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RESUMO

A vitamina A ¢ um termo genérico que engloba diversos compostos, sendo conhecidos como
retinoides. A alteracdo do metabolismo do retinoides tem sido associada a progressdo de
doengas hepdticas, assim como o retinol tem sido relacionado a piora de hepatopatias e o
acido retinoico (AR) pode contribuir para o mesmo desfecho. O estudo objetivou avaliar a
associacao de mortalidade e marcadores de lesdo e fun¢do hepatica com retinol, AR e a razao
retinol/acido retinoico na cirrose hepatica. Trata-se de estudo longitudinal observacional com
pacientes atendidos entre outubro de 2007 a marco de 2010. Foram elegiveis pacientes com
cirrose hepatica Child A com diversas etiologias. Foram avaliadas as concentragdes séricas de
retinol € AR apds jejum noturno. A razdo retinol/acido retinoico € o quociente dos valores.
Para avaliacao do estado nutricional, utilizou-se a circunferéncia muscular do brago (CMB) e
dobra cutanea tricipital (DCT). A mortalidade foi avaliada apds 10 anos. Para a andlise
inferencial utilizou-se o coeficiente de correlagdo de Spearman, teste de Mann-Whitney e
teste de Shapiro-Wilk. O critério de determinacdo de significancia adotado foi o nivel de 5%.
A amostra foi composta de 57 pacientes. As medianas encontradas foram: idade 57,5 (51,3-
65,8), retinol 70,15 (57,80-86,88) ng/mL, AR 2,05 (1,54-2,56) ng/mL e razdo retinol/acido
retinoico 36,90 (29,25-46,35).



Encontrou-se correlagdo inversa e significativa entre o AR e o retinol (p = 0,038), entre o0 AR
e a transaminase glutdmico oxalacética (TGO) e entre a razdo retinol/acido retinoico e a
transaminase glutamico-piravica (TGP) (p=0,011). O retinol ndo apresentou correlacao
significativa com os parametros do estudo. Como conclusdao, o AR e a razdo retinol/acido
retinoico se relacionaram com marcadores de funcdo e lesdo hepatica. A mortalidade nio se
correlacionou com a concentragdo sérica de retinol, AR e razao retinol/acido retinoico nos

pacientes com cirrose Child A.

Palavras-chave: vitamina A, retinol; acido retinoico; cirrose; doenga hepatica cronica; lesao

hepatica; doenca de figado.
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ABSTRACT

Vitamin A is a generic term that includes several compounds, known as retinoids. Alteration
of retinoid metabolism has been associated with progression of liver diseases, as retinol has
been linked to worsening liver disease and retinoic acid may contribute to the same outcome.
The study aimed to evaluate the association of mortality and markers of liver function damage
with retinol, retinoic acid (RA) and the retinol/retinoic acid ratio in liver cirrhosis. This is a
longitudinal observational study with patients seen between October 2007 and March 2010.
Patients with Child A hepatic cirrhosis with different etiologies were eligible. Serum
concentrations of retinol, RA after nocturnal fasting were evaluated. The retinol retinoic acid
ratio is the quotient of the values. To evaluate the nutritional status, upper arm muscle
circumference and tricipital skin fold (TSF) were used. Mortality was assessed after 10 years.
The Spearman correlation coefficient, the Mann-Whitney test and the Shapiro-Wilk test were
used for the inferential analysis. The significance criteria level adopted was 5%. The sample
consisted of 57 patients, median age 57,5 (51,3-65,8). The medians found in the sample were:
retinol 70,15 (57,80-86,88) ng / mL, RA 2,05 (1,54-2,56) ng / mL and retinol / retinoic acid
ratio 36,90 (29,25-46,35). There was an inverse and significative correlation between RA and
retinol (p = 0,038), between RA and AST (p = 0.025) and between the retinol/retinoic acid
ratio and ALT (p = 0,011), besides a strong tendency with indirect bilirubin. Retinol showed
no significant correlation with the study parameters. In conclusion, RA and retinol/retinoic
acid ratio were related to markers of liver function and injury. Mortality did not correlate with

serum retinol, RA and retinol/retinoic acid ratio in patients with Child A cirrhosis.

Keywords: vitamin A, retinol; retinoic acid; cirrhosis; chronic liver disease; liver injury; liver

disease.
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APRESENTACAO

Nutricionista graduada em Nutri¢do pela Universidade Federal do Estado do Rio de Janeiro
(UNIRIO) - 2004; Poés-graduacdo em nutricdo clinica pelo Curso de Especializagdo em
Nutri¢do Clinica (CENC) na Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ) - 2007.
Especialista em nutri¢do clinica pela Associagdo Brasileira de Nutricdo (ASBRAN) - 2008.
Mestrado profissional em Nutri¢cdo Clinica pelo Instituto de Nutri¢do Josué de Castro (INJC)
na Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ) - 2019. Experiéncia profissional em
nutri¢do clinica, atuando em consultério e clinicas no Rio de Janeiro/RJ. Docente de cursos de
pos-graduacdo no Brasil em diversas instituicdes de ensino desde 2007. Atualmente, docente
no curso de pos-graduacdo “Prescricdo de Fitoterapicos e Suplementacdo Nutricional na
Nutri¢do Clinica e Esportiva” e “Nutri¢ao Clinica Ortomolecular” na Universidade Estacio de
Sa em todo territério nacional, curso de pos-graduacdo “Nutricdo Clinica Funcional” na
Faculdade Arthur S4 Earp Neto (FASE) na cidade de Petropolis e do “Curso de
Especializagdo em Nutri¢do Clinica — CENC” da Universidade Federal do Rio de Janeiro
(UFRJ). Como docente, leciona disciplinas relacionadas a prescrigdo de suplementos
nutricionais focado para a pratica clinica. Conselheira efetiva do Conselho Regional do
Nutricionistas da 4° Regido (CRN) na gestdo 2007-2010, sendo coordenadora da Camara
Técnica de Nutri¢do Clinica e Comissao de Formacao Profissional. Proprietaria da NutClinic,
empresa de treinamentos e cursos de extensdo em nutrigdo, especialmente com foco em temas
relacionadas a nutri¢do clinica. O presente estudo teve origem em um trabalho realizado no
periodo de 2007 a 2010, que foi objeto de uma tese de doutorado do Programa de Pos-
Graduacdao em Clinica Médica da Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ), que
objetivava avaliar a reserva hepatica de vitamina A e a concentragdo da proteina ligadora de
retinol (RBP) em pacientes com doenca hepatica cronica (DHC). A metodologia de
quantificagdo simultanea do retinol e do acido retinoico foi desenvolvida na dissertacdo de
mestrado do Programa de Po6s-Graduagdo em Ciéncias Farmacéuticas da Faculdade de
Farmacia da Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ) em 2010. No entanto, os dados
publicados nestes dois estudos ndo exploraram os resultados do acido retinoico (AR). Desta
forma, este trabalho busca explorar a relacdo do acido retinoico e a razao precusor/produto
(razdo retinol/AR) com os pardmetros de lesdo e funcdo hepatica e a ocorréncia de 6bito.
Cabe destacar o ineditismo do estudo, uma vez que na literatura cientifica ainda ndo existe
estudou publicados que aborde a relacio do AR com a DHC, apenas em pacientes com

DHGNA.
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1. INTRODUCAO

O figado ¢ um 6rgdo impar por suas func¢des essenciais, capacidade de regeneragao e,
até mesmo, por seu tamanho, representando cerca de 2% a 3% do peso corporal médio. E
formado pelas células parenquimais (hepatdcitos) e quatro tipos de células ndo parenquimais:
células endoteliais sinusoidais (CES), células de Kupffer, cé¢lulas estreladas hepaticas (CEH) e

células pit ou natural killer (NK) associadas ao figado (BECKWITT et al., 2018).

Os hepatocitos sao responsaveis por varias fungdes do figado, especialmente, a sua
atividade metabdlica, incluido a capacidade de biotransformacao com a a¢do da familia do
citocromo P450 (CYP450) (BECKWITT et al., 2018). As células ndo parenquimatosas tém
uma importante fungdo na arquitetura tecidual e nas respostas do tecido a estimulos toxicos
e/ou metabolicos. Estas células também auxiliam na atuagdo dos hepatocitos e, dependendo
do tipo de célula, podem responder de maneira diferente a lesdao hepatica (DELEVE, 2013;
THOMAS et al., 2005). As células de Kupfer produzem citocinas e espécies reativas de
oxigénio (ERO) como respostas a lesdes no figado, enquanto as CEH aumentam a atividade
da CYP450 nos hepatocitos e expressam fendtipos especificos para remodelacdo de matriz

extracelular (MEC) (THOMAS et al., 2005).

O o6rgdo possui uma capacidade Gnica em se regenerar apds injurias e danos, mesmo
apos lesdes expressivas. Para que o processo de regeneracdo ocorra varias substancias sao
recrutadas como: o fator de necrose tumoral o (TNF-a), a interleucina-6 (IL-6), o fator de
crescimento de hepatdcitos (HGF), o fator de crescimento epidérmico (EGF) e o fator de
crescimento transformador a (TGF-o) (KWON; LEE; CHOI, 2015). Esta capacidade de
regeneragdo e restabelecimento da estrutura hepatica acontece em situagcdes de danos
hepaticos agudos. Nas lesdes cronicas, as c€lulas hepaticas sofrem constantes injlrias e uma
sequéncia de acontecimentos que possibilitam a deterioracao progressiva da estrutura e fungao

do figado (ZOUBEK; TRAUTWEIN; STRNAD, 2017).

A doenga hepatica cronica (DHC) ocorre por destrui¢do progressiva e ativagdo de
diversos eventos envolvidos com a necrose, regeneracao celular e fibrose. A cirrose ¢ a forma
avangada da DHC e a sua caracteristica principal o processo fibrético. Diversas condi¢des
clinicas podem colaborar para a fibrose hepatica como intoxicagdo por drogas, alcool e outras
toxinas, hepatites virais, as doencas hepaticas alcoolicas e ndo alcodlicas (ZOUBEK;

TRAUTWEIN; STRNAD, 2017).
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A MEC tem um papel essencial nas doengas fibréticas e o seu acimulo ¢ um aspecto
importante nas doengas fibroticas. A MEC ¢é composta por uma rede de colagenos e
glicosaminoglicanos, incluindo varios coladgenos, fibronectina, lamininas e trombospondina,
entre outras substancias (ZHANG; YU; MO, 2011). O acimulo em excesso da MEC contribui
para a fibrose, enquanto ter valores reduzidos do material pode levar a dano de células e

tecidos (ZHOU; DRUMMEN; QIN, 2012).

Além da acdo da MEC no processo da fibrose, outros aspectos vém sendo estudados
como o papel do estresse oxidativo (EO), da resposta imunoinflamatodria e o papel das CEH
na modulacdo do processo fibrético. Alguns aspectos associados as doencas hepaticas
merecem destaque como a lesdo hepatica iniciadora da cascata fibrogénica, as CEH,
produtoras de MEC e a resposta imunoinflamatoria na modulacdo do processo fibrético

(ZOUBEK; TRAUTWEIN; STRNAD, 2017).

O figado ¢ o 6rgdo chave no metabolismo e biotransformagdo de diversos nutrientes.
Um destes nutrientes ¢ a vitamina A e os compostos relacionados a este. A vitamina A ¢ um
termo genérico que abrange diversos compostos de estrutura quimica e atividades biologicas
relacionadas ao retinol que incluem o retinol, retinal, cido retinoico (AR) e sdo conhecidos
como retinoides (HUANG et al., 2018; TANUMIHARDJO et al., 2016). Os retinoides tém
acdes importantes em diversos processos biologicos e o figado ¢ um oOrgdo chave no

metabolismo, assim como na biotransformagdo (ASHLA et al., 2010).

O AR ¢ um metabélito da vitamina A, com fun¢des importantes no organismo. O figado
¢ o oOrgdo central no metabolismo do AR. No orgdo ¢ realizada a sintese, catabolismo e
excre¢do do metabolito. A familia do citocromo P450 (CYP) tem papel essencial na
biotransformag¢ao deste metabdlito, especialmente as enzimas CYP26, CYP26A1, CYP26Bl1 e
CYP26C1. (LAMPEN; MEYER; NAU, 2001; PETKOVICH, 2001).

A alteracdo no metabolismo dos retinoides tem sido associado a progressao de doencas
hepaticas (SHIRAKAMI et al., 2012). Diversos estudos confirmam a relagdo da concentracao
sérica de retinol e a progressdo da DHC, desta forma, a andlise da concentragdo sérica de
retinol € considerada padrao ouro no monitoramento da progressao da DHC, bem como da
deficiéncia de vitamina A (DVA) (BOTELLA-CARRETERO et al., 2010; CHAVES et al.,
2014; CLEMENTE et al., 2002; DE PAULA; RAMALHO; BRAULIO, 2010; NEWSOME et
al., 2000; SAEED et al., 2017). A atuagdo do AR na DHC tem sido explorada pela literatura
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cientifica e, de acordo com a publica¢do encontrada, a reducdo nas concentracdes de AR tem
sido associada a lesdo e progressdo de patologias como a doenca hepatica gordurosa ndo

alcodlica (DHGNA) e esteato-hepatite ndo alcodlica (EHNA) (LIU et al., 2015).

Considerando os estudos anteriores que observaram a relagao inversa entre o retinol e a
progressdo da doenca hepatica, a importincia de compreender o papel do AR na
fisiopatologia das doengas de figado fica ainda mais evidente. Desta forma, avaliar o retinol, o
AR e a razdo retinol/acido retinoico ¢ uma possibilidade de entender a relagdo destes
compostos com a progressdo da DHC e, especialmente, com a cirrose hepatica. E importante
ressaltar que, segundo o nosso conhecimento, a associacdo do AR e a razdo retinol/acido

retinoico ainda ndo foram descritas anteriormente.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1. Etiologia e prevaléncia das doencas hepaticas cronicas

As DHC estao se tornando um dos mais sérios problemas de saide publica e possuem
diversas etiologias relacionadas. Estas doencas, geralmente, ocorrem em resposta a injuria
hepatocelular cronicas por varias causas. As causas principais sd3o: consumo abusivo de
alcool, infecgdes cronicas como as causadas pelo virus da hepatite C (VHC), dano ao ducto

biliar ou DHGNA (CAMPO; GALLEGO; GRANDE, 2018; YOUNOSSI et al., 2017).

As doencas cronicas relacionadas ao figado ocorrem pela destrui¢do progressiva e a
regeneragdo do parénquima hepatico, levando a fibrose e cirrose. A cirrose ¢ a forma
avangada da DHC e pode evoluir para insuficiéncia hepatica e carcinoma hepatocelular
(CHC), sendo resultado de diversos fatores etiologicos como necrose, regeneracao celular e
fibrose. A cirrose e suas complicacdes sdo questdes importantes de satde publica, sendo uma
das causas de morte e incapacidade em todo o mundo, em ambos os sexos (HUANG; LIU;

YU, 2017; VARGAS et al., 2017).

O consumo de alcool em excesso esta associado de forma significativa a morbidade e
mortalidade. O termo doenca hepatica alcoodlica (DHA) compreende algumas doencas com
caracteristicas patoldgicas semelhantes, incluindo esteatose isolada, esteato-hepatite alcoolica
e cirrose hepatica (HUANG; LIU; YU, 2017). A cirrose hepatica se destaca como uma

morbidade cronica fatal associada ao uso/dependéncia de alcool (REHM et al., 2009).

