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RESUMO

Assato AK. Avaliagdo de marcadores histologicos e imuno-histoquimicos em
amostras hepaticas de pacientes soropositivos para hepatite C com énfase aos
padrbes de vasos sanguineos e linfaticos [dissertagao]. Sdo Paulo: Faculdade de
Medicina, Universidade de S&o Paulo; 2021.

INTRODUGAO: A Hepatite C cronica é problema relevante de Saude Publica,
mesmo diante da eficacia do tratamento com antivirais de acéo direta, sendo ainda
preciso conhecer melhor a evolugdo das alteragdes histologicas e das
manifestagdes clinicas. OBJETIVOS: analisar os principais aspectos histologicos de
lesdo hepatica na Hepatite C crénica e, quando coexistentes, os relacionados a
doenca gordurosa; comparar a histopatologia nos pacientes infectados pelo
gendtipo 1 ou pelo gendtipo 3 do VHC; quantificar pela imuno-histoquimica os brotos
sanguineos e linfaticos e os vasos sanguineos e linfaticos “maduros” nos diversos
compartimentos do Iébulo hepatico; comparar a distribuicdo dos vasos sanguineos
e linfaticos com as variaveis histolégicas de lesdo hepatica atribuiveis ao VHC e a
doenca gordurosa. MATERIAIS E METODOS: Amostras obtidas por bidpsias
hepaticas de 72 casos com hepatite C cronica foram reavaliadas com
semiquantificagdo das alteragdes estruturais relativas a "estadiamento estrutural" e
"atividade necroinflamatéria”. Reagdes imuno-histoquimicas foram realizadas com
os anticorpos anti-CD34 (QBend), anti-podoplanina (D2-40), anti-actina de musculo
liso (1A4). A pesquisa de associagao entre as variaveis imuno-histoquimicas, os
critérios histologicos e o gendtipo foi realizada através do teste Qui-quadrado.
RESULTADOS E DISCUSSAO: Os diferentes graus de alteracdes estruturais e de
atividade necroinflamatéria estiveram bem representados nesta casuistica (57%
casos apresentando formas iniciais (FO-F1-F2) e 43% formas avancadas (F3-F4) e
as reagbes imuno-histoquimicas delinearam com precisdo brotos e vasos,
permitindo as pesquisas de associagdo com as variaveis histolégicas. Merece
destaque o fato de, dentre todos os padroes de alteragdes histolégicas, apenas a
presenca de esteatose mostrou-se significativamente mais elevada nos casos
infectados com o gendtipo 3 do VHC. O estudo imuno-histoquimico detectou
paralelismo entre o numero de brotos e de vasos sanguineos em cada

compartimento, corroborando evidéncias prévias que demonstram a morfogénese



dos vasos maduros a partir de brotos. O numero desses dois padrbes de vasos
sanguineos portais aumentou em paralelismo com a progressdo das alteragdes
estruturais e com diversos marcadores da atividade necroinflamatéria portal,
periportal e parenquimatosa, reforgcando a intima associagéo entre a angiogénese e
a atividade inflamatdria na hepatite crénica C. De outra parte, ndo houve paralelismo
entre a neoformagao de vasos, os marcadores de doenga gordurosa e o gendtipo
viral. Intrigante observacédo foi o crescimento do numero de vasos de parede
muscularizada nos espagos-porta principalmente em fases tardias da progressao
das alteragdes estruturais (F3-F4), devendo estudos futuros abordar os mecanismos
relacionando tais alteragbes com o surgimento de hipertensdo portal. A
quantificagcdo dos brotos sanguineos no parénquima mostrou-se diretamente
relacionada a dos vasos completos. Tais vasos completos no parénquima podem
refletir a capilarizagdo dos sinusodides e mostraram-se associados a progressao das
alteragbes estruturais, precedendo mesmo a cirrotizagdo. Ressalte-se aqui a
auséncia de associagado da quantificagdo dos brotos ou dos vasos sanguineos no
parénquima com os diversos marcadores de atividade necroinflamatéria ou de
doenga gordurosa aqui estudados. Com relagédo ao estudo dos vasos linfaticos,
capitulo importante no qual o presente estudo parece estar entre os pioneiros, a
quantidade de brotos e de vasos linfaticos maduros portais mostrou grande
paralelismo, assim como haviamos detectado entre brotos e vasos sanguineos.O
aumento do numero tanto de brotos como de vasos linfaticos portais mostrou
associacao direta com a progresséao das alteragdes estruturais e ao grau de infiltrado
inflamatorio portal/septal e com a atividade necroinflamatéria parenquimatosa, mas
n&o com o o grau de atividade periportal/periseptal. CONCLUSOES: A identificagéo
de brotos e vasos sanguineos e linfaticos por métodos imuno-histoquimicos e sua
quantificacdo demonstrou o paralelismo entre a formacao dessas duas classes de
vasos, especialmente no compartimento portal, e a progressdo de alteragdes
estruturais, sendo a neoangiogénese detectada mesmo antes da caracterizagao

histologica da cirrose.

Descritores: Hepatite C cronica; Imuno-histoquimica; Vasos sanguineos; Vasos

linfaticos; Linfangiogénese; Neovascularizagao patologica; Figado; Patologia.



ABSTRACT

Assato AK. Evaluation of histological and immunohistochemical markers in liver
samples from hepatitis C seropositive patients with emphasis on patterns of blood
and lymph vessels [dissertation]. Sdo Paulo: “Faculdade de Medicina, Universidade
de S&o Paulo”; 2021.

INTRODUCTION: Chronic hepatitis C is a relevant public health problem, even after
the introduction of treatment with direct-acting antivirals, since, despite the high rate
of virus (HCV) elimination, better understand of the evolution of histological changes
and clinical manifestations are still required. OBJECTIVES: to analyze the main
histological aspects of liver injury in chronic Hepatitis C, also searching for markers
of fatty liver disease; to compare histopathology in patients infected by HCV
genotype 1 versus genotype 3; to quantify by immunohistochemistry the blood and
lymphatic sprouts and the "mature" blood and lymphatic vessels in the various
compartments of the hepatic lobule; to compare the distribution of blood and
lymphatic vessels with the histological variables of liver injury attributable to HCV and
fatty liver disease. MATERIALS AND METHODS: Samples obtained by liver
biopsies from 72 cases with chronic hepatitis C were reevaluated with
semiquantitation of structural changes regarding "architectural staging" and
"necroinflammatory activity." Immunohistochemical reactions were performed with
anti-CD34 (QBend), anti-podoplanin (D2-40), anti-smooth muscle actin (1A4)
antibodies. The association between immunohistochemical variables, histological
criteria and genotype was searched through the Chi-square test. RESULTS AND
DISCUSSION: The different degrees of structural changes and necroinflammatory
activity were well represented in this casuistic (57% cases presenting early forms
(FO-F1-F2) and 43% in advanced forms (F3-F4)) and the immunohistochemical
reactions accurately delineated sprouts and vessels, allowing the research of
association with the histological variables. Regarding genotypes, it is noteworthy
that, among all patterns of histological changes, only the presence of steatosis was
significantly higher in cases infected with HCV genotype 3. The quantification of
vascular markers by immunohistochemistry allowed detecting relevant parallelism
between the number of sprouts and blood vessels in each compartment,

corroborating previous evidence that demonstrates the morphogenesis of mature



vessels starting from sprouts. These two patterns of portal blood vessels showed
progressive increase in their number in parallel to the progression of architectural
changes and portal, periportal, and parenchymal necroinflammatory activity,
reinforcing the close association between angiogenesis and inflammatory activity in
chronic hepatitis C. On the other hand, there was no parallelism between vessel
neoformation, markers of fatty disease, and viral genotype. Intriguing observation
was the growth in the number of muscularized wall vessels in the portal spaces
mainly at late stages of the progression of architectural changes (F3-F4), and future
studies should approach the mechanisms relating such changes to the emergence
of portal hypertension. The quantification of blood sprouts in the parenchyma was
shown to be directly related to that of complete vessels. Such complete vessels in
the parenchyma may reflect the capillarization of sinusoids and were associated with
the progression of architectural changes, even preceding cirrhosis. We highlight the
absence of association of the quantification of sprouts or blood vessels in the
parenchyma with the various markers of necroinflammatory activity or fatty disease
studied here. Concerning the study of lymphatic vessels, a major subject contribution
in the present study, the quantity of sprouts and mature portal lymphatic vessels were
highly associated, corroborating, as we had detected with blood vessels, the intimate
relationship of sprouts and lymphatic vessels. The increase in the number of both
sprouts and portal lymphatic vessels showed direct association with the progression
of structural changes, with the degree of portal/septal inflammatory infiltrate and with
parenchymal necroinflammatory activity, but not with the degree of
periportal/periseptal activity. CONCLUSIONS: The identification of sprouts and
blood and lymphatic vessels by immunohistochemical methods and their
quantification demonstrated the parallelism between the formation of these two
classes of vessels, especially in the portal compartment, and the progression of
structural changes, neoangiogenesis being detected even before the histological

characterization of cirrhosis.

Descriptors: Hepatitis C, chronic; Immunohistochemistry; Blood vessels; Lymphatic

vessels; Lymphangiogenesis; Neovascularization, pathologic; Liver; Pathology.
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Os dois grandes temas desta dissertacdo sao: o estudo das alteragdes
vasculares sanguineas e linfaticas no figado nas diversas fases (estadios) da
hepatite C crbnica e secundariamente alguns aspectos da fibrogénese hepatica.
Para melhor compreendé-los, iniciamos revendo alguns aspectos da anatomia e

histologia normal do figado.

1.1. ASPECTOS DA ANATOMIA VASCULAR DO FiGADO
NORMAL

1.1.1. Vasos sanguineos

O figado é a maior glandula do corpo humano e é responsavel por manter
a homeostasia metabdlica, possuindo diversas fun¢des importantes.’

Sua anatomia consiste em quatro lobos (direito, esquerdo, quadrado e
caudado) recebendo sangue arterial da artéria hepatica e sangue venoso da veia
porta e apresentando sistemas de drenagem venoso e biliar préprios. Dentre
suas fungdes, estdo o armazenamento de produtos importantes e de fonte de
energia, producao de combustiveis celulares, de proteinas plasmaticas e de
fatores de coagulagao, producéo de acidos biliares, metabolismo de toxinas e
drogas, excregdo de acidos graxos. '

Localiza-se no quadrante superior direito do abdome, no interior da
cavidade peritoneal, abaixo do diafragma e sob a caixa toracica.'?

O figado pesa, nos adultos, cerca de 1.400 g a 1.600 g sendo recoberto
por uma capsula fibrosa. Recebe em média 1.500 ml de fluxo sanguineo por
minuto, através do sistema venoso da veia porta (cerca de 60% a 70% do fluxo
sanguineo hepatico) que drena o sangue venoso vindo do estbmago, pancreas,
baco, intestino delgado e intestino grosso, trazendo assim as substancias
absorvidas na alimentagcdo que serdo metabolizadas pelos hepatdcitos e
também através do sistema arterial da artéria hepatica (30% a 40% do fluxo
sanguineo), que leva oxigenagao ao figado e irriga o sistema biliar. Esses dois
grandes sistemas vasculares entram no aspecto inferior do figado através do hilo
ou porta hepatica. No interior do figado, os ramos da veia porta, artéria hepatica
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e ductos biliares seguem em paralelo incluidos nos tratos portais, com
ramificacdo variando entre 17 a 20 ordens.’

O sangue arterial e venoso chegam separados ao figado, mantendo-se
assim separados ao longo das ramificagdes dos tratos portais e s6 vao se
misturar nos sinuséides dos l6bulos hepaticos, em sua trajetoria que se inicia em
zona 1 periportal até zona 3, ao redor da vénula hepatica terminal/veia
centrilobular. A caracteristica parede fenestrada/descontinua dos sinusdides
parcialmente revestidos por células endoteliais permite a intima comunicacéo
entre o sangue ai circulante e as traves/ placas de hepatdcitos. As veias
hepaticas centrais (centrolobulares) drenam para a veia supra-hepatica,
tributaria da veia cava inferior, retornando assim a circulagao sistémica.?

Os sinusodides possuem papel importante na manutencao das fungdes do
figado e possuem 4 tipos celulares principais: as células endoteliais sinusoidais,
que representam 70% de todas as células, as células de Kupffer, as células
estreladas e as células pit, linfécitos com caracteristicas de células “natural
killers”. 34

Ao contrario das arteriolas, os sinusdides ndo possuem camada média
muscular ou lamela elastica. Através de sua parede fenestrada ocorre a
transferéncia de oxigénio, gas carbbnico, &agua, solutos, substratos,
macromoléculas e metabdlitos do sangue para os tecidos e vice e versa. Os
sinusdides sdo compostos por uma unica camada de células endoteliais
apoiados por incompleta membrana basal. As células endoteliais sdo poligonais
distribuidas longitudinalmente ao fluxo sanguineo. O nucleo das células
endoteliais ficam na direcdo do lumen e o citoplasma possui poucas organelas.
As células endoteliais sdo presas entre si por zénulas de oclusdo que permitem
a passagem variavel de macromoléculas de acordo com o tipo de vaso e sao
envolvidas por células de Ito, também conhecidas como “células estreladas” ou
pericitos, células mesenquimais que d&o suporte estrutural e podem regular o
fluxo sanguineo pois contém varias formas de miosina. Possuem lamina basal
propria que pode se fundir com a lamina basal das células endoteliais. Os
pericitos podem ser vistos por microscopia eletrénica ou por reacdes imuno-
histoquimicas para deteccéo de actina, especialmente a isoforma a (actina de

musculo liso vascular). Os pericitos provavelmente estdo envolvidos na sintese
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da membrana basal vascular e, por terem miosina, actina e tropomiosina em seu
citoplasma possivelmente exercem funcdo contratil, participando também da
fibrogénese perissinusoidal em varios processos patologicos que acometem o
figado. 56

As células de Kupffer sdo os macréfagos residentes nos sinusodides
hepaticos e ficam intercaladas com as células endoteliais e estdo ligadas na
barreira endotelial funcionando como sentinela no limen.%8

As chamadas “células pit” s&o linfocitos granulares grandes com atividade
“natural killer”, domiciliadas na luz dos sinusdides, em contato com as células
endoteliais e com as células de Kupffer.*>6

Entre a parede sinusoidal e a superficie sinusoidal dos hepatdcitos, ha o
espaco de Disse, parcialmente circundado pelos microvilos das membranas na
face sinusoidal do hepatdcito contendo componentes da matriz extracelular.>®

O conjunto dessas células forma uma unidade morfologica e funcional,
essencial para as fungbes metabdlicas exercidas principalmente pelos
hepatocitos, bem como para a resposta imunoldgica, anti-infecciosa e anti-

tumoral que ocorrem no parénquima hepatico.’

1.1.2. Vasos Linfaticos

Os vasos linfaticos, semelhantes aos capilares sanguineos quando vistos
através de microscopia optica convencional, estdo presentes na maioria dos
tecidos, e raramente na medula Ossea, sistema nervoso central, cartilagem
articular, cérnea, unhas e epidermes. Os vasos linfaticos séo tubulos de fundo
cego e possuem um diametro largo no comego e com fechamento no final e
anastomosam livremente (comunicagdes diretas entre vasos).>®

Os vasos linfaticos tém como fungao retornar a linfa, o fluido dos espacos
intersticiais para o sangue. Diante dos recentes avangos nos estudos do
intersticio, proposto por Benias et al.® e por Cenaj et al.? como uma rede de
canais contendo liquido intersticial interligando os diversos érgaos, com reflexos
na resposta inflamatdria sistémica e na disseminac¢do tumoral, pode-se prever

para um futuro proximo o crescimento nas pesquisas voltadas para a inter-
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relacdo do intersticio e da rede de vasos linfaticos nas diversas condicdes
fisioldgicas e patoldgicas.®®

Os pequenos vasos linfaticos tém uma lamina basal incompleta, sem
pericitos e sem jungdes justas, permitindo a passagem de proteinas maiores,
restos celulares e microorganismos. Os canais linfaticos possuem numerosas
valvulas e sao sempre levemente distendidas nestes locais, mostrando ter uma
aparéncia levemente frisada.>®

Os vasos linfaticos maiores possuem uma camada média muscular que
nao tem divisdo clara em camadas circular e longitudinal. Apresentam maior
numero de valvulas no interior. Assim como as veias, necessitam de ajuda
externa sobre as paredes, portanto a contragao ritmica da musculatura lisa da
parede das veias linfaticas maiores ajuda a impulsionar a linfa na diregdo do

coracgo.>®

1.2. ANGIOGENESE

Muitos mecanismos moleculares de angiogénese sao comuns ao figado
e a outros orgaos. A angiogénese fisiolégica hepatica ocorre durante a
regeneracgao do figado, induzindo a formagdo de novos sinusoides funcionais
enquanto a angiogénese patologica ocorre devido a ativagdo cronica da
cicatrizacao do tecido e inflamagéo cronica.'%11.12

Como comumente ocorre nas doengas crénicas do figado, a hepatite pelo
virus C é caracterizada pela fibrose e inflamacao, além da situacao particular e
potencialmente danosa da formacao de estruturas vasculares capilarizadas em
substituicdo aos sinusoides.’0:11.13

A angiogénese € um processo de formagdo de novas estruturas
vasculares a partir de uma preexistente ou através de intussuscepc¢ao, sendo
importante na patogénese das doengas e um potencial alvo terapéutico.’®!

A formagao de novos vasos € marcada por diversos eventos: migragao de
células endoteliais, formacé&o de brotos, proliferacdo endotelial, jungédo de brotos
e maturagdo dos vasos.'0.14.15

A hipoxia é um dos fatores que levam tanto a angiogénese como a

fibrogénese, pois uma grande quantidade de matriz extracelular é sintetizada e
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acumulada, e o tecido fibrético forma resisténcia ao fluxo sanguineo e a entrega
de oxigénio exigindo que a artéria hepatica tenha uma contribuigdo maior para a
formagéo de sangue sinusoidal.'%.12.13

Assim, o fluxo sanguineo sinusoidal torna-se progressivamente
arterializado pressionando os hepatdcitos a se ajustar a uma concentragéo
elevada de oxigénio. A capilarizagado leva a diminui¢cao da difusdo do oxigénio
dos sinusoides para os hepatodcitos levando a regulagao da via pro-angiogénicas.
A resisténcia ao fluxo sanguineo eleva a pressdo sanguinea nos vasos portais
gerando uma complicagdo chamada hipertens&o portal.'0.11.13,16

A angiogénese € estimulada pela hipoxia através da sinalizagdo mediada
pelos fatores de transcricdo induziveis por hipoxia (HIFs) e pela inflamagdo. Os
HIFs induzem e aumentam a vasodilatacado através da elevagao da expresséao
dos fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) responsavel pela
modulagao e numero de fenestras das células endoteliais sinusoidais do figado
com participagdo do oxido nitrico (regula o fluxo e tonicidade vascular) e as
plaquetas e leucdcitos como mondcitos, macrofagos, plaquetas, mastocitos e
outras células do processo inflamatério liberam citocinas que atraem mais
células pro-inflamatérias. A formacdo de novos vasos depende de varios
processos de efetores moleculares que sio regulados.’011.13.17

A diminuicéo e redistribuicdo de moléculas de adesao levam a perda de
contato interendotelial permitindo o extravasamento de proteinas plasmaticas,
as quais, juntamente com os componentes da matriz extracelular (ECM) formam
uma ponte para a migragéo das células endoteliais (EC).1011.13

O aumento dos receptores do fator de crescimento de plaquetas nos
sinusoides e células perisinusoidais nas areas periportais facilita e estabiliza as
condigbes que permitem a proliferacdo e migragao das ECs. 10.11.17.18,19,20

O VEGF se liga ao seu receptor 2 do fator de crescimento endotelial
vascular (VEGFR-2) e as células endoteliais abandonam o estado de
quiescencia para migrarem em diregéo a fonte de VEGF.'82

A proliferacdo de células endoteliais comeca a ocorrer em resposta aos
fatores de crescimento secretados pelas células endoteliais, pelas células
estreladas, células de Kupffer, hepatdcitos e leucdcitos, participando também do
processo outros fatores de crescimento de fibroblastos acidos e basicos tais
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como fator de crescimento de hepatdcitos (HGF) e fator de crescimento
transformador (TGF).10.11.13.18

As células endoteliais ao se proliferarem passam a formar brotos
angiogénicos. Na ponta dos brotos reside a célula da ponta (tip cell) que dirige e
guia os vasos em crescimento.?!

A tip cell é regulada pelo gene Notch e seu ligante. As células do talo (stalk
cells) dos brotos se proliferam de forma polarizada e seguem a célula da ponta
além de fornecer mais células para a base dos brotos formando uma estrutura
alongada (Figura 1).1821

Para a formacéao do lumen, as células endoteliais se ligam umas as outras
para que os pericitos € a membrana basal formem um novo vaso com a
reconstrucdo e depodsito da matriz extracelular simultaneamente, para

posteriormente haver a maturagéo de novos vasos. 822

VEGF

TIP CELL

FONTE: Autoria prépria

Figura 1 - Esquema do processo angiogénico. A: O fator pré-angiogénico VEGF inicia
0 processo angiogénico a partir de vasos pré-existentes. B: O broto angiogénico forma-
se com a célula da ponta (em azul) e o seu fildpode saliente tentando alcangar a origem
de VEGF com a ajuda das células do talo que estéo se dividindo (em verde). C: Varios
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brotos angiogénicos podem se formar com apenas uma unica fonte de VEGF. D: A fusao
dos brotos angiogénicos (anastomose) é facilitada por macrofagos (em cor lilas) e
resulta na rede vascular completa

As células periendoteliais sao essenciais para a maturagao endotelial dos
novos vasos. Durante a "miogénese vascular", as células murais estabilizam os
novos vasos inibindo a proliferagdo endotelial e a migracéo, e estimulando a
producao de matriz extracelular. Proporcionando um controle hemostatico e
protegendo o novo endotélio dos vasos contra ruptura ou regressao, pois os
vasos rompem mais facilmente, se ndo estiverem revestidos por células

musculares lisas.??

1.2.1. Aspectos da angiogénese relacionada a Hepatite C

O VHC induz a angiogénese por ativagao de muitas vias e é considerado
um elemento crucial no papel patogénico. Proteinas do core viral, do envelope
E3 e as proteinas NS3, NS4 e NS5 desempenham um papel de perturbacéo nas
jungdes interendoteliais e induzem a disfungdo mitocondrial, resultando na
producao de espécies reativas de oxigénio e levando a producédo do fator
induzivel por hipodxia 1 alfa (HIF-1a.).10.11.13

Na capilarizagao dos sinusoides estdo envolvidas alteracdes fenotipicas
das células endoteliais, perda de fenestracdes e depdsitos de membrana basal,
aléem de mudancgas nas interagdes entre célula-célula e célula-matriz nos
sinusoides hepaticos. Essas alteracbes causam complicagdes com hipertensao
portal, insuficiéncia hepatica e inclusive propiciam condi¢des teciduais propicias
para o desenvolvimento de carcinoma hepatocelular.® A producao local de 6xido
nitirico (NO) resultante de uma super expressao de oxido nitrico induzivel pode
participar da angiogénese induzindo a vasodilatagdo. O VEGF e o HGF tém
expressao aumentada nas hepatites cronicas, elevando a permeabilidade
vascular.’®1.13  Ag células do infiltrado inflamatério, principalmente os
macrofagos expressam o fator de crescimento de plaquetas, que favorecem o
recrutamento das células estreladas, cujo processo de ativagdo, caracterizada
pela proliferagcdo e transformacdo em miofibroblastos, leva a expressao

citoplasmatica de actina do musculo liso alfa e a sintese de colageno, com a
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consequente fibrose, caracteristica importante das doencas crénicas hepaticas.
10,11,19,20,24

Sob o ponto de vista do metabolismo, varias adipoquinas, como
reguladoras da fibrogénese, eventos metabdlicos e condi¢gdes inflamatdrias,
estdo envolvidas na progressao da doenga e exercem atividade pré angiogénica.
25 Os niveis séricos de leptina sdo altos na hepatite C e estdo envolvidos com o
grau de fibrose e angiogénese.’32°

O presente estudo né&o teve a fibrose como objetivo principal de analise,
apenas aborda alguns de seus aspectos essenciais no estadiamento da doenga
e sua relagdo com a angiogénese sanguinea e linfatica, na mesma linha de
estudos recentemente proposta por Guido et al.?® Sob esta abordagem, além da
deposi¢ao de matriz extracelular rica em colageno, a fisiopatologia da cirrose é
compreendida essencialmente a partir de alteracbes na microvasculatura e
macrovasculatura do figado, incluindo lesées como a capilarizagdo dos
sinusoides, formacao de desvios anastomoticos pré e pds sinusoidais e perdas

de ramos da veia porta.'%26:27

1.3. LINFANGIOGENESE

1.3.1. Aspectos morfoldégicos e moleculares da formagao

de vasos linfaticos

O sistema linfatico mantém a homeostasia dos tecidos recolhendo o
excesso de fluido dos tecidos e devolvendo a circulagdo sanguinea,
proporcionando um ambiente propicio para que as células imunes encontrem e
respondam aos antigenos nos tecidos linféides periféricos. Possui papel
fundamental na absorcéo e transporte de lipidios e principalmente no transporte
de componentes celulares apoptéticos, antigenos e células apresentadoras de
antigenos da periferia para os linfonodos que s&o cruciais para a imunidade inata
e a imunidade adquirida.28:2%.30.31

O fator de transcricao prospero homeobox 1 protein (Prox1) é expresso
restritamente em uma subpopulagdo de células endoteliais sanguineas

embrionarias na parede da veia cardinal anterior.32
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As células endoteliais sanguineas dao origem ao sistema vascular
linfatico por meio de brotamento e germinagao do grande saco linfatico jugular.
Sao polarizadas (as células endoteliais fluem juntas ao longo do caminho) na
localizagdo inicial e na subsequente migragdo, sugerindo que haja algum
mecanismo de guia envolvido no processo.®? Wigle e Oliver®?, em estudo
experimental com camundongos “nulos” para Prox1 demonstraram que na falta
de Prox1, o brotamento e a germinagao sao interrompidos e consequentemente
sdo desprovidos de sistema linfatico. Entretanto a vasculogénese e a
angiogénese do sistema vascular sanguineo nao sao afetadas, concluindo que
o sistema vascular sanguineo e linfatico se desenvolvem de forma independente.

O fator de transcrigdo Prox1 pode regular o fenétipo de células endoteliais
sanguineas e ceélulas endoteliais linfaticas e a expresséao elevada de Prox1 induz
a mudanca de expressao dos genes dos dois tipos de células endoteliais. Na
auséncia de Prox 1, o fenétipo encontrado foi de células endoteliais sanguineas
e a expressao de Prox1 é o segredo da especificidade no fenotipo das células
endoteliais linfaticas. A expressdo de Prox1 nas células endoteliais primarias
promove a regulagao do receptor 3 do fator de crescimento endotelial vascular
(VEGFR-3 ou FIt4) atuando como um indutor de proliferagdo celular e fator
determinante no destino das células endoteliais linfaticas.33:34

A subpopulacao de células endoteliais sanguineas sai da veia cardinal por
brotamento. Essas células brotam apo6s estimulo mediado por Prox1 e se tornam
células endoteliais linfaticas, comegando a expressar podoplanina e VEGFR-3.
A expressao permite a diferenciacdo molecular das células endoteliais
progenitoras da veia cardinal (Prox1+) e células endoteliais linfaticas especificas
fora da veia cardinal (Prox1+, podoplanina+, VEGFR-3+). As células endoteliais
linfaticas se afastam da veia cardinal dorsalmente e se juntam no tecido
mesenquimal para formar uma estrutura capilar na regido anterior do embriao.
Deste modo as células endotelias linfaticas especificas podoplanina+
organizam-se numa estrutura semelhante ao saco linfatico.®®

Estudos imuno-histoquimicos feitos por Ji e Kato 36:37:38 rglataram que os
vasos sanguineos frequentemente acompanham a rede linfatica, mas ha

diferengas estruturais dos vasos dependendo do tipo de funcao e tecido.
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O estudo de Francois et al.? realizado em embrido de rato por meio de
tomografia, microscopia confocal e a imagem in vivo permitiu observar as trés
fases-chaves da morfogénese vascular linfatica. Os resultados indicam que o
desenvolvimento dos sacos linfaticos iniciais envolvendo a orientagdo, e o
crescimento de agrupamentos (“clusters”) pré-linfaticos de células progenitoras
endoteliais linfaticas a partir da veia cardinal, ndo € o unico mecanismo pelo qual
a vasculatura linfatica € gerada no embrido.

Observou-se naquele estudo que a morfogénese do saco linfatico é
precedida pelo mecanismo de brotamento mais convencional envolvendo a
migragcado de precursores linfaticos individuais ou grupos para longe das veias
cardinais. Entretanto as células linfaticas endoteliais migratérias podem ser
capazes de se destacar umas das outras, explorando o seu ambiente até
estabelecer ligagdbes umas com as outras em resposta aos estimulos
apropriados. Sugerem, assim, aqueles autores que, em contraste com o conceito
de angiogénese por brotamento, os vasos linfaticos ndo crescem apenas pela
proliferagédo brotos linfangiogénicos guiados pela célula da ponta.

Em geral, os vasos linfaticos no pds-neonatal sdo quiescentes e a
linfangiogénese ocorre geralmente em condi¢cdes patoldgicas como reparagcéo
de tecidos, inflamacdo, e condicdes relacionadas com tumores.?® Nossa
expectativa € que os recentes avangos no conhecimento da rede de
comunicacado das estruturas do intersticio propulsionem novos experimentos
relacionados a linfangiogénese diante dos processos inflamatérios, bem como

sua relacdo com a formacao e a disseminagéo de neoplasias.®®

1.3.2. Marcadores imuno-histoquimicos de endotélio

linfatico

Dentre os marcadores universais de endotélio, identificando tanto os de
vasos sanguineos como de linfaticos, destacam-se CD31, CD34, fator de von
Willebrand, FLI — 1 e ERG-1.4041:42

Em muitas ocasides, os capilares linfaticos sdo de dificil identificacao, ora

por se mostrarem colabados, ora porque, estando dilatados, tém parede



12
INTRODUCAO

delicada, com revestimento endotelial muito similar ao de pequenos vasos
sanguineos, apoiados em delicado tecido conjuntivo.?8-29.30.31

Tanto no estudo de doencgas inflamatérias como em neoplasias, a
discriminagdo entre vasos sanguineos e vasos linfaticos tem sido feita por
estudos imuno-histoquimicos através de marcadores para vasos linfaticos como
VEGFR3/FLT4, LYVE-1, Prox1, podoplanina (D2-40), CCL21, MMR1,
desmoplakin e integrina a9.3234:40,4143,44,45,46

Dentre os marcadores linfaticos, o que tem se demonstrado como o
marcador mais sensivel e especifico para o endotélio do vaso linfatico é a

podoplanina®’, que é, por isto, 0 marcador selecionado para o presente estudo.

1.3.2.1. Podoplanina — Marcador especifico de endotélio

linfatico

Podoplanina é uma glicoproteina transmembrana que tem a expressao
regulada pelo Prox1 e possui papel importante na formagdo da vasculatura
linfatica.3®

Schacht et al.*8 verificaram o papel da podoplanina no desenvolvimento
vascular e seu efeito na interrupgcdo do gene em camundongos. Aqueles com
delecdo do gene T1a/podoplanina morreram no nascimento por insuficiéncia
respiratoria e defeitos no sistema linfatico, caracterizados por diminuicdo do
transporte da linfa, linfedema congénito e dilatagcdo dos vasos linfaticos. Tais
alteragdes independem do desenvolvimento dos vasos sanguineos, que se
mostrou normal. Tal estudo em cultura de células indicou que a podoplanina
promove adesdo celular, migracdo e formacédo do tubo sugerindo que essa
glicoproteina é necessaria para regular os principais aspectos da formagao da

vasculatura linfatica.
1.3.3. Linfangiogénese hepatica
O figado, sendo um 6rgao altamente vascularizado, com amplo sistema

de sinusodides e espagos perivasculares que propiciam grandes trocas de

relevancia metabdlica para todo o organismo, tem importante participagdo no
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sistema linfatico, produzindo de 25 a 50% do total da linfa recebida pelo ducto
toracico.4353

Um dos pioneiros no estudo do sistema linfatico do figado foi Mall*®, que,
em 1901 realizou experimento, injetando gelatina colorida na veia porta de um
coelho e verificou que a gelatina percorreu primeiramente no espago
perisinusoidal (espago de Disse). Depois alcangou o espaco perilobular, que
ficou conhecido como “ espago do Mall”, e finalmente entrou nos vasos linfaticos
portais. Mall concluiu que os linfaticos do figado provém dos espagos linfaticos
perilobulares e que estes se comunicam diretamente com os espacos linfaticos
perivasculares. A linfa atinge aqueles espagos por um processo de filtracao
através de aberturas que estdo normalmente presentes nas paredes dos
sinusoides hepaticos. Os linfaticos maiores que acompanham a veia porta,
surgem entre os Iébulos préximos das suas bases, enquanto os linfaticos que
acompanham a veia hepatica ndo surgem dentro do I6bulo, mas em torno das
veias sublobulares maiores.

A reconstrucéo tridimensional dos linfaticos intrahepaticos feita por meio
de microscopia eletrénica por Yamamoto e Phillips®® demonstra que os linfaticos
formam muitas redes ao redor dos vasos portais e do ducto biliar. Os linfaticos
sao compostos principalmente de vasos retos e anastomose de ramos laterais
curtos. A bifurcacdo dos trajetos portais mostrou-se especialmente rica em
anastomoses. Ocasionalmente foram observadas oclusbées sugerindo a
existéncia de valvulas. Os linfaticos retos seguem paralelos ao trato portal e os
ramos laterais se comunicam com os retos, cujo numero varia conforme o
tamanho do trato portal.

O sistema linfatico hepatico € dividido em componente profundo e
superficial/subcapsular. A fracdo profunda coleta a linfa a partir os espacos
perivasculares intralobulares fazendo trajeto desde as regides centrilobulares
(zona 3) até os tratos portais. Ja o componente superficial, subcapsular recolhe
a linfa das partes convexa e inferior do figado. Esses dois componentes drenam
para os linfonodos hepaticos/celiacos.2829:30,51,52

A linfa hepatica contém 80% das proteinas presentes no plasma. As
proteinas sao filtradas através das fenestras dos sinusdides e vao para o espago
de Disse. Como nao ha evidéncias de capilares linfaticos no interior dos I6bulos,
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o fluido oriundo dos espacos de Disse fluem em sentido aos espacgos-porta
devido a diferengca da pressdo hidrostatica entre a veia porta ou capilares
arteriais e o espaco intersticial. Na regido de placa limitante, a linfa flui através
de espacos entre os hepatécitos da placa limitante (espagos pré-linfaticos ou
espacgos de Mall) drenando para os capilares linfaticos situados nos espacgos
porta.%2829.30.31.53 Qg estudos iniciais de Cenaj et al.® parecem promissores na
demonstracdo da interagcdo do intersticio com os linfaticos, gerando a
expectativa de maiores esclarecimentos acerca do papel das estruturas desta
transicdo em condigdes fisioldgicas e patoldgicas.

Os capilares linfaticos possuem paredes finas compostas de uma unica
camada de células endoteliais linfaticas (LEC). Possuem membrana basal
incompleta ou ausente e sdo recobertos por pericitos ou células murais.53

Os capilares linfaticos se juntam em vasos coletores, revestidos pelas
células endoteliais linfaticas que se apoiam em tecido conjuntivo com células
musculares lisas e membrana basal, os linfaticos coletores, que drenam o fluido
para os linfonodos no hilo hepatico, para os quais também conflui a linfa oriunda
do componente periférico/subcapsular. Ainda que menos relevante, existe
também um terceiro componente de vasos linfaticos que drenam fluido no
sentido inverso, acompanhando o trajeto das veias centrilobulares para as veias
hepaticas e convergem para grandes vasos linfaticos que atravessam ao longo
da veia cava inferior através do diafragma em diregdo aos linfonodos.28:29:53

O citoesqueleto endotelial linfatico é ligado a matriz extracelular adjacente
por meio de filamentos ancorados compostos de fios finos de fibras elasticas
altamente permeaveis. O citoesqueleto possui jungdes descontinuas “tipo botao”
e valvulas nas bordas por onde passa o fluido intersticial, macromoléculas e
células imunitarias.?®

A escassez de trabalhos envolvendo o comportamento do sistema
linfatico no figado e o mecanismo da linfangiogénese nas hepatites crénicas,
especialmente nas etapas que precedem a cirrose €, assim, mais uma motivagao

para a realizagao do presente estudo.
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1.4. HEPATITE C

As hepatites virais sdo problemas relevantes de Saude Publica. Dentre
elas, destaca-se aquela causada pelo virus da hepatite C (VHC) que segundo
dados de 2015 da Organizagao Mundial de Saude (OMS), é encontrada em 71
milhdes de pessoas no mundo, sendo cerca de 1,75 milhdes de novos casos por
ano.% So em 2013, estima-se que 700.000 pessoas morreram de hepatite C no
mundo. Paises da regido do mediterraneo oriental e regido europeia possuem
maiores taxas de prevaléncia. No Brasil, entre os anos de 2005 a 2009, um
estudo transversal estimou que cerca de 1,3 milhdes de brasileiros estejam
infectadas com o virus, representando em torno de 1,38% da populagao,
havendo maior taxa de prevaléncia nas regides sudeste e sul, destacando os
estados de Sdo Paulo e Rio Grande do Sul respectivamente.54:55.56,57.58,59,60,61

A transmiss&o ocorre por contato com o sangue, sendo que o modo de
transmissdo mais comum € o uso de drogas. Outros meios de transmissao sao
a infeccao perinatal, a sexual e o0 uso ou contato com materiais contaminados,
caso dos profissionais da saude, ou no caso de colocagdo de piercings e
tatuagens ou procedimentos dentarios e cirdrgicos.%%7

A hepatite C pode se manifestar usualmente entre 2 a 12 semanas apés
a exposic¢ao.57:62

Clinicamente, a infeccao pelo virus da hepatite C pode ocorrer de forma
assintomatica (85% dos casos) ou com sintomas leves na fase aguda ou na fase
crbnica, com pouca ou nenhuma alteracdo dos niveis séricos das enzimas
hepaticas.®?

