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RESUMO

Costa MF. Esteato-hepatite ndo alcodlica e esteatose em hepatite crbnica
pelo virus C: prevaléncia e relagbes entre dados demogréficos e clinico-
laboratoriais com parémetros histopatolégicos [tese]. Sdo Paulo: Faculdade
de Medicina, Universidade de S&o Paulo; 2010. 182 p.

A hepatite cronica pelo virus C é a principal causa de doencga hepatica
crOnica progressiva e complicagdes relacionadas, como a cirrose hepatica e
o carcinoma hepatocelular. O estadiamento de fibrose e a graduagao da
atividade necroinflamatoria sdo excelentes preditores de progressdo da
doenga na hepatite crénica pelo virus C (HCVC). A epidemia global de
obesidade e diabetes mellitus é responsavel pela crescente incidéncia da
doenca hepatica gordurosa nao alcodlica, caracterizada por achados
histolégicos que variam da esteatose “pura” até a esteato-hepatite né&o
alcodlica (EHNA), com potencial risco de evolugao para a cirrose hepatica e
suas complicagbes. Na HCVC, fatores virais e do hospedeiro podem
contribuir para a associagdo com a doenga hepatica gordurosa néao
alcodlica. Nao ha consenso sobre a prevaléncia de esteatose e esteato-
hepatite ndo alcodlica em pacientes com HCVC, com ampla variabilidade na
dependéncia do gendtipo viral, fatores metabdlicos da populagdo em estudo
e variaveis histologicas utilizadas para a definicdo. Objetivos: a) Definir a
prevaléncia de esteatose hepatica e da esteato-hepatite ndo alcodlica em
pacientes com hepatite crénica pelo virus C; b) Avaliar a relagdo entre
variaveis clinico-laboratoriais e diferentes graduagbes de parametros
histopatolégicos; c) Avaliar a influéncia da EHNA na progressao da fibrose;
d) Determinar os fatores virais e do hospedeiro associados a diferentes
grupos histolégicos, assim definidos: hepatite crénica pelo virus C (HCVC),
hepatite cronica com esteatose (>5%), hepatite crénica associada a esteato-
hepatite ndo alcodlica (esteatose + fibrose perissinusoidal); e) Determinar
fatores virais e do hospedeiro associados aos grupos HCVC, HCVC com
esteatose e HCVC com EHNA, considerando estadiamento maior de fibrose
a bidpsia inicial. Métodos: Em 81 pacientes com HCVC seguidos no
ambulatério de hepatites cronicas, parametros clinico-laboratoriais foram
relacionados ao estadiamento da fibrose em bidpsias pareadas. Dentre os
dados clinicos, a sindrome metabodlica foi definida pelo critério do ATP IIl. A
bidpsia inicial, achados histopatoloégicos de HCVC e doenga hepatica
gordurosa n&o alcodlica foram graduados como ausente/leve ou
moderado/intenso. Posteriormente, excluindo os pacientes com o genotipo
do VHC tipo 2, dados clinicos e laboratoriais e estagios de fibrose 0-1 ou 2-4
foram analisados em pacientes com hepatite crénica pelo virus C divididos
em trés grupos: HCVC sem esteatose, HCVC com esteatose e HCVC com
esteato-hepatite ndo alcodlica (EHNA), definida pela associagcdo com



balonizagao e fibrose perissinusoidal. Resultados: A idade avangada esteve
associada a estagio maior de fibrose e atividade inflamatoria portal e
periportal; o escore de APRI — “AST / Platelets Relation index” foi associado
a estagios maiores de fibrose e maior atividade necroinflamatdria. Na analise
multivariada, o perfil lipidico da sindrome metabdlica foi associado a fibrose
perivenular enquanto a glicemia elevada esteve associada ao hialino de
Mallory-Denk. Esteatose isolada esteve presente em 35 (43.2%) e associada
a EHNA em 21 (25.9%) dos pacientes. O gendétipo 3 do virus da hepatite C
foi mais prevalente nos pacientes com HCVC com esteatose ou EHNA,
porém evolugdo para estagios maiores de fibrose associou-se ao gendtipo
viral 1 (p= 0.000). A presenca de HCVC + EHNA esteve associada com
fibrose = 2 em pacientes com menos de 45 anos, independentemente do
sexo. Sobrepeso ou obesidade também estiveram associados a fibrose
intensa (p< 0.05). Em biopsias pareadas, o perfil lipidico de sindrome
metabdlica foi o unico parametro associado com progressao da fibrose (p=
0.012). Concluséo: a) A associagcao de esteatose e esteato-hepatite n&o
alcodlica é elevada em pacientes com HCVC, sendo mais frequente no
gendtipo viral 3; b) Fatores metabdlicos, como o sobrepeso ou obesidade e a
presenca do perfil lipidico da sindrome metabdlica, estiveram associados a
esteatose e EHNA em pacientes com HCVC,; c) A associagdo de NASH com
hepatite crénica pelo virus C pode modificar a evolugdo da doenca e
demandar atencio cuidadosa desses pacientes.

Descritores: 1.Hepatite C cronica 2.Figado gorduroso 3.Hepatopatias

4. Figado/anatomia & histologia



SUMMARY

Costa MF. Nonalcoholic steatohepatitis and steatosis in chronic hepatitis C:
prevalence and the relationship between demographic, clinical and laboratory
data with histopathological parameters [thesis]. S&do Paulo: Faculdade de
Medicina, Universidade de S&do Paulo; 2010. p. 182

Chronic hepatitis C is the leading cause of progressive liver damage and
related complications, such as cirrhosis and primary hepatocellular
carcinoma. Fibrosis stage and necro-inflammatory activity grade are good
predictors of disease progression in chronic hepatitis C (CHC).The global
epidemic of obesity and diabetes are associated with the increasing
incidence of nonalcoholic fatty liver disease (NAFLD), ranging from the “pure”
steatosis to nonalcoholic steatohepatitis (NASH), the latter with the potential
to progress to cirrhosis and its complications. In CHC patients, viral and host
factors may contribute to the association with NAFLD. There is no consensus
about the prevalence of steatosis and NASH in CHC patients, with variability
depending on the genotype, host metabolic conditions and histological
variables. Objectives: a) To define the prevalence of steatosis and
nonalcoholic steatohepatitis in CHC patients; b) To assess the relationship
between various clinical and laboratory data and the grading of histological
parameters; c) To evaluate the influence of NASH in the progression of
fibrosis; d) To determine viral and host factors associated with different
histopathological groups classified as: CHC alone, CHC with steatosis ( >
5%) and CHC with NASH (steatosis + perisinusoidal fibrosis); e) To
determine viral and host factors associated with higher stages of fibrosis in
the three groups. Methods: We investigated clinical and laboratory data in
81 CHC patients under scrutiny in a public tertiary hospital and related them
to fibrosis stage at paired biopsies. Among clinical data, metabolic syndrome
was defined according to ATPIIIl. At initial biopsy, histopathological features
of chronic hepatitis C and nonalcoholic steatohepatitis were graded as
absent/light or moderate/severe. Later on, except for genotype 2 patients, we
analysed clinical, biochemical data and stage of fibrosis 0-1 vs. 2-4 among
CHC patients divided into three groups: without steatosis, with steatosis and
with nonalcoholic steatohepatitis (NASH). Results: In multivariate analysis,
lipid profile of metabolic syndrome was associated with perivenular fibrosis
whereas elevated glycemia levels were associated with Mallory’s hyaline.
Steatosis was present in 35 (43.2%) and NASH in 21 (25.9%) patients. HCV
genotype 3 was more prevalent among CHC patients associated with
steatosis or NASH but higher fibrosis stages were associated with HCV
genotype 1 (p= 0.000). The presence of CHC + NASH was associated with
fibrosis = 2 in patients under 45 years, irrespective of sex (p < 0.05).
Overweight and obesity (p < 0.05) were also related to severe fibrosis (p <
0.05). In paired biopsies, lipid profile of metabolic syndrome was the only
parameter associated with progression of fibrosis (p= 0.012). Conclusion: a)



Steatosis and nonalcoholic steatohepatitis are frequent histopathological
features in our CHC patients, especially in HCV genotype 3; b) Metabolic
factors, like overweight, obesity and lipid profile of metabolic syndrome were
associated with steatosis and NASH in CHC patients; c) The association of
NASH in chronic hepatitis C may modify the outcome of CHC and demand
close examination.

Descriptors: 1.Chronic hepatitis C  2.Fatty liver 3.Liver diseases

4 Liver/anatomy & histology



1 INTRODUGAO



A infecgao crénica pelo virus da hepatite C (VHC) é a principal causa
de cirrose e indicagao de transplante hepatico no Ocidente (Gane, 2003).
Dados da World Health Organization estimam que 3% da populagao mundial
estavam infectados pelo virus C em 2000, enquanto dados mais recentes
sugerem prevaléncia mundial de 3,3%, com diferentes padrbes de
distribuicdo relacionados a regidao geografica e temporal (C. Everett Koop
Institute, 2008). Dados do Ministério da Saude (2009) contabilizam 93238
casos confirmados de hepatite C no Brasil entre 1996 e 2006, com
prevaléncia de distribuicdo de 52,5% na regido Sudeste, 31,9% na regiao
Sul, 6,5% na regido Centro-Oeste, 6,2% na regidao Nordeste e 2,9% na
regiao Norte.

A importancia da infecgcdo crénica pelo VHC reside na potencial
evolucdo para cirrose e carcinoma hepatocelular, sendo a cirrose a
consequéncia final da progressao da fibrose (NIHCDC, 2002). O tempo de
evolucdo para cirrose, entre 10 e 30 anos, contribui para a elevada
morbidade e mortalidade na hepatite C.

A doencga hepatica gordurosa néo alcodlica (DHGNA) caracteriza-se
pelo acumulo de gordura, principalmente triglicérides, nos hepatdcitos,
excedendo 5% do peso hepatico, em pacientes sem histéria de excessivo
consumo de alcool. A DHGNA engloba um espectro de condigoes
patolégicas que vai desde a esteatose pura para a esteato-hepatite, fibrose,

cirrose até o cancer hepatico. De particular importancia é a distingdo entre



esteatose pura e esteato-hepatite ndo alcodlica (EHNA), sendo a primeira de
condicdo benigna e reversivel enquanto a segunda apresenta potencial
evolugdo para cirrose e carcinoma hepatocelular (Neuschwander-Tetri e
Caldwell, 2003). A esteato-hepatite ndo alcodlica foi descrita por Ludwig et
al. em 1980, com achados histolégicos de esteatose, balonizacdo e
inflamacao na auséncia de hepatite viral crénica e alcool.

A prevaléncia de DHGNA e EHNA é de dificil uniformizacéo,
dependendo das variaveis anatomopatolégicas utilizadas para seu
diagnodstico, do modelo de estudo epidemiolégico, além de variagdes
fenotipicas. Mesmo assim, é considerada atualmente uma das principais
causas de doencga hepatica cronica com prevaléncias variando entre 14-39%
de DHGNA e entre 1,2-4,8% de EHNA (Hultcrantz et al., 1986; Propst et al.,
1995; Charlton et al., 2001). O sobrepeso ou a obesidade, atualmente
considerados epidemia mundial, tém contribuido para a elevada prevaléncia
da DHGNA. No Brasil, estima-se prevaléncia de 40% de sobrepeso na
populagao adulta acima de 20 anos (IBGE-POF 2000-2003).

Existe evidéncia crescente de que a DHGNA representa a
manifestacdo hepatica da sindrome metabdlica, essa caracterizada pela
presenca de obesidade, intolerancia a glicose ou diabetes, hipertenséo
arterial sistémica e dislipidemia (AGA, 2002; Chitturi et al., 2002; Eckel et
al.,2005).

Varios trabalhos cientificos tém demonstrado recente preocupacgao
com a interacdo dessas duas doencas, dando especial atengcdo a dois

aspectos. Primeiro, a presenca de fatores associados a sindrome metabdlica



em pacientes com hepatite cronica pelo virus C que poderiam contribuir para
o surgimento de esteatose e subsequente inflamacdo e fibrose. A
associacdo também ¢é capaz de influenciar negativamente a resposta
virolégica sustentada ao tratamento desses pacientes. Segundo, a infecgao
cronica pelo virus C poderia exacerbar varias anormalidades metabdlicas
nesses pacientes, como a presenga de resisténcia insulinica e a
interferéncia no metabolismo lipidico (Negro e Sanyal, 2009; Serfaty e
Capeau, 2009; Younossi e McCullough, 2009). A coexisténcia dessas
doencas poderia aumentar a probabilidade de diabetes mellitus tipo 2,
hipertensdo arterial, dislipidemia e, consequentemente, o risco de
complicagdes e morbidade cardiovasculares (Eckel et al., 2005).

O conhecimento da influéncia negativa do sobrepeso e/ou obesidade
e da gordura visceral na progressdo da doenga hepatica gordurosa nao
alcodlica e o aumento da mortalidade global relacionada a doencga hepatica
levaram ao estudo da associacdo da hepatite cronica pelo virus C com
fatores metabdlicos do hospedeiro (Serfaty et al., 2002; Bressler et al.,
2003). Por outro lado, na hepatite crénica pelo virus C, fatores virais, como o
gendtipo e niveis intra-hepaticos da proteina do core além de fatores do
hospedeiro, podem influenciar o desenvolvimento de esteatose (Fujie et al.,
1999).

Varios pesquisadores tém registrado maior prevaléncia da infecgao
crénica pelo virus C em pacientes diabéticos, assim como presenga de

resisténcia insulinica e/ou maior prevaléncia de diabetes mellitus em



pacientes com hepatite cronica pelo virus C (Ozyilkan et al., 1994; Mehta et
al., 2000; Wang et al., 2003).

A bidpsia hepatica é considerada o padréo ouro para a avaliacdo da
hepatite crbénica pelo virus C. O dano ao tecido hepatico pelo virus nédo é
diretamente citopatico, mas um processo imunomediado associado a
replicagao viral. A resposta imune leva a injuria hepatocelular no parénquima
hepatico e na interface entre areas portais e o parénquima. Como
consequéncia da hepatite de interface ocorre progressao da fibrose
(Goodman, 2007). Além do estadiamento e da graduacao, outros achados
histopatolégicos podem ser observados na hepatite crénica pelo virus C,
como a presencga de agregados linfoides portais, siderose, esteatose, lesdo
do ducto biliar e/ou associagdo com outras doengas hepaticas. Dentre
esses, a presenca de esteatose e sobrecarga de ferro tem valor preditivo
para avaliar a progressao da doenca e/ou resposta ao tratamento antiviral
(Kleiner, 2005).

A prevaléncia da associagao de esteatose em pacientes com hepatite
cronica pelo virus C tem ampla variabilidade na literatura (Giannini et al.,
1999; Lonardo et al.,, 2006). Ao tentar definir a prevaléncia associada de
esteato-hepatite nao alcodlica, a avaliacdo dos resultados é de dificil
uniformizacgao, fruto do emprego de metodologias diferentes, relacionadas
em especial a graduacao da esteatose e a critérios empregados na definigdo
histopatolégica de esteato-hepatite (Brunt et al., 2003; Bedossa et al., 2007).
Revisando a literatura sobre o estudo da prevaléncia da esteato-hepatite nao

alcodlica, observa-se que o emprego de critérios histopatoldgicos amplo,



restrito ou ultrarrestrito resulta em diferentes taxas de prevaléncias (Oliveira
et al.,, 2007). Também na analise dos parametros histopatoldgicos
utilizados, descreve-se discordancia interobservadores com pequena
variacao apenas na quantificagao da esteatose (Kleiner et al., 2005).

Quando analisada pela o6tica da hepatite cronica pelo virus C, a
prevaléncia da associacdo com esteatose ou esteato-hepatite ndo alcodlica
pode variar na dependéncia de fatores virais como o gendtipo viral,
tratamento antiviral prévio e graduacao da fibrose (Castéra et al., 2004;
Rubbia-Brandt et al., 2004).

O emprego de estudos de corte transversal ou de coorte, com a
analise pontual ou pareada de biopsias hepaticas, € outra informacgao
relevante no estudo da associagao e correlacdo com fibrose (Castéra et al.,
2003; Perumalswami et al., 2006).

A presenca de esteatose e/ou EHNA em pacientes com VHC parece
favorecer o agravamento e a subsequente progressao da fibrose hepatica.
Todavia, existem poucos dados sobre a relagdo entre o achado de
esteatose/ esteato-hepatite e hepatite crénica pelo VHC em bidpsias
seriadas.

Devido a elevada prevaléncia de hepatite cronica pelo virus C em
nossa populagao, assim como da doencga hepatica gordurosa nao alcodlica,
delineou-se este estudo a fim de conhecer as taxas de prevaléncias de
esteatose hepatica e esteato-hepatite ndo alcodlica em pacientes com
hepatite crénica pelo virus C e os fatores associados a maior risco de

doencga hepatica crénica avangada. Objetivou-se também avaliar a relagéo



entre varios parametros clinicos e laboratoriais com diferentes graus de
achados histopatoldgicos, indicativos de menor ou maior agressao
histolégica. Analisando a rebidpsia dos pacientes, procurou-se avaliar se a
presenca de esteato-hepatite nao alcodlica ou fatores clinicos e/ou
laboratoriais associados a DHGNA teriam influéncia na progressdo da
fibrose hepatica.

Esperamos que os resultados aqui encontrados possam contribuir
para estratégias de abordagem clinica e tratamento dos paciente com
hepatite crénica pelo virus C, otimizando a resposta antiviral, com beneficio

para a evolugédo desses pacientes.



2 OBJETIVOS



a) Definir a prevaléncia de esteatose hepatica e da esteato-hepatite
nao alcodlica em pacientes com hepatite cronica pelo virus C.

b) Avaliar a relagao entre variaveis demograficas, clinico-laboratoriais
e diferentes graduacgdes de parametros histopatolégicos.

c) Avaliar na rebiopsia a influéncia da esteato-hepatite ndo alcodlica
na progressao da fibrose.

d) Avaliar a associacdo do gendtipo viral e parametros do hospdeiro
com os trés diferentes grupos histopatoldgicos, assim definidos: hepatite
cronica pelo virus C (HCVC), hepatite crénica com esteatose (HCVC +
esteatose), hepatite crénica associada a esteato-hepatite ndo alcodlica
(HCVC + EHNA).

e) Avaliar a associagao do gendtipo viral e parametros do hospedeiro
nos grupos HCVC, HCVC com esteatose e HCVC com EHNA, considerando

diferentes graus de fibrose a bidpsia inicial.
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3.1 Hepatite crénica pelo virus da hepatite C
3.1.1 O virus e seus genétipos

O virus da hepatite C, identificado em 1989 por Choo e
colaboradores, é transmitido principalmente por via parenteral (mediante
drogas ilicitas, transfusdo de sangue e derivados, antes de 1992, quando
ainda nao havia o teste para os anticorpos contra o virus), além da
exposig¢ao sexual e transmissao perinatal.

A hepatite C é causada pelo virus da hepatite C, membro da familia
Flaviviridae, género Hepacivirus, de constituicao esférica, pequeno (50nm de
diametro), com genoma RNA de fita linear e nucleocapsideo envelopado
(Lauer e Walker, 2001). O virus tem alto poder de replicagdo no figado,
infectando cerca de 10% das células hepaticas (Dustin e Rice, 2007), de que
resultam niveis médios séricos de RNA-VHC de 1 a 2 milhdes de genomas
equivalentes/mililitro (Neumann et al., 1998).

O genoma do VHC revela elevada heterogeneidade de
apresentacdes, denominadas quasiespécies, devido a elevada taxa de
mutagcdo. Em decorréncia da selecdo e adaptacdo do hospedeiro as
quasiespécies do VHC, originaram-se distintos gendétipos, com classificacéo
baseada na similaridade da sequéncia de nucleotideos proposta por
Simmonds et al. (2005). Classificam-se os gendétipos em seis tipos (1-6) e
varios subtipos (1a, 1b, 1c, 2a, 2b, 2c, 3a, 3b, 4a, 5a e 6a) com grande

variabilidade de distribuicdo epidemiolédgica mundial. Na Africa central e
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ocidental, predominam os gendtipos 1, 2 e 4, enquanto o gendtipo 5
predomina na Africa do Sul. Os genétipos 3 e 6 sdo mais frequentes na
China, Sudoeste da Asia e subcontinente indiano. Nos EUA, o gendtipo 1 éo
mais frequente (particularmente subtipo 1a), em 75% dos casos, seguido
pelos gendtipos 2 e 3, com aproximadamente 15% e 7% dos casos,
respectivamente (Hoofnagle e Seeff, 2006). O gendtipo 1 tem distribuicao
predominante no Brasil, em aproximadamente 75% dos pacientes
infectados, seguido pelos gendtipos 3 e 2, com cerca de 20-30% e 5%,
respectivamente (Cavalheiro et al., 2002). O conhecimento do gendtipo do
VHC é de fundamental importancia, ndo s6 epidemiologicamente, mas
também quanto a patogenia da infeccdo, histéria natural da doencga,

planejamento de duragao do tratamento e resposta virolégica sustentada.

3.1.2 Histéria natural da doen¢a

Com relacao a historia natural da infecgao pelo VHC, estima-se que
15% dos pacientes infectados obtém resposta imunossuficiente para eliminar
0 virus, enquanto a infecgéo crénica desenvolve-se em torno de 55 a 85%
dos individuos (EASL, 1999; Hoofnagle, 2002). A evolugdo para doenca
hepatica crénica ou eliminagdo do virus depende da resposta inata, com
ativacao de citocinas e potencial inibicdo da replicagdo viral, da resposta
adaptativa ao virus, com neutralizagcado das particulas virais e destruicao de

células infectadas (Thimme et al., 2006), assim como da resposta
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imunomediada, com participacdo de linfécitos T citotdxicos, LTCD8+ ou
LTCD4+ e secrecao de citocinas mediadoras da inflamacéo (Viso, 2007).

Na patogénese pelo VHC, ocorre uma progressao lenta da
fibrogénese e desenvolvimento da cirrose apds longo periodo de laténcia
(Massard et al, 2006). A inflamacdo, liberacdo de citocinas e,
possivelmente, a apoptose de hepatdcitos decorrentes da infecgdo levam a
ativacdo de células estreladas, que resultam na excessiva deposi¢cao de

colageno e fibrogénese hepatica (Tillmann et al., 2005).

3.1.3 Fatores prognésticos

Dentre os fatores progndsticos de desenvolvimento da doenca, a
idade de infeccao pelo VHC e a presenca de fibrose sao altamente
preditores no desenvolvimento de fibrose progressiva. Consumo de etanol
acima de 50g/dia, duracédo da infeccdo, idade a infecgao, sexo masculino,
obesidade/sobrepeso/diabetes e/ou esteatose sao fatores associados a
progressao da fibrose (Massard et al., 2006).

Outros fatores, como deficiéncia do sistema imunoadaptativo em
pacientes imunodeficientes ou imunocomprometidos, podem levar a doencga
mais acelerada nesse grupo (Tillmann et al., 2005; Vallet-Pichard e Pol,
2006).

Estudo realizado por Poynard et al. (1997) registra trés fases
evolutivas - lenta, moderada ou rapida - para a progressdao da fibrose

correlacionada com a idade do paciente a época da infecgao pelo VHC. A
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diminuicdo da fungdo imunolégica e a menor capacidade regenerativa
hepatica sao fatores que poderiam explicar a rapida progressao para fibrose
avancada em pacientes idosos (Tillmann et al., 2005).

Diversos estudos associam a presenga de fibrose com a evolugao
acelerada para a formacgao de cirrose. Modelo telomérico de formagao de
cirrose descrito por Tillmann et al. (2005) demonstra que a infecgéo crénica
pelo VHC leva a necrose e ao aumento do turnover do hepatdcito, com
encurtamento do teldmero hepatocelular. Esse encurtamento ocasionaria
desequilibrio entre destrui¢cao e regeneragao do hepatdcito além de aumento
de citocinas inflamatdrias, levando a ativacdo de células estreladas e
fibrogénese hepatica.

O sexo masculino esta 10 vezes mais sujeito a progressao rapida da
cirrose, independentemente da idade (Deuffic-Burban et al., 2002). O
consumo de etanol em quantidades elevadas, apesar de diferencas
individuais de tolerancia e metabolismo, pode ser considerado fator de risco
em pacientes com infeccdo cronica pelo VHC. Em estudo realizado em
pacientes alcoolistas e abstémios com hepatite cronica pelo VHC,
submetidos a biopsia hepatica para estadiamento da doencga, a presenca de
inflamacéo periportal severa com atividade de interface graus 3 e 4 foi
observada em pacientes com ingestdao maior que 20g/etanol/dia e acima de
40g/etanol/dia para o sexo feminino e masculino, respectivamente (Ribeiro et
al., 2005).

Fatores metabdlicos como obesidade, diabetes tipo 2 e disturbios no

metabolismo de lipides e insulina podem contribuir para a atividade
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necroinflamatéria aumentada e fibrose (Hickman et al., 2002; Hui et al.,

2003; Charlton et al., 2006).

3.1.4 Avaliagao histopatolégica e conduta terapéutica

O diagnodstico histolégico que resulta da biopsia hepatica é de
fundamental importancia para confirmar o diagndéstico de hepatite crénica
pelo virus C, avaliar o grau e o estadiamento da doenga. A presenga de
infiltrado inflamatério portal, predominantemente linfocitario, com ou sem
plasmocitos e histidcitos, acompanhada por graus variaveis de atividade
periportal (atividade de interface ou necrose em saca-bocados), atividade
lobular e fibrose sdo parametros basicos para o diagndéstico de hepatite
cronica pelo VHC (Mello e Alves, 2007). Permite também detectar padroes
conflitantes de lesdo, além de achados adicionais como esteatose ou
acumulo de ferro. Apresenta risco minimo de morte, estimado em 0,03% e
complicagdes relacionadas a dor e/ou hemorragia em minoria significante
dos casos (Kleiner, 2005). E importante, por isso, realiza-lo sempre em
ambiente hospitalar, com observagcao minima de 6 horas. O fragmento deve
ter no minimo 1,5cm de comprimento, idealmente 2,5cm ou mais, 1Tmm de
espessura e dez ou mais espagos-porta (Gayotto et al., 2000; Bedossa et al.,
2003; Kleiner, 2005).

A realizacao de testes simples, ndo invasivos, baseados em analise

de parametros bioquimicos séricos e sorolégicos, mostrou-se de modesto
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valor na capacidade de predizer fibrose em relacdo a bidpsia hepatica
(Lackner et al., 2005).

Em 1990, alteraram-se os padrdées de avaliagdo histopatologica da
hepatite crénica com a introduc&o do conceito de estadiamento e graduagao.
O estadiamento avalia o grau de fibrose, indicando a posi¢ao do paciente na
continuidade da progressao da doencga até evoluir para a cirrose hepatica.
Utiliza principalmente a classificacdo de METAVIR (METAVIR, 1994) e a
classificagdo modificada de Ishak et al. (1995). A graduacdo avalia a
atividade necroinflamatéria, com acometimento focal, confluente ou difuso
dos hepatdcitos, além de determinar a localizagao, ou seja, portal, periportal
e/ou lobular. As alteragdes necroinflamatérias sao categorizadas em leves,
moderadas e severas.

Em 2008, o Ministério da Saude publicou uma portaria de revisao
sobre o protocolo clinico e diretrizes terapéuticas para hepatite viral C como
parte integrante do Programa Nacional para Prevengdo e Controle das
Hepatites Virais. Constam como critérios gerais de inclusdo para o
tratamento da infecgdo crbnica pacientes com as seguintes caracteristicas:
deteccdo qualitativa do RNA-VHC por biologia molecular; bidépsia hepatica
no periodo de 24 meses com atividade necroinflamatdria de moderada a
intensa (= A2) pela Classificagdo Metavir (1994) ou atividade periportal ou
perisseptal = 2 pela classificagdo da Sociedade Brasileira de Patologia e
Sociedade Brasileira de Hepatologia- SBP/SBH (2000) e/ou fibrose de

moderada a intensa (= F2 pelas classificagcbes Metavir ou da SBP/SBH);
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idade entre 12 e 70 anos; plaquetas acima de 50.000/mm?® e leucdcitos
acima de 1.500/mm?.

Em 2005, consenso elaborado pela Sociedade Brasileira de
Hepatologia para tratamento das hepatites virais estabeleceu como
tratamento da hepatite crbnica pelo virus C o uso de interferon peguilado
associado a ribavirina por 48 semanas para pacientes com genétipo 1 e
interferon convencional ou interferon peguilado associado a ribavirina
durante 24 semanas para portadores crbnicos com genotipos 2 ou 3. Os
pacientes sem indicagdo ao tratamento devem realizar seguimento clinico
ambulatorial, no minimo trés vezes ao ano, e bidpsia hepatica no periodo de

trés a cinco anos para reavaliagao histoldgica.

3.2 Doencga hepatica gordurosa nao alcodlica

Estima-se prevaléncia de doenga hepatica gordurosa nio alcodlica
de 20-30% na populagédo adulta ocidental, 15% em asiaticos e de 2-3% de
esteato-hepatite ndo alcodlica na populagdo geral (Nomura et al., 1988;
Neuschwander-Tetri e Caldwell, 2003; Bellentani et al., 2004). Estudo em
autdpsias de individuos com acidentes automobilisticos conduzido por
Hilden et al.(1977) demonstrou prevaléncia de DHGNA e EHNA em 24% e
2,4%, respectivamente. Modelo epidemioldgico semelhante foi realizado por
Ground (1982) em autdpsias de tripulantes por acidentes aéreos, com

prevaléncia de 16% de DHGNA e 2,1% de EHNA.
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No Brasil, prevaléncia de 19,2% de esteatose ao ultrassom, foi
observada em estudo retrospectivo analisando 9345 individuos durante um
ano (Parise et al., 2001).

O estudo de Dionysos, conduzido em duas cidades do norte da Italia
com seguimento da populagdo por 10 anos, demonstrou prevaléncia inicial
de esteatose ao ultrassom de 61%, com maior prevaléncia no sexo
masculino (3:1) em relagdo ao sexo feminino (Bellentani et al., 1994). No
segundo estudo, apds exclusado de doencga hepatica cronica viral e cut-off de
20g/etanol/dia, a DHGNA esteve presente em 24,5% de individuos com
indice de massa corpdrea normal (IMC < 25 kg/m?), 67% com sobrepeso
(IMC > 25 e < 30 kg/m?) e em 91% dos individuos obesos (Bellentani e

Tiribelli, 2001).