A cirrose € a 11* causa mais comum de morte no mundo e o consumo de alcool (ASRANI
et al., 2019). A estimativa é que 48% das mortes por cirrose sejam atribuidos ao consumo de
alcool (REHM; SAMOKHVALOV; SHIELD, 2013). Além disso, existe uma rela¢do entre a
quantidade de alcool consumida e risco de desenvolvimento da cirrose. Os homens que
consomem mais que 60 gramas de alcool por dia, apresentam um maior risco relativo (RR) do
que aqueles que consomem de 48 a 60 gramas por dia (RR 5,0 e 2,37, respectivamente)

(REHM et al., 2010).

No Brasil, os estudos epidemioldgicos a respeito do uso/dependéncia de alcool e cirrose
hepatica ainda sao escassos (PORTUGAL et al., 2015). As doencas hepaticas relacionadas ao

consumo de alcool sdo responsaveis por, aproximadamente, 20% a 30% dos transplantes de
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figado realizados nos EUA e s3o a segunda indicagdo comum para a realizagdo de transplante

nos EUA e Europa (RICE et al., 2013; SINGAL et al., 2013; STEPANOVA et al., 2014).

As infecgdes cronicas como as causadas pelo virus da hepatite B (VHB) e C (VHC) estao
associadas de forma frequente ao desenvolvimento da cirrose hepatica, carcinoma
hepatocelular (CHC), insuficiéncia hepatica e morte (PETRUZZIELLO et al., 2016). A
infeccdo pelo VHB tornou-se uma das principais causas de hepatite cronica, cirrose e CHC

em todo o mundo (HUANG:; LIU; YU, 2017).

O VHB ¢ transmitido através do contato com sangue ou outros fluidos corporais de uma
pessoa infectada. A infec¢do pelo VHB tem grande importincia global e deve-se considerar a
sua magnitude epidemiolédgica. Segundo publicagcdo da World Gastroenterology Organization
(WGO), existem 250 milhdes de pacientes cronicamente infectados € que correm o risco de
desenvolver doencgas hepaticas relacionada a infec¢ao pelo virus. A estimativa € que cerca de
15% a 40% destes pacientes desenvolverao cirrose, evoluindo para insuficiéncia hepatica e/ou
CHC durante sua vida. O mesmo documento estima que 1 milhdo de pessoas morrem

anualmente pela infec¢ao cronica pelo VHB e suas complicacdes (WGO, 2015).

A prevaléncia do VHB varia entre as regides do mundo e existe a classificacdo entre
areas de alta, média, baixa ¢ muito baixa endemicidade. Em areas consideradas de baixa
endemicidade, a populacdo infectada com VHB varia entre 70% a 90% com idade menor que
40 anos e, entre estas, 8% a 20% desenvolvem infec¢ao cronica com persisténcia do virus. A
prevaléncia de infec¢do cronica pelo VHB em regides como o sudeste da Asia, China, regido
amazodnica e Africa subsaariana varia em 10% e, na Europa Ocidental ¢ América do Norte

esta prevaléncia ¢ menor que 1% (WGO, 2015).

A hepatite C cronica afeta, aproximadamente, 185 milhdes de individuos no mundo,
sendo considerada uma questao de relevancia mundial e uma das principais causas mundiais
de morte e morbidade (COOKE et al., 2013; LAVANCHY, 2011; MOHD HANAFIAH et al.,
2013). Mohd Hanafiah e colaboradores revelaram um aumento na prevaléncia da infecgdo
pelo VHC na ultima década em 2,8% (MOHD HANAFIAH et al., 2013). O VHC ¢ a causa
mais comum de insuficiéncia hepatica terminal e a principal indicacao para o transplante de

figado nos paises desenvolvidos (HUANG; LIU; YU, 2017).
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Apesar da sua relevancia a nivel global, existe consideravel variagdo geografica de sua
distribuicdo (WASLEY; ALTER, 2000). Sao consideradas de baixa prevaléncia as regides da
Asia-Pacifico, a América Latina Tropical ¢ a América do Norte (<1,5%); de prevaléncia
moderada o Sul e Sudeste Asiatico, Africa Subsaariana, América Latina, Andina, Central e
Sul, Caribe, Oceania, Australdsia e Europa Central, Oriental e Ocidental (1,5% a 3,5%) e alta
prevaléncia da Asia Central e Oriental e Norte da Africa/Oriente Médio (MOHD HANAFIAH
etal., 2013).

No Brasil, um estudo de base populacional publicado em 2017, avaliou a prevaléncia de
hepatites virais em todo o pais. Entre 1999 e 2016, foram notificados 212.031 casos
confirmados de hepatite B e 319.751 casos relacionados a hepatite C. Em relag@o a hepatite B,
em 2016 a taxa de deteccao atingiu 6,9 casos para cada 100 mil habitantes, sendo a maioria
dos casos concentrados na regido Sudeste (35,4%), seguida das regides Sul (31,6%), Norte
(14,2%), Nordeste (9,4%) e Centro-Oeste (9,3%). A taxa de deteccdo da hepatite C atingiu
13,3 casos por 100 mil habitantes no mesmo ano e a maioria dos casos foram encontrados na
regido Sudeste (64,1%), Sul (24,5%), Nordeste (5,5%), Centro-Oeste (3,3%) e no Norte
(2,5%) (MINISTERIO DA SAUDE, 2017).

A DHGNA ¢ definida pelo acimulo anormal de triacilglicerois nos hepatocitos. Um dos
critérios mais importante para o seu diagndstico ¢ o consumo de alcool em quantidades
limitadas, além de serem excluidas outras causas de deposi¢do de gordura no figado
(FABBRINI; MAGKOS, 2015; MILIC; STIMAC, 2012). A DHGNA ¢ uma DHC, que tem
como caracteristica a resisténcia a insulina e, frequentemente, outros fatores de risco como
diabetes mellitus tipo 2 (DM2), obesidade visceral, hipertensdo arterial sistémica (HAS),
dislipidemia podem ser encontrados e, por isso, os estudos relacionam a doenca com a
Sindrome Metabolica (SM) e maior risco de doengas cardiovasculares (ARSLAN, 2014;
CHAVES et al., 2012; FABBRINI; MAGKOS, 2015). A DHGNA engloba desde a esteatose
hepatica até a EHNA e a progressao da doenca pode levar a fibrose e, de forma mais grave, o

CHC (HUANG; LIU; YU, 2017; VARGAS et al., 2017).

A prevaléncia da DHGNA ¢ de 20% a 30% na populacdo europeia e, considerando a
populagdo a ser estudada, os nuameros relacionados a doenca podem aumentar
consideravelmente. Na populacdo com obesidade e diabetes, a prevaléncia pode ser de 75% e
em individuos com obesidade morbida este percentual chega a 90% (LABRECQUE et al.,

2014). A prevaléncia da DHGNA no Brasil ndo ¢ conhecida. Um estudo delineou uma
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descri¢ao dos pacientes com DHGNA em vérios centros médicos no pais e foi constatado que
estes apresentavam obesidade, sobrepeso e diagndstico de SM (COTRIM et al., 2011). Outro
dado interessante ¢ que, como causa primaria, a DHGNA representa a terceira causa mais

comum de transplante hepatico nos USA (8,5%) (CHARLTON et al., 2011).

2.2. Fisiopatologia da cirrose hepatica

O figado ¢ o maior 6rgdo macico do corpo humano, representando aproximadamente 2%
a 3% do peso corporal médio. E formado pelas células parenquimais (hepatocitos) e quatro
tipos de células ndo parenquimais como as CES, as células de Kupfer, células estreladas

hepaticas (CEH) e células pit ou NK associadas ao figado (BECKWITT et al., 2018).

Os hepatocitos compreendem 60% das células hepaticas totais e 80% do volume do
orgdo. Estas células sdo responsaveis pelas atividades metabdlicas do figado, incluindo a acao
das isoformas do CYP450, producdo, liberacdo de proteinas de fase aguda, producdo de
proteinas plasmaticas (como albumina e fatores de coagulagdo) e a integragao de varios
componentes do metabolismo de glicose, lipidios, nitrogénio e oxidagdo (BECKWITT et al.,

2018).

As células ndo parenquimatosas compoem os 40% remanescentes das células do figado e
desempenham papel importante na arquitetura tecidual e na mediagao das respostas do tecido
a estimulos metabolicos e toxicos, além de apoiarem a funcao dos hepatdcitos. As células de
Kupffer desempenham um papel significativo na resposta do 6rgdo a lesdao, por meio de
produgdo de citocinas ¢ ERO (DELEVE, 2013). Enquanto as CEH respondem a lesdo de
formas distintas: remodelagdo da MEC do figado mediante a expressdo de um fenotipo de
miofibroblastos e aumentando a atividade do CYP450 dos hepatocitos (THOMAS et al.,
2005). Além disso, a proliferacao das células endoteliais sinusoidais em resposta a lesdes
parece auxiliar a capacidade regenerativa do figado (DELEVE, 2013). Desta forma, as células
ndo parenquimatosas complementam as fungdes dos hepatocitos, auxiliando com estimulos

pro-regenerativos, pro-inflamatérios e pro-fibroticos (BECKWITT et al., 2018).
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O figado possui uma capacidade unica de se regenerar em resposta a injurias e, desta
forma, o o6rgdo continua a desempenhar suas fungdes complexas, apesar de lesdes
significativas (MAO; GLORIOSO; NYBERG, 2014). A regeneragao do figado ¢ observada
apos ressecgao, transplante hepatico e lesdo hepatica toxica. O processo envolve hiperplasia
de todos os tipos de células do figado. A replicagdo de hepatocitos geralmente acontece em
apenas um dia e das células ndo-parenquimatosas, como células endoteliais, células de
Kupffer e células biliares comega mais tardiamente (CLAVIEN et al., 2007). Apesar das
pesquisas sobre a regeneragao hepdatica, os sinais moleculares responsaveis em manter um

volume original do 6rgdo ainda ndo sdo claros (KWON; LEE; CHOI, 2015).

A regeneragao hepatica padrao normalmente acontece com a proliferagdo dos hepatocitos
ap6s a lesdo hepatica. O fator de necrose tumoral o (TNF-a) e a interleucina 6 (IL-6),
citocinas liberadas pelas células de Kupffer sdo importantes mediadores na regeneragao do
orgdo, assim como o fator de crescimento de hepatdcitos (HGF), fator de crescimento
epidérmico (EGF) e fator transformador de crescimento (TGF-a). O HGF ¢ um potente
estimulador da proliferagdo de hepatdcito e tem atuacdo importante no inicio da regeneragao
hepatica. O TGF-a tem atuagdo importante no estagio mais posterior da regeneracao hepatica,

sendo um inibidor notavel da proliferagdao de hepatocitos (KWON; LEE; CHOI, 2015).

As doengas fibroticas sdo caracterizadas pela formagdo de tecido conjuntivo fibroso em
excesso, o que prejudica consideravelmente o funcionamento normal do 6rgao. O processo de
fibrogénese hepdtica constitui uma resposta a agravo persistente de células hepaticas com
reacOes inflamatorias cronicas. Em situagdes relativas a danos hepaticos agudos, o figado
possui potencial de estabelecer rapidamente a integridade estrutural hepética, enquanto nas
lesdes cronicas a ativacdo das células fibrogénicas e um actimulo de matriz extracelular
contribuem para a distor¢ao do parénquima hepatico com deterioracao progressiva da fungao

hepatica (ZOUBEK; TRAUTWEIN; STRNAD, 2017).

A fibrose hepatica ¢ uma condi¢do comum nas doengas cronicas do figado e ocorre apos
uma recuperacao incompleta dos danos aos hepatdcitos. A progressao da fibrose caracteriza-
se pelo dano hepatocelular e inflamacao, desencadeando eventos celulares importantes que
resultam na deposi¢ao de colageno e na ruptura da arquitetura hepatica normal, culminando

em cirrose, hipertensdo portal e insuficiéncia hepatica (ZHOU; DRUMMEN; QIN, 2012).
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A cirrose hepatica ¢ evidenciada pelo processo de fibrose hepatica difusa, transformagao
nodular e perda da arquitetura normal do 6rgdo. As condigdes clinicas que contribuem para a
fibrose hepatica sdo, principalmente, a EHNA, a doenga hepatica alcoolica e as hepatites
virais. Outras causas também associadas sdo insultos induzidos por toxinas (por exemplo,
alcool, drogas), distirbios colestaticos, hepatite auto-imune e doengas metabolicas

hereditarias (ZOUBEK; TRAUTWEIN; STRNAD, 2017).

A lesdo hepatica ¢ o evento inicial no processo de cirrose, que corrobora com uma reagao
inflamatéria e resulta na ativacdo de CEH e aumento da deposicao de matriz extracelular
(MEC). Outros aspectos como estresse oxidativo, o estresse nitrosativo € a apoptose estdo
associados a inflamagdo das células hepaticas (ALTAMIRANO-BARRERA; BARRANCO-
FRAGOSO; MENDEZ-SANCHEZ, 2017; ZOUBEK; TRAUTWEIN; STRNAD, 2017). Pode
progredir para a cirrose, caracterizando em alteracdes parenquimatosas e vasculares da
arquitetura do figado, juntamente com a presenca de nddulos regenerativos (ZOUBEK;

TRAUTWEIN; STRNAD, 2017).

O acumulo de MEC ¢ a caracteristica mais importante na patogénese das doengas
fibroticas. A MEC ¢ composta por uma rede de colagenos e glicosaminoglicanos, incluindo
varios colagenos, fibronectina, lamininas e trombospondina, entre outros (ZHANG; YU; MO,
2011). Uma das principais fungdes da MEC ¢ manter a integridade e a homeostase dos tecidos
e fornecer um reservatério de citocinas e fatores de crescimento. Desta forma, a manutencao
da homeostase da MEC ¢ essencial para preservagao da fisiologia das células e tecidos, pois o
acumulo da MEC desencadeia a progressao da fibrose e, em contrapartida, a subexpressao de
componentes da MEC induz o colapso de células e tecidos (ZHOU; DRUMMEN; QIN,
2012).

Os mecanismos envolvidos na fibrose hepatica, especialmente com foco na manutengao
da homeostase da MEC, vém sendo estudados, especialmente, para o desenvolvimento de
opgdes terapéuticas que permitam prevenir, parar ou reverter a progressao da fibrose hepatica
e melhorar a fungdo hepatica (ALTAMIRANO-BARRERA; BARRANCO-FRAGOSO;
MENDEZ-SANCHEZ, 2017; ZHOU; DRUMMEN; QIN, 2012).

Alguns aspectos associados as doencas hepaticas merecem destaque, especialmente, a

lesdo hepatica responsavel pelo inicio da cascata fibrogénica, as CEH que produzem a MEC e
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a resposta imunoinflamatoria presente na modulacdo do processo fibrotico (ZOUBEK;

TRAUTWEIN; STRNAD, 2017).

2. 2. 1. Lesao hepatica e cascata fibrogénica

As células hepaticas sdo altamente expostas a diversos agentes nocivos, como 0s virus
hepatotropicos (VHB, VHC e virus da hepatite D - VHD), &lcool, sobrecarga de acidos graxos
ou outros metabolitos toxicos, incluindo 4cidos biliares. As DHC quase sempre apresentam
aumento do estresse oxidativo, independentemente da causa do dano hepético (CICHOZ-

LACH, 2014).

