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RESUMO

A cirrose hepatica é uma condicdo clinica que representa o estagio final comum a vérias
doengas crénicas do figado, em alguns casos, mesmo apos estudo clinico, sorologico e
anatomopatoldgico detalhado, ndo é possivel esclarecer a doenca hepatica cronica de base,
nesses casos, a cirrose € dita como criptogénica ou idiopatica. Este estudo teve como objetivo
principal avaliar os pardmetros clinico-laboratoriais, histolégicos e imuno-histoquimicos da
cirrose criptogénica em pacientes submetidos ao transplante de figado. A pesquisa foi
desenvolvida no Hospital Universitario Walter Cantidio. Foram selecionados 50 pacientes
alocados nos determinados grupos: doadores de figado (G-I), cirrose por esteato-hepatite
alcodlica (G-I1); cirrose por hepatite B (G-Il1), cirrose por esteato-hepatite ndo alcodlica (G-
IV) e cirrose criptogénica (G-V). Os dados clinico-laboratoriais e histopatolégicos foram
obtidos retrospectivamente por meio de revisbes de laudos, prontudrios e laminas
histopatologicas. Para as analises histopatologicas e imuno-histoquimicas realizou-se a
confeccdo do tissue microarray com amostras de bidpsias para os pacientes doadores e
amostras de explantes para os pacientes cirrdticos. As analises histologicas foram avaliadas
através dos escores de Ishak, Brunt e NAS (Nash activity score). Foram selecionados 0s
seguintes anticorpos para as analises imuno-histoquimicas: PPARy, PPARP/5, HBV-core,
NF-kB e IL-6. Neste estudo, observou-se que a maioria dos individuos da cirrose criptogénica
apresentavam uma faixa etaria em torno de 50 anos (x17,67) com predominancia do sexo
feminino (70%) e uma maior gravidade no escore de Child-Pugh (p=0,030). Nos escore de
Ishak e Brunt todos os grupos apresentaram grau de cirrose com uma inflamacgéo portal e
septal leve, (p<0,001). Comparando a imuno-expressaio do PPARy no citoplasma dos
hepatdcitos, entre os grupos, verificou-se que o grupo G-V apresentou uma maior frequéncia
(p=0,009). Ja para o anticorpo PPARP/5 0s grupos G-I, G-Il e G-1V (p<0,001) apresentaram
maior frequéncia de marcacdo citoplasmatica nos hepatdcitos. O NF-kB mostrou-se expresso
no citoplasma dos hepatdcitos, principalmente no grupo G-Il (p=0,026). Quanto a IL-6
avaliada nas células de kupffer, foi verificado uma maior imuno-expressdo nos grupos G-11 e
G-IV (p=0,005). Ja na regido periportal/sinosoidal a IL-6 apresentou uma maior frequéncia
nos grupos G-11, G-ll1 e G-1V (p=0,013). Na presente pesquisa, observou-se que os preditores
histopatologicos ndo sdo capazes de auxiliar na classificagdo da doenca de base da cirrose na
fase avancada da doenca. Na avaliacdo da possivel relacdo etioldgica entre a cirrose
criptogénica com a esteato-hepatite e hepatite B, reconheceu-se que ndo houve uma relacédo
causal. Quanto aos marcadores imuno-histoquimicos, 0 PPARy demonstrou ser um fator de
transcricdo critico para a reducdo da expressdo da IL-6 podendo causar uma reducdo do
infiltrado inflamatdrio na fase avancada da cirrose criptogénica. A ativacdo dos ligantes
PPARs indicam um possivel alvo das funcdes regulatérias dos mecanismos fisiologicos
ligados aos metabolismos energéticos e inflamatorios que poderiam auxiliar na deteccdo das
principais alteracdes visualizadas nas doencas hepaticas criptogénicas.

Palavras—chave: Transplante. Cirrose criptogénica. Expressdo imuno-histoquimica.
Receptores ativados por proliferador de peroxissoma. PPARB/5. PPARy. IL-6. NF-«B.



ABSTRACT

Liver cirrhosis is a clinical condition that represents the cast stage common to many chronic
liver diseases. In some cases, even after detailed clinical, serological and pathological study, it
is not possible to clarify the underlying chronic liver disease, in these cases cirrhosis. It is said
to be cryptogenic or idiopathic. The aim of this study was to evaluate the clinical, laboratory,
histological and immunohistochemical parameters of cryptogenic cirrhosis in patients
undergoing liver transplantation. The research was developed at Walter Cantidio University
Hospital. Fifty patients were selected from the following groups: liver donors (G-1), cirrhosis
due to alcoholic steatohepatitis (G-Il); hepatitis B cirrhosis (G-I11), nonalcoholic
steatohepatitis cirrhosis (G-1V) and cryptogenic cirrhosis (G-V). Clinical-laboratory and
histopathological data were obtained retrospectively through revisions of reports, medical
records and histopathological slides. For histopathological and immunohistochemical
analysis, tissue microarray was made with biopsy samples for donor patients and explant
samples for cirrhotic patients. Histological analyzes were evaluated using Ishak, Brunt and
NAS (Nash activity score) scores. The following antibodies were selected for
immunohistochemical analysis: PPARy, PPARB / 6, HBV-core, NF-kB and IL-6. In this
study, it was observed that the majority of individuals with cryptogenic cirrhosis wasn’t is 50
years old (x17.67) with female predominance (70%) and a higher severity in Child-Pugh
score (p=0.030). In the Ishak and Brunt scores, all groups presented cirrhosis degree with
mild portal and septal inflammation (p<0.001). Comparing PPARy immunoexpression in
hepatocyte cytoplasm, between groups, it was found that group G-V had a higher frequency
(p=0.009). For the PPARP/S antibody, groups G-Il, G-1lI and G-1V (p<0.001) presented
higher frequency of cytoplasmic labeling in hepatocytes. NF-kB was expressed in hepatocyte
cytoplasm, especially in group G-1l (p=0.026). Regarding IL-6 evaluated in kupffer cells, a
higher immunoexpression was observed in groups G-11 and G-1V (p=0.005). In the periportal
/ sinusoid region, IL-6 presented a higher frequency in groups G-Il, G-lll and G-IV
(p=0.013). In the present research, it was observed that the histopathological predictors are
not able to assist in the classification of the underlying cirrhosis disease in the advanced phase
of the disease. In the evaluation of the possible etiological relationship between cryptogenic
cirrhosis and steatohepatitis and hepatitis B, it was recognized that there was no causal
relationship. As for immunohistochemical markers, PPARy has been shown to be a critical
transcription factor for reducing IL-6 expression and may cause a reduction in inflammatory
infiltrate in the advanced phase of cryptogenic cirrhosis. Activation of PPARs ligands indicate
a possible target of the regulatory functions of physiological mechanisms linked to energetic
and inflammatory metabolism that could assist in the detection of major visualized changes in
cryptogenic liver diseases.

Key-words: Transplant.  Cryptogenic cirrhosis.  Immunohistochemical expression.
Peroxisome proliferator activated receptor expression PPARB / 8. PPARYy. IL-6. NF-kB.
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1. INTRODUCAO

A cirrose hepética (CH) é uma condicdo clinica que representa o estagio final comum
a varias doencas crénicas do figado (MOREAU et al., 2013; WIEGAND et al., 2013)
emergindo uma crescente taxa de morbidade e mortalidade, resultando anualmente em cerca
de um milhdo de 6bitos em todo o mundo (WHO, 2017; JOHN, 2014; BLACHIER et al.,
2013; LOZANO et al., 2012). A CH é um importante problema de salde publica com alto
impacto socioecondmico, apresentando uma mortalidade de 18 individuos para cada 100.000
habitantes com idade em torno de 35 a 54 anos (EASL, 2017; YOON, 2012; CARVALHO et
al., 2014). No Brasil, estima-se que a prevaléncia na populagéo seja de 0,14 a 0,35%, sendo
responsavel por 30 mil internamentos hospitalares por ano (MOCARZEL et al., 2016).

Dentre as varias etiologias existentes para justificar o surgimento de cirrose, destacam-
se 0 alcoolismo, as hepatites virais (virus B e C), hepatites autoimunes, drogas hepatotdxicas,
doencas colestaticas, anormalidades genéticas (hemocromatose, doenca de Wilson e
deficiéncia de o-1-antitripsina), doencas hepaticas gordurosas ndo alcoolica (DHNA) e a
esteato-hepatite ndo alcodlica (EHNA) (TOWNSEND et al., 2018; MANN et al., 2018;
MIELI-VERGANI et al., 2018; VAN DER WOERD et al. 2017; WU et al., 2015; LEFTON
et al., 2009; SCHUPPAN et al., 2008; LIM et al., 2008). A frequéncia de cada etiologia
depende muito de cada regido do mundo, sendo as hepatites virais e o alcoolismo as mais
prevalentes nos paises desenvolvidos (GBD, 2015; LIM et al., 2008; SCHUPPAN et al.,
2008; LEFTON et al., 2009).

O processo das alteracdes hepaticas podem perdurar por anos apos o inicio da leséo,
até ocorrer o desenvolvimento de descompensacdo hepatica (FERREIRA et al., 2013;
KUMAR, 2013; LIDA et al., 2005). Em alguns casos, mesmo ap0s estudo clinico, sorolégico
e anatomopatoldgico detalhado, ndo é possivel esclarecer a doenca hepatica crénica de base
nesses casos, a cirrose é dita como criptogénica ou idiopatica (CALDWELL et al., 2010g;
HERINGLAKE et al., 2009). Néo se acredita que a etiologia da cirrose criptogénica seja uma
doenca de base especifica, mas possivelmente pode tratar-se de um estagio final de algumas
doencas cronicas ocultas (CALDWELL et al., 2010a). As doengas mais aceitas como
possiveis causas sdo: a EHNA, hepatite autoimune silenciosa, hepatite por virus ainda
desconhecido e o etilismo oculto (CALDWELL et al., 2010b; HERINGLAKE et al., 2009).
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1.1 Disfunc®es cronicas do figado

1.1.1 Cirrose criptogénica

As caracteristicas morfologicas que melhor correlacionam-se com as manifestacdes
clinicas e funcionais da cirrose sdo os nodulos regenerativos e 0s septos fibrosos que podem
gerar fistulas porto-hepéticas, devido ao intenso processo inflamatdrio crénico no figado ao
longo do tempo (XIANG et al., 2017; HORIGUCHI et al., 2009; LEFTON et al., 2009;
CRAWFORD, 2007; ANDRADE, 2005). Durante esse processo pode ocorrer uma profunda
alteracdo da vascularizacdo hepéatica e uma mudanca na estrutura dos elementos celulares do
figado (MASSIMO PINZANI et al., 2011; IWAKIRI, 2007). Os pacientes costumam ser
assintomaticos até a fase avangada da doenca, quando ocorre alguma descompensagéo (KIM
et al., 2009). Aproximadamente, cerca de 70 a 80% do parénquima encontra-se ja destruido
quando a lesdo hepatica se manifesta clinicamente, devido essas alteracfes serem
compensadas pelo figado (GINES et al.; 2004; BUTERWORTH, 2000).

Em consequéncia dessas intensas les6es nos tecidos hepaticos, independentemente da
etiologia, tende a ser um processo grave e continuo, podendo refletir uma mudanca na forma
classica da doenca com o desaparecimento de algumas alteracbes como: as infiltragdes
gordurosas, auto-anticorpos e marcadores virais (MONTANO-LOZA et al, 2011; CZAJA,
2011; CALDWELL et al, 2009). Assim, as principais caracteristicas de identificacdo podem
ser ocultas transitoriamente ou permanentemente, e a descoberta sobre sua verdadeira
natureza podem exigir um periodo maior de observacdo das alteracbes ou depender de
deducBes de uma série de caracteristicas ndo especificas. Diante dessas causas desconhecidas,
muitas vezes a cirrose podera ser classificada como “Cirrose criptogénica”, termo usado para

cirroses de etiologia desconhecida (MAHESHWARI et al., 2006).

Mesmo com avancos nas avaliacfes diagnosticas, a etiologia permanece ainda como
idiopatica com uma estimativa de 5 a 30% (MARMUR et al, 2010; CALDWELL et al., 2004;
CLARK et al, 2003; SAKUGAWA, 2003). Em um estudo publicado entre 1981 e 1990
mostrou que a cirrose criptogénica apresentava uma prevaléncia de 14 a 43% nas doencas
hepaticas crénica (SAUNDERS et al.,1981), mas conforme estudos realizados apds a
descoberta do virus da hepatite C (HCV), essa prevaléncia decaiu para 10% (CALDWELL et
al., 2004; SAKUGA et al., 2003).

A cirrose criptogénica (CC) é uma cirrose de causa “incerta”, tornando-Se uma das

terminologias histoldgicas de condigdo descritiva que quase sempre requer condic@es clinicas
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e patoldgicas correlacionadas para chegar ao diagndstico correto (MAHESHWARI et al.,
2006). Varios termos, ja foram usados para descrever a CC nos pacientes, mas ainda néao
esclarecidos, devido a falta de critérios clinicos definitivos para as doencas especifica. Por
este motivo, requer uma vigilancia clinica a longo prazo. Tais termos incluem “ndo
especifico”, “indeterminado” ou Cirrose “branda”, que indicam a auséncia de achados
relativamente mais especificos, como esteato-hepatite, lesdo do trato biliar, infiltrados de
células plasmaticas, foliculos linféides, ou granulomas que podem auxiliar na etiologia da
doenca, portanto, trata-se de um diagndstico de exclusdo (CZAJA, 2011; KODALI et al.,
1994).

Alguns estudos, demonstraram que o0s pacientes com CC apresentam anormalidades
moderadas de enzimas hepaticas com predominancia de incidéncia no sexo feminino com a
idade média de 53 a 63 anos (OMAR, 2015; BROWNING et al., 2004). A CC pode apresentar
alteracdes histologicas minimas, compativeis com a hepatite de baixo grau, persistente e que
pode progredir para cirrose apesar da eventual aparéncia indcua (FARIA, 2014). Existem
algumas caracteristicas histolégicas presentes na CC, sugestivas de associacdo com fases
avancgadas de EHNA, favorecendo esta possivel etiologia (CALDWELL, 2009), sendo assim,
uma das causas responsaveis pelo aparecimento de cirrose criptogénica em varios locais do
mundo (CALDWELL et al, 2009; HERINGLAKE et al., 2009; TELLEZ-AVILA et al.,
2008).

Powell et al. em 1990, estabeleceram que a EHNA pode progredir para um estado de
cirrose que carece de dados histolégicos mudando, assim, a sua classificacdo para cirrose
criptogénica, e esta ligacdo levou a um estudo subsequente, que fortaleceu essa hipotese
(POONAWALA et al., 2000). Outros estudos também reforcam essa hipotese, demonstrando
que as alteragdes histoldgicas da EHNA podem ndo ser mais identificadas no momento da
biopsia hepatica ou na avaliacdo do explante, uma vez que a cirrose ja foi pré estabelecida
(EL ATRACHE et al., 2012; NEUSCHWANDER et al., 2003; AYATA et al., 2002).

Além disso, outras condi¢des comuns sao implicadas, incluindo a hepatite auto-imune
silenciosa, uso de etanol oculto, hepatite viral oculta (hepatite B e C) (MCCAUGHAN, 2002;
CHAN et al., 2002), cirrose biliar primaria, colangite esclerosante primaria e anormalidades
no fenotipo alfa-1 antripsina (CALDWELL, 2010b; HERINGLAKE et al., 2009; AYATA et
al., 2002; DUCLOS-VALLEE et al., 2002).

Uma extensa avaliagdo deve ser realizada antes do diagndstico definitivo da CC,

incluindo: investigacdo de hepatites virais, condi¢es auto-imunes, abuso de alcool, exposicéo
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a toxinas, doengas vasculares e biliares, causas congénitas e a progressdo da EHNA. Segundo
estimativas, 40% dos individuos com cirrose sdo assintomaticos, cujos sinais sugestivos da
doenca ndo foram detectados por alguma razédo, durante o atendimento em ambulatorio ou em
virtude de exames das provas hepaticas (ARROYO et al., 2015; MOREAU, et al., 2013). A
avaliacdo histologica € importante e pode detectar a etiologia da doenca, fornecendo
informacdes importantes para o seu estadiamento (MERCADO-IRIZARR et al., 2016).

Dessa forma, é muito importante determinar a causa especifica da doenca hepatica,
tendo em vista as complicacGes dos pacientes a longo prazo. Os pacientes diagnosticados com
CC devem ser reavaliados periodicamente, devido as dificuldades de obtencdo das
caracteristicas de diagndstico (SUTEDJA et al., 2004; BAERES et al., 2002). A reavaliacdo
do tecido hepatico pode diagnosticar algo nao estabelecido anteriormente (SUTEDJA et al.,
2004), e o curso da clinica pode permitir a transferéncia para um diagndéstico confiavel em 51-
77% dos casos (MARMUR et al., 2010; DUCLOS-VALLEE et al., 2005).

1.1.2 Associacao entre a esteato-hepatite ndo alcodlica e a cirrose criptogénica

A DHGNA, é uma condicdo clinico-patolégica de amplo espectro, definida pelo
acimulo anormal de triglicerideos nos hepatécitos (CHALASANI et al., 2012; VERNON et
al., 2011). Esse acumulo de gordura nos hepatocitos pode causar o desenvolvimento de uma
esteatose simples, sem inflamacdo e sem fibrose no parénquima hepatico ou uma esteato-
hepatite (EHNA), forma que apresenta inflamacgdo lobular, balonizagdo de hepatocitos,
podendo evoluir para a fibrose, cirrose ou carcinoma hepatocelular em pacientes sem historia
prévia de etilismo. (YOUNOSSI et al., 2018; VERNON et al., 2011).

Os achados histologicos de EHNA, como a deposicdo de &cidos graxos, inflamacéo e
necrose podem desaparecer com a progressao da doenca, ocorrendo dificuldade na sua
identificacdo (MALIK et al., 2009; ONG, 2001; POONAWALA et al., 2000), sendo apontada
como uma das causas provaveis para o diagndstico de CC (BUGIANESI et al., 2007;
POONAWALA et al., 2000). Geralmente, os pacientes com CC podem ter uma relagdo com
casos de diabetes e obesidades, semelhante aos pacientes com EHNA, tendo uma prevaléncia
maior que nos pacientes com cirrose viral ou auto-imune (VERNON et al.,, 2011,
POONAWALA et al., 2000; STRUBEN et al., 2000).

A correlacédo entre EHNA e CC foi sugerido inicialmente por Caldwell et al. em 1999,

que revisaram cerca de 102 casos diagnosticados com CC. Os autores observaram grande
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predominio de mulheres obesas, com diabetes mellitus e com idade avangada, sugerindo que
muitos casos diagnosticados como cirrose criptogénica poderiam ser secundarios a EHNA.
Corroborando com estas evidéncias, um estudo retrospectivo caso-controle, demonstrou que a
prevaléncia de obesidade e de diabetes € elevada em pacientes com cirrose considerada
criptogénica (POONAWALA et al., 2000) e essa correlacdo também foi apontada por um

estudo subsequente por Ratziu et al., em 2002.

No que diz respeito a EHNA, em particular, como uma causa oculta de CC, a perda de
macroesteatose € a mudanca mais marcante, dificultando a comprovagdo da ligacdo causal
entre EHNA e CC, posto que ha uma perda progressiva dos achados histoldgicos tipicos da
doenca devido a evolucdo da cirrose (BUGIANESI et al., 2014; CLARK et al., 2003).
Podendo progredir para insuficiéncia hepatica necessitando, assim, de transplante hepatico
(CHALASANI et al., 2012; MALIK et al., 2009). Além disso, os pacientes com CC
frequentemente podem vir a desenvolver EHNA apds o transplante (CHALASANI et al.,
2012; MALIK et al., 2009; POONAWALA et al., 2000). Em pacientes com EHNA, a
esteatose pode desenvolver-se em alguns pacientes em seis meses apos o transplante e a CC
em dois anos ap6s (BURKEA e LUCEY, 2004; CONTOS et al., 2001).

1.1.3 Associacgao entre hepatite B viral crénica oculta e a cirrose criptogénica

As hepatites criptogénicas ou hepatites ndo-A e ndo-E constituem um problema na
pratica clinica. Apesar do desenvolvimento de sofisticados testes laboratoriais, uma proporcao
significativa das hepatites ainda permanece com causa ndo determinada. As principais
etiologias sugeridas sdo: virus desconhecido ou hepatite auto-imune atipica (CODES et al.,
2006).

Um estudo realizado em pacientes com CC, constatou-se a frequéncia da infeccao pelo
HBV-DNA em mais de 50% dos casos, indicando uma infeccdo oculta pelo HBV
(HONARKAP et al., 2004). A frequéncia do HBV-DNA em pacientes com a CC pode variar
dependendo da prevaléncia da infecgdo pelo HBV de cada regido, da populacdo estudada e
das técnicas usadas para a sua deteccdo (HU et al., 2002; KOMORI et al., 2001).

Agarwal e colaboradores (2003) estudaram a sorologia de 111 pacientes com cirrose.
Dos 18 pacientes rotulados como "criptogénicos” por testes sorologicos, o HBV-DNA foi
detectado no soro de sete pacientes. De 14 pacientes nos quais tecido hepéatico e amostras de

soro pareadas foram testados, quatro pacientes adicionais com infecgdo por HBV foram
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detectados ap0s a bidpsia hepética. Diante disso, a prevaléncia relatada de soropositividade do
HBV-DNA em individuos HBsAg-soronegativos pode variar de 12 a 61% nos pacientes com
hepatocarcinoma e de 11-19% em pacientes com CC (SAID et al., 2011; BRECHOT et al.,
2001). Portanto, é importante rastrear pacientes com CC para infec¢do oculta por HBV,

especialmente em &reas de alta prevaléncia.

1.2 Diagnéstico da cirrose hepatica
1.2.1 Testes ndo invasivos laboratoriais: analise bioguimica da fun¢ao hepatica

As provas de funcdo hepética sdo aquelas que medem a sintese de proteinas
produzidas pelo figado ou a capacidade do figado para metabolizar drogas. A maioria dos
testes normalmente utilizados mede a lesdo hepatocelular, em vez da funcdo hepatica, de
modo que a denominagdo “provas de fungdo hepatica” ndo ¢ inteiramente correta, mas 0S
padrdes bioquimicos em conjunto com o quadro clinico do paciente pode auxiliar no
diagnostico das doencas hepéticas (HEIDELBAUGH e BRUDERLY, 2006; FRIEDMAN e
SCHIANO, 2004; DUFOUR et al., 2004; YEE et al., 2002). Os principais testes sorolégicos
para a avaliacdo da funcdo hepética sdo: as enzimas aspartato amino transaminase (AST),
alanina amino transaminase (ALT), fosfatase alcalina (FA), gama-glutamil transferase (GGT),
bilirrubinas (bilirrubina total, bilirrubina direta e bilirruna indireta), albumina e fatores de
coagulacdo como tempo de protrombina (TP) ou tempo de atividade da protrombina (TAP) e
seu derivado indice internacional normalizado, também conhecido como razdo normalizada
internacional (INR) (TRIPODI et al., 2009; HEIDELBAUGH et al., 2006).

As lesdes no figado, podem aumentar os niveis séricos das concentracdes de enzimas
hepaticas, principalmente as transaminases. Essas enzimas sdo responsaveis em catalisar a
transferéncia do grupo o-amino para o grupo a-ceto do acido cetoglutarato para gerar
oxalacetato e &cidos piravicos, respectivamente, que sdo importantes contribuintes para o
ciclo do &cido citrico (DUFOUR et al., 2000). Ambas as aminotransferases sdo altamente
concentradas no figado, mas o aumento dos niveis séricos de alanina aminotransferase (ALT)
é mais especifica para danos hepatico do que a aspartato aminotransferase (AST), visto que a
AST esta distribuida em vérios tecidos do organismo, podendo ser encontrada no coracao,
musculo esquelético, rins, cérebro, pulmdes e glébulos vermelhos, o que diminui a sua
especificidade para a lesdo hepatica. Entretato, a ALT apresenta baixas concentragfes no
musculo esquelético, coracdo e rim (AL-BUSAFI e HILZENRA, 2013; OZER et al., 2008).
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As aminotransferases, incluindo a ALT e a AST, sdo usadas com frequéncia na
avaliacdo do figado para monitorar e detectar a progressdo da lesdo hepatocelular
(COLANTONIO et al., 2012; ARAGON e YOUNOSSI, 2010; AMARAPURKA e PATEL,
2006). No figado, a ALT ¢€ localizada apenas no citoplasma celular, enquanto que a AST é
encontrada no citosol (20% da atividade total) e nas mitocondrias (80% da atividade total)
(PERRILLO et al., 2002; DUFOUR et al., 2000). Inicialmente os valores da AST pode
apresentar niveis superiores a ALT, se a lesdo persistir, os niveis da ALT tornam-se
superiores aos da AST, devido o tempo de meia-vida plasmatica da AST ser maior
(PACIFICO et al., 2013; KIM et al., 2008). Os niveis de aminotransferase variam com a
idade e os limites de referéncia institucionais devem ser definidos (SHIM et al., 2018;
KARIV et al, 2006; DUFOUR et al., 2000). A magnitude das alteracBes de
aminotransferases pode ser classificado como: leve (<5 vezes do limite superior de
referéncia), moderada (5 a 10 vezes do limite superior de referéncia) ou elevado (>10 vezes o
limite superior de referéncia) (GREEN e FLAMM, 2002; PRATT e KAPLAN, 2000; GOPAL
e ROSEN, 2000). A ALT constitui um excelente marcador biolégico para a detecgdo precoce
da lesdo hepatica. No entanto, a presenca de valores elevados para esta enzima requer uma
avaliacdo clinica associada a outros parametros bioquimicos e ao histérico clinico do paciente,
para a obtencdo de um diagnostico mais preciso (PACIFICO et al., 2013; GOBEL et al.,
2011; KIM et al., 2008).

A fosfatase alcalina (FA) é uma enzima encontrada nas membranas de revestimento de
varios tecidos, principalmente nos hepatécitos (HU et al., 2019; WRIGHT et al., 2007). A sua
principal funcdo esta relacionada a remocdo dos grupos fosfato em diferentes moléculas,
incluindo proteinas, nucleotideos e alcaloides. Geramente, a sua dosagem € utilizada para o
diagnéstico de doencas hepaticas, sendo um dos principais marcadores de efeitos
hepatobiliares e colestatico (XIAO et al., 2014; TIAN et al., 2011; LINDOR et al., 2009).
Nos pacientes com cirrose biliar primaria, uma doenca hepéatica colestatica cronica de
etiologia desconhecida, a atividade sérica da fosfatase alcalina pode estar elevada até 20 vezes
em relacdo aos valores de referéncia, com ou sem niveis elevados de ALT (EASL, 2009;
WRIGHT e VANDENBERG, 2007; NISHIO et al., 2000).

A gama-glutamil transferase (GGT), trata-se de uma enzima encontrada nas
membranas celulares, estando envolvida na transferéncia de aminoécidos através da
membrana celular, sendo produzida no pancreas, coracdo e figado, podendo estar elevada,

principalmente, quando ha comprometimento desses 6rgaos (ASSY et al., 2000). Também
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estd envolvida no metabolismo da glutationa atuando na transferéncia da fracdo glutamil para
uma variedade de moléculas aceitantes, incluindo agua, certos L-aminoacidos e peptideos
auxiliando, assim, na preservacao da homeostase intracelular (BEDOGNI et al., 2006; FAN et
al., 2005). Embora o tecido renal tenha maiores niveis de GGT, a enzima presente no soro
parece originar-se do sistema hepato-biliar e sua atividade pode estar aumentada em todas os
tipos de doencas hepaticas (BEDOGNI et al., 2006; FAN et al., 2005).

A GGT é um teste enzimatico hepético de segunda geracdo que se tornou
comercialmente disponivel a 30 anos atrds e foi usado inicialmente como um sensivel
marcador de inflamacdo hepatica (MASON et al., 2009). A sua elevacdo € observada em mais
de 90% dos casos de doencas do figado e das vias biliares representando, portanto, a alteracdo
laboratorial mais frequente nessas patologias (YKI-JARVINEN, 2005). Niveis muito
elevados sdo encontrados em obstrucdo biliar intra ou pds- hepaética, cancer hepatico,
hepatites infecciosa e cirrose (HOCK et al., 2005; FIGLIE et al., 2002). Hoje, € conhecido
como um marcador de alta sensibilidade utilizado como indicador de inflamacédo celular de
lesdo hepética, podendo auxiliar no diagnostico da DHGNA (YKI-JARVINEN, 2005) e no
acompanhamento dos pacientes com diabetes mellitus ndo insulino-dependente (ORTEGA et
al., 2006; LEE et al., 2003). Também é uma enzima alcool induzida, pois 0s niveis
aumentados de alcool no soro reflete a inducdo da sua atividade (VIEIRA, 2010; BORINI et
al., 2003; FIGLIE et al., 2000). Apresenta uma meia-vida de 7 a 10 dias, mas pode apresentar
uma sobrevida de 28 dias nas lesGes hepaticas ligadas ao &lcool (FIGLIE et al., 2000; HOCK
et al., 2005).

A bilirrubina é um produto catabdlico da hemoglobina produzida dentro do sistema
reticuloendotelial, liberada inicialmente na forma ndo conjugada, associando-se a albumina,
sendo carreada para o figado, onde sera convertida na forma conjugada (diglicuronideo
conjugado), pela enzima UDP-glucuroniltransferase (MAURO et al., 2006). A bilirrubina
pode ser utilizada como um marcador de lesdo hepatobiliar. O nivel sérico da bilirrubina
indireta (ndo conjugada) é maior que a bilirrubina direta (cojugada) (DIANA NICOOL,
2007). Na fase aguda da lesdo hepatica, a bilirrubina total pode ser um importante marcador
(DUFOUR et al., 2000). Os niveis séricos elevados de bilirrubina podem sugerir doencas no
figado e quando torna-se muito elevada pode ser visualizado uma pigmentacdo amarelada na
pele e mucosas dos pacientes (THAPA e ANUJ, 2007; WONG et al.,, 2004). A
hiperbilirrubinemia na hepatite viral aguda é diretamente proporcional ao grau de lesdo dos
hepatdcitos (YU-MIN et al., 2019; THAPA e ANUJ, 2007).
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A albumina é uma das proteina mais abundante no plasma, constituindo
aproximadamente 50% do conteddo total das proteina do corpo, sendo sintetizada no figado
(EVANS, 2004). Apresenta importantes funcbes fisiologicas no corpo humano, sendo o
principal modulador de distribui¢do de fluidos. De fato, cerca de 70-75% da pressdo oncotica
do plasma é determinada pela albumina (HENRICKSEN et al., 2001). A concentracdo
reduzida de albumina sérica, é uma caracteristica importante na cirrose e resulta da
diminuicdo do numero de hepatocitos, podendo ser utilizada como um parédmetro de lesdo
hepatica (BERNARDI et al., 2014).

1.2.2 Analise bioquimica laboratorial da funcdo hepatica na EHNA

A alteracdo laboratorial mais comum em pacientes portadores de EHNA é a elevacéo
leve a moderada das aminotransferases séricas (MANOUSOU et al., 2011; COTLER et al.,
2004). Os niveis de aminotransferases em pacientes com EHNA podem apresentar-se
elevados cerca de dois a quatro vezes acima do limite superior do normal, com predominio da
ALT (NEUMAN et al., 2014; CHALASANI et al. 2012; FRACANZANI et al., 2008). Na
auséncia da fase avancada da doenca, os testes rotineiros da funcdo hepatica sdo normais ou
tipicamente mostram apenas elevages discretas nos niveis de aminotransferases, cerca de 1,5
a trés vezes superior do limite do normal (GUNN e SHIFFMAN, 2018). Os pacientes com
EHNA tendem a ter niveis mais elevados de transaminases do que pacientes com estatose
simples, mas cerca de 60% dos pacientes com EHNA podem apresentar as transaminases
hepéticas normais (VERMA e JENSEN, 2013; CHALASANI et al, 2012; POYNARD et al.,
2005).

O estudo de Verma et al. (2013) trabalhou com os niveis de ALT nos pacientes com
EHNA e fibrose avangada. No entanto, aproximadamente um terco dos individuos com niveis
normais de ALT apresentavam EHNA ou fibrose avangada e metade dos pacientes com niveis
aumentados de ALT ndo apresentaram a EHNA ou fibrose avangada. Os autores concluiram
que o nivel de ALT ¢ inadequado para prever a EHNA ou a fibrose avancada. No entanto,
niveis elevados de ALT na auséncia de outras doencas cronicas e auséncia de consumo
significativo de alcool pode sugerir presenca de DHGNA, mas deve ser feita uma avaliacédo
clinica adicional para a confirmagdo do diagndstico (FRACANZANI et al., 2008;
SCHINDHELM et al., 2006).
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A razdo AST/ALT é um parametro com grande utilidade no diagnostico da doenca
hepatica, principalmente ao nivel do conhecimento da extensdo da lesdo e € importante no
diagnostico diferencial em relacao a hepatite alcodlica, ja que na EHNA este indice tenderia
a ser inferior a um (CHALASANI et al, 2012; ZAMIN et al., 2002). Geralmente, valores de
AST/ALT > 1 estdo associados a lesdo severa, na qual a lesdo celular se estende a
mitocdndria. A associacdo da obesidade e do diabetes mellitus com a relacdo das
aminotransaminases (AST/ALT) maior do que um, podem ser considerados preditores de
fibrose em pacientes com EHNA (DIXON et al., 2002; ZAMIN et al., 2002). Além das
aminotransferases, a alteracdo laboratorial frequentemente encontrada na EHNA ¢ a elevagdo
da GGT, mas ndo é util para discriminar os pacientes em relacdo ao uso de alcool
(TASNEEM et al.,, 2018; SHAHINUL et al.,, 2013). A fosfatase alcalina pode estar
discretamente elevada em um terco dos pacientes. A albumina e a bilirrubina estdo
tipicamente normais, nos pacientes sem cirrose e geralmente estéo alterados quando a faléncia
hepatica esta estabelecida (PACIFICO et al., 2013).

