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RESUMO

Pasinato APBF. Hepatite C crbnica na fase cirrética, efeito dos DAAs na histopatologia
dos explantes [tese]. S&o Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de S&o Paulo;
2023.

Introducao: Apesar do sucesso do tratamento das hepatites C crénicas (HCC) através de agentes
antivirais de agdo direta (DAAs), com resposta virologica sustentada (RVS) em mais de 95 %
dos casos, alguns estudos demonstraram a permanéncia de alteragdes necroinflamatorias e a falta
de repercussao na regressao da fibrose mesmo em pacientes tratados que atingiram RVS. A
ativacdo da célula progenitora hepatica (CPH) tem sido correlacionada a maior gravidade em
hepatopatias, em especial quando a regeneracéao por hepatdcitos adultos vizinhos aos necréticos
se torna insuficiente. O HCV exerce profundo impacto sobre o sistema imune do hospedeiro e
diferentes células imunes atuam na patogénese, progressdo e resultados do tratamento da
infeccdo. Objetivo: Avaliar aspectos histoldgicos e imuno-histoquimicos da resposta tecidual em
explantes hepéticos de pacientes com HCC tratados com DAAS, em comparacdo com explantes
de pacientes ndo tratados HCV+. Especificamente, avaliar os principais marcadores histologicos
de lesdo hepdtica, a ativacdo da CPH através da reatividade para CK7, a expressdo dos linfocitos
BCD20+, TCD3+, TCD4+, TCD8+, da molécula coestimulatdria negativa do checkpoint imune
PD-1 e do fator de transcricdo FOX-P3. Métodos: Foram incluidos 42 explantes hepéaticos em
pacientes com HCC, abrangendo 22 pacientes tratados com sucesso com DAAs e 20 com
infeccdo ativa (HCV+). Realizamos analise histoldgica e imuno-histoquimica para avaliar a
ativacdo da CPH através da reacdo para CK7 e a imunoexpressdo das células imunes do
microambiente hepatico. Resultados: O grupo de pacientes tratados com DAAs apresentou
diminuicdo da inflamacdo (p=0,027) e atividade de interface perisseptal (p=0,005), menor
ativacdo da CPH (p=0,003) e menor expressdo de linfocitos BCD20+ (p=0,029), TCD3+
(p=0,001) e TCD8+ (p=0,005) na interface perisseptal. Conclusdes: O sucesso do tratamento
com DAAs apresentou um efeito anti-inflamatério, com diminui¢es da inflamacéo e atividade
de interface perisseptal, menor ativacdo da CPH e menor expresséo de linfécitos BCD20+,
TCD3+ e TCD8. Entretanto, tais alteragdes inflamat6rias, mesmo em menor grau, persistem nos
pacientes com RVS, tornando necessarias pesquisas futuras para abordar causas da persisténcia
da inflamacé&o e sua evolugdo em mais longo prazo.

Descritores: Virus da hepatite C. Hepatite C crénica. Agentes antivirais de acao direta.
Célula progenitora hepatica. Células imunes.



ABSTRACT

Pasinato APBF. Chronic hepatitis C in cirrhotic phase, DAAs effects in explants'
histopathology [thesis]. “Sao Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de Sdo Paulo”;
2023.

Introduction: Despite the successful outcome of chronic hepatitis C (CHC) through direct-acting
antiviral agents (DAAs) with sustained virologic response (SVR) in over 95% of the cases, some
studies have shown the persistence of necroinflammatory alterations and the lack of repercussion
in fibrosis regression even in treated patients who achieved SVR. The activation of hepatic
progenitor cell (HPC) has been correlated to a major aggravation in hepatopathies, specially when
the regeneration from adult hepatocytes which neighbor the necrotic ones become insufficient.
The hepatitis C virus (HCV) causes profound impact over the host's immune system and different
immune cells act in the pathogenesis, progression and results of the infection's treatment.
OBJECTIVE: To evaluate histologic and immunohistochemical impacts of the tissue response
in liver explants of CHC patients treated with DAAs compared to the explants of HCV+-patients
left untreated. Specifically, to evaluate the main histologic markers of hepatic lesions, the HPC
activation through the CK7 reactivity, the expression of BCD20+, TCD3+, and TCD8+
lymphocytes, the negative costimulatory molecules of the PD-1 immune checkpoint, and the
FOX-P3 description factor. Methods: We Included 42 liver explants from CHC patients, with
22 patients successfully treated with DAAs and 20 with active infection (HCV+). We performed
histologic and immunohistochemical analyses to assess the HPC activation through the CK7
reaction and the immunoexpression of immune cells in the liver microenvironment. Results: The
group of patients treated with DAASs presented reduction in the inflammation (P=0.027) and in
the periseptal interface activity (P=0.005), lower evidences of activation of HPC (P=0.003), and
lower expression of the BCD20+ (P=0.029), TCD3+ (P=0.001), and TCD8+ (P=0.005)
lymphocytes in the periseptal interface. Conclusion: The DAAs treatment success presented an
anti-inflammatory effect, with lowering of inflammation and periseptal interface activity, lower
HPC activation and lower expression of BCD20+, TCD3+, and TCD8 lymphocytes. However,
these inflammatory alterations persist in SRV patients, although in a minor scale. This makes
essential to develop further researches to cover the causes for inflammation persistency and its
long-term evolution.

Descriptors: Hepatitis C virus. Hepatitis C, Chronic. Direct-Acting Antiviral Agents.
Hepatic Progenitor Cell. Immune Cells.
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1 INTRODUCAO

A hepatite C € considerada a principal causa de doenca hepatica crénica no
mundo, com indice global estimado em 58 milhdes de individuos com infeccao crénica e
cerca de 400.000 mortes ao ano [1]. O advento dos agentes antivirais de agéo direta
(DAAS) representa uma conquista historica no tratamento da infecgéo cronica pelo virus
da hepatite C (HCV). S8o esquemas de tratamento elegiveis a todos os pacientes,
associados a taxas de resposta viroldgica sustentada (RVS) acima de 90% e os pacientes
sdo considerados efetivamente curados [2]. A RVS associada aos DAAs se correlaciona
com risco significativamente menor de morbidade relacionada ao figado e de mortalidade
por todas as causas [3]. Essas medica¢des tém como alvo a “maquinaria” replicativa do
HCV, conferindo notéavel eficacia quando incorporados aos esquemas de tratamento. O
uso dos DAAs deu inicio a uma nova era em que a hepatite C crbnica passou a ser
considerada um modelo de doenca altamente curdvel. Clinicamente, a erradicacdo da
infeccdo é representada por RVS, definida como a auséncia de nivel detectavel de RNA
do HCV de 12 a 24 semanas ap0s o término do tratamento [4].

A grande eficacia do tratamento com DAAs e a menor frequéncia de efeitos
adversos tornaram os estudos histopatoldégicos menos essenciais, que eram até entdo
grandes ferramentas para a indicacdo e 0 monitoramento da resposta de cada paciente
submetido a terapia com interferons e ribavirina. Assim, a reducao drastica de bidpsias
hepaticas resultou na correspondente queda do nimero de publicacdes sobre as alteraces
histoldgicas observadas ap0ds a terapia antiviral com DAAS, dentre essas, raros estudos
que descrevem inflamacéo persistente e fibrose em alguns pacientes, apesar da cura da
infecgdo [4, 5], sendo também poucos os trabalhos que mostram melhora da inflamag&o
com o tratamento antiviral [6].

A hepatite C crénica tem sido uma indicagdo comum para transplante hepético
(TH) na Europa e nos EUA, com mais de 20% dos candidatos da lista com infeccdo pelo
HCV [7]. Até recentemente, com as terapias com IFN, as taxas de sobrevida esperada
para receptores de figados infectados pelo HCV eram as mais baixas entre todas as
indicages devido a gravidade da doenca de base, alto indice de recorréncia e baixas taxas
de cura [8]. Entretanto, em 2011, a aprovagdo dos DAASs de primeira geracao, telaprevir
e boceprevir, marcou o inicio de uma nova era. Em 2014, a introdugdo de DAAs mais
potentes e melhor tolerados tornou essas medicagdes disponiveis para praticamente todos

0s pacientes. As elevadas taxas de RVS tendem a cursar com melhora da funcédo hepatica
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apos a conclusdo do tratamento na maioria dos pacientes com cirrose descompensada
(CD) e escores de doenca hepatica terminal (MELD) abaixo de 20. Além disso, a maioria
dos pacientes com cirrose compensada tratados com DAAS néo evolui clinicamente, e 0
transplante pode ser evitado, conferindo impacto aos novos antivirais no pré e pos-
transplante hepatico [9-11]. Em 2016, Belli et al. reportaram que 20% dos pacientes com
hepatite C cronica foram retirados da lista de transplante hepatico em um periodo de 60
semanas apos a administracdo de DAAs [12].

As células progenitoras hepaticas (CPHs) sdo células bipotenciais que podem se
diferenciar em linhagens biliares e hepatociticas [13]. Sao células quiescentes no figado
saudavel e se tornam ativas em certas doengas hepéticas, nas quais a capacidade
regenerativa de hepatocitos maduros e/ou colangiécitos esteja prejudicada A
diferenciacdo em hepatocitos ocorre através de células hepatobiliares intermediarias
(CHBIs), enquanto a diferenciacdo em linhagem biliar leva a formacdo de ductulos
reativos atipicos [14]. Um metodo bastante eficaz para a identificacdo das CPHs é a
pesquisa imuno-histoquimica de citoqueratina 7 (CK7), sendo que alguns autores
propGem sua subdivisdo em células progenitoras isoladas (CPIs), estruturas ductulares
isoladas (EDIs) e reacdes ductulares (RDs) [15]. Na hepatite C cronica, a ativacdo da
CPH, ou seja, 0 aumento no nimero e padrdes morfolégicos de diferenciacdo dessas
células em linhagens hepatobiliares [16], ocorre apenas quando o dano e perda de
hepatocitos e/ou colangidcitos sdo combinados com regeneracdo prejudicada de células
maduras envolvidas [17]. A ativacdo da CPH ¢é frequentemente observada com
predominio do padrdo RD na regido da interface perisseptal. A RD é um complexo
multicelular dindmico caracterizado pela presenca de células epiteliais ductulares
reativas, dispostas na margem do espaco porta ou septo em contato a células
mesenguimais, inflamatdrias e endoteliais [18].

A resposta imune desempenha papel central no curso e eliminacdo da infecgéo
pelo HCV, e nas infecgBes cronicas, tal resposta pode ser muito alterada [19]. Considera-
se que certas caracteristicas imunoldgicas possam ser revigoradas com o tratamento
antiviral, mas a persisténcia da funcionalidade alterada das células imunes pode contribuir
para o dano hepético [20]. Apos o tratamento com DAAS, permanecem questdes sobre o
impacto da eliminagdo do virus sobre a restauracdo da homeostase imune e sobre a
limitacdo do dano hepatico em individuos curados [21].

Com a eliminacdo (clearance) viral, é razoavel supor que, além do virtual

desaparecimento do risco de retorno da replicacdo viral, as alteracBes histologicas
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reduzam ou até desaparecam. Entretanto, dentre os poucos estudos histologicos de pds-
tratamento com DAAs, ha alguns que relatam que algumas alterac6es histoldgicas podem
persistir e tal fato talvez esteja associado a graus diversos de esgotamento da resposta
imune que eventualmente poderiam ocorrer inclusive depois do desaparecimento do virus
[5, 21].

O entendimento das consequéncias da funcionalidade alterada das células imunes
na infec¢do cronica pelo HCV e das repercussdes histoldgicas nessas células apds o
tratamento com DAAs sdo importantes questdes a esclarecer para melhor compreender a
evolucdo da doencga [20, 22].

Por fim, diante da radical reducdo da pratica da bidpsia hepética apos tratamento
com DAAs, consideramos que os explantes hepéticos de pacientes com hepatite C crbnica
tratados com sucesso com DAAs sejam uma oportunidade para avaliar possiveis
alteracdes histoldgicas com o tratamento antiviral. No presente estudo, adicionamos, até
onde sabemos de modo pioneiro nas hepatites C, a analise de aspectos relacionados a
ativacdo de CPH, através da semiquantificacdo do grau de CPI, EDI e RD por detec¢do
imuno-histoquimica do CK7. Buscamos, ainda, relacionar tais alteracdes histoldgicas a
analise imuno-histoquimica das células da resposta imune adaptativa do microambiente
hepatico e das implicaces do tratamento sobre o0 estado de ativacdo ou exaustdo dessas
células, com a possivel expressao de PD-1 e de FOX-P3.
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 Hepatite C

A hepatite C € uma doenca causada através da infeccdo pelo virus da hepatite C
(HCV), seja ela aguda ou cronica. No caso das infec¢Oes agudas, geralmente os pacientes
sdo assintomaticos e ndo apresentam risco de vida. Estima-se que cerca de 30% dos
infectados eliminem o virus espontaneamente por volta de 6 meses ap0s a infec¢cdo, sem
qualquer tratamento. No entanto, os demais 70% acabam por desenvolver infeccédo
cronica pelo virus [23]. A forma cronica da doenga ocorre em decorréncia da superacgao
das defesas imunes inatas e adaptativas do hospedeiro pelo virus [24-27].

Nesse contexto, a infec¢do cronica pelo HCV se tornou um problema de salde
publica, pois trata-se de uma doenca hepatica que pode resultar em cirrose e/ou em
carcinoma hepatocelular (CHC), que hoje afeta cerca de 58 milhdes de pessoas [23]. Além
disso, também pode se tornar uma doenga sistémica com manifestacdes extra-hepéticas
associadas a uma vasculite crioglobulinémica ou inflamac&o crénica [28].

A hepatite C cronica, embora aparentemente silenciosa e na maior parte do tempo
assintomatica, estd associada a diversas e sérias comorbidades, comprometendo a
qualidade de vida do paciente [29]. O risco de descompensacgdo hepatica em um individuo
cirrotico é de até 6% ao ano, e apds um primeiro episodio de descompensacdo hepatica,
o risco de dbito nos 12 meses seguintes é de até 20%. As manifestacdes extra-hepaticas e
0s eventos imune ou inflamatérios relacionados ocorrem em até 75% dos individuos com
infeccéo cronica [30].

A progressao da doenca cronica € acelerada pelos seguintes fatores: idade mais
avancada de infeccdo; sexo masculino; obesidade, alto consumo de alcool; coinfec¢édo
pelo HIV; e imunossupresséo. O risco de desenvolver carcinoma hepatocelular em 5 anos
varia de 1% nas pessoas sem fibrose hepatica para até 13% naqueles com cirrose. Outros
fatores, como coinfecgdo por HBV, diabetes, esteatose hepatica, infec¢do por genotipo 3,
consumo elevado de alcool, idade avancada, contagem baixa de plaquetas e possiveis
fatores genéticos, também sdo considerados fatores de risco individual para desenvolver
CHC.
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Todavia, a infeccdo pelo HCV € a unica infeccdo viral cronica curavel, feita
através da chamada resposta viroldgica sustentada, onde o RNA do virus se torna
indetectdvel 12 semanas apds o término do tratamento. Quando isso ocorre, hd uma
reducdo significativa do risco de morbidade e mortalidade associadas a doencas hepaticas
e extra manifestacGes hepaticas, que sdo principalmente reversiveis [28]. Desde a
aprovacdo dos antivirais de acdo direta (DAAs) em 2014, houve uma revolugdo no
tratamento do HCV que permitiu curar quase todos os pacientes [31]. O HCV pode ser
classificado em sete gendtipos e 86 subtipos [32]. Esses diferentes genotipos resultam em
um prognéstico diferencial da doenca e podem influenciar a selecéo da terapia antiviral a
ser utilizada [33, 34].

Em 2016, a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) estimou cerca de 399 mil
mortes por hepatite C, e estabeleceu as hepatites virais como uma ameaca a salde publica
mundial [35]. Assim, considerando o relevante impacto global em termos de morbidade,
mortalidade e custos econdémicos relacionadas a hepatite viral, neste mesmo ano, a OMS
adotou a primeira Estratégia Global do Setor de Salde sobre Hepatite Viral, com intuito
de reduzir em 90% as novas infeccbes e as mortes por hepatite viral em 65% até 2030.
Além disso, visa aumentar os indices de tratamento em até 80% [35]. Neste relatorio, a
OMS também destaca o papel critico da cobertura universal de salde e estabelece metas
alinhadas com as dos Objetivos de Desenvolvimento Sustentavel, como estabelecer
politicas baseadas em evidéncias e dados para acdo, aléem de medidas de prevencao da
transmissdo e aumento de servicos de triagem, cuidados e tratamento [35].

No Brasil, acredita-se que o maior desafio atual para o cumprimento das metas
estabelecidas pela OMS para a eliminagdo da infeccdo esteja no diagnostico precoce da
doenca. Entre 1999 e 2020, foram notificados 262.815 casos confirmados de infec¢éo.
Desde a incorporacéo dos DAAs ao Sistema Unico de Saude em 2015, mais de 130 mil
brasileiros ja se recuperaram da hepatite C apds uso destas medicacfes. O total de
pacientes que recebeu o medicamento representa apenas 23% da meta pretendida para a
eliminacdo da infeccdo no pais até 2030. Pode-se destacar ainda que cerca de 40% dos
tratamentos realizados com DAAs ocorreu entre 2019 e 2020, evidenciando avangos das

politicas de combate a hepatite C no pais [36].
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2.2 Historico da hepatite C

Em meados do século XX, a hepatite pos-transfusional era um fendmeno
relativamente frequente. Contudo, apds a identificacdo do virus da hepatite B (HBV) em
1965 e do virus da hepatite A (HAV) em 1973, percebeu-se que muitos desses casos de
hepatite ndo podiam ser atribuidos a nenhum desses agentes [37-40]. Em 1975, Feinstone
e colaboradores demostraram esse acontecimento em uma coorte de pacientes com
hepatite pos-transfusional, utilizando ensaios soroldgicos para excluir infecgdes por
HAV, HBV, citomegalovirus e virus Epstein-Barr [40].

No mesmo periodo, Alter e colaboradores demonstraram a existéncia de um virus
que foi denominado como hepatite ndo-A, ndao-B (NANBH), associado a hepatite pos-
transfusdo e responsavel por até 90% dos casos [41]. Quase 15 anos depois, em 1989,
Houghton et al. isolaram o DNA complementar do sangue de uma pessoa infectada. Esse
processo permitiu o isolamento do RNA viral, que foi entdo chamando de virus da
hepatite C (HCV). A partir de entdo, o sequenciamento viral foi realizado e essa conquista
orientou todas as etapas posteriores na identificagdo dos elementos do virus [42]. J& na
década de 1990, a partir de uma versdo editada do genoma do virus, Rice estabeleceu um
robusto sistema de replicacdo in vitro, firmando, assim, as bases para futuras analises
genéticas e funcionais [43].

Desta forma, o esforco coletivo para a identificagdo do HCV transformou o
diagndstico e a prevencdo de risco nosocomial ou comunitario da hepatite C, o que
rendeu, em 2020, o Prémio Nobel de Fisiologia ou Medicina ao britanico Michael
Houghton e aos americanos Harvey J Alter e Charles M Rice, pela descoberta do HCV
[44].

2.3 O virus da hepatite C (HCV)

O HCV é um pequeno virus envelopado de RNA de fita simples, com 9,6 kb e
polaridade positiva, pertencente a familia Flaviviridae, género Hepacivirus. Seu genoma
codifica uma poliproteina Unica de 3000 aminoacidos, que se divide, através clivagem
proteolitica, em proteinas estruturais (nucleo, E1 e E2) e ndo estruturais (p7, NS2, NS3,
NS4A, NS4B, NS5A e NS5B) [45-47]. NS5B e NS3/4 destacam-se por serem as mais

importantes para a replicagéo viral.
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A proteina do Core € altamente conservada. Ela interage com o genoma do HCV para
formar o nucleocapsideo viral, circundado por uma membrana lipidica, chamada de envelope
viral, na qual as glicoproteinas do envelope estdo ancoradas. Possui afinidade de associagéo com
o reticulo endoplasmatico, goticulas lipidicas, mitocondrias e nucleo celular, possibilitando sua
interacao com diversas proteinas celulares e, consequentemente, permitindo alteracao das funcoes
da célula hospedeira como transcricdo génica, metabolismo de lipidios, apoptose e vias de
sinalizacdo [46, 48]. Entre as principais funcdes dessa proteina, estéo o recrutamento de proteinas
nao estruturais para membranas associadas a goticulas lipidicas, responsaveis pelo acimulo de
gordura, além de participarem do trafego de vesiculas intracelulares [46].

As proteinas estruturais E1 e E2, glicoproteinas altamente glicosiladas, possuem alta
variabilidade e sdo os alvos preferenciais dos anticorpos neutralizantes. Estas proteinas séo
necessarias para o0 correto dobramento das estruturas virais, desempenhando, assim, papel
importante na entrada do virus na célula hospedeira através do reconhecimento das proteinas e
ligacdo aos receptores de membrana celular [46, 49].

J& as proteinas ndo estruturais possuem papel importante no processamento da
poliproteina viral e na replicacdo do RNA. A maturacdo dessas proteinas ocorre mediante
atividade de proteases virais. A proteina p7 se localiza na juncéo entre as proteinas nao estruturais
e estruturais. Ela pertence a familia das viroporinas, possuindo dois dominios transmembranas
incorporados a membrana do reticulo endoplasmético. Essa estruturacdo forma poros
hidrofobicos com atividade de canal idnico, fundamentais para a producdo de particulas
infecciosas, atuando na montagem e liberacéo de novos virions [48, 50].

A NS2 é uma proteina transmembrana hidrofobica que se insere namembrana do reticulo
endoplasmatico e é essencial para completar o ciclo de replicacdo viral [48, 51, 52]. Essa proteina
interage com ela mesma, formando homodimeros, além de interagir com as demais proteinas nao
estruturais. Seu papel é fundamental na montagem de novas particulas infecciosas e uma de suas
principais funcdes é a clivagem da juncdo NS2-NS3 por meio de atividade autocatalitica metalo-
protease dependente, que € codificada pelas regides NS2 e amino-terminal de NS3.

A NS3, por sua vez, apresenta atividade multifuncional. Sua por¢do amino-terminal
apresenta atividade de serino-protease, responsavel pelas clivagens da poliproteina entre as
regides NS3-NS4A, NS4A-4B, NS4B-5A e NS5A-5B. Sua porcdo carboxi-terminal possui
atividade RNA helicase e de NTPase. Ela é indispensavel para a replicacdo do RNA viral devido
a sua acdo inibidora de importantes vias da resposta celular inata do hospedeiro. Atualmente é

considerada um dos alvos principais para o desenvolvimento dos DAAs [48].
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A NS4A forma um complexo estavel com NS3 e atua como cofator para sua atividade
de proteinase (protease). A interacdo entre essas proteinas permite a ativacao do sitio ativo NS3 e
uma clivagem mais eficiente [53]. Alem disso, a NS4A também é necesséria para a fosforilagéo
de NS5A, podendo interagir diretamente com ela [48, 54].

A NS4B é uma pequena proteina hidrofobica com 4 dominios transmembrana que
desempenha importante fungdo no recrutamento de outras proteinas virais. Ela interage com
NS4A e, portanto, indiretamente com NS3 e com a NS5A [48, 54]. A proteina NS4B induz
mudancas morfologicas no reticulo endoplasmatico para a formacdo de um complexo de
replicagdo no citoplasma celular. Esse complexo ¢ conhecido como “teia membranosa”, e se
constitui de pequenas vesiculas embebidas em uma matriz membranosa intimamente associada
ao reticulo endoplasmatico rugoso [48, 54].

Por sua vez, a proteina NS5A, também conhecida como complexo de replicacéo, € vital
para 0 processo de replicacdo e para a montagem do virion. Trata-se de uma fosfoproteina
hidrofilica que modula as vias de sinalizacéo celular e resposta ao Interferon (IFN), justificando
seu papel na replicacdo viral. Foi proposto que essa proteina possui interacdes com proteinas que
afetam a sinalizagdo celular, sendo capaz de regular mecanismos pro e antiapoptéticos. Além
disso, ela pode modular vias envolvidas na sinalizacdo mitogénica da célula hospedeira, que
regulam o crescimento e a ativacdo. Também foi implicada sua interferéncia nas vias de
sinalizacdo de fosfatidilinositol 3-quinase, que podem levar a transformacéo de hepatécitos e
formacgéo de HCC [46, 48, 54].

Por fim, a NS5B é uma proteina que atua como RNA polimerase dependente de RNA e
desempenha um papel importante na sintese de novos genomas virais. A replicagdo procede via
sintese de um RNA de fita negativa complementar que utiliza o genoma como modelo, e a sintese
subsequente de RNA de fita positiva a partir deste RNA de fita negativa intermediario. Como
componente central da replicase do HCV, a NS5B emergiu como um alvo principal para

intervencao antiviral [55].

2.4 Epidemiologia

As hepatites virais aparecem como a principal causa mundial de mortalidade
infecciosa, apesar da prevaléncia viral ter diminuido de cerca de 170 milhdes de
portadores cronicos em todo 0 mundo, de acordo com relatos prévios [56], para cerca de
71 milhdes em 2017 [35, 57], e atualmente para 58 milhdes de pessoas, com cerca de 1,5

milhdes de novas infec¢des ao ano [23].
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Estimativas com base em dados de 2015 mostram cerca de 71,1 milhdes de
individuos virémicos no mundo, correspondendo a uma prevaléncia global de cerca de
1%, com mais de 1.750.000 casos de novas infec¢des ao ano. A prevaléncia de viremia
reportada em 2017 pelo Polaris Observatory foi de 0,9%, e a populacéo infectada foi
estimada em aproximadamente 71 milhdes. Os genotipos mais frequentemente
observados foram 1b, 1a e 3, contabilizando respectivamente 33,4%, 31% e 30,2%, das
infeccdes [57].

Comparado a analises prévias [58], ocorreu uma diminuicdo da estimativa global
de infeccOes e supde-se que a reducdo na prevaléncia esteja associada a diminuicdo de
infeccBes nosocomiais e melhor acesso aos antivirais [35]. Também se acredita que a
reducdo na prevaléncia seja devida as estimativas menores de prevaléncia na China e
Africa, & maior mortalidade por causas relacionadas ao figado e ao envelhecimento da
populacéo [57].

De acordo com a OMS, o HCV ocorre em todo globo. Entretanto, a prevaléncia
ndo € homogénea entre as diferentes regides. A Regido Mediterranea Oriental € a area
com maior numero de individuos infectados (cerca de 15 milhdes), seguido pelas Regides
Europeia e do Pacifico Ocidental (14 milhGes cada), e pela Africana (10 milhdes). Cerca
de 80% das infecgdes globais por HCV ocorreram em 31 paises, e seis deles (China,
Pakist&o, Nigéria, Egito, india e RUssia) contabilizam mais de 50% dos casos de infeccao.
Curiosamente, metade dos paises que respondem por 80% das infec¢cdes do mundo estédo
em grupos de média e baixa renda (Figura 1). Importante ressaltar que, em muitos paises,

os dados de prevaléncia possuem baixa qualidade e necessitam constantes revisoes [57].
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Figura 1. Relagéo entre prevaléncia do HCV e classificagdo de renda. Maior prevaléncia em paises de
renda mais baixa. Fonte: Lombardi et al., 2019 [59].

:

Income classification

Em 2015 a incidéncia global do HCV foi estimada em cerca de 1,75 milhGes de
novas infec¢des (cerca de 23,7 casos por 100.000), havendo maior incidéncia da hepatite
C em Regides Europeias e Mediterranea Oriental. Foi reportada na Regido Europeia uma
incidéncia de 61,8 casos por 100.000 individuos versus 62,5 casos por 100.000 individuos
na Regifo Mediterranea Oriental. As regides da Asia Central e Europa Leste apresentaram
as maiores estimativas regionais para a prevaléncia do virus [23]. A mortalidade global
atribuivel a hepatite viral em 2015 foi de aproximadamente 720.000 mortes por cirrose e
470.000 mortes por CHC [35].

Ademais, observou-se na populagdo global uma distribuigdo etaria bimodal da
infeccdo, refletindo maior prevaléncia entre individuos acima de 50 anos e mais jovens,
com idade entre 20 e 40 anos, entre 0s quais a injecdo de opioides tem sido a via
predominante de novas infec¢des. Uma revisdo sistematica e metanalise, realizada entre
2002 e 2015, notou prevaléncia do HCV consistentemente maior entre individuos
infectados pelo HIV, especialmente entre usuarios de drogas injetaveis [60]. Sendo
reportados cerca de 2 a 3 milhdes de casos de coinfeccdo com HCV e HIV, e a prevaléncia

foi notavelmente maior entre homens homossexuais [61].
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2.5 Epidemiologia no Brasil

O Brasil € um pais de tamanho continental dividido em cinco macrorregides e
estima-se que cerca de 657 mil pessoas tenham infeccdo ativa por HCV e a maior
prevaléncia da doenga esteja entre individuos com idade superior a 40 anos.
Considerando-se adultos acima de 18 anos, ocorre consideravel variacdo da prevaléncia
da infeccéo entre as diferentes macrorregides do pais. Na Regido Norte, a prevaléncia é
de cerca de 3,2%, no Centro-Oeste e Sul, de 1,9%, no Sudeste, de 1,8%, e no Nordeste,
de 1,6% [62].

Entre 2009 e 2018, 195.039 casos de hepatite C foram reportados no Brasil. Nesta
analise de distribuicdo de casos por regido, 50,65%, 32,18%, 8,19%, 4,59% e 4,39%
ocorreram nas regides Sudeste, Sul, Nordeste, Norte e Centro-Oeste, respectivamente.
Em 2018 os estados com mais casos confirmados de hepatite C foram S&o Paulo, Rio
Grande do Sul e Rio de Janeiro, com 35%, 20,6% e 8,8%, respectivamente. Considerando
apenas 0s casos confirmados da doenca, 57% ocorreram em homens e 43% em mulheres.
Havendo maior ocorréncia de casos entre individuos acima de 40 anos, sendo essa
tendéncia observada em ambos os géneros [63].

Em 2020, dados do Boletim Epidemioldgico Nacional descrevem que no Brasil
ocorreu uma elevacdo a partir de 2015 das taxas de deteccdo de casos confirmados de
hepatite C, quando, para fins de vigilancia epidemioldgica, foi estipulado que qualquer
caso com um dos marcadores anti-HCV ou HCV-RNA reagentes passariam a ser
notificados.

Na analise da distribuicdo de casos por marcadores sorolégicos, a partir de 2015,
ano em que mudou a defini¢do de caso, verificou-se que a propor¢do de casos com 0s
dois marcadores anti-HCV e HCV-RNA reagentes apresentou queda (passando de 50,4%
em 2015 para 36,3% em 2020), enquanto os casos notificados com apenas a informagéo
do anti-HCV apresentou elevacédo (passando de 34,5% em 2015 para 48% em 2020); e 0s
casos notificados com anti-HCV reagente e HCV-RNA ndo reagente permaneceram em
torno de 12% nesse periodo [36]. Ainda em 2020, a maior taxa de infecgdo observada foi
na regido Sul (com 12,1 casos para cada 100 mil habitantes), sequida pelo Sudeste (4,5),
Centro-Oeste (3,0), Norte (2,6) e Nordeste (1,1) [36].
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A principal forma clinica dos casos de HCV notificada nacionalmente foi a
cronica, independente da faixa etéria. Dentre os 262.815 casos confirmados de HCV no
pais desde 1999, 151.312 (57,6%) ocorreram em individuos do sexo masculino e 111.398
(42,4%) do sexo feminino. Sendo observada estabilidade na razéo de sexos desde 2010,
com média de 13 casos em homens para dez casos em mulheres em 2020. Ao longo dos
anos, a variavel etnia foi mais bem relatada, com propor¢éo de 78,1% de registros destas
informagdes em 1999, atingindo 89,3% em 2020. Ainda em 2020, entre 0s casos que
incluiram a informacao referente a etnia, 55,3% foram referidos como brancos, 33,3%
como pardos, 10,2% como pretos, 0,9% como amarelos e 0,3% como indigenas [36].

Quanto a provavel fonte ou mecanismo de infeccdo no pais, destaca-se a falta de
informacdo em 56,9% dos casos notificados no periodo de 2010 a 2020, o que dificulta a
analise sobre as provaveis fontes de infeccdo. Em todo periodo, observa-se que a mais
provavel fonte de infeccdo foi o uso de drogas, correspondendo a 11,9% do total dos
casos, seguido da transfusdo sanguinea (10,0%) e da relagdo sexual (9,0%). Ressalta-se
que, em 2020, a proporcao de infeccOes por via sexual (9,6%) foi superior ao percentual
de infec¢Oes relacionadas ao uso de drogas (7,4%), e a proporcdo de infeccdes por via

transfusional apresentou-se bastante reduzida (3,2%) [36].

2.6 Gendtipos

O sequenciamento do genoma seguido de andlise filogenética permite a caracterizacdo e
classificacdo dos patdgenos virais baseado em seu perfil genético. Os patdgenos virais geralmente
sdo subdivididos em gendtipos ou tipos, com semelhancas genéticas que variam entre 66% e
69%; subgendtipos ou subtipos, com semelhangas variando entre 77% e 80%, e ha as
quasiespécies virais, com similaridades entre 91 até 99%. As quasispecies sdo formadas por
sequencias em minoria dentro de uma populacdo dominante, que se caracterizam por uma
distribuicdo bem definida de mutantes que foram gerados por um processo de mutagdo-selegao.
Acredita-se que seja possivel que o patdgeno viral emergente evolua geneticamente no
hospedeiro, originando a quasisespecie, e assim diversos novos patdgenos virais podem
determinar o perfil genético do virus em determinada populagéo ou regido geogréfica. Portanto,
o0 desenvolvimento de quasispécies apresenta desafios a vigilancia imune do hospedeiro, terapias
antivirais e ao desenvolvimento eficaz de vacinas [32]. Também é possivel que diversos tipos ou
subtipos virais, como entidades bioldgicas distintas, possam causar diferentes patogenicidade,

transmissibilidade ou apresentar resposta distinta ao tratamento antiviral [63].
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Até o momento, ha oito genotipos do HCV confirmados no mundo e 86 subtipos
reportados. Os diferentes gendtipos, foram nomeados de 1 a 8 por ordem de sua
descoberta, e diferem uns dos outros em cerca de 30-35% em sua sequéncia nucleotidica.
Os gendtipos sdo divididos em subtipos, definidos por letras, que diferem entre si cerca
de 20-25% em sua sequéncia nucleotidica, e considera-se que, ainda que isolados dentro
do mesmo subtipo, possam diferir em 10% [32]. A prevaléncia e distribuicdo dos
diferentes gendtipos e subtipos variam de acordo com a &rea geografica (Figura 2). Em
todo o mundo, os genotipos mais prevalentes sdo 0s genotipos 1 e 3, compreendendo,

respectivamente, 44% e 25% das infeccBes pelo HCV [32].
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Figura 2. Proporg¢ao genotipo e nimero total de infecgdes (representadas pelo tamanho do circulo) nas
regibes por carga global da doenga (GBD). Fonte: Polaris Observatory HCV Collaborators, 2017 [57].

O gen6tipo 1 é o0 mais prevalente no mundo. O subtipo 1a exibe maior prevaléncia
nos Estados Unidos e Canada, e o subtipo 1b maior prevaléncia na Europa. As infeccdes
por gendtipo 3 sdo mais comuns em paises de renda média e baixa. O genotipo 3 é
endémico do Sudeste Asiatico e cerca de 75% das infec¢Oes por esse genotipo ocorrem
no sul da Asia. As infeccdes por gendtipo 4 constituem 15% de todas as infecges, sendo
mais frequentes no Oriente Médio, Egito e Africa Central e Norte. O gen6tipo 2

predomina na Africa Ocidental, e os gendtipos 2 e 6 ocorrem no Leste Asiatico. Menos



35

de 1% das infeccOes globais sdo por genotipos 5, 7, e 8, e a maior parte dos casos sao
originarios da Africa Subsaariana Meridional e Central. O gen6tipo 5 ocorre quase
exclusivamente na Africa do Sul, enquanto o gendtipo 6 é predominantemente distribuido
em toda a Asia. O genétipo 7 foi identificado em sete individuos infectados na Republica
Democratica do Congo, e o gendtipo 8 foi encontrado em quatro individuos infectados de
Punjab (india) [64, 65].