O estresse oxidativo representa o desequilibrio entre a producao e eliminacao de ERO,
assim como a reducdo da producdo de antioxidantes. Em condi¢des fisiologicas especificas, o
estresse oxidativo e a geragdo de ERO podem ser uteis. No entanto, na maioria das vezes,
grandes concentragdoes de ERO e estresse oxidativo induzirdo a morte celular por mecanismos
necrdticos e/ou apoptdticos, levando a lesdo celular e tecidual (LI et al., 2015). No figado, o
estresse oxidativo em excesso pode contribuir para a morte celular, infiltragdo imune,
esteatose hepatocelular e, de forma persistente, pode contribuir para a fibrose hepatica

(ZOUBEK; TRAUTWEIN; STRNAD, 2017).

O estresse oxidativo desencadeia danos hepaticos por induzir alteragdes irreversiveis de
lipidios, proteinas e conteudo de DNA, além de atuar em vias que controlam fungdes
bioldgicas normais. Considerando que estas vias regulam a transcrigdo de genes, expressao de
proteinas, apoptose celular e ativacdo de CEH, o estresse oxidativo ¢ um dos mecanismos
patologicos que conduzem ao inicio € a progressao de varias doengas do figado, como
hepatite viral cronica, doengas hepaticas alcodlicas e esteato-hepatite ndo alcoolica (LI et al.,

2015).

As células parenquimatosas sdo células primarias submetidas a lesdo induzida por
estresse oxidativo no figado. Diversas organelas das células parenquimais, como a
mitocondria, microssomas e peroxissomas podem produzir ERO. Além disso, as células de
Kupffer, CEH e células endoteliais sdo potencialmente mais expostas ou sensiveis a
moléculas relacionadas ao estresse oxidativo. O estresse oxidativo induz a produgdo de

diversas citocinas como o TNF-a pelas células de Kupffer e promovem a inflamacao e
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apoptose. Nas CEH, a proliferagdo e sintese de colageno sdo desencadeadas pela peroxidacao

lipidica causada pelo estresse oxidativo (LI et al., 2015).

As vias de morte celular, necrose e apoptose, podem estar relacionados a eventos
relacionados ao estresse oxidativo. A apoptose, caracterizada pelo encolhimento celular,
condensagdo nuclear e fragmentacdo pode contribuir para o desenvolvimento da fibrose
hepatica e ¢ comumente encontrada nas doencgas hepéticas virais, colestatica, gordurosa e
alcodlica (LUEDDE; KAPLOWITZ; SCHWABE, 2014). A morte celular apoptotica das
células parenquimatosas pode ser mediada por varios estimulos, incluindo os ligantes Fas e
TNF o e pode ser considerada como uma forma de iniciar e promover a cascata fibrogénica

(ZOUBEK; TRAUTWEIN; STRNAD, 2017).

Outras vias de morte celular, como a necroptose ¢ a piroptose, t€ém sido estudadas na
fisiopatologia da lesdo hepatica. A necroptose representa uma forma especifica de via de
morte celular necrotica que ¢ regulada por proteinas que interagem com receptores (RIPs),
entre eles o RIP3 que parece ser um regulador chave da lesdo hepatica esteatotica. A piroptose
esta associada a ativagao do inflamassoma, colaborando para a morte celular. Esta via de
morte celular demonstrou contribuir para o desenvolvimento da fibrose hepatica em cenarios

diferentes de lesdo hepatica (ZOUBEK; TRAUTWEIN; STRNAD, 2017).

2.2.2. Resposta imunoinflamatoria na modulacio do processo fibrotico

O sistema imune tem atuacdo importante no processo de cicatrizagdo do figado,
contribuindo para a progressdo e, também, de forma contraria, para a resolugcdo da fibrose
hepatica. O processo de fibrose ¢ complexo, que envolve células hepaticas parenquimatosas e
ndo parenquimatosas e inclui células imunes. As células de Kupffer, os neutrofilos, os
linfocitos T, as células dendriticas e outras populagdes de células sdo recrutados durante a

lesdo celular (KOYAMA; BRENNER, 2017; TACKE, 2017).

As células de Kupffer desempenham um papel central no processo inflamatério do
figado. Sao macréfagos residentes que se localizam no limen dos sinusoéides hepaticos,
representando cerca de 30% das células sinusoidais. As células de Kupffer, em resposta a
lesdao dos hepatocitos, se ativam e expressam moléculas de sinalizagdo e citocinas. As células
de Kupffer ativadas exibem marcadores de macrofagos semelhantes a M1 ou macrofagos

semelhantes a M2, dependendo dos sinais que recebem do seu ambiente. A inflamacdo do
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figado ¢ regulada pelo equilibrio das células de Kupffer pro-inflamatérias M1 e células de
Kupffer anti-inflamatdérias M2. As células de Kupffer sdo expostas a diversas substancias,
entre nutrientes e produtos bacterianos do intestino, por meio da circulagdo portal e a sua
maior contribuicdo ¢ detectar e remover patégenos e moléculas danosas por meio de

receptores de reconhecimento de padrdes (PRRs) (WAN et al., 2014).

Os PRRs abrangem, pelo menos, duas familias de proteinas sensoriais: receptores
semelhantes a toll (TLRs) e os receptores do tipo NOD (NLRs), que detectam sinais de
desequilibrio, incluindo padrdes moleculares associados a patogenos. Os TLRs reconhecem
produtos bacterianos derivados da microbiota intestinal, como os lipopolissacarideos (LPS) e
peptideoglicanos. As células de Kupffer respondem ao LPS através de TLR4, para produzir
varias citocinas inflamatorias, incluindo TNF-a, IL-1P, IL-6, IL-12, IL-18 e quimiocinas na
doenca hepatica granulomatosa, lesdo hepatica de isquemia / reperfusdo, esteatohepatite nao-
alcodlica (EHNA) e alcoolismo. E importante ressaltar que a ativagio de muitos desses
mediadores piora a resisténcia a insulina (RI) e a SM e, portanto, podem interferir
negativamente na fisiopatologia das doencgas hepaticas ndo alcoolicas (KOYAMA;

BRENNER, 2017).

Os neutroficos tém um papel central em diversas doencas do figado, porém os
mecanismos moleculares que permitem que essas células cheguem ao figado e as suas fungdes
dentro do 6rgdo ndo sdo bem compreendidas. Sabe-se que os neutrdfilos sdo recrutados
rapidamente para locais de inflamagdo aguda e que, diferente dos mecanismos de trafico de
neutréfilos em outros 6rgaos, a adesao de neutrofilos ao figado ¢ independente das selectinas.
Além disso, o recrutamento de neutréfilos para o figado infeccioso/endotoxémico ¢
independente da integrina 02 e do crosstalk ICAM-1 . O hialuronano expresso pelas células
endoteliais sinusoidais do figado interage com o CD44 na superficie dos neutrofilos, e essa
interacdo desempenha um papel critico no recrutamento de neutréfilos para o figado

(MCDONALD et al., 2008).

A infiltragdo de neutrdfilos estd associada a inflamagdo induzida pelos carboidratos e
colesterol da dieta, enquanto os gatilhos nao metabolicos, como LPS e IL-1p, principalmente,
induzem o acumulo intra-hepatico de células mononucleares, sugerindo que diferentes
estimulos produzam respostas inflamatorias diferenciadas nos hepatdcitos (LIANG et al.,
2014). Os mecanismos inatos sdo os principais contribuintes para a inflamagao do figado, pois
a inflamagdo no figado ¢ principalmente estéril, ou seja, ndo infecciosa (exceto a fibrose

induzida por parasitas). Desta forma, os principais contribuintes para a inflamagdo dos
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hepatocitos sdo as células T auxiliares 17 ou helper 17 (células Th17), células natural killer
(células NK), células natural killer T (células NKT), células T invaridveis associadas a

mucosa (c¢lulas MAIT) e células linfoides inatas.

As células Thl7 sdao células pro-inflamatorias e produzem citocina IL-17, sendo
associadas a promogao de inflamacao e fibrose hepatica (GE et al., 2010; MENG et al., 2012).
Em pacientes com doenca hepdtica alcodlica, hepatites B e C cronicas as concentragdes de IL-
17A estao elevadas e tém relacdo com o aumento do numero de células Th17 circulantes e
manifestagdes histologicas da fibrose hepatica (GE et al., 2010; LEMMERS et al., 2009). As
células que expressam IL-17, incluindo células Th17, foram ligadas a NAFLD progressiva

(RAU etal., 2016).

As células T invaridveis associadas a mucosa (células MAIT) sdo populagdes de células T
e estdo presentes de forma importante no figado humano (representam 20% a 50% das células
T intra-hepaticas) (DUSSEAUX et al., 2011). As células MAIT estdo presentes em areas peri-
biliares dos tratos portais em adultos saudaveis. Em pacientes com hepatite autoimune,
colangite biliar primaria, colangite esclerosante primaria, doenga hepatica alcodlica e EHNA,
as c€lulas MAIT estao reduzidas no sangue e no figado (JEFFERY et al., 2016). Magalhaes e
colaboradores encontraram redu¢do acentuada das células MAIT circulantes em individuos
obesos e pacientes com DM 2 em comparagdo com individuos saudaveis (MAGALHAES et
al., 2015). Apesar do papel direto das células MAIT na EHNA nao ter sido demonstrado,

existe este possibilidade e a relagdo com a fisiopatologia da doenga.

As células dendriticas sdo células apresentadoras de antigeno que capturam e processam
antigenos, migram para orgdos linfoides e secretam citocinas para iniciar respostas imunes
inatas e adaptativas. E importante ressaltar que as células dendriticas também tém fungdes
tolerogénicas, incluindo indugdo de Tregs e delecao de células T ativas e minimizam reagdes
autoimunes (GOUBIER et al., 2008). Apos a lesdao hepatica, as células dendriticas agregam a
capacidade de induzir CEH, células NK e células T para mediar a inflamac¢do (TOKITA et al.,
2008). Estas células também estdo envolvidas na regressdo da fibrose apos lesao hepatica por

meio da producao de metaloproteinase 9 (MMP9) (JIAO et al., 2012).

O papel da migragdo das células dentriticas na fisiopatologia do figado ainda nado esteja
bem definida, sabe-se que na patogénese da DHGNA as células dentriticas extra-hepaticas
afetam a inflamac¢do do figado. No tecido adiposo, estas células controlam a inflamacao
regulando a mudanga para respostas de células Th17 na RI associada a obesidade (BERTOLA
etal., 2012).
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2.2.3. Células estreladas hepaticas no processo de fibrose e cirrose hepatica

As CEH, foram descritas pela primeira vez pelo anatomista alemao Carl von Kupffer no
século XIX. O anatomista japonés Toshio Ito, em 1952, definiu as CEH como células de
armazenamento de gordura. A padronizacdo da nomenclatura como ‘“células estreladas
hepaticas” ocorreu em 1996 e, desde entdo, as CEH ja receberam vérios nomes como células
perisinusoidais, pericitos, lipocitos, células intersticiais, cé€lulas de armazenamento de
gordura, células armazenadoras de vitamina A ou células Ito (HELLERBRAND, 2013;
ICHIKAWA etal., 2011).

Estas células estdo localizadas no espago subendotelial de Disse, entre as células
endoteliais e os hepatocitos epiteliais. Estas células sdo elementos ndo parenquimatosos
essenciais e constituem aproximadamente 10% a 15% do niimero total de células residentes
no figado normal. As CEH exibem uma morfologia dendritica e se abrigam com
microprojecdes espinhosas da camada de células endoteliais dos sinusoides, proporcionando
contato fisico nao apenas com as células endoteliais sinusoidais, mas também com o corpo

celular para os hepatocitos (GEERTS, 2001).

Diversas funcdes sdo atribuidas as CEH, tais como armazenamento de vitamina A,
funcdes hemodindmicas, suporte de regeneracao hepatica e imunorregulagdo. No figado sadio,
estas c€lulas expressam o fendtipo quiescente, que ¢ caracterizado por células pequenas que
possuem baixa atividade proliferativa e sintética. O aspecto mais importante das CEH no
figado normal € o seu papel no transporte e armazenamento do retinol, sendo 80% do total de
retinol no corpo como ésteres de retinila nas goticulas lipidicas no citoplasma, além de regular
o transporte e o armazenamento de vitamina A. Nestas células, o retinol ¢ esterificado e os
¢ésteres de retinila resultantes sdo armazenados em goticulas de lipideos (BLOMHOFF;

BLOMHOFF, 2006).

O figado tem uma grande capacidade de crescimento e as CEH tém um papel importante
na regenera¢do do Orgdo, tanto como regulador positivo na fase inicial e um regulador
negativo na fase terminal da regeneracao hepatica, através da interagdo célula-célula e de
citocinas (CHEN et al., 2012). Além disso, as CEH possuem propriedades imunoldgicas e
desempenham um papel regulatério na hepatite viral cronica, minimizando os efeitos dos

imunossupressores sem afetar a rejeicao (SU et al., 2012).
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Em condi¢des patologicas, as CEH sdo ativadas e adquirem um fenotipo semelhante a
miofibroblastos ativados, comecam a proliferar e, a partir disso, expressam varios genes pro-
inflamatérios e profibrogénicos. Esses processos sdao particularmente importantes no
desenvolvimento de cirrose, hipertensao portal e CHC. A fibrose hepatica, caracteristica da
cirrose, ¢ definida como um excesso de MEC, que surge do desequilibrio entre a sintese
aumentada e a degradacdo diminuida. As CEH tém papel essencial na producdo de MEC,
além de outras substancias envolvidas no processo de fibrose (BLOMHOFF; BLOMHOFF,
2006; HELLERBRAND, 2013; KISSELEVA, 2017).

As CEH ativadas sintetizam e secretam uma maior quantidade de componentes da MEC
como coldgeno, proteoglicano, glicosaminoglicano e glicoproteina. Outros tipos de compostos
estdo envolvidos neste processo como as citocinas, quimiocinas e fatores de crescimento,
como o fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF), fator de crescimento do endotélio
vascular (VEGF), TGFa e fator de crescimento de queratindcitos (KGF) (BORKHAM-
KAMPHORST et al., 2007; IREDALE; THOMPSON; HENDERSON, 2013).

Outras células como fibroblastos portais, células mesoteliais e fibrocitos derivados da
medula 6ssea também sao produtores de MEC (KISSELEVA, 2017). A deposi¢cdao de MEC ¢
ainda reforcada pela producdo de inibidores teciduais de metaloproteinases (TIMPs), que
impedem a degradacdo da MEC, contribuindo para o acimulo de liquido da MEC, com

ruptura gradual da estrutura hepatica normal (MORMONE; GEORGE; NIETO, 2011).

No processo de ativacdo das CEH, a expressdao e secre¢do de citocinas pré e anti-
inflamatorias, bem como de fatores de crescimento estdo alteradas e aumentadas de forma
importante. O TGF-B ¢ o mais potente indutor da expressdo de colageno I e outros
componentes da matriz extracelular pela CEH. O PDGF ¢ um potente indutor da proliferagao
de CEH. Ambos os fatores estdo associados a ativagao das CEH e seu papel na fisiopatologia
das doencas hepaticas cronicas, especialmente no processo de fibrose e cirrose hepatica

(HELLERBRAND, 2013).