1.2.3 Analise bioquimica laboratorial da funcdo hepatica na HBV

As elevacdes espontaneas da ALT ocorrem frequentemente nos pacientes com HBV,
podendo variar de acordo com a fase e os fatores etioldgicos (KOZIEL e PETERS, 2007,
PUOTI et al, 2006; KAO et al., 2001). Nos casos de hepatite viral aguda durante a fase
imunoativa, os niveis de aminotransferase geralmente atinge o pico elevado antes do
aparecimento da ictericia e logo ap6s, ocorre uma diminuicdo gradual, e ha um aumento
maior nos niveis séricos de bilirrubina (FATTOVICH et al, 2008). Ap6s a soroconversao do
HBeAg para anti-HBe, muitos pacientes apresentam ALT normal e uma queda dos niveis de
HBV-DNA (CONJEEVARAM e LOK, 2003). A reducdo da replicacdo viral durante a
soroconversao do HBeAg para anti-HBe pode estar associada também a regressdo da
atividade histolégica inflamatdria hepéatica e bioquimica (LOK e MCMAHON, 2007;
GANEM e PRINCE, 2004; CONJEEVARAM et al., 2003).

Na fase ndo replicativa (HBV oculto) a ALT pode encontrar-se com niveis normais
(WRIGHT et al., 2006; CONJEEVARAM et al., 2003; GANEM et al., 2004). Nesses
pacientes cerca de 10% a 20% dos portadores inativos, podem apresentar fendbmenos de
reversdo, caracterizado pelo reaparecimento do HbeAg (CHU e LIAW, 2007) e esse quadro

de reversdo é acompanhado usualmente de elevacdo da ALT em razdo do processo de
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reativacdo inflamatoria do figado (CHU e LIAW, 2007; BONINO e BRUNETTO, 2003;
HADZIYANNIS e VASSILOPOULOQOS, 2001). Invariavelmente, estes pacientes evoluem
para cirrose hepatica (FUNG e LOK, 2005).

Nos pacientes com HBV crénico pode ser detectado um aumento da GGT e da FA
sérica associados a altos niveis de ALT e AST, baixos niveis de albumina e fibrose avancada
estando associados com o estado de cirrose hepatica crénica (EMINLER et al., 2014). Mas,
geralmente nos portadores cronicos do HBV a ALT pode permanecer normal ou apresentar
aumentos intermitentes (ESMAEELZADEH et al., 2017). Portanto, a ALT ndo serve como
parametro no diagnostico diferencial sorolégico apds soroconversdo, podendo observa niveis
normais da ALT nos pacientes com HBV (LOK e MCMAHON, 2007; LAVANCHY et al.,
2004; CONJEEVARAM et al., 2003).

1.3 Testes laboratoriais invasivos: bidpsia hepatica

Em determinadas circunstancias em que os resultados dos testes da funcdo hepética
apresentam elevados em relagdo ao limite normal, por pelo menos seis meses, devem ser
observados as alteracBes hepéticas através da bidpsia do figado e realizar levantamentos
sorologicos adicionais para uma melhor avaliacdo da etiologias da cirrose (HARRISON e
BACON, 2005; NEIMARK et al., 2004; DUFOUR et al., 2000). No entanto, os métodos
mencionados ndo sdo satisfatérios para o fechamento do diagndstico, devido ser necessario
muito tempo para obter alteragdo nos resultados clinicos, apresentando um ponto cego
frequente nos exames, portanto, apresentam pouca sensibilidade para o diagnostico (QlI et al.,
2016).

A biopsia hepatica é o exame padrdo-ouro para a avaliagdo da fibrose hepatica (Bravo
et al, 2001). Pode ser realizada por diferentes técnicas e tipos de agulhas. Além disso, € Gtil no
diagnostico de outras doencas hepaticas concomitantes, como a hepatite crénica viral e a
esteato-hepatite, que impactam de maneira significativa na evolugdo dos casos e no manejo
dos pacientes. Entretanto, a bidpsia hepética é considerada um procedimento invasivo, que
requer uma estrutura apropriada para a sua realizagdo (BRASIL, 2015). Mesmo sendo uma
abordagem invasiva é o exame padrdo para o auxilio do diagnéstico das doencas hepaticas
(XUE et al., 2009; BRAVO et al., 2001).
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1.3.1 Avaliagao histoldgica nas hepatites virais e na esteato-hepatite ndo alcodlica

A cirrose e definida histologicamente como um processo difuso no qual os I6bulos
anatdbmicos normais sdo substituidos por nddulos histologicamente anormais e separados por
processos de tecido fibroso (ANTHONY et al., 1978). Os Sistemas de estadiamento
histologico para doenca hepatica crbnica sdo utilizados para caracterizar e predizer a
progressao da doenca, determinar progndstico e guiar as estratégias terapéuticas. Ha varias
escalas de estadiamento histolégico, como o escore Knodell, o escore METAVIR, o escore
Ishak (ou Knodell modificado), dentre outros (BEDOSSA e POYNARD, 1996; ISHAK et al.,
1995; KNODEL et al., 1981). Eles permitem estratificar, em ordem crescente, o diagndstico
de fibrose e a atividade necro-inflamatdria hepéatica do paciente com base em suas gravidades.
Essa estratificagdo permite estimar o prognostico e guiar o manejo clinico do paciente (FIEL,
2010).

O indice METAVIR é um sistema de classificacdo que consiste em dois escores
separados — um para fibrose e um para atividade necro-inflamatoria, sendo representados por
um sistema de codificacdo composto por duas letras e dois nimeros (BEDOSSA e
POYNARD, 1996). O escore da atividade (representado por “A”) ¢ graduado de acordo com a
intensidade das lesbes necro-inflamatorias (AO: sem atividade; Al: atividade leve; A2:
atividade moderada; A3: atividade grave). O escore da fibrose hepatica (representado por “F”)
é estadiado conforme uma escala de cinco itens (FO: sem fibrose; F1: fibrose portal sem
septos; F2: poucos septos; F3: septos numerosos sem cirrose; F4: cirrose hepatica)
(POYNARD et al., 1997). Os outros modelos de pontuacdo como o de Knodell, modificado
por Ishak e o de Scheuer também podem ser utilizados e estdo baseados na definicdo
quantitativa da progressao da fibrose, classificando-a de forma mais detalhada (ISHAK et al.,
1995; BATTS e LUDWIG, 1995; KNODEL et al., 1991).

A cirrose quando relacionada ao sistemas de estadiamento trata-se de um diagnostico
estatico que reflete o estdgio final do processo de cicatrizacdo (MANNAN et al., 2014). No
grupo de pacientes portadores de “cirrose”, apenas pacientes estadiados com F4 estdo
compreendidos. A “fibrose avangada” refere-se a um grupo de pacientes portadores de fibrose
hepética grau 3 ou 4 (F3 ou F4), enquanto no grupo de “fibrose moderada” estdo os pacientes
cujo grau de fibrose é F2 ou F3. O diagnostico de cirrose, baseia-se principalmente em
evidéncias histopatoldgicas de estagio tardio, classificada como fibrose no estagio 4 na escala
METAVIR, ou estagio 5 ou 6 no escore de Ishak (MANNAN et al., 2014; ISHAK et al.,
1995; BATTS et al., 1995; KNODEL et al., 1981). Nesse contexto, uma vez que a fibrose
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atinge os estagios avangados, o diagndstico de cirrose € estabelecido (GARCIA-TSAO et al,
2010).

A descricdo do estadiamento simples para a doenca hepatica fibrdtica avancada é
inadequada em casos de fibrogénese, angiogénese e envolvimento extra-hepético na fase de
evolucdo. O diagndstico de cirrose na doenga difusa como na hepatite viral ou alcodlica
depende, principalmente, da evidéncia clinica da fibrose tardia pontuada na histopatologia.
Neste contexto, em particular nas hepatites crénicas, podem ocorrer erros de amostragem no
diagnostico da cirrose (BLASCO, 2006; REGEYV et al, 2002). Quando utilizado os sistemas
de estadiamento relacionados a “cirrose” sera um diagnostico estatico que reflete o estagio
final do processo da cicatrizacdo, sem demonstrar adequadamente a complexidade da sua
patogénese, da alteracdo funcional e hemodindmica. Essas mudancas coletivas sdo
fundamentais para diferenciar a transicdo da cirrose compensada para a cirrose
descompensada, por isso, € necessario utilizar outras classificagdes fisiopatoldgica para a
cirrose compensada que, devera ser baseada nos dados clinicos e nas alteragdes morfoldgicas
e funcionais, baseando-se no grau de pressdo portal e na ocorréncia de complicagdes clinicas
(GARCIA-TSAO et al., 2010).

A doenca hepatica gordurosa ndo alcodlica (DHGNA), abrange um amplo espectro de
lesbes histoldgicas variando entre a esteatose, lesdo de hepatdcitos, inflamacdo e fibrose
(EKSTEDT et al., 2015). Embora, tenha tido um progresso no desenvolvimento de testes ndo
invasivos, a biopsia hepatica é o unico procedimento diagnostico que pode avaliar de forma
confidvel essas lesdes (KLEINER e BRUNT, 2012; CHALASANI et al, 2012; RATZIU et
al., 2010). Elas permitem distinguir a esteato-hepatite de “esteatose simples” através da
avaliacdo da extensdo da atividade necro-inflamatéria, fibrose e alteracBes arquiteturais do
figado (CHALASANI et al, 2012; ANGULO et al., 2002).

N&do ha um dado histopatoldgico que possa distinguir as caracteristicas da doenca
hepéatica gordurosa ndo alcodlica dos achados da doenca hepética alcodlica (DHA). Na
maioria dos casos, as caracteristicas histoldgicas da EHNA sdo indistinguiveis da DHA e por
isso o0 patologista deve analisar os dados clinicos do paciente para excluir o uso do alcool
como etiologia (KLEINER et al., 2005).

A presenca de inflamagdo portal na histologia de pacientes com EHNA pode sugerir
associacdo com outras doencas, como a hepatite cronica (BRUNT e TINIAKOS, 2010).
Entdo, para o diagndstico, os patologistas dividem a DHGNA em esteatose hepatica alcodlica

(predominancia da estatose macrovesicular) e esteato-hepatite nao alcoolica.
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A EHNA ¢ definida pela associacdo da esteatose com outras lesdes hepatocelulares,
essencialmente a balonizacao e necroinflamacéo (YILMAZ e YOUNOSSI, 2014; KLEINER
et al., 2005). As principais lesdes histopatoldgicas para o seu diagndstico sdo: esteatose
predominantemente macrovacuolar, a balonizacdo hepatocitéria, infiltrado inflamat6rio misto
com neutrdfilos e corplsculo hialino de Mallory e fibrose perisinusoidal (BRUNT 2004;
BRUNT, 2001; BACON et al, 1994). Os hepatocitos balonizados sdo amplos, com citoplasma
claro, e corpos apoptoticos podem estar presentes (ZAFRANI et al., 2004).

A presenca de corpusculos de Mallory, agregados intracitoplasmaticos de filamentos
intermediarios de citoqueratina, ndo é necessaria para o diagnostico da esteato-hepatite, mas
podem estar presentes (REID, 2001). Inclusdes eosinofilicas que, correspondem na
microscopia eletrénica a megamitocondrias com perda das cristas e inclusdes paracristalinas
sdo ocasionalmente, observadas no citoplasma dos hepatdcitos (SANYAL et al., 2001).
Geralmente, a inflamacdo € mista, contendo linfécitos e neutréfilos em torno dos hepatocitos
alterados ou necréticos e/ou nas areas portais (ZAFRANI et al., 2004). A intensidade da
infiltracdo inflamatdria varia com a gravidade da doenca e nem todas as caracteristicas da
esteato-hepatite estdo presentes (BRUNT, 2004).

Como todas as outras doencas crénicas do figado, a DHGNA pode exibir um espectro
continuo de lesdes histoldgicas e dividir a doenca em categorias. Os critérios minimos, no
entanto, até hoje, ainda ndo sdo bem definidos e nenhum achado isolado na microscopia é
suficiente para o seu diagnostico (BRUNT, 2001). Portanto, um sistema de pontuacdo semi-
quantitativo fornece uma imagem melhor do padréo histologico da doenca (SIDDIQUI et al.,
2018).

Devido a complexidade da doenca inerente e ao amplo espectro de achados, sistemas
de pontuacdo foram concebidos para auxiliar os patologistas na avaliacdo da gravidade da
DHGNA (BROWN e KLEINER et al., 2016, FREITAS, 2005). O Comité de Patologia da
Rede de Pesquisa Clinica em EHNA, projetou e validou um sistema de pontua¢do com as
caracteristicas histologicas, que aborda todo o espectro das lesdes de DHGNA, o escore de
NAS (Non-alcoholic fatty liver disease Activity Score) (BRUNT et al., 2011a).

Os parametros histolégicos avaliados sdo: esteatose macrovacuolar: graduada quanto a
intensidade em 0 (<5%), 1 (5-33%), 2 (33-66%) e 3 (>66%); esteatose microvacuolar: ausente
(0), escassa (1) ou presente (2); balonizacdo hepatocelular: intensidade de grau 0 a 2;
inflamacdo acinar: graduada quanto a intensidade em 0 (ausente), 1 (<2 focos por 200x), 2 (2-

4 focos por 200x), 3 (>4 focos por 200x) e do tipo mononuclear, granulocitico ou misto;
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inflamacgdo portal: intensidade de 0 a 4 e fendtipo celular mononuclear, granulocitico ou
misto; fibrose: de localizacdo perivenular, perissinusoidal, septal ou portal e de intensidade
graduada de 0 a 4; estadiamento arquitetural: graduado de O a 4, sendo O a presenca de
esteatose pura até estadio 4, com cirrose; sobrecarga de ferro: intensidade de 0 a 4 e localizada
nos hepatdcitos, células de Kupffer ou ductos; corpos hialinos de Mallory-Denk: ausentes (0),
escassos (1) ou abundantes (2); pseudoinclusdo nuclear de glicogénio: ausentes (0), escassos
(1) ou abundantes (2) (BRUNT e TINIAKQS, 2010; BRUNT et al, 2004).

A pontuagdo é calculada como a soma ndo ponderada dos escores para a esteatose (0-
3), inflamacéo lobular (0-3) e balonizacdo hepatocelular (0-2), variando de 0 a 8. O objetivo
principal do escore de NAS é avaliar as alteracdes histoldgicas ao longo do tempo, ao inves de
servir como critérios diagnosticos para a EHNA (TAKAHASHI e FUKUSATO, 2014;
KLEINER et al., 2005). Em pacientes com DHGNA e com uma pontuagdo de NAS > 5 esta
fortemente correlacionado com o diagndstico de “EHNA definitivo”, enquanto NAS < 3
correlaciona-se com o diagnostico de “ndo NASH”. Embora deva correlacionar esses valores
com os dados clinico-laboratoriais do paciente principalmente a resisténcia a insulina e as
alteracGes dos niveis de aminotransferases (EKSTEDT et al., 2015; BRUNT et al., 2011a). O
sistema de Pontuacdo da Atividade da DHGNA (NAS) ndo deve ser utilizado como
diagnostico substituto de EHNA, mas para a avaliacdo da gravidade da doenca, se o
diagnostico foi estabelecido pela avaliacdo histologica global (BRUNT e KLEINER, 2011b;
KLEINER et al., 2005).

1.4 Principais marcadores pro-inflamatérios: I1L-6 e NF-kB

A IL-6 € uma interleucina que atua como uma citocina pré-inflamatdria, com acéo
local (efeito paracrino), sendo secretada pelo tecido adiposo, hepéatico e por varios outros
tecidos (MATTHEWS et al., 2010; TSOCHATZIS e MANDRUP-POULSEN, 2009). Além
de suas ac¢Bes imunorreguladoras, a IL-6 pode ser responsavel em alterar a homeostase da
glicose alterando o seu metabolismo mitocondrial (KRISTIANSEN et al., 2005) e estimular a
lipolise e a oxidacdo das gorduras (TARANTINO et al., 2013). A liberacdo continua de IL-6
pode aumentar cerca de 35% dos niveis basais de gorduras tendo, assim, uma correlacédo
direta com a obesidade. De fato, isso pode exacerbar a resposta inflamatéria, comprometer a
regeneracdo celular e uma resisténcia a insulina (R1) (SCHAPER e ROSE-JOHN, 2015;
AHMED et al., 2012; MATTHEWS et al., 2010).
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Estudos em humanos associam uma forte correlagdo entre valores séricos da IL-6 com
a esteatose, necro-inflamacéo e a fibrose hepatica (WOLF et al., 2014; TARANTINO et al.,
2013; DOWMAN et al., 2010; PETTA et al., 2009). Alguns estudos, relataram niveis de IL-6
mais elevados em pacientes com DHGNA, especialmente com estigios mais avangados da
doenga, em comparagdo com aqueles com hepatite B (TARANTINO et al., 2013; KUMAR et
al., 2012).

Em um estudo com animais foi relato que a IL-6 age como uma citocina hepato-
protetora no figado, atuando diretamente nos hepatdcitos, dificultando a disfungéo
mitocondrial em casos de esteatose hepatica (BRAUNERSREUTHER et al., 2012). Esta
sinalizacdo ndo s6 tem um efeito sobre a proliferacdo de hepatocitos, mas protege o figado
contra varias formas de lesdo, como a isquemia, reperfusdo, toxinas e alcool (Klein et al.,
2005; Sun et al., 2003). A desrregulagdo da IL-6 ndo sO desenvolve obesidade como a
hepatoesteatose e a inflamacdo do figado em animais modelo (MATTHEWS et al. 2010).

A administracdo de anticorpos anti-IL6 em camundongos obesos observou-se um
aumento da sensibilidade a insulina estabelecendo a IL-6, como um dos biomarcadores mais
importante para a DHGNA (MAHMOUD et al., 2012). O acumulo de acidos gordos nos
hepatocitos ativam o NF-kB, um fator de transcri¢do que desempenha um papel central na
coordenacdo da expressdo de varias citocinas pro-inflamatérias, incluindo a IL-6
(TARANTINO et al., 2013).

Entre os fatores de transcricdo que controlam a expressdo génica inflamatoria, o NF-
kB desempenha um papel na coordenagdo da expressdo de varios meios pro-inflamatérios
sollveis (citocinas e quimiocinas) de adesdo leucocitaria. Em células ndo estimuladas, 0 NF-
kB ¢ sequestrado no citosol pelo seu inibidor (IkB), que mascara o sinal de localizacao
nuclear presente ao longo da sequéncia da proteina NF-kB (HOFFMANN et al., 2006). A
degradacéo do IkB permite, assim, que o NF-kB se transloque para o nticleo, atuando como
um fator de transcri¢do que ira regular positivamente a producao e a secrecdo de IL-6 (CAI et
al., 2005).

Os membros da familia NF-xB exibem homologia estrutural com a oncoproteina
retroviral v-Rel, resultando na sua classificacdo como proteinas NF-kB/Rel (GILMORE,
2006). Existem cinco subfamilias de proteinas na familia NF-xB (p50/NF-kB1, p52/NF-xB2,
p65/RelA, p68/RelB e p75/c-Rel) que, por ligacdo entre si, podem formar uma variedade de
heterodimeros e homodimeros que irdo regular os genes envolvidos na imunidade, inflamacao
e sobrevivéncia celular (VALLABHAPURAPU e KARIN, 2009). Algumas evidéncias
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indicam que a ativagdo do NF-kB desempenha um papel critico na inflamacdo do tecido
adiposo na obesidade (BAKER et al., 2011; HOLLAND et al., 2011; LI et al.; 2010). Além
disso, alguns estudos em roedores com EHNA mostraram uma maior atividade do NF-«B no
desenvolvimento de esteatose, inflamacéo e Rl (DELA PENA et al., 2005; ROMICS et al.,
2004). E sob condic¢des de inflamacgéo excessiva e a ativagdo do metabolismo lipidico, a lesdo
pode evoluir para esteato-hepatite. O NF-kB pode ser evidenciado em amostras de bidpsias
hepaticas de pacientes com EHNA (RIBEIRO et al., 2004). Por outro lado, a interferéncia na
translocacdo do NF-kB melhora a esteatose, a inflamagdo e a Rl no figado (DELA PENA et
al., 2005; LOCATELLI et al., 2004).

1.5 Receptores ativados por proliferadores de peroxissoma (PPARS) expressos no figado

Os receptores nucleares (NRs) sdo fatores de transcricdo que podem ser ativados por
ligantes, atuando nos processos fisiolégicos através da regulacdo da expressao de genes-alvo
(OLEFSKY, 2001; CHAWLA et al., 2001). Em humanos, a superfamilia de receptores
nucleares é composta por 48 membros, destacando-se entre eles, os receptores de esteroides,
do horménio tireoideano (TR), da vitamina D3 (VDR), do acido retindico (RXR) e 0s
receptores ativados por proliferadores de peroxissomos (Peroxisome proliferator activated
receptor- PPARs) (BRIDGHAM et al., 2010; NOVAC e HEINZEL, 2004).

Os PPARs sdo responsaveis por reacfes de oxidacdo ligadas ao metabolismo
energético, participando como sensores metabdlicos, promovendo importantes efeitos em
diversos processos fisioldgico (WAHLI, 2002). De acordo com os sinais lipidicos, atuam na
expressdo génica, promovendo acles adaptativas relacionadas a homeostase lipidica e
energética, atuando principalmente na oxidacdo de acidos graxos, diferenciacdo de adipdcitos
e sensibilidade a insulina (WAHLI, 2012; SHEN, et al., 2006; KERSTEN et al., 2000).

Os fatores de transcrigdo PPARs estdo presentes no ndcleo da célula e sdo ativados por
ligantes naturais ou sintéticos (WAHLI, 2012). Os ligantes naturais do PPAR, sdo sensores
lipidicos capazes de modular processos criticos para a homeostase energetica e exercem suas
funcdes na forma de heterodimeros com o receptor de retindide X (RXR) (AHMADIAN et
al., 2013). Os ligantes naturais de PPARs incluem acidos graxos saturados e insaturados, que
podem servir de substratos enzimaticos para a geracdo de seus derivados com atividade

agonista sobre esses receptores, como as prostaglandinas e leucotrienos (BERGER;
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MOLLER, 2002). A producédo dos ligantes naturais pode ser influenciada tanto por condicdes
fisioldgicas (alimentacdo, privacdo de alimentos e exercicio) quanto por condicGes
patologicas e fisioldgicas (inflamacdo crénica, diabete e aterosclerose) (MICHALIK et al.,
2006; BERGER; MOLLER, 2002). Assim, os PPARs podem influenciar a expressdo génica
direta ou indiretamente, através da competicdo com outros fatores de transcricdo (CUNARD
et al., 2004), entretanto, também modulam a atividade de genes envolvidos na regulacédo de
energia e processos inflamatérios (AHMADIAN et al., 2013; WAHLI, 2012).

Os PPARs podem exercer seus efeitos regulatérios sobre a transcricdo génica por
transativacdo ou transrrepressdao. No primeiro mecanismo, os PPARs podem ativar a
transcricdo de maneira dependente do ligante pela ligacdo especifica aos PPREs (elementos
responsivos aos proliferadores de peroxissoma), situados em sitios regulatérios de cada gene,
formando o complexo heterodimérico PPAR-RXR nos genes-alvo (ROSEN e
SPIEGELMAN, 2001).

O receptor liga-se ao PPRE como um heterodimero, juntamente com um fator proteico
adicional, o receptor do acido 9-cis retindico (RXR). Na presenca do seu agonistas, 0 PPAR
recruta coativadores, causando uma mudanca conformacional no receptor, dissociando o
complexo correpressor, resultando em aumento na transcri¢cdo génica (AMATO, et al., 2012;
GUSMAO, 2008; GRONEMEYER, et al., 2004). O conjunto repressor é desacoplado a partir
do complexo PPAR-RXR, seguindo-se do recrutamento de proteinas coativadoras, tais como
o coativador de receptor de esterdide (SRC) e a proteina de ligacdo ao PPAR (PBP), entre
outras (FATTORI et al., 2014). O complexo coativador promove modificacdes nas histonas
(acetilacao de histonas) e na estrutura da cromatina de modo, a permitir o desenovelamento do
DNA, o que facilita o acesso e a interacdo do complexo heterodimérico ao elemento
responsivo do PPAR (PPRE), com a consequente ativagdo de genes especificos (FATTORI et
al., 2014; RICOTE e GLASS, 2007; BERGER et al., 2002; CHAWLA et al., 2001).

Na auséncia de substancias agonistas, a ativacdo da transcricdo e reprimida pela
ligacdo de proteinas correpressoras ao complexo PPAR-RXR, bloqueando assim, a
transcricdo (FATTORI et al., 2014). As proteinas corepressoras incluem, o receptor nuclear
(NCoR) ou o mediador de silenciador de RXR e receptor de hormdnio tireoidiano (SMRT).
Essas proteinas tém funcdo de desacetilacdo de histonas (HDACs — Histonas Deacetilases), ou
agem recrutando proteinas que detém essa acdo, podendo ainda possuir outras atividades

enzimaticas que, em conjunto, possam manter a cromatina em sua forma enovelada, o que



36

impede a ligacdo do receptor e da maquinaria transcricional ao DNA, conforme visualizado
na Figura 1 (FATTORI et al., 2014; ROSENFELD et al., 2006; BERGER et al., 2002).

Dentro da subfamilia dos PPARSs, j& foram caracterizadas trés subtipos de proteinas,
codificadas por genes distintos, sendo estes 0 PPARa (NR1C1), PPARS/B (NR1C2) e PPARYy
(NR1C3) (AHMADIAN et al., 2013; MICHALIK et al., 2002). O PPARa foi o primeiro
membro da subclasse dos PPARs a ser identificado por Issemann e Greenem 1990. Em 1992,
Dreyer e colaboradores identificaram os outros dois PPARs. Os trés subtipos de receptores
estdo presentes na maioria dos tecidos embora, apresentem padrdes de expressdo tecidual
especifico, sendo expressos de forma variavel entre os diferentes 6rgdos (CUZZOCREA,
2006).

Figura 1 - Mecanismo de ativagdo transcricional pelo PPAR no nucleo da célula.

- @ )

PPAR ligante -
Cofator Rizsss e o -[ RXR ligante

transcricional / /

K AGGTCAxAGGTCA
Expressao do gene-alvo

(A) Ligacdo especifica de PPAR/RXR; (B) Alteragdes nos cofatores transcricionais associados; (C) Ativacéo do
complexo transcricional. Este mecanismo requer a liberacdo do complexo co-repressor (atividade de acetilase da
histona), feito por um ligante, e o recrutamento de complexo co-ativador (atividade acetiltransferase). O
complexo PPAR-RXR ativado liga-se ao PPRE, produzindo uma alteracdo na estrutura da cromatina, originando
uma estrutura transcricionalmente competente. Fonte: Rigano et al. (2017, adaptado).

1.5.1 Receptor /o ativado por proliferadores de peroxissomos (PPARf/0)

O PPAR beta/delta (Bf/0) tem uma ampla expressdo no organismos humano, com
funcbes importantes principalmente no masculo esquelético, tecido adiposo, pele, intestino,
cérebro e figado, atuando nas atividades ligadas a adaptacdo metabdlica dos tecidos em
resposta a alteracdes ambientais (CAVE et al., 2016; NAGASAWA etal., 2006; MICHALIK
et al., 2006). Alguns estudos indicam que a ativagdo do PPARP/S exerce efeitos regulatorios
no catabolismo de &acidos graxos, no transporte reverso do colesterol e no metabolismo

energético, causando reducdo dos niveis da lipoproteina de baixa densidade (Low density
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lipoprotein — LDL), dos triglicerideos, termogénese e redugdo de peso (ZHANG et al., 2017;
VAZQUEZ, 2016; POULSEN et al., 2012). No figado pode ser expresso principalmente pelas
células estreladas hepaticas, células endoteliais sinusoidais, pelos macrofagos (células de
Kupffer) e nos hepatécitos (CAVE et al., 2016; TAILLEUX et al., 2012; NAGASAWA et al.,
2006).

No tecido hepatico de camundongos com PPARP/6 nulo, o perfil transcricional
revelou uma regulacdo negativa dos genes associados ao metabolismo da lipoproteina, e das
vias de utilizacdo da glicose, indicando que esses genes, sdo regulados positivamente pelo
PPARP/s. Por outro lado, os genes envolvidos na imunidade inata e na inflamacdo foram
supra-regulados. Essas alteragdes em camundongos (PPARf/6-nulo), correlacionaram-se com
0 aumento dos niveis plasmaticos de glicose e triglicérides, e reduziram os niveis plasmaticos
do colesterol (SANDERSON et al., 2010).

Liu e colaboradores (2011) demonstraram que a super-expressdo do PPAR[/S nos
hepatdcitos reduzia os niveis de glicose em jejum em camundongos com dieta hipercaldrica.
Também foi relatado, um aumento na deposicdo de glicogénio e lipidios hepaticos,
acompanhada de uma regulacdo positiva da utilizacdo de glicose e da lipogénese. Também,
observou-se um aumento da producdo de acido graxo monosaturados nos hepatdcitos,
causando a ativacdo dos macrdfagos residentes no figado, resultando, no aumento da ativacao
do PPARP/S e reducdo da expressdo dos marcadores inflamatorios como o TNF-a ou
interferon gama (IFN-y), causando altera¢des na resposta imunologica (LIU et al., 2011). O
PPARPB/6 e seus ligantes também estdo supostamente associados a atividades anti-
inflamatorias através da interferéncia com o fator NF-xB (WAHLI et al., 2012; DING et al.,
2006; RIVAL et al., 2002).

O PPARP/6 pode ocasionar a oxidagdo dos A&cidos graxos, auxiliando na
desintoxicacdo lipidica reduzindo a gravidade da esteatose hepéatica (HORIKE et al., 2008;
NARKAR et al., 2008, QIN et al., 2008). Algumas evidéncias relatam que o PPARB/S pode
auxiliar na regulacdo da expressdo do receptor VLDL nos hepatécito (ZAREI et al., 2018).
Foi observado um aumentado do receptor de VLDL em modelos de ratos com PPAR/5 nulo
na fase pré-clinica, e nos resultados da fase clinica as amostras de bidpsias hepaticas de
pacientes com esteatose moderada e grave foram observados niveis aumentados dos
receptores de VLDL e niveis reduzidos do PPARP/s. Esses achados, demonstraram que o0s
niveis dos receptores de VLDL podem ser controlados pelo PPARP/5, afetando o
desenvolvimento da esteatose hepatica (ZAREI et al., 2018).
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Comparado com PPARa e PPARy, menos se sabe sobre PPARP/6 em relagdo a
obesidade e DHGNA (VIDELA et al., 2012). No entanto, para a atividade lipogénica foi
demonstrado que ambos os receptores PPARB/6 ¢ PPARa eram necessarios para a redugao do
tecido adiposo, impulsionado pelo agonista do PPARP/6, e subsequentemente o

desenvolvimento de esteatose hepatica (GARBACZ et al., 2015).

Figura 2 - Atividade anti-inflamatéria do PPAR-B/6 no figado.
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Esquema resumindo a atividade anti-inflamatdria do PPAR-f/3 no figado: As setas verdes indicam a ativacéo, e
a linha vermelha indica inibicdo. O PPAR-B/5 liga-se especificamente no RXR; ocorrendo a ativagdo do
complexo transcricional. Tendo, assim, a capacidade de regular varias vias importantes no figado, como
homeostase lipidica, inflamagéo (IL-1, TNF-o, IL-6 e MCP-1) e auxiliar na inibi¢do da resisténcia a insulina,
desempenhando um papel importante na regulagdo metabdlica. Fonte: Silva e Peixoto (2018, com adaptacdes).

1.5.2 Receptor y ativado por proliferadores de peroxissomos (PPARYy)

O PPAR gama (y), ¢ expresso em tecido adiposo branco, figado, coragdo, colon,
intestino delgado e grosso, rins, pancreas e baco, sendo caracterizado como um fator de
transcricdo que regula a expressdo génica na adipogénese, induz a diferenciacdo dos pré-
adipocitos, sendo envolvido na homeostasia da glicose e sensibilizacdo a insulina
(WATANABE et al., 2015; NIJLAND et al. 2014; TONTONOZ et al., 2008).

O PPARy ¢ transcrito por um Unico gene, o uso do seu promotor diferencial e o
processamento alternativo dos produtos do gene PPARy geram quatro RNA mensageiros
(mRNAs) - PPARy1, PPARY2, PPARYy3 e PPARy4 (APRILE et al., 2014; ASTARCI e
SIERSBAEK, 2009). As isoformas PPARyl e PPARY2 sdo altamente expressas em tecidos
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adiposos branco e marrom, onde o receptor governa a diferenciacdo de adipdcitos e o
armazenamento de lipidios. O PPARy1 é também expresso no cérebro, células vasculares,
colon e células imunes (MEDINA-GOMEZ et al., 2007; MICHALIK et al.,, 2006;
SABATINO et al., 2005). O PPARY3 parece ser a isoforma predominante nos macrofagos e a
forma PPARYy4 nao ¢ muito conhecida, porém foi relata a sua presenca no tecido adiposo
(APRILE et al., 2014; VARGA et al., 2011).

O PPARy esta interligado a importantes processos biolégicos que vdo desde a
regulacdo do metabolismo, diferenciacdo a inflamacdo, sendo associado a véarias doencas,
incluindo o cancer (POLVANI et al., 2014; SUGII e EVANS, 2011). A maior expressdo do
PPARYy ocorre no tecido adiposo, sendo considerado a chave para a cascata de transcri¢do e
diferenciacdo dos adipécitos possuindo, assim, um papel central na integracdo do controle
energético, do metabolismo de glicose e lipideos (POULSEN et al., 2012; WILLSON et al.,
2001).

