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RESUMo

Foi feito estudo histoquímico cio tecido hepático em quatró doentes Com SÍfl
drome de Duhin-johnson-Sprinz, um dos quais estudado, também, por microscopia
electrónica. Observou-se a presença de granulações intra-hepatocitárias, castanho
-escoras, PAS positivas, ácido-resistentes e com grupos redutores, concluindo-se pela
presença concomitante de lipofuscina e melanina. Au microscópio electrónico essas
granulações correspondiam :~ acumulação de material heterogénio e electron-opaco
intra-lisosomático, dispondo-se predominantemente na vizinhança do canaliculo biliar
Ë revista a natureza do pigmento característico da afecção, de acordo com publicações
recentes de índole morfológica e bioquímica, discutindo-se o síndrome de Dubin
-Johnson-Sprinz como correspondendo a uma doença lisosomática de armazenamento.

Dubin e Johnson descreveram, em 1954, um síndrome anátomo-clínico caracte
rizado por injia iclerícia cr6nica com pi~çine1zto nao identificado na célula hepática e,
correspondente à mesma entidade nosológica referida, em publicação contemporânea,
por Sprinz e Nelson (1954) a qual regista 4 casos de icterícia nao-hemoiítica persistente
associada a pigmento lipocrómico nos hepatocitos.

O síndrome de Dubin-Johnson-Sprinz é uma hiperbilirrubinémia crónica familiar,
caracterizada por um defeito congénito na excreção biliar de substâncias de conjugação
na célula hepática (bilirrubina, bromossulftaleína, esteróides, produtos de contraste.
colecistográfico oral) e, também, de outras substâncias não conjugadas no fígado (rosa
de Bengala, verde de indocianina, produtos de contraste biliar intravenoso) (Dubin
1958, Mandema et ai 1960, Schoenfield et ai 1963, Sheriock et ai 1976, Helier et ai
1977).

A doença manifesta-se por uma icterícia moderada, que se exacerba por causas
várias: infecção, traumatismo, gravidez e fármacos (contraceptivos orais, esteróides ana
bolizantes) (Cohen et ai 1972, Schinella 1972, Seligsohn e Shani 1977). O fígado tem
cor negra pela presença de um pigmento intra-hepatocitário semelhante à melanina (Ba
rone et ai 1969, Pages e Baldet 1969, Vaughan et ai 1970, Arias 19~73).

Vários trabalhos têm sido dedicados, desde as descrições originais da doença
(Dubin e Johnson 1954, Sprinz e Neison 1954), ao estudo da natureza do pigmento
e do mecanismo da perturbação da função excretora da célula hepática. No presente tra
balho apresenta-se um estudo da morfologia do tecido hepático em 4 doentes com sín
drome de Dubin-Johnson-Sprinz, discutindo-se a natureza do pigmento intra-hepatoci
tário, de acordo com os resultados obtidos e os dados recentes da literatura.
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MATERIAL E MÉTODOS

Foram estudados, sob o ponto de vista morfológico, 4 doentes com diagnóstico
de síndrome de Dubin-Johnson-Sprinz (critérios de Sherlock et ai 1976), provenientes
do Serviço de Anatomia Patológica do Hospital de Santa Maria, Lisboa.

Três doentes eram do sexo masculino e, um, do sexo feminino, estando as idades
respectivas, compreendidas entre 18 e 49 anos.

Os fragmentos de fígado foram obtidos por punção-biópsia efectuada com agulha
de Menghini. Para microscopia de luz, os fragmentos foram fixados em formol a 10 %
e incluídos em parafina. Foram estudados cortes corados com os seguintes métodos:
hematoxilina-eosina, PAS, Perls (ferro) Ziehl-Nielsen (lipofuscina), Masson-Fontana
(melanina) e Stein (bilirrubina).

Num doente foi processado material de biópsia hepática para estudo em microsco
pia electrónica. Fragmentos de 1 mmi foram fixados em glutaraldeído a 3 % em tampão
cacodilato de sódio, pH 7,4, a 4”C, durante 2 horas e, pósfixados em tetróxido de
ósmio a 1 % em tampão cacodilato de sódio, pH 7,4, durante 90 minutos. Os fragmentos
foram desidratados em álcoois de concentração crescente e incluídos em Epon 812
Cortes de 1 ~m foram corados pelo azul de toluidina para selecção da área a observar
ao microscópio electrónico. Os cortes ultrafinos foram obtidos com um ultramicrótomo
LKB 111 e, diferenciados com acetato de uranilo. durante 20 minutos, e citrato de chum
bo, durante 4 minutos, após o que foram observados num microscópio electrónico Philips
EM 300. a 80 kV.