O TGF-B ¢ um regulador central na DHC. As citocinas da familia TGF influenciam
diversos processos celulares, incluindo diferenciagdo, proliferacao, apoptose e migragao e, por
1sso, contribuem para todos os estagios da progressao da doenca, desde a lesdo inicial do
figado, passando pela inflamagdo e fibrose, até cirrose e CHC. As concentragdes séricas e

teciduais de TGF- B1 ativo estdo elevadas no processo de fibrose e tem sido interessante
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investigar condutas que modulem o TGF- 1, considerando que este fator de crescimento
interfere na fibrogénese e poderia, consequentemente, retardar a progressdo da doenca

(DOOLEY; TEN DIJKE, 2012).

O TGF-p tem papel essencial na fisiopatologia da fibrose hepatica. Tal citocina atua na
proliferacdo e transdiferenciagdo de CEH em miofibroblastos ativados, os quais apresentam
caracteristicas contrateis e pro-inflamatorias. Estes fatores sdo essenciais nos estagios da
fibrose (KOYAMA; BRENNER, 2017). Desta forma, a expressao do TGF-B1, quando
moduladas, podem influenciar positiva ou negativamente o processo de fibrose e, por isso,

pode ter um papel chave na fisiopatologia da doenca hepatica.

2.3. Diagnésitico e Classificacdo da Gravidade da Cirrose Hepatica

A maioria das DHC ¢ assintomatica até que ocorra cirrose com descompensacao clinica.
Alguns eventos podem ser caracterizados como descompensacdo clinica, incluindo ascite,
sepse, sangramento por varizes, encefalopatia e ictericia ndo obstrutiva. Para o diagnosito da
cirrose podem ser utilizadas imagens por ultrassonografia, tomografia computadorizada ou
ressonancia magnética de um figado irregular e nodular, assim como alteragdes na fungdo
hepatica. Outros achados importantes incluem figado pequeno e encolhido, esplenomegalia e
evidéncia de colaterais portossistémicas. A bidpsia hepatica raramente ¢ necessaria, porém
pode ser utilizadas para confirmar a etiologia em casos especificos (TSOCHATZIS; BOSCH;
BURROUGHS, 2014).

A gravidade da cirrose ¢ classificada principalmente pelo critério Child & Pugh (1973),
de acordo com presenga e o grau de ascite, encefalopatia hepatica, alteracdes nas
concentracdoes de albumina, bilirrubina total (BT) e tempo de protrombina em segundos.
Essas variaveis sao pontuadas de 1 a 3 e os pacientes com cirrose hepatica sdo classificados
em trés grupos de acordo com a soma das varidveis. Desta forma, os pacientes com somatorio
entre 5-6 pontos pertencem ao grupo A, entre 7-9 pontos ao grupo B e entre 10-15 pontos ao

grupo C (Quadro 01) (JACOB et al., 2015).
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Quadro 1: Classificacdo da gravidade da doenca hepatica de acordo com o critério de Child

& Pugh

Variaveis 1 ponto 2 pontos 3 pontos
Encefalopatia hepatica Ausente Grau 1 -2 Grau 3- 4
Ascite Ausente Leve —moderada  Leve — moderada
Albumina (g/dL) >35 2,8-3,5 <2,8
Bilirrubina total (mg/dL) <2,0 2,0-3,0 >3,0

Tempo de protrombina
_ <4,0 4,0-6,0 > 6,0
(segundos acima do controle)

Child classe A: 5 a 6 pontos; Child classe B: 7 a 9 pontos; Child classe C: 10 a 15 pontos.
Fonte: PUGH et al., 1973

O grau de ascite ¢ classificado em leve, moderado ou grave segundo avalia¢do clinica,
resisténcia a terapéutica diurética e/ou ultra-sonografia abdominal. A classificagdo da EH
ocorre considernado critérios relacionados a sinais clinicos caracteristicos, especialmente na

fala e no comportamento do paciente. A EH ¢ categorizada nos estagios descritos no quadro

02 (PUGH et al., 1973).

Quadro 2. Estagios de encefalopatia hepatica

Alteragao no padrdao sono-vigilia, confusdo mental leve, pronuncia

Estagio 1 .
g alterada das palavras, tremor (flapping) discreto.
. Acentuacdo do estagio 1, comportamento inapropriado, insonia,
Estagio 2 , . . .
flapping presente e facilmente induzido.
. Fala incoerente, confusao mental marcante, sonoléncia, mas facilmente
Estagio 3

despertavel, flapping presente.

Estagio4 Coma.

Fonte: TREY; BURNS; SAUNDERS, 1966



33
2. 4. Vitamina A

A vitamina A ¢ um termo genérico que engloba um grande numero de compostos
organicos insaturados, de estrutura quimica e atividades bioldgicas relacionadas ao retinol.
Este grupo de compostos organicos insaturados incluem retinol, retinal, acido retinoico (AR)
e compostos relacionados conhecidos como retinoides. O B-caroteno e outros carotendides
que podem ser convertidos pelo figado, em retinol sdo referidos como carotendides

provitamina A (HUANG et al., 2018; TANUMIHARDIJO et al., 2016).

Os retinoides compde a familia de metabdlitos ou andlogos da vitamina A, incluindo os

seguintes:

1) Pro-vitamina A natural, vitamina A e outros precursores de acido retinoico, que nao
podem se ligar a receptores nucleares retinoides, mas sdo caracterizados pelo seu

potencial de serem convertidos em 4cidos retinoicos;

2) Acidos retinoicos naturais, incluindo o acido all-trans-retinoico (AATR) ¢ o acido
13-cis-retinoico, que se ligam e ativam os receptores do acido retinoico (RARs,) € o

acido 9-cisretinoico, que liga e ativa o RARs e receptores retinoides X (RXRs); e

3) Retinoides sintéticos, que se ligam a um ou mais isotipos RAR e/ ou RXR e exercem

acdes agonisticas ou antagonicas.

As principais func¢des dos retinoides sao dependentes dos receptores (RXR e RAR) e, por
1sso, a conversao de vitamina A em acidos retinoicos caracteriza-se, em grande parte, como

um processo de ativacdo da vitamina A (HUANG et al., 2018).

Os retinoides tém agdes importantes em diversos processos bioldgicos e sdo essenciais na
manuten¢do da visdo, promocao do crescimento e desenvolvimento, protecdo e integridade

dos epitélios (HUANG et al., 2018; TANUMIHARDJO et al., 2016).
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Figura 1. Retinol e seus metabdlitos ou analogos da vitamina A

Fonte: Adaptado de HUANG et al., 2018

A vitamina A ¢ lipossoluvel, considerado essencial e deve fazer parte da dieta humana
(HUANG et al., 2018; TANUMIHARDIJO et al., 2016). Pode ser obtida a partir de dietas
vegetais (por meio da provitamina A) e animais (vitamina A pré-formada). O B-caroteno ¢
uma fonte principal de vitamina A em vegetais, ¢ os ésteres de retinol ocorrem em animais

(OLIVEIRA, 2015; TANUMIHARDIJO et al., 2016).

2. 4.1. Acido retinoico

O AR ¢ um metabolito da vitamina A, conhecido por sua importincia nas varias fungdes
no organismo. O AR tem trés isdmeros naturais: all-trans-retinoico (AATR), acido 13-cis-
retinoico e acido 9-cisretinoico. As diferentes capacidades e atuacdes especificas destes
isomeros poderiam ser atribuidas as suas diferentes afinidades com receptores nucleares,
RARs ¢ RXRs (ABDELHAMID; LUO, 2018; SAEED et al., 2017, ZHOU; DRUMMEN;
QIN, 2012).

O figado ¢ o principal 6rgdo de captacdo de retinoides a partir da alimentagdo,
armazenamento de retinoides e mobilizagdo de retinol.  Estes processos envolvem

especialmente os ésteres de retinol e retinil. O figado ¢ responsavel pela sintese, catabolismo e
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excrecdo de acido retinoico, além de expressar todos os 3 receptores de acido retinoico

(RARs) e todos os 3 receptores retinoides X (RXRs) (ASHLA et al., 2010).

O hepatocito tem uma atuagdo fundamental na mediagdo do armazenamento,
metabolismo do retinoide hepatico e atuam na mobilizag¢ao de retinol do figado. Estas células
também contribuem de forma significativa para ativagdo dos retinoides a éacido retinoico,
catabolismo do AR e excrecdo dos produtos derivados do catabolismo do 4cido retinoico

(SHIRAKAMI et al., 2012).

Aproximadamente 50% a 60% das reservas totais de retinoides do corpo sdo encontradas
em CEH. A maior parte (> 80%) dos retinoides presente nestas estd na forma de ésteres de
retinila, armazenadas em goticulas lipidicas citoplasmaticas e localizadas dentro das HSCs.
Estas goticulas parecem ser organelas especializadas para o armazenamento de retinoides,
implicando um forte papel regulador CEH em relacao aos retinoides (BLANER et al., 2009;
SHIRAKAMI et al., 2012).

A sintese do AR ocorre no figado por meio de duas etapas: oxidagdo reversivel do retinol
em retinaldeido (chamado também de retinal) através da acdo de um conjunto de enzimas
conhecidas como retinol desidrogenases (RDH) e oxidagdo irreversivel do retinaldeido em
AR por meio de diversas enzimas distintas nomeadas de retinaldeido desidrogenases ou

retinal desidrogenase (RALDH) (SHIRAKAMI et al., 2012).

O AR ¢ catabolizado em metabolitos mais oxidados, incluindo o acido 4-hidroxi-
retinoico, acido 4-oxo-retinoico, acido 18-hidroxi-retinoico e acido 5,6-epoxi-retinoico. O
catabolismo do AR ¢ um mecanismo importante, pois regula suas concentragdes em células,
tecidos e todo o organismo. Os metabolitos sdo formados primeiramente pelas agdes dos
membros da familia do citocromo P450 (CYP). A familia de enzimas CYP26 estd envolvida
de forma mais importante no catabolismo dos retindides, especialmente as subfamilias

CYP26A1, CYP26B1 e CYP26C1. (LAMPEN; MEYER; NAU, 2001; PETKOVICH, 2001).

Apds o seu metabolismo hepatico, o AR e seus metabolitos polares podem ser
conjugados por meio da glucuronida¢do, formando metabdlitos glicurdnicos soliveis em
agua. Esta reagdo de conjugacdo ¢ considerada, normalmente, a via catabolica que leva a

eliminacdo do retinoide do organismo. Entretanto, ¢ importante considerar que varios
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metabolitos polares oxidados, incluindo o 4cido 4-hidroxi-retinoico e o 4cido 4-oxo-retinoico,

e o B-glucuronideo retinoico ainda tém atividade biologica (SHIRAKAMI et al., 2012).

2.4.2. Vitamina A e doencas hepaticas cronicas

O metabolismo alterado dos retinoides esta relacionado com doencgas hepaticas, incluindo
esteatose hepatica, fibrose hepatica, cirrose, CHC e doengas decorrentes do consumo cronico

de alcool (SHIRAKAMI et al., 2012).

Nos individuos com doenga hepatica, a reducdo na concentragdo sérica de retinol ¢ um
achado frequente e ocorre pelo metabolismo alterado da vitamina, além de outros fatores que
estdo relacionados a fisiopatologia da doenga. Diversos aspectos sdo encontrados na DHC que
levaria a prejuizos no metabolismo do nutriente, tais como: estoque reduzido na vitamina,
diminui¢do da sintese e/ou liberacao das proteinas de ligacao e transporte celular (BAENA et
al., 2002; DE PAULA; RAMALHO; BRAULIO, 2010; PERES et al., 2011; UKLEJA et al.,
2002). Outtos fatores como ingestdo alimentar de retinoides, absor¢do prejudicada, sintese
inadequada e/ou estado hipercatabolico decorrente da patologia em si podem contribuir para a

menor concentragdo sérica de retinol (TSIAOUSI et al., 2008).

Com a progressao da doenga hepatica, os estoques de retinoides e as concentragdes
séricas de retinol reduzem progressivamente (BOTELLA-CARRETERO et al., 2010;
CHAVES et al., 2014; SAEED et al., 2017). As concentragdes de retinol no soro de pacientes
com cirrose hepatica ¢ menor do que em individuos saudaveis, da mesma forma que as
concentracgodes sao significantemente mais baixas nos pacientes com CHC quando comparados

aqueles com cirrose (CLEMENTE et al., 2002; NEWSOME et al., 2000).

A inadequagdo do retinol sérico (concentragdo sérica <1,05pumol/L) em individuos com
cirrose hepatica de diversas etiologias chega a 61% e deficiéncia de vitamina A grave
(concentragdo sérica <0,35umol/L) ocorre em 18,6% destes pacientes (DE PAULA;
RAMALHO; BRAULIO, 2010). O estado nutricional da vitamina A ¢ um importante
marcador da progressdo da doenca hepdatica. A concentracdo sérica de retinol é considerada
padrao ouro na avaliacdo do nutriente e a redu¢do deste marcador pode ser utilizada para

monitorar a progressao da doenca (SAEED et al., 2017).
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O AR estd envolvido em vérios processos fisiolégicos, como desenvolvimento
embriondrio, reproducdo, visdo, crescimento celular, diferencia¢do, apoptose e inflamagao
(MARLETAZ et al., 2006; ZHOU; DRUMMEN; QIN, 2012). Os retinoides regulam a
expressao das proteinas da MEC e dos receptores de MEC da membrana celular (AGUILAR
et al., 2009; LEE; JEONG, 2012). Desta forma, o AR pode induzir mudangas na composi¢ao
e estrutura da MEC e, consequentemente, a deficiéncia da vitamina A pode levar a alteragdes

na arquitetura, contribuindo para a evolug¢ao da doenca hepatica (BARBER et al., 2014).

O AR regula positiva e negativamente a expressao de diversas proteinas associadas a
MEC e, desta forma, pode contribuir ou ndo para o seu acumulo no figado (ZHOU;
DRUMMEN; QIN, 2012). O papel do AR na regulacio da MEC e consequente processo de
fibrose hepatica tem sido controverso, especialmente quanto aos efeitos terapéuticos do

nutriente na reversio da deficiéncia de vitamina A.

O AR pode regular positivamente a expressdo de fibronectina, colageno I, colageno IV,
trombospondina, lamininas, metaloproteinases de matriz 2 (MMPs-2), MMP-9, integrina a5,
fator de crescimento semelhante a insulina tipo 1 (IGF-1) e tipo 2 (IGF-2), contribuindo para
o acumulo de MEC (AL TANOURY; PISKUNOV; ROCHETTE-EGLY, 2013; BRUCK et
al., 2009; DEJMEK et al., 2003; KAMBHAMPATI et al., 2003; KIM et al., 2011; MASIA et
al., 2007; ZHAO et al., 2004).

Desta forma, a deficiéncia de vitamina A pode ser um fator importante no
desenvolvimento da cirrose, por meio da ativacdo das CEH em cé¢lulas semelhantes a
miofibroblastos, aumento da proliferacdo celular, aumento da deposicdo da MEC com
consequente ativagdo fibrogénica e desorganizacdo do parénquima hepatico (BARBER et al.,

2014).