Um estudo baseado no levantamento de determinagdo do genétipo do programa
do Ministério da Saude, analisou amostras das macrorregides do Brasil de quase 30.000
individuos com diagndstico recente de infeccao pelo HCV entre 2016 e 2018. Foi relatado
maior prevaléncia do G1A com 40,9%, seguido pelo G1B e G3, com 30,2% e 23,8%
respectivamente, sendo a prevaléncia de outros genotipos menor que 4%. A idade
mediana para os homens foi de 54 anos, e para as mulheres de 57 anos. O G1A foi mais
prevalente nas macrorregifes Sul, Sudeste e Centro-oeste, enquanto o G1B foi mais
prevalente no Norte e Nordeste. Na regido Sul foi notado maior prevaléncia do G3 com
relagdo ao G1B, contrastando com o descrito anteriormente no Brasil [63].

Em 2020, Nutini e colaboradores [63] relataram a prevaléncia da infeccéo entre
as diferentes regibes do pais, variando entre 3,2% no Norte, a 1,9 % no Centro e Sul, 1,8
% no Sudeste e 1,6 % no Nordeste. A maioria das infec¢cbes foram por genotipo 1A
(G1A), contabilizando 40,9% das infecg¢des, genotipo 1B (G1B), com 30,2%, e gendbtipo
3 (G3), com 23,8%. Tais dados sdo similares a estimativa prévia publicada por Messina
e colaboradores [64], em 2015, que descreveu o genotipo 1 com 69,3% e o geno6tipo 3
com 26,9% das infec¢bes. A maior prevaléncia de G1A foi entre individuos homens
(44,4%) comparativamente a mulheres (35,8%), e 0 G3 foi mais prevalente na regido Sul.
Foi observado alta prevaléncia de coinfeccdo com HIV entre individuos infectados com
HCV com diagnostico recente, sendo a prevaléncia de coinfeccdo de 15%. Esta foi mais
alta entre os homens (18,1%) em comparagdo com as mulheres (10,4%). A prevaléncia
entre individuos coinfectados com HCV / HIV e individuos monoinfectados com HCV
foram respectivamente: G1A 60,6% versus 37,8%, G1B 15,2% versus 32,9% e G3 18,9%
versus 24,7% [63].

A idade mediana entre os individuos com G1A e G3 foi inferior ao G1B e G2,
sugerindo que os genotipos G1A e G3 estdo se expandindo na populacdo brasileira.
Curiosamente, houve maior prevaléncia destes genoétipos nas regides Centro-Oeste,
Sudeste e Sul, em comparagdo com a maior prevaléncia de G1B nas regiGes Norte e
Nordeste. Com base nesses resultados, especula-se que a epidemia de HCV esta se
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expandindo nas regides Sul do pais, e destaca-se a alta prevaléncia do G3 observado entre
as mulheres infectadas pelo HCV nessa regido brasileira. A prevaléncia de genotipos
distintos no Brasil sugere o estabelecimento e expansdo de cepas consideradas, no
passado recente, como cepas minoritarias no pais. Observou-se também que a idade
mediana entre os individuos coinfectados pelo HCV/HIV foi menor do que entre 0s
individuos monoinfectados pelo HCV, o que também sugere uma epidemia crescente
entre os individuos infectados pelo HIV [58].

2.7 Tratamento

O conhecimento do curso natural da infec¢éo é considerado a pedra angular de
qualquer avaliagdo da necessidade de terapia e justifica os altos custos do tratamento
antiviral. A necessidade de tratar ndo se refere somente a progressao da hepatite C cronica
para cirrose, mas sobre uma possivel modificacdo do curso natural da doenca, inclusive
nos casos com cirrose identificada. Deve ser destacado que o tratamento antiviral que leva
a resposta viroldgica sustentada (RVS) em pacientes com cirrose estabelecida pode ndo
sO prevenir complicacBes, mas também contribuir para a regressdo da fibrose [66].

O principal objetivo do tratamento € atingir RVS, indicando a cura viroldgica da
infeccdo [67, 68]. A RVS é definida pela ndo detectabilidade do HCV-RNA da 122 a 24?
semana apos o término da terapia, feita através de ensaio molecular sensivel que possua
um limite inferior aceitavel de quantificacdo [69].

Atingir RVS se relaciona a melhor qualidade de vida, com reducdo em cerca de
70% do risco de CHC e 90% do risco de mortalidade relacionada ao figado [70, 71]. Além
disso, na era da terapia com DAAs, atingir RVS se relacionou a reducao em cerca de 30%
da lista de transplante hepatico por cirrose descompensada [72]. O tratamento também ¢
indicado para evitar a progressdo da doenga e eventos relacionados, melhorando a
qualidade e expectativa de vida e reduzindo a transmisséo da infeccdo [73, 74].

Uma questdo relevante no tratamento da HCV cronica é a relacdo custo-
efetividade, devido principalmente ao alto custo da terapia antiviral a saude publica [75].
O estudo de Smith-Palmer e colaboradores, por exemplo, demonstrou que nos primeiros
cinco anos apds o tratamento, os custos médicos com pacientes que alcangarem RVS

foram 13 vezes menores se comparados aos pacientes com infeccéo ativa [76].
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As opcdes terapéuticas tiveram evolucao significativa nos ultimos anos. Por mais
de duas décadas, o IFN foi a base para o tratamento do HCV. As respostas ao tratamento
evoluiram em 1998 pela adicdo de ribavirina e apos, entre 2001 e 2002, pela ligagdo da
molécula de IFN ao polietilenoglicol. A combinacéo de interferon peguilado associado a
ribavirina (PEG-IFN e RBV), por anos esteve associado a cura sub 6tima e alta toxicidade
relacionada ao tratamento via oral [46]. Adquirir RVS durante o tratamento com IFN e
RBV foi relacionado a diminuicdo da inflamacdo hepatica, regressdo da fibrose na
maioria dos casos e reversdo da cirrose em quase metade deles. Além disso, a aquisicdo
de RVS foi considerado um fator independente associado a auséncia de significativa
fibrose [77].

Ao longo dos anos, a melhor compreenséao do ciclo de replicagdo do HCV levou
a identificacdo de novos alvos terapéuticos. Em 2011 foram aprovados 0s primeiros
agentes antivirais de acdo direta (DAAS), boceprevir e telaprevir, para tratamento do
genotipo 1, combinados com a terapia dupla tradicional [78]. Com isso, ocorreu um
aumento das taxas de RVS tanto em pacientes virgens de tratamento quanto naqueles que
estavam repetindo o tratamento, porém com maior toxicidade, interacdes e custos. Além
da menor seguranca em pacientes com doenca avancada, isso pode desencadear
descompensacao ou até 6bito [79].

Desde 2013, a incorporacao dos novos DAAs, com melhor eficécia, propriedades
pan-genotipicas, perfil de tolerabilidade favoravel e com taxas de RVS acima de 95%
[73] repercutiu em grande avancgo no tratamento da HCV cronica. Assim, a aplicabilidade
dos DAAs se tornou possivel em praticamente todos os individuos infectados [80],
demonstrando alta poténcia associado a menor toxicidade e maior barreira a resisténcia,
com tratamentos curtos e todos com regime por via oral. A RVS com o tratamento com
DAA se correlacionou a diminuicdo significativa do risco de morbidade relacionada ao
figado e todas as causas de mortalidade [81].

Em 2019 um grande estudo prospectivo com 10.166 pacientes demonstrou que o
tratamento com DAAs se associa a reducdo do risco de mortalidade [82]. Outro estudo de
2017 reportou associagdes similares, que demonstrou significativa diminuicdo em todas
as causas de mortalidade naqueles que receberam DAAs, destacando que idade, cirrose e

comorbidades, como o diabetes, se correlacionam positivamente com a mortalidade [83].
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A recomendacdo atual é de o tratamento deve ser oferecido a todos 0s pacientes com
diagndstico de infeccdo pelo HCV, nas suas formas aguda ou crénica, independentemente do
estagio de fibrose hepética [34, 84]. Os regimes atuais de tratamento padrdo com DAAS séo
apropriados tanto para individuos sem experiéncia de tratamento quanto para individuos ja
tratados. O genotipo, associado ao historico de tratamento e a gravidade da doenca hepética
determinam o esquema ideal da terapia. A opgao primaria é a utilizacdo de DAA sem IFN, e a
RBV deve ser omitida sempre que possivel.

Pessoas com expectativa de vida de um ano ou menos e aqueles cuja doenca ndo é
remedidvel por terapia com DAAS ou por transplante de figado constituem as Unicas exce¢des a
essa recomendacdo. O tratamento deve ser acelerado naqueles com fibrose substancial ou cirrose,
nas populacBes consideradas de alto risco, naqueles com manifestagdes extra-hepaticas e nos
receptores de explantes hepaticos. Mulheres em idade fértil que estdo tentando engravidar e

pacientes em hemodialise devem ter acesso ao tratamento como prioridade.

2.7.1 Mecanismos de agdo dos DAAs

Todos os DAAs atuam diretamente no HCV, interrompendo a sua replicagéo [34, 84].
Os DAAs tém como alvo a protease NS3/4A, a replicase NS5A, a porcdo de montagem e a
polimerase dependente de RNA NS5B [22]. As limitagGes iniciais dos inibidores de protease NS3
de primeira geracdo tém sido superadas por inibidores de protease pangenotipica de segunda e
terceira geracdo. Os inibidores NS5A sdo potentes inibidores da replicacdo do virus; no entanto,
podem selecionar variantes de resisténcia. Os inibidores da polimerase NS5B incluem o sufixo -
buvir, e duas classes desses inibidores foram desenvolvidas: um inibidor alostérico ndo
nucleosideo que se liga & enzima para bloquear sua atividade catalitica, e o nucleotideo
sofosbuvir, um finalizador de cadeia analogo de nucleosideo que confere uma alta barreira a
resisténcia [85].

Diante das diversas opcOes de DAAs e de regimes de tratamento, dosagens e
formulagdes, 0 esquema escolhido depende do custo e acessibilidade das medicaces. Fatores de
base como genotipo, histdrico de tratamento, estagio de fibrose e associagdo com variantes pre-
existentes resistentes séo considerados. A combinacéo de duas ou trés drogas, por exemplo tendo
como alvo os inibidores de protease NS3/4, inibidores da polimerase NS5B e inibidores do
complexo de replicacdo NS5A, apresentam eficacia pan-genotipica com indices de RVS acima
de 95% e ampla tolerabilidade [86, 87].
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Na Europa e Estados Unidos, os DAAs ficaram disponiveis desde 2013 e ja ha
pesquisas clinicas mostrando bons resultados. Um exemplo particularmente bom é o
campo de transplante, em que ocorreu diminui¢do de casos de cirrose descompensada
listados para transplante hepatico. Na Italia, uma avaliacdo de 1.109 pacientes que
aguardavam por transplante antes e depois da introducdo do DAAs revelou uma
diminuigdo significativa da cirrose relacionada ao HCV, especialmente para formas
descompensadas (de 24,2% para 15,9%) [88]. Resultados semelhantes foram encontrados
em um estudo espanhol com 2.379 pacientes que aguardavam por transplante hepético
por doenca hepética descompensada, com uma diminuicdo significativa ao longo do
tempo com o uso em larga escala de DAAs [89]. Mais recentemente, um estudo
multicéntrico, que incluiu varios paises europeus e 0s Estados Unidos, registrou 60.527
casos de transplante de figado. Os autores observaram, além de um declinio na listagem
de pacientes com cirrose descompensada por HCV, melhora na sobrevida nos Gltimos trés

anos pds-transplante para estes pacientes devido ao impacto dos DAAs [90].

2.7.2 Diretrizes do tratamento no Brasil

No Brasil, todos os cidaddos acima de 18 anos possuem direito ao tratamento. O
tratamento da HCV esté indicado para todos os pacientes com diagnostico de infeccdo, nas
suas formas aguda ou cronica, independentemente do estagio de fibrose hepatica [74].

A partir de 2015, o Ministério da Saude incorporou os primeiros DAAs para o
tratamento da HCV, no ambito do Sistema Unico de Sadde (SUS). Os esquemas de
tratamento preconizados pelas diretrizes nacionais variam de acordo com o gendétipo ou

subgenotipo, estagio de fibrose e historico de tratamento [74].

2.7.3 Novas questdes a serem consideradas e o desenvolvimento da vacina

Embora as novas estratégias de tratamento com o uso de DAAs estejam
repercutindo em excelentes resultados, custo, eficicia e controle da infec¢do, novas
questbes devem ser consideradas.

A reinfeccdo ap0s o sucesso do tratamento € um importante problema de saude
publica, podendo impactar os esfor¢os para controlar a transmissdo. Como esses grupos
geralmente ndo eram tratados na era do pglFN, as taxas de reinfec¢do eram quase nulas e
raramente descritas. Um estudo recente com 4.114 individuos, relatou a reinfeccdo em

5,7% entre usuarios de drogas injetaveis e 10,2% entre individuos com coinfeccao pelo
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HCV-HIV [91]. Outra questdo seria a possibilidade de desenvolvimento de cepas
mutantes em pacientes que ndo atingem SVR [92]. Felizmente, dados recentes de ensaios
clinicos mostraram que a maioria dos pacientes que falham no tratamento com DAAS tém
excelentes opcdes de retratamento com terapias de resgate recém-aprovadas [93].

Apesar das altas taxas de RVS com o tratamento com DAAS, 0 acompanhamento
dos pacientes tratados é obrigatorio, devido a possibilidade de progressdo da doenca,
complicagdes da cirrose e, também, ao possivel aparecimento de CHC [94].

Assim, embora os DAAs venham se mostrando altamente eficazes, é improvavel
que a eliminacdo do HCV seja alcancada apenas com o tratamento, e a vacina continua
sendo essencial para prevenir a transmissdo e reinfeccdo em grupos de risco. O
desenvolvimento da vacina contra o HCV continua desafiador devido a diversidade
genética complexa do virus, o efeito da polimerase viral propensa a erros em produzir
diferentes quasispecies e uma compreensdo inadequada dos mecanismos de escape
imunologico viral [59, 95]. Epitopos virais altamente conservados sdo os alvos usuais do
desenvolvimento de vacinas baseadas em anticorpos. Os anticorpos neutralizantes contra
0 virus sdo direcionados contra a regido hiper variavel 1 da proteina E2. Entretanto, a
heterogeneidade dessa regido dificulta o desenvolvimento de uma vacina eficaz. Contudo,
a inducdo de anticorpos neutralizantes cruzados é alcancavel. Sendo assim, diversas

novas vacinas contra 0 HCV estdo em desenvolvimento [96].

2.8 Importancia da avaliacdo histolégica

Multiplas terminologias e sistemas de classificacdo e estadiamento foram
estabelecidos nos ultimos 60 anos. A abordagem evoluiu com uma melhor compreensdo
da etiologia e curso natural das hepatites cronicas e a disponibilidade e necessidade de
avaliar novas opgdes de tratamento. As primeiras classificaces descritivas enfatizavam
0 padrdo de lesdo necroinflamatdria como categorias progndsticas, levando ao uso de
terminologias como “cronica persistente”, “cronica agressiva”, “cronica ativa” e “hepatite
lobular cronica”. Em 1981, Knodell e colaboradores [97] propuseram um sistema de
pontuacdo detalhado, cuja principal desvantagem era combinar a pontuagdo para
atividade e fibrose. Posteriormente, em 1995, Ishak e colaboradores [98] propuseram uma
modificacdo desse sistema e, atualmente, € bastante popular, especialmente no cenario de

estudos clinicopatologicos.
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Na década de 1990, foram propostos sistemas mais concisos e mais faceis de usar
para relatorios clinicos. A criacdo desses novos sistemas foi liderada pelo sistema Scheuer
(1991) e seguido pelo sistema da Associacdo Internacional para o Estudo do Figado
(IASL) (1994), sistema Batts e Ludwig (1995) e metanalise de dados histolégicos em
hepatite viral (METAVIR) (1996) [99-102]. Todos os sistemas de classificacdo incluem
avaliacdo morfologica para inflamagdo e necrose hepatocelular. A extensdo e a
distribuicdo desses processos formam a base da classificacdo. Todos os sistemas de
estadiamento sdo baseados na quantificacdo da extensdo da fibrose que segue a leséo

necroinflamatoria persistente.

2.8.1 O estudo Anatomo-Patoldgico na Hepatite Cronica

O entendimento das Hepatites Cronicas como infec¢@es por virus hepatrotopicos, com
acometimento do parénquima hepatico, resultando em doenca hepética cronica, demonstra a
importancia fundamental do reconhecimento das alteragdes histologicas associadas aos
indicadores histol6gicos de progresséo da doenca. De acordo com a histdria natural da infeccéo
pelo HCV, no geral, a avaliacdo histoldgica é uma representacdo do processo necroinflamatério
parenguimatoso em andamento e permite a observacdo de um amplo espectro de achados
histoldgicos de acordo da fase da infeccao [103].

Historicamente, as terminologias utilizadas para descrever as hepatites virais cronicas
incluem “hepatite cronica persistente”, “hepatite cronica ativa” e “hepatite lobular cronica” [104].
O termo “hepatite cronica persistente” era utilizado para descrever apenas inflamacéo portal,
“hepatite cronica ativa” se referia a inflamagdo portal associado a necrose piecemal, e a
designacdo de “hepatite lobular cronica” era utilizada na presenga de necroinflamacdo lobular
sem necrose piecemal significativa [105]. No periodo em que essa classificacdo foi estabelecida,
os testes sorologicos para hepatite ainda ndo haviam sido desenvolvidos e a infecgdo ainda era
referida como hepatite ndo A-ndo B. Contudo, esses termos apresentavam certo valor
prognostico, sendo a ‘“hepatite cronica persistente” considerada uma infeccdo autolimitada;
enquanto a “hepatite cronica ativa” e a “hepatite cronica lobular’” designavam uma infecgdo com
potencial de evolucdo para hepatopatia cronica, caso ndo fosse tratado. Posteriormente, com a
melhor compreensdo bioldgica da infeccdo, as limitagbes destas classificagbes foram
reconhecidas e estes termos se tornaram obsoletos. Finalmente, tornou-se evidente que em todas
as categorias de hepatite descritas acima havia a progressdo para doenca hepatica cronica, fibrose

e finalmente cirrose [106, 107].
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2.8.1.1 A avaliacdo histologica no estadiamento das hepatites crénicas

O estudo histologico na avaliacdo diagnostica das hepatites crénicas representa
um importante determinante do grau da necroinflamacdo, além de ter implicacfes
progndsticas e terapéuticas ao contribuir para a avalicdo da progressdo da doenca e na
determinacdo da resposta ao tratamento antiviral.

Ao longo da historia, diversos sistemas de estadiamento foram desenvolvidos com
a intengdo de avaliar objetivamente os achados histoldgicos. O primeiro sistema de
pontuacéo foi proposto em 1981 por Knodell e colaboradores [97]. Posteriormente foram
propostos os sistemas de pontuacdo de Batts e Ludwig [101], Scheuer [99], Ishak
(Knodell modificado) [98] e METAVIR [102]. Considerando-se que o dano na hepatite
crénica € um processo bioldgico complexo, todos os sistemas de classificacdo apresentam
desvantagens e suscetibilidade a amostragem e variabilidade do observador, entretanto
sdo considerados sistemas reprodutiveis.

A classificacdo do subtipo de cirrose foi proposta pela Laennec Liver Society em
2012 [108]. De acordo com este sistema de classificagdo, ha trés categorias com base na
largura dos septos fibrosos e no tamanho dos nédulos, sendo classificados da seguinte
forma: A — cirrose leve, ou seja, grandes nodulos cirréticos circundados por septos
fibrosos finos; B — cirrose moderada, ou seja, nédulos cirréticos circundados por septos
fibrosos largos; e C — cirrose grave, ou seja, pelo menos um septo muito largo ou muitos
micronddulos. Essa classificacdo se trata de uma modificacdo da categoria de cirrose
METAVIR (F4), sendo desenvolvida com o intuito de contribuir com fatores
prognosticos que podem predizer o desenvolvimento de eventos e mortalidade
relacionados ao figado, como descompensacédo hepatica e CHC [108].

No geral, a graduacao histologica da atividade nas hepatites cronicas se baseia na
semiquantificacdo da hepatite de interface e necroinflamacdo lobular. A hepatite de
interface é graduada de acordo com a gquantidade e extensdo do envolvimento portal. A
inflamacéo lobular é graduada de acordo com o numero de focos e presenca de necrose
em ponte ou confluente. O estagio da doenca € avaliado semiquantitativamente em uma
escalade0a4ou0a6,deacordo com afibrose portal, extensédo do septo fibroso e fibrose

em ponte com distor¢éo arquitetural e cirrose [103].
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No Brasil, a classificacdo de Alves e Gayotto [109], de 1995, teve como objetivo
avaliar as alteraces arquiteturais e o grau de atividade de forma individualizada. Foi
proposta a valorizacdo de cada achado histoldgico, através da semiquantificacdo realizada
separadamente nos diferentes compartimentos, como espaco porta; interface, espaco
porta e parénquima; e I6bulo. Nessa classificacdo, cada uma das variaveis com relacdo a
alteracdo arquitetural e a atividade necroinflamatoria sdo semiquantificados como 0 =
ausente a 4 = grau maximo.

A avaliacdo histologica na hepatite C cronica representa diversas caracteristicas
que correspondem a evolucdo e progressdo da infeccao. A resposta tecidual ao tratamento
com DAAs geralmente é favoravel, com RVS em mais de 90% dos pacientes [110].
Entretanto, a inflamacdo persistente de alto grau é observada em um subgrupo de
pacientes [6]. Portanto estudos se tornam necessarios para identificar parametros que

possam predizer resposta histolégica ao tratamento com DAAS.

2.8.1.2 Os diferentes achados histoldgicos

A definicdo clinica da HCV cronica é ter no minimo seis meses de infecgdo
persistente, a partir do inicio da infeccdo [111]. Os achados histoldgicos que definem a
hepatite viral crénica tém sido historicamente bem caracterizados e, embora ndo sejam
especificos, correspondem a necroinflamagcdo acompanhado por diferentes graus de
fibrose [112].

A inflamacdo portal é um achado caracteristico da hepatite crénica, associada ou
ndo a inflamacdo lobular, consistindo predominantemente por infiltrado
linfoplasmocitico de intensidade variada. O infiltrado inflamatério portal pode
permanecer confinado ao espacgo porta ou envolver o parénquima adjacente, configurando
assim a hepatite de interface [113].

A hepatite de interface (formalmente denominado necrose piecemal) é uma leséo
frequente na hepatite cronica e se caracteriza pelo extravasamento do infiltrado
linfoplasmocitico para os hepatdcitos periportais através da interface espaco porta-
parénquima. Esse achado se associa com frequéncia ao dano hepatocitario e apoptose
[114, 115].

A inflamacdo lobular é outro componente da atividade necroinflamatoria que pode
ser observado. Ela se manifesta como hepatdcitos apoptéticos isolados, necrose focal de

hepatocitos, ou até necrose em ponte ou confluente [116].
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A triade de inflamacdo portal nodular linfocitaria, danos a ductos biliares e
esteatose sdo considerados achados altamente caracteristicos da HCV cronica [117].
Agregados linfoides portais em proximidade ao ducto biliar podem se associar ao dano
discreto ndo destrutivo do epitélio biliar, conforme originalmente descrito por Poulsen e
Christoffersen [118], e trata-se de um achado que pode ser observado, embora ndo seja
especifico da hepatite cronica. As lesdes biliares foram reportadas em até 91% dos casos
na série em acordo com Bach e colaboradores [116], sendo mais prevalentes nas infec¢es
por gendtipo 3a [119].

A fibrose é considerada um processo reparador dinamico, consequente da
inflamac&o crbnica e da perda e regeneracdo hepatocitaria. Nas hepatites cronicas, ela
geralmente se inicia nos espagos porta, resultando em expansédo, podendo evoluir para
septos fibrosos finos e fibrose em ponte. Com a progressao da doenca hepatica cronica, o
processo evolui e, associado a regeneracao hepatocitaria, leva a distor¢do arquitetural com
formacdo de nddulos e eventual cirrose. O acimulo do coladgeno que resulta em fibrose é
rotineiramente avaliado pelas coloragdes de tricromica de Masson e reticulina [120].

Historicamente a fibrose tem sido considerada como um processo irreversivel.
Entretanto, ha relatos sobre a diminuicdo nos escores de fibrose apds o tratamento do
processo etioldgico em diversas doencas, inclusive na hepatite viral cronica [121]. No
contexto do tratamento com IFN, a reversdo da fibrose foi documentada em pacientes
infectados pelo HCV [122]. Em 2015, Haseltine e colaboradores [123] descreveram a
regressao da fibrose com o tratamento antiviral e erradicacdo viral sustentada no tecido
hepatico de pacientes com HCV crbnica. Embora a regressdo da fibrose seja
documentada, € limitada a diminuicdo ou desaparecimento dos septos fibrosos na
avaliacdo histoldgica, e foi demonstrado que as sequelas da cirrose ainda podem persistir.

Por fim, a esteatose, frequentemente do tipo macrovesicular, é considerada um
efeito citopatico viral [124] e, quando presente, constitui uma caracteristica da HCV
crénica. Esse achado foi descrito como comumente observado em associagdo ao genotipo
3a[119]. A esteatose nesse cenario é geralmente discreta e com distribuicdo periportal ou
azonal. A presenca de esteatose é presumida como secundéria a peroxidagdo mediada por
radicais livres, que é desencadeada pelo aumento do armazenamento de ferro induzido

pelo virus [125].
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2.9 Citoqueratina 7 (CK7)

O estudo da expresséo das citoqueratinas (CK) no tecido hepatico, em especial a
citoqueratina 7 (CK7), promove importante contribui¢do sobre a microanatomia hepética
biliar, e sobre 0s mecanismos subjacentes a atividade das células progenitoras hepéaticas
(CPH) e regeneracdo tecidual. A CK7 é expressa por ductos biliares normais, alem de
destacar a reacdo ductular (RD) que ocorre em muitas doencas hepaticas cronicas e ter a
capacidade de demonstrar respostas iniciais das CPH [126].

Durante o desenvolvimento embrionario, ocorre a diferenciacdo em hepatocitos e
células da placa ductal, que posteriormente se desenvolverdo em ductos biliares. A partir
da vigésima semana gestacional, as células da placa ductal comecam a expressar CK7 e
esse imunofendtipo permanece em ductos biliares maduros. Entretanto, os hepatécitos
ndo expressam essa citoqueratina [127].

Atualmente defende-se o conceito de que CPH bipotenciais residentes nos canais
de Hering possuem a capacidade de diferenciacdo tanto em células biliares quanto em
hepatdcitos, e que células epiteliais biliares podem sofrer transicdo para fibroblastos no
desenvolvimento da fibrose periportal em doengas hepaticas cronicas [126].

Os canais de Hering séo supostos sitio de origem das CPH, que sdo células capazes
de repovoar o figado ap0s injuria e dano celular. A bile excretada por hepatdcitos alcanca
os ductos biliares interlobulares através de canaliculos biliares, que sdo delimitados por
hepatocitos. Os canaliculos biliares sdo unidos aos ductos biliares intralobulares e
intraportais pelos canais de Hering (Figura 3). Esses canais foram descritos por Ewald
Hering em 1847 [128], e, posteriormente, foram mais bem caracterizados por microscopia
eletrdnica e imuno-histoquimica [129]. Trata-se de estruturas localizadas no interior do
Iobulo hepatico, junto a placa limitante, que recebem a bile oriunda dos canaliculos
biliares e drenam para os ductos biliares intraportais ou para dentro do l6bulo hepatico
através de ductulos biliares intralobulares. Os canais de Hering sdo revestidos por
hepatocitos e por células epiteliais biliares e apresentam intima associagdo anatdmica com
vénulas que se ramificam de vénulas portais, juntos formando a unidade microcirculatéria
hepética [126].
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Figura 3. Microanatomia biliar do figado humano. Fonte: Bateman e Hubscher, 2010 [126].

No tecido hepéatico normal a CK7 é fortemente expressa por ductos biliares
interlobulares, ductos biliares intraportais e intralobulares, e por células epiteliais biliares
que revestem parcialmente os canais de Hering. E possivel que estas células epiteliais
biliares CK7+ representem CPH, contrastando com hepatdcitos normais que ndo expressam
CK7 [130].

A ativacdo de CPH com subsequente maturacdo para hepatocitos e células da
linhagem biliar foi demonstrada em uma variedade de doencas hepaticas crénicas, como a
hepatite, sendo a expressdo da CK7 em hepatécitos também observada nessas doencas
[126]. Na cirrose biliar primaria (CBP), essa expressdo ja € bem reconhecida e inclusive foi
demonstrado uma correlagéo positiva com os estagios da doenga [131].

A importancia das CPH (equivalentes a células tronco hepaticas) na capacidade
regenerativa do figado se destaca em situacBes de injdria hepéatica cronica, como na
hepatite. Historicamente, um tipo celular denominada “célula oval”, descrito em modelos
animais, nas regides portal e periportal apos lesdo hepatica, foi capaz de expressar
marcadores biliares como CK7, assim como marcadores hepatocitarios. A partir dessa
celula, a designacdo CPH foi proposta para descrever um tipo celular equivalente no tecido
hepatico humano. Embora ndo seja exatamente analoga as células ovais, as CPH se

caracterizam por ainda expressarem antigenos biliares e hepatocelulares [132].



47

Na hepatite C crbnica, o conceito de CPH com capacidade de maturacdo em epitélio
biliar e hepatocitos € apoiado por diversos estudos [126, 133-135]. Por exemplo, a
expressdo imuno-histoquimica de CK7 nas infeccdes virais cronicas destaca a reagdo
ductular biliar e células individuais na regido centrolobular do figado, com a intencao de
representar CPH. A expressdao de CK7 também é observada em hepatdcitos nessas
condigdes. A partir desse fato, foi interpretado como evidéncia in vivo de que CPH séo
capazes de diferenciacdo em células ductulares e hepatdcitos maduros em resposta a injuria
hepatica cronica, sendo inclusive demonstrado na hepatite cronica um aumento em paralelo
entre o grau de atividade e estagio da doenca e a intensidade de reacdo ductular biliar, o
namero de células progenitoras e a proporcao de hepatdcitos expressando CK7 (Figura 4)
[133, 135]. A associagdo positiva entre a expressdo hepatocitaria de CK7 e o estagio da
doenca hepatica sugere que o aumento da matriz extracelular presente na fibrose avancada

e cirrose possa produzir um fator de maturacdo ou sobrevivéncia para CPH [136].

Canal of Hering

d &

Ductular reaction Isolated Intermediate CK7/CK19 positive
progenitor cells hepatobiliary cells hepatocytes
Figura 4. Representagdo esquematica de tipos de células periportais com imunocoloragdo CK7 na hepatite
C cronica, com as fotomicrografias reais desses constituintes demonstrados abaixo. As setas tracejadas
indicam as potenciais vias pelas quais as CPH ativadas nas proximidades dos canais de Hering e ddo origem
a diferentes tipos celulares CK7+. Estruturas do espaco porta: PV (veia porta), A (ramo da artéria hepatica),

BD (ducto biliar) e na regido centrolobular a CV (veia central). Fonte: Eleazar et al., 2004 [133].
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A reacdo ductular (RD) originaria foi descrita como pequenas estruturas biliares
maltiplas, com limens visualizados, localizadas predominantemente na periferia dos tratos
portais, caracterizando uma reacdo ductular marginal, presente em diversos quadros agudos
e crbnicos, como na hepatite [137]. Supde-se que a RD ocorra nas doencas hepaticas
crbnicas como um mecanismo protetivo que permita manter o fluxo intra-hepéatico dos
acidos biliares [138].

Assim, especula-se que a RD seja o resultado de a uma interacdo complexa entre a
CPH, hepatdcitos, células estreladas hepéticas e matriz extracelular, bem como células
inflamatorias e endoteliais. Alteracdes no suprimento sanguineo e no fluxo biliar também
séo gatilhos importantes para esse processo. Provavelmente tais interagcbes sao moduladas
por uma variedade de fatores sollveis que incluem diversas interleucinas, fator de
crescimento derivado de plaquetas (PDGF), o receptor beta do fator de crescimento
transformador (TGF-f), assim como a inervagao direta de células estreladas hepaticas [137,
139].

Acredita-se que a CPH seja a mais provavel origem celular da reacdo ductular,
apesar de também ser postulado a origem a partir de ductulos biliares pré-existentes, ou
seja, estruturas com limens reconheciveis, ou metaplasia de hepatdcitos periportais. Ha
também evidéncias de que células de fenétipo hepatobiliar intermediario existam no interior
das reacdes ductulares e tais células parecem capazes de se diferenciar em ductulos biliares
ou hepatdcitos [13, 140, 141].

A RD e a presenca de CPH CK7+ se associam comumente a fibrose portal e septal
também em doencas hepaticas cronicas nao biliares como na hepatite viral, podendo ser
observadas em variados graus [142].

Diversos fatores parecem estar envolvidos na patogénese da fibrose periportal que
ocorre em associacdo com a RD, como a producdo direta de proteinas da matriz pelas
préprias celulas epiteliais biliares, a estimulagcdo indireta da fibrogénese através da
producdo de fatores que estimulam fibroblastos e miofibroblastos do trato portal, € 0
fenbmeno de transicdo epitélio-mesenquimal (TEM), no qual células epiteliais biliares
sofrem transicdo para o fendtipo mesenquimal, auxiliando na fibrogénese hepética [143].
Acredita-se que, através do fenémeno de TEM, possivelmente ocorra uma ligagéo entre o
dano biliar e o desenvolvimento da fibrose periportal, e tal ligagdo provavelmente seja

mediada pelo TGF-f derivado de ductos biliares lesados ou de células T infiltrantes [126].
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2.10 A resposta imune na infeccdo pelo HCV

Na infeccdo pelo HCV, a resposta imune do hospedeiro se constitui da resposta
imune inata e resposta imune adaptativa, e exerce importancia central, independente do

desfecho clinico da infeccéo.

2.10.1 Imunidade Inata

A resposta imune inata constitui a primeira linha de defesa contra infeccdes virais.
Ela atua de forma especifica, detectando infeccbes através de receptores de
reconhecimento padrdo (RRPs). Os RRPs exercem imunovigilancia continua,
reconhecendo padrdes moleculares associados a patégenos (PAMPS) expressos por
patdgenos invasores, ocorrendo, assim, a ativacdo dos genes envolvidos nas respostas
imunes e inflamatorias, e produzindo citocinas pré inflamatorias, como fator de necrose
tumoral (TNF), interleucina 6 (IL-6) e interferons (IFNs) tipos | e 111 [144].

Na infeccdo pelo HCV, a familia dos receptores transmembrana Toll-like (TLR),
a via citosolica desencadeada pela ligacdo do RNA viral ao RNA helicase do gene |
indutivel pelo acido retindico (RIG-1) e a proteina 5 associada a diferenciacdo de
melanoma (MDADJS) séo importantes vias de RRPs que detectam o genoma viral. Elas
convergem na ativacao de fatores de transcricdo NF-kB e do fator regulador dos IFN3 e
IFN7, e esses, quando ativados, ligam-se a elementos de resposta nos genes promotores
dos IFNs tipo | e 111 [144].

Os IFNs sdo as citocinas centrais responsaveis pela indugdo do estado antiviral
nas células e ativacdo e regulacdo dos outros componentes celulares envolvidos. Iniciam
uma resposta imune antiviral ndo especifica através da inducdo de produtos antivirais,
além de atuarem como imunomoduladores, originando células imunes distintas, para
responderem eficientemente ao ataque do patdégeno ao hospedeiro [145]. Os IFNs do tipo
I (proteinas IFNa e IFN) e tipo III (proteinas IFNA) sdo os principais componentes do
sistema imune inato antiviral, produzidos por células infectadas e por células sentinelas
do sistema imune inato, como macrofagos e células dentriticas (DCs). Os IFNs tipo | e
IIT se ligam aos seus respectivos receptores [FNao/B e IFNA e induzem a um estado
antiviral pela ativacao transcricional de centenas de genes. O conjunto especifico de genes
difere entre os IFNs e o tipo de célula alvo, e 0 nimero de genes regulados por IFNs
também difere entre as células [144]. Apds a ligacdo ao seu receptor especifico, os IFNs

atuam ativando vias intracelulares, como as proteinas ativadoras de transcrigdo (STATS),
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transdutores de sinais e o sistema kinase Janus-ativado (JAK). A ativacdo dessas vias
transmite sinais da superficie celular ao nucleo e leva a indugdo de mdaltiplos genes
estimulados por IFN (ISGs) que, através de diferentes mecanismos, exercem agao
antiviral potente. A sinalizacao através da via JAK-STAT é regulada por inibidores, como
proteinas de sinalizacdo de citocinas (SOCS) e a peptidase 18 especifica da ubiquitina
(USP18) [144].