RESULTAI)OS

M~cro.fcop)4 de luz

Em todos os casos estudados a arquitectura lobular hepática estava conservada
(Quadrc 1). Os espaços-porta não mostravam alterações excepto, em um caso, com
ligeiro alargamento e moderada infiltração por células mononucleadas, predominante-
mente linfocitos.

Quadro

Ca,-ackr.iiicas Iastoldgicas

. Alterações
Estrutura Espaços-porta Pigmento C. Kupffer associadas

1 conservada sem alterações + + sem alterações —

2 conservada sem alterações + + + sem alterações esteatose

3 conservada ligeiramente + + + sem alterações esteatose
alargados

4 conservada sem alterações + + hiperplasia

Os hepatocitos apresentavam granulações negras (castanho-escuro a preto), com
distribuição centrolobular predominante (fig. 1). As granulações eram grosseiras, de
dimensões variadas, e dispunham-se sobretudo na vizinhança dos canalículos biliares.
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Os hepatocitos não mostravam outras alterações significativas, excepto ligeira esteatose,
em dois dos quatro casos estudados. Num doente havia hiperplasia e hipertrofia das
células de Kupffer não mostrando, os restantes três doentes, alterações destes elementos
celulares. Em nenhum dos casos foi encontrado pigmento nas células de Kupffer.

O estudo histoquímico revelou, em todas as biópsias, positividade dos grãos cito
plasmáticos dos hepatocitos para as colorações de Ziehl-Nielsen e PAS (fig. 2 e fig. 3).
Em três dos casos, os grãos coraram pela técnica de Masson-Fontana (fig. 4). Não foi
detectada a presença de bilirrubina ou ferro em relação com as granulações do citoplasma
das células hepáticas (Quadro 2).
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Fig. 1 — Caço 2. Hernajoxilnza-eosina. x160

4.

Fig. 2 — Caso .3. Ziehl-Nielsen prolongado.
xlOO

Fig. 3 — Caso 3. PAS após digestão pela
amilase. xlOO

Fig. 4— Caso 1. Fontana.Massotz. x25
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Quadro 2

Caracteríslicas hisioquimicas

Caso Peris PAS Ziehl-Nielsen Fontana-Masson Stein

1 — ±+ ++ ± —

2 — +++ +++ +++ —

3 — ++ +++ ++ —

4 — ++ ++ —

Microscopia electrónica

Num doente (caso 4) foi feito estudo ultrastrutural do fígado. Os núcleos dos
hepatocitos tinham o aspecto habitual. No citoplasma, a alteração mais importante era
a presença de material amorfo electrodenso, contido em estruturas rodeadas por mem
brana. Estes organitos, identificados como lisosomas, tinham dimensões variadas, entre
1 wn e 4 ~m, formas irregulares, e disposição predominantemente pericanalicular
(fig. 5). O material intralisosómico que constituía as granulações visíveis nos cortes de
1 ~m, era heterogénio, e apresentava-se sob formas distintas: massas compactas com
elevada densidade electrónica (fig. 5 a 7) e material finamente granular de baixa den
sidade aos electrões (fig. 8), associados a pequenas gotas lipídicas (fig. 9). Estes aspec
tos em geral coexistiam nas mesmas formações lisosómicas, embora com distribuição
relativa variável. As massas amorfas, compactas, e muito electrodensas constituiam,
contudo, o aspecto mais frequente do pigmento.
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Fig. 5 — Massas osmiofílicas intralisosó micas dispondo-se na vizinhança de um canaliculo biliar
(CB) o qual não mostra alterações. As mijocôndrias têm o aspecto habitual. x6.500
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Fig. 6 — Parte de um bepatocito. Tumefacção ligeira das mitocôndrias. com encurtamento e perda
da orientação habitual das cristas. A densidade electrónica da matriz das mitocôndrias é inferior

ao habitual. xlO.500

Fig. 7 — Parte de lima célula hepática vizinha de um canaLíctíjo biliar (CB). Massas amorfas
muito electrodensas no interior de lisosomas. Duas mitocôndrias contêm estruturas paracristalinas
constituídas por agregados de cinco pontos densos, dispondo-se rádiariamente em relaçáo a sim
ponto central (Setas). Peroxisomas (P). Complexo de Golgi (G). x13.000. No canto inferior