Com a ativagao das CEH em células semelhantes a miofibroblastos, ocorre a perda de
goticulas lipidicas citoplasmaticas e, consequentemente, perda da vitamina A intracelular.
Alguns estudos demostraram que em estagios de fibrose e cirrose o conteudo de vitamina A
estd esgotado (DE PAULA; RAMALHO; BRAULIO, 2010; NOYAN; CAVUSOGLU;
ZEHRA MINBAY, 2006). Em contrapartida, a alteracdo do parénquima hepatico parece estar
relacionada a perda da disposicao do corddo do hepatocito, ao acimulo de goticulas de

gordura no citoplasma associado ao aumento da adiponectina plasmatica e a elevagdo do
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marcador de lesdo hepatica alanina aminotransferase (ALT) plasmatica (BARBER et al.,

2014).

Por outro lado, o AR pode contribuir negativamente para o acimulo da MEC, pois inibe a
expressdo de varios fatores relacionados a fibrose como de trombospondina, TGF-BI,
colageno I, colageno II, colageno III, colageno VII, coldgeno X, lamininas, fibronectina, 5-
lipoxigenase (5-LOX), procolageno I, MMP-1 e MMP-2 (BERRY; NOY, 2009; DEJMEK et
al., 2003; FU et al., 2013; KIM et al., 2011; LEBBINK et al., 2006; MALIK; WEBB;
CATHERINO, 2008; MCCARROLL, 2006; MEYAARD, 2010; WATSON; HERBERT;
POLLITT, 2010; XIAO et al., 2011).

Desta forma, a discussdo referente ao uso da vitamina A com fins terapéuticos nos
pacientes com fibrose hepatica torna-se valida. Um dos pontos de maior evidéncia na acgao
contraditoria do AR nas doengas fibroticas ¢ a influéncia deste nutriente nas vias de
sinalizagdo e nos eventos que ocorrem posteriormente a fibrose hepdtica, ou seja, a
participagdo do AR na evolugdo da doenca hepatica relacionada ao processo fibrotico

(ZHOU; DRUMMEN; QIN, 2012).

Revisdo de literatura reuniu diversos estudos que abordaram o efeito do AR na fibrose
hepéatica e algumas publicagdes descreveram dados controversos. O papel protetor do AR
contra o acumulo de MEC, consequentemente, na prevencdo da fibrose hepatica foi
encontrado em estudos in vivo e in vitro. Outros estudos apresentaram que o AR aumenta a
producao de MEC e, em sequéncia, contribui com o processo fibrotico (ZHOU; DRUMMEN;
QIN, 2012).

O AR pode influenciar a expressdo da TGF- B1 e, como descrito anteriormente, esta
citocina desenvolve um papel importante na fisiopatologia da fibrose hepatica. O AR poderia
inibir e favorecer a expressao de TGF-B1, contribuindo para o papel controverso do nutriente
na fibrose hepatica. O efeito protetor ou adverso do AR na expressao do TGF-B1 dependente

da dose oferecida (ZHOU; DRUMMEN; QIN, 2012).

Segundo Ye e Dan, doses menores de AR podem inibir a expressio de TGF-B1 e
desempenhar um papel protetor contra lesdo celular, proliferacao e acimulo de colageno (YE;

DAN, 2010). Em contrapartida, parece que doses mais altas de AR, possibilita a expressao de
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TGF-B1 e influencia negativamente o acimulo de MEC e a fibrose hepatica (OKUNO et al.,
1997).

O AR desempenha um papel controverso, em grande parte devido aos seguintes fatores:
(1) os estudos realizados com distintas doses de AR presentam respostas divergentes; (2) as
diferentes isoformas do AR podem causar efeitos distintos; (3) os resultados obtidos nos
distintos tipos de tecido ou células sdo desiguais; (4) as vias de sinalizacdo sdo distintas e
assim como serdo os seus resultados; (5) ao variar a duragdo dos tempos das pesquisas

desenvolvidas (ZHOU; DRUMMEN; QIN, 2012).

Considerando todo o exposto, sabe-se que o papel do AR na fisiopatologia das doencas
fibroticas ainda é escasso e merece aten¢do. Além disso, ¢ importante ressaltar que diversos
estudos buscam esclarecer como a deficiéncia dos retinoides, bem como a sua suplementagao
pode atenuar ou exacerbar a evolucao da patologia. Este estudo aborda a correspondéncia da
concentracgdo sérica basal do retinol, AR, relagdo acido retinoico/retinol e pardmetros clinicos
relacionados a lesdo e progressao da doenga hepatica em pacientes com cirrose hepatica Child
A. Além disso, o presente estudo procura avaliar a associacao da mortalidade apos 10 anos de

acompanhamento ambulatorial.
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3. JUSTIFICATIVA

Considerando que a cirrose representa um problema grave de satide publica e as
complicagdes comuns a doenga, como a insuficiéncia hepatica e CHC podem contribuir para
alta taxa de morbidade e mortalidade, ¢ importante avaliar novas possibilidades para o

acompanhamento e tratamento da doenca.

A alteracdo do metabolismo dos retinoides tem sido associada a progressao das doencas
hepaticas e o entendimento do papel destes metabolicos ¢ essencial para a compreensao da
relacdo destes e a fisiopatologia da DHC. O uso da concentragdo sérica de retinol para
monitoramento da progressdo da DHC ja estd bem estabelecida na literatura e tem sido
utilizada na pratica clinica, porém a rela¢do do acido retinoico nas doengas hepéticas ainda ¢é
controversa ¢ merece atengao. Avaliar a relagdo entre o retinol, o acido retindico e a razao dos
metabolitos com parametros clinicos associados a fungdo e lesao hepatica torna-se importante

para melhor entender a contribui¢do destes na fase inicial da cirrose hepatica.

Vista a relevancia do tema, essa pesquisa serd uma importante contribuicdo para um
possivel debate sobre a utilizagdo da dosagem sérica do retinol, acido retinoide e a razao
retinol/acido retinoico como rotina no acompanhamento ambulatorial de pacientes com
doencas hepdticas, objetivando a avaliacdo da progressdo da patologia. Além disso, o
entendimento da contribui¢do dos nutrientes na DHC, introduz novas possibilidades para a
prescricao dos metabdlitos na pratica clinica do nutricionista, seja no plano alimentar como na

suplementagdo nutricional.
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4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo Geral

Avaliar a relagdo entre retinol e acido retinoico com parametros clinicos associados a

funcdo e lesdo hepatica em pacientes com cirrose Child A.

4.1. Objetivos Especificos

- Avaliar a relacdo entre a concentracdo sérica de retinol e a concentragdo sérica de

acido retinoico.

- Avaliar a relagdo da concentracao sérica de retinol, acido retinoico e razao
retinol/acido retinoico com parametros clinicos associados a fung¢ao e lesao

hepatica.

- Analisar a associagdo de mortalidade e marcadores de lesdo de funcdo hepatica com

a concentracao de retinol, acido retinoico (AR) e a razao retinol/acido retinoico.
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5. CASUISTICA E METODOS

5.1. Desenho do estudo, populacio e amostra

Trata-se de um estudo do tipo longitudinal observacional, cuja populacdo foi
constituida por adultos em acompanhamento no ambulatorio de figado do Hospital
Universitario Clementino Fraga Filho da Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ) no
periodo de outubro de 2007 a margo de 2010. O Servigo de Hepatologia do HUCFF ¢
referéncia no tratamento de doengas do figado e atende cerca de 500 pacientes por semana no
ambulatério da unidade. Foram incluidos todos os pacientes elegiveis durante o tempo do

estudo.

5.2. Critérios de elegibilidade

Foram selecionados pacientes de ambos os sexos, independente de etnia e classe social
com cirrose hepatica, diagnosticada pela presenca de noddulos de regeneragdo ao exame
histopatologico do figado ou, na auséncia de biopsia, pela presenca de achados clinicos de
insuficiéncia hepatica (edema, ascite, ictericia, encefalopatia hepatica (EH) e hipertensao
portal, varizes do esofago, hiperesplenismo ou achados ultra-sonograficos). Entre os
diferentes graus de cirrose hepatica, foram selecionados os pacientes classificados como

cirosse Child A de acordo com o critério de Child & Pugh (PUGH et al., 1973).

Foram excluidos do estudo pacientes que apresentaram sindromes disabsortivas;
infeccdo de intensidade moderada a grave; Diabetes Mellitus (DM) tipo 1 e/ou
descompensada; insuficiéncia renal, cardiaca ou respiratéria; amiloidose; uso de doses
terapéuticas de vitamina A nos 30 dias anteriores a inclusdo na pesquisa; doencas cronicas

nao estaveis; gravidez; alcoolismo e cancer.

5.3. Coleta de sangue

A coleta de sangue foi realizada ap6s 12 horas de jejum noturno. As amostras
coletadas foram submetidas a centrifugacdo a 3000 rpm, por 10 minutos para separagio e
extracdo do soro. A seguir, as amostras foram armazenadas em tubos plasticos (tipo

eppendorfs) previamente rotulados, envolvidos em papel aluminio e novamente etiquetados,
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para armazenamento imediato em freezer a temperatura de -80 °C até o momento das analises

(COSTA, 2010).

5.4. Quantificacdo das concentracgdes séricas dos retinoides

As concentragdes séricas de retinol e AR foram medidas por um método validado para
extracdo em fase solida em linha com cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a
espectrometria de massas (COSTA, 2010). Para minimizar a fotoisomerizagao de retinol,
todas as etapas de processamento foram realizadas em uma sala com apenas uma fonte de luz
de baixa intensidade. A extracdo em fase solida foi realizada em um sistema Prospekt 2TM
(Spark Holland, Emmen, Holanda). Foi usado um sistema de gradiente de baixa pressdo
automatizado da Shimadzu Co. (Téquio, Japao) com entrega de solvente LC-10ADvp,
desgaseificador DGU-10B, controlador de sistema SCL-10Avp e CTO-10Acvp para controle
de temperatura de coluna. A separaragdo cromatografica de analitos individuais foi
conseguida utilizando uma coluna analitica Shim-pack CLC-C8 de 150 mm x 4,6 mm,
particulas de Sum (Shimadzu Co., Téquio, Japao) precedida por uma fita Supelco de 1/16",
2um filtro pré-coluna (Supelco, Bellefonte, PA, EUA).

A eluicdo por extragdo em fase sélida e a transferéncia de analito para o sistema de
espectrometria de massa de cromatografia liquida de alta eficiéncia foram realizadas usando
uma fase movel composta das seguintes misturas de solventes: mistura A = dgua: acetonitrila
50:50 (v/v) com 0,1% de &cido formico e mistura B = acetonitrila: éter metil-terc-butil 90:10
(v/v) com 0,1% de 4cido formico. A elui¢do do analito foi realizada com um gradiente: de
65% da mistura A a 90% da mistura B a um caudal de 1,1 mL/min num tempo de execugao
total de 2 min. Para a obtenc¢do da espectrometria de massas, utilizou-se o sistema Quattro LC
de quadrupolo triplo com interface APCI da Micromass-Waters (Wythenshawe, Reino
Unido), adquirido em varredura completa e sob modos de aquisi¢ao de monitoramento de ions

selecionados.

Todas as caracterizagdes de trans-retinol foram realizadas utilizando-se 1,0 pg/mL de
metanol padrao (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) infundido individualmente no
espectrometro de massas a uma vazao de 50 pL/min. Varidveis otimizadas foram calculadas
para a faixa de concentragdes de retinol no ser humano. Modo de ion positivo foi usado.
Como os fragmentos de retinol durante o ion positivo APCI formam um pico de base de m/z

269, foi utilizada monitorizagdo de ions seleccionada para gravar os sinais a m/z 269.
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Aquisi¢do de dados, integragdo de pico e calculos foram realizados utilizando o sofiware
MassLynx que reside no computador Compaq. Os resultados do retinol foram expressos em
ng/mL e/ou pmol/L. Os resultados do AR foram expressos em ng/mL. A razdo retinol/acido

retinoico ¢ o quociente dos valores do retinol e do &cido retinoico.

5.5. Classificacao dos valores séricos de retinol

Os valores séricos de retinol obtidos foram comparados com os pontos de corte para
normalidade proposto pela Organizagdo Mundial da Satde (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 1996), e para tal foram apresentados em classes intervalares de 0,35
umol/L. Deste modo, a deficiéncia de vitamina A (DVA) foi classificada em deficiéncia grave
(< 0,35 umol/L ou 100 ng/mL), moderada (< 0,35 umol/Lou 100 ng/mL < 0,70 umol/L ou
200 ng/mL) e leve (<0,70 umol/L ou 200 ng/mL < 1,05 pmol/L ou 300 ng/mL).

5.6. Parametros Laboratoriais para Avaliacao Hepatica

Os dados dos exames laboratoriais foram coletados em prontuarios e fazem parte da
rotina de atendimento dos pacientes do Servigo de Hepatologia do HUCFF. A quantificagdo
desses parametros foi realizada no laboratério de anélises clinicas do HUCFF. Os parametros

de normalidade dos exames bioquimicos realizados no HUCFF estao apontados no Quadro 3.

Quadro 3. Pardmetros de normalidade dos exames bioquimicos realizados no HUCFF

5 c Valores de normalidade
Parametros bioquimicos

adotados no HUCCF

a-fetoproteina <5 Ul/mL

Fosfatase alcalina (FA) 50-136 U/L
Aspartato Aminotransferase (TGO) 15-37 U/L
Alanina Aminotransferase (TGP) 30-65 U/L
Gama GT (GGT) 5-85 U/L

Albumina (g/dL) 3,4-5,0 g/dL

Tempo de atividade de protrombina segundos acima do controle
Razao normalizada internacional (INR) 1,0-1,4

Bilirrubina total (BT) 0,0-1,0 mg/dL
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5.7. Avaliacdo antropométrica

O estado nutricional foi avaliado com base na circunferéncia muscular do braco
(CMB) e dobra cutanea tricipital (DCT), para avaliar proteina muscular e tecido adiposo,

respectivamente.

A CMB foi calculada de acordo com as férmulas descritas por Frisancho, com base

nas medidas da circunferéncia do meio do brago (CB) e da DCT (FRISANCHO, 1981).

CMB(cm) = CB (cm) —(DCT (mm) x 0,314)

A CB foi aferida com o auxilio de fita métrica com graduacdo oficial de 0,5 cm de
largura, flexivel e inelastica. O individuo foi mantido com o brago flexionado em dire¢ao do
torax formando angulo de 90° para a determinacdo do ponto médio entre o acrOmio € o
olécrano. Apos a demarcacdo do ponto médio, o individuo manteve o brago estendido ao
longo do corpo com a palma da mao virada para a coxa e, apds esta etapa, a fita foi
contornada ao braco no ponto marcado de forma ajustada e circunferéncia foi medida. Os
valores obtidos foram classificados em percentis de acordo com valores-padrao, para sexo e

idade (FRISANCHO, 1981).

Para obten¢do da DCT utilizou-se paquimetro (marca: Lange Skinfold Caliper) e a
medida foi realizada na fase posterior do bracgo, paralelamente ao eixo longitudinal, no ponto
médio da distancia entre o acromio € o olécrano, destacando-se com polegar e o indicador
esquerdo a gordura subcutanea sobre o triceps (a 1 cm do ponto marcado). Foram efetuadas
trés medidas consecutivas, sendo considerado o valor médio das leituras. Os valores obtidos
foram classificados em percentis de acordo com valores-padrao, para sexo e idade

(FRISANCHO, 1981).