Na fase aguda da infeccéo pelo HCV, chimpanzés infectados experimentalmente
apresentaram os ISGs continuamente super regulados, o que sugere que a ativacdo destes
genes ocorra logo apos a infeccdo [146]. Foi demonstrado que a extensdo e duracdo da
inducdo dos ISGs apresenta correlacdo positiva com os titulos virais, que sao
considerados o gatilho para a inducéo da resposta antiviral. 1sso sugere que o regulador
mais importante da inducdo dos ISGs na fase aguda inicial da infeccdo pelo HCV seja a
quantidade de virus derivado dos padr6es moleculares associados a patogenos (PAMPS)
[147].

Na infecgéo pelo HCV, a resposta do IFN ocorre em todos os pacientes infectados,
independente do desfecho clinico ser infeccdo autolimitada ou infeccdo cronica.
Entretanto, é considerada insuficiente na maioria dos individuos para a resolucdo
espontanea da infeccdo aguda [145, 146]. Possivelmente esta resposta exerca importante
papel na contencdo da infeccdo nos primeiros momentos do contagio. Porém, o
crescimento exponencial dos titulos virais logo ap6s a infec¢éo, associado a alta expressédo
inicial dos 1SGs, seguido por carga viral estavel até a emergéncia da resposta imune
celular, demonstra claramente que a resposta inata do IFN é incapaz de erradicar a
infeccédo [145].

Nas semanas iniciais de infeccdo pelo HCV, a replicacao viral é fortemente inibida
e, em cerca de 30% dos pacientes, o virus é completamente eliminado. Embora os 1SGs
sejam fortemente induzidos durante o periodo de infec¢do aguda, essa resposta inata ndo
é capaz da depuracdo viral na maioria dos individuos e a infec¢do pode persistir em cerca
de 70% deles [148].

A observacao de que niveis de RNA viral aumentavam apesar de a inducdo do
IFN, demonstrou que mecanismos de evasdo viral estejam possivelmente envolvidos,
contribuindo para a falha na depuracéo [149]. Em 2009, Rehnermann demonstrou que a
protease do virus NS3/NS4A atuam bloqueando a sinalizacdo desencadeada por TLR3 e
RIG1, e que, além disso, a proteina core do virus interfere no nivel da sinalizacdo
JAK/STAT e producéo dos ISGs.
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Na fase tardia da infecc@o aguda, em torno da sexta semana, ocorre o recrutamento
de células T especificas e o perfil de expressdo génica no figado muda para um padréo
IFN-y, concomitantemente, os niveis de alanina aminotransferase (ALT) aumentam
(Figura 5) [150, 151].
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Figura 5. Curso natural da infeccdo pelo HCV — aumento da carga viral dias ap6s a infeccéo e chegada em
um platé de 105 -107 IU/ml (1Us corresponde aproximadamente ao equivalente em genoma. Na fase inicial
da infeccdo aguda (primeiras 4-8 semanas), a resposta imune inata dirigida por IFNs tipos | ou Il IFNs
talvez limite a replicacdo viral. Na fase tardia da infeccdo aguda, ocorre o recrutamento de células T
especificas e o perfil de expressdo génica modifica para um padrdo IFN-gama. Ocorre um aumento
simultaneo dos niveis de alanine aminotransferase (ALT) e alguns pacientes se tornam ictéricos. Nessa
fase, em cerca de 30% dos pacientes, a replicacdo viral é fortemente inibida, o virus é completamente
eliminado, os niveis ALT retornam ao normal a cura da infeccéo ocorre. Em 70% dos pacientes, a infeccéo
persiste e a alanine transaminase permanece elevada. Na fase cronica da infeccdo, o infiltrado celular
persiste em niveis baixos, mas a expressdo dos ISGs dirigida por IFN-gama desaparece. Entretanto, em
cerca da metade dos pacientes, os genes estimulados por IFN | e |1l s&o novamente fortemente induzidos.
Os outros pacientes apresentam pouca ou nenhuma ativacao dos ISGs no figado. Fonte: Heim e Thimme,
2014 [144].

O aparecimento das respostas T CD8+ coincide com o inicio da doenca hepatica
e uma queda nos titulos virais. Nessa fase da infeccdo, as células T CD8+ especificas
exibem um fendtipo ativado com expressdo de CD38+ e alta expressdo de PD-1. Nessa
fase inicial da infeccdo aguda, as células T CD8+ especificas apresentam um fenotipo

“confuso” e ndo produzem citocinas antivirais, como I[FN-y [152].
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2.10.2 Imunidade Adaptativa

A infeccéo aguda pelo HCV se caracteriza por atraso significativo no inicio das respostas
T especificas adaptativas e sugere uma faléncia da imunidade inata em conter a replicagdo viral e
promover sinais necessarios para iniciar a imunidade adaptativa eficiente. A evolugdo cronica da
infeccdo esta associada ao importante prejuizo da imunidade adaptativa, além da evasdo do
sistema imune pelo virus [153].

A imunidade adaptativa consiste na resposta imune humoral, com a producéo de
anticorpos pelas células B, e na resposta imune celular com linfocitos T citotdxicos CD8+ (CTLS)
e T CD4+ helper (Th). Na infeccdo pelo HCV, uma resposta funcional e patdgeno especifica de
células T CD8+ sdo os principais determinantes para a eliminagdo do virus e prevencéo da
cronicidade [152].

As células T CD8+ especificas possuem papel crucial no desfecho da infecgdo aguda.
Respostas T CD8+ vigorosas e com robusta producéo de IFNy sdo correlatos imunologicos fortes
da resolucdo espontanea da infeccdo aguda, e respostas T CD8+ fracas sdo observadas em
hospedeiros com infecgdo cronica [152, 154].

Nos individuos com infeccdo autolimitada, ap6s a depuragdo do virus, a populacéo de
células T efetoras (Teff) declina e células T se diferenciam em populacdo de meméria. Essas
células possuem a habilidade de autorrenovacdo, aptas a reativarem rapidamente func@es efetoras
e proliferarem em caso de reestimulagdo antigénica. Infecgdes autolimitadas se associam a
respostas efetivas dos linfocitos T helper (LTh) e T citotoxicos (LTC) e a altos niveis de 1L-21
[155]. Uma resposta imune eficaz ocorre, na qual as células T CD8+ ndo sdo mais desencadeadas
por estimulagao antigénica continua e comegcam a expressar altos niveis do marcador de memaria
CD127, necessério para a proliferacdo homeostética e declinio na frequéncia. Nessas situagdes,
as respostas T CD8+ de memoria sdo mantidas, podendo se expandir novamente em casos de
reinfeccdo. Entretanto, apesar dessa formagao de memoria, a persisténcia viral é possivel apds a

reinfeccéo e quase sempre esta associada ao aparecimento de mutages de escape [156].

2.10.2.1 Respostas T CD4+

As células T CD4+ atuam de forma importante na resolucdo da infeccdo aguda pelo
HCV. Em individuos que curaram espontaneamente a infec¢éo, foram demonstradas respostas T
CD4+ significativamente mais efetivas em frequéncia, vigor e extensdo. Naqueles que
desenvolveram infeccdo cronica, as células T CD4+ exerceram defeitos proliferativos, seguidas
de sua delecéo [157].
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As células T CD4+ reconhecem antigenos apresentados pelas moléculas MHC
classe Il sobre a superficie das células apresentadoras de antigenos (APCs) e exercem
funcdes efetoras, como a ativagdo direta de macrofagos e células B antigeno especificas,
assim como a ativacgdo de células T CD8+ [158].

As células T CD4+ possuem a capacidade de se diferenciar em linhagens distintas,
atuando como reguladores centrais da imunidade adaptativa e facilitam tanto as respostas
T CD8+ que atuam como efetores principais quanto a resposta de anticorpos a patdgenos
virais. A regulacao das respostas T CD8+ representa seu dever central e, dependendo do
contexto imunologico, pode apoiar e suprimir essas células. Para a funcdo efetora
completa das células T CD8+, é necessario o auxilio de células T CD4+. Respostas fracas
ou prejudicadas de células T CD4+ especificas com producdo limitada de IL-2 e IL-21 se
correlacionam com uma resposta diminuida das células T CD8+ especificas e com a
persisténcia viral [152].

Durante a infec¢do aguda pelo HCV, as células T CD4+ especificas inicialmente
se expandem para formar uma resposta multiespecifica e multifuncional,
independentemente do resultado da infeccdo. Entretanto, nos casos de resolucdo, as
respostas T CD4+ permanecem na infeccdo aguda persistente e essas células sdo
rapidamente eliminadas [157; 159]. Durante a infeccdo aguda, as células T CD4+
especificas procedem de um fendtipo ativado com expressdo de PD-1, CTLA4 e CD38,
para um estado de memdria apos a eliminacdo viral, definido por regulagdo positiva de
CD127 e regulacdo negativa de marcadores de ativacdo [160, 161].

Em modelos de chimpanzé, foi demonstrado que tanto a deplecdo de células T
CD4+ quanto de células T CD8+ interfere na depuracao viral. Onde se correlacionou a
deplecdo de células T CD8+ com a viremia prolongada, quando comparado aos
chimpanzés controle, a infeccdo se resolveu apos essas células terem sido detectadas. Em
contraste, a deplecdo de células T CD4+ resultou em viremia persistente, associada a
evolucgédo de mutacdes de escape viral em epitopos de células T CD8+ especificas. Esses
resultados apoiam o conceito de que as células T CD8+ sdo as principais células efetoras
antivirais, enquanto as células T CD4+ fornecem ajuda fundamental, portanto, sendo
igualmente obrigatorias para a cura da infeccdo [162, 163]. Na infeccdo cronica pelo
HCV, a observagéo de que células T CD4+ especificas sdo dificilmente detectadas pode
explicar a resposta disfuncional das células T CD8+. Além disso, ha evidéncias de que as
células T CD4+ também possam atuar diretamente sobre células infectadas através de

mecanismos citotoxicos, apresentando papel na injdria hepética (Figura 6) [164].
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Figura 6. Resposta imune adaptativa especifica na hepatite C - (A) Na infec¢do aguda com resolucéo, sao
iniciadas respostas T CD4+ e T CD8+ multiespecificas e vigorosas, e ha producdo de anticorpos
neutralizantes pelos plasmdcitos (bnAbs). Apos a eliminagdo do virus, células de memdria (expressando,
por exemplo, CD127) sdo mantidas. (B) Na infeccdo aguda persistente, a resposta imune adaptativa inicial
especifica é semelhante. No entanto, as células T CD4+ sdo perdidas, e as células T CD8+ se esgotam
rapidamente. Ha excesso de regulacdo sustentada de moléculas coinibitérias do checkpoint imune e
ocorrem respostas disfuncionais. A exaustdo linfocitaria e as mutacBes de escape viral anulam o
reconhecimento por células T CD8+ especificas. Fonte: Kemming et al., 2020 [152].

Apesar dos papéis compartilhados no curso da infec¢cdo pelo HCV, as respostas T
CD4+ e T CD8+ especificas diferem em natureza e magnitude. As células T CD4+
especificas sdo inicialmente ativadas e detectaveis em todos os individuos infectados. No
entanto, elas declinam rapidamente na infeccao persistente e dificilmente séo detectaveis
guando a cronicidade € estabelecida. J& as respostas T CD8+ especificas sdo
multifuncionais e de longa duragdo, sendo mantidas mesmo durante a infeccdo
persistente, embora possam eventualmente perder sua funcionalidade e alterar seu
fenotipo [157, 159].
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2.10.2.2 Respostas T CD8+

As respostas T CD8 + especificas exercem papel central no controle da infecgédo
pelo HCV [165], e o status de sua ativagdo e a intensidade da resposta imune que a
acompanha sao determinados pelo equilibrio entre a coestimulacdo positiva e negativa
[166, 167].

A ativacdo dos linfécitos T CD8 + ocorre com a interacdo fisica entre seu receptor
de célula T (TCR) e o complexo principal de histocompatibilidade 1 (MHC classe 1),
assim como entre a ligacéo entre moléculas coestimulatorias com seus ligantes, ocorrendo
em um ambiente de citocinas adequado [168]. Quando ativados, exercem diferentes
funcBes efetoras, como citotoxicidade e secrecdo de citocinas, como IFNy, e fator de
necrose tumoral (TNF), tornando-se capazes de inibir a replicacéo viral. Apds concluirem
suas tarefas, as células T efetoras (Teff) finalizam sua atividade expressando
transitoriamente moléculas coestimulatorias negativas com a funcdo de atenuar sua
ativacdo. Assim se origina uma populacdo de células T de memdria sustentada (Tmem).
Em situacdes de estimulacdo antigénica persistente as células Tmem ndo se desenvolvem
eficientemente e ocorre a exaustdo celular [169].

Na infeccdo pelo HCV, a inabilidade das células T CD8+ em montar respostas
robustas e duradoras é considerada crucial para o desenvolvimento e manutencdo da
persisténcia da infeccdo. A perda do auxilio das células T CD4+ e a producéo de citocinas
imunomoduladoras pelas células T reguladoras (Tregs) podem contribuir para o prejuizo
das respostas T CD8+. Entretanto, os principais mecanismos que contribuem para a

persisténcia do virus sdo o escape viral e a exaustao das células T [170].

2.10.3 Escape viral

O escape viral ocorre tipicamente durante a fase inicial da infeccéo e é definido
pela substituicdo de aminodcidos dentro de epitopos de células T, com mutacGes
detectaveis em cerca de 50% deles [171-173]. Essas mutagdes podem se desenvolver nas
ancoras de ligacdo de MHC classe | do epitopo, abolindo ou diminuindo sua afinidade de
ligacdo para a esta molécula, em posicdes responsaveis pelo reconhecimento do receptor
de células T (TCR) ou nos sitios flanqueadores do epitopo, influenciando o

processamento proteassomal [174].
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A perda de reconhecimento por escape viral pode ndo ser completa, mas a
iniciacdo de respostas T de novo contra epitopos mutantes ndo ocorre na infeccdo
persistente pelo HCV. O motivo de ndo ocorrer é possivelmente devido a falta de auxilio
das células T CD4+ e a alta carga viral durante os estagios posteriores de infecgédo
persistente. A perda do reconhecimento antigénico devido a mutac6es de escape dentro
de epitopes celulares, assim como o status de diferenciacdo das células T CD8 +, sdo
fatores que influenciam os padrBes de expressdo dos receptores inibitdrios [174]. Uma
vez que células T CD8+ direcionadas aos epitopos mutados ndo sdo mais expostas ao
desencadeamento constante do TCR, essas células adquirem um estado semelhante a
memoria, ao invés de um fendtipo de exaustdo com expressdo de CD127 e potencial

proliferativo sustentado [175].

2.10.4 Exaustdo de células T CD8+

As células T exaustas (Tex) representam uma populagdo distinta com uma via
Unica de diferenciacdo, funcionalidade e dinamica quando comparadas as células Teff e
Tmem [169]. Essas células apresentam modificacdes na expressao génica que incluem
alteracdes significativas nos genes que codificam receptores inibitérios (IRs) e fatores de
transcricao, e genes que controlam as vias de sinalizacdo de TCR, sinalizagdo de citocinas
e metabolismo celular [176]. As células Tex se caracterizam pela perda de funcdes
efetoras, expressao aumentada e sustentada de receptores inibitorios (IRs), e incapacidade
de transicdo para o estado quiescente [177, 178].

A exaustdo de células T CD8 + especificas foi identificada pela primeira vez
durante a infec¢do pelo virus da linfocoriomeningite crénica (LCMV), onde foram
definidas como células funcionalmente comprometidas, inaptas a produzir citocinas
antivirais e ineficazes no controle da infeccdo [179, 180]. A partir de entdo, outros
trabalhos subsequentes descreveram a exaustdo das células T, e as células Tex foram
reconhecidas como um tipo Unico de célula imune com papel central na autoimunidade,
infeccdes cronicas e no cancer [181, 182].

Ao longo do processo de exaustdo celular, ocorre uma perda progressiva e hierarquica
do potencial proliferativo e funcionalidade, ou seja, quanto maior a carga de antigenos ou a
duragdo da doenca, maior a extensdo da exaustdo. Ha uma perda gradual das fungdes efetoras
das células T CD8+, com respostas adaptativas de curto alcance a epitopos virais, perda da

capacidade proliferativa e secre¢do anormal de citocinas, até a perda da citotoxicidade, que é
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acompanhada por regulacdo positiva de receptores inibitdrios [183]. Conforme ilustrado na
Figura 7, normalmente fun¢bes como producao de interleucina IL-2 e alta capacidade de
expansdo sdo perdidas primeiro; essa fase ¢ denominada “exaustio parcial I”’. No proximo
estagio, "exaustao parcial 11", essas células perdem a capacidade de produzir fator de necrose
tumoral TNF-a, e a citoxicidade e capacidade de expansao sio prejudicados. Por fim, ocorre
a perda da capacidade de produgdo de IFN-y induzida por antigeno. O estagio final de
exaustdo se caracteriza pela delecdo por apoptose, observada em alguns cenarios com alto
estimulo antigénico [184, 185].

I-2 TNFa  IFNy EA Agload DD IR

Functional T cell ++ +++ +++ 4+
Partial exhaustion | - +/- ++ ++

Partial exhaustion 1[I - - + +

> Deletion

Figura 7. Exaustéo de células T na antigenemia persistente e alta. Diferenciacgdo inicial de células T naive
(TN) em células T efetoras (TE). Na infeccdo aguda, células T efetoras funcionais apds eliminarem o
antigeno séo deletadas por apoptose e uma populacdo de memdria é gerada e mantida. Na infeccéo cronica,
essas células perdem gradualmente sua capacidade efetora e quanto maior a carga antigénica ou a duragdo
da infecgdo, maior a exaustdo. “Exaustdo parcial I” — perda da producdo de IL-2, e perda da capacidade de
expansdo. “Exaustdo parcial II” — perda da capacidade de produzir fator de necrose tumoral (TNF)-alfa,
menor producdo de IFN-y e menor proliferacdo. Fase final de exaustdo — delecdo por apoptose. Quanto
maior a carga antigénica (Ag load) e duracdo da doenca (DD), maior a expressao de receptores inibitérios
(IR). Fonte: Moreno-Cubero e Larrubia, 2016 [186].

No contexto da infeccdo crénica pelo HCV, a manutencdo a longo prazo das
células Tex se atribui & necessidade in vivo de estimulacdo por peptideos antigénicos. O
estimulo antigénico persistente interfere drasticamente na funcionalidade, fenétipo,
metabolismo e perfis epigenético e transcricional das células imunes adaptativas [169].
No entanto, supde-se que essas respostas T disfuncionais sejam capazes de prevenir o
dano hepatico acelerado [187-189]. Nesse contexto, 0 HCV desenvolve mecanismos que
induzem a coexpressao sustentada de IRs que fornecem sinais coestimulatérios negativos
para as células T, resultando na incapacidade dessas células em montarem uma resposta
imune robusta. A ligacdo das moléculas coestimulatdrias negativas aos seus respectivos

ligantes atuam para interromper os processos de proliferacdo de células T, bem como a
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secrecdo de citocinas tipo | e estdo relacionadas ao desenvolvimento de funcdes
citoliticas, criando assim um ambiente que permite a evasao do virus [190]. Na infeccéo
crénica por HCV, o virus modula mecanismos que induzem a exaustdo hierarquica das
células T especificas, e a dependéncia do antigeno foi sugerida apds a perda de células
Tex com a terapia antiviral ou em situac6es de escape viral [175, 191].

Embora a estimulagdo antigénica persistente e em niveis altos seja provavelmente
o principal evento que leve & exaustdo das células T CD8+, diversos outros fatores
ambientais claramente desempenham importante funcdo na formacao, promocao ou até
antagonizacdo desse processo. As células T CD4+, por exemplo, exercem agédo sobre as
respostas celulares T CD8+, incluindo a producdo de IL-2 e/ou IL-21 e a ativacdo e
interacdo com as APCs via produgdo de quimiocinas [192, 193]. As células T CD4+ Tregs
possuem propriedades imunossupressoras que atuam sobre a ativacao e proliferacdo das
células Teff durante a fase aguda e fase cronica inicial da infec¢cdo pelo HCV. Além disso,
essas células tém sido implicadas na promocgdo da exaustdo das células T, através da
producdo de citocinas imunomoduladoras como IL-10 e TGF-$ [193]. Em 2013, Veiga-
Parga et al. [194] demonstrou que na infec¢do crénica pelo HCV o numero total de Tregs
aumenta no local da infeccéo.

Estudos demonstraram uma populagdo celular menos exausta, definida pela
expressdo de CD127 e PD-1, e coexpressdo de TCF1, que mostra reter sua capacidade
proliferativa; e uma populacdo CD127-PD-1high severamente esgotada [191, 195]. Essa
populacdo celular terminalmente esgotada demonstrou alteracGes transcricionais e
epigenéticas irreversiveis pela remocdo de antigeno ou imunoterapia, enquanto a
populacdo de células menos esgotada demonstrou resposta [195, 196].

O estudo de Gardiner e colaboradores (2013) [197] examinou a imunoterapia anti-
PD-1 no contexto da infeccao crénica pelo HCV. Foi demonstrada eficacia limitada, com
reducdo apenas transitdria da viremia em um subconjunto de pacientes. Outro estudo com
imunoterapia anti-PD-1 em chimpanzes com infeccao persistente por HCV demonstrou
gueda transitéria na viremia em um dos trés animais tratados, sem lesdo hepatocelular
aparente. Os resultados sugerem que um limiar critico de células T especificas
preexistentes no figado seja necessario e considera estratégias terapéuticas de vacinagdo

em combinacdo com a imunoterapia para ampliar as respostas estreitas [198].
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Dois fatores de transcricdo T-box, T-bet e Eomesodermin (Eomes), regulam as
respostas T CD8+ funcionais e disfuncionais durante as infeccdes virais cronicas, e tem
sido demonstrado que a expressao reduzida do fator de transcricdo T-bet em células T
CDB8+ especificas se relaciona a sua disfuncdo [199]. A exaustdo de células T terminais
também é caracterizada pela alta expressdo do fator de transcricdo Eomes, que estd em
equilibrio com seu homologo T-bet. No contexto da infeccdo pelo HCV, as infec¢des
agudas persistentes e cronicas sdo caracterizadas por uma baixa frequéncia de células T
CDB8+ especificas para T-bet+Eomes, em comparacédo a infeccdo aguda curada [200].
Baseado em suas capacidades funcionais e fenotipos, essas células sdo denominadas
“células de memoria” e tendem a expressar baixos niveis de PD-1 e niveis maiores de
marcadores de homeostase e do receptor IL-7 de cadeia alfa CD127, um marcador de
memoria da célula T. Em contraste, células T CD8+ com altos niveis de PD-1 e forte
expressdao de Eomes, em numero elevado na infeccdo cronica, exercem capacidade
reduzida de “turnover” e sdao conhecidas como “terminalmente exauridas” [173]. Em
2012, Paley e colaboradores [199] demonstraram que na infeccdo cronica por HCV as
células T CD8+ intra-hepéticas expressam altos niveis de Eomes, sem expressdo relevante
de T-bet, sugerindo que na infeccdo crénica por HCV as células T CD8+ pertencam ao
subtipo “terminalmente exauridas”.

Foi também identificado o fator de transcricdo HMG-box TOX como crucial para
a formacdo de células T exaustas. Demonstrou-se que o TOX traduz a estimulagdo
persistente do antigeno em um programa transcricional e epigenético distinto e que, em
sua auséncia, as células T exaustas ndo se formam [201]. A delecdo do dominio de ligacao
ao DNA de TOX reduziu a expressdo de PD-1, aumentando a funcdo efetora das células
T, mas, em Ultima analise, essas células foram deletadas. Isso indicou que a disfuncgéo e
a exaustdo das células T € um programa natural necessario para manter as populacées de
células expostas ao constante desencadeamento de antigenos [201]. O estudo da
expressdo de TOX em células T CD8+ especificas mostrou que a expressdo de TOX foi
alta em células T CD8+ especificas virais em pacientes com infec¢do cronica, mesmo
apo6s a cura mediada por DAA. As células T CD8+ especificas de pacientes que
resolveram espontaneamente a infec¢do aguda pelo HCV, no entanto, exibiram baixa
expressdo de TOX [202].
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Os receptores inibitorios exercem seus efeitos regulatorios negativos sobre as
células T efetoras por meio de multiplos mecanismos, incluindo vias de sinalizacéo
convencionais e ndo convencionais, competicdo com receptores e ligantes
coestimuladores ou uma combinagdo de ambos (Figura 8). Receptores inibitorios, como
0 PD-1, contém dominios ITIM ou ITSM intracelular, que podem recrutar proteinas SHP
e outros adaptadores que podem interferir com sinais positivos do receptor de células T e
moléculas coestimuladoras, como CD28. Outros receptores inibitérios, como CTLA-4,
competem diretamente pela ligacdo a moléculas coestimuladoras ou seus ligantes. Outros
receptores inibitdrios, como Lag-3 e Tim-3, fornecem sinais negativos para células T
usando motivos ndo ITIM ou ndo ITSM e interferem na proliferacdo de células T e
producdo de citocinas através da inibicdo de cascatas de sinalizacdo positiva. Os
receptores inibitérios também podem utilizar a sinalizacdo negativa e competicdo

combinadas para inibir a ativacdo de células T [154].
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Figura 8. Desenvolvimento da exaustéo celular na persisténcia do antigeno (sinal 1) que leva a hiperativagéo
da célula T e coexpressdo sustentada de mdaltiplos receptores inibitérios nas células T e seus ligantes. Os
receptores inibitorios fornecem sinais coestimulatorios negativos (sinal 2). O estado de inflamagéo cronica
leva a producdo de citocinas pré-inflamatorias (IFN-alfa e beta) e inibitérias (IL-10 e TGF-beta), que agem
sinergicamente a exaustdo. Fonte: McLane et al., 2019 [154].



61

2.10.5 Outros componentes imunes no HCV

O sistema imune intra-hepatico € caracterizado por um repertorio Unico de linfécitos, e
os diferentes subtipos de células imunes desempenham papéis importantes na patogénese,
progressdo e resultados do tratamento da infec¢do pelo HCV [150]. As respostas das células T
CD3+, CD4+ e CD8+ sdo elementos essenciais no controle da infecgdo pelo HCV, e o prejuizo
nessas respostas é considerado a principal causa de falha na eliminacdo do HCV (Essa et al.,
2021). Além disso, a persisténcia da infeccdo tem sido associada a uma estimulacéo parcial dos
linfécitos B CD20+ [203]. Essa e colaboradores demonstraram que as contagens absolutas de
células B, bem como os percentuais, diminuiram significativamente com a RVS ap0és terapia com
IFNPeg/RBV. Em seu estudo, os autores sugeriram que a reducao das células B com a terapia
pudesse facilitar a restauracdo de uma resposta imune efetiva, levando a resolugdo da infecgéo
[204]. Amati e colaboradores obtiveram resultados semelhantes, descrevendo, ao final da terapia,
com PeglFN/RBV contagens absolutas mais altas de células B em respondedores fracos

comparado aos outros respondedores [205].

2.11 Linfdcitos Tregs e o fator de transcricdo FOX-P3

O desfecho da infeccdo pelo HCV parece ser determinado pelo equilibrio das respostas T
entre mecanismos supressérios e estimulatorios, e a regulacdo da magnitude da resposta efetora
possivelmente contribui para a faléncia na eliminagdo do patdgeno, podendo levar a infeccdo
persistente [206].

A persisténcia viral parece ser determinada por numerosos mecanismos de escape
imunolégico [207], que incluem mutagBes proteicas, a inducdo da producdo de citocinas
imunossupressoras (TGF e IL10) e indugdo do fendtipo de exaustio de células T (expressao de
moléculas coestimuladoras negativas CTLA-4, PD1 e TIM-3), além um aumento na frequéncia dos
linfécitos Tregs [208].

Os linfdcitos Tregs sdo uma subpopulacéo de células T funcionalmente distintas e maduras
que representam um componente crucial do sistema imune, mantendo a autotolerancia e a
homeostase imunolégica. Eles constituem um subtipo de células T CD4+ que expressa 0 receptor
de cadeia o da IL-2 (CD25) e s@o denominadas células T CD4+CD25+. Os Tregs naturais sdo
originarios do timo, considerada a maior populacdo de células regulatorias, responsaveis pela
supressdo das respostas T, e representam de 5 a 10% das células T CD4+ periféricas. Esses
linfdcitos adaptativos se originam a partir de linfocitos T periféricos maduros induzidos ao fen6tipo
regulatorio, na presenca de IL-2 ¢ TGF, como pode ser observado na Figura 9 [209].
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Figura 9. Desenvolvimento de linfocitos T regulatérios naturais e induzidas. Linfocitos Tregs naturais
(nTregs) sdo derivadas do timo e sdo caracterizadas pela coexpressdo de CD4, alta expressdao de CD25 e
FOXP3, e sdo representadas coletivamente como CD4+CD25+FoxP3+ Tregs. As células T reguladoras
induzidas ou adaptativas (iTregs) sdo geradas nos o6rgdos linfoides periféricos na presenca do fator de
crescimento transformador beta (TGF-B) e da interleucina-2 (IL 2). Fonte: Ogonek et al., 2016 [210].

Além do marcador CD25, as Tregs também séo definidas pela expressao constitutiva do
fator de transcricéo nuclear Forkhead box P3 (FOXP3). O FOXP3 pertence a familia dos fatores
de transcricéo forkhead e é principalmente localizado no nticleo celular [211, 212]. Esse fator foi
descrito primeiramente por Sakaguchi e colaboradores [213], quando observaram sua expressao
em Tregs. Atualmente, sabe-se que a expressdo dessa molécula é responsével pela diferenciacéo
e funcdo das celulas Treg [213-215], e que Tregs que expressam FOXP3 estdo presentes
naturalmente no sistema imunologico [216].

Ademais, esse fator de transcri¢do e considerado um marcador especifico tanto de Tregs
naturais derivadas do timo (nTregs) quanto de Tregs induzidas (iTregs) geradas nos Orgaos
linfoides periféricos sob indugdo inflamatoria [214, 217]. Ele atua como um regulador
transcricional da expresséo génica, que possui papel central na funcéo supressora, identidade,
estabilidade e expansdo das Tregs. Seu desempenho é considerado crucial na manutencéo da
homeostase do sistema imunoldgico, na destruicdo imunoldgica de células tumorais e nas

doencas autoimunes [218].
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Para as funcbes das Tregs acontecerem, é necessario adequado controle de seus
genes, e a expressdo de FOXP3 é crucial no estabelecimento e manutengdo da expressao
génica destas células. O FOXP3 se liga diretamente a elementos regulatorios dos genes
IL-2 e IFN-y, e supostamente induz a desacetilacao ativa de histona H3, inibindo assim a
remodelacdo da cromatina e controlando a transcricdo genica [219-223]. Dependendo da
interagdo do FOXP3 com vérias histonas desacetilases ou acetilases, ele pode atuar em
Tregs tanto como ativador quanto como repressor transcricional, e mutagdes que ocorrem
naturalmente no gene FOXP3 podem resultar em linfocitos autorreativos [219-223].

Foi relatado em modelos animais de diabetes que a inducdo de células Tregs
positivas para FOXP3 reduziu acentuadamente a gravidade da doenga autoimune,
esclerose multipla, asma, doenga inflamatéria intestinal, tireoidite e doenga renal [224,
225].

As células reguladoras Tregs atuam indiretamente através da modulacdo de
células apresentadoras de antigeno (APCs) ou diretamente por mecanismos de contato
celular, e exercem efeitos inibitérios na proliferacdo das células T CD4+ e CD8+
especificas [170, 226].

As fungbes supressivas das Tregs ocorrem através de um numero bem
estabelecido de mecanismos. Além da secrecdo de citocinas anti-inflamatorias, como IL-
10 e TGFP (resposta Th2), estdo associadas a regulacdo positiva de marcadores de
ativacdo pré inflamatdria (resposta Thl), como a superfamilia dos receptores de TNF e
IFNy, e ao aumento da expressdo de moléculas imunorregulatérias, como PD-1, PD-L1
e CTLA-4. As Tregs também sdo capazes de esgotar fatores de crescimento cruciais
oriundos do microambiente tissular, sequestrando suas funcGes efetoras e direcionando-
0s a anergia ou apoptose. Além disso, sao células equipadas com potencial citotoxico, o
que as torna aptas a suprimir células efetoras simplesmente exercendo sua atividade
citotoxica [218, 227].

2.11.1 Tregs no HCV

Na infeccdo pelo HCV, acredita-se que possivelmente a injdria hepatica seja o
resultado de respostas imunes antivirais do hospedeiro em vez da patogénese viral direta,
e possivelmente as Tregs contribuam para 0 prejuizo da resposta imune contra o virus
[228].
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A presenca de células T CD4+ CD25+ circulantes em niveis altos foi descrita pela
primeira vez, em 2003, em pacientes com hepatite C cronica por Sugimoto e colaboradores
[229]. A partir desse estudo, diversos outros demonstraram uma correlagéo positiva entre essas
celulas e a carga viral, destacando o papel supressor das Tregs na resposta imune adaptativa
mediada por células na infeccdo pelo HCV [208, 229, 230].

Em 2012, Spaan e colaboradores [145] demonstraram que essas células se expandem
gradualmente e se acumulam no figado e no sangue, e sua frequéncia se correlacionou
positivamente com a carga viral, 0 que indica sua contribui¢do para a persisténcia do virus.
Acredita-se que ativacdo e expansdo das células Tregs possivelmente seja desencadeada pela
proteina core do virus da hepatite C (HCV) e pelo TGF secretado por hepatocitos infectados,
inibindo assim as respostas imunes do hospedeiro [231].

Os niveis elevados de células Tregs observado em pacientes infectados pelo HCV
podem resultar de dois mecanismos principais diretamente influenciados pelo virus, como o
recrutamento ativo de Tregs existentes através da modulacéo de outras células imunes, como
células dendriticas e células B; e interacdo direta de células infectadas com os linfocitos T,
favorecendo assim sua conversao em Tregs [208].

Embora a persisténcia viral seja supostamente favorecida pelas Tregs através da
regulacdo da resposta imune antiviral, inicialmente essas células podem limitar a extensdo da
lesdo hepatica induzida pelo sistema imunoldgico. Foi relatado, em Tregs isoladas de pacientes
com infeccdo ativa e niveis elevados de transaminase, menor atividade supressora
comparativamente a Tregs de pacientes com transaminase persistentemente normal [232, 233].

A participacdo dos linfcitos Tregs no desenvolvimento da fibrose hepética relacionada
a infeccdo cronica pelo HCV parece controversa. Células T CD4+ FOXP3+ intra-hepaticas
presentes em niveis mais elevados em figados infectados e com limitada fibrose foram
demonstradas [206, 234]. Por outro lado, figados de pacientes com cirrose associada a infec¢do
cronica demonstraram expressdo aumentada de marcadores de Tregs quando comparados a
pacientes cronicamente infectados e sem leséo hepatica [235].

Além disso, as Tregs também foram associadas & promocdo da fibrinogénese em
células estrelares hepaticas. Analise por citometria de fluxo mostrou células T CD4+ FOXP3+
ativadas que expressam IL8 enriquecidas no figado, em estreita proximidade com células
estreladas hepaticas alfa-SMA+ e areas de fibrose [236]. No geral, esses resultados sugerem
que diferentes subconjuntos de linfocitos Tregs possam exercer uma influéncia oposta sobre a

fibrose relacionada a infecgéo pelo HCV [208].
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Na hepatite C cronica, talvez a frequéncia de células FOXP3+ possa estar
associada a parametros histoldgicos da doenca, e consideramos a definicdo de fenémenos
intra-hepaticos importante para o entendimento da imunopatogénese da infeccdo pelo
HCV. Potencialmente, uma diminuicdo nos nimeros relativos permitiria a desregulacéo
da imunidade mediada por células T, podendo, também, predispor a inflamacao e fibrose.
Alternativamente, um aumento na frequéncia poderia aumentar a secre¢cdo de TGFf no
figado, o que ajudaria no desenvolvimento de fibrose por células estreladas hepaticas
ativadas [237].