3.2.1 Fatores associados a DHGNA

Apesar da ampla variabilidade dos diversos estudos, varios fatores
sao consistentes na doenga hepatica gordurosa nao alcodlica e EHNA,
sendo os mais importantes a associacdo com obesidade, diabetes mellitus
tipo 2 e hiperlipidemia (Angulo et al., 1999). Estudo realizado em pacientes
obesos com IMC = 35kg/m® encaminhados para tratamento cirdrgico da
obesidade encontrou prevaléncia de DHGNA de 76% e EHNA de 25,3 a
55,5%, dependendo do critério histolégico utilizado na classificacédo de

esteato-hepatite néo alcodlica (Oliveira et al., 2006).
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Outros fatores sao considerados secundarios para a DHGNA,
incluindo causas nutricionais, metabdlicas, genéticas, drogas, toxinas, virais

e outras (Falck-Ytter et al.,2001).

3.2.2 Histéria natural

Na histéria natural da DHGNA, quatro diferentes estados histoldgicos
podem modificar a evolugao para doenca hepatica crénica avangada. Sao
eles: esteatose hepatica pura, esteato-hepatite, esteato-hepatite com fibrose
e cirrose (AGA, 2002). A esteatose pura é predominantemente do tipo
macrovesicular e estimada em leve (5-33% de hepatdcitos da amostra
contendo goticulas de gordura), moderada (34-66% de hepatdcitos com
goticulas de gordura) e intensa (>66% de hepatécitos com goticulas de
gordura). A alteracdo gordurosa geralmente ocorre na regido junto a veia
centrolobular (zona 3) nos casos leves, podendo estender-se para todo o
l6bulo (Hubscher, 2004). Na esteatose pura, a progressao para fibrose e
cirrose é rara (Teli et al., 1995).

A esteato-hepatite ndo alcodlica caracteriza-se por um conjunto de
achados histolégicos, como a esteatose macrovesicular, a balonizagao
hepatocelular, o infiltrado inflamatério misto e a fibrose perissinusoidal
envolvendo predominantemente a zona 3 acinar (Hubscher, 2004). Estudo
realizado por Bacon et al. (1994) demonstra a presenca de fibrose avangada
em 30-40% e de cirrose em 10-15% em bidpsias iniciais de pacientes com

EHNA.
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No estudo realizado por Matteoni et al. (1999), balonizacao
hepatocitaria e inflamacéao, juntamente com hialinos de Mallory e/ou fibrose,
estiveram mais associadas com cirrose. Nesses pacientes, houve maior

mortalidade relacionada a doenga hepatica.

3.2.3 Sindrome metabdlica e patogénese da DHGNA

A patogénese mais aceita para a DHGNA é a proposta por Day e
James (1988), cujo denominador principal € a resisténcia insulinica e o
hiperinsulinismo. Baseia-se na hipotese dos dois estimulos (hits),
decorrendo o acumulo de lipidios nos hepatocitos da resisténcia insulinica
(primeiro estimulo) e devendo-se o desenvolvimento de esteato-hepatite nao
alcodlica a liberagao de citocinas, adipocinas e ao estresse oxidativo, além
de fatores genéticos e ambientais (segundo estimulo).

Niveis normais de sensibilidade periférica a insulina estdo associados
a captacao normal de acidos graxos (AG) pelo figado, B oxidagao de acidos
graxos livres (AGL), formacado e liberagdo de triglicérides, inibicdo da
producdao hepatica de glicose com sintese normal de glicogénio hepatico.
Por outro lado, no estado de resisténcia insulinica, ocorrem alteragcdes na
homeostase de glicose e lipidios, com faléncia da supressédo de produgéo
hepatica de glicose e glicogendlise, favorecimento da lipdlise nos adipdcitos,
com aumento da captagado de AG pelo figado, estimulo a sintese hepatica de
AG e interferéncia na 3 oxidagao mitocondrial de AG, resultando no acumulo

de triglicérides no figado (Eckel et al., 2005).
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Na segunda etapa, multiplos estimulos contribuem para a EHNA.
Novos conceitos na patogénese da DHGNA reconhecem que a
compartimentalizagao de lipidios nos hepatocitos e que o tipo e a “qualidade”
de lipides acumulados, em oposicao a “quantidade”, sdo fatores importantes
no desenvolvimento de doencga progressiva (Feldstein, 2007).

O acumulo de AGL leva ao aumento da regulacdo de receptores de
apoptose celular, além da ativagdo de caspases, aumento da
permeabilidade mitocondrial e produgdo de espécies reativas de oxigénio
(ERO), induzindo a apoptose dos hepatdcitos (Feldstein et al., 2003;
Feldstein, 2007). A gordura visceral abdominal e a consequente produgcao
de citocinas pro-inflamatorias tém agdo mediadora no desenvolvimento de
lesdo hepatica, como a inflamacgao e a fibrose. A leptina aumenta a liberagao
de fator transformador de crescimento-B (TGF-B), que promove a ativagao
de células estreladas e a sintese de colageno, contribuindo para a
fibrogénese. Outras citocinas, como o fator de necrose tumoral-a (TNF-a) e
a interleucina-6 (IL-6), bloqueiam a sinalizacdo de insulina nos hepatdcitos,
aumentam a resisténcia insulinica e promovem a inflamagao (Younossi,
2007).

O estado proé-inflamatério e consequente estresse oxidativo
contribuem para a peroxidagao lipidica na membrana do hepatécito, com
ativacdo de células estreladas e morte celular. O hiperinsulinismo, o
aumento da concentragdo hepatica de acidos graxos e o consequente
estresse oxidativo contribuem para o aumento de peroxidases lipidicas,

mediadas pelo aumento da expressao de CYP2E1 e CYP4A, as quais, por
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sua vez, se regulam via receptor PPARa (peroxisome proliferator-activated
receptor-a). O receptor PPARa desempenha papel importante na regulagao
dos sistemas de oxidacado hepatica e do balango energético celular. Além do
componente peroxissomal, o estresse oxidativo também esta relacionado a
especies reativas de oxigénio ou substancias liberadas pelas mitocondrias,
por macrofagos, neutrofilos e células de Kupffer, ultrapassando a
capacidade antioxidante hepatica. A peroxidagao lipidica, juntamente com a
acao da leptina, contribui para a progressdo da fibrose na EHNA e
consequente cirrose (Mulhall et al., 2002).

Além da leptina, niveis diminuidos de adiponectina, adipocina anti-
inflamatdria que atua inibindo o TNF-a, podem contribuir para a resisténcia

insulinica e DHGNA (Lépez-Bermejo et al., 2004).

3.2.4 Avaliagao histopatolégica

A distingdo entre esteatose hepatica pura e esteato-hepatite somente
€ possivel pela observagao histologica. A bidpsia hepatica € indicada em
pacientes com fatores de risco potenciais para desenvolver formas mais
graves da doencga, como esteato-hepatite ou fibrose. Os fatores preditores
de progressao da doenca incluem idade acima de 45 anos, indice AST/ALT
> 1, obesidade e/ou diabetes mellitus e hipertensao arterial sistémica
(Angulo et al., 1999; Hubscher, 2004).

Nao ha um dado histopatoldgico patognoménico que possa distinguir

as caracteristicas da doenga hepatica gordurosa nao alcodlica dos achados
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da doenca hepatica alcodlica. A presencga de inflamagao portal na histologia

de pacientes com DHGNA pode sugerir alguma doenca associada, como a

hepatite crénica pelo VHC (Brunt, 2007).

Varias propostas para estadiamento e graduacao histolégica para a

esteato-hepatite ndo alcoodlica tém sido preconizadas (Brunt, 2004; Kleiner et

al., 2005). O protocolo atual da Sociedade Brasileira de Patologia para o

estudo da DHGNA, elaborado pelo Clube do Figado, analisa os diversos

parametros sob o ponto de vista semiquantitativo e topolégico (Gayotto,

2001; Freitas, 2005). Os parametros histolégicos avaliados sao:

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);
Balonizagao hepatocelular: intensidade de grau 0 a 2;

Inflamagao 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;

Inflamacédo portal: intensidade de 0 a 4 e fendtipo celular
mononuclear, granulocitico ou misto;

Fibrose: de localizagao perivenular, perissinusoidal, septal ou portal e
de intensidade graduada de 0 a 4;

Estadiamento arquitetural: graduado de 0 a 4, sendo 0 a presencga 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;
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e Corpos hialinos de Mallory-Denk (Brunt, 2007): ausentes (0),
escassos (1) ou abundantes (2);
e Pseudoinclusao nuclear de glicogénio: ausentes (0), escassos (1) ou

abundantes (2).

3.3 Interacao entre hepatite cronica pelo virus C e esteatose hepatica
3.3.1 Conceitos basicos

A esteatose interage com outras doengas hepaticas crénicas, como a
hepatite crénica pelo virus C e B, doenga hepatica induzida por
medicamentos, doenca hepatica alcodlica e hemocromatose. O
conhecimento da patogénese da DHGNA e sua progressao para EHNA e
cirrose contribuem para avaliar melhor a progressao dessas doengas
hepaticas coexistentes (Younossi, 2007).

Avaliagbes histologicas iniciais em pacientes com hepatite pelo VHC
ja demonstravam prevaléncia aumentada de esteatose em relagéo a hepatite
crbnica pelo virus B, com um total de 55,5% nos diversos estudos e variando
entre 34,8 a 81,2% (Czaja et al., 1999; Lonardo, 2006).

A esteatose na hepatite C é predominantemente macrovacuolar, com
localizacdo na zona 1 acinar e/ou zona 3, distribuicdo panacinar, focal ou

irregular (Kleiner, 2005).
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3.3.2 Fatores associados a interagcao entre DHGNA e hepatite cronica
pelo VHC

Possiveis fatores etioldogicos foram analisados para explicar a
interacdo entre a hepatite crénica pelo virus C e a esteatose, incluindo
variaveis virais e do hospedeiro. Niveis intra-hepaticos da proteina do core
do VHC, marcadores de carga viral, estiveram paralelamente relacionados a
presenca de esteatose (Fujie et al., 1999). Importante associacdo entre
gendtipo e esteatose na infecgao pelo VHC foi inicialmente descrita em 2001
(Adinolfi et al.) e posteriormente confirmada. Em pacientes com gendétipo 3, o
grau de esteatose esteve associado ao grau de fibrose em estudo
transversal (Rubbia-Brandt et al., 2004). A esteatose associada ao gendtipo
3 nao se relaciona com fatores do hospedeiro, tais como obesidade e
dislipidemia (Sharma et al., 2004).

Em estudo realizado por Poynard et al. (2003), com 1428 pacientes
virgens de tratamento, submetidos a analise histoldgica, houve prevaléncia
de 65% de esteatose, com predominio no gendtipo 3 em relagdo a outros
genotipos (83% versus 62%). Fibrose extensa, além de fatores relacionados
ao hospedeiro, como idade, indice de massa corpoérea e triglicérides, foram
relacionados a esteatose no gendtipo 1; no gendtipo 3, os fatores
associados foram elevada carga viral e colesterol sérico diminuido.
Desaparecimento e regressao de esteatose estiveram significativamente
associados ao gendtipo 3 em relagdo aos outros gendtipos apds tratamento

com interferon peguilado e ribavirina.
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O uso continuo abusivo de &lcool e idade acima de 45 anos séo
fatores de risco para a presenca de esteatose em pacientes ndo gendtipo 3
(Rubbia-Brandt et al., 2004). Graus 3 e 4 de fibrose estiveram associados
com graus acentuados de hepatite de interface e uma combinagcido entre
esteatose moderada e grave e uso abusivo de alcool (Serfaty et al., 2002).

Fatores metabdlicos do hospedeiro, como obesidade e diabetes
mellitus tipo 2 contribuem para a esteatose na hepatite pelo VHC,
independentemente do gendtipo viral (Monto et al., 2002).

Além do impacto na progressdo da doencga, a esteatose influencia a
resposta virolégica precoce (RVP) e a resposta virologica sustentada (RVS)
no tratamento de pacientes cronicos (Patton et al., 2004).

A presenca de fibrose perissinusoidal associada ao grau de esteatose
na hepatite crénica pelo VHC confirma mecanismo patogénico de lesao
semelhante a EHNA, na evolugao da cirrose (Clouston et al., 2001).

Dois mecanismos sao propostos para explicar a frequente associagao
entre esteatose e hepatite crénica pelo VHC, relacionados ao virus -
esteatose virus induzida —, ou relacionados ao hospedeiro — esteatose

metabodlica induzida.

3.3.3 Mecanismo viral induzido
No mecanismo viral induzido, a patogénese esta diretamente
associada ao efeito citopatico do VHC gendtipo 3. O desenvolvimento de

esteatose em ratos transgénicos é induzido pelo aumento da expresséo da
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proteina do core e de proteinas nao estruturais (NS5A) (Moriya et al.,1997).
A proteina do core do VHC aumenta a formacao de espécies reativas de
oxigénio (ERO) e peroxidacao lipidica, com consequente dano hepatico e
fibrose (Okuda et al., 2002).

A proteina do core do VHC gendtipo 3 induz a transcricdo de genes
envolvidos no metabolismo lipidico, interferindo na formacgao e liberacéo de
lipoproteinas apo-B (Lonardo et al., 2004). Ela interfere também na funcao
da MTP (microsomal triglyceride transfer protein), localizada no reticulo
endoplasmatico dos hepatdcitos, impedindo a formacédo de lipoproteinas
apo-B (apo-B) e a consequente formagao e liberacdo de VLDL (very low
density lipoproteins) (Mirandola et al., 2006).

Prevaléncia aumentada de hipobetalipoproteinemia na hepatite
crénica pelo gendtipo 3 é associada a esteatose. A erradicagdo do virus
associa-se ao aumento dos niveis séricos de apo-B e do colesterol (Serfaty
et al., 2001).

No gendtipo 3, niveis elevados de RNA do VHC correlacionam-se
com o grau de esteatose, a qual melhora apés erradicacao viral (Poynard et
al., 2003; Patton et al., 2004).

Modelo in vitro para o estudo de acumulo de triglicérides apds
transfecgao de proteinas do core em células Huh7 demonstra que o genétipo
3a induz o aumento na concentracido de lipidios trés vezes mais do que o

gendtipo 1b e duas vezes mais do que o gendtipo 3h (Abid et al., 2005).
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Embora esteatose moderada a acentuada seja um sinal morfolégico
sugestivo de infeccdo pelo gendtipo 3 do VHC, sua presenca nao é

necessariamente obrigatdria na cirrose (Rubbia-Brandt et al., 2001).

3.3.4 Mecanismo metabdlico induzido

No mecanismo metabdlico induzido, fatores do hospedeiro contribuem
para a esteatose, associados principalmente ao gendtipo 1. A esteatose é
reconhecida como componente da sindrome metabdlica e invariavelmente
associada a resisténcia insulinica. Outros fatores de risco também sao
considerados, como a idade avangada, sobrepeso e/ou obesidade,
hiperglicemia de jejum e/ou diabetes, hipertrigliceridemia e obesidade
central.

Na patogénese da interacdo entre hepatite crbnica pelo virus C e
DHGNA, considerando a teoria dos dois estimulos (hits), a resisténcia
insulinica contribui para a esteatose inicial. Como segundo estimulo, além
do estresse oxidativo e outros fatores, a resposta inflamatéria viral-induzida
atua na liberacao de citocinas pro-inflamatorias e pro-fibréticas. Lesao direta
mitocondrial induzida por proteinas virais piora o estresse oxidativo e a
producao de ERO, com peroxidacgao lipidica, inflamacao e fibrose (Younossi,
2007).

indice de massa corpérea acima da faixa considerada normal esta
associado ao grau de esteatose em gendtipos nao 3, prevaléncia maior nos

pacientes obesos em relagdo aqueles com sobrepeso (Hwang et al., 2001;
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Hui et al., 2002). No estudo realizado por Younossi et al. (2004), graus
elevados de esteatose e EHNA em obesos relacionaram-se com fibrose
avancada. A obesidade influencia negativamente a resposta viroldgica
sustentada na hepatite crénica pelo VHC, sendo fator importante a ponderar
no genadtipo 1 (Bressler et al., 2003).

A resisténcia insulinica, mensurada pelo HOMA-IR, é um preditor
independente de esteatose e fibrose na hepatite pelo VHC gendtipo 1 (Hui et
al., 2003; Fartoux et al., 2005). A RI, juntamente com fibrose e gendtipo 1,
sao preditores independentes de nao resposta a terapia (Romero-Gémez et
al., 2005).

Pacientes gendtipos 2 e 3 com HOMA-IR < 2 tém chance de resposta
virolégica sustentada 6,5 vezes maior que pacientes com HOMA-IR = 2,
independentemente do estagio de fibrose (Poustchi et al., 2008).

Existe maior prevaléncia de diabetes mellitus tipo 2 em pacientes com
hepatite crbénica pelo VHC, principalmente associado a idade e presenca de
fatores de risco para a sindrome metabdlica (Mehta et al., 2000; Mehta et al.,
2003). Em pacientes com diabetes mellitus tipo 2, a positividade do VHC é
maior que na populacdo geral (Ozyilkan et al., 1994). Fatores especificos do
hospedeiro, como idade, IMC, histéria familiar de diabetes mellitus, além de
fibrose = 3 na classificacdo METAVIR, associam-se ao diabetes mellitus e
hepatite crénica pelo VHC (Petit et al., 2001).

A resisténcia insulinica em pacientes com hepatite cronica pelo VHC e
sem fatores de risco para a sindrome metabdlica sugere que o VHC pode

induzir RI, mediante aumento de citocinas como TNF-a, aumento de SOC3
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(suppressor of cytokine signalling 3) e diminuicdo da atividade de STAT-3
(signal transducer and activator of transcription 3) (Shintani et al., 2004;

Zerky et al. 2005).

3.3.5 Histéria natural

A interagao entre DHGNA e hepatite crénica pelo VHC pode modificar
negativamente o curso natural da infecgdo, induzindo fibrose, diabetes
mellitus tipo 2 e carcinoma hepatocelular, além de diminuir a resposta
antiviral. A esteatose associada a fatores de risco do hospedeiro como
idade, duracado da infecgao, atividade necroinflamatéria e diabetes mellitus
nao insulino dependente favorece o agravamento e a subsequente
progressao da fibrose hepatica (Ong et al., 2001).

Estudo recente sugere que a presenca de fibrose sinusoidal e a
balonizacdo de hepatdcitos, achados histopatologicos de EHNA, acelera a
progressao da fibrose, independentemente da etiopatogenia da esteatose
(Bedossa et al., 2007).

Esteatose associada a menor resposta a terapia antiviral é especifica
para a esteatose metabdlico-induzida, especialmente na presenca de
obesidade e gendtipo 1. No gendtipo 3, a esteatose viral-induzida nao esta
associada a menor RVS. Na obesidade, os fatores propostos para a menor
RVS séao a producgao de adipocinas pré-inflamatérias, a resisténcia insulinica

e menor biodisponibilidade do interferon (Charlton et al., 2006).
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O tecido adiposo branco é metabolicamente ativo, e produz proteinas
anti-inflamatérias e proé-inflamatérias, atuando na resposta imune. Na
obesidade, a diminuicdo da producdo de adiponectina e o aumento da
liberagdo de leptina, correlacionam-se com atividade necroinflamatéria e
ativacao de células estreladas em pacientes com hepatite crénica pelo VHC,
além de menor resposta aos interferons. O aumento da gordura subcutanea
e a alteragcdo da drenagem linfatica nos individuos obesos diminuem a
biodisponibilidade do interferon (Charlton et al., 2006).

Estudo demonstrando a associagdo entre esteatose e carcinoma
hepatocelular sugere que a proteina do core do VHC pode agravar o
estresse oxidativo, além de interferir no metabolismo lipidico e favorecer a

proliferacao celular (Lonardo et al., 2006).



4 METODOS
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4.1 Delineamento e local do estudo

Durante o periodo compreendido entre janeiro de 2007 e dezembro
de 2008, foi realizado um estudo de coorte, aberto, retrospectivo e evolutivo,
para avaliar pacientes com hepatite crénica pelo virus C, com ou sem
doenca hepatica gordurosa nao alcodlica. A progressao da doencga hepatica,
assim como a interagdo com a doenca hepatica gordurosa néo alcodlica, foi
avaliada pela evolugao da fibrose.

O estudo foi conduzido em dois locais da cidade de S&o Paulo: o
Hospital das Clinicas da Universidade de Sao Paulo — hospital publico
terciario, com pacientes procedentes do Banco de Sangue e atendidos no
ambulatério de hepatites do Servigo de Clinica Médica — e um consultério
privado com especialidade em Hepatologia.

O estudo inclui a analise retrospectiva pormenorizada da primeira
biépsia hepatica, realizada pré-tratamento, com a finalidade de graduar e
estadiar a hepatite crbnica pelo virus C, com especial atengdo aos dados
histopatologicos de diagndstico da doenga hepatica gordurosa nao alcodlica.
A avaliagao evolutiva foi aferida pela analise do estadiamento da arquitetura
hepatica na rebiopsia realizada no periodo do estudo. A avaliagao
histopatolégica foi realizada no Departamento de Patologia da Faculdade de

Medicina da Universidade de Sao Paulo.



4.2 Consideragoes éticas

Um protocolo de pesquisa foi submetido previamente a Comissao de
Etica para Andlise de Projetos de Pesquisa (CAPPesq) da Diretoria Clinica
do Hospital das Clinicas e da Faculdade de Medicina da Universidade de
Sao Paulo e aprovado em sessdo em 18 de abril de 2007. Todos os
pacientes assinaram um termo de consentimento livre e esclarecido antes da
inclusdo, consentimento informado que consta como documento anexo ao

protocolo de pesquisa aprovado pela CAPPesq (Anexos A, B e C).

4.3 Populagao do estudo
4.3.1 Critérios de incluséao

Foram considerados como critérios de inclusdo os pacientes com as
seguintes caracteristicas:

- ldade variando de 18 a 65 anos para ambos 0s sexos;

- Diagndstico de hepatite cronica pelo virus C confirmado apds a
realizagao dos seguintes exames:
a) Teste para detecg¢ao de anticorpos antivirus da hepatite C (anti-VHC) pelo
método imunoenzimatico, com valores considerados como reagentes acima
de 1.1 DO/C (densidade optica/valor de corte);
b) Teste complementar para detecgdo de anticorpos contra o virus da
hepatite C (anti-VHC) pelo método imunoblot com pesquisa de reatividade

contra as fragdes antigénicas C100(p)/5-1-1(p)(4+); C33C(4+) e C22P(4+),
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sendo considerado positivo na presencga de reatividade em pelo menos duas
bandas reativas, com intensidade maior ou igual a 1+;
c) Deteccao qualitativa do RNA do VHC pela técnica da Reagao de
Polimerizagdo em Cadeia (PCR Qualitativo) mediante transcricdo reversa
inicial e amplificacdo de um fragmento de 244 bp interna a regido 5’ néao
codificadora do genoma do virus da hepatite C, método AMPLICOR HCV,
versao 2.0 da Roche Diagnostics. A sensibilidade do teste € de 50 Ul/ml,
sendo considerado positivo um numero de particulas do virus presente na
amostra acima desses valores;

- Genotipagem do virus da hepatite C, nos pacientes com diagndstico
definitivo da infecg¢ao pelo VHC, mediante realizagdo do seguinte exame:
a) Genotipagem para o virus da hepatite C pelo método de Hibridizagdo com
sondas especificas aos principais tipos e subtipos do VHC (1,1a, 1b, 1a/1b,
2, 2al2c, 2b, 3, 3a, 3b, 3c, 4, 4a, 4b, 4c/4d, 4e, 4f, 4h, 5a e 6a), em fita de
nitrocelulose.  Método realizado pelo laboratério  Innogenetics,
comercialmente distribuido sob descricdo Line Probe Assay ( INNO- LIPA
HCV II) utilizando o plasma para amplificar a regidao nao codificadora 5UR do
VHC, com sensibilidade de cerca de 100% e especificidade de 98% para os
tipos e subtipos;

- Niveis de alanina aminotransferase (ALT) igual ou acima de 1,5
vezes o valor considerado normal, indicativo de doenga hepatica crénica,;

- Bidpsia hepatica realizada previamente e solicitada pelo ambulatério
de hepatites do Servico de Clinica Médica e pelo ambulatério privado de

hepatologia, analisada pelo Departamento de Patologia da Faculdade de
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Medicina da Universidade de S&o Paulo e pelo Centro Imuno-histoquimica
Citopatologia Anatomo-Patologico S/C Ltda. (CICAP), com presenga de, pelo
menos, dez espacos-porta (Colloredo et al., 2003); - Dados clinicos e
laboratoriais coletados, em todos os pacientes, por ocasidao da bidpsia
hepatica;

- Indicagao de rebidpsia clinica durante o periodo de estudo;

- Todos os pacientes foram informados sobre a investigagdo e

assinaram o termo de consentimento (Anexo B).

4.3.2 Critérios de exclusao

Foram considerados como critérios de exclusdo os pacientes com as
seguintes caracteristicas:

- Diagnéstico de hepatite B, confirmado pela presenga do antigeno de
superficie do virus da hepatite B (HBsAQ);

- Positividade para o virus da imunodeficiéncia humana, mediante
sorologia positiva para o anti-HIV;

- Ingestéao alcodlica igual ou superior a 20g de etanol puro/dia para o
sexo feminino e igual ou acima de 40g de etanol puro/dia para o sexo
masculino, atualmente ou nos dois meses precedentes a primeira biopsia
(Strauss E, 2001; Freitas LAR, 2005);

- Uso de medicamentos reconhecidamente causadores de esteato-

hepatite, como corticéides, nifedipina, amiodarona, terapia antiretroviral, uso
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de estrégenos em altas doses, dentre outros (Falck-Ytter et al., 2001; AGA,
2002);

- Pacientes com diagnostico clinico, laboratorial ou histologico
sugestivo de associagdo com outras doengas hepaticas cronicas, como:
hepatite autoimune, doenga de Wilson, hemocromatose, deficiéncia de a1
antitripsina, cirrose biliar primaria;

- Pacientes com sinais clinicos e/ou laboratoriais de cirrose hepatica
descompensada ou diagndstico de carcinoma hepatocelular;

- Auséncia de avaliagdo histolégica inicial para estadiamento e
graduacado da doencga hepatica crbnica, inviabilizando o estudo histologico
comparativo da rebidpsia e a interacdo com a doenga hepatica gordurosa
nao alcodlica;

- Presenca de material histolégico insuficiente para a analise (niumero
de espacos-porta na amostra);

- Terapia antiviral posterior a realizagcdo da biopsia hepatica, com

resposta virolodgica sustentada.

Inicialmente foram avaliados 150 pacientes com hepatite crénica pelo
virus C, todos em acompanhamento regular na instituigdo e no consultério
privado.

Sessenta e nove pacientes ndo foram incluidos pelos seguintes
critérios: 30 pacientes com uso recente (menos de dois meses) ou atual de
alcool = 20g de etanol e = 40g/etanol para o sexo feminino e masculino,

respectivamente; uso de medicagdes causadoras de esteato-hepatite (n= 2),
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auséncia de bidpsia inicial que permitisse o estudo comparativo ou tempo
superior ao término do estudo para a rebidpsia (n= 22), associagcado de outra
doenga hepatica a histologia (n= 2), presenca de evidéncia clinica,
laboratorial e/ou de imagem de cirrose hepatica descompensada (n= 3),
amostra histolégica nao representativa para o estudo comparativo (n= 10).

Resumiram-se no grafico 1 os dados citados acima.

Grafico 1 - Distribuicao dos 150 pacientes que participaram
inicialmente do estudo

OlIncluidos
B Alcool
O Medicamentos

O Auséncia de bidpsia

1% 54%

B Doencga hepatica
associada

20%
O Cirrose

B Amostra nao
representativa

Em relagdo aos 69 pacientes que nao participaram do estudo, 60,9%
eram do sexo masculino, com idade média e desvio-padrao de 39,5 + 11,46
e IMC médio de 24,7 kg/m? (dp= * 3,74). O gendtipo 1 era prevalente,
encontrado em 72,5% dos pacientes.

Apos o critério de exclusao, participaram do estudo 49 pacientes do

sexo masculino e 32 do feminino, perfazendo um total de 81 pacientes, com
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prevaléncia do gendtipo 1 (82,7%) e com IMC médio de 26 * 4,5 a primeira

bidpsia.

4.4 Avaliacao clinica e laboratorial
O presente estudo consiste na avaliacdo clinica, laboratorial e
histolégica de pacientes com hepatite crénica pelo virus C associados ou

nao com doenga hepatica gordurosa néo alcodlica.

4.4.1 Avaliagao clinica

De todos os pacientes coletaram-se dados demograficos como sexo,
idade (em anos), peso (em quilogramas) e altura (em metros). Esses dados
foram obtidos em dois periodos de avaliagdo: quando da primeira biopsia
hepatica e antes da segunda biopsia.

O indice de massa corporea foi calculado de acordo com a formula
IMC = peso (em quilogramas)/ altura (em m?). indice de massa corpérea <
25 foi considerado normal, enquanto IMC 25-29 kg/m? foi considerado
sobrepeso e IMC = 30kg/m?, obeso (Willett et al., 1999).

Informacdes de comorbidades, medicamentos de uso rotineiro e
passado de alcoolismo foram obtidas com a revisdo do prontuario médico e
durante a anamnese com o préprio paciente e/ou com familiares.

Para a definicdo de alcoolistas, foram avaliados os parametros de

quantificacdo da ingestao diaria de etanol, tempo de ingestdo (em meses) no
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uso passado de alcool. Para a quantificacdo de ingestao diaria de etanol,
utilizou-se a férmula: volume (em mililitros) multiplicado por 0,8 (constante) e
pelo teor alcodlico da bebida, dividido por 100 e expresso em gramas de
etanol/dia. Foram consideradas alcoolistas as pacientes cujo consumo de
etanol ficou igual ou acima de 20g de etanol/dia e os homens com consumo
de etanol = 40g/dia. O uso passado de etanol foi considerado nos pacientes
abstémios ha mais de dois meses (Mincis, 2001; Strauss, 2001).

