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RESUMO

O virus da hepatite C (VHC) e a esteatose sdo importantes causas de doenca hepatica cronica
no mundo. Apesar de comum, a fisiopatologia da esteatose, e seu papel na progressdo da
fibrose em pacientes com VHC, permanece desconhecida. O objetivo deste trabalho foi
quantificar esteatose macrovesicular e microvesicular e correlaciona-las com dados clinicos e
histopatologicos. O estudo analisou bidpsias hepaticas de pacientes portadores do VHC sem
tratamento prévio. A fibrose e atividade necroinflamatoria foram avaliadas segundo os
escores de METAVIR ¢ Ishak; as classificacoes de Kleiner e Brunt foram utilizadas como
suporte para o diagnostico de esteatohepatite realizado pelo patologista. Ademais, o nimero
de hepatdcitos com esteatose macrovesicular e esteatose microvesicular foram quantificados a
partir do numero total de hepatécitos. A fibrose e atividade necroinflamatéria foram
classificadas e semi-quantificadas. Foi encontrada associagao significante da fibrose avaliada
pelo sistema de Ishak entre a esteatose macrogoticular e microgoticular (p= 0,017 e p=
0,0113, respectivamente). A atividade inflamatoria global (classificagdo Metavir ) apresentou
correlacdo linear com a piora da fibrose (< 0,001). A fibrose avaliada pelo sistema de Metavir
se correlacionou com o IMC. A presenca de VHC associado & esteatohepatite apresentou
correlacdo significante com as médias das AST/ALT, e com a fibrose de Ishak e Metavir,
quando comparado aos dados dos pacientes com VHC, sem esteatohepatite (p = 0,006; p =
0,012; p = 0,0098 ¢ p = 0,014, respectivamente). Em nosso trabalho, concluimos que a
fibrose de Ishak esteve associado a esteatose macrogoticular e microgoticular. Igualmente, se

demonstrou que a presenca da esteatohepatite esteve fortemente associado a fibrose.

Palavras-chaves: Virus da hepatite C. Esteatohepatite. Fibrose. METAVIR.



ABSTRACT

The hepatitis C virus (HCV) and steatosis are important causes of chronic hepatic disease in
the world. Although common, the pathofisiology of steatosis and its role in the progression of
fibrosis in patients with HCV is uncertain. Our objective was to quantify the macrovacuolar
and microvesicular steatosis and to correlate them with clinical and histophatologic data. The
study included needle biopsy of the liver of patients with HCV without previous treatment.
The fibrosis and necroinflammatory activity of hepatic damage by HCV were evaluated by
METAVIR and Ishak’s scores; Kleiner’s and Brunt’s classification were used as a support for
diagnosis of the steatohepatitis by the pathologist. Furthermore, the number of hepatocytes
with the macrovacuolar and microvesicular steatosis was quantified in a total number of
hepatocytes. Fibrosis and necroinflammatory activity were categorized and semi quantified.
A significant association of the fibrosis was found and it was evaluated by the Ishak system
between the macrogoticular and the microgoticular steatosis (p=0,017 e p= 0,0113,
respectively). The global inflammatory activity (Metavir classification) has presented a linear
correlation with the worsening of the fibrosis (< 0,001). The fibrosis which was evaluated by
the Metavir system has been correlated with the BMI. The presence of HCV associated with
the steatohepatitis has presented a significant correlation with the average of AST/ALT and
with the Ishak and Metavir fibrosis, when compared to the data of the patients with HCV,
without steatohepatitis (p= 0,006; p= 0,012; p= 0,0098 and p= 0,014, respectively) In our
research we conclude that the Ishak fibrosis has been associated with the macrogoticular and
microgoticular steatosis. Equally, it was demonstrated that the presence of the steatohepatitis

was strongly associated to the fibrosis.

Key words: Hepatitis C virus. Steatohepatitis. Fibrosis. METAVIR.



10 -

11 -

12 -

13 -

14 -

15 -

16 -

17 -

LISTA DE FIGURAS

Estrutura do virus da hepatite C ........cccooiiriiiiiniiniiiiiiececececeeeee e

Representagdo diagramatica da estrutura gendmica do virus da hepatite

Prevaléncia do sexo e faixa etdria na hepatite cronica pelo virus C, baseado em
estudo retrospectivo com 3,9 milhdes de pessoas ........cocceevveeriieriiiiiieniieeiieee e

Distribui¢ao dos genotipos do VHC 1o Brasil ........ooecvveviiiiiiiiieiiiieciceieeeee e,
Algoritmo para confirmagao diagnostica da hepatite C .........ccccocevieiiriiniencniicneenens

Diagrama representativo do curso da doenca como resultado da infeccdo pelo

Seqiiéncia dos marcadores sorologicos da hepatite viral pela virus C. Em A mostra-
se a infeccdo aguda com resolugdo e em B a progressdo da infec¢do crdnica
TECIATVAITE ..ottt ettt ettt ettt sttt et e et et entesae e beenteeneenteeneeseeans

Representagdo diagramatica das caracteristicas morfoldgicas da hepatite aguda (A);
em B mostra-se a destruicdo da estrutura lobular, células inflamatdrias e apoptose
hepatoCEIULAT (SETA) ...eeveieiieiiieiie ettt ettt ettt

Representagdo diagramatica das caracteristicas morfologicas da hepatite C cronica
(A); em B mostra-se a expansdo do trato portal com células inflamatorias e tecido
fibroso, e hepatite de interface com derramamento de inflamagdo para dentro do
parénquima adjacente. Um agregado de linfocitos estd presente .........c..ccoceeverveneennen.

Grafico apresentando associagdo entre consumo de alcool e estagio da fibrose ..........
Populacdo estudada distribuida segundo sexo e faixa etaria dos pacientes (n=32) ......
Grafico mostrando a relacao entre faixa etaria € IMC ............ccoooeieiiiieiiecciieceieeee

Bidpsias coradas por hematoxilina-eosina, evidenciando esteatose (400x). (A)
Esteatose macrogoticular (seta). (B) Esteatose microgoticular (seta) .........cceeevvenneenne.

Comparacdo entre os niveis de esteatose macrogoticular e microgoticular
apresentados nas laminas de biopsia analisadas ...........cccceevveeviierieeiiieniecieeee e

Padrdes de fibrose, evidenciados pela coloracdo Tricromico de Masson. (A) Fibrose
perissinusoidal, apresentada pela seta (200x). (B) Fibrose portal em septos grossos
010 ST

Distribui¢ao dos pacientes estudados segundo o sexo e escore da fibrose Metavir .....

Indicador de atividade inflamatoria, corados por hematoxilina-eosina, com aumento

16

17

18

22

23

24

25

26

33

48

49

51

51

54

56



de 400x. (A) Atividade periportal. (B) Atividade lobular, mostrando hepatdlise (seta)

18 - Correlag@o linear de Spearman entre os escores da fibrose Metavir e a atividade
GLODAL MELAVIT ...ttt ettt ettt ettt e et e abeesbeessaeenseenssesnseensnas 56

19 - Biopsias mostrando balonizacdo hepatocelular e deposi¢ao de ferro. (A) Coloragao
de hematoxilina-eosina, evidenciando baloniza¢do hepatocelular moderada (200x).
(B) Coloragao de Perl’s, com aumento de 200x, mostrando sobrecarga de ferro



10

LISTA DE TABELAS

1 - Comparagao dos niveis de esteatose macrogoticular e microgoticular em relagao a
MEdIA da 1AAE ...o.veeiiiiiiiiiii e e 52

2 - Relagdo entre IMC e consumo de alcool dos pacientes e niveis de esteatose
macrogoticular € MICTOZOLICUIAL ..........ccuiiriiiiiiiiiieiiee e 53

3- Distribuicdo dos pacientes avaliados segundo o escore da fibrose Metavir
correlacionado com sexo, IMC, consumo de alcool, esteatose macrogoticular e
€SteatoSe MICTOZOTICUIAT .....eiiiiiiiiiie ettt e e e e e saaeeeeseeeneeas 55

4- Distribuicdo da fibrose, avaliada pelo sistema de Ishak, entre as variaveis ingestao de
alcool, IMC e percentual de hepatdcitos com esteatose micro € macrogoticular.......... 57

5 - Relagdo da média das idades dos pacientes portadores de hepatite pelo virus C e
distribuicao por sexo, segundo Leandro et al. (2000) ........ccceeevvievviieecieenieeeee e, 60



11

LISTA DE QUADROS

Classificacdo das esteatoses macrogoticular e microgoticular quanto ao percentual
de hepatOCitos AltETAdOS ......cuieruieeiieiieeii ettt ettt bee s eeseesaae e 41

Classificacdo da fibrose por Ishak (1995) e Metavir (1994), a partir da andlise de
DIOPSIA NEPALICA ...eovviieiiieiiieiiecie ettt ettt ettt e e b e e beeesbe e beeesseenseesnbeenseas 42

Classificacdo da bidpsia hepatica de acordo com atividade inflamatéria, balonizagao,
quantidade de ferro e infiltrado iNflamatorio ...........ccceeevvieeiieiiiniieciece e 43

Classificacdo da biopsia hepatica de acordo com fibroses perivenular e

PerissinUSOIdal difUSa ........ccuieiiieiiiiii e 43
Classificacdo da biopsia hepatica de acordo com a analise histoldgica ..........ccceueeeeee. 45
Classificacdo do grau de esteatohepatite segundo Brunt e colaboradores (1999) ........ 46

Distribuicdo dos individuos estudados segundo sexo, idade, genotipo viral, IMC e
INEZESTAO AE AICOOL.......uiiciiieiiiciie ettt ettt e se e b e s saeebaeeaae e 50

Resultado da leitura das 1aminas de biopsia, segundo andlise de atividade periportal,
atividade lobular, balonizagdo e deposicao de ferro.........cceevvvverieriieneenieeieeieeiee, 59



ALT
AST
DHGNA
DNA
ELISA
EHNA
ep
CHC
HE
HIV
HUWC
IMC
PCR
PEG-IFN
RNA
SPSS
TGF-B
THI
TH2
VHA
VHB

VHC

LISTA DE ABREVIATURAS

Alanina aminotransferase

Aspartato aminotransferase

Doenga hepatica gordurosa nao-alcoolica
Acido desoxirribonucléico

Ensaio imunoenzimatico

Esteatohepatite ndo alcodlica

Erro padrao

Carcinoma hepatocelular
Hematoxilina-eosina

Virus da imunodeficiéncia humana
Hospital Universitario Walter Cantidio
indice de massa corporea

Reacao da polimerase em cadeia
Interferon peguilado

Acido ribonucléico

Statistical Package for the Social Sciences
Fator de transformagao de crescimento beta
Linfocito T auxiliar tipo 1

Linfocito T auxiliar tipo 2

Virus da hepatite A

Virus da hepatite B

Virus da hepatite C

SUMARIO

12



1.1
1.1.1
1.1.2
1.1.3
1.1.4
1.1.5
1.1.6
1.1.7
1.1.8
1.1.8.1
1.1.8.2
1.1.8.3
1.2
1.3
1.3.1
1.4
1.4.1
1.4.2
1.4.3
1.4.4
1.4.5
1.4.6
1.4.7
1.4.8
1.5

2.1
2.2

13

INTRODUCAO

HEPALILE € .ottt ettt e e st e et e e e tbe e eabeeentaeeenaeeenaeens 14
ASPECTOS ZETALS .eeeuvvieeeiieeirieeitieeeitteeaiteeesseeesseeesseeessseeeasseeessseeessseessssesessseesssseesssseens 14
ClaSSITICAGAD ..iieuivriieeeeiiie ettt e et e e e et e e e et e e e e eetae e e e easeeeeeensraeeas 15
MOTTOlOZIA € ESTIULUTA ..eeevvieeiiieeiiieeiieeeiteeetee e et e e et e et e e ebeeesnreeseaeeenaeeensaeeenneeas 16
20 16 (510 1 10) (07 o - ARSI 16
TTANSIIISSAO ..eutteiieeitieiee ettt ettt et e sb e st e bt e et e e beeeate e bt e ssbeebeesaneans 18
D Feq T 1 2 (ol o USRI 19
PATOZENESE ...vveeeeiiiiieeeiieee ettt et e e et e e et e e e et e e e et be e e e et aeeeenaaeas 22
Aspectos CliNICOS € PALOIOZICOS ..ouvvirrvieeiiieeriieerieeeteeeteeeeeeereeesaeeesereeesrseeeneeas 23
Infecga0 aguda € CTOMNICA ...cccuvieeeeiieeiiieeiee ettt et e et e e e e e staeesreeessaeeenes 24
Morfologia da hepatite C aguda ..........ccoiieeiiiiiiiieeie e 25
Morfologia da hepatite C CrONICA .......cceeeeeuiieeeiiieeiieeeiie et e e 26
ESTEATOSE .ennteeiieeeitte ettt et 27
EStEatONEPALILE .....eccuviiiiiie ettt ee e e te e e e et e e e e e e e eaeeeearee s 28
Esteatohepatite nao-alcoolica e virus da hepatite C .........cccveeviiieiiciieiniiecee e, 29
FIDTOGENESE ....vveeeiiieiiie ettt ettt ettt e s e st e e etaeeesseesnseeensaeesneeens 30
Fatores associados @ fIDTOSE ........eoouiiiiiiiiiiiiiiiiee e 32
LAAAE ..ttt et e 32
SEXO ettt ettt et ettt e a e e bt e s bt e e sbt e e nbeeenanee 33
ALCOOL ..ttt ettt ettt et et e 33
SISEEIMA TMIUNE ....eueiiiiiiiieiie ettt et ettt e sae e e b e s bt e ebeesaeeeas 34
Fator VITal .....ooeieee e e 34
FOITO ettt ettt ettt s 35
Outros fatores associados @ fIDIOSE .......coc.eeriiiiiiiiiiiiieeeee e 35
Importancia do EStUAO ......ccviiiiiiiciieceece e 35
OBJETIVOS

L0 o] 1< A oI <) -1 USSR 37

ODbjJetiVOS ESPECITICOS. . .viieiiiieiiieeiieeciee ettt e tee et e e eaee e s aeeesebeeessbeeesnsee s 37



3.1
3.1.1
3.1.2
3.1.3
3.2
3.3
3.3.1
332
333
334
335
3.4
3.5

4.1
4.2

5.1
52
53
5.4
5.5
5.6
5.7
5.8

METODOLOGIA

Desenho dO @STHAD ...c..eeueiiiiiiieieee e 38
L0CAL da PESQUISA ...vvieneieeiiieiieeie ettt ettt et ettt e et e st eebeessteenseessbeenseessseenseensnas 38
Crit€rios de INCIUSAO ...c.eevieiiiiieiieie et 38
Criterios de EXCIUSAO ..c.veruieiieiiiiieiieie ettt ettt ettt sae b enee s 38
Coleta de dadOS ...ocuveeuieiieieieeee e e 39
AVvaliagao hiStOIOZICA .....veeeuiieiieciiciiecie ettt e e e e eesaaens 39
2 3 T0] o1 - AU PP 39
Técnica de montagem das IAMINAS .........ccceecvieriieriieiienie e 40
Critérios para avaliagao hiStopatolOZICa .........ccueevvierieerieeriieeiienie e eve e 40
LY (073 20 (07 - RO RRRPRRRRPR 44
EStEatONEPALILE .....eeouvieiiiieciiee et et eaee s 45
ANALISE @STAtISTICA ...euvieueeiiieeeieieeie ettt ettt ettt et ettt et be et e saeens 47
COoNSIAETACOCS CLICAS ..eeeeuvviiieeeieiiieeeeieeeeeetieeeeeetreeeeseteeeeeetaeeeeesaseeeeasaraeeeeassaeeeanans 47
RESULTADOS

Analise clinico-epidemiolOZICA .........cccvieriiiiiieriiieiiecie ettt 48
AnNalise hiStOPAtOIOZICA ......cccveiruiieiieiieeiiee ettt e e e 50
DISCUSSAO

TAAAE © SEXO .ottt ettt ettt nae e 60
FIDTOSE € @STRALOSE ....evvereieneieiiiiieie ettt ettt sttt ettt st e e enee 61
Indicador de atividade inflamatoria ...........ceceveeriiriinienieieeeeee e 63
[ndice de MAaSSA COTPOTEA............vuveeeeeeeeeeeeee e 64
ALCOOL .ot 65
FOITO ettt 65
Fibrose perissinusoidal € perivenular ............cccceeviieriieniiienienieccieee e 66
EStEatONEPALILE .....eouvieiiiieiiie et e eaaee s 66
CONCLUSOES ......ccooouiiiiiiieieeiresie ettt 70
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ........oooomoimiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e, 71
ANEXOS ..ottt ettt et sttt e h et enee e

1 INTRODUCAO



15

1.1 Hepatite C

1.1.1 Aspectos gerais

A suspeita de existéncia do VHC surgiu nos anos 70, quando foram relatados
varios casos de individuos infectados com um agente infeccioso diferente do virus da hepatite
A (VHA) e do virus da hepatite B (VHB), que causava hepatite cronica e era freqiientemente
transmitido por sangue e derivados (ALTER et al., 1975; PRINCE et al., 1974).