2.12  Proteina 1 de morte programada (PD-1)

As moléculas do checkpoint imune, também chamadas de receptores inibitdrios (IRs),
regulam as funcdes efetoras dos linfocitos T citotdxicos com a finalidade de sustentar a
autotolerancia e minimizar o dano tecidual resultante da resposta imune [238]. A proteina 1 de
morte programada (PD-1/CD279) é a mais reconhecida dessas moléculas, cuja funcéo € reduzir
a ativagdo das celulas T com o intuito de prevenir o dano autoimune [239]. A molécula PD1
foi descoberta em 1992 como um gene associado a apoptose, embora sua superexpressao tenha
se mostrado desnecessaria para a apoptose [239]. Tal descoberta impulsionou estudos
posteriores que relacionaram a expressao do PD-1 a inducdo por receptores de antigenos de
linfocitos T e B e associaram isso a inibicdo das respostas imunes [240]. Inclusive, a deficiéncia
do PD-1 foi relacionada ao desenvolvimento de fendtipos autoimunes em modelos de
camundongos [241, 242]. Ha evidéncias que demonstram que o PD-1 é necessario para evitar
a exaustdo terminal das células T, e que sua auséncia leva as células T a uma forma
terminalmente esgotada e incapaz de serem recuperadas [243]. As células T exauridas (Tex)
constituem uma populacéo heterogénea de células antigeno-especificas, em que a expresséo de
receptores coinibitdrios contribui para seu estado disfuncional no contexto de infec¢bes agudas
e cronicas [244].

A caracterizacdo fenotipica das células Tex foi originada a partir de modelos murinos
com o objetivo de compreender as diferengas entre as respostas T nas infec¢bes agudas e
cronicas pelo virus da coriomeningite linfocitica (LCMV). Nesses experimentos, as células T
antigeno-especificas oriundas de camundongos infectados com uma cepa crbnica de LCMV
exibiram niveis mais altos e persistentes de expressdo de PD-1 quando comparadas as células
T antigeno-especificas retiradas de camundongos infectados com uma cepa aguda de LCMV
[245].
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Outro estudo demonstrou duas populacdes diferentes de células T disfuncionais
especificas de antigeno identificadas de acordo com o nivel de expressdo de PD-1. Na
populacdo de células T em que a expressdo de PD-1 foi intermediéria, a funcéo efetora
de células T pode ser recuperada bloqueando a via PD-1. Isso contrastou com a populagéo
de células T que expressaram altos niveis de PD-1. O bloqueio de PD-1 foi incapaz de
resgatar a funcdo efetora dessas células T e, portanto, foram considerados esgotados
terminalmente [199]. Além disso, foi demonstrado que o bloqueio da via PD-1 pode
reverter funcionalmente a exaustdo de células T e melhorar o controle sobre a infeccao
viral devido ao aumento da proliferacdo e capacidade de morte de células T CD8+ e
producdo de citocinas [246]. Esse fato demonstrou um papel importante para a sinalizagao
de PD-1 na contencdo de respostas continuas no contexto de infeccéo viral crénica ou
persistente [247].

Em situacdes de infeccdo, peptideos antigénicos de microbios sdo apresentados a
células T naive por células apresentadoras de antigeno (APC) sobre complexos MHC. As
celulas T CD4+ reconhecem a molécula MHC classe 11 e sdo responsaveis por orquestrar
as respostas imunes contra patogenos extracelulares, promover auxilio a células B e ativar
células efetoras inatas. Em contraste, as células T CD8+ reconhecem moléculas MHC
classe | e exercem atividade citotdxica, tendo como alvo células infectadas por virus ou
celulas malignas.

Apds a célula T receber os sinais primarios e secundarios via complexo
TCR:MHC e via coestimulacdo, essa célula é considerada ativada, podendo se diferenciar

em efetora e de memoria (Figura 10).
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Figura 10. Diferenciagdo de células T durante infeccBes agudas vs cronicas. Peptideos patogénicos
apresentados pelo complexo principal de histocompatibilidade (MHC) as células T “naive” durante a
infecclo. Ativacdo e diferenciacdo em células efetoras. Na infec¢do cronica, a persisténcia de peptideos
patogénicos leva a estimulacdo permanente das células T, promovendo a exaustdo das células T. A exaustdo
das células T é em parte definida pela regulacdo positiva de receptores coinibitérios, como PD-1, LAG-3 ¢
Tim-3. Esses receptores inibem as células T diminuindo a producéo de IL-2, a proliferacdo e o limiar para
a apoptose. Fonte: Jubel et al., 2020 [245].

A ativacdo e a proliferacdo das células T requer a ligagcdo coestimulatéria da
molécula CD28 com as moléculas B7-1 ou B7-2 na APC (como apresentado na Figura

11).

T-cell

Figura 11. Ativacdo/inibicdo de células T. O receptor MHC classe Il e o complexo antigénico sao
apresentados ao TCR. A via de ativacdo em verde e a via inibitéria em vermelho. Abreviagdes: APC, célula
apresentadora de antigeno; CTLA-4, antigeno 4 de linfécitos T citotéxicos; MHC, complexo principal de
histocompatibilidade; TCR, receptor de células T. Fonte: de la Cruz-Merino et al., 2008 [248].
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O PD-1 e seus ligantes sao membros da familia de receptores B7/CD28/CTLA-4,
que sdo glicoproteinas transmembranares do tipo | que compartilham um padréo
estrutural basico. Esse padrdo consiste em um dominio extracelular de tipo variavel (IgV)
de imunoglobulina (1g), uma regido transmembrana e uma cauda citoplasmatica que serve
como local de ancoragem para proteinas de sinalizacao [249, 250].

A molécula PD-1 é codificada pelo gene PDCD1, que contém cinco éxons com
diferentes codificacBes. Por exemplo, os éxons 4 e 5 codificam o dominio citoplasmatico,
e juntos possuem um motivo inibitdrio baseado em tirosina imunorreceptor (ITIM) e um
motivo de troca baseado em tirosina imunorreceptor (ITSM) [239]. Como ilustrado na
Figura 12, esses dominios intracelulares ITIM ou ITSM séo capazes de recrutar proteinas
do tipo SHP e outros adaptadores capazes de interferir nos sinais positivos do receptor de
células T (TCR) e em moléculas coestimulatérias como CD28 [251]. A molécula CD28
fornece sinais coestimulatorios essenciais para ativacao e sobrevivéncia das células T e é
a receptora para CD80 (B7-1) e CD86 (B7-2), moléculas expressas na superficie das
células apresentadoras de antigeno (APCs) [250]. Ap6s o engajamento ao receptor, 0s
residuos de tirosina no dominio citoplasmatico do PD-1 sdo fosforilados, resultando no
recrutamento de SHP-2, que entdo atenua intermediarios da sinalizacdo [154]. O
recrutamento do SHP-2 foi também implicado na desfosforilagdo do CD28 como um
mecanismo principal, através do qual PD-1 promove a exaustdo de células T [252].

a ITIM/ITSM inhibition

PD-L1
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TCR PD-1 CD28
ZAPTO
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AKT/PIK SHP1 I

TS
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Figura 12. Exaustdo de células T pelo CD28 durante infeccdo crénica-viral e cancer. Fonte: McLane et al.,
2019 [154].



69

Os efeitos inibitdrios do PD-1 sdo mediados pelo engajamento com seus ligantes PD-L1
(CD274, também conhecido como B7-H1) e PD-L2 (CD273, também conhecido como B7-DC)
[253]. As interacbes do PD-1 com seus ligantes podem induzir tolerancia imunol6gica hepatica
através da inducdo de apoptose ou disfuncdo das células T. O PD-L2 € indutivamente expresso
por células dendriticas (DCs), macréfagos e mastécitos derivados de medula dssea cultivados. O
PD-L1 é expresso constitutivamente em células hematopoiéticas, incluindo células T, células B,
macréfagos, células dendriticas (DCs) e mastdcitos, além de células de tecido saudavel ndo
hematopoiético, incluindo hepatdcitos, células endoteliais vasculares e queratindcitos [154].
Embora haja sobreposicéo entre a ativacao de PD-1 viaPD-L1 e PD-L2, ha evidéncias para apoiar
que essas moléculas regulam as respostas T de forma independente. Por exemplo, estudos apoiam
0 PD-L2 como o regulador predominante da proliferacdo de células T CD8+, e 0 PD-L1 como
um importante atuante para a inducao de células Treg periféricas [245, 254].

O envolvimento de PD-1 com seus ligantes demonstrou inibir a sinalizacéo proximal
do TCR e as respostas subsequentes. A ligacado de PD-L1 ou PD-L2 ao seu receptor PD-1
resulta na fosforilagdo dos motivos de tirosina ITSM e ITIM do PD-1, que estdo localizados
em seu dominio citoplasmaético. A fosforilacdo leva ao recrutamento subsequente da fosfatase
SHP-2, uma proteina tirosina fosfatase (PTP) que demonstrou atenuar diretamente a sinalizacao
do TCR. As PTPs funcionam para desfosforilar quinases e, como consequéncia, 0s sinais
positivos subsequentes da ativacdo de TCR e CD28 se tornam antagonizados. Por fim, ocorre
a reducdo da proliferacdo e a promocdo da exaustdo das células T, além do aumento da
apoptose. Funcoes efetoras, como a producdo de citocinas e a atividade citolitica, também sdo
reduzidas [245, 255].

Além disso, através da via PD-1, sinais inibitorios, como PD-L1 e PD-L2, controlam a
inducdo e manutencéo da tolerancia a autoantigenos [256]. Um mecanismo pelo qual a via PD-
1 pode regular a autorreatividade € atraveés da indugdo de células Treg na circulacéo periférica.
Isso contrasta com as células Treg naturais, que sao derivadas centralmente através da selecdo
timica e expressam o fator de transcricdo FOXP3 [257]. Tanto as células Treg naturais quanto
as induzidas atuam para suprimir a resposta imune produzindo moléculas imunomoduladoras,
como as citocinas anti-inflamatorias, TGFp e IL-10 [258]. As células Treg ativadas expressam
niveis mais altos de PD-1, que se acredita contribuir para a sua atividade. Consistente com isso,
0 bloqueio de PD-1 leva a diminuicéo da atividade supressora das células Treg in vivo [259].
Supde-se que a inducéo de células Treg periféricas reduza tanto a ativacdo quanto a atividade
efetora de células T CD4+ e CD8+ autor reativas. Juntos, esses dados ressaltam a complexidade

do envolvimento do PD-1 e os papéis exclusivos que a via PD-1 desempenha no contexto de
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infeccdo e autoimunidade. Assim, muito provavelmente a via PD-1 funcione para reduzir a
ativacdo de células T auto reativas, bem como modular o grau de ativacdo e a atividade efetora
de células T especificas do antigeno [260; 261].

2.12.1 PD1na HCV

Na hepatite C crbnica, o estimulo antigénico persistente induz a regulacao positiva e
sustentada de moléculas coinibitdrias de checkpoint imune e seus ligantes cognatos. Isso difere
da infeccdo aguda, onde a carga de antigeno é temporaria e a expressao, transitdria. Na infeccéo
cronica, ocorre uma disfuncéo efetora antiviral nas células T antigeno-especificas. Essas células
se tornam incapazes de montar ou sustentar respostas robustas, como reducdo da producéo de
IL-2 e outras citocinas e ocorre reducdo da capacidade proliferativa e citotoxica. A expressao
de moléculas ligadas a superficie celular, como o PD-1, nas células T antigeno-especificas,
constitui um marcador de exposic¢ao continua a estimulos imunogénicos [260, 262].

Na hepatite C cronica, a expressao de PD-1 é continua e se apresenta em niveis elevados
nos linfocitos T CD8+ exauridos (Tex) [263]. Também foi demonstrada a expressdo aumentada
desta molécula em células T intra-hepéticas, estando positivamente associada a exaustao destas
células [250].

Embora na hepatite C crénica o principal gatilho para a expressao de PD-1 nas células
T seja 0 engajamento do TCR com a molécula MHC contendo o epitopo da célula infectada,
um microambiente adequado de citocinas que consista em mediadores pré-inflamatérios como
IFNy, interferons tipo 1, IL6, VEGF e IL2, aumenta a ativacdo dessa via de checkpoint
imunoldgico. Além disso, citocinas importantes para a manutencéo de células T, comoa IL7 e
ILS, e TGFp, que potencializa a atividade regulatoria das células T, também contribuem para a
expressdo de PD-1 durante a doenca cronica [264].

Na hepatite C cronica, a defesa imune do hospedeiro depende da interacdo entre as
respostas imunes inata e adaptativas, sendo esta essencial para 0 sucesso do controle da
infecgdo. O RNA do virus e suas proteinas participam ativamente no reconhecimento imune
pelo hospedeiro. Inicialmente, 0 HCV ativa o TLR3 através de sinais de proteina quinase R
dependente de RNA (PKR) e gene I induzivel por acido retindico (RIG-I). Posteriormente, 0s
sinais sdo transmitidos via proteina de sinalizagdo antiviral mitocondrial (MAVS), induzindo
0s IFNs e Toll-IL-1 (TRIF). De fato, a protease NS3/4A do HCV pode inativar eficientemente
MAVS e TRIF, bloqueando o IFNP ¢ a indugdo de genes estimulados por interferon (ISG)
[250].



71

Varios estudos foram realizados para avaliar o efeito do bloqueio da via PD-1/PD-
L1 em condigOes de hepatite viral e CHC. Estudos com foco na hepatite C cronica,
realizado por Penna e colaboradores [265] e Radziewicz e colaboradores [266],
mostraram que a regulacéo positiva de PD-1 afeta células T CD8 + especificas de HCV
no sangue periférico e no compartimento intra-hepatico durante a infeccéo crénica pelo
HCV. Além disso, o bloqueio da interacdo PD-1 / PD-L1 mostrou melhorar a capacidade
de expansdo e secregdo de IFNy das células T CD8 + especificas do HCV [267, 268].
Ademais, Fuller e colaboradores [198] mostraram como o bloqueio de PD-1 poderia
controlar a replicagdo do HCV em um modelo de chimpanzé de hepatite C cronica.
Curiosamente, o chimpanzé com infec¢cdo controlada também apresentou uma resposta
de imunidade de base mais ampla do que os animais da coorte que ndo responderam,
sugerindo que o tratamento anti-PD-1 pode ser Util apenas nos casos com um limiar critico
de HCV pré-existente células T CD8 + especificas.
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3 OBJETIVOS

O presente trabalho tem por objetivo avaliar aspectos histologicos e imuno-
histoquimicos da resposta tecidual em amostras de explante hepéatico de pacientes com
hepatite C (HCV) crénica comparando o grupo de casos submetidos a tratamento antiviral
com DAA com um grupo controle de pacientes ndo tratados HCV+.

Assim, buscamos abordar os seguintes objetivos especificos:

1. Avaliar de modo semiquantitativo a distribuicdo dos principais marcadores
histoldgicos de lesdo hepética.

2. Avaliar de modo semiquantitativo os diversos tipos de respostas da célula
progenitora hepética (CPH) evidenciados através da reatividade para CK7 e
comparar com cada um dos marcadores histoldgicos de lesdo hepatica.

3. Avaliar de modo quantitativo, na regido da interface perisseptal, a expressao dos
linfécitos B CD20+, T CD3+, T CD4+ e T CD8+, e compara-la com cada um dos
marcadores histoldgicos de lesdo hepatica.

4. Avaliar de modo quantitativo, na regido da interface perisseptal, e de modo
semiquantitativo nas regides septal e centrolobular, a expressdo da molécula
coestimulatoria negativa do checkpoint imune PD-1 e do fator de transcricdo
FOX-P3 e comparar a expressdo com cada um dos marcadores histolégicos de

lesdo hepética.
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 Selecdo da Amostra

O universo do presente estudo compreende 152 pacientes com diagnostico de
hepatite C cronica submetidos a transplante hepatico no Servico de Transplantes de
Figado e Orgaos do Aparelho Digestivo, Divisio de Gastroenterologia e Hepatologia HC-
FMUSP, no periodo entre 2016 e 2021.

A selecéo dos casos utilizados no trabalho foi baseada nos seguintes critérios:

a) Critérios de inclusédo

e Infeccdo cronica pelo HCV, diagnosticada por um teste soroldgico e um teste
confirmatdrio (reacdo em polimerase em cadeia — PCR e carga viral);

e Diagnostico clinico de cirrose;

e Transplante hepatico realizado no Servico de Transplantes de Figado e Orgaos do
Aparelho Digestivo, Diviséo de Gastroenterologia e Hepatologia HC-FMUSP.
b) Critérios de exclusao

e Dados clinicos e demogréaficos incompletos ou inconsistentes nos prontuarios
médicos;

¢ Indisponibilidade de amostras anatomopatologicas representativas de tecido
hepético ndo tumoral na Divisdo de Anatomia Patologica - HC-FMUSP;

e Diagndstico de quaisquer outros disturbios que acometam o figado, incluindo
doenca autoimune, coinfec¢do por virus da hepatite B (VHB) ou virus da
imunodeficiéncia humana (HIV), exceto doenca hepatica gordurosa nédo alcoodlica
e alcodlica;

e Amostras obtidas em retransplantes;

e Historia de doenca neoplasica com acometimento hepatico, exceto carcinoma
hepatocelular (CHC);

e Deteccdo, no explante, de mais de trés leses de CHC e/ou presenca de neoplasia
em ambos os lobos.

Assim, como exposto na Figura 13, a partir do universo de 152 casos de
transplante em pacientes diagnosticados com VHC, respeitados os critérios de inclusao e

exclusdo, a casuistica do presente estudo é de 42 pacientes.
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152 pacientes com diagnostico de Hepatite C Cronica

Excluidos:

80 casos com dados clinicos ou
demograficos inconsistentes ou incompletos;
4 casos sem amostra de tecido hepatico
adequado para os estudos histopatologico e
imuno-histoquimico;

24 casos com mais de trés nodulos de CHC.

44 pacientes com diagnostico de Hepatite C Cronica

Excluidos apds analise histologica:
1 caso com faléncia hepatica aguda, e

1 caso com extensiva autolise tecidual

42 pacientes com diagnostico de Hepatite C Crdnica

Figura 13. Fluxograma da selecdo da amostra. Abreviatura: CHC, carcinoma hepatocelular. Fonte:
Elaborada pelo autor.

4.1.1 Estratificacdo da Amostra

Os 42 casos foram divididos em dois grupos, de acordo com o tratamento antiviral
e o status da carga viral:

a) Grupo tratado - Pacientes submetidos a tratamento antiviral com DAA com
niveis indetectaveis de RNA de HCV no soro por técnica de PCR: 22
individuos

Esse grupo foi composto por 22 pacientes, sendo 9 com diagnostico apenas de

hepatite C cronica tratada e 13 com diagnostico de hepatite C cronica tratada e

CHC associado.

b) Grupo ndo tratado — Pacientes ndo submetidos a tratamento antiviral: 20
pacientes com sorologia positiva para HCV, definida por deteccdo de
anticorpos anti-HCV por teste ELISA de 32 geracdo e por detecgdo de RNA

viral por técnica de PCR.
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Esse grupo foi composto por 5 pacientes com diagndstico apenas de hepatite C
cronica com persisténcia do HCV e 15 com persisténcia do HCV e CHC
associado.

Todas as amostras hepaticas dos explantes dos 42 pacientes foram igualmente
submetidas as analises histoldgicas e imuno-histoquimicas, independente do status do
tratamento antiviral.

Todos os pacientes do estudo apresentavam valor de gravidade do MELD (Model
for End-Stage Liver Disease) indicativo de transplante hepéatico. Foram apenas trés
pacientes com MELD entre 6 e 9, 27 com MELD entre 10 e 20, cinco entre 20 e 30, e
sete acima de 30.

As informacdes clinicas e dados demograficos, como género, idade no transplante,
gendtipo viral, carga viral no pré-transplante, histérico de tratamento, data do inicio e
término do tratamento com DAA, data do transplante foram obtidos do prontuario dos
pacientes (dados apresentados no Anexo A).

Os informes macroscopicos e as designacGes das amostras histologicas foram
obtidos mediante andlise retrospectiva dos laudos anatomopatologicos dos explantes. A
partir dai, foi selecionado um cassete de parafina considerado representativo para cada
caso. Com o intuito de minimizar potenciais efeitos da terapia locorregional ou
compressdo tumoral no tecido, quando o paciente apresentava CHC associado, foi
selecionado o bloco representando a regido mais distante do tumor, sendo a amostra
estudada sempre representativa do lobo oposto ao da neoplasia.

Este projeto de pesquisa foi aprovado pela Comissdo de Etica para Andlise de
Projetos de Pesquisa (CAPPesq) da Diretoria Clinica do Hospital das Clinicas da
Faculdade de Medicina da Universidade de Sdo Paulo, sob o protocolo de pesquisa
namero: 1.889.612.

4.2 Avaliagéo histologica

Os preparados histologicos de tecido hepatico, embebidos em parafina, das 42
amostras selecionadas, foram submetidos a microtomia para obtencdo de cortes
histolégicos com 4 micrébmetros de espessura. Os estudos histopatolégicos foram
realizados com as coloragdes histoquimicas hematoxilina-eosina (HE), tricrémico de
Masson para analise da matriz extracelular e método de Perls para detec¢éo de pigmento

de hemossiderina no tecido.
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Inicialmente, a avaliacdo histologica foi realizada individual pela médica
patologista autora desta tese (APFP). Posteriormente, essa avaliagdo foi validada junto a
um patologista experiente em patologia hepética, orientador desta tese (VAFA). Toda a
analise foi realizada de maneira cega quanto aos demais dados clinicos e laboratoriais do

paciente e seguindo os critérios pré-definidos:

4.2.1 Andlise da atividade necroinflamatéria

Para esta analise, utilizamos o sistema de graduacdo semiquantitativo para
classificacdo necroinflamatdria propostos por Ishak e colaboradores [98], verséo
aprimorada do escore de Knodell [97].

As variaveis desta classificacdo foram assim avaliadas:

a) Inflamacdo portal e septal. Os escores variaram de O a 4, de acordo com a

seguinte graduacao:

0 - ausente;

1 - discreta, em alguns ou todos os espacos porta (EP) ou septos;

2 - moderada;

3 - moderada ou marcada, em alguns ou todos 0s EP ou septos;

4 - acentuada, em todos EP ou septos.

b) Hepatite de interface perisseptal. Os escores variaram de 0 a 4, de acordo com
as seguintes especificaces:

0 - ausente;

1 - discreta, focal em poucas regides;

2 - discreta a moderado, focal na maioria das regioes;

3 - moderada, continua, em menos que 50% das regides;

4 - acentuada, continua, em mais de 50% das regides.
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c) Necrose litica focal/apoptose. Os escores variaram de 0 a 4, de acordo com 0s
seguintes critérios observados em objetiva de 10x, avaliando-se a média em
cinco campos aleatorios:

0 - ausente;

1 - 1 foco ou menos;

2 - 2 a4 focos;

3-5a10 focos;

4 - mais de 10 focos.

d) Necrose confluente. Os escore variaram de 0 a 6, de acordo com as seguintes
especificagoes:

0 — ausente;

1 —focal;

2 —algumas &reas em zona 3;

3 — maioria das areas em zona 3;

4 — necrose em ponte em zona 3;

5 — necrose em ponte maltipla em zona 3;

6 — necrose pan-acinar.

4.2.2 Andlise da alteracdo arquitetural
4.2.2.1 Fibrose

Para a analise do grau de alteracdo estrutural/fibrose, utilizamos o escore de
fibrose de Ishak e colaboradores [98].

0 - fibrose ausente;

1 - expanséo fibrosa de algumas areas portais;

2 - expansao fibrosa da maioria das areas portais;

3 - expansao fibrosa da maioria das areas portais, com ocasionais pontes fibrosas;

4 - expansdo fibrosa das areas portais, com formacdo de frequentes pontes

fibrosas;

5 - formacéo frequente de pontes fibroses com cirrose incompleta;

6 - cirrose provavel ou definitiva.
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Todas as 42 amostras foram submetidas a analise histoldgica para confirmacao do
estadiamento como categoria 6 do escore de pontuacédo de fibrose de Ishak [98], ou seja,

cirrose provavel ou definitiva.

4.2.2.2 Estadiamento da cirrose

As amostras foram classificadas em trés categorias, com base na largura dos septos
fibrosos e no tamanho dos nddulos, conforme proposto por Kim et al. [108] em nome da Laennec
Liver Society:

A - cirrose inicial, com grandes nodulos cirréticos circundados por septos fibrosos finos;

B - cirrose intermediaria, com nddulos cirréticos circundados por septos fibrosos

relativamente espessos;

C - cirrose avangada, com pelo menos um septo muito espesso ou com muitos

micronodulos.

Nos casos com grande heterogeneidade dos septos fibrosos, o estadio definido foi

baseado no subtipo predominante de cirrose (acima de 50% da area representada).

4.2.2.3 Achados de regressao da fibrose

A analise da regresséo da fibrose foi realizada como descrito previamente por Putra et al.
[5]. A evidéncia de regressao foi definida pela presenca de septos fibrosos interrompidos,
avaliados em laminas coradas pela coloracdo de tricromico de Masson. Septo fibroso
interrompido foi definido como um septo incompleto com uma lacuna visivel na faixa de tecido
fibroso.

A pontuacgdo semiquantitativa foi determinada, com escore variavel de 0 a 3, conforme
descrito a seguir:

0 —auséncia de evidéncias de regressao;

1 — evidéncias de regressao envolvendo menos de 33% dos septos fibrosos;

2 — evidéncias de regressao envolvendo de 33% a 66% dos septos fibrosos;

3 — evidéncias de regressao envolvendo acima de 66% dos septos fibrosos.
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4.2.3 Anélise dos achados relacionados a doenca gordurosa hepatica
4.2.3.1 Esteatose

A esteatose macrogoticular identificada nos hepatdcitos foi estimada em percentuais em
acordo com os seguintes intervalos de categorizacao propostos por Kleiner et al. (2005):

grau 0 —ausente ou acometendo menos de 5 % dos hepatdcitos;

grau 1 — acometimento em menos de 33% dos hepatdcitos;

grau 2 —acometimento de 33% a 66% dos hepatdcitos;

grau 3 —acometimento de mais de 66% dos hepatdcitos.

4.2.3.2 Balonizacao hepatocelular

Hepatocitos foram definidos como “balonizados” quando maiores que os adjacentes,
com forma globosa e citoplasma amplo, palido e tumefeito.

A presenca de hepatdcitos balonizados foi categorizada com os escores:

0 — ausente ou minima;

1 — presente, moderada;

2 — acentuada.

4.2.3.3 Esteato-hepatite

O diagndstico de esteato-hepatite foi categorizado com os escores:
0 — ausente;

1 — presente.

4.3 Imuno-histoquimica

Cortes histologicos de 3 micrometros de espessura foram obtidos em laminas
preparadas previamente com solucdo adesiva 3 amino-propyltriethoxy-silane (Sigma
Aldrich, Estados Unidos) a 5% e incubadas em estufa a 50°C por 12 horas. A
desparafinagdo das amostras oorreuc em dois banhos de xilol (Alkimia, Brasil), um a
56°C por 30 minutos e outro a temperatura ambiente por 20 minutos. Posteriormente, as
amostras foram hidratadas em etanol (Dindmica, Brasil) com concentragcdo decrescente:

absoluto (4 banhos), 80% (1 banho) e agua corrente e destilada.
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Para as reacOes, foram utilizados os seguintes anticorpos: CD3: clone 2GV, pré-
diluido (Ventana/Roche, Suica); CD20: clone L26, pré-diluido (Ventana/Roche, Suica);
CD4: clone 4B12, pré-diluido (Dako, Dinamarca); CD8: clone C8-144B, pré-diluido
(Dako, Dinamarca); PD1: clone EP239, diluicdo 1:200 (Cell Marque); FOXP3: clone
236A/E7, diluicdo 1:100 (Abcam, USA); e CK7, clone SP52, pré-diluido
(Ventana/Roche, Suica).

Todas as reacdes foram realizadas com controles positivos referentes a cada
anticorpo e um controle negativo, onde a etapa de incubacdo com o anticorpo primario
foi substituida pela aplicacdo somente do diluente de anticorpo, soro fetal bovino (BSA)
(Sigma Aldrich, USA). As demais etapas foram idénticas as das demais reacoes.

A reativacdo antigénica foi realizada em panela elétrica a vapor por 35 minutos
com solucdo de reativacdo tampédo Citrato (pH 6,0) Novolink Max Polymer (Leica
Biosystems, Alemanha) para o FOXP3 e solucdo tampéo Tris (pH 9,0) Novolink Max
Polymer (Leica Biosystems, Alemanha) para os demais anticorpos. Apds esse processo,
as amostras foram deixadas em temperatura ambiente por 20 minutos e depois lavadas
em agua corrente e agua destilada. O bloqueio da peroxidase enddgena foi realizado com
peroxido de hidrogénio (H202) 20 volumes (Dinamica, Brasil) e &lcool metilico (Alkimia,
Brasil) na proporgéo 1:1 por trés vezes, 20 minutos cada incubacdo. Posteriormente, as
amostras foram lavadas em agua corrente e tampéo fosfato salino (PBS) 0,01M pH 7,4
(LGC Biotecnologia, Brasil). Uma etapa de blogueio de ligacdes inespecificos com o
reagente Cas Block (Invitrogen, Inglaterra) foi realizada com incubacéo de 10 minutos a
37°C. Apos a retirada do bloqueador, as amostras foram submetidas a incubagdo com os
respectivos anticorpos primarios a 37°C por 30 minutos €, ap0ds, a 4°C por 12 horas.

Em seguida, as amostras foram submetidas a lavagem com tampéao PBS (LGC
Biotecnologia, Brasil) trés vezes, 5 minutos cada lavagem. Uma segunda incubacéo foi
realizada com o anticorpo secundario IgG de coelho anticamundongo (Leica Biosystems,
Alemanha) a 37°C por 30 minutos. As amostras foram novamente lavadas com PBS
0,01M pH 7,4 (LGC Biotecnologia, Brasil) trés vezes com duracdo de 5 minutos cada.
Uma terceira incubacgédo, agora com anticorpo 1gG anticoelho conjugado com a enzima
peroxidase de rabano silvestre (HRP) Novolink Max Polymer DS (Leica Biosystems,
Alemanha) foi realizada a 37°C por 30 minutos. Apds, as amostras foram lavadas com
PBS 0,01M pH 7,4 (LGC Biotecnologia, Brasil) trés vezes com duracdo de 5 minutos
cada.
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A revelacdo da reacdo foi feita com uma solugdo composta por: 3,3"-
Diaminobenzidina (DAB) (Sigma Aldrich, USA), dimetilsulfoxido (1ml) e peroxido de
hidrogénio 20% (1ml) com incubacdo a 37°C por 5 minutos. Na sequéncia, as amostras
foram mais uma vez lavadas com PBS 0,01M pH 7,4 (LGC Biotecnologia, Brasil) e
contracoradas com Hematoxilina de Harris (Sigma Aldrich, USA), por 45 segundos.
Apos, as amostras foram lavadas em &gua corrente e mergulhadas em agua amoniacal
0,5% por 5 segundos e novamente lavadas em &gua corrente. Foi realizada a desidratacao
progressiva das amostras com etanol 50%, 80% e 100%, diafanizacdo em xilol e

montagem das laminas com Entellan (Sigma Aldrich, Canada).

4.3.1 Avaliagdo da reatividade para citoqueratina 7 (CK7)

Além dos ductos originais, a reacdo imuno-histoquimica para deteccdo de CK7
identificou estruturas caracterizadas por expressarem respostas iniciais da célula
progenitora hepéatica (CPH). Tais estruturas foram definidas de acordo com a
nomenclatura proposta por Roskams et al. [13], com modifica¢des, como células
progenitoras isoladas (CPI) e estruturas ductulares isoladas (EDI), e reagdo ductular (RD).

As CPls se caracterizaram como pequenas células cuboidais, isoladas, com
nacleos ovais, escasso citoplasma e de forte e homogénea coloracdo de citoplasma e
membrana para CK7. As EDIs se caracterizaram como corddes de células cuboidais,
formando ddctulos irregulares, sem limens visualizados e por vezes colapsados, de forte
e homogénea coloracao de citoplasma e membrana para CK7. A RD se caracterizou como
corddes regulares de células cuboidais, formando estruturas tubulares, com lumens bem
visualizados, de forte e homogénea coloracédo de citoplasma e membrana para CK7.

As estruturas descritas acima estédo exemplificadas na Figura 14.
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Figura 14. Exemplificag8o de estruturas positivas para CK7. (A) Célula progenitora isolada (CPlI, seta);
(B) Estrutura ductular isolada (EDI); (C) Reacdo ductular (RD, setas). Fonte: Elaborada pela autora.

4.3.1.1 Analise das respostas iniciais da CPH sob a forma de células progenitoras
isoladas (CPI) e estruturas ductulares isoladas (EDI)

4.3.1.1.1 Analise semiquantitativa da reatividade para CK7 em CPI e EDI

A andlise das CPI e EDI ocorreu em diferentes etapas, e seguiu 0s seguintes
critérios: CPI e EDI foram observadas na zona 1 (em torno a placa limitante) e zonas 2 e
3 combinadas (regido centrolobular).

A semiquantificacdo foi realizada separadamente, para cada uma das estruturas
(CPI e EDI), como descrito previamente por Delladetsima e colaboradores [135] e Gouw

e colaboradores [269], com modificacOes, nas diferentes regides do parénquima:
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a) Zona 1 (em torno a placa limitante). O escore variou de 0 a 2 conforme as
seguintes definigdes:

Grau 0 — ausente;

Grau 1 —até 10 CPIs ou EDIs positivas para CK7 em mais de 1 septo;

Grau 2 — acima de 10 CPIs ou EDIs em mais de 1 septo.

b) Zonas 2 e 3 combinadas (centrolobular). O escore variou de 0 a 2 conforme as
seguintes definicOes:

Grau 0 — ausente;

Grau 1 — até 10% de CPIs ou EDIs positivas para CK7 em pelo menos 1 4cino;

Grau 2 — acima de 10% de CPIs ou EDIs positivas para CK7 em pelo menos 1

acino.

4.3.1.1.2 Escore Unificado
O grau obtido na zona 1 (0-2) foi somado ao grau obtido nas zonas 2 e 3
combinadas (0-2), resultando em um escore unificado para CPl e em um escore unificado

para EDI, ambos variando de 0 a 4.

4.3.1.1.3 Escore Final representativo da CPH

Finalmente, a soma dos escores unificados obtidos para CPI e EDI resultou no
escore final representativo do grau de ativagdo “global” da célula progenitora hepatica
(CPH). Este escore variou de 0 a 8, conforme as seguintes definicdes:

0-4 — baixa ativacao de CPH;

5-8 — alta ativacdo de CPH.

Assim, conforme exposto na Figura 15, foi obtido o grau de ativagao “global” da
CPH.
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Célula progenitora isolada Estrutura ductular isolada
(CPI) (EDI)

Anilise semiquantitativa Analise semiquantitativa
Zona 1 (0-2) + Zonas 2 ¢ 3 (0-2) Zona 1 (0-2) + Zonas 2 e 3 (0-2)
Escore unificado CPI Escore unificado EDI
(0-4) (0-4)

Escore final para células progenitoras (CPH)
(0-8)

Escores
(0-4) — baixa ativagdo de CPH
(5-8) — alta ativacdo de CPH

Figura 15. Fluxograma das etapas para determinacéo do escore final de ativacdo das células progenitoras
hepéticas (CPH). Fonte: Elaborada pela autora.

4.3.1.3 Semiquantificacdo da reatividade para CK7 na reacao ductular (RD) em
torno a placa limitante

Areacdo ductular (RD) foi observada no interior e predominantemente na margem
dos septos fibrosos (zona 1), como apresentada previamente na Figura 14.

A semiquantificacdo se baseou no método de proposto por Libbrecht et al. [16],
com modificacdes. Foi utilizado uma escala de escores varidveis de 0 a 3 com base na
extensdo em torno a placa limitante, de acordo com as seguintes definicdes:

Grau 0 — ausente;

Grau 1 — RD focal descontinua;

Grau 2 — extensdo intermediéria da RD;

Grau 3 — RD continua em acima de 50% dos septos.
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4.3.2 Avaliagdo dos achados imuno-histoquimicos na resposta linfocitaria

Todas as analises foram realizadas de acordo com critérios pré-determinados,
desconhecendo-se o status do tratamento ou quaisquer outras varidveis clinicas ou

histoldgicas.

4.3.2.1 Quantifica¢do por analise de imagem em método semiassistido

Para a quantifica¢do da expresséo de CD3+, CD20+, CD4+ e CD8+ nos linfocitos
da regido da interface septal, as laminas coradas com amostras de cirrose hepética foram
digitalizadas com ampliacdo de 40x, usando um scanner de lamina inteira Pannoramic
250 (3DHistech, Budapeste, Hungria) na Divisdo de Anatomia Patoldgica do HC-
FMUSP. Apos este processo, as laminas digitalizadas foram analisadas em toda sua
extensdo utilizando-se o software QuPath (versdo 0.3.0; Centro de Pesquisa do Céncer e
Biologia Celular, Universidade de Edimburgo, Edimburgo, Escdcia), uma plataforma de
analise de imagem de cddigo aberto [270].