Na avaliacdo de comorbidades, a presenca dessas doencas foi
determinada segundo os seguintes critérios:

- A hipertensao arterial sistémica foi definida como pressao arterial
sistélica =2 140 mmHg e/ou diastélica 290 mmHg e/ou o uso rotineiro de
medicamentos anti-hipertensivos. Nos pacientes com diabetes mellitus e/ou
doencga renal crbnica, a hipertensdo arterial € definida como a pressao
arterial =2 130/80 mmHg. Nas afericdes de pressao arterial sistélica entre
120-139 mmHg e/ou diastdlica entre 80-89 mmHg, os pacientes foram
definidos como pré-hipertensos. A afericdo foi realizada com o paciente
sentado, em repouso por pelo menos cinco minutos, e tomada duas vezes
no minimo, com intervalo de dez minutos entre elas (NHBPEP, 2003);

- O diagndstico de diabetes mellitus tipo 2 foi estabelecido utilizando
um dos seguintes critérios: (a) glicose plasmatica de jejum = 126mg/dI; (b)
sintomas clinicos de diabetes mellitus e/ou glicemia = 200mg/dl; (c)
diagndstico preexistente de diabetes e/ou uso de insulina ou hipoglicemiante
oral. O diagndstico de intolerancia a glicose foi estabelecido com niveis de

glicemia de jejum = 110mg/dl e < 126mg/dl (ADA, 2002);
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-O perfil lipidico da sindrome metabdlica foi estabelecido com a
presenca das seguintes alteracbes conforme os critérios do Adult Treatment
Panel Il (ATPIII): (a) hipertrigliceridemia, definida por triglicéride sérico em
jejum = 150mg/dl ou uso de medicacdo hipolipemiante e/ou; (b) HDL-
colesterol sérico em jejum < 50mg/dl no sexo feminino e < 40mg/dl no sexo

masculino (Eckel, 2005).

4.4.2 Avaliagao laboratorial

Exames laboratoriais foram coletados no periodo precedente a
realizagao das biopsias hepaticas.

Como analise hematoldgica foi considerado o valor de plaquetas para
investigar a presenga ou nao de trombocitopenia, parametro que, juntamente
com a elevagdao de AST, segundo alguns autores, €& descrito como
inversamente correlacionado com o grau de fibrose na hepatite cronica pelo
virus C (Wai et al., 2003). Consideramos como referéncia os valores de
plaquetas entre 140 e 450 mil/mm?® pelo exame automatizado.

O tempo de atividade de protrombina (TAP) e/ou relagao normatizada
internacional (INR) foram igualmente coletados, sendo tomados por
referéncia os valores de TAP expressos em percentagem acima de 70 e INR
entre 0,95 e 1,20 pelo método Quick modificado.

A avaliagdo bioquimica coletada seja no periodo da bidpsia inicial,
seja na rebiodpsia, inclui as dosagens séricas das enzimas hepaticas alanina

aminotransferase (ALT) e aspartato aminotransferase (AST). Devido a
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diferentes padronizagdes de valores de referéncia, a comparacdo dos
resultados foi obtida mediante a relagdo do valor absoluto encontrado e o
limite superior normal (LSN) do referido teste, considerando igual a 1 o valor
normal e > 1 valor acima da normalidade.

A partir dos valores de AST e plaquetas, foi calculado o indice de
relacdo AST/plaquetas (APRI) como preditor de fibrose hepatica (Wai et al.
2003; Lackner et al., 2005). O teste APRI é obtido pela férmula: valor de AST
do paciente dividido pelo limite superior normal (LSN) do teste, multiplicado
por 100 e dividido pelo numero de plaquetas expresso somente em milhar.

Na avaliacao metabdlica, foram determinadas a dosagem de glicemia
de jejum e o perfil lipidico de jejum, composto pelo colesterol total, HDL-

colesterol e triglicéride, e padronizadas pelos respectivos laboratorios.

4.5 Indicacao de rebiopsia e avaliagbes comparativas
4.5.1 Indicagao de rebidpsia

A rebidpsia de pacientes com hepatite crénica pelo VHC foi realizada
durante o seguimento clinico-laboratorial nas seguintes eventualidades:

- Ap6s 3 a 5 anos da biopsia inicial, nos pacientes sem indicagao de
tratamento devido a baixos graus de fibrose e/ou atividade inflamatéria, para
reavaliar a possibilidade de evolucdo da fibrose, com necessidade da
terapéutica antiviral,

- Em pacientes nao respondedores ao tratamento antiviral, para

reavaliar a necessidade ou nao de condutas terapéuticas experimentais.
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4.5.2 Avaliagées comparativas

Em todos esses pacientes, com duas biopsias, foram realizadas as
seguintes avaliagdes:

- Avaliagdes clinico-laboratoriais, tanto na época da primeira como da
segunda bidpsia, com subsequente analise comparativa a fim de avaliar
evolutivamente a melhora ou o agravamento dos parametros;

Na primeira biopsia, foi realizada a avaliacdo histopatolégica de
diversos parametros relacionados a hepatite cronica pelo virus da hepatite C
e doencga hepatica gordurosa ndo alcodlica.

Na segunda biopsia, foi feita a analise da fibrose como parametro de
progressao da doenca ao longo do periodo. A progressao da fibrose foi
definida como o aumento de pelo menos um ponto na graduacdo de
alteracao estrutural em biopsias seriadas. Fatores do hospedeiro foram
estudados como associados ou nao a progressao da fibrose, sendo eles:
sexo, idade, uso prévio de etanol, gendtipo viral, indicagdo de tratamento
antiviral, indice de APRI, IMC, alteracdo glicémica ou diabetes e perfil

lipidico da sindrome metabdlica.

4.6 Analise histologica

O fragmento hepatico da rebidpsia foi obtido por puncéo percutanea
orientada pelo ultrassom. A bidpsia hepatica foi realizada pela agulha de fru
cut, com tamanho minimo de 1,5 cm de comprimento e representagao

minima de dez espacos-porta na amostra.



O fragmento de bidpsia foi fixado em formol-salino (10%), incluido em
parafina e submetido as seguintes coloragdes: hematoxilina-eosina (HE),
tricomio de Masson e impregnagao da reticulina pelos sais de prata, os
ultimos dois utilizados para avaliar fibrose e distorgdo da arquitetura lobular;
além da coloragao de Perls para avaliar a quantidade de ferro.

A analise histologica foi realizada pelo Departamento de Patologia da
Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo. A avaliagao
histolégica foi feita sempre pelo mesmo patologista, com experiéncia em
figado e sem conhecimento das informagdes clinicas e laboratoriais dos
pacientes.

A analise histopatoldgica referente a primeira bidpsia foi baseada nos
seguintes protocolos: Consenso Nacional das Hepatites Crénicas, da
Sociedade Brasileira de Patologia, para o estudo da hepatite crénica,
elaborado pelo Clube do Figado e no estudo histopatolégico da doenca
hepatica gordurosa ndo alcodlica, seguindo o protocolo da Sociedade
Brasileira de Patologia para o estudo da DHGNA, elaborado pelo Clube do
Figado (Anexo D).

Para o estudo da hepatite crénica, as variaveis histologicas foram
analisadas e semiquantificadas (Gayotto et al., 2000; Mello e Alves, 2007).
As caracteristicas das variaveis sao descritas a seguir:

e Alteragdes estruturais: Descrevem-se os aspectos relacionados
ao estadiamento. S&o graduadas de 0 a 4, sendo 0 a arquitetura lobular
normal; 1 a presengca de expansdo da area portal por fibrose, com

alargamento dessas areas; 2 expansao fibrosa portal com desenvolvimento
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de septos porta-porta; 3 presencga de septos porta-porta e porta-centro, com
preservacgao parcial da arquitetura lobular e esbogos de nddulos; 4 cirrose;

e Alteragées necroinflamatérias, nos compartimentos portal,
periportal (hepatite de interface) e lobular, e semiquantificadas quanto a
atividade, sendo descritas a seguir:

- Infiltrado inflamatério portal/septal: Semiquantificacdo dos

linfocitos portais, graduados de 0 a 4, da seguinte forma: 0 = raros; 1

aumento discreto; 2 = aumento moderado; 3 = aumento acentuado; 4
aumento muito acentuado de linfocitos portais. Essa semiquantificagao
independe da presenca de foliculos linféides;

- Atividade periportal/ perisseptal: Avalia a atividade de interface,
ou necrose em saca-bocados, entre 0 espacgo-porta e parénquima, graduada
de 0 a 4 quanto a presenca de necrose, da forma a seguir: 0 = auséncia de
atividade de interface; 1= presenca de linfocitos na interface (spill-over), sem
achado de necrose em saca-bocados; 2 = necrose em saca-bocados
discreta, com focos ocasionais em poucos espacgos-porta; 3 = necrose em
saca-bocados moderada, com focos ocasionais em muitos espagos-porta ou
extensas areas de necrose em poucos espagos-porta; 4 = necrose em saca-
bocados acentuada, em muitos espacos-porta ou com areas extensas de
necrose;

- Atividade parenquimatosa: A graduacao de inflamagao lobular é
baseada na presenga de agregados inflamatorios e corpos acidofilos
identificados por area, categorizada de 0 a 4, sendo 0 ausente; 1 tumefacao

discreta de hepatdcitos, infiltrado linfocitario sinusoidal e raros focos de
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necrose; 2 numerosos sitios de necrose litica hepatocitaria; 3 areas limitadas
de necrose confluente; 4 necrose confluente em multiplas areas ou areas de
necrose pan-acinar.

Diversas classificagdes internacionais sao utilizadas no estadiamento
e graduacao das hepatites crbnicas. A tabela 1 fornece uma equivaléncia
aproximada da classificacdo da Sociedade Brasileira de Hepatologia, 2000,

as classificagdes Metavir (1994) e Ishak (1995).

Tabela 1- Equivaléncia dos sistemas de classificagcdo das hepatites
cronicas

ALTERAGAO ARQUITETURAL (FIBROSE)

SBP, 2000 METAVIR, 1994 ISHAK, 1995
0 0 0
1 1 1ou2
2 2 3
3 3 40ub
4 4 6
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ATIVIDADE INFLAMATORIA

SBP, 2000, e ISHAK, 1995
Atividade periportal | Atividade METAVIR, 1994
parenquimatosa

Oou1 0 0

Oou1 1ou?2 1
2 0-1 1
2 2 2
2 3-4 3
3 0-2 2
3 3-4 3
4 0-4 3

[ Fonte: Mello e Alves, 2007]

Na avaliagao histologica da doencga hepatica gordurosa n&o alcodlica,
segundo diretrizes da Sociedade Brasileira de Patologia, assim se
descrevem os parametros pesquisados:

- Esteatose macrovacuolar: Resulta do acumulo de lipidios nos
hepatdcitos, principalmente triglicérides, com a formagdo de um grande
vacuolo no citoplasma que desloca perifericamente o seu nucleo. Nos
adultos com DHGNA, esse acometimento predomina na zona 3 do acino
hepatico, mas também pode ser azonal ou panacinar. A DHGNA ¢é definida
como a presenga de esteatose macrovesicular acometendo acima de 5%

dos hepatécitos e graduada quanto a intensidade em: 0 = ausente ou
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comprometendo menos de 5% dos hepatdcitos; 1 = comprometimento de 5 a
33% dos hepatdcitos; 2 = presente em 33% até 66% dos hepatdcitos; 3 =
acometimento acima de 66% (Kleiner et al., 2005);

- Esteatose microvacuolar: Resulta do acumulo de vacuolos de
gordura pequenos e multiplos, porém definidos, no citoplasma dos
hepatécitos. A distribuicdo das microgoticulas de gordura ndo desvia o
nucleo, e os hepatocitos envolvidos ndao aumentam de tamanho,
diferentemente do observado na esteatose macrovacuolar. Quanto a
presenca, esta semiquantificado quanto a presengca em 0 ausente, 1
distribuicao escassa e 2 abundante (Kleiner et al., 2005);

- Balonizacdo hepatocelular: Caracteriza-se pela presenca de
hepatécitos maiores que os ndo envolvidos, com presenga de citoplasma
mais claro, vacuolado ou finamente granular. Devido a perda da afinidade
tintorial, tém aparéncia de células claras ou vazias (Gayotto, 2001a). Sao
classificados quanto a intensidade em: 0 = ausente; 1 = raros; 2 =
balonizagao proeminente em varios hepatocitos (Kleiner et al., 2005);

- Fibrose: O padréo caracteristico da fibrose que distingue a esteato-
hepatite ndo alcodlica nao cirrética de outras doengas hepaticas crbénicas é a
deposigao inicial de colageno nos espacos perissinusoidais na zona 3 do
acino hepatico. Quando densa, a fibrose pode ser detectada pela coloragao
de HE, mas é mais facilmente detectada com o emprego de coloragéo
especifica para a fibrose, como o tricomio de Masson (Kleiner et al., 2005).
No estudo, avaliou-se a fibrose quanto a localizacdo em

perissinusoidal/pericelular, perivenular, portal e septal. A fibrose perivenular
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caracteriza os estagios iniciais da esteato-hepatite, enquanto, com a
progressao, aparecem a fibrose portal e septal. A fibrose perissinusoidal e
perivenular foram semiquantificadas de 0 a 4, sendo: 0= ausente, 1= leve;
2= moderada; 3= acentuada; 4= muito acentuada.

- Corpusculos hialinos de Mallory-Denk: Localizados usualmente
no citoplasma de hepatdcitos balonizados na zona 3 de Rappaport, sao
inclusbes perinucleares formadas por agregados de polipeptideos do
citoesqueleto, de material amorfo eosinofilico e com formatos irregulares.
Sao semiquantificados de 0 a 2 (ausente, escassos ou abundantes);

- Pseudoinclusédo nuclear de glicogénio: Acumulo de glicogénio no
nucleo dos hepatdcitos € achado mais frequente na DHGNA que na doenca
hepatica alcodlica, tendo distribuicdo zonal. E semiquantificado de 0 a 2,
sendo 0 ausente, 1 raros e 2 abundantes.

Achados histolégicos como a presenga de agregados ou foliculos
linfoides portais, lesdo ao epitélio dos ductos biliares e grau de siderose
foram descritos. Semiquantificacdo de 0 a 4 foi utilizada para a presenca de
reacao ductular assim como a deposicdo de ferro nas células de Kupffer

e/ou nos hepatécitos.

4.7 Graduagao de achados histopatolégicos em relagao aos dados
clinico-laboratorais
Dois niveis de graduagao de cada variavel histopatolédgica, indicativos

de maior ou menor atividade histolégica, foram utilizados para a comparagao
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estatistica com variaveis clinicas e laboratoriais em relacdo a meédia e
desvio-padrao. As variaveis utilizadas foram: idade, IMC, plaquetas, ALT,
AST, APRI, glicemia de jejum, colesterol total, HDL-colesterol e triglicérides.

Também foram relacionados os valores de glicemia de jejum com
fibrose perivenular e perissinusoidal em dois grupos, a saber, com ou sem
esteatose hepatica.

As variaveis histologicas foram consideradas conforme a descricéo
abaixo:

= Alteragdes arquiteturais foram agrupadas como 0-1 (leve) e 2-4
(moderada a grave), levando em consideragao a indicagéo ou nao de
tratamento antiviral;

» Infiltrado portal: 0-2 (leve) e 3-4 (grave);

= Atividade periportal/septal: 0-1 (ausente ou leve) e 2-4 (necrose);

= Atividade parenquimatosa: 0-2 (ausente ou necrose discreta) e 3-4
(necrose grave);

» Fibrose perivenular, fibrose perissinusoidal, rea¢ao ductular, acumulo
de ferro nos hepatdcitos e /ou células de Kupffer: 0-1 (ausente ou
leve) e 2-4 (moderado a grave);

= Esteatose macrovacuolar: 0-1 (ausente ou leve) e 2-3 (moderada a
grave);

= Esteatose microvacuolar e balonizagao hepatocelular: 0-1 (ausente ou
leve e discreta) e 2 (grave);

= Corpusculos hialinos de Mallory-Denk e vacuolagdo nuclear: 0

(ausente) e 1-2 (presente).
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Para a anadlise univariada e multivariada foram utilizados como
variaveis dependentes o0s parametros histolégicos graduados, como
descritos acima, e, como variaveis independentes, as descritas a seguir:
gendtipo viral (tipo 3 ou tipos ndo 3), sexo (masculino ou feminino), idade a
bidpsia (< ou = 45 anos), IMC (< 25 ou = 25 kg/m?), uso passado de alcool
(sim ou n&o), APRI (< 1,5 ou = 1,5), alteracdo glicEmica (presente ou
ausente) e/ou diabetes, perfil lipidico da sindrome metabdlica (presente ou

ausente) e indicagao ou nao de tratamento posterior a bidpsia.

4.8 Definigcao de grupos histopatolégicos

Para o estudo da doenca hepatica cronica pelo virus C associada com
a doencga hepatica gordurosa nao alcodlica, foram considerados os dois
grupos principais deste ultimo, ou seja, esteatose hepatica e esteato-hepatite
nao alcodlica. Os pacientes foram entdo classificados em trés grupos,
definidos a seguir:

» Hepatite crénica pelo virus C (HCVC);

» Hepatite crénica pelo virus C associada a esteatose (HCVC com
esteatose): a esteatose foi definida pela presenga de esteatose
macrovacuolar maior ou igual a 1 (acima de 5% de hepatécitos
acometidos);

= Hepatite crénica pelo virus C associada a esteato-hepatite nao
alcodlica (HCVC com EHNA): a esteato-hepatite nédo alcodlica foi

definida pela presengca de esteatose macrovacuolar grau = 1
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associado a fibrose perissinusoidal grau = 1, com ou sem corpusculos
hialinos de Mallory Denk (Brunt et al., 2003; Kleiner et al., 2005b;

Bedossa et al., 2007; Oliveira et al., 2007).

Uma vez estabelecida a prevaléncia dos dois grupos de pacientes —
hepatite crénica pelo virus C associada a esteatose e hepatite crénica pelo
virus C associada a esteato-hepatite — procedeu-se a anadlise estatistica
correlacionando sua presenga com as seguintes variaveis: genotipo viral, sexo,
idade a biopsia, IMC, uso passado de alcool, APRI, alteracdo glicémica e/ou
diabetes, perfil lipidico da sindrome metabdlica e indicagdo ou nao de
tratamento posterior a bidpsia. Na associagdo com esteatose ou esteato-
hepatite ndo alcodlica, foram avaliados os valores médios e desvios-padroes
do IMC, assim como dos niveis séricos de glicemia de jejum, colesterol total,
HDL-colesterol e triglicérides.

Objetivando uma analise mais especifica ja descrita na literatura e
relacionada a interacdo entre hepatite cronica pelo virus C, esteatose
metabdlica e esteatose viral induzida, outro estudo foi delineado com
censura de pacientes com genoétipo 2 nos trés grupos. Nesse estudo
comparativo, excluiram-se os dois pacientes com gendétipo 2, de que
resultou um total de 79 pacientes, nos quais foi realizada a distribuicao dos
grupos de acordo com a presenga das seguintes variaveis: idade, sexo,
gendtipo viral, IMC, alteragdo glicémica, perfil lipidico da sindrome

metabdlica e indicacio de tratamento antiviral.
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Considerando o estagio de fibrose na primeira biépsia, dividido em 0-1

e 2-4, realizou-se nova analise, em que se compararam os trés grupos com

as variaveis clinico-laboratoriais acima descritas.

4.9 Variaveis estudadas

a) Variaveis demograficas

0 Sexo: masculino e feminino

o

Idade: medida em anos (variavel continua)

b) Variaveis antropométricas

o

IMC: medido em kg/m? (variavel continua)

c) Variaveis clinicas

o

Genotipagem do VHC: gendtipo 1, gendtipo 2, gendétipo 3 e outros

genotipos

o

o

Tempo médio entre as biopsias: medido em meses (variavel continua)
Grupos: nao tratamento e nao respondedor

Alcool: sim ou ndo

Tempo de abstinéncia do alcool: medido em meses (variavel
continua)

HAS: sim e ndo

Dislipidemia: sim e ndo

DM tipo 2: sim e ndao



o

Alteracao glicémica: sim e nao

d) Variaveis laboratoriais

o

o

Plaquetas: variavel continua

ALT: (LSN™), variavel continua

AST: (LSN™), variavel continua

APRI: variavel continua

APRI = 1,5: sim e ndo

Glicemia de jejum: medida em mg/dl (variavel continua)
Colesterol total: medido em mg/dl (variavel continua)
HDL-Colesterol: medido em mg/dl (variavel continua)

Triglicéride: medido em mg/dl (variavel continua)

Variaveis histologicas

Para comparacgdes estatisticas entre grupos ou variaveis:

Alteragdes arquiteturais: 0-1 e 2-4

Infiltrado portal: 0-2 e 3-4

Atividade periportal/septal: 0-1 e 2-4

Atividade parenquimatosa: 0-2 e 3-4

Fibrose perivenular, fibrose perissinusoidal, reagao ductular, acumulo
de ferro nos hepatécitos e /ou células de Kupffer: 0-1 e 2-4

Esteatose macrovacuolar: 0-1 e 2-3

Esteatose microvacuolar e balonizagao hepatocelular: 0-1 e 2

Corpusculos hialinos de Mallory-Denk e vacuolacéo nuclear: 0 e 1-2.
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4.10 Analise estatistica

As variaveis quantitativas continuas foram expressas em termos de seus
valores de tendéncia central e de dispersdo e as variaveis qualitativas
expressas segundo o numero € a percentagem.

Para a analise estatistica dos resultados, aplicaram-se o0s seguintes
testes:

e Para comparar as variaveis categoricas, o teste de associagao pelo
qui-quadrado ( x2) e, em casos em que o valor “esperado” seja menor do
que 5, o teste Exato de Fisher. A ANOVA foi utilizada para comparar
variaveis continuas por variavel categorica;

e Para avaliar a associacdo de diferentes graduagdes de paradmetros
histopatolégicos com variaveis clinicas e laboratoriais, as analises simples e
multipla mediante regressao logistica. Na analise multipla, para selecionar a
variavel que melhor explica a variavel resposta, o método de selecao
forward. O método de entrada foi por nivel de significancia sem a presenca
obrigatéria de uma variavel especifica no modelo.

Valores de p < 0,05 foram considerados significantes.

Os dados foram analisados com o programa estatistico SPSS versao

15.0.



5 RESULTADOS
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5.1 Caracterizagao clinico-laboratorial dos pacientes

Dos 81 pacientes submetidos ao estudo, quarenta e nove eram do
sexo masculino (60,5%) e trinta e dois do sexo feminino (39,5%). A média
de idade dos pacientes a primeira biopsia foi de 38,3 anos, com idade
minima de 14 e maxima de 61 anos; na segunda bidpsia, a média de idade
foi de 42,3 anos. O gendtipo do VHC tipo 1 foi prevalente em 67 pacientes
(82,7%), enquanto o gendtipo 2 esteve presente em dois casos (2,5%) e o
genotipo 3 em doze pacientes (14,8%). A média de tempo entre a primeira
bidpsia e a rebidpsia foi de 47,5 meses (dp= 13,2), com minimo de 15 e
maximo de 84 meses.

Passado de ingestdo de alcool esteve presente em 29 pacientes,
sendo a média de tempo de abstinéncia de 28,8 + 33 meses anterior a
bidpsia inicial.

O indice de massa corporea (IMC) foi avaliado nos 81 pacientes. A
média de IMC na ocasido da primeira e segunda bidpsia foi de 26 + 4 kg/m?
e 26,4 + 4 kg/m? respectivamente. Em 66,7% dos pacientes ndo houve
necessidade de tratamento antiviral apos a primeira biopsia e 33,3% eram

nao respondedores. Os dados acima foram sintetizados na tabela 2.
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Tabela 2 - Caracteristicas clinicas dos 81 pacientes incluidos no estudo

Variavel N (%)
Sexo (masculino/feminino) 49/32 (60,5%/39,5%)
Genétipo 1/ Genétipo 2 67/2 (82,7%/2,5%)
Genétipo 3 12 (14,8%)
Nao tratamento/ tratamento 54/27 (66,7%/33,3%)
Passado de etanol 29(35,8%)

N = Numero de casos

Analisando a prevaléncia de condi¢cbes clinicas associadas a
sindrome metabdlica, 36 pacientes (44,4%) apresentavam dislipidemia, 14
(17,3%) tinham antecedentes de hipertensédo arterial sistémica, 5 (6,2%)
alteragao glicémica e 2 (2,5%) eram diabéticos. Segundo a definicdo do
ATPIIl, a sindrome metabdlica esteve presente em 5 (6,2%) dos 81
pacientes submetidos ao estudo, os quais apresentavam trés ou mais
critérios para o diagndstico. Trinta e sete (45,7%) nao apresentavam
nenhum critério para a SM, 29 (35,8%) tinham um critério e 10 (12,3%)
apresentavam dois critérios. O indice de massa corpérea maior ou igual a 30

esteve presente em 12 (14,8%) pacientes (tabela 3).

Tabela 3 - Prevaléncia das condig¢odes clinicas nos 81 pacientes

Variavel %
Passado de etanol 35,8
HAS 17,3
Perfil lipidico alterado 44,4
Alteragao glicémica 6,2
Diabetes 2,5
Sindrome metabdlica 6,2
Sobrepeso 38,3
Obesidade 14,8

N = Numero de casos
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Na avaliacdo laboratorial referente a primeira biopsia, os valores
médios de ALT e AST foram, respectivamente, 2,2 (dp= 1,58) e 1,65 (dp=
0,99) em relacédo ao limite superior ao normal (LSN). O valor médio da
contagem de plaquetas foi de 221,07 x 10 ¥mm? (dp= 51,6) e a média do
indice de APRI de 0,79 (dp= 0,64). A média de glicemia de jejum foi de
88,28 mg/dL (dp= 19,49). No perfil lipidico, o nivel sérico médio de colesterol
total foi de 164,88 mg/dL (dp= 38,09), enquanto o HDL-colesterol e
triglicéride foram, em média, respectivamente, 49,7 mg/dL (dp= 14,8) e 97,8
mg/dL (dp= 40,17).

Na segunda biopsia, os valores médios de ALT e AST foram,
respectivamente, de 2,14 x LSN (dp= 1,37) e 1,63 x LSN (dp= 1,04),
enquanto a contagem de plaquetas e o indice de APRI foram, em média,
respectivamente, 214,15/mm?> (dp= 46,34) e 0,8 (dp= 0,63). A média dos
niveis séricos de glicemia de jejum, colesterol total, HDL-colesterol e
triglicéride foram, respectivamente, de 91,69 mg/dL (dp= 10,73), 163,57
mg/dL (dp= 34,44), 51,02 mg/dL (dp= 15,67) e 99,11 mg/dL (dp= 43,06). O
perfil laboratorial realizado previamente as duas bidpsias esta sumarizado na
tabela 4.

Os dados clinicos e laboratoriais referentes a primeira bidpsia e

rebidpsia dos 81 pacientes estdo demonstrados nos Anexo E e F.
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Tabela 4 - Analise descritiva do perfil laboratorial dos 81 pacientes
relacionados as duas biopsias

Variavel 12 BIOPSIA 22 BIOPSIA
Média * dp Média * dp

ALT (LSN™)* 2,2 +1,58 2,14 + 1,37
AST (LSN™")* 1,65+ 0,99 1,63 + 1,04
Plaquetas (x 10*/mm?) 221,07 + 51,6 214,15 + 46,34
APRI 0,79 + 0,64 0,8 +0,63
Glicemia (mg/dL) 88,28 + 19,49 91,69 + 10,73
Colesterol total 164,88 £ 38,09 163,57 £ 34,44
(mg/dL)
HDL-colesterol 49,7 + 14,8 51,02 + 15,67
(mg/dL)
Triglicéride (mg/dL) 97,8 + 40,17 99,11 + 43,06

* LSN - Limite superior normal; dp- Desvio-padrao

A descricdo dos achados histopatoldgicos relacionados a primeira
bidpsia hepatica e a rebidpsia encontram-se no anexo G. Arquitetura lobular
normal esteve presente em 15/81 pacientes (18,5%), expansao fibrosa portal
em 39 (48,1%), expansao fibrosa portal com septos porta-porta em 20
(24,7%), transformacgao nodular em 6 (7,4%) e cirrose em 1 paciente (1,2%).
Infiltrado inflamatdrio portal e septal grau 0 somente foi observado em 2,5%,
enquanto em 27,2% houve aumento discreto do numero de linfécitos portais.
Aumento moderado, acentuado e muito acentuado do numero de linfocitos
foi encontrado em, respectivamente, 50,6, 16 e 3,7% dos pacientes.

Alteragbes inflamatdrias periportais e lobulares graus 4 estiveram
ausentes nos 81 pacientes. Em 65,4% foi observada necrose em saca-
bocados discreta a moderada; necrose focal de hepatdcitos com agregados
linfo-histiocitarios em 35,8%, associados com a presencga de areas limitadas

de necrose confluente parenquimatosa em 6,2%.
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Fibrose perivenular e perissinusoidal, parametros histoldgicos
caracteristicos da doenca gordurosa do figado, estiveram ausentes em 34
(42%) e 53 (65,4%), respectivamente. Em 17/81 (21%) observou-se
esteatose macrovacuolar com acometimento de 5 a 33% dos hepatdcitos,
em 15/81 (18,5%) atingiu de 33 a 66% dos hepatécitos e em 3/81 (3,7%),
acima de 66%. Esteatose microvacuolar esteve ausente em 70,4% das
analises histolégicas, mas foi abundante em 7,4%. Acumulo de glicogénio no
nucleo de hepatdcitos, de distribuicdo predominantemente zonal, foi
observada em 27,2%; balonizacdo hepatocelular de leve a muito acentuada
esteve presente em 59,3% dos pacientes, enquanto inclusdes perinucleares
de Mallory-Denk foram observadas em apenas 12,4%.