Mesmo silenciosamente, o desenvolvimento da forma cronica pode
progredir para fases avangadas como a cirrose e o carcinoma hepatocelular
(CHC), gerando altos custos de tratamento, comprometendo a qualidade de vida
do paciente e até mesmo levar a o6bito. Por esta razado, € uma das indicacdes
mais frequentes para o transplante hepatico.56.57.60.64.65,66

Se a doenga for diagnosticada na fase aguda, ha chance de ocorrer uma
resposta viroldgica sustentada (RVS) ou cura espontanea. Salientam-se os
relatos de que pacientes com hepatite C aguda sintomaticos desenvolvem

infeccao crbénica entre 48 a 75% dos casos enquanto persiste a estimativa de
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que 85 a 90 % dos pacientes assintomaticos evoluam para a cronificagao e que

10 a 20% evoluam para cirrose em um periodo de 20 a 30 anos.626367.68

1.4.1. Hepatite C Crénica

O estado de infeccdo cronica é marcado pela presenca de anticorpos
séricos anti-VHC e da persisténcia do acido ribonucleioco (RNA) do virus no
sangue por mais de 6 meses apds o inicio da infecgao aguda. Nem sempre é
possivel ter precisao sobre o inicio da doenca, portanto o exame anatomo-
patolégico € parametro de grande importancia para o diagndstico das lesdes
hepaticas que efetivamente caracterizem hepatite crbnica, seus graus de
atividade necro-inflamatoria e o estadiamento do dano estrutural.®®

A hepatite C crénica pode evoluir por anos de forma lenta variando
clinicamente entre a forma assintomatica, a forma ativa com fibrose progressiva,
cirrose, e até mesmo o carcinoma hepatocelular. Além da diversidade genotipica
do VHC, da carga viral e da fonte de infecgdo, fatores do hospedeiro como o
desequilibrio entre as respostas dos linfécitos TCD4 Th1 e TCD4 Th2 podem
estar implicados na capacidade de erradicacédo do virus.50.63.69.70.71

Do ponto de vista clinico, a infecgao crbnica é bastante complexa, por
possuir multiplas fases evolutivas que, sob o ponto de vista anatomo-patologico,
sao representados por diversos graus de inflamagéo, necrose e dano hepatico,
resultando em diferentes progndsticos.5”:6°

Quando a hepatite cronica evolui para fase cirrética, nota-se nessa
progressdo um conjunto de alteragées micro e macroscépicas na estrutura e
funcionamento do figado. Destacam-se alteragdes fundamentais na
fisiopatologia que estdo relacionadas a progressao da doenga como, por
exemplo, as lesdes (capilarizacdo de sinusoides, formagdo dos desvios
anastomaticos pré e pos-sinusoidais e a trombose em ramos da veia porta). A
capilarizacao dos sinusoéides pode ainda ser apontada como essencial para a
identificacdo do inicio da formagao de neoplasia, principalmente o CHC, ja que,
diferente do figado normal e das etapas iniciais da cirrose, este possui

vascularizagdo predominantemente arterial 15727374
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1.4.2. Diagnéstico

Atualmente, o diagndstico baseado nos estudos soroldgicos e virologicos
moleculares, incluindo a genotipagem, acompanhados de avaliagao da rigidez
hepatica por métodos como o fibroscan, ultrassonografia ou ressonancia
magnética nuclear é suficiente para, no adequado contexto clinico-
epidemiologico, indicar o tratamento com os antivirais de acdo direta (DAA) com
respostas virais sustentadas superando 95% dos casos.”®’® Mesmo assim,
devido a comorbidades e variabilidade individual, em varios casos faz-se
necessaria a realizagdo de mais exames para a detecgdo do grau de
acometimento hepatico e eventuais alteragcdes progressivas ou regressivas tanto
do dano estrutural como da atividade necro-inflamatoria, além da avaliacdo de
caracteristicas pré-neoplasicas ou neoplasicas em nddulos que, pelos métodos
de imagem, mostrem-se maiores ou de cor ou textura diferente dos
demais.5769.77

A avaliacdo morfoldgica traz, ainda, relevantes informagdées em doencgas
hepaticas crbnicas e pode contribuir para a melhor compreensao da patogenia e
até selecionar biomarcadores potencialmente capazes de predizer aspectos
relacionados a resposta terapéutica e sugerir o prognostico de progressao da
infecgdo. Quando possivel, a comparacdo de séries de amostras obtidas por
bidpsias, permite a compreensao das diversas formas evolutivas das hepatites.

Especialmente no contexto de estudos académicos como esta
dissertacao, visando a analise da possivel interagdo entre os diversos aspectos
da patogénese das lesbes, os exames histopatolégicos e imuno-histoquimicos
de amostras obtidas por bidpsia hepatica persistem como essenciais.

A amostra hepatica deve ser cilindrica e longa, fornecendo maior precisao
diagnostica em amostras com mais de 1,5 cm, com pelo menos 10 espagos-
porta representados. Um estudo do professor Luiz Carlos Gayotto, com 1.873
bidépsias hepaticas, demonstrou que o diagndstico conclusivo abrangia os
fragmentos maiores que 1,0 cm e nado fragmentados, enquanto o diagndstico
sugestivo ou inconclusivo era mais frequentemente obtido pela analise de

espécimes fragmentadas menores do que 0,5 cm de comprimento.®°
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O estudo de Colloredo et al.”8, chama a atencdo para o quanto a
confiabilidade da amostra é afetada pelo tamanho nas hepatites virais crénicas.
Tal pesquisa constatou que quanto menor o comprimento da amostra, maior a
taxa de lesdes de baixo grau e o quase desaparecimento dos casos com lesdes
de graus mais altos. Também observou-se que a redugdo no diametro da
amostra produziu um numero menor de tratos portais completos, independente
do comprimento da amostra. Estudos recentes também tem afirmado a
importancia da qualidade da amostra com relag&o a obtengdo de amostras com
tamanho e calibre suficiente, para evitar que tanto o grau como o estadio seja
subestimado. Recente consenso publicado pela Associacdo americana para o
estudo de doencgas do figado (AASLD) recomendou recentemente que para o
diagnostico, graduagdo e estadiamento da doenca hepatica difusa néo
neoplasica, a bidépsia deve ser colhida com agulha de calibre 16 e ter pelo menos
2 a 3 cm de comprimento apresentando pelo menos 11 tratos portais completos.
Agulhas mais finas, de calibre 18, colnem amostra de 1 a 2 cm e sao utilizadas
para biopsia de lesdes hepaticas focais ou neoplasicas devido a preocupacéo

com a hemorragia de neoplasias hepaticas neovascularizadas (Figura 2).

5000 pm
'::
1

16-Gauge 18-Gauge

FONTE: Tublin ME, et al., 2018.

Figura 2 - Fotomicrografia mostram amostras de biopsia de figado obtidas usando
agulhas de calibre 16 (esquerda) e calibre 18 (direita)

A experiéncia internacional mostra que tendo a amostra o comprimento
e/ou a largura menores, ha clara tendéncia a subestimagao do grau e estadio da

doenca hepatica, sendo que tal questao pode interferir na indicacao terapéutica
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adequada.®%7".79 Como veremos adiante, as bidpsias realizadas na casuistica do
presente estudo usaram agulhas de calibre 16.

Apesar de amostras cirurgicas feitas com pingas ou em cunha coletarem
uma quantidade de material um pouco maior, s&o contra indicadas, pois geram
amostras subcapsulares, onde os espacos porta costumam ser naturalmente
maiores, acarretando na hipervalorizagdo do grau de fibrose hepatica.®®

O processo de avaliagdo morfolégica pode ser aprofundado no plano
molecular pelas técnicas de imuno-histoquimica (IHQ) que utilizam anticorpos
monoclonais ou policlonais contra os antigenos virais e outros direcionados a
cada tipo celular do proprio figado e da resposta inflamatdria.®°

Amostras de tecido colhidas por bidpsia podem ainda ser submetidas a
exames de hibridizagdo in situ, que permitem a identificacdo de sequéncias
especificas do RNA do VHC nos diversos componentes do tecido hepatico.?"

Atualmente, o desenvolvimento dos estudos de genética molecular
renovou o interesse na pesquisa de antigenos no tecido. Além de trabalhos
antigos de IHQ envolvendo a detec¢do dos antigenos virais que conseguiram
localizar componentes do VHC utilizando anticorpos produzidos in house, como
o de Nouri-Aria et al.8? e Nayak e Sathar®’, que relatavam baixa especificidade e
sensibilidade, ha relatos de anticorpos contra diversos produtos especificos de
cada regido génica do virus da hepatite C. Ainda que as tentativas de
padronizagao para uso na rotina diagnostica ndo tenham sido bem sucedidas em
varios centros, inclusive em nosso laboratério no LIM-14-HC-FMUSP, fica, ainda
hoje, a expectativa do desenvolvimento de novos esforgos para sua
padronizagcao em amostras de bidpsia de casos clinicamente relevantes, com
potencial de maior conhecimento da biopatologia da hepatite C e eventual
contribuicdo na compreensdao dos mecanismos de acdo e resisténcia aos
antivirais de agao direta cujo uso nos ultimos anos revolucionou o tratamento de
pacientes portadores do VHC.6781.83.84

Merece especial atencdo a possibilidade oferecida pela imuno-
histoquimica de detec¢ao de moléculas que permitam estudos de interesse da
patogénese das lesbes, como alguns importantes aspectos acerca da

angiogénese sanguinea e linfatica, motivos de analise na presente dissertacao.
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1.4.3. Genoétipos do Virus da Hepatite C

Além da grande variagao das fontes de infec¢do do virus da hepatite C e
da resultante diversidade de cargas virais que cada paciente recebe, a
diversidade genética dentre os virus da hepatite C detectados nos diversos
paises € identificada pela caracterizagdo dos genotipos virais, sendo bem
reconhecidos 7 gendtipos que diferem entre si através da sequéncia de
nucleotideos (31 a 34%) e também através da sequéncia de aminoacidos
(30%).85:86

No Brasil, foram encontrados 5 gendtipos: 1, 2, 3, 4 e 5. Os gendtipos
mais prevalentes sdo o tipo 1 (50 a 78%) e tipo 3 (11 a 43%) cuja propor¢ao varia
de acordo com a regido geografica. O genatipo tipo 2 € pouco prevalente (1 a
11%) enquanto os gendtipos tipo 4 e 5 sdo raramente encontrados (<1%).87:88:89

Segundo estudos realizados entre os doadores de sangue de S&o Paulo,
houve predominancia dos subtipos: 1a corresponde com 32 a 34,4% da
totalidade, enquanto 1b foi detectado entre 36,2% a 45,5% e 3a entre 18% a
24,2%. Os genotipos 4 e 5 foram raramente detectados.®%°1

Sendo os gendtipos 1 e 3 e seus subtipos 0os mais prevalentes tanto no
Brasil como em S&o Paulo, o estudo desta dissertagao focara principalmente em
casos de pacientes infectados por um desses dois genaotipos.

1.4.4. Histopatologia das Hepatites

Apesar do vocabulo “hepatite”, sob o ponto de vista semantico, abranger
todas as inflamagdes que, direta ou indiretamente acometem o figado, o conceito
histopatolégico de hepatite inclui um conjunto de lesbes necréticas e
inflamatorias que acometem o figado de modo difuso, embora com distribuicdo
heterogénea.®?

De modo geral, nas hepatites agudas, as lesbes sdo mais intensas no
parénquima, afetando os hepatdcitos de modo mais exuberante, sede principal
das infeccdes pelo virus C. Nas hepatites cronicas, predomina a inflamagao

portal e a atividade necro-inflamatéria de interface (periportal), apesar das lesdes
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parenquimatosas também estarem presentes em graus variados, geralmente
bem menos acentuadas que nas formas agudas.””-%?

Ainda que o estudo da histopatologia seja baseado em padrdes,
os dados nao sao de todo objetivos, pois dependem de variagdes intra e inter-
observador e também da heterogeneidade da distribuicdo das lesbes, sendo
importante salientar que a amostra obtida mediante pung¢do por agulha
representa apenas cerca de 1/100.000 do figado.®® Em busca de uniformizagéo
das interpretag¢des, foram apresentadas diversas classificagdes histopatologicas
das hepatites crénicas. Mesmo que cada classificacdo tenha aspectos
peculiares, em seu conjunto, todas as classificacbes, além dos critérios
estritamente definidores do diagndstico, propdem categorizar os seguintes
aspectos®:

a. estadiamento, ou seja, o quanto da estrutura lobular ja
foi comprometida.

b. atividade, ou seja, a graduagdo da necro-inflamacéao,
habitualmente detalhada quanto a atividade das lesbes portais, peri-portais e
parenquimatosas ou lobulares. Os sistemas de semi-quantificagdo sao variados,
sendo mais habituais aqueles em que cada variavel € semi-quantificada de 0 a
4. Como veremos adiante, no presente estudo os critérios de cada tipo de
alteracdo foram analisados individualmente e, as avaliagdes por categoria de
lesdo seguiram a recomendagdo das Sociedades Brasileiras de Patologia e de

Hepatologia (SBP+SBH), conforme publicagdo de Gayotto et al.%

1.4.4.1. Peculiaridades da histopatologia da Hepatite C

Aspectos histopatolégicos mais habitualmente encontrados nas
infecgdes pelo VHC incluem infiltrado linfo-histiocitario, intralobular e porta
maiores que os das demais hepatites virais, principalmente a Hepatite B, sendo
também mais exuberante a hipertrofia e a hiperplasia das células sinusoidais e
de Kupffer. Desde antes do descobrimento do proprio VHC, as entdo chamadas
“hepatites crénicas ndo A-nao B” ja eram reconhecidas histologicamente pela
maior frequéncia de agregados linféides portais, ndo raramente dando origem a

foliculos linféides, com centros germinativos variavelmente desenvolvidos.
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Diferente das hepatites por outros virus, a hepatite C costuma apresentar
frequentemente “lesdes ductais do tipo hepatitico”, em grau consideravelmente
inferior ao que se encontra nas verdadeiras colangites. Também merece
destaque a presenca de graus variados de esteatose mais relatada em
associagao ao gendétipo 3 do VHC. Tal achado requer estudo mais detalhado,
até porque muitos portadores crénicos do VHC apresentam esteatose ou mesmo
esteato-hepatite como comorbidade nos tempos atuais em que a sindrome
metabdlica assume carater epidémico em muitos paises, inclusive no Brasil.%2%

Em sintese, vemos que, mesmo com a introducdo dos
medicamentos antivirais com acgéo direta (DAAs), com taxas de resposta viral
sustentada superiores a 90%, a hepatite C, especialmente em suas formas ja
avangadas, permanece como importante desafio a Saude Publica, persistindo
como a primeira causa de indicagdo de transplantes hepaticos. Como
recentemente destacaram Rivas-Estilla e Lozano-Sepulveda®, as pesquisas s&o
ainda necessarias em diversos aspectos, como a analise de aspectos da
patogénese da hepatite C tanto para o melhor conhecimento dos modos de
progressao, bem como da regressao de importantes lesdes como a inflamacéao,
a fibrogénese e a angiogénese, além de sua interacdo com fatores de
comorbidades, como a esteatose e a esteato-hepatite. Alguns desses aspectos

serdo motivo de estudo na presente dissertagao.
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OBJETIVOS

1.

3.

Analisar os principais aspectos histolégicos de lesdo hepatica nos
pacientes soropositivos para Hepatite C valorizando, quando presentes,
0s aspectos relacionados a comorbidade com a doenga gordurosa.
Caracterizar eventuais diferengas entre os aspectos histoldgicos de lesédo
hepatica nos conjuntos de pacientes infectados pelo gendtipo 1 ou pelo
gendtipo 3.

Analisar de modo quantitativo, por imuno-histoquimica, aspectos de
padrées de vascularizagdo sanguinea em comparagdo com os achados
histopatoldgicos, especialmente com o estadiamento dos danos
arquiteturais, refletindo os padrdes de fibrose.

Analisar a vascularizacao linfatica por imuno-histoquimica e compara-la
com aspectos histologicos de lesdo hepatica atribuiveis ao VHC e a

doencga gordurosa.



3.METODOLOGIA
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3.1. CASUISTICA

O universo do presente estudo inclui 190 casos de pacientes
caracterizados mediante exames soroldgicos, moleculares e pela histopatologia,
que foram atendidos nos ambulatérios de Gastroenterologia e de Moléstias
Infecciosas do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade
de Sao Paulo (HC-FMUSP) no periodo de 2000 a 2015 (Figura 3).

138 casos do 52 casos do
Ambulatorio da Ambulatoério de

Gastroenterologia do Moléstias Infecciosas do
Hospital das Clinicas Hospital das Clinicas

FONTE: Autoria prépria
Figura 3 - Distribuigdo do universo de casos

A selegéo das amostras utilizadas no trabalho foi baseada nos

seguintes critérios:

Critérios de inclusao:

1- Diagnéstico de infecgao pelo virus da Hepatite C

previamente estabelecido por métodos sorolégicos e viroldgicos;

2- Disponibilidade de amostras anatomopatoldgicas

colhidas por biépsia por agulha;



27

Critérios de exclusao:

1- Dados clinicos minimos inconsistentes;
2- Auséncia de informacgdes sobre gendtipo;
3- Quantidade de amostra tecidual residual no bloco

de parafina insuficiente para os novos estudos histopatoldgicos e imuno-
histoquimicos planejados para este estudo, definindo-se como minimo
comprimento do tecido 1 centimetro e/ou a identificacdo de pelo menos

10 espacos portas;
4- Presenca de coinfecgao VHB-VHC;
5- Presenca de coinfec¢ao VIH-VHC;

O estudo utilizou amostras hepaticas obtidas dos arquivos da
Divisdo de Anatomia Patologica (DAP) do HC-FMUSP cuja analise é
retrospectiva com sigilo dos dados pessoais, em nada interferindo em condutas
terapéuticas. O estudo foi aprovado pelo comité de ética do HC em 24/11/2016
com numero de registro on-line 15847 e pelo Comité de Etica em Pesquisa na
Plataforma Brasil em 19/01/2017 com numero de registro on-line 1894357

A revisdo dos dados individuais de cada paciente foi realizada

através de consultas ao prontuario eletronico (HC-MED e SIGH).
3.2. FLUXOGRAMA DA SELECAO DE CASOS

A partir do universo total, seguindo critérios de exclusédo,
observamos que dentre os 190 casos, 02 casos somente contavam com bidpsia
pos-transplante, 10 casos nao dispunham mais de tecido residual nos arquivos
do DAP, 07 casos nao possuiam informagdes sobre gendtipo no prontuario, 69
casos apresentavam quantidade de amostra tecidual residual no bloco de
parafina insuficiente, 26 casos apresentavam evidéncias de coinfeccdo VHB-
HCV, 03 casos apresentavam evidéncias de coinfeccdo VIH-HCV e 01 caso
apresentava sindrome de sobreposicdo com hepatite autoimune (Figura 4).

Portanto, a populacéo final para este estudo consiste em 72 amostras.



190 infectados pelo VHC

Excluidos: 02 casos
sem bidpsia hepatica
pré transplante

188 infectados pelo VHC

Excluidos: 10 casos
cujos blocos da
biépsia ndo foram
localizados

178 infectados pelo VHC

Excluidos: 07 casos
com auséncia de
informagado sobre

genotipo

171 infectados pelo VHC

Excluidos: 69 casos
com quantidade de
amostra tecidual
residual no bloco de
parafina insuficiente

102 infectados pelo VHC

Excluidos: 26 casos
com presenga de
coinfec¢dao HBV-HCV

76 infectados pelo VHC

Excluidos: 03 casos
com presenga de
coinfecgdo HIV-HCV

73 infectados pelo VHC

Excluido: 01 caso
com sobreposi¢ao de
Hepatite Autoimune

72 infectados pelo VHC

FONTE: Autoria prépria

Figura 4 - Fluxograma de casos de Hepatite C incluidos no estudo

28
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Os dados de identificagdo das amostras, género, data de
nascimento, dados moleculares e dados bioquimicos da rotina diagnéstica dos

casos selecionados, estao expostos no Anexo NNNNN, OO0OOO e PPPPP.

Vinte nove pacientes s&o do sexo masculino (40%) e quarenta e
trés do sexo feminino (60%), com idade média de 48,7 anos, compreendendo a

faixa de 22 a 78 anos.

A sorologia para detecgédo de anticorpos anti-VHC foi utilizada
como confirmagdo diagndstica para hepatite C. Dentre os 72 casos
selecionados, em 43 (60%) havia, no prontudrio, informes sobre o exame

sorolégico, o qual nao foi relatado nos demais 29 casos (40%).

Nos casos em que 0s exames sorologicos para anticorpos anti-
VHC nao constavam no prontuario, adotamos o resultado do exame molecular
para detec¢cado da quantidade da carga viral através da técnica de reagdo em

cadeia de polimerase (PCR) para a confirmagéao diagndstica para hepatite C.

Dos 29 casos que nao possuiam informe sobre o exame
soroldgico, 27 casos (93%) possuiam resultado positivo do exame de PCR para
deteccao do RNA do VHC, 2 casos possuiam resultado com valor abaixo do
limite de deteccao (7%) mas como havia informe quanto ao gendtipo, os casos

foram incluidos para o estudo.

3.3. BIOPSIA HEPATICA

As amostras hepaticas colhidos por bidpsia por agulha calibre

16 foram fixadas em solugao de formol salino tamponado a 4% com pH 7 4.

O processamento histologico efetuado por ocasidao do
diagndstico seguiu o processo convencional de desidratagbes progressivas em

alcoois e diafanizagdo em banhos de xilois a temperatura ambiente.

O material foi embebido e emblocado em parafina a 60-62°C e

submetido a microtomia com navalhas descartaveis em micrétomo rotativo

manual gerando cortes histolégicos com 3 um de espessura tanto em lamina
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sem tratamento quimico como também em |amina com tratamento quimico com

silano.

Os cortes foram desparafinados em estufa a 60°C, seguindo-se
as coloragdes para Hematoxilina-eosina (H.E.), picrosirius vermelho, tricrémico

de Masson e impregnacéao de fibras reticulinicas pela prata.

Especificamente para o presente estudo, todas as amostras
parafinadas dos 72 casos selecionados tiveram seus blocos novamente
submetidos a microtomia para obtengdo de cortes para nova coloracdo de
Hematoxilina-eosina e picrosirius vermelho realizada no Laboratério de
Investigacdo Médica em Patologia Hepatica 14 (LIM 14) do Hospital das Clinicas
da FMUSP.

3.4. ANALISE DOS CRITERIOS HISTOLOGICOS DE
LESAO HEPATICA

As ladminas dos 72 casos coradas com Hematoxilina-eosina e
Picrosirius Red foram submetidas a analise histopatolégica conjunta por 2
patologistas, o orientador desta tese e a Doutora Ana Paula Farina Pasinato.

Os seguintes critérios foram analisados:

- Aspectos ligados ao “estadiamento”, significando alteragdes

estruturais.

- Alteragbes de natureza necro-inflamatoria oferecendo uma

“graduacéo da atividade” das lesdes.

As alteragdes histologicas foram avaliadas de forma semi-
quantitativa, atribuindo-se um valor para cada critério estudado, em consonancia
com a proposta por Gayotto et al.? na classificagdo da Sociedade Brasileira de

Patologia, conforme explicitado na tabela S.

Para avaliar possivel comorbidade com sindrome metabdlica ou
eventuais alteracdes peculiares atribuiveis a infecgdes por diferentes tipos do
VHC, acrescentamos critérios histologicos relacionados a doenga gordurosa do

figado conforme propostas por Kleiner et al.% valorizadas no diagnéstico da
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Esteato-hepatite (esteatose, balonizagao e presenga ou nao de Esteato-hepatite
associada) (Tabela T), além da classificagcdo das fibroses perivenular e
pericelular aqui definidas como 0= ausente, 1= presente, pouco exuberante ou
2= acentuada.

Os critérios inclassificaveis em determinada amostra receberam o score
99.

Estadiamento — Alteragao estrutural

0 — Nenhum dano significativo a estrutura lobular
1 — Expansao fibrosa de espacgos-portas
2 - Expanséo portal com septos porta-porta

3 — Preservacao apenas parcial da estrutura lobular, com septos porta-

porta e porta-centro com esbogos nodulares, geralmente incompletos

4 — Cirrose, plenamente identificada ou predominio de areas nodulares

em relagao a lébulos remanescentes

Seguindo recomendacgdo de Wanless et al.®” (“classificagdo Laennec”) as

cirroses foram adicionalmente subclassificadas em:

4A - nddulos completos geralmente grandes, dissociados por finos septos

fibrovasculares

4B - nodulos completos de didametro variavel, dissociados por septos

fibrovasculares de espessura variada

4C - nodulos completos menores, dissociados por septos fibrovasculares

predominantemente espessos.

Infiltrado inflamatério portal/septal

0 - Raros linfécitos portais
1 - Aumento discreto do numero de linfocitos portais

2 - Aumento moderado do numero de linfécitos portais
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3 - Aumento acentuado do numero de linfocitos portais

4 - Aumento muito acentuado do numero de linfocitos portais

Atividade periportal/peri-septal

0 - Auséncia de lesbes da interface espaco porta/parénquima

1 - Extravasamento de linfocitos para a interface (spill-over), nao
caracterizando a presenca de necrose em saca-bocados

2 - Necrose em saca-bocados discreta (pequenas areas em poucos
espacgos-porta)

3 - Necrose em saca-bocados moderada (extensas areas em poucos
espacgos-porta ou pequenos focos em muitos espagos-porta)

4 - Necrose em saca-bocados em extensas areas de muitos espacgos-

porta

Atividade Inflamatéria no Parénquima

0 - Hepatdcitos normais, ndo havendo infiltrado leucocitario nos I6bulos

1 - Alteracdes discreta de hepatdcitos, incluindo tumefacédo ou retragao

acidofilica, além de discreto infiltrado linfo-histiocitario e raros focos de necrose

2 - Necrose focal de hepatdcitos circundado por agregados linfo-

histiocitario em numerosos sitios

3 - Necrose focal de hepatdcitos, com significativo infiltrado linfo-

histiocitario em muitos sitios, associada a areas limitadas de necrose confluente

4 - Necrose focal de hepatodcitos circundados por agregados linfo-
histiocitarios em numerosos sitios, associada a necrose confluente

extensa/multipla
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Esteatose (graduagao e porcentagem estimada)

0 — Ausente ou até 5% de hepatdcitos com esteatose

1 — Poucos hepatdécitos com esteatose (até cerca de 30%)

2 — Quantidade moderada de hepatécitos com esteatose (40%-60%)
3 — Quantidade elevada de hepatécitos com esteatose (70% - 100%)

Balonizagao

0 - Ausente

1-Leve

2 - Moderada a acentuada

Esteato-hepatite

0 — Ausente
1 — Presente

Fibrose Pericelular

0 - Ausente
1 - Presente, pouco exuberante

2 — Acentuada

Fibrose Perivenular

0 - Ausente

1 - Presente, pouco exuberante

2 - Acentuada
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FONTE: Autoria propria

Figura 5 - Alteracdes histologicas minimas com arquitetura preservada e discreta
inflamagéo portal. (Caso 38, Picrosirius, x200)

FONTE: Autoria propria

Figura 6 - Espaco-porta com discreta expansao fibrosa, sem septos (Caso 43,
Picrosirius, x200)
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FONTE: Autoria propria

Figura 7 - Expansao fibrosa com formagao de septos porta-porta (Caso 56, Picrosirius,
x100)

FONTE: Autoria propria

Figura 8 - Alteragéo estrutural com septos fibrosos que ja contornam esbogos nodulares
(Caso 23, Picrosirius, x100)
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FONTE: Autoria prépria

Figura 9 - Alteracao estrutural com ndédulos cirréticos completos (Caso 47, Picrosirius,

x40)

Qo TR LS
s £ ‘o 7, -
~ A P' P Nt o Ve

FONTE: Autoria prépria

Figura 10 - Atividade inflamatdria portal discreta, com poucos linfocitos portais (Caso
22, H.E., x200)
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FONTE: Autoria propria

Figura 11 - Numero moderado de linfécitos portais. Auséncia de hepatite de interface

(Caso 72, H.E., x200)

FONTE: Autoria prépria
- Infiltrado linfocitario portal acentuado. Hepatite de interface discreta (Caso

x200)

Figura 12
64, H.E.
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FONTE: Autoria prépria

Figura 13 - Atividade inflamatdria portal e periportal acentuadas, com linfocitos portais
e hepatite de interface (“necrose em saca-bocados”) moderada. Presenga de esteatose
macrogoticular (Caso 66, H.E., x100)

3.5. METODOS IMUNO-HISTOQUIMICOS

3.5.1. Anticorpos primarios

Os anticorpos primarios testados sao de origem comercial. A
tabela 1 mostra os parametros utilizados na reacdo de imuno-histoquimica dos
anticorpos primarios para o estudo do padrdo de brotos e vasos sanguineos e

linfaticos e a eventual capilarizagao.
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Tabela 1 - Anticorpos primarios para estudo do padrédo de brotos e vasos e de
eventual capilarizagdo e anticorpo primario anti-actina musculo-
especifica

Antigeno Clone do Marca Diluicado Recuperagaol/p

Anticorpo

CD34 VENTANA

QBENd
Vasos sanguineos (ROCHE) 500 pv, 6

Podoplanina

D2-40 DAKO
Vasos linfaticos 100 pv, 6
Actina de musculo liso
Vasos sanguineos 1A4 DAKO 800 pv, 6

muscularizados

pv: panela a vapor

3.5.2. Reag¢o6es imuno-histoquimicas

Em todas as reagdes, as amostras dos 72 casos foram
submetidas simultaneamente aos mesmos procedimentos, acompanhadas
pelas amostras controles positivos, sendo também realizada reacdo em uma
ldmina controle negativo, substituindo-se a incubagéo do anticorpo primario por
incubagdo com soro fetal bovino (BSA), que é o diluente do anticorpo
concentrado. Todas as demais etapas foram idénticas em todos os casos e

controles.

Etapas para reacdo de imuno-histoquimica:

1.  Desparafinagdo completa dos cortes através de incubagao com xilol
(Allkimia) a 60°C por 20 minutos seguido de outra incubagcdo com xilol

(Allkimia) a temperatura ambiente por 20 minutos.

2. Hidratagao dos cortes em concentragdes de etanol a 100% com 4
banhos e etanol (Dindmica) a 80% com 1 banho, lavagem em &gua

corrente e agua destilada.

3. Recuperagdo antigénica mediante incubagdo em panela elétrica a
vapor (pv) por 35 minutos utilizando a solugéo de recuperagéo antigénica
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3+ diluida 1/100 em agua destilada (Spring, PMB1-250 — 100x Tampé&o

citrato).

4. Resfriamento por 20 minutos a temperatura ambiente para lavagens
em agua corrente e agua destilada.

5. Bloqueio da peroxidase enddégena do tecido com perdxido de
hidrogénio (H202) 20 volumes (Dinamica) e alcool metilico (Allkimia) na

proporcao de volume/volume em 3 incubagdes por 10 minutos cada.

6. Lavagem em agua corrente seguida de tampéo fosfato salino (PBS)
0,01M pH 7,4.

7.  Incubagao dos cortes em estufa a 37°C (FANEN, Modelo Orion 502)
com bloqueador de ligagbes nado especificas (Cas Block - Life
Technologies, 008120) por 10 minutos.

8. Ap0ds aremocao do bloqueador, incubagado em estufa com anticorpos
primarios diluidos em BSA (Sigma, A6003-100G) a 37°C por 30 minutos
e em seguida incubados a 4°C por 12 horas.

9. Lavagem, de 5 minutos cada, em 3 banhos de PBS.

10. Incubagdo em estufa com o pdés primario (IgG de coelho anti-
camundongo) do kit Novolink Max Polymer DS - 1250 testes (Novocastra,
RE7280-CE) a 37°C por 30 minutos.

11. Lavagem, de 5 minutos cada, em 3 banhos de PBS.

12. Incubagado com o IgG anti-coelho com polimero marcado com enzima
peroxidase de rabano silvestre (HRP) do kit Novolink Max Polymer DS -
1250 testes (Novocastra, RE7280-CE) a 37°C por 30 minutos.

13. Lavagem em 3 banhos de PBS, 5 minutos cada.

14. Incubacdo em estufa em solugéo de 1 mg de 3,3-diaminobenxidina
hidrato tetracloridato (DAB) (Sigma, D5637) em 100 ml de PBS com 1 ml
de dimetilsulfoxido e 1 ml de perdxido de hidrogénio 20% a 37°C por 5

minutos.
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15. Lavagem com PBS para parar a reagao de precipitagao pelo DAB,

lavagem com agua.

16. Contra-coloragdo com Hematoxilina de Harris (Merck, 1159380025)
por 45 segundos.

17. Lavagem em agua e incubagcdo com agua amoniacal 0,5% por 5

segundos.
18. Remocédo da agua amoniacal em agua corrente.

19. Desidratagéo dos cortes em concentragdes progressivas de etanol a

50%, 80% e 100%, lavagem em agua corrente e agua destilada.
20. Diafanizagao em xilol com 3 banhos.

21. Montagem em Entellan (Laboratério Merck, cédigo 10796) com

laminulas.

Todas as reacbGes foram realizadas pela poés-graduanda e analisadas

conjuntamente com o orientador.

3.6. AVALIACAO DAS VARIAVEIS IMUNO-HISTOQUIMICAS

Cada agrupamento de células marcadas pela reagdo imuno-
histoquimica direcionada a identificagdo de cada antigeno foi contado
manualmente em imagens digitais feitas pela pds-graduanda sob supervisdo do
orientador. As imagens digitais foram adquiridas através da camera digital DSFi1
e Digital Sight DS-U3 NIKON acoplada ao microscopio trinocular eclipse E-50i
para 2 observadores NIKON. A analise morfométrica das imagens foi feita

utilizando o software Image Pro Plus© 4.1.

Em cada caso foram analisados 5 campos com maior
concentragao (“hot spots”) dos agrupamentos de cada variavel estudada em
cada compartimento do Iébulo/ndédulo hepatico, utilizando-se a objetiva de 40x.

Somente os grupamentos com marcagéo bem definida foram contados.
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3.6.1. Componentes sanguineos

A marcagao das variaveis imuno-histoquimicas seguiu o

padrao de contagem para a analise quantitativa dos componentes sanguineos:

® Broto sanguineo portal
® Vaso sanguineo portal
Broto sanguineo na interface
@® V\/aso sanguineo na interface
® Broto sanguineo no parénquima

Vaso sanguineo no parénquima
3.6.1.1. Brotos sanguineos portais (BSP)

Os brotos sanguineos portais (BSP) foram estudados através da

marcagao do endotélio com o anticorpo anti-CD34 (clone QBend).

Calculou-se a média do conjunto das contagens de cada caso
demonstrado no Anexo A. A mediana das médias foi calculada resultando em 7

conforme apresentado no Anexo G.
Tendo como base a mediana, os casos foram classificados como

sendo abaixo da mediana (baixo grau) e acima da mediana (alto grau).
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FONTE: Autoria prépria

Figura 13 - Numero elevado de brotos sanguineos portais (Caso 50, IHQ, x40)
3.6.1.2. Vasos sanguineos portais (VSP)

Os vasos sanguineos portais (VSP) foram estudados através da

marcagao do endotélio com o anticorpo anti-CD34 (clone QBend).

Calculou-se a média do conjunto das contagens de cada caso
demonstrado no Anexo A. A mediana das médias foi calculada resultando em 6

conforme apresentado no Anexo H.

Tendo como base a mediana, os casos foram classificados como sendo

abaixo da mediana (baixo grau) e acima da mediana (alto grau).
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FONTE: Autoria prépria

Figura 14 - Numero elevado de vasos sanguineos portais (Caso 64, IHQ, x40)

3.6.1.3. Vasos sanguineos muscularizados portais (VSMP)

Os vasos sanguineos muscularizados portais (VSMP) foram
estudados através da identificagdo de actina de musculo liso na parede muscular
com com o anticorpo clone 1A4.

A analise morfométrica das imagens foi feita utilizando o

software Image Pro Plus© 4.1 atribuindo-se os valores :

0- Ausente
1- Pouca quantidade de vasos
2- Quantidade moderada a elevada de vasos

Calculou-se a média do conjunto das contagens de cada caso
demonstrado no Anexo D. A mediana das médias foi calculada resultando em 1
representado no Anexo |.

Tendo como base a mediana, os casos foram classificados como

sendo abaixo da mediana (baixo grau) e acima da mediana (alto grau).
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FONTE: Autoria prépria

Figura 15 - Numero elevado de vasos sanguineos muscularizados portais (Caso 24,
IHQ, x20)

3.6.1.4. Brotos sanguineos na interface (BSlI)

Os brotos sanguineos na interface (BSI) foram estudados
através da identificacdo de CD34 no endotélio pelo anticorpo anti-CD34, clone
QBend.

Calculou-se a média do conjunto das contagens de cada caso
demonstrado no Anexo B. A mediana das médias foi calculada resultando em 3

representado no Anexo J.

Tendo como base a mediana, os casos foram classificados como
sendo abaixo da mediana (baixo grau) e acima da mediana (alto grau).
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Figura 16 - Numero elevado de brotos sanguineos na interface (Caso 16, IHQ, x40)

3.6.1.5. Vasos sanguineos na interface (VSI)

Os vasos sanguineos na interface (VSI) foram estudados
através da identificacdo de CD34 no endotélio pelo anticorpo anti-CD34, clone
QBend.

Calculou-se a média do conjunto das contagens de cada caso
demonstrado no Anexo B. A mediana das médias foi calculada resultando em 2

representado no Anexo K.

Tendo como base a mediana, os casos foram classificados como

sendo abaixo da mediana (baixo grau) e acima da mediana (alto grau).
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Figura 17 - Numero elevado de vasos sanguineos na interface (Caso 15, IHQ, x40)

3.6.1.6. Brotos sanguineos no parénquima (BSPA)

Os brotos sanguineos no parénquima (BSPA) foram estudados
mediante identificacdo de CD34 no endotélio através do anticorpo anti-CD34,
clone QBend.

Calculou-se a média do conjunto das contagens de cada caso
demonstrado no Anexo C. A mediana das médias foi calculada resultando em 7

representado no Anexo L.

Tendo como base a mediana, os casos foram classificados como

sendo abaixo da mediana (baixo grau) e acima da mediana (alto grau).
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FONTE: Autoria propria

Figura 18 - Numero elevado de brotos sanguineos no parénquima (Caso 26, IHQ, x40)

3.6.1.7. Vasos sanguineos no parénquima (VSPA)

Os vasos sanguineos no parénquima (VSPA) foram estudados
através da identificacdo de CD34 no endotélio mediante o anticorpo anti-CD34,

clone QBend.

