capaz de interceptar o radical peroxila e

interromper a cadeia de lipoperoxidag&o. 167
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Carotenoides sdao um outro grupo de nutrientes anti-oxidantes, presentes em frutas e
vegetais, destacando-se entre eles b-caroteno e licopeno; por serem lipofilicos, protegem
primordialmente membranas celulares e lipoproteinas da acdo de EROS, especialmente radical
peroxila e Oxigénio singlet. 1¢°

Acido urico é responsavel por aproximadamente 60% da capacidade anti-oxidante do
plasma, e o seu efeito a nivel tecidual tem sido objeto de estudo. ¢°

Polifendis (flavonoides e ndo flavonoides) sao uma classe heterogénea de componentes
derivados de plantas que englobam varios anti-oxidantes hidrossoltiveis.}”® Estdo presentes em
frutas, vegetais, chocolates e bebidas (como vinho tinto, café, chas) e apresentam efeitos
hepéticos protetivos, como aumento da oxidacdo de acidos graxos, modulacdo da resisténcia

insulina e diminuicdo do estresse oxidativo (efeito anti-oxidante) e inflamag&o.*"

2.4.2 Sistema Antioxidante Enzimatico

Existem vérias evidéncias indicando que os mecanismos de defesas antioxidante estdo
alterados na DHGNA, ainda que haja divergéncia entre os resultados.*’*

Por causa da importancia da mitocondria como principal fonte geradora de EROS e do
seu papel na DHGNA, os principais processos de eliminacdo de EROS encontram-se nesta
organela.

Enzimas antioxidantes mitocondriais como GPx e Mn-SOD podem ser deficientes em
pacientes com NASH e os niveis de catalase sdo incertos, mas acredita-se serem baixos na
mitocondria hepatica. 1*°

SOD é considerada a primeira linha de defesa contra estresse oxidativo, eliminando o
radical superdxido e impedindo a formacdo de peroxinitrito. SOD2 (Mn SOD) é encontrada

predominantemente nas mitocéndrias, também podendo existir nos peroxissomas; SOD1 (Cu-

71



Zn SOD) ¢é mais frequente no citosol e epacgo extra-celular, também existindo nos lisossomas,

nucleos, e espacos intermembranosos das mitocondrias. 1%

SOD catalisa a dismutac&o de dois anions superéxido em H20:2 e oxigénio molecular.!’?
Embora em modelos experimentais de NAFLD o aumento de superdxido seja um achado
consistente, o status da SOD2 ndo esta estabelecido, podendo estar aumentada ou diminuida; ha
estudos que demonstram aumento de radical superdxido com aumento paradoxal na atividade
de SOD2. 173

A dismutacdo de superdxido, como mencionado, gera H202, um potente oxidante que
pode ser degradado nas células hepaticas por varias enzimas anti-oxidantes, destacando-se as
peroxiredoxinas (Prx), particularmente a Prx 111 mitocondrial, a glutationa reduzida (GSH) e a
glutationa peroxidase (GPx), como a Gpx1 citosdlica e a Gpx4 mitocondrial. 173

GPx é uma importante enzima que age na detoxificacdo de perdxidos e lipoperoxidos,
impedindo a fase de propagacéo da lipoperoxidacdo. GPx, cujo centro catalitico utiliza Selénio,
degrada H202 reduzindo-o a 4gua, utilizando GSH como cofator (GSH doa elétrons para reduzir
H202).172 Neste processo, GSH é convertida em glutationa oxidada (GSSG), a qual pode ser
novamente convertida (reduzida) em GSH pela acdo da enzima glutationa redutase (GR),
utilizando NADPH (que é convertido em NADP+).12 A funcio de GR é manter a concentragio
de GSH alta e a concentracdo da forma oxidada (GSSG) baixa.

Glutationa S-transferase (GST) € uma enzima presente em alta concentracdo no figado
(como todas as enzimas do sistema glutationa) com papel primordial na detoxificacdo de
substancias exdgenas (e também enddgenas).

GSTs compreendem 3 familias: GST citosolica (principal), GST mitocondrial e GST
microssomal; GST citosolica é amplamente difundida no organismo e dividida em sete classes
conforme suas propriedades fisicas, quimicas e estruturais: alfa, zeta, teta, mu, pi, sigma e
omega. 1’4
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O mecanismo chave da GST é catalisar a conjugacdo de xenobioticos com glutationa
(GSH), levando quase sempre a formacao de produtos menos reativos (e mais soltveis) que séo
rapidamente eliminados pela célula.'” Glutationas estdo entre as principais enzimas
detoxificadoras da fase 2 de detoxificacdo.

Além de detoxificarem xenobidticos eletrofilicos, as GSTs também podem inativar
compostos enddgenos como aldeidos, quinonas, epdxidos e hidroperdxidos formados como
metabdlitos secundarios durante estresse oxidativo; também estdo envolvidas na sintese de
leucotrienos e prostaglandinas. 17

Entre os principais substratos das GSTs destacam-se nitrobenzenos, quinonas e
carbonilas, especialmente CDNB (1-cloro-2,4-dinitrobenzeno). 176

Hidrocarbonetos aromaticos oxidados por enzimas do citocromo P450 sdo substratos
para multiplas familias e classes de GSTs. 17°

GSTs também estdo implicadas na modulacéo de vias de transducdo relacionadas com
sobrevida celular e apoptose; podem inibir INK diretamente. 1

Dosagem de GST no plasma é um marcador sensivel de dano hepatocelular, podendo,
segundo alguns autores, ser mais sensivel do que a dosagem de transaminases. 1’/

O sistema tioredoxina, o qual consiste de uma familia de proteinas, incluindo
tioredoxina (Trx), peroxiredoxina (Prx) e tioredoxina redutase (TrxR) desempenha um papel
crucial na defesa do organismo contra H202. 178

A atividade do sistema Prx/Trx protege as células do dano oxidativo de peroxido de
hidrogénio, hidroperoxidos e peroxinitrito. 17

Especificamente, Trx doa elétrons para Prx reduzir H202; apds, Trx oxidada é
novamente reduzida ao seu estado original por TrxR, utilizando NADPH como co-fator.}’® O

sitio ativo da Prx depende da conservacdo de um residuo de cisteina.'®
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Ao contrario de GPx e outras enzimas, Prx ndo depende de cofator, e segundo técnicas
mais recentes, tem sido apontada por alguns autores como a maior enzima removedora de H20:
do organismo.'®® O sistema Trx também tem outras funcdes relevantes contra o estresse
oxidativo, como reparacdo de DNA, modulacéo de fatores de transcricdo, modulagdo imune,
controle da apoptose e do metabolismo lipidico.8

Trx1 é citosélica, enquanto Trx2 é mitocondrial. 18

Catalase, outra enzima antioxidante que detoxifica 0 H202 decompondo-o em oxigénio
molecular e &gua, predomina nos peroxissomas, ndo estando presente na maioria das
mitocondrias. 181

Diminuicdo da atividade destas enzimas durante o estresse oxidativo ocorre ou por
exaustdo ou por inativacéo por radicais livres. 2’

A figura 8 resume as principais reacdes quimicas envolvidas na atividade de enzimas

antioxidantes. 182
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Figura 8 - Enzimas antioxidantes e suas principais reagdes quimicas

... Sinalizacao

" O ¢ ™
5 e A
- \ CAT
Noo' L PRl === . 10, 2T k0
ONOO 2 GPX, PRX ' 2
)
i /4Fe asp o
l ~
v HO. Reacoes de Fenton
NO, OH 2 / Haber-Weiss
CO; NO; [4Fe-4S]>* Fed*
v
OH
Legenda da figura
0, : superéxido GSH: glutationareduzida OH*.: radical hidroxila
H,0,: peréxido de hidrogénio  GR: glutationa redutase NO,*: nitrito
Cat: catalase GSSG: glutationa oxidada NO; : nitrato
GPx: glutationa peroxidase NO*: éxico nitrico CO;*": carbonato
Prx: peroxirredoxina ONOO: peroxinitrito
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2.5 DOENCA HEPATICA GORDUROSA ASSOCIADA A TOXICOS (TAFLD/TOXICANT
ASSOCIATED FATTY LIVER DISEASE) E ESTEATO-HEPATITE ASSOCIADA A

TOXICOS (TASH/TOXICANT ASSOCIATED STEATOHEPATITIS)

2.5.1 Aspectos Gerais/Fisiopatologia Béasica

Exposigédo a produtos quimicos utilizados em varios processos industriais pode estar
associada com hepatotoxicidade e DHGNA.

O figado € o maior reservatorio fixo de macrofagos (células de Kupfer) do organismo,
além de possuir um duplo suprimento sanguineo (recebe toxinas oriundas do intestino pela veia
porta e artéria hepatica), o que contribui para que seja 0 6rgdo mais comumente lesado por
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quimicos industriais; 33% dos 677 agentes quimicos de uso mais comum nos Estados Unidos
estdo associados com hepatotoxicidade. 18

A maioria dos toxicos industriais, incluindo solventes, exibe hepatotoxicidade dose-
dependente (diferindo das reac@es idiossincrasicas causadas por drogas) e apresentam necrose
como caracteristica central; entretanto, colestase e hepatite aguda com rash e eosinofilia
(semelhante a uma reagdo imunoldgica por drogas) tem sido relatados. 18

Entre as principais classes de quimicos industriais associadas com hepatotoxicidade
podemos destacar: solventes e outros hidrocarbonetos (incluindo compostos organicos
volateis/COVSs), pesticidas, dioxinas, bifenilas policloradas (PCBs), metais (como arsénico,
mercUrio e chumbo) e componentes nitro-organicos.'&

TAFLD (toxicant-associated fatty liver disease/doenca hepética gordurosa associada a
toxicos) e TASH (toxicant—associated steatohepatitis/esteatohepatite associada a toxicos) sdo
termos utilizados desde 2010 por Cave e colaboradores para designar estas situacdes especificas
de doenca hepética associada a exposicdo quimica; TAFLD engloba todo o espectro de doenca
hepética gordurosa associada a toxicos (esteatose, esteato-hepatite, cirrose e cancer). 184

TASH é a forma mais severa de TAFLD, caracterizando-se por esteatose, infiltrado
inflamatorio e em alguns casos fibrose; € uma das principais causas de esteato-hepatite,
juntamente com &lcool (ASH) e obesidade/ sindrome metabdlica (NASH). & Assim como na
NASH, podem haver alteragdes no metabolismo intermediario (incluindo resisténcia insulinica)
e disfuncéo de adipocinas. 18

No estudo iconico de Cave e colaboradores (2010) envolvendo trabalhadores altamente
expostos a cloreto de vinila em uma planta industrial, a prevaléncia de hepatite foi de 80% e
55% apresentavam fibrose, com elevacao de citocinas inflamatorias, deplecéo de defesas anti-

oxidantes e aumento da resisténcia insulinica; biopsias hepaticas foram semelhantes as da
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esteato-hepatite alcodlica (ASH) e da esteato-hepatite ndo alcodlica (NASH), porém os
pacientes ndo eram etilistas ou obesos. 184

Importante destacar que os estudos pioneiros que demonstraram a relacdo de produtos
quimicos com esteato-hepatite (TASH) foram realizados no nordeste do Brasil por Cotrim e
col. em 1999, envolvendo trabalhadores do polo petroquimico assintomaticos com
transaminases elevadas (> 3x LSN) em trés medic¢des, apds excluidas outras causas frequentes
de hepatopatia, como hepatites virais, hepatite auto-imune, etilismo, drogas e hemocromatose;
os achados histoldgicos foram compativeis com agressdo toxica e melhoraram em bidpsias
realizadas 8-14 meses ap6s o afastamento do trabalho. 88

Estudo similar publicado pelo mesmo grupo envolveu trabalhadores da indudstria
petroquimica com DHGNA e buscou identificar a associacdo ou ndo de exposi¢do ocupacional
(benzeno, xileno, etileno, dimetilformamida, cloreto de vinila e outros) com resisténcia
insulinica, conforme Cotrim e col.*®’

Bidpsia hepética foi realizada em 32 pacientes e 22 (68,8%) apresentaram esteato-
hepatite com fibrose; resisténcia insulinica foi ausente em 72,5% dos pacientes com DHGNA,
sendo que 37,9% destes pacientes ndo possuiam fatores de risco metabolicos.®’

Outros estudos envolvendo outros agentes hepatotoxicos como tetracloreto de carbono
e bifenilas policloradas evidenciaram aumento na resisténcia insulinica!®>®®  a qual pode ter
um papel decisivo na instalagdo de TAFLD, como ocorre na DHGNA, porém esta associagéo
ainda requer corroboragdo em mais estudos.

O mecanismo geral de hepatotoxicidade pode ser dividido em duas grandes categorias:
toxicidade intrinseca, de alta incidéncia e dose-dependente, ocorre lesdo nos hepatdcitos por
efeito fisico-quimico direto (ex: tetracloreto de carbono), podendo também ser indireta (através
de alteracdo de rotas metabdlicas)- citotoxica (ex: alcool) ou colestatica (ex:

MDA/metilenodianilina); idiossincrasia € outro mecanismo possivel, poréem com menor
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incidéncia e sem relacdo com a dose, representado pelas reacdes imunoldgicas de
hipersensibilidade.

A patogénses de TAFL/TASH ndo esta totalmente elucidada, embora diversos
mecanismos responsaveis pelo seu estabelecimento sejam conhecidos.