Achados histologicos associados a doencga hepatica crbnica viral ou a
doencga hepatica gordurosa, como sobrecarga de ferro ou lesao de ductos
biliares também foram analisados. O depdsito de ferro nos hepatdcitos ou
células de Kupffer ndo foi achado frequente, com auséncia em 93,8% e
82,7% dos pacientes, respectivamente, enquanto a reagao ductular esteve

presente em 55,6%. Os achados histoldgicos estao sumarizados na tabela 5.
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Tabela 5 - Analise descritiva da histologia hepatica inicial nos 81
pacientes

Variavel Ausente Grau 1 Grau 2 Grau3 Grau4
N (%) N (%) N (%) N (%) N (%)

Alteragao estrutural 15(18,5) 39 (48,1) 20(24,7) 6(7,4) 1(1,2)
Inf. Inflamatorio

Portal 2(2,5) 22(27,2) 41(50,6) 13(16) 3(3,7)

Periportal 19 (23,5) 9(11,1) 39 (48,1) 14 (17,3) 0

Lobular 3(3,7) 44 (54,3) 29(35,8) 5(6,2) 0
Fibrose

Perivenular 34 (42) 36 (44,4) 10(12,3) 1(1,2) 0

Perissinusoidal 53 (65,4) 21(25,9) 6(7,4) 1(1,2) 0
Esteatose

Macrovacuolar 46 (56,8) 17(21) 15(18,5) 3 (3,7) -

Microvacuolar 57 (70,4) 18 (22,2) 6 (7,4) - -
Vac. nuclear 59 (72,8) 20 (24,7) 2(2,5) - -
Balonizagao 33 (40,7) 29(35,8) 19 (23,5) - -
C. hial. Mallory-Denk 71 (87,7) 8(9,9) 2 (2,5) - -
Ferro

Hepatécito 76 (93,8) 3 (3,7) 2(2,5) 0 0

Kupffer 67 (82,7) 10(12,3) 4 (4,9) 0 0

Lesdo ducto biliar 36 (44,4) 32(39,5) 11(13,6) 2 (2,5) 0

N= numero de casos; Vac.= vacuolagdo; C.hial. Mallory-Denk= Corpusculos hialinos de
Mallory-Denk; inf.= infiltrado; 0= n&o encontrado; -= auséncia da graduacgao nesse
item histoldgico

Na segunda biopsia, foi realizada a analise evolutiva da fibrose como
parametro de progressao da doenga. A arquitetura lobular normal esteve
presente apenas em 5 pacientes (6,2%); a expanséo fibrosa de espacos-
porta em 38 (46,9%); expansao fibrosa portal com septos porta-porta em 26
(32,1%); preservagéao parcial da arquitetura lobular com formagao de septos
porta-porta e porta-centro em 8 (9,9%) e cirrose em 4 pacientes (4,9%)

(tabela 6).
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Tabela 6 - Analise descritiva de alteragao arquitetural na rebiépsia dos
81 pacientes

ALTERAGAO ESTRUTURAL N (%)
GRAU 0 5 (6,2)
GRAU 1 38 (46,9)
GRAU 2 26 (32,1)
GRAU 3 8 (9,9)
GRAU 4 4 (4,9)

N = Numero de casos

5.2 Graduagdes de achados histopatolégicos em relagcdo aos dados
clinico-laboratoriais

Na primeira biopsia, 54 (66,7%) pacientes tinham fibrose de grau 0-1
e 27 (33,3%) de grau 2-4. Estagio de fibrose maior ou igual a 2 esteve
associado com idade mais avangada (43,33 + 8,4 versus 35,81 + 11,8; p=
0,004). Niveis mais elevados de AST (1,98 + 1,1 versus 1,49 + 0,8; p=
0,034), maior valor de APRI (1,02 + 0,8 versus 0,67 = 0,2; p= 0,019),
glicemia mais elevada (96,07 + 29,4 versus 84,39 = 10,1; p= 0,01) e niveis
mais elevados de triglicérides (111,85 + 35,8 versus 90,78 + 40,7; p= 0,025)
estiveram associados a graus mais elevados de fibrose. Ndo houve
diferenca significativa de IMC (p= 0,59), ALT (p= 0,035), plaquetas (p= 0,37),
colesterol total (p= 0,765) e HDL-colesterol (p= 0,477) em graus de fibrose
maior ou igual a 2 (tabela 7).

Na rebiopsia, 43 (53,1%) pacientes apresentavam fibrose grau 0-1 e,
38 (46,9%), fibrose maior ou igual a 2. Estagio de fibrose maior ou igual a 2

esteve associado a idade mais elevada nesses pacientes (41,79 + 10,5



versus 35,26 + 11,3; p= 0,009), niveis mais elevados de AST (1,97 %

1,1

versus 1,38 = 0,7; p= 0,007) e maior valor de APRI (0,97 + 0,6 versus 0,62 *

0,4; p= 0,012). Graus mais elevados de fibrose ndo estiveram associados ao

IMC (26,52 + 4,7 versus 25,62 * 4,3; p= 0,373), aos valores de ALT (p=

0,377), contagem de plaquetas (p= 0,392) ou aos niveis séricos de glicose,

triglicérides, colesterol total ou HDL-colesterol (p= 0,863, p=0,897, p= 0,303

e p= 0,318, respectivamente) (tabela 7).

Tabela 7 - Dados clinicos e laboratoriais relacionados a diferentes
graus de alteragcdes estruturais em bidpsias pareadas

Dados ALTERACOES ALTERAGOES

A ARQUITETURAIS - 12 " ARQUITETURAIS - 22 .
AlEes & BIOPSIA p- BIOPSIA p-
Laboratoriais valor valor

0-1 (n=54) 2-4 (n=27) 0-1 (n=43) 2-4 (n=38)

Idade (anos)
Média + dp 35,8+11,8 43,384 0,004 352+11,3 41,7+10,5 0,009
IMC (kg/m?)
Média + dp 25,8+4,8 26,4+3,7 0,591 25,614,2 26,5+4,7 0,373
Plaquetas(mm?®)
Média = dp 224,748 1 213,7158,1 0,369 225,7+49,2 215,8+54,3 0,392
ALT (XLSN)
Média + dp 2,11,6 2,3+1,5 0,659 2414 2,3x1,7 0,377
AST (xLSN)
Média + dp 1,4+0,8 1,9+1,1 0,035 1,3+0,7 1,9+11 0,007
APRI
Média + dp 0,610,4 1,02+0,8 0,019 0,610,4 0,97+0,7 0,012
Glicemia mg/dl)
Média + dp 84,3+10,1 96+29,3 0,01 87,9+255 88,619 0,863
Colest. (mg/dl)
Média + dp 165,7+38,3 163+38,1 0,765 169+37,3 160,2+38,9 0,303
HDL-col (mg/dl)
Média = dp 50,5+15,1 48+14,2 0,477 51,2116 47,9+13,2 0,318
Triglic. (mg/dl)
Média + dp 90,7+40,6 111,8+35,8 0,025 98,3144,7 97,1+£34,9 0,897
* ANOVA

Abreviagdes: n: numero de casos; IMC: indice de massa corpoérea; ALT: alanina
aminotransferase; AST: aspartato aminotransferase; xLSN: limite superior ao normal; HDL:

lipoproteinas de alta densidade; Triglic.: triglicéride
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Atividade inflamatéria portal de graus leve a moderado foi observada
em 80,2% dos pacientes. Graus 3-4 (acentuado a muito acentuado) de
infiltrado inflamatdrio portal esteve significativamente associado a idade
avancada (44,44 + 10,5 versus 36,82 + 11,4; p= 0,015), IMC mais elevado
(28,65 £ 5,7 versus 25,4 + 4; p= 0,009) e aos valores mais elevados de AST
e APRI (2,28 + 1,4 versus 1,5+ 0,8; p= 0,004 e 1,19 + 1,1 versus 0,69 * 0,4;
p= 0,004, respectivamente). As demais variaveis de interesse, como ALT,
plaquetas, assim como glicemia, triglicérides, colesterol total e HDL-
colesterol ndo foram estatisticamente significantes. Os dados encontram-se

na tabela 8.

Tabela 8 - Dados clinicos e laboratoriais relacionados a diferentes
graus de atividade inflamatoéria portal

Dados Clinicos INFILTRADO PORTAL

e Laboratoriais 0-2 (n=65) 3-4 (n=16) *p-valor
Idade (anos)

Média + dp 36,8+11,1 44.4+10,4 0,015
IMC (kg/m?)

Média + dp 25,4+3,9 28,615,6 0,009
Plaquetas(mm?®)

Média + dp 222,5+51,6 215+52,7 0,606
ALT (xLSN)

Média + dp 2+1,4 2,742 0,159
AST (xLSN)

Média + dp 1,5+0,7 2,2+1,4 0,004
APRI

Média + dp 0,6+0,4 1,111 0,004
Glicemia mg/dl)

Média + dp 88+20,7 89,1+13,4 0,849
Colest. (mg/dl)

Média + dp 161,4+39,2  178,8+30,2 0,101
HDL-col (mg/dl)

Média + dp 49,5+14,6 50,1+15,8 0,856
Triglic. (mg/dl)

Média + dp 94,7+43,2 110£20,4 0,174
* ANOVA

Abreviagdes: n: numero de casos; IMC: indice de massa corpoérea; ALT: alanina
aminotransferase; AST: aspartato aminotransferase; xLSN: limite superior ao normal; HDL:
lipoproteinas de alta densidade; Triglic.: triglicéride.
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Atividade inflamatdria periportal e septal ausente ou sem necrose
hepatocelular foram observadas em 28 pacientes (34,6%), havendo nos 53
restantes a presenga de necrose em saca-bocados de discreta até
acometimento de extensas areas (graus 2-4) (Figura 1). Graus mais
elevados de atividade inflamatdria periportal estiveram associados a idade
mais avangada (40,7 + 10,9 versus 33,82 = 11; p= 0,009), ao IMC (26,88 +
4,9 versus 24,44 £ 3,2; p= 0,019), nivel de AST (1,89 £ 1,1 versus 1,21 £ 0,3;
p= 0,003), APRI (0,93 = 0,7 versus 0,52 + 0,2; p= 0,006) e aos niveis de
glicemia (91,83 = 22,5 versus 81,57 + 8,4; p= 0,023). Uma tendéncia a
significancia foi observada em graus maiores de atividade inflamatéria
periportal e valores de ALT (2,43 £ 1,8 versus 1,77 = 0,9; p= 0,074) e néo
estiveram estatisticamente associadas as variaveis de plaquetas,

triglicérides, colesterol total e HDL-colesterol (p> 0,05).
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Figura 1- Caso n° 3 — Hepatite cronica com alteragao estrutural grau 1:
infiltrado inflamatério portal grau 2, atividade periportal grau
2 (Coloragao:hematoxilina-eosina, aumento original de 200 x)

Com relagao a atividade parenquimatosa de leve a necrose focal (0-
2), este achado foi predominante em 93,8% dos pacientes analisados.
Maiores niveis de AST (3,02 + 1,9 versus 1,56 + 0,8; p= 0,001), menores
valores de plaquetas (171,8 + 33,9 versus 224,32 + 51; p= 0,027) e maior
valor de APRI (1,99 + 1,6 versus 0,71 = 0,4; p < 0,001) estiveram
significativamente associados com atividade lobular grave. Na tabela 9 estéo

sumarizados os dados acima.
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Tabela 9 - Dados clinicos e laboratoriais relacionados a diferentes
graus de atividade inflamatoéria periportal e atividade lobular

Dados ATIVIDADE ATIVIDADE LOBULAR
Clinicos PERIPORTAL - o~
e 0-1(n=28) 2-4(n=53) Vvalor 0.2(n=76) 3-4(n=5) valor

Laboratoriais

Idade (anos)

Média + dp 33,8111 40,7+10,9 0,009 38+11,6 42,4164 0,434
IMC (kg/m?)

Média + dp 24,432 26,8+4,8 0,019 25,944 .4 28+5,9 0,298
Plaquetas(mm?®)

Média + dp 226,6453,2 218,1£50,9 0,486 2243451  171,8£33,8 0,027
ALT (xLSN)

Média + dp 1,710,8 2,4+1,8 0,074 2,1+1,5 3+1,8 0,242
AST (xLSN)

Média + dp 1,2+0,3 1,8+1,1 0,003 1,50,8 3+1,9 0,001
APRI

Média + dp 0,5+0,2 0,9+0,7 0,006 0,7+0,4 1,9¢16  <0,001
Glicemia mg/dl)

Média + dp 81,5+8,4  91,8+22,5 0,023 88,2+20 88,8+7,7 0,952
Colest. (mg/dl)

Média + dp 165,1+42,7 164,7+¢358 0,959 164,6+38,7 168,6+29,5 0,823
HDL-col (mg/dl)

Média + dp 50,6+15,4 49,1+14,5 0,669 50,115 42,8482 0,284
Triglic. (mg/dl)

Média + dp 94,5+49,1 99,5+349 0,602 97,4+41,1 103,2+23,5 0,759
* ANOVA

Abreviagdes: n: numero de casos; IMC: indice de massa corpoérea; ALT: alanina
aminotransferase; AST: aspartato aminotransferase; xLSN: limite superior a normalidade;
HDL: lipoproteinas de alta densidade; Triglic.: triglicéride.

A esteatose macrovacuolar esteve presente em 43,2% dos pacientes
(35/81), sendo ausente e leve (0-1) em 63 (77,8%) e moderada a grave (2-3)
nos 18 restantes (22,2%) (Figura 2). Valores mais elevados de IMC foram
significativamente maiores para esteatose macrovacuolar com acometimento
em mais de 33% dos hepatdcitos (28,23 £ 4,7 versus 25,41 £ 4,3; p= 0,018).
Valores mais baixos de colesterol total e HDL-colesterol associaram-se com
esteatose macrovesicular moderada a grave (147,94 + 47 versus 169,71 +
34, p= 0,032 e 43,33 + 14,7 versus 51,52 + 144; p= 0,037,

respectivamente), com tendéncia a significancia nos valores de ALT (2,04 +
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1,4 versus 2,78 £ 1,9; p= 0,08). Nao houve associacdo de graus de
esteatose macrovacuolar 2 e 3 com as demais variaveis de interesse (AST,
p= 0,104; plaquetas, p= 0,41; APRI, p= 0,3; glicemia, p= 0,523 e triglicérides,

p= 0,835) (tabela 10).

Figura 2- Caso n° 60 — Hepatite cronica associada a esteatose com
alteragao estrutural grau 2: infiltrado inflamatério portal grau
3, atividade periportal grau 3, atividade parenquimatosa grau
2, esteatose macrovacuolar grau 2, reag¢ao ductular grau 2
(Coloragao: hematoxilina-eosina, aumento original de 100 x)

Na esteatose microvacuolar, agrupada em 0-1 (ausente a leve) e 2
(abundante), a idade menos avancada (28,67 + 10 versus 39,1 £ 11,2; p=
0,03), menores valores de colesterol total e HDL-colesterol (122,5 + 44,8
versus 168,27 + 35,7; p= 0,004 e 34,5 + 9,5 versus 50,92 + 14,5; p= 0,008,

respectivamente) foram associadas a grau 2 de esteatose microvacuolar.
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Vale a pena ressaltar que a esteatose microvacuolar foi abundante em
apenas seis pacientes (tabela 10).
Tabela 10 - Dados clinicos e laboratoriais relacionados a diferentes

graus de esteatose macrovacuolar e esteatose
microvacuolar

Dados ESTEATOSE ESTEATOSE

Clinicos e MACROVACUOLAR *p- MICROVACUOLAR *p-
. valor valor

Laboratorlals 0-1 (n=63) 2-3 (n=18) 0-1 (n=75) 2 (n=6)

Idade (anos)

Média + dp 37,8+11,1 39,8+124 0,51 39+11,1 28,649,9 0,03

IMC (kg/m?)

Média + dp 25,41+4,2 28,2+4,6 0,018 26,1+4,5 24,5+3,4 0,393

Plaquetas(mm?®)

Média + dp 223,6452,2 21214495 0,41 228,24¢52,1 206+46,3 0,461

ALT (xLSN)

Média + dp 2+1,4 2,7+1,8 0,08 2,1£1,5 2,4+1,5 0,647

AST (XLSN)

Média + dp 1,5+0,9 1,9+0,9 0,105 1,61 1,7+0,9 0,826

APRI

Média + dp 0,7+0,6 0,9+0,4 0,299 0,7+0,6 0,8+0,3 0,942

Glicemia mg/dl)

Média + dp 87,5+21,3 90,8+10,6 0,524 88,1+19,9  90,5+14,2 0,774

Colest. (mg/dl)

Média + dp 169,7+34 147,947 0,032 168,2+35,7 122,5+44,8 0,004

HDL-col (mg/dl)

Média + dp 51,5+14,4  43,3x14,7 0,037 50,9+14,5 34,5+9,5 0,008

Triglic. (mg/dl)

Média + dp 97,3+£38,1 99,5+47,8 0,835 98,6£39,8 87,1146,9 0,504

* ANOVA

Abreviagdes: n: numero de casos; IMC: indice de massa corpoérea; ALT: alanina
aminotransferase; AST: aspartato aminotransferase; xLSN: limite superior a normalidade;
HDL: lipoproteinas de alta densidade; Triglic.: triglicéride.

Na fibrose perivenular e fibrose perissinusoidal, agrupadas em 0-1
(ausente ou leve) a 2-4 (presenca de graus moderados a muito acentuados),
graus leves foram encontrados em 70 (86,4%) e 74 (91,4%) pacientes,
respectivamente. Valores de glicemia foram significativamente mais
elevados em graus moderados a grave de fibrose perivenular (102,73 £ 44,7

versus 86,01 + 10,6; p= 0,007) e fibrose perissinusoidal (109,14 + 56,5
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versus 86,31 £ 10,4; p= 0,002), enquanto menores determinagdes séricas de
HDL-colesterol também estiveram associadas a fibrose perissinusoidal graus
2-4 (38,57 = 11,7 versus 50,76 * 14,7; p= 0,036). Ainda em relacao a fibrose
perivenular, uma tendéncia a significancia foi observada em valores mais
elevados de AST e APRI (2,17 + 0,8 versus 1,57 + 1; p= 0,059 e 1,1 £ 0,5
versus 0,74 *+ 0,64; p= 0,083). Outras variaveis de interesse, como idade,
IMC, ALT, plaquetas, colesterol total e triglicéride ndo alcancaram diferencga

estatisticamente significativa (tabela 11) (figuras 3 e 4).

Tabela 11 - Dados clinicos e laboratoriais relacionados a diferentes
graus de fibrose perivenular e fibrose perissinusoidal

Dados FIBROSE FIBROSE

. PERIVENULAR *p- PERISSINUSOIDAL *p-
Clinicos e valor valor
Laboratorlals 0-1 (n=70) 2-4 (n=11) 0-1 (n=74) 2-4 (n=7)
Idade (anos)
Média + dp 38,2+11,5 39+10,8 0,811 38,2+11,7 3946 0,87
IMC (kg/m?)
Média + dp 25,8+4,7 27124 0,408 25,8+4,6 27,7+2,2 0,294
Plaquetas(mm?®)
Média + dp 222,8451,1 209,6+55,8 0,432 221,9+50,6 211,4+64,3 0,608
ALT (XLSN)
Média = dp 2,11,6 2,813 0,156 2,115 2,9+1,6 0,201
AST (XLSN)
Média + dp 1,5¢1 2,1+0,8 0,059 1,6+0,9 2,1+0,9 0,18
APRI
Média + dp 0,7+0,6 1,1£0,5 0,083 0,7+0,6 1£0,6 0,184
Glicemia mg/dl)
Média + dp 86+10,5 102,7+44,7 0,007 86,1+10,4 109,4t56,4 0,002
Colest. (mg/dl)
Média + dp 166,4+37,3 154,8442,9 0,349 166,9+37,0 142,5+44,9 0,105
HDL-col (mg/dl)
Média + dp 50,6+14,5 43,4154 0,133 50,7+146  38,5+11,7 0,036
Triglic. (mg/dl)
Média + dp 98,1+41,5 95,6+31,1 0,849  98%40,7 94,8+36,3 0,841
* ANOVA

Abreviagdes: n: numero de casos; IMC: indice de massa corpoérea; ALT: alanina
aminotransferase; AST: aspartato aminotransferase; xLSN: limite superior a normalidade;
HDL: lipoproteinas de alta densidade; Triglic.: triglicéride.
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Figura 3- Caso n° 64 — Hepatite cronica associada a esteato-hepatite
ndo alcodlica com alteragao estrutural grau 2: fibrose
centrolobular grau 2 e fibrose perissinusoidal grau 2

(Coloragao: picrosirius, aumento original de 100 x)

Figura 4- Caso n° 42 — Hepatite cronica associada a esteato-hepatite
nao alcodlica com alteragao estrutural grau 3: fibrose
centrolobular e perissinusoidal grau 2 (Coloragao:

hematoxilina-eosina, aumento original de 200 x)
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Os corpusculos de Mallory-Denk foram agrupados como presentes ou
ausentes (1-2 versus 0), estando ausentes em 87,7% dos pacientes (Figura
5). Os valores de plaquetas foram significativamente menores na presenca
de corpusculos hialinos de Mallory-Denk (190,8 + 47 versus 225,34 + 51,1;
p= 0,047), enquanto uma tendéncia a significancia foi observada com
valores mais elevados de APRI (1,13 £ 0,8 versus 0,74 = 0,6; p= 0,07),
menores valores de colesterol total (145,9 + 58,7 versus 167,55 + 34; p=
0,093) e menores valores de HDL-colesterol (41,4 £+ 16,4 versus 50,87 *
14,3; p= 0,057). Acentuada balonizacdo esteve associada ao IMC mais
elevado (27,83 + 5,1 versus 25,49 + 4,2; p= 0,047), maiores valores de ALT
e AST (3,13 + 2 versus 1,92 £ 1,3; p= 0,003 e 2,49 + 1,4 versus 1,4 £ 0,6; p
<0,001, respectivamente) e maior indice de APRI (1,27 £ 1 versus 0,64 +
0,4; p <0,001) (Figura 6). Tendéncia a significancia esteve associada a
acentuada balonizagdo e menores valores de HDL-colesterol (44,68 + 15,4
versus 51,24 + 14,4; p= 0,091). Nao houve significancia estatistica quando
avaliados os parametros de idade, plaquetas, glicemia, colesterol total e
triglicéride (tabela 12).

Avaliada a pseudoinclusdo nuclear de glicogénio, este achado esteve
presente em 27,2% dos pacientes. Na presenca de vacuolagdo nuclear,
somente os valores de glicemia foram significativamente maiores (95,68 +
32,6 versus 85,53 £ 10,5; p= 0,036). O acumulo de ferro localizado nos
hepatécitos e/ou nas células de Kupffer foi minimo, encontrado em dois e
quatro pacientes, respectivamente, e insuficiente para a analise estatistica.

Na presenca de reagao ductular, dois parametros foram estatisticamente
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significantes, sendo eles, o indice mais elevado de APRI e valores mais
elevados de AST (1,2 + 1,16 versus 0,71 + 0,45 e 2,13 + 1,43 versus 1,56 +

0,87, respectivamente).

Tabela 12 - Dados clinicos e laboratoriais relacionados a diferentes
graus de balonizagao e corpusculos hialinos de Mallory-
Denk

Dados Clinicos BALONIZAGAO . C. HIAL. MAL.-DENK

o p- p-
e Laboratoriais 0-1 (n=62) 2 (n=19) valor (n=71) 1-2 (n=10) valor

Idade (anos)

Média + dp 37,7¢11,1 40,3123 0,385 38,1+11,3 39,8%12,1 0,663
IMC (kg/m?)

Média + dp 25,4142 27,815 0,047 25,844,5 27,641 0,232
Plaquetas(mm?®)

Média + dp 224,6+49,9 209,5+56,4 0,267 225,3+51 190,847 0,047
ALT (XLSN)

Média + dp 1,9+1,3 3,119 0,003 2,1+1,5 2,611,5 0,315
AST (xLSN)

Média + dp 1,4+0,6 2,4+1,3  <0,001 1,5+0,9 2+1 0,158
APRI

Média + dp 0,6+0,3 1,2¢0,9 <0,001 0,7+0,6 1,1£0,7 0,07
Glicemia mg/dl)

Média + dp 88+21,5 88,95+10,5 0,867 87,6+20,1 93,1#13,7 0,407
Colest. (mg/dl)

Média + dp 168,6£33,4 152,4+49,5 0,104 167,5+34 1459+58,6 0,093
HDL-col (mg/dl)

Média + dp 51,2414,3 44,6153 0,091 50,8+14,2 41,4+16,4 0,057
Triglic. (mg/dl)

Média + dp 100,2441,5 89,7+35,1 0,32 96,5+40,4 106,9+39,1 0,448
* ANOVA

Abreviagdes: n: numero de casos; C.hial.Mal.-Denk: corpos hialinos de Mallory-Denk; IMC:
indice de massa corpérea; ALT: alanina aminotransferase; AST: aspartato
aminotransferase; xLSN: limite superior a normalidade; HDL: lipoproteinas de alta
densidade; Triglic.: triglicéride.
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Figura 5- Caso n° 34 — Hepatite cronica associada a esteato-hepatite
nao alcodlica com alteragao estrutural grau 2: corpusculos
hialinos de Mallory-Denk grau 2 (Coloragao: hematoxilina-
eosina, aumento original de 400 x)

Figura 6- Caso n° 19 — Hepatite cronica associada a esteato-hepatite
ndo alcodlica com alteragao estrutural grau 2: esteatose
macrovacuolar e microvacuolar grau 1, balonizagao
hepatocelular grau 2 e corpusculos hialinos de Mallory-
Denk grau 2 (Coloragao: hematoxilina-eosina, aumento

original de 400 x)
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5.3 Avaliacado do desenvolvimento da fibrose perivenular e

perissinusoidal e associagdo com a glicemia de jejum

Nao houve diferenca estatisticamente significativa na presenga de
fibrose perivenular moderada a grave em relagao aos valores de glicemia de

jejum e a presenga ou nao de esteatose, como demonstrado na tabela 13.

Tabela 13 - Graduagao de esteatose macrovacuolar correlacionada a
diferentes graduagoes de fibrose perivenular e niveis de

glicemia
GLICEMIA ESTEATOSE ESTEATOSE
MACROVACUOLAR MACROVACUOLAR
0 1A3

FIBROSE
PERIVENULAR 0 A1
Média £ dp 83,58 + 10,04 90,4 + 10,32
N 45 25
FIBROSE
PERIVENULAR 2 A4
Média = dp 850 104,5 + 46,73
N 1 10

* ANOVA : p=0,53
N: numero de casos; dp: Desvio-padrao

Nao foi possivel analisar a interacao entre niveis séricos de glicemia
de jejum e diferentes graduacdes de fibrose perissinusoidal e presenca ou
nao de esteatose por nao ter havido pacientes com fibrose perissinusoidal

de grau 0 a 1 na auséncia de esteatose (tabela 14).
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Tabela 14 - Graduagcao de esteatose macrovacuolar correlacionada a
diferentes graduagodes de fibrose perissinusoidal e niveis

de glicemia
GLICEMIA ESTEATOSE ESTEATOSE
MACROVACUOLAR MACROVACUOLAR
0 1A3

FIBROSE
PERISSINUSOIDAL 0A 1
Média * dp 83,61+ 9,93 90,75 + 9,82
N 46 28
FIBROSE
PERISSINUSOIDAL 2A 4
N

* ANOVA : nao calculado; numero insuficiente para analise.
N: numero de casos; dp: Desvio-padrao; -: Nao existente.

5.4 Fatores associados a maiores alteragbes de parametros
histopatolégicos

Utilizando a regresséo logistica simples, graus de fibrose maior ou
igual a 2 estiveram associados a indicag&o de tratamento antiviral [OR 43,12
(95% IC 11,32-164,31); p <0,001]. Foi observada tendéncia a significancia
para as variaveis de alteracdo glicémica e perfil lipidico da sindrome
metabdlica [OR 9,22 (95% IC 0,98-87,04); p= 0,052] e OR 2,47 (95% IC
0,96-6,37); p= 0,06. Na analise de regressao logistica multipla, com método
de selegao forward, somente a indicacdo de tratamento antiviral esteve
associada ao grau de fibrose maior ou igual a 2 [OR 43,12 (95% IC 11,32-

164,31); p < 0,001].
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Indicacdo de tratamento antiviral esteve associada a graus 3-4 de
atividade inflamatdria portal e septal na andlise de regressado logistica
simples e multipla [OR 4,71 (95% IC 1,48-14,91); p= 0,008].

Na analise univariada da atividade periportal, graus intensos
estiveram associados ao IMC = 25 [OR 2,97 (95% IC 1,15-7,69); p= 0,025] e
indicagdo de tratamento antiviral [OR 11,61 (95% IC 2,5-53,93); p= 0,001],
com tendéncia a significancia para a variavel gendétipo 3 [OR 7,07 (95% IC
0,86-57,94); p= 0,069] e idade = 45 anos [OR 2,79 (95% IC 0,91-8,5); p=
0,071]. No modelo de regressao logistica multiplo com adi¢cao forward, o
genodtipo 3 [OR 8,78 (95% IC 1,02-75,91); p= 0,048] e indicagcao de
tratamento antiviral [OR 12,84 (95% IC 2,71-60,83); p= 0,001] foram
independentemente associados a atividade peri-portal severa.

O numero de pacientes com atividade parenquimatosa grave foi
pequeno, com apenas cinco pessoas nos graus 3-4, insuficientes para a
analise estatistica.

Na tabela 15, consta a analise univariada da presencga de esteatose
macrovacuolar com comprometimento em mais de 33% dos hepatdcitos.
Observou-se que os fatores associados foram IMC = 25 [OR 6,25 (95% IC
1,64-23,76); p= 0,007], indicagao de tratamento antiviral [OR 3,38 (95% IC
1,14-9,99); p= 0,027] e perfil lipidico da sindrome metabdlica [OR 3,25 (95%
IC 1,08-9,8); p= 0,036]. Houve tendéncia a associacdo na presenga do
gendtipo 3 [OR 3,08 (95% 0,84-11,25); p= 0,089]. Somente o IMC
permaneceu independentemente associado a esteatose macrovacuolar na

analise multivariada. A amostra do grupo de esteatose microvacuolar foi
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muito pequena, presente em apenas seis pacientes, impossibilitando a

analise estatistica.

Tabela 15 - Analise univariada dos fatores clinicos e laboratoriais
associados a esteatose macrovacuolar

Variavel OR IC 95% p-valor

Sexo 1,41 0,47-4,23 0,544
Passado de alcool 2,15 0,74-6,24 0,16
Idade (< 45 ou 2 45) 1,16 0,38-3,54 0,798
Indicagao de tratamento

(sim ou nao) 3,38 1,14-9,99 0,028
Genoétipo (3 vs 1 e 2) 3,08 0,84-11,25 0,09
IMC (2 25 vs < 25) 6,25 1,64-23,76 0,007
Alteracao glicémica 0,87 0,09-8,29 0,901
Dislipidemia 3,25 1,08-9,8 0,036
APRI (2 1.5 vs <1.5) 0,37 0,26-8,18 0,673

OR- Odds ratio; IC 95% - Intervalo de confianga de 95%; vs- versus.