Embora, por muito tempo, se soubesse da existéncia de uma hepatite de
transmissdo parenteral, entdo conhecida como hepatite ndo-A ndo-B (NANBH), em funcao de
apresentar resultado negativo para os marcadores das hepatites A e B, somente na década de
80 chegou-se a identificacdo de outro agente etioldogico. Choo e colaboradores (1989)
isolaram do plasma de um chipanzé inoculado com soro de paciente com NANBH, um cDNA
derivado de molécula de RNA de fita simples contendo aproximadamente 10.000
nucleotideos, e que foi denominado virus da hepatite C (VHC). A partir da descoberta, as
pesquisas aumentaram em decorréncia de o VHC ser o principal responsavel pelas hepatites
pOs-transfusionais ndo-A nao —B (CHOO et al., 1989).

Uma das mais importantes caracteristicas clinicas da hepatite C ¢ a alta
capacidade de causar doenca cronica nos pacientes infectados, podendo evoluir para cirrose e,
eventualmente, para carcinoma hepatocelular. No estagio final da doenca, representa a mais
freqiiente indicagdo de transplante hepatico nos Estados Unidos (MURRAY et al., 2005).

Em contraste com VHB, a progressao para a doenca cronica ocorre na maioria das
pessoas infectadas e a cirrose atinge cerca de 20% dos pacientes (LEANDRO et al., 2006). A
probabilidade de a infecgdo tornar cronica ¢ da ordem de 80%, e individuos com infecgdes
persistentes ou curados ndo estdo protegidos da reinfec¢ao, pois nao adquirem imunidade
(OKAMOTO et al., 1997). O mecanismo através do qual a infecgdo persistente se estabelece
parece estar relacionado a falta de uma resposta imune neutralizante efetiva (BANNER et al.,

1997; REHERMAN, 2000).

1.1.2 Classificacio



16

O virus da hepatite C (Figura 1) ¢ um virus envelopado cujo genoma ¢ protegido
por um nucleocapsideo interno, sendo o diametro da particula viral de 30 a 60 nm. O capsideo
viral ¢ formado pela proteina C, enquanto que o envelope viral ¢ constituido pelas
glicoproteinas E1 e E2 (ROINGEARD et al., 2004).

A classificagdo do VHC constitui um problema desde a sua descoberta, pois o

virus mostra semelhanga em relagdo a organizacdo genética com os pestivirus e os flavivirus

(HAN et al., 1992).

Slicoproteina E1
"""""" do Envelope oy

Proteina C

""""""" do Capsideo ‘
X

- Acido Mucléico

<+« Envelope Lipidico

Glicoproteina B2

i do Envelope !

Visao geral Visio em
perspectiva

Figura 1 - Estrutura do virus da hepatite C.
(Fonte: http://www.prn.org/images/prn_nb_cntnt_images/models/hcv_model q60.jpg)

Estudos comparativos entre a seqiiéncia do VHC e a seqiiéncia de outros virus
mostram pouca homologia, exceto na regido 5’ final do genoma viral, sendo essa regiao bem
similar a dos pestivirus. Entretanto, outras caracteristicas do VHC o tornam mais proximo do
grupo flavivirus. Dessa forma, o VHC foi classificado em um género distinto dentro da
familia Flaviviridae, sendo considerado extremamente relacionado aos pestivirus e flavivirus

(MORADPOUR et al., 2004).

1.1.3 Morfologia e estrutura
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O VHC ¢ um pequeno virus de RNA fita simples positiva, com um genoma de 9
Kb (Figura 2) que codifica uma poliproteina de aproximadamente 3.010 aminoéacidos em um

unico quadro de leitura aberta (CRAWFORD, 2005).

I_-|I|=:' Non-structural proteins ;

L e wes = NSAINERR] wese <

Figura 2 - Representagdo diagramatica da estrutura gendmica do virus da hepatite C.
Fonte: ROINGEARD et al., 2004.

Essa poliproteina, subseqiientemente, ¢ processada em proteinas funcionais. A
extremidade 5’ da regido codificadora produz uma proteina central (core) do nucleocapsideo
altamente conservada e as proteinas de envelope E1 e E2. Considera-se que a estrutura
secundaria e propriedades de ligagdo a proteinas das regides ndo codificadoras do genoma
viral promovam a sintese do RNA do VHC na célula hospedeira e a estabilidade do genoma
(CRAWFORD, 2005).

Devido a pouca fidelidade da RNA polimerase do VHC (NS5B), o virus ¢
inerentemente instavel, dando origem a multiplos genotipos e subtipos, apresentando-se como
uma populagdo de diferentes genomas, exibindo uma distribui¢do de quasiespécies (FARCI;
PURCELL, 2000). A proteina E2 do invdlucro ¢ o alvo de muitos anticorpos anti-VHC, mas
também ¢ a regido mais varidvel de todo o genoma viral, capacitanto os virus a escaparem dos
anticorpos neutralizadores. Essa instabilidade gendmica e variabilidade antigénica dificultam

seriamente os esfor¢os para desenvolver uma vacina anti-VHC (CRAWFORD, 2005).

1.1.4 Epidemiologia

O virus da hepatite C ¢ uma causa importante de doenga do figado em todo o
mundo. E considerado responsavel por, pelo menos, 90% das hepatites ndo-A e nao-B pos-
transfusionais (COLQUHOUN, 1996). Estima-se que existam cerca de 170 a 200 milhdes de
pessoas infectadas pelo VHC, sendo esta a maior causa de doenga cronica hepatica, cirrose €

carcinoma hepatocelular em paises ocidentais (WASLEY; ALTER, 2000).
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Nos Estados Unidos, aproximadamente 3,9 milhdes de individuos apresentam
anticorpos anti-VHC. Setenta por cento desses individuos (2,7 milhdes) possuem evidéncias
de infec¢do viral cronica, determinada pela presenga de RNA do virus no soro (CENTERS
FOR DISEASE CONTROL AND PREVENTION, 2004).

Patino-Sarcinelle e colaboradores (1994) investigaram a prevaléncia de anticorpos
anti-VHC em doadores voluntarios no Rio de Janeiro e obtiveram uma taxa de positividde
igual a 2,89%, fortemente associada ao sexo masculino. Contudo, essa prevaléncia varia entre
as regides do pais. No Acre, a prevaléncia chega a 10% dos doadores de sangue (FONSECA
et al., 1998). No Parand, Paltanin e Reiche (2002), ao analisarem a soroprevaléncia de
anticorpos anti-VHC em 10.090 doadores de sangue, encontraram uma taxa de 0,9% de
anticorpos anti-VHC.

Um recente estudo, com quase quatro milhdes de individuos (Figura 3), mostrou
que o pico dos portadores do VHC esta situado na faixa etaria que varia de 45 a 54 anos, com

predominancia do sexo masculino (SHATIN et al., 2004).
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Figura 4 - Distribui¢ao dos gen6tipos do VHC no Brasil. Fonte: Campiotto et al. (2005).

Em um recente trabalho realizado no estado do Ceara, foi encontrada a
prevaléncia de 46,9% de pacientes com VHC gendtipo 1, seguido pelos genotipos 3 (34,4%) e
2 (8,3%) (BEZERRA, 2006).

1.1.5 Transmissio

O VHC ¢ o agente causal responsavel por mais de 90% das hepatites pos-
transfusionais. Sendo assim, todas as pessoas que receberam transfusdo de sangue ou
hemoderivados até o ano de 1993 devem realizar teste sorologico para avaliar uma possivel
infeccdo pelo VHC, visto que, no Brasil, a partir deste ano, ocorreu a obrigatoriedade de
realizagdo de testes sorologicos (anti-VHC) em doadores de sangue. Por conseguinte, a partir
desta data, a hepatite pods-transfusional torna-se menos freqiiente, mas outros meios,
parenterais ou ndo, continuam a disseminar a doenca. Além dos produtos do sangue, agulhas e
seringas contaminadas, ou mesmo a inalacdo de drogas (com uso de espelhos e canudos
contaminados) sdo vias importantes (STRAUS, 2001).

Outras formas parenterais de contaminagdo sdo os procedimentos médicos,

odontoldgicos, realizagdo de acupunturas ou de tatuagens. Portanto, qualquer material
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cortante ou perfurante pode ser veiculo transmissor do virus de uma pessoa para outra, como
o alicate da manicura ou a lamina do barbeiro. A transmissdo intrafamiliar também pode
existir por compartilhamento de materiais cortantes ou por exposicdo de ferimentos abertos
(STRAUS, 2001).

Dentre as formas ndo parenterais de transmissdo do virus da hepatite C, a
possibilidade da transmissdo sexual ¢ discutivel. A transmissdo vertical revela-se pouco
significativa na hepatite C, podendo ocorrer, particularmente, no momento do parto. O bebé
apresenta anticorpos anti-VHC logo apds o nascimento. Os anticorpos tendem a desaparecer
quando a crianga ndo foi infectada pelo virus. No caso de presenga de RNA viral no sangue
do bebé, determina-se o diagnostico de infeccao pelo VHC. A transmissdo vertical € rara e
ocorre, principalmente, a partir de maes co-infectadas com VHC e HIV (WASLEY; ALTER,
2000).

1.1.6 Diagnostico

O teste soroldgico para o diagndstico do VHC, rotineiramente usado desde o
inicio dos anos 90, ¢ um teste imunoenzimatico (ELISA) para detec¢do de anticorpos anti-
VHC. Embora extremamente 1til para o diagnostico das hepatites cronicas, especialmente nos
pacientes com alteragdes das transaminases e epidemiologia sugestiva de VHC, o ELISA
pode apresentar resultados negativos nos primeiros meses apos a infeccdo e dificultar o
diagnéstico nas fases iniciais da hepatite aguda pelo VHC. Por outro lado, embora raro,
persiste a possibilidade de resultado falsamente positivo em individuos doadores sem historia
de comportamento de risco. Em individuos com valor preditivo alto para a infec¢do pelo
VHC, a reatividade do teste ELISA possui alto valor diagnostico. Na duvida, porém, ¢
possivel requisitar testes confirmatorios (SCHIFF; MEDINA; KAHN, 1999) (Figura 5).

Um teste suplementar utilizado no diagndstico viral € o ensaio de imunoblot para
proteina recombinante (RIBA, sigla em inglés de Recombinant Immunoblot Assay). Esse
ensaio tem por base a deteccao de anticorpos anti-VHC a partir da ligacdo destes a antigenos
virais fixados a membranas de nitrocelulose (MUNOZ-ESPINOSA, 2002).

A pesquisa do antigeno do core do VHC tem sido utilizada para avaliar a resposta
precoce do individuo a terapia combinada de peginterferon e ribavirina, bem como para
diagnéstico viral inicial (REDDY et al., 2006). Foi demonstrado que os niveis totais de
antigeno do core do VHC estdo correlacionados com as concentracdes de RNA do virus,

podendo ser utilizados como marcador da replicacao viral (BUTI et al., 2004).
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O diagnostico direto do VHC ¢ possivel através de métodos de detecgdo do RNA
viral, qualitativos e quantitativos, usando técnicas de transcriptase reversa e reacdo da
polimerase em cadeia (BRECHOT, 1997). O RNA viral pode ser detectado no soro do
paciente dentro de 1 a 2 semanas ap6s exposi¢ao do individuo ao virus e semanas antes da
elevacdo dos niveis de alanina aminotransferase e do aparecimento de anticorpos anti-VHC
(PAWLOTSKY, 2002).

Os testes quantitativos ou de carga viral sdo importantes no acompanhamento do
tratamento de pacientes com hepatite C (BUTI et al., 2004). Existem kits comerciais e
métodos caseiros (in-house) disponiveis ao diagnostico do VHC (HAZARI et al., 2004;
MANCINI et al., 2004; TESTE AMPLICOR VHC V 2,0 — Roche Diagnostics Systems).

A genotipagem do VHC ¢ fundamental para que se estabeleca o esquema
terapéutico adotado no tratamento do paciente. Individuos com infec¢do por VHC gendtipo 1
sdo submetidos a terapias mais prolongadas (48 semanas), enquanto que aqueles com infec¢ao
por VHC genotipo ndo-1 sdo submetidos a esquemas terapéuticos mais curtos (24 semanas)
(DUMOULIN et al., 1999). Varios métodos foram propostos para determinag¢dao do genotipo
viral, entretanto a incapacidade de deteccdo da existéncia de co-infec¢do por diferentes tipos
ou subtipos do virus ¢ um problema encontrado nas diversas técnicas (BRECHOT, 1997,
HAUSHOFER et al., 2003).

A biopsia hepatica tem sido recomendada para excluir outras doengas hepaticas e
avaliar o estagio de evolucdo das doengas do figado. Esta avaliagcdo oferece uma importante
informagdo para o prognostico e, essencialmente, para o tratamento dos pacientes com
hepatite cronica pelo virus C (GRETCH et al.; 1995).

O papel da biopsia hepatica ¢ menos claro naqueles pacientes que apresentam
taxas normais de ALT, pois, em geral, a histopatologia revela quadros muito leves de hepatite
(DIENSTAG; 2002; PERSICO et al.; 2000). Na Conferéncia dos Institutos Nacionais de
Satde para o Desenvolvimento do Consenso sobre a hepatite C em 1997, a bidpsia hepatica
foi considerada “padrdo ouro” para avaliar o grau de lesdo e estagio da fibrose antes da terapia
anti-viral. Esta recomendacdo foi corroborada pela Associacdo Européia para o Estudo da
Doenga Hepatica, Sociedade Britdnica de Gastroenterologia, Centros para o Controle de
Doenga (CDC) - Servigo de Satude Publica dos Estados Unidos, Consenso sobre Prevengao e
Tratamento da Hepatite C na regido Pacifico-Asiatico (DIENSTAG; 2002) e o Protocolo
Clinico e Diretrizes Terapéuticas da Secretaria de Assisténcia a Satde (Portaria n° 863, de 4

de novembro de 2002).
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A avaliagdo do comprometimento do figado através da dosagem das
aminotransferases no sangue nao se mostrou eficiente, ja que estudos demonstraram a falta de
correlacdo entre o grau da lesdo hepatica e a atividade sérica destas enzimas. Do mesmo
modo, ndo foi observado aumento nos niveis de transaminases em individuos com alta carga
viral sérica e intrahepatica (CALABRESE et al., 1998; RODRIGUES-INIGO, 1999).

Kojima e colaboradores (1996), estudando 21 pacientes com hepatite C cronica
utilizando hibridizacdo in situ em bidpsias hepaticas, ndo encontraram correspondéncia entre
o numero de células marcadas para o virus da hepatite C e os valores das aminotransferases
no soro, nem relagcdo com o gendtipo do VHC.

Em outro estudo, usando a imunofluorescéncia direta, foram observados antigenos
do VHC em 86% dos hepatdcitos analisados, entretanto, ndo foi visto correlagdo com o grau
de lesdo hepatocelular, nem alteragdo morfologica evidente nas células que expressavam o
antigeno, sugerindo que o virus ndo seja diretamente citopatico (DI BISCEGLIE et al., 1993).

Por outro lado, alguns estudos mostram correlagdo entre o alto titulo da viremia e
o estdgio avangado da doenca hepatica (GRETCH et al., 1994; HAGIWARA et al., 1993).
Entretanto, na maioria dos estudos em que o nivel do RNA do VHC intrahepatico foi
avaliado, n3o houve associacdo com a lesdo hepatica (DE MOLINER et al., 1998;
SAKAMOTO et al., 1994).

Dessa maneira, o procedimento da biopsia hepdtica torna-se indispensavel ao

paciente portador do VHC. Através da pungdo pode-se confirmar o diagnodstico da hepatite
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Figura S - Algoritmo para confirmacao diagndstica da hepatite C.
Fonte: Schiff, Medina e Kahn (1999).

1.1.7 Patogénese

O mecanismo exato do processo patologico da infeccdo por VHC nao esta
completamente esclarecido. Nao ha um sistema de cultura viral apropriado e ha escassez de
modelos animais adequados que permitam a compreensdo e analise da patogénese viral, bem
como o desenvolvimento de uma vacina (CHISARI, 1997). Entretanto, o mecanismo
imunologico e o efeito citotoxico direto do virus foram descritos como fatores patologicos
associados a hepatite C (CHISARI, 1997). Ha evidéncias de que as proteinas do VHC nao
exercem efeito citopatico direto em células hepaticas, e que a resposta imunoldgica tem um
papel importante na infecgao pelo virus C (WAKITA et al., 1998). Em contraste, outro estudo
mostrou evidéncias de que as proteinas estruturais do VHC tém um papel direto no
desenvolvimento da esteatose hepatica, € aumenta o risco de desenvolvimento de cancer em
ratos transgénicos (LERAT et al., 2002). Contudo, a longa evolucdo da doenga, a elevada
carga viral e a auséncia de alteragdes enzimadticas constituem dados clinicos contrarios ao
efeito citopatico direto do VHC (STRAUSS, 2001).

A qualidade da resposta imunoldgica mediada por células parece ser crucial na
eliminacdo ou persisténcia do VHC. Os linfocitos TCD4 apresentam respostas distintas Thl e

Th2. Enquanto as células Thl secretam interleucina 2 e interferon gama, estimulando a
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resposta anti-viral do hospedeiro, as células Th2 produzem interleucinas 4 ¢ 10, que
estimulam a formacdo de anticorpos e inibem a resposta Thl. O desequilibrio entre as
respostas Th1l e Th2 seria responsavel tanto pela incapacidade de eliminagdo do VHC, como
pela maior ou menor gravidade da lesdo hepatica. Porém, ndo se conhecem os elementos que
condicionam o desenvolvimento de diferentes tipos de resposta imunoldgica (MISSALE et

al., 1998).