Diversos fatores contribuem para o surgimento de TAFLD, como: disfuncédo
mitocondrial (diminuicdo da Beta oxidacdo mitocondrial via diminui¢do do co-fator NAD
consumido por certos toxicos), resisténcia insulinica (através de aumento da lipdlise/liberacédo
de &cidos graxos, diminuicdo na Beta oxidacdo mitocondrial e prejuizo na sintese de VLDL),
reducdo na sintese de VLDL ou da secrecdo de triglicerideos no plasma como VLDL, aumento
na producao de citocinas (TNF alfa em ratos aumenta a lipolise e a lipogénese e diminui a Beta
oxidacio mitocondrial).*8®

Alguns toxicos como tetracloreto de carbono por exemplo, agem em todas estas vias,
resultando em esteatose. 1&°

A patogénese da TASH, por sua vez, também ndo esta totalmente elucidada, sendo estes
0s principais mecanismos envolvidos: a) Inflamacgéo, b) Disfuncdo Mitocondrial, c)
Citocromo P 450, d) Estresse Oxidativo. 1%

a) Inflamacéo: em resposta a ativacdo por agentes quimicos (muitas vezes pela acdo
direta de toxicos e seus metabdlitos) ou através de DAMPs (injuria toxica inicial produz necrose
focal), celulas de Kupfer séo ativadas, resultando na producédo de interleucinas inflamatorias,
como IL-1, IL-6 e TNF-alfa, que desencadeiam um infiltrado inflamatorio, colestase e por vezes
fibrogénese (com envolvimento de células estreladas), colaborando para a progressdo da
doenca.’®® Inflamagdo é um achado frequente em hepatotoxicidade, e o fenétipo inflamatorio
pode ser atribuido a resposta imune inata gerada por celulas de Kupfer, monacitos, neutrofilos,
e linfocitos; a resposta imune adaptativa também ¢é influenciada pela resposta imune imediata,

levando ao dano hepético.’®® Neutréfilos sdo prontamente ativados por citocinas e outros
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mediadores inflamatorios, acumulando-se nos sinusoides hepaticos; quando recebem um sinal
quimiotatico podem extravasar e atacar hepatocitos disfuncionais (ndo atacam hepatdcitos
normais), gerando lesdo; podem causar morte celular principalmente através da geracdo de
EROS por suas enzimas, como as NOX e as mieloperoxidases. 1°*

Linfocitos inatos no figado adulto incluem natural killer (NK) e natural killer T cells
(NKT); estas células sdo potentes produtores de citocinas e influenciam ambas respostas imunes
inata e adaptativa no figado.'®? Populagdes de linfcitos adaptativos, incluindo linfocitos T
CD4+ e CD8+ e linfécitos B, também sdo encontradas no figado, que embora muitas vezes ndo
seja visto como um o6rgdo imunolégico, desempenha um papel imunoldgico ativo e pode ser
alvo de reacdes imunoalérgicas. 1%

Estudos experimentais com tetracloreto de carbono demonstraram infiltracdo de
mondcitos e aumento da fibrogénese. 1%

Outros estudos experimentais com cloreto de vinila e seus metabdlitos evidenciaram
infiltrado de neutrdfilos no figado, sem recrutamento de macréfagos, indicando uma resposta
inflamatoria focal especifica; ativacao de inflamassomas também desempenhou um papel chave
neste modelo.®® O papel da resposta inflamatoria na TASH ainda é pouco compreendido, com
poucos estudos disponiveis.

b) Disfun¢do Mitocondrial: varios xenobidticos, como solventes, se concentram nas
mitocondrias atraidos pela lipossolubilidade da camada bilipidica de suas membranas,
modificando a atividade catalitica de enzimas mitocondriais envolvidas em diversos processos,
como transferéncia de elétrons, reacdes redox, sintese protéica e reparo de DNA.'°* Formagio
de poros e alteracdo de permeabilidade da membrana externa também ocorre na TASH.

Inibicdo da oxidacdo de &cidos graxos a nivel mitocondrial também ocorre, causando esteatose.

195
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A vulnerabilidade das mitocondrias ocorre por diversos motivos: auséncia de histona,
presenca de citocromo P450 mitocondrial (gerador de radicais livres), lipossolubilidade das
membranas, existéncia de poucas vias de reparo de DNA; alem disto, muitos tdxicos (como
metais pesados) podem adentrar a mitocondria através dos canais de célcio, substituindo co-
fatores de enzimas (inativando por exemplo enzimas anti-oxidantes ). 1%°

c¢) Citocromo P450: ap06s exposi¢do quimica, muitos xenobioticos nao sdo absorvidos
ou séo rapidamente eliminados pelos rins e pela bile (se forem hidrossollveis); outros séo
metabolizados e detoxificados.’® Dos xenobitticos absorvidos, a maioria sdo altamente
lipossoluveis, sendo pouco excretados pelos rins; o figado desempenha papel crucial no
metabolismo destes componentes, transformando-os em metabolitos mais hidrossolaveis,
passiveis de excrecdo. 1’

Isto se da a partir de reacdes de detoxificacdo ou metabolismo de primeira passagem
(fase I e I1), as quais podem ocorrer no figado simultaneamente ou sequencialmente, catalisadas
por cerca de um milhdo de enzimas envolvidas no processo de oxidacao/detoxificacdo; fase 11l
¢ uma via alternativa no qual proteinas transportadoras especiais facilitam a excrecdo de
xenobioticos, metabolitos e seus conjugados para o interior de sinusoides e canaliculos biliares.
196

Na fase | a maioria dos xenobioticos (como drogas e toxicos ambientais), além de
substancias enddgenas como acidos graxos, esteroides e prostaglandinas, sofrem processo de
oxi-reducdo ou hidrdlise atraves da adicdo de um grupo reativo (hidroxila, carboxila,
aminogrupo...); enzimas conhecidas como oxidases de fungdo mista, representadas basicamente
por citocromo P450 e NADPH-citocromo P450 redutase comandam esta via metabolica.!®® Na
fase Il, enzimas como glutationas e UGTs (UDP-glucuro nosyl transferases) conjugam os
metabolitos em conjugados menos toxicos e ainda mais hidrofilicos que serdo excretados entéo

por rins ou bile. Estas reacdes de fase Il envolvem a transferéncia de compostos hidrofilicos
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através de enzimas correspondentes: acido glucurdnico é transferido por UGTs, sulfatos por
sulfotransferases, glutationa por glutationa transferases, aminoacidos por aminoacido
transferases, grupos acetil por N-acetiltransferases, entre outros.®

Enzimas do citocromo P 450 (também conhecidas como oxidases ou hidroxilases) séo
uma grande familia de monooxigenases que se caracterizam por conter heme em sua estrutura
(oxidam um substrato usando ferro).

Dos 57 citocromos funcionais em seres humanos, somente cerca de uma ddzia de
enzimas (a maioria pertencente aos citocromos 1, 2 e 3) sdo responsaveis pela biotransformacao
da maioria dos xenobidticos, incluindo 70-80% de todas as drogas.?®

Citocromo P450 3A4, 1A2, 2E1, 2C8 E 2C9 sdo as formas mais expressas no figado,
enquanto 2A6, 2B6, 2D6, 3A5 e 2C19 sdo menos expressos no figado e 1A1, 1B1 e 2J2 sdo
expressos principalmente em tecidos extra-hepaticos.?® Além de drogas e toxicos ambientais,
citocromo P450 metaboliza horm6nios (como estrogénio e progesterona), acidos graxos,
colesterol e carcindgenos.? Sua funcdo predominante é detoxificadora, mas algumas vezes
podem formar compostos intermediarios toxicos ainda mais reativos que o composto original,
processo conhecido como bioativacéo.?*! Fatores que influenciam a efetividade deste sistema
enzimatico, incluem: varia¢do genética intra ou inter-individual, idade, estado nutricional, inter-
relagcdo com drogas (indugéo ou inibigdo enzimatica), enfermidades, uso de alcool, atividade
fisica e efeitos toxicos ambientais.?> Diminuicdo no metabolismo hepético e/ou elevada
producdo de metabolitos tdxicos podem diminuir a eficacia do sistema e modular
hepatotoxicidade.?%? Citocromo P450 também pode ser regulado por diversas citocinas; estados
inflamatdrios podem reduzir sua atividade, ja que NFKB pode se ligar a receptores de
xenobidticos diminuindo sua regulacdo.?®® A inducdo de enzimas do citocromo P450 por
regulacdo transcricional de genes se da a partir do reconhecimento de xenobidticos por

receptores de ativacdo nuclear (sensores), como PXR (pregnane X receptor), CAR (constitutive
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androstane receptor) e AhR (aryl hydrocarbon receptor), os quais regulam respectivamente 0s
citocromos 3A4, 2B e 1A2.2% AhR é um receptor de reconhecimento de muitos toxicos
ocupacionais como dioxinas (como TCDD/tetraclorodibenzeno-p-dioxina) e hidrocarbonetos
aromaticos halogenados e policiclicos. 2%

Citocromo 3A4 é amplamente expresso no figado (e também é o citocromo mais
expresso no intestino), sendo responsavel pela detoxificacdo de mais de 50 % dos produtos
farmacéuticos e também xenobidticos como hidrocarbonetos aromaticos e aflatoxinas;
citocromo 1A2 tem conhecido papel na bioativacdo carcinogénica de hidrocarbonetos
aromaticos como benzeno, de bifenilas policloradas e outros compostos t6xicos.?

Citocromo 2E1 séo enzimas chaves na patogénse de varias doencas (como NASH), e
sdo responsaveis pela detoxificacdo de varios agentes com acao sobre o sistema nervoso central,
como etanol, halotano, isoflurano e hidrocarbonetos; produzem sempre radicais livres
(independente do substrato), e estdo linkados com resisténcia insulinica atraves da supressao de
GLUT-4.2% Além disto, 0 aumento da atividade de citocromo 2E1 em pacientes com NASH
(ao contrério de outros citocromos costuma aumentar sua atividade em estados inflamatérios),
torna o figado mais suscetivel & hepatotoxicidade por xenobidticos.?** Solventes como tolueno
mostraram ser capazes de induzir citocromo 2E1, além dos citocromos 2B1/2, 1A1/2 e 3A1. 2%

Citocromo 2D6 corresponde a apenas 4% do total de citocromos, entretanto esta
envolvido na biotransformagio de mais de 25% das drogas relevantes.?®* NADPH-citocromo
P450 redutase, outra oxidase de funcdo mista, devido ao seu papel preponderante na patogénese
da TASH (atraves da producdo de estresse oxidativo), sera abordada no item a seguir.

d) Estresse Oxidativo: formacdo de radicais livres e ativacdo de estresse oxidativo
ocorrem ap0s exposicao a muitas substancias toxicas, como: tolueno, etanol, chumbo, arsénico,

radiacéo ionizante, entre outros. 2%
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Estes xenobidticos produzem estresse oxidativo através de multiplos mecanismos:
ativacdo de NADPH-citocromo P450 redutase, ativacdo de outras isoformas de citocromo
P450, geracdo de NADH no citosol, disfuncdo mitocondrial e aumento de radicais livres nas
mitocondrias, inflamagao, producéo de quinonas, etc. 2%

Estresse ambiental gerado por xenobioticos, como drogas e toxicos ambientais, pode
levar a geracdo de radicais livres de drogas através de reducao monoeletrénica catalisada pela
NADPH-Citocromo P450 redutase (que doa um elétron para o substrato); estes radicais reagem
rapidamente com oxigénio molecular para formar superdxido (que pode reagir com éxido

nitrico formando peroxinitrito) e outros radicais livres, danificando macromoléculas. 24

Figura 9 - Geracdo de estresse oxidativo por xenobioticos

Toxinas ambientais
NADPH Cit
P450reductase Fe2+
Radical livre de E m Fenton Dano'a‘x
droga \—/ macromoléculas

Reductase Peroxidase

NOe
GSH
Glutationa C Glutationa
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Fonte: Adaptado de Redza-Dutordoir et al (2016). 124

A bioativacdo de xenobidticos na fase | de detoxificagdo, portanto, esta estreitamente
relacionada com mecanismo oxidativo (transporte de elétrons) e geracdo de metabolitos toxicos
durante o metabolismo intermediario. Entre estes metabdlitos toxicos formados, destacam-se

as quinonas, radicais com alto poder oxidativo, capazes de gerar radicais livres e danificar
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proteinas e DNA (promovendo mutacdes e eventualmente cancer); quinonas podem gerar ciclos
redox futeis (que se perpetuam mesmo sem substrato) e também se ligar de forma covalente
com GSH, causando deplecio nas defesas anti-oxidantes.’” Estresse do reticulo
endoplasmatico também esta associado com a geracio de quinonas. 2%

A maioria dos xenobiOticos geram quinonas, as quais podem sofrer reducao
monoeletronica pela NADPH-citocromo P450 redutase gerando radicais semiquinonas, oS
quais podem ativar ciclos redox gerando novos radicais livres e estresse oxidativo.?%

NQO1 (NADPH quinone oxidoreductase 1) é considerada uma enzima protetiva na
toxicidade induzida por quinonas, por diminuir o estresse oxidativo, catalisando a reducao de
dois elétrons das quinonas em hidroxiquinonas (menos tdxicas), evitando a formacdo de
semiquinonas; entretanto, as hidroquinonas podem sofrer auto-oxidacao e desta forma gerar

radicais livres.2® Em varios tecidos, como figado, rins e pulmdes, NQO1, (enzima de fase II),

é induzida por estresse oxidativo e sua expressio é regulada pela via Keap1/Nrf2/ARE.?%

2.5.2 Solventes Organicos

Solvente organico pode ser definido como um liquido que tem a capacidade de dissolver
um soluto sem alterar as propriedades quimicas de ambos.?*® Embora possuam agfes toxicas
diferentes, mesmo dentro de um mesmo grupo, possuem caracteristicas comuns: pelo menos
um atomo de hidrogénio ou carbono na estrutura, volatilidade, lipofilicidade, e sdo geralmente
inflamaveis.