esquerdo, grande ampliação de mitocôndria com formações paracristalinas, x32.350
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Cerca de um terço das células hepáticas tinham alterações das mitocôndrias, no
geral moderadas, sendo o aspecto mais frequente a tumefacção dos organelos com perda
da orientação habitual das cristas mitócondriais (fig. 6). Em algumas células havia dimi
nuiçáo ou, mesmo, desaparecimento das cristas, com aspectos floculentos da matriz das
mitocôndrias (fig. 9). Mais raramente foram observadas formações periódicas e~n
estrela, com arranjos centrados de pontos densos (fig. 7), e enrolamentos de membra
nas e figuras de tipo mielina associados às mitocôndrias (fig. 10). Não havia relação
aparente entre a intensidade das lesões das mitocôndrias e a quantidade do pigmento
intralisosómico das células hepáticas.

O retículo endoplasmático liso e o retículo rugoso não apresentavam alterações.
O complexo de Golgi estava por vezes hipertrofiado, com vesículas contendo material
floculento. O número de peroxisomas estava um pouco aumentado em algumas células.
A superfície sinusoidal do hepatocito e o pólo biliar da célula hepática tinham aspedo
normal, O conteúdo da célula hepática em glicogénio também não mostrava alterações.

Fig. 8 — Lisosomas contendo, na parte central, material granular de média densidade electrónica
e, na parte periférica, massas osmiofílicas, amorfas, de densidade elevada. x29.000
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DISCUSSÃO

O síndrome de Dubin-Johnson-Sprinz é uma doença hereditária, autosómica
recessiva (Wolkoff et ai 1973, Edwards 1975, ‘Wolkoff e Arias 1975), caracterizada
por uma icterícia crónica, flutuante ôu persistente, de início mais frequente em adoles
centes ou adultos jovens, e com relativo bom prognóstico (Dubin 1958). A doença é,
em geral, assintomática ou paucissintomática, sendo as provas de função hepática normais,
com excepção da hiperbilirrubinémia e do atraso na eliminação da bromossulftaleína
(Mandema et ai 1960, Rodes et ai 1969).

Os fragmentos de biópsia hepática têm cor negra, característica dada pela acumu
lação intralisosómica de um pigmento castanho-escuro a negro-antracite, cuja natureza
tem sido tentada ider~tificar por m~todos morfológicos, histoquímicos e ultrastruturais
(Pearse 1961, Toker e Trevino 1965, Magnenat et aI 1967, Oliva et ai 1968, Baron
et ai 1969, Pages e Baldet 1969, Bruguera et ai 1970, Callard et ai 1970, Opperman
et ai 1971, Baba e Ruppert 1972, Arias 1973), e métodos bioquímicos (Seymour et ai
1977).

Foram estudados quatro casos com diagnóstico de síndrome de Dubin-Johnson
-Sprinz, provenientes do Serviço de Anatomia Patológica do H.S.M. Em todos eles foi
feito estudo histoquímico do tecido hepático e, em um deles, estudo ultrastrutural. O
número escasso de casos ali registados até à data — quatro — está de acordo com a rari
dade da afecção, com o facto de, somente em 1954, ter sido individualizada como enti
dade anátomo-clínica e, provavelmente também, por só nos últimos anos se utilizar
correntemente a biópsia hepática percutânea como meio auxiliar de diagnóstico.

A arquitectura lobular hepática era normal em todos os casos estudados. O pig

Fig. 9 — Dois lisosomas contendo massas irre- Fig. 10 — Mitocôndria com matriz floculenta e
guiares de material amorfo, muito denso ao perda de cristas, associada a figura de tipo
electrões (em baixo, na figura) e material gra- mielina. x30.3 00
vaiar, de densidade electrónica média (em cima.
na figura), e gotas lipidicas (setas). Mitocôn
dria de matriz floculeata e sem cristas (M)

x24.300
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mento apresentava as características morfológicas e de distribuição na célula (predomínio
peribiliar) e no lóbulo hepático (predomínio centrolobular) já referidas em publicações
anteriores (Dubin e Johnson 1954, Pages e Baldet 1969, Vaughan et ai 1970, Giroud
et ai 1975). Não foi encontrado pigmento nas céluas de Kupffer, ao contrário das
observações de Baba e Ruppert (1972) e Andres e col. (1975).