Na presenca de corpos hialinos de Mallory-Denk, o indice de APRI =
1,5 esteve associado na analise univariada [OR 7,18 (95% IC 1,33-38,8); p=
0,022]. Houve tendéncia a significancia nos seguintes parametros: indicagao
de tratamento antiviral [OR 3,57 (95% IC 0,91-13,97); p= 0,067]; IMC = 25
[OR 4,11 (95% IC 0,82-20,74); p= 0,086]; alteragao glicémica [OR 5,67 (95%
IC 0,82-39,17); p= 0,079] e perfil lipidico da sindrome metabdlica [OR 3,38
(95% IC 0,81-14,16); p= 0,095]. No teste de regressao logistica multipla, os
parametros de alteragao glicémica [OR 8,53 (95% IC 1,15-63,52); p= 0,036]
e APRI =2 1,5 [OR 9,60 (95% IC 1,67-55,35); p= 0,011] permaneceram
independentemente associados aos corpos hialinos de Mallory-Denk (tabela

16).
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Tabela 16 - Analise multivariada dos fatores clinicos e laboratoriais
associados a presencga de corpusculos hialinos de Mallory-
Denk

Variavel OR IC 95% p-valor

Constant - - 0,000
Alteragao glicémica 8,53 1,15-63,52 0,036
APRI (21,5vs <1,5) 9,60 1,67-55,35 0,011

OR- Odds ratio; IC 95% - Intervalo de confianga de 95%; vs- versus.

Na andlise wunivariada e multivariada relacionando fatores
independentes a fibrose perivenular, pacientes com perfil lipidico para a
sindrome metabdlica apresentam chances 7,17 vezes maiores de ter fibrose
perivenular graus 2-4 do que os pacientes sem dislipidemia [OR 7,17 (95%
IC 1,44-35,71); p= 0,016], com tendéncia a significancia nos pacientes com
IMC = 25 [OR 4,76 (95% IC 0,96-23,65); p= 0,056] na analise univariada

(tabela 17).

Tabela 17 - Analise multivariada dos fatores clinicos e laboratoriais
associados a fibrose perivenular

Variavel OR IC 95% p-valor
Constant - - 0,000
Dislipidemia 7,17 1,44-35,71 0,016

OR- Odds ratio; IC 95% - Intervalo de confianga de 95%.

Com relagcao a fibrose perissinusoidal, na analise univariada foi
significativa a presenga de alteragdo glicémica [OR 9,47 (95% IC 1,27-
70,36); p= 0,028], com tendéncia a significancia o indice de APRI = 1,5 [OR
5,52 (95% IC 0,85-35,97; p= 0,074]. Na analise multivariada, nenhum fator

esteve independentemente associado a graus 2-4 de fibrose perissinusoidal.
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Avaliando a influéncia da balonizagcdo acentuada, varios foram os
fatores significativos na analise univariada: gendétipo 3 [OR 4,31 (95% IC
1,19-15,53; p= 0,025], indicacdo de tratamento antiviral [OR 3,95 (95% IC
1,35-11,57; p= 0,012], IMC = 25 [OR 4,55 (95% IC 1,36-15,29); p= 0,014] e
APRI = 1,5 [OR 10,71 (95% IC 1,88-61,04); p= 0,007]. Houve tendéncia a
significancia a presencga de dislipidemia [OR 2,71 (95% IC 0,94-7,86); p=
0,065]. Na regressao logistica multipla, os fatores que permaneceram
independentemente associados foram o genétipo 3 [OR 4,81 (95% IC 1,13-
20,51); p= 0,033], a indicacao de tratamento antiviral [OR 4,04 (95% IC 1,22-
13,34); p= 0,022] e o indice de APRI = 1,5 [OR 8,59 (95% IC 1,32-56,02); p=
0,024].

Na presenca de vacuolagdo nuclear, somente o IMC = 25 esteve
associado na analise univariada e multivariada [OR 4,32 (95% IC 1,41-
13,25); p= 0,01]. Quando analisada a reag¢ao ductular, os fatores associados
na analise univariada foram o gendtipo 3 [OR 5,45 (95% IC 1,39-21,3); p=
0,015], indicagédo de tratamento antiviral [OR 6,25 (95% IC 1,71-22,82); p=
0,006] e a presenca de perfil lipidico da sindrome metabdlica [OR 5,38 (95%
IC 0,39-13,32); p= 0,017]. Na analise de regressao multipla, esses mesmos
fatores permaneceram independentemente associados, com Odds Ratio de
10,85 para o gendtipo 3 (95% IC 1,92-61,22; p= 0,007), OR de 9,25 para
indicacao de tratamento antiviral (95% IC 1,86-46; p= 0,007) e OR de 7,02
para o perfil lipidico da sindrome metabdlica (95% IC 1,31-37,52; p= 0,023).

O numero de pacientes com depdsito de ferro nos hepatécitos e nas

células de Kupffer foi pequeno e insuficiente para a analise estatistica.
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5.5 Caracterizacao dos pacientes com esteatose e hepatite cronica
pelo virus C

Trinta e cinco pacientes da amostra (43,2%) apresentavam esteatose
macrovacuolar. Avaliando o gendtipo viral, a prevaléncia de esteatose foi
significativamente diferente (p= 0,002), ocorrendo com maior frequéncia no

gendtipo 3 em relagao aos gendtipos 1 e 2 (tabela 18).

Tabela 18 - Prevaléncia de gendtipo viral nos 81 pacientes com ou sem
esteatose macrovacuolar

ESTEATOSE GENOTIPO VIRAL
MACROVACUOLAR 1e 2 3
N (%) N (%)
0 44 (63,8%) 2 (16,7%)
1A4 25(36,2%) 10 (83,3%)
TOTAL 69 12

Teste x°: p- valor: 0,002
Abreviacao: N: Numero de casos

A esteatose nao esteve associada ao sexo (p= 0,704), idade (p=
0,286) e indice de APRI (p= 0,115). Na avaliacdo dos critérios para a
sindrome metabdlica, a presengca de esteatose ndo esteve associada a
hipertensao arterial (p= 0,247), porém com tendéncia a significancia para a
alteracao glicémica (p= 0,086) e significativamente associada ao perfil
lipidico da sindrome metabdlica (p= 0,004).

A esteatose foi detectada em maior percentagem nos pacientes com

sobrepeso e obesidade (60,5%) em comparagdo com o indice de massa
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corporea menor que 25 (23,7%) (p= 0,001). Considerando a presenga de
esteatose macrovacuolar com acometimento igual ou acima de 5% dos
hepatdcitos, a média de IMC foi significativamente maior nesses individuos
(27,63 + 4,48 versus 24,83 * 4,18; p= 0,005), assim como os valores mais
elevados de glicemia de jejum (94,43 + 26,36 versus 83,61 + 9,93; p= 0,012)
e menores valores séricos de HDL-colesterol (45,23 £ 13,88 versus 53,11 +

14,7; p= 0,017) (tabela 19).

Tabela 19 - Prevaléncia de esteatose macrovacuolar nos 81 pacientes
em relagao ao IMC

ESTEATOSE IMC
MACROVACUOLAR <25 > 25
N (%) N (%)
0 29 (76,3%) 17 (39,5%)
1A4 9(23,7%) 26 (60,5%)
TOTAL 38 43

Teste «°: p- valor: 0,001
Abreviagdes: IMC: Indice de massa corpérea; N: numero de casos

Como demonstrado na tabela 20, a indicagdo de tratamento antiviral
apos a primeira bidpsia foi mais prevalente nos pacientes com esteatose
associada a hepatite crénica pelo virus C em comparagdo com os pacientes

sem esteatose (63% versus 37%) (p= 0,01).



Tabela 20 - Indicagao de tratamento antiviral nos 81 pacientes em
relagcao a presenga ou auséncia de esteatose
macrovacuolar

ESTEATOSE NAO
MACROVACUOLAR TRATAMENTO TRATAMENTO
N (%) N (%)
0 36 (66,7%) 10 (37%)
1A4 18 (33,3%) 17 (63%)
TOTAL 54 27

Teste «°: p- valor: 0,01
Abreviagao: N: niumero de casos

5.6 Caracterizagao dos pacientes com esteato-hepatite e hepatite
cronica pelo virus C

A esteato-hepatite ndo alcodlica (EHNA) esteve presente em 21
(25,9%) pacientes. A EHNA foi significativamente mais prevalente no
genotipo 3 em comparagéo aos genotipos 1 e 2 (p= 0,01) (tabela 21) (figuras

7 e 8).

Tabela 21 - Prevaléncia de gendtipo viral nos 81 pacientes com ou sem
esteato-hepatite associada

ESTEATO-HEPATITE GENOTIPO VIRAL
1e 2 3
N (%) N (%)
AUSENTE 55 (79,7%) 5 (41,7%)
PRESENTE 14 (20,3%) 7 (58,3%)
TOTAL 69 12

Teste exato de Fisher: p- valor: 0,01
Abreviagao: N: Numero de casos.
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Nao houve associacao da presenca de EHNA com o sexo (p= 1,00), a
idade (p= 0,422) e indice de APRI (p= 0,368). Maior percentual de EHNA foi
observado nos pacientes com IMC = 25 (39,5%) em comparagao com IMC <
25 (10,5%), como demonstrado na tabela 22.

Tabela 22 - Prevaléncia de esteato-hepatite nos 81 pacientes em
relagao ao IMC

ESTEATO-HEPATITE IMC
<25 > 25
N (%) N (%)
AUSENTE 34 (89,5%) 26 (60,5%)
PRESENTE 4 (10,5%) 17 (39,5%)
TOTAL 38 43

Teste exato de Fisher: p- valor: 0,005
Abreviagdes: IMC: Indice de massa corpérea; N: nUmero de casos

Avaliando os critérios para a sindrome metabdlica, a EHNA nao
esteve associada a hipertensao arterial (p= 0,176) nem a alteragao glicémica
(p=0,107), porém esteve associada ao perfil lipidico da sindrome metabdlica
(p=0,022) (tabela 23).

Tabela 23 - Prevaléncia de esteato-hepatite nos 81 pacientes em
relagao a presenga ou auséncia de dislipidemia

ESTEATO-HEPATITE DISLIPIDEMIA
AUSENTE  PRESENTE
N (%) N (%)
AUSENTE 38 (84,4%) 22 (61,1%)
PRESENTE 7 (15,6%) 14 (38,9%)
TOTAL 45 36

Teste exato de Fisher: p- valor: 0,022
Abreviacao: N: Numero de casos.



86

Figura 7- Caso n° 64 — Hepatite cronica associada a esteato-hepatite
ndo alcodlica com alteragao estrutural grau 2: infiltrado
inflamatério portal grau 2, atividade periportal grau 2,
atividade parenquimatosa grau 2, esteatose macrovacuolar
grau 2, balonizagdao hepatocelular grau 2 (Coloragao:
hematoxilina-eosina, aumento original de 100 x)

Figura 8- Caso n° 64 — Hepatite cronica associada a esteato-hepatite
ndo alcodlica: esteatose macrovacuolar grau 2, esteatose
microvacuolar grau 1, balonizagdo hepatocelular grau 2
(Coloragao: hematoxilina-eosina, aumento original de 200 x)
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Na analise das variaveis de interesse, na presenga de esteato-
hepatite ndo alcodlica, a média de IMC foi significativamente maior nesses
pacientes (28,13 = 4,87 versus 25,31 £ 4,17; p= 0,012), assim como os
valores médios de glicemia de jejum (98,24 + 32,79 versus 84,8 £ 10,15; p=
0,006). Foram observados menores valores de colesterol total (146,62 +
48,06 versus 171,27 + 32,01; p= 0,01) e HDL-colesterol (43,29 + 13,91
versus 51,95 + 14,54; p=0,02).

Dos 27 pacientes com indicacdo de tratamento antiviral apos a
primeira bidpsia, 13 apresentavam esteato-hepatite ndo alcodlica associada
(48,1%), conforme sumarizado na Tabela 24. Em contrapartida, nos 54
pacientes sem indicagcdo de tratamento, 46 (85,2%) nado tinham EHNA

associada, detectada em apenas oito pacientes (14,8%).

Tabela 24 - Indicagao de tratamento antiviral nos 81 pacientes em
relagao a presenga ou auséncia de esteato-hepatite

ESTEATO-HEPATITE NAO
TRATAMENTO TRATAMENTO
N (%) N (%)
AUSENTE 46 (85,2%) 14 (51,9%)
PRESENTE 8 (14,8%) 13 (48,1%)
TOTAL 54 27

Teste «°: p- valor: 0,002
Abreviacao: N: Numero de casos.
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5.7 Fatores associados a progressao da fibrose em bidpsias seriadas

Nao houve relacao significativa entre progressdo da fibrose e sexo
(p= 0,099), consumo prévio de alcool (p= 0,2), gendtipo viral (p= 0,745),
idade (p= 0,099) ou indice de APRI (p= 0,445).

Foi realizada a avaliagcao da progressao da fibrose em comparagao a
indicacdo ou nao de tratamento apds a primeira bidpsia. Em metade dos 54
pacientes sem indicacdo de tratamento, constatou-se aumento maior ou
igual a 1 na graduagao da fibrose. No grupo submetido ao tratamento, nao
houve progressao da fibrose em 17/27 (63%), progressdo que evoluiu para
10/27 (37%), sem diferencga estatistica.

Considerando os trés grupos — sem esteatose, esteatose pura e
esteato-hepatite ndo alcodlica —, avaliamos a progressdo da fibrose nos
pacientes submetidos ou ndo ao tratamento. No grupo de pacientes nao
tratados, ndao houve diferenca estatistica entre os grupos histopatolédgicos e
progressao da fibrose (p=1,00), ou mesmo quando considerado os grupos
isoladamente. Os dados encontram-se na tabela 25. Nos pacientes tratados,
nao houve relagao significativa entre os grupos e a progressao da fibrose
(p=0,37) (tabela 26). Além disso, ndao houve relacdo significativa entre

progressao da fibrose para nenhum dos grupos isoladamente.
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Tabela 25 - Progressao da fibrose nos pacientes sem indicagao de
tratamento nos grupos sem esteatose, com esteatose e
com esteato-hepatite associada

GRUPOS I e O
progressdo da fibrose
Sem esteatose 18 (66,7%) 18 (66,7%) 36 (66,7%)
Esteatose pura 5(18,5%) 5(18,5%) 10(18,5%)
Esteatohepatite 4 (14,8%) 4 (14,8%) 8 (14,8%)
Total 27 27 54

Teste % p-valor=1
* Definida como piora do escore de fibrose = 1

Tabela 26 - Progressao da fibrose nos pacientes submetidos ao
tratamento nos grupos sem esteatose, com esteatose e
com esteato-hepatite associada

GRUPOS I e O
progressdo da fibrose
Sem esteatose 8 (47,1%) 2 (20%) 10 (37%)
Esteatose pura 2 (11,8%) 2 (20%) 4 (14,8%)
Esteatohepatite 7 (41,2%) 6 (60%) 13 (48,1%)
Total 17 10 27

Teste % p-valor = 0,37
* Definida como piora do escore de fibrose = 1

Analisando os fatores associados a sindrome metabdlica, ndo houve
relacdo significativa entre progressao da fibrose e IMC (p= 0,103) ou
alteracao glicémica (p= 1,0). Como demonstrado na tabela 27, a presenca
de perfil lipidico da sindrome metabdlica foi o Unico parametro associado a

progressao da fibrose (p= 0,013).
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Tabela 27 - Progressao da fibrose em relagdao ao perfil lipidico da

sindrome metabdlica

Perfil Lipidico da Sindrome
Metabodlica Total
Ausente Presente

Progressao da
Fibrose*

Ausente (<1) 30 (66,7%) 14 (38,9%) 44 (54,3%)
Presente (21) 15 (33,3%) 22 (61,1%) 37 (45,7%)

Total 45 36 81

Teste n%: p-valor = 0,0126
* Definida como piora do escore de fibrose = 1

A presenga de esteato-hepatite ndo esteve associada a progressao

da fibrose (p= 0,836) (tabela 28).

Tabela 28 - Progressao da fibrose em relagdo a presenga de esteato-

hepatite
Progressao Esteato-hepatite Total
da Fibrose Nao Sim
Ausente (<1) 33 (55%) 11 (52,4%) 44 (54,3%)
Presente (21) 27 (45%) 10 (47,6%) 37 (45,7%)
Total 60 21 81

Teste x 2 p-valor = 0,8357
* Definida como piora do escore de fibrose = 1
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5.8 Estudo comparativo entre os grupos com hepatite crénica pelo
virus C (HCVC) sem esteatose, HCVC associada a esteatose e HCVC
associada com EHNA

Nos 79 pacientes, divididos entre os trés grupos, nao foi demonstrada
associagao com idade (p= 0,594) e sexo (p= 0,966).

Na avaliacdo dos grupos, tendo como variavel o genétipo viral, o
gendtipo 3 foi significativamente mais prevalente nos pacientes com hepatite
cronica pelo virus C associado a esteato-hepatite (58,3%), em comparacao
com o grupo sem esteatose (16,7%) ou ao grupo com esteatose (25%). Nos
67 pacientes com genotipo 1, a prevaléncia de esteato-hepatite foi de 20,9%,
em comparagado a 13,4% de esteatose pura e 65,7% sem esteatose. Os

dados encontram-se sumarizados no grafico 2.

Grafico 2 - Distribuicdo dos gendtipos 1 e 3 do virus C nos 79
pacientes de acordo com os grupos sem esteatose, com
esteatose pura e com esteato-hepatite associada
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Teste exato de Fisher: p-valor: 0,002
n= numero de casos
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No grupo HCVC + EHNA, houve associagdo com sobrepeso ou
obesidade (p= 0,003). Do total de 41 pacientes com IMC = 25, 41,5%
apresentavam esteato-hepatite, achado histolégico que foi observado em
apenas 4/38 pacientes com IMC < 25 (10,5%). Houve relagao significativa
entre HCVC associado a EHNA e o perfil lipidico da sindrome metabdlica
(p= 0,018); a esteato-hepatite foi prevalente em 41,2% e em 15,6% dos

pacientes com e sem dislipidemia, respectivamente (graficos 3 e 4).

Graficos 3 e 4 - Distribuicdo do IMC e perfil lipidico da sindrome
metabodlica nos 79 pacientes de acordo com os
grupos sem esteatose, com esteatose pura e com
esteato-hepatite associada
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Como demonstrado no grafico 5, a indicagao de tratamento antiviral
esteve associada ao grupo HCVC + EHNA, em relacdo aos demais grupos
(p= 0,006). Nos 52 pacientes sem indicagdo de tratamento antiviral, 36
(69,2%) pertenciam ao grupo sem esteatose, 8 (15,4%) apresentavam

esteatose pura e 8 (15,4%), esteato-hepatite.

Grafico 5 - Indicacao de tratamento nos 79 pacientes de acordo com os
grupos sem esteatose, com esteatose pura e com esteato-
hepatite associada
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Nao tratamento Tratamento

Indicagéo de tratamento

Teste w% p- valor: 0,006
n= ndmero de casos

Na analise comparativa entre os diferentes grupos e os valores
médios de IMC, glicemia de jejum, colesterol total, HDL-colesterol e
triglicérides, houve diferenga significativa. Observaram-se no grupo de
HCVC associada a EHNA valores mais elevados de IMC (28,13 = 4,87
versus 24,83 + 4,18; p= 0,016) e de glicemia de jejum (98,24 + 32,79 versus
83,61 £ 9,93; p= 0,015) em comparagao ao grupo sem esteatose. Menores

valores de colesterol total (146,62 + 48,06 versus 170,5 £ 31,51; p= 0,05) e
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HDL-colesterol (43,28 + 13,91 versus 53,11 = 14,7; p= 0,034) foram
observados no grupo HCVC + EHNA em relagdo ao grupo sem esteatose,
enquanto nao houve significancia estatistica quando avaliados os niveis de

triglicéride (98,38 + 44,45 versus 96,04 + 41,24; p= 0,794).

5.9 Estudo comparativo dos 79 pacientes com genétipos 1 e 3 entre os
grupos hepatite crénica pelo virus C (HCVC), hepatite cronica pelo
virus C associada a esteatose (HCVC com esteatose) e hepatite cronica
pelo virus C associada com esteato-hepatite ndo alcodlica (HCVC com
EHNA), considerando o grau de fibrose a bidpsia inicial

Nos 79 pacientes, divididos entre os trés grupos, nao foi demonstrada
associagao com a presencga do perfil lipidico (p= NS).

Houve relagao significativa entre alteragdo estrutural de grau = 2 e
hepatite cronica associada a esteato-hepatite em pacientes com gendtipo 1.
Como demonstrado no grafico 6, dos catorze pacientes com HCVC gendtipo
1 associado a EHNA, onze (78,6%) apresentavam estagio de fibrose grau =
2, enquanto somente trés (21,4%) tinham fibrose de grau 0 a 1. Nos sete
pacientes com HCVC gendtipo 3 associado a EHNA, trés pacientes (42,9%)
tinham estagio de fibrose com graduacdo = 2. Na auséncia de esteatose,
fibrose de graduacdo 0 a 1 foi o achado em 37 dos 44 pacientes com

genotipo 1 (84,1%) e fibrose maior ou igual a 2 em apenas 7/44 (15,9%).
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Grafico 6 - Distribuicao de fibrose grau 0-1 e grau 2-4 nos 67 pacientes
com gendtipo 1, de acordo com os grupos sem esteatose,
com esteatose pura e com esteato-hepatite associada
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hepatite

Teste w% p-valor < 0,001
n= numero de casos

Nos pacientes com idade inferior a 45 anos, menor estadiamento de
fibrose foi observado nos pacientes sem esteatose (85,3%). A prevaléncia
de estagios de fibrose maior ou igual a 2 foi progressivamente crescente no
grupo de pacientes com HCVC associada a esteatose (37,5%), alcangando
significancia estatistica no grupo HCVC + EHNA (61,5%; p= 0,006). Em
pacientes com idade igual ou superior a 45 anos, percentual crescente na
prevaléncia de fibrose 2 2 também foi observado, sendo 25% no grupo sem
esteatose, 50% no grupo com esteatose e 75% no grupo com esteato-
hepatite associada, porém com tendéncia a significancia apenas no ultimo

grupo (p= 0,088) (grafico 7).
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Grafico 7 - Distribuicao de fibrose grau 0-1 e grau 2-4 nos 55 pacientes
com faixa etaria menor que 45 anos, de acordo com os
grupos sem esteatose, com esteatose pura e com esteato-
hepatite associada
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Estagio de fibrose = 2 foi mais prevalente no grupo HCVC + EHNA,
independentemente do sexo. Em pacientes do sexo feminino, observou-se
prevaléncia de 15,8% de fibrose grau 2 a 4 no grupo sem esteatose,
atingindo 62,5% no grupo associado com esteato-hepatite. Analisando o
sexo masculino, houve prevaléncia de 18,5% no grupo sem esteatose,
28,6% no grupo HCVC + esteatose e 69,2% no grupo HCVC + EHNA. Os

dados estdo sumarizados nos graficos 8 e 9.
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Graficos 8 e 9 - Distribuicao de fibrose grau 0-1 e grau 2-4 nos 32
pacientes do sexo feminino (F) e 47 pacientes do
sexo masculino (M), de acordo com os grupos sem
esteatose, com esteatose pura e com esteato-hepatite

associada
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Sobrepeso ou obesidade estiveram associados a estagios de fibrose
maior ou igual a 2 nos pacientes com hepatite crénica pelo virus C
associado a esteato-hepatite (p= 0,002). Nos pacientes com IMC < 25, a

prevaléncia de fibrose = 2 foi de 20,7% no grupo sem esteatose, de 40% no
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grupo com esteatose pura e de 50% no grupo com esteato-hepatite. Nos
pacientes com IMC = 25, a prevaléncia de fibrose = 2 foi de 11,8% no grupo
sem esteatose, de 42,9% no grupo com esteatose pura, alcancando 70,6%

no grupo com esteato-hepatite (grafico 10).

Grafico 10 - Distribuicao de fibrose grau 0-1 e grau 2-4 nos 79 pacientes
com IMC 2 25, de acordo com os grupos sem esteatose,
com esteatose pura e com esteato-hepatite associada
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A hepatite cronica pelo virus C e a doenga hepatica gordurosa nao
alcodlica sao as principais causas de doenga hepatica cronica na atualidade,
com importante repercussdao no custo social, tendo em vista os recursos
destinados ao atendimento da saude publica. Tal fato justifica a escolha da
casuistica deste estudo, com crescente demanda no Brasil, e a necessidade
de aperfeicoamento para atingir as metas do Sistema Unico de Saude.

Entre os critérios de inclusdao utilizamos, além da confirmagao de
infeccao cronica pelo VHC, os niveis elevados de alanina aminotransferase.
Na histéria natural da infeccdo crénica pelo VHC, 2/3 dos pacientes
apresentam alteragdes flutuantes de ALT (Chindamo et al., 2009). Na
avaliagao histologica de pacientes com ALT normal, predominam alteragdes
histolégicas minimas ou leves, sem excluir, no entanto, achado de hepatite
crbnica com atividade histolégica moderada e cirrose (De Santana et al.,
2005; Okanoue et al., 2005; Sanai et al., 2008). Diferencas relacionadas a
definicdo de ALT considerada como valor normal e o periodo de seguimento
necessario para caracterizar esses pacientes justificam a divergéncia dos
estudos. Controvérsias também existem quando analisada a presenca de
esteatose em pacientes com HCVC e ALT normal, mas ha consenso quanto
ao predominio de esteatose de grau leve (Pereira et al., 2005; Persico et al.,
2006). A inclusdao neste estudo de pacientes com niveis elevados de ALT
justifica-se porque a metodologia empregada impunha a bidpsia inicial como

indispensavel para a sua execucdo. Obedeceu-se a orientagao do consenso
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nacional sobre hepatites virais da SBH, com unanimidade na realizagao da
bidpsia hepatica em pacientes com ALT alterada (SBH, 2005).

Um viés frequentemente observado em estudos histolégicos decorre
de amostra nao representativa do material (Bedossa et al. 2003). Menores
graus de atividade inflamatdria e fibrose sdo detectados em fragmentos com
menos de 1,0cm ou menos de dez espagos-porta (90% dos casos),
ocasionando erro diagnostico (Colloredo et al., 2003). Tornou-se entao
obrigatéria a inclusdo de fragmentos de bidpsias com presenca de dez ou
mais espagos-porta.

De acordo com o consenso da SBH (2005), foram rebiopsiados
pacientes sem indicagao de tratamento no periodo de trés a cinco anos, para
avaliar a necessidade do uso do antiviral. Por outro lado, a inclusao de
pacientes ndo respondedores ao tratamento prévio permitiu proceder a
rebiopsias em periodo até sete anos. Varios estudos tém demonstrado que a
progressao da fibrose nao é linear, sofrendo influéncia de cofatores que
contribuem para a fibrose avangada e/ou sua evolugao; por outro lado, o
tratamento antiviral pode interferir negativamente nessa progresséao (Deuffic-
Burban et al., 2002; McCaughan e George, 2004). Dessa forma, a analise de
biépsias seriadas em periodos superiores a cinco anos nao deve ser
considerada viés possivel de selecgao.

A impossibilidade de diferenciagdo histolégica entre a doenca
hepatica gordurosa alcodlica e a nao alcodlica resulta na dificuldade de
estabelecer um consenso na literatura sobre a quantificagdo de alcool

indicativa de esteatose hepatica. Estudos estimam que doses =
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20g/etanol/dia podem provocar esteatose hepatica, enquanto lesdes
hepatotoxicas mais graves podem ocorrer em doses superiores a 40g/dia
para o sexo masculino e 20-30g/dia no sexo feminino (Angulo et al., 1999;
Brunt et al., 1999; Falck-Ytter et al., 2001; Freitas, 2005). Por outro lado, a
esteatose pode regredir apds duas a seis semanas de abstinéncia (Strauss,
2001; Freitas, 2005). Estudo recente em grandes obesos demonstra que o
consumo leve ou moderado de etanol ndo tem impacto na graduacgao e
atividade histolégica da DHGNA (Cotrim et al., 2009). Portanto, foram
excluidos os pacientes com consumo de etanol = 20 e 40g/dia para o sexo
feminino e masculino, respectivamente, e considerados abstémios os
individuos sem abuso de etanol ha mais de dois meses. A possibilidade de
subquantificagdo do consumo de etanol pelo préprio paciente e erro de
amostragem foi minimizada pela entrevista com familiares.

A nao indicagcao de rebiopsia em pacientes com cirrose hepatica
descompensada, além de risco inerente de complicagdes relacionadas a
esse procedimento, foram os fatores que levaram a exclusdo desses
pacientes no protocolo de estudo (Kleiner, 2005; SBH, 2005). Dados da
literatura demonstram que graus moderados a graves de esteatose sao
observados com menor frequéncia em biopsias com presencga de cirrose
(Rubbia-Brandt et al., 2001; Rubbia-Brandt et al., 2004). A hipertensao portal
e/ou a redugao da ingestao caldrica sdo aventadas como fatores a investigar
(Poonawala et al., 2000). Em nosso estudo, foram excluidos os pacientes

com cirrose hepatica descompensada, mas nao aqueles com cirrose
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hepatica compensada cujas bidpsias iniciais demonstravam diagnostico
histolégico de cirrose (n=1).

A fim de examinar a associacdo com a EHNA, considerou-se na
avaliagdo clinica a presenga de componentes essenciais da sindrome
metabdlica. A prevaléncia de diabetes mellitus ou intolerancia a glicose na
DHGNA é de 30 a 50% (AGA, 2002). Estudos avaliando a prevaléncia
dessas condi¢gdes clinicas na esteato-hepatite nao alcodlica relatam
prevaléncia de 28 a 55% de diabetes mellitus, de 20 a 92% para a presenga
de hipertrigliceridemia e obesidade em 60 a 95% dos pacientes (Falck-Ytter
et al., 2001).

A presenca de sobrepeso e/ou obesidade tem sido considerada
preditora de fibrose e menor resposta ao tratamento antiviral (Bressler et al.,
2003; Younossi et al., 2004). A obesidade central tem importante papel no
desenvolvimento da resisténcia insulinica, icone principal na fisiopatologia
da sindrome metabdlica. Na atualidade, a resisténcia insulinica mediada por
fatores do hospedeiro ou do proprio virus da hepatite C tem sido aventada
como fator associado a progressao da fibrose (Hui et al., 2003; Romero-
Gomez et al., 2005).