Séo obtidos a partir do petroleo e podem dissolver substancias como tintas, resinas,
borracha, cola, verniz, laca, plasticos; também sdo utilizados em misturas como gasolina,
querosene, thinner, removedores, lubrificantes e produtos de limpeza.?!! S&o amplamente

utilizados em diversos processos industriais, como pintura, chapeagéo, confeccéo de calgados,
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desengraxamento, processamento de metais, manutencdo aeronautica e como quimicos

212

intermediarios. Também sdo empregados para produzir adesivos, em atividades de

impressdo, na industria farmacéutica, industria téxtil, como pesticidas e cosmeéticos, entre
outros; é estimado que 8% dos operarios da indUstria sejam expostos a solventes.?*

50% dos solventes sdo utilizados na fabricacdo de tintas, colas, vernizes e cosméticos,
20% na confeccdo de sapatos, 10% na producdo de agrotoxicos, 10% na limpeza de metais,
lavagem a seco, indUstria téxtil e farmacéutica.?'® Por serem volateis, sio geralmente absorvidos
por via inalatoria, mas absorcao cutanea é relevante em certas situacbes como pintura industrial
e desengraxamento.?!® Absorcdo via digestiva, embora geralmente ocorra rapidamente, é
infrequente no ambiente ocupacional.

Pode ocorrer através de alimentacdo no ambiente de trabalho, contato com agua
contaminada, tabagismo, ou mesmo de forma intencional (tentativa de suicidio).

Solventes organicos podem ser encontrados também a nivel domiciliar ou como
poluidores ambientais (poluicdo aérea, dgua e alimentos contaminados, exposic¢ao a agua quente

de banheira ou chuveiro...), especialmente ao redor de areas de producdo industrial. O quadro

3 resume a intensidade da exposicdo de acordo com a ocupagéo profissional. 21
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Quadro 3 - Intensidade da exposicéo a solventes conforme a ocupacéo profissional
OCUPACAO INTENSIDADE DA
EXPOSICAO

Limpeza a seco
Impressdo de rotogravuras
Impresséo de telas
) ) ) ALTA
Pintura industrial
Manufatura de plastico refor¢cado com vidro

Fixacgdo de ladrilhos

Pintura doméstica
Fabricacdo de tintas
. 5 MODERADA
Mecanica (chapeacéo)

Desengraxamento industrial

Atendente de bomba de gasolina
Marceneiro
Carpinteiro

o BAIXA

Operador de processos quimicos

Limpador com polimentos
Técnico de laboratorio

Fonte: Adaptado de Dick.( 2006).2%

O metabolismo dos solventes geralmente é hepatico, envolvendo principalmente o
citocromo P450; podem ser excretados inalterados na urina ou através da exalagao.

Existe uma grande variabilidade individual em relacdo a hepatotoxicidade por solventes.
Entre os fatores que contribuem para isto, podemos citar: tipo de solvente (os halogenados
tendem a ser mais toxicos), fluxo sanguineo hepatico (afetado diretamente pelo exercicio
fisico), fatores genéticos (atividade do citocromo P450 e outras enzimas séo diferentes entre 0s
individuos), idade (idosos sd@o mais suscetiveis a hepatotoxicidade), sexo, etnia, estado
nutricional (aumento do tecido adiposo favorece hepatotoxicidade e desnutricdo também),
ligacdo com proteinas e pontos intracelulares de ligacdo dos solventes, alcool (muitos solventes
disputam mesmo metabolismo enzimatico com o alcool ), interacdo medicamentosa, doenga
212

hepatica subjacente, entre outros.
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Exposicdo ocupacional a solventes pode causar dano hepatico de forma insidiosa,
mesmo o0s solventes mais fracos em grandes quantidades podem causar esteato-hepatite,
necrose hepatica aguda e sindrome hepatorrenal (esta Gltima descrita por exemplo em abuso
por tolueno).?'4

A magnitude do dano varia dependendo da composi¢cdo do solvente ou da mistura de
solventes e da extensdo da exposicdo, sendo pior em espacos fechados (principalmente
confinados); solventes sdo toxicos para o figado, sistema nervoso central, coragdo, rins,
pulmdes, 6rgdos enddcrinos e metabolismo, aparelho auditivo, musculo e érgédos reprodutivos,
e alguns s&o cancerigenos. 2%

Misturas de solventes sdo mais frequentes do que o seu uso isolado; além disto, quando
sistemas de pintura baseados em solventes foram usados, o fator aditivo foi 3 vezes maior do
gue os sistemas de solvente baseados em agua (em sistemas de pintura predomina tolueno, em
sistemas baseados em agua xileno).?'®

Esteatose € um achado comum em exposicdo a solventes, e € um bom mar-cador de
hepatotoxicidade (excluida outras causas); necrose é o segundo efeito mais comum de dano
hepéatico por solventes.?® Analise de dois grandes bancos de dados nos Estados Unidos sobre
esteatose em modelos experimentais demonstrou que depois de pesticidas (responsaveis por
44% dos casos de TAFLD em roedores), solventes ficaram em segundo lugar. 216

Existe uma ampla variedade de classes de solventes, como cetonas, alcoois, éteres,
ésteres e glicais. Os de interesse clinico, porem, especialmente no que tange a esteato-hepatite
por solventes (TASH), sdo principalmente os hidrocarbonetos (disfungdo mitocondrial esta
diretamente relacionada com o grau de cloragdo de uma molécula).*®

Hidrocarbonetos sdo um grupo heterogéneo e incluem substancias organicas compostas
primariamente por Hidrogénio e Carbono; podem ser classificados como alifaticos quando as

moléculas de carbono séo arranjadas em uma cadeia linear ou ramificada (aberta) e aromaticos
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quando as cadeias de carbono so arranjadas em um anel.?!* Hidrocarbonetos halogenados s&o
um subgrupo de todos os hidrocarbonetos nos quais um ou mais atomos de Hidrogénio séo
substituidos por atomos halogénios (nome dado aos elemento quimicos Cloro, Bromo, Fluor e
lodo).?* Geralmente s3o utilizados no ambito ocupacional compostos clorados.

Os principais solventes organicos que sdo fatores causais de TAFLD/TASH serdo
abordados a seguir:

HIDROCARBONETOS ALIFATICOS HALOGENADOS: estdo incluidos neste
grupo tetracloreto de carbono, cloroférmio, cloroetanos (como o 1,1,1-tricloroetano/ 1,1,2-
tricloroetano e 1,1 dicloroetano/1,2 dicloroetano), tricloroetileno e percloroetileno.

Tetracloreto de carbono e cloroférmio sdo potentes anestésicos com alto potencial de
necrose hepética e renal e caracteristicas comuns, ja que o cloroformio ¢ um dos seus
metabolitos, sendo obtido industrialmente através da reducéo do tetracloreto de carbono.

Tetracloreto de carbono ja foi amplamente utilizado como solvente de limpeza a seco,
em refrigeracdo, extintor de fogo, anti-helmintico e na fabricacdo de CFC (clorofluorcarbono
ou freon).?!” Devido & toxicidade hepatica e conhecida carcinogenicidade em animais (e
provavelmente também em humanos/pode causar hepatocarcinoma) e aos danos causados pelo
CFC na camada de oz6nio, sua funcéo tornou-se limitada; atualmente é utilizado principalmente
como intermediario na fabricacdo quimica. 2’ Também é muito utilizado em pesquisa
experimental, para reproduzir cirrose hepatica em modelos animais.

Cloroférmio (também conhecido como triclorometano) foi inicialmente utilizado como
anestésico, anti-helmintico, e na producdo de CFC, mas devido a sua toxicidade (que &
ligeiramente inferior a do tetracloreto de carbono), seu uso foi limitado como solvente e
removedor na industria quimica e farmacéutica, além de ser usado na cloracdo da agua (em

baixas doses).?!” Também tem sido utilizado na limpeza de plasticos e como adesivo.?®
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A intoxicacao por tetracloreto de carbono ocorre principalmente por via inalatoria,
levando a multipla faléncia de 6rgdos e morte em 25% dos casos (geralmente por insuficiéncia
renal); uma fase prodrémica consistindo de tonturas, cefaleia, confusdo, nauseas, vomitos e
diarreia dura 1-2 dias antes da instalacéo de insuficiéncia hepatica aguda (ictericia é encontrada
na metade dos casos). 18

Depressdo do SNC, arritmias (sensibilizacdo do miocardio por catecolaminas) e
depressao cardiorrespiratoria também podem ocorrer; dano testicular e ovariano é relatado em
doses toxicas em animais. 21

Em pacientes expostos a tetracloreto de carbono, sintomas foram relatados nos
primeiros 5 minutos da exposicio e ele foi detectado no ar exalado em 15 minutos.?*®* Em
estudos animais, esteatose foi proeminente em 3hs apds exposicao e necrose e inflamagéo em
6hs. 220

O metabolismo € predominantemente hepéatico, mas também em rins, pulm®es e outros
tecidos contendo citocromo P450; uma fracdo substancial (30-50%) é eliminada inalterada no
ar exalado.?®

A bioativagdo do tetracloreto de carbono em radical triclorometila, principal
responsavel pelos seus efeitos toxicos, se da principalmente através do citocromo P450 2E1;
radical triclorometila causa extensa lipoperoxidacdo no figado, e o estresse oxidativo €
responsavel pela necrose maci¢ca em modelos animais (inflamacao subsequente e liberagéo de
citocinas e ceramidas também parecem estar envolvidos no quadros mais graves de
insuficiéncia hepética e renal). 21°

Cloroetanos (1,1/1,2 dicloroetano e 1,1,1/1,1,2-tricloroetano) surgiram como
alternativa aos solventes mais toxicos, sendo utilizados principalmente como solventes (para
dissolver colas e tintas na induastria), quimicos intermediarios (na fabricacdo de cloreto de

vinila, entre outros) e desengraxantes.?’’ S&o depressores do SNC, produzindo efeitos que
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variam de cefaleia, vertigens, nauseas, irritabilidade, tremores, sonoléncia, alteracdo de humor,
distdrbio de comportamento, alteracdo de memdria, incoordenacdo motora e neuropatias, até
depressdo grave do SNC, podendo haver paralisia, inconsciéncia, anestesia, convulsdes, coma
e morte; sintomas cardiacos (insuficiéncia cardiaca, miocardiopatias, arritmias/sensibilizacdo a
catecolaminas, hipotensdo), respiratorios (tosse, dispneia, broncoespasmo) e cutaneos
(dermatite, alteracdes esclerodermia-like) também podem ocorrer.??

1,1 dicloroetano e 1,1,1-tricoroetano, embora possam causar hepatotoxicidade apos
exposicao aguda e cronica, geralmente esta restringe-se a formas leves e transitérias (o que leva
ao seu maior uso em relacdo aos respectivos isdbmeros), com elevacdo de transaminases,
hepatomegalia e esteatose, podendo haver necrose; os sintomas mais graves de intoxicacdo
costumam ser neurologicos (incluindo a neuropatia periférica associada ao 1,1,1-tricloroetano),
ainda que casos de hepatite e cirrose hepatica apos uso de 1,1,1 tricloroetano tenham sido
relatados.??* Por outro lado, 1,2-dicloroetano e 1,1,2 tricloroetano, devido & particularidades
do seu metabolismo (maior metabolismo e bioativacdo hepéatica que seus isdbmeros), sdo mais
hepatotdxicos e danosos ao organismo, exibindo também nefrotoxicidade.

Estresse oxidativo também parece contribuir para a maior toxicidade do 1,1,2-
tricloroetano em relagéo ao seu isdmero 1,1,1-tricloroetano.???

1,2—dicloroetano causou elevacéo de transaminases, hepatomegalia e esteatose em ratos,
e elevacgdo de transaminases, hepatomegalia e necrose em seres humanos; 1,1,2-tricloroetano
parece ter potencial de causar esteato-hepatite e hepatocarcinoma em animais. 183

Tricloroetileno é amplamente utilizado como desengraxante industrial de metais
(especialmente a vapor) e também como solvente e intermediario quimico, especialmente na
industria automotiva, metaldrgica e aerondutica; também na industria de eletronicos,

galvanizagdo e impressdo.??2?* Também é frequente 0 uso doméstico em produtos como
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liquidos corretores de texto, colas, adesivos e removedores.??® E um contaminante maior do
solo e lencol freético. 224

Como a maioria dos solventes, costuma ser absorvido via inalatoria e o alvo principal
de sua acdo € o sistema nervoso central, mas hepatotoxicidade e nefrotoxicidade também sao
relevantes; os efeitos gerais se assemelham aos cloroetanos, com algumas particularidades.

Em um estudo, 10% dos trabalhadores com mais de 30 anos de exposicdo a
tricloroetileno desenvolveram ictericia, apresentando necrose aguda ou subaguda similar a vista
com o uso de tetracloreto de carbono. 2%°

Esteatose hepatica e alteragcbes no metabolismo lipidico foram demonstradas apos
exposicao a tricloroetileno em modelos experimentais. 226

Menos frequente, mas relevante diante da pouca resposta a corticoides e dificuldade de
manejo, € a sindrome de hipersensibilidade ao tricloroetileno, caracterizada por dermatite
esfoliativa, erosdo de mucosas, esteato-hepatite e eosinofilia. 223

Percloroetileno (ou tetracloroetileno), toxicologicamnete similar ao tricloroetileno, é
o solvente mais utilizado em lavagem a seco; também é utilizado no desengraxamento de
metais, na industria téxtil e como quimico intermediario, além de produtos domésticos como
removedores, lubrificantes de silicone e alimentos, entre outros.??’