A ativagdo do PPARy favorece a formagdo de pequenos adipdcitos que tendem a
substituir os grandes adipocitos que, normalmente constituem o tecido adiposo branco
(HELENIUS et al., 2009). A maior expressao do PPARYy, ocorre apos as refeicdes e a sua
ativacdo leva a expressdo de genes que promovem a captacao, armazenamento e metabolismo
de é&cidos graxos, com lipase lipoproteica, acetil coenzima A (acetil-CoA), proteinas
transportadoras de acidos graxos e fosfoenol piruvato carboquinase (WOLF GREENSTEIN et
al., 2017). Ele, também, reprime genes que induzem a lipolise e a liberacdo de acidos graxos
livres em adipocitos. Além disso, o PPARy diminui a expressdo de leptina, uma molécula
sinalizadora produzida pelo adipdcito, 0 que causa um aumento na ingestdo e otimizacdo do
uso de energia, contribuindo para os efeitos adipogénicos do PPARy (SHARMA et al., 2007;
EVANS et al., 2004).

Alguns autores demonstraram que a expressdo do PPARy especifico nos hepatocitos
promove diretamente 0 acimulo de gordura hepética, aumentando a captacdo lipidica e
promovendo a lipogénese (ZHANG et al., 2006; GAVRILOVA et al., 2003). Além disso, 0
PPARy desempenha um importante papel no metabolismo da glicose, regulando a expressédo
da hexoquinase 2 (HK2) e da isoforma M2 do piruvato quinase (PKM2), resultando em
esteatose hepatica macica em modelos de camundongos (PANASYUK et al., 2012).

A ativagdo do PPARy pode causar efeitos benéficos no organismo, tais como: aumento
da gliconeogénese no figado, estimulo na secrecdo de insulina no pancreas, causa a

sensibilizacdo a insulina no muasculo esquelético e aumenta o metabolismo de lipideos, mas
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também pode causar efeitos maléficos, tais como a retencdo de liquidos, a descalcificagdo
Ossea, crescimento do coracdo, acumulo de lipideos no figado e coragdo e aumento da
adipogénese, gerando ganho de peso (AHMADIAN et al., 2013).

O PPARy medeia os efeitos anti-inflamatorios através de varios mecanismos,
incluindo a transrepressdo levando a uma interferéncia entre o PPARYy ¢ fatores transcricionais
que levam a inibicdo da respostas pré-inflamatérias mediada pelas vias de IL-2, IL-6, TNF-a,
IL-18 e IL-12 (HOU et al. 2014; HOU, et al.,, 2012; MALCHOW et al., 2012). Essa
transrepressao também pode ser mediada pela ligacdo do PPARy a complexos coactivadores,
que irdo inibir a expressdo génica pro-inflamatoria dependente de NF-xB (HOESEL e
SCHMID, 2013; RAMOS et al., 2010). Além disso, o PPARy também pode suprimir o gene
pré-inflamatorio de expressao, impedindo a remocéo de corepressores da regido promotora de
NF-xB e dos fatores de transcri¢do pro-inflamatérios (PASCUAL et al., 2005). O TNF-a ¢é
um dos responsaveis pela resisténcia a insulina, ja que as citocinas estdo relacionadas ao
processo de inflamacdo, a sensibilizacdo a insulina e a obesidade (FORYST-LUDWIG et al.,
2010; ARANDA et al., 2001). O TNF-a pode induzir oxidantes mitocondriaiS e, assim,
exacerbar a DHGNA, atenuando os efeitos anti-inflamatérios da adiponectina e PPARYy,
causando uma inflamacdo secundaria e desenvolvimento de fibrose (KANURI et al., 2013;
MOSCHEN et al., 2012; TOMARU et al., 2009).

Em alguns estudos com modelos de animais obesos associados a esteatose foi
observado um aumento da expressdo hepatica de PPARy no figado, principalmente da
isoforma PPARy2 (RAHIMIAN et al., 2001; MEMON et al., 2001). O aumento da expressdo
do gene PPARYy2, também esta correlacionado positivamente com a esteatose hepéatica em
pacientes obesos (PETTINELLI e VIDELA, 2011; WESTERBACKA et al., 2005). Na
regulacdo do PPAR-a em casos de pacientes obesos com esteatose hepatica e resisténcia
insulinica, foi observado processos de ativacdo da lipogénese e oxidacgéo lipidica; mas este

efeito agravou-se com o aumento da expresséo do PPARy (TYAGI et al., 2011).

A expressdo do PPARy nas células hepéticas e nas células de kupffer, pode transmitir
propriedades ainti-inflamatérias e anti-fibrinogénicas no figado (GUPTE et al., 2010;
TSUKAMOTO et al. 2008). Porém, a sua deficiéncia pode ocasionar uma formacao excessiva
de tecido fibrético e uma resiténcia a insulina, ocassionando uma progressdo da doenca
hepatica (ZHANG et al., 2017; SOUZA-MELLO, 2015; HALL et al., 2014).
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Figura 3 - Mecanismos de acao e o efeito anti-inflamatorios do PPARY.
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Esquema resumindo da atividade do PPARYy no figado: As setas verdes indicam a ativacdo, e a linha vermelha

indica inibicdo. Os ligantes de PPARY positivo, podem inibir as atividades do NF-xB e STAT-1 dentro das
células. No local da inflamagdo, inibe a ativacdo de citocinas pro-inflamatérias (IL-6, IL-1 e TNF-0) e
quimiocinas (MCP-1), mas uma ligac&o positiva pode induzir mediadores vasoativos (sintase induzida do éxido
nitrico; INOS) e mediadores inflamatdrios (COX-2, F4/80 e IL-6). Fonte: Silva e Peixoto (2018, com
adaptacoes).

Diante do exposto, a cirrose criptogénica € uma cirrose de causa incerta compativeis
principalmente com o etanol, hepatite viral e a esteato-hepatite ndo alcodlica. Mesmo com
avancos nas avaliacdes diagnosticas, a etiologia pode permanecer ainda como idiopatica,
sendo muito importante determinar a causa especifica da doenca, tendo em vista as
complicacgdes dos pacientes a longo prazo. Portanto, verifica-se a importancia de averiguar os
diagndsticos laboratoriais e histolégicos da cirrose criptogénica comparando-a com a cirrose
por esteato-hepatite e a cirrose por HBV. No intuito de relatar uma associacao a estas doengas
de base. Alem disso, os dados acima descritos indicam uma importante participacdo dos
PPARs no desenvolvimento dos processos necro-inflamatorios e fibroticos associados a

cirrose cronica e sugerem, uma possivel participacdo nas ac@es da cirrose criptogénica.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar os parametros clinico-laboratoriais, histolégicos e imuno-histoquimicos da

cirrose criptogénica em pacientes submetidos ao transplante de figado.

2.2 Objetivos especificos

e Verificar as alteragcdes laboratoriais e histopatologicas dos pacientes com cirrose

criptogénica comparando-a com a esteato-hepatite e a hepatite B viral;

e Analisar o padrdo da imuno-expressao do PPARy, PPARPB/S, NF-xB e IL-6 nos
pacientes diagnosticados com a esteato-hepatite e hepatite B viral em relagdo a cirrose

criptogénica;

e Determinar os padrdes de imuno-expressao dos ligantes PPARy e PPARP/5, bem
como a IL-6 e o NF-xB nos pacientes diagnosticados com cirrose criptogénica.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Desenho do estudo

A pesquisa constituiu-se em um estudo retrospectivo transversal observacional,
desenvolvida no Hospital Universitario Walter Cantidio (HUWC). Para a pesquisa, realizou-
se um levantamento de dados através dos prontuarios para a obtencdo das informacdes
clinicas, laboratoriais, caracteristicas macroscopicas € microscopicas e laudos
anatomopatoldgicos dos pacientes contidos nos arquivos do HWUC e do Departamento de
Patologia e Medicina Legal (DPML). Para as amostras, utilizaram-se explantes e bidpsias
arquivados no DPML da Universidade Federal do Ceara (UFC).

3.2 Populacéo do estudo

Pacientes submetidos ao transplante hepatico no Hospital Universitario Walter
Cantidio (UFC) durante os anos de 2010 a 2016.

3.3 Caracterizacao do grupo de estudo

Para o estudo foram selecionados pacientes doadores de figado e pacientes submetidos
ao transplante de figado diagnosticados com cirrose hepatica alcodlica, cirrose por hepatite B,
cirrose por esteatose hepatica ndo alcoolica e cirrose hepéatica criptogénica. Foram
considerados como casos de cirrose criptogénica aqueles em que a investigacdo prévia para as
hepatopatias atualmente conhecidas resultava-se como negativas através da pesquisa clinica e
patoldgica dos principais fatores etiologicos baseado na classificacdo clinico-patolégica
proposta para a cirrose criptogénica descrito na literatura (CALDWELL, 2010; DUCLOS-
VALLEE et al. 2005; AYATA et al. 2002; BERG et al.2002; CONTOS et al. 2001)

3.3.1 Ordenamento dos grupos
Apos a selecdo inicial dos pacientes baseada nos arquivos de bidpsias do DPML e das

informacbes dos resultados clinicos, laboratoriais e histopatolégicos, os pacientes foram

alocados em grupos, de acordo com as caracteristicas hepaticas de base.
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Grupo | (G-1): Doadores de figado;

Grupo I (G-11): Cirrose por alcool;

Grupo 1 (G-11): Cirrose por HBV;

Grupo 1V (G-1V): Cirrose por esteatose hepatica ndo alcodlica;
Grupo V (G-V): Cirrose Criptogénica.

3.3.2 Critérios de inclusao

Foram incluidos os pacientes acompanhados pelo HUWC que apresentavam amostras
de biodpsias (G-I) e explantes (G-IlI, G-lll, G-IV e G-V) em blocos de parafina, durante o
periodo de 2010 a 2016, classificados de acordo com 0s critérios expostos a seguir:

e Doadores de figado — Avaliacdo clinica, laboratorial e histopatologica normal.

e Cirrose hepatica — definida por analise histopatoldgica e por associacdo de dados
clinico-laboratoriais.

Dentre os pacientes que satisfizeram os critérios para cirrose, foram incluidos no
trabalho apenas os pacientes com hepatopatia cronica de base, diagnosticados com:

o Esteato-hepatite alcodlica - aceitando-se para este diagnostico historia positiva de
consumo de alcool, alterac@es clinico-laboratoriais compativeis com o diagnostico de
esteato-hepatite alcodlica, confirmados pela andlise histopatoldgica e registrados nos
prontudrios.

e Hepatite B — aceitando-se para este diagndstico o exame soroldgico positivo para 0
HBsAg pelo método imunoenzimatico (ELISA), alteracBes clinico-laboratoriais
compativeis com o diagnostico de HBV e confirmados pela analise histopatolégica e
registrados nos prontuarios.

o Esteatose hepatica ndo alcodlica - histdria negativa de consumo de alcool, alteracGes
clinico-laboratoriais compativeis com o diagndstico de EHNA, confirmados pela
anélise histopatoldgica e registrados nos prontuérios.

e Criptogénica — Definida por andlise histopatoldgica e por diagndstico de exclusao.
Portanto, devia constar no prontuario histéria negativa para: consumo de &lcool;
AIDS; insuficiéncia cardiaca congestiva; tuberculose; doencas pulmonares obstrutivas
cronicas; drogas hepatotoxicas ou hepatotoxinas; doenca de Wilson; hemocromatose;
hepatite viral; hepatite autoimune; cirrose biliar primaria e cirrose por deficiéncia de

al-anti-tripsina.
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3.3.3 Critérios de excluséo

Foram excluidos da pesquisa 0s pacientes com causas de cirrose associados a canceres
primérios do figado ou colangiocarcinoma. Também, foram excluidos o0s casos cujos
materiais bioldgicos nos blocos de parafina ndo apresentavam condic¢des para o estudo, como

amostras insuficientes e fixacdo inadequada.

3.4 Caracterizacao geral das amostras

A primeira etapa para a selecdo dos pacientes constou-se de um levantamento de
pacientes ndo cirréticos (G-1) e cirréticos (G-11, G-Il e G-IV) contidos nos arquivos do
DPML. Para a pesquisa foram selecionados, inicialmente 74 pacientes consecutivos que
preenchiam os critérios necessarios para o estudo. Em alguns casos, ndo foram localizados 0s
blocos de parafina nos arquivos do DPML e alguns pacientes careciam de dados necessarios
para a pesquisa, por isso, durante a analise de determinadas variaveis, 0 numero de pacientes
analisados apresentou-se inferior ao nimero total de pacientes alocados em cada grupo.
Nenhum paciente foi biopsiado para fins deste estudo.

Para os pacientes doadores de figado (G-I) foram selecionadas amostras provenientes
de materiais de biopsias por puncdo aspirativa, em cunha. J& para 0s pacientes com cirrose por
alcool (G-11), cirrose por HBV (G-II1), cirrose por EHNA (G-1V) e cirrose criptogénica (G-V)
foram selecionados casos consecutivos de cirrose hepatica crbnica (CHC), oriundos de
figados cirréticos, provenientes de produtos de resseccdo cirurgica de hepatectomia total
(explante).

A populacdo final do estudo consistiu-se, portanto, em 50 pacientes, alocados nos
determinados grupos; obtendo 07 amostras de doadores de figado (G-1), 03 amostras com
esteato-hepatite alcodlica (G-I1); 10 amostras de cirrose por HBV (G-1I1), 07 amostras de
cirrose por esteato-hepatite ndo alcodlica (NASH, G-IV) e 23 amostras com cirrose
criptogénica, G-V (FIGURA 4). Em seguida, foi realizada uma revisdo de prontuério, para

garantir a correlacéo clinica pré-estabelecida de cada grupo com o histopatoldgico.

3.5 Obtencao de dados clinico-laboratoriais

Os dados clinicos-laboratoriais foram obtidos retrospectivamente por meio de revisdo

de laudos e resumos de prontuarios contidos nos arquivos do HUWC. Dentre os resultados
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clinicos, foram anotados dados como: idade (na época da bidpsia); raca; sexo; peso; altura;
indice de massa corporal (IMC); uso abusivo de alcool/drogas, doencas associadas como a
hipertensdo arterial sistémica- HAS e/ou diabetes mellitus tipo 2 - DM).

Em relacdo aos dados laboratoriais, foram anotados os informes que justificaram a
realizacdo da bidpsia:
- Perfil bioquimico: alanina aminotranferase (ALT, U/L); aspartato aminotranferase (AST,
U/L); gama glutamiltranferase (GGT, U/L); fosfatase alcalina (FA, U/L); bilirrubina total
(BT, mg/dL), bilirrubina direta (BD, mg/dL); bilirrubina indireta (BI, mg/dL); proteinas totais
(PT, g/dL), albumina (ALB, g/dL); creatinina (Cr, mg/dL); alfa-fetoproteina (AFP, ng/mL);
Ureia (Ur, mg/dL); globulina (GLOB, g/dL); célcio iénico (CAI, mmol/L); Célcio total (CA,
mg/dL); magnésio (Mg*, mmol/L), potassio (K*, mmol/L); sédio (Na*, mmol/L); colesterol
total (CT, mg/dL); lipoproteina de alta densidade (HDL-c, mg/dL); lipoproteina de baixa
densidade (LDL-c, mg/dL); lipoproteina de densidade muito baixa (VLDL, mg/dL) e
triglicerideos(TG, mg/dL); dosagem de glicemia de jejum (Glic, mg/dL); proteina C reativa
(PCR, mg/dL).
- Perfil soroldgico: Anti-HIV I E Il (HIV, S/CO); toxoplasmose IgM (TOXO IgM, Ul/mL);
toxoplasmose 1gG (TOXO 1gG, Ul/mL); citomegalovirus IgM (CMV IgM, Ul/mL);
citomegalovirus IgG (CMV IgG, Ul/mL); chagas (Chagas ndo reagente/ reagente e titulacao);
Venereal Disease Research Laboratory - sifiles (VDRL, ndo reagente/ titulacdo); tuberculina
purificada (PPD2, mm); Anti-HAV IgM (S/CO); Anti-HAV IgG (S/CO); Anti-HVC (S/CO);
HbsAg (S/CO); Anti-HbsAg (Ul/mL); Anti-HBc IgM (S/CO) e Anti-HBc 1gG (S/CO).
- Perfil hematoldgico: tempo de tromboplastina parcial ativada (TTPA, %); tempo e
atividade de protrombina (TAP, %); hematocrito (HT, %); hemoglobina (HB, g/dL);
contagem de plaquetas (PLC, Milh/mm?3); fibrinogénio (FIB, mg/dL); indices hematimétricos
(VCM - fl, HCM- pg e CHCM — g/dL, RDW - %); leucograma e mielograma (LEU, mm?3;
MIE, %/uL).
- Equilibrio acido-base e eletrolitico - Gasometria arterial: pH; pressdo parcial de gas
carbonico (pCO2, mm.Hg); pressdo parcial de oxigénio (pO2, mm.Hg); saturacao de oxigénio
(SAO2, %); bicarbonato (HCOs, mmol/L); excesso de bases (BE; mmol/L); saturacdo de
bicarbonato (HCO3-st, mmol/L); lactato (LAC, mmol/L), sédio (Na, mmol/L); potéssio (K,
mmol/L) e Cloro (CL", mmol/L).

Os valores de referéncia utilizados estdo relatados no Apéndice A. A Obesidade foi

baseado no calculo do IMC (calculado pela formula: peso em quilos /altura em metros?).
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Sobrepeso, com IMC entre 25 e 29.9 Kg/m? e obeso com IMC > 30 Kg/m? (MIALICH et al.;
2010; WORLD HEALTH ORGANIZATION 1995; QUETELET, 1842).

Figura 4 - Organograma dos grupos de estudo e obtencdo dos dados clinico-laboratoriais,
20109.
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Fonte: elaborada pelo autor.
3.6 Preparacéo do material para a pesquisa
3.6.1 Selecao do material das bidpsias
As determinacbes dos grupos basearam-se nas analises das variaveis

anatomopatoldgicas obtidas com base nos achados histopatoldgicos, para cada grupo.
Primeiramente, foram separados dos arquivos do DPML as laminas originais coradas com
hematoxilina e eosina- HE (TIMM, 2005; JUNQUEIRA, 1995). Todas as laminas arquivadas
dos casos selecionados, foram revistas pelo patologista do DPML. Os casos que se
mantiverem no diagndstico inicial, foram selecionados e distribuidos de acordo com os

grupos. Logo apds a revisdo das laminas de HE, foi realizada a selecéo dos respectivos blocos
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das areas de interesse, selecionando as areas mais representativas para a pesquisa. Para cada
caso separou-se uma amostra emblocada em parafina, provenientes de materiais de biopsias
por puncao aspirativa em cunha para o grupo G-I e duas amostras emblocadas em parafina de
hepatectomia total (explantes) de cada caso, selecionados para os grupos cirroticos (G-11, G-
I, G-1V e G-V).

3.6.2 Procedimentos analiticos

3.6.2.1 Microarray de tecidos — TMA

Logo apo6s a revisdo das laminas de HE foi realizado uma demarcacdo no local das
areas de interesse nas respectivas laminas, para posterior confeccdo dos tissue microarray
(TMA). Para a demarcacdo foi selecionado nos tecidos de tumores hepaticos um local
contendo lesdes histopatoldgicas especificas com areas focais cirréticas, livres de neoplasias
hepaticas (carcinoma hepatocelular - CHC) nas laminas dos grupos cirréticos (G-I1, G-111, G-
IV e G-V).

A confeccdo dos blocos de TMAs (FIGURA 5) foram realizados no Laboratério de
histopatologia do Nucleo de Pesquisa e Desenvolvimentos de Medicamentos (NPDM — UFC),
de acordo com o método descrito por Kononen et al., (1998). Previamente, a confec¢do dos
blocos de TMAs, foi elaborada uma matriz de orientacdo (protocolo de montagem), contendo
uma numeracdo determinada para cada caso. Na matriz os grupos foram distribuidos em 5
blocos diferentes separados de acordo com os grupos de estudo da pesquisa.

Como relatado anteriormente, para cada caso foram selecionados dois blocos originais
das amostras teciduais de figado para a confeccdo em duplicata dos TMAs, evitando a
limitacdo dos nimeros de cilindros nos casos com pouca representacdo tecidual. Na extracao
dos cilindros teciduais dos blocos de parafina originais (blocos doadores) previamente
demarcados, foi utilizado uma agulha com uma éarea circunferéncial representativa de 2 mm
de diametro (3,14 mm?). Os blocos de parafina doadores foram puncionados (punch) em cada
area demarcada com um microarray de tecido (Quick-Ray UNITMA®), sendo transferidos
para um bloco receptor contendo 36 a 70 pogos circulares do mesmo didmetro (2mm) de
acordo com o mapa pré-estabelecido. No microarray ndo foi adicionado amostra em um dos
pogos circulares (linha 1, posicdo 3) para orientar o0 inicio da leitura e direcionamento das

laminas, referido como cilindro iniciador de leitura.



49

Apbs, os blocos receptores de TMAs foram colocados na estufa para derretimento e
fusdo das parafinas. Posteriormente, foram realizados cortes histologicos de 3 pum de
espessura em cada bloco receptor utilizando o micrétomo (Lupetec® MRP-09) e depositados
em laminas de vidro sinalizadas por “pescagem” e numeradas de acordo com o0s blocos.
Posteriormente, foi separado um corte de cada bloco receptor para a preparagao das laminas

coradas com hematoxilina-eosina (HE) e para as rea¢6es de imuno-histoquimica.

Figura 5 — Demonstracdo da contrucao dos microarray de tecidos, 2019.
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Fonte: elaborada pelo autor.

3.6.2.2 Procedimentos para a coloragédo hematoxilina-eosina dos TMAS

Para as andlises histopatologicas os cortes de tecidos dos blocos receptores de TMA
foram desparafinados em estufa por 60 minutos a 65°C, diafanizadas em dois banhos de xilol
absoluto (5 minutos cada) e reidratados em concentracdes graduais de alcool absoluto (90, 85
e 70%), durante 3 minutos cada. Em seguida, as laminas foram lavadas em agua corrente
durante 3 minutos e depois coradas com hematoxilina de Harris por 5 minutos.
Posteriormente, as laminas foram novamente lavadas em agua corrente durante 3 minutos
(para o desenvolvimento da cor azul). Em seguida, as sec¢fes foram contracoradas com
eosina alcodlica 5% durante 5 minutos e rapidamente desidratadas em solugfes de &lcool
absoluto (70, 85 e 100%) por 3 minutos cada. Apos a diafanizacdo em xilol absoluto por 5
minutos, as laminas foram montadas em meio Entellan ® (Merck, Alemanh) com laminula de

vidro.
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3.6.2.3 Procedimento Imuno-histoquimico

Uma lamina de cada um dos blocos receptores de TMA foi submetida a reagdo imuno-
histoquimica, previamente padronizada para a pesquisa, com cada um dos anticorpos listados
na Tabelal. ApGs aquecimento a 60°C em estufa, a primeira etapa da técnica consistiu na
desparafinizacdo do corte, procedidos de trés banhos sucessivos em solucdo de xilol em
temperatura ambiente. Em seguida, foi realizado a reidratacdo das amostras por meio de
banhos de 3 minutos em sequéncia decrescente de concentracdo de etandis (100, 85 e 70%).
Em seguida, as laminas foram lavadas em agua corrente durante 3 minutos.

A recuperacdo antigénica foi realizada em calor imido no forno de micro-ondas por
imersdo de amostras em tampdo de citrato com pH 6,0 (Sigma-Aldrich, Sdo Paulo, Brasil)
durante 45 min a 95°C em banho Maria (FIGURA 6). Apoés resfriamento a temperatura
ambiente, foram realizadas duas lavagens com solugdo tampdo fosfato (PBS). Para inativar a
peroxidase enddgena, os espéecimes foram incubados durante 30 min em solu¢édo de peroxido
de hidrogénio a 3%, diluido em PBS (0,1M). Logo apos, foram realizadas duas lavagens com
solucdo tampéo fosfato (PBS).

Imediatamente ap6s procedeu-se a incubacdo dos anticorpos primarios (250ul) em
camara Umida com protecdo contra luz (FIGURA 6). As laminas foram imersas em PBS, por
tempo necessario, em temperatura de 20°C. Os anticorpos primarios (Ab) utilizados foram:
Anti-HBV core (1:300, policlonal, INVITROGEN®, Thermofisher, PA516368), IL-6 (1:300,
monoclonal, Abcam® ab6672), ANTI-PPAR DELTA (1:1500, policlonal, INVITROGEN®,
Thermofisher, PA516368), PPAR GAMMA-2 (1:400, policlonal; INVITROGEN®,
Thermofisher, PA1824) e ANTI-NF-KB p65 (1:100, policlonal, NOVEX, Thermofisher®,
510500).

Apos o tempo de incubacdo de cada anticorpo primario foram realizadas duas lavagens
em PBS durante 5 minutos. Em seguida, as amostras foram incubadas com o anticorpo
secundario anti-lgG monoclonal/coelho (goat anti-rabbit Ig) pronto para uso (Envision HRP,
Dako®, k4061) por 30 minutos. Em seguida, foram realizadas duas lavagens com solucao
tampéo fosfato (PBS) por 5 minutos.

A revelacdo foi realizada com uma gota (20uL) do cromdgeno de diaminobenzidina
(DAB) em 1mL de tampéo substrato (Liquid DAB Plus, Dako® Corporation, Carpinteria,
CA, EUA, K346811-2) por 30 minutos. Apos o tempo estabelecido para a revelagdo a reacao
foi paralisada com agua destilada e contracoradas com hematoxilina de Harris por 10

segundos, seguido de imersdo em agua corrente por 3 minutos. Apds, procedeu-se entdo a
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desidratacéo, feita com banhos sucessivos de 5 minutos em cadeia crescente de etanois (de 70,
85, 90%), e a diafanizacdo com xilol durante 5 minutos. Para a montagem das laminas

utilizou-se 0 meio de montagem permanente (Enthelam®, Merck — Alemanha, 107961).

Figura 6 — Demonstracdo do procedimento Imuno-histoquimico, 2019.

Fonte: elaborada pelo autor.

Tabela 1 - Padronizacédo das reagdes de imuno-histoquimica para os respectivos anticorpos.

Anticorpo 1° Tempo de incubagdo  Titulacdo Fornecedor Clone Imunolocalizagdo
HBV-core 60 minutos 1/300 Invitrogen  Policlonal/ coelho Nuclear

IL-6 Over-night 1/300 Abcma Policlonal/ coelho Intercelular
NF-kB 40 minutos 1/100 Invitrogen  Policlonal/ coelho Nuclear
Anti-PPARy 60 minutos 1/400 Novex Policlonal/ coelho Nuclear
Anti-PPARB/d 40 minutos 1/1500 Invitrogen  Policlonal/ coelho Nuclear

Fonte: elaborada pelo autor.
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3.7 Analise do material

3.7.1 Anélise histopatoldgica

As laminas de TMAs foram devidamente identificadas e analisadas aleatoriamente em
microscopio 6ptico (OLYMPUS®, modelo U-MDOB3) no DPML. As reacbes foram
validadas sempre pelo mesmo patologista, com experiéncia e sem conhecimento das
informacdes clinico-laboratoriais dos pacientes.

Para o estudo as varidveis histoldgicas foram analisadas e semi-quantificadas de
acordo com as alteracdes estruturais, alteracdes necro-inflamatdrias, esteatose macrovacuolar,
esteatose microvacuolar, balonizacdo hepatocelular, fibrose, corpusculos hialinos de Mallory-
Denk, pseudoinclusao nuclear de glicogénio entre outros.

Para a avaliacdo da hepatite cronica, as varidveis histoldgicas foram analisadas e semi-
quantificadas, segundo a classificacdo de Ishak (ISHAK, 1995). Foram considerados as
principais caracteristicas das variaveis, como: as alteragdes estruturais (fibrose), graduadas de
0 a 4, podendo variar entre normal, fibrose (septos porta-porta e/ou porta-centro e nddulos) a
cirrose; alteracdes necro-inflamatorias, nos compartimentos portal/septal e lobular, e semi-
quantificadas quanto a atividade, graduados de 0 a 4. A necrose confluente foi graduada de 0O
a 6 e a necrose litica de 0 a 4 conforme descrita nas Tabelas 2 e 3. Essa semi-quantificacdo
independe da presenca de foliculos linfoides.

Na avaliacdo histoldégica da doenca hepatica gordurosa ndo alcodlica foram
considerados: A presenca de esteatose associada a balonizacdo hepatocitaria e/ou infiltrado
inflamatorio, avaliados de acordo com a classificacdo de Brunt et al. (1999) e Brunt, (2004),
graduados conforme a Tabela 4. A avaliacdo histopatoldgica de EHNA tambem foi baseada
na classificagdo padronizada pelo “Pathology Committe of the NASH Clinical Research
Network Scoring System (NAS) - Nash activity score” que designa avaliar as caracteristicas
histoldgicas através da utilizagdo do escore de atividade para DHGNA em estudos clinicos
(KLEINER et al., 2005). Para a avaliacdo histologica, o escore é calculado utilizando a soma
dos parametros: esteatose, em graus de O a 3; inflamagdo lobular, em graus de 0 a 3 e
baloniza¢do em graus de 0 a 2. Os valores NAS > 5 correlacionam-se com o diagnostico de
EHNA, enquanto aqueles com valores menores que 3 excluem o diagnostico de EHNA
(TABELA 5) e os valores entre 3 e 4 podem ser alocados nas categorias de auséncia, presenca
ou provavel EHNA. Para o estadiamento das alteracGes estruturais, atribui-se o grau 4 para

casos com septos de fibrose, determinando nodulos ou na presenca de cirrose ja estabelecida.
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Os graus sao atribuidos integrando-se densidade celular e tecidual das variaveis,
considerando-se que a distribuicdo na amostra € frequentemente heterogénea. Assim, a
gradacdo resulta tanto da frequéncia com que a varidvel se apresenta, como também da

dimens&o de sua expressdo (APENDICE B).

Tabela 2 — Alteracdo arquitetural de acordo com a classificacdo de Ishak.

Alteragdo arquitetural (Fibrose)* Escala
Sem fibrose (arquitetura normal) 0
Expansdo fibrosa de algumas areas portal, com alargamento dessas &reas 1

Expanséo fibrosa da maioria das areas portal, com desenvolvimento de
septos porta-porta (P-P) 2

Expansdo fibrosa da maioria das &reas do portal, com presenga de septos
porta-porta e porta-centro (P-P e P-C), com preservacdo parcial da
arquitetura lobular e eshogos de nédulos 3
Cirrose, provavel ou definitiva 4

Fonte: Ishask et al. (1995 com adaptacdes).

Tabela 3 — Avaliacdo da atividade inflamatoria e de necrose de acordo com a classificagdo de
Ishak.

AlteracOes necro-inflamatorias Escala

Infiltrado inflamatdrio portal/septal (necrose fragmentada)

Ausente ou raros

Leve (focal, pouca area portal)

Leve / moderada (focal, a maioria das &reas portal)
Moderado (continuo <50% dos setores ou septos)
Grave (continuo > 50% de setores ou septos)

A OwWOWDNE O

Necrose confluente

Ausente

Necrose confluente focal

Necrose da Zona 3 em algumas areas

Necrose da Zona 3 na maioria das areas

Necrose da Zona 3 + ponte portal-central ocasional (P-C)
Necrose da zona 3 + ponte portal-central multipla (P-C)
Necrose confluente pan-acinar ou multiacinar

oo Ok WN - O

Necrose litica focal (irregular), apoptose e inflamacéo focal *

Ausente
Um foco ou menos - objetivo 10x
Dois a quatro focos - objetiva 10x 2

— O
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Alteracoes necro-inflamatérias Escala
Infiltrado inflamatdrio portal/septal (necrose fragmentada)
Cinco a dez focos — objetivos 10x 3
Mais de dez focos — objetivos 10x 4
Inflamacéo portal
Nenhum 0
Leve, algumas ou todas as areas do portal 1
Moderada, algumas ou todas as areas do portal 2
Moderada / marcada, todas as areas do portal 3
Marcado, todas as areas do portal 4

Fonte: Ishask et al. (1995 com adaptacdes).

Tabela 4 — Avaliacdo da presenca de esteatose associada a balonizacdo hepatocitéria e/ou
infiltrado inflamatorio de acordo com a classificacdo de Brunt.

Variaveis

Descrigcdo

Escala

Esteatose

Ausente
Até 33% dos acinos, principalmente macrovesiculares
Entre 34-66% dos &cinos, comumente esteatose mista

Mais de 66% dos &cinos (panacinar), comumente esteatose mista

0

Balonizacéo hepatocelular

Ausente

Ocasional na zona IlI

Obvio na zona IlI

Marcado, predominantemente na zona Il

Inflamacéo lobular

Ausente

Neutrdfilos dispersos, células mononucleares ocasionais,

1 ou 2 focos — objetiva 20x

Neutrofilos associados a hepatdcitos em baldo, leve

inflamacé&o crénica, 3 ou 4 focos - objetiva 20x

Inflamac&o aguda e crénica, os neutréfilos podem se concentrar
zona I11, mais de 4 focos — 20x objetiva

P OWNPEFEOW N -

Inflamacéo portal

Ausente

Leve, algumas areas do portal

Leve a moderada, a maioria das &reas portal
Moderada a severa, a maioria das areas portal

w N - O

Estagio

Sem fibrose

Fibrose perivenular, perisinusoidal (pericelular) da zona I11
Alteracdes do estdgio 1 + fibrose periportal

Fibrose em ponte

Cirrose

A w NN PEFE O

Fonte: Brunt et al. 1999 e Brunt, 2004 (com adptacdes).
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Tabela 5: Definigcdo e escores de acordo com NAS “Clinical Research Network Scoring

System”.
Variaveis Descricao Escala
Esteatose <5% 0
5-30%
33-66%
>66%
Esteatose microvesicular Ausente
Presente
Estagio de fibrose Ausente

Perisinusoidal ou periportal
Suave, zona 3, perisinusoidal
Moderado, zona 3, perisinusoidal
Portal/periportal

Perisinusoidal e portal/periportal
Ponte de fibrose

Cirrose

Inflamac&o lobular

Ausente

<2 focos por campo de 200x
2-4 focos por campo de 200x
>4 focos por campo de 200x

Microgranuloma Ausente
Presente

Lipogranuloma Ausente
Presente

Inflamag&o portal Ausente

Poucas células com balonizacéo
Muitas células / baloniz&o proeminente

Corpos aciddfilos

Ausente a minima
Frequente

Macrofagos pigmentados

Ausente a minima
Presente

Megamitocondria

Ausente a minima
Freguente

Corpusculo hialinos de Mallory

Ausente a minima
Frequente

Glicogenacao

Ausente a minima
Frequente

P Ok O|F OF OIFPFONPFPOIPOIPOIONPFPONO OGP OWDNPEPOPFPOIWNPEF

Classificacdo diagnostica

Né&o esteato-hepatite
Possivel / limitrofe)
Esteato-hepatite definida

— O

Escore da atividade da esteato hepatite ndo alcodlica proposto pelo “Pathology Committee of the NASH Clinical
Research Network”. Os valores de NAS >5 correlacionam-se com diagndstico da EHNA e o escores menores
que 3 correlacionam com a auséncia da EHNA, e os valores entre 3 e 4 podem ser alocados nas categorias de
auséncia, presenca ou provavel EHNA.