Calculou-se a média do conjunto das contagens de cada caso
demonstrado no Anexo C. A mediana das médias foi calculada resultando em 5

representado no Anexo M.

Tendo como base a mediana, os casos foram classificados como

sendo abaixo da mediana (baixo grau) e acima da mediana (alto grau).
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FONTE: Autoria prépria

Figura 19 - Numero elevado de vasos sanguineos no parénquima (Caso 52, IHQ, x40)

3.6.1.8. Vasos sanguineos muscularizados no parénquima
(VSMPA)

Os vasos sanguineos muscularizados no parénquima (VSMPA)
foram estudados através da identificacdo de actina de musculo liso na parede

vascular mediante o anticorpo anti-actina de musculo liso, clone 1A4.

A analise morfométrica das imagens foi feita utilizando o

software Image Pro Plus®© 4.1 atribuindo-se:

0- Ausente
1- Pouca quantidade de vasos
2- Quantidade moderada a elevada de vasos

Calculou-se a média do conjunto das contagens de cada caso
demonstrado no Anexo D. A mediana das médias foi calculada resultando em O

representado no Anexo N.
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Tendo como base a mediana, os casos graduados 0 foram
classificados como “baixo grau” e aqueles que apresentaram alguma estrutura
vascular de parede muscular no parénquima foram graduados como “alto

grau”.

3.6.2. Componentes linfaticos

A marcagao das variaveis imuno-histoquimicas segue o padréo
de contagem para a analise quantitativa dos componentes linfaticos:

@ Broto linfatico portal
@ Vaso linfatico portal
Broto linfatico na interface
® Vaso linfatico na interface
® Broto linfatico no parénquima

Vaso linfatico no parénquima
3.6.2.1. Brotos linfaticos portais (BLP)

Os brotos linfaticos portais (BLP) foram estudados através do

anticorpo anti-podoplanina, clone D2-40.

Calculou-se a média do conjunto das contagens de cada caso
demonstrado no Anexo E. A mediana das médias foi calculada resultando em 2

representado no Anexo O.

Tendo como base a mediana, os casos foram classificados como

sendo abaixo da mediana (baixo grau) e acima da mediana (alto grau).
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Figura 20 - Numero elevado de brotos linfaticos portais (Caso 42, IHQ, x20)
3.6.2.2. Vasos linfaticos portais (VLP)
Os vasos linfaticos portais (VLP) foram estudados através do anticorpo

anti-podoplanina, clone D2-40.

Calculou-se a média do conjunto das contagens de cada caso
demonstrado no Anexo E. A mediana das médias foi calculada resultando em 7

representado no Anexo Q.

Tendo como base a mediana, os casos foram classificados como sendo

abaixo da mediana (baixo grau) e acima da mediana (alto grau).



52

A T b \‘h:i A '8
{ N 2 {
%‘ '3‘;‘ .{.‘.‘A" P \f o

- I J
. Na .t-. '_‘vt
v P | \:: ‘f"\ g g

BN TRCDOC Dl

g, pits ay o
i PPl ey 7T
'F:V-w‘y » %-:." -\Qb‘!

Ly
.l
ATl Lo PR, - 8 "-A
D€ 4L ok

g y ~ ]
A A, I IR '!_'.-”f " A AS x ‘
h %'. '.‘.-;? f -:‘01’ &y '.-"i'.'o N " A\ ‘: l
iy ¥, il WAL 1
by Wt 2 o7+ R \
Ll L N SN

Vol d R T N v
BN 4 & ) L1
wh 0 Y T8 M.y '.v‘..'.‘\-‘- e,

FONTE: Autoria prépria

Figura 21 - Numero elevado de vasos linfaticos portais (Caso 55, IHQ, x20)

3.6.2.3. Brotos linfaticos na interface (BLI)

Os brotos linfaticos na interface (BLI) foram estudados através
da identificagdo de podoplanina com uso do anticorpo anti-podoplanina, clone
D2-40. Em cada caso foram analisados 5 campos com maior concentracao de
brotos linfaticos da regiao da interface utilizando-se da objetiva de 20x. Somente

os brotos com marcacéao definida foram considerados.

Calculou-se a média do conjunto das contagens de cada caso
demonstrado no Anexo F. A mediana das médias foi calculada resultando em 0
representado no Anexo Q.

Desta forma, os casos nos quais nao houve identificagdo de
brotos linfaticos marcados para podoplanina na interface foram classificados
como “baixo grau” (no caso, negativos) e os casos com qualquer numero de
estruturas compativeis com brotos linfaticos marcados para podoplanina na

interface foram classificados como “alto grau” (“positivos”).
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3.6.2.4. Vasos linfaticos na interface (VLI)

Os vasos linfaticos na interface (VLI) foram estudados através

da identificacao de podoplanina pelo anticorpo anti-podoplanina, clone D2-40.

Calculou-se a média do conjunto das contagens de cada caso
demonstrado no Anexo F. A mediana das médias foi calculada resultando em 0
representado no Anexo R.

Desta forma, os casos nos quais ndo houve identificagdo de
vasos linfaticos marcados para podoplanina na interface foram classificados
como “baixo grau” (no caso, negativos) e os casos com qualquer numero de
estruturas compativeis com brotos linfaticos marcados para podoplanina na

interface foram classificados como “alto grau” (“positivos”).

3.6.2.5. Brotos linfaticos no parénquima (BLPA)

Apesar de termos pré-definido como potencial variavel
histolégica, nosso estudo nao identificou a presenga de brotos linfaticos na

regidao do parénquima.

3.6.2.6. Vasos linfaticos no parénquima (VLPA)

Apesar de termos pré-definido como potencial variavel
histologica, nosso estudo n&o identificou a presenga de vasos linfaticos na regido

do parénquima.

3.7. ANALISE ESTATISTICA

O presente estudo € eminentemente descritivo, graduando de
modo semi-quantitativo os principais critérios histopatoldgicos indicadores do
estadio do dano da arquitetura do I6bulo em casuistica representativa das varias

fases da hepatite C crbénica, além da demonstragdo e da quantificacdo de
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estruturas vasculares sanguineas e linfaticas em cada componente dos
I6bulos/nédulos. Mesmo assim, a pesquisa de possiveis associagdes entre as
variaveis imuno-histoquimicas indicadoras dos padrdes de vasos sanguineos e
linfaticos e os critérios histolégicos da hepatite C crbnica, critérios histologicos
da doencga gordurosa e genétipo utilizamos o teste Qui-quadrado considerando

o indice de significancia adotando-se p<0,05.



4. RESULTADOS
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4.1. ANALISE HISTOLOGICA DE LESAO HEPATICA

4.1.1. LesOes associadas a hepatite C crénica

Os resultados da analise histopatoldgica com base em critérios
semiquantitativos de cada amostra conforme classificagdo proposta por Gayotto
et al.?3 estdo no Anexo S.

Dentro do critério histolégico estadiamento, encontramos no
total de 72 pacientes sorologicamente positivos para VHC, 7 casos (10%) no
estadio 0 (nenhum dano significativo na arquitetura lobular (Figura 5), 19 casos
(26%) no estadio 1 (expanséo fibrosa de espacos-porta) (Figura 6), 15 casos
(21%) no estadio 2 (expanséo portal com septos porta-porta) (Figura 7), 16 casos
(22%) no estadio 3 (preservagado apenas parcial da arquitetura lobular, com
septos porta-porta e porta-centro esbogos nodulares, geralmente incompletos)
(Figura 8) e 15 casos (21%) no estadio 4 (cirrose, plenamente identificada ou
predominio de areas nodulares em relagédo a I6bulos remanescentes) (Figura 9).
Consolidando os achados, vemos que 41 dos 72 casos (57%) exibiam alteragbes
estruturais leves, grau 0 a grau 2, e 31 (43%) exibiam lesdes avangadas, grau 3
ou 4.

Na variavel histologica infiltrado inflamatério portal/septal,
nao encontramos casos com raros linfocitos portais (grau 0), ao passo que 12
casos (17%) apresentaram aumento discreto do numero de linfécitos portais
(grau 1) (Figura 10), 31 casos (43%) com aumento moderado do numero de
linfécitos portais (grau 2) (Figura 11), 25 casos (35%) com aumento acentuado
do numero de linfocitos portais (grau 3) (Figura 12) e 4 casos (5%) com aumento
muito acentuado do numero de linfécitos portais (grau 4) (Figura 13).

Quanto a variavel histolégica atividade periportal/peri-septal,
ou atividade de interface, encontramos 8 casos (11%) sem lesbes da interface
espaco porta/parénquima (grau 0), 8 casos (11%) com extravasamento de
linfécitos para a interface (grau 1), 23 casos (32%) com discreta necrose em
saca-bocados (grau 2), 31 casos (43%) com necrose moderada em saca-
bocados (grau 3) e 2 casos (3%) com necrose extensa em saca-bocados (grau
4).
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Referente a variavel histologica atividade necro-inflamatéria
intralobular/ parenquimatosa, observamos 3 casos (4%) com hepatdcitos
normais, sem infiltrado leucocitario nos lébulos (grau 0), 28 casos (39%) com
alteracdes discretas de hepatdcitos, discreto infiltrado linfo-histiocitario e raros
focos de necrose (grau 1), 29 casos (40%) com necrose focal de hepatdcitos
circundados por agregados linfo-histiocitarios em numerosos sitios (grau 2), 11
casos (16%) com necrose focal de hepatdcitos, com significativo infiltrado linfo-
histiocitario em muitos sitios, associada a areas limitadas de necrose confluente
(grau 3), e apenas 1 caso (1%) com necrose focal de hepatdcitos circundados
por agregados linfo-histiocitarios em numerosos sitios, associada a necrose

confluente extensa/multipla (grau 4).

4.1.2. Lesoes associadas a doenga gordurosa do figado

Os achados da analise histopatologica dos critérios
semiquantitativos de lesdes referentes a doenga gordurosa do figado em cada
amostra conforme classificagcdo proposta por Kleiner et al.°® estdo expostos no
Anexo T.

A esteatose macrogoticular esteve ausente ou detectada em
menos de 5 % dos hepatdcitos em 25 casos (35%) (grau 0), enquanto 27 casos
(38%) apresentando até 30% de hepatdcitos com esteatose (grau 1), 14 casos
(19%) com 40-60% de hepatdcitos com esteatose e 6 casos (8%) com mais que
70% de hepatdcitos com esteatose.

Cinquenta e quatro casos (75%) nao tiveram o diagndstico de
esteato-hepatite (grau 0) enquanto 18 casos (25%) foram diagnosticados como
esteato-hepatite (grau 1).

Em relagdo as lesbes indicadoras de atividade da doenca
gordurosa, observamos que a balonizagdo ndo esteve presente em 35 casos
(49%) (grau 0), mostrou-se leve em 20 casos (28%) (grau 1) e
moderada/acentuada em 17 casos (23%) (grau 2).

Fibrose pericelular esteve ausente (grau 0) em 13 casos (18%),
35 casos (49%) apresentaram fibrose discreta (grau 1) e 22 casos (30%) com
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mostraram fibrose celular extensa (grau 2). Por questdes técnicas, 2 casos (3%)
permaneceram inclassificaveis.

A pesquisa de fibrose perivenular resultou negativa (grau 0) em
10 casos (14%), fibrose discreta (grau 1) em 40 casos (55%), 15 casos (21%)

com fibrose extensa (grau 2). Sete casos (10%) permaneceram inclassificaveis.

4.2. GENOTIPO

A pesquisa dos gendtipos do VHC mostrou que 50 casos (69%)
estavam infectados pelo gendétipo 1. Em 2 casos houve informe de gendtipo 1
sem outra especificagédo (3%), 24 casos com genotipo 1a (34%), 23 casos com
genotipo 1b (32%) e 1 caso gendtipo 1a/1b (1%). Os demais 22 casos
apresentavam positividade para genoétipo 3: 18 casos gendtipo 3a (25%) e 4

casos com genotipo 3 sem outra especificacao (6%).

4.3. VASOS SANGUINEOS

4.3.1. Distribuicao dos valores quantitativos de brotos
sanguineos marcados pela reatividade de seu

endotélio para CD34

A pesquisa de CD34 nos vasos sanguineos permitiu identificar
células endoteliais formando brotos ou vasos com luz evidente (“maduros”) nos
espacos porta, na interface e no parénquima.

A distribuicdo dos valores obtidos com a contagem de brotos e
vasos nos espacos porta, na interface e no parénquima em cada um dos 72
casos esta apresentada nos Anexos A, B e C. Os Anexos G, H, J, K, Le M
apresentam as medianas das médias dessas positividades, dividindo assim os
casos em que cada marcador foi graduado como “baixo grau” e “alto grau”.

Assim, sendo 7 a mediana das médias do numero de brotos
sanguineos portais (BSP), em 41 casos o valor de brotos sanguineos portais foi
classificado como de baixo grau e os demais 31 como de alto grau.
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Com a mediana das médias dos vasos sanguineos portais (VSP)
sendo 6, 37 casos foram classificados como baixo grau e 35 casos como alto
grau.

A contagem de brotos sanguineos na interface (BSI) resultou em
mediana das médias de sendo 3, classificando 44 casos como baixo grau e 28
como alto grau.

A contagem de vasos sanguineos regidao de interface (VSI),
resultou em mediana das médias sendo 2, classificando 47 casos como baixo
grau e 25 como alto grau.

Tendo como mediana das médias o valor 7, em 42 casos 0s
brotos sanguineos no parénquima (BSPA) foram classificados como baixo grau,
enquanto 30 foram considerados como alto grau.

Em relagdo aos vasos sanguineos no parénquima (VSPA), a
mediana das médias foi 5, e assim 37 casos foram classificados como baixo grau

e 35 casos como alto grau.

4.3.2. Distribuicao dos valores quantitativos de vasos
sanguineos muscularizados marcados pela
reatividade de sua camada muscular para actina de

musculo liso com anticorpo 1A4

A pesquisa de actina de musculo liso permitiu avaliar a presenca
de vasos sanguineos com parede muscular nos espagos portas e nos septos.
Tais vasos, podendo corresponder a ramos arteriais distendidos ou enovelados
ou estruturas venosas que adquiriram parede muscular reforcada,
provavelmente relacionados a alteragdes pressoricas, sdo um achado intrigante
do presente estudo.

A distribuicdo dos valores obtidos com a semiquantificacdo de
vasos sanguineos muscularizados nos espagos-porta e nos septos em cada um
dos 72 casos esta apresentada no Anexo D. O Anexo | e N apresenta as
medianas das médias dessas positividades, dividindo assim os casos em que

cada marcador foi graduado como “baixo grau” e “alto grau”.
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Com a mediana das médias dos vasos sanguineos
muscularizados portais (VSMP) sendo 1, 53 casos foram classificados como
baixo grau e 19 casos como alto grau.

A pesquisa por vasos de parede muscularizada mediante
identificacdo de actina, usando-se anticorpo 1A4 também foi realizada na

interface e no parénquima, mas seu resultado foi negativo em todas as amostras.

4.4. COMPARAGAO ENTRE OS VALORES
QUANTITATIVOS DOS VASOS SANGUINEOS DOS
DIVERSOS COMPARTIMENTOS

A comparacado entre os valores quantitativos de vasos

sanguineos dos diferentes compartimentos segue nos anexos U, Ve W.

4.4.1. Comparagao entre os valores quantitativos de
brotos, vasos sanguineos e vasos sanguineos

muscularizados portais

As comparagdes dos valores quantitativos entre os brotos
sanguineos portais, vasos sanguineos portais e vasos sanguineos

muscularizados portais estdo expostas nas tabelas 2, 3 e 4.

Tabela 2 - Comparagdao entre os valores de brotos sanguineos portais e vasos
sanguineos portais

Brotos sanguineos portais
BSP Baixo | BSP Alto | Total
Grau Grau Geral
VSP Baixo
Vasos sanguineos Grau 37 0 37 p<0,01
portais VSP Alto
Grau 4 31 35
Total Geral 41 31 72

Observa-se paralelismo no comportamento de brotos e vasos

sanguineos portais, tendo sido encontrado quatro casos com vasos sanguineos
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portais bem constituidos em alto grau desacompanhados de brotos vasculares

portais.

Tabela 3 - Comparagdao entre os valores de brotos sanguineos portais e vasos
sanguineos muscularizados portais

Brotos sanguineos portais
BSP Baixo | BSP Alto | Total
Grau Grau Geral
VSMP Baixo
Vasos sanguineos Grau 41 12 53 p<0,01
muscularizados portais | VSMP Alto
Grau 0 19 19
Total Geral 41 31 72

Todos os dezenove casos que apresentaram mais de um vaso
sanguineo muscularizado por espago porta também apresentaram alta formagéao
de brotos sanguineos portais. Além destes, outros doze casos tiveram alto grau
de formagdo de brotos sanguineos portais desacompanhados de vasos

muscularizados.

Tabela 4 - Comparagdo entre os valores de vasos sanguineos portais e vasos
sanguineos muscularizados portais

Vasos sanguineos muscularizados
portais
VSMP Baixo | VSMP Alto Total
Grau Grau Geral
VSP Baixo
Vasos sanguineos Grau 37 0 37 p<0,01
portais VSP Alto
Grau 16 19 35
Total Geral 53 19 72

Todos os dezenove casos que apresentaram mais de um vaso
sanguineo muscularizado por espago porta também apresentaram alta formagéao
de vasos sanguineos portais completos. Além destes, outros dezesseis casos
tiveram alto grau de formagéo de vasos sanguineos portais desacompanhados

de vasos muscularizados.
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4.4.2. Andlise comparativa entre a distribuicdo das

variaveis imuno-histoquimicas no espago porta e

lesbes associadas a hepatite C cronica

4.4.2.1. Distribuicdo do perfil de brotos e vasos sanguineos

portais e les6es associadas a hepatite C crénica

A distribuicdo dos brotos e vasos sanguineos nos espagos porta

graduados em baixo e alto grau e as lesdes associadas a hepatite C estédo

expostas nas tabelas 5, 6, 7 e 8 e graficos 1 a 10.

Tabela 5 - Distribuigdo do perfil de vasos sanguineos portais e alteragao estrutural

Alteracao estrutural

FO F1 F2 F3

F4 p Observacgao

Brotos Baixo Grau 6 13 8 7 7

sanguineos 0,07 Vide grafico 1
portais (BSP) Alto Grau 1 6 7 9 8
Vasos Baixo Grau 7 14 7 6 3

sanguineos <0,01 Vide grafico 2
portais (VSP) Alto Grau 0 5 8 10 12
2SS BaixoGrau 7 16 13 12 5

muscglarizados <0,01 Vide grafico 3
Alto Grau 0 3 2 4 10

portais (VSMP)
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Grafico 1 - Distribuicdo de casos com baixa ou alta quantidade de brotos sanguineos
portais marcados pelo endotélio conforme alteragbes estruturais

Brotos sanguineos portais x Alteragao estrutural

m BSP Baixo Grau mBSP Alto Grau
13

Brotos sanguineos portais

0 1 2 3 4
Alteragao estrutural

Apesar do numero de casos com muitos brotos sanguineos
portais ter aumentado, detectamos apenas tendéncia a associagao, com p=0,07.
Tal aumento parece ser mais relevante nas fases iniciais e intermediarias, sendo

similar sua distribuicdo nas fases F3 e F4.

Grafico 2 - Distribuicdo de casos com baixa ou alta quantidade de vasos sanguineos
portais marcados pelo endotélio conforme alteragbes estruturais

Vasos sanguineos portais x Alteragao estrutural

mVVSP Baixo Grau mVSP Alto Grau
14

Vasos sanguineos portais

0 1 2 3 4
Alteragao estrutural

A quantidade de casos com muitos vasos sanguineos portais

mostrou aumento a medida que progrediram as alteragbes estruturais. Tal
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aumento mostrou-se significativo na analise agrupada, sendo também aparente
que o aumento ocorreu em cada grau de aumento do dano estrutural, sugerindo

ativagao precoce e mantida da angiogénese portal.

Grafico 3 - Distribuicdo de casos com baixa ou alta quantidade de vasos sanguineos
muscularizados portais marcados pelo endotélio conforme graus de
alteracdo estrutural

Vasos sanguineos muscularizados portais x Alteragao
estrutural

mVSMP Baixo Grau ®VSMP Alto Grau

16

13 12

10

Vasos sanguineos muscularizados
portais

Alteragao estrutural

A quantidade de casos com muitos vasos sanguineos
muscularizados portais mostrou—se significativamente maior no grupo de casos
com maior alteragcdo estrutural (F3-F4). Ressalte-se que este aumento é

aparentemente maior na transi¢cao para a cirrose (F4).
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Tabela 6 - Distribuicdo do perfil de vasos sanguineos portais e infiltrado inflamatério

portal/septal

Infiltrado inflamatoério portal/septal

0

1 2

3

4

p

Observagao

Brotos Baixo Grau 0

10 21

sanguineos
portais (BSP)  Ajto Grau 0

18

<0,01

Vide gréfico 4

Baixo Grau 0

Vasos

10 15

10

sanguineos
portais (VSP)

AltoGrau 0

15

0,16

Ainda que o numero
de casos com grande
quantidade de vasos
sanguineos  portais
tenha aumentado
conforme o grau de
infiltrado inflamatadrio
portal, tal aumento
nao reflete
significancia
estatistica.
Aparentemente, tal
aumento seria mais
exuberante entre os
graus de inflamacao 0
e 1. Vide Anexos X e
Y.

Baixo Grau O

Vasos
sanguineos

10 24

17

muscularizados
portais (VSMP)

AltoGrau 0

0,20

No presente estudo,
nao detectamos
diferenca significativa
da proporcédo de
casos com maior ou
menor quantidade de
vasos sanguineos
muscularizados
portais nos espagos-
porta e o infiltrado
inflamatério
portal/septal. Vide
Anexos Z e AA.
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Grafico 4 - Distribuicdo de casos com baixa ou alta quantidade de brotos sanguineos
portais marcados pelo endotélio conforme infiltrado inflamatério portal/septal

Brotos sanguineos portais x Infiltrado inflamatério

portal/septal
2 mBSP Alto Grau ®BSP Baixo Grau
t
3 21
9 18
(]
£
=]
o)
=
(1]
()
(7]
(]
2
& 0 0
0 1 2 3 4

Infiltrado inflamatério portal/septal

A quantidade de casos com muitos brotos sanguineos portais
aumentou proporcionalmente ao infiltrado inflamatorio portal/septal, havendo

significancia estatistica na relagdo entre essas variaveis.

Tabela 7 - Distribuigdo do perfii de vasos sanguineos portais e atividade
periportal/perisseptal

Atividade periportal/perisseptal

0 1 2 3 4 o] Observacgao

Brotos Baixo Grau 7 7 12 15 0
sanguineos 0,07 Vide grafico 5
portais (BSP) Alto Grau 1 1 1 16 2

Vasos Baixo Grau 7 6 12 12 0
sanguineos 0,01 Vide grafico 6
portais (VSP) Alto Grau 1 2 1 19 2

Vasos

, Baixo Grau 8 6 19 20 0
sanguineos

muscularizados
portais (VSMP)

0,02 Vide grafico 7
Alto Grau 0 2 4 11 2
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Grafico 5 - Distribuicdo de casos com baixa ou alta quantidade de brotos sanguineos
portais marcados pelo endotélio conforme atividade periportal/perisseptal

Brotos sanguineos portais x Atividade
periportal/perisseptal

m BSP Baixo Grau mBSP Alto Grau

15 16

Brotos sanguineos portais

0 1 2 3 4
Atividade periportal/perisseptal

O corte realizado na mediana das médias (grau 2/grau 3)
identificou apenas tendéncia a significancia (p=0,07), mas a observagao por
graus mostra aparente crescimento do contingente de brotos sanguineos portais
na transicdo da atividade periportal/perisseptal 1, considerada como
“transbordamento” pelos patologistas, para o grau 2, valorizado como verdadeira

“hepatite de interface”.

Grafico 6 - Distribuicdo de casos com baixa ou alta quantidade de vasos sanguineos
portais marcados pelo endotélio conforme atividade periportal/perisseptal

Vasos sanguineos portais x Atividade
periportal/perisseptal

m VVSP Baixo Grau mVSP Alto Grau

19

Vasos sanguineos portais

0 1 2 3 4
Atividade periportal/perisseptal
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A quantidade de casos com muitos vasos sanguineos portais
aumentou proporcionalmente a atividade periportal/perisseptal, havendo
significancia estatistica na relacdo entre essas variaveis. O aumento da
angiogénese portal aparentemente é mais acentuado entre os graus de atividade

inflamatdria periportal 1 e 2 e também de 2 para 3.

Grafico 7 - Distribuicdo de casos com baixa ou alta quantidade de vasos sanguineos
muscularizados portais marcados pelo endotélio conforme graus de
atividade periportal/perisseptal

Vasos sanguineos muscularizados portais x Atividade
periportal/perisseptal

®VSMP Baixo Grau ®VSMP Alto Grau
19 20

Vasos sanguineos muscularizados
portais

0 1 2 3 4
Atividade periportal/perisseptal

A quantidade de casos com muitos vasos sanguineos
muscularizados portais nos espacgos-porta aumentaram proporcionalmente a
atividade periportal/perisseptal, havendo significAncia estatistica na relagéo
entre essas variaveis. O aumento de tal neoformagdo de vasos sanguineos
muscularizados portais € aparentemente mais marcante na transigéo entre graus

2 e 3 de atividade inflamatoria.
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Tabela 8 - Distribuicdo do perfil de vasos sanguineos portais e atividade
parenquimatosa

Atividade parenquimatosa

0o 1 2 3 4 p Observacgio

Brotos BaixoGrau 3 19 15 3 1
sanguineos 0,03  Vide grafico 8
portais (BSP) AtoGrau 0 9 14 8 O

Vasos BaixoGrau 3 18 13 3 O
sanguineos 0,01 Vide grafico 9
portais (VSP) AltoGrau 0 10 16 8 1

Vasos BaixoGrau 3 25 18 7 0
sanguineos <0,01 Vide gréfico 10

muscularizados
portais (VSMP) Alto Grau 0 3 11 4 1

Grafico 8 - Distribuicdo de casos com baixa ou alta quantidade de brotos sanguineos
portais marcados pelo endotélio conforme atividade parenquimatosa

Brotos sanguineos portais x Atividade parenquimatosa

m BSP Baixo Grau mBSP Alto Grau
19

Brotos sanguineos portais

0 1 2 3 4
Atividade parenquimatosa

A analise estatistica comprova a existéncia de aumento
significante na quantidade de brotos sanguineos portais conforme aumenta o
grau de atividade parenquimatosa (p=0,03). Tal aumento parece relevante desde

as formas menos ativas até o grau 3 de inflamagao parenquimatosa.
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Grafico 9 - Distribuicdo de casos com baixa ou alta quantidade de vasos sanguineos
portais marcados pelo endotélio conforme atividade parenquimatosa

Vasos sanguineos portais x Atividade parenquimatosa

mVSP Baixo Grau ®VSP Alto Grau
18

16

Vasos sanguineos portais

0 1 2 3 4
Atividade parenquimatosa

A quantidade de casos com muitos vasos sanguineos portais
mostrou aumento significativo @ medida que aumentou a atividade necro-
infilamatéria parenquimatosa. Tal aumento mostrou-se significativo na analise
agrupada, sendo também aparente que o aumento ocorreu em cada grau de
atividade parenquimatosa. Em especial, a transigao da atividade periportal grau
1 para 2, muito valorizada na histopatologia, aparentemente acompanha-se de

maior ativagdo da angiogénese portal.

Grafico 10 - Distribuigdo de casos com baixa ou alta quantidade de vasos sanguineos
muscularizados portais marcados pelo endotélio conforme graus de
atividade parenquimatosa

Vasos sanguineos muscularizados portais x Atividade
parenquimatosa

®VSMP Baixo Grau ®VSMP Alto Grau
25

Vasos sanguineos muscularizados
portais

0 1 2 3 4
Atividade parenquimatosa
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A quantidade de casos com muitos vasos sanguineos
muscularizados portais mostrou aumento significativo a medida que aumentou a
atividade necro-infilamatdria parenquimatosa. Tal aumento mostrou-se
significativo na analise agrupada, sendo também aparente que o aumento
ocorreu em cada grau de atividade parenquimatosa. Em especial, a transigdo da
atividade periportal grau 1 para 2, muito valorizada na histopatologia,
aparentemente acompanha-se de maior ativacdo da neoformacao de vasos

sanguineos muscularizados nos espacgos porta.

4.4.2.2. Distribuicdo do perfil de brotos e vasos sanguineos
portais e lesdes associadas a doenga gordurosa do

figado

A distribuicdo dos brotos e vasos sanguineos nos espagos porta
graduados em baixo e alto grau e as lesdes associadas a doenga gordurosa do

figado estdo expostas nas tabelas 9 e 10.

Tabela 9 - Distribuigdo do perfil de vasos sanguineos portais e esteatose

Esteatose
o 1 2 3 p Observacao
. Nao houve associacao
Brotos Baixo Grau 15 16 8 2 entre os brotos
sanguineos 0,46 sanguineos portais e a
portais (BSP) AltoGrau 10 11 6 4 esteatose. Vide Anexos
BB e CC.
A quantidade de casos
BaixoGrau 15 12 6 4 com muitos vasos ou
com  poucos  vasos
Vasos sanguineos portais nao
sanguineos 0,88 9

se mostrou relacionada a
AltoGrau 10 15 8 2 presenca ou aos graus
de esteatose. Vide
Anexos DD e EE.
A quantidade de casos
. com muitos vasos ou
BaixoGrau 20 19 10 4 com  poucos  vasos
sanguineos
0,66 muscularizados portais
nao se mostraram
AtoGrau 5 8 4 2 relacionadas a presenga
dos graus de esteatose.
Vide Anexos FF e GG.

portais (VSP)

Vasos
sanguineos
muscularizados
portais (VSMP)
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Tabela 10 - Distribui¢do do perfil de vasos sanguineos portais e esteato-hepatite

Esteato-hepatite

Ausente Presente p Observacgao

A quantidade de
Baixo Grau 33 8 casos com muitos
brotos ou com poucos
Brotos brotos  sanguineos
sanguineos 0,21 portais néo se
portais (BSP) mostrou relacionada
Alto Grau 21 10 3 presenca de
esteato-hepatite. Vide

Anexos HH e Il

Assim como
. verificado com
Baixo Grau 29 8 relacédo a esteatose, a
guantidade de casos
com muitos vasos ou
Vasos

. com poucos Vvasos
sanguineos 0,49 sanguineos  portais
portais (VSP) nao  se mostrou
Alto Grau 25 10 relacionada 3
presenca de esteato-
hepatite. Vide Anexos

JJ e KK.
Assim como
verificado com
Baixo Grau 42 11 relagéo a esteatose, a

guantidade de casos
com muitos vasos ou
com poucos Vvasos
0,16 sanguineos
muscularizados em
Alto Grau 12 7 espacgos-porta nao se
mostrou relacionada
a presenca de
esteato-hepatite. Vide
Anexos LL e MM.

Vasos
sanguineos
muscularizados
portais (VSMP)

4.4.2.3. Distribuicdo do perfil de brotos e vasos sanguineos

portais e o genétipo do VHC

A distribuicdo dos brotos e vasos sanguineos nos espacgos porta

graduados em baixo e alto grau e o gendtipo esta exposto na tabela 11.
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Tabela 11 - Distribui¢do do perfil de vasos sanguineos portais e genétipo

Genétipo
1 3 o] Observacao
Brotos Baixo Grau 27 14 Nao houve associacdo entre os
. brotos sanguineos portais e os
sanguineos 0,44 - )
portais (BSP) genotipos. Vide Anexos NN e
Alto Grau 23 8 OO0.
Ainda que os pacientes
. infectados pelo gendtipo 3 do
Baixo Grau 27 10 VHC tenham apresentado
Vasos maior propor¢ao de casos com
sanguineos 0,50 alto grau de vasos sanguineos
portais (VSP) portais, tal diferenga nao
Alto Grau 23 12 mostrou qualquer tendéncia a
significancia estatistica. Vide
Anexos PP e QQ.
O presente estudo nao
Baixo Grau 37 16 detectou diferengas
Vasos significativas da formagéo de
sanguineos 091 Vasos sanguineos
muscularizados ' muscularizados em espagos-
portais (VSMP)  Alto Grau 13 6 porta em pacientes infectados

com VHC gendtipo 1 ou 3. Vide
Anexos RR e SS.

4.4.3. Comparagao entre os valores quantitativos de

brotos e vasos sanguineos na interface

A comparagdo dos valores quantitativos entre os brotos

sanguineos s e vasos sanguineos na interface esta exposta na tabela 12. Vale

repetir que no presente estudo nao identificamos a presenca de vasos

muscularizados na interface.
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Tabela 12 - Comparacgao entre os valores de brotos sanguineos na interface e vasos
sanguineos na interface

Brotos sanguineos na interface
BSI Baixo | BSI Alto Total
Grau Grau Geral
VSI Baixo
Vasos sanguineos na Grau a4 3 47 p<0,01
interface VSI Alto 0 o5 o5
Grau
Total Geral 44 28 72

Os brotos e os vasos sanguineos de interface tiveram
comportamento paralelo, salientando-se aqui a presenca de trés casos com

aumento dos brotos, mas ndo dos vasos bem constituidos.

4.4.4. Andlise comparativa entre a distribuicdo das
variaveis imuno-histoquimicas na interface e

lesbes associadas a hepatite C cronica

4.4.4.1. Distribuicdo do perfil de brotos e vasos sanguineos

na interface e lesdes associadas a hepatite C cronica

A distribuicdo dos brotos e vasos sanguineos na interface
graduados em baixo e alto grau e as lesdes associadas a hepatite C estédo

expostas nas tabelas 13, 14, 15 e 16 e graficos 11 e 12.
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Tabela 13 - Distribui¢ao do perfil de vasos sanguineos na interface e alteragao estrutural

Alteracao estrutural

FO F1 F2 F3 F4 p Observagiao

Brotos Baixo Grau 2 9 10 9 14
sanguineos na 0,04 Vide grafico 11

interface (BSI) AltoGrau 5 10 5 7 1

Vasos Baixo Grau 5 10 7 13 12
sanguineos na 0,01 Vide grafico 12
interface (VSI)  Alto Grau 2 9 8 3 3

Grafico 11 - Distribuicdo de casos com baixa ou alta quantidade de brotos sanguineos
na interface marcados pelo endotélio conforme alteracdes estruturais

Brotos sanguineos na interface x Alteragao estrutural

m BSI| Baixo Grau = BSI Alto Grau

Brotos sanguineos na interface

0 1 2 3 4
Alteragao estrutural

A associagao entre os brotos sanguineos na interface e a
alteracao estrutural foi significativa e intrigante. A observagao do grafico mostra
aumento da formacao de tais brotos nas fases iniciais de dano estrutural, caindo

a partir dai e até a fase cirrética.
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Grafico 12 - Distribuicdo de casos com baixa ou alta quantidade de vasos sanguineos
na interface marcados pelo endotélio conforme alteracées estruturais

Vasos sanguineos na interface x Alteragao estrutural

m VS| Baixo Grau mVSI Alto Grau
13

12

Vasos sanguineos na interface

0 1 2 3 4
Alteragao estrutural

A associagdo entre os vasos sanguineos na interface e a
alteracao estrutural foi significativa, com aumento da formagéo dos vasos nas
fases iniciais de dano estrutural, caindo a partir dai e até a fase cirrédtica.
Devemos salientar que tal comportamento foi similar ao observado com os brotos

sanguineos periportais.

Tabela 14 - Distribuicdo do perfil de vasos sanguineos na interface e infiltrado
inflamatario portal/septal

Infiltrado inflamatoério portal/septal

0o 1 2 3 4 p Observacgido
Nao houve associagéo
Brotos BaixoGrau 0 7 18 16 3 entre os brotos
sanguineos 0,5 sanguineos na interface
na interface 2 e oinfiltrado inflamatério
(BSI) Alto Grau 0 5 13 9 1 portal/septal. Vide

Anexos TT e UU.

Nao houve associagéo

Vasos BaixoGrau 0 6 20 17 4 entre os vasos
sanguineos 0,2 sanguineos na interface
na interface 6 e oinfiltrado inflamatério

(VSI) Alto Grau 0O 6 11 8 O portal/septal. Vide

Anexos VV e WW.
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Tabela 15 - Distribuicdo do perfil de vasos sanguineos na interface e atividade
periportal/perisseptal

Atividade periportal/perisseptal

0 1 2 3 4 p Observacgao
Brotos ) N&o houve
. Baixo Grau 5 2 14 22 1 associagdo entre os

sanguineos :

brotos sanguineos na

na 0,16 . o
interface interface e a atividade
(BSI) Alto Grau 3 6 9 9 1 pgnportal /perisseptal.
Vide Anexos XX e YY.
N&o houve
Vasos Baixo Grau 4 5 15 21 2 associagdo entre os
sanguineos vasos sanguineos na
na 0,46 interface e a atividade
interface periportal/perisseptal.
(vVSI) AltoGrau 4 3 8 10 O Vide Anexos ZZ e

AAA.

Tabela 16 - Distribuigdo do perfil de vasos sanguineos na interface e atividade
parenquimatosa

Atividade parenquimatosa

o 1 2 3 4 p Observagio
Nao houve
Brotos Baixo Grau 1 16 18 8 1 associacao ent’re 0s
sanquineos brotos sanguineos
gna 034 na interfface e a
interface ’ atividade
(BSI) Alto Grau 2 12 11 3 0 p_arenqwmatosa_
Vide Anexos BBB e
CCC.
Nao houve
Vasos BaixoGrau 3 15 21 7 1 assoclagao ent're 0s
sanquineos vasos  sanguineos
gna 0.26 na interfface e a
interface ’ atividade
(VSI) Alto Grau 0O 13 8 4 0 parenquimatosa.

Vide Anexos DDD e
EEE.




78
RESULTADOS

4.4.4.2. Distribuicdo do perfil de brotos e vasos sanguineos
na interface e lesdes associadas a doenga gordurosa

do figado
A distribuicdo dos brotos e vasos sanguineos na interface

graduados em baixo e alto grau e as lesdes associadas a doenga gordurosa do
figado estdo expostas nas tabelas 17 e 18.

