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RESUMO

Introducdo e objetivos: a patogénese da hepatopatia alcodlica envolve trés

mecanismos patogénicos. O primeiro corresponde a agressdo direta do
alcool e de seus residuos metabdlicos sobre os hepatécitos, o segundo é
devido ao aporte de endotoxinas provenientes da circulagcdo portal o que
desencadeia uma resposta inflamatoria inata, e o terceiro, uma provavel
resposta imunoldgica adquirida contra neoantigenos. Considerando a
possibilidade deste ultimo mecanismo patogénico ser similar ao da hepatite
cronica, estudamos explantes de pacientes com cirrose alcodlica em
abstinéncia e comparamos suas caracteristicas imunoistoquimicas com
cirroticos de etiologia viral C.

Materiais e métodos: foram estudados imunoistoquimicamente o infiltrado

linfocitario septal e perisseptal de 34 explantes de cirréticos alcodlicos e 40
explantes de cirroticos virais C.

Resultados: na avaliacdo das coloracbes de HE, ndo houve diferenca
significativa entre os dois grupos. As alteragcbes estatisticamente
significativas encontradas foram: (a) nas C-VHC o componente T-CD8"
intenso tanto na hepatite de interface como no infiltrado septal, neste altimo
acompanhado pelos T-CD4"; (b) nas C-HA intenso componente linfocitario
B-CD20" com presenca de foliculos linféides nos septos fibrosos e,
componente igualmente intenso, na hepatite de interface.

Conclusbes: a hepatite de interface também ocorre nas C-HA e nao difere,
nas preparacoes histoldgicas habituais, daquela encontrada na C-VHC. O
infiltrado linfocitario septal e perisseptal T-CD4" e T-CD8" tende a ser mais
difuso e intenso nas C-VHC e mais focal nas C-HA que apresenta um
componente mais significativo de B-CD20*. O modelo por nés estudado, na
medida em que afasta a acao direta do alcool e a da resposta inflamatoria
inata constitui um modelo promissor para o estudo da resposta inflamatéria

adquirida na patogénese da hepatopatia alcodlica.



ABSTRACT

Introduction and objectives: the pathogenesis of alcoholic liver injury involves

different cell types of the liver and leucocytes present in the innate immune
response. Two different pathways are known: mitochondrial direct injury and
damage related to endotoxins proceeding from the portal circulation. An immune
adaptive response as a third mechanism of alcoholic liver injury was suggested by
Thiele et. al. Considering this possibility, a similar mechanism usually seen in
chronic hepatitis may be present. We studied the main immunohistochemical
features on explants livers from C-HA patients in abstinence and compared them
with explants from C-HCV patients.

Materials and Methods: an immunohistochemical study was achieved on 34

explants of the C-HA group of patients and on 40 explants of the C-HCV group.
We focused our study on the septal lymphocyte inflammatory infiltrate and on
interface hepatitis.

Results: the C-HCV group presented a diffuse septal lymphocyte inflammatory
infiltrate, and lymphocytes focally positive for T-CD4, T-CD8 and B-C D20. An
interface hepatitis was seen in 90% of the samples and lymphocytes were strongly
positive for T-CD8, weakly positive for T-CD4 and negative for B-CD20(55,6%)
The C-HA group also presented a diffuse septal lymphocyte inflammatory infiltrate
and lymphocytes focally positive for T-CD4, TCD8 and B-CD20. In a great number
of samples (88,2 %) lymphoid follicles were identified. An interface hepatitis was
seen in 70,6% of the explants and these lymphocytes were strongly positive for T-
CD8 and B-CD20 and weakly positive for T-CDA4.

Conclusion: an interface hepatitis may also occur in C-HA. By removing the effects
of direct alcoholic injury and those of the innate inflammatory response we strongly
recommend this model to study the immune adaptive response in the pathogenesis

of alcoholic liver disease.