Fonte: Kleiner et al. (2005 com adaptages).
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3.7.2 Anélise Imuno-histoquimica

Nesta etapa realizou-se a comparagdo de imunoexpresséo dos anticorpos nos tecidos
marcados em todos os grupos. As laminas foram analisadas de forma qualitativa e semi-
quantitativa. As reacdes positivas foram definidas quando apresentavam-se coradas de cor
marrom no citoplasma e ndcleo. As células foram contadas nas areas (campos) em pequeno
aumento (40X) e onde exibiam maior concentracdo de células positivas foi utilizado o auxilio
da ocular integradora em grande aumento (100X). A leitura das rea¢Ges para oS anticorpos
HBV-core, NF-kB, PPARy e PPAR/ foram considerados positivos quando apresentavam de
5 a 10% das ceélulas coradas em marrom.

Para avaliar a frequéncia da imunoexpressdo, as porcentagens de células positivas
foram analisadas em cada “spot” por meio da contagem de células (1000 nucleos ou o
méaximo de células possivel em cada “spot™) para cada anticorpo e o resultado foi expresso em
porcentagem de células marcadas. Para a frequéncia da imunoexpressdo a marcacdo foi
graduada em uma escala de 0-4, sendo: 0, inferior a 5% de células positivas; 1, 5-25% das
células positivas; 2, 26-50% das células positivas; 3, 51-75% das células positivas e 4, 76-
100% de células positivas (ZHANG et al., 2015; ZANG et al., 2013).

Os anticorpos foram pontuados, respectivamente, com base na intensidade de
coloracédo, considerando-se diferentes localizagbes (citoplasma e nacleo) de acordo com
escores que variavam de 0 a 3, sendo: 1 (fraca); 2 (moderada) e 3 (forte). As avaliacdes de
marcacdes utilizadas podem ser visualizadas no Apéndice C.

Para as analises da IL-6, realizou-se a contagem dos macrofagos positivos (células de
kupffer) em cada amostra. As contagens das células positivas foram estabelecidas pela soma
obtida do infiltrado inflamat6ério em 10 campos consecutivos em um aumento de 400x
(BRACKS et al.,2014) e calculado a média do somatério das células (Células marcadas =
numero de células contadas/10). Na regido periportal/sinusoidal contabilizou-se o0 nimero de

células positivas em 10 campos consecutivos.

3.7.3 Andlises dos dados clinicos, anatomopatoldgicos e bioquimicos

Os dados clinicos e anatomopatoldgicos importantes para a analise de dados da
pesquisa anotados apos a selecdo dos pacientes (fatores de incluséo e exclusdo), foram obtidos
através da revisdo de laudos e resumos de prontuérios. Além das variaveis como sexo, idade,

raca, peso, altura, DM, HAS, 6bito, historia de etilismo, esteato-hepatite alcodlica, infeccéo
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por HBV, EHNA, cirrose criptogénica também foram coletados os valores de Child-Puch e
MELD. Para a pesquisa as analises bioguimicas e exames complementares foram coletados
dos prontuarios e pelo programa MASTER (sistema utilizado para arquivar os dados dos
pacientes). Foram anotados os valores dos testes no inicio do diagndstico e no pré-
transplante, quando disponiveis.

O escore de Child-Pugh € usado para avaliar o prognéstico da doenca hepatica
crbnica, principalmente na cirrose. Neste estudo foram coletados dados presentes nos
prontuarios sobre a classificacdo do escore de Child-Pugh (CHILD et al. 1964, PUGH et al.,
1973). Para esse escore sdo analisados cinco variaveis como: bilirrubina sérica, albumina
sérica, tempo de protrombina, ascite e encefalopatia hepatica. Para cada variavel é atribuido
um ponto e o escore total refere-se a soma dos pontos variando de cinco a 15 pontos. Os
escores sdo organizados em letras, no qual a letra A, engloba os escores de cinco a seis pontos
(menor gravidade), B de sete a nove pontos (moderada gravidade) e C de 10 a 15 pontos
(maior gravidade).

A classificacdo de MELD (Modelo para Doenca Hepética Terminal) é um sistema de
pontuacdo que quantifica a urgéncia de transplante hepatico em pacientes maiores de 12 anos
e reconhece o critério de gravidade do estado clinico do paciente. Essa formula permite o
calculo dos valores dos resultados laboratoriais da creatinina, bilirrubina total e o tempo de
protrombina (International Normalized Ratio- INR), assim, quanto maior for o valor MELD,
menor é a sobrevida do paciente (KAMATH et al., 2011). Para este estudo os escores de
MELD foram coletados dos prontuarios dos pacientes e organizados em nameros, no qual o
nimero 1, engloba os escores <10 (4% mortalidade), nimero 2 de 10 a 19 (27% de
mortalidade), o nimero 3 de 20 a 29 (76% mortalidade), nimero 4 de 30 a 39 (83%

mortalidade) e o nimero 5 de 40 ou mais (100% mortalidade).

3.8 Aspectos legais e éticos da pesquisa

Em todo 0 momento da pesquisa, houve preocupagdo em seguir 0s principios legais e
éticos que orientam pesquisas com seres humanos de acordo com a resolucéo n° 466/12 do
Conselho Nacional de Saide — Ministério da Satde (BRASIL, 2012). O projeto foi submetido
e aprovado Comité de Etica em Pesquisa CEP/UFC por meio da Plataforma Brasil, sob o n°
1.666.944 (ANEXO A).
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3.9 Andlise estatistica

Os dados continuos e semi-continuos foram inicialmente comparados com a curva de
Gauss através do teste de distancia K-S (Kolmogorov-Seminov) e determinados como
paramétricos ou ndo paramétricos. Em caso de variaveis quantitativas foram realizadas
analises univariadas dos dados por meio do programa SPSS 19.0 (SPSS Inc. Chicago, IL). Os
dados quantitativos foram expressos em forma de média e desvio-padrdo e a diferencas entre
as médias de multiplas varidveis (médias entre trés ou mais grupos independentes) foram
analisadas pelo teste ANOVA e pds-teste de Bonferroni. Os dados categoricos foram
expressos em forma de frequéncia absoluta e percentual e analisados pelos testes exatos de
Fisher ou qui-quadrado de Pearson. Foi estabelecido o intervalo de confianca de 95%. Todos

os valores com p<0,05 foram considerados estatisticamente significativos.
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4 RESULTADOS

4.1 Analise das principais caracteristicas dos pacientes do estudo

O numero amostral deste estudo (n) foi igual a 50 pacientes, sendo 7 pacientes para 0
grupo doador (G-I), 3 pacientes para o grupo de cirrose por alcool (G-Il); 10 pacientes para o
grupo de cirrose por HBV (G-I11l); 7 pacientes para o grupo de cirrose por EHNA (G-1V) e 23
pacientes para o grupo de cirrose criptogénica (G-V).

Quanto a analise s6cio-demogréafica dos 50 pacientes a variavel da idade apresentou
uma média de 51,44 (£15,85) anos. Néo foi verificado diferenca estatistica entre as médias
dos grupos G-I (43,29+22,63), G-11 (58,33+14,36), G-Il (54,80+12,08), G-1V (57,29+14,31)
e G-V (49,78£17,67). Em relacdo ao peso e altura dos pacientes, ndo foi verificado diferenca
estatistica entre os grupos (TABELA 6).

Frente a variavel de género, foram incluidos neste estudo 23 individuos (46%) do sexo
masculino e 27 (54%) do sexo feminino, apresentando diferenca significante entre os grupos
(p=0,023). Destes, 5 (71%) casos do grupo G-I, 4 (57%) casos do grupo G-IV e 16 (70%)
casos do grupo G-V eram do sexo feminino. Quanto ao sexo masculino, foi observado em 3
individuos (100%) do grupo G-Il e 8 individuos (80%) do grupo G-I11 (TABELA 6).

Quanto a variavel da etnia, 41 (82%) pacientes eram pardos e 9 (18%) nao pardos, nao
foi observado diferenca significativa entre os grupos. Na variavel do grau de escolaridade, 21
(42%) individuos eram alfabetizado ou concluiram o ensino fundamental e 22 (44%)
individuos concluiram o ensino médio (TABELA 6). Em relacdo ao numero de obitos, foi
observado um total de 17 (34%) obitos. Do total, 2 (67%) Obitos eram do grupo G-I; 4 (40%)
obitos eram do grupo G-1l, 3 (43%) oObitos eram do grupo G-1V e 8 (35%) 6bitos eram do
grupo G-V. Nao foi verificado diferenca estatistica na variavel da etnia, escolaridade e do
numero de 6bito entre 0s grupos.

Quanto aos dados relacionados as comorbidades (TABELA 6), ndo foi encontrado
diferenca estatistica significativa entre os grupos para DM. Porém, dos 50 pacientes, 12 (24%)
apresentavam diagndstico para DM isolados ou associados a HAS. Ao comparar os dados do
diagndstico de HAS (p=0,043), a maioria dos pacientes dos grupos G-I, G-1l, G-1ll e G-V néo
tinham antecedentes de HAS (82%) e 4 (57%) pacientes do grupo G-IV tinham antecedentes
de HAS.
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Tabela 6 - Distribuicdo das variaveis demograficas e comorbidades do grupo doador, cirrose
por alcool, cirrose por hepatite B, cirrose por esteato-hepatite ndo alcodlica e cirrose
criptogénica, Fortaleza-Ce, 2019.

Grupos
Doador Alcool HBV EHNA Criptogénica p-Valor
Dados G-I G-1l G-111 G-IV G-V
M=DP M+DP MzDP MzDP MzDP
Idade (anos) 43,29+22,63  58,33+14,36 54,80+12,08 57,29+14,31 49,78+17,67 0,476
Peso (KQ) 64,86+10,17  80,13+12,34 71,90+10,03 68,43+7,52 64,15+1545 0,221
Altura (cm) 164,29+6,45  170,00+5,00 165,30+6,06 164,00+8,27 160,43+8,10 0,172
N° (%) N° (%) N° (%) N° (%) N° (%)
Sexo
Masculino 2 29,00% 3* 100,00% 8* 80,0000 3 43,00% 7 30,0006 0,023
Feminino 5 7100 O 0,00 2 20,000 4* 57,000 16* 70,00%
Cor
Pardo 6 86,0000 3 100,000 6 60,00% 6 86,0000 20 87,00% 0,348
Né&o-pardo 1 1400% 0 0,00% 4 40,00 1 14,00% 3 13,00%
Grau instrucéo
Alfabetizado/1° Grau 0 0,000 0 0,00% 8 8000% 3 4300% 10 43,0000 0,068
2° Grau 0 0,000 3 100,006 2 20,0006 4 57,0000 13 57,00%
Obito
Né&o 7 100,00% 1 33,0000 6 60,000 4 57,0000 15 65,00% 0,245
Sim 0 0,006 2 67,0000 4 40,0000 3 43,0000 8 35,00%
DMs
Né&o 7 100,00% 2 67,0000 6 60,0000 3 43,00% 20 87,0006 0,052
Sim 0 0,006 1 3300% 4 40,0006 4 57,0000 3 13,00%
HAS
Né&o 7* 100,00% 3* 100,00% 8* 80,0006 3 43,0006 20* 87,00% 0,043
Sim 0 0,006 0 0,00% 2 20,00 4* 57,0000 3 13,00%

Dados apresentados como frequéncia absoluta e percentual, *p<0,05, teste exato de Fisher ou qui-quadrado de
Pearson.

Grupos: Doador, G-I; cirrose por alcool, G-11; cirrose por HBV (cirrose pelo virus da hepatite B), G-ll1; cirrose
por EHNA (cirrose por esteato-hepatite ndo alcoolica), G-1V; cirrose Criptogénica, G-V.

DM = diabetes mellitus; HAS = hipertensdo arterial sistémica.

Referente aos resultados sorologicos (TABELA 7), dos 50 pacientes, 37 pacientes
(74%) apresentavam sorologia reativa para toxoplasmose de classe IgG, mas ndo
apresentaram diferenca significante entre os grupos. A prova tuberculina (derivado proteico
purificado/PPD), cerca de 7 (70%) dos casos do grupo G-lll apresentaram reacdo positiva
(fraco/forte) e 5 (22%) casos do grupo G-V apresentaram reacdo positiva (fraco/forte), porém,
ndo apresentaram diferenca significante entre os grupos.

Quanto a sorologia para o citomegalovirus, cerca de 44 (50%) casos apresentaram
reativos para citomegalovirus de classe 1gG em relagdo ao numero total da amostra, mas sem

diferenca significante entre os grupos. Em relagdo a sorologia para hepatite A (HVA), 40
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(80%) casos apresentaram reativo para a classe 1gG, porém, sem diferenca significante entre
0S grupos.

Em relacdo a sorologia da hepatite B, nove (90%) casos do grupo de cirrose por
HBV (G-Ill), apresentaram reativos para 0s anticorpos contra o antigeno de superficie (anti-
HBs) e para anticorpos totais contra o “core” (nucleo) do virus da Hepatite B (anti-Hbc),
(p<0,001). Quanto as variaveis da sorologia para sifilis, VDRL (Venereal Disease Research
Laboratory), anticorpo da hepatite C (anti-HCV), chagas e o anti-HIV 1 e 2 ndo foram

reativos em nenhum individuo.

Tabela 7 - Distribuicdo do grupo doador, cirrose por alcool, cirrose por hepatite B, cirrose por
esteato-hepatite ndo alcodlica e cirrose criptogénica, segundo a sorologia diagndstica,
Fortaleza-Ce, 2019.

Grupos
Doador  Alcool HBV EHNA Criptogénica
G-I Gl Gl GIV G-V p-Valor
TOXO IgG
NR 2 29% 1 33% 2 20% 3 43% 5 23% 0,840
Reagente 5 71% 2 67% 8 8% 4 51% 17 7%
TOX IgM
NR 7 100% 3 100% 10 100% 7 100% 22 96% 0,878
Reagente 0 0% 0 0% 0 0% 0 0% 1 4%
PPD
NR 0 0% 2 67% 3 30% 6 86% 18 78% 0,061
Reator fraco 0 0% 1 33% 2 2% 0 0% 3 13%
Reator forte 0 0% 0 0% 5 50% 1 14% 2 9%
CMV 1gG
NR 0 0% 1 33% 1 10% 0 0% 4 17% 0,423
Reagente 7 100% 2 67% 9 90% 7 100% 19 83%
CMV IgM
NR 7 100% 3 100% 9 90% 7 100% 22 96% 0,799
Reagente 0 0% 0 0% 1 10% 0 0% 1 4%
HVA 1gG
NR 1 14% 0 0% 0 0% 1 14% 8 35% 0,154
Reagente 6 8% 3 100% 10 100% 6 86% 15 65%
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Grupos
Doador  Alcool HBV EHNA  Criptogénica
G-l Gl Gl G-IV G-V p-Valor
HVA IgM
NR 7 100% 3 100% 10 100% 7 100% 23 100% 1,000
Reagente 0 0% 0 0% 0 0% 0 0% 0 0%
HBsAg
Né&o reagente 7* 100% 3* 100% 1 10% 7* 100% 23* 100% <0,001
Reagente 0 0% 0 0% 9 90% 0 0% O 0%
Anti-HBsAg
NR 7 100% 2 67% 9 90% 7 100% 23 100% 0,056
Reagente 0 0% 1 33% 1 10% 0 0% 0 0%
Anti-HBC
NR 7 100% 1 33% 1 10% 7* 100% 23* 100% <0,001
Reagente 0 0% 2* 67% 9* 90% O 0% O 0%
VDRL
NR 7 100% 3 100% 10 100% 7 100% 23 100% 1,000
Reagente 0 0% 0 0% 0 0% 0 0% O 0%
Anti-HCV
Né&o reagente 7 100% 3 100% 10 100% 7 100% 23 100% 1,000
Reagente 0 0% 0 0% 0 0% 0 0% O 0%
Chagas
NR 7 100% 3 100% 10 100% 7 100% 23 100% 1,000
Reagente 0 0% 0 0% 0 0% 0 0% 0 0%
Anti-HIV 1e 2
NR 7 100% 3 100% 10 100% 7 100% 23 100% 1,000
Reagente 0 0% 0 0% 0 0% 0 0% 0 0%

Dados apresentados como frequéncia absoluta e percentual, *p<0,05, teste exato de Fisher ou qui-quadrado de
Pearson.

Grupos: Doador, G-I; cirrose por alcool, G-II; cirrose por HBV (cirrose pelo virus da hepatite B), G-1l1; cirrose
por EHNA (cirrose por esteato-hepatite ndo alcodlica), G-1V; cirrose Criptogénica, G-V.

TOXO TgM= toxoplasmose de classe IgM; TOXO IgG= toxoplasmose de classe IgG; PPD = derivado proteico
purificado para tuberculose; CMV IgM = citomegalovirus de classe IgM; CMV IgG = citomegalovirus de classe
IgG; HVA IgM = anticorpo contra o virus da hepatite A de classe IgM; HVA IgG = anticorpo contra o virus da
hepatite A de classe 1gG; HBsAg = antigeno de superficie da Hepatite B; anti-Hbs = antigeno de superficie da
Hepatite B; anti-Hbc = anticorpos totais contra o “core” (nticleo) do virus da Hepatite B; VDRL= Venereal
Disease Research Laboratory; anti-HCV = anticorpo anti hepatite C, anti-HIV 1 e 2 = anticorpo contra o virus
da imunodeficiéncia humana; NR = ndo reativo.

Quanto a relacdo do critério de Child-Pugh observou-se que 3 (100%) casos do grupo
cirrose por alcool (G-11) e 8 (80%) casos grupo de cirrose por HBV (G-111) apresentavam uma
gravidade hepéatica moderada. Ja, o grupo de cirrose por EHNA (G-1V), apresentou apenas 2

(29%) casos com gravidade hepéatica moderada. Entretando, o grupo de cirrose criptogénica
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(G-V), apresentou 12 (52%) casos com maior gravidade hepatica (TABELA 8). Estes dados
demonstraram ser significantes (p=0,030), no qual o grupo de cirrose criptogénica apresentou
maior nimero de casos com maior gravidade hepatica.

Na avaliacdo do escore de MELD néo observou-se diferenca significante entre os
grupos (TABELA 9), mas pode-se observar que houve um predominio de casos dos grupos
G-Il (2 casos/67%), G-Il (6 casos/60%) e G-V (15 casos/65%) com uma taxa de 27% de
mortalidade. Ja, o grupo G-IV dos 7 casos totais 6 casos (86%) apresentavam com uma taxa
de 83% de mortalidade.

Tabela 8 - Distribuicdo dos grupos de cirrose por alcool, cirrose por hepatite B, cirrose por
esteato-hepatite ndo alcodlica e cirrose criptogénica, segundo a classificacdo Child-Pugh e
MELD, Fortaleza-Ce, 20109.

Grupos
Alcool HBV EHNA Criptogénica
G-l G-1II G-IV G-V p-Valor

Child-Pugh

A 0 0% 1 10% 2 29% 0 0% 0,030

B 3* 100% 8* 80% 3 43% 11 48%

C 0 0% 1 10% 2% 29% 12* 52%
MELD

1 0 0% 1 10% 1 14% 0 0% 0,401

2 2 67% 6 60% 0 0% 15 65%

3 1 33% 3 30% 6 86% 6 26%

4 0 0% 0 0% 0 0% 1 4%

5 0 0% 0 0% 0 0% 1 4%

Dados apresentados como frequéncia absoluta e percentual, *p<0,05, teste exato de Fisher ou qui-quadrado de
Pearson.

Grupos: cirrose por alcool, G-11; cirrose por HBV (cirrose pelo virus da hepatite B), G-111; cirrose por EHNA
(cirrose por esteato-hepatite ndo alcodlica), G-1V; cirrose Criptogénica, G-V.

Child-Pugh = prognéstico da doenca hepatica cronica.

MELD = Modelo para Doenca Hepética Terminal.

A = 5-6 pontos (menor gravidade), B = 7-9 pontos (moderada gravidade); C = 10-15 pontos (maior
gravidade); 1 = <10 (4% mortalidade); 2 = 10-19 (27% de mortalidade); 3 = 20-29 (76% mortalidade),
4 = 30- 39 (83% mortalidade); 5 = 40 ou mais (100% mortalidade).

4.2 Andlise da graduacao histopatolégica do estudo

Primeiramente, as amostras foram classificadas de acordo com os critérios de Ishak
(1995) e estdo discriminadas na Tabela 9. O grupo controle negativo (G-1) ndo apresentou
nenhum grau de inflamacéo, necrose e fibrose. Todos os individuos dos grupos G-I1, G-I11, G-

IV e G-V apresentaram cirrose (F4 -86%).
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A maioria dos casos apresentaram inflamacdo do tipo portal isolada leve, sendo 3
(100%) casos do grupo G-11, 5 (50%) do grupo G-11l, 7 (100%) do grupo G-IV e 15 (65%) do

grupo G-V, apresentando diferenca significante (p<0,001). A Necrose litica focal, estava

presente em um foco ou menos em 3 (30%) casos do grupo G-ll1, 3 casos do grupo G-IV e 12

(52%) casos do grupo G-V, nédo apresentando diferenca significativa entre 0s grupos.

A inflamacdo portal foi classificada de grau 1 em trés (100,0%) casos do grupo G-II,
cinco (50%) casos do grupo G-I11, sete (100,0%) casos do grupo G-1V e 16 (70,0%) casos do

grupo G-V, sendo significativo entre os grupos (p<0,001).

Em relacéo ao grau de siderose, mostrou-se ausente em 41 individuos. Entretanto, os 3

(100%) casos do grupo G-I1 apresentaram grau 11, sendo significativo (p<0,001).

Tabela 9 - Classificacdo da fibrose e da atividade necro-inflamatéria dos individuos
investigados, segundo a classificacdo Ishak, Fortaleza-Ce, 20109.

Grupos
Doador  Alcool HBV EHNA  Criptogénica
G-I G-l G-l G-IV G-V p-Valor
Fibrose portal
0 7 100% 0 0% 0 0% 0 0% 0 0% <0,001
4 0 0% 3* 100% 10* 100% 7* 100% 23* 100%
Inflamacé&o portal septal
0 7 100% 0 0% 2 20% 0 0% 2 9% <0,001
1 0 0% 3* 100% 5* 50% 7* 100% 15* 65%
2 0 0% 0 0% 2 2% 0 0% 5 22%
3 0 0% 0 0% 1 10% 0 0% 1 4%
Necrose confluente
0 7 100% 3 100% 9 90% 7 100% 23 100% 0,395
1 0 0% 0 0% 1 10% 0 0% O 0%
Necrose litica focal
0 7 100% 2 67% 5 50% 4 57% 8 35% 0,170
1 0 0% 1 33% 3 3% 43% 12 52%
2 0 0% 0 0% 2 2% 0 0% 3 13%
Inflamacéo portal
0 7% 100% 0 0% 2 20% 0 0% 1 4% <0,001
1 0 0% 3* 100% 5* 50% 7* 100% 16* 70%
2 0 0% 0 0% 2 20% 0 0% 5 22%
3 0 0% 0 0% 1 10% 0 0% 1 4%
Siderose grau
Auséncia 7 100% 0 0% 8* 80% 5* 71% 21* 91% <0,001
Grau | 0 0% 0 0% 0 0% 0 0% 1 4%
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Grupos
Doador Alcool HBV EHNA  Criptogénica Valor
G-l G-l G-111 G-V G-V P
Grau Il 0 0% 0 0% 1 10% 2 29% 1 4%
Grau 11 0 0% 3* 100% 1 10% 0 0% 0 0%

Dados apresentados como frequéncia absoluta e percentual, *p<0,05, teste exato de Fisher ou qui-quadrado de
Pearson.

Grupos: Doador, G-I; cirrose por alcool, G-I1; cirrose por HBV (cirrose pelo virus da hepatite B), G-111; cirrose
por EHNA (cirrose por esteato-hepatite ndo alcodlica), G-1V; cirrose Criptogénica, G-V.

Esteatose: 0 = ausente, 1 = discreta, sem formacédo de septos; 2 =com septos porta-porta.

Inflamac&o portal/septal: 0 = ausente ou raros; 1 = leve, focal com poucas &reas portal; 2 = Leve/moderada, focal
com a maioria das areas portal; 3 = Moderado, com <50% dos setores ou septos; 4 = Grave, com >50% dos
setores ou septos.

Necrose confluente: 0 = ausente; 1 = necrose confluente focal; 2 =necrose de zona 3 em algumas areas.

Necrose litica focal: 0 = ausente; 1 = um foco ou menos; 2 = dois a quatro focos.

Na Tabela 10 foi sumarizado a avaliacdo do escore de Brunt (BRUNT et al., 1999;
BRUNT, 2004). A esteatose esteve presente em vinte e dois, variando de grau leve a
moderado. Predominou o grau leve em dezoito (36,0%) casos, sendo 2 (29,0%) casos no
grupo G-1, um (33%) caso no grupo G-I, 2 (20%) caso no grupo G-1ll, um (14%) caso no
grupo G-IV e 12 (52%) casos no grupo G-V, mas nao apresentaram diferenca significante
entre 0S grupos.

N&o houve significancia nos grupos em relagao a balonizagdo, mas foi detectada em
trinta e nove (78,0%) casos do numero total da amostra. Pode-se destacar que houve presenca
ocasional na zona Il em 4 (40%) casos do grupo G-I1I, 4 (57%) casos no grupo G-1V e treze
(57%) casos no grupo G-V.

Em relacdo a inflamagéo lobular, apenas 14 (28%) do total de casos apresentaram de
um a quatro focos por campo. Destes, a maioria apresentou neutrofilos dispersos e células
mononucleares ocasionais, sendo dois (67%) casos do grupo G-II, 1 (10%) do grupo G-llII,
um (14%) do grupo G-IV e sete (30%) do grupo G-V, nédo sendo significante nos grupos. A
inflamacdo portal foi detectada em trinta (60%) casos do total da amostra, apresentando grau
leve, sendo significativo entre os grupos (p<0,001). Destes, trés (100%) eram do grupo G-I,
quatro (40%) do grupo G-lll, sete (100%) do grupo G-IV e 16 (70%) do grupo G-V. Todos 0s
casos dos grupos G-I, G-I11, G-IV e G-V apresentaram estagio de cirrose, sendo significativo
entre os grupos (p<0,001), com excecdo do grupo G-I que apresentou apenas um (14%) caso

com cirrose.
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Tabela 10 — Avaliacdo histolégica dos individuos investigados segundo a classificacdo de
Brunt, Fortaleza-Ce, 2019.

Grupos
Doador Alcool HBV EHNA  Criptogénica
G-l G-1l G-111 G-V G-V p-Valor

Esteatose

0 5 71% 2 6™ 7 70% 4 5% 10 43% 0,286

1 2 29% 1 33% 2 2% 1 14% 12 52%

2 0 0% 0 0% 1 10% 2 2% 1 4%
Balonizagéo hepatocelular

0 3 43% 0 0% 4  40% O 0% 4 17% 0,115

1 1 14% 1 33% 4 40% 3 43% 13 5%

2 3 43% 1 3B3% 2 2% 4 5% 5 22%

3 0 0% 1 33% O 0% 0 0% 1 4%
Inflamac&o lobular

0 7 100% 1 3% 8 80% 6 8% 14 61% 0,285

1 0 0% 2 6% 1 10% 1 14% 7 30%

2 0 0% 0 0% 0 0% 0 0% 2 9%

4 0 0% 0 0% 1 10% 0 0% 0 0%
Inflamacéo portal

0 7 100% 0 0% 3 30% O 0% 1 4% <0,001

1 0 0% 3* 100% 4* 40% 7* 100% 16* 70%

2 0 0% 0 0% 2 2% O 0% 5 22%

3 0 0% 0 0% 1 10% O 0% 1 4%
Estagio

0 7 86% 0 0% 0 0% 0 0% 0 0% <0,001

4 0 14% 3* 100% 10* 100% 7* 100% 23* 100%

Dados apresentados como frequéncia absoluta e percentual, *p<0,05, teste exato de Fisher ou qui-quadrado de
Pearson.

Grupos: Doador, G-I; cirrose por alcool, G-I1; cirrose por HBV (cirrose pelo virus da hepatite B), G-111; cirrose
por EHNA (cirrose por esteato-hepatite nédo alcoolica), G-1V; cirrose Criptogénica, G-V.

Esteatose: 0= (ausente); 1 = Até 33% dos acinos, principalmente macrovesiculares; 2 = Entre 34-66% dos
acinos, comumente esteatose mista.

Balonizacdo hepatocelular: 0 = ausente; 1 = Ocasional na zona IlI; 2 = Obvio na zona Ill; 3 = Marcado,
predominantemente na zona Ill.

Inflamacdo lobular: 0 = ausente; 1 = Neutréfilos dispersos, células mononucleares ocasionais; 2 = 1 ou 2 focos;
3 = Neutrofilos associados aos hepatdcitos em baldo, leve; 4 = inflamagdo crénica, 3 ou 4 focos.

Inflamacéo portal: 0 = ausente; 1 = Leve, algumas &reas do portal; 2 = Leve a moderada, a maioria das areas do
portal; 3 = Moderada a severa, a maioria das areas do portal.

Estagio: 0 = Sem fibrose; 4 = Cirrose.
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Na avaliagdo do escore de NAS (KLEINER et al., 2005) na Tabela 11, ao avaliar o
grau de esteatose hepatica ndo foi encontrado relacdo evidente de grau avancado. Porém,
observou-se predominio de grau leve de esteatose (grau 1) em 12 (52%) casos no grupo G-V,
mas ndo obteve diferencga significante entre os grupos. A esteatose microvesicular estava
ausente na maioria dos casos, ndo sendo significativa entre os grupos, mas foi detectada em 8
(35%) casos do grupo G-V.

Ao avaliar o estagio de fibrose, todos os casos dos grupos G-1I, G-1llI, G-1V e G-V
estavam no estagio de cirrose (F4), sendo significativo (p<0,001). A inflamacdo lobular ndo
foi significativa entre os grupos, porém, observou um predominio de 6 (26%) do grupo G-V.
Todos o0s casos ndo apresentaram presenca de microgranuloma e lipogranuloma.

A inflamacdo portal foi ausente ou minima em todos os casos dos grupos G-I, G-I,
G-Il e G-V, porém, cinco (71%) casos do grupo G-1V foram classificados como frequentes
(p<0,001). A balonizacdo foi detectada em vinte cinco (50%) casos da amostra total, ndo
havendo relacdo significativa entre 0s grupos, porém evidenciaram-se na maioria dos casos
poucas células com balonismo, sendo 11 (48%) casos do grupo G-V.

Além disso, 47 (94,0%) casos apresentaram corpos acidéfilos ausentes a minima, nao
havendo relacdo significativa entre os grupos. Em relacdo a presenca de macréfagos, quarenta
e seis (92,0%) casos (p=0,003) apresentaram auséncia ou quantidades minimas de macréfagos
pigmentados. Porém, foi detectado uma frequéncia de macrofagos pigmentados em dois
(67%) casos do grupo G-II.

Quanto a glicogenagdo, apenas cinco (10%) casos da amostra total mostrou-se
presente, ndo havendo relacdo significativa. Em relacdo a classificagdo diagnostica, obteve-se
seis casos classificados como possivel EHNA da amostra total, ndo havendo relacdo
significativa, sendo um (33%) caso do grupo G-Il, um (10%) caso do grupo G-I11, um (14%)
caso do grupo G-1V e trés (13%) casos do grupo G-V.

Tabela 11 — Graduacdo das alteracGes histologica dos individuos de acordo com o escore de
NAS, Fortaleza-Ce, 2019.

Grupos
Doador Alcool HBV EHNA  Criptogénica
G-I G-l G-l G-IV G-V p-Valor
Esteatose
0 4 57% 3 100% 7 70% 3 43% 10 43% 0,361
1 3 43% 0 0% 2 20% 3 43% 12 52%

2 0 0% 0 0% 1 10% 0 0% 1 4%
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Grupos
Doador Alcool HBV EHNA Criptogénica
G-l G-l G-l111 G-1v G-V p-Valor

3 0 0% 0 0% 0 0% 1 14% O 0%
Esteatose Microvesicular

0 6 8% 3 100% 9 90% 7 100% 15 65% 0,171

1 1 14% O 0% 1 10% 0 0% 8 35%
Estagio fibrose

0 7 8% 0 0% 0 0% 0 0% 0 0% <0,001

7 0 14% 3* 100% 10* 100% 7* 100% 23* 100%
Inflamac&o lobular

0 7 100% 1 33% 7 70% 6 86% 14 61% 0,224

1 0 0% 2 67% 1 10% 1 14% 6 26%

2 0 0% 0 0% 2 2000 0 0% 3 13%
Microgranulomas

0 7 100% 3 100% 10 100% 7 100% 23 100% 1 ggp

1 0 0% 0 0% 0 0% 0 0% 0 0%
Lipogranulomas

0 7 100% 3 100% 10 100% 7 100% 23 100% 1,000

1 0 0% 0 0% 0 0% 0 0% 0 0%
Inflamacéo portal

0 7 100% 3* 100% 9* 90% 2 29% 23* 100% <0,001

1 0 0% 0 0% 1 10% 5% 71% O 0%
Balonismo

0 4 57% O 0% 5 50% 4 57% 9 39% 0,322

1 0 0% 2 67% 3 30% 2 29% 11 48%

2 3 43% 1 33% 2 2000 1 14% 3 13%
Corpos aciddfilos

0 7 100% 3 100% 9 90% 7 100% 21 @ 91% 0,797

1 0 0% 0 0% 1 10% 0 0% 2 9%
Macrofagos pigmentados

0 7* 100% 1 33% 9* 90% 7* 100% 22* 96% 0,003

1 0 0% 2* 67% 1 10% 0 0% 1 4%
Megamitocondria

0 7 100% 2 67% 10 100% 5 71% 22 96% 0,074

1 0 0% 1 33% 0 0% 2 29% 1 4%
Corpusculo hialino
de mallory

0 7 100% 3 100% 10 100% 7 100% 23 100% 1,000
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Grupos
Doador Alcool HBV EHNA Criptogénica
G-l G-l G-l111 G-1v G-V p-Valor

Glicogenacao

0 7 100% 2 67% 9 90% 6 86% 21 91% 0,595

1 0 0% 1 33% 1 10% 1 14% 2 9%
Classificagao diagndstica

0 7 100% 2 67% 9 0% 6 86% 20 87% 0,673

1 0 0% 1 33% 1 10% 1 14% 3 13%

Dados apresentados como frequéncia absoluta e percentual, *p<0,05, teste exato de Fisher ou qui-quadrado de
Pearson.