Tabela 17 - Distribui¢do do perfil de vasos sanguineos na interface e esteatose

Esteatose

0 1 2 3 p Observacgao

Nao houve
Baixo Grau 14 17 9 4 associagao entre
0s brotos
sanguineos na
interface e a
esteatose. Vide
Alto Grau 1M 10 5 2 Anexos FFF e

GGG.

Brotos
sanguineos na 0,67
interface (BSI)

A quantidade de
casos com muitos
Baixo Grau 15 19 9 4 vasos ou com
poucos vasos
sanguineos na
interface ndo se
mostrou
relacionada a
Alto Grau 10 8 5 2 presenga ou aos
graus de
esteatose. Vide
Anexos HHH e IlI.

Vasos
sanguineos na 0,97
interface (VSI)




79
RESULTADOS

Tabela 18 - Distribuicdo do perfil de vasos sanguineos na interface e esteato-hepatite

Esteato-hepatite

Ausente Presente p Observagao
Brotos Baixo Grau 32 22 Nao houve associagao
sanquineos entre oS brotos
na igteﬁace 0,57 sanguineos na interface
(BSI) e a esteato-hepatite.
Alto Grau 22 6 Vide Anexos JJJ e KKK.
Assim como verificado
. com relacéo a esteatose,
Baixo Grau 34 13 a quantidade de casos
Vasos com muitos vasos ou
sanguineos 047 COM  poucos  vasos
na interface ’ sanguineos na interface
(VSI) Alto Grau 20 5 nao se mostrou

relacionada a presenca
de esteato-hepatite. Vide
Anexos LLL e MMM.

4.4.4.3. Distribuicdo do perfil de brotos e vasos sanguineos

na interface e o genétipo do VHC
A distribuicdo dos brotos e vasos sanguineos nos espacgos porta
graduados em baixo e alto grau e o gendtipo esta exposto na tabela 19 e grafico

13.

Tabela 19 - Distribui¢do do perfil de vasos sanguineos na interface e genétipo

Genétipo
1 3 p Observagao
. N&o houve associagéo entre os
Br9 tos Baixo Grau 30 14 brotos sanguineos na interface
sanguineos na 0,77

e o0 gendtipo. Vide Anexos

interface (BSI) Alto Grau 20 8 NNN e 000

Vasos Baixo Grau 37 10

sanguineos na 0,01 Vide grafico 13
interface (VSI)  Alto Grau 13 12
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Grafico 13 - Distribuicdo de casos com baixa ou alta quantidade de vasos sanguineos
na interface marcados pelo endotélio conforme gendtipo

Vasos sanguineos na interface x Genétipo

Vasos sanguineos na interface

1 VS| Baixo Grau

37
13
I - ; 1-2
1 3

Genoétipo

m VS| Alto Grau

A quantidade de casos com vasos sanguineos na interface

mostrou—se significativamente maior no grupo de casos com gendtipo 3.

4.4.5. Comparagao entre os valores quantitativos de

brotos e vasos sanguineos no parénquima

As comparagdes dos valores quantitativos entre os brotos

sanguineos no parénquima e vasos sanguineos no parénquima, estao expostas

na tabela 20. Vale repetir que no presente estudo nao identificamos a presenca

de vasos muscularizados no parénquima.

Tabela 20 - Comparacao entre os valores de brotos sanguineos no parénquima e vasos
sanguineos no parénquima

Brotos sanguineos no

parénquima
BSPA BSPA Total
Baixo Grau | Alto Grau | Geral
’ VSPA Baixo 37 0 37
Vasos sanguineos no Grau
parénquima VSPA Alto 5 30 35
Grau
Total Geral 42 30 72

p<0,01
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Nota-se em geral concordancia no comportamento da formagéao
de brotos e de vasos sanguineos bem delineados (capilarizagao focal) nos
sinusoides, notando-se, entretanto, 5 casos em que vasos bem constituidos

estiveram desacompanhados do aumento do contingente de brotos endoteliais.

4.4.6. Analise comparativa entre a distribuicdo das
variaveis imuno-histoquimicas no parénquima e

lesbes associadas a hepatite C cronica

4.4.6.1. Distribuicdo do perfil de brotos e vasos sanguineos
no parénquima e lesbées associadas a hepatite C

cronica

A distribuicdo dos brotos e vasos sanguineos no parénquima
graduados em baixo e alto grau e os critérios histolégicos estdo expostas nas
tabelas 21, 22, 23 e 24 e graficos 14 e 15.

Tabela 21 - Distribuicdo do perfil de vasos sanguineos no parénquima e alteragao
estrutural

Alteracao estrutural

FO F1 F2 F3 F4 p Observagao

Os presentes achados
indicam que ainda que a

BaixoGrau 3 14 9 8 8 propor¢do casos com
maior contingente de

Brotos i
sanguineos brotAOS sanguineos  no
ho 031 Parénquima tenha sido
" . ’ maior nos casos F3 e F4
pa(r;rsiglxra (15/31) do que nos casos

FO-F2  (15/41)  tais
valores néo se
mostraram significativos.
Vide Anexo PPP e QQQ.

Alto Grau 4 5 6 8 7

Vasos BaixoGrau 4 8 5 9 11
sanguineos

no 0,05 Vide grafico 14.

pazsgg‘;:)ma AltoGrau 3 11 10 7 4
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Grafico 14 - Distribuicdo de casos com baixa ou alta quantidade de vasos sanguineos
no parénquima marcados pelo endotélio conforme alteragdes estruturais

Vasos sanguineos no parénquima x Alteragao estrutural

mVSPA Baixo Grau mVSPA Alto Grau

Vasos sanguineos no parénquima

0 1 2 3 4
Alteragao estrutural

Os presentes achados mostram tendéncia de aumento da
proporcao de de casos com formacao de vasos sanguineos completos no
parénquima a medida que as alteragdes estruturais progrediram de FO até F2 e

sua reducgao nas fases avancadas F3 e F4.
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Tabela 22 - Distribuicdo do perfil de vasos sanguineos no parénquima e infiltrado
inflamatério potal/septal

Infiltrado inflamatoério portal/septal

0o 1 2 3 4 p Observacgio

Apesar do numero
de casos com

BaixoGrau 0 8 19 12 3 muitos  brotos
sanguineos no
Brotos parénquima ter
sanguineos no 035 aumentado, nao
parénquima ’ houve associagéo
(BSPA) com o infiltrado

inflamatério
AltoGrau 0 4 12 13 1 portal/septal. Vide
Anexo RRR e

SSS.

Apesar de

aparente

incremento na
quantidade de
casos com alto
grau de formagéao
de vasos

BaixoGrau O 9 15 10 3

Vasos ,
. sanguineos no
sanguineos no N

A . 0,36 parénquima na
pandna transicdo entre os
(VSPA) graus 2 e 3, tal
relacao nao
AltoGrau 0 3 16 15 1 mostrou qualquer

significancia

estatistica. Vide
Anexo TTIT e
UUU.
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Tabela 23 - Distribuicdo do perfil de vasos sanguineos no parénquima e atividade
periportal/perisseptal

Atividade periportal/perisseptal

0 1 2 3 4 p Observacao

Brotos BaixoGrau 5 6 16 12 2
sanguineos

no 0,04 Vide grafico 15.
parénquima
(BSPA) AltoGrau 3 2 7 18 O

A formagédo de vasos

Vasos  BaixoGrau 6 4 9 16 2 sanguineos completos
no parenquima nao

sanguineos ~
apresentou relagdo com
no 0,62 o
parénquima o grau de atividade
(VSPA) AltoGrau 2 4 14 15 0 pecromflamgtorla de
interface. Vide Anexos
VVV e WWW.

Grafico 15 - Distribuicao de casos com baixa ou alta quantidade de brotos sanguineos
no parénquima marcados pelo endotélio conforme atividade
periportal/perisseptal

Brotos sanguineos no parénquima x Atividade
periportal/perisseptal

m BSPA Baixo Grau mBSPA Alto Grau
18

Brotos sanguineos no parénquima

0 1 2 3 4
Atividade periportal/perisseptal

A formacgado de brotos sanguineos no parénquima mostrou-se
significativamente relacionada ao grau de atividade necroinflamatoria de
interface, sendo evidente o incremento detectado na transicdo de atividade

moderada (grau 2) para a intensa (grau 3).
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Tabela 24 - Distribuicao do perfil de vasos sanguineos no parénquima e atividade

parenquimatosa

Atividade parenquimatosa

0 1 2 3 4 p Observacgao

Houve aumento na
quantidade de
brotos sanguineos
no parénquima

BaixoGrau 3 18 14 6 1

Brotos
. entre ograu 2 e 3,
sanguineos - -
no 0.15 porém na ana~llse
parénquima agrupada nao
houve associagéo
(BSPA) o
AltoGrau 0 10 15 5 0 com a atividade
parenquimatosa.
Vide Anexos XXX
eYYY.
Nao foi constatada
qualquer relagéo
BaixoGrau 1 14 15 6 1 significativa entre
Vasos a formacéo de
sanguineos vasos sanguineos
no 0,65 no parénquimae a
parénquima atividade
(VSPA) necroinflamatoria

Alto Grau 2 14 14 5 0 parequimatosa_

Vide Anexos Z2Z7
e AAAA.

4.4.6.2. Distribuicdo do perfil de brotos e vasos sanguineos
portais e lesdes associadas a doenga gordurosa do

figado

A distribuicdo dos brotos e vasos sanguineos no parénquima
graduados em baixo e alto grau e as lesdes associadas a doenga gordurosa do

figado estdo expostas nas tabelas 25 e 26.
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Tabela 25 - Distribuicdo do perfil de vasos sanguineos no parénquima e esteatose

Esteatose
0 1 2 P Observacao

Apesar de existir
aumento na quantidade
Brotos Baixo Grau 18 15 6 de brotos sanguineos
sanguineos no parénquima
no 015 conforme o grau de
arénguima ’ esteatose aumenta, tal
P (BSOI-!’A) relagdo ndo atingiu
AltoGrau 7 12 8 significancia estatistica.
Vide Anexos BBBB e

CCCcC.
Vasos BaixoGrau 13 11 9 Néo foi observada
sandquineos qualquer relagao entre
gno 0.15 esteatose e a formagéo
parénquima ’ de vasos sanguineos
(VSPA) AltoGrau 12 16 5 no parénquima. Vide

Anexos DDDD e EEEE.

Tabela 26 - Distribuigéo do perfil de vasos sanguineos no parénquima e esteato-hepatite

Esteato-hepatite

Ausente Presente p Observacgao
A quantidade de casos
. com muitos brotos ou
Brotos Baixo Grau 34 8 com poucos brotos
sanguineos sanguineos no
no 0,16 parénquima nao se
parénquima mostrou relacionada a
(BSPA) Alto Grau 20 10 presenga de esteato-
hepatite. Vide Anexos
FFFF e GGGG.

Vasos Baixo Grau 25 12 Nao houve associagao
sanguineos dos vasos sanguineos
no 0,13 no parénquima com a
parénquima esteato-hepatite. Vide

(VSPA) Alto Grau 29 6 Anexos HHHH e llII.
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4.4.6.3. Distribuicdo do perfil de brotos e vasos sanguineos

no parénquima e o genétipo do VHC

A distribuicdo dos brotos e vasos sanguineos no parénquima

graduados em baixo e alto grau e o gendtipo esta exposto na tabela 27.

Tabela 27 - Distribuicdo do perfil de brotos e vasos sanguineos no parénquima e

gendtipo
Genétipo
1 3 ¢] Observagao
Brotos Baixo Grau 29 13 Nao houve associacdo entre os
sanguineos . .
brotos sanguineos no parénquima
no 0,93 » ;
" . e os genotipos. Vide Anexos JJJJ
parénquima KKKK
(BSPA) AltoGrau 21 9 € :
Ainda que os pacientes infectados
] pelo gendtipo 3 do VHC tenham
Vasos Baixo Grau 27 10 apresentado maior propor¢do de
sanguineos casos com alto grau de vasos
no 0,50 sanguineos no parénquima, tal
parénquima diferenga nao mostrou qualquer
(VSPA) Alto Grau 23 12 tendéncia a significancia

estatistica. Vide Anexos LLLL e
MMMM.

4.5. VASOS LINFATICOS

4.5.1. Distribuicao dos valores quantitativos de brotos e
vasos marcados pela reatividade de seu endotélio

para podoplanina

A pesquisa da podoplanina expressa nos vasos linfaticos
permitiu identificar células enedoteliais formando brotos ou vasos linfaticos nos

espacos porta.
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Devido ao fato de o corte de um dos casos nao apresentar
espacgos-porta, o numero de casos para a expressdo da podoplanina no
endotélio linfatico foi 71.

A distribuigdo dos valores obtidos com a contagem de brotos e
vasos linfaticos tanto nos espacos-porta como na interface em cada um dos 71
casos esta apresentada nos Anexos E e F. Os Anexos O, P, Q e R apresentam
as medianas das médias dessas positividades, dividindo assim os casos em que
cada marcador foi graduado como “baixo grau” e “alto grau”.

Assim, sendo 2 a mediana das médias do numero de brotos
linfaticos portais (BLP), em 40 casos o valor de brotos linfaticos portais foi
classificado como de baixo grau e os demais 31 como de alto grau.

Com a mediana das médias dos vasos linfaticos portais (VLP)
sendo 7, 39 casos foram classificados como baixo grau e 32 casos como alto
grau.

A pesquisa de brotos linfaticos na interface (BLI) resultou
negativa em todos os 71 casos, sendo, portanto, zero sua mediana, o que
impede sua analise comparativa com as demais variaveis imuno-histoquimicas
e com os critérios histologicos.

Em relagdo aos vasos linfaticos na interface (VLI), a mediana
das médias foi zero, portanto, 69 casos foram classificados como baixo grau e 2
casos como alto grau. Tal distribuicdo impede analise estatistica comparando
esta variavel com as demais. Merece destaque apenas o fato de estes dois casos
também apresentarem alto indice de vasos linfaticos portais, sendo suas
alteragdes estruturais classificadas como FO (1 caso) e F3 (1 caso).

A pesquisa de brotos linfaticos no parénquima (BLPA) resultou
negativa em todos os 71 casos, sendo, portanto, zero sua mediana, o que
impede sua analise comparativa com as demais variaveis imuno-histoquimicas
e com os critérios histologicos.

A pesquisa de vasos linfaticos no parénquima (VLPA) resultou
negativa em todos os 71 casos, sendo, portanto, zero sua mediana, o que
impede sua analise comparativa com as demais variaveis imuno-histoquimicas

e com os critérios histologicos.
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4.6. COMPARAGAO ENTRE oS VALORES
QUANTITATIVOS DOS VASOS LINFATICOS

4.6.1. Comparacao entre os valores quantitativos de

brotos e vasos linfaticos portais

A comparacao dos valores quantitativos entre os brotos linfaticos
portais e vasos linfaticos portais, estdo na tabela 28.

Tabela 28 - Comparacao entre os valores de brotos linfaticos portais e vasos linfaticos

portais
Brotos linfaticos portais
BLP Baixo | BLP Alto Total
Grau Grau Geral
VL(F; Baixo 39 0 39 | p<0,01
Vasos linfaticos portais rau
VLP Alto
1 31 32
Grau
Total Geral 40 31 71

Com exceg¢ao de um caso, a distribuicdo entre os padrbes de
brotos e de vasos linfaticos nos espagos porta foi praticamente idéntica,
mostrando a relacgdo direta entre os dois tipos de achado.

4.6.2. Analise comparativa entre a distribuicao do perfil
de brotos e vasos linfaticos portais e lesdes

histolégicas

4.6.2.1. Distribuicdo do perfil de brotos e vasos linfaticos

portais e les6es associadas a hepatite C crénica

A distribuicdo dos brotos e vasos linfaticos nos espacos porta
graduados em baixo e alto grau e as lesdes associadas a hepatite C estédo

expostas nas tabelas 29, 30, 31 e 32 e graficos 16 a 21.
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Tabela 29 - Distribuicdo do perfil de vasos linfaticos portais e alteragao estrutural

Alteracao estrutural

FO F1 F2 F3 F4 p Observacgido
Brotos BaixoGrau 6 12 9 7 6
linfaticos 0,03 Vide grafico 16
portais (BLP) AltoGrau 1 6 6 9 9
Vasos BaixoGrau 7 13 7 9 3
linfaticos 0,01 Vide grafico 17
portais (VLP) AltoGrau 0 5 8 7 12

Grafico 16 - Distribuicdo de casos com baixa ou alta quantidade de brotos linfaticos

portais conforme os graus de alteragdes estruturais

12

Brotos linfaticos portais

m BLP Baixo Grau

Alteracgao estrutural

m BLP Alto Grau

Brotos linfaticos portais x Alteragao estrutural

A quantidade de casos com muitos brotos linfaticos portais

mostrou aumento a medida que progrediram as alteragdes estruturais. Tal

aumento mostrou-se significativo na analise agrupada, sendo também aparente

que o aumento ocorreu em cada grau de aumento do dano estrutural, sugerindo

ativacao precoce e mantida da linfangiogénese portal.
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Grafico 17 - Distribuicdo de casos com baixa ou alta quantidade de vasos linfaticos
portais conforme os graus de alteragdes estruturais

Vasos linfaticos portais x Alteragao estrutural

mVLP Baixo Grau mVLP Alto Grau
13

Vasos linfaticos portais

0 1 2 3 4
Alteragao estrutural

A quantidade de casos com muitos vasos linfaticos portais
mostrou-se significativamente maior no conjunto de casos com maiores
alteracbes estruturais, ressalvando-se aparente descontinuidade de tal

incremento entre os casos com alteragdes estruturais grau 3.

Tabela 30 - Distribuicdo do perfil de brotos e vasos linfaticos portais e infiltrado
inflamatdrio portal/septal

Infiltrado inflamatoério portal/septal

0o 1 2 3 4 o] Observacgio

Brotos BaixoGrau 0 10 20 9 1
linfaticos <0,01 Vide grafico 18
portais (BLP) AitoGrau 0 1 11 16 3

Vasos Baixo Grau O 9 20 9 1
linfaticos 0,01 Vide grafico 19
portais (VLP) AltoGrau 0 2 11 16 3
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Grafico 18 - Distribuicdo de casos com baixa ou alta quantidade de brotos linfaticos
portais conforme os graus de infiltrado inflamatério portal/perisseptal

Brotos linfaticos portais x Infiltrado inflamatério

portal/septal

w mBLP Baixo Grau mBLP Alto Grau
‘S
'g 20
o
(72
o
9
w©
£
®
S
o
& 0 0

0 1 2 3 4

Infiltrado inflamatério portal/septal

A quantidade de casos com muitos brotos linfaticos portais
mostrou aumento a medida que progrediram as alteragdes estruturais. Tal
aumento mostrou-se significativo na analise agrupada, sendo também aparente
que o aumento ocorreu em cada grau de aumento do infiltrado inflamatorio portal,
sugerindo relagdo direta entre cada grau de atividade inflamatéria e a

linfangiogénese portal.

Grafico 19 - Distribuicdo de casos com baixa ou alta quantidade de vasos linfaticos
portais conforme os graus de infiltrado inflamatério portal/septal

Vasos linfaticos portais x Infiltrado inflamatoério

portal/septal
mVLP Alto Grau = VLP Baixo Grau

'§ 20

o

o

(2]

[}

o

©

£

»

o

s 0 0

0 1 2 3 4

Infiltrado inflamatério portal/septal
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A quantidade de casos com muitos vasos linfaticos portais
mostrou aumento a medida que progrediram as alteragdes estruturais. Tal
aumento mostrou-se significativo na analise agrupada, sendo também aparente
que o aumento ocorreu em cada grau de aumento do infiltrado inflamatorio portal,
sugerindo relagdo direta entre cada grau de atividade inflamatéria e a

linfangiogénese portal.

Tabela 31 - Distribuicdo do perfil de brotos e vasos linfaticos portais e atividade
periportal/perisseptal

Atividade periportal/perisseptal

0o 1 2 3 4 p Observagéao
Nao detectamos
diferencas  significativas
BaixoGrau 8 6 10 16 0 na quantidade de casos

com muitos brotos
linfaticos portais conforme
a atividade
periportal/perisseptal.
0,21  Fica, entretanto, a
observagdo de aumento
marcante do numero de
casos com muitos brotos
linfaticos portais a partir
Alto Grau 0 1 13 15 2 da atividade necro-
inflamatéria grau 2. Vide
Anexos NNNN e OOOO0.

Brotos
linfaticos
portais
(BLP)

Nao detectamos
diferencas  significativas
na quantidade de casos
com muitos vasos

BaixoGrau 8 4 12 14 1 linfaticos portais conforme
a atividade
periportal/perisseptal.
Fica, entretanto, a

Vasos observagdo do aumento
linfaticos 013 marcante do numero de
portais ’ casos com muitos vasos
(VLP) linfaticos portais entre os
graus 2 e 3 de atividade

necro-inflamatéria.

Alto Grau 0 3 11 17 1 Importa também realgar
que so dois casos tiveram
atividade necro-
inflamatéria periportal
grau 4. Vide Anexos
PPPP e QQQQ.
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Tabela 32 - Distribuicao do perfil de brotos e vasos linfaticos portais e atividade
parenquimatosa

Atividade parenquimatosa

01 2 3 4 o] Observacgao
Brotos BaixoGrau 3 21 12 3 _ -
linfaticos <0,01 Vide grafico 20
portais (BLP) AltoGrau 0 6 17 8 O
Vasos BaixoGrau 3 19 14 3 1
linfaticos <0,01 Vide grafico 21
portais (VLP) AltoGrau 0 8 15 8 1

Grafico 20 - Distribuicido de casos com baixa ou alta quantidade de brotos linfaticos
portais conforme os graus de atividade parenquimatosa

Brotos linfaticos portais x Atividade parenquimatosa
mBLP Baixo Grau mBLP Alto Grau
21
17

12

Brotos linfaticos portais

0 1 2 3 4
Atividade parenquimatosa

Ressalvando-se a presenca de apenas um caso com atividade
inflamatoria grau 4 no parénquima, a quantidade de casos com muitos brotos
linfaticos portais mostrou aumento significativo a medida que aumentou a
atividade necro-infilamatéria parenquimatosa. Tal aumento mostrou-se
significativo na analise agrupada, sendo também aparente que o aumento
ocorreu em cada grau de atividade parenquimatosa. Em especial, a transigao da
atividade parenquimatosa grau 1 para 2, muito valorizada na histopatologia,

mostrou-se acompanhada de maior ativagédo da linfangiogénese portal.
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Grafico 21 - Distribuicdo de casos com baixa ou alta quantidade de vasos linfaticos
portais conforme os graus de atividade parenquimatosa

Vasos linfaticos portais x Atividade parenquimatosa

mVLP Baixo Grau mVLP Alto Grau
19

Vasos linfaticos portais

0 1 2 3 4
Atividade parenquimatosa

Ressalvando-se a presenca de apenas um caso com atividade
inflamatdria grau 4 no parénquima, a quantidade de casos com muitos vasos
linfaticos portais mostrou aumento significativo a medida que aumentou a
atividade necro-infilamatdria parenquimatosa. Tal aumento mostrou-se
significativo na analise agrupada, sendo também aparente que o aumento

ocorreu em cada grau de atividade parenquimatosa.

4.6.2.2. Distribuicdo do perfil de brotos e vasos linfaticos
portais e lesdes associadas a doenga gordurosa do

figado

A distribuicdo dos brotos e vasos linfaticos nos espacos porta
graduados em baixo e alto grau e as lesdes associadas a doenga gordurosa do

figado estdo expostas nas tabelas 33 e 34.
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Tabela 33 - Distribui¢do do perfil de brotos e vasos linfaticos portais e esteatose

Esteatose
0 1 3 p Observacgao

Baixo Grau 15 13 4 A quantidade de casos com
Brotos muitos ou poucos brotos
linfati linfaticos portais ndo se
infaticos 069 most lacionad .
ortais , ostrou relacionada a
pBLP presenga ou aos graus de
( ) esteatose. Vide  Anexos

Alto Grau 10 13 2 RRRR e SSSS.
Ainda que a observacédo do
. grafico SS e da tabela 3F
Baixo Grau 19 11 2 mostre aparente aumento do
Vasos numero de casos com muitos
linfaticos 0909 Vasos linfaticos portais no
portais ’ conjunto de casos com maior
(VLP) esteatose hepatica (g.2 ou
AltoGrau 6 15 4 g.3), tal diferenga nao atingiu

significancia estatistica. Vide
Anexos TTTT e UUUU.

Tabela 34 - Distribuicdo do perfil de brotos e vasos linfaticos portais e esteato-hepatite

Esteato-hepatite

Ausente

Presente

p Observacgao

Baixo Grau
Brotos

32

linfaticos
portais

(BLP) Alto Grau

22

0,37

A quantidade de casos
com muitos ou poucos
brotos linfaticos portais
nao se mostrou
relacionada a presenca
de esteato-hepatite. Vide
Anexos VW e
WWWW.

Baixo Grau

Vasos
linfaticos

32

portais
(VLP)

Alto Grau

22

10

0,19

Ainda que a observacao
do grafico XXXX e da
tabela YYYY mostre
aparente aumento do
namero de casos com
muitos vasos linfaticos
portais no conjunto de
casos apresentando
esteato-hepatite, tal
diferenca nao atingiu
significancia estatistica.
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4.6.2.3. Distribuicdo do perfil de brotos e vasos linfaticos

portais e o gendétipo do VHC

A distribuicdo dos brotos e vasos linfaticos nos espacos porta

graduados em baixo e alto grau e o gendtipo esta exposto na tabela 35.

Tabela 35 - Distribui¢do do perfil de brotos e vasos linfaticos portais e genétipo

Genétipo

3

p

Observacgido

Brotos
linfaticos
portais (BLP)

Baixo Grau

25

15

Alto Grau

24

0,17

Apesar da proporcéo de
casos com maior
guantidade de brotos
linfaticos portais ser
aparentemente  maior
em pacientes infectados
pelo VHC genétipo 1, tal
diferencga nao se
mostrou significante
estatisticamente. Vide
Anexos ZZZ7Z e AAAAA.

Vasos
linfaticos
portais (VLP)

Baixo Grau

11

Alto Grau

21

11

0,57

Apesar da proporcéo de
casos com maior
guantidade de vasos
linfaticos portais ser
aparentemente  maior
em pacientes infectados
pelo VHC gendtipo 3, tal
diferencga nao se
mostrou significante
estatisticamente. Vide
Anexos BBBBB e
CCCCC.




98
RESULTADOS

4.7. DISTRIBUIGAO DOS VALORES QUANTITATIVOS DOS
GENOTIPOS

4.7.1. Analise comparativa entre os gendtipos e lesdes

associadas a hepatite C crénica

4.7.1.1. Distribuicdo dos genétipos e lesdes associadas a

hepatite C crénica

A distribuicdo dos gendtipos e as lesdes associadas a hepatite

C estao expostas nas tabelas 36,37,38 e 39.

Tabela 36 - Distribuicdo dos gendtipos e alteragao estrutural

Alteracao estrutural

FO F1 F2 F3 F4 p Observagio

Os grupos de pacientes

1 7 11 8 12 12 infectados pelos gendtipos

1 e 3 ndo mostraram

Genoétipo 0.20 diferenca significativa

quanto a distribuicdo dos
graus de alteracéo
estrutural. Vide Anexos
DDDDD e EEEEE.

Tabela 37 - Distribuigcdo dos gendtipos e infiltrado inflamatério portal/septal

Infiltrado inflamatoério portal/septal

01 2 3 4 p Observacao
Os grupos de pacientes
infectados pelos
1 0 6 21 19 4 gendtipos 1 e 3 nédo
mostraram diferenca

significativa quanto a

Gendtipo 0.13 distribuicdo dos graus de
infiltrado inflamatadrio
3 0 6 10 6 0 portal / septal. Vide

Anexos FFFFF e
GGGGG.
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Tabela 38 - Distribuicdo dos gendtipos e atividade periportal/perisseptal

Atividade periportal/perisseptal

0o 1 2 3 4 P Observagio
Os grupos de pacientes
1 6 4 17 21 2 infectados pelos
gendtipos 1 e 3 nao
Genétipo 0,96 mostraram diferenga

significativa quanto a
3 2 4 6 10 0 distribuigdo dos graus de
alteragéo estrutural. Vide
Anexos HHHHH e .

Tabela 39 - Distribuicdo dos gendtipos e atividade parenquimatosa

Atividade parenquimatosa

0 1 2 3 4 p Observagao
Os grupos de pacientes
infectados pelos
1 3 21 16 9 1 gendtipos 1 e 3 néo
mostraram diferenca

significativa quanto a

Gendtipo 0,20 distribuicdo dos graus de
atividade necro-
3 0 7 13 2 0 inflamatéria no

parénquima. Vide Anexos
JJJJJ e KKKKK.

4.7.1.2. Distribuicdo dos genétipos e lesdes associadas a

doencga gordurosa do figado

A distribuicdo dos gendtipos e as lesbes associadas a doenga

gordurosa do figado estdo expostas nas tabelas 40 e 41 e grafico 22.

Tabela 40 - Distribuicdo dos gendtipos e esteatose

Esteatose

0 1 2 3 o] Observacgao

Genétipo 3 0,02 Vide grafico 22
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Grafico 22 - Distribui¢cdo de casos por gendtipo conforme os graus de esteatose

Genotipo x Esteatose

=1 m3
22

18

Genoétipo
)
N

Esteatose

O grupo de pacientes infectados por VHC gendtipo 3 apresentou
quantidade de casos com esteatose moderada/acentuada (grau 2 ou grau 3)
significativamente maior que a encontrada no grupo de casos infectados por
VHC gendtipo 1.

Tabela 41 - Distribuicdo dos gendtipos e esteato-hepatite

Esteato-hepatite

Ausente Presente p Observacgao

Ainda que maior proporgao

1 39 11 de pacientes infectados por

VHC gendtipo 3 tenha sido

Genétipo 0,37 diagnosticada com esteato-

hepatite, tal diferenga nao

atingiu significancia. Vide
3 15 7 Anexos LLLLL e MMMMM.
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Apesar de inumeros avancgos terem sido relatados em estudos
sobre hepatite C, principalmente em relacdo a terapia antiviral, a recente
demonstracdo de persisténcia de inflamagdo mesmo em figados de casos
tratados com antivirais de acdo direta e com resposta viral sustentada®9%
demonstra ser, ainda hoje, muito importante o estudo das implica¢des bioldgicas
das varias faces da inflamacdo em Hepatite C, destacando-se entre elas as
alteracdes vasculares, especialmente por sua interacdo com a fibrose e com a
hipertensdo portal, conforme recentemente revisto por Zadorozhna et al.’®
Diante do crescente numero de estudos publicados sobre as consequéncias da
formacao de novos vasos sanguineos nas lesdes hepaticas e da escassez de
trabalhos envolvendo a formacao de novos vasos linfaticos, o presente estudo
transversal retrospectivo realizado em biopsias de figado visou a caracterizagao
dos aspectos histoldgicos da lesao hepatica pelo VHC e da doenga gordurosa

relacionados com a vascularizagéo sanguinea e linfatica e com o genétipo viral.

5.1. ASPECTOS GERAIS

Desde o isolamento do DNA complementar do virus da hepatite
C (antes chamada de ndo A-ndo B) em 1989 por Cho et al.’®', houve uma intensa
interacao entre as pesquisas basicas, translacionais e clinicas. Nos 32 anos
desde a descoberta do VHC, podemos observar o avanco nas ferramentas
diagndsticas e estratégias de erradicagao e controle da doenga como, o inicio do
tratamento com interferon, a descoberta de testes soroldgicos e virologicos, em
paralelo, testes bioquimicos e morfolégicos nado invasivos para verificar a fibrose
e a evolucdo nos tratamentos com antivirais orais especificos que inibem as
proteinas ndo estruturais envolvidas na replicagao viral.'%?

Apesar dos avancgos, no mundo, ha milhdes de infectados com
o virus da hepatite C. No Brasil, 10.000 novos s&o notificados casos por ano.%”
Em se tratando de doenca crénica com complicacdes muito tardias, enquanto a
prevaléncia da infeccdo por VHC diminui, a previsdo é de que a mortalidade
secundaria pelo VHC continue a crescer nos préximos 20 anos.'%3

De outra parte, uma das doencas hepaticas que esta se

tornando proeminente € a doenga gordurosa hepatica nao alcéolica, devido a um
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aumento na taxa de sobrepeso e obesidade no mundo de 1975 até 2016. A taxa
triplicou, acometendo 1,9 bilhdo de adultos, mais de 340 milhdes de criangas e
adolescentes de 5 a 19 anos e 41 milhdes de criangas menores de 5 anos. A
doenga gordurosa hepatica ndo alcodlica compreende o espectro desde a
esteatose, esteato-hepatite até a evolugdo para cirrose e carcinoma
hepatocelular. Considerando a importancia da obesidade visceral como fator de
risco para uma série de complicagdes, a associacdo com a infeccédo pelo VHC
deve ser investigada, pois eleva o risco de progressao para as formas graves da
doenca hepatica, inclusive com insuficiéncia hepatica.04.105.106

O virus da hepatite C é caracterizado por ser hepatotropico e
linfotropico, causa crioglobulinemia e provoca um estado inflamatoério sistémico,
com manifestagdes extra-hepaticas e correlacdo com problemas metabdlicos
(resisténcia a insulina, diabetes mellitus, esteatose e aumento de risco de
doencas vasculares) em decorréncia do stress oxidativo. A infec¢ao pelo VHC
promove uma cascata inflamatéria no figado, com alteragbes em macréfagos
natural killers e células hepaticas estreladas/miofibroblastos, ativacdo de
receptor toll-like e produgéo de citocinas pro-inflamatérias.02.107.108

A transmissao pode ser via parenteral e em geral, a infecgao
aguda é assintomatica. Cerca de 60 a 85% evoluem para infecgao cronica que,
caso ndo seja erradicada, traz o risco de desenvolvimento de cirrose nos
proximos 20 a 30 anos e, posteriormente, de carcinoma hepatocelular.®” Em
nosso pais, dados coletados pelo Ministério da Saude®” mostram que 60% dos
casos notificados eram na forma cronica e o maior percentual da fonte de
infeccdo de 2009 a 2018 foi por uso de droga, seguido de transfusdo sanguinea
e relacao sexual. Ja em 2019, a proporgao da transmissao por relagao sexual foi
superior a transmissao por uso de drogas e transfusional.

Os gendtipos mais representativos do virus da hepatite C no
Brasil sdo o tipo 1 seguido do tipo 3. Segundo Manns et al.'%’, o gendtipo
influencia no curso da doenga e na estratégia terapéutica.88103.109,110,111

A distribuicao etaria dos infectados correlaciona-se com a fonte
da infecgdo. Em paises cujo uso de drogas injetaveis € um importante fator de
risco, a idade de pico de infecgdo é até 30 anos, devido aos usuarios ativos de
drogas serem geralmente jovens. Em paises onde a doengas decorrente de
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complicagdes causadas pelo VHC, a faixa etaria de pico de infecgao é entre 50
e 60 anos, pois adquiriram a infecgao antes dos anos 90, principalmente pessoas
que passaram por transfusdo de sangue ou administragcdo de fatores de
coagulacao, até a fase em que o diagndstico se tornou possivel. Em alguns
paises, o perfil etario € misto por causa da presenca de varios fatores de risco.’%”
No Brasil, os casos notificados no periodo de 2008 a 2019, ocorreram na faixa
etaria acima dos 60 anos.®” Nosso estudo teve idade média de 48,7 anos,
compreendendo a faixa de 22 a 78 anos, muito similar ao referido por Manns et
al.’% e pelos dados do Ministério da Saude®® do Brasil.

Com o surgimento dos medicamentos antivirais de agao direta,
mais de 90 % dos infectados submetidos a tratamento de curta duragéo de 12
ou 24 semanas apresentam resposta viroldgica sustentada e uma tolerabilidade
satisfatoria.'1.112.113 Contudo, ainda ha questdes nao resolvidas, envolvendo a
baixa efetividade no tratamento de algumas populagbes que apresentam
dificuldade de cura, incluindo pacientes com infecgao pelo gendtipo 3 do virus
da hepatite C, carcinoma hepatocelular ativo, descompensagao hepatica grave,
e aqueles que tiveram multiplas falhas no tratamento com DAA.107.111

A eliminagéo do virus ajuda a frear o processo de evolugao da
doenca hepatica. Entretanto, em paciente com maior comprometimento hepatico
(cirroses avangadas), a chance de regressao da fibrose é menor, além de nao
eliminar o risco de desenvolvimento de carcinoma hepatocelular, permanecendo,
ainda, a polémica quanto ao aparente aumento do risco de carcinoma precoce
recorrente. Cumpre relembrar que a cirrose pelo VHC, associada ou ndo ao
carcinoma hepatocelular, é, ainda hoje, a principal indicag&o para transplante de
fl'gado_57,107,111,114,115

Apesar do diagndstico, eficacia e tolerabilidade do tratamento
terem grande contribuicdo, menos de 1% das pessoas infectadas pelo VHC
foram tratadas e a maioria nem sabe ser portadora daquela que continua sendo
a maior causa de doenga crbnica hepatica.02.107

O presente estudo mostrou predominancia de sexo feminino,
diferindo, neste aspecto, dos achados mais relatados na populacao brasileira;
dados publicados no Boletim Epidemioldgico do Ministérios da Satde de 2020%,
a analise dos casos notificados de hepatite C desde 1999, mostrou que a taxa
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de detecgdo é predominantemente no sexo masculino com 57,6% do total de
253.307 casos. Ressalte-se, entretanto, que aquele mesmo Boletim relata
aumento progressivo no numero de casos de VHC em pacientes do sexo
feminino ao longo dos anos. Em 1999, a razdo de sexos era de 2,2, passando
para 1,4 em 2008 e para 1,3 no ano de 2019.%

5.2. HISTOPATOLOGIA - ASPECTOS GERAIS

O estudo microscopico da amostra de tecido hepatica obtida
mediante pungao- bidpsia por agulha, apesar dos demais avangos, ainda merece
importantes consideragdes, pois além do diagndstico, traz inumeras informagdes
importantes como a identificagdo de doencgas co-existentes, o grau de atividade
necro-inflamatoria e o comprometimento (estadiamento) da arquitetura hepatica.
Permite ainda a identificacdo de alteragbes que servem como marcadores
etioldgicos como a presenca de foliculos linfoides portais e esteatose.?6:116.117

Nesta Dissertagdo, efetuamos a analise semi-quantitativa de
alteragdes histologicas relacionadas a etiologia, o grau de atividade necro-

inflamatoria e o comprometimento arquitetural.