1. Introducéao

O Aalcool é uma droga legal, acessivel, barata e, em baixas doses,
origina as agradaveis sensacfes de euforia, autoconfianca e relaxamento.
Estas razbes, entre outras, torna o uso de &lcool uma pratica muito
difundida no Brasil. Carlini e colaboradores™, em levantamento domiciliar
sobre o uso de drogas, identificaram uma prevaléncia de 11,2% de
brasileiros que preencheram os critérios para diagnéstico de dependéncia
de alcool. Nesta amostragem, a prevaléncia entre os homens foi de 17% e

de 5,7% entre as mulheres.

Em 2004, o levantamento de internagbes hospitalares no territério
nacional, com dados de 367 hospitais psiquiatricos, de um total de
aproximadamente 600 hospitais existentes no pais, revelou que 39.186 das

51.787 (75,67%) internacdes foram devidas ao alcoolismo™.

Prevaléncias desta magnitude justificam os estudos de todos os

aspectos envolvidos no alcoolismo.

A patogénese da hepatopatia alcodlica é complexa e envolve a
participacdo dos elementos celulares do parénquima hepéatico como os
hepatocitos, as células de Kupffer, as células estrelares e as células
endoteliais, além dos leucécitos que caracterizam a resposta inflamatoria

inata e, possivelmente, a adquirida.

1.1 Aspectos morfoldgicos classicos da hepatopatia alcodlica

A histéria natural da hepatopatia alcdolica inicia com esteatose e segue
com esteato-hepatite, fibrose, cirrose de padrdo micronodular e finalmente



hepatocarcinoma. Entre os alcoolistas pesados (homens que bebem

diariamente 40 a 80g de alcool por um periodo de 10 a 12 anos e mulheres

que bebem 20 a 40g de alcool pelo mesmo periodo), 90 a 100%

desenvolvem esteatose hepatica, 10 a 35% hepatite alcodlica e somente 8

a 20% evoluem para cirrose®?.

Os achados histologicos sao classicamente descritos como:

a)

b)

Esteatose — de padrdo macrogoticular, intensidade variada,
inicia-se nos hepatécitos perivenulares e propaga-se em
direcdo aos espacgos-porta. Esta primeira fase nao é
acompanhada por outras alteracdes morfolégicas, exceto por
ocasionais lipogranulomas. E potencialmente reversivel e pode
desaparecer em 2 a 4 semanas de abstinéncia®. Até
recentemente era considerada uma condicdo benigna, sem
risco de progressdo para cirrose. No entanto, Teli e
colaboradores® juntamente com Dam-Larsen® mostram em
seus trabalhos a possibilidade de progressdo do quadro de
esteatose para cirrose. Apesar da esteatose macrogoticular
pura ndo ser uma lesdo com manifestacdes clinicas
importantes, ela constitui uma base para o desenvolvimento de
uma esteato-hepatite alcodlica ou nao alcodlica'”.
Esteato-hepatite — nesta fase identificamos: (a) sinais
histoldgicos de sofrimento hepatocelular, caracterizados por
esteatose macro e microgoticular, balonizacdo hepatocitaria e
corpusculos hialinos de Mallory; (b) sinais histolégicos de
morte celular por necrose e apoptose; (c) sinais histolégicos de
resposta inflamatoéria inata, representada pela presenca de
infiltrado neutrocitario parenquimatoso, e (d) sinais histoldgicos
de reparo com a presenca de fibrose perivenular e
perissinusoidal®®?.

Fibrose/cirrose — nesta ultima fase, a fibrose iniciada nas

zonas perivenulares propaga-se pelos espacos



perissinusoidais, estabelece pontes fibrosas centro-centro,
posteriormente centro-porta e, finalmente, uma cirrose de
padrdo micronodular. Todas estas altera¢des iniciam-se nas
zonas trés (perivenulares), local do parénquima hepéatico onde

comeca a agresséo do alcool*89.

1.2 Patogénese da hepatopatia alcodlica: acéo direta do alcool

Um dos mecanismos patogénicos da hepatopatia alcodlica mais
estudado aborda a agressdo direta do &lcool e de seus residuos
metabodlicos sobre as mitocondrias dos hepatdcitos. Ele se desenrola

durante o uso do alcool e cessa com a abstinéncia.