Grupos: Doador, G-I; cirrose por alcool, G-I1; cirrose por HBV (cirrose pelo virus da hepatite B), G-111; cirrose
por EHNA (cirrose por esteato-hepatite ndo alcodlica), G-1V; cirrose Criptogénica, G-V.

Grau de esteatose: 0 = <5%; 1 =5 — 33%); 2 = 33-66%); 3 = >66%.

Esteatose microvesicular: 0 = ausente; 1 = presente. Estagio de fibrose: 0 = ausente; 7 = Cirrose. Inflamacéo
lobular: 0 = sem foco; 1 = <2 focos por campo; 2 = 2-4 focos por campo. Microgranulomas: 0 = ausente; 1 =
presente. Lipogranulomas: 0 = ausente; 1 = presente. Inflamag&o portal: 0 = Ausente @ minima; 1 = Frequente.
Balonismo 0 = ausente; 1 = poucas células com balonizacdo; 2 = Muitas células / balonizacdo proeminente.
Corpos aciddfilos: 0 = Ausente a minima; 1 = Frequente. Macréfagos pigmentados: 0 = Ausente a minima; 1 =
Frequente. Megamitocondria: 0 = Ausente a minima; 1 = Frequente. Corpusculo hialino de Mallory: 0 = Ausente
a minima; 1 = Frequente. Glicogenagdo: 0 = Ausente a minima; 1 = Frequente. Classificacdo diagnostica; 0 =
Néo esteato-hepatite; 1 = Possivel / limitrofe.

4.3 Avaliacdo imuno-histoquimica do estudo

As células imunomarcadas foram evidenciadas ao microscopio de luz com uma
pigmentacdo que variava de castanho claro a marrom. A Tabela 12, demonstra a positividade
intra-hepatica do PPARy e PPARP/5 nos grupos G-I, G-11, G-111, G-1V e G-V.

Ao analisar o anticorpo anti-HBV core (TABELA 7), em dois casos (20%) houve
uma intensidade de coloragdo citoplasmatica forte (escore 3) em 100% das células no grupo
G-I11, ocorrendo a validagdo do anticorpo no grupo de cirrose por HBV (FIGURA 9).

A intensidade de coloragdo citoplasméatica do NF-xB foi elevada (escore 3) nos
grupos G-I, G-11, G-I1I, G-IV e G-1V. Porém, o grupo G-I apresentou uma frequéncia em 51 —
75% das células. Ja, os grupos G-I, G-I, G-IV e G-V apresentaram uma frequéncia em
100% das células (FIGURA 8). Esses resultados demonstraram que o NF-xkB apresentou uma
relacdo de coloracdo forte no citoplasma (p<0,001) em todos os grupos (TABELA 12).
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Tabela 12 - Andlise da expressao dos anticorpos HBV-core e NF-kB nas amostras de TMAS
nos grupos: doador, cirrose por alcool, cirrose por hepatite B, cirrose por esteato-hepatite ndo
alcodlica e cirrose criptogénica, Fortaleza-Ce, 2019.

Grupos
Doador Alcool HBV EHNA  Criptogénica
G-l G-l G-l G-IV G-V p-Valor

Anti HB-core citoplasma
0 7 100% 3 100% 8 80% 7 100% 23  100% 0,080

3 0 0% 0 0% 2 2% 0 0% 0 0%

Anti HBV-core nucleo
0 7 100% 3 100% 10 100% 7 100% 23 100% 1,000
1 0 0% 0 0% 0 0% 0 0% 0 0%

Anti HBV-core frequéncia
0 7 100% 3 100% 8 80% 7 100% 23 100% 0,080
4 0 0% 0 0% 2 20% 0 0% 0 0%

Anti NF-kB citoplasma
1 1* 14% 0 0% 0 0% 0 0% 0 0% 0,015
2 0 0% 0 0% 0 0% 2 29% O 0%
3 6 86% 3* 100% 10* 100% 5* 71% 23* 100%

Anti NF-kB nucleo
0 7 100% 3 100% 10 100% 7 100% 23 100% 1,000
1 0 0% 0 0% 0 0% 0 0% 0 0%

Anti NF-kB frequéncia
2 2 29% 0 0% 0 0% 1 14% O 0% <0,001
3 5 71% 1 33% O 0% 3 43% 3 13%
4 0 0% 2 67% 10* 100% 3* 43% 20 87%

Dados apresentados como frequéncia absoluta e percentual, *p<0,05, teste exato de Fisher ou qui-quadrado de
Pearson.

Grupos: Doador, G-I; cirrose por alcool, G-II; cirrose por HBV (cirrose pelo virus da hepatite B), G-111; cirrose
por EHNA (cirrose por esteato-hepatite ndo alcodlica), G-1V; cirrose Criptogénica, G-V.

Anti-HBV core = anticorpos totais contra o “core” (nlcleo) do virus da Hepatite B; anti-NFkB = anticorpo
contra o factor nuclear kappa B.

Intensidade da coloragdo: 1= fraca; 2 = moderada; 3 = forte.

Frequéncia de imuno-expressdo: 1 = 5-25% das células positivas; 2 = 26-50% das células positivas; 3 = 51-75%
das células positivas; 4 = 76-100% de células positivas.
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Figura 7 — Imuno-expressao citoplasmatica do HBV-core nas celulas hepaticas de cirrose por
HBV, Fortaleza-Ce, 2019.

As setas na cor preta indicam a marcacdo positivas. Intensidade de coloracéo forte. Aumento de 400x

Figura 8 — Imuno-expressdo citoplasmatica do NF-kB nas células hepaticas nos grupos:

doador, cirrose por alcool, cirrose por HBV, cirrose por EHNA e cirrose criptogénica,
Fortaleza-Ce, 2019.

(A) figado normal (doador); (B) cirrose por alcool; (C) cirrose por HBV; (D) cirrose por EHNA; (E) cirrose
criptogénica e (F) cirrose criptogénica. Intensidade de coloragdo de forte em 75-100% das células. Aumento de
400x (A,B,C,D,EeF).
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O PPARy apresentou uma fraca intensidade de coloragéo no citoplasma (escore 1) no
grupo G-1 em 51-100% das células. Contudo, os grupos G-11, G-I11, G-IV e G-V apresentaram
uma intensidade de coloracdo fraca a moderada (escores 1 e 2) no citoplasma em 100% das
células (FIGURA 9). Podendo deduzir que o anticorpo PPARy apresentou uma intensidade de
coloragdo menor no grupo do doador em comparagéo aos grupos de cirrose por alcool, cirrose
por HBV cirrose por EHNA e cirrose criptogénica, sendo estatisticamente significativo
(p=0,016).

O PPARP/S apresentou maior nimero de casos na porcentagem de células com
intensidade de coloracdo citoplasmatica moderada (escore 2) no grupo G-1 e G-IV em 26-
50% das células. Ja os grupos G-I, G-lll e G-V apresentaram uma intensidade de coloragéo
citoplasmatica forte (grau 3) citoplasmatica em 26- 50% das células (FIGURA 10). Esses
resultados demonstraram diferenca significante em relacdo a intensidade de coloragdo do
citoplasma (p=0,001), podendo verificar que o grupo do doador e o de cirrose por EHNA
apresentaram uma menor intensidade de coloracdo em relacdo aos grupos de cirrose por

alcool, cirrose por HBV e cirrose criptogénica (TABELA 13).

Tabela 13 - Andlise da expressdo imuno-histoquimica dos anticorpos PPARy e PPARS nas
amostras de TMAs nos grupos: doador, cirrose por alcool, cirrose por hepatite B, cirrose por
esteato-hepatite ndo alcodlica e cirrose criptogénica, Fortaleza-Ce, 2019.

Grupos
Doador Alcool HBV EHNA  Criptogénica
G-l G-l G-l G-IV G-V p-Valor
Anti-PPARYy citoplasma
0 2 29% 0 0% 4 40% 2 29% 1 4% 0,303
1 5 71% 1 33% 4 40% 3 43% 16 70%
2 0 0% 2 6% 2 2000 2 29% 5 22%
3 0 0% 0 0% 0 0% 0 0% 1 4%
Anti-PPARYy nucleo
0 7 100% 3 100% 10 100% 7 100% 23 100% 1,000
1 0 0% 0 0% 0 0% 0 0% 0 0%
Anti-PPARYy frequéncia
0 2 29% O 0% 4 40% 2 29% 1 4% 0,016
1 14% 0 0% 0 0% 0 0% 1 4%
0 0% 0 0% 0 0% 0 0%

2
3 2% 29%
4 2 29% 3* 100% 6* 60% 5* 71% 21* 91%
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Grupos
Doador Alcool HBV EHNA  Criptogénica
G-l G-l G-l G-IV G-V p-Valor

PPARB/6 citoplasma

1 0 0% 0 0% 0 0% 1 14% O 0% 0,001

2 5 71% O 0% 1 10% 4* 57% 2 9%

3 2 29% 3* 100% 9* 90% 2 29% 21* 91%
PPARB/& nucleo

0 7 100% 3 100% 10 100% 7 100% 23 100% 1,000

1 0 0% 0 0% 0 0% 0 0% 0 0%
PPARB/& frequéncia

0 0 0% 0 0% 0 0% 0 0% 0 0% 1,000

2 7 100% 3 100% 10 100% 7 100% 23  100%

*p<0,05, teste exato de Fisher ou qui-quadrado de Pearson.

Grupos: Doador, G-I; cirrose por alcool, G-II; cirrose por HBV (cirrose pelo virus da hepatite B), G-1l1; cirrose
por EHNA (cirrose por esteato-hepatite ndo alcoodlica), G-1V; cirrose Criptogénica, G-V.

Anti-PPARy = anticorpo receptor ativado por proliferadores de peroxissoma gama; Anti-PPARS = anticorpo
receptor ativado por proliferadores de peroxissoma delta.

Intensidade da coloragdo: 1= fraca; 2 = moderada; 3 = forte.

Frequéncia de imuno-expressao: 1 = 5-25% das células positivas; 2 = 26-50% das células positivas; 3 = 51-75%
das células positivas; 4 = 76-100% de células positivas.

As reagbes imuno-histoquimicas dos anticorpos foram avaliados quanto a sua
porcentagem de expressdo nas celulas hepaticas (PPARy, PPARPB/5 e NF-kB), nas células de
kupffer e no espaco periportal/sinusoidal (IL-6) entre os grupos de estudo, sendo possivel
visualizar na Tabela 14.

Primeiramente, o PPARy apresentou-se maior frequéncia de imuno-expressao nos
hepatocitos no grupo G-V (4,19+1,44) versus grupo G-I (2,57+1,81). Considerando, assim,
que o PPARy estava mais expresso nos figados com cirrose criptogénica do que nos figados
normais, sendo estatisticamente significante (p=0,009).

Ao analisar a porcentagem da expressdéo do PPARP/S, observou-se uma maior
frequéncia de imuno-expressdo nos hepatocitos nos grupos G-Il (4,83+0,29), G-Il
(4,90+£0,32) e G-V (4,70£0,47) versus o grupo G-l (3,43+1,13). Podendo relatar que, 0s
figados com cirrose por alcool, cirrose por HBV e cirrose criptogénica apresentam uma

expressao mais evidenciada do PPARP/6 do que nos figados normais, (p<0,001).



Figura 9 — Imunoexpressdo citoplasméatica do PPARy nas células hepaticas nos grupos:
doador, cirrose por alcool, cirrose por HBV, cirrose por EHNA e cirrose criptogénica,
Fortaleza-Ce, 20109.

(A) figado normal (doador); (B) cirrose por alcool; (C) cirrose por HBV; (D) cirrose por EHNA; (E) cirrose

criptogénica; (F) cirrose criptogénica. Intensidade de coloracdo de fraca a moderada em 51-100% das células.
Aumento de 400x (A, B, C, D, EeF).
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Figura 10 — Imuno-expressdo citoplasmatica do PPARP/S nas células hepéticas nos grupos:
doador, cirrose por alcool, cirrose por HBV, cirrose por EHNA e cirrose criptogénica,
Fortaleza-Ce, 20109.

A ‘ o
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.

(A) figado normal (doador); (B) cirrose por alcool; (C) cirrose por HBV; (D) cirrose por EHNA; (E) cirrose
criptogénica; (F) cirrose criptogénica. Intensidade de coloragdo de moderada a forte em 26-50% das células (A e

D). Intensidade de coloracdo de moderada em 75-100% das células (B, C, E e F). Aumento de 400x (A, B, C, D,
EeF).
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Quanto a analise da porcentagem de expressdo do NF-xkB (TABELA 14), observou-se
uma maior frequéncia de imuno-expressdo no grupo G-I (5,00+0,00) versus o grupo G-I
(4,14+0,90). Verificando, assim, que os figados com cirrose por alcool (G-I1) apresentaram
uma expressdo mais elevada do anticorpo do que os figados normais (G-1), (p<0,05).

Ao analisar a porcentagem de expressao da IL-6 nas células de kupffer, verificou-se
uma maior frequéncia de imuno-expressdo nos grupos G-1l (6,50+4,58) e G-IV (7,86+1,65)
versus o grupo G-I (4,29+2,43). Podendo relatar que, houve uma maior expressdo da IL-6 nas
células de kupffer nos figados de cirrose por alcool e cirrose por EHNA em comparacdo aos
figados normais, (p<0,001).

Quanto a porcentagem de expressdo da IL-6 no espaco periportal/sinusoidal,
evidenciou-se uma maior imuno-expressao nos grupos G-1l (3,50£4,09), G-111 (2,00+1,94) e
G-1V (1,57+£1,24) versus o grupo G-I (0,00+0,00). Demonstrando, assim, que os figados com
cirrose por alcool, cirrose por HBV e cirrose por EHNA apresentam uma expressao mais

elevada no espaco periportal/sinusoidal que os figados normais, (p<0,05), Figura 11.

Tabela 14 — Analise da imuno-expressdo dos anticorpos entre 0s grupos: doador, cirrose por
alcool, cirrose por HBV, cirrose por esteto-hepatite ndo alcodlica e cirrose criptogénica,
Fortaleza-Ce, 2019.

Grupos
Doador Alcool HBV EHNA Criptogénica

G-I G-l G-I G-IV G-V p-Valor
PPARy 2,57+1,81 5,00£0,00 2,00+1,97 3,567+2,44 4,19+1,442 0,009
PPARB/S 3,43+1,13  4,83+0,29° 4,90+0,32*  3,86+1,31  4,70+0,47° <0,001
NF-kB 4,14+0,90  5,00£0,00*  4,80+0,26  4,14+0,63 4,59+0,49 0,026
IL6 kupffer 4294243  6,50+4,58%  4,50+2,39  7,86+1,65°  4,02+2,04 0,005
IL6 P/S 0,00£0,00  3,50+4,09* 2,00+1,94* 157+124*  0,89+1,26 0,013

Teste exato de Fisher ou qui-quadrado de Pearson. 2p<0,05 versus doador; °p<0,05 versus HBV; (média + DP).
Grupos: Doador, G-I; cirrose por alcool, G-I1; cirrose por HBV (cirrose pelo virus da hepatite B), G-111; cirrose
por EHNA (cirrose por esteato-hepatite ndo alcodlica), G-1V; cirrose Criptogénica, G-V.

Anti-PPARy = anticorpo receptor ativado por proliferadores de peroxissoma gama; Anti-PPARS = anticorpo
receptor ativado por proliferadores de peroxissoma delta; Anti-HBV-core = anticorpos totais contra o “core”
(nucleo) do virus da Hepatite B; Anti-NF-kB = anticorpo contra o factor nuclear kappa B; Anti-IL6 = anticorpo
contra a interleucina 6; 1L-6 P/S = anticorpo contra a interleucina 6 periportal/sinusoidal.



Figura 11 — Imuno-expressdo da IL-6 nos grupos: doador, cirrose por &lcool, cirrose por
HBV, cirrose por EHNA e cirrose criptogénica, Fortaleza-Ce, 2019.

A B

As setas na cor preta indicam a marcacao positivas. (A) figado normal, células de kupffer; (B) cirrose por alcool,
células de kupffer; (C) cirrose por HBV, células de kupffer; (D) cirrose por EHNA, células de kupffer; (E)
cirrose criptogénica, células de kuppfer. Aumento de 400x.
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4.4 Caracterizacao laboratorial do estudo

Os parametros bioquimicos foram analisados de acordo com os valores de referéncia
classificados com baixo, normal e elevado em cada grupo. Também foi realizada uma analise
das médias dos principais exames laboratoriais entre os grupos G-I, G-11, G-llI, G-1V e GV.
As analises dos dados bioguimicos entre os grupos podem ser visualizadas nas Tabelas 15, 16,
17 e 18.

Em alguns pardmetros bioquimicos foi possivel analisar os valores no inicio do
acompanhamento e no pré transplante de figado (pré TX) dos grupos G-Il, G-llI, G-IV e G-V,
tal como os parametros séricos do sodio, potassio, glicose, bilirrubina (BT, BD e Bl), ALT,
AST, GGT e a FA (TABELA 15).

Frente as analises dos valores de referéncias dos pardmetros bioquimicos (TABELA
15), verificou-se que, os grupos G-l (71,4%), G-l (100%) e G-l (50%) apresentavam
valores de glicemia elevados no inicio do acompanhamento. Ja, os grupos G-1V (85,7%) e G-
V (82,6%) apresentavam valores de glicemia normais. Estes valores foram significativos
(p=0,012). Ao avaliar os parametros dos niveis de glicose no pré TX, observou-se um nimero
maior de individuos com a glicemia elevada no grupo G-V (43,5%) ao comparar com 0
namero no inicio do acompanhamento (17,4%), mas ndo apresentou diferenca significativa.

Quanto as andlises da bilirrubina, observou-se que a BT, BD e a Bl (p=0,006;
p=0,001; p=0,0012, respectivamente) eram significativamente mais elevadas nos grupos G-I,
G-11, G-1V e G-V. J4, o grupo G-I apresentou-se valores normais na maioria dos casos.

Nas analises das transaminases ALT e AST, ndo foi identificado significancia
estatistica no inicio, porém, observou-se que 4 (57,1%) casos do grupo G-1V e 13 (56,5%)
casos do grupo G-V apresentavam valores elevados de ALT. Quanto aos valores de AST,
verificou-se um maior nimero de casos elevados no grupo G-1l (100%), G-I1I (60%), G-IV
(100%), e G-V (87,0%).

Em relacdo aos valores da GGT no inicio do acompanhamento, verificou-se que, a
maioria dos casos do grupo G-l (57,1%) apresentava valores normais € os grupos G-Il
(100%), G-I11 (60%), G-IV (57,1%) e G-V (91,1%) apresentavam valores elevados, sendo
significativo (p=0,037). J4, os niveis da FA estavam dentro dos valores normais maioria dos
casos dos grupos G-I, G-1I, G-I, G-IV e G-V. Os valores de ureia apresentaram-se normais
na maioria dos casos dos grupos G-11, G-I, G-1V e G-V.

Ndo foram observadas diferencas nos valores da creatinina sérica nos grupos, a

maioria dos casos do estudo apresentaram niveis normais no inicio e no pré TX. Também,
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nenhuma diferenca estatistica foi observada na albumina, porém, a maioria dos casos dos
grupos G-1V (57,1%; 71,4%) e G-V (52,1%; 65,2%) apresentaram valores baixos no inicio do
acompanhamento e no pré TX (TABELA 15).

Frente aos valores da globulina e proteinas totais, encontraram-se niveis normais nos
grupos G-1I, G-1ll, G-IV e G-V. Quanto aos niveis de sodio no inicio, observaram-se niveis
normais nos grupos G-I (42,9%), G-Il (100%), G-I11 (90%) e G-V (73,9%). Ja, em relacdo aos
niveis de sodio no inicio e no pré TX foi observado uma diminui¢éo nos grupos G-1V (42,9%;
57,1%). O grupo G-ll (66,7%) apresentou-se com um numero maior de casos com niveis
baixos no pré TX. Esses valores foram significativos (p=0,009; p=0,010).

A maioria dos casos do grupo G-I (57,1%) apresentaram niveis baixos de potassio e 0s
demais grupos encontraram-se com valores normais (G-I, G-I11, G-IV e G-V), p=0,025. Néo
houve diferenca nos niveis de calcio total, calcio i6nico, magnésio e alfa-fetoproteina nos
grupos G-I, G-lll, G-IV e G-V. Quanto aos valores do colesterol, observaram-se niveis
normais nos grupos G-Il (66,7%); G-111 (100%) e G-V (81%) e niveis baixos no grupo G-1V
(57,1%), p=0,026.

Os valores de LDL-c, VLDL-c e TG estavam normais na maioria dos casos dos grupos
G-11, G-1V e G-V. O grupo G-I, apresentou niveis normais de VLDL-c e TG, porém, com
niveis elevados de LDL-c. Verificou-se um valor baixo do HDL-c na maioria dos casos dos
grupos G-I11, G-1V e G-V e niveis baixos de fibrinogénio nos grupos G-II, G-lll, G-IV e G-V.
No entanto, esses valores ndo apresentaram significancia estatistica.

Frente aos niveis de hemoglobina e hematécrito foram verificados niveis normais na
maioria dos casos do grupo G-I e niveis baixos nos grupos G-Il, G-lll, G-1V e G-V (p<0,001;
p=0,001). Os niveis de plaquetas estavam baixos na maioria dos casos em todos 0S grupos,
porém, ndo apresentou significancia estatistica. Os seguintes parametros: albumina, proteinas
totais, globulina, célcio i6nico, magnésio, alfa-fetoproteina, CT, LDL-c, VLDL-c, TG, HDL-c

e fibrinogénio, ndo estavam disponiveis para a analise, no grupo G-1 (TABELA 15).
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Tabela 15 — Distribuicdo dos parametros laboratoriais no inicio do acompanhamento e no
pré-transplante dos grupos: doador, cirrose por alcool, cirrose por HBV, cirrose por esteato-
hepatite ndo alcodlica e cirrose criptogénica, Fortaleza-Ce, 2019.

Grupos
Doador Alcool HBV EHNA Criptogénica
G-l G-l G-111 G-IV G-V

Glic inicio (mg/dL)
Baixo
Normal
Aumentado
Glic TX (mg/dL)
Baixo
Normal
Aumentado
BT inicio (mg/dL)
Normal
Aumentado
BD inicio (mg/dL)
Normal
Aumentado
Bl (mg/dL)
Normal
Aumentado
BT TX (mg/dL)
Normal
Aumentado
BD TX (mg/dL)
Normal
Aumentado
Bl TX (mg/dL)
Normal
Aumentado
ALT inicio (U/L)
Normal
Aumentado
ALT TX (U/L)
Normal
Aumentado
AST inicio (U/L)
Normal

Aumentado

0 00 0 0,0% 1 100% O 0,0% 0 0,0%
2* 286% 0 0,0% 4* 400% 6* 857% 19 82,6%
5 71,4% 3* 1000% S5 50,0 1 143% 4  174%

0 00% 0 0,0% 1 100% O 0,0% 0 0,0%
0 00% 0 0,0% 3 300% 4 571% 13 56,5%
0 00% 3 1000% 6 600% 3 429% 10 435%

6* 857% 0 0,0% 2 200 2 28,6% 4  17,4%
1 143% 3* 100,00 8* 80,0% 5* 71,4% 19 82,6%

6* 857% 0 0,0% 3 300% 3 429% 2 8,7%
1 143% 3* 100,00 7* 70,0% 4* 571% 21* 091,3%

7 100,0% 1 333% 4 400% 2 28,6% 6 261%
0 00% 2 66,7% 6* 600% 5* 714% 17* 739%

0 00%n 0 0,0% 2 200 2 28,6% 2 8,7%
0 00% 3 1000% 8 80,000 5 714% 21 91,3%

0 0,000 O 0,0% 4 40,0% 2 28,6% 2 8,7%
0 0,00 3 1000% 6 600% 5 714% 21 91,3%

0 0,000 O 0,0% 3 300% 2 28,6% 5 21,7%
0 00% 3 1000% 7 700% 5 714% 18 78,3%

2 286% 2 66,/% 6 6000 3 429% 10 435%
5 71,4% 1 333% 4 400% 4 57,1% 13 56,5%

0 00% 1 333% 7 700% 3 42,9% 9 391%
0 00% 2 667% 3 300 4 57,1% 14 60,9%

1 143% 0 0,0%
6 857% 3 100,0%

I

40,00 O 0,0% 3 13,0%
60,0% 7 100,0% 20 87,0%

[op]

0,012

0,249

0,006

0,001

0,012

0,463

0,129

0,728

0,690

0,397

0,174
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Grupos

Doador Alcool HBV EHNA Criptogénica

G-l G-l G-111 G-IV G-V p-Valor
AST TX (U/L)
Normal 0 00% 1 333% 6 600% 2 286% 4 174% 0,111
Aumentado 0 00% 2 667% 4 400% 5 714% 19 82,6%
GGT inicio (U/L)
Normal 4* 571% 0 0,0% 4* 40,0% 3* 42,9% 2 8,7% 0,037
Aumentado 3 429% 3* 1000% 6 60,0% 4 57,1% 21* 913%
GGT TX (U/L)
Normal 0 00% 1 333% 5 500% 42,9% 3  13,0% 0,123
Aumentado 0 00% 2 667% 5 500% 4 571% 20 87,0%
FA inicio (U/L)
Baixo 1 143% 0 0,0% 1 100% 0 0,0% 0 0,0% 0,107
Normal 6 857% 3 100,0% 50,0% 7 100,0% 14 60,9%
Aumentado 0 00% 0 0,0% 4  400% 0 0,0% 9 391%
FA TX (U/L)
Baixo 0 00% 0 0,0% 1 100% 1 143% 1 43% 0,820
Normal 0 00% 2 66,7% 6 600% 5 714% 12 522%
Aumentado 0 00% 1 333% 3 300% 1 143% 10 435%
Ur inicio (mg/dL)
Normal 2 286% 2* 66,7% 8 800% 7* 100,0% 18* 78,3% 0,033
Aumentado 5 714% 1 333% 2 200% 0 0,0% 5 21,7%
Ur TX (mg/dL)
Normal 0 00% 1 333% 6 600% 6 857% 16 69,6% 0,399
Aumentado 0 00% 2 667% 4 400% 1 143% 7 30,4%
Cr inicio (mg/dL)
Baixo 0 00% 0 0,0% 0 00% 0 0,0% 1 4,3% 0,600
Normal 5 714% 3 100,0%6 10 100,0% 7 100,0% 19 82,6%
Aumentado 2 286% 0 0,0% 0 00% 0 0,0% 3 13,0%
Cr TX (mg/dL)
Normal 0 00% 1 333% 9 900%» 6 857% 14 609% 0,136
Aumentado 0 00% 2 667% 1 100% 1 143% 9 391%
ALB inicio (g/dL)
Baixo 0 00% 3 100,0% 200% 4 571% 12 52,1% 0,080
Normal 0 00% 0 0,0% 8 800% 3 429% 11 47,9%
ALB TX (g/dL)
Baixo 0 00%n 1 333% 4 400% 5 714% 15 652% 0,378
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Grupos

Doador Alcool HBV EHNA Criptogénica

G- G-l G-111 G-IV G-V p-Valor
Normal 0 00% 2 667% 6 600% 2 286% 8 34,8%
GLOB (g/dL)
Normal 0 00% 2 1000% 8 839% 6 100,0% 14 824% 0,651
Aumentado 00% 0 0,0% 1 111% O 0,0% 3 17,6%
PT (g/dL)
Baixo 0 00% 0 0,0% 0 00% 0 0,0% 4 235% 0,479
Normal 0 00%» 2 1000% 8 839% 6 100,0% 12 70,6%
Aumentado 00% 0 0,0% 1 111% O 0,0% 1 5,9%
Na* inicio (mmol/L)
Baixo 00% 0 0,0% 1 10,0 3* 42,9% 6 26,1% 0,009
Normal 4 571% 3* 100,0% 9* 90,00 3 429% 17* 73,9%
Aumentado 3* 429% 0 0,0% 0 00% 1 143% 0 0,0%
Na* TX (mmol/L)
Baixo 0 00% 2 66,7% 4 40,00 4* 57,1% 8 348% 0,010
Normal 0 00% 0 00% 6* 600% 3 429% 15 652%
Aumentado 00% 1 333% O 00% 0 0,0% 0 0,0%
K* inicio (mmol/L)
Baixo 4 571% 0 0,0% 2 200% 0O 0,0% 1 43% 0,025
Normal 2 286% 3* 100,0% 7* 70,0 7* 100,0% 21* 91,3%
Aumentado 1 143% 0 0,0% 1 100% 0 0,0% 1 4,3%
K* TX (mmol/L)
Baixo 0 00% 0 0,0% 1 100% 0 0,0% 1 4,3% 0,685
Normal 0 00% 3 1000% 9 90,00 7 100,0% 19 82,6%
Aumentado 00% 0 00% 0 00% 0 0,0% 3 13,0%
CAI (mg/dL)
Baixo 0 00% 0 0,0% 0 00% 2 286% 10 435% 0,179
Normal 0 00% 3 1000% 9 90,0 4 571% 12 522%
Aumentado 0 00% 0 0,0% 1 10,0% 14,3% 1 4,3%
CAI (mmol/L)
Baixo 0 00% 0 0,0% 0 00% 1 250% 3 214% 0,514
Normal 0 00% 3 1000% 8 839% 3 750% 11 78,6%
Aumentado 0 00% 0 0,0% 1 111% O 0,0% 0 0,0%
Mg* (mg/dL)
Baixo 0 00% 0 0,0% 0 00% 1 143% 3  13,0% 0,336
Normal 0 00» 3 1000% 10 100,06 4 571% 18 78,3%
Aumentado 0 00% 0 0,0% 0 00% 2 28,6% 2 8,7%




83

Grupos

Doador Alcool HBV EHNA Criptogénica

G-l G-l G-111 G-V G-V p-Valor
AFP (ng/mL)
Normal 0 00% 3 1000% 6 66,7% 6 857% 19 90,5% 0,334
Aumentado 0 00% 0 0,0% 3 333% 1 143% 2 9,5%
CT (mg/dL)
Baixo 0 00% 0 0,0% 0 0,0% 4* 57,1% 2 9,5% 0,026
Normal 0 00% 2* 66,7% 10* 100,0% 3 429% 17* 81,0%
Aumentado 0 00% 1 333% O 00% O 0,0% 2 9,5%
LDL-c (mg/dL)
Baixo 0 00% 0 0,0% 1 143% 1 333% 1 6,3% 0,086
Normal 0 00% 0 0,0% 6 857% 2 66,7% 10 62,5%
Aumentado 0 0,0% 2 100,00 O 0,0% 0 0,0% 5 31,3%
VLDL-c (mg/dL)
Baixo 0 00% 0 0,0% 3 333% 2 333% 12 57,1% 0,399
Normal 0 00% 2 1000% 6 66,7% 3 50,0% 8 38,1%
Aumentado 0 00% 0 0,0% 0 00% 1 16,7% 1 4,8%
HDL-c (mg/dL)
Baixo 0 00» 1 500 5 714% 2 667% 11 733% 0,922
Normal 0 00 1 500% 2 286% 1 333% 4 26,7%
TG (mg/dL)
Baixo 0 00% 0 0,0% 4 444% 1 16,7% 5 238% 0,342
Normal 0 00% 2 1000% 5 556% 3 500% 14 66,7%
Aumentado 0 0,0% 0 0,0% 0 0,0% 2 33,3% 2 9,5%
FIB (mg/dL)
Baixo 0 00% 3 1000% 4 571% 3 600% 11 61,1% 0,589
Normal 0 00% 0 0,0% 3 429% 2 40,0% 7 38,9%
HT (%)
Baixo 2 286% 3* 100,00 6* 60,0% 6* 857% 22* 100,0% <0,001
Normal 5 714% 0 0,0% 4  40,0% 1 143% 0 0,0%
Hemoglobina (g/dL)
Baixo 2 286% 3* 100,00 5* 50,00 6* 857% 21* 955% 0,001
Normal 5 714% 0 0,0% 5 50000 1 14,3% 1 4,5%
Plaquetas (mm?)
Baixo 3 429% 3 1000% 6 600% 5 714% 14 63,6% 0,713
Normal 4 571% 0 0,0% 3 300 2 28,6% 6 27,3%
Aumentado 0 00% 0 0,0% 1 100% O 0,0% 2 9,1%

Dados apresentados como frequéncia absoluta e percentual, *p<0,05, teste exato de Fisher ou qui-quadrado de
Pearson (n, %).
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Grupos: Doador, G-I; cirrose por alcool, G-I1; cirrose por HBV (cirrose pelo virus da hepatite B), G-11I; cirrose
por EHNA (cirrose por esteato-hepatite ndo alcodlica), G-1V; cirrose Criptogénica, G-V.