5.2.1. Estadiamento das lesdes da arquitetura hepatica

Seguindo algumas das classificagbes mais adotadas para
analise do Estadiamento das lesdes da arquitetura hepatica (“estadiamento da
fibrose”) de FO (arquitetura preservada) até F4 (cirrose plenamente estabelecida)
93,116,118 yerificamos que os 72 casos deste estudo refletem o espectro completo
das variacdes histologicas da hepatite cronica C desde formas leves (FO-F1-F2)
representando 57% de nossos casos até o padrédo de cirrose (F3-F4)
representando 43%, de modo a permitir que o objetivo de analisar a evolugéo da
neoformacédo de vasos sanguineos e linfaticos ao longo da progresséo das
lesbes hepaticas pudesse ser atingido.

Esta distribuicdo é similar a relatada por Guido et al."'” que,
usando a classificacao de Ishak (estadios 0-6) observaram que a maior parte dos

casos tinham fibrose leve 1-2 (31 casos), seguido de fibrose moderada 3-4 (7
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casos) e fibrose avangada 5-6 (2 casos) do total de 40 biépsias de figado com
hepatite cronica recorrente apds transplante. Wong et al.''®também utilizaram a
classificacao de Ishak e encontraram 65% dos casos com fibrose leve (0,1,2).

Outros estudos concentraram-se em casuistica com distribuigcao
diferente dos diversos estadios. Assim, Petrescu et al.’?® encontraram fibrose
portal em todos os 56 pacientes e Kukla et al.’?', encontraram 90% dos 40
pacientes nao obesos com hepatite C cronica com fibrose leve, distribuidos em
3 pacientes que nao possuiam fibrose (7,5%), 19 com fibrose estadio 1 (47,5%),
14 com fibrose estadio 2 (35%) e 4 com fibrose estadio 3 ou cirrose (10%). Assim
também, no estudo transversal feito por Castelo et al.'??2 em pacientes com
cirrose hepatica por VHC gendtipo 1 provenientes do sistema de saude publica
brasileira, o estadiamento realizado por imagem mostrou maioria dos casos com
graduacao de fibrose maxima (F4), seguido pelos graus de fibrose leve (FO-F1)
segundo a classificagdo de METAVIR.

Ja no trabalho de Wakamatsu'?3, seguindo um sistema de
“score”, a casuistica foi composta de casos com formas mais acentuadas (F3-
F4) representando 62% (31 casos) do total de 50 casos. O trabalho de Alves'?4,
conforme parametros recomendados pela Associacdo Internacional para o
Estudo das Doencas do figado de 1994, dos 50 casos que compuseram a
casuistica, 19 casos tinham histologia normal ou hepatite crénica ativa sem
esbogos nodulares (38%) e 31 casos estavam em transformag¢ao nodular ou com
cirrose (52%).

Entretanto, ressalte-se que todos esses estudos, assim como
esta nossa Dissertacdo, ndo selecionaram grupos baseados no estadio da
doenca ou associando com os informes clinicos, por isso fornecem apenas uma
idéia do que acontece naquele momento em que o paciente foi biopsiado. No
plano ideal, para compreender melhor a evolugdo das alteracdes
histopatoldgicas ao longo do curso da hepatite C, o mais indicado seriam estudos
em bidpsias sequenciais. Ha trabalhos com esta estratégia, analisando a
evolucdo da fibrose, como o de Mendes et al.'? realizado no LIM-14 e, mais
recentemente, o de Patel et al.’?® e Younossi et al.’® Sendo o interesse principal
desta Dissertagao o estudo dos microvasos sanguineos e linfaticos nos diversos
estadios da Hepatite C, cumpre relatar que ndo encontramos na literatura
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estudos longitudinais acompanhando a evolugao dos microvasos ao longo da

progressao da hepatite C.

5.3. MARCADORES DE ATIVIDADE NECRO-
INFLAMATORIA

5.3.1. Atividade necro-inflamatéria portal/septal

No presente estudo, seguindo a proposta de Desmet et al.''® e
Gayotto et al.%, realizamos uma andlise compartimentalizada da atividade
inflamatdria, com graduagao individualizada da atividade inflamatéria nos
espagos porta em separado das lesdes peri-portais (interface) e das lesdes
lobulares (parenquimatosas).

Na nossa casuistica, o infiltrado inflamatério portal/septal
mostrou-se discreto a moderado (0, 1 e 2) em 60% dos casos, refletindo o fato
de as hepatites cronicas pelo VHC n&o atrairem tantos linfécitos para os
espacgos-porta e para os septos fibrosos como o que ocorre nas hepatites
autoimunes. Como ja descrito por Gerber'?” no inicio dos estudos das hepatites
cronicas C, posteriormente por Mosnier'?8, Wakamatsu'?® e mais recentemente
por Petrescu et al.', em nossa casuistica a inflamagédo portal mostrou
predominancia de linfécitos misturados com plasmdcitos e raros eosindfilos,
podendo ser vistos agregados ou mesmo foliculos linféides restritos ao espaco-
porta, mesmo em casos sem atividade de interface.

Os resultados obtidos nesse estudo sobre a inflamagéo portal
sdo similares aos de Bach et al.'?%, que fizeram uma analise comparativa entre
hepatite autoimune e hepatite C em amostras obtidas por bidpsias hepaticas,
onde a maioria das bidpsias apresentaram auséncia ou inflamacao leve na
hepatite C, contrastando com a ativagao de linfocitos e plasmaécitos muito maior
nas hepatites autoimunes.

Wong et al."® também observaram que 177 amostras das 200
biépsias hepaticas consecutivas de pacientes com hepatite C cronica foram
classificadas como sem inflamagéo portal (score 0) ou inflamacgao portal leve,
pouco ou em toda area portal (score 1), sendo 23 sem inflamacgao portal e 107



108
DISCUSSAO

com inflamacao portal leve, em pequenos focos ou em toda area portal. Os
agregados linfoides ou foliculos nos tratos portais apareceram em 60% (120) das

bidpsias hepaticas.

5.3.2. Atividade necro-inflamatoéria periportal/Hepatite de

Interface

De acordo com Ishak', hepatite de interface (periportal) € uma
das lesbes mais importantes das hepatites crénicas, podendo evoluir com dano
a placa limitante das células hepaticas, sendo um dos principais marcadores de
atividade necro-inflamate de prognaostico.

A atividade de interface ndo envolve necessariamente todas as
areas portais igualmente em um determinado caso podendo afetar apenas um
segmento ou a totalidade de um trato portal. Por este motivo, diante da tentativa
de semi quantificagdo na area periportal neste estudo, deve-se levar em
consideracao, mesmo de modo semi quantitativo, a proporcao de espacos porta
atingidos e o perimetro que é efetivamente lesado. A importante variavel
atividade periportal/perisseptal foi representada nos 72 casos em seus varios
graus no presente estudo, notando-se 12 casos (17%) com pouca atividade, 31
casos (43%) com atividade moderada e acentuada (grau 3 e 4) em 33 casos
(46%) permitindo assim a comparagao dos perfis imuno-histoquimicos referentes
aos vasos sanguineos e linfaticos tanto pelos casos com baixo como com alto
grau de hepatite de interface.

Como costuma-se observar em hepatites C
cronicas'19.121,123,124,127.129 " em sua maior parte, os casos aqui estudados
apresentaram atividade parenquimatosa grau 1 (39%) ou grau 2 (40%), com
lesbes mais exuberantes (graus 3 ou 4) observadas em apenas 16% dos casos.

Petrescu et al.’? encontraram atividade necro-inflamatéria em
100% da casuistica e sua difusdo e distribuicdo eram irregulares. Aqueles
autores recordam que nas formas leves e moderadas da hepatite, as lesdes
foram identificada sem pontos focais isolados, enquanto na forma mais
acentuada da doencga, a necro-inflamacao afetou areas muito extensas da

interface.
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A interacao entre os linfécitos T e os hepatdcitos pode ativar a
sintese de colageno como ja havia sido observado por Garcia-Monzon et al.3",
que descreveram uma maior expressdao de integrinas B1 nos hepatocitos
periportais e lobulares do figado de pacientes com hepatites crénicas virais do
que no figado normal. Os hepatdcitos e as células sinusoidais tém capacidade
de adesédo a diversas proteinas de matriz extracelular. Assim, a alteracdo da
composicao fisioldgica da matriz extracelular, com o crescimento desordenado
dos hepatdcitos durante a reparagao das células lesadas, a alteragao da taxa de
células parenquimatosas para células ndo parenquimatosas e a producio de
citocinas por hepatdcitos infectados pelo virus e infiltrado de células T ativadas,
em conjunto, estimulam a proliferacéo fibroblasica e a sintese de colageno,
servindo de base para a fibrose que se observa a histopatologia. Tal acumulo
anormal de proteinas de matriz extracelular nas areas periportais e a expressao
do VCAM-1 nas células sinusoidais observadas na hepatite cronica viral podem
ser um forte estimulo para linfécitos infiltrados do figado, aumentando a
proliferacdo e a motilidade destas células, invadindo assim o parénquima
circundante.

Posteriormente, Hassan et al.'®2, realizaram estudo imuno-
histoquimico em 23 bidpsias hepatica com hepatite crénica e descobriram que
plasmécitos que infitram a interface em hepatite cronicas, produzem
imunoglobulinas e interleucina-1 e sugeriram que mais adiante atuam, junto com
outros mediadores de forma paracrina na indugao da sintese de colageno por
hepatdcitos adjacentes nestas areas periportais.

De acordo com Aizawa e Hokari'33, os fenébmenos auto-imunes
sao frequentemente encontrados na hepatite C cronica e auto-anticorpos estao
presentes em 30% dos doentes. A histopatologia dos casos de hepatite C cronica
com caracteristicas auto-imunes mostra hepatite de interface mais acentuada,
infiltracdo de plasmacitos, e acumulacao extensa de linfocitos na regido portal e
periportal. Os dois casos deste nosso estudo que apresentaram atividade de
interface grau 4 poderiam teoricamente corresponder a esta situagdo de
sobreposicao da hepatite C com fenbmenos autoimunes, mas em se tratando de
um trabalho retrospectivo, baseamo-nos na auséncia de informe de positividade

dos auto-anticorpos na época em que foram efetuadas essas biopsias.
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5.3.3. Atividade necro-inflamatéria parenquimatosal

intralobular

As lesbes intra-lobulares incluem balonizacdo ou retracao
acidofilica de hepatécitos, podendo ser focais, afetando hepatdcitos isolados, ou
grupos de hepatdcitos, sendo, na hepatite C, infrequente o encontro de necrose
hepatocitaria mais extensa.'?

Em nossa casuistica, a atividade necro-inflamatoéria
intralobular/parenquimatosa esteve presente em 96% dos casos, com
predominio do grau 2 com 29 casos (40%) seguido de 39% (28 casos) do grau
1. E interessante ressaltar que a lesdo lobular grau 3, esteve presente em 11
casos (16%) e apenas 1 caso (1%) teve necrose confluente extensa/multipla,
confirmada mediante revisdo histopatolégica por dois observadores (APF e
VAFA).

A distribuicdo das lesbes inflamatorias em nossos casos €, em
varios aspectos, similar a de outros estudos, com alguma inflamagéo presente
em quase todos os casos, mas com raros casos mostrando lesdes
parenquimatosas mais exuberantes. Bach et al.’?°, observaram inflamagéo
lobular significativa em 38% dos 50 casos biopsiados no Mount Sinai Hospital,
Nova York, com necrose confluente em apenas 3 casos (6%). Aqueles autores
destacam a discrepancia da intensidade das lesbes com as observadas em
hepatites autoimunes, que, em sua série, apresentou inflamacao lobular
significativa em 76% casos.

Paradis et al.'® relataram presenca de atividade necro-
inflamatoria lobular em 27 de seus 28 casos com hepatite C crénica (97%), sendo
12 com atividade leve, 14 com atividade moderada, tendo aqueles autores
também encontrado atividade lobular acentuada em apenas um caso.

Wakamatsu'?3, também observou a presenca de atividade
necro-inflamatéria lobular em 92% (46 casos) dos 50 casos, representado por 22
casos com atividade leve, 19 com atividade moderada e 5 com atividade
acentuada. O mesmo, foi observado por Alves'?* com presenca de 92% de

atividade necro-inflamatéria lobular, notando o predominio de lesdes leves/grau
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1 com 22 casos, seguido de 19 casos com grau 2 e 5 casos apresentando lesao

om grau 3.

5.4. DOENCA GORDUROSA DO FiGADO — ASSOCIAGAO
COM HEPATITE C E POSSIVEL COMORBIDADE

A presenca de esteatose e demais achados da doenca
gordurosa num figado com hepatite C pode ser resultante de lesdo associada ao
proprio VHC, a ingesta alcodlica, outras drogas ou a doenga gordurosa
relacionada a disturbios metabdlicos (MAFLD). Com o aumento no nivel de
sedentarismo, baixo nivel de atividade fisica, consumo excessivo de calorias em
relacdo ao gasto, ligado a desequilibrios nutricionais ndo saudaveis, a doenga
gordurosa tem tido alta prevaléncia, agora inclusive reconhecida em associagéo
com outras doencas hepaticas crénicas, inclusive por alcoolismo, provocando
atualmente marcantes debates para revisdo nos critérios diagnodsticos de
MAFLD, como podemos observar no trabalho de Eslam et al.”® Segundo o
estudo de Matteoni et al.’® em doenga gordurosa néo alcodlica, o acimulo de
gordura e o desenvolvimento de stress oxidativo resultam na produgéo de
peroxidacao lipidica que estdo provavelmente envolvidos no inicio da
necroinflamagédo onde ocorre o estimulo da produgdo de neovasos, colageno,
podendo evoluir para maiores disturbios vasculares, progressao da fibrose e
posteriormente cirrose. A evolugédo de esteatose para cirrose em MAFLD esta
estimada em 4% dos casos no seguimento de 8 anos e a esteato-hepatite chega

de 15 a 25% ao longo de 10 anos de evolugdo.'3®

Kukla et al.’?', afirmaram que a esteatose esta presente
frequentemente na evolucédo da hepatite C provocando lesdes celulares e esta
relacionada intimamente com a angiogénese. Deste modo, analisamos e
caracterizamos aqui os marcadores histolégicos da doenga gordurosa do figado
no intento de melhor compreender essas comorbidades.

O presente estudo apresentou 25 casos (35%) sem esteatose
ou estimada em até 5% de hepatdcitos (grau 0), 27 casos (38%) com até 30%

de hepatécitos com esteatose (grau 1). De outra parte, 14 casos (19%)
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apresentaram 40-60% de hepatdcitos com esteatose e 6 casos (8%) com mais
que 70% de hepatdcitos com esteatose.

Ainda em relagcédo a doenga gordurosa, 75 % da casuistica n&o
preenchiam critérios para sua classificagdo diagnostica como esteato-hepatite.
Deste modo, a nao foi possivel a caracterizacao dos perfis imuno-histoquimicos
referentes aos vasos sanguineos e linfaticos nos poucos casos diagnosticados

como esteato-hepatites.

5.5. GENOTIPOS

A distribuigdo de casos infectados pelos diversos gendtipos de
VHC varia muito nos diversos continentes, sendo relatada a possivel associacao
entre a infecgdo por alguns desses genaotipos e os padrdes de lesao histoldgica,
especialmente os ligados a metabolismo gorduroso, com esteatose ou esteato-
hepatite.

Segundo Messina et al.’™®, estima-se que globalmente, o
gendtipo 1 seja o responsavel pela maioria das infecgdes pelo VHC com 83,4
milhdes de casos (46,2%), um terco dos quais localizados na Asia Oriental. O
segundo gendtipo mais comum é o 3 representando 53,3 milhdes (30,1%) de
casos com 3/4 dos casos localizados no sul da Asia. Os demais casos s&o
infectados por VHC gendtipos 2,4 e 6 com 16,5 milhdes (9,1%), 15 milhdes
(8,3%) e 9,8 milhdes (5,4%) de casos respectivamente. O gendtipo 5 representa
1,4 milhdes (<1%) dos casos, com grande maioria na Africa Subsaariana Austral
e Oriental. A Asia Oriental é responsavel pelo maior nimero de casos do
gendtipo 2 e do gendtipo 6 do HCV, enquanto o Norte de Africa e o Médio Oriente
tém o maior numero de casos de genaotipo 4.

A revisdo sistematica feita por Mohd Hanafiah et al.’® aponta
que no sul da América Latina, a soroprevaléncia total em milhares (1.088) é
predominantemente de gendtipo 1 (87%), seguido do gendtipo 3 (6,5%),
genotipo 2 (5,7%), gendtipo 4 (0,5%), gendtipo 5 (0,4%) e auséncia de gendtipo
6.

Na Bélgica, Bouacida et al.'39, relataram prevaléncia do genétipo

1 (53,6%) seguido do 3 (22%), enquanto as infec¢des pelos 4, 2, e 5 foram
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responsaveis respectivamente por 16,1%, 6,2%, e 1,9% dos casos e os
gendtipos 6 e 7 foram <1% dos 11.033 pacientes analisados.

Zani et al.0 analisaram no estudo feito no norte da Italia que,
dos 1.438 pacientes, 47,1% eram genatipo tipo 1, seguido de 40,7% de gendtipo
tipo 2 e 10,7% de gendtipo tipo 3a.

Na Franca, Di Martino et al.'#', observaram a prevaléncia do
genotipo tipo 1 (57%), seguido pelo gendtipo 3 (23%) e gendtipo 2 (13%) entre
os 618 pacientes

Brant et al.’*? identificaram na Inglaterra que dos 18.031 casos
que passaram pelos laboratérios sentinelas entre 2002 e 2007, 8.111 (45%) dos
casos era genodtipo 1, 7.908 (43%) dos casos era genatipo 3, 1.324 (7,3%) dos
casos era gendtipo 2 e 692 (3,9%) dos casos eram genotipo 4,5,6 ou
combinados.

Dentre os dados disponiveis sobre a prevaléncia de infecgdes
pelos diversos gendotipos de VHC no Brasil, destacamos o estudo de Campiotto
et al.®” Estudando 1.688 amostras sequenciais oriundas de todas as regides
brasileiras, aqueles autores encontraram 64,9% (1.095) positivos para genétipo
1 e 30,2% (510) positivos para o gendtipo 3, responsaveis, portanto, pela vasta
maioria dos casos de Hepatite C em nosso pais. Vale ressaltar o encontro de
genotipo 2 em 4.6% (78), apenas 0,2% (3 casos) positivos para gendtipo 4 e
0.1% (2 casos) infectados pelo gendtipo 5 do VHC.

Assim, para atender ao objetivo de analisarmos possiveis
padrdes histolégicos de lesdo associados aos gendtipos de VHC, especialmente
a presenca de esteatose ou de esteato-hepatite, a casuistica do presente estudo
incluiu os 2 gendtipos mais prevalentes no Brasil: tipo 1 representando 69% e
tipo 3 representando 31% dos casos. Em nosso estudo, apesar de nao termos
identificado associagdo entre os gendtipos e os critérios histologicos
relacionados ao estadiamento ou a graduagao da atividade necro-inflamatéria da
hepatite C, observamos que o grupo de pacientes infectados por VHC gendtipo
3 apresentou quantidade de casos com esteatose moderada/acentuada (grau 2
ou grau 3) significativamente maior que a encontrada no grupo de casos
infectados por VHC gendtipo 1. Cumpre destacar que n&o observamos aqui
associagao estatistica entre os gendtipos e o diagndstico de esteato-hepatite.
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A importante associagao de esteatose com infeccdo por VHC
gendtipo 3 ja havia sido relatada por Rubbia-Brandt et al.’*3, que encontraram
maior presenca de esteatose nos 178 pacientes com genotipo 3, do que nos
demais pacientes, infectados com VHC gendtipos 1,2 ou 4. Em outro estudo,
Rubbia-Brandt et al.’* encontraram correlagédo significativa entre o grau de
esteatose e a quantidade de RNA intra-hepatico do virus da hepatite C em
pacientes infectados com o gendtipo 3, cuja expressdo morfoldégica gera um
efeito citopatico viral, o que nao foi observado nos casos infectados com o
gendtipo 1.

Resumidamente, o nosso estudo histopatoldgico, confirmou a
frequéncia dos critérios histologicos atribuidos ao virus da hepatite C e
evidenciou a importancia de entender separadamente os fendmenos que
ocorrem em cada compartimento do I6bulo hepatico. Demonstramos o0 aumento
das lesbes necro-inflamatdrias ao longo do curso da doenca até a evolugao para
cirrose,e, a seguir, compararemos progressao das lesdes histopatologicas com

0 processo de vascularizagdo sanguinea e linfatica.

5.6. ANGIOGENESE SANGUINEA

Diversos grupos tentaram demonstrar a associagao relevante da
angiogénese patoldgica com a progressao das doengas hepaticas virais, porém
poucos fizerarm associagdo com outras variaveis histologicas.26145.146

No nosso estudo objetivamos analisar individualmente a
formacdo de novas estruturas vasculares em cada compartimento do lobulo
hepatico, analisando sua possivel relacdo com as principais alteracbes
histologicas que ocorrem nas hepatites C crénicas.

Diversos estudos, principalmente os realizados ao longo da
ultima década e a excelente revisdo de Zadorozhna et al.'’ demonstram a inter-
relacdo de fatores relacionados com a inflamacdo, a neoformacédo de vasos
sanguineos e a ativagdo de miofibroblastos em espacgos-porta ou,
principalmente, em meio ao parénquima lobular, as chamadas “células
estreladas hepaticas” (HSC), também conhecidas como células de Ito. Conforme

ocorre a progressdao da doenga, as alteragbes arquiteturais do tecido
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comprometem de forma crucial as fungbes metabdlicas que, nas fases mais
adiantadas, podem se manifestar como insuficiéncia hepatica e/ou hipertensao
portal. A capilarizagao sinusoidal pode resultar na formacao de barreiras ao
fornecimento de oxigénio, levando entdo a hipoxia. Por sua vez, a hipoOxia
tecidual atua como um impulso para a sintese de fatores angiogénicos através
da via dependente dos fatores de transcricdo induziveis por hipoxia alfa (HIF-
1a) como a producdo de VEGF, angiopoietina (Ang) e os seus receptores em
células estreladas hepaticas, que estimulam a ativacdo e migracao de HSCs. As
HSCs ativadas induzem uma resposta inflamatéria e aumentam a angiogénese.
Os novos vasos podem significantemente contribuir para a perpetuagcdo da
resposta inflamatéria expressando quimiocinas e moléculas de adesdo e
promovendo o recrutamento de células inflamatérias. A deposi¢cao de colageno
no espaco de Disse acentua o estreitamento e distorcdo da luz sinusoidal
aumentando a resisténcia do fluxo microvascular.

A substituicdo do parénquima normal por septos fibrosos
interlobulares progressivamente dificulta o fluxo sanguineo portal. A hipdxia
consequente faz com que maior quantidade de hepatdcitos seja perdida,
havendo ai progressiva fibrose, com espessamento dos septos e aumentando
ainda mais a resisténcia vascular intra-hepatica. Assim, a hipdxia, fibrose
hepatica e a angiogénese agem concomitantemente e podem estar co-
dependentemente ligados através da inflamagao cronica.’47.148

A angiogénese sanguinea pode ocorrer através da via classica,
com o brotamento a partir de uma base de vasos pré-existentes sendo
dependente da proliferacdo de células endoteliais com subsequente formagao
de Iumen no broto ou pode ocorrer através da intussuscepg¢ao consistindo na
remodelagdo microvascular pela formacao do pilar transcapilar e dependendo
menos da proliferagédo de células endoteliais.®

Com finalidade de compreender melhor a patogénese da cirrose
hepatica, Hano e Takasaki'®® montaram em trés dimensdes, a angioarquitetura
do Iébulo hepatico na hepatite C cronica através da adaptacao de cortes
histolégicos seriados. O caso apresentado mostrou uma hepatite cronica ativa
com pontes fibrosas de espacgo porta para espago porta ou veia hepatica. A

maioria das mudangas patoldgicas ocorreu na porgao parenquimatosa. Em
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geral, os ramos da veia porta tiveram danos como estenose, diminuicdo ou
aumento em numero e arranjos de distorgdes espaciais ou desaparecimento em
relacdo aos ramos normais. Em locais acentuadamente lesionados com pontes
fibrosas, a angioarquitetura lobular foi completamente perdida, enquanto as
veias porta, artérias e veias hepaticas mostraram-se emaranhadas. A distor¢cao
da veia portal acompanhou-se, entao, por varios graus de perda da arquitetura
lobular original. Ainda que baseado na analise de apenas um caso, o0 grau de
detalhamento deste estudo confirmou que diversos padrdées de lesdes
vasculares ocorrem desde fases bem anteriores a transformacado nodular que
configura a cirrose, quando poderdao surgir as manifestagdes clinicas como
insuficiéncia hepatocelular e hipertensao portal. A falta de pesquisas analisando
mais detidamente lesdes individualizadas de vasos portais e intralobulares e sua
relacdo com os marcadores histopatologicos de atividade necro-inflamatdrio e
de estadiamento das lesdes arquiteturais nas diversas fases evolutivas da
hepatite C cronica motivou estudos como os de Guido et al.?5, que, de certa
forma, nos inspiraram no planejamento do presente estudo, baseado na
quantificacdo especifica de brotos ou de vasos morfologicamente maduros,
individualizando-os conforme sua localizagao portal, na regido da interface ou

em meio ao parénquima.

5.6.1. Angiogénese sanguinea portal

Nosso estudo demonstrou que, desde as fases iniciais, houve
evidéncias de ativagdo da angiogénese sanguinea portal com tendéncia a
crescimento do numero de casos com maior formagao de brotos de FO a F3 e
formacdo de vasos mais maduros, com luz evidente, aumentando
progressivamente até a fase cirrética (F4).

Guido et al.?® avaliaram a capilarizagdo sinusoidal e a densidade
de microvasos portais em 74 pacientes, 22 dos quais apresentando hepatite
crénica B e 52 apresentando hepatite cronica C, relatando nao haver diferenca
significante entre o perfil vascular dos pacientes com hepatite B crbnica e
hepatite C cronica. Demonstraram que a neoformacdo de vasos portais de

parede delicada, que denominaram “angiomatose portal” e sua
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semiquantificagcdo mostraram-se significantemente associadas com o estadio de
alteracao estrutural. Assim, Guido et al.?® concluiram que as alteracdes na
microvasculatura intra-hepatica estao relacionadas a fibrogénese e podem afetar
a progressao da doenga. Observaram também que tal aumento da densidade
microvascular portal ja4 ocorre mesmo nos estadios de fibrose precoce e/ou
intermediarias, aspectos destacados de modo muito similar em nosso presente
estudo.

A hipotese para tal incremento na angiogénese hepatica € que o
processo inflamatério cronico, promova a ativacdo de fatores de crescimento
vascular. Salcedo et al.’®' detectaram aumento nos niveis séricos de VEGF em
relagdo ao grupo controle e Giatromanolaki et al.'>? que demonstraram super
expresséo de VEGF no figado cirrético comparado ao figado normal e possuem
papel importante no desenvolvimento da fibrose hepatica através da estimulagao
progressiva de fibroblastos. Hassan et al.’®® demonstraram a existéncia da
expressao das proteinas TGF-$2, VEGF, e CD34 nas 32 bidpsias hepaticas de
pacientes cronicos infectados com VHC ao contrario do grupo controle (6 casos),
grupo com hepatite B cronica (10 casos) e grupo com hepatite autoimune (10
casos) que nao apresentaram expressao. Dentre os 32 casos com VHC, 6 casos
(18%) tiveram fraca expresséo de TGF, VEGF e CD34, 11 casos (34%) tiveram
expressao detectavel mas nao forte e 15 casos (47%) tiveram forte expresséao.
A interferéncia da proteina core do VHC nos caminhos de sinalizagao intracelular
nas células hepaticas resulta na producdo de TGF-B2 que desencadeia a
produgao de VEGF.

Yoshiji et al.’® observaram aumento progressivo do grau de
expressdo de VEGF ao longo da fibrogénese hepatica e até as fases finais,
inclusive na carcinogénese, com indices maximos de VEGF no carcinoma
hepatocelular.

Nossos achados no presente estudo demonstram a intima
associagdao da quantificacdo dos brotos sanguineos portais com 0s vasos
sanguineos portais completos, notando-se apenas 4 casos com alto grau de
vasos completos e poucos brotos vasculares sanguineos. Devemos mencionar
que a visualizagdo histologica dos vasos completos € bem mais evidente, sendo

significante sua relagao direta com os estadios arquiteturais.
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Como podemos observar também no estudo de Krasinskas et
al.’®® que foi um dos primeiros a relatar as anomalias vasculares, semelhantes
as observadas na hipertensdo portal nao-cirrética, em biopsias de figado
transplantados e em figados nativos com doengas crénicas de varias causas, 0
nuamero de espagos porta com veia porta anormal e vasos fragmentados
correlacionou-se positivamente com o aumento da fibrose na hepatite C crénica.

Observamos no nosso estudo que a quantidade de casos com
muitos vasos sanguineos portais aumentou a medida que progrediram as
alteracdes estruturais. Nos estadios FO-F1-F2 obtivemos 13 casos com muitos
vasos, 0 que aumentou para 22 casos nos estagios F3-F4. O aumento foi
significativo na analise agrupada e em cada grau de aumento do dano estrutural
(FO=0, F1=5, F2=8, F3=10 e F4=12), sugerindo ativagédo precoce e mantida na
angiogénese portal.

O mesmo observamos no trabalho de Amarapurkar et al.'® que
ao comparar o estadio de fibrose, tanto a expressdo de CD34 bem como a de
VEGF foram significativamente maiores nos estadios 3 e 4 em comparagéo com
os estadios 1 e 2 de fibrose. De modo similar, Kuroda et al.’” verificaram a
arquitetura vascular hepatica de pacientes com hepatite C através de exame de
imagem microvascular na evolugao da fibrose hepatica em 100 pacientes.
Verificaram que a expressao do endotélio, estava restrita a pequenos vasos nos
espacos porta. Nos estadios FO-F1, a coloracéo foi limitada ao endotélio dos
vasos portais, detectando-se numerosos vasos nos estadios F3-F4.

Uma analise interessante em nosso estudo foi a abordagem
individualizada da presenca e semi-quantificagado de vasos de parede muscular
portal, possivelmente pioneira no contexto de amostras de bidpsia em hepatites
C crbnicas. Tal tipo de vaso aparentemente teve, em nossa casuistica, formacao
mais tardia na progressao dos danos estruturais principalmente nos estadios F3-
F4. Este aumento é aparentemente maior na transi¢ao para a cirrose (F4), o que
contribui com as complicacdes da doencga. Veias porta anormais em espagos
porta pequenos podem ser vistas em associagdo com varias causas da
hipertensao portal, como a hipertensao portal nao-cirrética e cirrose.

Outra possibilidade é que os vasos anbémalos de parede
muscularizada que detectamos de modo peculiar no presente trabalho possam
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corresponder a proliferagcdo ou a alongamento anémalo, com aumento de
sinuosidade e talvez enovelamento de ramos arteriais, hipoteticamente alterados
diante da progressiva resisténcia oferecida pela rede ajusante de microvasos no
parénquima, especialmente em estadios mais avancados da doencga, F3 e F4.
Esperamos que tal resultado motive trabalhos futuros eventualmente com novos
modelos como os de Hano'% ou mesmo os recentes modelos revistos por
Zadorozhna et al.'® e os de Goulart et al.’®” e Caires-Junior et al.’®®

A neovascularizagcdo €, ha décadas, reconhecidamente
associada ao processo inflamatério e o aumento no fluxo sanguineo e
vasodilatagado da veia porta antes do surgimento dos primeiros brotos capilares
sdo importantes passos.'®® Desta forma, ja era esperado que o grau de infiltrado
mononuclear portal/septal, no nosso estudo tenha se mostrado-se diretamente
relacionado com o grau de formagao de brotos vasculares sanguineos, tendo
sido observada também tendéncia deste tipo de relagdo quando se quantificou
0 numero de vasos sanguineos portais maduros. A nosso ver, esta ndo atingiu
significancia estatistica devido a decisdo original de agrupar os casos com
inflamacao portal 0, 1 e 2 x 3 e 4, enquanto a diferenca mais evidentemente
observada foi com inflamacéo 1 x 2.

Como ja discutido na histopatologia, a atividade inflamatéria de
interface (periportal/perisseptal) € considerada um dos principais indicadores
histolégicos de atividade e potencial de progressao em hepatites crénicas.

Segundo Kane Ill et al.’®, Ziche et al.’®, Mihm et al.’®",
Moruhara et al.'%2, a hepatite C sendo uma doenga inflamatéria crénica, induz o
oxido nitrico sintase induzivel (iNOS) resultando no aumento da produgao de
oxido nitrico (NO) que € regulador dos eventos microvasculares necessarios
para a neovascularizagao e medeia a angiogénese.

Salcedo et al.’®" também demonstraram uma correlacdo
estatisticamente significativa entre os niveis séricos de VEGF e grau de
inflamagé&o, sugerindo assim que os mediadores inflamatdrios estdo envolvidos
no estimulo da angiogénese através da super expressao do VEGF.

Hassan et al.'®® demonstraram uma associagéo entre os niveis

de NO e o desenvolvimento e progressdo da cirrose hepatica e a reagao
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inflamatdria no figado cirrético, resultando em mais produgao de 6xido nitrico
sintase induzivel 2 (iINOS-2) e consequentemente de 6xido nitrico.

No presente estudo, a graduagdo da atividade inflamatodria
periportal mostrou tendéncia a relagcdo diretamente proporcional a maior
formacdo de brotos sanguineos portais. A nosso ver, a diferenca foi mais
evidente na transigcédo entre os graus de atividade periportal 1 x 2 (1 casos x 11
casos com muitos brotos). Representado por 49% da casuistica, a relagao entre
a atividade de interface com a formacgao de vasos sanguineos portais completos
mostrou-se significativa, com incrementos progressivos evidentes em cada grau
e mais acentuado entre os graus de atividade inflamatdria periportal 1 (2 casos)
e 2 (11 casos) e também de 2 para 3 (19 casos). O mesmo padrao de
crescimento foi evidenciado quanto aos vasos sanguineos de parede
muscularizada portal, sendo tal aumento mais marcante na transi¢ao entre graus
2 (4 casos) e 3 (11 casos) de atividade inflamatéria de interface.

A graduacgao da atividade inflamatdria no parénquima mostrou
relacéo direta significativa com a angiogénese sanguinea portal, tanto marcada
pela formacéo de brotos (43% de casos com muitos brotos) como de vasos
completos (49% de casos com muitos vasos) em especial, a transicdo da
atividade periportal grau 1 (10 casos) para 2 (16 casos), muito valorizada na
histopatologia. O mesmo padrao de crescimento foi evidenciado quanto aos
vasos sanguineos de parede muscularizada portal, sendo tal aumento mais
marcante na transicdo entre graus 1 (3 casos) e 2 (11 casos) de atividade
inflamatdria no parénquima.

A capilarizagdo nas areas lobulares e periportais se
correlacionou diretamente com o grau de fibrose, o que também observamos em
nosso estudo.

Os marcadores histolégicos de doenga gordurosa, esteatose ou
o proprio diagnéstico de esteato-hepatite, ndo apresentaram, no presente
estudo, relagdo com o grau de formagdo de brotos sanguineos, vasos
sanguineos e vasos sanguineos muscularizados portais.

Dentre os trabalhos publicados a que tivemos acesso, nao

encontramos relatos de associagéo entre o gendtipo do VHC e os padrdes de
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brotos, vasos sanguineos portais e vasos sanguineos portais muscularizados.

Nossos resultados também nao comprovaram tal associacao.

5.7. ANGIOGENESE SANGUINEA NA INTERFACE E NO
PARENQUIMA

Poucos estudos fizeram analise individualizada do padrao de
vascularizagdo em cada compartimento do Iébulo hepatico.

No presente estudo, a formagdo de brotos vasculares
sanguineos na interface mostrou incremento de tais brotos nas fases iniciais de
dano estrutural (FO-F1-F2=20 casos e F3-F4=8 casos com muitos brotos) e
depois caindo até a fase cirrotica, sugerindo que tal formagao de brotos logo da
origem a vasos sanguineos.

Comportamento similar foi observado com a formacgao de vasos
sanguineos completos onde 27 casos tiveram muitos vasos (35%) separados em
FO-F1-F2=19 casos e F3-F4=6 casos com muitos vasos. Uma interpretacao para
tal achado é que, com o progredir dos danos arquiteturais, os vasos formados
na interface vao sendo circundados pelos fibroblastos que ai depositam a matriz
extracelular incluindo os vasos neoformados no interior dos septos.O estudo feito
por Ohmori et al.’*® também baseado em amostras hepaticas obtidas mediante
biopsia por agulha mostrou que as células endoteliais positivas para CD34
tendem, nas fases iniciais de doenca, a se distribuir nos sinuséides préximos a
area portal. Com a progressao da hepatopatia crbnica, as células endoteliais
positivas tornam-se mais intensas e se espalham para o centro dos I6bulos do
figado. Em sua avaliagao quantitativa, aqueles autores descobriram aumento de
células endoteliais CD34 positivas por I6bulo conforme a progresséo da doencga
hepatica cronica associada ao VHC, sendo mais elevada na cirrose do que na
hepatite crénica.

Da mesma forma, o estudo de Guido et al.?® mostrou padréo de
capilarizagdo em 23 (57,5%) dos 74 casos, sendo 13 casos com capilarizagéo
periportal e 10 casos com capilarizagéao difusa (capilarizagao se estendem até

ao parénquima lobular).
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No nosso estudo, a quantificagdo dos brotos sanguineos na
interface mostrou-se diretamente relacionada a dos vasos completos. Saliente-
se o encontro de 3 casos com alto grau de brotos vasculares sanguineos, mas
com apenas pouco vasos completos na interface. Devemos salientar que, na
interface, ndo detectamos vasos sanguineos muscularizados.

No presente estudo, nédo foi detectada relagéo entre o grau de
infiltrado mononuclear portal/septal com a formacao de brotos vasculares ou com
vasos sanguineos completos na interface. O mesmo ocorreu com a atividade
necro-inflamatoéria periportal/perissseptal e com a inflamagao no parénquima.
Nossa interpretacao é que a incorporacéo dos brotos e dos vasos completos ao
interior dos septos em meio a fibrogénese impede sua adequada analise em
separado dos vasos originalmente formados nos proprios espagos-porta.