1.1.8 Aspectos clinicos e patoldgicos

Infelizmente a infec¢do aguda auto-limitada ndo ¢ maioria no curso da infecc¢ao

aguda pelo VHC. Apenas 15% dos pacientes podem apresentar resolu¢do da doenca, enquanto

que os outros 85% desenvolvem uma doenca cronica (Figura 6) (HOOFNAGLE, 1997).
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Figura 6 - Diagrama representativo do curso da doenca como resultado da infec¢do pelo
VHC. CHC: Carcinoma Hepatocelular. Fonte: Hoofnagle (1997).

Os fatores responsaveis pela cronicidade da infec¢do ndo estdo bem definidos. A
propriedade do virus de ndo ser reconhecido pelo sistema imunologico devido a constantes

mutagdes parece ser a principal causa (HOUGTON et al., 1991).

1.1.8.1 Infeccio aguda e cronica
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O periodo de incubacao da hepatite C varia de 2 a 26 semanas, com média entre 6
e 12 semanas. O RNA do VHC ¢ detectavel no sangue durante uma a trés semanas,
coincidindo com elevacdes nas transaminases séricas (Figura 7A). A evolu¢do clinica da
hepatite C aguda ¢ branda e, em casos raros, pode ser grave (CRAWFORD, 2005).

Na infecgao cronica pelo VHC, o RNA circulante persiste em muitos pacientes,
apesar da presen¢a de anticorpos neutralizadores. Um aspecto clinico muito caracteristico da
infec¢@o cronica do VHC sdo as elevagdes episddicas nas aminotransferases séricas (Figura

7B), com periodos intervenientes normais ou quase normais.
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Figura 7 - Seqiiéncia dos marcadores soroldgicos da hepatite viral pelo virus C. Em A
mostra-se a infeccdo aguda com resolucio e em B a progressdo da infec¢do cronica
recidivante.

Fonte: Tradugao para portugués da figura de Crawford, 2005.

Normalmente, os pacientes com hepatite cronica pelo virus C apresentam poucos
sintomas, e estes sdo inespecificos, intermitentes ou leves. O sintoma mais comum ¢ fadiga e
0s sintomas menos comuns sao: mal-estar, perda de apetite e, ocasionalmente, surtos de
ictericia branda (CRAWFORD, 2005). Kenny-Walsh (1999) ao acompanhar 376 mulheres
portadoras do VHC por um periodo de 17 anos, também descreveu a fadiga como o sintoma

mais comum (66%).

1.1.8.2 Morfologia da hepatite C aguda
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A lesdao dos hepatdcitos (Figuras 8A e 8B) toma a forma de tumefacao difusa
(degeneragdo em baldo), o citoplasma parece vazio e contém apenas restos eosinofilicos
esparsos. Outro achado ¢ a colestase com tampdes de bile nos canaliculos, resultado da

cessagdo da atividade contratil da rede de microfilamentos (CRAWFORD, 2005).
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Figura 8 - Representacdo diagramatica das caracteristicas morfologicas da hepatite aguda
(A); em B mostra-se a destruicdo da estrutura lobular, células inflamatorias e apoptose
hepatocelular (seta). Fonte: Tradugio para portugués da figura de Crawford, 2005.

Dois padrdes de morte celular podem ser vistos. No primeiro, a ruptura da
membrana celular leva a citolise e os agregados de macréfagos varredores marcam os locais
de perda de hepatocitos. O segundo padrao de morte celular € a apoptose que, por sua vez, ¢
causada por células T citotoxicas. As células apoptoticas sdo rapidamente fagocitadas por
macrdfagos e, por isso, sdo dificeis de encontrar (CRAWFORD, 2005).

A necrose confluente dos hepatdcitos pode levar a necrose em ponte, conectando
regides portais as estruturas circunvizinhas. O entumescimento € a regeneracdo dos
hepatdcitos comprimem os sinusoides, e o arranjo mais ou menos radial do parénquima ¢

perdido. O infiltrado inflamatério caracteristico pode derramar-se sobre o parénquima
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adjacente para causar a necrose dos hepatdcitos periportais provocando a hepatite de interface

(CRAWFORD, 2005).

1.1.8.3 Morfologia da hepatite C crénica

As caracteristicas histoldgicas da hepatite cronica (Figuras 9 A e B) variam de
branda a grave. Na forma leve da hepatite cronica, a inflamag¢ao ¢ limitada aos tratos portais e
consiste em linfocitos e macrofagos. Os achados mais comuns sdo: os agregados linfoides,
danos aos ductos biliares nos tratos portais e esteatose. Em todas as formas da hepatite
cronica, a hepatite de interface continuada e a necrose confluente sdo precursoras da lesdo

hepatica progressiva (CRAWFORD, 2005).

Figura 9 - Representacdo diagramatica das caracteristicas morfoldgicas da hepatite C cronica
(A); em B mostra-se a expansao do trato portal com células inflamatérias e tecido fibroso, e
hepatite de interface com derramamento de inflamagao para dentro do parénquima adjacente.
Um agregado de linfécitos esta presente. Fonte: Tradugdo para portugués da figura de Crawford, 2005.

A principal caracteristica do dano hepatico irreversivel ¢ a deposi¢do do tecido
fibroso. A principio, apenas os tratos portais exibem fibrose aumentada, mas, com o tempo,

ocorre fibrose septal e/ou periportal, seguida pela ligagdo dos septos fibrosos entre os l6bulos
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(fibrose em ponte). A perda continuada dos hepatécitos e a formacdo de fibrose resultam em

cirrose, com septos fibrosos e nédulos regenerativos de hepatédcitos (CRAWFORD, 2005).

1.2 Esteatose

A esteatose ¢ descrita como acumulo anormal de triglicerideos dentro da célula do
parénquima. Pode ser mais bem observada no figado por ser o maior 6rgao envolvido no
metabolismo de gordura (CRAWFORD, 2005).

Viérios trabalhos relatam a presenga de esteatose no transcorrer da infeccdo pelo
VHC e sua associagdo com a progressao da fibrose. Ademais, fatores como: obesidade,
diabetes, genodtipo viral e estadiamento da fibrose sao também correlacionados a presencga da
esteatose (PERUMALSWAMI et al., 2006; PONIACHK et al., 2002; Serfaty et al., 2002;
Westin et al., 2002).

A esteatose hepatica ¢ descrita como uma caracteristica comum nos pacientes
portadores da hepatite pelo virus C, podendo ser detectada de 30 a 70% dos pacientes
(LONARDO et al., 2004; RAMESH et al., 2004).

Adinolfi e colaboradores (2001), descrevem que a esteatose ¢ um importante
determinante na aceleragdao do desenvolvimento da fibrose hepatica, aumentando a atividade
necroinflamatoria, e que o fator viral e hospedeiro tém papel importante na patogénese da
esteatose na hepatite pelo virus C.

No trabalho de Poniachik e colaboradores (2002), ao analisarem fragmentos
hepaticos em pacientes obesos durante a cirurgia para tratamento, chegou-se a conclusao de
que a obesidade ¢ o maior fator de risco independente para a esteatohepatite e fibrose. E o
nivel da esteatose, principalmente no grupo da obesidade moderada e grave, esta fortemente
associado a fibrose (PONIACHK et al., 2002).

Serfaty e colaboradores (2002), ao fazerem comparagdo entre pacientes com
esteatose, ingestao de alcool e progressao da fibrose na hepatite C, concluiram que a média da
progressdo da fibrose foi duas vezes maior naqueles com esteatose que ingeriam alcool
comparado ao grupo controle. Westin e colaboradores (2002) fizeram um estudo
restrospectivo com 98 pacientes portadores do VHC, gendtipos 3 ou ndo-3 e constataram que
o grupo dos pacientes do gendtipo 3 evoluiu com o aumento do nivel da esteatose e com a

progressdo acelerada da fibrose.
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1.3 Esteato-hepatite

A esteato-hepatite ndo alcoodlica (EHNA) ¢ uma alteracdo hepdtica crdnica
caracterizada por achados histologicos similares aos encontrados na doenca hepatica
alcoodlica, mas em individuos sem historia de consumo significativo de alcool (CONTOS et
al., 2002).

Nos estudos iniciais, a EHNA foi descrita como uma doenca hepatica mais
freqliente no sexo feminino, relacionado a obesidade e ou diabetes (TELI et al., 1995;
POWELL et al., 1990). Entretanto, hoje sabe-se que essa doenga hepdtica ¢ de causa
multifatorial e tem um perfil clinico variado (BURT et al., 1998).

Na maioria dos casos a EHNA cursa de forma benigna, mas, no trabalho de
Neuschwander-Tetri e colaboradores (19996), relatam que a freqiiéncia da cirrose avaliada
através de biopsia varia de 5 a 16% . Outro autor descreve que 20% dos pacientes com EHNA
podem progredir para cirrose (McCULLOUGH, 2004).

A esteatohepatite ndo alcodlica tem sido considerada como parte integrante de um
espectro mais amplo da doenga hepatica denominada de Nomnalcoholic fatty liver disease
(NAFLD) ou doenca esteatdtica ndo alcoodlica, cujas caracteristicas vao desde a esteatose
simples até a cirrose hepatica. Entretanto, a EHNA tem merecido maior atencdo por ser a
manifestacdo de maior importancia clinica e epidemioldgica, (McMULLOUGH, 2002).

Apesar da patogénese da EHNA ndo estar muito bem esclarecida, Day e
colaboradores (1998) propuseram que a esteatose hepatica e a EHNA ocorriam em duas
etapas (two hit). A primeira fase leva o figado a um estado de sensibilizagdo pela gordura,
podendo permanecer sem evolu¢do ou evoluir, caso o paciente seja exposto a condigdes
favorecedoras, quando entdo, seria desencadeada a segunda etapa. Resumidamente, o
acumulo intra-hepatico de acidos graxos livres e triglicérides comporia a primeira fase, € o
estresse oxidativo em decorréncia do primeiro evento, formaria a segunda etapa, favorecendo
a apoptose e necrose hepatica. Desta forma, a sensibilizacdo dos hepatdcitos e a peroxidacdo
lipidica vém sendo propostos como mecanismos determinantes da injiria hepatica na EHNA
(WELTMAN et al., 1998; LECLERQ et al., 2000; SANYAL et al., 2003).

A esteatose hepdtica ¢ claramente a forma mais comum da doenca hepatica
gordurosa ndo alcodlica (DHGNA). Apesar de sua aparéncia “benigna”, estudos tém
demonstrado a presenga de ativacdo de células estelares hepaticas e de proteinas apoptoticas,
favorecendo a fibrose e morte celular (WASHINGTON et al., 2000; YANG et al., 2000;
NEUSCHWANDER-TETRI et al., 1996).
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Fong e colaboradores (2000) descrevem que a resisténcia insulinica favorece o
acaimulo de 4cidos graxos no figado, e consequentemente aumento da [3-oxidagdo
mitocondrial e formagdo de espécies oxigenadas reativas, aliado a diminui¢do da excrecao de
triglicérides, resultando em esteatose hepatocelular.

Uma importante conseqiiéncia da sindrome metabdlica ¢ o desenvolvimento da
EHNA (CHITTURI et al., 2002; MARCHESINI et al., 1999). Apesar de ndo existirem
marcadores clinicos e morfologicos para o risco de progressao da fibrose, acredita-se que os
pacientes obesos, de sexo feminino e diabéticos t€ém maior propensdo ao desenvolvimento

deste quadro (ANGULO et al.; 1999).

1.3.1 Esteato-hepatite Nao-Alcodlica e Virus da hepatite C

Solis-Herruzo e colaboradores (2005) descrevem que a obesidade, diabetes e o
aumento da glicose e triglicérides foram mais prevalentes nos pacientes portadores de VHC
com EHNA comparados aos pacientes somente com VHC.

Clinicamente, parece que o curso da cirrose por EHNA e VHC apresenta
diferencgas. Pacientes com cirrose por EHNA acompanhados por 10 anos se mantiveram,
relativamente, compensados, apresentando uma baixa mortalidade, bem como, menos ascite,
hiperbilirrubinemia e carcinoma hepatocelular quando comparados aos pacientes com VHC.
Entretanto, a mortalidade por motivos cardiovasculares nos pacientes com EHNA foi maior
(SANYAL et al., 2003).

Poniachk e colaboradores (2002) relatam em seu trabalho que a obesidade foi
independentemente, o maior fator de risco para a EHNA e fibrose, enquanto que a esteatose
foi um fator de risco para fibrose.

Alguns fatores de risco como o uso abusivo de alcool, obesidade, diabetes, e
drogas podem ser considerados por estarem associados a esteato-hepatite. Contudo, a
esteatose pode ser encontrada em pacientes portadores do VHC mesmo que esses fatores de
riscos nao estejam presentes (CZAJA et al., 1998). Em conseqiiéncia desse fato, tem-se
descrito que o efeito citopatico do virus pode provocar agressao mitocondrial induzindo o
processo da esteatose (CZAJA et al., 1998; MIHM et al, 1997).

J& estd muito bem descrito que a presenca da esteatose hepatica no paciente
portador de VHC pode favorecer a progressao da fibrose hepatica (WESTIN et al., 2002;
ADINOLFI et al., 2001). Entretanto, existem poucos dados sobre a presenca e conseqiiéncia

da EHNA no curso da infec¢do pelo virus da hepatite C.
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1.4 Fibrogénese

A histéria natural da doenga causada pelo VHC ndo ¢ bem conhecida em
decorréncia de a infec¢do cursar de modo silencioso. Entretanto, alguns estudos t€ém mostrado
que o estadiamento da necroinflamagdo e da fibrose sdo importantes indicadores de
prognostico na evolugdo para a cirrose (PERUMALSAWAMI et al., 2006; POYNARD et al.,
1997; YANO et al., 1996).

A literatura ¢ vasta quanto a associacao de certos fatores a piora da fibrose nos
pacientes portadores do VHC. Dentre esses fatores, inclui-se tempo de infec¢do, sexo
masculino, uso de alcool, idade no momento de aquisicdo da infeccdo, grau de
necroinflamacdo na bidpsia hepatica e nivel sérico das transaminases (POYNARD et al.,
1997, 2001; YANO et al., 1996). Porém, mesmo com a auséncia desses fatores, a progressao
da fibrose pode ocorrer, sugerindo o papel de cofatores ndo definidos (PERUMALSAWAMI
et al., 2006). Ha ainda evidéncias de que sinais incipientes de esteatose (leve) sejam fatores
determinantes para a progressao da fibrose (FARTOUX et al., 2005).

O virus da hepatite C pode replicar continuamente apds a hepatite cronica ter
progredido para a cirrose, levando a uma reacdo inflamatoria persistente € & manuten¢do da
atividade da fibrogénese através do curso natural da doenca (KATO et al., 1993).

Na hepatite cronica pelo virus C, o estdgio da fibrose varia marcadamente de
pessoa para pessoa com a evolucao da doenga. Em algumas pessoas, a fibrose ¢ rapida e,
eventualmente, as complicacdes aparecem no estigio final da doenca hepdtica, como
hipertensdo portal e carcinoma hepatico. Em outros pacientes, a fibrose ndo se desenvolve ou
progride muito lentamente apds décadas de infecg¢@o. Por essas razdes, a avaliagdo do estagio
da fibrose ¢ util no prognodstico e tratamento do individuo (MARCELLIN; ASSELAH;
BOYER, 2002).

A infecc¢do cronica na hepatite pelo virus C induz a lesdo e inflamacdo do figado,
que parece estar associada a fibrogénese. O processo da fibrogénese ¢ dindmico e
caracterizado por sintese da matriz extracelular, que ¢ um complexo da mistura de
glicoproteinas (coldgeno, elastina, fibronectina, lamina) e proteoglicanos organizados em uma
rede tridimensional. A fibrogénese ndo ¢ um mecanismo especifico, mas uma resposta final de
uma lesao persistente no figado, como uma tentativa de ajuda a reacdo inflamatoria. A fibrose,
entretanto, ¢ um mecanismo fisioldgico que primeiramente resulta em beneficio; mas, aliada a

infeccdo viral cronica e lesdo celular persistente, vem a se transformar em processo
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patolégico. A fibrose é caracterizada pela deposi¢do de colageno e outras proteinas da matriz
extracelular organizadas em complexos de polimeros. Estes complexos sdo insoluveis e
induzem um desarranjo da arquitetura hepatica (MARCELLIN; ASSELAH; BOYER, 2002).

Na hepatite cronica pelo virus C, a fibrose ¢ ativada ao redor da area portal
(periportal ou zona 1), e, gradualmente, se estende entre os l6bulos em dire¢ao a veia central
(zona 3), com expansao dos septos e pontes de fibrose. O estagio final da fibrose caracteriza a
cirrose, com pontes de ligagdes da fibrose portal, na area central e nodular, bem como
regeneracao do parénquima hepatico (LEFKOWITCH et al., 1993; SCHEUER et al., 1992).