5.8. Avaliacao da ocorréncia de obito

A coleta de dados sobre a ocorréncia de obito dos pacientes foi realizada no més de
dezembro de 2017 no Servigo de Documentacdo Médica do HUCFF por meio de pesquisa nos

prontudrios dos participantes.
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Nos casos em que ndo foi confirmado o 6bito ou a continuidade do tratamento no
ambulatoério, foi realizado contato telefonico ou consulta pelo site da Corregedoria Geral da
Justica do Estado do Rio de Janeiro, utilizando o Portal Extra Judicial — Consulta de
Nascimento e Obitos. Os individuos que ndo obtivemos informagio sobre o desfecho clinico

foram excluidos da pesquisa.

5.9. Analise de dados

Apo6s o término da coleta de informagdes dos prontuarios, os dados foram revisados
pela pesquisadora. Os dados obtidos foram inseridos no programa estatistico Statistical
package for the Social Sciences (SPSS) for Windows versao 21.0. Para a descricdo da
amostra, estatisticas descritivas foram calculadas para os dados de acordo com a natureza das
variaveis em estudo.

A andlise apresentou na forma de tabelas os dados observados, expressos pelas
medidas de tendéncia central e de dispersdao (média, desvio padrdo, mediana e intervalo
interquartilico) para dados numéricos, e frequéncia e percentual (n e %) para dados

categoricos.

A analise inferencial foi composta pelos seguintes métodos:
- a associacdo entre as concentracdes séricas basais com as variaveis laboratoriais foi
analisada pelo coeficiente de correlacdo de Spearman.

- a comparagao das medianas foi realizada por meio do teste de Mann-Whitney.

Foi realizada uma anélise prévia para verificar a normalidade das variaveis. Para tal,
foi utilizado o teste de Shapiro-Wilk juntamente com a andlise grafica dos histogramas. Uma
vez que algumas variaveis apresentaram distribui¢ao nao-Gaussiana, em pelo menos um dos
grupos, foram utilizados testes ndo paramétricos correspondentes. O critério de determinagdo
de significancia adotado foi o nivel de 5%. A analise estatistica foi processada pelo software

estatistico SPSS, versdo 21.
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5.10. Aspectos Eticos

O projeto seguiu as normas vigentes do Conselho Nacional de Saude (CNS), sendo
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) do Hospital Universitario Clementino
Fraga Filho da Universidade Federal do Rio de Janeiro (Protocolo de Pesquisa n® 068/01 —
CEP). Os pacientes envolvidos na pesquisa assinaram o Termo de Consentimento Livre e

Esclarecido (Apéndice 1).
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6. RESULTADOS
Os resultados e discussdo serdo apresentados por meio de manuscrito:

6.10. Manuscrito: RELACAO ENTRE RETINOL E ACIDO RETINOICO COM
PARAMETROS CLINICOS EM PACIENTES COM CIRROSE CHILD A
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Manuscrito: RELACAO ENTRE RETINOL E ACIDO RETINOICO COM
PARAMETROS CLINICOS EM PACIENTES COM CIRROSE CHILD A

RESUMO

O estudo objetivou avaliar a associagdo de mortalidade e marcadores de lesdo e funcdo
hepatica com retinol, acido retinoico (AR) e a razdo retinol/acido retinoico na cirrose
hepatica. Trata-se de estudo longitudinal observacional com pacientes atendidos entre outubro
de 2007 a marco de 2010. Foram elegiveis pacientes com cirrose hepatica Child A com
diversas etiologias. Foram avaliadas as concentragdes séricas de retinol,e AR apds jejum
noturno. A razao retinol/acido retinoico € o quociente dos valores. Para avaliagao do estado
nutricional, utilizou-se a circunferéncia muscular do brago (CMB) e dobra cutanea tricipital
(DCT). A mortalidade foi avaliada ap6s 10 anos. Para a andlise inferencial utilizou-se o
coeficiente de correlagdo de Spearman, teste de Mann-Whitney e teste de Shapiro-Wilk. O
critério de determinacdo de significancia adotado foi o nivel de 5%. A amostra foi composta
de 57 pacientes. As medianas encontradas foram: idade 57,5 (51,3-65,8) anos, retinol 70,15
(57,80-86,88) ng/mL, AR 2,05 (1,54-2,56) ng/mL e razdo retinol/acido retinoico 36,90
(29,25-46,35). Encontrou-se correlacdo inversa e significativa entre o AR e o retinol (p =
0,038), entre 0 AR e a transaminase glutamico oxalacética (TGO) e entre a razao retinol/acido
retinoico e a transaminase glutamico-piruvica (TGP) (p=0,011). O retinol ndo apresentou
correlagdo significativa com os pardmetros do estudo. Como conclusdo, o AR e a razdo
retinol/acido retinoico se relacionaram com marcadores de fung¢do e lesdo hepatica. A
mortalidade n3ao se correlacionou com a concentragdao sérica de retinol, AR e razao

retinol/acido retinoico nos paciente com cirrose Child A.

Palavras-chave: retinol; acido retinoico; cirrose; doenca hepatica cronica; lesdo hepatica;

doenga de figado.
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RELATIONSHIP BETWEEN RETINOL, RETINOIC ACID AND CLINICAL
PARAMETERS IN PATIENTS WITH CIRROSE CHILD A.

ABSTRACT

The study aimed to evaluate the association of mortality and markers of liver function damage
with retinol, retinoic acid (RA) and the retinol/retinoic acid ratio in liver cirrhosis. This is a
clinical and longitudinal observational with patients seen between October 2007 and March
2010. Patients with Child A hepatic cirrhosis with different etiologies were eligible. Serum
concentrations of retinol, RA after nocturnal fasting were evaluated. The retinol retinoic acid
ratio is the quotient of the values. To evaluate the nutritional status, upper arm muscle
circumference and tricipital skin fold (TSF) were used. Mortality was assessed after 10 years.
The Spearman correlation coefficient, the Mann-Whitney test and the Shapiro-Wilk test were
used for the inferential analysis. The significance criteria level adopted was 5%. The sample
consisted of 57 patients, median age 57,5 (51,3-65,8). The medians found in the sample were:
retinol 70,15 (57,80-86,88) ng / mL, RA 2,05 (1,54-2,56) ng / mL and retinol / retinoic acid
ratio 36,90 (29,25-46,35). There was an inverse and significative correlation between RA and
retinol (p = 0,038), between RA and AST (p = 0.025) and between the retinol/retinoic acid
ratio and ALT (p = 0,011), besides a strong tendency with indirect bilirubin. Retinol showed
no significant correlation with the study parameters. In conclusion, RA and retinol/retinoic
acid ratio were related to markers of liver function and injury. Mortality did not correlate with

serum retinol, RA and retinol/retinoic acid ratio in patients with Child A cirrhosis.

Keywords: retinol; retinoic acid; cirrhosis; chronic liver disease; liver injury; liver disease.
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INTRODUCAO

Os retinoides tém agdes importantes em diversos processos bioldgicos, como atuacao
na proliferacdo e diferenciagdo celular, manutencdo da visdo, protecao e integridade do
epitélio e muco. Tem agdo antioxidante, na apoptose e na imunidade (HUANG et al., 2018;
TANUMIHARDIJO et al., 2016). O figado ¢ o principal 6rgao envolvido no metabolismo dos
retinoides. A vitamina A hepdatica ¢ obtida por diversas fontes e pode ser metabolizada a
diversos substratos, incluindo o acido retinoico (AR). As células estreladas hepaticas (CEH)
compreendem fungdes especializadas, tais como armazenamento de vitamina A, fungdes
hemodinamicas, suporte de regeneracdo hepatica e imunorregulagao (CHEN et al., 2012; SU

etal., 2012).

Em condi¢des patoldgicas, as CEH sdo ativadas e ocorre perda da vitamina A
intracelular (DE PAULA; RAMALHO; BRAULIO, 2010; NOYAN; CAVUSOGLU;
ZEHRA MINBAY, 2006). Algumas questdes ainda ndo estdo esclarecidas, como o
mecanismo relacionado a perda intracelular e, especialmente, como esta perda contribui para
a ativacao das CEH e o processo de fibrose hepatica. Tem sido sugerida uma potencial ligagao
entre a perda de retinol e o aumento da formagdo de AR, o que pode desempenhar um papel

facilitador na fibrogénese hepatica mediada pelo fator de crescimento transformador B (TGF-

B) (OKUNO et al., 1997).

Estudos anteriores demostraram uma redugdo progressiva das concentracdes séricas de
retinol com o avanco da doenga hepatica, sendo verificados valores menores em pacientes
com cirrose ¢ CHC (CLEMENTE et al., 2002; NEWSOME et al., 2000; PERES et al., 2011).
Desta forma, o retinol pode ser considerado um pardmetro bioquimico importante para
avaliacdo de funcdo hepatica neste pacientes. Em contrapartida, existem poucos estudos

relacionando as concentragdes séricas de AR nas doencas hepaticas cronicas (DHC) (LIU et

al., 2015).

A hipdtese de que o retinol, o AR e a razdo retinol/acido retinoico sejam
biomarcadores de dano hepatico, justifica-se pelo fato de que, a biotransformacdo dos
retinoides depende dos sistemas enzimaticos hepaticos do citocromo (CYP) 450 e a
progressao da doenga hepatica pode modificar a capacidade do figado em realizar esta funcao
(OSANALI 2017; PETTINELLI et al., 2018). O decréscimo de retinol ja foi relacionado a
lesdo e funcao hepatica (NEWSOME et al., 2000; PERES et al., 2011) e o decréscimo de AR
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tem sido relacionado a carcinogénese de alguns tipos de tumores (OSANAI 2017; OSANALI;
LEE, 2015). A razdo entre precursor/produto, retinol/acido retinoico, no entanto, ao nosso
conhecimento, ainda ndo foi descrita. Sendo assim, o objetivo deste estudo foi avaliar a
associacao da ocorréncia de 6bito e marcadores de lesdo e fungdo hepatica com retinol, AR e

a razao retinol/acido retinoico na cirrose hepatica.

CASUISTICA E METODOS

Desenho do Estudo
Trata-se de um estudo longitudinal observacional para avaliacdo das concentracdes de
retinol, AR e razdo retinol/acido retinoico em pacientes com cirrose Child A, incluindo as

etiologias viral, alcoolica e criptogénica.

Casuistica

A populacdo estudada foi constituida de pacientes (de ambos o0s sexos,
independente de etnia e classe social) atendidos no Ambulatério do Servigo de
Hepatologia do Hospital Universitario Clementino Fraga Filho - HUCFF/UFRIJ no periodo de
outubro de 2007 a margo de 2010. O presente estudo tem aprovacio pelo Comité de Etica em
Pesquisa do Hospital Universitario Clementino Fraga Filho da Universidade Federal do Rio
de Janeiro (Protocolo de Pesquisa n° 068/01 — CEP). Os participantes do estudo assinaram

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

Foram incluidos no estudo pacientes com cirrose hepatica diagnosticada pela presenca de
nddulos de regeneracdo ao exame histopatologico do figado ou, na auséncia de biopsia, pela
presenca de achados clinicos de insuficiéncia hepatica (edema, ascite, ictericia, encefalopatia
hepatica (EH) e hipertensdo porta (varizes do esdfago, hiperesplenismo ou achados ultra-
sonograficos). Os pacientes com cirrose hepatica foram avaliados em relagdo a presenga de
insuficiéncia hepatica por meio da classificagdio de Child & Pugh (1973) e foram
selecionados, para o presente estudo, pacientes com classificagdo Child A (PUGH et al.,

1973).

Foram excluidos do estudo pacientes que apresentaram sindromes disabsortivas; infec¢do

de intensidade moderada a grave; diabetes mellitus (DM) insulino-dependente e/ou
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descompensada; insuficiéncia renal, cardiaca ou respiratéria; amiloidose; uso de doses
terapéuticas de vitamina A nos 30 dias anteriores a inclusdo na pesquisa; doengas cronicas

nao estaveis; gravidez; alcoolismo e cancer.

Coleta de sangue

A coleta de sangue foi realizada apds 12 horas de jejum noturno. As amostras colhidas
foram submetidas a centrifugagdo a 3000 rpm, por 10 minutos para separagdo e extracdo do
soro. A seguir, as amostras foram armazenadas em tubos plasticos (tipo eppendorfs)
previamente rotulados, envolvidos em papel aluminio e novamente etiquetados, para

armazenamento imediato em freezer a temperatura de -80 °C até o momento das analises.

Os valores séricos de retinol obtidos foram comparados com os pontos de corte para
normalidade proposto pela Organizagdo Mundial da Saide (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 1996), e para tal foram apresentados em classes intervalares de 0,35
umol/L. Deste modo, a DVA foi classificada em deficiéncia grave (< 0,35 pmol/L ou 100
ng/mL), moderada (= 0,35 umol/Lou 100 ng/mL< 0,70 umol/L ou 200 ng/mL) e leve (= 0,70
pmol/L ou 200 ng/mL < 1,05 umol/L ou 300 ng/mL).

Os exames laboratoriais para avaliacdo da funcdo e lesdo hepatica foram coletados em
prontudrios e fazem parte da rotina de atendimento dos pacientes do Servico de Hepatologia

do HUCFF.

Quantificacdo das concentracoes séricas dos retinoides

As concentragdes séricas de retinol e AR foram medidas por um método validado para
extracdo em fase solida em linha com cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a
espectrometria de massas (COSTA, 2010). Para minimizar a fotoisomerizagao de retinol,
todas as etapas de processamento foram realizadas em uma sala com apenas uma fonte de luz
de baixa intensidade. A extracdo em fase solida foi realizada em um sistema Prospekt 2TM
(Spark Holland, Emmen, Holanda). Foi usado um sistema de gradiente de baixa pressao
automatizado da Shimadzu Co. (Téquio, Japao) com entrega de solvente LC-10ADvp,
desgaseificador DGU-10B, controlador de sistema SCL-10Avp e CTO-10Acvp para controle
de temperatura de coluna. A separaracdo cromatografica de analitos individuais foi

conseguida utilizando uma coluna analitica Shim-pack CLC-C8 de 150 mm x 4,6 mm,
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particulas de Sum (Shimadzu Co., Toquio, Japao) precedida por uma fita Supelco de 1/16",
2um filtro pré-coluna (Supelco, Bellefonte, PA, EUA).

A eluigdo por extracdo em fase solida e a transferéncia de analito para o sistema de
espectrometria de massa de cromatografia liquida de alta eficiéncia foram realizadas usando
uma fase movel composta das seguintes misturas de solventes: mistura A = dgua: acetonitrila
50:50 (v/v) com 0,1% de acido féormico e mistura B = acetonitrilo: éter metil-terc-butil 90:10
(v/v) com 0,1% de 4cido formico. A elui¢do do analito foi realizada com um gradiente: de
65% da mistura A a 90% da mistura B a um caudal de 1,1 mL/min num tempo de execugao
total de 2 min. Para a obtenc¢do da espectrometria de massas, utilizou-se o sistema Quattro LC
de quadrupolo triplo com interface APCI da Micromass-Waters (Wythenshawe, Reino
Unido), adquirido em varredura completa e sob modos de aquisi¢ao de monitoramento de ions

selecionados.