Os marcadores histolégicos de doenga gordurosa, esteatose ou
o proprio diagnédstico de esteato-hepatite, ndo apresentaram relagdo com o grau
de formagao de brotos ou vasos sanguineos na interface.

A tipagem molecular do VHC em gendtipos 1 e 3 ndo apresentou
relacdo com o grau de formagao de brotos sanguineos em interface. De outra
parte, maior quantidade de amostras de casos de infec¢ao pelo gendtipo 3 do
VHC apresentaram alto grau de formagao de vasos sanguineos completos em
interface do que o observado no conjunto de casos infectados pelo gendtipo 1.

Kuroda et al.’®® notaram que além dos espacos porta, havia
marcacoes nos sinusodides do parénquima hepatico perto de areas portais, como
pontos, lineares, semicirculares, e padrdées de coloracao circulares.

Ao contrario de Tsuji et al'® que ndo observaram
imunorreatividade nas células do parénquima.

Kaur et al.’®® verificaram que o numero de células endoteliais
progenitoras circulantes foi substancialmente maior em pacientes cirréticos em
comparagao com controles e foi correlacionado com a progressao da doenga
hepatica crénica. De modo similar, o trabalho de Rautou'®® encontrou nimero de
células progenitoras maior em pacientes cirréticos, levantando a hipétese de que
as células progenitoras endoteliais contribuem na angiogénese.

O estudo de lwakiri e Kim'®” explica que na hepatite C, a
diminuicdo do NO derivado de 6xido nitrico sintase endotelial (eNOS) em células
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endoteliais sinusoidais hepaticas causa disfungdo microvascular hepatica e
facilita o desenvolvimento de fibrose/cirrrose e hipertensao portal.

Em nosso presente estudo, a quantificagdo dos brotos
sanguineos no parénquima mostrou-se diretamente relacionada a dos vasos
completos, resultando na progressiva capilarizagdo dos sinusdides, que ja se
mostrou presente em fases anteriores a caracterizacdo de cirrose. Essas
variaveis ndo apresentaram associagdo significante com os indicadores

histologicos de atividade da hepatite cronica.
5.8. ALTERAGOES DE VASOS LINFATICOS

Diante da escassez de trabalhos mostrando as variacbes
morfoldgicas do sistema linfatico em amostras de bidpsia hepatica ao longo da
evolugdo de hepatites crénicas, principalmente em fases anteriores a cirrose,
delineamos uma abordagem semi-quantitativa comparando os diversos padrdes
de vasos linfaticos melhor Vvisualizados mediante imunomarcacédo da
podoplanina pelo uso do anticorpo monoclonal D2-40 escolhendo, para tal, o
modelo da hepatite C crénica em humanos, representando os diversos estadios
de alteracdo arquitetural. Esperamos que esses dados abram caminho para
estudos futuros nos quais possa ser possivel ulterior analise de aspectos
moleculares.

De acordo com a revisdo feita por Tanaka e Iwakiri?°, os
mecanismos moleculares no figado ainda precisam ser elucidados, e portanto
devemos aplicar a teoria do processo de linfangiogénese a partir dos estudos em
outros 6rgdos e em modelos animais, como estudado por Hoffman et al.'%®

Assim como ocorre na angiogénese, a extensdo e duragéo da
linfangiogénese depende da mudanga no equilibro entre fatores pr6 e anti-
linfangiogénicos. Inflamagéo crénica e neoplasias malignas no figado induzem
varios fatores de crescimento pro-linfangiogénicos, incluindo fatores de
crescimento endotelial vascular C/D (VEGF-C/D) que estimulam a
linfangiogénese in vivo.216°

Na linfangiogénese patoldgica, os novos vasos linfaticos

crescem principalmente através da germinagdo de células existentes e de
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células hematopoiéticas derivadas da circulagcdo endotelial e macrofagos
diferenciados, que sao supostamente fontes de células endoteliais
linfaticas. 169170

Entre as varias células da resposta imune, os macréfagos sao
0s que mais interagem com os vasos linfaticos. As células endoteliais linfaticas
secretam fatores quimiotaticos para atrair macréfagos que assim como as
células dendriticas, secretam citocinas como VEGF-C e VEGF-D.?171

Nas condi¢des de inflamagao crénica como hepatite crénica ou
cirrose, os macrofagos ativados secretam VEGF-C e/ou VEGF-D. VEGF-
C/VEGF-D liga-se ao receptor VEGFR-3 na membrana plasmatica das células
endoteliais linfaticas. Essa ligagdo é essencial para a germinagdo inicial e
orientacdo na migragdo, bem como para a subsequente sobrevivéncia das
células endoteliais linfaticas.29:30.169,170,71,172,

Aligacdo VEGF-C/D e VEGFR-3 traduz sinais através das varias
vias de sinalizagéo, cuja ativagao facilita a proliferagdo e a migragcéo das células
endoteliais linfaticas promovendo a linfangiogénese. Essa via € o caminho mais
conhecido para a formacao de novos vasos, demonstrando que a inflamacgao e
a disfuncdo do sistema imune estdo intimamente associadas ao aumento da
Iinfangiogénese. 29,30,169,170,71,172,

Nas doengas cronicas hepaticas, segundo Vollmar et al.’”3, em
ratos, o aumento do fluxo linfatico € um mecanismo importante através do qual
o fluido pode contornar o aumento da resisténcia sinusoidal/pds-sinusoidal.

Tanaka e Iwakiri®® afirmam que a producdo de linfa é
proporcional a pressao hidrostatica no interior da microcirculagéo sinusoidal do
figado. Segundo aqueles autores, em figados cirroticos humanos, a pressao
hidrostatica sinusoidal aumenta devido ao aumento na resisténcia ao sangue
sinusoidal e consequentemente, aumentam os componentes do plasma filtrados
formando a linfa.

Os estudos de Witte et al.'* comprovaram o aumento da
resisténcia do fluxo sanguineo sinusoidal devido as altera¢des arquiteturais em
figados humanos com fibrose e cirrose. Barrowman e Granger'’®> comprovaram
0 mesmo aumento da resisténcia em figados cirréticos de ratos com cirrose

induzida por fenobarbitona de sodio e tetracloreto de carbono. Em figados
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cirréticos, o fluido linfatico produzido aumenta até 30 vezes, o numero de vasos
linfaticos aumenta e os vasos linfaticos da superficie hepatica dilatam. Em outra
interessante abordagem, Aspestrand et al.'® documentaram o encontro de
vasos linfaticos dilatados através de tomografia computadorizada em pacientes
cirrroticos.

O aumento de vasodilatadores, em especial o 6xido nitrico, e
deficiéncia nas vias de sinalizacdo para atividade de contragdo em células
musculares lisas em resposta a estimulacdo vasoconstritora contribui para a
diminuicdo na responsividade vascular.’”

A deficiéncia na drenagem linfatica foi relatada por Ribera et
al.’”® em ratos cirroticos com ascite, acompanhada por um aumento dos niveis
de eNOS e da producdo de NO pelas células endoteliais isoladas de vasos
linfaticos mesentéricos de ratos cirréticos. Também houve diminuicdo da
camada de células musculares lisas em vasos linfaticos naqueles ratos, a qual
foi revertida por tratamento com um inibidor de NOS. Aqueles autores sugerem
que a regulacdo de NO nas células endoteliais linfaticas de ratos cirroticos
provocam uma remodelacgao linfatica a longo prazo, que se caracteriza por uma
perda da camada de células musculares lisas.

Bohlen et al.'’?, afirmam que a formagdo de 6xido nitrico pelo
bulbo linfatico e valvulas € um componente regulador importante no
bombeamento linfatico. Os linfaticos produzem o6xido nitrico (NO) durante a sua
contracao com corte de fluxo nas células endoteliais. O aumento na liberacéo de
NO devido ao aumento de fluxo linfatico provoca diminuicdo da tonicidade
diastdlica, aumento de didametro, diminui¢gdo do volume sistélico e da frequéncia
de contracdo. Portanto, o 6xido nitrico produzido nas células endoteliais linfaticas
contribui para a regulagado dos fluxos linfaticos, modulando a contratilidade das
células musculares lisas. Semelhantemente ao que ocorre na angiogénese,
observa-se que o oxido nitrico também afeta a linfangiogénese.

Um aumento na vasodilatagcdo combinado com a resisténcia
vascular intra-hepatica por fibrose resulta na hipertensao portal.'”” Em doentes
com cirrose avangada e hipertensao portal, a regulagdo do volume de fluido
extracelular é frequentemente anormal e a deficiéncia no sistema linfatico resulta

na acumulacdo de fluidos como a ascite, efusdo pleural ou edema. A ascite
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relacionada a cirrose € a manifestacao clinica das doencas vasculares linfaticas
mais comum em decorréncia da hipertensao portal.180.181

Oikawa et al.*3 relataram que a area dos vasos linfaticos portais
aumenta na hipertensdo portal idiopatica (IPH) e especularam que a formagéao
de novos vasos linfaticos na cirrose ocorre como modo de adaptacdao ao
aumento do fluxo linfatico. Esta resposta linfangiogénica compensatéria pode
ajudar a reduzir a presséo portal elevada observada tanto na hipertenséo portal
idiopatica como hipertensao portal que se desenvolve na cirrose hepatica.

O fornecimento nutricional através do suprimento sanguineo
abundante e adjacente mantém o equilibrio dos fluidos para que haja a
contratibilidade adequada e capacidade de regeneragdo rapida das finas
paredes linfaticas.38182

Em nosso estudo, até onde sabemos, um dos pioneiros na
contagem de brotos e de vasos linfaticos em cada compartimento de I6bulos em
hepatites crénicas em humanos, verificamos que a quantidade de casos com
muitos brotos linfaticos portais mostrou aumento a medida que progrediram as
alteragdes estruturais, sugerindo ativagao precoce e mantida da linfangiogénese
portal.

Igualmente verificamos crescimento progressivo no numero de
vasos linfaticos maduros em espagos porta, com valor maximo nos figados
cirroticos.

A distribuicdo entre os padrbes de brotos e de vasos linfaticos
nos espacos porta foi praticamente idéntica, mostrando a relagao direta entre os
dois tipos de achado e reforgcando o conceito de que a sequéncia morfoldgica
que reflete a linfangiogénese nos espacgos porta e septos fibrosos inicia-se com
a ativacao de células endoteliais linfaticas positivas para podoplanina, dando
origem aos brotos linfaticos, que dao origem aos vasos linfaticos maduros nos
espacos porta, sendo esta intima relagdo mantida desde fases iniciais da
hepatite cronica até as fases avangadas de cirroses associadas ao VHC.

Os nossos resultados de andlise de linfangiogénese hepatica em
amostras humanas colhidas mediante bidpsia por agulha mostram varios
aspectos similares aos relatados em experimentos animais por Vollmar et al.'”3

e Tugues et al.'®, e ao estudo de Yamauchi et al.'® em amostras de bidpsa de
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figado humano em Hepatites cronicas B e C e Yokomori et al.*” em amostras
cirargicas de figado humano com cirrose por VHC.

Utilizando microscopio de fluorescéncia de alta resolucéo,
Vollmar et al.'”® avaliaram simultaneamente a troca macromolecular hepatica a
partir da microvasculatura sinusoidal e do sistema linfatico hepatico em ratos nas
fases iniciais apés a exposicdo a a droga hepatotoxica CCl4. Aqueles ratos
caracterizavam-se por um retardo progressivo na troca de macromoléculas
hepaticas no sangue implicando no aparecimento de barreiras de difusdo dentro
do figado fibrético e cirrético. Em paralelo, naqueles animais, foi observado
aumento acentuado tanto da densidade dos vasos linfaticos como da area dos
vasos linfaticos. A analise de regressdo linear revelou uma correlagao
significativa na medida em que quanto mais retardada a capacidade de troca
macromolecular sinusoidal, maior a densidade da rede linfatica. Desta forma, a
rede linfatica aumentou de acordo com as alteragoes fibréticas em ratos.

Os mesmos achados foram demonstrados por Tugues et al.'®3
que objetivaram avaliar as diferengas nos padrdes de expressao génica entre as
células endoteliais hepaticas (LECs) de ratos controle e cirréticos (induzidos por
inalacdo de CCI4) utilizando microarrays. O resultado daquele estudo revelou
numerosos vasos linfaticos em figados cirréticos, especificamente em septos e
tecido lesionado se comparados com os figados de controle.

NZo havia relatos que os dados encontrados por Vollmar et al.’”3
eram aplicaveis ao figado humano nas varias fases da hepatite cronica. Por isso,
Yamauchi et al.’® estudaram, por métodos morfométricos, as alteragbes que
ocorrem nos vasos linfaticos hepaticos humanos durante o curso da hepatite viral
cronica e a sua progressao para cirrose utilizando 62 amostras hepaticas obtidas
de pacientes com hepatite crénica B e C e cirrose. Aqueles autores investigaram
a relagao entre fibrose hepatica, inflamagao hepatica, e alteracbes nos vasos
linfaticos. A relagdo entre os vasos linfaticos e a atividade da hepatite também
foi estudada. Eles realizaram a mesma metodologia em vasos sanguineos e
fizeram a comparagédo entre vasos sanguineos e linfaticos. Nao encontraram
diferengas significativas nos dados para os vasos linfaticos ou sangue entre a

hepatite causada pelo virus da hepatite B e o virus da hepatite C.
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Além do numero de vasos, Yamauchi et al.'® estudaram a area
ocupada pela luz de cada vaso linfatico, constatando que tal area era
significativamente maior na cirrose do que em vasos com outros graus de fibrose
(leve, moderada e grave). Vale ressaltar que, naquele estudo, ndo foram
encontradas diferencas tanto em relagdo a area de cada vaso ou numero de
vasos entre os grupos com fibrose leve, moderada e grave. Contudo, o numero
de vasos linfaticos em cada corte tendeu a aumentar em associacdo com a
progressdo do estadiamento. Os dados apresentados por aqueles autores
indicam que o numero de vasos linfaticos dentro do espaco porta mostra uma
forte correlagdo com o grau de expansao do espaco porta.

As analises histoquimicas e morfométricas de Yamauchi et al.'8
produziram resultados de acordo com os resultados do estudo de Vollmar et
al.’”3, mostrando que os vasos linfaticos no figado aumentam em tamanho e
numero com a progressao da fibrose em hepatites crénicas.

Assim, os poucos dados disponiveis em hepatopatias crénicas
em humanos, os vasos linfaticos aumentam e expandem-se de acordo com a
progressao da doenga, com as alteragbes progressivas da arquitetura lobular e
a correspondente fibrose, aspecto similar ao que observamos no presente
estudo ao compararmos o numero de vasos com o estadiamento das alteracoes
arquiteturais, Yokomori et al.#” realizaram estudo em 16 amostras cirirgicas de
figado normal e cirrético com carcinoma hepatocelular e hepatite C e observaram
maior imunoreatividade positiva do CD34 em vasos centrais e portais, bem como
vénulas portais terminais e uma leve imunoreatividade nos vasos linfaticos do
trato portal, alguns dos quais eram paralelas as artérias hepaticas. Aqueles
autores correlacionaram positivamente a linfangiogénese com a gravidade da
doenca. Os resultados daquele estudo demonstraram que o numero e o tamanho
dos vasos linfaticos aumentam conforme a progressdao das altragoes
arquiteturais e fibrose e em especial nas fases avancadas de cirrose que
necessita de transplante. Os autores destacam nuances no tamanho e numero
dos vasos linfaticos que diferem consideravelmente do que se vé nos vasos
sanguineos.

Em nosso estudo, além do estudo do comportamento dos vasos
linfaticos ao longo das diversas etapas (estadios) das alteragdes estruturais,
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comparamos também com as variaveis histolégicas indicativas de atividade
inflamatdria em cada compartimento e encontramos associacdo da quantidade
de brotos e vasos linfaticos portais com a inflamacdo portal e a atividade
necroinflamatéria parenquimatosa.

Assim, no quesito “atividade inflamatdria”, nosso resultado
diferiu daquele obtido por Yamauchi et al.’® que concluiram que o nimero e as
areas de linfaticos ndo diferiram significativamente com a atividade da hepatite.
De outra parte, os achados do presente estudo e os de Yamauchi et al.'8 foram
similares quanto a associacdo de maior formacao de vasos linfaticos nos casos
de hepatite C em estadios arquiteturais mais avangados

A atividade periportal/perisseptal e tipo de gendtipo néo
demonstraram associacdo com o numero de vasos linfaticos, bem como as
variaveis relacionadas a comorbidades, como esteatose e esteato-hepatite.

Em nosso atual estudo, visando a identificagdo imuno-
histoquimica de eventuais aspectos correspondentes aos espacgos de Mall,
propusemos-nos a procurar estruturas marcadas para D2-40 na interface entre
0s espacgos porta e o parénquima. Entretanto, algumas estruturas de aspecto
proprio de vasos linfaticos foram encontradas apenas em 2 casos, nao tendo
sido encontradas estruturas proprias de brotos linfaticos. Assim, ndo pudemos
realizar quaisquer analises referentes a possivel transicdo entre os espacgos
intersticiais e os primeiros canais linfaticos nos diversos estadios da Hepatite C
cronica.

Assim como ja era conhecido em figado normal, o presente
estudo néo identificou a presencga de vasos linfaticos na regido do parénquima.
Do mesmo modo, em estudo de 16 amostras cirdrgicas Yokomori et al.*” haviam
relatado o encontro de escassos ou nenhum vaso linfatico no parénquima, quer
em figado normal, quer em figado cirrético com carcinoma hepatocelular
associados a VHC.

Em sintese, o presente estudo gera dados que poderdo servir
de base para analises futuras correlacionando os atuais achados histoldgicos e
os padrdes imuno-histoquimicos dos microvasos sanguineos e linfaticos com
analises moleculares. Em especial, fica a expectativa de correlacdo dos achados
morfolégicos com a identificagdo tecidual de moléculas que, em analises
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experimentais, ja tém se mostrado potencialmente uteis no bloqueio da

angiogénese.



6.CONCLUSOES
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O presente estudo retrospectivo de 72 casos de pacientes
portadores do VHC submetidos a bidpsia hepatica por agulha com objetivo de
analisar a vascularizagdo sanguinea e linfatica por imuno-histoquimica em
comparagao com aspectos histoldgicos de lesdo hepatica atribuiveis ao VHC e
a doenga gordurosa, bem como ao gendtipo viral propiciou os seguintes
resultados e conclusdes :

O numero de microvasos portais mostrou crescimento em
paralelismo com a evolugcdo das alteragdes arquiteturais, coerente com a
relevancia da neoformacdo de vasos sanguineos portais no processo
inflamatdrio, acompanhando a fibrose, com maior formacao de brotos de FO a
F3 e formacdo de vasos mais maduros crescendo até fase cirrética (F4),
coerente com o mecanismo de formacdo de neovasos primeiramente sob a
forma de brotos, seguindo-se a formagao de vasos maduros, progressivamente
mais evidentes. Tais achados sugerem ativacdo precoce e mantida da
angiogénese portal.

A presenga de vasos de parede muscular na regiao portal foi
mais evidente nas fases avangadas de alteracdes estruturais, principalmente nos
estadios F3-F4, maior na transicdo para a cirrose (F4). Aventa-se assim a
hipétese de que os vasos anémalos de parede muscularizada que detectamos
de modo peculiar no presente trabalho possam corresponder a proliferacéo ou a
alongamento anémalo, com aumento de sinuosidade e talvez enovelamento de
ramos arteriais ou veias que assumem parede muscularizada. Tais vasos seriam
hipoteticamente alterados diante da progressiva resisténcia oferecida pela rede
ajusante de microvasos no parénquima, especialmente em estadios mais
avangados da doencga, F3 e F4, podendo assim ter relagdo com o surgimento de
complicacbes da doenca

A formagdo de brotos sanguineos portais mostrou também
tendéncia a associagdo com a graduagao da atividade inflamatoria periportal,
relacdo que se mostrou mais significativa com a formagao de vasos sanguineos
portais completos. Também aumentaram os vasos sanguineos de parede
muscularizada portal, sendo tal aumento mais marcante na transi¢ao entre graus
2 e 3 de atividade inflamatodria de interface. A angiogénese sanguinea portal,
tanto marcada pela formacao de brotos como de vasos completos e até de vasos
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sanguineos portais de parede muscularizada mostrou-se ainda
significantemente associada ao grau de necro-inflamagéo no parénquima. No
conjunto, esses achados demonstram que a neoformagédo vascular portal
associa-se tanto com a progressdo das alteragdes estruturais como com a
ativacao do proprio processo inflamatério. Tais achados estimulam ainda mais
os modernos estudos moleculares, devendo os futuros pesquisadores
analisarem os efeitos da eliminag&o do virus, agora possivel com terapia antiviral
direta, na evolugéo das alteragbes da microvasculatura, seja como progresséo
OU COMO regressao.

A quantificagdo dos brotos sanguineos na interface mostrou-se
diretamente relacionada a dos vasos completos. Destacamos o incremento de
brotos vasculares sanguineos na interface nas fases iniciais de dano estrutural
até F2, contrastando com sua redugdo a partir dai e até a fase cirrética,
sugerindo que tal formacéao de brotos logo da origem a vasos sanguineos. Esse
achado merece estudos futuros, principalmente para avaliar a hipotese de que a
ativagdo continua de fibroblastos na interface promova deposicdo de matriz
fibrosa que progressivamente substitua os vasos formados nas fases iniciais da
doenca

A quantidade dos brotos sanguineos no parénquima mostrou-se
diretamente relacionada a dos vasos completos, resultando na progressiva
capilarizagdo dos sinusoides, que ja se mostrou presente bem antes da
caracterizagdo de cirrose. Essas variaveis ndo mostraram associacao
significante com os indicadores histolégicos de atividade da hepatite crénica.

Nossa abordagem semi-quantitativa aos diversos padrdes de
vasos linfaticos melhor visualizados mediante imunomarcagdo da podoplanina
pelo uso do anticorpo monoclonal D2-40 pode ser considerada dentre as
pioneiras no estudo de amostras de bidpsia hepatica ao longo da evolugao de
hepatites cronicas.

Verificamos que a quantidade de casos com muitos brotos
linfaticos portais e, em pleno paralelismo, os com muitos vasos linfaticos portais
maduros, mostrou aumento a medida que progrediram as alteragdes estruturais,
mostrando, em humanos, aspectos ja evidenciados por outros autores,

principalmente em experimentos com animais.
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Em relacdo a atividade inflamatéria, a quantidade de casos com
muitos brotos e vasos linfaticos portais mostrou aumento significativo a medida
que aumentou a atividade necro-inflamatéria portal e parenquimatosa, mas nao
se mostrou associada com a atividade periportal.

Assim como ja era conhecido em figado normal, nao
identificamos aqui a presenga de vasos linfaticos quantificaveis na regiao
periportal ou no parénquima.

O presente estudo gera dados que poderéo servir de base para
analises futuras correlacionando os atuais achados histolégicos e os padroes
imuno-histoquimicos dos microvasos sanguineos e linfaticos com analises
moleculares, ja que varios fatores de crescimento tém se mostrado envolvidos
na angiogénese. Em especial, fica a expectativa de correlagdo com marcadores
moleculares que, em alguns estudos, tém se mostrado potencialmente uteis no
bloqueio da angiogénese, o que podera se refletir em futuras intervengdes com

finalidades terapéuticas.
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Anexo A. Contagem de brotos e vasos sanguineos marcados pelo

endotélio no espago porta

Contagem de brotos e vasos sanguineos marcados pelo endotélio

Espagos Porta
CASO Quantidade de vasos Quantidade de células isoladas - brotos
112 3 4 5 Média 1 ‘ 2 3 ‘ 4 5 Média
1 16 (11|10 | 17 | 16 14 4 3 112 ] 2 2 5
2 8|7 6| 9|18 10 1 8 2 3 1 3
3 15112 |16 | 13 | 13 14 3 116 | 9 6 7 8
4 519 (13| 9 |10 9 2 4 1 5 2 3
5 7151013 7 8 7 5 0 3 4 4
6 511110 3 | 4 5 4 1 3 0 1 2
7 5187 |11]9 5 3 5 6 | 10 | 12 7
8 4 19|14 )3]3 5 9 2 3 |13 |10 7
9 20| 3 |15 |10 | 17 13 4 |10 | 5 5 4 6
10 (18| 4 | 2 | 5|9 8 3 5 4 2 | 11 5
11 8|16 9|2 |7 8 10| 6 | 10| 8 | 13 9
12 5|6 (15| 7 |5 8 5 3 7 6 | 13 7
13 2 11912 | 6 | 14 11 5 |18 |13 | 5 9 10
14 3|15 (15| 4 | 1 6 2 1 0 0 0 1
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Quantidade de vasos Quantidade de células isoladas - brotos
CASO
2 3 4 5 Média 1 2 3 4 5 Média
15 6 |4 6|73 5 3 8 3 6 4 5
16 013 ]3|2]0 2 4 3 6 4 1 4
17 |15 3 | 5| 5| 8 7 7 |15 |10 | 15 | 14 12
18 214 |5|10| 6 5 21 |13 | 7 | 18 | 23 16
19 9|6 |2 |15]|0 6 10 | 5 0 |13 | 8 7
20 4 | 4|6 |11]|5 6 2 |15 15| 13 | 1 9
21 694|510 7 10 | 4 3 5 | 14 7
22 0|2 |1|5]2 2 7 3 4 | 13 | 3 6
23 311019 (21| 9 10 16 | 3 3 5 5 6
24 84|10 4| 6 6 8 9 4 | 12 | 13 9
25 5|6 4|98 6 15 | 15 | 13 | 13 | 11 13
26 7138|612 7 7 |12 | 17 | 23 | 11 14
27 6| 0]0|9]3 4 11 7 |14 |20 | 5 11
28 114|513 3 14 |14 | 11 | 6 8 11
29 |14 (10|14 15|18 14 3 10| 4 3 2 4
30 4 141144 3 2 1 0 4 2 2
31 111|7|5]|8 4 3 3 7 6 8 5
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Quantidade de vasos Quantidade de células isoladas - brotos
CASO
2 3 4 5 | Média 1 2 3 4 5 Média
32 312 (10| 0 | 1 3 10| 4 |19 | 7 5 9
33 2103 |1]2 2 8 1 3 5 0 3
34 5|54 |18 5 15 | 13 | 6 8 | 11 11
35 o|0 |1 |1]2 1 4 8 4 4 4 5
36 110|301 1 9 | 11 3 9 6 8
37 |18 19|18 |20 | 21 19 18 | 7 4 | 11| 11 10
38 3101 1]3 2 2 7 7 3 3 4
39 (12| 7 |16 |11 | 8 11 2 |10 | 2 4 4 4
40 |10 2 | 3 |4 |5 5 7 6 9 |17 | 10 10
41 9|6 (10| 5|8 8 6 |10 | 3 | 13 | 14 9
42 (18 (15|11 |19 |16 16 15 | 14 | 16 | 15 | 12 14
43 313j]0|1]0 1 4 2 2 4 1 3
44 11113112 2 3 7 0 9 1 4
45 6 |10 |15 |17 | 13 12 5 119 | 5 | 10 | 10 10
46 034|111 2 6 5 3 2 7 5
47 2123|613 3 2 5 6 | 11| 10 7
48 113|3[0]3 2 6 3 8 4 2 5
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Quantidade de vasos Quantidade de células isoladas - brotos
CASO
2 3 4 5 | Média 1 2 Média
49 4 0|4 0]2 2 5 12|11 ] 6 2 7
50 |19 |15| 8 | 4 | 1 9 13 |20 | 14 | 17 | 27 18
51 6 |2 (14| 8| 8 8 8 | 22|10 | 20 | 14 15
52 558|118 5 10 | 6 7 |15 | 7 9
53 |10 | 6 |10 | 4 | 5 7 9 8 8 |17 | 9 10
54 9 |12 (11| 3 | 11 9 5 5 3 4 5 4
55 |10 (12| 8 |14 |10 11 5 |18 21|12 | 16 14
56 4 |13 |5 |41 3 7 |10 | 1 9 9 7
57 21111 11]2 1 1 2 9 3 2 3
58 5111 3 |13]19 10 12 | 10 | 14 | 19 | 14 14
59 6 |4|8|5]|5 6 7 6 | 14 | 2 6 7
60 (12| 5|8 | 3| 8 7 12 | 36 | 23 | 27 | 15 23
61 3188|613 6 5 8 |11 ] 6 6 7
62 3/8(15|6 |5 7 15 | 9 8 9 9 10
63 2105 |11] 2 4 8 |10 [ 11| 11| 9 10
64 4 | 6 (241113 12 17 | 23 | 12 | 14 | 20 17
65 319844 6 6 6 5 4 2 5
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Quantidade de vasos Quantidade de células isoladas - brotos
CASO
11 2 3 4 5 Méda 1 2 3 4 5 Média

66 |12 | 3 |[11]| 9 |11 9 16 | 22 | 18 | 4 | 20 16
67 | 1122|1815 2 14 6 4 0 4 | 13 5
68 |13 | 2 |15|20 |19 14 2 |10 | 4 5 3 5
69 71101 4|9 |7 7 2 |10 | 5 | 10 | 11 8
70 9 1917 9 | 11 13 6 3 3 1 3 3
71 31411196 5 3 4 3 7 4 4
72 (11|49 |11]5 8 6 6 7 |13 | 4 7

Anexo B. Contagem de brotos e vasos sanguineos marcados pelo
endotélio na interface

Contagem de brotos e vasos sanguineos marcados pelo endotélio

Interface

CASO Quantidade de vasos Quantidade de células isoladas - brotos
2 3 4 5 Média 1 2 3 4 5 Média

1 1 10 2 1 6 4 1 4 2 1 1 2

2 3 6 6 0 3 4 0 2 4 0O 1

3 4 0 4 7 7 4 4 2 2 4 3 3

4 6 3 0 1 0 2 4 0 0 0] 0 1

5 3 7 8 3 9 6 4 4 3 0 7 4
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Quantidade de vasos

Quantidade de células isoladas - brotos

CASO
1 2 3 4 | 5 Média
6 4 1 6 8 4 5 3 2 3 0| 2 2
7 1 0 3 0 1 1 1 0 4 0| 4 2
8 1 0 1 1 1 1 1 0 5 0| 4 2
9 3 2 0 0 0 1 4 1 0 0| O 1
10 5 6 | 10 | 1 2 5 2 2 7 0] 1 2
11 2 4 3 4 1 3 2 1 0 915 3
12 5 1 3 2 1 2 7 2 0 0| 3 2
13 0 1 1 6 1 2 9 4 5 2 |1 4
14 6 |10 | 6 6 | 11 8 3 1 0 0|1 1
15 3 3 6 | 11 2 5 8 3 5 3|2 4
16 0 2 0 3 1 1 4 6 10 117 6
17 0 0 1 0 0 0 0 1 2 0| 2 1
18 0 3 3 2 0 2 3 5 3 3|0 3
19 0 0 4 0 0 1 5 0 6 0| 4 3
20 1 2 2 0 2 1 6 6 10 3|5 6
21 1 1 0 0 0 0 6 5 2 110 3
22 1 3 2 0 1 1 8 4 6 51| 4 5
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Quantidade de vasos

Quantidade de células isoladas - brotos

CASO
1 2 3 4 | 5 Média
23 0 1 2 0 4 1 1 5 4 0| O 2
24 0 2 2 1 2 1 5 4 2 2|7 4
25 3 2 1 3 6 3 5 7 5 3|3 5
26 0 1 1 0 3 1 4 6 3 2|4 4
27 0 1 0 0 0 0 0 8 4 0| 6 4
28 2 2 1 3 1 2 6 2 3 91| 4 5
29 0 0 3 1 0 1 0 0 3 110 1
30 8 5 5 3 4 5 3 4 6 4 |3 4
31 3 1 7 1 3 3 7 3 1 3|1 3
32 0 5 2 0 4 2 1 3 8 91| 4 5
33 0 5 0 1 0 1 8 7 3 110 4
34 2 2 2 2 3 2 7 2 5 51| 2 4
35 2 4 2 3 1 2 5 3 2 2|3 3
36 0 0 0 0 0 0 5 3 3 510 3
37 0 2 1 5 7 3 0 0 1 3| 4 2
38 0 3 1 0 0 1 4 3 1 4 | 7 4
39 2 3 2 1 4 2 0 2 3 0|0 1




ANEXO

143

Quantidade de vasos

Quantidade de células isoladas - brotos

CASO
1 Média
40 2 3 1 0 2 2 0 2
41 3 0 5 5 4 3 1 1
42 0 1 1 3 2 1 1 3
43 2 4 3 2 4 3 4 3
44 1 0 1 2 3 1 1 2
45 0 4 2 2 9 3 7 4
46 0 2 3 3 2 2 5 4
47 2 1 4 3 0 2 3 3
48 2 4 0 1 3 2 5 2
49 1 2 0 0 1 1 0 4
50 1 1 2 0 0 1 4 5
51 0 0 2 0 0 0 3 2
52 0 1 4 1 1 1 0 3
53 0 0 2 3 3 2 3 3
54 4 7 6 4 6 5 8 3
55 7 2 0 3 3 3 10 5
56 5 8 6 6 9 7 3 5
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Quantidade de vasos

Quantidade de células isoladas - brotos

CASO
1 2 3 4 | 5 Média
57 3 3 2 2 4 3 4 4 2 2|4 3
58 2 3 3 3 7 4 7 4 8 2|3 5
59 4 1 1 6 3 3 5 2 7 713 5
60 2 2 1 0 0 1 1 7 2 0|1 2
61 1 0 2 2 3 2 2 4 2 4 | 7 4
62 1 6 2 3 0 2 4 6 1 5|6 4
63 1 2 5 2 4 3 9 6 2 113 4
64 0 0 2 2 3 1 4 0 2 4 | 4 3
65 0 2 0 3 3 2 7 0 0 0|0 1
66 0 0 3 1 0 1 2 0 1 0|0 1
67 6 1 1 0 0 2 0 0 0 110 0
68 10 | 9 5 1 0 5 6 5 0 0|0 2
69 2 0 3 2 3 2 2 0 1 112 1
70 2 5 3 1 1 2 0 2 0 1 1 1
71 4 3 2 2 4 3 2 10 6 3|7 6
72 6 1 1 2 0 2 6 2 0 2|2 2
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Anexo C. Contagem de brotos e vasos sanguineos marcados pelo

endotélio no parénquima

Contagem de brotos e vasos sanguineos marcados pelo endotélio

Parénquima

CASO
Quantidade de vasos

112 ]3] 4|5 | Média

1 612|633 4 2 4 3 4 9 4
2 6 {21 9 [10]12 12 5 4 |23 |19 | 6 11
3 8 | 1532|2225 20 14 | 4 8 4 | 12 8
4 715191919 8 3 4 8 7 |11 7

6 2|1 4|6 |8]|4 5 9 5 16 | 3 3 7
7 6122 |01 2 8 5 1 3 3 4
8 30|10} O0 1 5 4 1 6 2 4
9 o111 11]2 1 2 1 0 0 0 1
10 517|139 |17 8 3 8 3 14 | 4 6
11 8 |65 |11|7 |2 7 1 5 0 3 5 3
12 2|5 |19|7 |6 8 7 5 11 7 2 6
13 515|410 9 7 10 | 10 | 7 1 4 6

14 4133 |13| 4 5 10 | 4 7 3 5 6




146

ANEXO

CASO
15 8 | 7 (14|12| 9 10 17 | 12 | 10 | 7 4 10
16 3132|383 |7 4 9 9 7 |18 | 0 9
17 0|12 |0]|O0 1 2 0 0 1 1 1
18 2131|161 3 9 6 8 | 21 8 10
19 213|533 3 5 |12 7 |12 | 9 9
20 8|5 |5 |11 4 17 | 11 | 13 | 19 | 15 15
21 11111141 2 9 9 5 9 | 13 9
22 |11 |7 17|12 |13 12 6 2 7 4 3 4
23 613|002 2 3 5 9 9 5 6
24 9|17 |6 |2]|6 6 9 | 11|20 | 11 6 11
25 8 |11 6|3 |4 6 26 | 6 |13 | 15 | 16 15
26 |13 |5 (12| 1 | 4 7 8 |16 | 20 | 28 | 16 18
27 913|140 3 6 |15 |14 | 5 7 9
28 3|73 |71 4 10 | 2 10 | 3 3 6
29 113400 2 4 4 |12 | 6 | 15 8
30 31412 |3]|6 4 3 3 2 3 3 3
31 1122 (12| 2 4 9 6 7 6 9 7
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CASO
32 6 4124 3 4 6 6 7 5 6
33 | 21 6|5 |7 8 1 2 9 13| 3 6
34 1 12121 |14 11 18 | 7 3 7 4 8
35 2 212 |1 1 7 7 3 5 5 5
36 2 8 0|2 2 7 6 0 9 3 5
37 3 1141 4 2 14 | 7 8 8 8 9
38 1 2111 1 4 9 7 5 8 7
39 3 4 10| 3 5 3 5 2 6 1 3
40 3 412 |2 3 14 | 9 3 8 | 10 9
4 4 6 |5 |2 4 13 | 4 7 8 | 10 8
42 0 4 10| 2 1 25 | 35 | 25 | 37 | 25 29
43 | 11 6| 1|4 5 17 | 16 | 16 | 19 | 10 16
44 2 2142 3 4 4 5 5 | 11 6
45 3 712 |2 3 16 | 21 7 7 5 11
46 3 051 2 5 9 8 11 5 8
47 4 0] 0] 2 2 8 4 7 13 | 12 9
438 0 21211 1 9 5 5 4 4 5
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CASO
49 (12| 7 |4 |10| 7 8 6 6 4 6 | 11 7
50 716|302 4 8 3 4 9 | 10 7
51 6| 1|45 |11 5 5 10 | 7 0 2 5
52 8 [15|16 |23 | 4 13 6 7 1 5 8 5
53 6 (12| 5 11|10 9 8 8 9 1 2 6
54 |10 |17 | 11| 14 | 11 13 4 0 10 | 7 5 5
55 7 114 (17 |20 | 11 14 22 | 5 5 1 0 7
56 |16 | 9 |20 |27 |15 17 7 6 5 3 0 4
57 |14 | 9 (19|10 | 18 14 5 5 4 3 5 4
58 912 |0|10|0 4 9 10 | 11 6 | 12 10
59 0 |14|11 (27|10 12 21 4 1 3 |19 10
60 2124|1045 7 5 5 14 | 8 | 14 9
61 4141|416 11 8 8 7 4 3 2 5
62 | 21|15 (14|14 |22 17 4 4 7 8 3 5
63 |37 |15|25|22 |24 25 9 7 14 | 13 | 5 10
64 9121 |12| 8 6 2 9 13| 7 8 8
65 914 |5 |11]| 8 7 1 4 3 0 1 2
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CASO
66 |16 | 8 |13 |15| 7 12 1 6 | 4 | 1 0 2
67 |1 |7 |4 |30 3 4 | 0| 2] 2|5 3
68 |13 (15| 7 |10 12| M 8 | 2 | 5 |16 | 11 8
69 |6 |3 |3 |10/ 6 6 6 | 2| 2|5 | 8 5
70 | 3 |24| 5 |20(12| 13 4 |11 | 5 | 4 |8 6
71 |12|16|22 |14 |16 | 16 22 |14 | 14 | 11 | 10 14
72 | 4 |10|15| 8 |10 9 713|252 4
Anexo D. Média da semi-quantificagao dos vasos sanguineos marcados

pelo endotélio muscularizado nos espagos porta e no

parénquima
Média da semi-quantificagdo dos
vasos sanguineos marcados pelo
endotélio muscularizado
Espaco porta Parénquima
CASO