Como outros solventes, € toxico para figado, rins e sistema nervoso central, e pode ser
carcinogénico; 80-90% é excretado inalterado no ar expirado, enquanto o mecanismo de
hepatotoxicidade proposto envolve seu principal metabolito (&cido tricloroacético), que age
atraves de varios mecanismos, como estresse oxidativo, disfun¢do mitocondrial, dano ao DNA
e possivel resposta imune-mediada.??’ Injaria hepatica na forma de hepatomegalia, ictericia,

aumento de transaminases e bilirrubinas tem sido descrita; na maioria dos casos a

hepatotoxicidade foi transitoria, mas ha relatos (infrequentes) de insuficiéncia hepatica aguda,
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bem como evolucgdo para cirrose.??’ Hepatite por exposicao cronica ao percloroetileno tem sido
descrita.

Broadkin relatou aumento de ecogenicidade leve a moderado com exposicdo a
percloroetileno (achado com >90% de sensibilidade e especificidade para esteatose).??® Bagnell
relatou um caso de uma crianca exposta a percloroetileno através do leite materno que
desenvolveu ictericia obstrutiva com rapida melhora clincia ap6s retirada da fonte de exposicéo.
229

Exposicao a percloroetileno também esta relacionada com aumento significativo do

risco de aborto e com perda da visao colorida (especialmente na discriminacdo azul/amarelo).

230,231

HIDROCARBONETOS AROMATICOS: o odor adocicado caracteristico levou a
esta denominacdo os compostos formados por anel de benzeno, como tolueno, etilbenzeno e
xileno (BTEX); por possuirem alta pressdo de vapor em condi¢cGes normais de temperatura e
pressdo, evaporando muito facilmente, também sdo conhecidos como COVs (compostos
organicos volateis).

Sdo (antes de evaporarem) liquidos incolores facilmente inflamaveis, utilizados
principalmente como solventes e quimicos intermediarios.

Intoxicacdo aguda por solventes aromaticos (depressores do sistema nervoso central),
costuma causar um quadro clinico similar a embriaguez: inicialmente euforia e desinibicé&o,
evoluindo para sintomas pré-narcéticos como tonturas, nduseas, vOmitos, incoordenacao,
prejuizo de julgamento, parestesias, aumento da salivacdo e taquicardia; altas doses de
neurotoxinas podem causar coma, convulsdes e morte. 232

Repetida exposicdo a solventes pode causar sintomas persistentes, como cefaleia ,

fadiga, irritabilidade, alteracdo de memodria , depressao, instabilidade emocional, distarbio do
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sono, intolerancia ao alcool, perda de libido, impoténcia e perda de interesse pelas atividades
diarias; encefalopatia toxica crénica também pode ocorrer, resultando em alteracdo de memodria,
prejuizo psicomotor, prejuizo na fala e distirbio de humor (podendo persistir mesmo ap6s o
fim da exposicao). 2%

Hepatotoxicidade, irritacdo de mucosas, pneumonia quimica, alteracao de fertilidade,
nefropatia, dermatite, ototoxicidade e distdrbios hematoldgicos (estes especialmente com
benzeno) sdo efeitos comuns aos COVs.

Tolueno (metilbenzeno) é utilizado principalmente na producao de benzeno (>50% do
Seu uso), mas também é muito utilizado como solvente, como constituinte da gasolina, na
producéo de xileno e di-isocianato (precursor da espuma de poliuretano).?** Como solvente, é
utilizado na fabricacdo de tintas, colas, vernizes, corantes, laca, limpadores, adesivos,
cosméticos, pesticidas, produtos farmacéuticos, alimentos, entre outros. A poluicdo ambiental
por tolueno ocorre principalmente pela combustdo de combustiveis.

Os maiores niveis de exposicdo a tolueno tem sido encontrados em atividades como
pintura, impresso, indGstria automotiva e inddstria do calgado. 23

Tolueno é o principal componente do tiner (60-70%), amplamente utilizado a nivel
industrial e doméstico; esta mistura de solventes frequentemente apresenta também baixa
percentagem de benzeno (0-2,2% em um estudo mexicano). 2%

Apds absorc¢éo via inalatoria (também tem consideravel absorcdo cutanea), tolueno é
biotransformado (oxidado) em alcool benzilico e ap6s em benzaldeido, o qual é convertido em
acido benzoico, que é conjugado com glicina para formar acido hipurico e ser excretado na
urina (este ultimo um biomarcador urinario do tolueno).

Destes, benzaldeido € um dos metabdlitos intermediarios mais toxicos, por formar

EROS; também uma via metabolica minoritaria que deriva na formacao de cresol pode formar
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epoOxidos intermediarios que podem gerar estresse oxidativo e dano ao DNA.2%* Estresse
oxidativo tem sido considerado o principal mecanismo de toxicidade do tolueno.

Intoxicacdo aguda por tolueno pode causar, além dos sintomas neurolégicos ja referidos,
injaria hepatica e sindrome hepatorenal, rabdomiolise (80%), hipocalemia, acidose metabolica
e arritmias; fosfatase alcalina e gama GT costumam estar desproporcionalmente elevados
(injdria biliar) em relacdo ao grau de injdria hepatocelular.?®® Injaria hepética na intoxicagio
aguda por tolueno parece ser leve e ndo contribui para a mortalidade. 2%

Exposicao cronica a baixas doses de solventes aromaticos e alifaticos entre pintores
causou esteatose em uma série de trabalhadores expostos a solventes, conforme Dossing e
CO|.236

Um estudo com trabalhadores da industria petroguimica expostos a COVs demonstrou
que 29,4% apresentaram alteraces de transaminases, e destes, 51,9% apresentaram esteatose
hepética na ecografia, conforme Perez e col.*” Estudos experimentais também evidenciaram
que o tolueno causa esteatose em modelos animais. 216

Esteato-hepatite por mistura de solventes (aromaticos e outros), como ja referido, foi
descrita em um estudo entre trabalhadores da inddstria petroquimica brasileira, conforme
Cotrim e col.'® Hepatite aguda a tolueno (geralmente em abusadores) tem sido descrita em
relatos raros, com presenca de ictericia, nauseas, vomitos e insuficiéncia renal. 2%

Estudos em animais demonstram que apds uso de solventes como tiner, a funcéo
hepatica tende a normalizar apds 4 semanas sem exposicdo. 2

A capacidade que alguns solventes (caso do xileno e seus isdbmeros) possuem para
induzir o citocromo P450 sugere a possibilidade de efeitos sinérgicos com outros quimicos que
induzem este sistema, significando que uma exposi¢do a uma mistura de solventes contendo
xileno podera ter a sua toxicidade potencializada, tal qual ocorre na exposi¢do concomitante

com tolueno (inibicdo do metabolismo do tolueno).
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Xileno (dimetilbenzeno) é um hidrocarboneto aromatico incolor que existe
naturalmente no petréleo, carvao e alcatrdo, existindo em trés formas isoméricas: orto, meta e
paraxileno.?*° E utilizado em solventes, tintas, colas, vernizes, corantes de impressio, resinas e
na indstria do couro e da borracha. 232

Também é encontrado em pequenas quantidades na gasolina e no cigarro, e utilizado
em tratamentos odontoldgicos e em técnicas histologicas laboratoriais (sua alta solvéncia
aumenta a absorcdo de parafina e a transparéncia tecidual), sendo os técnicos de histologia uma
das populacbes mais expostas a alta concentracio de xileno.?*° E facilmente absorvido pelos
pulmdes e pela pele (absorcéo cutanea principalmente em estado liquido).2*? Polui¢do ambiental
por xileno ocorre porque ele pode persistir inalterado por meses antes de ser transformado em
outros compostos, contaminando agua e alimentos; isto se da geralmente através de vazamento
de produtos petroquimicos de tanques subterraneos, ja que evapora facilmente ao contato com
a luz solar.?*® Contaminagdo por poluicdo aérea também ocorre (principalmente industria
petroquimica e fumaca de automdveis). Xileno é metabolizado primariamente no figado por
oxidacdo de um grupo metil e conjugado com glicina para formar &cido metilhipdrico, o qual é
excretado na urina (e é utilizado como marcador bioldgico de exposicdo). 2*° Toxicidade
hepética por xileno parece ocorrer somente com altos niveis de exposicdo (e € geralmente
reversivel); baixos niveis de exposicdo ndo afetam significativamente o figado.?** Estudos em
animais mostram que xileno pode alterar a funcéo hepatica e aumentar o peso do figado, porém
com discretas alteragcbes histologicas, como hipertrofia do reticulo e alteracbes
mitocondriais.?*? Entretanto, ha que considerar o papel do xileno como componente frequente
de misturas de solventes.

Benzeno tem sido utilizado em diversos cenarios industriais, como inddstria
petroquimica, industria quimica, inddstria do calgado, do plastico e da borracha e em atividades

envolvendo impressdo; transporte, distribuicdo e fornecimento de gasolina também sao
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importantes fontes ocupacionais.?*® E muito utilizado como solvente e intermediéario quimico
(fabricacdo de lubrificantes, detergentes, tinturas, borracha, pesticidas...), sendo um dos 20
principais quimicos produzidos nos Estados Unidos.?** Devido a sua toxicidade, ndo é
geralmente utilizado no ambito domiciliar. Como outros solventes, é poluidor ambiental
(poluicdo aérea) Possui pouca absorcdo cutanea (exceto na forma liquida). E metabolizado
primariamente no figado em acido trans, trans-muco6nico, que pode servir como marcador
bioldgico na urina, mesmo em baixas doses de exposi¢do; como a maioria dos outros solventes,
é metabolizado pelo figado, e estresse oxidativo parece ser primordial para sua toxicidade.?*®

Existem poucos estudos relacionando exposi¢cdo com benzeno e resisténcia insulinica,
e 0s achados ndo se confirmaram em modelos animais; por outro lado, estudos em animais e
seres humanos encontraram associa¢do da exposicdo a benzeno com dislipidemia. 24

Os efeitos toxicos gerais do benzeno sdo similares a outros hidrocarbonetos aromaticos,
exceto pela hematotoxicidade. Exposicdo crbénica a benzeno pode causar alteracGes
hematol6gicas como leucopenia, trombocitopenia, anemia, pancitopenia e anemia aplastica,
linfocitose, eosinofilia e basofilia. 24°

Os efeitos carcinogénicos do benzeno sdo bem estabelecidos, conforme sera abordado
no item 2.5.2.1

Hepatotoxicidade por benzeno isoladamente tem sido pouco descrita na literatura.
Alteracdo de funcdo hepatica tem sido relatada em séries de pacientes expostos.?*’ Estudos
experimentais em ratos também demonstraram alteracdo da funcdo hepatica (e renal);
transaminases aumentaram ap6s aumento da concentracéo de benzeno. 248

Etilbenzeno, um intermedidrio quimico do benzeno utilizado principalmente na
producdo de estireno (e em menor grau como solvente), apresenta hepatotoxicidade limitada;

ndo foram encontradas alteracdes na funcdo hepatica em trabalhadores com mais de 20 anos de
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exposicdo. 4% Estudos em animais, por sua vez, demonstraram hepatomegalia, hipertrofia do
reticulo endoplasmatico e necrose hepatica. 24°

Estireno (vinilbenzeno), produzido a partir do etilbenzeno, € utilizado principalmente
como mondémero na fabricacdo de poliestireno (fabricacdo de plastico e borracha).

Alguns estudos em seres humanos mostraram discreta elevacdo de enzimas hepéticas
com estireno; em estudos com animais a hepatotoxicidade foi inversamente proporcional ao

tempo de exposicao, apresentando necrose hepatica na fase aguda seguida de regeneracdo e

melhora com a exposicéo cronica.?*

AMIDAS N-SUBSTITUIDAS:

Este grupo de solventes é representado essencialmente pela dimetilformamida e pela
dimetilacetamida, ambas evocadas como hepatotdxicas, sendo o figado o alvo primario de acéo.

Dimetilformamida, amplamente utilizada na inddstria do couro sintético e do
poliuretano, pode causar estato-hepatite, fibrose, cirrose e cancer; alteragdes das transaminases
foram mais evidentes nos primeiros 3 meses, sendo muito mais modestas ap6s um ano de
exposicdo. 18

Dimetilacetamida, utilizada na fabricacdo de fibra sintética e resina acrilica, possui
baixa a moderada hepatotoxicidade (foi introduzida como uma op¢do menos toxica do que a
dimetilformamida); diversos estudos em animais evidenciaram alteragdes como esteatose,

hepatomegalia, degeneracgdo hepatocelular e necrose.?! Hepatite toxica tem sido descrita com

dimetilacetamida. 2%2

2.5.2.1 Solventes Organicos: Cirrose Hepatica e Cancer
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Os principais solventes organicos relacionados com cirrose hepatica séo: tetracloreto de
carbono, tricloroetano, tricloroetileno, trinitrotolueno e dimetilformamida; carcinoma
hepatocelular esta relacionado com tetracloreto de carbono, tricloroetileno, percloroetileno, e
trinitrotolueno. 183

A associacdo de benzeno com leucemia mieldide aguda é conhecida; ele também ¢é
suspeito de causar leucemia mieldide cronica, leucemia linfoide cronica, mieloma mdaltiplo e
linfoma Hodgkin. 2’

O tempo necessario para o desenvolvimento de neoplasias no ambito ocupacional
costuma ser longo (5-20 anos), o estimulo genotoxico (dano oxidativo, aberracGes
cromossémicas, mutacgdes...) propicia ao longo do tempo reducdo nos mecanismos de reparo

de DNA, apotose e checkpoints efetivos, ou outras diferencas genéticas que determinem o

surgimento do cancer). 2>

2.5.3 Diagnostico Laboratorial

Exames laboratoriais de funcdo hepética tem sido utilizados para o diagnéstico de
exposicao a solventes organicos. Dosagem sérica de ALT (alanina aminotransferase) parece ser
o melhor marcador de toxicidade hepatica por solventes. Lundquist®* revisou cerca de 20
artigos sobre exposicdo a mistura de solventes (geralmente exposi¢do crénica em baixas
concentracdes) nas décadas de 80 e 90 e encontrou elevacdo de transaminases em
aproximadamente um terco deles. 2>

ALT por ser uma enzima predominantemente hepatica e puramente citosolica reflete
melhor lesdo hepatica por solventes que AST (aspartato aminotransferase), a qual €
predominantemente (80%) mitocondrial (por isto aumenta em dano alcodlico) e existe em

varios outros o6rgaos, como cérebro, coragdo, rins, pulmdes, musculo esquelético e pancreas.
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Exames laboratoriais como glicemia de jejum, triglicerideos e HDL-colesterol sdo importantes

neste estudo para o diagndstico de sindrome metabdlica, a qual, como vimos, esta relacionada

com DHGNA.