O colageno e as proteinas da matriz que constituem a fibrose sdo amplamente
produzidas pelas células estelares hepaticas ativadas (BEDOSSA, 1993). As células estelares
sdo ativadas através de fendtipos quiescentes para o fenotipo fibroblastico. A ativagdo ocorre
em duas fases: inicialmente, ha ativa¢do das células estelares pelas citocinas, quimiocinas e
outras moléculas sinalizadoras induzidas pelo processo inflamatério, seguida pela
transformagdo das células estelares para o fendtipo miofibroblastico no qual a célula pode
proliferar, atrair leucdcitos e produzir coldgeno e proteinas da matriz (CRAWFORD, 2005).

Poynard e colaboradores (1997) descrevem o fator de transformagdo do
crescimento Beta (TGF-B) como a mais importante citocina fibrogénica, sendo que sua
expressdo ¢ aumentada no figado de pacientes com hepatite C, com niveis do RNAm desta
citocina também aumentados. O fator de crescimento do tecido conjuntivo (CTGF, sigla em
inlgés de Connective Tissue Growth Factor) ¢ amplamente expressado durante a fibrogénese
no figado, e as células estelares parecem ser a maior percussora da CTGF no figado
(PARADIS et al., 1999).

Durante o processo da fibrogénese, a membrana basal do hepatécito separa-se do
capilar sinusoidal, perturbando a troca de nutrientes entre o sangue e os hepatdcitos. A
acumulagdo dos componentes da fibrose na matriz extracelular € responsavel pelo
armazenamento de muitas moléculas reativas (fator de crescimento e citocinas) em forma
inativa, as quais podem ser ativadas em certas circunstancias (PARADIS et al., 1999). Em
adicao, durante a progressao da fibrose, ha um aumento quantitativo e alteragcdes qualitativas
em cada componente da matriz extracelular. Em sintese, a fibrose hepatica ¢ caracterizada
pela transformagao da matriz extracelular normal em uma reticulada e densa rede fibrilar que,
por conseguinte, ¢ muito mais resistente as enzimas de degradacdo (MARCELLIN et al.,

2002).
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1.4.1 Fatores associados a fibrose

Grande parte dos estudos histologicos da fibrose hepatica foram realizados
analisando-se os fatores que se correlacionam com o nivel da fibrose e estimando o padrdo da
progressao da fibrose. Os fatores identificados na maioria dos estudos sdo: idade, sexo, idade
da infec¢ao e consumo de alcool. A deficiéncia imune, no caso de infeccao por HIV ou outra
condi¢do de imunossupressao, foi identificada e se correlaciona com a répida progressdo da

fibrose na hepatite cronica pelo VHC (POYNARD et al., 1997, 2001; YANO et al., 1996).

1.4.2 Idade

A idade no inicio da infec¢dao tem sido constantemente descrita por ser o maior
fator de influéncia no padrao da progressdao da fibrose na hepatite C (MARCELLIN et al.,
2002). Desta forma, foi sugerido que uma média de 20 % dos pacientes com hepatite C e
idade superior a 40 anos no momento da infeccdo, desenvolveriam cirrose dentro dos
primeiros 15 ou 20 anos de doenga (SEEFF et al., 1992). Por outro lado, mulheres jovens,
com média de idade de 24 anos ao serem infectadas pelo VHC, apresentaram lenta ou ausente
evolugdo da doenga; somente 0,4% delas desenvolveram cirrose durante 20 anos de
acompanhamento (WIESE et al., 2000). Poynard e colaboradores (1997) mostraram em seu
trabalho que a fibrose se correlaciona diretamente com a idade no inicio da infec¢do. Em
analise univariavel, a cirrose se desenvolveu dentro de 20 anos em somente 2% dos pacientes
infectados antes dos 20 anos de idade, em 6% dos infectados em idade entre 21 e 30 anos, em
10% dos infectados entre 31 e 40 anos, em 37% entre 41 e 50 anos e 63% da fibrose se
encontrava nos pacientes acima dos 50 anos de idade. Os mecanismos responsaveis pela
influéncia da idade na progressdao da fibrose permanecem desconhecidos, mas podem estar
inclusos fatores imunes, aumento da fibrogénese, ou diminuicao da fibrélise (MARCELLIN;

ASSELAH; BOYER, 2002).

1.4.3 Sexo
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Na maioria dos estudos da fibrose hepatica, ¢ relatado que o sexo masculino
apresenta associacdo significante com a progressao da fibrose (KENNY-EALSH et al., 1999;
POYNARD et al., 1997). Em dois longos estudos restropectivos-prospectivos sobre a hepatite
C em mulheres que receberam imunoglobulina anti-Rh contaminada com VHC, foi descrito
um importante papel do sexo na progressdo da fibrose. Nesses dois estudos, somente 2% e
0,4% das mulheres tinham cirrose pela avaliacdo da histologia durante o seguimento de 17 e
20 anos, respectivamente, apos a exposi¢do ao VHC (KENNY-EALSH et al., 1999; WIESE
et al., 2000).

Os mecanismos pelos quais o sexo influencia a progressao da fibrose sdo
desconhecidos. Outros fatores, tais como: a idade no inicio da infec¢do, baixo nivel de
ingestao de alcool e baixo indice de massa corporal, tém sido usados para explicar o baixo
desenvolvimento da fibrose em mulheres, em relagdo ao homem, na hepatite C

(MARCELLIN; ASSELAH; BOYER, 2002).

1.4.4 Alcool

Alguns estudos relatam que o alto consumo de alcool (> 50 g/ dia) encontra-se
associado a rapida progressdo da fibrose ( POYNARD et al., 1997; WILEY et al., 1998). O
efeito do 4lcool em consumo de baixas doses ndo foi claramente relatado (PEREIRA et al.,
2006).

Poynard e colaboradores (1997) descreveram, em seu trabalho, que a média da
progressdo da fibrose foi significantemente maior nos pacientes que ingeriam alcool acima de

50g/dia em relacdo aos que consumiam menos que 49g/dia de alcool (Figura 10).
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Figura 10 - Grafico apresentando associagdo entre consumo de alcool e estagio da fibrose.
Fonte: Poynard et al. (1997).
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Por causa da influéncia negativa no alto consumo de alcool, a abstinéncia ou o
consumo minimo €, normalmente, recomendado a pacientes com hepatite cronica pelo virus
C. Além dos efeitos diretos na fibrogénese, a ingestdo abusiva de alcool pode ter outros
efeitos adversos no curso da doenca. Geissler, Gesien ¢ Wands (1997) descrevem que o uso

cronico do alcool pode afetar a resposta do sistema imune.

1.4.5 Sistema imune

Ha evidéncias de que o sistema imune pode ter influéncia no desenvolvimento da
cirrose na hepatite C. Alguns estudos (SOTO et al.,, 1997; ZEUZEM et al., 1996) tém
demonstrado que na hepatite C o padrao da progressdo da fibrose ¢ alto nos pacientes co-
infectados com HIV ou com outro tipo de imunocomprometimento. Estudo na Espanha
(SOTO et al., 1997), demonstrou que a média estimada para o desenvolvimento da cirrose foi
de 7 anos em pacientes HIV positivos e 23 anos nos pacientes HIV negativos.Outra situacao
peculiar do VHC ¢ a inducdo da producdo de auto-anticorpos (LENZI et al., 1990).
Clinicamente os pacientes com auto-anticorpos t€m caracteristicas, prognosticos e respostas
terapéuticas similares aos pacientes com hepatite C tipica (LUNEL et al., 1992; VERGANI et
al., 1993).

1.4.6 Fator viral

A associagdo entre fatores virologicos do VHC, tais como nivel sérico do RNA
viral e genétipo, e padrdo da progressio da fibrose na hepatite cronica ndo esta bem
esclarecida, havendo discordancia entre os autores (ALBERTI; CHEMELLO; BENVEGNU,
1999; POYNARD et al., 1997, 2001; SILINI et al., 1996; ZEUZEM et al., 1996).

Zeuzem e colaboradores (1996) descreveram auséncia de correlagdo entre o nivel
sérico do RNA-VHC ou infecg¢ao por VHC subtipo 1b e o estdgio da doenga. Por outro lado,
estudo realizado por Silini e colaboradores (1996), descreveu associa¢do entre o genotipo 1b e
um maior agravamento da doenca, incluindo alta freqiiéncia de cirrose e carcinoma

hepatocelular.
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1.4.7 Ferro

O ferro ¢ citado como uma caracteristica comum em algumas doengas hepaticas
cronicas, tais como o etilismo, a esteatohepatite ndo alcoolica e a hepatite cronica pelo virus C
(DI BISCEGLIE et al., 1992). O acamulo excessivo de ferro no organismo ¢ conhecido como
hemocromatose, que pode ser hereditaria ou secundaria. A quantidade excessiva de ferro ¢
depositada em oOrgdos parenquimatosos como o figado e pancreas. Uma vez consumada a
sobrecarga de ferro no figado, por exemplo, parece haver uma série de reagdes nas estruturas
celulares que podem ser letais ou proporcionar predisposi¢do ao carcinoma hepatocelular
(CRAWFORD, 2005). Apesar de sua patogenia nao estar bem esclarecida, admite-se que o
estresse oxidativo causado pelo excesso de ferro leva a peroxidacao de lipides e que produtos
desta peroxidacdo desencadeiam inflamagdo e atuam sobre células estelares hepaticas (células
perissinusoidais de Ito), induzindo a fibrogénese (LUDWING, McGILL; LINDOR, 1997;
NEUSCHWANDER-TETRI; BACON, 1996).

1.4.8 Outros fatores associados a fibrose

Os fatores que estdo claramente associados a progressdao da fibrose, tais como
idade, sexo, alcool e sistema imune sdo apenas uma parte das variaveis que influenciam a
progressdo da fibrose na hepatite cronica pelo virus C. Outros fatores t€ém sido também
sugeridos, como genética, raga, etnia. A influéncia da obesidade tem sido relatada e acredita-
se que a esteatose esta associada a obesidade e ¢ responsdvel por acelerar a progressao da
fibrose (ADINOLFI et al., 2001; HOURIGAN et al., 1999). O diabetes tipo II foi descrito por
estar associado a fibrose (ONG et al., 2001). No trabalho de Dixon, Bhatal e Obrien (2001), o
diabetes, a hipertensdo arterial e o aumento da ALT tém sido descritos como fatores

preditivos para a esteatohepatite ndo alcodlica (EHNA).

1.5 Importancia do Estudo

Pouco se sabe a respeito da patogenia da hepatite C. Este trabalho esclarecera
algumas questdes a respeito de fatores de risco para a progressdo da esteatohepatite e fibrose
associados a infec¢do pelo VHC, analisando, principalmente, o papel da esteatose como
provavel coadjuvante no processo da fibrogénese. Em particular, este estudo fard distingao

entre esteatose macrogoticular e microgoticular, avaliando, separadamente, sua associacao
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com variaveis clinicas e histopatoldgicas. Desse modo, a analise de alteracdes histologicas
observadas em fragmentos de biopsia de pacientes infectados, podera fornecera subsidios para

uma melhor compreensdo do curso da doenga.



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Determinar as alteragdes histologicas presentes em bidpsias hepaticas de pacientes com
hepatite viral do tipo C atendidos no Hospital Universitdrio Walter Cantidio, em

Fortaleza, Ceara.

2.2 Objetivos especificos

» Avaliar as bidpsias hepaticas quanto a presenca de esteatose, associando-a a
variaveis clinicas e histopatologicas.

= Relacionar a presenga ¢ o grau de fibrose apresentados nas bidpsias hepaticas a
variaveis clinicas e histopatologicas.

* Correlacionar esteatohepatite nao-alcdolica a aspectos clinicos e histologicos
observados nas biopsias dos pacientes em estudo.

» Avaliar a presenca de esteatohepatite como fator colaborador a progressdo da

fibrose.



3 METODOLOGIA

3.1 Desenho do estudo

3.1.1 Local da pesquisa

Foi realizado estudo retrospectivo na cidade de Fortaleza, capital do estado do
Ceard, no periodo de margo a agosto de 2006. Foram selecionados 32 pacientes portadores do
virus da hepatite C atendidos no ambulatorio de gastroenterologia do Hospital Universitario
Walter Cantidio (HUWC), os quais haviam sido previamente submetidos a procedimentos de
bidpsia hepatica. Nao foi levado em consideragdo como critério de escolha sexo, raga, etnia,

escolaridade ou situagdo socio-econdmica.

3.1.2 Critérios de inclusao

= Pacientes que concordaram com o termo de consentimento da pesquisa (ANEXO C).

= Ter bidpsia ja realizada.

= Nao ter sido submetido a terapia medicamentosa prévia especifica ao VHC com interferon
perguilado (PEG-IFN) e ribavirina.

= Jdade minima de 18 anos e maxima indeterminada.

3.1.3 Critérios de exclusao

» Idade inferior a 18 anos.

= Nao concordancia com o termo de consentimento da pesquisa.

* Co-infecgdo com virus da hepatite B e ou HIV, ou presenca de outra doenga hepatica
conhecida (doenca de Wilson, hepatite auto-imune, doenca de Crohn, neoplasias
hepaticas).

» Ter realizado a tratamento antes da realiza¢ao da bidpsia e/ou uso continuo de corticoide.

» Portador do diabetes mellitus tipo II.
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3.2 Coleta de dados

Foram colhidas informagdes provenientes dos prontudrios dos pacientes como a
idade no periodo da biopsia, sexo, peso, altura, consumo de alcool, via de transmissdo, e
resultados de laboratorio no momento da biopsia, incluindo aspartato aminotransferase (AST),
alanina aminotransferase (ALT) e genétipo viral. Essas informagdes foram transcritas para
uma ficha de coleta de dados elaborada previamente para esta finalidade (ANEXO A). A
duracdo da infec¢do foi estimada nos casos onde as informagdes foram disponiveis. O padrao
da normalidade dos exames, bem como os resultados, foi proveniente do laboratério central
do HUWC. O valor normal da AST adotado foi de 15 a 37 unidades por litro (U/L), enquanto
que o valor normal de ALT foi de 30 a 65 U/L. O critério para calcular a quantidade de 4lcool
ingerida foi baseado nas informagdes dos prontuarios dos pacientes pela quantidade e o tipo
de bebida consumida. Foi considerado consumo de alcool importante (acima de 50g/dia) por
estar associado ao aumento do grau da fibrose (WILEY et al., 1998). Dessa forma, uma lata
de cerveja contém cerca de 350ml e a concentragdo do alcool ¢ ao redor de 5%; portanto teria
17g de alcool. Ja a dose do destilado mais vendido na Brasil, a pinga, também varia muito.
Uma dose conteria cerca de 50ml, como a concentracao ¢ em torno de 50%, essa dose teria
equivalente a 25g. O indice da massa corporal (IMC) foi calculado dividindo o peso do
paciente em kilogramas (Kg) pela altura em metros ao quadrado. O IMC de 18,5 — 24,9 kg/
m?’ foi classificado como normal, de 25 — 29,9 kg/m” foi definido com o sobrepeso e acima de

30 kg/m? como obesidade (FARTOUX et al., 2005).

3.3 Avaliacao histologica

3.3.1 Bidpsia

As bidpsias hepaticas foram realizadas no periodo de 06/1997 a 02/2006. Sua
importancia estd no fato de confirmar o diagnéstico da hepatite cronica, avaliar o grau de
estadiamento da doenga, além de excluir ou detectar presenga de outras doengas.
Normalmente os fatores limitantes sdo erros de amostragem e variacao inter-intra observador.
E recomendado um fragmento com ao menos 1,5 cm e com seis ou mais espagos-porta
(SOCIEDADE BRASILEIRA DE HEPATOLOGIA, 2005). A indicacdo desse exame ocorreu

nas situacdes habitualmente previstas para a realizagdo do tratamento especifico — pacientes
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com transaminases persistentemente elevadas por um periodo de observacdo por mais de 6
meses (com minimo de trés dosagens realizadas) e PCR-RNA qualitativo positivo para a
hepatite C. Apesar dos riscos serem minimos, a bidpsia deve ser realizada em ambiente
hospitalar, com um periodo minimo de observacao de 6 horas (SOCIEDADE BRASILEIRA
DE HEPATOLOGIA, 2005). Foram excluidos da realizagcao da bidpsia hepatica os pacientes
com coagulopatias (quantidade de plaquetas menor que 80 mil e ou INR maior que 1,3).
Também a bidpsia hepatica pode ser desnecessaria em pacientes jovens com
aminotransferases persistentemente normais e em pacientes com quadro clinico, laboratorial e
de ultrasonografico de cirrose (SOCIEDADE BRASILEIRA DE HEPATOLOGTIA, 2005).
Para melhor andlise e interpretacdo dos achados morfoldgicos, recomendam-se
varias coloracdes para determinados objetivos, bem como o seguimento correto das etapas da
confeccdo do material. Dessa forma, os fragmentos hepaticos foram previamente fixados em
formol tamponado a 10%, incluidos em parafina e separados em cortes de 3 a 5 micra de
espessura no microtomo LEICA RM 2125RT. Apds essa fase, as laminas foram coradas e, em
nosso estudo, foram usados trés tipos de coloragdes: hematoxilina-eosina (HE), tricromico de
Masson e Perl's. Através da coloracdo em HE, ¢ possivel obter uma avaliagdo completa da
analise estrutural do parénquima hepatico, avaliagdo das lesdes hepatocitarias e a presenga de
infiltrados inflamatorios. A coloracao de Perl’s ¢ usada para detectar a presenca de sobrecarga
de ferro granular em hepatdcitos, como também em células de Kupffer. O Tricromico de
Masson ¢ muito utilizado para avaliar a presenga de fibrose, do qual ¢ confirmado pela

coloragdo de fibras do colageno.