Todas as caracterizagdes de trans-retinol foram realizadas utilizando-se 1,0 pg/mL de
metanol padrao (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) infundido individualmente no
espectrometro de massas a uma vazao de 50 pL/min. Varidveis otimizadas foram calculadas
para a faixa de concentragdes de retinol no ser humano. Modo de ion positivo foi usado.
Como os fragmentos de retinol durante o ion positivo APCI formam um pico de base de m/z
269, foi utilizada monitorizagdo de ionsseleccionada para gravar os sinais a m/z 269.
Aquisi¢ao de dados, integragao de pico e célculos foram realizados utilizando o software
MassLynx que reside no computador Compaq. Os resultados do retinol foram expressos em
ng/mL e/ou pmol/L. Os resultados do AR foram expressos em ng/mL. A razdo retinol/acido

retinoico ¢ o quociente dos valores do retinol e do AR.

Medidas antropométricas

O estado nutricional foi avaliado com base na circunferéncia muscular do brago (CMB)
e dobra cutanea tricipital (DCT), como indicadores de proteina muscular e tecido adiposo,
respectivamente. A CMB foi calculada de acordo com as formulas descritas por Frisancho,
utilizando as medidas da circunferéncia do meio do brago e da DCT. Os valores obtidos foram
classificados em percentis de acordo com valores-padrao, para sexo e idade (FRISANCHO,
1981). A circunferéncia medial ¢ a DCT foram medidos com uma fita e um paquimetro
(marca: Lange Skinfold Caliper). Para minimizar a variabilidade pratica, a média de trés

medic¢oes consecutivas para a DCT foi registrada.
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Avaliacido da ocorréncia de obito

A coleta de dados sobre a ocorréncia ou ndo de 6bito dos pacientes foi realizada no més
de dezembro de 2017 no Servigo de Documentacao Médica do HUCFF, por meio da pesquisa
nos prontudrios dos participantes. A ocorréncia do Obito era confirmada no prontuério do

paciente.

Nos casos em que ndo foi confirmado o 6bito ou a continuidade do tratamento no
ambulatodrio, foi realizado contato telefonico ou consulta pelo sife da Corregedoria Geral da
Justica do Estado do Rio de Janeiro, utilizando o Portal Extra Judicial — Consulta de
Nascimento e Obitos. Os individuos que néo obtivemos informagio sobre o desfecho clinico

foram excluidos da pesquisa.

ESTATISTICA

A analise descritiva apresentou na forma de tabelas os dados observados, expressos pelas
medidas de tendéncia central e de dispersdo (média, desvio padrao, mediana e intervalo
interquartilico) para dados numéricos, e frequéncia e percentual (n e %) para dados
categoricos.

A andlise inferencial foi composta pelos seguintes métodos:

- a associagdo entre as concentragdes séricas basais com as varidveis laboratoriais foi

analisada pelo coeficiente de correlacao de Spearman;

- a comparagao das medianas foi realizada por meio do teste de Mann-Whitney.

Foi realizada uma analise prévia para verificar a normalidade das variaveis. Para tal, foi
utilizado o teste de Shapiro-Wilk juntamente com a andlise grafica dos histogramas. Uma vez
que algumas varidveis apresentaram distribuicdo nao-Gaussiana, em pelo menos um dos
grupos, foram utilizados testes ndo paramétricos correspondentes. O critério de determinagao
de significancia adotado foi o nivel de 5%. A analise estatistica foi processada pelo software

estatistico SPSS, versao 21.
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RESULTADOS

A amostra foi composta de 57 pacientes, sendo 64,9% (n = 37) dos pacientes do sexo
masculino. A mediana da idade dos individuos foi de 57,5 (51-65) anos, sendo que 21,0% (n
= 12) da amostra encontravam-se na faixa de 31 a 50 anos, 66,7% (n = 38) encontravam-se na

faixa de 51 a 70 anos, enquanto 12,3% (n = 7) da amostra possuiam idade superior a 70 anos.

A DVA foi observada em 100% (n = 57) dos pacientes, sendo que 88,1% (n = 50)
apresentaram DVA grave e 11,9% (n = 7) DVA moderada, segundo a OMS. O sexo feminino
apresentou maior frequéncia de DVA grave, com 95,2% (n = 19), enquanto o sexo masculino
apresentou frequéncia de 86,4% (n = 31) de DVA grave. A mediana de retinol da amostra
total foi de 70,15 (57,80-86,88) ng/mL ou 0,25 pmoL/L. A mediana do AR foi de 2,05 (1,54-
2,56) ng/mL. A mediana da razao retinol/acido retinoico foi de 36,90 (29,25-46,35). Os dados

descritivos da amostra geral encontram-se na tabela 1.

Com relagdo ao estado nutricional, 61,4% (n = 35) da amostra apresentaram desnutri¢ao
protéico-caldrica. O sexo feminino apresentou maior prevaléncia de desnutricdo, com 73,7%
(n = 14) das mulheres desnutridas comparadas ao sexo masculino com 52,9% (n = 19) de

desnutrigao.

Tabela 1.Variaveis descritivas na amostra total de pacientes com cirrose Child A.

Variavel n Mediana 1QQ
Idade (anos) 57 57,5 51,3-65,8
Retinol (ng/mL) 56 70,15 57,80 - 86,88
Acido Retinoico (ng/mL) 55 2,05 1,54 - 2,56
Razdo Retinol/Acido Retinoico 55 36,90 29,25 - 46,35
a-fetoproteina (Ul/mL) 35 4,5 0,62 - 64,0
Fosfatase alcalina (U/L) 56 97,0 32,0-214,0
TGO (U/L) 56 48,5 15,0 - 171,0

TGP (U/L) 56 52,5 11,0 -192,0



GGT (U/L)

Albumina (g/dL)
Atividade de protrombina
INR

BT (mg/dL)

BD (mg/dL)

BI (mg/dL)

Creatinina (mg/dL)

54

56

55

55

56

56

56

54

92,5
3,80
73,0
1,18
0,83
0,30
0,50

0,70

57

15,0 - 986,0
3,00 - 4,50
53,0-100,0
1,00 - 1,44
0,20 - 3,50
0,10-1,20
0,10 -2,80

0,50 - 1,70

IQQ - intervalo interquartil; TGO - Transaminase glutamico oxalacética; TGP -
Transaminase glutdmico-piravica; GGT - Gama GT; INR - Razao normalizada
internacional; BT - Bilirrubina total; BD - Bilirrubina direta; BI — Bilirrubina indireta.

Do total de pacientes, 1,6% (n = 1) possuem cirrose Child A de etiologia criptogénica;
17,7% (n = 10) causada por virus da hepatite B (VHB), 56,5% (n = 32) por virus da hepatite C
(VHC); 14,5% (n = 8) de etiologia alcodlica; 3,2% (n = 2) de etiologia alcoodlica com

associacdo ao VHB; enquanto 6,5% (n = 4) apresentaram etiologia alcoolica associada ao

VHC.

Em relacdo a idade, ndo houve diferenca significativa entre as concentragdes basais de

retinol (p = 0,792), AR séricos (p = 0,442) e a razdo retinol/acido retinoico (p = 0,895) entre

os pacientes com idade inferior ou igual/superior a 60 anos. Nao houve diferencas

significativas entre as concentragdes basais de retinol sérico (p=0,720) e a razao retinol/acido

retinoico (p = 0,319) entre os sexos dos individuos da amostra. Entretanto, encontrou-se

diferenga significativa entre as concentragdes basais de AR sérico e o sexo (p=0,029) (Tabela

2).
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Tabela 2: Valores de retinol sérico basal, acido retinoico e razdo retinol/acido retinoico,

medianas e intervalo interquartil, segundo idade e sexo de pacientes com cirrose Child A.

, Razao
Retinol Acido retinoico
Retinol/Acido Retinoico
Idade n % Mediana 1QQ p Mediana 1QQ p Mediana 1QQ D
<60anos 27 48 70,15 57,69-79,85 2,05 1,54 - 2,56 36,90 29,52 -53,10
0,792 0,442 0,895
>60anos 29 52 73,85 57,69-92,54 2,06 1,54 - 3,08 36,97 27,56 - 45,22
Sexo n % Mediana 1QQ p Mediana 1QQ p Mediana 1QQ D
Masculino 37 65 72 60,00-92,66 2,05 1,54 - 2,56 36,90 29,25 -42,90
0,720 0,029 0,319
Feminino 20 35 69,92 51,69-79,61 1,54 1,03 -2,05 36,82 28,47 - 66,26

IQQ - intervalo interquartil

Em relagdo ao desfecho obito, ndo foram observadas diferencas significativas entre o

retinol, AR e a razdo retinol/acido retinoico no desfecho obito. Em relagdo as variaveis

laboratoriais, observou-se uma significancia nos parametros: fosfatase alcalina, TGO, GGT e

albumina. (Tabela 3).

Tabela 3. Descritiva das varidveis clinicas e laboratoriais para desfecho 6bito em pacientes

com cirrose Child A.

OBITO VIVO
Variavel
n Mediana 1QQ n Mediana 1QQ p

Retinol (ng/mL) 34 69,92 46,61 - 83,76 22 73,61 63,80-89,30 0,347
Acido Retinoico (ng/mL) 34 2,05 1,54 - 2,55 22 2,05 1,54 - 2,56 0,655
Razdo Retinol/Acido

o 34 37,35 28,12 -47,17 22 36,75 30,09 -45,14 0,884
Retinoico
a-fetoproteina (UI/mL) 20 5,00 3,5-15,8 15 2,3 1,9-10,2 0,79
Fosfatase alcalina (U/L) 32 108 82-128 24 79 63 -100 0,0004
TGO (U/L) 32 61,0 35-104 24 37,0 26 - 63 0,008



TGP (U/L)
GGT (U/L)

Albumina (g/dL)
Atividade de

protrombina

INR

BT (mg/dL)
BD (mg/dL)
BI (mg/dL)

Creatinina (mg/dL)

32

30

32

31

31

32

32

32

30

54,5
118

3,70

73,0

1,19
0,95
0,32
0,55

0,71

43 - 91
56 -215

3,23 -3,90

61 -86

1,08 - 1,31
0,70 - 1,48
0,20 - 0,50
0,40 - 0,90

0,60 - 0,93

24

24

24

24

24

24

24

24

24

43,5
53

4,00

72,5

1,18
0,80
0,30
0,50

0,7

33-84
26-119

3,63 -4,18

59-92

1,04 - 1,32
0,63 - 1,08
0,20 - 0,47
0,40 - 0,85

0,68 - 0,91

59

0,11
0,007

0,009

0,72

0,70
0,85
0,17
0,68

0,40

IQQ - intervalo interquartil; TGO - Transaminase glutamico oxalacética; TGP - Transaminase
glutamico-piravica; GGT - Gama GT; INR - Razao normalizada internacional; BT -
Bilirrubina total; BD - Bilirrubina direta; BI — Bilirrubina indireta.

No presente estudo, em relagdo ao retinol, ndo foi encontrado correlagdo significativa

com as varidveis laboratoriais analisadas no estudo (Tabela 4). Observou-se, porém, que

existe correlacdo direta e significativa entre o AR e o retinol (p = 0,038), o que demostra que

quanto menor a concentragao de retinol, menor o valor esperando do AR. Além disso, notou-

se correlagcdo inversa significativa entre o AR e o TGO. Demonstrando, entdo, que quanto

menor a concentracdo do AR, maior o valor esperado do TGO (Tabela 5). Em relacdo a razao

retinol/acido retinoico, observou-se correlagdo inversa e significativa com a TGP, além de

forte tendéncia para a correlagdo inversa com a bilirrubina indireta (Tabela 6).
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Tabela 4 - Correlagao entre as concentragdes séricas de retinol ¢ as variaveis laboratoriais, na

amostra total de pacientes com cirrose Child A.

Variaveis Laboratorias Retinol Sérico (umol/ L)

n I's p-valor

a-fetoproteina 34 -0,177 0,316

Fosfatase alcalina 53 -0,070 0,620

TGO 56 -0,114 0,402

TGP 56 -0,043 0,753

GGT 53 -0,055 0,695

Albumina 56 -0,056 0,685

Atividade protrombina 55 0,008 0,955

INR 55 -0,040 0,774

BT 56 -0,160 0,240

BD 56 -0,110 0,421

BI 56 -0,176 0,195

Creatinina 51 0,052 0,714

s =Coeficiente de correlagdo de Spearman; TGO - Transaminase glutamico oxalacética; TGP
- Transaminase glutdmico-pirtivica; GGT - Gama GT; INR - Razdo normalizada
internacional; BT - Bilirrubina total; BD - Bilirrubina direta; BI — Bilirrubina indireta.
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Tabela 5 - Correlacdo entre as concentragdes séricas de acido retinoico e as variaveis

laboratoriais, na amostra total de pacientes com cirrose Child A

Variaveis Laboratorias Acido Retinoico Sérico (umol/ L)
n I's p-valor

Retinol 58 0,274 0,038

a-fetoproteina 37 -0,046 0,788

Fosfatase alcalina 55 -0,092 0,502

TGO 58 -0,292 0,025

TGP 58 -0,090 0,501

GGT 55 0,125 0,363

Albumina 58 -0,133 0,319

Atividade protrombina 57 -0,002 0,989

INR 57 -0,091 0,502

BT 58 -0,137 0,305

BD 58 -0,036 0,791

BI 58 -0,013 0,925

Creatinina 53 0,226 0,104

rs =Coeficiente de correlagdo de Spearman; TGO - Transaminase glutdmico oxalacética; TGP
- Transaminase glutamico-pirtvica; GGT - Gama GT; INR - Razao normalizada
internacional; BT - Bilirrubina total; BD - Bilirrubina direta; BI — Bilirrubina indireta.



62

Tabela 6 - Correlagao entre a razao retinol/acido retinoico e as variaveis laboratoriais, na

amostra total de pacientes com cirrose Child A

Variaveis Laboratorias Razio retinol/acido retinoico

n Is p-valor

a-fetoproteina 34 -0,088 0,620
Fosfatase alcalina 52 -0,128 0,362
TGO 54 -0,225 0,102

TGP 54 -0,342 0,011

GGT 52 0,033 0,817
Albumina 54 0,174 0,203
Atividade de protrombina 54 0,287 0,74
INR 54 -0,155 0,262

BT 54 -0,175 0,204

BD 54 -0,077 0,580

BI 54 -0,242 0,078
Creatinina 54 0,104 0,454

s =Coeficiente de correlagdo de Spearman; TGO - Transaminase glutamico oxalacética; TGP
- Transaminase glutamico-pirtvica; GGT - Gama GT; INR - Razao normalizada
internacional; BT - Bilirrubina total; BD - Bilirrubina direta; BI — Bilirrubina indireta.

DISCUSSAO

Do nosso conhecimento, esse € o primeiro estudo que avalia a concentragdo sérica de AR
na cirrose hepatica. Os pacientes apresentaram DVA, predominantemente DVA grave e de
desnutricdo proteico-caldrica. Os pacientes do sexo feminino apresentaram valores
significativamente menores de AR sérico e maior prevaléncia de desnutricdo e de DVA grave.

O AR se correlacionou positivamente com o retinol e inversamente com a TGO. Além disso,
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a razdo precursor/produto, retinol/AR foi inversamente relacionada a TGP e apresentou

tendéncia a se correlacionar inversamente a bilirrubina indireta.