A primeira das manifestacfes hepaticas do uso do alcool é a esteatose
macrogoticular, acumulo hepatocitario de triglicerideos, que tem as
seguintes causas: (a) mobilizacdo aumentada dos acidos graxos dos
tecidos periféricos para o figado; (b) aumento da sintese de acidos graxos
pelos proprios hepatécitos; (c) aumento da sintese de glicerol; (d)
diminuicdo da oxidacdo nas mitocondrias; (e) dificuldade de mobilizacao
dos mesmos devido a diminuicdo de apoproteinas, e (f) disfuncdo do
citoesqueleto, representado em sua forma extrema pelos corpusculos
hialinos de Mallory. Todas estas alteracfes levam a um aumento da sintese
e uma diminuicio da mobilizagdo, com consequente acumulo de

triglicerideos™?.

Nesta fase inicial de esteatose pura, os humanos nao apresentarem
alteracdes clinicas e laboratoriais significativas, entretanto estudos com
modelos experimentais, especialmente em roedores, revelam que
numerosos mecanismos moleculares j4 estdo em desenvolvimento®?,
assim como leves alteracbes enzimaticas e, inclusive, presenca de
neoantigenos. Sao eles os seguintes:

a) inducado da sintese de citocromo hepatico P4502E (CYP2E1) 2



b) ativagdo da NADPH oxidase e da xantina oxidase™?;

c) diminuicdo dos niveis mitocondriais de glutati&o mitocondrial (GSH) ®¥;
d) diminuicdo dos niveis de S-adenosilmetionina (SAM) **;

e) aumento dos depdsitos de ferro hepatico *°;

f) aumento da expresséo de fator de necrose tumoral alfa (TNF-o)) *;

g) elevacdo da aspartatoaminotransferase sérica (AST) 719

h) inducéo de apoptose de hepatécitos 9

i) aumento dos niveis de fibronectina e de actina alfa de musculo liso (a-
SMA) @

J) aumento da resisténcia a insulina e do fator inibidor do ativador do
plasminogenio ®*??); e

k) aumento dos niveis hepaticos de produtos téxicos de peroxidacao

lipidica como o 4-hidroxinonenal (4-HNE) e do malondialdeido (MDA)
(15,19,23,24)

Nath e Szabo @, revisando o modelo experimental murino,
resumem 0S mecanismos moleculares hepatocitarios que séo alterados
pelo etanol e que levam ao acumulo de triglicerideos (Fig. 1). Salientam
a importancia da acdo do PPAR-a na supressédo de acumulo de lipidios.
O PPAR € uma familia de proteinas que agem sobre receptores
nucleares exercendo um efeito transcripcional no metabolismo dos
lipidios. Uma vez estimulados, bloqueiam a deposicdo de lipidios. O
etanol suprime a express&o génica do PPAR %9,



Knockout protects against PPAR-

“ athanol-induced liver injury Lipid Accumulation : gamma
Knockout partiall tected r Agonim
e apainst ::Mmi-lr.;f;:d liver injury B "
Knockout mxacerbates g ™ C
O ethancl-induced liver injury T LPP'AR'?mma =
" Upregulated by ethanol PPAR-RXR :
Heterodimer :
G[}ownrtguhud by ethane/ - PGC-la . ........4 SIRTI
PPAR- : L ©) L
(4 alpha s :
mim :o - O

Adiponectin > PPAR-Alpha SREBPIc STAT3
< S e %+ 0 F—leo0
0 P T & ®

AMPK. F CYP2E| 3 Osteopontin
|
O l“ S ., 30 (g

Fig. 1 Acdo do etanol sobre os mecanismos celulares que regulam o

metabolismo lipidico hepatocitario (Nath & Szabo, 2009).

No entanto, por razdes mal conhecidas, em pouco menos de 30% dos
alcoolistas  cronicos®”  estes mecanismos  moleculares  estéo
significativamente alterados, determinando a progressédo da esteatose pura
para o préximo estagio da doenca, a esteato-hepatite. Numerosos estudos
tém demonstrado variagbes nas enzimas envolvidas no metabolismo do
etanol em pacientes orientais®?®?9 e levantam a possibilidade do
polimorfismo das aldeidodesidrogenases e das desidrogenases alcodlicas
desempenharem um papel na predisposicdo genética da lesdo hepatica.
Entre os caucasianos, tém sido descritos polimorfismos da desidrogenase
alcodlica-3 (ADH3) e do CYP2E1®?. Os resultados obtidos até agora s&o
pouco consistentes e, a rigor, ainda ndo ha estudos robustos que

esclaregcam quais séo os fatores determinantes desta progressao.