3.3.2 Técnica de montagem das laminas

Inicialmente, todas as bidpsias seguiram uma rotina de sec¢des de hidratagdo
consistindo de desparafinagdo em banhos em xilol seguida de tratamento das sec¢des em
séries de alcoois, com teor crescente de banhos em dgua destilada. Apos esta fase, seguiu-se a
técnica de montagem para coloracdo Tricrdmico de Masson, Perl’s e Hematoxilina-eosina,

descrita detalhadamente no Anexo D.

3.3.3 Critérios para avaliacio histopatologica

Todas as biopsias foram lidas por um tnico patologista (JTVJ) sem conhecimento

prévio dos dados clinicos, laboratoriais e histologicos dos pacientes. A analise das bidpsias
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incluiu aspectos qualitativos, quantitativos e semiquantitativos. As esteatoses macrogoticular
e microgoticular foram quantificadas de acordo com o percentual de hepatdcitos com
conteudo macrovesicular e microvesicular, dividido pelo numero total de hepatdcitos
existentes em 10 campos de grande aumento (X400). Por outro lado, também foi utilizada
semiquantificagdo das esteatoses, classificando-as como insignificantes (< 5%), leves (5 a
33%), moderadas (33 a 66%) ou severas (> 66%) (Quadro 1). As esteatoses macrogoticular e

microgoticular (moderada e severa) foram agrupadas para facilitar os calculos estatisticos.

Esteatose macrogoticular e microgoticular

Classificacio Percentual de hepatdcitos alterados
Insignificante <5%
Leve 5-32%
Moderada 33 -66%
Severa > 66%

Quadro 1 — Classificagdo das esteatoses macrogoticular e microgoticular quanto ao

percentual de hepatocitos alterados.

A presenga ou auséncia de fibrose foi avaliada através dos sistemas propostos por
Ishak e colaboradores (1995) e o grupo Metavir, e a atividade inflamatdria foi avaliada
somente pelo critério estabelecido pelo grupo Metavir. Dessa forma, para o sistema da
avaliacdo da fibrose de Ishak e colaboradores (1995) foram usados sete escalas: a) nivel 0,
quando ndo houver fibrose; b) nivel 1, quando ocorrer expansdo fibrosa de alguns espagos-
porta com ou sem septos fibrosos curtos; c) nivel 2, quando houver expansdo fibrosa na
maioria dos espagos-porta, com ou sem septos fibrosos curtos; d) nivel 3, se houver expansao
fibrosa da maior parte dos espagos-porta com ocasional ponte fibrosa porta-porta; e) nivel 4,
quando ocorrer expansdes fibrosas dos espacos-porta com marcada ponte porta-porta como
também porta-centro; f) nivel escore 5, se houver marcada ponte fibrosa porta-porta ou porta-
centro com ocasionais nodulos (isto ¢, uma cirrose incompleta); g) nivel 6, quando existir
cirrose provavel ou definida (Quadro 2). Na avaliacdo da fibrose proposta pelo sistema
Metavir, foi usada uma escala de 5 pontos: FO representa uma arquitetura do figado normal,
sem presenca de fibrose; F1 mostra uma simples expansdo fibrosa nas chamadas "portas"; F2
ocorre quando a fibrose forma "pontes" entre as diversas "portas"; F3 ¢ definido por pontes de
fibrose que alteram a estrutura do figado e F4 indica um quadro de cirrose (BEDOSSA, 1994)
(Quadro 2). Para a classificagdo da atividade inflamatdria, foi usada uma escala de 4 pontos:

AO=nenhuma atividade; Al=atividade leve; A2=atividade moderada; e A3 como atividade
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severa (BEDOSSA; POYNARD, 1996) (Quadro 3). A balonizagdo foi avaliada como
O=ausente; 1=leve; 2=moderada e 3=grave (Quadro 3). Para a avaliacdo semiquantitativa do
ferro, foi usada uma escala de 4 pontos proposta por Bassett e Halliday (1986), o nivel 0
como ausente, 1=quantidade minima, 2=quantidade leve, 3=moderada ¢ 4 como quantidade
intensa da sobrecarga de ferro (Quadro 3). O infiltrado inflamatorio tipicamente linfocitario
foi classificado como ausente ou presente (Quadro 3). A fibrose perivenular foi graduada do

mesmo modo que a fibrose perissinusoidal: 0 - ausente; 1 - leve; 2 — moderada e 3 - grave

(BEDOSSA; BIOLAUC-SAGE; CALLARD, 1994) (Quadro 4).

Fator analisado na biopsia

Fibrose Ishak Caracterizacao

0 Nao fibrose

1 Expansao fibrose em alguns espagos porta

2 Expansdo fibrose na maioria dos espacos
porta

3 Expansao fibrose na maioria dos espacos
porta, com ocasional ponte fibrosa porta-
porta

4 Expansdo fibrose na maioria dos espagos

porta, com marcada ponte fibrosa porta-
porta, como também porta-centro

5 Marcada ponte fibrosa porta-porta, ou porta-
centro, com ocasionais nodulos
6 Cirrose provavel ou definida
Fibrose Metavir
FO Normal
F1 Expansao fibrosa (portas)
F2 Pontes entre portas
F3 Pontes porta-centro
F4 Quadro de cirrose

Quadro 2 — Classificacdo da fibrose por Ishak (1995) e Metavir (1994), a partir da anélise de

bidpsia hepatica.

Fator analisado na biopsia

Atividade inflamatéria Caracterizacao
A0 Nenhuma atividade
Al Atividade leve
A2 Atividade moderada
A3 Atividade severa
Balonizacao
0 Ausente

1 Leve
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2 Moderada

3 Severa
Quantidade de ferro

0 Ausente

1 Minima

2 Leve

3 Moderada

4 Intensa
Infiltrado inflamatoério

0 Ausente

1 Presente

Quadro 3 — Classificagdo da bidpsia hepatica de acordo com atividade inflamatoria,

balonizacdo, quantidade de ferro e infiltrado inflamatorio.

Fibroses perivenular ou perissinusoidal difusa

Classificacio Caracterizacio
0 Ausente
1 Leve
2 Moderada
3 Severa

Quadro 4 — Classificagdo da bidpsia hepatica de acordo com fibroses perivenular e
perissinusoidal difusa.

3.3.4 Morfologia

» Estatose microgoticular: se inicia com desenvolvimento de pequenas inclusdes ligadas a
membranas (lipossomos), bem proximo ao reticulo endoplasmatico, ¢ caracterizado por
pequenos vacuolos no citoplasma em torno do nucleo, sem desloca-lo (Quadro 5).

> Esteatose macrogoticular: com a progressao da esteatose, os vacuolos coalescem, criando
espagos claros que deslocam o nticleo para a periferia da célula (Quadro 5).

» Ferro: o pigmento do ferro tem uma aparéncia granulosa, grosseira, presente no
citoplasma da célula, ou no interior de células fagocitarias mononucleares. O ferro pode ser
visualizado na cor azul escuro, tanto em células hepatocitarias, macréfagos e células de
Kiippfer. Tal coloragdo ocorre por conversdo do ferrocianeto de potassio em ferro
(Quadro 5).

» Fibrose: a fibrose tecidual ¢ formada em resposta a inflamagao ou ao insulto toxico direto
ao figado, indicando um quadro geralmente irreversivel. A deposi¢do de colageno tem

conseqiiéncias douradoras sobre os padrdes do fluxo sanguineo hepatico e a perfusdo dos
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hepatocitos. Com a progressao da fibrose, o figado ¢ subdividido em ndédulos regenerativos
de hepatocitos ou proliferacao rodeada por tecido cicatricial, chamado de cirrose, que se
caracteriza, adicionalmente, pela presenca de distor¢do arquitetural hepatica. A fibrose, a
coloragdo do tricromico de Masson, ¢ visualizada em azul. A fibrose perissinusoidal ¢ vista
como traves de material azul, nesta coloracdo, ao redor de hepatdcitos. A fibrose
perivenular, comum na esteatohepatite alcoolica, ¢ visualizada como traves azuladas ao
redor da vénula terminal. J4 a fibrose portal pode ser vista como um aumento da
quantidade de coldgeno, em azul, nos espagos-porta, e muitas vezes formando septos entre
espagos-porta (septos porta-porta), que podem ser finos ou grossos (F2 e F3 da
classificacdo METAVIR) ou septos porta-centro, vistas ocasionalmente em cirrose
alcodlica (Quadro 5).

» Balonizacio: dano por insulto toxico ou imunoldgico podendo causar tumefacdo dos
hepatocitos. Com a piora do quadro, ocorre a degeneragdo em baldo, onde os hepatocitos
intumescidos tém organelas citoplasmaticas irregularmente aglomeradas em grandes
espacos claros (Quadro 5).

» Infiltrado: Na hepatite viral, os linfocitos quiescentes podem ser coletados nos tratos
portais como um reflexo de inflamacdo branda, derramar-se por sobre o parénquima
periportal sob a forma de linfocito ativado (hepatite de interface). A destrui¢dao de células

hepaticas por linfocitos citotoxicos ativados ¢ um mecanismo comum na infec¢do viral.

Analise Histologica Caracterizacio

Esteatose microgoticular Pequenos vactiolos no citoplasma sem
deslocar o nticleo

Esteatose macrogoticular Vesiculas que deslocam o nucleo para
periferia da célula

Ferro Aparéncia granulosa, grosseira, de cor azul
escura, presente em hepatdcitos e células
fagocitarias

Fibrose E visualizado por corar de azul as fibras de
colageno

Balonizacao Células entumescidas, grandes espagos claros

no citoplasma

Quadro 5 — Classificagdo da bidpsia hepatica de acordo com a andlise histologica.

3.3.5 Esteatohepatite
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A presenga de esteatohepatite foi determinada a partir da andlise de alguns
critérios, como biopsia hepatica com evidéncias de esteatose, infiltrado inflamatério lobular e
balonizacdo de hepatdcitos, podendo estar presente ou ndo os corpusculos de Mallory e
fibrose hepatica (CONTOS et al., 2004).

As caracteristicas histologicas determinantes de esteatohepatite foram
inicialmente analisadas pelo patologista, e confirmada de acordo com os sistemas propostos
por Brunt e colaboradores (1999) e Kleiner e colaboradores (2005).

Para determinagdo de esteatohepatite, de acordo com Brunt e colaboradores
(1999), a esteatose foi dividida em uma escala de trés pontos: grau 1 caracteriza esteatose
envolvendo menos que 33% dos hepatdcitos, grau 2 envolve de 33 a 66% das células
hepaticas e grau 3, mais que 66% destas células. A inflamac¢do também foi analisada. Para
tanto, foi proposta uma escala de quatro pontos: 0 caracteriza auséncia de inflamacao, 1
representa inflamagao leve, 2 moderada e 3 grave. A fibrose foi dividida em cinco estagios:
no estagio 0 observa-se auséncia de fibrose, estdgio 1 caracteriza zona 3 e fibrose
perisinusoidal ou perivenular, estagio 2: zona 3 e fibrose periportal, estdgio 3: fibrose septal e
estagio 4: cirrose. Outras caracteristicas histologicas também foram analisadas, como
balonizac¢ao hepatocelular (0 = ausente, 1 = leve e 2 = consideravel) e ferro hepatico (0-4 por
campo). A gravidade da inflamagao lobular, bem como, necrose hepatocelular, inflamagao do
trato portal, fibrose pericelular, fibrose portal com pontes, também foram consideradas como
escore. Assim, a esteatohepatite ndo alcodlica foi determinada como a presencga de esteatose,
inflamacao lobular mista e balonizagdo hepatocelular ou esteatose mais qualquer estagio de
fibrose, podendo ser classificada como leve, moderada ou grave de acordo com os padroes

dispostos no quadro 6.

Analise de esteatohepatite Caracterizacio

Leve Baixo nivel de esteatose (< 33%); inflamagao
lobular leve; raros leucocitos,
microgranulomas e lipogranulomas;
balonizacdo e inflamagdo portal cronica
leves.

Moderada Esteatose em 33 a 66% dos hepatocitos;

balonizagdo sempre presente; lipogranulomas
e microgranulomas proximos € pequenos;
inflamacdo portal de leve a moderada,

podendo apresentar, ocasionalmente,
atividade interface.
Grave Esteatose  panacinar, envolvendo na

totalidade os nodulos cirrdticos regenerativos
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do parénquima; balonizagdo constantemente
presente; inflamagcdo lobular e portal
aumentadas.

Quadro 6 — Classificagdo do grau de esteatohepatite, segundo Brunt e colaboradores (1999).

Para classificacao de esteatohepatite segundo Kleiner e colaboradores (2005), o
sistema de escores compreendia 14 caracteristicas histoldgicas, das quais quatro eram
avaliadas semi-quantitativamente (esteatose de 0 a 3, inflamacao lobular de 0 a 2, balonizagao
hepatocelular de 0 a 2 e fibrose de 0 a 4) e outras nove caracteristicas eram avaliadas como
ausente ou presente (esteatose microvesicular, microgranulomas, grandes lipogranulomas,
inflamacdo portal, corpos acidofilos, macrofagos pigmentados, megamitocondrias, corpos
Mallory e nucleos glicogénicos). O escore total da esteatohepatite foi representado pela soma
dos escores da esteatose, inflamacao lobular e balonizacao, variando de 0 a 8. Assim, escores
de 0 a 2 sdo classificados como auséncia de EHNA, enquanto que escores de 3 a 4 podem ser
classificados como ausente, borderline ou positivo para esteatohepatite. Por fim, individuos

que apresentaram escores de 5 a 8, caracterizaram presenca de esteatohepatite.

3.4 Analise estatistica

A descricao das analises categorizadas foi feita através de tabelas e graficos e das
variaveis quantitativas através de quadros descritivos (média, desvio padrdo, minimo,
mediana e méximo). A analise de associagdo para varidveis categorizadas foi feita através de
teste exato de Fisher. Em relacdo a comparagdo das médias entre 2 grupos, foi usado o Teste
t student para variaveis com distribuicdo normal e pelo teste Mann-Whitney para variaveis
cuja distribuicdo do n ¢ normal. O teste de normalidade das varidveis quantitativas foi
realizado através do teste Shapiro-Whilk. Para a andlise da correlagdo linear, foi usado o teste

de Spearman. Para célculos das analises estatisticas foi usado programa SPSS versao 13.

3.5 Consideracoes éticas
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O presente estudo foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa do Hospital
Universitario Walter Cantidio (HUWC/UFC) e recebeu parecer favoravel a sua execugdo

através do oficio N° 120/05 (ANEXO E).

4 RESULTADOS

4.1 Analise clinico-epidemioldgica

No periodo de Margo/2006 a Agosto/2006 foram selecionados 32 pacientes
portadores do virus da hepatite C atendidos no ambulatorio de gastroenterologia do Hospital
Universitario Walter Cantidio, que haviam sido submetidos a bidpsia hepatica.

Dentre os individuos analisados, 71,9% pertenciam ao sexo masculino (23/32. A
média de idade da populagdo estudada foi de 46,47 anos, variando entre 31 e 75 anos de idade
(Figura 11). Setenta e oito por cento dos individuos do sexo masculino (18/23) estavam
agrupados na faixa etaria de 32 a 52 anos, enquanto que os pacientes do sexo feminino
apresentaram distribui¢do sem muita discrepancia entre as faixas etarias. Apenas um dos

individuos analisados possuia idade superior a 73 anos, sendo que nao foi relatado nenhum
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paciente com idade entre 67 ¢ 73 anos. A distribuicdo dos individuos segundo sexo ¢ a média

da idade nao difere estatisticamente (p = 0,157).

N° de pacientes )
B Masculino

B Feminino

S = N Wh U 3OO
T A

31-39 40-49 50-59 60-69 70-75
Faixa Ftaria (anos)

Figura 11 - Populacao estudada distribuida segundo sexo e faixa etaria dos pacientes (n=32).

A andlise dos prontudrios dos pacientes permitiu a obtencdo de alguns dados
clinicos dos mesmos. Oitenta e trés por cento dos individuos possuiam pelo menos uma das
transaminases (AST/ALT) alteradas, sendo que 83,3% dos individuos apresentavam niveis de
AST alterados e 79,3% apresentavam niveis de ALT acima da normalidade. Apenas dois
pacientes ndo possuiam dados relativos a niveis de transaminases em seus prontuarios. Foi
observado que a média das transaminases mostrou-se, aproximadamente, duas vezes superior
ao valor normal, sendo que AST apresentou média de 86,7 U/L (valor normal, variando de 15
a 37 U/L), enquanto que a ALT obteve média igual a 120,4U/L (valor normal, variando de 30
a 65 U/L). Dados relacionados a genotipagem do virus também foram analisados. Foi
observado que 84,6% dos pacientes encontravam-se infectados pelo virus da hepatite C
genotipo 1, enquanto que os 15,4% restantes estavam infectados pelo virus gendtipo 3. Os
gendtipos 2, 4, 5 e 6 ndo foram observados na grupo avaliado e em seis pacientes ndo foi
possivel a obtencao do genoétipo viral (Quadro 1).