1 2 0

2 2 0

3 2 1
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Espaco porta Parénquima
CASO
4 1 1
5 1 0
6 1 0
7 1 0
8 2 0
9 1 0
10 1 0
11 1 0
12 2 0
13 2 0
14 2 0
15 2 1
16 0 0
17 2 0
18 1 0
19 2 0
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Espaco porta Parénquima
CASO
20 2 0
21 2 0
22 1 0
23 0 0
24 2 0
25 1 0
26 1 0
27 1 0
28 0 0
29 2 0
30 0 0
31 1 0
32 0 0
33 0 0
34 1 0
35 0 0
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Espaco porta Parénquima
CASO
36 1 0
37 2 0
38 0 0
39 0 0
40 1 0
41 1 0
42 2 2
43 1 0
44 1 0
45 0 0
46 1 1
47 1 0
48 0 0
49 0 0
50 2 0
51 1 0
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Espaco porta Parénquima
CASO
52 1 1
53 1 0
54 1 0
55 1 0
56 0 0
57 1 0
58 1 0
59 0 0
60 1 0
61 0 0
62 1 0
63 1 0
64 0 0
65 0 0
66 2 0
67 2 0
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Espaco porta

CASO

Parénquima

68 1 0
69 1 0
70 1 0
7 1 0
72 1 0

Anexo E. Contagem de brotos e vasos linfaticos marcados pelo endotélio

no espacgo porta

Contagem de brotos e vasos linfaticos marcados pelo endotélio

Espacos Porta

CASO
Quantidade de vasos Quantidade de células isoladas - brotos
2 3 4 | 5 Meédia 1 Média
1 6 5110 | 22 10 2 1 1 5 2
2 318]3]2 4 2 1 0 0 2
3 13114 |14 | 8 12 10 4 4 2 5
4 10|16 |4 |5 6 1 0 2 2 1
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Quantidade de vasos Quantidade de células isoladas - brotos
3 4|5 Média 1 Média

5 14|16 (14| 5| 3 8 3 3 1 4 1 2
6 3|1 7|74 2 5 3 0 0 4 1 2
7 511216 | 8| 7 8 1 1 3 4 3 2
8 11111217 | 13 13 131 9 1 3 1 5
9 4 |7 1|4 13|16 9 1 0 1 0 0 0
10 6|8 |13| 5|5 7 1 0 0 0 3 1
11 4 |16 (14|13 | 6 11 3 7 2 1 6 4
12 717411 4 0 0 0 0 0 0
13 (12|10 7 | 4 | 11 9 2 0 0 7 5 3
14 8|15/ 9|6 |5 9 1 0 0 0 3 1
15 4 1141121 4 | 5 8 1 7 7 2 0 3
16

17 8 | 8|8 (18|13 11 1 3 | M 1 6 4
18 (14|11 (13| 5 |10 11 22 | 5 4 5 | 10 9
19 51712|1]2 3 2 0 1 2 0 1
20 1173|3110 5 5 8 9 2 7 6
21 8 9 8 8 | 12 9 5 3 5 5 7 5
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Quantidade de vasos Quantidade de células isoladas - brotos
3 4|5 Média 1 Média
22 212|2|3]|3 2 3 2 1 2 2
23 (13| 8|7 |11| 6 9 4 8 1 8 5
24 516 |11|23]| 7 10 7 |19 16 | 6 10
25 416994 6 2 1 4 | 12 5
26 5117111 |12 |13 12 12 | 3 4 | 10 8
27 513|8|3]|6 5 11 7 12 | 21 12
28 3113|9113 6 7 0 1 6 3
29 |15|13|20|19|18 17 2 5 3 2 3
30 3162|3]|2 3 0 2 1 0 1
31 5{113]2]|0 2 0 4 2 1 2
32 113(1|3]0 2 0 5 0 1 1
33 211 |11]13]1 2 3 0 3 2 2
3 |4 |5 |4)|3]|2 4 0 2 1 1 1
35 212|601 2 0 0 2 0 1
36 918 |1|4]|3 5 0 0 0 0 0
37 |10 |11 |14 10|10 11 8 2 4 | 14 6
38 2142|433 3 5 1 2 4 3
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Quantidade de vasos Quantidade de células isoladas - brotos
CASO
3 4|5 Média 1 Média
39 515|6|9|7 6 0 0 0 3 1
40 112|455 3 0 0 0 0 0
41 (1212 |8 |5 (10 7 0 0 1 2 1
42 2310|1720 |10 16 4 9 2 | 11 6
43 113 |1|8]|3 3 4 2 0 1 1
44 113121 2 0 0 0 0 0
45 4 |15(12| 2| 3 7 1 2 3 1 2
46 113223 2 0 6 0 1 2
47 513|5|5]|3 4 2 2 2 0 1
48 (121 (1|0 |1 3 2 0 2 1 1
49 1171501 3 2 | 11 4 5 5
50 8|7 |7 (12| 0 7 3 4 11 | 25 10
51 71414|3]|7 5 2 3 0 5 2
52 |10 (15|11 | 8| 8 10 8 | 13 6 9 8
53 |17 115|132 |10 |16 18 4 7 2 1 4
54 |10|10|14| 7 |13 11 4 5 2 1 3
55 | 25| 8 |10|34 |16 19 3 4 7 3 4




158

ANEXO
Quantidade de vasos Quantidade de células isoladas - brotos
3 4|5 Média 1 Média
56 |10| 6 | 4 |10 |12 8 0 2 0 8 2
57 7144|134 6 0 2 1 0 1
58 |13 (171119 |15 15 10 | 7 7 | 10 7
59 1124|147 6 2 0 4 1 2
60 5|6 |8 |10 6 7 17 | 8 23 | 4 12
61 1121294 4 0 0 3 3 2
62 |19 (132116 |10 16 0 4 0 0 2
63 9 |13 9 |13]|22 13 1 2 7 4 3
64 7 1321 |11 | 7 12 8 | 12 2 2 7
65 (15| 5 |1 |22]|1 9 2 0 3 4 2
66 |12 | 8 |14 12|18 13 5 4 0 4 3
67 |10(14| 9 | 6 |10 10 0 3 3 0 1
68 8 |14 15|21 |18 15 0 0 1 0 0
69 212 |6|5]|3 4 0 2 1 3 1
70 6| 5(3|2]|6 4 0 0 0 0 0
71 618|713 5 1 3 2 2 2
72 4 |11 4 |9 8 7 1 8 0 2 3
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Anexo F.

Contagem de brotos e vasos linfaticos marcados pelo endotélio

na interface

Contagem de brotos e vasos linfaticos marcados pelo endotélio

Interface
CASO Quantidade de vasos Quantidade de células isoladas - brotos
1 4 Média
1 0 0 0 0 0 0 0 0 0
2 0 1 0 0 0 0 0 0 0
3 0 0 0 0 0 0 0 0 0
4 0 0 0 0 1 0 0 0 0
5 0 2 0 0 0 0 0 0 0
6 0 0 1 0 0 0 0 0
7 0 0 0 0 0 0 0 0 0
8 0 0 0 0 0 0 0 0 0
9 0 0 0 0 0 0 0 0 0
10 0 1 0 0 0 0 0 0
11 0 0 0 0 0 0 0 0
12 0 0 0 0 0 0 0 1 0
13 0 0 0 0 0 0 0 0 0
14 0 0 0 0 0 0 0 0 0
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Quantidade de vasos Quantidade de células isoladas - brotos
CASO
1 2 3 4 5 |Média

15 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0
16
17 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
18 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0
19 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
20 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0
21 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
22 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
23 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0
24 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
25 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
26 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
27 0 0 0 0 2 0 0 0 0 0
28 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
29 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
30 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0
31 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
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CASO

32

Quantidade de vasos

Quantidade de células isoladas - brotos

1 2 3 4 5 |Média

33

34

35

36

37

38

39

40

4

42

43

44

45

46

47

48
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CASO

49

Quantidade de vasos

Quantidade de células isoladas - brotos

1 2 3 4 5 |Media

50

51

52

53

54

55

56

57

58

59

60

61

62

63

64

65
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Quantidade de vasos Quantidade de células isoladas - brotos
CASO
1 2 3 4 5 Média
66 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
67 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

68 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

69 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
70 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
71 0 0 1 0 1 0 0 1 0 0 0 0
72 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Anexo G. Mediana das médias dos brotos sanguineos portais

Mediana dos brotos sanguineos
portais
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Anexo H. Mediana das médias dos vasos sanguineos portais

Mediana dos vasos sanguineos
portais
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1414141414
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Anexol. Mediana das médias dos vasos sanguineos muscularizados

portais

Mediana dos vasos sanguineos
muscularizados portais
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Anexo J. Mediana das médias dos brotos sanguineos na interface

Mediana dos brotos sanguineos na
interface
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Anexo K. Mediana das médias dos vasos sanguineos na interface

10 Mediana dos vasos sanguineos na

interface 8
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Anexo L. Mediana das médias dos brotos sanguineos no parénquima

Mediana dos brotos sanguineos no
parénquima
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Anexo M. Mediana das médias dos vasos sanguineos no parénquima

Mediana dos vasos sanguineos no
parénquima
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Anexo N. Mediana das médias dos vasos sanguineos muscularizados no

parénquima

Mediana dos vasos sanguineos
muscularizados no parénquima
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Anexo O. Mediana das médias dos brotos linfaticos portais

Mediana dos brotos linfaticos portais
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Anexo P. Mediana das médias dos vasos linfaticos portais

Mediana dos vasos linfaticos portais
20 o
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Anexo Q. Mediana das médias dos brotos linfaticos na interface

Mediana dos brotos linfaticos na
interface
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Anexo R. Mediana das médias dos vasos linfaticos na interface

Média
O O O = A a a

Mediana dos vasos linfaticos na
interface

000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000

11

Caso

135 7 911131517192123252729313335373941434547495153555759616365676971

Anexo S. Estadiamento das lesdes histopatolégicas atribuiveis a hepatite

cronica C de acordo com a classificagao da Sociedade Brasileira
de Patologia (SBP)

ALTERACAO IN":fA”RATARTAgS 0 ATIVIDADE ATIVIDADE
CASO ESTRUTURAL PORTAL/SEPTAL | PERIPORTAL/PERI- | PARENQUIMATOSA
(FIBROSE) (0-4) (0-4) SEPTAL (0-4) (0-4)
1 4 2 3 2
2 3 3 3 2
3 2 3 3 2
4 3 2 2 2
5 2 3 3 3
6 1 1 0 1
7 3 3 2 1
8 4A 4 3 3
9 3 2 3 2
10 1 2 2 1
11 1 3 3 3
12 1 2 3 2
13 4 3 2 2
14 2 1 1 2
15 1 1 1 2
16 1 1 1 1
17 4C 3 4 3
18 4 3 3 3
19 3 2 3 1
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ALTERACAO II\IIII;IITAIII-\;IT'IA()DR(’)IO ATIVIDADE ATIVIDADE
CASO ESTRUTURAL PORTAL/SEPTAL PERIPORTAL/PERI- | PARENQUIMATOSA
(FIBROSE) (0-4) 0 SEPTAL (0-4) (0-4)
61 3 3 3 1
62 1 2 1 1
63 1 2 2 1
64 3 4 3 2
65 2 3 3 1
66 4C 3 2 1
67 4B 4 3 4
68 4C 3 3 3
69 4B 2 3 3
70 2 2 2 2
71 0 2 0 1
72 2 2 2 1
Anexo T. Graduacao histolégica dos achados de esteatose e balonizagao

de acordo com a classificagdo das Esteato-hepatites e

classificagao da fibrose pericelular e perivenular.

ESTEATOSE ) FIBROSE
>E | ESTEATOSE | ESTEATO- | BALONIZACAO| FIBROSE
CASO GRA(EE)L_JSQAO % HEPATITE (0-1) (0-2) PERICELULAR | PERIVENULA
1 1 20 0 1 2 99
2 1 10 0 1 0 1
3 0 0 0 0 0 0
4 0 0 0 0 1 1
5 0 0 0 0 2 1
6 0 0 0 0 2 2
7 1 30 0 1 1 1
8 0 0 0 1 99 99
9 2 40 1 2 1 1
10 0 0 0 0 2 1
11 0 0 0 0 1 1
12 0 0 0 2 0 1
13 1 20 1 2 2 1
14 3 70 1 2 1 1
15 1 10 0 0 1 1
16 1 20 1 1 2 1
17 2 50 1 2 2 99
18 1 10 0 0 0 0
19 1 10 0 1 1
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FIBROSE
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cas0 | GRADUAGRO | ESTERTOSE | ETEATE, | |BALOUZAGRO | MeROSE, | peanvenuLA
62 3 70 0 0 1 1
63 3 80 1 1 2 1
64 1 10 0 0 2 2
65 1 60 0 0 0 1
66 1 10 0 0 1 1
67 2 40 1 2 99 99
68 2 40 1 2 2 99
69 0 0 0 2 1 2
70 1 30 1 2 1 1
71 0 0 0 0 0 1
72 1 20 0 1 1 1

Anexo U. Comparacao entre os valores de vasos sanguineos na interface

e vasos sanguineos portais

Vasos sanguineos na interface

VSI Baixo Grau | VSI Alto Grau | Total Geral
Vasos VSP Baixo Grau 37 0 37
sanguineos
portais VSP Alto Grau 10 25 35
Total Geral 47 25 72

p<0,01

Ainda que a formagdo de vasos sanguineos portais e na interface tenha

mostrado um paralelismo, tal processo € mais exuberante nos espacgos porta, de modo

que em 10 casos houve predominio de formagao de vasos sanguineos portais.
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Anexo V. Comparagao entre os valores de vasos sanguineos no

parénquima e vasos sanguineos portais

Vasos sanguineos no parénquima

VSPA Baixo VSPA Alto Total
Grau Grau Geral
Vasos VSP Baixo Grau 37 0 37 p<0,01
sanguineos
portais VSP Alto Grau 0 35 35
Total Geral 37 35 72

A distribuicdo entre casos com maior ou menor quantidade de vasos

sanguineos portais e sinusoidais foi idéntica.

Anexo W. Comparacao entre os valores de vasos sanguineos no

parénquima e vasos sanguineos na interface

Vasos sanguineos no parénquima

VSPA Baixo VSPA Alto Total
Grau Grau Geral
Vasos
) VS| Baixo Grau 37 10 47 p<0,01
sanguineos
na
) VSI Alto Grau 0 25 25
interface

Total Geral 37 35 72

Ainda que a formacgao de vasos sanguineos sinusoidais e na interface
tenha mostrado um paralelismo, em 10 casos houve predominio de formacéo de

vasos sanguineos sinusoidais.
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Anexo X. Distribuicao de casos com baixa ou alta quantidade de vasos
sanguineos portais marcados pelo endotélio conforme

infiltrado inflamatério portal/septal

Vasos sanguineos portais x Infiltrado inflamatério

portal/septal

[72]
g mVSP Baixo Grau ®VSP Alto Grau
o
o
" 15 16 15
[}
[]
£
5 10 10
[o)]
c
(3]
(7]
[72]
2 2 2 2
(T
>

1 2 3 4

Infiltrado inflamatério portal/septal

Anexo Y. Distribuicao de casos separados de acordo com a mediana do
infiltrado inflamatoério portal/septal de vasos sanguineos portais

marcados pelo endotélio

Vasos sanguineos portais
VSP Baixo | VSP Alto Total
Grau Grau Geral
Infiltrado inflamatério 0-1-2 25 18 43 p=0,16
portal/septal 3-4 12 17 29
Total Geral 37 35 72
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Anexo Z. Distribuicao de casos com baixa ou alta quantidade de vasos

sanguineos muscularizados portais marcados pelo endotélio

conforme graus de infiltrado inflamatério portal/septal

10

Vasos sanguineos
muscularizados portais

inflamatoério portal/septal

mVSMP Baixo Grau

24

2

m VSMP Alto Grau

17

3

Infiltrado inflamatoério portal/septal

Vasos sanguineos muscularizados portais x Infiltrado

Anexo AA. Distribuicao de casos separados de acordo com a mediana do

infiltrado inflamatério portal/septal

muscularizados portais marcados pelo endotélio

de vasos sanguineos

Vasos sanguineos muscularizados

portais
VSMP Baixo | VSMP Alto | Total
Grau Grau Geral
Infiltrado inflamatdrio portal 0-1-2 34 9 43
septal 3-4 19 10 29
Total Geral 53 19 72

p=0,20
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Anexo BB. Distribuicao de casos com baixa ou alta quantidade de brotos

sanguineos portais marcados pelo endotélio conforme

esteatose

15

Brotos sanguineos portais

m BSP Baixo Grau

16

m BSP Alto Grau

Esteatose

Brotos sanguineos portais x Esteatose

Anexo CC. Distribuicao de casos separados de acordo com a mediana da

esteatose de brotos sanguineos portais marcados pelo

endotélio
Brotos sanguineos portais
Esteatose BSP Baixo Grau | BSP Alto Grau Total Geral
0-1 31 21 52
2-3 10 10 20
Total Geral 41 31 72

p=0,46
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Anexo DD. Distribuicao de casos com baixa ou alta quantidade de vasos

sanguineos portais marcados pelo endotélio conforme

esteatose

15

Vasos sanguineos portais

Vasos sanguineos portais x Esteatose

m VSP Baixo Grau mVSP Alto Grau

15

Esteatose

Anexo EE. Distribuicao de casos separados de acordo com a mediana da

esteatose de vasos sanguineos portais marcados pelo

endotélio
Vasos sanguineos portais
V'SP Baixo Grau | VSP Alto Grau | Total Geral
0-1 27 25 52
Esteatose
2-3 10 10 20
Total Geral 37 35 72

p=0,88
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Anexo FF. Distribuicao de casos com baixa ou alta quantidade de vasos
sanguineos muscularizados portais marcados pelo endotélio

conforme graus de esteatose

Vasos sanguineos muscularizados portais x Esteatose
mVSMP Baixo Grau = VSMP Alto Grau
20

19

Vasos sanguineos
muscularizados portais

Esteatose

Anexo GG. Distribuicao de casos separados de acordo com a mediana
da esteatose de vasos sanguineos muscularizados portais

marcados pelo endotélio

Vasos sanguineos muscularizados portais
VSMP Baixo | VSMP Alto

Total Geral
Grau Grau
0-1 39 13 52 p=0,66
Esteatose
2-3 14 6 20

Total Geral 53 19 72
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Anexo HH. Distribuicao de casos com baixa ou alta quantidade de brotos
sanguineos portais marcados pelo endotélio conforme esteato-

hepatite

Brotos sanguineos portais x Esteato-hepatite

(2]
'g mBSP Baixo Grau mBSP Alto Grau
o
Q.
(7]
]
[
A=
>
(2]
c
& 10
@ 8
S
[
Ausente Presente
Esteato-hepatite
Anexo Il. Distribuicao de casos separados com baixa ou alta quantidade

de brotos sanguineos portais marcados pelo endotélio

conforme esteato-hepatite

Brotos sanguineos portais
Esteato-hepatite BSP Baixo Grau | BSP Alto Grau Total Geral
Ausente 33 21 54 p=0,21
Presente 8 10 18
Total Geral 41 31 72
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Anexo JJ. Distribuicao de casos com baixa ou alta quantidade de vasos

sanguineos portais marcados pelo endotélio conforme esteato-

hepatite

Vasos sanguineos portais

Ausente

Vasos sanguineos portais x Esteato-hepatite

m VSP Baixo Grau mVSP Alto Grau

8

Esteato-hepatite

10

1

Presente

Anexo KK. Distribuicao de casos separados com baixa ou alta quantidade

de vasos sanguineos portais marcados pelo endotélio

conforme esteato-hepatite

Vasos sanguineos portais

VSP Baixo Grau | VSP Alto Grau | Total Geral
Ausente 29 25 54
Esteato-hepatite
Presente 8 10 18
Total Geral 37 35 72

p=0,49
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Anexo LL. Distribuicao de casos com baixa ou alta quantidade de vasos

sanguineos muscularizados portais marcados pelo endotélio

conforme auséncia ou presenca esteato-hepatite

Vasos sanguineos
muscularizados portais

Vasos sanguineos muscularizados portais x Esteato-

mVSMP Baixo Grau

42

hepatite

m VSMP Alto Grau

Esteato-hepatite

Anexo MM. Distribuicao de casos separados com baixa ou alta quantidade

de vasos sanguineos muscularizados portais marcados pelo

endotélio conforme auséncia ou presencga esteato-hepatite

Vasos sanguineos muscularizados portais

VSMP Baixo VSMP Alto
Total Geral
Grau Grau
Esteato- Ausente 42 12 54
hepatite Presente 11 7 18
Total Geral 53 19 72

p=0,16
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Anexo NN. Distribuicao de casos com baixa ou alta quantidade de brotos

Brotos sanguineos portais

sanguineos portais marcados pelo endotélio conforme

genoétipo

Brotos sanguineos portais x Genétipo

m BSP Baixo Grau

27
23
14
. 8
1 3

Genoétipo

m BSP Alto Grau

Anexo OO. Distribuicao de casos separados com baixa ou alta quantidade

de brotos sanguineos portais marcados pelo endotélio

conforme genétipo

Brotos sanguineos portais

Gendtipo BSP Baixo Grau | BSP Alto Grau Total Geral
1 27 23 50
3 14 8 22
Total Geral 41 31 72

p=0,44
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Anexo PP. Distribuicao de casos com baixa ou alta quantidade de vasos

sanguineos portais marcados pelo endotélio conforme

genoétipo

Vasos sanguineos portais

Vasos sanguineos portais x Genétipo

m VSP Baixo Grau mVSP Alto Grau

Gendétipo

Anexo QQ.Distribuicao de casos separados com baixa ou alta quantidade

de vasos sanguineos portais marcados pelo endotélio

conforme genétipo

Vasos sanguineos portais

V'SP Baixo V'SP Alto
Grau Grau Total Geral
1 27 23 50 p=0,50
Gendtipo
3 10 12 22
Total Geral 37 35 72
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Anexo RR. Distribuicao de casos com baixa ou alta quantidade de vasos

sanguineos muscularizados portais marcados pelo endotélio

conforme genétipo

Vasos sanguineos
muscularizados portais

Vasos sanguineos muscularizados portais x Genétipo

m VSMP Baixo Grau

37

m VSMP Alto Grau

Genétipo

Anexo SS. Distribuicao de casos separados com baixa ou alta quantidade

de vasos sanguineos muscularizados portais marcados pelo

endotélio conforme genétipo

Vasos sanguineos muscularizados portais

VSMP Baixo VSMP Alto
Total Geral
Grau Grau
1 37 13 50
Gendtipo
3 16 6 22
Total Geral 53 19 72

p=0,91




186
ANEXO

Anexo TT. Distribuicao de casos com baixa ou alta quantidade de brotos
sanguineos na interface marcados pelo endotélio conforme

infiltrado inflamatério portal/septal

Brotos sanguineos na interface x Infiltrado inflamatoério

8 portal/septal

©

g m BSI| Baixo Grau = BSI Alto Grau

c

= 18

g 16

b4 13

Q

£ 9

=) 7

2 5

@ 3

* 1
9

o

o 1 2 3 4

Infiltrado inflamatério portal/septal

Anexo UU. Distribuicao de casos separados de acordo com a mediana do
infiltrado inflamatério portal/septal de brotos sanguineos na
interface marcados pelo endotélio

Brotos sanguineos na interface

Infiltrado inflamatadrio BSI Baixo BSI Alto Total
portal/septal Grau Grau Geral
0-1-2 25 18 43 p=0,52
3-4 19 10 29
Total Geral 44 28 72
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Anexo VV. Distribuicao de casos com baixa ou alta quantidade de vasos

sanguineos na interface marcados pelo endotélio conforme

infiltrado inflamatério portal/septal

Vasos sanguineos na interface

m VS| Baixo Grau

m VS| Alto Grau

Vasos sanguineos na interface x Infiltrado inflamatoério
portal/septal

3
Infiltrado inflamatério portal/septal

Anexo WW. Distribuicao de casos separados de acordo com a mediana

do infiltrado inflamatério portal/septal de vasos sanguineos

na interface marcados pelo endotélio

Vasos sanguineos na interface

Infiltrado inflamatorio VSI Baixo VSI Alto Total
portal/septal Grau Grau Geral
0-1-2 26 17 43
3-4 21 8 29
Total Geral 47 25 72
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Anexo XX. Distribuicao de casos com baixa ou alta quantidade de brotos

sanguineos na interface marcados pelo endotélio conforme

atividade periportal/perisseptal

Brotos sanguineos na interface

m BS| Baixo Grau

14

2
Atividade periportal/perisseptal

m BSI Alto Grau

22

3

Brotos sanguineos na interface x Atividade
periportal/perisseptal

Anexo YY. Distribuicao de casos separados de acordo com a mediana da

atividade periportal/perisseptal

interface marcados pelo endotélio

Brotos sanguineos na interface

Atividade periportal/perisseptal BSI| Baixo Grau | BSI Alto Grau | Total Geral
0-1-2 21 18 39
3-4 23 10 33
Total Geral 44 28 72

de brotos sanguineos na

p=0,16
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Anexo ZZ. Distribuicao de casos com baixa ou alta quantidade de vasos
sanguineos na interface marcados pelo endotélio conforme

atividade periportal/perisseptal

Vasos sanguineos na interface x Atividade
periportal/perisseptal

m VS| Baixo Grau mVSI Alto Grau

21

15

0 1 2 3 4
Atividade periportal/perisseptal

Vasos sanguineos na interface

Anexo AAA. Distribuicao de casos separados de acordo com a mediana
da atividade periportal/perisseptal de vasos sanguineos na

interface marcados pelo endotélio

Vasos sanguineos na interface
Atividade periportal/perisseptal | VSI Baixo Grau | VSI Alto Grau| Total Geral
0-1-2 24 15 39 p=0,46
3-4 23 10 33
Total Geral 47 25 72
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Anexo BBB. Distribuicao de casos com baixa ou alta quantidade de brotos

sanguineos na interface marcados pelo endotélio conforme

atividade parenquimatosa

Brotos sanguineos na interface

parenquimatosa

m BS| Baixo Grau
18

16

Atividade parenquimatosa

2

m BSI Alto Grau

Brotos sanguineos na interface x Atividade

Anexo CCC. Distribuigcao de casos separados de acordo com a mediana da

atividade parenquimatosa de brotos sanguineos na interface

marcados pelo endotélio

Brotos sanguineo na interface

Atividade
parenquimatosa BSI| Baixo Grau BSI Alto Grau Total Geral
0-1 17 14 31
2-3-4 27 14 41
Total Geral 44 28 72

p=0,34
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Anexo DDD.

Distribuicao de casos com baixa ou alta quantidade de vasos

sanguineos na interface marcados pelo endotélio conforme

atividade parenquimatosa

Vasos sanguineos na interface

Vasos sanguineos na interface x Atividade
parenquimatosa

15

m VS| Baixo Grau

21

13

m VS| Alto Grau

Ativiadade parenquimatosa

Anexo EEE.Distribuicdo de casos separados de acordo com a mediana da

atividade parenquimatosa de vasos sanguineos na interface

marcados pelo endotélio

Vasos sanguineos na interface

Atividade parenquimatosa | VSI Baixo Grau | VSI Alto Grau Total Geral
0-1 18 13 31
2-3-4 29 12 41
Total Geral 47 25 72

p=0,26
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Anexo FFF. Distribuicao de casos com baixa ou alta quantidade de brotos

sanguineos na interface marcados pelo endotélio conforme

esteatose

Brotos sanguineos na interface

Brotos sanguineos na interface x Esteatose

m BSI Baixo Grau

17

Esteatose

m BSI Alto Grau

Anexo GGG. Distribuicao de casos separados de acordo com a mediana

da esteatose de brotos sanguineos na interface marcados

pelo endotélio

Brotos sanguineos na interface

Esteatose BSI Baixo Grau | BSI Alto Grau Total Geral
0-1 31 21 52
2-3 13 7 20
Total Geral 44 28 72

p=0,67
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Anexo HHH. Distribuicao de casos com baixa ou alta quantidade de vasos

sanguineos na interface marcados pelo endotélio conforme

esteatose

Vasos sanguineos na interface

m VS| Baixo Grau
19

m VS| Alto Grau

Esteatose

Vasos sanguineos na interface x Esteatose

Anexo lll. Distribuicao de casos separados de acordo com a mediana da

esteatose de vasos sanguineos na interface marcados pelo

endotélio
Vasos sanguineos na interface
Esteatose VSI Baixo Grau | VSI Alto Grau Total Geral
0-1 34 18 52
2-3 13 7 20
Total Geral 47 25 72

p=0,97
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Anexo JJJ. Distribuicao de casos com baixa ou alta quantidade de brotos

sanguineos na interface marcados pelo endotélio conforme

esteato-hepatite

Brotos sanguineos na interface x Esteato-hepatite

Brotos sanguineos na interface

m BSI Baixo Grau

32
22
12
- 6

Ausente

m BSI| Alto Grau

Esteato-hepatite

Presente

Anexo KKK. Distribuicao de casos separados com baixa ou alta

quantidade de brotos sanguineos na interface marcados pelo

endotélio conforme esteato-hepatite

Brotos sanguineos na interface

Estrato-hepatite BSI Baixo Grau | BSI Alto Grau Total Geral
Ausente 32 22 54
Presente 12 6 18

Total Geral 44 28 72

p=0,57
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Anexo LLL.

Vasos sanguineos na interface

Distribuicao de casos com baixa ou alta quantidade de vasos

sanguineos na interface marcados pelo endotélio conforme

esteato-hepatite

Vasos sanguineos na interface x Esteato-hepatite

m VS| Baixo Grau

34
20
13
- 5
—

Ausente

m VS| Alto Grau

Esteato-hepatite

Presente

Anexo MMM. Distribuicdo de casos separados conforme auséncia ou

presenga de esteato-hepatite de vasos sanguineos na

interface marcados pelo endotélio

Vasos sanguineos na interface

Esteato-hepatite VSI Baixo Grau VSI Alto Grau Total Geral
Ausente 34 20 54
Presente 13 5 18

Total Geral 47 25 72

p=0,47
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Anexo NNN.

Brotos sanguineos na interface

Distribuicao de casos com baixa ou alta quantidade de

brotos sanguineos na interface marcados pelo endotélio

conforme genétipo

Brotos sanguineos na interface x Genétipo

m BSI Baixo Grau

30
20
14
- 8
1 3

Genoétipo

m BSI| Alto Grau

p=0,77

Anexo O0O. Distribuicdo de casos separados com baixa ou alta
quantidade de brotos sanguineos na interface marcados
pelo endotélio conforme genétipo

Brotos sanguineos na interface
Gendtipo BSI Baixo Grau BSI Alto Grau Total Geral
1 30 20 50
3 14 8 22
Total Geral 44 28 72
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Anexo PPP. Distribuicao de casos com baixa ou alta quantidade de brotos

sanguineos no parénquima marcados pelo endotélio

conforme alteragoes estruturais

parénquima

Brotos sanguineos no

m BSPA Baixo Grau

2
Alteragao estrtutural

m BSPA Alto Grau

Brotos sanguineos no parénquima x Alteragao estrutural

Anexo QQQ. Distribuicao de casos separados de acordo com a mediana

das alteragdes estruturais de brotos sanguineos no

parénquima marcados pelo endotélio

Brotos sanguineos no parénquima

BSPA Baixo | BSPA Alto Total

Grau Grau Geral
Alteracdo estrutural FO-F1-F2 26 15 41
F3-F4 16 15 31
Total Geral 42 30 72

p=0,31
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Anexo RRR. Distribuicao de casos separados com baixa ou alta
quantidade de brotos sanguineos no parénquima marcados

pelo endotélio conforme infiltrado inflamatério portal/septal

Brotos sanguineos no parénquima x Infiltrado
inflamatoério portal/septal

m BSPA Baixo Grau = BSPA Alto Grau
19

parénquima

Brotos sanguineos no

1 2 3 4
Infiltrado inflamatério portal/septal

Anexo SSS. Distribuicao de casos separados de acordo com a mediana
do infiltrado inflamatério portal/septal de brotos sanguineos

no parénquima marcados pelo endotélio

Brotos sanguineos no parénquima

Infiltrado inflamatério BSPA Baixo BSPA Alto Total
portal/septal Grau Grau Geral
0-1-2 27 16 43 p=0,35
3-4 15 14 29
Total Geral 42 30 72
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Anexo TTT. Distribuicao de casos com baixa ou alta quantidade de vasos

sanguineos no parénquima marcados pelo endotélio

conforme infiltrado inflamatério portal/septal

parénquima

Vasos sanguineos no

m VSPA Baixo Grau

15 16

2

m VSPA Alto Grau

15

3

Infiltrado inflamatério portal/septal

Vasos sanguineos no parénquima x Infiltrado inflamatoério
portal/septal

Anexo UUU. Distribuicao de casos separados de acordo com a mediana

do infiltrado inflamatério portal/septal de vasos sanguineos

no parénquima marcados pelo endotélio

Vasos sanguineos no parénquima

Infiltrado inflamatdrio portal/septal | VSPA Baixo Grau | VSPA Alto Grau | Total Geral
0-1-2 24 19 43
3-4 13 16 29
Total Geral 37 35 72

p=0,36
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Anexo VVV. Distribuicao de casos com baixa ou alta quantidade de vasos

sanguineos no parénquima marcados pelo endotélio

conforme atividade periportal/perisseptal

parénquima

Vasos sanguineos no

m VSPA Baixo Grau

m VSPA Alto Grau

16 45

Atividade periportal/perisseptal

Vasos sanguineos no parénquima x Atividade
periportal/perisseptal

Anexo WWW. Distribuicao de casos separados de acordo com a mediana

da atividade periportal/perisseptal de vasos sanguineos no

parénquima marcados pelo endotélio

Vasos sanguineos no parénquima

Atividade VSPA Baixo VSPA Alto Total
periportal/perisseptal Grau Grau Geral
0-1-2 19 20 39
3-4 18 15 33
Total Geral 37 35 72
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Anexo XXX. Distribuicao de casos com baixa ou alta quantidade de brotos

sanguineos no parénquima marcados pelo endotélio

conforme atividade parenquimatosa

parénquima

Brotos sanguineos no

parenquimatosa

m BSPA Baixo Grau
18

14

1 2
Atividade parenquimatosa

m BSPA Alto Grau

15

Brotos sanguineos no parénquima x Atividade

Anexo YYY. Distribuicao de casos separados de acordo com a mediana

da atividade parenquimatosa de brotos sanguineos no

parénquima marcados pelo endotélio

Brotos sanguineos no parénquima

Atividade parenquimatosa | BSPA Baixo Grau | BSPA Alto Grau | Total Geral
0-1 21 10 31
2-3-4 21 20 41
Total Geral 42 30 72

p=0,15
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Anexo ZZZ. Distribuicao de casos com baixa ou alta quantidade de vasos

sanguineos no parénquima marcados pelo endotélio

conforme atividade parenquimatosa

parénquima

Vasos sanguineos no

parenquimatosa

m VSPA Baixo Grau

14 14 15

1 2

m VSPA Alto Grau

14

Atividade parenquimatosa

Vasos sanguineos no parénquima x Atividade

Anexo AAAA. Distribuicao de casos separados de acordo com a mediana

da atividade parenquimatosa de vasos sanguineos no

parénquima marcados pelo endotélio

Vasos sanguineos no parénquima

Atividade parenquimatosa | VSPA Baixo Grau | VSPA Alto Grau| Total Geral
0-1 15 16 31
2-3-4 22 19 41
Total Geral 37 35 72

p=0,65
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Anexo BBBB. Distribuicdo de casos com baixa ou alta quantidade de

brotos sanguineos no parénquima marcados pelo endotélio

conforme esteatose

18

parénquima

Brotos sanguineos no

m BSPA Baixo Grau

15

Esteatose

m BSPA Alto Grau

Brotos sanguineos no parénquima x Esteatose

Anexo CCCC. Distribuicao de casos separados de acordo com a mediana

da esteatose de brotos sanguineos no parénquima

marcados pelo endotélio

Brotos sanguineos no parénquima

Esteatose BSPA Baixo Grau | BSPA Alto Grau Total Geral
0-1 33 19 52
2-3 9 11 20
Total Geral 42 30 72

p=0,15
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Anexo DDDD. Distribuicdo de casos com baixa ou alta quantidade de

conforme esteatose

vasos sanguineos no parénquima marcados pelo endotélio

parénquima

Vasos sanguineos no

m VSPA Baixo Grau

Esteatose

m VSPA Alto Grau

Vasos sanguineos no parénquima x Esteatose

Anexo EEEE. Distribuicao de casos separados de acordo com a mediana

marcados pelo endotélio

Vasos sanguineos no parénquima

Esteatose VSPA Baixo Grau | VSPA Alto Grau Total Geral
0-1 24 28 52
2-3 13 7 20
Total Geral 37 35 72

da esteatose de vasos sanguineos no parénquima

p=0,15




ANEXO

205

Anexo FFFF. Distribuicdo de casos com baixa ou alta quantidade de

Brotos sanguineos no parénquima

brotos sanguineos no parénquima marcados pelo endotélio

conforme esteato-hepatite

Brotos sanguineos no parénquima x Esteato-hepatite

m BSPA Baixo Grau

34
20
. 8 ﬁ

Ausente

m BSPA Alto Grau

Esteato-hepatite

Presente

Anexo GGGG. Distribuicdo de casos separados com baixa ou alta

quantidade de brotos sanguineos no parénquima marcados

pelo endotélio conforme esteato-hepatite

Brotos sanguineos no parénquima

Esteato-hepatite BSPA Baixo Grau | BSPA Alto Grau Total Geral
Ausente 34 20 54
Presente 8 10 18

Total Geral 42 30 72

p=0,16
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Anexo HHHH. Distribuicdo de casos com baixa ou alta quantidade de

vasos sanguineos no parénquima marcados pelo endotélio

conforme esteato-hepatite

Vasos sanguineos no parénquima x Esteato-hepatite

Vasos sanguineos no parénquima

m VVSPA Baixo Grau

Ausente

m VSPA Alto Grau

Esteato-hepatite

29
25
12
- 6

Presente

Anexo llll. Distribuicao de casos separados com baixa ou alta quantidade

de vasos sanguineos no parénquima marcados pelo endotélio

conforme esteato-hepatite

Vasos sanguineos no parénquima
Esteato-hepatite | VSPA Baixo Grau | VSPA Alto Grau Total Geral
Ausente 25 29 54
Presente 12 6 18
Total Geral 37 35 72

p=0,13
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Anexo JJJJ.