A tabela 1 indica os principais agentes quimicos implicados na génese de esteato-

hepatite e a sua consequéncia sobre as transaminases.

Tabela 1 - Agentes quimicos associados com esteatohepatite

ESTEATOHEPATITE/TRANSAMINASES
NORMAIS

ESTEATOHEPATITE/TRANSAMINASES
ALTERADAS

Cloreto de Vinila
Tetracloroetileno
Nitrobenzeno
Nitrometano

Solventes (ocasionalmente COVS *)

Tetracloreto de carbono
Dimetilformamida
Metilmercurio
Pesticidas
Bifenilpoliclorados
Fosforo Amarelo
Tricloroetano

Arsénico

Chumbo
COVS * (ocasionalmente)

Fonte: Lomonaco et al.(2013)°2
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2.5.4 Elastografia Transitéria Hepatica (FIBROSCAN)

O figado fibrotico tem a elasticidade reduzida por depdsito de tecido fibroso no
parénquima hepatico. FibroScan fornece uma medida de rigidez hepatica utilizando pulsos
ecogréaficos, e tem sido superior a outros escores ndo invasivos simples na deteccdo de
fibrose.?>® O exame utiliza o escore METAVIR, fibrose sendo classificada em uma escala FO-
F4: FO auséncia de fibrose, F1fibrose portal sem septos, F2 poucos septos, F3 muitos septos
sem cirrose, F4 cirrose.

Embora ecografia seja 0 método de escolha no diagndstico de esteatose hepatica, pela
sua acuracia e facil aplicabilidade, ndo permite diferenciar esteatose de esteato-hepatite ndo
alcoolica, e ndo é capaz de identificar fibrose.

Bidpsia hepética, considerada o padrdo-ouro para o diagnostico de esteato-hepatite, €
um exame invasivo que apresenta morbidade relacionada ao procedimento e possibilidade de
erro de amostragem. 2°

A sensibilidade da FibroScan na detecgéo de fibrose significativa (METAVIR F > 2)
em pacientes com DHGNA variou de 65,2%-90%, enquanto a especificidade variou de 45%-

88,7%.%%7

A associacdo de Sindrome Metabdlica com DHGNA e desta ultima com
hepatotoxicidade, suscita o questionamento sobre que consequéncias a agressdo toxica ao
figado teria sobre 0 metabolismo e da possivel inter-relacéo entre hepatotoxicidade e Sindrome

Metabdlica.
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3 JUSTIFICATIVA

Um percentual significativo de trabalhadores da industria sdo expostos diariamente a
substancias quimicas com potencial de hepatotoxicidade, havendo poucos estudos em humanos
sobre as consequéncias desta exposicdo prolongada. O conhecimento da fisiopatologia da
TAFLD/TASH e os efeitos da exposi¢do quimica a solventes organicos sobre 0 metabolismo
sdo pobremente conhecidos. Estresse oxidativo tem sido apontado como um dos principais hits
na evolucdo da esteatose hepatica para esteato-hepatite ndo alcoolica.

Sindrome Metabolica acomete aproximadamente 1/4 da populacdo mundial e os
solventes organicos podem estar implicados na sua etiopatogenia, levando a fibrose, cirrose

e/ou carcinoma hepatocelular
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4 QUESTAO DE PESQUISA

Trabalhadores expostos a solventes por periodo maior ou igual a 5 anos estdo mais

predispostos a apresentar Sindrome Metabdlica e hepatotoxicidade?
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5 HIPOTESE

Exposicao cronica a solventes organicos esta associada com Sindrome Metabdlica e

hepatotoxicidade.
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6 OBJETIVOS

6.1 OBJETIVO GERAL

Verificar a existéncia de Sindrome Metabolica e hepatotoxicidade em uma populacao

exposta a diferentes solventes.

6.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

6.2.1 Estabelecer a frequéncia de sindrome metabdlica em 2 populagdes (uma exposta e outra

ndo exposta a solventes).

6.2.2 Analisar lesdo hepatocelular através da dosagem sérica de alanina aminotransferase

(ALT).

6.2.3 Analisar estresse oxidativo através das substancias que reagem com o acido

tiobarbitdrico (TBARS) e da atividade das enzimas antioxidantes superoxido dismutase

(SOD) e glutationa S-transferase (GST) nas duas populagdes.

6.2.4 Avaliar o grau de fibrose através da realizacao de elastografia transitdria hepatica

(FibroScan) nas duas populacdes.
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7 POPULACAO E METODOS

7.1 DELINEAMENTO DO ESTUDO

Estudo transversal

7.2 CALCULO DE TAMANHO DE AMOSTRA

Assumindo uma diferenca de médias de 5 unidades de ALT entre expostos vs controles,
com um desvio padrdo comum de 6,5 (d=0,77) (Moro, 2017), foi estimado que um tamanho de
amostra de 54 individuos (27 por grupo) teria um poder estatistico de 80% em um nivel de

significancia de 5%.24

7.3 POPULACAO EM ESTUDO

Critérios de inclusdo: foram selecionados 30 trabalhadores expostos a solventes
organicos ha pelo menos 5 anos em industrias de Porto Alegre e regido metropolitana
(municipio de Gravatai), no estado do Rio Grande do Sul, sul do Brasil. No grupo controle
foram selecionados 40 traballhadores da area administrativa de empresas sem exposi¢do a risco
quimico. Foi considerado risco quimico exposicdo frequente a solventes organicos durante a
jornada de trabalho.

Dos 30 trabalhadores expostos, 10 trabalhavam como chapeadores, 7 em uma industria
de fabricacéo de tintas, 6 como pintores, 4 como estofadores, 1 como auxiliar de odontologia,

1 como jardineiro (manipulacéo frequente de combustivel), e um em atividades de manutencéo;
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23 afirmaram ndo utilizar EPI (equipamento de protecdo individual), enquanto somente 7
registraram uso com regularidade.

Este estudo foi realizado em trabalhadores altamente expostos a solventes por pelo
menos 5 anos (média de 13 anos), predominantemente hidrocarbonetos aromaticos como
tolueno, tanto isoladamente como sob a forma de mistura de solventes, neste caso geralmente

associados com xileno. Tolueno foi utilizado como solvente de tintas, tiner e/ou cola.

Critérios de exclusdo: idade <18 anos ou >65 anos, sexo feminino, hepatite B e C
(excluidas por sorologias), hemocromatose, doenca hepética conhecida, uso de alcool, drogas

ou medicacdes hepatotoxicas, tabagismo, indice de massa corporal (IMC) >30.

7.4 ANALISE CLINICO-LABORATORIAL

Os trabalhadores foram inicialmente sensibilizados a participar deste estudo. Todos
assinaram TCLE (Termo de Consentimento Livre e Esclarecido).

Foi realizada anamnese em todos os pacientes, com coleta de informagdes sobre tipo de
exposicao, tempo de exposicdo, uso de alcool, drogas ou medicacdes hepatotdxicas, doenca
hepatica conhecida ou comorbidades, tabagismo e atividade fisica.

Mensuragéo de peso foi realizada através de balanca antropométrica calibrada, com o
paciente descal¢o em ortostatismo (medida em kg). A altura foi medida através de estadidmetro
acoplado na balanga, com o paciente ereto e descalco, olhando para o horizonte (graduacéo em
cm).

Pressao arterial foi medida com esfigmomandmetro de mercdrio calibrado (medida em

mm de HQ).
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Circunferéncia abdominal foi aferida com fita inextensivel, na linha média entre o
rebordo inferior da Gltima costela e a crista iliaca, considerando como ponto de corte >102cm,
conforme NCEP/PAM I11 para homens.

indice de massa corporal (IMC) foi calculado como peso/altura ao quadrado (kg/m2).
Classificacdo de sindrome metabdlica foi realizada conforme os critérios estabelecidos pela
NCEP/PAM 3.

Foram realizadas coletas de sangue periférico para analise de ALT (U/L), com valores
de referéncia que variaram 30-45 dependendo do laboratorio e metodologia empregada (até
30,0 UI/L pelo método enzimatico e até 45 U/L pelo método cinético UV automatizado).

Coleterol HDL no soro foi analisado pelo método homogéneo direto automatizado, com
valores de referéncia desejaveis: superior a 40mg/dl.

Glicemia de jejum foi analisada no soro pelo método enzimatico, com valores de
referéncia em jejum:65-99 mg/dl. Triglicerideos foram analisados no soro pelo método

enzimatico automatizado, com valores de referéncia desejaveis em jejum: inferior a 150mg/dl.

Preparacao do sangue para avaliacdo de estresse oxidativo

O sangue periférico foi coletado de veia do membro superior e colocado (4ml) em tubo
de hematologia com EDTA. Foi centrifugado a 3000 rpm por 10 minutos. Em seguida foi
separado o plasma e congelado a -70 graus C para analises posteriores. Foram realizadas trés
lavagens com solucéo fisioldgica em volumes iguais utilizando o pellet de glébulos vermelhos,
centrifugando em cada etapa da lavagem a 3000 rpm por 5 min e descartando o sobrenadante.
Os glébulos lavados foram diluidos em sulfato de magnésio e solucdo de acido acético e em

seguida congelados para analises enzimaticas.
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Quantificacao de proteinas

A concentracdo de proteinas foi determinada pelo método de Bradford (1976), em placa
de 96 pocos, tendo como base o azul brilhante de Comassie (0 qual se une aos residuos lisina
de proteinas), utilizando uma solugdo de 0,5 mg/ml de albumina sérica bovina.?®®

Posteriormente, a solucdo azulada é conduzida ao leitor de placa a 595 nm. O célculo utiliza

um fator de correcdo médio obtido a partir da curva de calibracéo.

Avaliacdo da Lipoperoxidacdo

A lipoperoxidacdo no figado gera aldeidos que sdo quantificados pela reacdo das
substancias que reagem com o acido tiobarbitdrico (TBARS), através do surgimento de um
produto corado (malondialdeido e outros produtos da lipoperoxidagéo).

As amostras foram colocadas em tubos de ensaio contendo uma mistura de &cido
tiobarbitarico 0,67% com &cido tricloroacético 10%; posteriormente foram aquecidas em banho
durante 15min e resfriadas em gelo durante 5 minutos. Ap6s o resfriamento das amostras, foi
colocado alcool n-butilico para extrair o pigmento formado, e foram colocadas em agitador por
45 segundos e centrifugadas por 10 minutos a 3000 rpm. Por Gltimo, o produto corado foi lido
em espectrofotdbmetro com comprimento de onda de 535nm. A concentracdo de TBARS foi

expressa em nmol/mg de proteinas (Yagi,1984). 2

Avaliagéo das Enzimas Antioxidantes:

Atividade da SOD

Para avaliagdo da atividade das enzimas antioxidantes, as amostras foram descongeladas
e centrifugadas a 1200 rpm durante trinta segundos, e foi utilizado o sobrenadante. A analise
da atividade de SOD (superoxido dismutase) nos eritrocitos foi baseada na capacidade da SOD

em inibir a reacdo do radical superéxido com adrenalina, segundo 0 método de Misra e
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Fridovich (1972).2%° Na placa de 96 pocos colocou-se, além da amostra, adrenalina e tamp&o
de glicina 50 mM, com pH 11, para posterior agitacédo e leitura a 480 nm. Os resultados foram

expressos em USOD/mg de prot.

Atividade da GST

A atividade da GST (glutationa S-transferase) é baseada na reacdo da enzima, que
catalisa a formacdo de 1 uM de 2,4 dinitro-fenil-glutationa (DNP-SG) por minuto a 30graus C,
utilizando 1 mM de concentracdo da GSH e CDNB (cloro-dinitro-benzeno), detectada por
espectrofotometria a 340nm. Os valores foram expressos em puM/min/mg de proteina, conforme

Mannervik e Gluthenberg.26!

7.5 ELASTOGRAFIA TRANSITORIA HEPATICA (FIBROSCAN)

FibroScan foi realizada apds 3 hs de jejum com o paciente deitado em decubito dorsal,
com o braco direito abduzido e posicionado atréas da cabeca.

O aparelho utilizado é composto de sonda M, um sistema eletrdnico e uma unidade de
controle (um transdutor de ecografia € montado no eixo de um vibrador). Vibracdes de leve
amplitude e baixa frequéncia (50Hz) foram transmitidas do vibrador para os tecidos pela sonda
do transdutor (similar a utilizada na ecografia), aplicada com leve pressdo sobre a pele do
abdome na altura do lobo direito do figado, no espaco intercostal. Ao mesmo tempo pulsos
ecogréaficos foram emitidos para seguir a propagacao da onda e medir sua velocidade, que se
relaciona diretamente com o grau de rigidez do parénquima hepatico. Foram obtidas 10 medidas
consecutivas realizadas no mesmo lugar e o resultado foi expresso em kPa (kilopascais). A
mediana das aquisicdes de sucesso foi considerada representante do grau de rigidez. Valores de

rigidez <5,3 kPa foram considerados normais (F0), sendo 5,3-7,5-9,5 e 12,5 0s respectivos
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pontos de corte para F1-F2-F3-F4. A validade das medidas resultantes dependeu do IQR
(interquartile range), o qual reflete a variabilidade das medidas e ndo deve exceder 30% para

que o exame seja valido.