Para cada lamina digitalizada, de 10 a 12 campos ndo coincidentes foram
escolhidos da regido da interface para analise, sem selecdo de hotspot (Figura 16).
Regides com tecido fibroso, areas de artefato devido a dobras, fragmentacao de tecido ou
coloracdo irregular, foram identificados manualmente e evitados. Em seguida, o
programa, realizou de forma automatizada, uma série de avaliacdes: analise vetorial de
coloracdo; detec¢do total da area tecidual; e deteccdo celular. Em uma etapa seguinte, n6s
estabelecemos o limite de positividade (determinacdo de threshold) para cada marcador
por tentativa e erro para correta deteccdo de células positivas. Por garantia, as células
positivas foram submetidas a validacdo por dois médicos patologistas (APFP e VLC)
antes de serem aplicadas ao processo computacional. Ao final da quantificacdo, os dados
gerados no QuPath continham o niimero de células positivas por mm? de tecido e sua
respectiva representacdo de % de células positivas, que foram exportados para o Excel.
Para cada uma das amostras, foi obtida a média entre cada um dos diferentes campos
selecionados e esse valor foi entdo atribuido como o valor de células positivas por mm?

para cada uma das amostras.
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Figura 16. Exemplo da selecdo dos diferentes campos representativos da interface perisseptal em uma
amostra para quantificacdo no software QuPath. Fonte: Elaborada pela autora.

A mediana obtida ao final das analises foi utilizada como medida para separar 0s
pacientes em baixa e alta expresséo para cada um dos marcados, ou seja, 0S que apresentaram
numero de células positivas/mm? abaixo da mediana foram agrupados em “baixa expressio” e,
aqueles com numero de celulas positivas/mm? acima da mediana, foram agrupados em “alta
expressao”.

N&o foi observada a quantidade minima de células imunomarcadas (< 0,1%
células positivas) para a molécula coestimulatoria negativa do checkpoint imune PD1 e
para o fator de transcricdo FOXP3, impossibilitando a quantificacdo pelo software
QuPath.
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4.3.3 Avaliacdo semiquantitativa da expressao de PD-1+ e FOX-P3

A analise semiquantitativa da expressdo do PD-1 e FOX-P3 nos linfocitos foi
realizada separadamente nas regides septal e centrolobular. Para essa analise, foram
obedecidos os seguintes critérios de avaliag&o:

Grau 0 — células ausentes ou escassas e isoladas;

Grau 1 — poucas celulas por vezes agrupadas.

4.4 Anélise estatistica

Em nosso estudo, utilizamos testes estatisticos ndo paramétricos devido as
caracteristicas de distribuicdo de nossos dados (distribuicdo ndo normal, para dados
quantitativos). Os testes estatisticos aplicados para analise de associacdo entre as
variaveis estudadas foram teste qui-quadrado de Pearson, Mann-Whitney, Kruskal-Wallis
e correlagdo de Spearman. Utilizamos o software estatistico IBM SPSS (versdo 22;

Armonk, NY, EUA) e o valor de p < 0,05 foi considerado significativo.
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5 RESULTADOS
5.1 Caracterizacdo da amostra

A amostra estudada foi constituida por explantes hepaticos de 42 individuos com
diagndstico de hepatite C crénica, divididos em dois grupos. O grupo de pacientes
tratados com sucesso DAAs foi composto por 22 pacientes (52,4%) e 0 grupo de néo
tratados, com infec¢éo ativa pelo HCV+, foi composto por 20 pacientes (47,6%).

Nossa coorte foi constituida por 28 individuos do sexo masculino (66,7%) e 14 do
sexo feminino (33,3%). A idade média foi 55 anos, variando de 38 a 71 anos. Quanto ao
genotipo, 33 individuos apresentaram genotipo 1 (78,6%) e apenas nove apresentaram
gendtipo 3 (21,4%), sendo quatro no grupo tratado e cinco no grupo ndo tratado. Havia
sete casos com histérico de consumo de alcool associado: trés no grupo que recebeu
tratamento antiviral; e quatro entre os néo tratados.

Assim, devido a pequena quantidade de individuos com genétipo 3 e ao pequeno
numero de pacientes com historico de consumo de alcool, ndo realizamos uma anélise

entre essas informacdes e as demais variaveis estudadas neste trabalho.

5.2 Avaliagdo Histoldgica

O Anexo B apresenta os graus atribuidos a semiquantificacdo das varidveis
histoldgicas em cada um dos 42 casos.
A Tabela 1 apresenta a distribuicdo das variaveis histopatoldgicas e a comparagao

desta distribuicdo entre os dois grupos de pacientes.



Tabela 1. Dados comparativos das avaliacdes histopatoldgicas (Qui-quadrado)

Pacientes tratados Pacientes
Caracteristica com DAA-RSV+ nao tratados-HCV+ P
N % N %

Inflamacao septal 0,027
Grau 0 0 0,0 0 0,0

Grau 1 8 19,0 1 2,4

Grau 2 10 23,8 8 19,0

Grau 3 4 9,5 10 23,8

Grau 4 0 0,0 1 2,4

Atividade de interface 0,005
Grau 0 0 0,0 0 0,0

Grau 1 10 23,8 0 0,0

Grau 2 7 16,7 9 214

Grau 3 5 11,9 10 23,8

Grau 4 0 0,0 1 2,4

Necrose litica focal 0,393
Grau 0 1 2,4 0 0,0

Grau 1 13 31,0 8 19,0

Grau 2 7 16,7 11 26,2

Grau 3 1 2,4 1 2,4

Necrose confluente 0,305
Grau 0 20 47,6 15 35,7

Grau 1 2 4.8 2 4,8

Grau 2 0 0,0 2 4.8

Grau 3 0 0,0 1 2,4
Estadiamento de cirrose 0,445
A 7 16,7 4 9,5

B 10 23,8 13 31,0

C 5 11,9 3 7.1

Regressao de fibrose 0,914
Grau 0 3 7,1 4 9,5

Grau 1 7 16,7 7 16,7

Grau 2 11 26,2 8 19,0

Grau 3 1 2,4 1 2,4

Esteatose 0,593
Grau 0 19 45,2 15 35,7

Grau 1 2 4.8 4 71

Grau 2 1 2,4 1 2,4

Grau 3 0 0,0 0 0,0

Balonizagao hepatocelular 0,634
0 19 45,2 15 35,7

1 2 4,8 3 7.1

2 1 2,4 2 4.8
Esteato-hepatite 0,598
Ausente 21 50,0 18 429

Presente 1 2,4 2 4,8
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5.2.1 Atividade necroinflamatéria
5.2.1.1 Inflamacéo septal

Conforme pode ser observado na Tabela 1, 8 pacientes tratados (19,0%)
apresentaram inflamacéo discreta (grau 1), dez (23,8%), inflamagdo moderada (grau 2),
quatro (9,5%) com grau moderado a marcado (grau 3) e nenhum apresentou inflamacéo
marcada (grau 4).

No grupo de pacientes ndo tratados, apenas um individuo apresentou inflamagéo
septal discreta (grau 1), oito (19%) apresentaram inflamacdo moderada (grau 2), dez
(23,8%) apresentaram grau moderado a marcado (grau 3) e apenas um (2,4%) com
inflamacdo marcada (grau 4).

Tais achados demonstram que a inflamacéo septal esteve presente em todos 0s
casos, mesmo nos tratados. E importante ressaltar que, mesmo presente, tal inflamagéo
foi significativamente menor nos pacientes tratados (p = 0,027; Tabela 1).

Exemplos de inflamacéo septal sdo apresentados na Figura 17.

5.2.1.2 Atividade de interface perisseptal

Conforme pode ser observado na Tabela 1, dez pacientes tratados (23,8%)
apresentaram atividade de interface perisseptal discreta, focal (grau 1), sete (16,7%),
atividade de interface perisseptal discreta a moderada, focal (grau 2), cinco (11,9%) com
atividade de interface perisseptal moderada, continua (grau 3) e nenhum apresentou
atividade de interface perisseptal acentuada, continua (grau 4).

No grupo de pacientes ndo tratados, nenhum apresentou atividade de interface
perisseptal discreta, focal (grau 1), nove pacientes (21,4%) apresentaram atividade de
interface discreta a moderada, focal (grau 2), dez (23,8%) apresentaram atividade de
interface moderada, continua (grau 3), e apenas um (2,4%) com atividade de interface
acentuada, continua (grau 4).

Tais achados demonstram que a atividade de interface perisseptal esteve presente
em todos 0s casos, mesmo nos tratados. E importante ressaltar que, mesmo presente, a
atividade de interface perisseptal foi significativamente menor nos pacientes tratados (p
=0,005; Tabela 1).

Exemplos de atividade de interface perisseptal sdo apresentados na Figura 18.



Figura 17. Exemplos dos achados referentes aos diferentes graus de inflamac&o septal. (A) Grau 1, (B) Grau 2, (C) Grau 3, (D) Grau 4. HE, 20X. Fonte: Elaborada pela
autora.
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Figura 18. Exemplos dos achados da atividade de interface perisseptal. (A) Grau 1, (B) Grau 2, (C) Grau 3, (D) Grau 4. HE, 20X. Fonte: Elaborada pela autora.
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5.2.1.3 Atividade necroinflamatoria no compartimento lobular

As alterac6es necroinflamatérias do compartimento lobular foram estudadas sob

a forma de necrose litica focal ou apoptose e necrose confluente.

5.2.1.3.1 Necrose litica focal

Conforme pode ser observado na Tabela 1, um paciente tratado (2,4%) néo
apresentou necrose litica focal, 13 (31%) apresentaram um foco ou menos de necrose
litica focal (grau 1), sete (16,7%) com dois a quatro focos de necrose litica focal (grau 2)
e apenas um (2,4%) com cinco a dez focos de necrose litica focal (grau 3).

No grupo de pacientes ndo tratados, oito (19%) apresentaram um foco ou menos
de necrose litica focal (grau 1), 11 pacientes (26,2%) com dois a quatro focos de necrose
litica focal (grau 2) e apenas um paciente (2,4%) com cinco a dez focos de necrose litica
focal (grau 3).

Tais achados demonstram que a necrose litica focal esteve presente na maioria dos
casos, mesmo nos tratados. Todavia, ndo houve diferenca estatistica significativa entre os
grupos (p = 0,393; Tabela 1). A ndo diferenca estatistica significativa se manteve mesmo
apos a categorizacao desta variavel em baixa e alta atividade.

Exemplos de necrose litica focal séo apresentados na Figura 19.

5.2.1.3.2 Necrose confluente

Conforme pode ser observado na Tabela 1, 20 pacientes tratados (47,6%) néo
apresentaram necrose confluente (grau 0) enquanto dois (31%) mostraram necrose
confluente grau 1.

No grupo de pacientes ndo tratados, 15 paciente (35,7%) ndo apresentaram
necrose confluente (grau 0), dois (4,8%) com grau 1 de necrose confluente, dois (4,8%)
com grau 2 de necrose confluente e um (2,4%) apresentou necrose confluente grau 3.

Tais achados demonstram que a necrose confluente € um achado pouco frequente
nos casos de hepatite C cronica e o encontro de formas mais acentuadas de necrose
confluente (graus 2 e 3) foi detectado somente entre pacientes ndo tratados. Nao houve
diferenca estatistica significativa entre os grupos (p = 0,305; Tabela 1). A ndo diferenca
estatistica significativa se manteve mesmo ap0s a categorizagdo desta variavel em baixa
e alta atividade.

Exemplos de necrose confluente sdo apresentados na Figura 20.



Figura 19. Achados referentes aos diferentes graus de necrose litica focal. (A) Grau 1, (B) Grau 2, (C)
Grau 3. HE, 10X. Fonte: Elaborada pela autora.



Figura 20. Exemplos de necrose confluente. (A) Grau 1, HE, 10X; (B) Grau 2, HE, 20X. Fonte:
Elaborada pela autora.
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5.2.2 Alteracao arquitetural
5.2.2.1 Estadio da fibrose

Todos os 42 pacientes do estudo foram confirmados com cirrose amplamente

desenvolvida, classificados como estadio 6 de fibrose da classificagdo de Ishak et al. [98].

5.2.2.2 Estadiamento da cirrose

Conforme apresentado na Tabela 1, sete pacientes tratados (16,7%) apresentaram
cirrose leve (4A), dez (23,8%) com cirrose moderada (4B) e cinco (11,9%) com cirrose
avancada (4C).

No grupo de pacientes néo tratados, quatro (9,5%) apresentaram cirrose leve (4A),
13 (31%) com cirrose moderada (4B), e apenas trés (7,1%) apresentaram cirrose avancada
(4C).

Tais achados demonstram a maior concentracdo de pacientes com cirrose
moderada (4B), independente do tratamento antiviral, ndo havendo diferenca
estatisticamente significativa entre os grupos (p = 0.445; Tabela 1).

Exemplos do estadiamento da cirrose sdo apresentados na Figura 21.

5.2.2.3 Regresséao da fibrose

Conforme apresentado na Tabela 1, em trés pacientes tratados, (7,1%) a regressao
da fibrose foi ausente (grau 0). Sete (16,7%) apresentaram regressdo da fibrose
envolvendo menos de 33% dos septos fibrosos (grau 1), de 33% a 66% dos septos fibrosos
(grau 2) em 11 pacientes (26,2%) e apenas um (2,4%) apresentou regressao da fibrose
acima de 66% dos septos fibrosos (grau 3).

No grupo de pacientes néo tratados, em quatro pacientes (9,5%) a regressao da
fibrose foi ausente (grau 0). Sete (16,7%) apresentaram regressao da fibrose envolvendo
menos de 33% dos septos fibrosos (grau 1), de 33% a 66% dos septos fibrosos (grau 2)
em oito pacientes (19,0%) e apenas um (2,4%) apresentou regressdo da fibrose
envolvendo acima de 66% dos septos fibrosos (grau 3).

Tais achados demonstram graus similares de regressdo da fibrose entre os dois
grupos, ndo tendo sido observada diferenca estatistica significativa entre os grupos (p =
0,914; Tabela 1), mesmo ap0s a categorizacao desta variavel.

Exemplos de regressao da fibrose sdo apresentados na Figura 22.



"~ 1000 pm
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Figura 21. Exemplos dos diferentes estadios de cirrose: (A) cirrose leve, (B) cirrose moderada, (C) cirrose
avangada. Masson, 10X. Fonte: Elaborada pela autora.




Figura 22. Aspectos das caracteristicas de regresséo da fibrose. (A) Grau 0, (B) Grau 1, (C) Grau 2, (D) grau 3. Masson, 10X. Fonte: Elaborada pela autora.
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5.2.3 Achados relacionados a doenca gordurosa
5.2.3.1 Esteatose

Conforme pode ser observado na Tabela 1, a esteatose foi ausente (grau 0) em 19
pacientes tratados (45,2%). dois (4,8%) apresentaram esteatose < 33% (grau 1), apenas
um com esteatose entre 33% e 66% (grau 2) e nenhum paciente apresentou esteatose >
66% (grau 3). No grupo de pacientes nao tratados, a esteatose foi ausente (grau 0) em 15
individuos (35,7%). Quatro (7,1%) apresentaram esteatose < 33% (grau 1), um (2,4%)
entre 33% e 66% (grau 2) e ndo houve pacientes classificados como esteatose > 66%
(grau 3). No estudo havia oito pacientes com esteatose e, entre eles, cinco com genétipo
1 e trés pacientes com genotipo 3.

Tais achados demonstram que a esteatose, embora descrita na hepatite C cronica,
ndo € um achado predominante entre os pacientes. Nado ocorreu diferenca estatistica
significativa com relagéo a presenca de esteatose entre 0s grupos de pacientes, mesmo
quando essa variavel foi categorizada apenas em baixo e alto grau (p = 0,593; Tabela 1).

Exemplos de esteatose sdo apresentados na Figura 23.

5.2.3.2 Balonizagao hepatocelular

Conforme pode ser observado na Tabela 1, a balonizagéo hepatocelular foi ausente
ou minima (grau 0) em 19 pacientes tratados (45,2%). Dois (4,8%) apresentaram
balonizacdo hepatocelular moderada (grau 1) e apenas um paciente (2,4%) apresentou
balonizacdo hepatocelular acentuada (grau 2).

No grupo de pacientes ndo tratados, a balonizagdo foi ausente ou minima (grau 0)
em 15 individuos (35,7%). Trés (7,1%) apresentaram balonizacdo moderada (grau 1) e
dois (2,4%), balonizagdo acentuada (grau 2).

Tais achados demonstram que a balonizacdo hepatocelular € infrequente entre 0s
pacientes com hepatite C cronica. Ndo houve diferenca estatistica significativa entre os
grupos (p = 0.634; Tabela 1).

Exemplos de balonizagéo hepatocelular s&o apresentados na Figura 24.
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5.2.3.3 Esteato-hepatite

Conforme apresentado na Tabela 1, apenas um paciente tratado (2,4%) foi
diagnosticado com esteato-hepatite (sexo feminino, 58 anos, genétipo 1), e 21 (50%) ndo
apresentaram este diagndstico.

No grupo de pacientes ndo tratados, dois individuos (4,8%) foram diagnosticados
com esteato-hepatite (ambos do sexo masculino, 56 e 65 anos, genotipos 1 e 3), e 18
(42,9%) ndo apresentaram este diagnostico.

Tais achados ndo permitiram caracterizar eventual associacdo entre hepatite C
crbnica e o diagndstico de esteato-hepatite (p = 0,598; Tabela 1).

Exemplos de esteato-hepatite sdo apresentados na Figura 25.
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Figura 23. Exemplos de achados de esteatose. (A) Grau 0, (B) Grau 1, (C) Grau 2. HE, 5X. Fonte:
Elaborada pela autora.
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40X. Fonte: Elaborada pela autora.

(B) Grau 1. HE

)

Figura 24. Balonizacao hepatocelular. (A) Grau 2

hepatite. HE, 20X. Fonte: Elaborada pela

terizando esteato

Figura 25. Alteragdes histoldgicas carac

autora.



103

5.3 Consideragdes quanto ao tempo de tratamento

Diante dos dados expostos no Anexo A, a partir dos prontuarios e laudos
anatomopatologicos foram obtidas a data do transplante e inicio do tratamento dos
pacientes pertencentes ao grupo tratado, com carga viral indetectavel.

O tempo do inicio do tratamento até o transplante apresentou a seguinte
distribuicéo: trés casos com intervalo de até seis meses; quatro com intervalo entre sete e
12 meses; e 15 acima de 12 meses.

Ao analisar o intervalo entre o tratamento e o transplante com as variaveis
histoldgicas (Anexo C), observamos que 0s pacientes com maiores intervalos entre o
tratamento e o transplante apresentaram graus menores de inflamacéao septal e atividade
de interface.

Os quatro pacientes tratados com inflamacéo septal moderada ou marcada (grau
3) tiveram intervalo entre o tratamento e o transplante inferior a 12 meses. Os oito
pacientes tratados com inflamacdo septal leve (grau 1) tiveram o intervalo entre o
tratamento e o transplante superior a seis meses, e em sete, o tempo foi superior a 12
meses.

Cinco pacientes foram tratados com atividade de interface perisseptal moderada e
continua (grau 3) e quatro deles apresentaram o intervalo até o transplante inferior a 12
meses. Os dez pacientes tratados com hepatite de interface perisseptal discreta (grau 1),
tiveram o intervalo entre o tratamento e o transplante superior a seis meses e em sete, 0
intervalo foi superior a 12 meses.

Assim como a distribui¢do do estadiamento da cirrose e a regressdo da fibrose, as
variaveis necrose litica focal e necrose confluente ndo demonstraram diferenca com
relacdo ao tempo entre o tratamento e transplante.

Ao analisar o intervalo entre o tratamento e o transplante com a ativacédo da CPH
(Anexo C), também ndo observamos diferenca em relagdo ao tempo entre o tratamento e
o transplante. Entre os sete pacientes com intervalo entre o tratamento e o transplante

inferior a 12 meses, apenas um deles apresentou alto escore final para CPH.
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5.4 Correlacdo entre variaveis histoldgicas

A Tabela 2 apresenta acorrelacdo entre as variaveis histolégicas, estudada pelo
teste de correlacdo de Spearman. Através desses dados, observamos que houve uma
correlagao forte (|0,600] > p >10,799]) entre as variaveis inflamagao septal e atividade de
interface (p = 0,715, P < 0,01), e entre as variaveis balonizacdo e esteato-hepatite (p =
0,625, P < 0,01). Também observamos uma forte correlacdo inversa entre a variavel
regressao de fibrose e o estadiamento de cirrose (p = -0,609, P < 0,01).

Também foi possivel notar correlagdes moderadas (|0,300] > p > [0,599]) entre as
variaveis: atividade de interface e necrose litica focal (p = 0,314, P <0,01); necrose litica
focal e necrose confluente (p = 0,343, P < 0,01), esteatose (p = 0,342, P < 0,05),
balonizagdo hepatocelular (p = 0,351, P < 0,05) e esteato-hepatite (p = 0,342, P < 0,05);
e esteatose e esteato-hepatite (p = 0,572, P < 0,01). Percebemos também uma correlagido
inversa moderada entre as variaveis: inflamacao septal e regressao de fibrose (p =-0,317,
P < 0,05); o estadiamento de cirrose e a esteatose (p = -0,319, P < 0,05), e a esteato-
hepatite (p =-0,394, P < 0,01).

Tabela 2. Correlacdo entre variaveis histologicas
Atividade
Inflamagéo de Necrose Necrose Estadiamento Regressao Balonizacao Esteato-
septal interface litica focal confluente de cirrose de fibrose Esteatose  hepatocelular hepatite

Inflamagéo
septal
Atividade de
interface
Necrose litica
focal
Necrose
confluente
Estadiamento
de cirrose
Regressdode g 377« -0,268
fibrose
Esteatose 0,142 0,050
Balonizagéo 0,025
hepatocelular
Esteato-
hepatite

0,715**
0,279 0,314*
0,142 0,298

0,225 0,189

0,282

0,057 -0,073 0,342* 0,106 -0,394** 0,234 0,572** 0,625**

Nota: A intensidade da coloracdo amarela indica a forca da correlagdo, quanto mais intensa, maior a
correlacdo entre as varidveis. A auséncia de coloracao indica que ndo héa correlacdo. Correlacdo perfeita (p
= 1)), correlagdo muito forte (|0,8| < p < [0,99]), correlacdo forte (|0,6| < p < |0,79]), correlacdo moderada
(10,3] < p <0,59)), correlacdo fraca (|0,0| < p <|0,29|). *P < 0,05; ** P < 0,01.
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5.5 Imuno-histoguimica
5.5.1 Padroes de reatividade para CK7 como indicadores de ativacao da célula
progenitora hepatica (CPH)

A reacdo imuno-histoquimica para deteccdo de CK?7 identificou as diferentes
apresentacdes da célula progenitora hepatica (CPH), sob a forma de células progenitoras
isoladas (CPl), estruturas ductulares isoladas (EDI) e reac¢ao ductular (RD). As CPl e EDI
foram analisadas separadamente, conforme sua presenca em zona 1 (em torno da placa
limitante) e em zonas 2 e 3 combinadas (regido centrolobular). Os graus obtidos nas
diferentes regides analisadas (zona 1 e zonas 2 e 3 combinadas) foram somados, obtendo-
se escores unificados para CPI e EDI. Ambos escores foram somados, resultando no
escore final para ativacdo das células progenitoras hepaticas (CPH). A reacdo ductular
(RD) foi analisada separadamente, na margem dos septos fibrosos. Os dados da

semiquantificacdo para cada um dos 42 pacientes estdo apresentados no Anexo D.

5.5.1.1 Anélise das respostas iniciais da CPH sob a forma de células progenitoras
isoladas (CPI) e estruturas ductulares isoladas (EDI)

a) Andlise semiquantitativa da reatividade para CK7 em CPI e EDI

Na Zona 1

Conforme pode ser observado na Tabela 3, a avaliagdo da CPI na zona 1
demonstrou os 22 pacientes tratados (52,4%) com até 10 CPIs em mais de 1 septo (grau
1). No grupo de pacientes ndo tratados, 18 pacientes (42,9%) apresentaram até dez CPIs
em mais de um septo (grau 1), enquanto dois (4,8%) apresentaram acima de dez CPIs em
mais de um septo (grau 2). Tais achados ndo demonstram diferengas estatisticas
significativas entre 0s grupos de pacientes avaliados (p = 0,221; Tabela 3). Exemplos da
reacdo para CK7 em CPIs na zona 1 s&o apresentados Figura 26.

De acordo com a Tabela 3, a avaliagdo de EDIs na zona 1 demonstrou 14
pacientes tratados (33,3%) com até dez EDIs positivas para CK7 em um septo ou mais
(grau 1) e oito pacientes (19%) com acima de dez EDIs positivas para CK7 em um septo
ou mais (grau 2). No grupo de pacientes ndo tratados, foram trés (7,1%) com até dez EDIs
positivas para CK7 em um septo ou mais (grau 1) e 16 pacientes (38,1%) acima de dez
EDIs positivas para CK7 em um septo ou mais (grau 2). Tais achados demonstram maior

frequéncia de EDIs na zona 1 nos pacientes ndo tratados, com infec¢éo ativa, ocorrendo
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diminuicdo de EDIs com o tratamento. O encontro de EDIs na zona 1 foi
significativamente maior no grupo de individuos ndo tratados (p = 0,002; Tabela 3).
Exemplos da reagédo para CK7 em EDIs na zona 1 sdo apresentados na Figura 27.

Tabela 3. Avaliacdo da reacdo para CK7 em padrdo de células progenitoras isoladas
(CPI) e estruturas ductulares isoladas (EDI) em zona 1 (N = 42; Qui-quadrado de
Pearson).

Reacdo para CK7

. Pacientes
Zona 1 Pacientes tratados o tratados p
N % N %

Células progenitoras isoladas 0,221
Grau 0 0 0,0 0 0,0

Grau 1 22 52,4 18 429

Grau 2 0 0,0 2 4.8

Estruturas ductulares isoladas 0,002
Grau 0 0 0,0 0 0,0

Grau 1 14 33,3 3 7.1

Grau 2 8 19,0 16 38,1




ngura 26. Represntagﬁo dos diferentes graus aaliado para células progenitors isbla&as com eatividde
CK7 em zona 1 do tecido hepatico. (A) Grau 1, (B) grau 2. Objetiva: 20x. Fonte: Elaborada pela autora.



Fg tes
zona 1 do tecido hepatico. (A) Grau 0, (B) grau 1, (C) grau 2. Objetiva: 20x. Fonte: Elaborada pela autora.
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Zonas 2 e 3 combinadas

Conforme apresentado na Tabela 4, a avaliagdo da CPI nas zonas 2 e 3
demonstrou auséncia de CPI (grau 0) em dois pacientes tratados (4,8%). 19 (45,2%)
apresentaram até 10% de CPlIs positivas para CK7 em pelo menos um &cino (grau 1) e
apenas um (2,4%) apresentou acima de 10% de CPIs em pelo menos um &cino (grau 2).
No grupo de pacientes ndo tratados, 13 (31,0%) apresentaram até 10% de CPIs positivas
para CK7 em pelo menos um &cino (grau 1) e sete (16,7%), acima de 10% de CPIs em
pelo menos um &cino (grau 2). Tais achados demonstram graus significativamente
maiores de CPI nas zonas 2 e 3 combinadas nos pacientes ndo tratados, com infeccao
ativa, ocorrendo diminuicdo de CPIs com o tratamento (p = 0,023; Tabela 4). Exemplos
da reacdo para CK7 em CPIs nas zonas 2 e 3 sdo apresentados Figura 28.

De acordo com a Tabela 4, a avaliagdo de EDIs nas zonas 2 e 3 demonstrou em
dois pacientes tratados (4,8%) EDIs ausente (grau 0), 18 (42,9%) com até dez EDIs
positivas para CK7 em um septo ou mais (grau 1) e dois (4,8%) apresentaram acima de
10% de EDIs positivos para CK7 em pelo menos um acino (grau 2). No grupo de
pacientes ndo tratados, nove (21,4%) apresentaram até 10% de EDIs positivas para CK7
em pelo menos um acino (grau 1) e 11 (26,2%), acima de 10% de EDIs em pelo menos
um &cino (grau 2). O encontro de EDIs em zonas 2 e 3 foi significativamente maior no
grupo de individuos ndo tratados (p = 0,004; Tabela 4). Tais achados demonstram maior
frequéncia de EDIs nas zonas 2 e 3 combinadas nos pacientes com infeccdo ativa,
ocorrendo diminuicéo de EDIs com o tratamento. Exemplos da reagdo para CK7 em EDIs

nas zonas 2 e 3 sdo apresentados na Figura 29.

Tabela 4. Avaliacdo da reatividade para CK7 caracterizando células progenitoras
isoladas (CPI) e estruturas ductulares isoladas (EDI) (N = 42; Qui-quadrado de Pearson).
Imunoexpressdo de CK7

. Pacientes
Zonas2e3 Pacientes tratacos nao tratados P
N % N %

Células progenitoras isoladas 0,023
Grau0 2 4.8 0 0,0

Grau 1 19 45,2 13 31,0

Grau 2 1 2,4 7 16,7
Estruturas ductulares isoladas 0,004
Grau 0 2 4.8 0 0,0

Grau 1 18 42,9 9 21,4

Grau 2 2 48 11 26,2




oI » B Wi 8y ; X et T Caa® Ty
Figura 28. Exemplificacdo dos diferentes graus avaliados para células progenitoras isoladas com
imunoexpressdo de CK7 em zonas 2 e 3 combinadas do tecido hepatico. (A) Grau 0, (B) grau 1, (C) grau

2. Objetiva: 20x. Fonte: Elaborada pela autora.
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L 3 P A > P 3 R ‘5?-' ]
Figura 29. Diferentes graus de ativacdo de estruturas ductulares isoladas com imunoexpressdo de CK7 em
zonas 2 e 3 combinadas do tecido hepatico. (A) Grau 0, (B) grau 1, (C) grau 2. Objetiva; 20x. Fonte:
Elaborada pela autora.
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b) Escore Unificado CPI e EDI

A soma dos graus obtido pela anélise de cada padrdo de resposta de células
progenitoras na zona 1 (0-2) ao grau obtido nas zonas 2 e 3 combinadas (0-2), resultou
no escore unificado de cada padrdo (CPI ou EDI). Assim, o escore unificado apresentou
variacdo de 0 a 4, sendo categorizado posteriormente em baixo (0-2) e alto (3 e 4).

Para CPlI, o escore unificado demonstrou 13 pacientes tratados (31%) com grau 1,
oito (19%) com grau 2 e apenas um (2,4%) apresentando grau 3. No grupo de pacientes
ndo tratados, o escore unificado para CPI demonstrou trés (7,1%) com grau 1, nove
(21,4%) com grau 2, sete (16,7%) com grau 3 e um (2,4%) com grau 4. Os achados
apresentaram significancia estatistica (p=0,008; Tabela 5), demonstrando maior nimero
de pacientes ndo tratados com os maiores escores unificados para CPl. Apds a
categorizacdo, observamos 21 pacientes tratados (50%) com baixo escore unificado e
apenas um paciente tratado (2,4%) com alto escore unificado. No grupo de pacientes ndo
tratados, observamos 12 pacientes (28,6%) com baixo escore unificado e oito (19%) com
alto escore unificado. O encontro do baixo escore unificado para CPl foi

significativamente maior no grupo de individuos tratados (p = 0,008; Tabela 6).

Tabela 5. Avaliacdo da reatividade para CK7 caracterizando células progenitoras
isoladas (CPI) (N = 42; Qui-quadrado de Pearson).
Imunoexpressao de CK7

. . . Pacientes tratados ~P acientes
Celulas progenitoras isoladas nao tratados P
N % N %

Escore unificado 0,008
0 0 0,0 0 0,0

1 13 31,0 3 7,1

2 8 19,0 9 21,4

3 1 2,4 7 16,7

4 0 0,0 1 2,4

Tabela 6. Avaliacdo da reatividade para CK7 caracterizando células progenitoras
isoladas (CPI) (N = 42; Qui-quadrado de Pearson).
Imunoexpressao de CK7

] . i Pacientes tratados ~P acientes
Celulas progenitoras isoladas nao tratados P
N % N %
Escore unificado categorizado 0,008
Baixo 21 50,0 12 28,6

Alto 1 2,4 8 19,0
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Para EDI, o escore unificado demonstrou um paciente tratado (2,4%) com grau 1,
14 (33,3%) com grau 2 e sete (16,7%) apresentando grau 3. N&o houve pacientes neste
grupo com grau 4. No grupo de pacientes ndo tratados, o escore unificado para EDI
demonstrou trés (7,1%) com grau 2, seis (14,3%) com grau 3 e 11 (26,2%) com grau 4.
N&o houve pacientes neste grupo classificados com grau 1. Os achados demonstraram
significancia estatistica (p<0,001; Tabela 7), apresentando maior nimero de pacientes
ndo tratados com os maiores escores unificados para EDI. Apds a categorizagéo,
observamos 15 pacientes tratados (35,7%) com baixo escore unificado e apenas sete
(16,7%) apresentando alto escore unificado. No grupo de pacientes ndo tratados, trés
(7,1%) apresentaram baixo escore unificado e 17 (40,5%), alto escore unificado. O
encontro do baixo escore unificado para EDI foi significativamente maior no grupo de
individuos tratados (p = 0,001; Tabela 8).

Tabela 7. Avaliacdo da reatividade para CK7 caracterizando estruturas ductulares
isoladas (EDI) (N = 42; Qui-quadrado de Pearson).
Imunoexpressao de CK7

. Pacientes
:’Esztlglétausras ductulares Pacientes tratados n&o tratados P
N % N %

Escore unificado < 0,001
0 0 0,0 0 0,0

1 1 2,4 0 0,0

2 14 33,3 3 7.1

3 7 16,7 6 14,3

4 0 0,0 11 26,2

Tabela 8. Avaliagdo da reatividade para CK7 caracterizando estruturas ductulares
isoladas (EDI) (N = 42; Qui-quadrado de Pearson).
Imunoexpressdo de CK7

Estruturas ductulares Pacientes tratados Pacientes

isoladas nao tratados P
N % N %

Escore unificado categorizado 0,001

Baixo 15 35,7 3 71

Alto 7 16,7 17 40,5
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¢) Escore Final para célula progenitora hepatica (CPH)

A soma dos graus obtidos no escore unificado para CPI (0-4) com o escore
unificado para EDI (0-4), resultou no escore final representativo da CPH. Este escore
final apresentou variacdo de 0 a 8, sendo categorizado posteriormente em baixo (0-4) e
alto (5 a 8).

O escore final demonstrou um paciente tratado (2,4%) com grau 2, dez (23,8%)
com grau 3, seis (14,3%) com grau 4, quatro com grau 5 (9,5%) e apenas um (2,4%)
apresentou grau 6. Nao houve paciente tratado com graus 7 e 8 de escore total para CPH.
No grupo de pacientes néo tratados, o escore total para CPH demonstrou quatro (9,5%)
com grau 4, 6 pacientes (14,3%) com grau 5, trés (7,1%) com grau 6, seis (14,3%) com
grau 7 e um (2,4%) apresentou grau 8. Neste grupo, ndo houve pacientes classificados
com graus 1, 2 e 3. Os achados demonstraram significancia estatistica (p=0,003; Tabela
9), apresentando maior nimero de pacientes ndo tratados apresentando os maiores escores
final para CPH. Apds a categorizacdo, observamos 17 pacientes tratados (40,5%) com
baixo escore final para CPH e apenas cinco (11,9%) apresentaram alto escore final para
CPH. No grupo de pacientes ndo tratados, observamos quatro (9,5%) com baixo escore e
16 (38,1%) com alto escore final para CPH. O encontro do baixo escore final para CPH
foi significativamente maior no grupo de individuos tratados. Tais achados demonstram
maior frequéncia de CPH nos pacientes com infeccao ativa, ocorrendo diminui¢do com o
tratamento (p = 0,001; Tabela 10).

Tabela 9. Avaliacdo da reatividade para CK7 — escore final (N = 42; Qui-quadrado de
Pearson).

Imunoexpresséo de CK7

i Pacientes tratados Pacientes
Escore final nao tratados P
N % N %
0,003
0 0 0,0 0 0.0
: 0 0,0 0 00
2 1 2,4 0 00
: 10 23,8 0 00
: 6 14,3 4 95
‘ ! 2 6 14,3
; L 2,4 3 7.1
: 0 0,0 6 14,3
: 0 0.0 1 2.4
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Tabela 10. Avaliacdo da reatividade para CK7 — escore total (N = 42; Qui-quadrado de
Pearson).