Na avaliagcdo clinica, por ndo dispor do exame de HOMA-IR para
avaliar a presenca de resisténcia insulinica, utilizamos o critério de definicdo
do ATP Il para conceituar a sindrome metabdlica (Eckel, 2005). A
mensuracao da circunferéncia abdominal foi substituida pelo calculo do IMC,

sendo considerada fator de inclusdo no diagndstico de sindrome metabdlica
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a presencga de obesidade, definida como IMC maior ou igual a 30 (Charlton
et al., 2006).

Na avaliagdo bioquimica, foram incluidas as dosagens das
aminotransferases. Na infecgdo cronica pelo VHC, as aminotransferases
estdo aumentadas de duas a quatro vezes o valor normal, geralmente com
predominio da ALT sobre a AST, exceto na evolugao para cirrose (Chindamo
et al., 2009). A dosagem de ALT tem aplicabilidade na pratica clinica como
marcador de lesdo inflamatéria hepatica, mas de pouca utilidade como
marcador de fibrose. Ha controvérsia na literatura sobre a importancia da
ALT como marcador de atividade inflamatéria, conforme demonstra o estudo
de Sanai et al. (2008), no qual, analisado o subgrupo de pacientes com
determinagao seriada e ALT elevada, a graduagao da atividade inflamatéria
nao diferiu do subgrupo com ALT normal.

A alteracdo das aminotransferases € um achado frequentemente
associado a DHGNA, seja no seguimento laboratorial desses pacientes, seja
resultante da investigagao diagndstica da elevacéao laboratorial (Hultcrantz et
al., 1986; Teli et al., 1995; Falck-Ytter et al., 2001).

A relagao AST/ALT (AAR) maior ou igual a 1 tem sido utilizada como
um marcador nao invasivo de fibrose, porém de pouca precisao para fibrose
significativa ou cirrose (Wai et al., 2003; Lackner et al., 2005).

Na avaliacao laboratorial, utilizou-se o teste de APRI por constituir um
método nao invasivo, de alto valor preditivo positivo para a identificacdo de
fibrose significativa e alto valor preditivo negativo na excluséo de cirrose

(Wai et al., 2003). Sendo o teste de APRI de facil realizagdo, sua incluséo
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em nosso estudo foi considerada para a analise comparativa com variaveis
histopatolégicas da doenca hepatica cronica pelo virus C e da EHNA,
principalmente relacionadas ao estadiamento dessas doencas.

Para a analise de progressao da fibrose, utilizou-se o estadiamento
arquitetural na rebidpsia dos pacientes, parametro histologico de
equivaléncia com outras classificagdes das hepatites crénicas (Gayotto et
al., 2000; Mello e Alves, 2007). Definimos progressdo da fibrose o aumento
de um ponto no escore de graduacgao (Castera et al., 2003; Perumalswami et
al., 2006). Como estabelecemos por critério de rebidpsia a inclusdo de
pacientes ndo respondedores ao tratamento, na analise de progressao
dividimos os pacientes de acordo com a indicagdo ou nao de tratamento
prévio a fim de minimizar esse dado como viés da pesquisa (Deuffic-Burban
et al., 2002). Existe controvérsia na literatura sobre a influéncia da
terapéutica antiviral na esteatose hepatica. Alguns estudos demonstram
reducdo ou desaparecimento da esteatose apos o tratamento em pacientes
com resposta virolégica sustentada, principalmente na HCVC associada ao
gendtipo 3 (Poynard et al., 2003; Castera et al., 2004). Por outro lado, o uso
de interferon pode influir no metabolismo lipidico mediante a inibicdo da
transcricdo do DNA mitocondrial em RNA mensageiro (Poynard et al., 2003;
Feld e Hoofnagle, 2005). Dessa forma, ndo avaliamos na rebidpsia a
graduacéao da esteatose.

A adogcdo de dois niveis de graduagdo de cada variavel
histopatolégica da HCVC e da EHNA para analise comparativa de dados

clinicos e laboratoriais difere de outros estudos. Varios autores tém estudado
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principalmente fatores associados a fibrose e a esteatose e/ou esteato-
hepatitie associada, sem individualizar dos parametros histolégicos (Hui et
al., 2002; Monto et al., 2002; Younossi et al., 2004).

Existe grande controvérsia na literatura com relagdo aos achados
histoldgicos utilizados na definicdo da esteato-hepatite ndo alcodlica, com o
emprego de diferentes classificacdes baseadas no estadiamento e
graduacdo ou sistema de escore histologico (Brunt et al.,, 1999;
Neuschwander-Tetri e Caldwell, 2003; Freitas, 2005; Kleiner et al., 2005).
Como critério minimo necessario, define-se a presenca de esteatose
macrovacuolar, com variagdes nos estudos de 5 até 33% dos hepatdcitos
acometidos. A associagdo com outros componentes histologicos, como o
infiltrado inflamatdrio lobular e balonizagdo hepatocelular ja caracterizam a
EHNA (Brunt, 2001; Brunt, 2004). A presenca de fibrose perissinusoidal e/ou
perivenular e hialinos de Mallory-Denk, componentes em geral presentes,
mas nao obrigatoriamente necessarios para o diagndstico, podem estar
associados a graus moderados a graves de EHNA (Matteoni et al., 1999;
Hubscher, 2004).

Outro aspecto a considerar é a concordancia de achados histologicos
de esteato-hepatite com a hepatite cronica pelo virus C. A esteatose e a
balonizagao hepatocelular sdo achados histopatolégicos também presentes
na HCVC (Bedossa et al., 1994).

Assim sendo, nos grupos histopatolégicos de nosso estudo,
consideramos como definicdo de HCVC com esteatose a presenca de

esteatose macrovacuolar grau =2 1 e, como HCVC com esteato-hepatite,
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esteatose macrovacuolar = 1 associada a presenca de fibrose
perissinusoidal com ou sem hialino de Mallory-Denk. A utilizacdo do
parametro histologico de fibrose perissinusoidal levou a adotar um critério
mais restrito para o diagnéstico da associagdo com EHNA (Brunt et al.,

2003; Kleiner et al., 2005; Bedossa et al., 2007; Oliveira et al., 2007).

6.1 Analise das caracteristicas clinico-laboratoriais dos pacientes em
estudo

Dados epidemiologicos de infeccado pelo VHC demonstram, em
concordancia com nossos achados, o predominio do sexo masculino e da
faixa etaria de 30 a 49 anos (Alter et al., 1999). Faixa etaria semelhante é
descrita nos EUA e na Australia, sugerindo transmissdo no adulto jovem
(Alter, 2007). A distribuicdo dos gendtipos foi semelhante a prevaléncia
descrita no Brasil, com predominio do gendtipo 1, seguido dos gendtipos 3 e
2 (Cavalheiro et al., 2002). A prevaléncia da sindrome metabdlica, segundo
definicdo do ATP lll, foi bem menor em comparagcéo com dados da literatura
(Eckel et al., 2005). O predominio do sexo masculino e a média do IMC dos
nossos pacientes podem justificar a diferenga encontrada. A prevaléncia de
diabetes mellitus foi inferior ao demonstrado em trabalhos anteriores,
relacionadas, sobretudo, a gravidade da doenca hepatica crénica (Serfaty e

Capeau, 2009).
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6.2 Fatores associados aos achados histopatolégicos

A analise de variaveis clinicas e laboratoriais associadas a gravidade
dos parametros histopatolégicos foi o objetivo inicial deste estudo.

Idade mais elevada esteve associada com fibrose avangada nas
bidpsias pareadas. A idade avangada esteve independentemente associada
a fibrose em diversos estudos (Poynard et al., 1997; Ong et al., 2001;
Rubbia-Brandt et al., 2004; Massard et al., 2006). No modelo de Markov, que
reproduz o papel dos cofatores na progressao da fibrose, a idade avancada
e a duracao da infecgcao tém influéncia negativa no impacto do tratamento
(Deuffic-Burban et al., 2002). Nas bidpsias pareadas, maiores valores de
AST e do escore de APRI também estiveram associados com a fibrose
avancada. Componentes do indice de APRI, valores menores de plaquetas
associaram-se a fibrose avancada nos estudos de Hui et al. (2003) e
Bugianesi et al. (2006). Houve concordancia de 92% no grupo experimental
e de 88,5% no grupo de validagdo na comparagao entre o escore de APRI =
1,05 e estagios de fibrose 3 a 4 (Viana et al., 2009).

Em nossa casuistica, discordando de outros autores (Friedenberg et
al., 2003; Rubbia-Brandt et al., 2004), o IMC nao esteve associado a fibrose
avancada (Friedenberg et al., 2003; Rubbia-Brandt et al., 2004). Em
contrapartida, parametros clinicos da sindrome metabdlica como a glicemia
e triglicérides associaram-se a fibrose avangada na bidpsia inicial. Estudos
prévios demonstram que a resisténcia insulinica induzida pelo virus ou por
fatores metabdlicos contribui para atividade inflamatéria e fibrogénese

hepatica (Hui et al., 2003; Zerky et al., 2005).
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A idade avancada esteve relacionada a atividade necroinflamatdria
grave periportal e portal em concordancia com a literatura (Poynard et al.,
1997; Ribeiro et al., 2005; Pereira et al., 2006). O indice de APRI, importante
marcador para o diagnostico de fibrose, foi preditor de atividade
necroinflamatéria moderada a grave de localizagdo portal, periportal e
lobular em nosso estudo. No estudo de Ribeiro et al. (2005), niveis mais
elevados de AST e menores valores de plaquetas estiveram associados a
atividade periportal moderada a grave. Importante marcador de atividade,
graus maiores de hepatite de interface sdo indicadores de progressao da
fibrose (Bedossa et al., 1994; Kleiner, 2005).

O infiltrado inflamatdrio lobular € um achado frequente no diagnéstico
da EHNA. A presenca de infiltrado inflamatoério portal nesses pacientes pode
representar inflamagdo concomitante com a hepatite crénica viral (Brunt,
2004). Atividade lobular grave foi infrequente na nossa amostra, porém
fatores metabodlicos do hospedeiro, como IMC mais elevado, estiveram
relacionados a maiores graus de atividade periportal e portal, além da
associacdo dos niveis de glicemia com atividade periportal acentuada. No
estudo de Adinolfi et al. (2001), graus mais elevados do Histology Activity
Index (HAI) estiveram associados a graus 3 e 4 de esteatose, com
predominio na atividade inflamatéria periportal.

Assim como a DHGNA esta associada com caracteristicas clinicas da
sindrome metabdlica, nos pacientes com HCVC a esteatose macrovacuolar
moderada a grave esteve relacionada a maiores valores do IMC (Hourigan et

al., 1999; Ong et al., 2001; Monto et al.,2002). A resisténcia insulinica € um
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achado frequente nos pacientes com sobrepeso e/ou obesidade,
promovendo esteatose hepatica e subsequente susceptibilidade a injuria
secundaria mediada pelo aumento do estresse oxidativo e peroxidagao
lipidica, contribuindo para o dano celular, ativacdo de células estreladas e
sintese de colageno (Angulo et al., 1999; Feldstein et al., 2003).

O achado de niveis menores de colesterol e HDL-colesterol associado
a esteatose microvacuolar e macrovacuolar € compativel com outros
estudos. A hipobetalipoproteinemia adquirida € uma condi¢gdo descrita na
infeccao crénica pelo virus C, principalmente pelo gendtipo 3, caracterizada
pela diminuicdo da atividade hepatica da microsomal trygliceride transfer
protein (MTP) levando a deficiéncia dos niveis intra-hepaticos da
apolipoproteina B, esteatose hepatica e consequente diminui¢do da sintese
hepatica de lipoproteinas. No gendtipo 1, pode ocorrer menor regulacéo do
gene MTP induzido pela hiperinsulinemia (Mirandola et al., 2006).

A fibrose perissinusoidal representa a ativagdo de células estreladas,
sendo um marcador histoléogico importante na progressdo da esteato-
hepatite para a cirrose hepatica (Brunt et al., 1999; Matteoni et al., 1999). A
fibrose perissinusoidal e a fibrose perivenular estiveram associadas a
valores mais elevados de glicemia de jejum na presenca de esteatose em
graduagdes de 1 a 3. A resisténcia insulinica promovendo o acumulo de
lipidios com subsequente resposta inflamatoria e estresse oxidativo contribui
para a fibrose perissinusoidal e perivenular observada nesses pacientes

(Feldstein, 2007).



111

A presenca de fibrose nos sinuséides hepaticos pode desenvolver-se
em pacientes com diabetes mellitus de longa evolucéo. A hepatoesclerose
diabética foi descrita por Harrison et al.(2006) como complicagcao hepatica da
microangiopatia diabética. Caracteriza-se histologicamente pela presencga de
fibrose perissinusoidal densa, com capilarizagdo dos sinusoides e presenca
de componentes da membrana basal. Outro achado histolégico frequente é
0 espessamento hialino de pequenos ramos da artéria hepatica no trato
portal. Diferencia-se da doencga hepatica gordurosa nao alcodlica pela nao
associacdo com sobrepeso e/ou obesidade e auséncia de padroes
histolégicos de esteato-hepatite. No presente estudo, somente dois
pacientes tinham diagndstico inicial de diabetes mellitus tipo 2, sem
presenca de complicagbes microangiopaticas, sendo a esteatose
determinante no desenvolvimento de fibrose perissinusoidal e perivenular.

Os corpusculos hialinos de Mallory-Denk sao inclusbes
citoplasmaticas constituidas por queratinas, chaperonas, proteinas
envolvidas na degradacdo proteica e outras proteinas, que levam a
alteragbes citoesqueléticas dos hepatdcitos. Estdo associados a processos
cronicos com estresse oxidativo, porém ainda nao é possivel afirmar se
representam um epifendbmeno de injuria celular, um mecanismo de protegéao
celular ou uma resposta celular que contribui para a progressao do dano
hepatico. Sua presengca como marcador histolégico da EHNA depende do
escore histolégico utilizado (Zatloukal et al., 2007). A presenca de

corpusculos hialinos de Mallory-Denk na HCVC n&o costuma ser frequente,
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tendo sido associada a cirrose (Pereira et al., 2006), enquanto que em nossa
casuistica foi relacionada a menores valores de plaquetas.

A balonizagdo hepatocelular € um achado histolégico presente em
ambas as doencgas, porém mais frequente na EHNA (Ramesh e Sanyal,
2004). Esse fato pode justificar a associacdo em nosso estudo de
balonizagdo moderada com maiores valores de IMC. Duas teorias sao
propostas para sua formagao na DHGNA: a inclusdo de finos vacuolos de
gordura (esteatose microvacuolar) nos hepatécitos ou a perda/diminuicéo do
microfilamento intermediario de citoqueratina 8 (Brunt, 2007). Sua presenca
em intensidades moderadas e graves caracteriza respectivamente EHNA
graus 2 e 3, com potencial progressao para cirrose (Matteoni et al., 1999).
Em concordancia com nosso estudo, publicagdo recente com a avaliagao
histolégica de esteato-hepatite associada ao VHC correlacionou a
balonizacdo de intensidade moderada a niveis mais elevados de
aminotransferases (Pereira et al., 2006). Nesse mesmo estudo, houve
associagdo com cirrose, enquanto observamos valores mais elevados de
APRI.

Pseudoinclusdo nuclear de glicogénio é frequentemente associada a
presenca de diabetes mellitus (Gayotto, 2001b; Brunt, 2004). No nosso
estudo, apesar da baixa prevaléncia de diabetes mellitus, houve
concordancia com a literatura.

A sobrecarga de ferro pode ser um achado frequente na hepatite

cronica pelo virus da hepatite C, decorrente ou ndo da mutagdo do gene
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HFE, porém com prevaléncias divergentes na literatura (Kleiner, 2005;
Pereira et al., 2006).

A elevada variabilidade interobservadores reflete diferentes
prevaléncias no diagndstico histologico de reacdo ductular na hepatite
cronica pelo VHC (Bedossa et al., 1994). Apesar de menor prevaléncia que
em nosso estudo, porém com observagdes semelhantes as nossas, Giannini
et al. (1999) demonstraram que a reacado ductular esteve associada a

maiores escores de estadiamento e graduagao em pacientes com HCVC.

6.3 Variaveis clinico-laboratoriais associadas aos parametros
histopatolégicos

Devido sua natureza invasiva a biopsia hepatica tem indicagao
especifica, sendo realizada uma unica vez ou em intervalos prolongados.
Por outro lado, os parametros clinico-laboratoriais de facil acesso em
diferentes fases da evolugdo da doenca poderiam fornecer dados
importantes de relagédo com as variaveis histopatolégicas. Além disso, em
pacientes com indicagdo de tratamento antiviral, a falha na resposta
virologica sustentada ocorre em cerca de 50% dos casos. Portanto, a
identificacao de fatores clinicos ou laboratoriais modificaveis ou nao, que
podem influenciar na RVS é de continuo interesse cientifico para a aplicagao
de estratégias adjuvantes de tratamento (Massard et al. 2006).

Por meio da analise multipla foi possivel caracterizar os fatores

independentemente associados a uma chance maior de gravidade da
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atividade necroinflamatoria e estadiamento da fibrose, além dos parametros
histolégicos da esteato-hepatite ndo alcodlica. O achado de associagao de
atividade periportal moderada a grave e fibrose avangada com indicagao de
tratamento antiviral como fatores independentes nesta analise eram
obviamente esperados, tendo sido igualmente relatados por varios autores
(Rubbia-Brandt et al., 2004; Perumalswami et al., 2006). Também o gendtipo
viral 3 esteve independentemente associado a atividade periportal moderada
a grave. Alguns estudos comparativos entre os gendtipos 1 e 3 tém
demonstrado maiores niveis de ALT isolada ou das aminotransferases
relacionados ao gendtipo 3 (Saracco et al., 2000; Vigani et al., 2008),
embora outros autores ndao confirmem essa associagao (Codes et al., 2003;
Silva et al, 2005). Nesses estudos, nenhum gendtipo esteve
significativamente associado a atividade histolégica necroinflamatéria. Em
outro estudo, esteatose difusa, atividade lobular grave e atividade periportal
moderada a severa estiveram associadas na analise simples ao gendtipo
viral 3 e ndo ao gendtipo 1, porém, na analise multipla, somente a esteatose
permaneceu como variavel independentemente associada a esse gendtipo
(Prachayakul et al., 2005). A presenca de esteatose difusa, mais frequente
na infec¢ao pelo gendtipo 3 pode acelerar a lesao hepatica e contribuir para
maior estadiamento e graduagao histoldgica.

A prevaléncia de sobrepeso e de obesidade na populagdo do nosso
estudo é representativa dos dados do ultimo censo do IBGE (IBGE-POF
2000-2003). Confirmando a analise inicial e referéncias da literatura, o

sobrepeso e/ou obesidade permaneceram independentemente associados a
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esteatose macrovacuolar moderada a grave. Rubbia-Brandt et al. (2004), ao
analisarem 755 pacientes com HCVC, evidenciaram que a presenca de
esteatose esteve associada na analise multipla ao sobrepeso em gendtipos
nao 3 e ao peso normal em gendtipos 3. Em outra publicagdo, com analise
de 494 pacientes, a esteatose esteve independentemente associada ao IMC,
com prevaléncias crescentes do peso normal até a obesidade
(Perumalswami et al., 2006). A contribuicdo da obesidade como fator de
risco para esteatose hepatica na HCVC foi superior a do consumo alcodlico
para alguns autores (Monto et al., 2002).

Os corpusculos hialinos de Mallory-Denk, considerados um achado
histolégico frequente na esteato-hepatite alcodlica (Gayotto, 2001 b; Freitas,
2005), nao estiveram associados ao uso passado de alcool em nosso
estudo. Por outro lado eles se associaram com alteragdo glicémica e,
confirmando a tendéncia a significancia na analise inicial dos parametros
clinico-laboratoriais, relacionaram-se a fibrose significativa pelo valor do
escore de APRI. No estudo de Matteoni et al. (1999), a presenca de EHNA
tipo 4, definida pelo achado histolégico de corpusculos hialinos de Mallory-
Denk e/ou fibrose juntamente com esteatose e balonizagdo hepatocelular,
esteve relacionada a maior mortalidade por cirrose hepatica em comparacao
com os demais tipos. Em outro estudo (Sanyal et al., 2003) a presenga de
esteatose, balonizagao, corpusculos hialinos de Mallory-Denk e/ou fibrose
pericelular em pacientes com HCVC esteve associada a fibrose avancada,

sendo que fatores clinicos associados a sindrome metabdlica, como a
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obesidade e diabetes mellitus, foram preditores independentes da fibrose
avangada.

No nosso estudo, a presenca de perfil lipidico da sindrome metabdlica
esteve independentemente associada a fibrose perivenular. Como a fibrose
perivenular e/ou perissinusoidal sdo caracteristicas histolégicas da DHGNA,
tais achados na infeccdo crbnica pela hepatite C estdo obrigatoriamente
relacionados a associagao dessas duas doencas. Dados da literatura
relacionam a presenca de hipertrigliceridemia com a esteatose em pacientes
cronicos infectados pelo gendtipo 1 do VHC. Nesses pacientes, fatores
metabdlicos do hospedeiro contribuem tanto para a esteatose como para
necroinflamacao, apoptose hepatocelular e fibrogénese hepatica (Poynard et
al., 2003; Sanyal et al., 2003).

Foi possivel, mediante a analise multipla, reafirmar a associacédo de
balonizagao hepatocelular grave com fibrose avangada. Sanyal et al. (2003),
no estudo de 69 pacientes com HCVC e EHNA encontraram que a presenca
de balonizacdo hepatocelular ou a presenca de fibrose perissinusoidal com
ou sem hialino de Mallory-Denk esteve associada a fibrose avancada. Em
nosso estudo o sobrepeso ou a obesidade estiveram associados a
balonizacdo mais acentuada na analise simples, porém esse fator nao
esteve independentemente associado na analise multipla. A menor
prevaléncia de obesos em nosso estudo em comparacdo ao estudo
anteriormente descrito poderia justificar a discrepancia de nossos dados. A

EHNA pode coexistir em pacientes com HCVC independentemente de
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fatores metabdlicos e associada ao gendtipo 3, como descrito no estudo de
Bedossa et al. (2007).

A participacao da reacao ductular na fibrogénese portal, confirmada
nas doencgas colestaticas cronicas, levou ao interesse no estudo do papel da
reacao ductular em outras doencas. Clouston et al. (2005), ao analisarem as
variaveis histologicas de 115 pacientes com HCVC, puderam descrever a
associacao entre bloqueio da replicagdo de hepatdcitos, proliferacao de
células progenitoras, reacao ductular e fibrogénese portal. Apesar da
significativa associacdo entre a menor replicagdo dos hepatdcitos com a
presenca de esteatose em pacientes com gendtipo viral 1 com IMC elevado,
a proliferacdo de células progenitoras esteve associada unicamente a
fatores virais, contribuindo para a fibrogénese portal. Portanto, a presenca
de reacgao ductular em pacientes com HCVC pode associar-se a fibrose mais
avangada e indicagcdao de tratamento antiviral. Em estudo recente, a
presenca de fibrose portal em criangas com EHNA ou nos estagios
avangados da doenca nos adultos esteve associada com o aumento do
namero de células progenitoras e reagao ductular (Richardson, 2008). Por
outro lado, Brunt et al. (2009) na analise de pacientes com EHNA e
inflamacao portal cronica, a presenca de reacao ductular ndo foi um achado
frequente.

Em estudo comparativo entre pacientes com gendtipos virais 1 e 3 do
VHC, a lesdo ductular foi achado prevalente em 74% dos casos e
independente do gendtipo viral (Codes et al., 2003), diferentemente do que

apontam o0s nossos achados.
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6.4 Prevaléncia de esteatose e esteato-hepatite na hepatite cronica
pelo virus C

Varios estudos tém demonstrado atengao crescente a superposicao
de esteatose ou esteato-hepatite ndo alcodlica nas hepatopatias crbénicas e
ao risco de progressado da doencga hepatica. Como a esteatose na hepatite
cronica pelo virus C pode ser mediada pelo virus, € maior a frequéncia
dessa associagao que com outras doencgas hepaticas. Por outro lado, como
a esteato-hepatite ndo alcodlica pode estar relacionada a fatores virais ou
metabdlicos, observa-se prevaléncia similar da associacdo com outras
doencgas hepaticas crénicas quando predominam fatores metabdlicos (Brunt
et al., 2003; Sanyal et al., 2003).

A esteatose macrovacuolar foi um parametro histopatoldgico
frequentemente observado na nossa populagado de estudo, com prevaléncia
em 43,2% dos pacientes, em concordancia com a literatura, que registra
prevaléncias entre 34,8 a 81,2%. A variabilidade da prevaléncia de esteatose
associada deriva da ampla diversidade do critério histologico utilizado na
definicdo de esteatose, além de variagbes fenotipicas da populagcdo em
estudo.

Na nossa amostra, utilizamos como critério histolégico para a
esteatose o acometimento igual ou maior que 5% dos hepatdcitos. As
variaveis clinico-laboratoriais associadas a esteatose foram o gendtipo viral
3, o0 sobrepeso e a obesidade, o perfil lipidico da sindrome metabdlica e a
indicagdo de tratamento antiviral. Perumalswami et al. (2006), utilizando

critério histolégico similar para a definigdo de esteatose, porém critérios
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menos restritos na inclusdo de pacientes em uso de alcool, observou
prevaléncia de 40% em sua amostra, associada independentemente a idade
avangada, ao sobrepeso e obesidade e niveis mais elevados de ALT. Nas
metodologias que tiveram por critério histologico de esteatose acometimento
superior a 1% dos hepatdcitos, a prevaléncia variou entre 42 a 73% (Hwang
et al., 2001; Hui et al., 2002; Westin et al., 2002; Castéra et al., 2003;
Poynard et al., 2003; Rubbia-Brandt et al., 2004; Patton et al., 2004). Em
dois estudos utilizando como critério histologico de esteatose o
comprometimento superior a 10% dos hepatdcitos, observaram-se
prevaléncias de 35,5 e 45% (Castéra et al., 2004; Fartoux et al. 2005).

Observa-se prevaléncia do gendtipo viral 3 na maioria dos estudos de
hepatite cronica pelo virus C associado com esteatose (Hui et al., 2002;
Westin et al., 2002; Poynard et al., 2003; Castéra et al., 2004; Patton et al.,
2004; Rubbia-Brandt et al., 2004; Fartoux et al., 2005). Distribuigao
epidemiologica diferente dos gendtipos do virus da hepatite C no Oriente
pode justificar a falta de associagao do genétipo 3 em pacientes com HCVC
e esteatose (Hwang et al., 2001). A esteatose induzida pelo virus, achado
comum em pacientes infectados com o genétipo 3 do VHC, pode ser
resultante da reduzida expressao hepatica de MTP (microsomal triglyceride
transfer protein), levando a diminuicdo da formacédo de lipoproteinas,
prejuizo na secregdo e crescente acumulo intra-hepatico de triglicéride
(Serfaty et al., 2001).

Fatores metabdlicos do hospedeiro, como sobrepeso e obesidade,

frequentemente estdo associados na HCVC com esteatose (Hwang et al.,
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2001; Hui et al., 2002; Castéra et al., 2003; Poynard et al., 2003; Patton et
al., 2004; Rubbia-Brandt et al., 2004; Perumalswami et al., 2006). Em
concordancia com outros autores, devido ao pequeno numero de pacientes
com alteragao glicémica ou diabetes em nossa amostra, ndo foi possivel
verificar o impacto dessa comorbidade na hepatite crénica pelo VHC com
esteatose (Patton et al., 2004; Perumalswami et al., 2006). Por outro lado, no
estudo de Bugianesi et al.(2006), a esteatose esteve associada a
hiperglicemia em pacientes com genétipo 1. A associagao entre HCVC e
esteatose com a presenga de hipertrigliceridemia é descrita na literatura
especialmente em relagdo a fatores do hospedeiro e em pacientes
infectados pelo gendtipo 1 (Hwang et al., 2001; Hui et al., 2002; Poynard et
al., 2003).

Varios autores tém descrito a associagcdo entre esteatose e maiores
escores de fibrose (Giannini et al., 1999; Hwang et al., 2001; Poynard et al.,
2003; Rubbia-Brandt et al., 2004).

Diferentemente do nosso resultado, alguns estudos com HCVC e
esteatose constataram que os pacientes apresentavam idade mais elevada
em relacdo ao grupo sem esteatose (Poynard et al., 2003; Patton et al.,
2004; Rubbia-Brandt et al., 2004; Perumalswami et al., 2006). Como a faixa
etaria da populacdo com HCVC nao apresenta ampla variabilidade,
podemos considerar que a significancia somente se manifesta em estudos
com grande numero de pacientes na populagado da amostra.

A prevaléncia de esteato-hepatite na nossa amostra populacional foi

de 25,9%, superior a varios estudos que serao detalhados posteriormente. A
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variabilidade da prevaléncia de EHNA deriva da divergéncia no critério
utilizado para seu diagndstico histopatolégico (Oliveira et al., 2007).

Em concordancia com a esteatose, as variaveis clinico-laboratoriais
associadas a esteato-hepatite foram o gendtipo viral 3, o sobrepeso e
obesidade, o perfil lipidico da sindrome metabdlica e a indicagdo de
tratamento antiviral.

Sanyal et al. (2003), utilizando como critérios de esteato-hepatite a
presenca de esteatose macrovacuolar isolada acima de 50% ou esteatose
macrovacuolar associada a balonizagao e/ou corpos hialinos de Mallory-
Denk e/ou fibrose pericelular, observaram prevaléncia de 4,5% em sua
amostra. A obesidade e o diabetes mellitus, além da fibrose avancada,
associaram-se a presencga de esteato-hepatite. No estudo de Younossi et al.
(2004), a prevaléncia foi de 18,3%, tendo servido de critério de defini¢cao a
presenca de esteatose macrovacuolar e balonizagdo hepatocelular com ou
sem fibrose perissinusoidal ou corpusculos hialinos de Mallory-Denk.
Associaram-se a EHNA, o gendtipo 3 do VHC, a obesidade e a fibrose
avangada.