Andlise estatistica

As variaveis quantitativas apresentaram distribuicdo ndo paramétrica e foram descritas
pela mediana (intervalo inter quartil) e comparadas pelo teste U de Mann-Withney. As variaveis
categoricas foram descritas por porcentagens e comparadas pelo teste do Qui-quadrado da razao
de verossimilhanca.

O nivel de significancia estatistica adotado foi p<0.05.

Na analise dos dados, foi utilizado o software SPSS, verséo 21.0.

Aspectos éticos

A pesquisa foi aprovada pelo comité de ética do Hospital de Clinicas de Porto Alegre

com o0 CAAE:01297512.5.0000.5327.
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8 RESULTADOS

A tabela 2 aponta as principais caracteristicas da populagdo em estudo, enquanto a tabela
3 sumariza os principais achados de Sindrome Metabdlica e seus componentes entre 0s grupos
comparativamente. As figuras 10 e 11 indicam a porcentagem de elevacao de ALT entre
expostos e ndo expostos e a influéncia do tempo de exposi¢ao sobre a elevacao de ALT.

Os valores de HDL e ALT alterados foram ajustados, respectivamente, conforme

idade/atividade fisica frequente e IMC (tabela 4).

Tabela 2 — Caracteristicas dos pacientes

Nao-
Expostos expostos

Caracteristica n =30 n =40 p
Idade, anos 36,3+8,7 42,1+13,8 0,039
Indice de massa corporal, kg/m? 24,8425 23,7+£2.3 0,066
Tempo de exposi¢ao, anos 10,1+5,6 - -
Atividade fisica frequente, n° (%)* 7/30 (23,3) 11/38 (28,9) 0,601
Uso de EPI, n°® (%)** 7 (23,3) — —

Os dados sdo apresentados como média+devio padrao ou contagens (percentuais).
*Atividade fisica frequente considerada= 3 ou mais x por semana (pelo menos 150
min/semana).

**EPI equipamento de protecao individual.

Tabela 3 - Tabela comparativa da sindrome metabdlica e os seus componentes entre os

grupos
Expostos Nao expostos P
n=30 n=40
Sindrome metabodlica 10,0% 5,0% 0,424
Pressdo arterial média (>130/85 mm Hg)  40,0% 45,0% 0,675
Circunferéncia abdominal (>102 cm) 3,3% 5,0% 0,730
Glicemia de jejum (=100 mg/dL) 13,3% 20,0% 0,459
HDL (<40 mg/dL) 26,7% 7,5% 0,029
TGC (=150 mg/dL) 20,0% 17,5% 0,791

*Variaveis quantitativas descritas pela mediana (intervalo interquartil) e comparadas pelo
teste de Mann Whitney. Variaveis categéricas descritas por % e comparados pelo teste de
Qui-quadrado de razao de verossimilhanga
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Figura 10 - Porcentagem de elevacio de ALT em expostos e ndo expostos
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Tabela 4 — Comparacio de HDL e ALT entre os pacientes

Nao- p
Expostos expostos
n =30 n =40
HDL < 40mg/dL, n° (%) 8 (26,7) 3(7,5) 0,039*
ALT, valor/referéncia 0,90+0,44 0,71+0,21 0,043°

(a) ajustado para idade e atividade fisica frequente; (b) ajustado por indice de massa
corporal.

As figuras 12, 13 e 14 a seguir demonstram os resultados da lipoperoxidagdo (TBARS)

e atividade enzimatica (SOD e GST) entre os grupos.

Figura 12 - Avaliacdo de TBARS em expostos e nio expostos
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Figura 13 - Comparacao da atividade de SOD em expostos e ndo expostos
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Figura 14 - Comparacao da atividade de GST em expostos e nio expostos
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Fibroscan foi realizada em 15 trabalhadores expostos e 15 trabalhadores ndo expostos,

com os mesmos resultados

trabalhadores apresentaram F:

nos dois grupos: 11 trabalhadores apresentaram F:0 e 4

1.
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9 DISCUSSAO

Este estudo evidenciou alteragdes metabodlicas (HDL-colesterol<40 mg/dl), assim como
maiores niveis séricos de ALT e de marcadores de estresse oxidativo no sangue (TBARS,
atividade de SOD e atividade de GST ) no grupo exposto em relagao ao grupo controle. Estes
resultados foram significativos (p<0,05) mesmo apds ajustes de idade, atividade fisica e IMC.

Ha evidéncias na literatura sugerindo que significativas alteragdes metabdlicas podem
ocorrer como consequéncia da influéncia dos solventes sobre o figado. Kaukiainen et al. (2004),
estudando a influéncia dos solventes sobre o metabolismo de 29 trabalhadores expostos,
encontrou correlacdo positiva de colesterol e triglicerideos séricos com exposi¢do a
solventes.?®? Estudos experimentais de Vaghasia et al. (2015), também indicaram aumento no
colesterol hepatico secundario a exposicio a solventes e proporcional a dose de exposicio. s

Mais recentemente, em um grande estudo multicéntrico, exposi¢do a solventes foi
associada com 32% mais de prevaléncia de hipertensdo arterial em relagdo aos controles.?**

Um estudo de Kim et al. (2012), corroborado por outro realizado por Panke et al. (2017),
evidenciou associagdo positiva de exposi¢io quimica com hipertrigliceridemia.?*>2% No
presente estudo, embora ndo haja maior porcentagem de sindrome metabdlica no grupo
exposto, houve um niimero significativo de expostos com HDL-colesterol <40 em relacao aos
controles (p<0,05). Estes achados sdo relevantes porque a principal causa de morte na sindrome
metabolica ¢ doenca cardiovascular e ndo surpreendem em razao destes toxicos influenciarem
receptores linkados com o citocromo P450, o qual est4 envolvido no metabolismo do colesterol
e detoxificacdo de lipidios.

Avaliar a hepatotoxicidade decorrente da agdo de solventes (mais especificamente
tolueno e xileno) também foi um dos objetivos deste estudo. Os relatos de esteato-hepatite

toxica no ambiente de trabalho tem despertado um interesse crescente pela compreensao da
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patogénese e evolucdo da doenca. De fato, TASH (toxicant-associated steatohepatitis/esteato-
hepatite associada a toxicos), juntamente com ASH (alcoholic steatohepatitis/esteato-hepatite
alcoolica) e EHNA (esteato-hepatite ndo alcoolica) ¢ uma das trés formas mais prevalentes de
esteato-hepatite, ainda com poucos estudos realizados.

A ascensao do desenvolvimento moderno, urbano e industrial, nao teve os seu impacto
sobre a saude da populacdo devidamente avaliado. Estudos com produtos petroquimicos como
cloreto de vinila, alertaram para a possibilidade de dano hepatico grave de evolucao subclinica,
mesmo com provas hepaticas normais.

ALT (alanina aminotransferase) tem demonstrado ser um importante marcador de
injiria hepdtica, ao contradrio da GGT (gama glutamil transferase), que parece estar mais
relacionada com mecanismo de indu¢do e pode estar elevada por dano em outros 6rgaos além
do figado. Transaminases séricas refletem injuria hepatica relacionada com necrose, enquanto
ALP (fosfatase alcalina) e GGT estdo associadas com colestase hepatica.?®? Solventes podem
danificar hepatocitos e ALT tem demonstrado ser um bom biomarcador de dano antes deste ser
irreversivel.

A presenca de maiores niveis sé€ricos de ALT foi significativa neste estudo no grupo
exposto (p:0.020) e esteve de acordo com outros estudos similares. O tempo de exposi¢ao nao
exerceu influéncia significativa sobre os resultado da ALT (p>0,05).

Tomei et al. (1999) observou, pesquisando 33 sapateiros, alteragdo de funcao hepatica
em 44% dos trabalhadores mesmo com niveis baixos de exposi¢io a mistura de solventes.?®’

Carvalho et al. (2006), investigando trabalhadores de uma refinaria de petréleo
brasileira, encontrou como alteracdes laboratoriais mais frequentes elevacao simultanea de
transaminases e GGT, que ocorreu em 41,4 % dos expostos, mesmo quando os efeitos de alcool,

obesidade e hepatite foram considerados.?®®
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Perez et al. (2006), em uma empresa petroguimica em que houve exposi¢do a uma
mistura de tolueno, xileno e benzeno, descreveu como principal achado laboratorial alteracéo
de transaminases (29,4%); destes, 51,9% apresentaram esteatose hepatica em exames de
ecografia.®’

Rees et al. (1993), investigando injaria hepatica em trabalhadores de uma planta de
producdo industrial de tintas envolvendo mistura de solventes, identificou que 65% tinham pelo
menos um enzima hepatica alterada; AST (aspartato aminotransferase) estava elevada em 52%
e atividade de GGT foi elevada em 46%.2%

Por outro lado, outros estudos ndo demonstraram associacgdo significativa (p>0,05) de
exposicao a solventes com alteracdo de transaminases.

Ukai et al. (1994) relatou auséncia de alteracdo de funcdo hepatica em trabalhadores
expostos a baixas doses de solventes, com predominio de tolueno.?’® Chen et al. (1991) também
ndo detectou alteracdes nas transaminases em trabalhadores da producéo industrial de tintas em
que predominaram como solventes tolueno e xileno.?’

Lundberg et al. (1994) estudou o efeito a longo prazo da exposi¢do a tinta em pintores,
mas com pouca ou nenhuma exposicao atual (exposi¢do no passado), sem aumento significativo
de transaminases e GGT. 272

A maioria destes estudo com transaminases normais, entretanto, ocorreu com baixas
doses de exposicdo, geralmente obedecendo os limites de tolerancia a exposicao
preconizados.?”

Estresse oxidativo, por sua vez, € o mecanismo de toxicidade mais importante dos
solventes, através da geracdo de radicais livres, EROS (espécies reativas de oxigénio) e ERNS
(espécies reativas de nitrogénio).%

Como radicais livres possuem meia-vida curta que dificulta sua identificagcdo, costuma-

se analisar estresse oxidativo indiretamente através dos do seu efeito sobre as membranas
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lipidicas (lipoperoxidacdo); TBARS (substancias que reagem com o &cido tiobarbitdrico) tem
sido utilizado com este proposito.

A analise da atividade de enzimas antioxidantes no sangue, por outro lado, permite
analisar os mecanismos de defesa antioxidante langados pelo organismo sob agressdo. Estes
testes, combinados com dosagem de ALT, possibilitam uma inferéncia nao invasiva da agressao
hepatotdxica por solventes. Estas coletas ocorreram durante a jornada de trabalho, para maior
eficacia de resultados.

Neste estudo, 0 grupo exposto apresentou maiores niveis de TBARS no plasma (7,8
vezes mais que os controles), com significancia estatistica (p<0,01), indicando lipoperoxidagado
de grande magnitude. A atividade de SOD e GST também estava aumentada (sendo esta Gltima
uma importante enzima detoxificadora), e alcancou significancia estatistica (p<0,05), indicando
uma resposta de inducdo enziméatica compensatéria provavel em consequéncia da agressdo
hepaética.

Halifeoglu et al. (2000), em concordéancia com nosso estudo, encontrou aumento nos
niveis de TBARS, SOD e GPx (glutationa peroxidase), evidenciando estresse oxidativo em um
grupo de 18 pintores expostos a tiner (misturas de solventes em que predomina o tolueno).?™

Também de forma similar ao nosso estudo, Moro et al. (2012) demonstrou significativo
aumento de TBARS no sangue de pintores, linkando o dano as membranas biologicas ao
possivel efeito toxico decorrente da biotransformacéo do tolueno em metabolitos toxicos.?3*

Exposicgéo a tolueno, tem demonstrado, in vivo e in vitro, ser capaz de causar estresse
oxidativo.?"

N&o houve fibrose significativa, atraves do exame de FibroScan, nos pacientes expostos
deste estudo. Infelizmente, nem todos os pacientes expostos realizaram o procedimento em

funcdo de impedimento imposto por uma das inddstrias elencadas.
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Mesmo na auséncia de fibrose, deve haver prudéncia em classificar solventes como o
tolueno como de baixo risco, especialmente se houver exposicdo alta e continuada a mistura de
solventes, em funcdo de efeito aditivo. H& que se considerar também a suscetibilidade
individual e as particularidades do metabolismo de téxicos de cada individuo através do
citocromo P 450, a qual pode ser muito influenciada por fatores genéticos e ambientais.

Concluimos gue este estudo teve como primeira limitacdo o delineamento transversal e
a impossibilidade de determinar com exatidao relacdo causa-efeito. Doencas crénicas, que
podem interferir com o estresse oxidativo, existiram mas foram poucas (5 pacientes expostos
apresentaram doencas como hipertensdo arterial, diabetes mellitus e dislipidemia). Conflito
econdémico com empresas participantes também foi um fator limitador.

Os achados deste estudo convergem para o entendimento de que a toxicidade hepética
por solventes possui repercussao multissistémica, especialmente no que concerne ao
metabolismo.

Além disto, ainda quando afastados fatores de confusdo como etilismo e obesidade,
solventes aromaticos mostraram ser capazes de causar hepatotoxicidade, com consequéncias

que ainda ndo sdo completamente conhecidas.
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10 CONCLUSAO

Né&o foi encontrado um percentual maior de sindrome metabdlica no grupo exposto, mas
guando analisamos cada um dos componentes da sindrome individualmente, detectamos um
numero significativo (p<0,05) de HDL <40 entre 0s expostos.

Podemos inferir que houve dano hepético evidenciado por elevacdo de ALT e de
marcadores de estresse oxidativo nos pacientes expostos a solventes organicos, ainda que sem

fibrose significativa.
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Abstract:

Objectives: The purpose of this study was to identify the long term effect
of chemical exposure on the liver, through clinical and laboratory tests and
oxidative stress tests.