Imunoexpressao de CK7

Pacientes tratados Pacientes
Escore Total n&o tratados P
N % N %
0,001
Baixo 17 405 A o5
Alto 5 11,9 16 38,1

Quando o escore final para CPH foi relacionado com as caracteristicas histoldgicas
(Tabela 11), ocorreu uma relagdo com significancia estatistica para a variavel inflamag&o septal
(p=0,036). Observamos seis (14,3%) com grau 1 de inflamacdo septal e 12 (28,6%) com grau 2,
todos apresentando baixo escore final para CPH. Observamos 11 (26,2%) com grau 3 de
inflamacao septal e um Unico individuo com grau 4 de inflamacéo septal, todos apresentando alto
escore para CPH. A maioria dos individuos com os menores graus de inflamacdo septal
apresentou baixo escore final para CPH, e a maioria dos individuos com os maiores graus de
inflamagao septal apresentou alto escore final para CPH, ou seja, quanto maior a inflamagdo, mais
alto é o grau de ativacdo da CPH. Notamos ainda uma tendéncia de associagdo entre o escore
final para CPH e a atividade de interface, com maiores escores obtidos nos casos de maior

atividade necroinflamat6ria, com p = 0,099.
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Tabela 11. Relacéo do escore final para CPH com as caracteristicas histolégicas
Escore final para CPH

Caracteristica histoldgica Baixo Alto P
Inflamacao septal 0,036
Grau 0 0 (0,0%) 0 (0,0%)

Grau 1 6 (14,3%) 3 (7,1%)

Grau 2 12 (28,6%) 6 (14,3%)

Grau 3 3 (7,1%) 11 (26,2%)

Grau 4 0 (0,0%) 1 (2,4%)

Atividade de interface 0,099
Grau 0 0 (0,0%) 0 (0,0%)

Grau 1 8 (19,0%) 2 (4,8%)

Grau 2 8 (19,0%) 8 (19,0%)

Grau 3 5 (11,9%) 10 (23,8%)

Grau 4 0 (0,0%) 1(2,4%)

Necrose litica focal 0,242
Grau 0 1(2,4%) 0 (0,0%)

Grau 1 13 (31,0%) 8 (19,0%)

Grau 2 6 (14,3%) 12 (28,6%)

Grau 3 1 (2,4%) 1 (2,4%)

Necrose confluente 0,354
Grau 0 19 (45,2%) 16 (38,1%)

Grau 1 2 (4,8%) 2 (4,8%)

Grau 2 0 (0,0%) 2 (4,8%)

Grau 3 0 (0,09%) 1(2,4%)

Estadiamento de cirrose 0,506
A 7 (16,7%) 4 (9,5%)

B 11 (26,2%) 12 (28,6%)

C 3 (7,1%) 5 (11,9%)

Regressao de fibrose 0,457
Grau 0 3 (7,1%) 4 (9,5%)

Grau 1 5 (11,9%) 9 (21,4%)

Grau 2 12 (28,6%) 7 (16,7%)

Grau 3 1(2,4%) 1(2,4%)

Esteatose 1,000
Grau 0 17 (40,5%) 17 (16,7%)

Grau 1 3 (7,1%) 3 (7,1%)

Grau 2 1(2,4%) 1(2,4%)

Grau 3 0 (0,0%) 0 (0,0%)

Balonizagao hepatocelular 0,272
0 19 (45,2%) 15 (35,7%)

1 1 (2,4%) 4 (9,5%)

2 1 (2,4%) 2 (4,8%)

Esteato-hepatite 1,000
Ausente 20 (47,6%) 19 (45,2%)

Presente 1 (2,4%) 2 (4,8%)

5.5.1.2 Andlise semiquantificativa da reatividade para CK7 na reacao ductular
(RD) em torno a placa limitante

Conforme pode ser observado na Tabela 12, a avaliacdo da RD demonstrou 17 pacientes
tratados (40,5%) com RD ausente (grau 0) e cinco (11,9%) com RD focal, descontinua (grau 1).
No grupo de pacientes ndo tratados, houve seis (14,3%) com RD ausente, dez (23,8%) com RD
focal, descontinua (grau 1), e quatro (9,5%) apresentando extens&o intermediaria da RD (grau 2).
O encontro da RD foi significativamente maior no grupo de individuos néo tratados (p = 0,004,

Tabela 12). Exemplos da reacéo para CK7 na RD séo apresentados na Figura 30.
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Tabela 12. Avaliacédo da reacdo de CK7 caracterizando reacdo ductular (RD), (N = 42;
Qui-quadrado de Pearson).

Expressdo de CK7

3 Pacientes tratados Pacientes
Reacéo ductular n&o tratados P
N % N %
0,004
Grau 0 17 40,5 6 143
Grau 1 5 11,9 10 238
Grau 2 0 0.0 ) .

Quando avaliamos a relagdo entre os resultados da reacdo para CK7 para RD e as
caracteristicas histologicas (Tabela 13), observamos que ocorreu uma associagdo com
significancia estatistica para as variaveis inflamacao septal (p = 0,010), atividade de
interface perisseptal (p = 0,002), necrose confluente (p = 0,006) e balonizacao
hepatocelular (p = 0,008). Para as outras variaveis histoldgicas, ndo foram observadas
associacBes com significancia estatistica.

Nenhum paciente, independente do grau de inflamacéo septal, apresentou reacéo
para CK7 na RD ausente (grau 0). A maioria dos pacientes (16,7%) apresentou grau 1 de
inflamacdo septal. RD focal descontinua (grau 1) e a reacdo para CK7 na RD continua
em acima de 50% dos septos (grau 3) foi observada apenas nos pacientes com graus 2 e
3 de inflamacéo septal.

Independente do grau de atividade de interface perisseptal, ndo houve pacientes
com reacdo ausente para CK7 na RD (grau 0). Todos os pacientes (23,8%) com atividade
de interface perisseptal grau 1 apresentaram reacdo para CK7 na RD focal descontinua
(grau 1), e a reacdo para CK7 para RD continua em acima de 50% dos septos (grau 3) ndo
ocorreu nos pacientes com grau 1 de atividade de interface perisseptal. Destacamos ainda
que o Unico paciente classificado como atividade de interface grau 4 apresentou reagédo
para CK7 em RD continua em acima de 50% dos septos (grau 3).

Observamos que, dos 35 pacientes do estudo com grau 0 de necrose confluente,
22 deles (52,4%) apresentaram reagdo para CK7 na RD focal, descontinua (grau 0). Os
trés pacientes classificados com os maiores graus de necrose confluente (graus 2 e 3)
apresentaram os maiores graus de reacdo para CK7 na RD (graus 2 e 3).

Para a varidvel balonizacdo hepatocelular, observamos que entre os 34 pacientes do
estudo (80,9%) com balonizacdo hepatocelular ausente (grau 0), 23 deles (54,8%)

apresentaram reacdo para CK7 na RD focal, descontinua (grau 1).



Figura 30. Representacéo dos diferentes graus avaliados para reagdo ductular (RD) marcada pela expresséo
de CK7 no tecido hepatico. (A) Grau 1, (B) grau 2, (C) grau 3. Objetiva: 2x. Fonte: Elaborada pela autora.
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Tabela 13. Frequéncia da reacdo para CK7 para reacdo ductular distribuida entre as
caracteristicas histologicas (N = 42; Qui-quadrado de Pearson).

Reacdo para CK7 na RD

Caracteristica histoldgica Grauo Grau 1 Grau 2 Grau3 P
Inflamac&o portal e septal 0,010
Grau 0 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%)

Grau 1 0 (0,0%) 7 (16,7%) 2 (4,8%) 0 (0,0%)

Grau 2 0 (0,0%) 11 (26,2%) 7 (16,7%) 0 (0,0%)

Grau 3 0 (0,0%) 5 (11,9%) 6 (14,3%) 3 (7,1%)

Grau 4 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 1(2,4%)

Atividade de interface 0,002
Grau 0 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%)

Grau 1 0 (0,0%) 10 (23,8%) 0 (0,0%) 0 (0,0%)

Grau 2 0 (0,0%) 6 (14,3%) 9 (21,4%) 1 (2,4%)

Grau 3 0 (0,0%) 7 (16,7%) 6 (14,3%) 2 (4,8%)

Grau 4 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 1(2,4%)

Necrose litica focal 0,075
Grau 0 0 (0,0%) 0 (0,0%) 1 (2,4%) 0 (0,0%)

Grau 1 0 (0,0%) 16 (38,1%) 4 (9,5%) 1(2,4%)

Grau 2 0 (0,0%) 7 (16,7%) 8 (19,0%) 3 (7,1%)

Grau 3 0 (0,0%) 0 (0,0%) 2 (4,8%) 0 (0,0%)

Necrose confluente 0,006
Grau 0 0 (0,0%) 22 (52,4%) 11 (26,2%) 2 (4,8%)

Grau 1 0 (0,0%) 1 (2,4%) 3 (7,1%) 0 (0,0%)

Grau 2 0 (0,0%) 0 (0,0%) 1(2,4%) 1(2,4%)

Grau 3 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 1(2,4%)
Estadiamento de cirrose 0,449
A 0 (0,0%) 7 (16,7%) 4 (9,5%) 0 (0,0%)

B 0 (0,0%) 13 (31,0%) 8 (19,0%) 2 (4,8%)

C 0 (0,0%) 3 (7,1%) 3 (7,1%) 2 (4,8%)

Regressao de fibrose 0,701
Grau 0 0 (0,0%) 3 (7,1%) 3 (7,1%) 1 (2,4%)

Grau 1 0 (0,0%) 6 (14,3%) 7 (16,7%) 1(2,4%)

Grau 2 0 (0,0%) 13 (31,0%) 4 (9,5%) 2 (4,8%)

Grau 3 0 (0,0%) 1(2,4%) 1 (2,4%) 0 (0,0%)

Esteatose 0,267
Grau 0 0 (0,0%) 20 (47,6%) 10 (23,8%) 4 (9,5%)

Grau 1 0 (0,0%) 3 (7,1%) 3 (7,1%) 0 (0,0%)

Grau 2 0 (0,0%) 0 (0,0%) 2 (4,8%) 0 (0,0%)

Grau 3 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%)
Balonizacao hepatocelular 0,008
0 0 (0,0%) 23 (54,8%) 8 (19,0%) 3 (7,1%)

1 0 (0,0%) 0 (0,0%) 4 (9,5%) 1(2,4%)

2 0 (0,0%) 0 (0,0%) 3 (7,1%) 0 (0,0%)
Esteato-hepatite 0,055
Ausente 0 (0,0%) 23 (54,8%) 12 (28,6%) 4 (9,5%)

Presente 0 (0,0%) 0 (0,0%) 3 (7,1%) 0 (0,0%)
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5.5.2 Achados imuno-histoquimicos da resposta linfocitaria

O Anexo E apresenta os valores obtidos durante a quantificacdo realizada para os

marcadores imuno-histoquimicos avaliados em cada um dos 42 casos.

5.5.2.1 Linfocitos CD20+na interface septal

A Figura 31 exemplifica a identificacdo de linfocitos CD20+ na regido da interface
perisseptal do tecido hepatico. A variacdo da expresséo desse marcador foi de 10,54 a 151,49
células positivas/mm?, e a mediana foi de 42,51 células positivas/mm?.

No grupo de pacientes tratados, a variacdo da expressao de linfécitos CD20+ foi de
10,54 a 73,42 ceélulas positivas/mm?2, com mediana de 34,45 células positivas/mm2. No grupo
de pacientes ndo tratados, a variacao foi de 18,6 a 151,49 células positivas/mm?, com mediana
de 63,55 células positivas/mm?.

Conforme exposto na Tabela 14, 15 pacientes tratados (35,7%) apresentaram
predominio da baixa expresséo de CD20+ e seis (14,3%) apresentaram alta expressao.

No grupo de pacientes ndo tratados, sete (16,7%) apresentaram baixa expressdo CD20+
e 14 (33,3%) apresentaram alta express&o.

Tais achados demonstram o predominio da baixa expressdo de CD20+ nos pacientes
tratados, enquanto nos nao tratados, os casos com alta expressdo de CD20+ predominaram,
diferenca que se mostrou estatisticamente significativa ao teste estatistico qui-quadrado de
Pearson (p = 0,029, Tabela 14). N&o observamos associac¢les estatisticamente significativas
entre a expressdo do CD20+ e as demais caracteristicas clinico-demograficas (Tabela 14), com

o0s parametros histoldgicos (Tabela 15).



Figura 31. Imagem ilustrativa dos linfécitos CD20+ na regido da interface perisseptal do tecido hepético
em pacientes tratados (A) e ndo tratados (B). Fonte: Elaborada pela autora.
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Tabela 14. Frequéncia da expressdo de CD20+ entre as caracteristicas clinico-
demograficas (N = 42; Qui-quadrado de Pearson).
CD20+ (células positivas/mm?)
Caracteristica Baixa expressio Alta expressao P
N % N %
Pacientes 0,029
Nao tratados 6 14,3 14 33,3
Tratados 15 35,7 7 16,7
Sexo 0,744
Masculino 13 31,0 15 35,7
Feminino 8 19,0 6 14,3
Idade 0,536
<55 anos 11 26,2 8 19,0
> 55 anos 10 23,8 13 31,0

Tabela 15. Frequéncia da expressdo de CD20+ entre as caracteristicas histoldgicas (N =

42; Qui-quadrado de Pearson).

CD20+ (células positivas/mm?)

Caracteristica Baixa expressio Alta expressio P
N % N %

Inflamacao portal e septal 0,774
Grau 0 0 0,0 0 0,0

Grau 1 5 11,9 4 9,5

Grau 2 9 214 9 214

Grau 3 7 16,7 7 16,7

Grau 4 0 0,0 1 2,4

Atividade de interface 0,129
Grau 0 0 0,0 0 0,0

Grau 1 8 19,0 2 4,8

Grau 2 6 14,3 10 23,8

Grau 3 7 16,7 8 19,0

Grau 4 0 0,0 1 2,4

Necrose litica focal 0,076
Grau 0 1 2,4 0 0,0

Grau 1 14 33,3 7 16,7

Grau 2 5 11,9 13 31,0

Grau 3 1 2,4 1 2,4

Necrose confluente 0,387
Grau 0 17 40,5 18 429

Grau 1 2 48 2 4.8

Grau 2 2 48 0 0,0

Grau 3 0 0,0 1 2,4

Estadiamento de cirrose 0,058
A 4 9,5 7 16,7

B 10 23,8 13 31,0

C 7 16,7 1 2,4

Regressao de fibrose 0,116
Grau 0 2 4,8 5 11,9

Grau 1 10 238 4 9,5

Grau 2 9 214 10 238

Grau 3 0 0,0 2 4.8

Esteatose 0,208
Grau 0 19 45,2 15 35,7

Grau 1 1 2,4 5 11,9

Grau 2 1 2,4 1 2,4

Grau 3 0 0,0 0 0,0

Balonizacao hepatocelular 0,766
Grau 0 17 40,5 17 40,5

Grau 1 3 71 2 4.8

Grau 2 1 2,4 2 4.8
Esteato-hepatite 1,000
0 20 47,6 19 45,2

1 1 2,4 2 4,8
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5.5.2.2 Linfocitos CD3+ na interface septal

A Figura 32 ilustra a expressdo de linfocitos CD3+ na regido da interface septal
do tecido hepatico. Entre 0s 42 casos, a varia¢ao da expressdo deste marcador foi de 18,09
a 557,71 células positivas/mm?, e a mediana foi de 154,33 células positivas/mm?.

Entre o grupo de pacientes tratados, a variacdo da expressao de linfécitos CD3+
foi de 18,09 a 349,76 celulas positivassmm?2, com mediana de 102,58 células
positivas/mmz2. J& no grupo de pacientes ndo tratados, a variacao foi de 26,53 a 557,71
celulas positivas/mmz, com mediana de 277,46 celulas positivas/mm2.

De acordo com a Tabela 16, 17 pacientes tratados (41,5%) apresentaram
predominio da baixa expressao de CD3+ e quatro (9,8%) apresentaram alta expressao.

No grupo de pacientes ndo tratados, cinco (12,2%) apresentaram baixa expressao
de linfocitos CD3+ enquanto 15 (36,6%) apresentaram alta expressdo de CD3+, diferenca
que se mostrou estatisticamente significativa ao teste estatistico qui-quadrado de Pearson
(p=0,001, Tabela 16). Ndo observamos associacdes estatisticamente significativas entre
a expressdo do CD3+ e as demais caracteristicas clinico-demograficas (Tabela 16).

Quando comparamos a expressdao de linfocitos CD3+ com as varidveis
histoldgicas (Tabela 17), observamos uma associacao estatisticamente significante entre
aexpressao de linfécitos CD3+ e as variaveis atividade de interface perisseptal (p = 0,028;
Tabela 17), necrose litica focal (p = 0,009; Tabela 17) e balonizacdo hepatocelular (p =
0,033; Tabela 17).



Figura 32. Imagem ilustrativa dos linfécitos CD3+ na regido da interface perisseptal do tecido hepatico
em pacientes tratados (A) e ndo tratados (B). Fonte: Elaborada pela autora.
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Tabela 16. Frequéncia da expressdo de CD3+ entre as caracteristicas clinico-

demograficas (N = 42; Qui-quadrado de Pearson).
CD3+ (células positivas/mm32)*

Caracteristica Baixa expresséo Alta expressao P
N % N %

Pacientes 0,001
Nao tratados 4 9,8 15 36,6

Tratados 17 41,5 5 12,2

Sexo 0,744
Masculino 13 31,7 14 34,1

Feminino 8 19,5 6 14,6

Idade 1,000
<55 anos 9 22,0 9 22,0

> 55 anos 12 29,3 11 26,8

*CD3 possui 1 caso omisso

Tabela 17. Frequéncia da expressdo de CD3+ entre as caracteristicas histoldgicas (N =
42; Qui-quadrado de Pearson).

CD3+ (células positivas/mm?) *

Caracteristica Baixa expressao Alta expressao P
N % N %

Inflamacao portal e septal 0,077
Grau 0 0 0,0 0 0,0

Grau 1 7 171 2 4.9

Grau 2 10 24,4 7 171

Grau 3 4 9,8 10 24,4

Grau 4 0 0,0 1 2,4

Atividade de interface 0,028
Grau 0 0 0,0 0 0,0

Grau 1 9 22,0 1 2,4

Grau 2 5 12,2 10 24,4

Grau 3 7 17,1 8 19,5

Grau 4 0 0,0 1 2,4

Necrose litica focal 0,009
Grau 0 0 0,0 1 2,4

Grau 1 16 39,0 5 12,2

Grau 2 4 9,8 13 31,7

Grau 3 1 2,4 1 2,4

Necrose confluente 0,342
Grau 0 18 43,9 17 41,5

Grau 1 1 2,4 2 49

Grau 2 2 4,9 0 0,0

Grau 3 0 0,0 1 2,4

Estadiamento de cirrose 0,688
A 6 14,6 5 12,2

B 12 29,3 10 24,4

C 3 7,3 5 12,2

Regressao de fibrose 0,353
Grau 0 3 7,3 4 9,8

Grau 1 5 12,2 9 22,0

Grau 2 12 29,3 6 14,6

Grau 3 1 2,4 1 2,4

Esteatose 0,183
Grau 0 19 46,3 14 34,1

Grau 1 1 2,4 5 12,2

Grau 2 1 2,4 1 2,4

Grau 3 0 0,0 0 0,0

Balonizacao hepatocelular 0,033
Grau 0 20 48,8 13 31,7

Grau 1 0 0,0 5 12,2

Grau 2 1 2,4 2 4.9
Esteato-hepatite 0,606
0 20 48,8 18 439

1 1 2,4 2 4,9

*CD3 possui 1 caso omisso
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5.5.2.3 Linfocitos CD4+ na interface septal

A Figura 33 ilustra a expressdo de linfocitos CD4+ na regido da interface
perisseptal do tecido hepatico. A variacdo da expressdo deste marcador entre 0s 42 casos
foi de 1,52 a 274,49 células positivassrmm?, e a mediana foi de 41,75 células
positivas/mmz2,

Entre o grupo de pacientes tratados, a variacdo da expressao de linfécitos CD4+
foi de 1,52 a 146,66 células positivas/mmz?, com mediana de 24,16 células positivas/mm2.
J& no grupo de pacientes ndo tratados a variacdo foi de 15,64 a 274,49 células
positivas/mmz, com mediana de 62,42 células positivas/mmz2,

De acordo com a Tabela 18, 13 pacientes tratados (31,0%) apresentaram
predominio da baixa expressdo de CD4+ e nove (21,4%) apresentaram alta expressdo. No
grupo de pacientes ndo tratados, 12 (28,6%) apresentaram alta expressdo de CD4+ e oito
(19,0%) apresentaram baixa expressao.

Tais achados demonstram o predominio da baixa expressdo de CD4+ nos
pacientes tratados, enquanto nos pacientes néo tratados os casos com alta expresséo de
CD4+ predominaram.

Através da analise de qui-quadrado de Pearson ndo houve diferenca estatistica
significativa na deteccdo dos linfocitos CD4+ da interface perisseptal entre os grupos
tratados ou ndo tratados (p = 0,354, Tabela 18).

N&o observamos associacdo estatisticamente significativa entre a quantidade de
linfécitos CD4+ e as demais caracteristicas clinico-demograficas (Tabela 18), os

parametros histologicos (Tabela 19).



Figura 33. Imagem ilustrativa dos linfécitos CD4+ na regido da interface perisseptal do tecido hepatico
em pacientes tratados (A) e ndo tratados (B). Fonte: Elaborada pela autora.
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Tabela 18. Frequéncia da expressdo de CD4+ em comparacdo com as caracteristicas
clinico-demogréficas (N = 42; Qui-quadrado de Pearson).

CD4+ (células positivas/mm?)

Caracteristica Baixa expressao Alta expressao P
N % N %

Pacientes 0,354
Nao tratados 8 19,0 12 28,6

Tratados 13 31,0 9 21,4

Sexo 0,744
Masculino 15 35,7 13 31,0

Feminino 6 14,3 8 19,0

Idade 1,000
<55 anos 9 21,4 10 23,8

> 55 anos 12 28,6 11 26,2

Tabela 19. Frequéncia da expressdo de CD4+ entre as caracteristicas histologicas (N =

42; Qui-quadrado de Pearson).

CD4+ (células positivas/mm?)

Caracteristica Baixa expressao Alta expressao P
N % N %

Inflamac&o portal e septal 0,528
Grau 0 0 0,0 0 0,0

Grau 1 3 7,1 6 14,3

Grau 2 10 23,8 8 19,0

Grau 3 7 16,7 7 16,7

Grau 4 1 2,4 0 0,0

Atividade de interface 0,481
Grau 0 0 0,0 0 0,0

Grau 1 6 14,3 4 9,5

Grau 2 6 14,3 10 23,8

Grau 3 8 19,0 7 16,7

Grau 4 1 2,4 0 0,0

Necrose litica focal 0,101
Grau 0 0 0,0 1 2,4

Grau 1 14 33,3 7 16,7

Grau 2 7 16,7 11 26,2

Grau 3 0 0,0 2 4.8

Necrose confluente 0,154
Grau 0 19 45,2 16 38,1

Grau 1 0 0,0 4 9,5

Grau 2 1 2,4 1 2,4

Grau 3 1 2,4 0 0,0

Estadiamento de cirrose 0,206
A 3 7,1 8 19,0

B 13 31,0 10 23,8

C 5 11,9 3 7.1

Regressao de fibrose 0,978
Grau 0 4 9,5 3 7,1

Grau 1 7 16,7 7 16,7

Grau 2 9 214 10 23,8

Grau 3 1 2,4 1 2,4

Esteatose 0,057
Grau 0 20 47,6 14 33,3

Grau 1 1 2,4 5 11,9

Grau 2 0 0,0 2 4,8

Grau 3 0 0,0 0 0,0

Balonizagao hepatocelular 0,053
Grau 0 20 47,6 14 33,3

Grau 1 1 2,4 4 9,5

Grau 2 0 0,0 3 7.1
Esteato-hepatite 0,232
0 21 50,0 18 429

1 0 0,0 3 7,1
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5.5.2.4 Linfocitos CD8+ na interface septal

A Figura 34 ilustra a expressdo de linfécitos CD8+ na regido da interface
perisseptal do tecido hepatico. A variacdo da expressdo deste marcador entre 0s 42 casos
foi de 39,54 a 719,18 ceélulas positivassmm?, e a mediana foi de 285,59 células
positivas/mmz2,

Entre o grupo de pacientes tratados, a variacdo da quantidade de linfocitos CD8+
foi de 39,54 a 587,22 células positivass/mmz2, com mediana de 173,40 células
positivas/mmz2. J& no grupo de pacientes ndo tratados, a variagdo foi de 171,54 a 719,18
células positivas/mmz2, com mediana de 365,05 células positivas/mmz2,

De acordo com a Tabela 20, 16 pacientes tratados (38,1%) apresentaram
predominio da baixa expressdo de CD8+ e seis (14,3%) apresentaram alta expressdo. No
grupo de pacientes ndo tratados, cinco (11,9%) apresentaram baixa expressao e 15
(35,7%) apresentaram alta expressao de CD8+.

Tais achados demonstram o predominio da baixa expressdo de CD8+ nos
pacientes tratados, enquanto nos ndo tratados os casos com alta expressdao de CD8+
predominaram, diferenca que se mostrou estatisticamente significativa ao teste qui-
quadrado (p = 0,005, Tabela 20).

N&o observamos diferenca estatisticamente significativa entre a expressao do
CD8+ e as demais caracteristicas clinico-demograficas (Tabela 20) e parametros
histologicos (Tabela 21). Embora o nimero de casos com alta expressdo de linfocito
CD8+ na interface tenha sido maior no grupo de maior atividade de interface (graus 2, 3

= 42,8%), estes numeros nao mostraram qualquer tendéncia a significancia.



Figura 34. Imagem ilustrativa dos linfécitos CD8+ na regido da interface perisseptal do tecido hepatico
em pacientes tratados (A) e ndo tratados (B). Fonte: Elaborada pela autora.
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Tabela 20. Frequéncia da expressdo de CD8+ entre as caracteristicas clinico-
demograficas (N = 42; Qui-quadrado de Pearson).
CDB8+ (células positivas/mm?)
Caracteristica Baixa expresséo Alta expressao P
N % N %
Pacientes 0,005
N&o tratados 5 11,9 15 35,7
Tratados 16 38,1 6 14,3
Sexo 0,326
Masculino 12 28,6 16 38,1
Feminino 9 214 5 11,9
Idade 1,000
<55 anos 10 23,8 9 21,4
> 55 anos 11 26,2 12 28,6

Tabela 21. Frequéncia da expressdo de CD8+ entre as caracteristicas histologicas (N =

42; Qui-quadrado de Pearson).

CD8+ (células positivas/mm?)

Caracteristica Baixa expressio Alta expressio P
N % N %

Inflamacao portal e septal 0,474
Grau 0 0 0,0 0 0,0

Grau 1 6 14,3 3 7,1

Grau 2 8 19,0 10 23,8

Grau 3 6 14,3 8 19,0

Grau 4 1 2,4 0 0,0

Atividade de interface 0,327
Grau 0 0 0,0 0 0,0

Grau 1 7 16,7 3 7,1

Grau 2 7 16,7 9 21,4

Grau 3 6 14,3 9 214

Grau 4 1 2,4 0 0,0

Necrose litica focal 0,736
Grau 0 1 2,4 0 0,0

Grau 1 11 26,2 10 23,8

Grau 2 8 19,0 10 23,8

Grau 3 1 2,4 1 2,4

Necrose confluente 0,794
Grau 0 17 40,5 18 429

Grau 1 2 4,8 2 48

Grau 2 1 2,4 1 2,4

Grau 3 1 2,4 0 0,0

Estadiamento de cirrose 0,204
A 6 14,3 5 11,9

B 9 21,4 14 33,3

C 6 14,3 2 4,8

Regressao de fibrose 0,479
Grau 0 3 7,1 4 9,5

Grau 1 8 19,0 6 14,3

Grau 2 10 23,8 9 21,4

Grau 3 0 0,0 2 4.8

Esteatose 0,091
Grau 0 18 429 16 38,1

Grau 1 1 2,4 5 11,9

Grau 2 2 4.8 0 0,0

Grau 3 0 0,0 0 0,0

Balonizagao hepatocelular 0,766
Grau 0 17 40,5 17 40,5

Grau 1 2 48 3 7.1

Grau 2 2 48 1 2,4
Esteato-hepatite 1,000
0 19 45,2 20 47,6

1 2 4,8 1 2,4
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5.5.3 Andlises semiquantitativas de linfécitos expressando PD-1 e FOX-P3
5.5.3.1 Semiquantificac@o da expressdo da molécula coestimulatoria negativa do
checkpoint imune PD-1

As células imunomarcadas para PD-1+ na regido da interface perisseptal foram
raras em toda nossa casuistica, impossibilitando a realizacdo da anélise quantitativa no
software QuPath para esse marcador nesta regiéo.

Realizamos a andlise semiquantificativa da expressao de linfocitos PD-1+ nas
regibes septal e centrolobular. Tais avalia¢des foram efetuadas como “informes indiretos”
do possivel estado de ativagcdo ou exaustdo de linfocitos. Os dados da semiquantificacdo
para cada um dos 42 pacientes estdo apresentados no Anexo F.

Conforme apresentado na Tabela 22, para a imunomarcacdo septal para PD-1
encontramos apenas nove casos tratados (22%) com células ausentes ou escassas e
isoladas (grau 0), e 12 (29,3%) com poucas células por vezes agrupadas (grau 1). No
grupo de pacientes ndo tratados, para a imunomarcacao septal para PD-1, encontramos
oito casos (19,5%) apresentando células ausentes ou escassas e isoladas (grau 0), e 12
(29,3%) com poucas células por vezes agrupadas (grau 1).

A imunoexpressao para PD-1, na regido septal, em ambos 0s grupos demonstrou
maior numero casos classificados como poucas células por vezes agrupadas (grau 1).
Assim, ndo houve diferenca estatistica significativa entre os grupos (p = 1,000; Tabela
22).

De acordo com a Tabela 22, para a imunomarcacgdo centrolobular para PD-1
encontramos 21 pacientes tratados (51,2%) com células ausentes ou escassas e isoladas
(grau 0), ndo ocorrendo pacientes classificados com poucas células por vezes agrupadas
(grau 1). No grupo de pacientes néo tratados, para a imunomarcagéo centrolibular para
PD-1, encontramos 17 casos (41,5%) com células ausentes ou escassas e isoladas (grau
0) e apenas trés (7,3%) com poucas células por vezes agrupadas (grau 1).

Para a regido centrolobular, em ambos os grupos a maior parte dos casos
apresentou células ausentes ou escassas e isoladas (grau 0), ndo ocorrendo diferenca

estatistica significativa entre os grupos (p = 0,107; Tabela 22).
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Tabela 22. Frequéncia da expressdo de PD-1+ na regido septal entre pacientes tratados e

ndo tratados (N = 42; Qui-quadrado de Pearson).

Imunoexpressao de PD-1+ *

Regido Pacientes tratados Pacientes ndo tratados P
N % N %
Septal 1,000
Grau 1 9 22,0 8 19,5
Grau 2 12 29,3 12 29,3
Centrolobular 0,107
Grau 1 21 51,2 17 41,5
Grau 2 0 0,0 3 7,3

*PD-1 apresenta 1 caso omisso

A Figura 35 e Figura 36 exemplificam nossos achados da imunomarcacéo para

PD-1+ nas diferentes regifes avaliadas.

Quando correlacionamos a imunoexpressdao de PD-1+, nas regibes septal e

centrolobular, com as varidveis histologicas analisadas no presente estudo, néo

encontramos nenhuma relacéo estatisticamente significativa (Tabela 23 e Tabela 24).

- X

r3

Figura 35. Exemplificacéo dos diferentes graus avaliados para a imunoexpresséo de PD-1 na regido

septal. (A) Grau 0 e (B) grau 1. Objetiva: 40x. Fonte: Elaborada pela autora.
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Figura 36. Exemplificacdo dos diferentes graus avaliados para a imunoexpressao de PD-1 na regido
centrolobular. (A) Grau 0 e (B) grau 1. Objetiva: 40x. Fonte: Elaborada pela autora.



135

Tabela 23. Frequéncia da expressao de PD-1+ na regido septal entre as caracteristicas

histoldgicas (N = 42; Qui-quadrado de Pearson).

Imunoexpressdo de PD-1+ na regido septal *

Caracteristica histoldgica Grau 1 Grau 2 P
Inflamac&o portal e septal 0,154
Grau 0 0 (0,0%) 0 (0,0%)

Grau 1 5 (12,2%) 3 (7,3%)

Grau 2 8 (19,5%) 10 (24,4%)

Grau 3 3 (7,3%) 11 (26,8%)

Grau 4 1(2,4%) 0 (0,0%)

Atividade de interface 0,303
Grau 0 0 (0,0%) 0 (0,0%)

Grau 1 6 (14,6%) 4 (9,8%)

Grau 2 5 (12,2%) 10 (24,4%)

Grau 3 5 (12,2%) 10 (24,4%)

Grau 4 1(2,4%) 0 (0,0%)

Necrose litica focal 0,161
Grau 0 0 (0,0%) 1 (2,4%)

Grau 1 12 (29,3%) 9 (22,0%)

Grau 2 4 (9,8%) 13 (31,7%)

Grau 3 1 (2,4%) 1(2,4%)

Necrose confluente 0,399
Grau 0 14 (34,1%) 20 (48,8%)

Grau 1 2 (4,9%) 2 (4,9%)

Grau 2 0 (0,0%) 2 (4,9%)

Grau 3 1 (2,4%) 0 (0,0%)

Estadiamento de cirrose 0,939
A 5 (12,2%) 6 (14,6%)

B 9 (22,0%) 13 (31,7%)

C 3 (7,3%) 5 (12,2%)

Regressao de fibrose 0,736
Grau 0 2 (4,9%) 5 (12,2%)

Grau 1 5 (12,2%) 9 (22,0%)

Grau 2 9 (22,0%) 9 (22,0%)

Grau 3 1 (2,4%) 1(2,4%)

Esteatose 0,889
Grau 0 14 (34,1%) 19 (46,3%)

Grau 1 2 (4,9%) 4 (9,8%)

Grau 2 1 (2,4%) 1(2,4%)

Grau 3 0 (0,0%) 0 (0,0%)

Balonizacao hepatocelular 0,536
0 15 (36,6%) 18 (43,9%)

1 1 (2,4%) 4 (9,8%)

2 1 (2,4%) 2 (4,9%)

Esteato-hepatite 1,000
Ausente 16 (39,0%) 22 (53,7%)

Presente 1 (2,4%) 2 (4,9%)

*PD-1 apresenta 1 caso omisso
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Tabela 24. Frequéncia da expressdo de PD-1+ na regido centrolobular entre as

caracteristicas histologicas (N = 42; Qui-quadrado de Pearson).
Imunoexpressdo de PD-1+ na regido centrolobular *

Caracteristica histoldgica Grau 1 Grau 2 P
Inflamac&o portal e septal 0,247
Grau 0 0 (0,0%) 0 (0,0%)

Grau 1 8 (19,5%) 0 (0,0%)

Grau 2 15 (36,6%) 3 (7,3%)

Grau 3 14 (34,1%) 0 (0,0%)

Grau 4 1(2,4%) 0 (0,0%)

Atividade de interface 0,132
Grau 0 0 (0,0%) 0 (0,0%)

Grau 1 10 (24,4%) 0 (0,0%)

Grau 2 12 (29,3%) 3 (7,3%)

Grau 3 15 (36,6%) 0 (0,0%)

Grau 4 1(2,4%) 0 (0,0%)

Necrose litica focal 0,932
Grau 0 1 (2,4%) 0 (0,0%)

Grau 1 19 (46,3%) 2 (4,9%)

Grau 2 16 (39,0%) 1 (2,4%)

Grau 3 2 (4,9%) 0 (0,0%)

Necrose confluente 0,881
Grau 0 31 (75,6%) 3 (7,3%)

Grau 1 4 (9,8%) 0 (0,0%)

Grau 2 2 (4,9%) 0 (0,0%)

Grau 3 1 (2,4%) 0 (0,0%)

Estadiamento de cirrose 0,675
A 10 (24,4%) 1 (2,4%)

B 20 (48,8%) 2 (4,9%)

C 8 (19,5%) 0 (0,0%)

Regressao de fibrose 0,616
Grau 0 7 (17,1%) 0 (0,0%)

Grau 1 12 (29,3%) 2 (4,9%)

Grau 2 17 (41,5%) 1(2,4%)

Grau 3 2 (4,9%) 0 (0,0%)

Esteatose 0,604
Grau 0 31 (75,6%) 2 (4,9%)

Grau 1 5 (12,2%) 1(2,4%)

Grau 2 2 (4,9%) 0 (0,0%)

Grau 3 0 (0,0%) 0 (0,0%)

Balonizacao hepatocelular 0,177
0 31 (75,6%) 2 (4,9%)

1 5 (12,2%) 0 (0,0%)

2 2 (4,9%) 1(2,4%)

Esteato-hepatite 0,209
Ausente 36 (87,8%) 2 (4,9%)

Presente 2 (4,9%) 1 (2,4%)

*PD-1 apresenta 1 caso omisso
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5.5.3.2 Semiquantificacé@o do fator de transcricdo FOX-P3

As células imunomarcadas para o fator de transcricdo FOX-P3 na regido da
interface perisseptal foram raras em toda nossa casuistica, impossibilitando a realizagéo
da andlise quantitativa no software QuPath para esse marcador nesta regido.