Brotos sanguineos no parénquima

Distribuicao de casos com baixa ou alta quantidade de brotos
sanguineos no parénquima marcados pelo endotélio

conforme genétipo

Brotos sanguineos no parénquima x Genétipo

mBSPA Baixo Grau = BSPA Alto Grau

29
21
13
- 9
1 3

Genoétipo

Anexo KKKK. Distribuicdo de casos com baixa ou alta quantidade de
brotos sanguineos no parénquima marcados pelo endotélio
conforme genétipo

Brotos sanguineos no parénquima
Gendtipo BSPA Baixo Grau | BSPA Alto Grau Total Geral
1 29 21 50 p=0,93
3 13 9 22
Total Geral 42 30 72
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Anexo LLLL. Distribuicao de casos com baixa ou alta quantidade de vasos

sanguineos no parénquima marcados pelo endotélio

conforme genétipo

Vasos sanguineos no parénquima

m VVSPA Baixo Grau

23

10

Genoétipo

m VSPA Alto Grau

Vasos sanguineos no parénquima x Genétipo

3

Anexo MMMM. Distribuicao de casos separados com baixa ou alta

quantidade

de vasos sanguineos

marcados pelo endotélio conforme genétipo

Vasos sanguineos no parénquima

Gendtipo VSPA Baixo Grau | VSPA Alto Grau Total Geral
1 27 23 50
3 10 12 22
Total Geral 37 35 72

no parénquima

p=0,50
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Anexo NNNN. Distribuicdo de casos com baixa ou alta quantidade de

brotos linfaticos portais conforme os graus de atividade

periportal/perisseptal

Brotos linfaticos portais

m BLP Baixo Grau

m BLP Alto Grau

2

16

15

3

Atividade periportal/perisseptal

Brotos linfaticos portais x Atividade periportal/perisseptal

Anexo O00O0. Distribuicao de casos separados de acordo com a mediana

da atividade periportal/perisseptal de brotos linfaticos

portais marcados pelo endotélio linfatico

Brotos linfaticos portais

BLP Baixo BLP Alto Total

Grau Grau Geral
Atividade 0-1-2 24 14 38
periportal/perisseptal 3-4 16 17 33
Total Geral 40 31 71

p=0,21
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Anexo PPPP. Distribuicdo de casos com baixa ou alta quantidade de
vasos linfaticos portais conforme os graus de atividade

periportal/perisseptal

Vasos linfaticos portais x Atividade periportal/perisseptal

mVLP Baixo Grau ®VLP Alto Grau
17

14

Vasos linfaticos portais

0 1 2 3 4
Atividade periportal/perisseptal

Anexo QQQQ. Distribuigado de casos separados de acordo com a mediana
da atividade periportal/perisseptal de vasos linfaticos
portais marcados pelo endotélio linfatico

Vasos linfaticos portais
VLP Baixo VLP Alto Total

Grau Grau Geral
Atividade periporta/ 0-1-2 24 14 38 p=0,13
perisseptal 3-4 15 18 33

Total Geral 39 32 71
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Anexo RRRR. Distribuicdo de casos com baixa ou alta quantidade de

brotos linfaticos portais conforme os graus de esteatose

15

Brotos linfaticos portais

Brotos linfaticos portais x Esteatose

m BLP Baixo Grau

13

Esteatose

m BLP Alto Grau

Anexo SSSS.

Distribuicao de casos separados de acordo com a mediana

da esteatose de brotos linfaticos portais marcados pelo

endotélio linfatico

Brotos linfaticos portais

BLP Baixo BLP Alto
Esteatose Total Geral
Grau Grau
0-1 28 23 51
Esteatose
2-3 12 8 20
Total Geral 40 31 71

p=0,69
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Anexo TTTT. Distribuicao de casos com baixa ou alta quantidade de vasos

linfaticos portais conforme os graus de esteatose

Vasos linfaticos portais x Esteatose

mVLP Baixo Grau = VLP Alto Grau

Vasos linfaticos portais

Esteatose

Anexo UUUU. Distribuicao de casos separados de acordo com a mediana
da esteatose de vasos linfaticos portais marcados pelo

endotélio linfatico

Vasos linfaticos portais
VLP Baixo VLP Alto

Esteatose Total Geral
Grau Grau
0-1 30 21 51 p=0,29
Esteatose
2-3 9 11 20

Total Geral 39 32 71




ANEXO

213

Anexo VVVV. Distribuicdo de casos com baixa ou alta quantidade de

brotos linfaticos portais conforme auséncia ou presenca

esteato-hepatite

Brotos linfaticos portais x Esteato-hepatite

mBLP Baixo Grau = BLP Alto Grau

@
©
£
o
o
(2}
[}
)
5
£
P 8 9
[e]
o
]

Ausente Presente

Esteato-hepatite
Anexo WWWW. Distribuicao de casos separados com baixa ou alta
quantidade de brotos linfaticos portais conforme
auséncia ou presenca esteato-hepatite
Brotos linfaticos portais
BLP Baixo BLP Alto
Total Geral
Grau Grau

Esteato- Ausente 32 22 54 p=0,37
hepatite Presente 8 9 17

Total Geral 40 31 71
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Anexo XXXX. Distribuicdo de casos com baixa ou alta quantidade de

vasos linfaticos portais conforme auséncia ou presencga de

esteato--hepatite

Vasos linfatios portais

Vasos linfaticos portais x Esteato-hepatite

mVLP Baixo Grau ®VLP Alto Grau

10
—-_
Ausente Presente

Estetohepatite

Anexo YYYY. Distribuicdo de casos separados com baixa ou alta

quantidade de vasos linfaticos portais conforme auséncia
ou presencga de esteato-hepatite

Vasos linfaticos portais

VLP Baixo VLP Alto

Total Geral
Grau Grau
Esteato- Ausente 32 22 54 p=0,19
hepatite Presente 7 10 17

Total Geral 39 32 71
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Anexo ZZ7ZZ. Distribuicado de casos com baixa ou alta quantidade de

brotos linfaticos portais conforme genétipo

Brotos linfaticos portais

Brotos linfaticos portais x Genétipo

mBLP Baixo Grau = BLP Alto Grau

25 24

Genétipo

Anexo AAAAA. Distribuicdo de casos separados com baixa ou alta

quantidade de brotos linfaticos portais conforme genétipo

Brotos linfaticos portais
BLP Baixo BLP Alto
Total Geral
Grau Grau
1 25 24 49 p=0,17
Gendtipo

3 15 7 22

Total Geral 40 31 71

Anexo BBBBB. Distribuicao de casos com baixa ou alta quantidade de

vasos linfaticos portais conforme genétipo

Vasos linfaticos portais

Vasos linfaticos portais x Genétipo

mVLP Baixo Grau ®VLP Alto Grau

Genétipo
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Anexo CCCCC. Distribuicado de casos separados com baixa ou alta

quantidade de vasos linfaticos portais conforme genétipo

Vasos linfaticos portais
VLP Baixo VLP Alto
Total Geral
Grau Grau
1 28 21 49
Gendtipo
3 11 11 22
Total Geral 39 32 71

p=0,57

Anexo DDDDD. Distribuigao de casos por genétipo conforme as alteragoes

estruturais

Genétipo x Alteragao estrutural

K

12 12

Genétipo

0 1 2 3 4
Alteragao estrutural

Anexo EEEEE. Distribuicao de casos separados por genétipo de acordo

com a mediana da alteragao estrutural

Gendtipo
1 3 Total Geral
0-1-2 26 15 41 p=0,20
Alteracao estrutural
3-4 24 7 31
Total Geral 50 22 72
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Anexo FFFFF. Distribuicdao de casos por gendétipo conforme os graus de

infiltrado inflamatoério portal/septal

Genoétipo x Infiltrado inflamatério portal/septal

I K

4

M o
1 2 3 4
Infiltrado inflamatdrio portal/septal

Genétipo

Anexo GGGGG. Distribuicdo de casos separados por genétipo de acordo
com a mediana do infiltrado inflamatério portal/septal

Gendtipo
1 3 Total Geral
Infiltrado inflamatadrio 0-1-2 27 | 16 43 p=0,13
portal/septal 3-4 23 6 29
Total Geral | 50 | 22 72

Anexo HHHHH. Distribuicao de casos por genétipo conforme os graus de

atividade periportal/perisseptal

Genétipo x Atividade periportal/perisseptal

I K

Genétipo

Atividade periportal/perisseptal
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Anexo lllll. Distribuicao de casos separados por genétipo de acordo com a
mediana da atividade periportal/perisseptal.
Gendtipo
1 3 Total Geral
Atividade periporta/ 0-1-2 27 12 39 p=0,96
perisseptal 3-4 23 10 33
Total Geral 50 | 22 72

Anexo JJJJJ. Distribuicao de casos por gendtipo conforme os graus de

atividade parenquimatosa

Gendétipo x Atividade parenquimatosa
1 m3
21

16
13

Genétipo
w
N

Atividade parenquimatosa

Anexo KKKKK. Distribuicao de casos separados por genétipo de acordo

com a mediana da atividade parenquimatosa

Gendtipo
1 3 Total Geral
Atividade 0-1 24 7 31 p=0,20
parenquimatosa 2-3-4 26 15 41
Total Geral 50 | 22 72
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Anexo LLLLL. Distribuicao de casos por genétipo conforme auséncia ou

presencga de esteato-hepatite

Genétipo x Esteato-hepatite

I K

Genétipo

Ausente Presente
Esteato-hepatite

Anexo MMMMM. Distribuicao de casos por gendétipo conforme auséncia ou

presencga de esteato-hepatite

Gendtipo
1 3 Total Geral
Esteato- Ausente 39 15 54 p=0,37
hepatite Presente 11 7 18
Total Geral 50 22 72

Anexo NNNNN. Dados originais das amostras selecionadas — Dados

cadastrais

GENERO | DATA NASCIMENTO | IDADE

1 M 16/11/1957 45
2 F 14/01/1960 45
3 F 06/12/1954 50
4 M 09/11/1955 46
5 M 16/04/1974 32
6 M 21/09/1984 22
7 M 31/12/1953 54
8 F 24/04/1953 54
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GENERO | DATA NASCIMENTO | IDADE
9 F 10/05/1947 61
10 M 14/08/1961 47
11 F 17/12/1950 58
12 F 23/03/1964 45
13 F 26/06/1946 63
14 M 03/05/1974 35
15 F 24/08/1982 27
16 F 10/12/1967 43
17 F 13/07/1959 51
18 F 24/03/1962 48
19 M 08/05/1960 50
20 M 10/10/1957 53
21 F 19/06/1958 53
22 M 01/10/1971 40
23 M 29/01/1966 45
24 M 22/08/1960 51
25 F 28/09/1974 38
26 F 08/05/1956 55
27 M 24/06/1967 44
28 M 16/06/1978 34
29 M 29/09/1975 36
30 M 05/02/1966 46
31 F 23/12/1943 68
32 M 02/11/1958 53
33 F 09/08/1977 35
34 M 01/09/1979 33
35 F 17/05/1960 52
36 F 08/12/1946 65
37 F 13/07/1956 56
38 M 18/05/1958 54
39 F 25/08/1976 36
40 M 27/06/1953 59
41 F 30/07/1954 58
42 M 14/12/1979 32
43 M 03/08/1977 35
44 M 27/02/1978 34
45 F 14/12/1968 43
46 F 01/01/1977 35
a7 F 13/02/1937 75
48 F 18/05/1959 53
49 F 02/04/1959 53
50 F 30/10/1963 49
51 M 20/10/1957 55
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GENERO | DATA NASCIMENTO | IDADE
52 F 24/12/1956 55
53 M 20/01/1978 35
54 F 21/02/1953 60
55 F 04/10/1963 49
56 F 05/11/1978 34
57 F 21/01/1953 60
58 F 04/03/1958 55
59 F 05/02/1965 48
60 M 03/02/1954 59
61 F 15/02/1955 59
62 F 22/02/1964 50
63 F 09/07/1956 58
64 F 12/04/1978 36
65 F 24/10/1966 47
66 M 05/10/1956 58
67 F 31/01/1955 59
68 F 22/11/1935 78
69 F 03/05/1952 62
70 M 07/06/1976 38
71 M 25/11/1984 30
72 F 17/10/1943 71
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Anexo O000O. Dados originais das amostras selecionadas - Dados

moleculares continuagao

METODOS MOLECULARES

inferior de Detecgao

Deteccéo

PCR
DATA GENO PCR
METODO UTILIZADO DATA CARGA QUANTITATIVA | METODO UTILIZADO CARGA
GENOTIPAG | TIPAG QUANTITATIVA HCV
EW B GENOTIPAGEM VIRAL (UlmL) HCV VIRAL
CASO (Log)
1 PCR em Tempo Real (Abbott PCR em Tempo Real
13/01/2016 3 Real Time HCV Genotype ) 07/11/2012 356635 555 Abbott Real Time HCV
2 INNO-LiPA HCV II - PCR em Tempo Real
09/04/2013 | 1b | | ogenetics (SIEMENS) | 10/01/2012 1887774 6,28 Abbott Real Time HCV
3 INNO-LIPA® v. 1.0 Versant Acima de 850.000 AMPLICOR HCV MONITOR tm
12/06/2006 3a HCV Genotype Assay 16/01/2001 (Plasma) IAL : versao 2.0 - Roche Diagnostics
4 . . - Abaixo do limite
INNO-LiPA HCV I - Abaixo do limite o
- | > f d PCR em Tempo Real
17/0%/2003 | 33 | innogenetics (SIEMENS) | 2¥042012 | infeior de detocsao | Giorc Abbott Real Time HCV
5 INNO-LIPA® v. 1.0 Versant Abaixo do limite | APaix0 do limite
06/07/2005 | 3a |- 10/08/2012 | . > g inferior de PCR em Tempo Real
HCV Genotype Assay inferior de detecgéo deteccio Abbott Real Time HCV
6 INNO-LIPA® v. 1.0 Versant Nao foi
18/12/2002 3a HCV Genotype Assay ng:iﬁzl - ) h
7 PCR em Tempo Real (Abbott PCR em Tempo Real
07/12/2015 1a Real Time HCV Genotype ) 08/08/2014 490484 569 Abbott Real Time HCV
8 INNO-LIiPA HCV I - AMPLICOR HCV MONITOR tm
26/03/2003 | 1b Innogenctios 01/03/2005 | 487908 (Plasma) 57 voroao 2.0+ Roche Disgnostivs
9
15/08/2011 | 3a HCV VERSANT® (LiPA) | 20/09/2011 2835147 6,45 PCR em Tempo Real
Abbott Real Time HCV
10 . Acima de limite
06/04/2005 1a INNIO_LIPA HtCV I- 24/09/2010 | superior de detecgao - AMPLICOR HCV MONITOR
nnogenetics 100.000.000 v2.0 Roche Diagnostics
" PCR em Tempo Real (Abbott Acima de limite
15/07/2014 1b ’ p 20/01/2010 | superior de detecgdo - AMPLICOR HCV MONITOR
Real Time HCV Genotype Il) 100.000.000 v2.0 Roche Diagnostics
12 INNO-LiPA HCV I - Abaixo do limite | APaix0 do limite
A L . inferior d PCR em Tempo Real
2710/2009 | 32 | imnogenetcs (siEMENS) | 32012 | inferorde deteccao | GOl Abbott Real Time HCV
13 PCR em Tempo Real (Abbott PCR em Tempo Real
01/03/2016 1a Real Time HCV Genotype ) 01/03/2016 3981806 6.6 Abbott Real Time HCV
14 INNO-LiPA HCV II -
- PCR em Tempo Real
10/03/2009 3a Innogenetics (SIEMENS) 04/02/2013 289601 5,46 Abbott Real Time HOV
15 INNO-LiPA HCV Il -
! PCR em Tempo Real
12/11/2012 1a Innogenetics (SIEMENS) 24/05/2011 17354663 7,24 Abbott Real Time HOV
16 INNO-LiPA HCV II -
- PCR em Tempo Real
08/05/2006 1b Innogenetics (SIEMENS) 29/09/2016 567137 5,75 Abbott Real Time HOV
17 INNO-LiPA HCV Il -
! PCR em Tempo Real
30/05/2008 1b Innogenetics (SIEMENS) 20/08/2014 316228 55 Abbott Real Time HOV
18 PCR em Tempo Real (Abbott PCR em Tempo Real
27/03/2014 1a Real Time HCV Genotype Il) 31/10/2012 287175 546 Abbott Real Time HCV
19 PCR em Tempo Real (Abbott PCR em Tempo Real
26/06/2013 1a Real Time HCV Genotype ) 05/07/2012 534287 5713 Abbott Real Time HCV
20 " o Abaixo de limite
20/06/2011 | 3a HCV VERSANT® (LiPA) | 05/12/2011 | _Abaixode limite inferior de PCR em Tempo Real

Abbott Real Time HCV
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ANEXO
cASO S GENO METODO UTILIZADO DATA CARGA PR QUANTITATIVA | METODO UTILIZADO CARGA
EENGUERE | MEAE GENOTIPAGEM VIRAL | QUANTITATIVAHCY HCV VIRAL
EM EM (Ul/mL) o)

2V 271032003 | b INN&:&E&;@; - 27/02/2014 561562 575 :b%ztege?wn% F:ieg\ll
* | owtonors | ta | GORam Tengo Rea otet| e : - :

21 ouo12005 | 1 INN&:&E&SE\! - 27/02/2013 3949058 6,6 ;\Pb%f,{tfgelfﬁﬁ%ﬁe@'v
* | ososaoos | ta | WNOLEAKOILL | ek : - :

21 p0s016 | 3 POR em Tempo ggﬁ'oﬁx’:‘l’lt)‘ 22/03/2016 756791 5,88 ;\Pb%f,{tfgelfﬁﬁ%ﬁe@'v
%8 | saioor012 | 3a Inr:glg'\é(r)lélziicz/_\(glg\//llgl:lS) 06/01/2015 184080 5,27 /fb%iteg;f?ifn‘; F:ieg\'/
21 051052003 | 1a INN&:&E&;@; I- 28/03/2013 2631842 6,42 ;\Pb%f,{tfgelfﬁﬁ%ﬁe@'v
%8 | 2082012 | 1a Inr:glg'\é(r)lélziicz/_\(glg\//llgl:lS) 02/08/2012 2175051 6,34 [PCR em Termpo Real
2\ 5112015 | 1a PR om Tempo ggﬁ'oﬁx’:‘l’lt)‘ 27/08/2012 1204799 6,08 ;\Pb%f,{tfgelfﬁﬁ%ﬁe@'v
%01 251062004 | 3a Inr:glg'\é(r)lélziicz/_\(glg\//llgl:lS) 03/09/2012 30496 4,48 [PCR em Termpo Real
1 ta08i2017 | 10 Rt e e Genouper | 10/08/2012 3121912 6,49 [PCR om Tempo Real
% | 1072012 | 1b Inr:glg'\é(r)lélziicz/_\(glg\//llgl:lS) 11/07/2012 4.973.319 6,70 :b%zteg;ﬂwifn% F:ieg\ll
% | 12002012 | b Innoseneiics (SIEMENS) | 12/09/2012 9488 3,98 Aot R T B2
31 os072012 | b |nr:§g'i(r?:¥iicF;A(;(E:\|\//|gﬂl3) 17/01/2018 570689 576 :b%ztege?wn% F:ieg\ll
% 1 15082016 | 1a PR o Termpo g:ﬁgg%’;’ﬂ‘)‘ 25/02/2014 462445 5,67 [PCR em Termpo Real
% 1 24002012 | 1b |nr:§g'i(r?:¥iicF;A(;(E:\|\//|gﬂl3) 03/08/2012 1026819 6,01 :b%ztege;agfnz F:ieg\ll
¥ 1 tgro2011 | 3a Inr:glg'\é(r)lélziicz/_\(glg\//llgl:lS) 01/10/2012 486224 5,69 [PCR em Termpo Real
%1 2m02012 | b Innogenelice (SIEMENS) | 22/10/2012 858259 593 [PCR em Tompo Real
% 1 osi1i2012 | 3a Inr:glg'\é(r)lélziicz/_\(glg\//llgl:lS) 05/11/2012 1010186 6,00 [PCR em Terpo Real
0| osi042010 | 3a |nr:§g'i(r?:¥iicF;A(;(E:\|\//|gﬂl3) 03/10/2012 576596 5,76 [PCR om Tempo Real
| 30102016 | 1a Centro de Triagem oarey” | 28012012 529485 5,72 [PCR em Termpo Real
21 31032005 | 16 N moganetica 18/09/2012 1624431 6,21 [PCR om Tempo Real
| orrirz012 | b Inr:glg'\é(r)lélziicz/_\(glg\//llgl:lS) 07/11/2012 2304103 6,36 [PCR em Termpo Real
“ 1 oaoerzorz | 1o Innogenelice (SIEMENS) | 04/09/2012 278006 5,44 [PCR om Tempo Real
*® | 2610012007 | 121 Inr::)\lg'\é(r)u:;iiczps/_\(glg\l\//lllill:lS) 03/10/2012 371206 5,57 :b%ztege?wn% F:ieg\ll
| 02082012 | 16 Inr:glg'\é(r)lélziicz/_\(glg\//llgl:lS) 28/11/2012 1098547 6,04 [PCR em Termpo Real
1 0322012 | 3a |nr:§g'i(r?:¥iicF;A(;(E:\|\//|gﬂl3) 03/12/2012 922465 5,96 :b%ztege?wn% F:ieg\ll
| 23012018 | 1a PR o Termpo g:ﬁgg%’;’ﬂ‘)‘ 121212012 50407 4,70 [PCR em Termpo Real
© o | o |CRDT RS M ooz | ome | sw | foionismores
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ANEXO
ASO cEnoTpAG | Soag ME;S'\?CC))TLIJJAL&?ADO BEUACHRE | ANTIARVA HOV QUAN:TETSATNA METODO VLo G

EM EM (UVmt) (Log)
" | cootz0m4 | 1a | FCRem Temee Remohet | soiorz0na | 9s03s 5 Aot Rem! Tone v
T o | w e o | s | eas | fhomimorea
| ooszorz | b | NOLPASGVIL | svomzors | tstoter 612 | \Gpot Real Time HOV
T | roosa0is | 10 | R Gonnppeny | 19052013 | 11av2no 506 | Anbot Rear Time oV
Y| roszors | 3| RO TSRS B, | 1002013 | 128604 511 | Koot el e Hov
T | reoazote | e | RORe e Senegpery | 9042010 | teas77 62 | jo Real The HOV
% | Jono12013 | 3a |nr:§g'i(r?:¥iicF;A(;(E:\|\//|gﬂl3) 18/09/2013 1608723 6,21 :b%z{tfge;%&% F|{-|ec?\l/
" | 1si0612013 | 3 PR o Termpo g:ﬁgg%’:ﬂ‘)‘ 18/09/2013 154 219 [PCR em Tormpo Real
| rsors | n | RO TS B | 109013 | 13722 81| Kt Tie Hov
% | 2710812013 | 1a R ey Gonioat | 021012013 5598519 6,75 [CR em Tempo Real
" | tioaz0ra | a | FCRem Temes Rembet | ogogz0ms | Go4003 576 | Lot Rear ey
" | 16012014 | 1a PR om Tempo ggﬁ'oﬁ?;’:‘l’lt)‘ 16/01/2014 151402 5,18 :b%ztege;agfnz F:rg\'/
%2 | son002002 | 3a Inn'g‘g“(‘a‘gé';iicz’*('s*lg}\’/lg,;‘s) 25/08/2015 1277469 6,11 :b%z{tfge;%&% F|{-|ec?\l/
P | raonzot0 | 3a | SNOLPASGVIL | 2a0uzors | sseose 593 | \opot Real Time HOV
* | 2s0si2014 | ta | FORem Tempo Redl (obott| 5105014 | csss0 4B | R e
% | 05002014 | 1o Rt Tme Lo Genouper) | 06/0912014 1453268 6,16 [FCR em Tempo Real
" | roomaona | 10 | RS Gonppeny | 19092018 | 200r1s 542 | fuoot Rear Time oy
67 Abaixo do limit

250092014 | 1| RO e B2 Cemmgpery | 051112015 | moarodeimie | “nerorge | PR om Tempo ea
| 2anizors | b | RORem Temee Ren hett | p507i2014 | eaazs 581 | poooten Tive nv
% | 25002014 | 1a Rt Tme Lo Genouper) | 2410612014 1897252 6,28 [CR em Tempo Real
70 14/06/2011 | 3a HCV VERSANT® (LiPA) 07/03/2017 7750921 6,89 :b%ztegez%fn% F:|eg\ll
| o007 | 1a Rt Tme Lo Genouper | 1810712014 100000 5 [FCR em Tempo Real
| amosizora | 4| RS em Tempe Rem (bbett | gp0pz016 | 194802 529 | pooen e v
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Anexo PPPPP. Dados originais das amostras selecionadas — Dados

bioquimicos

FUNCAO HEPATICA

BILIR
RUBI
BILIRRU
AST | ALT | caT | FA | DATAAST, | FERRITI | cpppq | DATA BNA | NA | DATABDE
UL | O | oL | W) |ATGGTE | NA | FEERD | FERRITINAE | [2er, | INDIR Bl
FA (ng/ml) 9 FERRO (marly | ETA
9 (mg/dl
)
12/02/2003 /
1| 131 | 277 | 49 | 52 | 26/05/2003 | 2844 | 197 | 26032010 | 0.2 | 0.6 | 26/05/2003
(FA e GGT)
2 | 63,00 | 73,00 | 98,00 | 77,00 | 11/01/2005 | - - ; 022 | 035 | 18/07/2006
3 | 40,00 | 52,00 | 26,00 | 48,00 | 02/05/2005 | 278 | 140 | 071172008 | 02 | 04 | 02/05/2005
4 | 31,00 | 30,00 | 23,00 | 53,00 | 15/05/2003 | 273 | 108 | 13102006 | 01 | 05 | 15/05/2003
177.0
5 | 111,00 | 70| 81,00 | 94,00 | 061112006 | - - ; 048 | 078 | 06/11/2006
6 | 26,00 |41,00| 14,00 | 77,00 | 03110/2006 | - - ; 033 | 07 | 03/10/2006
30/03/2009
165,0 | 135,0 (FERRIT) /
7 | 101 5 5" | 67,00 | 03102007 | 389 | 215 | (SRR | 028 | 057 | 0302007
(FERRO)
04107/2008
181,0 137,0 (FERRIT) /
8 | 13800 | 510 | 5800 | 70| 200272008 | 208 | 181 | (SFRS L1 019 | 032 | 2010212008
(FERRO)
26/07/2006
335,0 (FERRIT) /
o | 7300 | 9400 | %0 | 91,00 | 0511272008 | 124 61 | [FERRD | 028 | 052 | 05/112/2008
(FERRO)
10 | 71,00 | 80,00 | 32,00 | 64,00 | 24/09/2009 | 1309 | 233 | 21/02/2013 | 0,05 | 0,15 | 24/09/2009
11 | 129,00 163'0 31,00 | 62,00 | 22/05/2009 | 221 128 | 18/05/2007 | 028 | 044 | 22/05/2009
12 | 46,00 | 56,00 | 20,00 | 84,00 | 15/10/2009 | 66 109 | 151012009 | 0,1 | 021 | 15/09/2009
13 | 51,00 | 50,00 | 52,00 | 60,00 | 30/07/2009 | 81 109 | 09110/2007 | 011 | 028 | 30/07/2009
14 | 100,00 | 75,00 413'0 69,00 | 13/02/2009 | 299 | 142 | 13/02/2009 | 0,32 | 045 | 13/02/2009
15 | 28,00 | 24,00 | 67,00 | 59,00 | 16/07/2010 | - - ; 030 | 034 | 16/07/2010
2211172007
107,0 | 110,0 | 23/11/2010/ (FI/ERI/?IE)F?/
16 | 29,00 | 36,00 : 0| Joi022010 | 55 99 0,09 | 023 | 2311112010
0 0 o 22/08/2013
(FERRO)
21/01/2011
188,0 | 10,0 (FERRIT) /
17 | 56,00 | 4300 | '% o0 | 21012011 | 24 142 | FERRL | 005 | 044 | 211012011
(FERRO)
18 | 88 68 | 9 | 8 | 27/01/2011 | 40 66 | 27/01/2011 | 022 | 029 | 27/01/2011
266,0
19 | 51,00 | 67,00 | 20| 69,00 | 10/0512011 - - ; 038 | 070 | 10/05/2011
20 | 42,00 | 61,00 | 91,00 | 70,00 | 06/04/2011 | 2617 | 247 | 07/02/2012 | 037 | 0,81 | 06/04/2011
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BILIR
RUBI
BILIRRU
AST | ALT | GGT | FA | DATAAST, | FERRITI| cropq DT BNA | NA | DATABDE
UL | O | oL | Q) |ATGGTE | NA | FERRS | FERRITINAE | er, | INDIR Bl
FA (ng/ml) 9 FERRO ETA
(mg/dl)
(mg/dl
)
21 | 160,00 108’0 77,00 ”8'0 14/07/2011 | 57 122 | 18032011 | 034 | 038 | 14/07/2011
01/06/2010
22 | 19,00 | 30,00 | 57,00 | 88,00 | 16/09/2011 | 151 137 | FERRIT)27 | 0412 | 02 | 16/09/2011
110/2016(FE
23 | 90,00 123'0 376"0 64,00 | 24111/2011 | 1863 | 217 | 27/04/2009 | 028 | 0,34 | 24/11/2011
101172011
(FERRIT)/
24 | 3400 | 21,00 | 69,00 | 63,00 | 10/11/2011 | 215 64 | SERRTIL | 022 | 067 | 1011172011
(FERRO)
25 | 23,00 | 11,00 | 99,00 ”8'0 04/09/2012 | 353 | 155 | 1111212007 | 014 | 0,11 | 04/09/2012
26 | 49,00 | 63,00 | 4500 | 70,00 | 240212012 | - - ; 022 | 037 | 240212012
27 | 5400 | 76,00 125’0 87,00 | 12/04/2012 | 227 93 | 23/11/2007 | 024 | 024 | 12/04/2012
28 | 21,00 | 37,00 | 25,00 118'0 27/08/2012 | 176,3 | 118 | 02/08/2012 | 0,09 | 0,28 | 02/08/2012
20 | 200 | 204 | 148 | 206 | 27/08/2012 | 357 | 178 | 24/04/2012 | 0,76 | 09 | 25/10/2012
30 | 30,00 | 52,00 108'0 118'0 03/09/2012 - 116 | 11/08/2003 | 018 | 0,19 | 04/05/2012
1100 | 1010972012 2,3’;;%98?
31 | 2500 | 23,00 | 40,00 0| 47/05/2012 | 231 100 045 | 048 | 10/09/2012
0 oo 15/09/2006
(FERRO)
32 | 19,00 | 19,00 | 22,00 ”8'0 10/09/2012 - - ; 0,18 | 0,34 | 16/10/2012
25/07/2011
110,0 (FERRIT) /
33 | 17,00 | 1200 | 12,00 | 120 | 1200012012 | 171 72 | FERRDI | 047 | 02 | 030712012
(FERRO)
34 | 33,00 | 63,00 | 3500 118'0 17/09/2012 | 161 91 | 03/07/2012 | 049 | 1,09 | 03/07/2012
35 | 3300 | 2200 | 1990 | 100 24002012 - - ; 0,01 | 0,28 | 24/09/2012
36 | 81,00 103'0 38,00 118'0 24/09/2012 - - ; 011 | 029 | 24/09/2012
37 | 7000 | 5400 | 70| 190 | o1/10i2012 | 750,8 | 95 | 2811212012 | 067 | 054 | 14/09/2012
38 | 41,00 | 45,00 | 34,00 | 44,00 | 22110/2012 | 317 | 154 | 19/01/2011 | 029 | 048 | 15/01/2013
39 | 2000 | 2300 97,00 71,00 | 05112012 | - - ; 039 | 037 | 280212012
06/03/2012
324,0 (FERRIT) /
40 | 69,00 | 9300 | 320 | 6200 | 051112012 | 404 | 146 | LERSN | 061 | 056 | 031012012
(FERRO)
41 | 41,00 |51,00| 79,00 | 71,00 | 05/11/2012 | 546 | 124 | 18/04/2012 | 012 | 0,22 | 01/06/2009
03/08/2071 (
105,0 | 284,0 FERRIT) /
a2 | 7000 | % o0 1 75,00 | 071112012 | 2236 | 275 | [giaonn | 061 | 0.84 | 18/09/2012
(FERRO)
01/08/
43 | 2400 | 44,00 | 96,00 | 96,00 | 07/11/2012 | S0 - 131212012 | 022 | 023 | 1311212012
44 | 18,00 | 28,00 7500|6100 1411172012 | - - ; 031 | 0,38 | 04/09/2012
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BILIR
RUBI
BILIRRU
AST | ALT | GGT | FA | DATAAST, | FERRITI| cropq DT BNA | NA | DATABDE
UL | O | oL | Q) |ATGGTE | NA | FERRS | FERRITINAE | er, | INDIR Bl
FA (ng/ml) 9 FERRO ETA
(mg/dl)
(mg/dl
)
26/11/2012 / %,?’EOF%%?
45 | 47,00 | 58,00 | 51,00 | 48,00 | 03102012 | 101 71 | EERRDN | 047 | 026 | 031012012
(FA)
(FERRO)
46 | 27,00 | 36,00 | 12,00 | 79,00 | 28/11/2012 - - ; 019 | 0,14 | 02/08/2012
47 | 51,00 | 42,00 | 31,00 | 68,00 | 03/12/2012 - - ; 020 | 020 | 19/10/2012
48 | 30,00 | 34,00 | 21,00 | 73,00 | 12/12/2012 - - ; 020 | 034 | 0200712012
06/05/2013
241,0 | 104,0 (FERRIT) /
49 | 2500 | 29,00 | %4 +0 | 18102012 | 25,1 | 133 | {ERR 1 016 | 013 | 181102012
(FERRO)
s0 | 171,00 | M0 | 89,00 | 85,00 | 0311212012 [ 256,80 | 145 | 04/04/2014 | 053 | 038 | 031212012
51 | 133,00 188’0 445’0 77,00 | 06/06/2013 | 68,3 | 113 | 2309/2016 | 051 | 0,38 | 06/06/2013
52 | 36,00 | 36,00 | 31,00 | 58,00 | 31/07/2013 - - ; 024 | 024 | 31/07/2013
53 | 94 | 123 | 394 | 49 | 16/05/2013 - - ; 094 | 047 | 16/05/2013
54 | 56,00 | 71,00 | 73,00 13(‘)"0 10/06/2013 | 787,7 | 245 | 10/06/2013 | 022 | 0,37 | 10/06/2013
55 | 60,00 | 60,00 | 39,00 105"0 27/05/2013 | 250,3 | 67 | 27/052013 | 0411 | 0,118 | 27/05/2013
18/09/72013 1
56 | 53,00 | 83,00 | 38,00 | 58,00 | 01/10/2013 - - ; 023 | 043 | 10/01/2013
(FA)
57 | 17,00 | 16,00 | 20,00 | 74,00 | 18/09/2013 | 35 145 | 14/08/2013 | 014 | 018 | 14/08/2013
58 | 191 | 166 | 280 | 141 | 11/09/2013 - - ; 034 | 037 | 11/09/2013
59 | 37,00 | 40,00 | 57,00 | 78,00 | 25/10/2013 | 2153 | 124 | 27/06/2013 | 0,38 | 049 | 25/10/2013
60 | 74,00 | 94,00 253’0 94,00 | 08/05/2013 | 150 - 15/06/2016 | 0,46 | 0,33 | 08/05/2013
06/02/2014
113,0 (FERRIT)/
61 | 9200 [ 7700|8100 | 30| 130212014 | 334,8 | 127 | EERRD] 1 035 | 032 | 130272014
(FERRO)
62 | 41,00 | 54,00 | 86,00 | 81,00 | 21/03/2014 | 152 | 136 | 21/01/2010 | 044 | 0,34 | 21/03/2014
63 | 38,00 | 40,00 | 59,00 | 60,00 | 27/06/2014 | 10 58 | 13/11/2009 | 0,32 | 046 | 27/06/2014
64 | 40,00 | 47,00 | 28,00 | 55,00 | 28/05/2014 - - ; 033 | 044 | 28/05/2014
22/12/2014
(FERRIT)/
65 | 42,00 | 38,00 | 34,00 | 58,00 | 22112/2014 | 5,3 110 | SERRIL | 011 | 005 | 2211212014
(FERRO)
66 | 33,00 | 34,00 | 86,00 | 93,00 | 19/03/2014 - - ; 035 | 0,51 | 19/03/2014
1710172014
1490 | 111,0 | 137,0 (FERRIT) /
67 | 107,00 | M ] 701 11002014 | 210,10 | 101 | FERRD] 1 051 | 064 | 117097201
(FERRO)
68 | 44,00 | 67,00 10(&)3,0 108'0 25/07/2014 - - ; 050 | 0,30 | 25/07/2014
69 | 9500 10(?’0 2130 165'0 31/10/2014 - - ; 032 | 013 | 31/1012014
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ANEXO
70 30,00 | 68,00 | 70,00 | 49,00 | 15/07/2014 0,22 0,2 15/07/2014
7 33,00 | 33,00 | 39,00 | 47,00 | 25/02/2015 0,22 0,35 | 25/02/2015
72 57,00 | 70,00 | 50,00 | 82,00 | 15/01/2015 0,21 0,2 | 15/01/2015
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