Population and Methods: cross-sectional study comprising 70 workers,
30 of them exposed to organic solvents and 40 not exposed. The history
and physical examination was performed for all patients. Laboratory tests
included ALT dosage and oxidative stress tests, such as substances that
react with the thiobarbituric acid (TBARS) in plasma and superoxide
dismutase (SOD) and glutathione S-transferase (GST) analysis in the
erythrocytes. All those exposed presented at least 5 years of exposure to
solvents. Hepatitis B and C, known hepatic disease, comorbidities, use of
alcohol, drugs or hepatotoxic medications, smoking, body mass index
(BM) >30, female sex and age <18 years or >65 years were excluded from
the sample.

Results: elevated ALT was more frequent in the group exposed compared
to the controls: 33% v 10.5%, with a statistical significance (p<0.05).
TBARS was significantly elevated (p<0.01) in the group exposed
compared to the controls: 1.73 nmol/mg of prot. (1.41-1.88) v 0.22
nmol/mg of prot. (0.13-1.12). Antioxidant enzymes were also significantly
more elevated (p<0.05) in the group exposed compared to the controls:
SOD 7.29 (4.30-8.91) USOD/mg of prot. v 3.48 (2.98-5.28) USOD/mg of
prot. and GST 2.57 pmol/min/mg of prot. (1.80-4.78) v 1.81 pmol/min/mg
of prot. (1.45- 2.30) pM/min/mg of prot.

Conclusion: The results suggest an association between exposure to
organic solventes and hepatotoxicity.

Key words: Solvents; aromatic hydrocarbons; chemical exposure,
hepatotoxicity, TASH.
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Introduction

Organic solvents such as aromatic hydrocarbons are widely applied
in the industry for activities such as manufacturing paints, glues, resins,
varnishes, dyes, adhesives, shoes, plastics, rubber, synthetic fibers,
pesticides, cosmetics, degreasers, polyurethane foam, and others. 12345
They are also much used as chemical intermediaries in printing activities
and gasoline manufacturing. ©

Solvents are involved in the rise of TAFLD (toxicant-associated fatty
liver disease), TASH (toxicant-associated steatohepatitis), cirrhosis of the
liver and cancer (mainly hepatocellular carcinoma and acute myeloid
leukemia/exposure to benzene.). 789101112

It is estimated that 8% of the workers in industry have contact with
solvents during their work; the highest levels of exposure to solvents are
found in professions such as industrial painting, dry cleaning, rotogravure
and canvas printing, laying tiles and manufacturing glass-reinforced
plastic. 3

Absorption usually occurs by inhalation, but in certain situations
rapid absorption may occur through the skin (such as exposure to solvent
in liquid form or in work involving industrial painting or degreasing).

Although aromatic hydrocarbons are considered less toxic than
halogenates (usually chlorinated compounds), frequent use in the form of
solvent mixtures such as thinner (in which toluene predominates ) need to
be better evaluated, especially over the long term and with intense
exposure. Solvent mixtures may potentiate the individual effect of each
toxic component, as occurs in the association of toluene with xylene
(xylene inhibits the toluene metabolism, increasing its toxicity ). 4

The analysis of oxidative stress has been used as a non-invasive
form of hepatotoxicity evaluation. The purpose of this study was to
evaluate the impact of organic solvent use on the liver.

Population and Methods

Study design
Cross sectional study
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Population studied

Inclusion criteria: 30 workers exposed to organic solvents for at least
5 years in industries in the Porto Alegre and Metropolitan region in the
south of Brazil were selected. In the control group 40 workers in the
administrative sections of companies were selected who were not
exposed to the risk of chemicals. Chemical risk was considered frequent
exposure to organic solvents during the work day, with a predominance of
toluene and xylene.

Exclusion criteria: age <18 years or >65 years, female sex, hepatitis
B and C (excluded by serologies), hematochromatosis, known liver
disease, use of alcohol, drugs or hepatotoxic mediations, smoking, body
mass index (BMI) >30.

This study was performed with workers highly exposed to solvents
for at least 5 years (mean 13 years), predominantly aromatic
hydrocarbons such as toluene, both alone and in the form of a solvent
mixture, in this case generally associated with xylene. Toluene was used
as a solvent for paints, thinner and /or glue.

Among the 30 workers exposed, 10 worked as metal platers, 7 in a
paint factory, 6 as painters, 4 as upholsterers, 1 as a dental assistant, 1
as a gardener (frequent manipulation of fuel), and one on maintenance
activities; 23 said that they did not use Individual protection equipment
(IPE), while only 7 mentioned regular use.

Clinical and Laboratory Analysis

The workers were initially made aware of the importance of
participating in this study. They all signed the Free Prior Informed Consent
(FPIC)

A history was taken of all patients, collecting information about the
type of exposure, time of exposure, use of alcohol, drugs or hepatotoxic
medications, known liver disease, or comorbidities, smoking and physical
activity. Weight and height were measured because BMI was considered
an exclusion criterion, since obesity is a frequent cause of NAFLD and
alteration of the liver function

Weight was measured using the calibrated anthropometric scale
with the patient barefoot and in an orthostatic position (measured in kg).
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Height was measured by a stadiometer attached to the scale with the
patient erect and barefoot looking at the horizon (graduated in cm).

Blood pressure (arterial pressure) was measured with a calibrated
mercury sphygmomanometer (measure in mm of Hg).

Body Mass Index (BMI) was calculated as weight/height squared
(kg/m2).

Peripheral blood was collected to analyze ALT (U/L) using the
enzymatic method.

Preparation of blood to evaluate oxidative stress

The peripheral blood was collected from a vein in the upper limb and
placed (4ml) in a hematology tube with EDTA. It was centrifuged at 3000
rpm for 10 minutes. Then the plasma was separated and frozen at -70
degrees C for later analysis. Three washings were performed with saline
solution in equal volumes using the pellet of red blood cells, centrifuging
at each stage of washing at 3000 rpm for 5 min and discarding the
supernatant. The washed red cells were diluted in magnesium sulphate
and acetic acid solution and then frozen for enzymatic analyses.

Quantification of proteins

Protein concentration was determined by the Bradford method
(1976), in a plate with 96 wells, on a base of Comassie Brilliant Blue (which
is united to the lysine residues of proteins), using a 0.5 mg/ml solution of
bovine serum albumin.®® Later the bluish solution is taken to the plate
reader at 595nm, The calculation uses a mean correction factor obtained
from the calibration curve.

Lipoperoxidation

Lipoperoxidation in the liver generates aldehydes that are quantified
by the reaction of the substances that react with the thiobarbituric acid
through the appearance of a stained product (malonaldehyde and other
products of lipoperoxidation).

The samples were placed in test tubes containing a mixture of
thiobarbituric acid 0.67% with trichloroacetic acid 10%; later they were
warmed in a bath for 15 min and cooled in ice for 5 minutes. After the
samples were cooled n-butyl alcohol was placed to extract the pigment
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formed, and they were placed in an agitator for 45 seconds and
centrifuged for 10 minutes at 3000 rpm. Finally, the stained product was
read in a spectrophotometer with a wavelength of 535nm. The TBARS
concentration was expressed in nmol/mg of proteins (Yagi, 1984) 1°.

SOD activity

In order to evaluate trhe activity of the antioxidant enzymes, the
samples were defrosted and centrifuged at 1200 rpm for thirty seconds,
and the supernatant was used. The analysis of SOD (superoxide
dismutase) activity in the erythrocytes was based on the capacity of SOD
to inhibit the reaction of the superoxide radical with adrenaline, according
to the method of Misra & Fridovich (1972).17 In the 96-well plate, besides
the sample, adrenaline and glycine buffer 50mM were placed with pH 11
for later agitation and reading at 480 nm. The results were expressed in
USOD/mg of prot.

GST analysis

The activity of GST (glutathione S-transferase ) is based on the
reaction of the enzyme which catalyzes the formation of 1 uM of 2,4 dinitro-
phenyl-glutathione (DNP-SG) per minute at 30 degrees C, utilizing 1 mM
of concentration of GSH and CDNB (chloro-dinitrobenzene), detected by
spectrophotometry at 340 nm. The values were expressed in pM/min/mg
of protein, according to Mannervik & Gluthenberg (1981).18

Statistical analysis

The quantitative variables presented a non-parametric distribution
and were described by the median (inter-quartile interval) and compared
by the Mann Whitney U test.

The level of statistical significance adopted was p<0.05.

For the data analysis, software SPSS , version 21.0 was used.

Ethical aspects:

The research was approved by the ethics committee of Hospital de
Clinicas de Porto Alegre under number CAAE:01297512.5.0000.5327.
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Results

Table 1 points out the main characteristics of the population that is
being studied, while figure 1 and 2 indicate the percentage of the elevation
of ALT among the exposed and non-exposed and the influence of time of

exposure on the elevation of ALT.

Table 1: Characteristics of the patients

Non-
Exposed exposed
Characteristic n =30 n =40 p
Age, years 36.3x8.7 42.1+13.8 0.039
Body mass index, kg/m?2 24.8+2.5 23.7+£2.3 0.066
Time of exposure, years 10.1£5.6 - -
Frequent physical activity, n® 7/30 11/38 0.601
(%)* (23.3) (28.9)
Use of IPE, n? (%)** 7 (23.3) - -

The data are presented as meanzstandar deviation or counts
(percentages).

*Frequent physical activity considered = 3 or more x a week (at least
150 min/week )

**IPE individual protection equipment.
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Figure 1. Percentage of ALT elevation in exposed and non-exposed
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Figure 2: Relationship ALT/Exposure time

Figures 3, 4 and 5 and following show the results of lipoperoxidation
(TBARS) and enzymatic activity (SOD and GST) among the groups.
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Discussion

This study evidenced higher serum levels of ALT and oxidative
stress markers in blood (TBARS , SOD activity and GST activity) in the
group exposed compared to the control group. The time of exposure did
not have a significant influence on the results of ALT (p>0.05).

Ever since Cave et al. for the first time in 2010 used the term TASH
to describe the cases of toxic steatohepatitis in the work environment,
there has been a growing interest in understanding the pathogenesis and
evolution of the disease.® Indeed, TASH, together with ASH (alcoholic

steatohepatitis) and NASH (non alcoholic steatohepatitis) is one of the
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three most prevalent forms of steatohepatitis, but few studies have been
performed so far.

The impact of the rise of modern, urban and industrial development
on health, with the progressive need to develop products from different
raw materials, has not been duly sized. Studies on petrochemical
products such as vinyl chloride, called attention to the possibility of severe
liver damage with a subclinical evolution; in Cave’s et al. study, 80% of the
workers exposed presented histopathological evidence of steatohepatitis
and 55% developed fibrosis, 80% presenting normal transaminases.®

It should be pointed out that the pioneering studies that first
demonstrated the association between steatohepatitis and TASH were
performed in the Brazilian Northeast by Cotrim et al. (1999), involving
workers from the Petrochemical Complex with elevated transaminases .2°

ALT (alanine aminotransferase) has proved to be an important
marker of liver injury (more than induction) on the contrary of GGT (gamma
glutamyl transferase), which appears to be more closely related to the
induction mechanisms and may be elevated due to damage in other
organs besides the liver. Serum transaminases reflect a liver injury related
to necrosis, while ALP and GGT are associated with hepatic cholestasis.?!
Solvents may damage hepatocytes and ALT has proved to be a good
biomarker of damage before it becomes irreversible

Lundquist et al. (1999), revising approximately 20 articles on
exposure to solvents, observed the elevation of transaminases in about a
third of them.??

The presence of an elevation of ALT was clear in this study, in the
group exposed (p:0.020) and was in accordance with other similar studies;

there was no elevation >3x LSN.
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Researching 33 shoemakers, Tomei et al. (1999) observed changes
in the liver function in 44% of the workers, even with low levels of exposure
to the mixture of solvents.??

Carvalho et al. (2006), investigating workers at a Brazilian oil
refinery, found as most frequent alterations in laboratory tests, the
simultaneous elelevation of transaminases and GGT, which occurred in
41.4 % of those exposed, even when the effects of alcohol, obesity and
hepatitis were taken into account.?*

Perez et al. (2006) in a petrochemical company in which there was
exposure to a mixture of toluene, xylene, described as the main laboratory
finding, the alternation of transaminases (29.4%); of these 51.9%
presented liver steatosis at ultrasound .%°

Rees et al. (1993), investigating liver injury in workers at an industrial
plant that produced paints involving a mixture of solvents, found that 65%
had at least one altered liver enzyme; AST (aspartate aminotransferase)
was elevated by 52% and the GGT activity was elevated b y 46%.%°

On the other hand, other studies did not show a significant
association (p>0.05) between exposure to solvents and alteration of
transaminases.

Ukai et al.(1994) reported the absence of alteration of the liver
function in workers exposed to low doses of solvents, with a predominance
of toluene.?” Chen (1991) also did not detect alterations in the
transaminases in workers in the industrial production of paints, in which
the predominating solvents are toluene and xylene.?®

Lundberg et al. (1994) studied the long term effect of exposure to
paint in painters, but with little or no current exposure (exposure in the

past), without a significant increase of transaminases and GGT. ?°
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Most of these studies with normal transminases, however, were
performed with low doses of exposure, generally obeying the limits of
tolerance to the recommended exposure . *°

Oxidative stress, in turn, is the most important toxicity mechanism of
the solvents, through the generation of free radicals, ROS (reactive
oxygen species) and RNS (reactive nitrogen species). 31:32333435 |t jg
characterized by the imbalance between oxidant and antioxidant agents
favoring the oxidants, with a change in the cellular signalling and/or
damage to the macromolecules)3® Many toxic substances are
metabolized mainly in the endoplasmic reticulum by mixed function
oxidases (P450 cytochrome), especially P450 2E1 cytochrome (in the
case of solvents ) and NADPH P450 cytochrome reductase; these phase
1 enzymes may generate toxic metabolic intermediaries, such as
guinones and semi-quinones (frequent in the metabolism of toluene and
benzene), that are implicated in hepatotoxicity caused by solvents..3":38

Since free radicals have a short half-life that makes it difficult to
identity them, usually oxidative stress is analyzed indirectly through its
effect on the lipidic membranes (lipoperoxidation); TBARS (substances
that react with thiobarbituric acid) has been used for this purpose.