Realizamos a andlise semiquantificativa da expressdo de linfocitos FOX-P3+ nas
regides septal e centrolobular. Tais avalia¢des foram efetuadas como “informes indiretos”
do possivel estado de ativagdo ou exaustdo de linfocitos. Os dados da semiquantificacdo
para cada um dos 42 pacientes estdo apresentados no Anexo F.

Conforme exibido na Tabela 25, para a imunomarcacao septal para FOX-P3
encontramos: apenas nove casos tratados (22,5%) com células ausentes ou escassas e
isoladas (grau 0), e 11 (27,5%) apresentando poucas células por vezes agrupadas (grau
1). No grupo de pacientes néo tratados, a imunomarcagéo septal para FOX-P3 foi ausente
ou presente em células escassas e isoladas (grau 0) em 14 casos (35%), enquanto seis
(15%) apresentaram poucas células por vezes agrupadas (grau 1).

A imunoexpressédo para FOX-P3 na regido septal demonstrou entre 0s pacientes
tratados maior nimero de casos classificados como poucas células por vezes agrupadas
(grau 1). Entre os pacientes nao tratados, encontramos um maior nimero de casos
apresentando células ausentes ou escassas e isoladas (grau 0). Ndo houve, diferenca
estatistica significativa entre os grupos (p = 0,200; Tabela 25).

Conforme pode ser observado na Tabela 25, para a imunomarcacao centrilobular
para FOX-P3, encontramos 16 pacientes tratados (40%) com células ausentes ou escassas
e isoladas (grau 0) e quatro (10%) com poucas células por vezes agrupadas (grau 1). No
grupo de pacientes ndo tratados, para a imunomarcagdo centrilobular para FOX-P3,
encontramos 17 casos (41,4%) com células ausentes ou escassas e isoladas (grau 0) e
apenas trés (7,3%) com poucas células por vezes agrupadas (grau 1).

Para a regido centrilobular, em ambos 0s grupos a maior parte dos casos
apresentou celulas ausentes ou escassas e isoladas (grau 0), ndo ocorrendo diferenca
estatistica significativa entre os grupos (p = 1,000; Tabela 25).

A Figura 37 e Figura 38 exemplificam nossos achados da imunomarcagéo para FOX-
P3 nas diferentes regides avaliadas. Ndo houve nenhuma relagéo estatisticamente significativa
entre a imunoexpressao de FOX-P3 nas regides septal e centrolobular, com as variaveis

histologicas analisadas no presente estudo (Tabela 26 e Tabela 27).
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Tabela 25. Frequéncia da expressao de FOX-P3 na regido septal entre pacientes tratados

e ndo tratados (N = 42; Qui-quadrado de Pearson).

Imunoexpressdo de FOX-P3 *

Regido Pacientes tratados Pacientes ndo tratados P
N % N %
Septal 0,200
Grau 1 9 22,5 14 35,0
Grau 2 11 27,5 6 15,0
Centrolobular 1,000
Grau 1 16 40,0 17 42,5
Grau 2 4 10,0 3 75
*FOX-P3 apresenta 2 casos omissos
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Figura 37. Exemplificac8o dos diferentes graus avaliados para a imunoexpressdo de FOX-P3 na regido
septal. (A) Grau 0 e (B) grau 1. Objetiva: 40x. Fonte: Elaborada pela autora.
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Figura 38. Exemplificacdo dos diferentes graus avaliados para a imunoexpressao de FOX-P3 na regido
centrolobular. (A) Grau 0 e (B) grau 1. Objetiva: 40x. Fonte: Elaborada pela autora.
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Tabela 26. Frequéncia da expressdo de FOX-P3 na regido septal entre as caracteristicas

histoldgicas (N = 42; Qui-quadrado de Pearson).
Imunoexpressdo de FOX-P3 na regido septal *

Caracteristica histoldgica Grau 1 Grau 2 P
Inflamac&o portal e septal 0,356
Grau 0 0 (0,0%) 0 (0,0%)

Grau 1 4 (10,0%) 5 (12,5%)

Grau 2 12 (30,0%) 5 (12,5%)

Grau 3 6 (15,0%) 7 (17,5%)

Grau 4 1(2,5%) 0 (0,0%)

Atividade de interface 0,524
Grau 0 0 (0,0%) 0 (0,0%)

Grau 1 4 (10,0%) 6 (15,0%)

Grau 2 10 (25,0%) 6 (15,0%)

Grau 3 8 (20,0%) 5 (12,5%)

Grau 4 1(2,5%) 0 (0,0%)

Necrose litica focal 0,277
Grau 0 0 (0,0%) 1 (2,4%)

Grau 1 12 (29,3%) 9 (22,0%)

Grau 2 4 (9,8%) 13 (31,7%)

Grau 3 1 (2,4%) 1(2,4%)

Necrose confluente 0,349
Grau 0 18 (45,0%) 16 (40,0%)

Grau 1 3 (7,5%) 0 (0,0%)

Grau 2 1(2,5%) 1(2,5%)

Grau 3 1(2,5%) 0 (0,0%)

Estadiamento de cirrose 0,637
A 5 (12,5%) 6 (15,0%)

B 13 (32,5%) 8 (20,0%)

C 5 (12,5%) 3 (7,5%)

Regressao de fibrose 0,822
Grau 0 3 (7,5%) 4 (10,0%)

Grau 1 7 (17,5%) 5 (12,5%)

Grau 2 12 (30,0%) 7 (17,5%)

Grau 3 1(2,5%) 1(2,5%)

Esteatose 0,872
Grau 0 18 (45,0%) 14 (35,0%)

Grau 1 4 (10,0%) 2 (5,0%)

Grau 2 1(2,5%) 1(2,5%)

Grau 3 0 (0,0%) 0 (0,0%)

Balonizacao hepatocelular 0,907
0 19 (47,5%) 14 (35,0%)

1 2 (5,0%) 2 (5,0%)

2 2 (5,0%) 1(2,5%)

Esteato-hepatite 1,000
Ausente 21 (52,5%) 16 (40,0%)

Presente 2 (5,0%) 1 (2,5%)

*FOX-P3 apresenta 2 casos 0missos
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Tabela 27. Frequéncia da expressdao de FOX-P3 na regido centrolobular entre as

caracteristicas histologicas (N = 42; Qui-quadrado de Pearson).

Imunoexpressdo de FOX-P3 na regido centrolobular *

Caracteristica histoldgica Grau 1 Grau 2 P
Inflamac&o portal e septal 0,817
Grau 0 0 (0,0%) 0 (0,0%)

Grau 1 8 (20,0%) 1 (2,5%)

Grau 2 13 (32,5%) 4 (10,0%)

Grau 3 11 (27,5%) 2 (5,0%)

Grau 4 1(2,5%) 0 (0,0%)

Atividade de interface 0,958
Grau 0 0 (0,0%) 0 (0,0%)

Grau 1 8 (20,0%) 2 (5,0%)

Grau 2 13 (32,5%) 3 (7,5%)

Grau 3 11 (27,5%) 2 (5,0%)

Grau 4 1(2,5%) 0 (0,0%)

Necrose litica focal 0,614
Grau 0 1 (2,5%) 0 (0,0%)

Grau 1 15 (37,5%) 5 (12,5%)

Grau 2 15 (37,5%) 2 (5,0%)

Grau 3 2 (5,0%) 0 (0,0%)

Necrose confluente 0,510
Grau 0 28 (70,0%) 6 (15,0%)

Grau 1 3 (7,5%) 0 (0,0%)

Grau 2 1(2,5%) 1(2,5%)

Grau 3 1(2,5%) 0 (0,0%)

Estadiamento de cirrose 0,534
A 10 (25,0%) 1(2,5%)

B 16 (40,0%) 5 (12,5%)

C 7 (17,5%) 1(2,5%)

Regressao de fibrose 0,440
Grau 0 5 (12,5%) 2 (5,0%)

Grau 1 10 (25,0%) 2 (5,0%)

Grau 2 17 (42,5%) 2 (5,0%)

Grau 3 1(2,5%) 1(2,5%)

Esteatose 0,346
Grau 0 25 (62,5%) 7 (17,5%)

Grau 1 6 (15,0%) 0 (0,0%)

Grau 2 2 (5,0%) 0 (0,0%)

Grau 3 0 (0,0%) 0 (0,0%)

Balonizacao hepatocelular 0,669
0 27 (67,5%) 6 (15,0%)

1 3 (7,5%) 1(2,5%)

2 3 (7,5%) 0 (0,0%)

Esteato-hepatite 1,000
Ausente 30 (75,0%) 7 (17,5%)

Presente 3 (7,5%) 0 (0,0%)

*FOX-P3 apresenta 2 casos 0missos
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6 DISCUSSAO
6.1 Estudo histolégico

O advento das drogas antivirais de acao direta (DAAS) sobre o virus da hepatite
C representa um dos maiores avangos da medicina atual no tratamento da infeccao crénica
pelo HCV. Sdo medicagdes com diversos beneficios, como alta eficicia e indices de
resposta virologica sustentada (RVS) acima de 95%, com minimos efeitos colaterais,
curta duracdo do tratamento (8-12 semanas) e facil regime de administracdo por via oral
[2]. Essas medicagOes permitem tratar quase toda a populagéo infectada, incluindo casos
com cirrose avancada e comorbidades graves associadas, mantendo sempre uma elevada
eficacia [271].

O HCV altera a homeostase hepatica, levando ao estresse oxidativo e a inflamacao
[272]. O objetivo da terapia é erradicar o virus e atingir RVS, que é definida como niveis
indetectaveis de RNA-HCV de trés a seis meses apés o final do tratamento [34, 35]. Ha&
evidencias que demonstram que a obtencdo de RVS ap6s o tratamento com DAAS se
associa a menor morbidade e melhora da qualidade de vida [273]. Os DAAs de primeira
geracdo (boceprevir e telaprevir) foram introduzidos entre 2011 e 2013, sendo este 0 ano
em que o sofosbuvir (SOF), um inibidor altamente potente da proteina ndo estrutural 5B
(NS5B) polimerase, foi aprovado pela Food and Drug Administration (FDA). Isso
inaugurou a série de DAAs de segunda geracdo, permitindo o desenvolvendo de
estratégias para a terapia do HCV consideravelmente mais eficientes do que os sistemas
com IFN e ribavirina, as Unicas alternativas de tratamento disponiveis até entdo [274]. A
partir dai, as combinac6es dessas medicacdes se mostraram altamente eficazes em todos
0S genotipos (pangenotipicas), com bons perfis de seguranca e tolerabilidade [275].
Entretanto, cerca de 3 a 5% dos pacientes ndo adquirem RVS apesar da suscetibilidade
viral. Nao estd claro se fatores do hospedeiro possam contribuir para a falha do
tratamento, embora a imunidade inata e a adaptativa possam estar envolvidas [276].

O sucesso do tratamento com os DAAs tem minimizado as consequéncias clinicas,
levando a diminuic¢do no numero de bidpsias, 0 que repercute em diminui¢ao de amostras
de tecido que permitem que os patologistas possam melhor estudar o impacto dessas
medicacOes sobre os efeitos na necroinflamacdo, fibrose e distribuicdo de células

inflamatorias.
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O presente trabalho teve como objetivo promover analise da repercussdo
histoldgica e distribuicdo de células do microambiente hepatico apds o tratamento com
DAAs naqueles que atingiram o clearance viral e comparar a pacientes néo tratados.
Foram selecionadas 42 amostras de espécimes de explante hepatico (66,7% homens e
33,3 % mulheres), com idade meédia de 55 anos. As amostras foram coletadas da Divisédo
de Anatomia Patolégica — HC-FMUSP, no periodo entre 2016 e 2021, obtidas de
pacientes do Servico de Transplantes de Figado e Orgéos do Aparelho Digestivo, Divisdo
de Gastroenterologia e Hepatologia HC-FMUSP. Todos os pacientes apresentavam o
diagnostico de hepatite C cronica e cirrose hepatica, e escore de MELD indicando
transplante hepatico. Foram 20 pacientes ndo tratados e 22 pacientes previamente tratados
com sucesso virologico com DAAS, nos quais avaliamos aspectos histolégicos e imuno-
histoquimicos.

Demonstramos significativa melhora da inflamagdo, bem como reducdo da
atividade de interface nos pacientes tratados com DAAs. De outra parte, é importante
salientar a comprovacdo, nessa casuistica de pacientes transplantados, a persisténcia de
relevantes evidéncias de inflamacdo cronica, destacando a permanéncia das lesbes
histolégicas mesmo com a eliminacdo dos virus. Consideramos que uma possivel
explicacdo para a persisténcia das alteracdes histolégicas é que a infeccdo cronica pelo
HCV possa induzir uma resposta imune disfuncional, que permaneca ativa apesar da
erradicacdo do virus.

Nossos achados ndo demonstraram diminuicdo significativa no grau de fibrose
apos o tratamento com DAAs. Devemos salientar que o diagnostico de cirrose foi um
critério de inclusdo para este estudo e para a indicacdo do transplante, sendo o
estadiamento de fibrose 4B o mais frequentemente identificado em ambos os grupos,
(54,8%). Avaliando os critérios histologicos propostos por Wanless, como indicadores de
regressao de fibrose, verificamos evidéncias de regressao da fibrose em 45,3% dos casos
tratados, ndo diferindo do que observamos nos explantes de pacientes cirroticos ndo
tratados com os DAAs (38,1%).

Poucos autores publicaram estudos histoldgicos centrados na analise da
inflamacdo e de evidéncias de regressdo da fibrose em pacientes que apresentaram RVS
apos tratamento com DAAs [4-6]. Uma das principais hipdteses levantadas pelo encontro
de inflamacdo e lesdo hepatocelular, e falta da regressdo da fibrose nas amostras de
explantes de pacientes com RVS pds-tratamento com DAAS, € o curto intervalo do tempo

entre o tratamento antiviral e o transplante. Observamos que a melhora da
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necroinflamacdo foi mais evidente nos casos com mais tempo entre o tratamento e o
transplante, sugerindo que as lesdes inflamatorias possivelmente reduzam ao longo do
tempo decorrido apos a eliminacdo do virus. Ressaltamos que, mesmo partindo de um
universo grande de casos de cirrose de HVC transplantados no HC-FMUSP, os critérios
de incluséo e exclusdo necessariamente exigentes levaram a reducéo do tamanho da nossa
amostra, com 22 pacientes tratados, o que impossibilitou a analise estatistica quando
dividimos pelo tempo de tratamento. Contudo, observamos que a melhora
necroinflamatoria foi mais evidente nos casos com intervalo de 12 meses ou mais do
tratamento até o transplante, e estudos futuros com maior casuistica poderdo melhor
abordar nossa hipdtese que a importancia do tempo seja até mais evidente na regressdo
da fibrose.

Uma outra comparacdo possivel é a analise de bidpsias de pacientes que atingiram
RVS com os esquemas de tratamento antiviral anteriores, especialmente aqueles baseados
na associacao de diversos tipos de interferon com ribavirina. Nossos achados de melhora
das alteracBes necroinflamatdrias foram similares a estudos anteriores comparando
biopsias hepaticas de pacientes com hepatite C cronica antes e apds o tratamento,
indicando melhora nos escores de inflamacao e até fibrose ap6s a RVS [277, 278].
Tsubota e colaboradores encontraram significativa reversdo da necroinflamagdo em
bidpsias hepaticas de pacientes com hepatite C crénica tratados com IFN, com a melhora
histoldgica de maneira dependente do tempo [279]. Tsuda e colaboradores demonstraram,
em bidpsias hepaticas de pacientes com hepatite C cronica apos terapia eficaz com IFN,
que, apesar da melhora histoldgica ter sido significativa, a inflamacao leve persistiu em
87% dos pacientes, mesmo ap0s mais de quatro anos da terapia [280]. Um estudo de cinco
anos, com 49 biopsias pré-tratamento e biopsias de acompanhamento pos-tratamento de
pacientes com hepatite C cronica, mostrou que 92% dos pacientes obtiveram reducéo no
escore combinado de inflamagdo apoOs quatro anos [277]. Outro estudo, que relata
mudancgas a longo prazo na histologia hepatica apés o tratamento da hepatite C crénica,
mostrou que pacientes com RVS obtiveram declinio significativo na inflamagéo [281].
Um estudo longo com pacientes com hepatite C cronica, que analisou amostras pareadas,
com intervalo médio entre as bidpsias hepaticas de 93 meses, revelou que 71% dos
pacientes tratados com IFN e ribavirina obtiveram melhora da inflamagé&o, enquanto 23%
deles pioraram [282]. Podemos dizer que todos esses estudos apresentaram informacdes

relativamente semelhantes, demonstrando que a inflamagé&o histol6gica em pacientes com
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hepatite C com RVS+ apresenta melhora significativa ap6s acompanhamento a longo
prazo.

Entretanto, ha relatos descrevendo inflamacdo hepéatica persistente e/ou
progressdo para cirrose apesar da RVS [282]. Na era dos DAAs, Whitcomb e
colaboradores, em uma anélise retrospectiva com 65 espécimes de bidpsia de pacientes
com infeccdo recorrente por HCV no pos transplante hepético, demonstraram em um
namero substancial de pacientes (45,69%) a permanéncia das alteragdes histoldgicas
associadas a infecgdo ativa e reportaram uma modulacéo imune menor sobre a regressdo
da fibrose em pacientes cirréticos, sendo evidenciado em 15% deles a progressdo da
fibrose apos terapia bem-sucedida com IFN e ribavirina ou DAAs [4]. Em 2018, Putra e
colaboradores [5] demonstraram em espécimes de explante hepatico de 58 pacientes
portadores de hepatite C cronica, a persisténcia de algum grau de atividade
necroinflamatoria nos pacientes tratados com sucesso com DAAs. A maioria dos
pacientes tratados (72%) apresentou minima atividade necroinflamatoria. Entretanto,
proporcao similar foi observada nos casos ndo tratados (60.6%). Ressaltando que, apds
aproximadamente 24 semanas do tratamento, apenas 20% dos 25 explantes de pacientes
tratados mostraram evidéncia histologica de regresséo da fibrose. Assim, aqueles autores
consideraram o tempo de tratamento antiviral como provavel fator determinante na
melhora histoldgica e regressao da fibrose [5].

A reducdo da fibrose, apés terapia com IFN e ribavirina, também havia sido
relatada em diversos estudos clinicos, ja que naquela ocasido a bidpsia era amplamente
indicada para monitoramento da eficécia terapéutica [277, 282].

Em estudo anterior realizado por nosso grupo, Mendes et al [283] avaliaram 112
pacientes com hepatite C crénica submetidos a duas bidpsias, 79 submetidos a tratamento
antiviral com IFN + ribavirina e 33 ndo tratados. A progressdao da fibrose foi
significativamente maior no grupo ndo tratado. Importa reconhecer que, mesmo nos
pacientes tratados que ndo obtiveram RVS, os indices de progressdo da fibrose foram
intermediarios, significativamente inferior ao do grupo néo tratado [283].

A ampla disponibilidade de amostras colhidas por bidpsia pds-tratamento
permitiu, inclusive, que alguns grandes ensaios clinicos detectassem uma minoria de
pacientes mantendo o nivel de fibrose e até progredindo para cirrose, apesar de atingir
RVS, levantando, desde aquela época, a hipotese de que a inflamacdo e os distdrbios
arquiteturais, além de despertados pela presenca do HCV, pudessem se manter ou até ser
perpetuados por outros fatores, extrinsecos ou relacionados ao figado e/ou a fatores da
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resposta inflamatéria sistémica do proprio paciente [278, 284]. E importante reconhecer
que tais resultados foram obtidos de estudos clinicos com IFN e ribavirina, e relatos do
efeito dos DAASs na fibrose em pacientes com hepatite C cronica ainda sdo poucos.

Na era dos DAAs, a melhora histolégica foi recentemente descrita por Celli e
colaboradores [6], em 2021, que analisaram 96 pacientes divididos em quatro grupos,
diferenciados pela presenca ou auséncia de RVS e CHC, e compararam 0s grupos com
relacdo ao grau de inflamacdo histologica e fibrose. Alto grau de inflamacdo foi
observado mais comumente nos pacientes ndo tratados comparado aqueles tratados com
DAAs (53% versus 29%). Nesse estudo, ndo houve diferenca significativa no grau de
fibrose [6]. Huang et al. [285], em recente analise retrospectiva de 38 bidpsias pareadas
pré e pds-tratamento antiviral de pacientes com hepatite C crbnica, demonstraram
significativa melhora da necroinflamacédo (82%), além de remissao parcial da fibrose
(37%) cerca de seis meses apos a terapia com DAA.

Em conjunto, nossos achados concordam com 0s poucos relatos recentes de
estudos histopatologicos em explantes de pacientes com RVS obtida por tratamento com
DAAs demonstrando persisténcia de evidéncias de inflamagédo cronica, inclusive com
atividade de interface, reconhecendo a tendéncia de sua reducdo ao longo do tempo.
Muitos desses achados séo similares aos relatados nas biopsias de pacientes que haviam
atingido RVS mediante esquemas terapéuticos anteriormente utilizados. Estudos futuros,
com casuisticas maiores, acompanhados por maior tempo, poderdo melhor abordar a
causa da persisténcia da inflamacdo, levantando especialmente as hipoteses de que o HCV
desperte exposicdo de neoantigenos hepatocitarios que induzam a resposta autoimune e
que se perpetuem mesmo apos a RVS, ou que surjam comorbidades como esteato-
hepatites pds-RVS (ndo detectadas no presente estudo), efeitos adversos ainda
desconhecidos de drogas ou até a presenga de outros agentes causadores de hepatites

crénicas ao longo da historia desses pacientes.

6.2 O estudo imuno-histoquimico da citoqueratina 7 destacando a ativagdo das células
progenitoras hepaticas (CPH)

Consideramos que o conhecimento sobre a ativagdo da CPH na hepatite C cronica.
e suas possiveis modificagbes com o tratamento com DAAs, possa contribuir com
informagdes sobre possiveis mecanismos de reparagdo e sua relagdo com os principais

padrdes de lesdo hepatica, destacando-se a atividade necroinflamatdria de interface e a
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necrose litica focal. Até onde pudemos identificar na literatura, supomos que a presente
tese seja pioneira no estudo da ativagdo de CPH através da imunorreagdo para CK7 no
contexto da hepatite C cronica submetida a tratamento por DAAS.

Na leséo hepatica, ocorre uma notavel plasticidade nas células epiteliais do figado,
de modo que, em circunstancias especificas, os hepatocitos adultos, vizinhos aos focos de
lesbes de interface e de perda de hepatdcitos intralobulares e/ou as células do epitélio
biliar (CEBs), parecem capazes de mediar a regeneragdo hepatica. Ha algumas evidéncias
morfologicas que, em meio a esse processo, haja etapas intermediarias da ativacdo da
célula progenitora [286]. As CPHs sdo células bipotentes capazes de originar hepatocitos
ou células do epitélio biliar (CEBs) [287]; e a ativacdo e expansdo dessas células
progenitoras € um processo complexo que apresenta diferentes fenotipos, estando em
geral associado a infiltracdo de células inflamatdrias, ativacdo de miofibroblastos e
deposicdo de matriz [138]. As apresentacdes da CPH podem diferir em morfologia,
variando de células isoladas ou cadeias de células mais desorganizadas sem limen visivel,
até ductulos organizados com lumen melhor identificavel [269].

Em nosso presente estudo, os diferentes tipos morfoldgicos da CPH foram
identificados como célula progenitora isolada (CPI), estrutura ductular isolada (EDI) e
reacao ductular (RD), como previamente descrito por Libbrecht et al. e com modificacGes
[288]. A deteccdo das CPH em doencas hepéticas humanas € baseada na presenca de
células com aparéncia histoldgica tipica, combinada a marcadores imuno-histoquimicos
apropriados. Diversos marcadores imuno-histoquimicos foram descritos para identificar
estas células, incluindo CK19, CK7, GST-p, MK-2 e AFP (Faris et al., 1991;
Vandersteenhoven et al., 1990; Hsia et al., 1992). Portanto, 0 uso combinado da
morfologia com a imuno-histoquimica para caracterizar a CPH pode trazer informacdes
relevantes quanto a presenca dessas células em diversas condigdes. A CK7 e a CK19 sdo
geralmente reconhecidas como marcadores fenotipicos confiaveis para as CPHs [126,
133]. Entretanto, a detec¢do imuno-histoquimica do CK7 é considerada mais vantajosa
para a identificacdo das células hepatobiliares intermediarias [289], tendo sido nossa
opcéo de escolha. Demonstramos que a CK7 é um marcador confiavel para deteccéo da
CPH.

Em nosso estudo, as CPHs estiveram presentes, sendo identificadas no tecido
hepatico de pacientes com hepatite C cronica atraves da imunorreatividade para o CK7,
e frequentemente observadas em estreita associagdo a células inflamatdrias. Nossos dados
confirmam resultados prévios que demonstraram a expansdo da CPH na hepatite cronica
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ativa [132, 133]. Delladetsima et al. [135], em 2010, demonstraram, através da expressdo
da CK7, a presenca da CPH em 49 das 50 bidpsias de pacientes com hepatite C cronica,
com excec¢do de um caso com hepatite minima. Independente do grau e estdgio da
hepatite, a CPH ocorreu em um padrdo combinado de RD na placa limitante, e CPl e EDI
no parénquima [135]. Em nosso estudo, de forma similar, as diferentes formas de
apresentacdo da CPH foram um achado constante nos casos examinados.

Demonstramos que a ativagdo da CPH ocorreu em todos os casos aqui estudados,
sendo importante reconhecer que tal ativacdo ocorreu em menor quantidade nos explantes
de pacientes tratados com DAAs. Tal reducdo da ativacdo da CPH se mostrou
significativamente associada a reducdo de marcadores histologicos de inflamacéo,
especialmente da atividade de interface. Vale ressaltar que o intuito de descrever “fases
intermediarias” da ativagdo das CPHs foi muito bem-sucedido em nosso trabalho,
conforme demonstram as figuras nas quais apresentamos as imagens de CPI, EDI e RD
(Figura 14). A evolugdo da ativagdo da CPH foi nitida, inicialmente como celulas
progenitoras isoladas (CPI), seguindo-se as estruturas ductulares isoladas (EDI) e a reacao
ductular (RD), sendo um importante resultado deste estudo a demonstracao da associacdo
desta ativacdo de CPHs com as demais evidéncias de lesdes histoldgicas habitualmente
usadas como indicadoras de atividade das hepatites cronicas.

Similarmente, Delladetsima et al. [135] avaliaram a presenca da CPH na hepatite
C crbnica e relacionaram a parametros histologicos, clinicos e viroldgicos. Naquele
estudo, o padrdo de distribuicdo intraparenquimatoso da CPH se correlacionou com a
atividade necroinflamatéria lobular e com a fibrose em estagio inicial, e hepatécitos
CK7+ foram observados quase exclusivamente em regido periportal e na presenca de
hepatite de interface.

Respostas semelhantes as que aqui obtivemos nos pacientes com RVS induzida
por DAAs foram reportados em pacientes cirréticos com HCV que atingiram RVS
mediante tratamento com IFN [289, 290].

Estudos experimentais sugeriram uma ténue ligag&o entre a expansdo da CPH e a
resposta fibrogénica [291, 292] e acredita-se que a ativacdo da CPH esteja positivamente
correlacionada com a rigidez hepatica e a ativacéo das células estreladas hepaticas [293].
Na infecgéo cronica pelo virus da hepatite C (HCV), o estagio avancgado de fibrose foi
associado a um maior nimero de células estreladas hepaticas ativadas e CPHs [294],
havendo inclusive evidéncias de que as proprias CPHs possam secretar citocinas pro-
inflamatdrias e pro-fibrogénicas [295].
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Acredita-se que a ativacdo da CPH seja desencadeada por um comprometimento
da capacidade regenerativa das células epiteliais diferenciadas do figado durante a leséo
hepética, e na lesdo hepética crénica, foi demonstrado que o grau de ativacdo da CPH se
correlaciona positivamente com a gravidade da doenca [269, 296].

Supde-se que no parénquima hepatico normal, a substituicdo dos hepatocitos
perdidos ocorra pela replicagdo de hepatocitos maduros vizinhos, na mesma trabécula
hepética, e a inibicdo dessa replicacdo promova a ativacdo de uma via replicativa
secundaria através das CPHs. A infeccdo cronica pelo HCV causa a parada do ciclo
celular, prejudicando a replicacao dos hepatocitos maduros [297, 298]. Os mediadores
potenciais dessa resposta incluem espécies reativas de oxigénio, citocinas inflamatorias e
as proteinas do HCV [289]. De fato, as citocinas produzidas pelas células inflamatdrias
podem atuar como fatores de crescimento, promovendo a proliferacdo da CPH [288]. Na
infeccdo cronica pelo HCV, a ativacdo da CPH pode ser induzida pelos efeitos inibitorios
do IFN-gama e do fator de necrose tumoral alfa (TNFa), que sdo citocinas inflamatdrias
superexpressas em figados com hepatite C crénica [299, 300] durante a replicacdo dos
hepatocitos maduros. A gama-glutamil transpeptidase (GGT) exerce um importante papel
na defesa antioxidante, participando no metabolismo da glutationa [301] e é regulado
positivamente apds a exposicao ao estresse oxidativo [302]. O estresse oxidativo inibe a
replicacdo de hepatdcitos maduros, resultando na ativacdo das CPHs [303]. Além disso,
o0 comprometimento do ciclo celular dos hepatdcitos maduros mediado pela proteina do
HCV provavelmente contribue para a ativacao da CPH. Inclusive Kannan et al, em 2011,
mostraram que o grau de interrup¢do do ciclo celular esta associado a abundancia de
proteinas virais em células cultivadas infectadas com o HCV [298].

Assim, parece que a proliferacdo de CPH possa estar intimamente relacionada a
citocinas produzidas por células inflamatorias ou células associadas ao desenvolvimento
da fibrose (ou seja, células estreladas) [289]. Portanto, o0 aumento da ativacdo da CPH na
hepatite C cronica, seguido pela menor ativagdo da CPH ap0s terapia bem-sucedida com
DAA s reforca a ideia da a¢do anti-inflamatdria além do efeito antiviral destas medicagdes.

Destacamos que a erradicacdo da infeccdo pelo HCV com o tratamento com
DAAs representa um fator preditivo para a normalizacdo poés-tratamento da CPH,
contribuindo para a reversdao da ativacdo aumentada. 1sso apoia 0 conceito de que a
erradicacdo do virus melhora a inflamacdo e pode melhorar 0o comprometimento

relacionado ao HCV da replicacdo de hepatdcitos maduros [289].
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Em nosso estudo, as CPHs foram frequentemente encontradas no tecido hepatico
em intima associacao ao tecido fibroso, proliferando ao longo dos septos e da interface
perisseptal que circundam os nddulos regenerativos. Todos nossos casos apresentavam
alto grau de fibrose/cirrose, principalmente em estagio 4B, o que possivelmente impediu
que demonstrassemos eventual relacdo entre regressao da fibrose e grau de ativacdo das
CPHs. Estudos futuros deveréo ser delineados visando a melhor avaliagdo da eventual
relacdo entre as vias moleculares de ativacdo das CPHs e aquelas responsaveis pela
ativacdo da deposicdo de colageno, especialmente incluindo amostras hepéaticas com

hepatites C crénicas com alteracdes arquiteturais menos avancadas.

6.3 Imunologia

Os diferentes subtipos de células imunes desempenham importantes fungdes na
patogénese, progressao e resultados do tratamento da infeccéo pelo HCV [150]. A maioria
dos trabalhos envolvendo a populagédo de células imunes sdo realizados com amostras de
sangue periférico, nos quais a caracterizacdo imunoldgica da linhagem dos grandes
grupos mieloides e linfoides ocorre por citometria de fluxo [304, 305]. Ressaltamos em
nosso estudo, a intencao essencial de analise dos linfdcitos no tecido, permitindo observar
magnitude, distribuicdo e compartimentalizacdo destas células, além de analisar sua
relacdo com os parametros histolégicos.

A hepatite C cronica exerce profundo impacto sobre o sistema imune do
hospedeiro. O microambiente hepéatico é extremamente complexo com diversas
populacdes de células imunes que, associadas as citocinas que produzem, desempenham
papel central no controle da infec¢do. Acredita-se que a interagdo entre o virus e a resposta
imune do hospedeiro seja capaz de influenciar o resultado da infeccdo e que durante a
infeccdo crbnica, o recrutamento imune ao virus esteja intensamente prejudicado [306].

A infeccdo cronica pelo HCV representa um prejuizo da imunidade adaptativa,
com expressao de moléculas imunorreguladoras, e células T CD4+ e CD8+ disfuncionais,
contribuindo assim para a inabilidade em curar a infeccdo [307, 308]. A falha das
respostas especificas das células T CD8+ ocorre principalmente devido ao escape viral e
exaustdo celular, que caracterizam a infecgdo cronica [96, 308]. A falta do auxilio das
células T CD4+, associado a a¢do de células T reguladoras (Tregs) ou citocinas como IL-
10, e a expressao de receptores coinibitdrios, como PD-1, possivelmente contribuem para

0 prejuizo imune [144].
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Com o advento dos DAAS, a hepatite C crbnica passou a representar um importante
novo modelo de infecgdo crénica, no qual o patdgeno pode ser eliminado com sucesso. No
entanto, a capacidade de revigoramento do sistema imunoldgico apds a eliminagao do patdgeno
permanece pouco compreendida.

Neste estudo, descrevemos alteragdes significativas nas frequéncias de células imunes
intra-hepéticas como resultado do tratamento com DAAs e relatamos achados significativos
relacionados a inflamagdo hepatica. Demonstramos na regido da interface perisseptal que as
populacdes celulares B CD20+, T CD8+ e TD3+, ainda que persistentes, apresentaram
significativa diminuicdo com o tratamento antiviral. As células T CD4+ também se mostraram
em menor nimero nos pacientes tratados, mas tal achado nao atingiu significancia estatistica.
Além disso, demonstramos associagdo entre a expressao de linfocitos T CD3+ e as varidveis
histologicas atividade de interface perisseptal, necrose litica focal e balonizagdo hepatocelular.
Observamos que os menores graus de atividade de interface perisseptal e necrose litica focal se
relacionaram com a baixa expressdo dos linfocitos T CD3+ e 0s maiores graus se relacionaram
com a alta expressdo (p = 0,028 e p = 0,009, respectivamente); além disso, 0s Unicos cinco
pacientes com grau 1 de balonizacéo hepatocelular apresentaram alta expresséo de CD3+ (p =
0,033).

A diminuic8o dos diferentes tipos de células inflamatérias avaliadas destacou que o
tratamento antiviral com DAA, além de inibir a replicacéo viral, atua sobre a populagéo celular
imune e exerce um efeito anti-inflamatdrio, talvez contribuindo para uma possivel recuperacdo
das respostas imunes adaptativas exauridas. A notavel diminuicdo observada na frequéncia das
células inflamatorias em pacientes tratados com DAA parece ser biologicamente plausivel, uma
vez que, apds a remocao do estimulo antigénico, é esperada a reducdo da inflamacdo, em
especial dos linfocitos T CD8+ citotoxicos, como consequéncia da reducdo da inflamacéo
sisttmica. Consideramos a possibilidade de que a menor infiltracdo das células imunes
observada no compartimento hepatico tratado possa estar diretamente relacionada ao
desenvolvimento da resposta antiviral coordenada durante a terapia DAA e que possa mesmo
contribuir para a eliminacéo do HCV [309].