Inicio = inicio do acompanhamento do paciente no hospital; Tx= pré transplante hepatico; Glic = dosagem de
glicemia de jejum; BT = bilirrubina total; BD =, bilirrubina direta; Bl = bilirrubina indireta; ALT = alanina
aminotranferase; AST = aspartato aminotranferase; GGT = gama glutamiltranferase; FA = fosfatase alcalina; Ur
= Ureia; Cr = creatinina; ALB = albumina; GLOB = globulina; PT = proteina totais;

Na*" = sddio; K*= potassio; CA = cdlcio total; CAl = célcio idnico; Mg* = magnésio; ALP = alfa-fetotoproteina;
CT = colesterol total; LDL-c = colesterol, lipoproteina de densidade baixa; VLDL-c = colesterol, lipoproteina de
mais baixa densidade; HDL-c = colesterol, lipoproteina de alta densidade; TG = ftriglicerideo; FIB =
fibrinogénio; HT = hematdcrito.

Na avaliacdo laboratorial referente a média de IMC, perfil lipidico (CT, TG, LDL-c e
VLDL-c, VLDL-c e HDL-c), globulina, proteina total, alfa-fetoproteina, calcio idnico e
magnésio, ndo apresentaram diferencas significantes entre os grupos (TABELA 16).

Entre os valores do calcio total, foi observado uma diferenga entre os grupos G-IV
(8,94£1,63) e grupo G-V (8,13£1,14) versus os grupos G-Il (9,22+1,00) e G-I11 (9,50£1,16).
Estes dados demonstraram diferenca significante (p=0,026) entre as médias dos grupos de
cirrose por EHNA e cirrose criptogénica ao comparar com 0s grupos de cirrose por alcool e

cirrose por HBV.

Tabela 16 - Avaliacdo dos parametros bioquimicos e da variagdo de massa corpdrea entre 0s
grupos: doador, cirrose por alcool, cirrose por hepatite B, cirrose por esteato-hepatite ndo
alcoolica e cirrose criptogénica, Fortaleza-Ce, 2019.

Grupos
Doador Alcool HBV EHNA Criptogénica
Dados G-l G-l G-l111 G-1V G-V p-Valor
IMC (Kg/m?) 24,01£3,37  27,90+5,60 26,27+3,18 25,47+2,48 24,71+4,53 0,545
CT (mg/dL) - 225,50455,86 139,88+13,08 113,67+49,47 161,38+77,18 0,16
TG (mg/dL) - 109,50+28,99  87,22+41,54 130,67+112,94 91,62461,79 0,602
LDL-c (mg/dL) - 123,00+19,80 77,00£16,56  65,60+16,29  128,58+83,01 0,25
VLDL-c (mg/dL) - 21,9045,80 17,44+8,31 26,10£22,60  18,36+12,35 0,608
HDL-c (mg/dL) - 37,00+8,49 31,86+15,89  36,00£14,93  26,67+19,23 0,74
GLOB (g/dL) - 3,60+0,14 3,76x1,02 3,32+0,89 3,91+2,75 0,947
PT (g/dL) - 5,65+0,07 6,90+0,97 6,25+0,58 6,25+1,23 0,338
ALP (ng/mL) - 4,47+2,84 9,08+9,16 6,69+7,75 7,12+8,33 0,843
CA (mg/dL) - 9,33+1,00 9,50+1,16 8,94+1,63" 8,13+1,14" 0,026
CAIl (mmol/L) - 1,16+0,10 1,25+0,22 1,23+0,12 1,14+0,07 0,281
Mg* (mg/dL) - 2,00£0,26 2,12+0,30 2,36+0,52 2,09+0,49 0,532

Teste ANOVA/Bonferroni; ®p<0,05 versus alcodlica; p<0,05 versus HBV; (média + DP).

Grupos: Doador, G-I; cirrose por alcool, G-I1; cirrose por HBV (cirrose pelo virus da hepatite B), G-1l1; cirrose
por EHNA (cirrose por esteato-hepatite ndo alcoodlica), G-1V; cirrose Criptogénica, G-V.

IMC = indice corpuscular médio; CT = colesterol total; TG = triglicerideo; LDL-c = colesterol, lipoproteina de
densidade baixa; VLDL-c = colesterol, lipoproteina de mais baixa densidade; HDL-c = colesterol, lipoproteina
de alta densidade; GLOB = globulina; PT = proteina totais; ALP = alfa-fetotoproteina; CA = calcio total; CAl=
célcio idnico; Mg* = magnésio.
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Na analise das variaveis laboratoriais da glicose sérica no inicio do acompanhamento,
0s pacientes dos grupos G-IV (104,29+47,61) e G-V (93,26+18,46) apresentaram valores
mais baixos que o grupo G-I (183,43+£97,98), p=0,004. Demonstrando, assim, que o grupo de
EHNA e o grupo de cirrose criptogénica apresentam valores mais baixos de glicose quanto ao
grupo doador. Ndo foi observado altera¢cdes nas médias da glicose sérica no pré TX entre 0s
grupos (TABELA 17).

Quanto ao valor do sédio no inicio, identificou-se uma diferenca nas médias dos
grupos G-11 (137,00+7,00), G-Il (137,70+8,99), G-IV (134,57+8,85) e G-V (134,1745,65)
versus grupo G-l (148,14+10,46), (p=0,003). Ao comparar as médias do sédio no inicio do
acompanhamento e no pré TX, observou uma diferenca significante entre os grupos G-Il
(137,00+£7,00; 135,00+14,80) e G-V (137,7048,99; 133,30+4,55), (p=0,042). Né&o foi
observado diferenca significante nos valores do potassio entre 0s grupos.

Inicialmente, na andlise dos valores séricos da ureia no inicio, observou-se que 0s
individuos do grupo G-Il (39,33+17,04), G-1ll (35,54+20,23), G-IV (27,00+10,10) e G-V
(34,04+16,83) apresentavam valores mais baixos que o grupo G-I (75,00+57,48), (p=0,008).
Ao analisar as variaveis dos grupos entre o inicio e no pré TX, verifica-se que as médias da
ureia se modificaram no grupo G-V. Foi verificado que os valores eram menores no inicio
(34,04+16,83) em comparagdo com os valores no pré TX (52,87+42,51), (p=0,001).

Os valores da creatinina sérica ndo apresentaram diferenca significante entre os
grupos. Porém, ao comparar as médias entre o inicio e no pré TX, foi observado que os
valores se elevaram nos grupos G-111 (0,91+0,26; 1,04+0,27), e G-IV (0,79£0,27; 1,10+0,40),
(p<0,005).

Foi verificado uma diferenca entre os valores da albumina sérica no inicio entre 0s
grupos G-Il (3,69+0,65), G-IV (3,16+0,71) e G-V (3,10+0,46) versus o grupo G-Il
(2,87+0,58), (p=0,036). Demonstrando, que o grupo de cirrose por HBV, cirrose por EHNA e
cirrose criptogénica apresentavam niveis mais elevado de albumina sérica em comparacao
com a cirrose por alcool. Nas andlises de comparagédo entre o inicio do acompanhamento e no
pré TX as médias entre os grupos G-Il (3,69+0,65) e G-V (3,10+0,46), apresentaram
diferenca significante (p<0,001), entre as analises do pré TX G-Il (3,28+0,82) e G-V
(2,98+0,57). N&o foram obtidas diferencas significantes entre 0s grupos nos parametros da
bilirrubina sérica (BT, BD e Bl), ALT, AST, GGT e FA.
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Tabela 17 — Avaliacdo dos parametros bioquimicos no inicio do acompanhamento e no pre
transplante de figado entre os grupos: doador, cirrose por alcool, cirrose por hepatite B,
cirrose por esteato-hepatite ndo alcodlica e cirrose criptogénica, Fortaleza-Ce, 2019.

Grupos
Doador Alcool HBV EHNA Criptogénica

Dados G-l G-11 G-l11 G-V G-V p-Valor
Glic (mg/dL) 183,43+97,98  137,00+37,64  126,50462,22  104,29+47,612 93,26+18,46% 0,004
Glic Tx (mg/dL) - 128,67+2,52  146,70+119,12  163,86+98,87 132,70+67,00 0,843
Na* inicio (mmol/L) 148,14+10,46  137,00+7,008  137,70+8,99*@  134,57+8,85? 134,17+45,65% 0,003
Na* TX (mmol/L) - 135,00£14,80  133,30+4,55* 132,57+2,99 132,48+7,75 0,943
K* inicio (mmol/L) 3,73£1,35 4,53+0,47 4,28+0,86 4,24+0,66 4,37+0,67 0,464
K* TX (mmol/L) - 4,47+0,21 3,79+0,59 4,27+0,49 4,52+0,89 0,097
Ur inicio (mg/dL) 75,00£57,48  39,33+17,04%  35,54+20,232 27,00+10,10? 34,04+16,83*2 0,008
Ur TX (mg/dL) - 80,33+57,36 41,80+20,09 37,00+19,95 52,87+42,51* 0,326
Cr inicio (mg/dL) 1,61+1,10 0,93+0,21 0,91+0,26* 0,7940,27* 1,03+0,54 0,08
Cr TX (mg/dL) - 3,30+2,59 1,04+0,27* 1,10+0,40* 1,48+1,47 0,062
ALB inicio (g/L) - 2,87+0,58 3,69+0,65**" 3,16+0,71° 3,10+0,46**> 0,036
ALB TX (g/dL) - 3,27+0,40 3,28+0,82** 3,26+0,74 2,98+0,57** 0,552
BT inicio (mg/dL) 0,79+0,50 2,80+1,38 4,74+8,72 4,05+3,60 7,53+10,14 0,379
BT TX (mg/dL) - 8,52+9,27 4,26+8,83 4,55+6,16 7,90+8,54 0,592
BD inicio (mg/dL) 0,48+0,58 1,91+1,53 2,28+5,07 1,88+3,59 4,3345,04 0,28
BD TX (mg/dL) - 4,14+4,82 2,45+6,07 2,7045,01 4,14+4,34 0,781
Bl inicio (mg/dL) 0,31+0,19 0,89+0,16 2,46+3,71 2,78+4,45 1,96+1,55 0,659
Bl TX (mg/dL) - 4,38+4,46 1,81+2,78 2,13+1,69 3,74+4,89 0,531
ALT inicio (U/L) 193,57+376,57 52,67+35,36 69,70+78,04 59,43+49,24 143,83+260,20 0,708
ALT TX (U/L) - 115,67+147,36  32,90+10,91 51,86+48,47 116,43+158,66 0,295
AST inicio (U/L) 317,71+454,14  77,67%46,72 72,00+61,48 62,29+24,14 175,52+335,25 0,405
AST TX (U/L) - 111,33+£126,26  41,70+14,81 69,43+62,28 114,00£119,29 0,247
GGT inicio (U/L) 113,14+173,16  141,00+74,75 110,50+129,29 119,43+111,29  175,09+148,28 0,697
GGT TX (U/L) - 195,67+134,84  98,80+111,75 112,29+92,00  198,43+215,83 0,418
FA inicio (U/L) 102,71+£38,38  216,67455,08 297,90+325,45  144,00+69,22  384,74+342,79 0,121
FA TX (U/L) - 248,33+94,85  243,40+190,29  141,14+12140  388,26+340,76 0,179

Teste ANOVA/Bonferroni; 2p<0,05 versus doador; °p<0,05 versus alcodlica; (média + DP).

Teste-t Pareado; *p<0,05 e ** p<0,001 entre a média dos valores no inicio do acompanhamento versus a média
dos valores no pré-transplante (pré TX).

Grupos: Doador, G-I; cirrose por alcool, G-II; cirrose por HBV (cirrose pelo virus da hepatite B), G-111; cirrose
por EHNA (cirrose por esteato-hepatite ndo alcoodlica), G-1V; cirrose Criptogénica, G-V.

Inicio = inicio do acompanhamento; Tx= pré transplante hepatico; Glic = dosagem de glicemia de jejum; Na* =
sodio; K*= potassio; Ur = Ureia; Cr = creatinina; ALB = albumina; BT = bilirrubina total; BD =, bilirrubina
direta; Bl = bilirrubina indireta; ALT = alanina aminotranferase; AST = aspartato aminotranferase; GGT = gama
glutamiltranferase; FA = fosfatase alcalina.

A Tabela 18 sintetiza dados como os processos inflamatérios e infecciosos (proteina C
reativa- PCR); hemostasia, hemograma completo (série vermelha, série branca e plaquetas) e

a gasometria arterial. Esses parametros foram analisados de acordo com os resultados

coletados nos exames realizados no pré transplante de cada paciente.
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N&o houve diferenca significante entre os grupos nas analises dos valores de PCR,
fibrinogénio, TAP, TTPA entre os grupos. Ao analisar os valores das médias da hemoglobina,
observou-se diferenca significante entre o grupo G-I (14,03+2,01) versus grupo G-Il
(10,67+2,27) e o grupo G-V (10,26+2,54) versus G-11l (14,03+2,01), (p=0,001). Quanto a
analise dos valores das medias do hematdcrito, também foi observado diferenca significante
entre o grupo G-111 (40,65+6,38) versus grupo G-Il (30,60+5,24) e o grupo G-V (30,20£7,53),
(p=0,001). Demonstrando que, o grupo de cirrose por HBV obteve valores mais elevados de
hemoglobina e hematocrito que o grupo de cirrose por alcool e o grupo da cirrose
criptogénica. Os valores de VCM, HCM, CHCM, RDW, leucograma e 0s parametros da

gasometria, ndo evidenciaram diferencas entre as médias dos grupos.

Tabela 18 — Avaliacdo dos parametros da proteina C reativa, hematoldgico e gasometria
arterial entre os grupos: doador, cirrose por alcool, cirrose por hepatite B, cirrose por esteato-
hepatite ndo alcodlica e cirrose criptogénica, Fortaleza-Ce, 2019.

Grupos
Doador Alcool HBV EHNA Criptogénica
Dados G-l G-l G-l G-IV G-V p-Valor

PCR (mg/dL) - 1,51+1,00 3,04+3,70 0,81+0,47 3,81+2,88 0,31
FIB (mg/dL) - 104,67+50,66 201,00+109,43 186,20+90,20 155,40+63,82 0,296
TAP (segundos) - 22,07+10,54 16,55+4,69 17,67+7,90 28,17+26,68 0,417
TAP (%) 17,30+8,06 45,33+24,44 61,04+30,41 59,31+25,86 42,24+24,86 0,123
TAP INR 1,26+0,38 1,96+0,95 1,40+0,41 1,49+0,36 1,84+1,14 0,449
TTP (segundos) - 65,90+19,84 41,84+13,67 42,60+17,32 69,17+59,56 0,338
TTPA pc - 2,31+0,64 1,53+0,51 1,52+0,60 1,69+1,31 0,698
HM (milhdes/ mm?3) - 3,12+0,55 4,24+0,82 3,92+0,58 3,25+0,70 0,915
HB (g/dL) - 10,67+2,27 14,03+2,01° 12,07+0,85 10,26+2,54¢ 0,001
HT(%) - 30,6045,24 40,65+6,38" 36,024+2,51 30,20+7,53¢ 0,001
VCM (fl) - 97,33+1,99 93,97+7,48 84,49+8,87 93,11+11,13 0,185
HCM (pg) - 34,07+1,54 32,14+2,64 30,17+2,14 31,69+4,03 0,437
CHCM (g/dL) - 31,37+4,87 34,52+1,08 32,82+5,57 33,06+4,68 0,668
RDW (%) - 14,23+1,07 13,89+2,22 14,72+1,65 15,89+3,32 0,374
Leucécitos (mm?) - 4830,00+1116,92 6198,00+4146,17 5751,86+2054,99 7770,70+3668,41 0,32
Neutrofilos (ul) - 3350,00£1214,45 4164,50£3360,90 3546,00+1218,56 5269,77+4129,34 0,643
Mieloblastos (%) - 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 1

Pré-mielécitos (%) - 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 1

Mieldcitos (%) - 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 1

Metamielécitos (%) - 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 1

BastGes (%) - 0,00+0,00 16,00+27,57 15,00+25,10 151,74+396,16 0,539
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Grupos
Doador Alcool HBV EHNA Criptogénica
Dados G-l G-11 G-111 G-V G-V p-Valor

Segmentados (%) 3350,00+1214,45  4072,22+3535,46 3543,60+1219,67 5681,55+3735,46 0,386
Linfdcitos (%) 833,33+336,20 1116,674666,30 1490,004+894,91 1189,50+696,62 0,657
Mondcitos (%) 403,33+188,77 485,56+398,12 587,50+246,63 400,14+237,72 0,616
Eosinodfilos (%) 246,67+30,55 180,00£165,91 107,50+49,24 246,82+549,18 0,934
Basdfilo (%) 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 1

Plasmdcito (%) 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00£0,00 0,00+0,00 1

Prolinfécito (%) 0,0040,00 0,0040,00 0,00+0,00 0,0040,00 1

Blastos (%) 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 1

Plaquetas (mm?) 65166,67+16793,25 99100,00+73156,33 131177,14+45693,98 157439,13+140651,21 0,393
pH GA 7,42+0,10 7,36+0,10 7,31+0,15 7,36+0,68 0,138
pCO2 GA (mmHg) 34,73+15,07 35,54+7,98 40,98+13,01 35,13+6,34 0,555
PO2 GA (mmHg) 97,13+18,40 111,00+42,01 115,20+31,74 113,23+46,06 0,936
02 St GA (%) 97,17+1,27 96,13+5,04 98,66+1,26 95,39+7,21 0,734
HCOs GA (mmol/L) 22,7045,16 27,64+25,59 19,42+3,38 19,85+3,60 0,45
LAC GA (mmol/L) 1,51+0,13 2,94+2 22 3,06+2,10 1,88+0,95 0,144
K* GA (mmol/L) 4,3340,35 4,28+0,94 4,44+0,82 4,14+0,72 0,862
Na* GA (mmol/L) 135,67+14,36 133,7748,32 133,22+3,58 132,1147,70 0,872
Cl - GA (mmol/L) 106,10+0,36 106,94+6,59 106,40+4,10 107,04+4,95 0,987

Teste ANOVA/Bonferroni; °p<0,05 versus alcodlica; p<0,05 versus HBV (média + DP).
Grupos: Doador, G-I; cirrose por alcool, G-II; cirrose por HBV (cirrose pelo virus da hepatite B), G-111; cirrose por
EHNA (cirrose por esteato-hepatite ndo alcodlica), G-1V; cirrose Criptogénica, G-V.
PCR = proteina C reativa; FIB = fibrinogénio; TAP = tempo de atividade da protrombina; TAP INR = razdo
normalizada internacional do tempo de atividade da protrombina; TTP = tempo de tromboplastina parcial; HM=
hemécias; HB = hemoglobina; HT = hematécrito; VCM = volume corpuscular médio; HCM = Hemoglobina
Corpuscular média; CHCM = concentracdo da hemoglobina corpuscular média; RDW = amplitude de distribuicdo
dos gldbulos vermelhos; GA= gasometria arterial; pH = poténcia de hidrogénio; pCO, = pressdo parcial de gas
carbdnico; pO, = pressdo parcial de oxigénio; O, St = oxigénio saturado; HCO3; = bicarbonato; Na* GA= sddio
gasometria arterial; K* GA= potassio gasometria arterial; Cl ~ GA = cloro gasometria arterial.
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5. DISCUSSAO

A cirrose criptogénica tem sido reportada como uma doenca de etiologia nédo
identificavel advinda de algumas doencas cronicas ocultas, tais como a EHNA, hepatite auto-
imune, hepatite viral (B ou C) e o alcoolismo (FARIA, 2014; CALDWELL, 2009;
HEIDELBAUGH et al., 2006). No entanto, uma proporc¢ao variavel dessas doengas, continua
a ser rotulada como “criptogénica” em todo o mundo, mesmo com a investigacdo extensiva
dos dados clinicos, ndo estabelecendo uma etiologia subjacente da doenca hepaética,
permanecendo-se como desconhecida (HERINGLAKE et al., 2009; MAHESHWARI et al.,
2006; DUCLOS-VALLEALE et al., 2005; SUTEDJA et al., 2004).

Na presente casuistica, ao avaliar o perfil epidemiolégico dos grupos de estudo,
observou-se que a maioria dos individuos apresentaram uma faixa etaria em torno de 52 anos
(51,44+15,85) e ndo houve diferenca da idade entre os grupos. Com relagdo a prevaléncia do
género, houve predominancia do sexo feminino (54%) em relacdo ao sexo masculino (46%).
A maioria dos pacientes dos grupos doador (5 casos), cirrose por EHNA (4 casos) e cirrose
criptogénica (16 casos) eram do sexo feminino. Entretanto o grupo de cirrose por alcool (3
casos) e cirrose por HBV (8 casos) eram do sexo masculino.

Na presente casuistica, o perfil dos pacientes esta de acordo com a literatura, em que
0s pacientes com cirrose apresentam uma media de idade entre 50 a 56 anos (XIAO et al.,
2018; ZHOU et al., 2018; YOUNOSSI et al., 2018a). Porém, Leite e colaboradores (2012),
observaram que os pacientes com CC apresentavam uma idade (52+15,8) mais avancada que
os pacientes com EHNA (46,4+11,4). Outros trabalhos, também relatam uma idade mais
avancada nos pacientes com CC (THULUVATH et al., 2019; YOUNOSSI et al., 2018;
MOHAMMED, 2015).

Em relacdo ao género mais prevalente em CC, ha discordancia na literatura. Alguns
autores (LIEW et al., 2019; TELLEZ-AVILA et al., 2008; SAKUGAWA et al., 2003; ONG
et al., 2001) observaram maior prevaléncia do sexo feminino, enquanto outros (UNGER et al.
Al, 2017, TARDU et al., 2015) observaram maior prevaléncia do sexo masculino.

Unger e colaboradores (2017) demostraram uma média de 51,75 (+ 2,91) anos em 12
pacientes com cirrose criptogénica com transplante ortotpico e com a prevaléncia do sexo
masculino (75%). Os pacientes com esteato-hepatite ndo alcoolica (15 pacientes) com
transplante ortotopico obtiveram uma média de 59,07 + 2,16 anos e uma prevaléncia do sexo
masculino (80%). Quanto a distribuicdo do género de EHNA existem relatos na literatura da
prevaléncia do género masculino (SADLER 2018; YOUNOSSI 2018). Contudo, alguns
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autores relatam a prevaléncia nas mulheres idosas (THULUVATH, 2019; HASHIMOTO et
al., 2011).

Em 2018, Jun e colaboradores ao comparar a sobrevida dos pacientes com cirrose
criptogénica com o hepatocarciona celular (HCC) na hepatite B, encontraram uma prevaléncia
do sexo masculino nos pacientes com HBV e do sexo feminino na CC. A prevaléncia do sexo
masculino, também foi verificada em outra publicacdo em pacientes cirréticos com
descompensacgéo aguda na hepatite B (WANG et al. 2018).

Thuluvath et al. (2018) ao comparar os resultados da cirrose criptogénica entre EHNA,
alcodlica e cirrose auto-imune, observaram que o grupo com cirrose alcoodlica apresentava um
menor numero de mulheres que o grupo de CC e EHNA. Estes dados estdo de acordo com o
trabalho de Yamamoto et al. (2018), que ao estudar as diferencas nos antecedentes genéticos
de pacientes com doenca hepatica alcodlica e doenca hepatica gordurosa ndo alcodlica,
relataram uma prevaléncia do sexo masculino em 86% dos 118 pacientes com cirrose hepética
alcoolica e 55% dos 200 pacientes com EHNA.

Pode-se inferir destes resultados que o grupo de cirrose criptogénica apresentou
relevancia no sexo feminino em comparacédo ao grupo de cirrose por alcool e cirrose por HBV
e a mesma prevaléncia de idade dos grupos de cirrose por alcool, cirrose por HBV e cirrose
por EHNA.

Quanto aos dados relacionados as comorbidades para o estudo, constatou-se que a
maior parte dos pacientes ndo apresentavam diagnéstico para DM (76%) e HAS (82%) antes
do transplante. Dos 50 pacientes, 13 (26%) pacientes apresentaram a DM e 9 (18%) com HAS
entre os grupos do estudo. Pode-se destacar o grupo de cirrose por hepatite, o qual, foi
encontrado um total de 2 casos isolados (DM ou HAS) e 3 casos com ambas comorbidade e o
grupo de cirrose por EHNA, 4 casos com ambas comorbidade. Ja, o grupo de cirrose
criptogénica, verificou-se 2 casos isolados (DM ou HAS) e 1 caso com ambas comorbidade.
Pode-se observar que o grupo de cirrose por hepatite e por EHNA apresentaram maior
nimero de comorbidades que o grupo de estudo da cirrose criptogénica, mesmo com o
nimero menor de casos em relacdo ao grupo da cirrose criptogénica. E digno de mencio o
fato que a DM de forma isolada ou associada a HAS, verificadas por alguns autores, podem
estar em maior nimero nos diagndsticos de cirrose na EHNA, HBV e na cirrose criptogénica
(THULUVATH, 2019; YAO-CHUN HSU, 2018; UNGE et al., 2017).

Ha hipotese do efeito prejudicial do diabetes na cirrose e tem sido associada a
resisténcia a insulina e a esteatose hepatica (MACHADO et al., 2011; EL-SERAG et al.,

2004). Mas, o mecanismo ainda € obscuro podendo envolver principalmente os casos com
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esteato-hepatites (MCPHERSON et al., 2015; HUANG e HOLLINGER, 2014). Também é
evidenciada a correlacdo do DM com a idade avancada e sexo masculino, varios estudos
reforcam essa correlagdo (YAO-CHUN et al., 2018; PAPATHEODORIDIS et al., 2015).

A fim de comparar a gravidade da doenca hepatica no grupo de estudo, foi realizado
uma avaliacdo dos escores de Child-Pugh e MELD presente nos prontuarios. No escore de
Child-Pugh, 50% do total da amostra apresentavam uma gravidade moderada e 30% com
gravidade avancada da doenca hepatica. Quando se referiu a pontuagédo do escore de MELD,
66% dos pacientes apresentaram um valor de 10 a 19 pontos e 20% dos pacientes
apresentaram de 20 a 29 pontos. Esses valores indicam que 86% dos pacientes encontravam-
se com uma probabilidade de mortalidade de 27 a 76% sem o transplante (RORIZ et al.,
2014).

Ao comparar a relacdo dos critério de Child-Pugh e MELD em cada grupo no pré
transplante, observou-se que os grupos de cirrose por alcool e cirrose por HBV apresentavam
uma gravidade moderada com uma taxa de 27% de mortalidade, sendo corroborados com o0s
dados presentes na literatura (XIAO et al., 2018; CHENG et al., 2016; VANLEMMENS et
al., 2009). O grupo de cirrose por EHNA apresentou um numero gravidade moderada (43%),
com uma taxa de 83% de mortalidade. Entretanto, o grupo de cirrose criptogénica apresentou
uma gravidade hepéatica moderada em 48% dos casos e uma gravidade avancada em 52% dos
casos. Quanto a taxa de mortalidade os pacientes com cirrose criptogénica apresentaram uma
taxa de mortalidade entre 27 a 83 % de mortalidade. Estes dados demonstram que o grupo de
cirrose criptogénica apresentou casos com maior gravidade no escore de Child-Pugh.

Em um estudo realizado por Thuluvath et al. (2019) foi descrito que o escore de
MELD dos pacientes com EHNA tende ser mais baixos que 0s pacientes com cirrose
criptogénica. Ja, o estudo realizado por Weinmann e colaboradores (2015), ao observar a
sobrevida em 45 pacientes com EHNA associado ao carcinoma hepatocelular (HCC),
demonstraram uma prevaléncia menor da gravidade da doenca hepética (46%) e uma
sobrevida maior (27%). Este achado estd de acordo com os dados de Sadler et al. (2018) e
Reddy et al. (2012) que também relatam uma menor gravidade da doenca hepética nos
pacientes com EHNA.

Uma possivel explicacdo para esse achado seria que a doenga hepética € mais
agressiva nos pacientes com cirrose criptogénica, com uma intensidade maior de formacao de
fibrose e uma ocorréncia de eventos clinicos desfavoraveis no acompanhamento a longo prazo
e a menor sobrevida dos pacientes com cirrose criptogénica e cirrose por EHNA podem estar

relacionados a um atraso na deteccdo da doenca, devido a dificuldade no seu diagnostico,
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diferentes estratégias de tratamento e/ou terapias e a existéncia de comorbidades
(YOUNOSSI, 2018; CHALASANI et al., 2012; VERNON et al., 2011). Assim, com base
nessas observacdes, acredita-se que a maioria dos pacientes atualmente listados como cirrose
criptogénica apresentam uma gravidade hepética elevada.

Utilizando os critérios de avaliacdo dos escores de Ishak, Brunt e NAS nas leituras dos
TMAs, pbde-se verificar que todos os pacientes apresentaram estagio 4 (cirrose) de fibrose. A
necrose litica avaliada no escore de Ishak esteve presente nos grupos de cirrose por HBV,
cirrose por EHNA e na cirrose criptogénica. A inflamacao portal e portal/septal no escore de
NAS, evidenciou-se no grupo de cirrose por EHNA. Ja, a inflamacéo lobular estava evidente
na maioria dos casos dos grupos de cirrose criptogénica tanto no escore Brunt como no de
NAS. A presenca de siderose de grau Il teve uma relevancia no grupo de cirrose por alcool.

Outro aspecto analisado foi que a esteatose estava menos evidente nos grupos de
cirrose por alcool, cirrose por HBV, cirrose por EHNA. J4, o grupo de cirrose criptogénica, a
esteatose estava evidenciada na maioria dos casos com uma presenca de esteatose
microvesicular, em concordancia em ambos os escore de Brunt e NAS. O balonismo estava
presente nos grupos de cirrose por alcool, cirrose por HBV, cirrose por EHNA nos escores de
Brunt e NAS, porém notou-se uma evidéncia maior no grupo de cirrose criptogénica. Foi
observada baixa frequéncia de megamitocondria, macréfagos pigmentados, corpos acidéfilos
e glicogenacdo em todos 0s grupos no escore de NAS.

Ao comparar os resultados com o estudo de Zarrinpar e colaboradores (2019) ao
observar a relacdo do carcinoma hepatocelular (HCC) em amostras de explantes hepaticos o
grupo de EHNA apresentou uma presenca maior de esteatose, esteato-hepatite, balonismo,
Corpos Mallory e fibrose em comparacdo ao grupo de doenca alcodlica. A hemossiderose,
embora ndo estatisticamente significante, foi mais evidente no grupo de doenca alcoodlica.

J& 0 nosso estudo revelou que o grupo de cirrose por alcool e o grupo de cirrose por
EHNA apresentam semelhancas histologicas no estagio avancado da doenca. Em ambos os
grupos foram evidenciados uma leve degeneragdo gordurosa, presenca de balonismo com
processo inflamatorio, porém, verificou-se evidéncia de inflamacéo portal no grupo de cirrose
por alcool ao comparar com o grupo de cirrose por EHNA.

O balonismo celular na EHNA é um dos principais achados histolégicos usados para
identificar a presenca de esteato-hepatite significativa e potencialmente progressiva e pode ser
considerado um marco definidor da progressao da DHGNA (BEDOSSA et al., 2012; JULURI
etal., 2011; BRUNT et al.,, 2011a; CALDWELL et al., 2010b). O termo esteato-hepatite ndo
alcoolica, relatada por Ludwig et al. (1980), demonstrou a existéncia de uma condicédo
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clinico-patoldgica, semelhante histologicamente, com a doenca gerada pelo &lcool nos
pacientes sem consumo etilico que estdo de acordo com outros trabalhos (JOSHI-BARVE et
al., 2015; TOSHIKUNI et al., 2014; SAKHUJA, 2014).

Em suma, a descricdo histopatolégica de EHNA também pode incluir, a esteatose,
infiltrado inflamatdrio neutrofilico de predominancia lobular, balonizacdo de hepatdcitos,
corpusculos de Mallory e fibrose perissinusoidal (ZHONG e LEMASTERS, 2018
YOUNOSSI et al., 2018; TONG et al., 2014; BRUNT, 2005).

Quanto a avaliacdo hepatoldgica dos casos com cirrose por HBV através dos escores,
apresentaram uma relagcdo com os dados encontrado no grupo de cirrose por EHNA e cirrose
por alcool, porém, a necrose litica estava evidenciada em 50% dos casos do grupo de cirrose
por HBV.

Esta assertiva é reforcada por achados do estudo de Sun et al. (2017) que ao avaliar a
progressdo da doenca em amostras de bidpsias apds o tratamento dos pacientes com hepatite
B, utilizando o escore de Ishak, relatou uma regressdo do estagio em 45% dos pacientes e
nenhum deles apresentaram lesbes progressivas pos-tratamento. A persisténcia da atividade
inflamatoria em pacientes com hepatites pode ser secundaria a sequelas imunoldgicas intra-
hepaéticas, apesar da auséncia de replicagdo viral (PUTRA et al., 2018).

Os critérios histoldgicos encontrados no grupo de cirrose por HBV, como a leve
esteatose e a inflamacdo portal relatado pelo escore de Brunt, estdo em concordancia com
achados na literatura (SUTHERLAND et al., 2019; FUNG et al., 2013; LESMANA et al.,
2012). Alguns estudos relatam que a esteatose pode estar associada a fatores metabdélicos, mas
ndo associados a fatores virais, como a carga viral do HBV (CLARKE et al., 2019; SHEN
CAletal., 2017; YILMAZ et al., 2015).