A frequéncia da deficiéncia de vitamina A foi superior a encontrada em estudos
anteriores (DE PAULA; RAMALHO; BRAULIO, 2010; PERES et al., 2011) em pacientes
com DHC de varias etiologias e em pacientes candidatos a transplante hepatico, cuja
frequéncia de DVA foi de 54,3% e 60%, respectivamente. O presente estudo abrangeu
diversas etiologias de doencas hepaticas, sendo que a etiologia alcoolica perfazia 25% da
amostra. O consumo cronico de etanol gera a inducdo do CYP2EI1, que resulta no aumento da
degradacdo do retinol a AR (SEITZ; MUELLER, 2019). De fato, Vahlquist et al observaram
que a doenga hepatica esta associada com reducao grave de vitamina A sérica, mesmo quando
a DHC ¢ moderada, descrevendo concentracdes dez vezes menores de vitamina A na hepatite
alcodlica e 30 vezes menor e sem pacientes com cirrose alcodlica comparado aos individuos
sadios (VAHLQUIST et al., 1978). Além disso, a alta frequéncia de DVA estd em linha com
resultados de estudos prévios que demonstram progressiva reducao das concentragdes séricas
de retinol com a progressao da doenca hepatica (CHAVES et al., 2014; DE PAULA;
RAMALHO; BRAULIO, 2010; PERES et al., 2011).

Este estudo avaliou a concentrag@o sérica de AR nos pacientes com cirrose Child A e
observou valores medianos de 2,05 ng/mL. Um estudo analisou as concentracdes séricas de
AR em pacientes controles, com DHGNA e EHNA (2,70 + 0,52 ng/mL; 1,42 £ 0,47 ng/mL e
1,14 £ 0,26 ng/mL, respectivamente) e, como resultado, encontrou que os valores de AR
foram inversamente relacionados com a progressao da doenga hepatica. Em nossos achados, a
concentracdo de AR encontrava-se superior a demonstrada nos pacientes do estudo citado
acima. E importante salientar a diferenga entre as populagdes estudadas e sua relagio com o
resultado encontrado. No presente estudo, os individuos apresentavam cirrose em estagio
inicial, enquanto o estudo citado foi elaborado com pacientes com DHGNA e EHNA, estagios
iniciais e reversiveis da doenga hepatica. Desta forma, os autores do estudo relacionam os
achados com a resisténcia a insulina caracteristica importante na DHGNA ¢ EHNA e a
redugdo da sinalizacdo mediada pelo AR no metabolismo lipidico hepatico favorecendo o

acumulo no figado (LIU et al., 2015).

No entanto, resultados deste estudo foram inferiores ao demonstrado por Liu et al (2015)
em seu grupo controle, composto por individuos sadios, que apresentaram valores de AR de

2,70 ng/mL. Existem evidéncias na literatura de que o clearance do etanol compete por vias
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bioquimicas e enzimaticas comuns a biossintese do AR, reduzindo sua sintese (DELTOUR;
ANG; DUESTER, 1996; SHABTAI; FAINSOD, 2018), cabendo ressaltar que parte dos
pacientes da amostra apresentava doenga hepatica de etiologia alcodlica. Valores reduzidos de
AR podem estar relacionados com o agravamento da fibrose, ja que a funcao das CEH ¢
modulada pelos retinoides e pela expressdao dos receptores nucleares de acido retinoico (RAR)
(CORTES et al.,, 2019). Estudos demonstram que o AR desempenha papel negativo na
modulagdo da fibrose hepdtica, por meio de ativagdo de células do sistema imune,
principalmente células natural killer (NK). As CEH ativadas expressam altos niveis do gene
induzido por AR (ERA-1), que se liga ao receptor NKG2D nas células NK, ativando-o. Isso
resulta em morte celular das CEH e melhora da fibrose, uma vez que as células NK ativadas
sdo citotoxicas para as CEH ativadas (LEE; JEONG, 2012; PANEBIANCO et al., 2017).
Além disso, o AR desempenha um papel importante na inibicdo da ativacdo das CEH, por
meio da supressdo da proteina que interage com a tiorredoxina (Trx), reduzindo os niveis de

estresse oxidativo celular (SHIMIZU et al., 2018).

Os individuos do sexo feminino apresentaram valores significativamente menores de AR,
sendo tal achado, ndo encontrado na literatura cientifica. No presente trabalho, as mulheres
apresentaram maior frequéncia de desnutri¢do proteico-calorica comparada aos homens, o que
pode ter contribuido para a reducdo do AR, uma vez que estudos demonstram que a
desnutricdo pode acarretar na reducdo das proteinas de transporte plasmatica e suprimir a
atividade de enzimas do sistema da CYP450, que participa da biotransformagao dos retinoides
(BLANER et al., 2009; GEORGE; BYTH; FARRELL, 1996; LEE; SUH; LEE, 2004).
Sugere-se que possa existir alguma reducdo na atividade de biotransformacao pela familia da
CYP26, especialmente CYP26A1 e o CYP26B1 por serem responsaveis pela regulagdo
nutricional de acordo com o estado nutricional de vitamina A (CATHARINE ROSS;
ZOLFAGHARI, 2011; TOPLETZ et al., 2012).

Nos achados deste estudo, o retinol ndo se relacionou aos parametros de lesdo e funcao
hepatica, em contraste com estudos prévios realizados em pacientes com cirrose hepatica
(CHAVES et al., 2014; DE PAULA; RAMALHO; BRAULIO, 2010; NEWSOME et al.,
2000; PERES et al., 2011). O AR relacionou-se com a TGO, enzima marcadora de lesdao
hepatica, e a razdo precursor/produto, retinol/acido retinoico relacionou-se com a TGP,
enzima marcadora de lesdo hepatica e apresentou tendéncia de correcdo com a bilirrubina

indireta, ndo foi encontrado achados na literatura nessa tematica, o que dificulta a discussao
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desse achado, porém demonstra o papel potencial do AR como parametro relacionado a

funcido e lesdo hepatica na cirrose Child A.

A ocorréncia de obito em 10 anos nao se relacionou a concentragao sérica de retinol, AR
e razao retinol/acido retinoico na populagdo estudada. A ocorréncia de obito relacionou-se a
parametros laboratoriais cldssicos, que caracterizam agravamento da lesdo e fun¢do hepatica,

tais como fosfatase alcalina, TGO, GGT e albumina.

CONCLUSAO

Alguns parametros de fungdo e lesdo hepatica se relacionaram com o AR e com a razdo
retinol/acido retinoico, enquanto ndo houve relacdo com o retinol. As enzimas de lesdo
hepatica (TGO e TGP, respectivamente) se associaram ao AR e a razdo retinol/acido

retinoico.

A mortalidade ndo se relacionou a concentragdo sérica de retinol, AR e razdo
retinol/acido retinoico nos participantes do estudo, porém notou-se relagdo a parametros
laboratoriais importantes na avaliagao hepatica. Estudos futuros sdo interessantes para avaliar
a relacdo do metabolito com a progressao da doenca e elucidar possiveis utilizagdes

terapéuticas do AR na DHC.
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7. CONSIDERACOES FINAIS
Os resultados encontrados pelo presente estudo levam a conclusdo que:

= A concentragdo sérica do retinol estava abaixo da referéncia em todos os pacientes.
= Todos os pacientes apresentaram DV A, predominantemente DVA grave.

* As mulheres apresentaram concentragdes séricas de AR menores comparado aos

homens e maior frequéncia de DVA grave.
= Existe uma correlagdo direta entre a concentragao de AR e o retinol.
= Existe uma correlagdo inversa entre 0 AR e o TGO.

= Existe uma correlagdo inversa entre a razdo retinol/acido retinoico e a TGP e forte

tendéncia para correlag@o inversa com a bilirrubina indireta.

A partir dessas consideracdes, as recomendagdes do estudo sao:

= Realizagdo de novas pesquisas para definir valores de referéncia para o AR.
= Rastrear as concentracdes séricas de acido retinoico em todos os estagios da cirrose

hepatica, incluindo pacientes Chil A, B e C e carcinoma hepatocelular.
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9. APENDICES

APENDICE 1: Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

NUCLEO DE PESQUISA EM MICRONUTRIENTES

Pesquisa: “Adaptagdo do Teste de avaliagdo indireta da reserva hepatica de retinol para diagnostico do
estado nutricional de Vitamina A em pacientes com cirrose hepatica e carcinoma hepatocelular”

Entrevistador:

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

A doenga hepatica pode levar a desnutri¢ao e deficiéncia de vitamina A. Essa deficiéncia pode ser
tratada sob orientac¢do do nutricionista ou médico especialista.

Para saber se vocé€ apresenta esta deficiéncia, estamos realizando uma pesquisa denominada
“Adaptacdo do teste de resposta relativa a dose para diagnodstico do estado nutricional de vitamina a
em pacientes com cirrose hepatica e carcinoma hepatocelular”, para a qual solicitamos o seu
consentimento.

E importante que no dia marcado vocé compareca em jejum de 12 horas ao Hospital para
coleta de sangue, recebendo em seguida um desjejum e uma dose de 1500 ou 2500 UI de vitamina A.
Apobs 5 e/ou 7 horas sera realizada nova coleta de sangue. A dose suplementar de Vitamina A ndo
oferece riscos de toxicidade, devido a administragdo de pequena dosagem ¢ ndo apresenta efeito
colateral.

Suas medidas corporais serdo avaliadas. Qualquer duvida podera ser esclarecida pelo telefone
2543-7172/93170281 com a Pesquisadora Gabriela Chaves. Os resultados estaro disponiveis aos
participantes.

Se vocé concorda em participar, por favor, assine o Termo de Consentimento abaixo:

Eu, abaixo assinado, dou meu consentimento livre e esclarecido para participar do Projeto de
Pesquisa descrito acima, tendo recebido uma copia deste termo de consentimento. Declaro, também,
que tive oportunidade de questionar maiores detalhes sobre o estudo e que estou ciente de que meus
dados permanecerdo confidenciais € que ndo receberei nenhuma ajuda de custo pela minha
participagdo. Assinando este termo, autorizo minha participagdo voluntaria neste projeto, do qual eu
posso me retirar a qualquer momento, sem penalidades, perda de beneficios ou tratamento que eu
tenha direito.
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APENDICE 2: Instrumento de Coleta de Dados 1

1 - IDENTIFICACAO: Grupo Controle O Grupo 1 O Grupo2 0O

Nome:

Enderego:
Prontuario: Data: / /
Telefone:

Data de nascimento: / / Idade: Sexo M F
Profissao: Escolaridade:

2 - DIAGNOSTICO:
Cirrose A 0O Cirrose B O Cirrose C O CHC O

2.1- Doencas Associadas:

2.2 — Farmacos em
Uso:

3 — CHILD-PUGH:

Ascite: Ausente [J Ausente, controlada c/ diuréticos [J Presente (facilmente detectavel) [

Presenca de edema:

Encefalopatia: Ausente [0 Leve [ Moderada a Severa [J

3.1 -PONTUACAO P/ GRAU DE GRAVIDADE DA DOENCA HEPATICA (Pugh et al., 1973):

4 - ANAMNESE

4.1 - Complicagdes:

4.2-Varizes esofageanas: (  )Sim ( )Nao 5.2- Sangramento:( )Sim ( )Nao n°de
vezes:

4.3. Suplementagao protéica/caldrica em uso:

4.4.Suplementacgdo vitaminica/mineral em uso:

4.5 -Faz dieta ou alguma restricao alimentar? (  )Sim  ( )Nao Qual tipo?
6 - Fazia uso de bebida alcoolica antes de ficar doente? ( )Sim ( )Nao




VI-BIOQUIMICA:

83

Alfa fetoproteina

Fosfatase alcalina

Alanina aminotransferase (TGP)

Aspartatoaminotransferase (TGO) (AST)

Gama GT

Albumina

Tempo de protrombina

Cliente:
INR:

Controle:

Atividade:

Bilirrubina

Total(0,0-1,0):

Direta:

Indireta:

Resultados:

Retinol:

Acido retinoico:

Razao retinol/acido retinoico:

V - ANTROPOMETRIA:

DADOS ANTROPOMETRICOS

VALORES

Peso

Altura

Circunferéncia do brago

Circunferéncia Muscular braquial

Prega Cutanea Triciptal
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APENDICE 3: Instrumento de Coleta de Dados 2

Nome: N° prontuario:

DN: / / Idade:

EVOLUCAO MEDICA

Diagnostico: [ Cirrose A (] Cirrose B [J Cirrose C [1CHC

Ascite: ] Ausente [J Ausente, controlada ¢/ diuréticos [ Presenga de edema  Nivel:

Uso de lactulona: (] Sim [ Nao Encefalopatia: [ Ausente []Leve [0 Moderada
a Severa

Varizes esofageanas: 1Sim [0 Ndo  Sangramento: [JSim [INao  N°de vezes:

Dialise: [1 Sim  [JNao  N°de vezes: / semana
EXAMES BIOQUIMICOS
Alfa fetoproteina: Bilirrubina:
Fosfatase alcalina: Total:
TGP: Direta:
TGO: Indireta:
Gama GT: Tempo de protombrina:
Albumina: Cliente:
Creatinina: Controle:
Sédio: Atividade:
INR:
CALCULOS
MELD: Creatinina sérica / bilirrubina total / INR / dialise (2x por semana) / sodio

CHILD: Bilirrubina total / albumina / INR / ascite (gravidade) / encefalopatia (grau)




10. ANEXOS

ANEXO 1: Aprovagao do Projeto de Pesquisa no Comité de Etica

UNIVERSIDADE pepgg,, RIO
5 s DO
Hospital Uniyeryq irio Clementing PDE JANFI EIRO
Comitg g

de Etica em Pesquisy - cpp

CEP -MEMQ . 1 431/01

Rio de Janeiro, 20 de julho de 2001
Do : Secretirio 4o CEP

A(0) : 8r (a) Pesquisador(a) : Prof. Wilza Arantes Ferreira Peres

Assunto: Parecer sobre Projeto de Pesquisa

b Sr.(a) Pesquisador(a) i
mde (iad  Fac e Mexici 4 Informo a'V. S.* que o CEP constituido nos Termos da Resolugdo n.° 196/96 4
u;&-m do gqnselho Nacmpa] de Saide e devidamente registrado na Comissdo Nacional [
Lz farench: Femorrs Goryaes © Etica em Pesquisa, recebeu, analisou e emitiy parecer sobre a documentagio |
m referentg 20 Protocolp cfle Pesquisa ¢ ¢ Termo de Consentimento Livie ¢ |
g~ o Aminae Esclarecido, conforme abaixo discriminado:

lﬁl‘u&]ﬂ.ﬂhd:.‘\.&n‘

oo dos | s

Protocolo de Pesquisa n.° 068//01 - CEP

Titulo do Projeto:

e 1 "Relacdo entre fung@io hepatica e estado nutricional da
vitamina A em pacientes p

ortadores de hepatite, cirrose e carcinoma hepatocelular

Pesquisador responsével: Prof’. Wilza Arantes Ferreira Peres
Data de apreciacio do parecer: 19/07/01
Relator(a) do parecer: Prof. Luiz Carlos Duarte de M;i randa

Parecer: APROVADOQ

Informo ainda, que V. Sa. devera apresentar relatdri
final para este Comité acompanhar o desenvolvimento
da Resolugio n.° 196/96 — CNS/MS).

0 anuai e/ou relatorio
do projeto. (item VII.}3.d.

Atenciosamente,

;
/'

%ﬁ;;a’m.‘? ;

Meario A éixeira Antonio

Secretario do CEP