Na presenca de esteato-hepatite, identificam-se alteracOes
ultraestruturais hepatocitarias caracterizadas por mitocondrias aumentadas
e disformes (megamitocondrias), com lise das cristas internas e inclusbes
cristaloides, além de alteracdes do citoesqueleto hepatocitario traduzidas na
forma de corpusculos de Mallory. Estes achados sdo acompanhados por
proliferacdo do reticulo endoplasmatico liso, esteatose e edema

hepatocitario®3%3V,

A mitocdndria é o local onde ocorre o metabolismo do acetaldeido.
Como consequéncia, as alteracbes mitocondriais sdo provavelmente
devidas ao estresse oxidativo originado neste metabolismo, que, além da
sua acao toxica direta, origina radicais livres como os radicais reativos do
oxigénio (ROS), os radicais reativos do nitrogénio (RNS) e aumento da
deposicao de ferro. Estes fatores sao potencializados pelos mediadores da
resposta inflamatéria, caracteristicas genéticos®?, lipotoxicidade®® e pela
deplecdo de SAM e de GSH***,

A elevacgdo da aspartatoaminotransferase (AST) plasmatica acompanha
a lesdo mitocondrial hepatocitaria, e justifica o uso do indice AST/ALT

acima de dois, como indicativo laboratorial de doenca alcodlica hepatica®?.

As alteracdes celulares iniciam-se nos hepatécitos da zona 3,
centrolobulares, e a partir dai propagam-se para o restante do 16bulo®. As
razOes para esta localizacdo caracteristica sdo as seguintes: (1) os
hepatécitos perivenulares situam-se distalmente aos espagos-porta por
onde aportam o0s nutrientes; (2) sdo as células mais velhas desta
populacdo, visto que se originam principalmente das células ovais
localizadas na placa limitante; (3) possuem o sistema citocromo P450-
CYP2E1 mais desenvolvido (15), consequentemente geram maior
guantidade de residuos metabdlicos tdxicos; (4) possuem uma menor
reserva de glutatiio e de S-adenosilmetionina. Isto significa que

metabolizam maior volume de alcool, geram maior volume de metabdlitos



toxicos e possuem um sistema de defesa mais fragil contra os radicais

livres.

1.3 Patogénese da hepatopatia alcoodlica: resposta inflamatoria

inata

Um segundo mecanismo patogénico é devido ao aporte hepatico de
endotoxina/lipopolissacéaride pela circulacdo portal o que desencadeia uma

resposta inflamatoria inata.

Estudos em humanos®® e em animais de experimentacdo®’ 383940
expostos cronicamente ao alcool, demonstram uma disfuncao intestinal com
aumento da permeabilidade da mucosa que permite a absorcdo de
endotoxinas constituidas por lipopolissacarides derivados da parede de
bactérias comensais gram negativas. Estes lipopolissacarides séao
identificados na corrente circulatéria de alcoolistas®*? e de ratos expostos
ao etanol por infusdo gastrica®?). Na circulacdo portal, estas substancias
sdo reconhecidas pelas células de Kupffer através dos receptores de
membrana tipo toll 4 (TLR4)“**). A ativacdo destes receptores
desencadeia a ativagéo dos fatores de transcricdo NFKB, AP-1 e EGR-1,
que determinam a sintese e secrecdo de citocinas inflamatérias como as
interleucinas IL-1a, IL-1B, IL-6 e principalmente o TNFa. Este dltimo
mediador induz a apoptose de hepatécitos sensibilizados e estimula a
transformacado das células estrelares em fibroblastos, o que é caracterizado

pelo aumento de a-SMA“®),

Mandrekar e Szabo®®, em trabalho de revisdo, resumem de forma
didatica todos estes fatores envolvidos na resposta inflamatéria inata (Fig.
2).
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Fig. 2 Células envolvidas na lesdo hepéatica alcodlica. O aporte de
endotoxinas originadas no aumento da permeabilidade intestinal
causada pelo alcool estimula as células de Kupffer a secretarem
citocinas como o TNFa, IL-1B, IL-1a e IL-6, que afetam as funcdes das
células estrelares e dos hepatdcitos. As endotoxinas também afetam
diretamente as células estrelares e as endoteliais (Modificado de
Mandreakar e Szabo, 2009) .