Considerando-se o indice de massa corporea (IMC), ndo foi possivel a obtengao
do IMC de 31,3% do grupo estudado (10 pacientes). A distribuicdo dos pacientes de acordo
com o IMC apresentou nove individuos normais (40,9%), 10 (45,5%) com sobrepeso e 3
(13,6%) obesos (Quadro 1). A associacdo do IMC com o sexo dos pacientes ndo apresentou

significancia estatistica, entretanto foi observado um maior percentual de individuos com
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sobrepeso ou obesidade entre os pacientes do sexo feminino (62,5%). Analisando-se o IMC
em conjunto com a faixa etaria, foi observado que a maior parte dos individuos com IMC
normal possuia menos de 40 anos, enquanto que 0s pacientes com sobrepeso ou obesos

estavam situados entre 40 e 59 anos (Figura 12).

35+
30

25+

20+
%

15- B Normal
B Sobrepeso/Obesidade

10+

31-39 4049 50-59 60-69  70-75

Faixa Ftaria (anos)

Figura 12 - Grafico mostrando a relacao entre faixa etaria e IMC.

Foram colhidos dados dos pacientes em seus prontuarios acerca de seu consumo
médio diario de alcool. Apenas 29 individuos possuiam em seus prontudrios informacdes a
cerca do uso de alcool. Foi estabelecido o valor de consumo médio diario de 50g como forma
de divisdo da amostra avaliada. Aproximadamente oitenta e trés por cento dos pacientes
relataram consumo médio menor ou igual ao valor de 50g/dia (Quadro 7). Correlacionando-
se sexo e consumo de alcool, ndo foi observada relacdo estatistica significante (p = 0,153),
apesar de nenhuma mulher ingerir mais de 50g de alcool por dia e de 25% dos homens
ingerirem quantidades superiores a este valor. A andlise da ingestdo de alcool associada a

obesidade também nao foi significante (p = 0,495).

Caracteristica n (%)
Sexo
Masculino 23 (28,1)
Feminino 9(71,9)
Faixa Etaria (anos)
<40 8 (25)
40 - 49 13 (40,62)
50- 59 7 (21,88)
60 — 69 3(9,37)
>70 1(3,13)
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Genotipo
1 22 (84,6)
3 4 (15,4)
IMC (em kg/m?)
Normal 9 (40,9)
Sobrepeso 10 (45,5)
Obesidade 3 (13,6)
Consumo de Alcool
Nao ingere ou ingere < 50g/dia 24 (82,76)
> 50g/ dia 5(17,24)

Quadro 7 - Distribui¢do dos individuos estudados segundo sexo, idade, genotipo viral, IMC e
ingestao de alcool.

4.2 Analise histopatolégica

A partir da andlise das laminas de biopsia obtidas de cada paciente e coradas pelos
métodos de hematoxilina-eosina, tricomio de Masson e Perls, foi possivel a observacdo de
varias caracteristicas patologicas e sua relacdo com informacgdes clinicas e epidemioldgicas
dos individuos. Desta forma, foram analisados critérios relacionados aos graus de esteatose
macrogoticular e microgoticular, niveis de fibrose, segundo as classificacdes de Metavir e
Ishak, atividade inflamatoria global de Metavir, graus de fibrose perivenular e perissinusoidal,
atividades periportal e lobular, percentuais de balonizagdo, de ferro e de infiltrado

inflamatorio (Figura 13).
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Figura 13 - Biopsias coradas por hematoxilina-eosina, evidenciando esteatose (400x). (A)
Esteatose macrogoticular (seta). (B) Esteatose microgoticular (seta)

A andlise do grau de esteatose macrogoticular apresentado pelos hepatdcitos
permitiu a divisdo dos individuos em 21 (65,6%) com esteatose insignificante, 10 (31,3%)
com leve, 1 (3,1%) com moderada e a forma severa ndo foi encontrada. Quanto a esteatose
microgoticular, foi observada a seguinte distribui¢do: 15 individuos (46,9%) com esteatose de
grau insignificante, 15 (46,9%) com grau leve, 1 (3,1%) com moderada e 1 (3,1%) com grau
acentuado. A figura 14 compara a distribuicao das esteatoses macrogoticular e microgoticular

entre os diferentes niveis de gravidade. Nao ha diferenca significativa entre as duas varidveis.

257
201
151
N° de pacientes .
0. B Esteatose Macrogoticular
B Esteatose Microgoticular
5,
0
Insignificante Leve Moderada Severa
Grau de Fsteatose

Figura 14 - Comparacdo entre os niveis de esteatose macrogoticular e microgoticular
apresentados nas laminas de biopsia analisadas

Para cada um dos critérios, foram avaliadas varias caracteristicas apresentadas
pelos individuos. Os pacientes com esteatose macrogoticular insignificante apresentaram
média de idade igual a 42,43 anos, enquanto que aqueles com esteatose macrogoticular leve
ou moderada apresentaram média de idade de 54,18 anos (Tabela 1). Essa relagdo foi
estatisticamente significante (p=0,001). A média da idade dos individuos que apresentavam
esteatose microgoticular insignificante foi 43,27 anos e a média da idade dos pacientes com
esteatose microgoticular leve ou moderada foi 49,44 anos; todavia a relagdo ndo apresentou

resultados significativos (p > 0,05) (Tabela 1).
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Tabela 1 - Comparagdo dos niveis de esteatoses macrogoticular ¢ microgoticular em relagdo a
média da idade

Média da Idade p*
(anos)

Esteatose Macrogoticular

Insignificante 42,43 (= 1,89) 0,001
Leve/ Moderada 54,18 (£2,51)

Esteatose Microgoticular

Insignificante 43,27 (£ 2,66) 0,096
Leve/ Moderada 49,44 (£2,42)

* Nota: Valores de p calculados de acordo com o teste t_Student.

A distribui¢do dos individuos de acordo com o IMC, em normais ou com
sobrepeso/obesidade, também foi analisada em relagdo a esteatose macrogoticular e
microgoticular. Nao se observou correlagdo estatisticamente significante entre o IMC e
esteatose, tanto macro como microgoticular. (Tabela 2).

Em rela¢do ao consumo de alcool, ndo foi observada nenhuma relagdo estatistica
significante entre a ingestdo de alcool/dia e niveis de esteatose macrogoticular e

microgoticular (p=0,9499 e p=0,8756, respectivamente). (Tabela 2).

Tabela 2 - Relacdo entre IMC e consumo de alcool dos pacientes e niveis de esteatose
macrogoticular e microgoticular

Esteatose Macrogoticular Esteatose Microgoticular
Insignificante Leve/Moderada « Insignificante Leve/Moderada %
n (%) n (%) P n (%) n (%)

IMC
(em kg/m?)
Normal 6 (42,9) 3(3%) 1,0 5(50) 4(36,4) 0,670
Sobrepeso/ 8(57,1) 5(62) 5(50) 7 (63,6)
Obesidade
Total 14 (100) 8 (100) 10 (100) 11 (100)
Consumo
de Alcool
Nao ingere/ 18 (90) 6 (66,7) 0,287 11 (84,6) 12 (80) 1,0
<50g/dia

>50g/dia 2 (10) 3 (33,3) 2 (15,4) 3 (20)
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Total 20 (100) 9 (100) 13 (100) 15 (100)

* Valores de p calculados segundo o teste exato de Fisher.

O diagnéstico inicial da esteato-hepatite foi determinado pelo patologista, e as
alteragdes histologicas foram confirmadas de acordo com as escalas proposta por Brunt e
Kleiner. Foi observado concordancia entre as duas classificagdes quando os resultados foram
comparados. Dos 32 pacientes avaliados, 18 (56,3%) apresentavam esteato-hepatite
histologicamente. Dentre estes, 52,2% (12/18) pertenciam ao sexo masculino e 6 ao sexo
feminino. A média de idade dos pacientes com esteato-hepatite foi de 48 anos. Quanto ao
consumo de alcool destes pacientes, apenas 2 individuos relataram consumo alcoolico
superior a 50g/dia. A relagdo esteato-hepatite e IMC nao se mostrou significativa (p=0,1564),
onde 92,2% (12/13) dos pacientes com sobrepeso ou obesidade apresentavam quadro
histologico de esteato-hepatite. Os individuos com EHNA apresentaram média de AST
significativamente superior a dos individuos sem esteato-hepatite (111,76 e 53,92,
respectivamente, p = 0,006). Em relagdo aos valores de ALT, também foram observados
valores maiores nos individuos com esteato-hepatite, quando comparados aos pacientes que
ndo apresentavam este quadro (149,76 e 79; respectivamente) e esta relagdo foi
estatisticamente significante (p = 0,012). Quanto a atividade global Metavir, 77,8% (14/18)
dos pacientes com esteato-hepatite apresentavam niveis entre 2 € 3, enquanto que apenas
22,2% (4/18) destes pacientes se encontravam nos niveis 0 ou 1. Entretanto ndo houve
correlacdo entre estas variaveis (p = 0,0683).

Quando foram relacionados a presenca de esteato-hepatite e os escores da fibrose,
tanto pela classificagdo Metavir como por Ishak, foi observado que os individuos com esteato-
hepatite apresentavam escores de fibrose mais elevados nestas classificagdes e que estas
correlacdes eram estatisticamente significantes (p=0,0145 e p=0,0098, respectivamente).

A analise das laminas de bidpsia permitiu a distribuicdo dos niveis de fibrose

apresentados pelos individuos de acordo com a classificagdo de Metavir (Figura 15). Assim,
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Figura 15 - Padrdes de fibrose, evidenciados pela coloracdo Tricromico de Masson. (A)
Fibrose perissinusoidal, apresentada pela seta (200x). (B) Fibrose portal em septos grossos
(100x).

° .
N° de pacientes 4 M Feminino

B Masculino

0 1 2 3ou4d
Escore da Fibrose Metavir

Figura 16 - Distribuicao dos pacientes estudados segundo o sexo e escore da fibrose Metavir
Em relacdo a fibrose pela classificagdo Metavir, observou-se correlacio
estatisticamente significante entre esta variavel e o IMC dos pacientes, como também entre a
fibrose Metavir e a presenca de quadro histologico de esteatohepatite (p=0,0111 e p=0,0145,
respectivamente). As demais varidveis como o consumo de alcool, niveis de esteatose
macrogoticular e microgoticular, ndo demonstraram correlacdes estatisticamente significantes
com a fibrose Metavir. A Tabela 3 mostra a distribui¢do dos pacientes entre os diversos
escores da fibrose Metavir e segundo o sexo, IMC, consumo de alcool, esteatoses

macrogoticular e microgoticular.

Tabela 3 — Distribuicdo dos pacientes avaliados segundo o escore da fibrose Metavir
correlacionado com sexo, IMC, consumo de alcool, esteatose macrogoticular e esteatose
microgoticular, percentual de hepatdcitos com esteatose macro e microgoticular.

Escore da Fibrose Metavir
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0 1 2 3ou4

n (%) n (%) n (%) n (%) Total
Sexo
Masculino 939,1) 3(13) 8349 3(13) 23
Feminino 00) 4444 111,2) 4444 9
IMC (em kg/m?)
Normal 3(333,3) 5(55,6) 1(1L,1) 0(0) 9
Sobrepeso/Obesidade 1(7,7) 2(153) 5(38,5) 5(38.,5) 13
Consumo de Alcool
Nao ingere/ <50g/dia 625 7(29,2) 5(20,8) 6(25) 24
>50g/dia 2 (40) 0(0) 2 (40) 1 (20) 5
Esteatose Macrogoticular
Insignificante 733,3) 49 6(@28,77) 4(19) 21
Leve/Moderada 2(18,1) 3(27,3) 3(27,3) 3(273) 11
Esteatose Microgoticular
Insignificante 8(53,3) 1(6,79 5(33,3) 1(6,7) 15
Leve/Moderada 1(6,4) 5@31,3) 425 6(375) 16
Esteatose Macrogoticular
Média do percentual de hepatocitos 0,87 8,42 4,7 20,95 -
Esteatose Microgoticular

2,06 26,77 10,94 13,34 -

Média do percentual de hepatocitos

A distribuicdo da atividade global do Metavir (Figura 17) apresentou valores de 0

a 3, sendo que 3 individuos (9,4%) foram classificados como grau 0, doze (37,5%) como grau

1, doze (37,5%) como grau 2 e cinco (15,6%) como grau 3. A associag@o entre os escores da

fibrose Metavir e a atividade global Metavir apresentou uma correlagdo linear positiva, com p

< 0,001, mostrando que a medida que os escores da fibrose Metavir aumentam, linearmente

também aumenta a atividade do Metavir (Figura 18).
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Figura 17 - Indicador de atividade inflamatoria, corados por hematoxilina-eosina, com
aumento de 400x. (A) Atividade periportal. (B) Atividade lobular, mostrando hepat6lise
(seta).

3 ° ° p <0,001 e

Atividade Global do Metavir

R Sq Linear = 0,431

0 T T T T
1 2 3 4

Fibrose Metavir

Figura 18 - Correlagdo linear de Spearman entre os escores da fibrose Metavir e a atividade
global Metavir

Com relagdo a distribui¢ao dos graus de fibrose, segundo a classificagdo de Ishak,
foi observada maior freqiiéncia dos graus 0 e 1 (9 individuos, 28,1%, cada). O grau 2 foi
apresentado por 3 pacientes (9,4%), grau 3 por 4 individuos (12,5%), grau 4 por apenas 1
(3,1%), grau 5 por 2 pacientes (6,3%) e grau 6 por 4 pacientes (12,5%).

A associagdo entre fibrose, segundo a classificacdo de Ishak, e as variaveis
clinicas dos portadores do VHC foi analisada. Segundo esta classificagao, observou-se que em
todas as bidpsias hepdticas de pacientes do sexo feminino havia fibrose (p=0,035), enquanto
que 9 homens (39,1%) ndo apresentavam fibrose. Com relagdo a esteatose microgoticular, foi
observado um maior percentual de individuos com fibrose (94%) entre aqueles com esteatose
leve ou moderada (p=0,0113). Observou-se correlacdo estatisticamente significante entre os
escores da fibrose Ishak e presenga de quadro histologico de esteato-hepatite (p=0,0098,
r=0,4714), esteatose macrogoticular (p=0,0169, 1r=0,4193) e esteatose microgoticular
(»p=0,0113, r=0,442). Demais variaveis clinicas, como IMC e ingestdo de alcool, nao

demonstraram, associacdes estatisticamente significantes. A tabela 4 mostra a distribui¢ao da
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fibrose, avaliada pelo sistema de Ishak, entre as varidveis: ingestdo de alcool, IMC e

percentual de hepatdcitos com esteatose micro e macrogoticular.

Tabela 4 - Distribuicdo da fibrose, avaliada pelo sistema de Ishak, segundo as varidveis
ingestdo de alcool, IMC e percentual de hepatdcitos com esteatose micro € macrogoticular.

Fibrose Ishak

Grau 0 Graul Grau 2 Grau3 Grau4 Graus Grau 6
n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)

Consumo de Alcool

>50g/dia 1 (20) 0(0) 0(0) 2(40) 1(20) 0(0) 1 (20)
IMC (em kg/m?)
Normal 3(33,3) 6(66,6)  0(0) 000) 0@ 0(0) 0(0)

Sobrepeso/Obesidade 1 (7,0)  3(23)  2(153) 2(153) 0(0) 2153) 3(23)

Esteatoses

% de hepatdcitos

com esteatose 0,86 7,36 1,32 7,58 20,98 12,92 4,18
macrovesicular

% de hepatdcitos

com esteatose 2,06 23,42 0,88 18,71 8,74 20,32 9,53
microvesicular

Os padrdes de fibrose pericentrolobular e perissinusoidal difusa também foram
determinados a partir da analise das bidpsias. Vinte e dois individuos (68,8%) nao
apresentaram fibrose pericentrolobular 7 (21,9%) apresentaram-na de forma leve e 3 (9,4%)
apresentaram-na de forma moderada. A distribuicdo da fibrose perissinusoidal difusa
mostrou-se semelhante: 22 individuos (68,8%) ndo apresentaram esta forma da fibrose, 9
(28,1%) apresentaram-na de forma leve e 1 (3,1%) apresentou-a de forma moderada. A
associacao das fibroses perivenular e perissinusoidal difusa com parametros como: sexo,
IMC, consumo de alcool, esteatose macrogoticular e esteatose microgoticular ndo apresentou

resultado estatisticamente significante.

O quadro 8 resume os resultados quanto a analise das laminas de bidpsia em
relacdo a atividade periportal, atividade lobular, balonizagdo hepatocelular e deposicdo de
ferro (Figura 19). Observa-se percentual alto de individuos com atividade periportal de grau

2 (56,3%) e atividade lobular de grau 1 (59,4%). Aproximadamente, setenta e dois por cento
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dos individuos apresentaram balonizagdo leve e mais de 93% dos pacientes ndo apresentaram

evidéncias de deposi¢ao de ferro.

Figura 19 - Bidpsias mostrando balonizagdo hepatocelular e deposicdo de ferro. (A)
Coloragdo de Hematoxilina-Eosina, evidenciando balonizacdo hepatocelular moderada
(200x). (B) Coloracao de Perl’s, com aumento de 200x, mostrando sobrecarga de ferro (seta).