Com base na classificagao de Younossi et al. (1999) e definindo como
EHNA os tipos 3 ou 4, esteatose macrovacuolar e balonizacao
hepatocelular com ou sem fibrose perissinusoidal ou corpusculos hialinos de
Mallory-Denk, Ong et al. (2001) descreveram prevaléncia de 10% nos
pacientes com HCVC. Os fatores independentemente associados foram o
sexo masculino, obesidade e diabetes mellitus tipo 2. A fibrose avancada

também associou-se a presenca de EHNA.
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Utilizando o critério de Kleiner et al. (2005) na definicido de EHNA,
prevaléncia de 9% foi observada no estudo de Bedossa et al. (2007). Na
analise multipla, a hipertrigliceridemia, valores séricos mais elevados de AST
e associagao negativa com colesterol sérico foram preditores de HCVC
associada a EHNA. O gendtipo 3 foi prevalente no grupo HCVC + EHNA em
relacdo aos grupos de HCVC com ou sem esteatose.

Em estudo realizado no Brasil, definindo como EHNA a presenga de
esteatose macro e/ou microvacuolar, inflamacdo lobular e portal,
balonizagao e fibrose perissinusoidal, a EHNA foi observada em 16,6% dos
pacientes, sendo mais frequente no gendtipo 1 do VHC (Pereira et al., 2006).
Nestes pacientes a presenca de EHNA associou-se com fatores metabdlicos
do hospedeiro.

Na analise clinica e histolégica de EHNA em coexisténcia com outras
doencas hepaticas crénicas em estudo de Brunt et al. (2003), a prevaléncia
de EHNA associada a hepatite crénica pelo VHC nao foi estatisticamente
diferente. Da mesma forma, a obesidade, hipertrigliceridemia,
hipercolesterolemia e a hipertensao arterial sistémica nao diferiram no grupo
EHNA + HCVC em relacdo as outras doencgas hepaticas crbnicas, apenas
com tendéncia ao diabetes mellitus.

Mesmo sendo a DHGNA uma doenca de crescente relevancia
mundial e, portanto, cada vez mais associada a outras doengas hepaticas
crbénicas, na infeccado pelo VHC, fatores virais podem promover o acumulo
anormal de gordura no figado, estando a esteatose presente em cerca de

50% dos pacientes (Ramesh e Sanyal, 2004). Portanto, a triade de hepatite
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pelo virus C, DHGNA e anormalidades metabdlicas que constituem a
sindrome metabdlica, assim como o estudo independente desses fatores na
génese da esteatose e esteato-hepatite, vém ganhando cada vez mais
atencéao da literatura.

No estudo de Fartoux et al. (2005) a esteatose foi classificada em dois
tipos, de acordo com o gendtipo viral da hepatite C: em pacientes com
gendtipo 1 relacionada a resisténcia insulinica, esteatose metabdlica, e,
nos pacientes com genoétipo 3 relacionada a carga viral, esteatose viral. Hui
et al. (2003), ao analisarem fatores clinicos e laboratoriais em 258 pacientes
com diferentes estagios de fibrose, constataram que o HOMA-IR foi preditor
independente de fibrose avangada. Posteriormente, no estudo de Bugianesi
et al. (2006), a resisténcia insulinica avaliada pelo calculo do HOMA-IR foi
considerada preditora de fibrose avangada na HCVC.

Como exemplificado por esses estudos, ndo s6 a esteatose, mas
também a resisténcia insulinica desempenha importante papel na evolugao
da fibrose durante a infeccédo cronica pelo VHC. Como os mecanismos de
patogénese de resisténcia insulinica sdo decorrentes de fatores metabdlicos
do hospedeiro e de fatores virais, justifica-se o estudo comparativo de

pacientes com gendtipos 1 e 3 do VHC.

6.5 Analise comparativa entre os grupos histopatolégicos
Analisando comparativamente os diferentes grupos histopatolégicos,

comprovamos que a infeccédo pelo gendtipo 3 do VHC foi mais prevalente
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nos pacientes com HCVC associada com esteato-hepatite ndo alcodlica.
Entretanto, na bidpsia inicial, os pacientes com genétipo 1 pertencentes ao
grupo HCVC + EHNA exibiam graus maiores de fibrose que os dos demais
grupos.

Apesar de estarem os mecanismos potenciais de progressiao da
fibrose, como a resisténcia insulinica associada a fatores metabdlicos,
frequentemente relacionados ao gendtipo viral 1, ainda existem
controvérsias sobre o gendtipo viral mais fibrogénico. Em estudo
comparativo de 296 pacientes com HCVC divididos em trés grupos — sem
esteatose, com esteatose e com esteato-hepatite —, o estagio avangado de
fibrose nao esteve significativamente associado ao genétipo viral 1 ou 3
(Bedossa et al., 2007). Na avaliacdo da progressao da doencga e resposta
ao tratamento antiviral em pacientes com gendtipos 1 e 3, a esteatose
esteve relacionada a fibrose avancada e as menores respostas viroldgicas
precoce e sustentada em pacientes com genotipo viral 1 (Patton et al.,
2004). Analisando em pacientes com gendtipos 3 € ndo 3 o papel da
resisténcia insulinica e da esteatose hepatica como preditores de fibrose
avancada, Bugianesi et al. (2006) concluiram que a extensao da esteatose
associa-se a fibrose avangada somente em pacientes nao gendétipo 3,
enquanto a resisténcia insulinica associa-se a fibrose avancada
independentemente do gendtipo viral. Em outro estudo, analisando a
interrelacdo entre esteatose, resisténcia insulinica e estresse oxidativo em
pacientes com HCVC gendtipo ndo 3, a resisténcia insulinica esteve

associada as alteracbes de marcadores séricos de estresse oxidativo e a
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maiores graus de fibrose, independentemente da esteatose (Oliveira, 2007).
No estudo de Romero-Gémez et al. (2005), em pacientes com genétipo 1, o
HOMA-IR esteve associado a esteatose e a fibrose avangada, sendo
preditor de menor resposta viroldgica sustentada nesses pacientes.

Como a esteatose e a EHNA sao mais frequentes no genétipo viral 3,
€ ele considerado mais fibrogénico por alguns autores. Assim, no estudo de
Rubbia-Brandt et al. (2004) com 755 pacientes com HCVC, a presenca de
fibrose esteve associada a esteatose nos pacientes infectados pelo gendtipo
3. Em outro estudo, a fibrose progressiva foi mais prevalente na presenca de
esteatose a bidpsia inicial e observada principalmente nos pacientes com
gendtipo 3 do VHC (Westin et al., 2002), enquanto que estudando HCVC
associado a EHNA, outros autores também observaram fibrose mais
avancada em pacientes com gendétipo viral 3 (Younossi et al., 2004).
Considerando a agao citopatica viral do genétipo 3 em promover esteatose,
a progressao da esteatose em bidpsias pareadas esteve associada a
progressao da fibrose em estudo realizado por Castera et al. (2003),
constituindo importante fator a ponderar na indicagcédo precoce de tratamento
antiviral.

Em nosso estudo é razoavel considerar que a superposicido de
fatores metabdlicos do hospedeiro tenha influenciado a progressao para a
fibrose em ambos os gendtipos.

A variavel clinica sobrepeso/obesidade foi significativamente mais
prevalente no grupo de pacientes com HCVC + EHNA, como também

confirmou a importancia dessa variavel na progressao da fibrose nesse
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mesmo grupo. Esse dado clinico é em parte concordante com o de outros
autores nos quais a obesidade esteve associada com a esteato-hepatite ndo
alcodlica sobreposta a HCVC e subsequente fibrose avangada. No artigo de
Younossi et al. (2004), a EHNA esteve associada a obesidade em pacientes
com HCVC; estagios de fibrose = 2 foram mais prevalentes no grupo HCVC
+ EHNA comparativamente aos grupos sem esteatose ou com esteatose.
Em outro estudo, com 170 pacientes, a EHNA foi mais prevalente em
individuos obesos (76,5%) e independentemente associados a fibrose
avancada (Ong et al., 2001). Por outro lado, a obesidade central e o indice
de massa corpérea nao diferiram estatisticamente em estudo, com 278
pacientes com HCVC, divididos nos grupos sem esteatose, com esteatose
ou EHNA (Bedossa et al., 2007).

A obesidade é considerada fator independentemente associado a
fiborose avangada em pacientes com esteato-hepatite nao alcodlica. O
acumulo de acidos graxos e o estado de hiperinsulinemia aumentam a
susceptibilidade de lesdo hepatica secundaria ao aumento de citocinas pro-
inflamatérias como o TNF-a e endotoxinas. O aumento de ERO e a
subsequente peroxidacdo lipidica aumentam a ativacdo de células
estreladas e fibrogénese hepatica (Angulo et al., 1999; Ramesh e Sanyal,
2004).

Existem evidéncias crescentes de que fatores de risco como a
obesidade podem contribuir para a fibrose na HCVC. O estabelecimento de
um programa para reduzir o peso associou-se a melhora dos parametros

bioquimicos, reducdo da esteatose e melhora da fibrose em bidpsias
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analisadas de trés a seis meses apds a intervengao, com diminuigdo da
ativacao de células estreladas (Hickman et al., 2002).

Além do impacto da obesidade no estadiamento da fibrose na HCVC,
sua presenca influi na resposta ao tratamento dos pacientes. Num estudo
com 174 pacientes submetidos ao tratamento antiviral, a obesidade foi
preditor negativo independente de resposta viroldgica sustentada (Bressler
et al., 2003). A esteatose em pacientes com HCVC gendétipo ndo 3 e com
sobrepeso ou obesidade esteve associada a menor resposta virologica
sustentada em outro estudo (Poynard et al., 2003).

Fatores metabdlicos e virais sdo propostos para justificar a menor
resposta virolégica sustentada. A fibrose avangada, sabidamente um fator
preditivo negativo para a RVS, pode decorrer da superposicao de EHNA
nesses pacientes (Deuffic-Burban et al., 2002). Ha dois fatores que atuam
diretamente na acao do interferon — a quantidade de tecido adiposo € a
obesidade visceral, com consequente liberagdo de adipocitocinas pro-
inflamatérias e estresse oxidativo — e podem interferir em sua
biodisponibilidade (Younossi e McCullough, 2009). No mecanismo viral, o
aumento da proteina SOC3 atua na resisténcia insulinica e regula
negativamente a acado do signal transducer & activator of transcription 1
(STAT-1), com redugao da sinalizagédo de interferon e menor RVS (Charlton
et al., 2006; Younossi e McCullough, 2009).

Na presente analise, verificou-se a que a presencga do perfil lipidico da
sindrome metabdlica esteve associada ao grupo HCVC + EHNA, porém nao

associado a graduacao da fibrose. No estudo de Bedossa et al. (2007), os
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niveis séricos de colesterol total, HDL-colesterol e triglicérides foram
estatisticamente significativos no grupo HCVC + EHNA em relagdo aos
demais grupos. Considerando o genétipo viral, a hipertrigliceridemia foi mais
prevalente em pacientes gendtipo 1 com HCVC + EHNA, enquanto niveis
menores de colesterol sérico foram prevalentes no genétipo 3 com HCVC +
EHNA.

No estudo de pacientes com EHNA sem infeccéo crénica pelo virus
da hepatite C, a hipertrigliceridemia nao foi um fator independentemente
associado a fibrose avancada (Angulo et al., 1999). No estudo de Oliveira et
al. (2006), a hipertrigliceridemia esteve independentemente associada a
EHNA 1, definida histologicamente pela esteatose e presenca de dois
parametros — o infiltrado inflamatério e/ou balonizacdo e/ou fibrose
perissinusoidal/perivenular /septal — como também associada a EHNA 2,
com exigéncia de balonizagdo moderada a acentuada. No entanto, quando
considerada a EHNA 3, sendo obrigatéria a presenca de fibrose
perissinusoidal, perivenular ou septal, ndo houve associagdo com a
hipertrigliceridemia.

Devemos considerar nessa analise dois aspectos importantes e
distintos. Primeiro, a avaliagdo da hipertrigliceridemia e do HDL-colesterol
sérico diminuido como condicbes que sao componentes da sindrome
metabdlica. Segundo, na infec¢do pelo VHC, fatores virais podem interferir
no metabolismo dos lipidios e modificar seus niveis plasmaticos.

Na sindrome metabdlica, em condicbes de resisténcia insulinica, o

aumento do fluxo de AGL ao figado faz crescer a produgdo hepatica de
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triglicérides e de VLDL. A resisténcia insulinica reduz a concentragao da
lipase lipoproteica nos tecidos periféricos, contribuindo para a
hipertrigliceridemia. Na presenca de hipertrigliceridemia, a diminuicao do
conteudo éster de colesterol no core da lipoproteina, alterando sua
composi¢cao, com consequente aumento do clearance de HDL da circulagao
(Eckel et al., 2005). Em pacientes com infeccdo pelo gendtipo 1 do VHC,
fatores de risco para a sindrome metabdlica estdo associados a presencga de
esteatose e esteato-hepatite (Pereira et al., 2006; Bedossa et al., 2007).

Na presenca de fatores virais, a hipobetalipoproteinemia é um
mecanismo plausivel pelo qual a infeccdo pelo VHC e principalmente o
gendtipo 3 podem induzir esteatose na auséncia de fatores metabdlicos
(Mirandola et al., 2006). A proteina do core do VHC diminui a atividade da
MTP, interferindo na formagao e secrecao hepatica de apolipoproteina-B e
reducdo da secrecado hepatica de lipoproteinas. A resposta ao tratamento
antiviral e a erradicagao do VHC é acompanhada de normalizagcéo dos niveis
dos lipidios plasmaticos (Serfaty et al., 2001). A endocitose do VHC pode ser
mediada por receptores de lipoproteinas de baixa densidade, alterando a
sintese e o metabolismo das lipoproteinas (Agnello et al., 1999).

Niveis menores de colesterol sérico estiveram associados a presenca
de esteatose em pacientes com HCVC gendtipo 3 (Sharma et al., 2004),
enquanto, no estudo de Bugianesi et al. (2006), os parametros
determinantes de esteatose em pacientes com HCVC gendétipo 3 foram a
alta carga viral e a diminuicdo do colesterol sérico. Siagris et al. (2006),

avaliando o perfil lipidico de 155 pacientes com HCVC, identificaram
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menores niveis de colesterol total, HDL-colesterol, LDL-colesterol em
relacdo ao grupo-controle, com significancia maior no gendtipo 3.

Na doencga hepatica gordurosa nao alcodlica, a resisténcia insulinica e
a esteatose, em associagao a hipertensao arterial sistémica e dislipidemia,
tém sido consideradas fatores de agravamento do risco cardiovascular
(Lonardo et al., 2004). No estudo de Matteoni et al. (1999), o seguimento a
longo prazo de pacientes com DHGNA demonstrou que a sobrevida foi
menor nos pacientes com EHNA tipos 3 e 4, com mortalidade relacionada
principalmente a cirrose e doencgas cardiovasculares. Por outro lado, a
diminuicao dos niveis séricos de colesterol total e LDL-colesterol na HCVC
pode reduzir o risco cardiovascular (Siagris et al., 2006).

A idade avancada e o sexo masculino sao preditores independentes
de progressao da fibrose na HCVC (McCaughan e George, 2004; Massard
et al., 2006). Na avaliacao de 755 pacientes com HCVC, a idade avancada
esteve associada com a presenga de fibrose (Rubbia-Brandt et al., 2004).
Utilizando o escore de Scheuer, graus maiores de fibrose correlacionaram-
se com médias de idade progressivamente crescentes no estudo de Hui et
al. (2002). Em outro estudo, com a rebiopsia de 136 pacientes realizada com
média de intervalo de 3,6 anos, a progressdo da fibrose esteve
independentemente associada a idade avangada (Perumalswami et al.,
2006).

No estudo realizado por Poynard et al. (1997), a idade a infecgao, o
sexo masculino e o consumo de etanol acima de 50g/dia foram considerados

fatores de risco associados a progressao da fibrose. O estrogeno pode ser
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considerado um fator de protecédo contra a fibrogénese em mulheres com
HCVC (Massard et al., 2006).

Estudos prévios clinico-histolégicos de EHNA descrevem a idade
avancada, o sexo feminino e IMC elevado como fatores preditivos de fibrose
(Angulo et al., 1999; Brunt et al., 2009).

Diferentemente desses autores, encontramos em nosso estudo
estagios maiores de fibrose no grupo HCVC associado a esteato-hepatite
nao alcodlica em pacientes abaixo de 45 anos.

Considerando o parametro idade, ndo é grande em nossa amostra a
variacao etaria, o que pode justificar a ndo associagdo com essa variavel
clinica. A aplicacdo do método estatistico da curva ROC para deteccao do
melhor ponto de corte na faixa etaria tem sido muito utilizado, porém
optamos por um dos pontos fixos mais utilizados na literatura, qual seja
maior ou menor que 45 anos.

Em nosso estudo, maiores estagios de fibrose no grupo HCVC +
EHNA foram observados independentemente do sexo do paciente,
contrariando a predominancia de fibrose relacionada ao sexo masculino em
pacientes com HCVC. Consideramos que a presenca de esteato-hepatite
nao alcodlica pode ser um fator de agravamento da fibrose nos pacientes do

sexo feminino com HCVC.
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6.6 Analise da progressao da fibrose em bidpsias pareadas

O estudo de bidpsias pareadas permitiu avaliar a progressdo da
fibrose, tanto no grupo de pacientes sem indicagao de tratamento como nos
pacientes nao respondedores.

Westin et al. (2002), no estudo de 98 pacientes nao tratados
submetidos a rebidpsia, observaram que a progressdo da fibrose esteve
relacionada a presenga de esteatose a primeira bidpsia, principalmente nos
pacientes com genodtipo viral 3. Nesses pacientes, houve significativa
prevaléncia de esteatose com comprometimento acima de 30% dos
hepatdcitos. Analise semelhante realizada por Castéra et al. (2003) em 98
pacientes apontou que a piora da esteatose, principalmente no gendtipo viral
3, aumentou em 4,7 vezes a chance de progressao da fibrose. No estudo de
Deuffic-Burban et al. (2002), o tratamento prévio pode modificar a
progressao da fibrose, com maior impacto nos pacientes mais jovens, com
menor tempo de infeccdo e menores estagios de fibrose. Em nosso estudo,
a presenca de esteatose e/ou de esteato-hepatite ndo alcodlica a primeira
bidpsia esteve associada com a indicagao de tratamento antiviral. A inclusao
de biopsias pareadas desses pacientes com tratamento prévio ndo pode
justificar a auséncia de associagao de esteato-hepatite com a progressao da
fibrose.

Posteriormente, Perumalswami et al. (2006), ao analisarem rebidpsias
de 136 pacientes no periodo médio de 3,6 anos, evidenciaram agravamento
da fibrose em 40% dos pacientes, agravamento correlacionado com a idade

do paciente, atividade inflamatéria periportal, niveis de alanina
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aminotransferase e escore inicial da fibrose a primeira bidpsia e néao
relacionadas com esteatose.

Fatores relacionados a sindrome metabdlica como obesidade e
resisténcia insulinica ja foram anteriormente associados a progressao da
fiborose na HCVC (Hui et al., 2003; Younossi et al., 2004). No presente
estudo, ndo conseguimos demonstrar a associagado desses parametros na
progressao da fibrose, porém dois aspectos merecem destaque. O primeiro
€ a baixa prevaléncia de diabetes mellitus e de obesidade em nossa
populacdo e o segundo, a presenca de estagios maiores de fibrose na
primeira biopsia relacionados ao sobrepeso ou obesidade e a posterior
tratamento desses pacientes.

Nos 81 pacientes, o Unico parametro associado com a piora da fibrose
foi a presenca do perfil lipidico da sindrome metabodlica. Como o perfil
lipidico da sindrome metabdlica define-se pela hipertrigliceridemia e/ou
menores niveis séricos de HDL-colesterol, € possivel conjecturar que
incluimos nesse grupo pacientes com fatores metabdlicos e virais. Portanto,
em resposta ao observado em nosso estudo, ndo é possivel inferir que o
fator metabdlico tenha sido determinante na progressao da fibrose, uma vez

que o virus da hepatite C pode modificar a sintese de HDL-colesterol.

6.7 Consideragoes finais
No seguimento clinico de pacientes com hepatite cronica pelo virus C,

a avaliacao cuidadosa da presenca da sindrome metabdlica, definida pelo
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ATP Il ou por outros critérios, € de fundamental importancia para
caracterizar pacientes com risco maior de progressdao da fibrose. Em
especial o sobrepeso ou obesidade assume papel relevante dada sua
elevada prevaléncia em nossos dias.

Como a esteatose e/ou a esteato-hepatite ndo alcodlica podem ser
decorrentes de fatores virais e/ou do hospedeiro, a realizagcdo da bidpsia
hepatica € de fundamental importancia na identificacdo dessas associagdes
em pacientes com hepatite crénica pelo virus C.

Diante disso, estratégias especiais de abordagem desses pacientes, a
fim de alcancar a resposta viroldgica sustentada, tém sido descritas
constantemente na literatura. A correcao dos fatores de risco — a exemplo
da terapéutica nutricional e exercicios fisicos para o controle do sobrepeso e
obesidade no seguimento clinico dos pacientes com HCVC — atua na
sensibilizagcdo da insulina, além de maior biodisponibilidade de agao do
interferon. O uso de medicagdes sensibilizadoras de insulina como as
biguanidas e thiazolidinedionas, pode contribuir para o sucesso da resposta
terapéutica antiviral.

Na presenca de esteatose moderada ou grave, ou mesmo na EHNA
induzida pelo virus, instituir terapéutica precoce pode evitar a piora
histolégica desses pacientes, diminuindo o risco de complicagdes da fibrose
avancgada.

Por outro lado, como a proteina do core do VHC é capaz de induzir

diretamente a resisténcia insulinica, a resposta viroldgica sustentada pode



135

evitar o aparecimento de diabetes mellitus tipo 2, diminuindo o risco de
complicagdes cardiovasculares.

Os resultados da presente pesquisa permitem inferir que, mesmo
aplicando um critério ultrarrestrito para o diagnostico da esteato-hepatite nao
alcodlica, sua associacao em pacientes com hepatite crdnica pelo virus C foi
elevada. A presenga de esteato-hepatite ndo alcodlica modifica a evolugao
da doenga, com evidéncias histoldgicas de maiores estagios de fibrose e,
consequentemente, indicagao de tratamento antiviral. A avaliagéo cuidadosa
de parametros clinico-laboratoriais € fundamental para predizer quais
pacientes poderdo ter um curso mais agressivo da doenca. Concluindo,
esforgcos para identificacdo e controle dos fatores de risco associados a
esteato-hepatite bem como a definicdo de estratégias de tratamento
precoces ou adjuvantes podem modificar a evolugdo clinica desses

pacientes com infecgao crénica pelo virus da hepatite C.



7 CONCLUSOES
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Na presente amostra, pode-se concluir que

a) A prevaléncia da esteatose hepatica, definida pelo acumulo de
gordura em mais de 5% dos hepatdcitos, mostrou-se elevada em pacientes

com hepatite crénica pelo virus C, condizente com dados da literatura;

b) Diferindo de outros autores, a prevaléncia de esteato-hepatite ndo
alcodlica associada a HCVC, mesmo definida por critérios histolégicos mais

restritos, atingiu 25,9% dos pacientes;

c) No estudo comparativo entre pacientes com HCVC divididos em
trés grupos — sem esteatose, com esteatose e com esteato-hepatite nao
alcodlica —, as variaveis gendétipo viral 3, IMC maior ou igual a 25 e o perfil
lipidico da sindrome metabdlica foram significativamente mais prevalentes

no grupo HCVC + EHNA;

d) Quando analisado o estagio da fibrose a bidpsia inicial em relagéo
aos trés grupos, graduacdes de fibrose de 2 a 4 estiveram significativamente
associadas ao grupo HCVC + EHNA na presenga das seguintes variaveis,
estudadas isoladamente: gendtipo viral 1 do VHC, idade inferior a 45 anos,

sobrepeso/ obesidade, sexo masculino e sexo feminino;
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e) A indicacdo de tratamento antiviral foi mais prevalente nos
pacientes com HCVC associados com esteatose ou esteato-hepatite néo

alcodlica.



8 ANEXOS
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Anexo A - Protocolo de pesquisa

PROTOCOLO DE PESQUISA DE ASSOQIAC}AO DE HEPATITE PELO ViRUS C COM
DOENCA HEPATICA GORDUROSA

1. IDENTIFICAGAO

Nome:
DN:_ Idade:_ _ Sexo:._ _ Raga: __
2. DiagnésticovHC: Gendtipo:
1. Peso:_ Altura(cm): _ mc.

2. Doencgas associadas: o

o diabetes o HAS o obesidade o dislipidemia

5. Medicagdes em uso:

6. Passado de alcoolismo:

7. Exames laboratoriais:

EXAMES REF REF
Hb

Hto
Leucécitos
Neut./linf.
Plaquetas
TAP (INR)
ALT

AST

Gama GT
FA

PTF

BbT

APRI
Glicemia
Colesterol
HDL
Triglicérides
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Anexo B — Termo de consentimento informado

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

| - Dados de identificagao do sujeito da pesquisa ou responsavel legal

DOCUMENTO DE IDENTIDADE N°.......ooovivieian. SEXO: M( ) F( )
DATA DE NASCIMENTO.......... A A

ENDERECO ..ot eees et es e en e N APTO.....
BAIRRO: ... CIDADE: ...,
(112 TELEFONE: DDD( )eveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeen

2. RESPONSAVEL LEGAL........oovcueeceeeeeeeeeeeeeeeeee e,
NATUREZA (grau de parentesco, tutor, curador,etC.).........occocveiiiiiieieennnnnen.
DOCUMENTO DE IDENTIDADE NO.......ooiiiiiiiioeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee s

DATA DE NASCIMENTO........... [ T
ENDERECO:.......ooveoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeees e seeee e esenees N APTO........
BAIRRO: ..., CIDADE: ..o
(o= 2T TELEFONE:DDD (..o e

Il - Dados sobre a pesquisa cientifica

1. TITULO DO PROTOCOLO DE PESQUISA: EVOLUGAO CLINICA E
HISTOPATOLQG-ICA DE PACIENTES COM INFECGAO CRONICA PELO VIRUS C
ASSOCIADOS A ESTEATOSE HEPATICA E ESTEATO-HEPATITE

PESQUISADOR: MARCIA FERREIRA DA COSTA
CARGO/FUNCAO: MEDICA
INSCRICAO CONSELHO REGIONAL: N° 64537

2. AVALIAGCAO DO RISCO DE PESQUISA:

SEMRISCO ( ) RISCO MINIMO (X)  RISCO MEDIO ( )
RISCOBAIXO ( ) RISCO MAIOR ( )

(probabilidade de que o individuo sofra algum dano como consequéncia
imediata ou tardia do estudo)

lll - Registro das explicag6es do pesquisador ao paciente ou seu representante
legal sobre a pesquisa, consignando:

1. Justificativa e objetivos da pesquisa:

O objetivo da pesquisa é avaliar se a presengca de esteatose hepatica, figado
gorduroso, ou esteato-hepatite, figado com depdsito de gordura e inflamado, modifica a
evolugao clinica, laboratorial e agrava a biopsia hepatica de pacientes com hepatite
cronica C
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2. Procedimentos que seréo utilizados e propdésitos:

Inicialmente, sera realizada uma consulta ambulatorial para avaliar os sintomas do
paciente, pesquisa sobre antecedentes de doencas, fatores de risco para infecgdo pelo
virus C e exame clinico minucioso.

Posteriormente, serdo realizados: a) Exame de sangue para confirmagao da infecgao
pelo virus C, exames laboratoriais de rotina para investigagdo da doenga hepatica
(atividade e funcdo), além de avaliagdo hematoldgica e bioquimica para verificar a
presenca de outras alteragcbes, como anemia, diabetes ou intolerdncia a diabetes,
dislipidemia; b) Ultrassonografia abdominal, para avaliagdo principalmente do
acometimento do figado; c) Bidpsia hepatica, para estadiamento da hepatite crénica pelo
virus C e exclusao ou detecgao de outras doengas associadas.

3. Desconfortos e riscos esperados:

O exame de bidpsia hepatica podera causar dor e sonoléncia, devido a sedacdo que
€ aplicada para que o paciente n&o sinta dor ou desconforto. A bidpsia realizada podera
raramente causar um pequeno sangramento. O paciente tera de permanecer em jejum
até a realizagdo do exame e permanecer em observagao clinica no ambiente hospitalar
por um periodo de 6 horas. Recomenda-se que o paciente nao realize esforgos fisicos
por um periodo de 3 dias.

O exame de sangue podera causar a dor de uma picada de agulha no momento da
coleta.

O exame de ultrassonografia podera causar um pouco de cdlica, pois ha a
necessidade de preparo prévio para limpeza do intestino com o uso de laxativos.
Também o paciente permanecera em jejum até a realizagdo do exame.

4. Beneficios que poderao ser obtidos:

Com nossa pesquisa, poderemos identificar a indicacdo imediata ou tardia de
tratamento da hepatite crénica pelo virus C, como também detectar doencas associadas
(esteatose e esteato-hepatite) e orientar a melhor forma de tratamento e
acompanhamento da doenga. Caso o paciente apresente indicacido de tratamento
imediato, este sera disponibilizado apoés preenchimento de formulario proprio, exigido
pela Secretaria de Saude, e 0 mesmo sera acompanhado no ambulatério.

5. Procedimentos alternativos que possam ser vantajosos:

Nao existem métodos alternativos que superem a bidpsia hepatica, sendo de grande
valor no paciente com hepatite C, permitindo a confirmagéo diagndstica da doenca,
avaliando a necessidade de tratamento imediato ou posterior e detectando a presenca
de outras doencgas.

IV - Esclarecimentos dados pelo pesquisador sobre garantias do sujeito da
pesquisa:

1. Acesso, a qualquer tempo, as informagdes sobre procedimentos, riscos e
beneficios relacionados a pesquisa, inclusive para dirimir eventuais dividas. SIM

2. Liberdade de retirar seu consentimento, sem risco de dano ou penalizagéo, a
qualquer momento e de deixar de participar do estudo, sem que isso traga
prejuizo a continuidade da assisténcia. SIM

3. Salvaguarda da confidencialidade, sigilo e privacidade. SIM

4. Disponibilidade de assisténcia na FMUSP, por eventuais danos a saude
decorrentes da pesquisa. SIM

5. Participacao gratuita durante toda a pesquisa. SIM

6. Viabilidade de indenizagdo por eventuais danos a saude decorrentes da
pesquisa. SIM
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V - Informagbées de nomes, enderecos e telefones dos responsaveis pelo
acompanhamento da pesquisa, para contato em caso de intercorréncias
clinicas e reag6es adversas:

Nome: Marcia Ferreira da Costa
Endere¢o: Ambulatério do Hospital de Clinicas da Universidade de Sao
Paulo

Telefones:

VI - Observagdes complementares:

Sem informagdes complementares.