Apesar da semelhanca nos dados histolégicos do grupo de EHNA com a cirrose por
alcool e cirrose por HBV foi observado um maior nimero de casos do grupo de cirrose por
EHNA com inflamacdo portal e portal/septal. O aumento da inflamagdo portal parece
correlacionar-se com a gravidade da doenga, com o desenvolvimento de fibrose e com o
diagnostico da esteato-hepatite (BEDOSSA, 2014; BRUNT e KLEINER, 2011b; KANG et
al., 2006). O acumulo de goticulas de gordura nos hepatocitos em baldo une varios
mecanismos patogénicos na EHNA, incluindo dano oxidativo & gordura, disfuncéo do reticulo
endoplasmatico e anormalidades do citoesqueleto no balonismo hepatocelular (CALDWELL
et al., 2017; CHALASANI et al., 2008). Raramente, pode ser vista esteatose microvacuolar
juntamente com a forma macrovesicular na EHNA, mas quando presente isoladamente pode

corresponder a esteatose induzida por algumas medicacGes (BRUNT e TINIAKOS, 2010).
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O diagnostico de EHNA na histopatologia continua a ser um desafio, pois pode haver
desaparecimento de gordura com a sua progressao. Isso pode estar relacionado a uma perda de
fenestracdes sinusoidais que retardam a deposicao de gordura nos hepatdcitos, privacdo dos
hormonios lipogénicos e repopulagdo acinar (VAN DER POORTEN, et al., 2013). O uso
apenas de critérios histomorfolégicos para o diagndstico de EHNA pode ser uma forma
insuficiente e mascarar os mecanismos moleculares envolvidos na transicdo da DHGNA para
a EHNA (SUPPLI et al., 2019).

O estagio avancado da EHNA corresponde a cirrose com achados da esteato-hepatite
(CONTOS et al., 2001), ou cirrose criptogénica, na qual os aspectos caracteristicos da
esteatose e inflamacéo ja foram perdidos (POONAWALA et al., 2000; ONG et al., 2001). E
importante ressaltar que, a esteatose e outras caracteristicas da esteato-hepatite podem
diminuir a medida que a doenca progride para cirrose (PARK et al., 2017; HAGSTROM et
al., 2017; ANGULO et al., 2015). Portanto, pode ocorrer interpretacio de mudancas
especificas na atividade da doenca versus o estagio da doenca com o passar do tempo
(AHMED, 2015; CHALASANI et al., 2012).

Dentre as alteragcdes histologicas encontradas, o grupo de cirrose criptogénica
apresentou uma maior evidencia na presenca da inflamagéo portal e portal/septal, necrose
litica, inflamac&o lobular, balonismo, esteatose macrovesicular e microvesicular na maioria
dos casos. Estes dados demonstraram que, o grupo de cirrose criptogénica nao diferenciou dos
grupos de cirrose por alcool, cirrose por HBV e cirrose por EHNA.

A gradacdo histoldgica dos grupos de cirrose criptogénica parece corroborar com o
aspecto histologico DHGNA, que apresenta inflamacdo lobular leve, infiltrado inflamatério
misto com esteatose microvesicular e macrovesicular (GOLABI et al., 2018; BRUNT e
TINIAKOQOS, 2010). J4, o aumento da inflamacdo portal parece correlacionar-se com a
gravidade da doenca, com o avan¢o da fibrose e com o diagndstico de esteato-hepatite
(YOUNOSSI et al., 2017; BRUNT et al., 2009; KANG et al., 2008).

Para Younossi e colaboradores (2018b) ao analisar amostras de bidpsias, demonstram
gue 0s pacientes com cirrose criptogénica apresentam uma menor atividade histologica, que o
grupo de EHNA, porém a cirrose criptogénica apresenta um quadro fibrogénico mais intenso.

Estudos anteriores sobre a patologia do explante relataram uma correlacdo etiolégica
em muitos pacientes com CC, outros ndo identificaram qualquer causa etiolégica na maioria
dos pacientes baseado na histologia do explante (AYATA et al., 2002; DUCLOS-VALLEE et
al., 2002). Na auséncia de um diagnostico prévio nas doencas hepaticas, a histologia do

figado pode corroborar com o surgimento de casos criptogénicos (CALDWELL et al., 2009).
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Apo6s um periodo de transicao de cerca de 2000 a 2014, o termo cirrose "criptogénica”
passou a ser comumente associado a "Criptogénica/ EHNA", mas o termo cirrose criptogénica
ndo deve ser "de facto" equiparado a esse termo e os médicos ndo devem excluir outras
possiveis etiologias, pois h& implicacGes relevantes para diagnostico preciso (CALDWELL e
MARCHESINI, 2018; THULUVATH et al., 2018).

Deve-se enfatizar a importancia da identificacdo de necro-inflamagcdo na EHNA, por
ser um dos fatores de risco para a progressédo da fibrose. No entanto, o termo é mal definido e
pode estar associado a fraca concordancia intra e interobservador, que pode levar a diferengas
significativas na sua classificacdo, na interpretacdo do diagndstico e no seu tratamento
(YOUNOSSI et al., 2018a; BEDOSSA et al., 2012; KLEINER 2005; JULURI et al., 2011).
Outro ponto que se deve enfatizar € a incapacidade de examinar os componentes da sindrome
metabolica ou a histdria prévia de obesidade devido a perda da massa corporal nos pacientes
com cirrose avangada, e a sobrecarga de fluidos podendo superestimar o IMC (SBC, 2007).

O estudo revelou, que os escores de Ishak, Brunt e NAS néo sdo suficientes para
auxiliar na classificacdo das doencas hepaticas causadas por alcool, HBV e EHNA no estagio
avancado da cirrose. No entanto, as alteracOes das caracteristicas morfologicas mantiveram-se
nos casos de cirrose criptogénica. Diante disso, € de insuma importancia associar os dados
histopatoldgicos com a triagem clinica do paciente, como a auséncia de alcoolismo,
marcadores virais e auto-imunes negativos para o auxilio de diagnéstico (CRABB et al.,
2016).

Frente as analises dos ligantes PPARs, o PPARY apresentou uma discreta expressao no
citoplasma das células hepaticas no grupo controle (doador) e uma expressdo fraca a
moderada no citoplasma das células dos grupos de cirrose por alcool, cirrose por HBV,
cirrose por EHNA e cirrose criptogénica.

O PPARy foi relatado previamente por ser localizado principalmente no nicleo,
porém, ha estudos que relatam a sua predominancia nuclear em tecidos ndo neoplasicos e com
forte presenca citoplasmatica em tecidos tumorais (BURGERMEITER et al., 2008; BEGER,
2002; BERGER et al., 2000). Estes relatos estdo de acordo com os resultados desta pesquisa.

A expressdao imuno-histoquimica dos PPARPB/6 no citoplasma dos hepatocitos
corrobora com o trabalho de Yang e colaboradores (2011) que demonstraram a predominancia
do PPARP/S no citoplasma das células epiteliais da mucosa normal, em células tumorais de
cancer primario e nas metastases linfonodais, com pouca expressdo nuclear. Esses achados
também estdo em consonancia com outros trabalhos relatados na literatura (YOSHINAGA et
al., 2009; TAKAYAMA et al., 2006).
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No grupo de cirrose por alcool estudado foi relatada uma maior frequéncia de
expressdo da imunorreatividade do PPARB/3 (p<0,001) e do NF-kB (p=0,026) no citoplasma
dos hepatdcitos em relacdo ao grupo doador. Adicionalmente, verificou-se uma elevagéo da
frequéncia de expressdo da IL-6 nas células de kupffer e na regido periportal/sinusoidal
(p=0,005; p=0,013, respectivamente) em relacdo ao grupo doador. Estes dados ressaltam os
dados encontrados na histologia onde foi encontrado uma maior evidéncia da inflamacdo na
regido portal neste grupo.

O grupo de cirrose por HBV apresentou uma expressao significante no citoplasma dos
hepatocitos do PPARP/S (p<0,001), porém, com uma baixa expressdao do PPARy em relacdo
ao grupo doador. Ja, no grupo de cirrose por EHNA a frequéncia de expressdo tanto do
PPARy como do PPARP/6 estava baixo no citoplasma dos hepatdcitos. Quanto a IL-6, foi
observado uma elevacao nas células de kupffer e na regido periportal/sinusoidal nos pacientes
com EHNA (p=0,005; p=0,013). Entretanto, o grupo de cirrose por HBV apresentou uma
porcentagem de expressdo relevante somente na regido periportal/sinusoidal (p=0,013). Em
relacdo ao NF-xB nao houve expressao significativa em ambos grupos.

E reconhecido na literatura que os metabolitos do etanol, incluindo acetato,
acetaldeido e espécies reativas de oxigénio podem induzir uma reposta inflamatéria, causando
lesdes no figado (WANG et al., 2012a; CEDERBAUM, 2012; ZAKHARI, 2007; DENG e
DEITRICH, 2006). Os estimulos pré-inflamatérios podem induzir a ativacdo do fator NF-«B,
sendo um fator chave de transcricdo para a regulacdo ou estimulacdo da resposta inflamatéria
nestes pacientes (ZENG et al., 2016; LOUVET e MATHURIN, 2015; CREWS et al., 2015;
NAGY, 2015; SCHWABE et al., 2001).

O NF-xB apresenta uma forma inativa intracelular podendo ser ativado imediatamente
apos a estimulacdo celular por diferentes tipos de estresses, tais como citocinas pro-
inflamatdrias, produtos provenientes de virus e bactérias, toxinas e estresse fisico-quimico.
Quando ativado, transloca-se para o nucleo levando um aumento na expressao de genes alvo,
regulando varios processos bioldgicos, respostas inflamatérias e processos de apoptose (EL
OKLE et al., 2018; BETTERMANN, 2017; NELSON et al., 2004).

Contudo, a ativacédo da via do NF-xB, além de estimular a secrecao de citocinas pro-
inflamatorias pode influenciar diretamente na sinalizacdo da insulina e da lipogénese no
figado e sob condicdes excessiva pode ocorrer uma evolugdo da lesdo hepatica alterando a
estrutura dos hepatdcitos, prejudicando a sua funcdo, podendo levar a apoptose dos
hepatdcitos e a esteato-hepatite (DEVISSCHER et al., 2016; SHEN et al., 2014; COHEN et
al., 2011; GREGOR et al., 2011; HOLLAND et al., 2011). Porém, a supressdo do fator NF-
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kB pode atenuar a atividade das células hepéticas estreladas, sendo um mecanismo potencial
para a supressdo da inflamacéo e dos efeitos pro-fibroticos no figado (FANG et al., 2017).

Segundo Wolf e colaboradores (2014) os niveis de IL-6 estdo aumentados na presenca
de obesidade e na resisténcia a insulina, sendo um fator preditor para o desenvolvimento da
DM tipo 2. Neste contexto, a expressao elevada da IL-6 no figado pode estar associada com a
gravidade da doenca e a exposi¢do cronica a esta citocina, pode comprometer a regeneracao
hepatica e desencadear um avanco na doenca por apoptose e morte celular (SCHAPER et al.,
2015; KISHIMOTO et al., 2010; TARANTINO et al., 2013).

Em um estudo experimental ao observar o efeito hepatoprotetor e anti-inflamatério da
Wogonina em modelos de animais tratado com etanol e em células in vitro, conseguiram
demonstrar que o PPARy encontrava-se em menor expressao na doenca hepatica alcodlica.
Foi demonstrado na andlise de coloracdo da imuno-histoquimica que o tecido hepatico
apresentava uma expressao negativa do PPARy e uma elevacdo da IL-6 no teste
imunoenzimatico (ELISA). Ao observar o efeito da Wogonina nas células in vitro induzidas
com etanol, observou uma maior expressdao do PPARy que correlacionou com a inibicdo do
NF-xB e da IL-6, atenuando na resposta inflamatoria. Estes dados comprovam a interligacéo
da expressdo do PPARy com a acdo inflamatoria (L1 et al., 2017).

Outro estudo com modelo animal (MENG et al., 2019), ao observar o0 comportamento
de um derivado da esperidina (4-MCH) em camundongos tratados com etanol, demonstrou
que este composto pode estimular a liberacdo do PPARY e reduzir a liberacdo de citocinas
inflamatorias, como a IL-6 e o TNF-a desempenhando, assim, um importante papel anti-
inflamatorio. Este estudo, também demonstrou que a supressdo do PPARy nos animais
tratados com etanol apresentou maior infiltrado inflamatério.

Cheng et al. (2018) e Riserus et al. (2008), relataram que a ativagdo do PPARy e do
PPARP/d pode evitar os danos da toxidade induzidos pelo etanol, reduzindo o contetido de
gordura hepatica, melhorando a sensibilidade & insulina e os niveis de lipidios plasméticos.
Adicionalmente, a literatura relata que o PPARy e PPARP/S, pode prevenir os efeitos
hepaticos induzidos pelo etanol, suprimindo a lipogénese, modulando o metabolismo de
aminoacidos, melhorando a resisténcia a insulina, reduzindo a ativacdo do fator NF-xB e do
extresse oxidativos (BOJIC et al., 2014; BOJIC et al., 2013; GOUDARZI et al., 2013;
SCHNEGG et al., 2012).

Como discutido anteriormente, o PPAR/S esta envolvido na regulagdo da homeostase
da glicose e dos lipidios (ZHANG et al., 2017; VAZQUEZ-CARRERA et al., 2016), e tem

sido proposto como um alvo terapéutico para o0 tratamento da sindrome metabdlica



98

(SALVADO et al., 2012). No figado, possui um papel importante na ativacio de macrofagos
com propriedades anti-inflamatérias e protecdo contra lipotoxicidade, promovendo a
diminuicdo do estresse oxidativo (CAVE et al., 2016; NEELS e GRIMALDI, 2014;
KHOZOIE et al., 2012; TAILLEUX et al., 2012; ADHIKARY et al., 2011).

A deficiéncia do PPARPB/d pode resultar em uma hiperplasia regenerativa de celulas
hepaticas sugerindo, assim, que a sua expressdo pode proteger o figado contra o aumento da
proliferacdo celular, prevenir a esteatose hepatica, diminuir efetivamente os TG intracelulares
e aumentar o fluxo autofagico nas células hepéticas mantendo, assim, a homeostase intra-
hepéatica (LEI et al., 2019; BOJIC et al., 2014). Nesse sentido, o trabalho de Iwaisako e
colaboradores (2012) demonstraram um efeito hepatoprotetor e antifibrético ao utilizar o
agonista PPARPB/6 ativo em modelos de animais com fibrose hepatica, sendo os hepatocitos
como a principal populagdo de células-alvo expressando o PPARP/3. Esses achados
demonstram claramente a importancia da expressdo positiva do PPARP/3. Este dado, indica
que a determinagdo da transcricdo do PPARP/S, possa exercer um efeito benéfico,
melhorando a esteatose hepética, protegendo da resposta inflamatdria exacerbada e da
formacéo de fibrose hepatica nos pacientes com cirrose (IWAISAKO, et al. 2012; SHAN, et
al., 2008).

Os pacientes com EHNA, geralmente apresentam uma inflamacdo metabdlica
caracterizada por niveis elevados de proteinas C-reativas e de varias interleucinas (JIANG et
al., 2016). Em consonancia com esses dados o trabalho Li e colaboradores (2019) observaram
um nivel elevado de atividades inflamat6rias nos camundongos com uma dieta rica em
gordura, incluindo um aumento no numero de células inflamatérias e niveis elevados de
marcadores de inflamag&o hepética, tais como TNF-a, IL-6 e IL-10.

A estimulacdo do NF-kB ¢ evidénciada em amostras de bidpsias hepaticas de
pacientes com EHNA (RIBEIRO et al., 2004). Estudos em modelos de roedores com o
desenvolvimento de NAFLD/NASH relatam um aumento da atividade do NF-kB associado a
esteatose, inflamacdo e a resisténcia & insulina no figado (DELA PENA et al., 2005;
ROMICS et al. 2004). Em suma, a interferéncia na translocacdo nuclear do NF-kB pode
melhorar a resisténcia a insulina, esteatose e inflamacdo no figado, porém, alguns dados
experimentais relataram que a delecdo do NF-xB em camundongos aumentam a inflamagéo e
a fibrose (LOCATELLI et al., 2013; OAKLEY et al., 2005; KATO et al., 2002).

Em modelos experimentais com inducdo da EHNA, foi observado que o PPARP/S
melhorou a esteatose hepatica e a inflamacéo através da regulacdo do metabolismo lipidico
(BARROSO et al., 2011; ODEGAARD et al., 2007). Serrano-Marco e colaboradores em
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2012, relataram que a ativacdo do PPARP/6 em ensaios biologicos in vitro com células de
figado HepG2 reduz a inflamacéo e a resisténcia a insulina induzidas pela IL-6. Por sua vez, a
ativacdo dos PPARs pode ocasionar uma melhora nos pacientes com EHNA através da via de
supressédo da lipogénese e aumentar a eliminacéo dos acidos graxos hepaticos associados a -
oxidagdo (COTTART et al., 2014; PAWLAK et al., 2014). Adicionalmente, a reducdo da
expressao de PPARy nas células hepaticas pode ocasionar uma formacéo excessiva de tecido
fibrotico e uma resisténcia a insulina, ocasionando uma progressdo da doenca hepatica
(ZHANG et al.,, 2018; SOUZA-MELLO et al.,, 2015; HALL et al., 2014; MORAN-
SALVADOR et al., 2011; ZHENG et al., 2011).

Ao analisar o grupo de cirrose criptogénica os resultados mostraram uma frequéncia
maior na porcentagem de expressdo tanto do PPARy quanto do PPARP/3 no citoplasma dos
hepatocitos (p=0,009; p<0,001). Supreendentemente, com a expressao positiva dos PPARS
houve uma expressdo negativa da IL-6 nas células de kupffer e na regido
periportal/sinusoidal. Quanto ao NF-kB ndo houve expressédo siginificativa no citoplasma das
células hepaticas.

Orfila e colaboradores (2005), investigaram a distribuicdo dos fatores NF-xB, PPARa
¢ PPARy em amostras de figado cirréticos de ratos induzidos pela intoxicagdo por tetracloreto
de carbono (CCIl4). Na analise da imuno-histoquimica foi verificado um aumento significativo
do NF-kB nos hepatocitos e nas células de Kupffer. Quanto aos PPARs, foi relatado um
nimero menor do PPARa e PPARy nos hepatocitos, porem, uma elevada expressdo nas
células de kupffer. A ativacdo do NF-kB correlacionou-se negativamente com a transcricao
das isoformas alfa e gama do PPAR nos hepatdcitos e positivamente nas células de Kupffer.
Assim, pode-se verificar que a expressdo dos PPARs correlaciona-se com o teor de expressao
do NF-xB podendo ter um comportamento diferente dependendo do local de ativacao.

Contudo, ndo houve expressdo significativa PPARy no citoplasma dos hepatécitos nos
pacientes com cirrose por alcool, cirrose por HBV e cirrose por EHNA. Em virtude a essa
diminuigdo, houve um aumento da IL-6 que estdo interligados aos achados inflamatdrios
histologicos. Assim, as analises mostraram que houve uma expressao positiva da IL-6 nesses
pacientes, a qual aumenta significativamente com a intensidade do infiltrado, o que sugere
que um excesso de gordura no figado anteriormente pode ter diminuido a expressdo dos
PPARs causando a desregulacdo do efeito protetor anti-inflamatério. Essa desregulacdo pode
estar relacionada com o processo da gravidade da esteatose, necro-inflamacdo e fibrose
(SENDI et al., 2018; GRIGORESCU et al., 2012; WIECKOWSKA et al., 2008).
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Em contraste, os resultados, demonstraram que 0s pacientes com cirrose criptogénica
apresentam uma elevacdo de ambos PPARs (PPARy e PPARP/S) no citoplasma dos
hepatdcitos no processo de cirrose avancada. Nao ha relatos na literatura sobre a expressao
imuno-histoquimica desses marcadores na cirrose criptogénica. Contudo, sabe-se que a
ativacdo dos PPARs é precisamente coordenada durante a adipogénese (HANSEN et al.,
2001). Dessa forma, um aumento simultaneo nos niveis de PPARy e PPARP/S pode levar a
uma ativacdo da via lipogénica causando oxidacdo ou acimulo de lipidios no figado e uma
reducdo do fator NF-«xB e da IL-6 (REILLY e LEE, 2008; LEE et al., 2006; CHUNG et al.
2000). Tal fato, poderia explicar a presenca da esteatose relatada nos escores da avaliagcdo
histologica.

Em suma, o PPARy demonstrou ser um fator de transcricdo critico para a reducéo dos
fatores inflamatdrios da IL-6. Este dado indica que a determinag&o da transcricdo dos PPARy
exerce um papel importante nos pacientes com cirrose criptogénica. Sugere-se que seja um
possivel marcador de atividade da doenca nesses pacientes, porém mais estudos devem ser
evidenciados para a afirmacéo dessa hipotese.

Os dados laboratoriais, demonstraram niveis normais de glicose na maioria dos casos
nos grupos de cirrose por EHNA e cirrose criptogénica. Ja, os grupos de cirrose por alcool
(100%) e por HBV (60%) apresentaram-se com niveis de glicose elevado nos exames pré TX.
Quanto aos niveis de lipideos, o CT apresentou-se normal na maioria dos casos dos grupos de
cirrose por alcool, cirrose por HBV e na cirrose criptogénica, porém, o grupo de cirrose por
EHNA apresentou-se com niveis baixos. Os niveis de TG estavam normais e 0s niveis de
HDL-c estavam baixos na maioria dos casos de todos 0s grupos de cirrose.

A deteccdo de hipergliceridemia e hiperlipidemia no sangue em jejum é um importante
fator para entender o grau de necrose das células do figado, e a sua monitorizacdo pode ser
atil para prever as taxas de sobrevivéncia em pacientes com fibrose (YU-MIN et al., 2019;
XIE et al., 2016; BECHMANN et al., 2012). Os baixos niveis de CT, TG e de lipoproteinas
plasmaticas, sdo achados comuns na cirrose (CHROSTEK et al., 2014; LEITE et al., 2012;
GHADIR et al., 2010).

Em contraste, a hepatite B cronica com esteatose hepatica demonstra um impacto
significativo na sensibilidade a insulina e no metabolismo da glicose e dos lipideos (NAU et
al., 2014; HSIEH e HSIEH, 2011; WANG, et al., 2008). Alguns estudos demonstraram niveis
séricos mais baixos de CT e HDL-c e intolerancia & glicose nos pacientes com infeccao

crénica por HBV (HSU et al., 2012; SU et al., 2002). Algumas evidéncias sugerem que a
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infeccdo crénica pelo HBV tem uma associacao inversa com o perfil lipidico, incluindo CT,
TG, HDL-c e a LDL-c (JOO et al., 2019; ZHU et al., 2017; PAIS et al., 2015).

Vere e colaboradores (2012) realizaram uma comparagdo dos niveis de lipideos
plasméaticos nos grupos de cirrose por HCV, cirrose por HBV versus grupo saudavel. Os
autores incluiram apenas pacientes cirréticos com doenca hepatica avangada para investigar o
impacto da gravidade da cirrose no metabolismo lipidico, independentemente da etiologia
viral. Os resultados do estudo demonstraram que 0s niveis séricos de lipidios (CT, HDL-c e
LDL-c) foram menores em pacientes com estagios avancados da doenca hepatica, enquanto
nenhuma diferenca foi observada nos valores de TG entre os grupos. Este achado sugere que,
a infeccdo por HBV pode ter um efeito sinérgico com a Rl no dano hepatico causando uma
resposta inflamatoria atraves do aumento de citocinas pré-inflamatorias, causando
lipotoxicidade e esteatose hepatica, contribuindo assim, para o agravamento da lesdo hepética
(PETERSEN e SHULMAN., 2018; CHEN et al., 2018; YUKSEL et al., 2016).

Em 2012, Leite e colaboradores realizaram analises dos parametros de glicose e do
perfil lipidico em 290 pacientes. O estudo foi composto por 47 pacientes com CC, 47
pacientes com EHNA e 196 pacientes com cirrose secundaria ao HCV e/ou abuso de alcool.
Estes autores em suas considera¢fes demonstraram que, os niveis de glicose estavam elevados
em todos os grupos, ndo havendo diferencga significativa entre eles. Ainda neste estudo, foi
relatado que o grupo de CC, apresentava niveis normais de CT em 72% e niveis normais de
TG em 83,7% dos pacientes. Porem, o grupo de HCV e/ou abuso de alcool apresentaram
niveis a elevados do CT e do TG. J4, o grupo EHNA, obteve 61,5% de elevacdo do CT e
62,5% do TG, tornando seu perfil lipidico diferente dos outros grupos. Quanto ao HDL-c, o
grupo de CC apresentou-se com valores baixos em 36,4% dos homens, mas nao diferiram no
grupo NASH (53,8%) e no grupo de cirrose por HCV e/ou alcool (40,2%). Entre as mulheres,
0s niveis baixos de HDL-c no grupo CC (81%) foi superior ao encontrado nos outros grupos
(50,8%) no grupo cirrose por HCV e/ou alcool e 32% em pacientes com EHNA.

Esses achados diferem dos resultados encontrados quanto ao grupo de EHNA, pois, a
maioria dos pacientes apresentaram niveis baixos de CT e niveis normais de TG e glicose de
jejum. Entretanto, o grupo de cirrose criptogénica apresentou niveis normais de CT, TG e
glicose em jejum. A hipertrigliceridemia e a hipercolesterolemia ndo se mantiveram como
fatores associados a cirrose na EHNA e na cirrose criptogénica. Tal fato, poderia
provavelmente ser explicado devido a perda das caracteristicas iniciais no avango da doenga

hepatica.



102

Na avaliagdo dos parametros bioquimicos, foi possivel observar que a porcentagem da
ALT estava elevada na cirrose por EHNA e cirrose criptogénica. J4, a AST estava elevada nos
grupos de cirrose por alcool, cirrose por HBV, cirrose por EHNA e cirrose criptogénica.

O nivel sérico de ALT ¢ utilizado como auxilio nas avaliagdes das doengas hepéticas e
0 seu nivel geralmente é maior que o da AST, mas a relacdo pode ser revertida quando a
doenca progride para cirrose (ZHOU et al., 2019; HU et al., 2019; COLANTONIO et al.,
2012; PERRILLO et al.,. 2002). A ALT pode estar correlacionada com o processo de
inflamacdo no figado, mas a sua correlagdo com a necro-inflamacdo ndo é satisfatoria,
principalmente na fibrose (GOBEL et al., 2011; PRATI et al., 2002). Podendo ser afetada
pela idade, indice de massa corporal, sexo, metabolismo de lipidios e uremia (SHIM et al.,
2018 KARIV et al., 2006; PRATI et al., 2002).

A sensibilidade e especificidade de um nivel elevado de ALT para o diagnostico de
esteato-hepatite ndo alcodlica é de 45% a 85%, correlacionando-se com a resisténcia a
insulina e o conteddo de gordura intra-hepatica (BAYARD et al., 2006). Chuah e
colaboradores (2019) ao estudar a relacdo do biomarcador MACK-3 com os indices de
HOMA, AST, ALT e CK18 em pacientes com esteato-hepatite ndo alcoolica, demonstraram
que a ALT estava mais elevada que a AST nos pacientes sem fibrose e 0s pacientes com
fibrose apresentavam niveis elevados tanto da AST quanto da ALT. Em concordancia, o
nosso estudo apresentou niveis elevados de ALT (57%) e de AST (71,4%) no grupo de cirrose
por EHNA.

Yalamanchili e colaboradores (2010) observaram que, 0s niveis da AST e a ALT eram
elevados nos pacientes com EHNA e CC, ndo sendo significativos entre os grupos, porém,
apresentavam valores mais baixos que as outras indicacdes para transplantes de cirrose
hepatica. Alguns trabalhos relatam que os niveis de AST e ALT na CC, tende a ser menores
do que nos outros grupos, principalmente ao comparar com EHNA (CALDWELL, 2010b;
BUGIANESI et al., 2002; BERG et al., 2002; AYATA et al., 2002).

Em contra partida o trabalho de Vespasiani-Gentilucci e colaboradores (2016) ao
analisar a atividade da lipase &cida lisossbmica em paciente diagnosticados com cirrose
criptogénica e cirrose de etiologia conhecida, demonstraram que o grupo de CC apresentavam
niveis elevados de ALT e AST em relacdo aos resultados dos individuos saudaveis. Porém, os
pacientes com cirrose de etiologia conhecida apresentavam niveis mais elevados de ALT que
0s pacientes com CC.

Embora um nivel persistentemente elevado de ALT possa estar associado a um

aumento do risco de progressdo da doenca, pacientes com doengas avancadas geralmente
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podem apresentar niveis normais de enzimas hepaticas, tornando a identificacdo dos pacientes
em risco mais sutil (AMARAPURKAR et al., 2004; MOFRAD et al., 2003). Mas, pode-se
argumentar que, as transaminases podem ainda estar elevadas nas doencas hepaticas cronicas.

A maioria dos pacientes dos grupos de cirrose por élcool, cirrose por HBV, cirrose por
EHNA e cirrose criptogénica apresentaram niveis elevados da GGT e niveis normais da FA.
O aumento da GGT e da FA no sangue, geralmente estdo correlacionados com insuficiéncia
hepatica, processo inflamatorios e a progressao de fibrose no figado (HU et al., 2019; XIAO
etal.,, 2014; LAMMERS et al., 2014; TIAN et al., 2011; SAITO et al., 2009).

Estudos mostraram que os niveis elevados da GGT podem estar associados a
progressao da cirrose e ao carcinoma hepatocelular (LAMMERS et al., 2014). Van den Berga
e colaboradores (2018), ao comparar as caracteristicas clinicas dos pacientes diagnosticados
com EHNA com pacientes com cirrose por diversas causas (ndo-EHNA), incluindo doenca
hepética por HBV, CC e alcool, observaram que os niveis da FA eram significativamente
maiores no grupo nao-EHNA. J4, a GGT, estava elevada tanto no grupo de EHNA quanto no
grupo de ndo-NASH, porém, ndo demonstrou diferenca significativa entre os grupos. Ja, o0s
dados da pesquisa demonstram que a FA ndo apresentou significancia nos grupos de estudo,
porém, a GGT manteve-se elevada nos grupos com cirrose hepatica avancada.

Nas analises entre 0s grupos observou-se que 0s pacientes com cirrose criptogénica
apresentam valores baixos de sédio. A hiponatremia € a anormalidade eletrolitica mais
comum em pacientes com cirrose avancada, sendo um marcador de gravidade da cirrose,
prevalecendo em pacientes com Child-Pugh classe C (GUEVARA et al., 2009; GINES e
GUEVARA 2008). A maioria dos casos podem apresentar hiponatremia hipervolémica
ocasionada pelo aumento do volume de liquido extra-celular (GINES e GUEVARA, 2008;
IWAKIRI e GROSZMANN, 2007). Os pacientes com cirrose geralmente, podem apresentar
uma reducdo do volume sanguineo arterial efetivo, causada pela vasodilatagdo arterial
esplénica derivada do aumento da producdo de O&xido nitrico, endotoxinas e outros
vasodilatadores (SCHRIER et al., 2006). Isso leva a ativacdo do eixo renina-angiotensina-
aldosterona e ao comprometimento da excrecdo de agua livre secundaria ao excesso de
hormdnio antidiurético (VILSTRUP et al., 2014).

Nas analises dos parametros da bilirrubina (BT, BD e BI), hematdcrito, plaquetas,
fibrinogénio e hemoglobina observaram-se niveis alterados nos pacientes com cirrose
criptogénica em relagdo aos valores de referéncia. Ao analisar os valores das médias da
hemoglobina e do hematdcrito, observou-se que os grupos de cirrose por alcool e a cirrose

criptogénica apresentaram niveis mais baixos.
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Na doenca hepética crénica hd uma necrose maciga de hepatdcitos, que resulta na
diminuicdo da absorcdo, transporte, ligacdo e excrecdo da bilirrubina (TAN et al., 2018;
CHEN et al., 2018; GAUR e SAKHUJA, 2017; BOYER, 2013). Além disso, sabe-se que
pacientes com alto nivel de bilirrubina tém um mau prognostico (YU-MING et al., 2019).
Assim, a medicdo do nivel sérico de bilirrubina total encontrado nestes pacientes estd
positivamente correlacionada com grau de necrose dos hepatocitos.

E reconhecido que a estabilidade da hemostasia é prejudicada pelos efeitos da doenca
hepética avancada, atuando na inibicdo da sintese de fatores de coagulacdo causando
anormalidades na atividade fibrinolitica, coagulacdo intravascular disseminada e defeitos de
funcdo plaquetaria (LESURTEL et al., 2010 ZOCCO et al., 2009; TRIPODI et al., 2009).
Sabe-se, ainda, que a anemia hemolitica esta comumente presente na doenca hepética cronica,
particularmente na cirrose estando associada ao um maior risco de mortalidade
(MCHUTCHISON et al., 2006). Os niveis de hematocrito e plaquetas podem diminuir a
medida que sdo afetados pelo hiperesplenismo e o excesso de células hepaticas danificadas,
tendo assim, uma ligacdo com a esplenomegalia, sendo um fator de risco para trombose da
veia portal (KUROKAWA et al., 2017; KARA et al., 2015; CHEN et al., 2011).

No presente estudo, foi observado niveis séricos baixos de albumina nos pacientes
com cirrose por EHNA e cirrose criptogénica e niveis mais baixos no grupo de cirrose por
alcool. Thuluvath e colaboradores (2018), ao comparar 0s resultados pés-transplante nos
pacientes entre cirrose criptogénica, EHNA, alcoolica e cirrose autoimune, observaram que o
grupo de EHNA e o grupo de CC apresentavam niveis mais baixos de albumina sérica do que
0s grupos de cirrose por alcool. Na doenga hepatica crénica, 0s niveis baixos de albumina
sérica, estdo relacionadas ao declinio da funcdo hepéatica ocasionados pela disfuncdo da
sintese e da degradacdo dos espacos intra e extravasculares (LEVITT e LEVITT,. 2016; ZHU
e HAN, 2015; AL GHUMLAS et al., 2005; FAHIM et al., 2000).

Este estudo é o primeiro a evidenciar os marcadores imuno-histoquimicos PPARpB/3 e
PPARy em explantes humanos na cirrose criptogénica. Novos ensaios com uma amostra

maior de pacientes sdo necessarios para obter um resultado mais significativo.
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6. CONCLUSOES

De acordo com as observacBes verificadas neste estudo pode-se inferir que, 0s
preditores laboratoriais e histolégicos ndo sdo suficientes para auxiliar na classificacdo da
doenca hepatica cronica de base. Na avaliacdo da possivel relacdo etiologica entre a cirrose
criptogénica com a esteato-hepatite e hepatite B, reconheceu-se que ndo houve uma relacédo
causal.