A natureza do pigmento intralisosómico tem sido objecto de vários estudos com
resultados não coincidentes e, por vezes, contraditórios. Oliva e coi. (1968), em 6 casos
estudados, caracterizaram o pigmento como monorrefringente, ligeiramente sudanófilo,
com álcool e ácido-resistência, com grupos redutores e grupos Schiff e, não contendo
ferro nem bilirrublna. Vaughan e coi. (1970) e Pages e Baldet (1969) detectaram,
por técnicas histoc1uímicas, a presença de pigmento melânico, mas não de iipofuscina.
Pelo contrário, Barone e col. (1969) e Arias (1973) identificaram a presença conco
mitante de lipofuscina e de melanina, donde a designação de pigmento lipomeiânico por
que é também conhecido o pigmento da doença de Dubin-Johnson-Sprinz.

Nos casos que estudámos os resultados são concordantes com a provável presença
de ambas as substâncias nas granulações citopiasmáticas dos hepatocitos. A técnica de
Ziehl-Nielsen, com tempo de coloração prolongado, mostrou características de ácido-resis
tência do pigmento. A coloração pelo nitrato de prata, pela técnica de Masson-Fontana,
revelou, em três deles, forte argentafinidade. O método de Masson-Fontana, usado cor
rentemente para demonstração de pigmento melânico, evidencia a presença de grupos
redutores os quais existem, também, na lipofuscina. Se bem que Oliva et ai (1968)
não tivessem identificado a formação de complexos na presença de ferro ferroso (reac
ção de Schmorl) nas granulações de pigmento, concluindo pela sua não especificidade
para a melanina, outros trabalhos (Barone et ai 1969 e Arias 1973) detectaram essa
formação. A existência de meianina veio também a ser demonstrada, por análise fluoro
métrica, em amostras de tecido hepático de doentes com síndrome de Dubin-Johnson
-Sprinz, ao contrário do observado em fígados normais em que a sua presença não foi
identificada (Seymour et ai 1977).

A forte positividade do pigmento pela coloração pela técnica do ácido peródico,
observada em todos os casos estudados, deve-se provaveimente, à peroxidação da fracção
gorda que integra a lipoproteina que constitui a lipofuscina (Pearse 1961).

No estudo ultrastrutural efectuado no caso 4, a alteração mais importante foi a
presença de material amorfo, heterogénio, e electrodenso intralisosómico, com caracterís
ticas idênticas às referidas em publicações anteriores (Ichida e Funahashi 1964, Cailard
et ai 1971, Oppermann et ai 1971, Baba e Ruppert 1972, Giroud et ai 1975).

O retículo endoplasmático não mostrava alterações, quer do compartimento uso
quer rugoso, ao contrário do referido em outros trabalhos (Ichida e Funahashi 1964,
Toker e Trevino 1965, Cussac et ai 1966, Barone 1966, Oliva et ai 1968, Pages e Baldet
1969, Oppermann et ai 1971, Baba e Ruppert 1972).

As mitocôndrias são os organelos em que, de forma mais constante, têm sido des
critas alterações no síndrome de Dubin-Johnson-Sprinz. No caso estudado, contudo,
essas alterações eram pouco marcadas: a grande maioria destes organeios tinha aspecto
normal, apresentando somente alguns hepatocitos mitocôndrias com aspecto floculento
da matriz e com alteração do número e da disposição habitual das cristas, mas sem perda
da integridade da sua membrana externa. Alterações mitocondriais deste tipo, embora de
intensidade variável, foram descritas por Ichida e Funahashi (1964), Barone (1966),
Pages e Baldet (1969), Oppermann e col. (1971) e Enat e Barzilai (1977).

No caso estudado observaram-se, embora em número reduzido, formações paracris
talinas peculiares (fig. 7) que sugerem tratar-se de arranjos periódicos distintos das
estruturas habitualmente descritas como cristais intramitocondriais (Soares et ai s. d.).
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Estes, que têm sido vastamente referenciados nesta doença (Minio et ai 1965, Barone
1966, Minio e Gautier 1967, Pages e Baldet 1969, Enat e Barzilai 1977), não foram
observados no caso estudado. As formações paracristalinas observadas (fig. 7) foram
também descritas em duas situações de hiperbilirrubinémia: num caso de síndrome de
Rotor (Pages e Baldet 1969) e num caso de colestase por metástases hepáticas de
carcinoma da mama (Soares e Nunes 1979), não sendo ainda conhecida nem a sua
natureza nem o seu modo de formação.