VII - Consentimento pés-esclarecido:

Declaro que, depois de convenientemente esclarecido pelo pesquisador e de ter
entendido o que me foi explicado, consinto em participar do presente Protocolo
de Pesquisa.

Sao Paulo, de de 200

Assinatura do sujeito da pesquisa ou responsavel legal

Assinatura do pesquisador (carimbo ou nome legivel)
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Anexo D - Protocolo histopatolégico da hepatite crénica pelo virus C e

a associagao com a doenga hepatica gordurosa nao alcodlica

AVALIAGAO HISTOPATOLOGICA DA HEPATITE CRONICA PELO VIiRUS C
ASSOCIADA A DOENGA HEPATICA GORDUROSA NAO ALCOOLICA

1) ALTERAGOES ESTRUTURAIS
off 1+ 2+] 3+ ] 4+]

0. arquitetura lobular normail;

1. expanséo fibrosa de espagos-porta;

2. expanséo fibrosa portal com septos porta-porta;

3. preservacao apenas parcial da arquitetura lobular, com septos porta-porta e porta-
centro, podendo ser vistos esbog¢os de nédulos;

4. cirrose, plenamente identificada a bidpsia, ou predominio de areas nodulares em

relagédo a ldbulos remanescentes.

2) INFILTRADO INFLAMATORIO PORTAL/SEPTAL: semiquantificagdo
off 1+ 2+] 3+ 4+ ]

. raros linfécitos portais;

. aumento discreto do numero de linfocitos portais;

. aumento moderado do numero de linfocitos portais;

. aumento acentuado do numero de linfécitos portais;

A WO N -~ O

. aumento muito acentuado do nimero de linfécitos portais.

3) ATIVIDADE PERIPORTAL/ SEPTAL
off 1+ 2+] 3+ 4+ ]

0. auséncia de lesdes da interface espago-porta/ parénquima;

1. extravasamento de linfocitos para a interface (spill over), ndo caracterizando a
presenca de necrose em saca-bocados;

2. necrose em saca-bocados discreta (pequenas areas em poucos espagos-porta);

3. necrose em saca-bocados moderada (extensas areas em poucos espagos-porta
ou pequenos focos em muitos espagos-porta);

4. necrose em saca-bocados em extensas areas de muitos espagos-porta.
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4) ATIVIDADE PARENQUIMATOSA
off 1+ 2+ ] 3+ 4+

0. hepatdcitos normais, isomorfos;

1. alteragdes discretas de hepatdcitos, incluindo tumefagdo ou retragao acidofilica,
eventualmente acompanhada de infiltrado linfo-histiocitario, e raros focos de necrose;

2. necrose focal de hepatdcitos circundados por agregados linfo-histiocitarios em
numerosos sitios;

3. necrose focal de hepatdcitos circundados por agregados linfo-histiocitarios em
muitos sitios, associada a areas limitadas de necrose confluente;

4. necrose focal de hepatdcitos circundados por agregados linfo-histiocitarios em

numerosos sitios, associada a necrose confluente extensa/ mdltipla.

5) ESTEATOSE MACROVACUOLAR (manter Kleiner et al, 2005)
Intensidade: 0 (<5%)[] 1+ (5-33%%) [] 2+ (33-66%)[] 3+ (>66%)

(se for agregar para estatistica: 0 + 1 vs 2 + 3)

6) ESTEATOSE MICROVACUOLAR
Auséncia 0[] Escassa1[] Presenca 2]

(se for agregar para estatistica: 0 + 1 vs 2)

7) BALONIZAGAO HEPATOCELULAR (manter Kleiner et al, 2005)
Intensidade: oM 1+ 2+]

(se for agregar para estatistica : 0 + 1 vs 2)

8) FIBROSE PERIVENULAR E PERISSINUSOIDAL
Perivenular: Intensidade: 0[] 1+]] 2+ ] 3+ 1] 4+ 1]
Perissinusoidal: Intensidade: 0[] 1+[] 2+]] 3+1] 4+ ]

9) HIALINOS DE MALLORY

Ausentes: 0[] Escassos: 1+ [] Abundantes :2+ []

10) PSEUDOINCLUSAO NUCLEAR DE GLICOGENIO (ok)

Ausentes: 0[] Escassos: 1+][] Abundantes :2+ []

11) SOBRECARGA DE FERRO
Intensidade: 0 ] 1+ ] 2+ ] 3+ ] 4+ ]

hepatocitos [] céls. Kupffer[]  ductos []

12) REA(}AO DUCTULAR
Intensidade: 0 ] 1+ 2+ ] 3+ 4+ ]




Anexo E- Variaveis clinicas e laboratoriais da casuistica relacionadas a primeira biopsia

N° [ SEXO |ALCOOL [MESES|GENOT|GRUPO| ID1 | IMC1 [HAS 1| ALTGLI [DLP 1|PLAQ|TAP 1|ALT 1|AST 1| APRI | GLIC | COL [ HDL | TG
ALC. 1 1 1 1 1 1
1 M 1 72C 1 0 38 27.4 0 0 0 251 91 200|114 | 046 | 88 | 173 | 68 |49
2 1 7 1 1 49 23 0 0 0 386 77 1111 100 | 024 | 95 | 143 | 43 | 69
3 M 0 1 1 20 19.9 0 0 1 206 [ 813 1220 | 1431069 | 78 | 117 | 40 |103
4 F 0 1 0 53 32.8 0 0 0 174 99 144 1 106 | 078 | 73 | 199 | 68 | 65
5 M 0 3 0 25 21 0 0 1 235 [ 90.3 | 147 | 1.05 | 045 | 85 | 112 | 35 | 56
6 M 0 1 0 44 26.4 0 0 1 263 74 114 1 100 | 026 | 92 | 202 | 59 |98
7 F 0 1 0 44 24 1 1 1 175 86 | 227|200 | 114 | 107 | 186 | 36 |1562
8 M 0 1 0 33 22.4 0 0 1 184 79 1.00 | 1.00 | 0.41 99 | 196 | 35 | 69
9 F 0 1 0 20 20 0 0 0 189 | 644 [ 1.00 [ 1.03 | 054 | 77 | 200 | 59 |79
10 M 1 6 1 0 47 242 1 0 1 202 [ 904 | 1.70 | 114 | 0.57 | 83 | 186 | 40 |104
11 M 1 7 3 0 43 26.6 0 0 0 216 94 | 245|223 1103 | 93 | 198 | 62 |93
12 M 0 1 1 37 22.5 0 0 1 173 87 160 | 1.20 | 0.70 | 84 | 113 | 37 |128
13 M 0 1 0 24 25.9 0 0 1 346 | 106 | 220 | 1.29 | 0.37 | 88 | 192 | 44 |190
14 M 1 60 3 0 29 26.1 0 0 1 171 100 | 193 | 167 | 0.98 | 87 | 118 | 41 | 56
15 M 1 4 1 0 50 29.1 0 0 1 239 | 83.1 | 1.00 | 1.00 | 0.41 94 | 157 | 37 | 84
16 M 1 10 3 0 28 34.5 0 0 1 164 | 96.5 [ 1.09 [ 1.00 [ 059 | 99 | 146 | 32 | 88
17 M 1 4 1 0 34 24.9 0 0 1 208 | 114 12 [ 1.00 [ 045 | 8 | 176 [ 31 (153
18 M 1 2 1 0 18 22.8 0 0 1 164 81 343 | 217 [ 133 | 85 [ 126 | 39 [116
19 F 0 1 1 48 26 0 1 1 246 [ 911 |1 1.70 | 1.44 | 0.58 | 108 | 156 | 64 |126
20 M 0 3 0 41 28.3 0 0 1 161 90 3.93 | 3.05 | 1.90 | 91 53 16 | 86
21 M 0 3 1 33 24.8 0 1 1 207 86 | 261|200 ) 097 | 90 | 134 | 43 |123
22 F 0 3 0 55 29 0 0 0 269 93 150 | 1.10 | 0.41 83 | 188 | 69 |78
23 F 0 1 0 21 20.6 0 0 0 256 92 | 272 1112|1044 | 79 | 171 | 60 |76
24 M 0 1 0 39 26.3 0 0 1 249 | 103 | 1.90 | 1.26 | 0.51 86 | 134 | 42 | 58
25 F 1 48 1 1 60 20.9 0 0 0 137 | 728 | 1.02 | 143 | 1.05 | 82 | 144 | 60 [112
26 F 0 1 0 46 29.3 0 0 0 270 | 100 | 470 | 416 | 1.54 | 85 | 158 | 64 |106
27 F 0 1 0 39 28.1 0 0 0 178 82 | 216 | 1.26 | 0.71 89 | 171 | 48 | 59
28 M 1 96 1 1 43 22 0 0 1 182 | 90.2 | 147 | 191 | 1.05 | 89 | 143 | 45 |72
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N° [ SEXO |[ALCOOL MESCES GENOT [GRUPO| ID1 [ IMC1 [HAS 1| ALTGLI [DLP 1|PLAQ|TAP 1[ALT 1|AST 1| APRI | GLIC | COL [ HDL | TG
29 M 1 AL6 ) 3 0 42 31.2 0 0 1 2:18 93 | 213 | 1.17 0.117 817 16137 410 2:131
30 F 0 1 1 37 271 1 1 1 312 | 115 | 1.61 | 1.00 | 0.25 | 234 | 174 | 33 | 95
31 F 0 1 0 21 24.4 0 0 0 225 [ 87.2 | 147 | 1.33 | 059 | 83 | 141 | 54 |69
32 M 1 48 1 0 23 243 0 0 1 265 [ 818 | 1.70 | 1.14 | 043 | 84 | 166 | 33 | 62
33 F 0 1 0 29 24.3 0 0 0 233 | 88,5 | 1.97 | 2.36 | 1.01 86 | 134 | 47 |107
34 M 1 48 1 1 34 30 0 0 1 287 | 100 | 568 | 341 | 119 | 74 | 157 | 47 | 93
35 F 1 96 1 0 48 2717 0 0 0 258 [ 101 | 133 | 116 | 045 | 92 | 191 | 86 |136
36 F 0 1 0 39 37.1 1 0 0 178 | 107 [ 9.36 | 436 | 245 | 95 | 219 | 62 |167
37 F 0 1 1 61 29.3 1 0 0 267 87 | 205|283 ]106 | 97 | 188 | 74 |115
38 F 0 1 0 55 24.5 1 0 0 250 | 83.7 | 1.00 | 1.06 | 0.43 | 51 238 | 78 |104
39 M 1 4 3 1 47 36.3 1 0 0 137 92 345 | 367 | 268 | 92 | 205 | 43 (128
40 M 1 3 1 0 22 24.4 0 0 0 267 86 | 2.29 | 2.17 | 0.81 76 | 117 | 58 | 63
41 M 1 60 1 0 39 20.6 1 0 1 166 90 1111 1.00 | 0.53 | 81 179 | 44 |137
42 M 1 120 1 1 42 30.1 0 0 1 153 | 836 [ 415 ( 280 | 1.83 | 99 | 148 | 49 |[130
43 M 0 1 0 30 24.3 0 0 0 179 | 923 [ 1.00 | 1.00 | 0.46 | 88 | 204 | 64 |64
44 M 1 10 1 1 35 25 0 0 1 179 90 | 268 | 1.76 | 0.98 | 91 193 | 33 | 64
45 M 1 12 1 0 34 23.8 0 0 1 199 | 83.7 [ 286 | 214 | 1.08 | 95 | 112 | 61 | 80
46 M 0 1 0 24 28.7 0 0 0 165 77 | 256 | 158 | 0.96 | 84 | 202 | 71 |114
47 F 0 1 0 22 21 0 0 0 285 93 144 1100 | 033 | 92 | 191 | 69 | 58
48 M 0 1 0 26 25 0 0 1 193 94 190 | 1.30 | 0.67 | 109 | 106 | 28 |132
49 M 1 3 1 1 22 33.6 0 0 0 237 98 134 |1 1.00 | 0.36 | 88 | 181 | 53 |100
50 M 0 1 0 29 24.5 0 0 0 151 100 | 1.79 | 1.23 | 0.82 | 74 | 151 | 27 |235
51 F 0 1 0 45 21.9 0 0 0 316 [ 912 | 1.00 | 1.00 | 0.28 | 83 | 182 | 65 | 60
52 F 0 1 0 39 27.3 0 0 0 258 [ 84.4 |1 1.00 | 1.00 | 0.30 | 70 | 160 | 64 | 45
53 F 0 1 0 30 19 0 0 0 214 [ 872 |1 1.00 | 1.00 | 0.44 | 78 | 158 | 56 | 64
54 M 0 1 0 25 20.8 0 0 0 196 82 144 | 1.05 | 054 | 55 | 134 | 62 | 50
55 M 0 1 0 37 32.5 0 0 0 243 | 100 | 2.09 | 1.35 | 0.56 | 74 | 145 | 37 |150
56 M 1 52 1 0 46 24.2 0 0 0 190 95 161|100 | 050 | 85 | 170 | 52 | 95
57 F 0 1 0 32 22.6 0 0 0 254 95 1.08 | 1.10 | 043 | 89 | 190 | 42 |151
58 F 0 3 1 52 29.4 0 0 0 273 | 101 | 216 | 223 | 0.82 | 94 | 225 | 45 |69
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N° | SEXO |ALCOOL MESCES GENOT [GRUPO| ID1 [ IMC1 [HAS 1| ALTGLI [DLP 1|PLAQ|TAP 1[ALT 1|AST 1| APRI | GLIC | COL [ HDL | TG
ALC. 1 1 1 1 1 1
59 F 0 1 1 48 22.9 1 0 0 189 97 1.00 | 1.00 | 0.32 | 93 68 57 | 77
60 M 1 12 1 1 41 28.7 0 0 1 239 | 100 | 343 | 220 | 092 | 93 | 176 | 37 |119
61 M 1 10 1 1 43 25.8 0 0 1 170 | 119 [ 113 | 1.38 | 0.81 97 | 161 | 41 |107
62 M 1 2 3 1 49 32.3 0 0 0 198 | 100 | 1.52 | 1.44 | 0.73 | 97 | 184 | 53 |105
63 F 0 1 0 60 26.5 0 0 0 242 | 812 | 240 | 216 | 0.89 | 91 158 | 46 | 94
64 M 0 1 1 46 28.7 0 0 1 221 [ 90.3 | 1.00 | 1.00 | 0.36 | 72 | 162 | 48 | 52
65 F 0 1 1 39 25 1 0 1 135 | 102.7 | 6.00 | 6.10 | 452 | 76 | 177 | 30 | 88
66 F 0 1 1 56 27 0 0 0 160 | 100 [ 1.00 [ 1.00 | 0.53 | 98 | 230 | 63 |136
67 M 0 1 1 43 243 1 0 0 205 88 1.60 | 1.87 | 0.91 74 | 259 | 70 |102
68 F 0 1 0 43 20.1 0 0 0 340 [ 100 | 4.87 | 1.00 | 0.15 | 79 | 167 | 42 |153
69 F 0 1 0 53 257 0 0 0 207 | 100 | 228 | 1.51 | 0.73 | 81 112 | 40 | 37
70 F 0 1 0 57 20 0 0 0 186 | 105 [ 1.03 [ 1.15 | 062 | 86 | 161 | 71 | 84
71 M 1 6 2 0 41 27.9 1 0 1 231 96 | 2.08 | 1.00 | 040 | 87 | 198 | 53 | 89
72 M 1 14 1 0 32 27.8 0 0 1 250 | 100 | 1.00 | 1.00 | 0.29 | 71 158 | 32 |130
73 M 0 1 0 42 22.4 0 0 0 224 97 1251100 | 043 | 82 | 211 | 82 |38
74 M 0 2 0 51 35.8 1 1 1 217 | 100 | 143 | 1.00 | 0.32 | 113 | 235 | 58 | 88
75 M 0 1 1 47 23.7 0 0 0 170 78 |1 241|157 1093 | 92 | 169 | 51 |89
76 M 1 15 1 1 20 42.8 1 0 1 330 81 853 | 447 [ 135 | 77 | 148 | 40 |97
77 M 0 1 0 31 25.8 0 0 0 185 | 89.5 [ 3.05 | 2.34 | 1.27 | 100 | 179 | 41 |126
78 F 0 1 0 30 21.7 0 0 0 273 258 |1 128 | 047 | 78 | 162 | 77 |40
79 F 0 3 0 14 21 0 0 0 175 65 170 | 1.00 | 0.40 | 81 56 | 20 | 34
80 F 0 1 1 51 29.1 0 0 0 256 | 100 | 1.00 | 1.00 | 0.32 | 100 | 167 | 54 |148
81 M 0 1 1 39 20.4 0 0 1 225 [ 769 | 6.10 | 400 | 1.78 | 78 | 137 | 36 |73

Meses Alc — Tempo de abstencéo do alcool; Genot — Gendtipo viral; ID 1 — Idade 12 biépsia; IMC — Indice de massa corpdrea 12 biépsia; HAS 1 — Hipertenséo
arterial sistémica 12 bidpsia; Alt Gli — Alteragéo glicémica; DLP 1 — Dislipidemia 12 biépsia; Plag 1 — nimero de plaquetas x10%mm® TAP 1 — Tempo de atividade
AST 1 — Aspartato aminotransferase/ Limite superior normal
HDL — HDL-

da protrombina 12 biépsia;
12 biopsia;

s ALT 1 — Alanina aminotransferase/Limite superior normal 12 bidpsia;
APRI 1 — Indice da relagdo AST/ Plaquetas; Glicemia de jejum 12 bidpsia (mg/dl); Col 1 — Colesterol total jejum 12 biépsia (mg/dl);

colesterol 12 bidpsia (mg/dl); TG 1 — Triglicéride jejum 12 biopsia (mg/dl).

Sexo:
Grupo:

Demais variaveis:

F= feminino; M = masculino
0= nao tratamento; 1 = tratamento

0= ausente; 1= presente
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Anexo F- Variaveis clinicas e laboratoriais da casuistica relacionadas a rebidpsia

N° | SEXO |GENOT|GRUPO| ID2 | IMC2 |HAS 2| ALTGLI |DLP 2| PLAQ2 | TAP2 [ALT2|(AST2| APRI2 [ GLIC 2 [COL2| HDL2 [ TG2
1 M 1 0 42 28.08 0 0 0 242 91.9 1.36 | 1.29 0.53 95 167 82 31
2 M 1 1 52 23 0 0 0 366 80 1.82 | 1.05 0.29 91 137 27 131
3 M 1 1 24 20.95 0 0 1 219 82 1.75 | 1.08 0.50 80 101 43 43
4 F 1 0 56 31.9 0 0 0 157 106 1.25 | 1.48 0.94 80 190 62 45
5 M 3 0 29 22.8 0 0 1 223 61 2.78 | 1.60 0.72 86 130 35 105
6 M 1 0 47 25.7 0 0 1 261 95 1.29 | 1.00 0.30 93 180 49 77
7 F 1 0 48 24.4 1 1 1 125 86 5.16 | 5.50 4.35 117 178 44 145
8 M 1 0 36 21.8 0 0 1 203 88 1.00 | 1.00 0.26 94 187 49 93
9 F 1 0 25 25 0 0 0 260 69 1.00 | 1.00 0.59 84 176 59 55
10 M 1 0 53 251 1 0 1 173 98 224 1127 0.73 97 156 38 113
11 M 3 0 46 27.3 0 0 1 240 110 241 ] 1.59 0.66 91 231 64 82
12 M 1 1 41 22.8 0 0 1 155 93.9 1.00 | 1.00 0.28 98 138 47 88
13 M 1 0 28 28 0 0 1 318 100 1.00 | 1.32 0.41 83 189 46 194
14 M 3 0 33 25.9 0 0 1 155 89.4 1.06 | 1.00 0.51 83 103 32 70
15 M 1 0 54 30.4 0 0 1 216 107 1.09 | 1.00 0.37 96 135 30 93
16 M 3 0 31 29.4 0 0 1 195 105 1.31 | 1.08 0.55 90 164 38 120
17 M 1 0 38 255 0 0 1 248 100 1.68 | 1.00 0.37 94 182 37 107
18 M 1 0 22 25 0 0 1 196 95 1.22 | 1.00 0.45 85 133 39 101
19 F 1 1 51 28.4 0 1 1 241 88 1.90 | 1.54 0.64 126 142 64 103
20 M 3 0 45 29.5 0 0 1 153 86 1.06 | 1.44 0.94 93 85 24 152
21 M 3 1 37 26.3 0 1 1 194 88 1.43 | 1.00 0.50 98 122 40 154
22 F 3 0 58 293 0 0 0 287 98 1.93 | 1.41 0.49 91 144 55 67
23 F 1 0 25 20.8 0 0 0 239 80 2.61 | 1.56 0.65 75 163 86 43
24 M 1 0 43 26.9 0 0 1 212 106 226 | 1.27 0.60 99 137 52 91
25 F 1 1 65 22.8 0 0 0 132 84 1.74 | 1.87 1.42 95 163 69 119
26 F 1 0 52 29.4 0 0 0 209 86.4 227 | 2.26 1.08 87 162 72 94
27 F 1 0 43 28.6 0 0 0 196 82 2.00 | 1.30 0.66 82 166 49 54
28 M 1 1 47 28.7 0 0 1 160 93 231 ] 2.35 1.47 88 185 45 118
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N° | SEXO |GENOT|GRUPO| ID2 | IMC2 |HAS 2| ALTGLI |DLP 2| PLAQ2 | TAP2 [ALT2|(AST2| APRI2 [ GLIC 2 [COL2| HDL2 [ TG2
29 M 3 0 46 31.2 0 0 1 220 80 451 | 2.59 1.18 77 184 48 98
30 F 1 1 41 26.3 1 1 1 316 85 1.00 | 1.00 0.21 90 153 31 85
31 F 1 0 26 22.5 0 0 0 223 94 2.06 | 1.58 0.71 86 171 67 72
32 M 1 0 26 26.6 0 0 1 248 94 214 1 113 0.46 94 147 40 75
33 F 1 0 33 243 0 0 0 198 101 1.35 | 1.58 0.80 91 149 41 169
34 M 1 1 40 271 0 0 1 229 92 5.90 | 2.97 1.30 85 198 48 96
35 F 1 0 51 273 0 0 0 255 110 2.06 | 1.25 0.49 91 177 83 109
36 F 1 0 42 34.5 1 0 0 210 100 3.41 ] 1.60 0.76 91 233 67 76
37 F 1 1 66 29.9 1 0 0 291 91 1.69 | 2.26 0.78 107 197 79 104
38 F 1 0 58 26.4 1 0 0 249 89 1.00 | 1.00 0.39 89 207 71 89
39 M 3 1 52 34.7 1 0 0 188 98 1.00 | 1.02 0.55 97 145 39 150
40 M 1 0 25 291 0 0 0 205 721 3.75 | 3.13 1.53 87 119 64 105
41 M 1 0 45 21 1 0 1 150 89 1.34 | 1.16 0.78 79 205 76 76
42 M 1 1 46 29 0 0 1 156 88 4.00 | 1.94 1.25 96 136 47 81
43 M 1 0 34 24.6 0 0 0 172 93 5.21 | 2.56 1.49 83 200 57 81
44 M 1 1 40 26.5 0 0 1 129 86 234 | 1.75 1.36 96 191 42 110
45 M 1 0 37 253 0 1 1 192 98 2.63 | 1.51 0.79 153 109 55 122
46 M 1 0 27 271 0 0 0 177 100 1.80 | 1.13 0.64 93 174 55 102
47 F 1 0 26 22.5 0 0 0 304 97.9 3.77 | 213 0.70 86 160 54 74
48 M 1 0 28 26.5 0 0 1 191 90 2.58 | 1.67 0.88 105 112 22 148
49 M 1 1 28 33 0 0 0 219 103 243 | 1.54 0.70 94 141 50 92
50 M 1 0 32 22.9 0 0 0 189 90 1.78 | 1.27 0.67 86 150 32 90
51 F 1 0 49 21.3 0 0 0 185 96 2.06 | 1.35 0.73 87 196 68 85
52 F 1 0 42 26.6 0 0 0 234 84 1.74 | 1.48 0.63 94 153 70 45
53 F 1 0 34 20.4 0 0 0 146 82 1.00 | 1.06 0.73 83 135 67 96
54 M 1 0 30 21.2 0 0 0 225 79.5 1.00 | 1.00 0.38 88 142 45 60
55 M 1 0 41 33.2 0 0 0 249 106 1.20 | 1.11 0.45 95 166 44 125
56 M 1 0 52 23.5 0 0 0 184 94 1.38 | 1.16 0.63 86 139 65 60
57 F 1 0 36 22.6 0 0 0 218 100 2.09 | 1.64 0.75 90 175 43 78
58 F 3 1 56 30.5 0 0 0 221 100 8.78 | 7.43 3.36 95 182 44 91
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N° | SEXO |GENOT|GRUPO| ID2 | IMC2 |HAS 2| ALTGLI |DLP 2| PLAQ2 | TAP2 [ALT2|(AST2| APRI2 [ GLIC 2 [COL2| HDL2 [ TG2
59 F 1 1 53 233 1 0 0 151 102 241 | 1.66 1.10 88 151 55 107
60 M 1 1 46 29.4 0 0 1 269 107 2.26 | 1.29 0.48 112 209 35 229
61 M 1 1 48 26.4 0 0 1 188 95.4 1.68 | 1.59 0.85 93 153 40 127
62 M 3 1 53 31.2 0 0 0 229 105 1.00 | 1.00 0.42 93 179 52 90
63 F 1 0 64 27.6 0 0 0 179 85 2.64 | 1.87 1.04 83 134 57 7
64 M 1 1 49 28.3 0 0 1 211 81.7 1.00 | 1.00 0.46 88 156 53 72
65 F 1 1 42 25.2 1 0 1 203 106 1.90 | 1.77 0.87 89 181 31 92
66 F 1 1 60 2717 0 0 0 280 97 1.00 | 1.00 0.31 87 183 59 155
67 M 1 1 45 24.7 1 0 0 156 100 1.04 | 1.08 0.70 89 268 65 150
68 F 1 0 46 19.5 0 0 0 210 100 4.61 | 5.37 2.56 81 181 50 54
69 F 1 0 57 25.9 0 0 0 216 106 1.97 | 1.28 0.60 90 150 36 50
70 F 1 0 62 20 0 0 0 168 118 1.54 | 1.83 1.09 90 168 61 136
71 M 2 0 44 30.1 1 0 1 235 100 1.60 | 1.00 0.36 96 185 40 87
72 M 1 0 37 31 0 0 1 239 100 1.34 | 1.00 0.28 96 178 45 125
73 M 1 0 45 23.6 0 0 0 232 96 6.21 | 3.43 1.48 88 171 68 45
74 M 2 0 55 38.1 1 1 1 257 97 1.46 | 1.00 0.26 100 240 65 97
75 M 1 1 54 22.8 0 0 0 203 93.3 1.85 | 1.55 0.76 84 151 52 45
76 M 1 1 24 35.4 1 0 1 300 93.2 1.31 | 1.00 0.25 96 187 65 152
77 M 1 0 36 254 0 0 0 197 85 1.36 | 1.54 0.78 98 172 39 91
78 F 1 0 34 20.5 0 0 0 249 91 222 1129 0.52 84 169 74 64
79 F 3 0 18 21.9 0 0 0 212 80 222 1125 0.59 85 40 4 53
80 F 1 1 58 27.8 0 0 0 221 84.6 1.28 | 1.00 0.23 92 176 66 93
81 M 1 1 41 19.8 0 0 1 193 82 2.60 | 2.24 1.16 80 175 30 305

Genot — Gendtipo viral; ID 2 — Idade 22 biépsia; IMC 2 — Iindice de massa corpdrea 22 bidpsia; HAS 2 — Hipertensao arterial sistémica 22 biépsia; Alt Gli —

Alteracao glicémica; DLP 2 — Dislipidemia 22 bidpsia; Plaq 2 — numero de plaquetas x10¥mm?®; TAP 2 — Tempo de atividade da protrombina 22 biépsia; ALT 2 —

Alanina aminotransferase/Limite superior normal 22 biépsia; AST 2 — Aspartato aminotransferase/ Limite superior normal 22 biépsia; APRI 2 — Indice da relagao
AST/ Plaquetas; Glicemia de jejum 22 bidpsia (mg/dl); Col 2 — Colesterol total jejum 22 bidpsia (mg/dl);

Triglicéride jejum 22 bidpsia (mg/dl).

Sexo:
Grupo:

Demais variaveis:

F= feminino; M = masculino
0= nao tratamento; 1 = tratamento

0= ausente; 1= presente

HDL 2 — HDL-colesterol 22 biopsia (mg/dl);

TG2-
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Anexo G - Variaveis histolégicas da casuistica

ALTEST
2

IIPTSP | ATPERPT | ATPAR | FIBPVEN | FIBPSIN | READUCT | ESTEATOM | ESTMICR | BALON | MALLORY | PSINGLIC | FERHPT | FERKUPF
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10
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ALTEST
2

IIPTSP | ATPERPT | ATPAR | FIBPVEN | FIBPSIN | READUCT | ESTEATOM | ESTMICR | BALON | MALLORY | PSINGLIC | FERHPT | FERKUPF
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ALT EST 1 - alteragao estrutural 12 biopsia; IIPTSP — infiltrado inflamatdrio portal; ATPERPT — atividade periportal; ATPAR — atividade parenquimatosa; FIBPVEN - fibrose perivenular;
FIBPSIN — fibrose perissinusoidal; READUCT - reagao ductular; ESTEATOM — esteatose macrovacuolar; ESTMICR — esteatose microvacuolar; BALON — balonizagdo hepatocelular;

MALLORY - corpusculos hialinos de Mallory- Denk; PSINGLIC — pseudoinclusado nuclear de glicogénio; FERHPT — sobrecarga de ferro no hepatécito; FERKUPF — sobrecarga de ferro
nas células de Kupffer; ALTEST 2 — alteragéo estrutural 22 biopsia.
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