O aumento da permeabilidade da mucosa intestinal também é causado
pelos estrogenos®’*”) o que potencializa a acdo do alcool e seria um dos
fatores que explicam a maior sensibiidade das mulheres no
desenvolvimento das lesdes hepaticas. Os estrégenos além de aumentarem
a permeabilidade da mucosa intestinal, aumentam a expressao dos
receptores de endotoxina do tipo CD14 nas células de Kupffer e

consequentemente aumentam a producao de TNFa 9.

Nath e Szabo®, revisando os modelos experimentais murinos, focaram

a discussao nas alteracfes moleculares que ocorrem nas células de Kupffer



durante a resposta inflamatoria induzida pela presenca de lipopolissacarides
na circulagdo portal. Salientam a importancia dos receptores de membrana
TLR4, MD2 e CD14 no reconhecimento antigénico destas endotoxinas, a
transcricdo deste estimulo com a sintese e secre¢cdo de TNFoa. Estes

mecanismos estao representados na figura 3.
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Fig. 3 Célula de Kupffer: acdo do etanol sobre os mecanismos celulares
da resposta inflamatéria inata induzida pelas endotoxinas provenientes
do aumento da permeabilidade intestinal. Modelo murino (Nath & Szabo,
2009).

1.4 Patogénese da hepatopatia alcodlica: resposta inflamatoria

adquirida

Biopsias hepaticas de pacientes alcoolistas sem outras causas
associadas de hepatopatia apresentam eventualmente, além dos aspectos
classicos da esteato-hepatite ja descritos, infiltrado inflamatério portal
predominantemente linfocitario, com ocasionais focos de hepatite de
interface (necrose em saca-bocado). Trabalhos das décadas de 70 e 80
(48:49.50.51.5283) chamam a atencdo para essa alteracdo periportal nas

hepatites alcodlicas. Como neste periodo ndo havia a possibilidade do



diagndstico sorologico de hepatite viral C, esses achados foram atribuidos a

uma possivel sobreposi¢do das duas entidades.

Em 2002, Colombat e colaboradores®, eliminando este viés, realizaram
um trabalho retrospectivo no qual estudaram 200 pacientes com
hepatopatia alcodlica. Neles identificaram infiltrado linfocitario portal ou
septal em 40% dos individuos e hepatite de interface em 15%. Estes
achados histologicos sdo classicamente atribuidos as hepatites cronicas de
etiologia viral B, C e D, hepatites auto-imunes e medicamentosas, e mais
raramente a Doenca de Wilson. A hepatite de interface (necrose em saca-
bocado) tem como fundamento a agressao da placa limitante por linfécitos
T-CDS8 citotéxicos®>*%%7),

Estes achados somam-se a outras altera¢cdes autoimunes ja descritas
nas hepatopatias alcodlicas, como: auto-anticorpos circulantes,
hipergamaglobulinemia, anticorpos contra antigenos hepatocitarios e

linfocitos citotdxicos que reagem contra hepatécitos autélogos®®°85%69).

A idéia de uma agressdo mediada pela resposta inflamatéria adquirida
contra neoantigenos hepatocitérios, no alcoolismo crénico, é sustentada por
varias evidéncias como: (a) anticorpos anti proteina figado-especifica
presentes em 27 a 29% dos pacientes com hepatopatia alcodlica®; (b)
correlacdo destes anticorpos com a atividade de interface®®; (c) anticorpos
contra antigeno hepatocitarios de
membrana®-? e (d) anticorpos contra aductos da CYP2E1®?.