Alteracoes Histologicas
Atividade Periportal
0
1
2
Atividade Lobular
0
1
2
Balonizac¢ao
Ausente
Leve
Moderada
Deposi¢ao de Ferro
0

n (%)

3(9,4)
11 (34,4)
18 (56,3)

8 (25)
19 (59,4)
5(15,6)

3(9,4)
23 (71,9)
6 (18,8)

30 (93,7)
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| 1 2 (6,3)

Quadro 8 - Resultado da leitura das laminas de biopsia, segundo andlise de atividade
periportal, atividade lobular, balonizagao e deposi¢ado de ferro.

5 DISCUSSAO

5.1 Idade e sexo

Nos dados analisados, a média da idade dos pacientes foi de 46,7 anos (31- 75),
observando maior prevaléncia de pacientes do sexo masculino (71,9%). Vérios trabalhos
mostram resultados semelhantes aos de nossa pesquisa. O estudo de Hourigan e colaboradores
(1999) mostram que a prevaléncia do sexo masculino foi de 73% e a média da idade foi de 37
anos. Fartoux e colaboradores (2005) e Serfaty e colaboradores (2002) também descrevem
dados semelhantes. Leandro e colaboradores (2006) descrevem, em metanalise, a relagao de
3.068 pacientes portadores do VHC em vdrias regides, com as médias das idades variando

entre 39,2 a 49,9 e uma maior prevaléncia do sexo masculino (Tabela 5).
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Tabela 5 - Relagdo da média das idades dos pacientes portadores de hepatite pelo virus C e

distribuicao por sexo, segundo Leandro et al. (2006).

Centro n Média da idade (anos) Masculino (%)
San Giovanni Rotondo 605 49,9 60,3
Népoles 282 473 63,5
Bergamo 300 44,6 68,7
Vicenza 351 39,6 76,6
Torino 198 46,0 64.6
Geneve 303 45,8 68,3
Paris 266 43,5 50,4
Sydney 379 41,3 68,3
Brisbane 252 39,2 69.8
San Francisco 132 47,8 57,6
Total 3068 44,7 65,2

Pacientes do sexo feminino obtiveram média de idade de 50,56 anos (36-75),
enquanto que a média da idade do sexo masculino apresentou-se menor que o feminino, 44,87
(31-63).

Foi observada diferenca estatisticamente significante em relacdo a média da idade
dos pacientes e os graus de esteatose macrogoticular (insignificante versus leve/moderada),
(p=0,001). Esses resultados nos indicam que a esteatose, em graus mais avancados
(leve/moderado), tende a ser mais predominante nos grupos de pacientes com média de idade
mais elevada.

Em relagdo aos sexos, a fibrose classificada pelos critérios de Ishak foi associada
ao sexo feminino (p=0,045). Embora o escore 0 da fibrose Metavir apresentou-se mais
prevalente no sexo masculino (p=0,035), ndo houve associagdo entre fibrose Metavir
avancada e os géneros. Nossos resultados discordam da maioria dos autores, onde ¢ descrita a
associacdo significante com o sexo masculino na progressao da fibrose (FREEMAN et al.,
2001; KENNY-WALSH, 1999; POYNARD et al, 2001). Entretanto, uma explica¢do
plausivel para a observagao da fibrose (Ishak) se relacionar ao sexo feminino reside no fato de
que pacientes do sexo feminino apresentaram média de idade maior que os homens. Poynard e
colaboradores (2001) descrevem um modelo de progressdao de fibrose no qual a idade e o
inicio da infec¢do sdo fatores importantes para o progndstico da hepatite C. Este modelo
estabelece que a progressao da fibrose aumenta exponencialmente com a idade e a época do
inicio da infec¢do. Dessa maneira, um paciente pode ter minima ou nenhuma fibrose depois
de duas décadas de infeccao, mas em subseqiientes décadas e apds 50 anos de idade, a fibrose

pode se desenvolver rapidamente.
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5.2 Fibrose e esteatose

Quando comparados a fibrose Ishak e os graus de esteatose microgoticular, foi
verificada associacdo estatisticamente significante (p=0,0113). O mesmo ndo se observou em
relacdo a fibrose Metavir. Entretanto, ndo foi possivel correlacionar nossos achados com os
apresentados na literatura, visto que a maior parte dos estudos ndo faz distingdo entre
esteatose microgoticular e esteatose macrogoticular (ADINOLFI et al., 2005; FARTOUX et
al., 2005; GUIDI et al.,, 2005; HOURIGAN et al.,, 1999; LEANDRO et al., 2006;
PERUMALSWAMI et al., 2006; SOLIS-HERRUZO et al., 2005).

A esteatose tem sido citada como uma caracteristica histologica comum do VHC,
mas permanece incerto se estd relacionada diretamente com o virus, ou se ¢ secundaria a
fatores do hospedeiro. Tem sido sugerido que a esteatose pode representar um efeito
citopatico direto do VHC. Em razdo disso, foi demonstrado, através de modelo experimental
com ratos transgénicos, o desenvolvimento de esteatose hepatica progressiva quando da
expressdo do gene core do VHC nestes animais. A proteina core codificada ¢ também
detectada em figado de pacientes com infec¢do pelo VHC, sendo sua expressao semelhante ao
que ocorre em hepatdcitos de ratos transgénicos (MORIYA et al., 1998). Os mecanismos pelo
quais a superexpressdao da proteina core pode promover acumulo de triglicerideos nos
hepatécitos de ratos permanecem desconhecidos. MORIYA e colaboradores (1998), tém
sugerido que a proteina core pode promover a alteragdo da estrutura dupla normal da
mitocondria e produzir a esteatose pelo desarranjo no processo de oxidagdo da gordura. A
esteatose ¢ também descrita como um importante co-fator no aumento da atividade da
necroinflamacdo, acelerando a fibrose no paciente portador do VHC (ADINOLFI et al.,
2001).

De algum modo, a esteatose pode estar associada ao desenvolvimento das
alteragdes inflamatorias e fibrose no processo do stress oxidativo (DAY; JAMES, 1998). O
stress oxidativo tem origem na disfuncdo mitocondrial induzida por virus, levando a morte
celular (HOURIGAN et al., 1999). Estudos em animais tém mostrado que a peroxidagdo
lipidica ocorre tanto na esteatose aguda como na cronica induzida por virus ou drogas
(BERSON et al., 1998; DAY; JAMES, 1998). A peroxidagao lipidica ¢ associada a ativacao
das células estelares e a sintese do colageno tipo 1 (PAROLA et al., 1993). Na infecgdo
cronica pela hepatite C, a esteatose se correlaciona com a peroxidagdo lipidica por ser

encontrada em 4areas de fibrinogénese ativa (FARINATI et al., 1995). Alguns trabalhos
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transversais mostram que a esteatose, em pacientes portadores de VHC, estd associada a
fibrose (CZAJA et al., 1998; HOURIGAN et al., 1999; LEANDRO et al., 2006; ONG et al.,
2001). No estudo de Westin e colaboradores (2002) baseado na evolugdo de duas bidpsias
hepaticas, decorrido determinado tempo, foi demonstrado que a esteatose encontrada na
biopsia inicial relaciona-se a maior progressao da fibrose no seguimento das bidpsias.

Além da progressao da fibrose, a esteatose parece ter um efeito negativo no
padrdo de resposta ao tratamento com interferon. H4 evidéncias que sugerem a contribui¢do
da esteatose na carcinogénese hepatica. Foram acompanhados 161 pacientes com VHC por 15
anos, Ohata e colaboradores (2003) demonstraram neste estudo uma associacao significante
do carcinoma hepatocelular e a esteatose.

Outras manifestacdes extra-hepaticas podem estar relacionadas a esteatose e ao
VHC, como o diabetes tipo 2 e a aterosclerose (LONARDO et al., 2004). H4 evidéncias
clinicas e experimentais de que o VHC promove o aumento dos produtos reativos do
oxigénio, a peroxidacao lipidica e a resisténcia insulinica (FARINATI et al., 1995; OKUDA;
BEARD, 2002; SHINTANI et al., 2004).

Em nosso estudo, a esteatose microgoticular foi verificada em 53% dos pacientes,
enquanto a esteatose macrogoticular foi observada em 34,4%. Esses achados s3o semelhantes
aos relatados por Guidi e colaboradores (2005) que descrevem esteatose em 49% das 102
bidpsias hepaticas em pacientes portadores do VHC. De forma similar, Adinolfi e
colaboradores (2005), em sua revisdo de artigo sobre VHC, descrevem uma percentagem ao
redor de 55%; Hourigan e colaboradores (1999) relatam que um indice préximo a 61% das
biopsias, enquanto que Serfaty e colaboradores (2002) encontraram 51% de esteatose em

bidpsias hepaticas de seus pacientes.

5.3 Indicador de atividade inflamatoria

Na aplicacdo do teste de Spearman, houve correlagdo entre os escores da fibrose
Metavir e a atividade global, foi encontrado uma correlacdo linear positiva, com relevante
significancia p<0,001. Ao se examinar as atividades periportal/peri-septal e lobular, foi
observada a presenga de atividade periportal em 90,7% das biopsias, enquanto que a atividade
lobular existia em 75% das amostras. A balonizagdo esteve presente em 90% dos casos
estudados nas formas leve e moderada. O infiltrado linfocitario foi predominante e esteve

presente em todas as biopsias.
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Hourigan e colaboradores (1999) também obtiveram resultados semelhantes, onde
os graus 2 e 3 da atividade periportal aumentaram linearmente com os escores 3 e 4 da fibrose
Metavir. Nossos resultados estdo de acordo também com o trabalho longitudinal de Yano e
colaboradores (1996), onde ¢ descrito que a necroinflamacgado inicial das bidpsias hepaticas
teve valor preditivo para o desenvolvimento da cirrose em pacientes de hepatite C. Serfaty e
colaboradores (2002), adicionalmente, em seu estudo, consideraram a necroinflamagao como
um fator de risco para a piora da fibrose. Em estudo de metanélise de 3.068 individuos com
VHC de gendtipos diferentes, foi encontrada a associacdo significante entre a fibrose e a
atividade inflamatdria em todos os tipos de genotipos (LEANDRO et al., 2006).

Os fatores envolvidos na transicdo da esteatose e no processo inflamatério
permanecem incertos. Embora ndo aceita por alguns autores, investigadores tém proposto a
teoria de duas fases. Enquanto que, na primeira fase, envolve a esteatose, na segunda fase esta
incluso o stress oxidativo (CHITTURY; FARRELL, 2001, JAMES; DAY, 1999). A
disfungdo mitocondrial pode ter um papel central na indugdo do stress oxidativo
(PESSAYRE; MANSOURI; FROMENTY, 2002).

A degeneracdo em balonizag¢do foi encontrada na grande maioria dos hepatdcitos
dos pacientes com VHC. Esteve ausente em apenas 3 pacientes, ¢ a forma severa da
balonizagao nao foi encontrada. A maior parte dos casos, a balonizacao hepatocelular foi vista
na forma leve, 71,8%, enquanto que 18,7% da balonizagdo foi considerada moderada. Solis-
Herruzo e colaboradores (2005), no estudo histoloégico dos pacientes com VHC e esteato-
hepatite, descrevem resultados semelhantes, encontrando baloniza¢do em 100% dos pacientes.

Em relacdo ao aumento das transaminases, os pacientes com escores 2 ¢ 3 de
atividade Metavir apresentaram média de 101,38 da AST (2,74 vezes ao valor normal) e
média de 126,44 da ALT (1.9 vezes ao valor normal). Por outro lado, os escores 0 e 1 da
atividade Metavir relacionaram-se ao aumento discreto dessas enzimas [(média da AST =
69,93 (1.89) e média da ALT = 113,15 (1.7) ]. Mihm e colaboradores (1997) demonstraram
que o aumento sérico da ALT esteve mais associado a atividade inflamatdria ou a esteatose.
Com os nossos resultados, entendemos que o aumento médio das transaminases esta

associado ao aumento da gravidade da inflamagao.

5.4 Indice de massa corporea

Em nosso estudo, a fibrose classificada pelo sistema de escore Metavir apresentou

associacdo estatisticamente significante com o IMC (p=0,0111). O mesmo ndo ocorreu em
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relacdo a fibrose avaliada através do método proposto por Ishak (p=0,4259). Nossos dados
sugerem que o aumento da massa corporal corrobora com a progressdo da fibrose nos
portadores do VHC. A diferenca encontrada entre as fibroses pode ser explicada pelo fato de
que o sistema de avaliagdo proposto por Ishak ¢ mais detalhado e, portanto, as categorias de
fibrose sdo mais numerosas, podendo influenciar no resultado final.

Em nossos resultados, ndo houve associagdo estatisticamente significante entre o
indice de massa corporea e esteatose, tanto macrogoticular quanto microgoticular, ou esteato-
hepatite diagnosticada histologicamente (p=0,4070, p=0,3499 e p=0,1564, respectivamente).
Esses resultados discordam daqueles encontrados por alguns autores (HOURIGAN et al.,
1999; PERUMALSWAMI, et al., 2006; SOLIS-HERRUZO et al., 2005). Por outro lado, eles
sdo semelhantes aqueles apresentados por outros autores (ADINOLFI et al., 2001; GUIDI et
al., 2005; WESTIN et al., 1999). Provavelmente, a associacdo do IMC/esteatose em nosso
trabalho ndo apresentou resultado significante em decorréncia dos pacientes apresentarem um

baixo indice da média do IMC, associado a uma amostra relativamente pequena.

5.5 Alcool

Nao foi observada a associacdo estatisticamente significante entre a ingestao de
alcool e os graus de esteatose microgoticular e macrogoticular, como também entre o
consumo de etanol e esteatohepatite (p=0,8756, p=0,9499 e p=0,0683, respectivamente).
Igualmente, nossos resultados ndo mostraram associacao estatisticamente significante entre a
ingestdo de alcool e a fibrose Metavir (p=0,4947) como também entre a fibrose avaliada pelo
método de Ishak (p=0,4328) e consumo de etanol.

Viérios estudos tém descrito que o alto consumo de alcool (acima de 50 g/dia) esta
associado a gravidade da fibrose (CHOLET et al., 2004; KHAN; YATSUHASHI, 2000;
POYNARD et al., 2001; WILEY et al., 1998). O alcool ¢ considerado também por alguns
autores como fator de risco para a progressdo da hepatite cronica pelo VHC. Wiley e
colaboradores (1998) mostraram a evolugdo da enfermidade em 2 grupos de pacientes
portadores de VHC, sendo que um dos grupos fazia uso de alcool e o outro grupo ndo ingeria
alcool. Mais da metade dos individuos que ingeriam &lcool evoluiu para cirrose, enquanto
menos de um quarto do nimero de pacientes que ndo ingeriam etanol evoluiram para tal
desfecho. Adicionalmente, Geissler e colaboradores (1997) descrevem que o uso cronico do

etanol pode afetar a resposta imune celular frente a infecgao viral pelo VHC.
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Por outro lado, o baixo consumo de alcool menor de 50g/dia parece ter pouca
importancia no aumento estimado da progressao da fibrose em relacdo aos que nao bebem.
Contudo, esta diferenga ndo ¢ estatisticamente importante quando associadas a outras
variaveis tais como: idade, sexo e peso corporal (RODRIGUES et al., 2004). Provavelmente
nossos resultados ndo mostraram associagdo estatisticamente significante entre alcool e
esteatose ou fibrose, porque ou havia baixo consumo de alcool ou nao havia consumo de

alcool em 75% dos individuos avaliados.

5.6 Ferro

O ferro tem sido citado como uma caracteristica comum em algumas doengas
cronicas hepaticas, tais como o etilismo, a esteatohepatite ndo-alcoolica e a hepatite pelo virus
C (DI BISCEGLIE et al., 1992). Em nosso estudo, apenas 2 casos (6.3%) apresentavam
deposicao de ferro significativa e se encontravam no estagio 2 de fibrose avaliada pelo
método de Ishak, ndo havendo associagdo estatisticamente significante. A literatura tem
descrito a sobrecarga hepatocelular de ferro associada a hepatite cronica pelo virus C
(SEBASTIANI et al., 2006; TUNG; KOWDLEY et al., 1999). Por outro lado, alguns autores
ndo demonstraram associag¢ao entre a sobrecarga de ferro e a fibrose na vigéncia de esteato-
hepatite ndo-alcoolica (DANTAS et al., 2002; MATTEANI et al., 1999; YOUNOSSI, 1999).
Hourigan e colaboradores (1999), adicionalmente, ndo encontraram correlagdo entre a
sobrecarga de ferro, esteatose e fibrose, o que sugere que o papel da sobrecarga de ferro pode

nao ser importante na fibrogénese em pacientes portadores do VHC.

5.7 Fibrose perissinusoidal e perivenular

A fibrose perivenular (denominada também como pericentrolobular) esteve
ausente em 68,8% das laminas observadas, e a forma severa nao foi vista. A forma leve foi
observada em 21,9% dos casos, enquanto que a moderada foi visualizada em 9,4%. A fibrose
perissinusoidal difusa esteve também ausente em 68,8%, ¢ a forma acentuada ndo foi
encontrada; a forma leve foi vista em 28,1% e a moderada em apenas 3,1%. Tanto a fibrose
perivenular como a perissinusoidal ndo est4 associada estatisticamente a varidveis como sexo,
alcool, IMC, esteatose macro e microgoticular. Alguns autores t€ém mostrado que a fibrose
pericentrolobular ¢ a percussora da cirrose (WORNER; LIEBER, 1982). No entanto, este tipo

de estudo longitudinal ndo pode ser realizado em nossa pesquisa.
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5.8 Esteato-hepatite

A andlise de esteato-hepatite foi realizada a partir da correlagdo entre diversas
caracteristicas histologicas, segundo a classificagdo proposta por Brunt e colaboradores
(1999) e Kleiner e colaboradores (2005). As duas propostas para esteato-hepatite foram
utilizadas para que se obtivesse maior confiabilidade nos resultados. Resultados concordantes
eram imediatamente aceitos, enquanto que resultados discordantes eram analisados mediante
a presenga de algum grau de esteato-hepatite encontrado na classificacdo de Brunt, para

confirmacao da EHNA.