A expressdo negativa do PPARy apresentou uma relacdo positiva com a IL-6 nos
pacientes com cirrose por alcool, cirrose por HBV e cirrose por EHNA na fase avangada da
doenca. Os pacientes com cirrose criptogénica apresentaram uma elevagédo tanto do PPARPB/d
como do PPARY e uma expressdo negativa da IL-6, mesmo no processo cronico avangado.

O PPARy demonstrou ser um fator de transcri¢éo critico para a reducdo da expressdo
da IL-6 podendo causar uma reducdo do infiltrado inflamatério na fase avancada da cirrose
criptogénica. A ativacdo dos ligantes PPARs indicam um possivel alvo das funcdes
regulatorias dos mecanismos fisioldgicos ligados aos metabolismos energéticos e
inflamatorios que poderiam auxiliar na deteccdo das principais alteracfes visualizadas nas

doencas hepaticas criptogénicas.
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APENDICE A - PRINCIPIOS DOS TESTES LABORATORIAIS E VALORES DE

REFERENCIAS

Valores de referéncia

Exames Meétodo utilizado Homens Mulheres
Ureia Ensaio Enzimatico / WIENER CMD 800i 16,6 - 48,5 16,6 - 48,5
Ensaio cinético / ROCHA-COBAS C501 mg/dL mg/dL
Creatinina | Ensaio colorimétrico/WIENER CMD 800i 0,7-13 06-1,2
Ensaio colorimétrico cinético/ Jaffé / ROCHE- mg/dL mg/dL
COBAS C501
Albumina | Ensaio colorimétrico/WIENER CMD 800i 35-48¢g/dL | 35-48g/dL
Proteinas | Ensaio colorimétrico/WIENER CMD 800i 6,1-79g9/dL | 6,1-79g/dL
Totais
Globulina | Ensaio colorimétrico/WIENER CMD 800i 1,2-22g/dL | 1,2-2,2g/dL
Fosfatase Ensaio colorimétrico/ROCHE- COBAS C501 60 —-300 U/L | 60300 U/L
Alcalina
ALT/TGP Ensaio enzimatico/WIENER CMD 800i 07-52 U/L 07-52 U/L
Ensaio colorimétrico/ROCHE- COBAS C501
AST/TGO | Ensaio cinético/WIENER CMD 800i 13-40 U/L 13-40 U/L
Ensaio colorimétrico/ROCHE- COBAS C501
GGT Ensaio cinético/WIENER CMD 800i 8-61 U/L 5-36 U/L
Ensaio colorimétrico Enzimatico / ROCHE-
COBAS C501
Bilirrubina | Ensaio colorimétrico/WIENER CMD 800i Até 1,2 mg/dL | Ateé 1,2 mg/dL
Total Ensaio colorimétrico/ROCHE- COBAS C501
Bilirrubina | Ensaio colorimétrico/WIENER CMD 800i <0,2mg/dL | <0, 2 mg/dL
Direta Método Diazo/ROCHE- COBAS C501
Bilirrubina | Ensaio colorimétrico/WIENER CMD 800i 0,1a08 0,1a08
Indireta Ensaio colorimétrico/ROCHE- COBAS C501 mg/dL mg/dL
Glicemia | Ensaio Enzimatico / WIENER CMD 800i 70 - 99 mg/dL | 70 - 99 mg/dL
Célcio 16nico | Eletrodo lon-Seletivo//WIENER CMD 800i 1.10-1.35 1.10-1.35
mmol/L mmol/L
Sédio Eletrodo fon-Seletivo//WIENER CMD 800i 134 - 149 134 - 149
Biosensor ISE / ROCHE-COBAS C501 mmol/L mmol/L
Potassio Eletrodo lon-Seletivo//WIENER CMD 800i 36-55 36-55
Biosensor ISE / ROCHE-COBAS C501 mmol/L mmol/L
Magnésio | Ensaio colorimétrico/WIENER CMD 800i 1,9-27 19-27
Ensaio colorimétrico Clorofosfonazo 111 / mg/dL mg/dL

ROCHE-COBAS C501
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Cloro Eletrodo lon- 97,0 — 99 mEqg/L 97,0 —99 mEg/L
Seletivo//WIENER CMD
800i
Calcio | Ensaio 8,5-10,5 mg/dL 8,5 -10,5 mg/dL
Total colorimétrico//WIENER
CMD 800i
Complexacgdo com O-
Cresolftaleina/ ROCHE-
COBAS C501
Colesterol | Ensaio Enzimatico / Normal: <200 mg/dL; < 200 mg/dL
Total WIENER CMD 800i Limitrofe: 200 — 239 mg/dL;
Elevado: > 240 mg/dL
HDL Ensaio 40 - 70 mg/dL 40 - 85 mg/dL
colorimétrico/WIENER
CMD 800i
LDL Equacéo de Friedewald / <129 mg/dL <129 mg/dL
WIENER CMD 800i
VLDL |Equacédo de Friedewald / <40 mg/dL < 40 mg/dL
WIENER CMD 800i
Trigliceri | Ensaio Enzimatico / < 150mg/dL < 150 mg/dL
deos | WIENER CMD 800i
Proteina | Ensaio imunoturbimetrico / <0,5mg/dL <0,5mg/dI
C Reativa | ROCHE-COBAS C501
(PCR)
PPD2 U |Reacdo de Mantoux NR: < 5,0 mm; Reator fraco: NR: < 5,0 mm; Reator
> 5,0 mm; Reator forte:> 10 fraco: > 5,0 mm; Reator
mm forte:> 10 mm
ANTI- | Quimioluminescéncia por NR: < 1,00 S/CO; R: > 1,00 |NR:<1,00S/CO;R:>1,00
HIV 1 e 2 | Microparticulas S/ICO S/ICO
ARCHITECT- ABBOTT
Toxoplas | Quimioluminescéncia por | NR: <1,0 Ul/mL; Zona cinza: NR: <1,0 Ul/mL; Zona
mose Microparticulas 1,-3,0UI/mL; R:>3,0 cinza: 1, - 3,0 UI/mL; R: >
(1gG) | ARCHITECT- ABBOTT Ul/mL 3,0 Ul/mL
Toxoplas | Quimioluminescéncia por NR: <0,50 Ul/mL; Zona NR: <0,50 Ul/mL; Zona
mose Microparticulas cinza: 0,50 - 0,60 UI/mL; R: >| cinza: 0,50 - 0,60 Ul/mL;
(IgM) | ARCHITECT- ABBOTT 0,60 Ul/mL R:>0,60 U/mL
Citomegal | Eletroquimiolumonescénci | NR: < 6,0 AU/mL; Reagente NR: < 6,0 AU/mL;
ovirus |a- ELECSYS/ROCHE (R): > 6,0 AU/mL Reagente (R): > 6,0 AU/mL
(19G)
Citomegal | Eletroguimiolumonescénci NR: < 0,85 INDEX; Zona NR: < 0,85 INDEX; Zona
ovirus |a- ELECSYS/ROCHE cinza: 0,85 - 0,99 INDEX; R: | cinza: 0,85 - 0,99 INDEX;

(IgM)

>1,0 U/mL

R:>1,0 U/mL
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ANTI-HVA | Quimioluminescéncia por | NR:< 1,00 S/CO;R:> NR: < 1,00 S/CO; R: >
(19G) Microparticulas - 1,00 S/CO 1,00 S/CO
ARCHITECT- ABBOTT
Eletroquimiolumonescén NR: < 0,80 S/CO; Zona NR: < 0,80 S/CO; Zona
cia- ELECSYS/ROCHE cinza: 0,80 — 1,20 S/CO cinza: 0,80 — 1,20 S/CO
INDEX; R: >1,20 S/CO | INDEX;R:>1,20 S/CO
HBsAg Eletroquimiolumonescén NR: < 1,00 S/CO; R: > NR: < 1,00 S/CO; R: >
cia- ELECSYS/ROCHE 1,00 S/CO 1,00 S/CO
ANTI-HBSAG | Quimioluminescéncia por | NR: < 10,0 mUlI/mL; R: > | NR: < 10,0 mUl/mL; R: >
Microparticulas 10,0 mUI/mL 10,0 mUl/mL
ARCHITECT- ABBOTT
ANTI-HBC |Enzima Imuensaio de N&o reagente Na&o reagente
(1gG) Microparticulas (MEIA)
ABBOTT
ANTI-HBC | Eletroquimiolumonescén NR:< 1,00 S/CO; R: > NR: < 1,00 S/CO; R: >
(IgM) cia- ELECSYS/ROCHE 1,00 S/CO 1,00 S/CO
VDRL Floculacéo N&o reagente N&o reagente
ANTI-HVC | Quimioluminescéncia por NR:< 1,00 S/CO; R: > NR: < 1,00 S/CO; R: >
Microparticulas - 1,00 S/CO 1,00 S/CO
ARCHITECT- ABBOTT
Sorologia para | Hemaglutinag&o indireta N&o reagente Na&o reagente
Chagas
Tempo de Automacdo ACLTOP500 <13 <13
Tromboplastin
a Parcial
(TTPA)
Tempo de Automagdo ACLTOPS500 | Atividade > 70% INR < Atividade > 70% INR <
Protrombina 1.2 1.2
(TAP)
Hematécrito | Automagdo CELL- DYN 40.0 2 54.0% 40.0 2 54.0%
3700 - 3200
Hemoglobina | Automacdo CELL- DYN 13.5a18.0 g/dL 13.5a18.0 g/dL
3700 - 3200
Fibrinogénio | Automagdo ACLTOPS500 180 - 350 mg/dL 180 - 350 mg/dL
Contagem de | Automagédo CELL- DYN | 150.000 a 500.000mm3 150.000 a 500.000mm3

plaguetas

3700 - 3200
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Hemograma | Automacéo CELL- Hemécias: 4.5 a 6.5 milhdes/ Hemécias: 4.0a5.5
DYN 3700 - 3200 mm3 milh6es/ mm3
Hemoglobina: 13.5a 18.0 g/dl | Hemoglobina: 11.5 a 15.5
g/dL
Hematdcrito: 40.0 a54.0 % | Hematocrito: 36.0 a 45.0 %
VCM: 80 a 96 fl VCM: 80 a 96 fl
HCM:27 a 32 pg HCM: 27 a 32 pg
CHCM: 32 a 36 g/dI CHCM: 32 a 36 g/dI
RDW: 11.5a 15% RDW: 11.5a 15%
Neutrdfilos: 40 - 75% (1.00 - | Neutrofilos: 40 - 75% (1.00
7.500 ul) - 7.500 ul)
Mieloblastos, promieldcitos, Mieloblastos,
mielocitos: 0 promieldcitos, mieldcitos: 0
Batbes: 0-5 (0 - 100 ul) BatGes: 0 - 5 (0 - 100 ul)
Segmentados: 45 - 75 (1.600 - Segmentados: 45 - 75
7.500 ul) (1.600 - 7.500 ul)
Linfocitos: 20 - 45 (800 - 4.500 | Linfécitos: 20 - 45 (800 -
ul) 4.500 ul)
Mondcitos: 2 - 10 (80 - 1.000 Mondcitos: 2 - 10 (80 -
ul) 1.000 ul)
Eosinofilos: 1 a6 (40 - 600) | Eosindfilos: 1 - 6 (40 - 600)
Basofilos: 0a 1.5 (0-150ul) | Basofilos: 0-1.5(0 - 150
Plasmacitos, prolinfécitos e ul)
blastos: 0 Plasmacitos, prolinfdcitos e
blastos: 0
Gasometria | Automatizado / Rapid pH: 7,35 - 7,45 pH: 7,35-7,45

Systems - 1265

PCO2: 35 - 45 mm.Hg
PO2: 00 - 97 mm.Hg
02 st(saturagéo): 96 - 97%
HCO3: 22 - 26 mmol/L
TCO2: 23 - 27 mmol/L
BE: -2 - +2 mmol/L
HCO3-st: 22 - 26 mmol/L
LAC:0,5-2,2 mmol/L

PCO2: 35 - 45 mm.Hg
PO2: 00 - 97 mm.Hg
02 st(saturagdo): 96 - 97%
HCO3: 22 - 26 mmol/L
TCO2: 23 - 27 mmol/L
BE: -2 - +2 mmol/L
HCO3-st: 22 - 26 mmol/L
LAC:0,5-2,2 mmol/L
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APENDICE B - INSTRUMENTO DE AVALIACAO HISTOLOGICA (ESCORES DE
ISHAK, BRUNT E NAS)

Dados: Identificacéo do paciente
Numero do bloco:

Linha (L1, L2, L3, L4, L5):
Amostra (1, 2, 3,4, 5¢e 6):

A - Avaliacao Hepatite cronica - classificagdo de Ishak

1) Alteracdes estruturais - Fibrose portal

() O (ausente)

() 1 (discreta, sem formacdo de septos)

() 2 (com septos porta-porta)

() 3 (com septos porta-porta e porta-centro, esbocando formacdo de nddulos — em
“transformacdo nodular™)

() 4 (cirrose)

2) AlteracGes necroinflamatéria - Inflamagdo portal/septal
() O (ausente ou raros)

() 1 (leve, focal com poucas areas portal)

() 2 (Leve/moderada, focal com a maioria das areas portal)
() 3 (Moderado, com <50% dos setores ou septos)

() 4 (Grave, com >50% dos setores ou septos)

- Necrose confluente

() O (ausente)

() 1 (necrose confluente foca)

() 2 (necrose de zona 3 em algumas areas)

() 3 ( necrose de zona 3 na maioria das areas)

() 4 (necrose de zona 3 + ponte portal-central ocasional)

() 5 (necrose de zona 3 + ponte portal-central multipla)

() 6 (necrose confluente pan-acinar ou multiacinar)

- Necrose litica focal (irregular), apoptose e inflamacé&o focal
() O (ausente)

() 1 (um foco ou menos — objetiva 10x)

() 2 (dois a quatro focos — objetiva 10x)
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() 3 (cinco a dez focos — objetiva 10x)

() 4 mais de dez focos — objetiva 10x)

- Inflamag&o portal

() 0 (ausente)

( ) 1 (leve, algumas areas ou todas as areas do portal)

( ) 2 (Moderada, algumas areas ou todas as areas do portal)

( ) 3 (Moderada/marcada em todas as areas do portal)

( ) 4 (Marcado, todas as areas do portal)

- Evidéncias histoldgicas de associagdo com outras condicfes
() siderose grau

() outros:
OBS:

B - Avaliacdo da presenca de esteatose associada a balonizacdo hepatocitaria e/ou
infiltrado inflamatorio de acordo com a classificacdo de Brunt.

- Esteatose

() O (ausente)

() 1 (Até 33% dos acinos, principalmente macrovesiculares)

() 2 (Entre 34-66% dos acinos, comumente esteatose mista)

() 3 (Mais de 66% dos acinos (panacinar), comumente esteatose mista)
- Balonizacéo hepatocelular

() O (ausente)

() 1 (Ocasional na zona I11)

() 2 (OGbvio na zona I11)

() 3 (Marcado, predominantemente na zona I11)

- Inflamagc&o lobular

() O (ausente)

() 1 (Neutrofilos dispersos, células mononucleares ocasionais)

() 2 (1ou 2 focos — objetiva 20x)

() 3 (Neutrofilos associados a hepatocitos em baldo, leve)

() 4 (inflamacéo cronica, 3 ou 4 focos - objetiva 20x)

() 5 (Inflamacdo aguda e cronica, os neutréfilos podem se concentrar)



() 6 (zona 111, mais de 4 focos — 20x objetiva)

- Inflamacéo portal

() O (ausente)

() 1 (Leve, algumas areas do portal)

() 2 ( Leve a moderada, a maioria das areas do portal)
() 3 (Moderada a severa, a maioria das areas do portal)
- Estagio

() 0 (Sem fibrose)

() 1 (Fibrose perivenular, perisinusoidal (pericelular) da zona I11)

() 2 (Alteracdes do estagio 1 + fibrose periportal)
() 3 (Fibrose em ponte)

() 4 (Cirrose)

OBS:
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C - Definicdo e escores de acordo com “NASH Clinical Research Network Scoring

System” Sistema de Pontuacio.

1) Grau de esteatose- Esteatose: Avaliacdo de baixa a média poténcia do

comprometimento parenquimatoso por esteatose
() 0 (<5%)

()1(5-33%)

()2 (33-66%)

() 3 (>66%)

- Localizacéo: Padréo de distribuigdo predominante
() 0 (zona 3)

()1 (zonal)

() 2 (azonal)

() 3 (pan-acinar)

- Esteatose microvesicular: manchas contiguas
() O (ausente) () 1 (presente)

- Estagio de fibrose

() O (ausente) () 1 (Perisinusoidal ou periportal)
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() 2 (Suave, zona 3, perisinusoidal) () 3 (Moderado, zona 3, perisinusoidal)
() 4 (Portal/periportal) () 5 (Perisinusoidal e portal/periportal)
() 6 (Pontes de Fibrose) () 7 (Cirrose)
2) Inflamacéo - Avaliacdo global de todos os focos inflamatorios
- Inflamac&o lobular
() 0 ( sem foco) () 1 (<2 focos por campo de 200x)
() 2 (2-4 focos por campo de 200x) () 3 (>4 focos por 200x)
- Microgranulomas: Pequenos agregados de macrofagos
() O (ausente) () 1 ( presente)
- Lipogranulomas grandes: Geralmente em areas portais ou adjacentes a veias centrais
() O (ausente) () 1 (presente)
- Inflamagc&o portal: Avaliado com baixa ampliagio
() 0 (Ausente a minima) () 1 (Frequente)
3) Lesdo das células hepaticas- Balonismo
() 0 (Ausente)
() 1 (Poucas celulas com balonizagéo)
() 2 (Muitas células / balonizagdo proeminente)
- Corpos acidofilos
() 0 (Ausente a minima) () 1 ( Frequente)
- Macrofagos pigmentados
() 0 (Ausente a minima) () 1 ( Frequente)
- Megamitocondria
() 0 (Ausente a minima) () 1 ( Frequente)
4) Outros - Corpusculo hialinos de Mallory: Visivel em manchas de rotina
() 0 (Ausente a minima) () 1 ( Frequente)
- Glicogenacdo: Visivel em manchas de rotina
() 0 (Ausente a minima) () 1 ( Frequente)
5) Classificacéo diagnostica
() 0 (N&o esteato-hepatite) () 1 (Possivel / limitrofe) () 2 (Esteato-hepatitedefinida)
OBS:
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APENDICE C - INSTRUMENTO DE AVALIACAO DA IMUNO-HISTOQUIMICA

Dados: Identificacdo do paciente
Numero do bloco:

Linha (L1, L2, L3, L4, L5):
Amostra (1, 2, 3,4, 5¢e 6):
Anticorpo:

Definigéo e escores Sistema de Pontuagao - Imunohistoquimica

1) Intensidade da coloracéo
— Citoplasma

() 1 (intensidade fraca)
() 2 (coloragdo moderada)
() 3 (intensidade forte)

- Nucleo

() 1 (intensidade fraca)
() 2 (coloragdo moderada)
() 3 (intensidade forte)

2) Frequéncia da imuno-expressao

Obs: por meio de contagem de células (maximo de células possivel em cada “spot”) em
10 campos

() 0 (inferior a 5% de células positivas)

() 1 (fraca imunorreatividade, 5 - 25% das células positivas)

() 2 (moderada imunorreatividade, 26-50% das células positivas)

() 3 (moderada a intensa imunorreatividade, 51-75% das células positivas)

() 4 (imurreatividade muito intensa, 76- 100% de células positivas)
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Titulo da Pesquisa: Avaliagdo da prevaléncia da hepatite B, hepatite C e esteato-
hepatite ndo alcoodlica na cirrose criptogénica em pacientes
submetidos ao transplante de figado no Hospital Walter Cantidio
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Area Tematica:
Verséo: 2
CAAE: 55139414.4.0000.5054
Instituicdo Proponente: Departamento de Cirurgia
Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER
Numero do Parecer: 1.666.944

Apresentacdo do Projeto:

A cirrose é uma das principais causas de indicacdo de transplante hepatico e mortalidade
em todo o mundo. Varias sdo as etiologias da cirrose, no entanto, ha situagcdes em que
mesmo apos estudo clinico, sorolégico e anatomopatologico detalhado, nédo é possivel
esclarecer a doenca hepatica crénica de base, nesses casos, a cirrose € dita como
criptogénica ou idiopéatica e na maioria das vezes pode tratar-se de um estagio final de
algumas doencas cronicas ocultas ndo identificadas. Diante deste cenario, verifica-se a
importancia de estudos sobre a cirrose criptogénica com o intuito de estudar e avaliar os
pacientes com diagnosticos de cirrose criptogénica que sdo submetidos ao transplante de
figado no Estado do Ceard. Este estudo tem como objetivo avaliar a prevaléncia da
hepatite B, hepatite C e esteatose hepatica na cirrose criptogénica, através varios
parametros clinicos, laboratoriais e moleculares nos pacientes submetidos ao transplante
de figado no Hospital Universitario Walter Cantidio. Para a pesquisa serdo selecionados
doadores de figado, e pacientes que foram submetidos ao transplante de figado com as
seguintes alteracGes hepaticas: hepatite B, hepatite C, esteatose hepatica e cirrose
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UNIVERSIDADE FEDERAL DO =3 Plataformea
CEARA/ PROPESQ @M

criptogénica, durante os anos de 2003 a 2013. Serdo selecionados cerca de 50
pacientes para esta pesquisa.

Objetivo da Pesquisa:

Avaliar a prevaléncia da hepatite B, hepatite C e esteatose hepatica na cirrose criptogénica,
através dos parametros clinicos, laboratoriais e moleculares nos pacientes submetidos ao
transplante de figado no Hospital Universitario Walter Cantidio.

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:

Riscos: Para paciente ndo tera risco devido serem utilizados materiais ja armazenados. Para o
operador da pesquisa tera riscos biologicos devido mexer com materiais bioldgicos.
Beneficios: Tendo em vista a importancia da preven¢do ou tratamento das doengas hepaticas
com potencial evolutivo para cirrose, é fundamental pesquisar se existe elo entre a hepatite B,
hepatite C e a esteatose hepatica com a cirrose criptogénica em nosso meio.

Comentérios e Considerac@es sobre a Pesquisa:

Os dados disponiveis para as hepatites virais no Brasil sdo pouco esclarecedores e com
abrangéncia limitada.Assim, o estudo apresenta importancia no nosso meio. Em 2010, foram
realizados 1295 transplantes hepéaticos com doador cadaver (1404, somando-se os realizados
com doadores vivos). No entanto, a diferenca entre o nimero de potenciais receptores e a
quantidade de dérgdos disponiveis evidencia a necessidade de controle sobre a progressao das
doencas hepéticas cronicas. O Hospital Universitario Walter Cantidio (HUWC), da
Universidade Federal do Ceara (UFC), realizou o maior nimero de transplantes de figado do
Brasil (150 transplante), de acordo com o Registro Brasileiro de Transplantes (RBT), da
Associacdo Brasileira de Transplantes de Orgdos (ABTO) em 2013.Varias sdo as etiologias da
cirrose (FRIEDMAN, 2003). Conhecé-las é passo fundamental para intervir no curso natural
da doenca, no sentido de impedir ou retardar sua progressdo. No entanto, ha situacdes em que
mesmo apo6s estudo clinico, sorolégico e anatomopatoldgico detalhado, ndo é possivel
esclarecer a doenca hepética cronica de base. Nesses casos, a cirrose é dita como criptogénica
ou idiopéatica (CALDWELL et al., 1999; HERINGLAKE et al., 2009).Em estudos publicados
entre 1981 e 1990 mostraram que a cirrose criptogénica tinha uma prevaléncia de 14 a 43%
nas doencas hepaticas cronica (SAUNDERS et al.,1981; OLANO, 1989). Com o emprego de
técnicas de biologia molecular poderdo ser desenvolvidos métodos mais precisos de
diagnostico e treinamento de pessoal no nosso meio.

Considerac0es sobre os Termos de apresentacdo obrigatéria:

O termo de consentimento (TCLE) relata direito de ressarcimento ou indenizacdo no caso de
qualquer dano eventual produzido pela pesquisa.

A alteracdo solicitada para a versdo anterior foi realizada QUANTO A ASSINATURA DO
TERMO DE CONSENTIMENTO PARA MAIORES OU IGUAIS A 18 ANOS.

Enderego: Rua Cel. Nunes de Melo, 1000

Bairro: Rodolfo Tedfilo CEP: 60.430-275

UF: CE Municipio: FORTALEZA

Telefone: (85)3366-5344 E-mail: comepe@ufc.br
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Caso persista no TCLE o direito a ressarcimento ou indenizacdo os pesquisadores deverao ter
ciéncia de um possivel gasto adicional durante a realizacdo da pesquisa. Resguardando os
direitos dos sujeitos envolvidos.

Conclustes ou Pendéncias e Lista de Inadequacdes:

Né&o se aplica.

Considerac0es Finais a critério do CEP:

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Bioldgico /
Biorepositério /

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacdo
Informagdes PB_INFORMACOES BASICAS DO_ | 20/06/2016 Aceito
Bésicas P
do Projeto ROJETO 269465.pdf 10:31:58
TCLE / Termosde | TCL_versao 2 de 17 _06_2016.pdf 20/06/2016 | Ana Lucia de | Aceito
Paula
Assentimento / 10:31:24 Hanemann
Justificativa de
Auséncia
TCLE/Termos de | 2TCL2016.pdf 16/06/2016 | Ana Lucia de | Aceito
Paula
Assentimento / 14:19:41 Hanemann
Justificativa de
Auséncia
TCLE / Termos de | TCLnovo20160k.pdf 13/06/2016 | Ana Lucia de | Aceito
Paula
Assentimento / 16:18:45 Hanemann
Justificativa de
Auséncia
Cronograma CRONOGRAMAdeprojetodepesquisa. | 10/06/2016 | Ana Lucia de | Aceito
pd Paula
f 14:33:00 Hanemann
Declaracédo de Declaracaoconcordanciapesquisadores2 | 13/04/2016 | Ana Lucia de | Aceito
Paula
Pesquisadores 016.pdf 14:33:01 Hanemann
Outros Autorizacaopatologia2016.pdf 07/04/2016 | Ana Lucia de | Aceito
Paula
16:01:03 Hanemann
Orcamento Orcamento2016.pdf 07/04/2016 | Ana Lucia de | Aceito
Paula
15:59:07 Hanemann
Declaracéo de Termocompromissopesquisador2016.pd | 05/04/2016 | Ana Lucia de | Aceito
f Paula
Manuseio Material 15:37:25 Hanemann

Endereco:
Bairro:

UF: CE
Telefone:

Rua Cel. Nunes de Melo, 1000

Rodolfo Teofilo
Municipio:

(85)3366-8344

CEP: ©60.430-275
FORTALEZA

E-mail:

comepe@ufc.br
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Biobanco Termocompromissopesquisador2 | 05/04/2016 Ana Lucia de Paula Aceito
016.pdf 15:37:25 Hanemann

Outros CartaPROPESQ2016.pdf 05/04/2016 Ana Lucia de Paula Aceito
15:12:38 Hanemann

Outros Termo_de_ciencia_2016.pdf 10/03/2016 Ana Lucia de Paula Aceito
10:23:10 Hanemann

Outros Termo_fiel_depositario_2016.pdf | 10/03/2016 Ana Lucia de Paula Aceito
10:20:17 Hanemann

Projeto Detalhado | PROJETO_CIRROSE_CRIPTOG | 10/03/2016 Ana Lucia de Paula | Aceito

/ ENICA 10:17:51 Hanemann

Brochura _2016.pdf

Investigador

Folha de Rosto Folha_de_rosto_2016.pdf 10/03/2016 Ana Lucia de Paula Aceito
10:09:06 Hanemann

Outros curriculu.pdf 05/02/2015 Aceito
14:49:50

Situacéo do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciagdo da CONEP:

Nao

FORTALEZA, 08 de Agosto de 2016

Enderego:

UF: CE
Telefone:

Assinado por:
FERNANDO ANTONIO FROTA BEZERRA
(Coordenador)

Rua Cel. Nunes de Melo, 1000

Bairro: Rodolfo Teodfilo
Municipio:

(85)3366-8344

CEP: 60.430-275
FORTALEZA

E-mail: comepe@ufc.br




ANEXO B - DECLARACAO STROBE

155

Lista de pontos essenciais que devem descrever-se na publicacao
de estudos observacionais

Ponto

Recomendacéo

v Titulo e
Resumo

1

(@) Indique, no titulo e no resumo, o desenho do estudo
com um termo habitualmente usado

(b) disponibilize no resumo uma sinopse informativa e
equilibrada do que foi feito e do que foi encontrado

Introducéo
v’ Contexto
/fundamentos
v" Objectivos

Explique as razbes e os fundamentos cientificos para a
realizagdo da investigacao

Indique os objectivos especificos, incluindo quaisquer
hipbteses pré- estabelecidas

Métodos

v Desenho
do estudo

v' Contexto

v Participantes

v Variaveis

v Fontes de
dados/medidas

v Vieses

8*

Apresente no principio do documento os elementos
chave do desenho do estudo

Descreva o contexto, os lugares e as datas relevantes,
incluindo os periodos de recrutamento, exposicao,
acompanhamento e colheita de dados

(@) Estudos de coorte: apresente os critérios de
elegibilidade, assim como as fontes e o método de
seleccdo dos participantes. Especifique os métodos de
acompanhamento.

Estudos de caso-controlo: Apresente os critérios de
elegibilidade assim como as fontes e o0 processo de
diagndstico dos casos e os métodos de seleccdo dos
controlos. Disponibilize as razfes para a seleccdo dos
casos e dos controlos.

Estudos transversais: Apresente 0s critérios de
elegibilidade assim como as fontes e os métodos de
seleccdo dos participantes

(b) Estudos de coorte: nos estudos emparelhados,
disponibilize os critérios para o emparelhamento e o
namero de participantes expostos e ndo expostos.
Estudos de <casos e controlos: nos estudos
emparelhados, disponibilize os critérios para o0
emparelhamento e o nimero de controlos por cada caso
Defina claramente todas as varidveis: de resposta,
exposicgoes, preditivas, de confusdo e modificadoras do
efeito. Se aplicavel, apresente o0s critérios de
diagndstico.

Para cada variavel de interesse, forneca as fontes de
dados e os detalhes dos métodos de avaliacdo (medida).
Se existir mais que um grupo, especifique a
comparabilidade dos processos de medida.

Especifique todas as medidas adoptadas para contrariar
potenciais fontes de viés



v' Tamanho
amostral

v’ Variaveis

guantitativas

v' Métodos
estatisticos

10 Explique como se determinou o tamanho amostral

11 Explique como se trataram as variaveis quantitativas na
analise. Se aplicavel, explique que grupos se definiram
e porqué.

12 (a) Especifique todos os métodos estatisticos incluindo

0s usados para controlar factores de confundimento

(b) Especifique todos os métodos utilizados para
analisar subgrupos e interacgdes

(c) Explique o tratamento dos dados ausentes (missing
data)

(d) Estudo de coortes: se aplicavel, explique como
foram abordadas as perdas de acompanhamento

Estudo de casos-controles: se aplicavel, explique como
se emparelharam os casos e 0s controles

Estudos transversais: se aplicavel, especifique como se leva em
consideragdo na analise a estratégia de amostragem

(e) Descreva as analises de sensibilidade

Resultados
v' Participantes

v' Dados
descritivos

v Dados das
variaveis

v’ Resultados
principais

[EEN

[S2 0

(a) Descreva 0 numero de participantes em cada fase do estudo;
por exemplo nimeros dos participantes potencialmente
elegiveis, os analisados para serem incluidos, os confirmados
elegiveis, os incluidos no estudo, os que tiveram um
acompanhamento completo e efectivamente analisados

(b) Descreva as raz8es da perda de participantes em cada fase

(c) Considere o uso de um diagrama de fluxo

Descreva as caracteristicas dos participantes no estudo (por ex®
demogréficas, clinicas, sociais) e a informagdo sobre as
exposicdes e 0s possiveis factores de confusdo

(b) Indique o ndmero de participantes com dados ausentes em
cada variavel de interesse

(c) Estudos de coortes: resuma o periodo de acompanhamento
(por ex® média e total)

Estudos de coortes: descreva o nimero de eventos-resultado, ou
medidas-resumo ao longo do tempo

Estudos caso-controle: descreva o nimero de participantes em
cada categoria de exposicdo, ou disponibilize medidas-resumo
de exposicdo

Estudos transversais: descreva o nimero de eventos-resultado,
ou disponibilize medidas-resumo

Disponibilize estimativas ndo ajustadas e, se aplicavel,
ajustadas por factores de confusdo, assim como a sua precisao
(por ex® intervalos de confianca de 95%). Especifique os
factores de confusdo pelos quais se ajusta e as razBes para
inclui- los

(b) Se categoriza varidveis continuas, descreva 0s pontos de
corte
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(c) Se for pertinente, pondere acompanhar as estimativas de
risco relativo com estimativas de risco absoluto para um
periodo de tempo relevante

v Outras 1 Descreva outras andlises efectuadas (de subgrupos, interaccGes
analises 7 ou andlises de sensibilidade)
v" Discussdo
v Resultados 1 Resuma os resultados principais dos objectivos do estudo
chave 8
v’ LimitacGes 1 Discuta as limitagdes do estudo, tendo em conta possiveis
9

v Interpretacdo

v" Generalizagdo

OoON

fontes de viés ou imprecisdo. Discuta tanto sobre a direcgdo
como sobre a magnitude de qualquer possivel viés.

Apresente uma interpretagdo global prudente dos resultados
considerando os objectivos, as limitacdes, a multiplicidade de
andlise, os resultados de estudos similares e outras provas
empiricas relevantes.

Discuta a possibilidade de generalizar os resultados (validade
externa)

Outra informacéo

v Financiament
0

N

Especifique o financiamento e o papel dos patrocinadores do
estudo e, se aplicavel, do estudo prévio em que se baseia o
presente estudo.

157