The analysis of antioxidant enzyme activity in blood, on the other
hand, enables the analysis of the antioxidant defense mechanisms
launched by the organism that is under attack.*®* These tests, combined
with the ALT dosage, enable a non invasive evaluation of hepatotoxic
aggression by solvents. These collections occurred during the workday for
more eficacious results.

In this study, TBARS was 7.8 times greater in the plasma of the
patients exposed (p<0.01) than in the controls, indicating a large
magnitude lipoperoxidation. The elevation of SOD and GST (the latter
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being a major detoxicant enzyme) also attained statistical significance (p
<0.05) indicating a probable compensatory enzymatic induction response
as a consequence of the hepatic aggression.

Halifeoglu (2000), studying a group of 18 painters, evaluated the effect of
the thinner (mixture of solvents in which toluene predominates) on
oxidative stress: there was, similarly to our study, an elevation of TBARS,
SOD and GPx (glutathione peroxidase), evidencing oxidative stress.*°
Moro et al.(2012) also demonstrated a significant increase of TBARS in
the blood of painters, linking the damage to the biological membranes to
the possible toxic effect resulting from the biotransformation of toluene into
toxic metabolites.®®

Exposure to toluene has shown, in vivo and in vitro, that it can cause
oxidative stress. 4

These results confirm that one should be careful when classifying
solvents such as toluene as being low risk, especially if there is high and
continuous exposure to the mixture of solvents, because of the additive
effect. Even removing confounding factors such as alcoholism and
obesity, aromatic solvents may cause hepatotoxicity, with consequences
that are not yet fully known. It is also necessary to consider individual
susceptibility and the particularity of the metabolism of toxic substances in
each individual through the P450 cytochrome, which can be greatly
influenced by genetic and environmental factors.*?

The first limitation of this study was the cross-sectional design and
the impossibility of determining precisely the cause-effect relationship.
There were only a few chronic diseases that could interfere in oxidative
stress (5 patients exposed presented diseases such as arterial

hypertension, diabetes mellitus and dyslipidemia.).
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Conclusion:
There was liver damage evidenced by the elevation of ALT and
oxidative stress markers in the patients exposed to organic solvents.
Further studies are needed to evaluate evolutionary liver lesions in
this type of exposure.
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12 PERSPECTIVAS E CONSIDERACOES FINAIS

Poucos estudos tem sido realizados nas Gltimas décadas sobre os efeitos da exposicao
aos solventes sobre o organismo. Dificuldades operacionais e conflitos econdmicos estdo entre
os principais fatores limitantes. Muitos estudos ainda sdo da década de 80, em funcdo de
acontecimentos como a terceirizacdo, que contribuiu para a invisibilidade das doencas
ocupacionais. Estudos adicionais sdo requeridos para a elucidacdo da etiopatogenia e

repercussao clinica de TAFLD/TASH. Medidas de prevencao devem sempre ser reforcadas.
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APENDICE A - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)

-CASOS

N° do projeto GPPG ou CAAE: 01297512.5.0000.5327

Vocé estd sendo convidado a participar do projeto de pesquisa intitulado
Sindrome metabdlica e exposi¢cdo a risco quimico ocupacional. Este estudo foi
motivado pela observacdo que pessoas expostas a produtos quimicos no ambiente
de trabalho podem apresentar danos ao organismo, especialmente ao figado, além
de possiveis alteracbes no peso, pressao arterial, glicose (agucar) e gorduras no
sangue. Esta pesquisa esta sendo realizada pelo Servico de Medicina Ocupacional
do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA).

O objetivo do estudo é demonstrar se estas alteracdes estdo presentes, e sua
possivel relacdo com o ambiente de trabalho. Para isso serédo estudados dois grupos,
um de pessoas expostas a produtos quimicos e outro de pessoas ndo expostas. Vocé
estd sendo convidado a participar do grupo de pessoas expostas a produtos
quimicos.

Se vocé aceitar participar do estudo, em uma primeira etapa seréo realizadas
perguntas sobre habitos de vida (alcool, fumo, drogas, atividade fisica, presenca de
doencas e uso de medicacfes). Em uma segunda etapa seréo realizadas medidas de
peso, altura, pressao arterial e circunferéncia abdominal. Em uma terceira etapa seréo
coletadas amostras de sangue para analisar hepatite B e C, gorduras, glicose (agucar)
e enzimas do figado. Em uma quarta etapa sera realizado o exame de FibroScan
(elastografia hepatica), para verificar existéncia de fibrose (cicatriz) no figado.

O FibroScan é um procedimento ndo invasivo, sendo realizado como uma
ecografia comum. E colocado um gel sobre a pele do abdome e ap6s o aparelho é
passado apenas sobre a pele captando as imagens do figado.

Todas as etapas da pesquisa serdo realizadas no mesmo dia, em um periodo
estimado de 60 minutos. Nao estao previstos encontros adicionais, caso necessario,
vocé sera convidado e recebera explicacédo sobre a eventual necessidade. Se houver
alteracdo nos exames que indiqguem necessidade de tratamento, os participantes

serdo encaminhados para acompanhamento em Servico de Gastroenterologia e
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Hepatologia do SUS (Sistema Unico de Saude) via central de regulacéo de consultas,
conforme disponibilidade de consultas.

Esta pesquisa trara como beneficio direto para os participantes a possibilidade
de verificar doencas como diabetes, pressado alta, colesterol alto e hepatite,além de
cirrose no figado(doenca caracterizada por uma cicatriz que
pode ser visualizada através do exame FibroScan).

Os riscos a saude sdo minimos. Pode haver desconforto psicolégico com
algumas perguntas do questionario (como sobre o uso de &lcool e drogas) ou
desconforto fisico com a medicdo da presséao arterial e da circunferéncia abdominal
durante o exame fisico. Também podera acontecer alguma dor leve, inchaco ou
mancha escura no local da coleta de sangue. Em relacdo ao exame FibroScan, ndo
ha riscos relacionados ao procedimento, como exposi¢cdo a radiagcdo ou qualquer
risco de lesdo aos 6rgdos internos, no maximo o desconforto do gel e da pressao do
aparelho sobre a pele.

A participacdo nesta pesquisa € voluntaria, podendo haver desisténcia a
qualquer momento sem que haja qualquer tipo de prejuizo ao seu vinculo com a
instituicdo empregaticia ou em qualquer assisténcia recebida no Hospital de Clinicas
de Porto Alegre. A participacdo nesta pesquisa nao serd remunerada e ndao havera
custos aos participantes.

Os resultados serdo divulgados de maneira agrupada e poderédo ser publicados
com finalidade cientifica, respeitando a confidencialidade dos dados de identificacédo
pessoal de cada participante e preservando por completo o anonimato.

Toda e qualquer duvida podera ser esclarecida antes, durante e depois do
curso da pesquisa, através de contato pessoal ou telefénico com o grupo de pesquisa.
O grupo de pesquisa poderd ser contatado em horario comercial no Servico de
Medicina Ocupacional do HCPA ou através dos telefones da pesquisadora
responsavel Dra. Dvora Joveleviths ou com o pesquisador Cristiano Osorio Brauner
pelos nimeros 51-33598222 e 33597801. O Comité de Etica em pesquisa do Hospital
de Clinicas também podera ser consultado para esclarecimento de duvidas no
segundo andar do HCPA (Hospital de Clinicas de Porto Alegre), sala 2227, ou atraves

do telefone 33597640, das 8 as 17hs, de segunda a sexta-feira.
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O presente termo constitui-se de duas vias, sendo uma delas entregue ao

senhor e outra sera mantido pelo grupo de pesquisadores.

Nome do participante da pesquisa

Assinatura

Nome do pesquisador que aplicou o Termo

Assinatura

Local e Data:
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APENDICE B - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)

-CONTROLES

N° do projeto GPPG ou CAAE: 01297512.5.0000.5327

Vocé estd sendo convidado a participar do projeto de pesquisa intitulado
Sindrome metabdlica e exposicdo a risco quimico ocupacional. Este estudo foi
motivado pela observacdo que pessoas expostas a produtos quimicos no ambiente
de trabalho podem apresentar danos ao organismo, especialmente ao figado, além
de possiveis alteracbes no peso, pressao arterial, glicose (agucar) e gorduras no
sangue. Esta pesquisa esta sendo realizada pelo Servico de Medicina Ocupacional
do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA).

O objetivo do estudo é demonstrar se estas alteracdes estdo presentes, e sua
possivel relacdo com o ambiente de trabalho. Para isso serédo estudados dois grupos,
um de pessoas expostas a produtos quimicos e outro de pessoas ndo expostas. Vocé
estd sendo convidado a participar do grupo de pessoas ndo expostas a produtos
quimicos.

Se vocé aceitar participar do estudo, em uma primeira etapa seréo realizadas
perguntas sobre habitos de vida (alcool, fumo, drogas, atividade fisica, presenca de
doencas e uso de medicacfes). Em uma segunda etapa seréo realizadas medidas de
peso, altura, presséo arterial e circunferéncia abdominal. Em uma terceira etapa seréao
coletadas amostras de sangue para analisar hepatite B e C, gorduras, glicose (agucar)
e enzimas do figado. Em uma quarta etapa sera realizado o exame de FibroScan
(elastografia hepatica), para verificar existéncia de fibrose (cicatriz) no figado.

O FibroScan é um procedimento ndo invasivo, sendo realizado como uma
ecografia comum. E colocado um gel sobre a pele do abdome e ap6s o aparelho é
passado apenas sobre a pele captando as imagens do figado.

Todas as etapas da pesquisa serdo realizadas no mesmo dia, em um periodo
estimado de 60 minutos. Nao estao previstos encontros adicionais, caso necessario,
vocé sera convidado e recebera explicacédo sobre a eventual necessidade. Se houver

alteracdo nos exames que indiqguem necessidade de tratamento, os participantes
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serdo encaminhados para acompanhamento em Servico de Gastroenterologia e
Hepatologia do SUS (Sistema Unico de Saulde) via central de regulacéo de consultas,
conforme disponibilidade de consultas.

Esta pesquisa trara como beneficio direto para os participantes a possibilidade
de verificar doencas como diabetes, pressdo alta, colesterol alto e hepatite,além de
cirrose no figado(doenca caracterizada por uma cicatriz que
pode ser visualizada através do exame FibroScan).

Os riscos a saude sdo minimos. Pode haver desconforto psicolégico com
algumas perguntas do questionario (como sobre o uso de alcool e drogas) ou
desconforto fisico com a medicdo da presséao arterial e da circunferéncia abdominal
durante o exame fisico. Também poderd acontecer alguma dor leve, inchaco ou
mancha escura no local da coleta de sangue. Em relacdo ao exame FibroScan, ndo
h& riscos relacionados ao procedimento, como exposi¢cado a radiacdo ou qualquer
risco de lesdo aos 6rgdos internos, no maximo o desconforto do gel e da pressao do
aparelho sobre a pele.

A participacdo nesta pesquisa € voluntaria, podendo haver desisténcia a
qualguer momento sem que haja qualquer tipo de prejuizo ao seu vinculo com a
instituicdo empregaticia ou em qualquer assisténcia recebida no Hospital de Clinicas
de Porto Alegre. A participacdo nesta pesquisa nao serd remunerada e ndao havera
custos aos participantes.

Os resultados serao divulgados de maneira agrupada e poderédo ser publicados
com finalidade cientifica, respeitando a confidencialidade dos dados de identificacédo
pessoal de cada participante e preservando por completo o anonimato.

Toda e qualquer duvida podera ser esclarecida antes, durante e depois do
curso da pesquisa, através de contato pessoal ou telefénico com o grupo de pesquisa.
O grupo de pesquisa podera ser contatado em horario comercial no Servico de
Medicina Ocupacional do HCPA ou através dos telefones da pesquisadora
responsavel Dra. Dvora Joveleviths ou com o pesquisador Cristiano Osorio Brauner
pelos nimeros 51-33598222 e 33597801. O Comité de Etica em pesquisa do Hospital
de Clinicas também podera ser consultado para esclarecimento de ddvidas no
segundo andar do HCPA (Hospital de Clinicas de Porto Alegre), sala 2227, ou atraves

do telefone 33597640, das 8 as 17hs, de segunda a sexta-feira.
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O presente termo constitui-se de duas vias, sendo uma delas entregue ao

senhor e outra sera mantido pelo grupo de pesquisadores.

Nome do participante da pesquisa

Assinatura

Nome do pesquisador que aplicou o Termo

Assinatura

Local e Data:
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APENDICE C - FICHA DE PESQUISA

PACIENTE

SETOR

IDADE(anos)

SEXO

PESO(Kg)

ALTURA(metros)

IMC

CIRCUNFERENCIA ABDOMINAL (cm)

PAS(mmHQ)

PAD(mmHQ)

ATIV.FISICA

QTIDADE AF

CO-MORBIDADE

MEDICACOES

TABAGISMO

USO DE BEBIDA ALCOOLICA

QUANTIDADE BEBIDA

HEPATOPATIA

TEMPO EXPOSICAO
SAT.TRANSF.

FIBROSCAN

HBSAG

ANTI-HCV
GLICEMIA

ALT
COLESTEROL

HDL
TRIGLICERIDEOS

FERRITINA
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