A andlise comparada entre a distribuicdo da esteato-hepatite segundo Kleiner e
Brunt entre os individuos permitiu a verificacdo de uma correlagdo linear positiva entre as
duas classificagdes (p = 0,0002). Desta maneira, os individuos analisados foram classificados

como apresentando esteato-hepatite ou nao.

Dentre os individuos analisados neste estudo, dezoito pacientes apresentavam
esteato-hepatite em associacdo com o VHC. As médias dos niveis séricos das transaminases
(AST e ALT) estiveram elevadas nos pacientes com EHNA. Em recente estudo de doadores
sanguineos assintomdticos, a EHNA foi a causa mais comum da ALT elevada
(POURSHAMS et al., 2005). Ortiz e colaboradores (2002) concluiram, em seu trabalho sobre
pacientes portadores do VHC, que as variaveis como a obesidade, idade avangada da infec¢do
e o nivel da ALT elevada foram fatores preditivos para rapida progressdo da doenca. Em
estudo longitudinal, o nivel elevado da ALT na biodpsia inicial se correlacionava com a piora
da fibrose hepatica ( MARCELILIN P.; 1999; GHANY et al.; 2000; ALBERTI et al.; 2001).
Por outro lado, pacientes com ALT persistentemente normais tém apresentado melhor

evolugdo da doengca (MARTINOT-PEIGNOUX et al.; 2001; MARCELILIN P.; 1999).

Sanyal e colaboradores (2003) realizaram estudo comparativo entre a progressao
da cirrose em individuos com esteato-hepatite ndo-alcoolica ou hepatite C. Seus resultados
mostraram que pacientes com hepatite C progridem de forma mais grave e rdpida para a
cirrose que aqueles com EHNA. De acordo com Sanyal (2003), espera-se que muitos
individuos apresentem doenga gordurosa hepatica ndo-alcodlica (DHGNA) associada a
hepatite C, partindo-se do pressuposto que a DHGNA afeta de 13 a 15% da populagdo

mundial e a hepatite C esta presente em, aproximadamente, 1,8%.
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Em nosso estudo, a esteato-hepatite histologicamente diagnosticada esteve
estatisticamente associada a fibrose Metavir ou Ishak. Bedossa e colaboradores (2007)
realizaram estudo prospectivo com 24 pacientes portadores da hepatite C associada a EHNA,
94 pacientes com VHC e esteatose e 178 individuos portadores de VHC somente. Foi
observado que os niveis de AST, esteatose ¢ atividade Metavir foram maiores entre os
individuos portadores do VHC e com esteato-hepatite. Assim, pacientes com hepatite cronica
pelo virus C e esteato-hepatite diferiram, significativamente, daqueles com VHC e esteatose
ou somente com o VHC, de acordo com parametros metabdlicos e bioldgicos e com lesdes
histopatologicas mais avangadas. Também no trabalho de Ong e colaboradores (2001)

encontrou-se EHNA como um fator independentemente associado a gravidade da fibrose.

Varios mecanismos tém sido presumidamente envolvidos na patogénese da
NAFLD, principalmente a injaria hepatica mediada por endotoxinas e citocinas, pelo estresse
oxidativo, e hiperinsulinemia e hiperglicemia (CHITTURI & FARRELL, 2001; DAY &
JAMES, 1998). De acordo com uma das hipoteses, o supercrescimento da populacao
bacteriana intestinal poderia ser responsavel pela produgdo de citocinas como TNF-a que
causaria um distirbio da oxidacdo dos acidos graxos, levando a esteatose e esteato-hepatite
(WIGG et al., 2001). Outra hipdtese seria que o estresse oxidativo teria o papel central na
patogénese da NAFLD, onde a oferta excessiva de lipidios para a mitocondria poderia
promover a reducdo da beta-oxidagdo e aumento da producao de espécies reativas do oxigénio
(ROS, sigla de reactive oxygen species) (YANG et al., 1997). As ROS causam peroxidacao
lipidica seguida de ativagdo da resposta inflamatéria e de células estelares levando a

fibrogénese (CURZIO et al., 1985; DANTAS et al., 2002).

Em nosso estudo ndo se observou associagdo estatisticamente significante entre a
esteato-hepatite histologicamente diagnosticada e o IMC (p=0,1564). No entanto, dentre os
individuos com sobrepeso ou obesidade, 92,3% apresentavam esteato-hepatite. Estudos
iniciais sobre EHNA a descrevem como uma doenca relacionada a obesidade, entretanto,
atualmente, sabe-se que outras varidveis estdo associadas ao desenvolvimento desta doenca,
como doengas infecciosas hepaticas, diabetes e hipertensao arterial (DANTAS et al., 2002;
TELI et al., 1995; POWELL et al., 1990). Alguns questionamentos surgiram a partir destes
resultados. Ja que a esteato-hepatite histologicamente diagnosticada esta relacionada a fibrose
hepética, como também ocorre com o IMC, existe a possibilidade de que a esteatose induzida
pelo VHC esteja mais relacionada ao processo de fibrogénese que propriamente ao IMC. Em

estudo realizado por Solis-Herruzo e colaboradores (2005), com 47 pacientes portadores do
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VHC e EHNA, 51 pacientes somente portadores do VHC e 85 individuos com EHNA, os
autores sugeriram que o sobrepeso poderia induzir esteato-hepatite em pacientes com hepatite
C cronica. Neste trabalho foram observados indices de massa corporea maiores entre 0 grupo
com esteato-hepatite ¢ VHC em relacdo aos individuos somente portadores do VHC. Desta
forma, o IMC foi o unico fator, independentemente, associado a presenca de EHNA. Diante
destes dados da literatura, necessitamos aumentar, em estudo subseqiiente, o numero de
individuos avaliados como também seu seguimento clinico para dirimirmos estes

questionamentos.

Neste trabalho avaliamos as alteragdes histoldgicas relacionadas a hepatite cronica
pelo virus C. Dessa forma, foi possivel determinar fatores e caracteristicas que se
correlacionam com a progressdo da fibrose, bem como o provavel papel da esteatose como
coadjuvante nesse processo patoldgico. A dificuldade de obtencdo de dados clinicos e
laboratoriais completos ¢ de aquisi¢do de fragmentos de bidpsia adequados refletiu em um
numero reduzido de pacientes estudados. Entendemos que se torna importante a realizagao de
estudos longitudinais com um maior nimero de pacientes, direcionados a analise da relagdo
entre a esteatose microgoticular e macrogoticular e sua influéncia na progressao da fibrose,
em pacientes portadores do VHC. Ademais, a presenga de esteato-hepatite também se
mostrou significativa quando associada a progressao da fibrose. Uma das dificuldades
encontrada na analise dos resultados foi o numero escasso de trabalhos referentes a avaliacao
da associagdo entre esteato-hepatite, hepatite C e progressao do dano hepatico. Assim, estudos
voltados, diretamente, para esta questdo fazem-se necessarios para que se possa compreender
melhor esta relacdo, a fim de estabelecer estratégias adequadas de prevengao e tratamento do

problema.



6 CONCLUSOES

* Entre os pacientes portadores do VHC, a presenca da esteatose microgoticular e
macrogoticular correlacionou-se com estagios fibroticos hepaticos mais avangados,
segundo método de Ishak.

* A atividade inflamatoéria global, classificada através do sistema Metavir, se
correlacionou linearmente com a piora da fibrose.

A esteato-hepatite, diagnosticada inicialmente pelo patologista, e confirmada
histologicamente pelo método de Kleiner e/ou Brunt, apresentou correlacdo com
estagios fibréticos hepaticos avaliados pelo sistema Metavir e Ishak.

* O indice de massa corporea apresentou correlacdo com a fibrose avaliada pelo sistema
Metavir.

* Os niveis mais avangados da esteatose macrogoticular se correlacionaram com o
aumento da média da idade.

*  Os individuos portadores de VHC associado a esteatohepatite se correlacionaram

significantemente com as médias da AST e ALT, em relacdo aos pacientes somente

com VHC.
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ANEXO A - FICHA DE COLETA DE DADOS

DEPARTAMENTO DE PATOLOGIA E MEDICINA LEGAL

i UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARA
& PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM PATOLOGIA

FICHA CLINICA PARA COLETA DE DADOS EM PRONTUARIOS DOS
PARTICIPANTES DA PESQUISA INTITULADA: “ESTUDO HISTOPATOLOGICO DA
ESTEATOSE NA HEPATITE CRONICA PELO VIRUS C NO ESTADO DE CEARA”

COLETA DE DADOS
Identificaciao
Nome: RG:
Nasc.: Idade: Cor: Escolar.:
Naturalidade: Procedéncia:
Anamnese
Peso: Altura: IMC:
Diabético? Ha quantos anos?
Alcoolatra? H4 quantos anos? Quantidade (g/dia):
Fumante? Hé quantos anos? Quantidade:

Outras doengas:
Historia da doenca
Tempo de infec¢ao:
Modo de transmissao (uso de drogas / transf. sangue):
Abdomen (ascite):

Exames

Proteinas: Albumina: Globulina:
Plaquetas: INR:

Bilirrubina total: Fosfatase alcalina: GGT:
AST (TGO): ALT (TGP):

PCR-RNA: Genotipo:

Bidopsia

Numero: Data:

ANEXO B - AUTORIZACAO

Carta de resposta a autorizacio

No dia 25 de outubro de 2006 foi solicitado a editora a permissao para uso de figuras do livro

intitulado: “Bases patoldgicas das doenga”, da 7* edigdo dos autores Robbins ¢ Contran. As



&5

figuras solicitadas para uso na dissertagdo de mestrado foram: 18-13; 18-14; 18-17; 18-19 ¢
18-20. O parecer foi favoravel com a ressalva de sinalizar a origem e editora. Abaixo segue

descrita a autorizagao.

A autorizagdo ¢ ofertada, porém € necessario sinalizar a origem das imagens e a editora que

detém os direitos.

Vitor Liberatori

Supervisor de Marketing Direto Fisico e Telemarketing
Elsevier Brasil

@& Central de Atendimento: 0800 265 340

“B www.campus.com.br

[=7] v.liberatori@elsevier.com.br

ANEXO C - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

“TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO PARA
PARTICIPACAO EM PESQUISA SOBRE ESTUDO HISTOPATOLOGICO DA
ESTEATOSE NA HEPATITE CRONICA PELO VIRUS C NO ESTADO DO CEARA”

Estou realizando uma pesquisa com o objetivo de avaliar o grau de esteatose, isto &,

de gordura em hepatocitos (células do figado), de pacientes portadores do virus da hepatite C.


http://br.f359.mail.yahoo.com/ym/Compose?To=v.liberatori@elsevier.com.br
http://www.campus.com.br/
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Esta pesquisa pretende estudar tais hepatocitos em exame de bidpsia de pungdo do figado,
que se faz freqiientemente antes do tratamento para esta infeccdo. Vale salientar que o
conhecimento do grau de esteatose que ocorre no figado destes pacientes ¢ importante para a
compreensdo do mecanismo de formagdo de fibrose neste figado, o que pode permitir a
melhor adequagao do tratamento e futura prevencdo da cirrose. Serdo analisados fragmentos
de figado retirados antes do tratamento para hepatite pelo virus C e serd realizada uma
morfoldgica da fibrose por coloragdes especiais.

Esclarecemos que:

1. Sua participagdo da pesquisa devera ser de livre e espontanea vontade;
2. Sua identidade serd mantida em segredo;

3. Nao hé riscos para vocé ao participar da pesquisa;

4. Voce podera desistir de participar da pesquisa a qualquer momento;

5. S6 serdo usados fragmentos do figado que ja foram retirados antes do tratamento (ou
seja, vocé ndo realizard novos exames para a pesquisa) ou fragmentos que serao
retirados antes do tratamento, para definicdo do quadro histologico (ou seja, assim

mesmo vocé ndo fard uma biodpsia adicional para o estudo desta pesquisa

6. A presenca ou auséncia de fibrose normalmente ja ¢ informada por ocasido da analise
rotineira do laudo de bidpsia do figado e encontra-se disponivel em seu prontudrio;
portanto, sua participagdo na pesquisa ndo ird alterar seu tratamento e

acompanhamento;

7. Vocé€ podera ter acesso as informacgdes sobre os procedimentos relacionados a

pesquisa a qualquer momento;

8. Vocé so devera assinar este documento apos ter sido devidamente esclarecido e ter

entendido o que foi explicado.

Em qualquer etapa do estudo, vocé terd acesso aos profissionais responsaveis pela
pesquisa para esclarecimento de eventuais duvidas. Os investigadores e orientador ¢ o Dr.
José Telmo Valenga Junior que pode ser encontrado no endereco Departamento de Patologia e
Medicina Legal, Universidade Federal do Ceara, Rua Monsenhor Furtado, S/N. Rodolfo
Teodfilo, Fortaleza. Telefone(s) (085) 3288-8301 ou 3288-8320 e Helio Angelo Donadi,
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mestrando do programa de Pds-Graduag¢do do Departamento de Patologia e Medicina Legal
que pode ser encontrado nos enderegos e telefones acima referidos. Em caso de davida ou
alguma consideragdo sobre a ética da pesquisa, entre em contato com o Comité de Etica em

Pesquisa do Hospital Universitario Walter Cantidio; telefone: (85) 4009-8346.

Fortaleza, de de

Assinatura do paciente

Assinatura do responsavel pelo paciente (se menor de idade)

Assinatura do responsavel pelo estudo

ANEXO D - PROTOCOLOS DE COLORACAO

Tricromico de Masson:

» Desparafinar 10 minutos no xilol, hidratar em alcoois com lavagem rapida por 3x, lavar em
agua destilada.

» Deixar de 1 a 24 horas em alumem de ferro a 5%.

» Lavar em agua corrente por 3 minutos.

» Mergulhar por 15 minutos em Hematoxilina de Heidenhain

» Lavar em agua corrente por 3 minutos

» Mergulhar em alcool picrico por 5 minutos para processo de diferenciagao.
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» Lavar em agua corrente até azular por 10 minutos.

» Colocar por 5 minutos na mistura de Ponceau-Xilidina.

» Mergulhar em agua acetificada

» Lavar em agua destilada.

» Diferenciar no acido fosfomolibdico a 40-45 graus Celsus durante 10 minutos.
» Lavar em agua destilada.

» Corar pelo azul de anilina por 3 minutos.

» Desidratar em alcoois e diafinizar em xildis.

» Proceder a montagem em balsamo.

Hematoxilina-eosina

» Desparafinar 10 minutos no xilol, hidratar em alcoois com lavagem rapida por 3x, lavar em
agua destilada.

» Deixar por 10 minutos na hematoxilina

» Lavar em agua corrente

» Mergulhar na agua por 10 minutos para azulecer

» Realizar lavagem rapida na eosina

» Lavar em agua corrente.

» Lavar em alcool e xilol por 3x cada.

» Proceder a montagem.

Perl’s

» Preparar a solugdo A com ferrocianeto de potassio na propor¢ao de 2g, adicionar 36ml de
agua destilada e 4ml de 4cido cloridrico concentrado.

» Montar a solucdo B com 0,2g de safranina, adicionar 99ml de agua destilada, e 1ml de
acido glacial.

» Desparafinar 10 minutos no xilol, hidratar em alcoois com lavagem rapida por 3x, lavar em
agua destilada

» Lavar na solugdo A.

» Lavar em agua corrente

» Contrastar rapidamente na solugdo B.



» Lavar em alcool e xilol por 3x cada.

» Proceder a montagem.

ANEXO E - ACEITE COMITE DE ETICA
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Of. N° 120/05 ‘Fortaleza, 11 de margo de 2005
Protocolo COMEPE n° 22/05

Pesquisador responsavel: Jos¢ Telmo Valenga Jinior

Dept./Servigo: Hospital Universitario Walter Cantidio HUWC/UFC

Titulo do Projeto: "Estudo histopatologico da esteatose na hepatite crbnica pelo
virus C no estado do Ceara"

Levamos ao conhecimento de V.5%. que o Comité de Etica em Pesquisa e do
Complexo Hospitalar da Universidade Federal do Ceard ~ COMEPE, dentro das
normas que regulamentam a pesquisa em seres humanos, do Conselho Nacional de
Satide — Ministério da Saiide, Resolugio n°196 de 10 de outubro de 1996 e Resolugdo
n® 251 de 07 de agosto de 1997, publicadas no Diério Oficial, em 16 de outubro de
1996 ¢ 23 de setembro de 1997, respectivamente, aprovou o projeto supracitado na
reunido do dia 24 de fevereiro de 2005.

Outrossim, informamos, que o pesquisador deverd se comprometer a enviar
o refatdrio parcial e final do referido projeto.

Atencrosamente,

Dra. Minan Parente Monteiro
Goordenadora Adjunta do Comits
da Elica sm Pesquisa
COMEPE/UFC
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