Demonstramos aqui que, ap6s o tratamento com DAAs, ocorre diminuicdo dos
marcadores de inflamacéo hepatica [310], e demonstramos que também ocorre a diminuicao
dos diferentes tipos de células imunes na regido da interface perisseptal do tecido hepético.
Nossos resultados estdo em acordo com os dados de Orr et al. [276] que identificaram por
imuno-histoquimica a frequéncia de células imunes intra-hepaticas, embora as regiGes do

parénquima analisadas terem diferido da nossa analise. Aqueles autores relataram diminuigao
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significativa de células T CD8+ e TCD4+ na regido portal ao longo do tratamento com DAAs.
Curiosamente, naquele estudo ndo ocorreu diferenca significativa nas células T CD8+ pré e
pds-tratamento entre pacientes respondedores RVS+ e relapsos. Isso foi considerado
consistente com a nocdo de que o declinio observado na densidade das células T CD8+
representa uma resposta celular intra-hepatica a reducdo da carga viral, mas néo
necessariamente a erradicagdo viral [276].

A infecgdo cronica pelo HCV tem sido associada a perturbacdes funcionais nas células
imunes intra-hepaticas, e tem-se demonstrado que tais perturbagdes melhoram com os DAAs
[311, 312]. Foi descrita uma recuperacdo parcial da funcionalidade e capacidade de proliferacdo
das células T apds o tratamento com DAA, que ndo se aplicou a todos 0s pacientes, e 0 nivel
de restauracdo ndo foi homogéneo para todos os individuos [313]. A supressdo da replicacdo
do HCV apo6s o tratamento antiviral levou a diminui¢do na expressdo dos marcadores de
exaustdo de linfécitos T e ao aumento nas respostas de IFN-y especificas. No entanto, a
restauracao do fendtipo esgotado dos linfocitos T CD8+ especificos do HCV néo representou
uma restauracao funcional completa [314]. Debes et al. [315] avaliaram, na infecc¢éo pelo HCV,
0s niveis sericos de mediadores imunes apds o tratamento com DAA, e identificaram que
diversas citocinas e quimiocinas pro-inflamatorias, assim como fatores de crescimento e
marcadores de apoptose, atingem valores séricos normais com o tratamento antiviral, sugerindo
gue possa ocorrer uma modulagdo imune mediada por DAA. A “for¢a da recuperagdo” da
funcdo imune inata e adaptativa no figado e no sangue periférico com o tratamento antiviral foi
relatada por Martin et al. [96] que avaliaram a restauracdo funcional das células T CD8+
especificas sob terapia livre de IFN, e destacaram a presenca de células T CD8+ funcionalmente
competentes pos-tratamento, podendo até conferir protecdo contra a reinfec¢do. Outro estudo,
investigando a resposta funcional das células T CD8+ especificas do HCV em pacientes
recebendo terapias com DAA, sugeriu uma restauracdo parcial das funcdes efetoras, em
particular da proliferacdo dessas células. Ainda assim, o nivel de restauracao foi heterogéneo
[96]. Em estudo muito recente, Pisano e colaboradores [313] também ressaltaram a recuperacéo
parcial da funcionalidade e capacidade de proliferacdo das células T ap6s o tratamento com
DAAs, sendo que o nivel de restauracdo ndo foi homogéneo para todos os individuos.
Shrivastava e colaboradores demonstraram que a supressao da replicacdo do HCV levou a um
declinio na expressdo do marcador de exaustéo de células T, e a um aumento nas respostas de
IFN-y especificas do HCV apds o tratamento. No entanto, a restauragdo do fenotipo esgotado
dos linfocitos T CD8+ especificos do HCV ndo representou uma restauragdo funcional
completa [316]. Khan e colaboradores também demonstraram que a restauracéo do fen6tipo de
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superficie exaurido de células T CD8+ especificas do HCV néo se traduziu em revigoramento
funcional completo, e foi relatada a persisténcia da disfungdo mitocondrial e metabdlica destas
células apesar da eliminacéo do patdgeno [317].

Em relacdo as células T CD4+ especificas, o tratamento antiviral do HCV levou a
mudanca de uma célula T auxiliar 1 (Th1) paraum ambiente de célula T auxiliar folicular (Tfh).
Da mesma forma, os linfécitos T CD8+ especificos do HCV e as células Tfh provavelmente
persistiram de maneira independente do antigeno [318]. Além disso, foi demonstrado na
hepatite C cronica, que as células T reguladoras T CD4+CD25+ (Tregs) geralmente estdo
elevadas e exibem um fenotipo ativado no curso da infeccéo, que persiste mesmo apoés a terapia
DAA [227]. Nosso resultado confirma o estudo de Bandera et al. [319], que, no contexto da
coinfeccdo HCV/HIV, avaliaram a frequéncia de células T CD4+ e T CD8+ séricas, antes e
apds o tratamento antiviral com DAAs, sem RBV, e demonstraram que a erradicacdo da
infeccdo ndo impactou na contagem de células T CD4+. Entretanto, outro estudo mais recente,
realizado com numero relativamente pequeno de pacientes com cancer e monoinfecgdo por
HCV tratados com DAAs [320], demonstrou falta de associacdo entre a contagem ou
porcentagem de células T CD4+ na RVS ap0s o tratamento antiviral. Naquele estudo, os autores
consideraram a seguranca, eficacia e preditores de falha dos DAASs equivalentes a individuos

sem cancer associado.

6.4 Molécula PD-1 e fator de transcri¢do FOX-P3

Diversos mecanismos tém sido sugeridos como contributorios para a disfuncéo imune
na hepatite C crbnica, como a funcéo prejudicada das células T auxiliares CD4+, e a exaustéo
das células T citotoxicas CD8+ com secre¢do suprimida de IL-2, TNF e IFN-y [321]. A
expressdo aumentada de diferentes moléculas do checkpoint imune ou seus ligantes
desempenham papel na ndo funcionalidade dos linfécitos, atuando impedindo a estimulagao
continua de células T, e prevenindo respostas de células T descontroladas e o consequente dano
tecidual imune mediado [322].

Durante a infeccdo cronica pelo HCV, as células T CD8+ especificas tornam-se
progressivamente exauridas devido a estimulacéo antigénica constante e em nivel aumentado
[323]. A molécula de morte programada-1 (PD-1) é um dos mais reconhecidos dos receptores
imune-inibitorios (checkpoint imune) da familia CD28 de moléculas coestimulatdrias, descrita
como altamente expressa em células T exaustas e ativadas [324]. Supde-se que a interacdo com

seus ligantes PD-L1/PD-L2 seja capaz de inibir a proliferacdo das células T antigeno
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especificas e a funcdo efetora dessas células [324]. Também foi descrito que a supresséo da
proliferacédo, diferenciacdo e secre¢do de citocinas de linfocitos especificos do HCV, também
é regulada pela regulacéo positiva de PD-1 nas células T CD4+ CD25+ Tregs periféricas e
intra-hepaticas [325]. Pacientes infectados cronicamente pelo HCV tém um nimero maior de
celulas reguladoras T CD4+ CD25+ Tregs quando comparados com individuos saudaveis, € o
esgotamento dessas células aumenta a proliferacdo e as respostas especificas de linfocitos T
CD4+ e CD8+ [170].

As células T CD4+ CD25+ Tregs podem ser reconhecidas pela expressdo do fator de
transcricdo FOX-P3. Essas células sdo fundamentais na manutencdo da homeostase
imunoldgica e no monitoramento de respostas imunes, e a citocina imunorreguladora, fator
transformador de crescimento B (TGF-p), € crucial para a ativagao e manutencéo dessas células
[326]. Durante a infeccao persistente pelo HCV, as células Tregs podem desempenhar um papel
significativo na disfuncdo de células T especificas do HCV [237], e estudos sugerem que
possam contribuir para o curso acelerado da doenca hepética relacionada ao HCV [325].

Os dados de literatura entdo disponiveis nos levaram a hipdtese de que o tratamento
antiviral com DAAS, ao atuar como uma via de regulacdo negativa da expressdo da proteina
viral, possa induzir a diminuicdo da geracdo de células T reguladoras (Tregs) e reduzir a
exaustao linfocitaria, alterando a expressao de receptores do checkpoint imune. Isso repercutiria
na restauracao das respostas imunes adaptativas. Portanto, analisamos por imuno-histoquimica
aexpressao da molécula PD-1 e do fator de transcricdo FOX-P3 em diferentes regifes do tecido
hepatico.

A regulacdo negativa foi demonstrada pela presenca das células reguladoras T CD4+
CD25+ Tregs expressando FOX-P3+; e a demonstragdo de linfocitos expressando PD-1,
mesmo sem a expressao de seus ligantes ser demonstrada, evidenciou a entrega de sinais
negativos as células T, levando a exaustdo ou apoptose [327]. Entretanto, nossos resultados ndo
confirmaram modificacdes da expressdo dessas moléculas com o tratamento antiviral.

No atual estudo, quer por questdes bioldgicas ou de técnicas imuno-histoquimicas,
observamos a presenca de poucas células FOX-P3+ e poucas células PD-1+, ambas
predominantemente associadas a populacéo linfoide que ocupa o septo portal. Células FOX-
P3+ e PD-1+ foram também identificadas no interior dos Iébulos. Contudo, a presenca de
ambas foi muito escassa na regido centrolobular. Assim, no presente estudo, a imunoexpressao
do PD-1 e FOX-P3+ ndo diferiu entre pacientes tratados e nédo tratados, e ndo demonstrou

relacdo estatisticamente significativa com as variéveis histologicas.
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Urbani e colaboradores [327] relataram a expressdo persistente do PD-1 em amostras
obtidas por bidpsias de hepatite C crbnica nas células T CD8+ especificas que permaneceram
disfuncionais, e curiosamente demonstraram restaura¢éo funcional da capacidade de expansdo
destas células com o anticorpo (Ac) anti PD-L1. Wang e colaboradores [328] analisaram por
imuno-histoquimica a expressdo do PD-1 e seus ligantes em espécimes de bidpsia de hepatite
cronica. O padrdo de expressdo do PD-1 foi escasso no tecido e ocorreu no infiltrado
linfocitério, ndo demonstrando relacdo com variaveis clinicas ou laboratoriais.

Ward et al. [237] identificaram as células T reguladoras FOX-P3+ no parénquima
hepatico de individuos com infeccao crénica pelo HCV+ e buscaram desvendar o papel dessas
células na progressdo da doenca. Células FOX-P3+ estavam presentes no portal infiltrado e foi
demonstrado que as células FOX-P3+ constituem uma proporcéo inesperadamente alta do
infiltrado celular na infeccdo persistente pelo HCV, néo diferindo entre os estagios de fibrose.
Com isso, concluiram que as células FOX-P3+ desempenham um papel critico na regulacéo
imune intra-hepética [237].

Algumas limitagGes da abordagem adotada em nosso estudo merecem discusséo.
Apesar de partirmos de um universo de casos relativamente grande, os critérios de incluséo e
exclusdo implicaram em reducdo do nimero de pacientes. Adicionalmente, reconhecemos a
grande dificuldade na padronizag¢do dos marcadores PD-1 e FOX-P3 no tecido que analisamos
e na identificacdo de linfocitos reativos para esses marcadores na interface perisseptal. Essa
dificuldade impediu a realizacdo de dupla coloracdo imuno-histoquimica que permitisse a
analise simultanea dos diferentes tipos celulares delineando os subconjuntos de células T. Ndo
foi possivel avaliar as alteracbes nas células imunes periféricas especificas do HCV devido a
natureza retrospectiva e a indisponibilidade de amostras de sangue passiveis de extracdo celular
e anélise funcional, ndo permitindo, por exemplo, a correlacdo com achados que demonstrem
a restauracao das células T especificas periféricas durante a terapia [96]. Finalmente, embora
nosso desenho do estudo tenha sido aleatorio com relacéo as areas de escolha do tecido para
demarcagdo, ficamos vulneraveis tanto a artefatos técnicos da lamina, e diferengas sutis de
coloracgéo da amostra, quanto a composi¢do parenquimatosa versus ndo parengquimatosa.

O recente surgimento de técnicas sofisticadas que identificam simultaneamente
multiplos antigenos em cortes teciduais permite a analise de relacdo espacial dos diversos tipos
celulares no proprio territorio acometido pela doenca [329-331]. A aplicacao dessas técnicas ao
estudo das hepatites cronicas permitira o delineamento de trabalhos futuros que melhor
esclarecam o estado de ativacdo ou exaustdo de linfocitos presentes em cada tipo de lesdo
histoldgica.
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7 CONCLUSOES

1.

As alteracBes inflamatorias nos pacientes tratados com DAAS mostraram-se
significativamente menores que as observadas no grupo de pacientes néo tratados.
Ressalta-se entretanto que tais evidéncias histopatoldgicas de inflamacéo crénica
persistiram em graus variados mesmo nos explantes dos pacientes tratados com
DAAs com carga viral indetectavel.

As alteracdes inflamatdrias nos explantes de pacientes cirréticos tratados com
DAAs e com carga viral indetectavel apresentaram tendéncia a reducéo naqueles
com maior tempo decorrido entre a eliminacdo do virus e a realizacdo do
transplante, inclusive nos casos com mais de 12 meses apds o tratamento. Em
conjunto, tais achados podem corroborar a hip6tese de que outros fatores possam
despertar resposta imune a neo-antigenos de hepatdcitos nos pacientes tratados
com DAA.

A pesquisa imuno-histoquimica de citoqueratina 7 desvendou diversas
peculiaridades das lesdes histoldgicas em hepatites cronicas, permitindo a
identificacdo e a semiquantificacdo das diferentes apresentacdes morfoldgicas que
expressam a ativacdo da CPH, como CPI, EDI e RD.

A ativacdo da CPH foi detectada tanto em pacientes tratados quanto nao tratados,
mas apresentou-se significativamente menor nos explantes de pacientes tratados.
O estudo imuno-histoquimico permitiu a quantificacdo de linfocitos CD20+,
CD3+, CD4+ e CD8+, demonstrando sua presenca nos explantes de todos os
pacientes tratados e ndo tratados. Todos esses marcadores, com excecdo do CD4+,
apresentaram-se em numero significativamente maior de linfocitos nos explantes

do grupo de pacientes ndo tratados, com persisténcia da infeccdo ativa.
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ANEXO A — Dados demogréficos e clinicos dos pacientes de estudo

Tabela 28. Dados demogréficos e clinicos dos pacientes de estudo

1D Paciente Género Idade Genétipo HCV
AP19-15731 M 59 1
2017-00435 M 67 3
2017-16355 F 56 la
AP20-11370 M 61 la
AP18-15160 M 56 3
2017-21430 F 58 la
2017-35700 M 49 1b
2016-10074 F 45 1b
AP17-851 M 56 la
AP21-44 M 68 1b
AP19-5815 F 60 1
AP20-7902 M 55 1b
AP20-9971 F 65 la
AP19-14440 M 69 3
2016-11842 M 60 1b
2016-391 M 56 la
AP18-7649 M 38 la
AP19-10890 M 52 la
2016-33578 M 47 1b
2017-29103 M 65 3
AP19-25064 F 45 la
AP19-25670 F 57 la
2016-11988 F 56 la
AP21-1074 F 66 3
AP20-12079 F 51 la
2017-16193 M 38 la
AP19-17230 F 53 la
AP18-8347 M 54 la
2016-15692 M 46 la
AP18-17989 M 41 la
AP19-6119 F 39 la
2017-29874 M 56 la
AP17-3 M 66 3
2016-23870 M 47 1
2016-11838 F 58 la
AP20-10832 M 42 3
2017-23508 M 54 3
21-15422 M 55 1
21-6708 M 69 3
21-14113 M 45 1
21-3707 F 61 1
21-6572 M 71 1

Abreviaturas: M, masculino; F, feminino; HCV, virus da hepatite C.



Tabela 29. Dados pré transplante dos pacientes de estudo

ID Paciente Tratamento Data iniciodo Datatérmino  Cargaviral Data do Meld pré
pré transplante  tratamento  do tratamento (Ul/mL) transplante transplante
AP19-15731 Sim 12/12/2016 06/03/2017 ALD 26/07/2019 13/29
2017-00435 Sim 08/09/2016 01/12/2016 ALD 05/01/2017 16/20
2017-16355 Néo 148646 28/05/2017 12/24
AP20-11370 Sim 30/01/2020 23/04/2020 ALD 06/10/2020 11/24
AP18-15160 Sim 07/11/2016 30/01/2017 ALD 18/07/2018 13/24
2017-21430 Sim 21/06/2016 02/12/2016 ALD 12/07/2017 20
2017-35700 Sim 25/01/2016 11/07/2016 ALD 13/11/2017 26/29
2016-10074 Sim 11/01/2016 27/06/2016 ALD 30/03/2016 16
AP17-851 Néo 1614754 12/12/2017 10/29
AP21-44 Sim 03/07/2017 25/09/2017 ALD 31/12/2020 21/20
AP19-5815 Sim 2016 ALD 20/03/2019 15/24
AP20-7902 Néo 37993 16/07/2020 18/24
AP20-9971 Sim 2017 ALD 12/09/2020 13/29
AP19-14440 N&o 363907 11/07/2019 10/29
2016-11842 N&o 6455773 13/04/2016 16
2016-391 Néo 698947 06/01/2016 18/29
AP18-7649 Sim 09/01/2017 12/07/2017 ALD 11/04/2018 12
AP19-10890 Néo 3840916 22/05/2019 20/24
2016-33578 Sim 17/05/2016 01/11/2016 ALD 23/10/2016 16/20
2017-29103 Sim 26/01/2017 13/07/2017 ALD 15/09/2017 13/24
AP19-25064 Néo 633459 13/11/2019 09/24
AP19-25670 Sim 14/03/2017 06/06/2017 ALD 23/11/2019 19/29
2016-11988 Néo 133824 15/04/2016 14/29
AP21-1074 Sim 23/01/2017 17/04/2017 ALD 20/01/2021 08/24
AP20-12079 Néo 1137721 16/10/2020 33
2017-16193 Sim 20/06/2016 05/12/2016 ALD 26/05/2017 17
AP19-17230 Sim 2016 ALD 14/08/2019 41
AP18-8347 Sim 30/01/2017 17/07/2017 ALD 19/04/2018 17/24
2016-15692 Néo 30680 16/05/2016 31
AP18-17989 Sim 30/08/2017 29/11/2017 ALD 20/08/2018 12/20
AP19-6119 Sim 29/11/2017 16/05/2018 ALD 24/03/2019 08/24
2017-29874 N&o 2829268 21/09/2017 16/24
AP17-3 Néo 1949845 01/12/2017 10/20
2016-23870 Néo 227 30/07/2016 41
2016-11838 Néo 23461 13/04/2016 39
AP20-10832 N&o 54420 27/09/2020 25
2017-23508 Néo 19396 29/07/2017 31
21-15422 Néo 179311 27/09/2021 12/29
21-6708 Néo 05/05/2021 12/20
21-14113 Néo 4651944 08/09/2021 11/29
21-3707 Sim 2017 2017 ALD 04/03/2021 15/24
21-6572 Sim 01/02/2020 01/07/2020 ALD 03/05/2021 36

Abreviatura: ALD, abaixo do limite de deteccéo.
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ANEXO B — Graus atribuidos a semiquantificacdo das variaveis histologicas analisadas

Tabela 30. Graus atribuidos a semiquantificacdo das varidveis histoldgicas necro-
inflamatorias

ID Paci Inflamacéo Atividade de  Necrose litica Necrose
aciente Grupo X
portal e septal interface focal confluente
AP19-15731 Tratado 2 2 1 0
2017-00435 Tratado 3 3 1 0
2017-16355 Nao Tratado 2 2 1 0
AP20-11370 Tratado 2 2 1 0
AP18-15160 Tratado 1 1 2 0
2017-21430 Tratado 2 2 3 1
2017-35700 Tratado 2 3 2 0
2016-10074 Tratado 3 3 2 0
AP17-851 N&o Tratado 2 2 2 0
AP21-44 Tratado 1 1 1 0
AP19-5815 Tratado 2 1 1 0
AP20-7902 Nao Tratado 3 3 2 0
AP20-9971 Tratado 1 1 1 0
AP19-14440 Nao Tratado 3 2 2 0
2016-11842 Nao Tratado 3 3 2 0
2016-391 Nao Tratado 3 3 2 0
AP18-7649 Tratado 2 2 0 0
AP19-10890 Nao Tratado 1 2 2 1
2016-33578 Tratado 2 2 2 0
2017-29103 Tratado 3 2 1 0
AP19-25064 Nao Tratado 3 3 1 0
AP19-25670 Tratado 1 1 1 0
2016-11988 Nao Tratado 2 2 1 0
AP21-1074 Tratado 1 1 1 0
AP20-12079 Nao Tratado 3 2 1 0
2017-16193 Tratado 3 3 2 1
AP19-17230 Tratado 1 1 1 0
AP18-8347 Tratado 2 1 1 0
2016-15692 Nao Tratado 3 3 2 2
AP18-17989 Tratado 2 3 1 0
AP19-6119 Tratado 1 1 1 0
2017-29874 Nao Tratado 2 3 2 0
AP17-3 Nao Tratado 3 3 3 0
2016-23870 Nao Tratado 4 4 2 3
2016-11838 Nao Tratado 2 3 1 0
AP20-10832 Nao Tratado 2 3 1 2
2017-23508 Nao Tratado 3 3 1 0
21-15422 Nao Tratado 3 2 2 0
21-6708 N&o Tratado 2 2 1 0
21-14113 Nao Tratado 2 2 2 1
21-3707 Tratado 1 2 2 0
21-6572 Tratado 2 1 2 0
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Tabela 31. Graus atribuidos a semiquantificacao das variaveis histologicas de alteracdes
arquiteturais

Estadiamento de

ID Paciente Grupo - Regressdo de fibrose
cirrose

AP19-15731 Tratado 4B 3
2017-00435 Tratado 4C 1
2017-16355 Nao Tratado 4C 1
AP20-11370 Tratado 4B 0
AP18-15160 Tratado 4B 0
2017-21430 Tratado 4A 2
2017-35700 Tratado 4C 1
2016-10074 Tratado 4A 2
AP17-851 N&o Tratado 4A 2
AP21-44 Tratado 4A 2
AP19-5815 Tratado 4B 2
AP20-7902 N&o Tratado 4B 1
AP20-9971 Tratado 4C 1
AP19-14440 Nao Tratado 4A 2
2016-11842 Nao Tratado 4B 0
2016-391 Néo Tratado 4B 0
AP18-7649 Tratado 4C 0
AP19-10890 Nao Tratado 4A 3
2016-33578 Tratado 4A 2
2017-29103 Tratado 4B 1
AP19-25064 N&o Tratado 4A 2
AP19-25670 Tratado 4B 2
2016-11988 Nao Tratado 4B 1
AP21-1074 Tratado 4A 2
AP20-12079 Nao Tratado 4B 1
2017-16193 Tratado 4B 1
AP19-17230 Tratado 4A 2
AP18-8347 Tratado 4B 2
2016-15692 Nao Tratado 4B 2
AP18-17989 Tratado 4B 1
AP19-6119 Tratado 4A 2
2017-29874 N&o Tratado 4B 2
AP17-3 N&o Tratado 4B 1
2016-23870 Nao Tratado 4C 0
2016-11838 Nao Tratado 4B 2
AP20-10832 Nao Tratado 4B 0
2017-23508 Nao Tratado 4B 2
21-15422 N&o Tratado 4C 1
21-6708 N&o Tratado 4B 1
21-14113 N&o Tratado 4B 2
21-3707 Tratado 4B 2
21-6572 Tratado 4C 1
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Tabela 32. Graus atribuidos a semiquantificacao das variaveis histologicas relacionadas
a doenca gordurosa

ID Paciente Grupo Esteatose Balonizacéo Esteato-hepatite
AP19-15731 Tratado 0 0 ausente
2017-00435 Tratado 0 0 ausente
2017-16355 Nao Tratado 1 0 ausente
AP20-11370 Tratado 0 0 ausente
AP18-15160 Tratado 1 0 ausente
2017-21430 Tratado 2 2 presente
2017-35700 Tratado 0 0 ausente
2016-10074 Tratado 1 0 ausente
AP17-851 N&o Tratado 1 2 presente
AP21-44 Tratado 0 0 ausente
AP19-5815 Tratado 0 0 ausente
AP20-7902 Nao Tratado 0 0 ausente
AP20-9971 Tratado 0 0 ausente
AP19-14440 N&o Tratado 2 2 presente
2016-11842 Né&o Tratado 0 0 ausente
2016-391 Néo Tratado 0 1 ausente
AP18-7649 Tratado 0 1 ausente
AP19-10890 Néo Tratado 0 1 ausente
2016-33578 Tratado 0 0 ausente
2017-29103 Tratado 0 0 ausente
AP19-25064 Nao Tratado 1 0 ausente
AP19-25670 Tratado 0 0 ausente
2016-11988 Nao Tratado 0 0 ausente
AP21-1074 Tratado 0 0 ausente
AP20-12079 Nao Tratado 0 0 ausente
2017-16193 Tratado 0 1 ausente
AP19-17230 Tratado 0 0 ausente
AP18-8347 Tratado 0 0 ausente
2016-15692 Néo Tratado 0 0 ausente
AP18-17989 Tratado 0 0 ausente
AP19-6119 Tratado 0 0 ausente
2017-29874 Nao Tratado 0 0 ausente
AP17-3 N&o Tratado 1 0 ausente
2016-23870 Nao Tratado 0 0 ausente
2016-11838 Nao Tratado 0 0 ausente
AP20-10832 Nao Tratado 0 0 ausente
2017-23508 Néo Tratado 0 0 ausente
21-15422 Néo Tratado 0 1 ausente
21-6708 N&o Tratado 0 0 ausente
21-14113 N&o Tratado 0 0 ausente
21-3707 Tratado 0 0 ausente
21-6572 Tratado 0 0 ausente
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ANEXO C — Tempo de tratamento, variaveis histolégicas analisadas e reacéo para CK7

Tabela 33. Tempo de tratamento dos pacientes e semiquantificagdo atribuida as varidveis histoldgicas

Tempode ttoaté Tx  Inflamagdo  Atividade de Necrose Necrose Estadiamento Regressao de

ID Paciente (meses) portal e septal interface litica focal confluente de cirrose fibrose Esteatose Balonizacao  Esteatohepatite
2017-00435 4 3 3 1 0 4C 1 0 0 ausente
2016-10074 3 3 3 2 0 4A 2 1 0 ausente
2016-33578 5 2 2 2 0 4A 2 0 0 ausente
AP20-11370 9 2 2 1 0 4B 0 0 0 ausente
2017-29103 7 3 2 1 0 4B 1 0 0 ausente
2017-21430 13 2 2 3 1 4A 2 2 2 presente
AP18-7649 15 2 2 0 0 4C 0 0 1 ausente
2017-16193 11 3 3 2 1 4B 1 0 1 ausente
AP18-8347 14 2 1 1 0 4B 2 0 0 ausente
AP18-17989 11 2 3 1 0 4B 1 0 0 ausente
AP19-6119 16 1 1 1 0 4A 2 0 0 ausente
21-6572 14 2 1 2 0 4C 1 0 0 ausente
AP19-15731 31 2 2 1 0 4B 3 0 0 ausente
AP18-15160 20 1 1 2 0 4B 0 1 0 ausente
2017-35700 22 2 3 2 0 4C 1 0 0 ausente
AP21-44 41 1 1 1 0 4A 2 0 0 ausente
AP19-5815 >12 2 1 1 0 4B 2 0 0 ausente
AP20-9971 >12 1 1 1 0 4C 1 0 0 ausente
AP19-25670 32 1 1 1 0 4B 2 0 0 ausente
AP21-1074 47 1 1 1 0 4A 2 0 0 ausente
AP19-17230 >12 1 1 1 0 4A 2 0 0 ausente
21-3707 36 1 2 2 0 4B 2 0 0 ausente

Abreviatura: tto, tratamento; Tx, transplante.
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Tabela 34. Tempo de tratamento dos pacientes e semiquantificacdo atribuida a reacéo
para CK7

. Tempo de tto até Tx CPI CPI EDI EDI
ID Paciente RD
(meses) zonal zonas2e3 zona 1l zonas2e3

2017-00435 4 1 1 2 1 1
2016-10074 3 1 1 1 1 1
2016-33578 5 1 1 1 1 1
AP20-11370 9 1 0 1 0 1
2017-29103 7 1 1 1 1 1
2017-21430 13 1 1 2 2 1
AP18-7649 15 1 0 2 0 2
2017-16193 11 1 1 2 1 2
AP18-8347 14 1 1 1 1 1
AP18-17989 11 1 1 1 1 1
AP19-6119 16 1 2 1 2 1

21-6572 14 1 1 2 1 1
AP19-15731 31 1 1 1 1 1
AP18-15160 20 1 1 1 1 1
2017-35700 22 1 1 2 1 2

AP21-44 41 1 1 1 1 1
AP19-5815 >12 1 1 1 1 1
AP20-9971 >12 1 1 2 1 1
AP19-25670 32 1 1 1 1 1
AP21-1074 47 1 1 1 1 1
AP19-17230 >12 1 1 1 1 1

21-3707 36 1 1 2 1 2

Abreviatura: tto, tratamento; Tx, transplante; CPI, célula progenitora isolada; EDI, estrutura progenitora
isolada; RD, reagdo ductular.



ANEXO D - Graus atribuidos a semiquantificacao da reagédo para CK7

Tabela 35. Graus atribuidos a semiquantificacdo da reacdo para CK7
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ID Paciente

Grupo

CPI
zona l

CPI
zonas2e 3

EDI
zonal

EDI
zonas 2 e 3

PY)
W)

AP19-15731
2017-00435
2017-16355
AP20-11370
AP18-15160
2017-21430
2017-35700
2016-10074
AP17-851
AP21-44
AP19-5815
AP20-7902
AP20-9971
AP19-14440
2016-11842
2016-391
AP18-7649
AP19-10890
2016-33578
2017-29103
AP19-25064
AP19-25670
2016-11988
AP21-1074
AP20-12079
2017-16193
AP19-17230
AP18-8347
2016-15692
AP18-17989
AP19-6119
2017-29874
AP17-3
2016-23870
2016-11838
AP20-10832
2017-23508
21-15422
21-6708
21-14113
21-3707
21-6572

Tratado
Tratado
Nao Tratado
Tratado
Tratado
Tratado
Tratado
Tratado
Néo Tratado
Tratado
Tratado
Né&o Tratado
Tratado
Né&o Tratado
Né&o Tratado
Né&o Tratado
Tratado
Néo Tratado
Tratado
Tratado
Néo Tratado
Tratado
Nao Tratado
Tratado
Né&o Tratado
Tratado
Tratado
Tratado
Nao Tratado
Tratado
Tratado
Nao Tratado
Nao Tratado
Nao Tratado
Né&o Tratado
Né&o Tratado
Né&o Tratado
Né&o Tratado
Né&o Tratado
Né&o Tratado
Tratado
Tratado
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ANEXO E - Graus atribuidos a quantificacdo dos marcadores imuno-histoquimicos de
subtipos de linfocitos

Tabela 36. Quantificacdo dos marcadores imuno-histoquimicos de subtipos de linfécitos

ID Paciente Grupo CD4 CD8 CD20 CD3
AP19-15731 Tratado 24,5 120,72 15,83 61,73
2017-00435 Tratado 15,64 162,15 52,97 203,75
2017-16355 Néo Tratado 40,65 441,54 121,82 455,08
AP20-11370 Tratado 1,52 60,78 15,35 18,09
AP18-15160 Tratado 47,88 298,31 12,58 47,82
2017-21430 Tratado 83,34 331,1 79,97 374,42
2017-35700 Tratado 8,76 92,36 18,02 101,99
2016-10074 Tratado 88,82 282,84 65,76 378,71
AP17-851 Nao Tratado 90,75 460,29 121,46 184,04
AP21-44 Tratado 4,57 288,35 43,36 245,73
AP19-5815 Tratado 22,02 175,2 23,62 160,25
AP20-7902 Néo Tratado 97,52 381,7 151,49 528,33
AP20-9971 Tratado 43,76 522,03 43,38 26,58
AP19-14440 Néo Tratado 173,19 347,9 22,09 38,09
2016-11842 Néo Tratado 31,15 348,4 120,92 392,29
2016-391 Néo Tratado 41,62 122,69 36,37 58,06
AP18-7649 Tratado 41,89 235,33 90,04 327,19
AP19-10890 Nao Tratado 173,05 196,15 32,8 143,28
2016-33578 Tratado 33,86 232,97 20,93 198,49
2017-29103 Tratado 14,97 173,57 10,81 264,25
AP19-25064 Nao Tratado 107,97 309,24 48,52 102,07
AP19-25670 Tratado 3,01 150 10,54 52,06
2016-11988 Nao Tratado 274,49 255,97 24,57 133,32
AP21-1074 Tratado 90,85 39,54 13,4 19,57
AP20-12079 Nao Tratado 40,28 151,25 17,62 103,1
2017-16193 Tratado 146,66 448,47 86,53 171,41
AP19-17230 Tratado 19,36 415,85 56,9 324,49
AP18-8347 Tratado 16,74 171,54 89,43 238,78
2016-15692 Nao Tratado 32,8 344,91 61,34 136,61
AP18-17989 Tratado 3,89 469,77 18,16 26,53
AP19-6119 Tratado 51,48 321,16 18,98 145,95
2017-29874 Nao Tratado 58,24 719,18 20,1 557,71
AP17-3 Nao Tratado 63,89 414,87 86,3 535,02
2016-23870 Nao Tratado 15,64 586,3 42,72
2016-11838 Nao Tratado 31,29 173,24 73,42 271,45
AP20-10832 Nao Tratado 60,96 254,56 38,92 349,76
2017-23508 Nao Tratado 29,01 120,72 15,83 61,73
21-15422 Nao Tratado 238,65 162,15 52,97 203,75
21-6708 Nao Tratado 255,28 441,54 121,82 455,08
21-14113 Nao Tratado 201,49 60,78 15,35 18,09
21-3707 Tratado 86,03 298,31 12,58 47,82
21-6572 Tratado 23,82 331,1 79,97 374,42
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ANEXO F — Graus atribuidos a semiquantificacdo da imunoexpressdo de PD-1 e FOX-P3

Tabela 37. Graus atribuidos a semiquantificacdo da imunoexpressdo de PD-1 e FOX-P3

. PD-1 PD-1 FOX-P3 FOX-P3
ID Paciente Grupo Septal Centrolobular Septal Centrolobular
AP19-15731 Tratado 3 0 4 3
2017-00435 Tratado 4 1 3 1
2017-16355 Nao Tratado 2 1 2 1
AP20-11370 Tratado 2 2 3 3
AP18-15160 Tratado 3 2 4 2
2017-21430 Tratado 2 2 2 2
2017-35700 Tratado 3 2 2 1
2016-10074 Tratado 4 2 1 1
AP17-851 Néo Tratado 4 3 2 1
AP21-44 Tratado 2 2 3 2
AP19-5815 Tratado 1 0 2 1
AP20-7902 Nao Tratado 2 2 4 4
AP20-9971 Tratado 2 1 3 2
AP19-14440 Nao Tratado 4 2 3 2
2016-11842 Nao Tratado 3 2 1 1
2016-391 Néo Tratado 3 2 3 2
AP18-7649 Tratado 3 1 1 2
AP19-10890 Nao Tratado 2 1 2 1
2016-33578 Tratado 3 1 4 1
2017-29103 Tratado 3 2 4 2
AP19-25064 Nao Tratado 2 1 3 2
AP19-25670 Tratado 2 1 2 2
2016-11988 Nao Tratado 4 3 1 1
AP21-1074 Tratado 3 2 4 2
AP20-12079 Nao Tratado 1 1 1 1
2017-16193 Tratado 3 2
AP19-17230 Tratado 1 0 1 1
AP18-8347 Tratado 2 2 3 3
2016-15692 Nao Tratado 3 2 1 1
AP18-17989 Tratado 2 0
AP19-6119 Tratado 3 1 3 3
2017-29874 Nao Tratado 2 2 2 1
AP17-3 Né&o Tratado 3 2 2 2
2016-23870 Nao Tratado 2 1 1 0
2016-11838 Nao Tratado 2 1 1 1
AP20-10832 Nao Tratado 3 0 4 3
2017-23508 Nao Tratado 3 2 1 1
21-15422 Né&o Tratado 3 2 4 4
21-6708 Nao Tratado 4 3 2 2
21-14113 Né&o Tratado 3 2 2 2
21-3707 Tratado 2 2
21-6572 Tratado 3 1 2 1