Atendendo à intensidade das lesões das mitocôndrias e ao facto de estas serem
mais marcadas nas células com maior quantidade de pigmento, Enat e Barzilai (1977)
aventaram a hipótese de haver uma relação entre a patologia das mitocôndrias e a
acumulação de pigmento, o que havia sido anteriormente sugerido por Giroud e col.
(1975), aceitando que um défice enzimático das mitocôndrias poderia estar na origem
do depósito pigmentar. No caso estudado, as alterações mitocondriais eram ligeiras, não
sendo aparente a correlação entre a intensidade das lesões e a quantidade de pigmento
nos hepatocitos. Este facto e a inespecificidade das alterações mitocondriais descritas,
já que as mesmas podem ocorrer num grande número de doenças hepáticas de etiologias
não relacionadas, sugerem como pouco provável a hipótese de Giroud e col. (1975) e
Enat e Barzilai (1975). Aliás, Seymour e col. (1977), usando técnicas de centrifugação
diferencial em homogeneizados de tecido hepático de dois doentes com síndrome de
Dubin-Johnson-Sprinz, não verificaram alterações dos perfis enzimáticos da fracção
mitocondrial, ao contrário da fracção lisosomática, em que havia um aumento da acti
vidade de todos os enzimas, nomeadamente das hidrolases ácidas. Este aumento estaria
em relação com a acumulação de material não degradado nos lisosomas, como tentativa
ineficaz de promover a sua degradação já que esta dependeria de um enzima deficitário.
Por analogia com as situações já conhecidas de deficiência primária de um enzima liso-
somático, com consequente acumulação de material que constitui o substracto desse
enzima, Seymour e col. (1977) consideraram poder constituir o síndrome de Dubin
-Johnson-Sprinz também uma forma de doença lisosomática de armazenamento. Tal
como naquelas situações, há um aumento da actividade das hidrolases ácidas dos liso-
somas e acumulação de pigmento nestes organelos. Como a melanina não é considerada
como um substracto das hidrolases ácidas e a lipofuscina é um pigmento cujo depósito
aumenta com a idade, correspondendo ao conceito de pigmento de usura, da terminologia
anátomo-patológica antiga, é pouco provável que o síndrome de Dubin-Johnson-Sprinz
seja devido a uma perturbação primária na degradação da melanina e/ou lipofuscina,
antes sugerindo ser a acumulação destas substâncias consequência de um defeito pri
mário (do equipamento enzimático dos lisosomas?) ainda por esclarecer. É também
sugestiva a identificação do síndrome de Dubin-Johnson-Sprinz com doenças lisosomá
ticas de armazenamento, como a que se associa à acumulação de colesterol (Peters e de
Duve 1974), e a que se relaciona com depósito de ferro (Peters e Seymour 1976).
O síndrome de Dubin-Johnson-Sprinz e a hemocromatose têm em comum o facto de,
em ambas as situações, haver aumento de várias hidrolases ácidas da fracção lisosómica
e acumulação de material não degradado nestes organelos, conferindo cor peculiar aos
hepatocitos. Mas, ao contrário da hemocromatose, os lisosomas mantêm a sua integridade
morfológica e não há alterações significativas da função hepática (Seymour 1977).

O conceito de que o síndrome de Dubin-Johnson-Sprinz é uma doença lisoso
mática de armazenamento parece corresponder a um avanço no conhecimento da pato
génese da afecção. Contudo, e apesar dos trabalhos dedicados nos últimos anos ao estudo
desta doença, novos dados serão necessários para esclarecer a natureza do pigmento,
o modo da sua acumulação nos lisosomas e o mecanismo íntimo da perturbação da
função excretora biliar do hepatocito.
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SUMMARY

DUBIN-JOHNSON-SPRINZ SYNDROME

L1GHT AND ELECTRON MICRQSCQPIC STUDY

A light microscopy and histochemical study was performed on the liver tissue of
fot~r patients w~th Dubin-Johnson-Sprinz syndrome. One of the biopsies was also
studied by electron microscopy.

Dark-brown granules were observed in the liver celis. They were positive for
PAS, long Ziehl-Nielsen and Masson-Fontana techniques, proving the presence of both
lipofuscin and melanin. Under the electron microscope the granules corresponded to
heterogenous and electrondense material accumulated inside the lysosomes and predomi.
nantly located in the vicinity of the bile canaliculi.

The nature of the pigment is reviewed on the basis of the recent literature devoted
to the morphological and biochemical study of the Dubin-Johnson-Sprinz syndrome,
assumed as a secondary lysosomal storage disease.
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