Em promissores estudos experimentais, Thiele e colaboradores®*%®
mostraram que aductos do MDA sao capazes de produzir uma resposta
imunologica mesmo na auséncia de adjuvantes. Registraram ainda, que
esta resposta é acompanhada por alteracdes histoldgicas consistentes com

hepatopatia alcoolica.



Com base nestes dados, Thiele e colaboradores sugerem que uma
resposta inflamatdria adquirida tem um papel significante na inducdo e na
manutencao da lesdo hepatocitaria na hepatopatia alcoélica®.

Lemmers e colaboradores® em trabalho recente, demonstraram a
presenca e a ativacdo de linfocitos CD4 Th1l7 na hepatopatia alcodlica.
Estes linfécitos produzem IL-17, IL-21 e IL-22"%®) tem um importante papel
na defesa contra infeccbes bacterianas e participam de doencas
autoimunes como retocolite ulcerativa, doenca de Crohn, psoriase, artrite

reumatdide e esclerose multipla® .

Albano e colaboradores!”®"727  considerando a alta prevaléncia de
IgG e de linfécitos sensibilizados com proteinas modificadas pelos radicais
livres do hidroxietil e produtos de peroxidagdo lipidica, concluem que a
resposta imune adaptativa gerada contra estes neoantigenos é um

importante fator na patogénese da hepatopatia alcodlica.

1.5 Patogénese da hepatopatia viral C

O virus da hepatite C é capaz de escapar dos sistemas de defesa em
mais de 70% dos pacientes por ele infectado. Conforme Bowen e Walker,
um dos virus que de maneira mais eficientemente atinge este objetivo!?.
Entre os pacientes que desenvolvem uma hepatopatia crénica, 20%

progridem para cirrose e 2,5%, para hepatocarcinoma™.

Ao exame histoldgico nas hepatites crénicas pelo VHC vamos encontrar,
como sinais de atividade, infiltrado inflamatério linfocitario portal, periportal e
parenquimatoso. Estas caracteristicas sdo comuns a todas as hepatites
cronicas, independentemente das suas etiologias. Neste contexto, 0s sinais
histol6gicos que sugerem a possibilidade de etiologia viral C sdo os
achados de ductulite, foliculos linféides e esteatose macrogoticular®’”. A

atividade inflamatéria periportal, ou hepatite de interface, € geralmente leve



a moderada. Ela é uma consequéncia da agressdo aos hepatécitos

periportais mediada pelos linfécitos T-CD8" que os induzem a apoptose!’®.

O controle da replicacdo viral na fase aguda inicial esta associado a
proliferacéo de linfocitos T CD4* e CD8* . No entanto, a resolucdo natural
da hepatite aguda, apesar de reduzir os riscos de uma progressado para
hepatite cronica numa reinfec¢ao, nao confere obrigatoriamente imunidade

quando da re-exposicdo ao VHC (1989,

A erradicacdo do VHC, que ocorre em menos de 30% dos humanos
infectados'’?, esta diretamente relacionada a resposta imunoldgica celular.
Nestes a viremia manifesta-se precocemente e a resolucéo é traduzida pelo
aumento dos linfécitos T-CD4" e T-CD8", usualmente acompanhada por
elevacdo das transaminases (fig. 4c). Esta resposta gera memodria
imunolégica celular que costuma persistir por décadas®V. Alteracbes

semelhantes sdo descritas em chipanzés®?.

O sucesso desta resposta imunolégica deve-se, aparentemente, ao fato
de dirigir-se contra multiplos epitopos das proteinas estruturais e nao-
estruturais do VHC, reconhecidos pelo sistema de histocompatibilidade da

classe |(82,84,85,86)'

Na grande maioria dos pacientes infectados pelo VHC a viremia também
se manifesta precocemente e, apesar de uma queda nos niveis plasmaticos
acompanhado por um leve aumento das transaminases e dos linfocitos T-
CD4" e T-CD8", persiste (Fig. 4a). Curiosamente, mesmo na auséncia de
doenca hepética avancada, a falta de uma resposta imune celular eficiente

parece ser especifica para o VHC®®.

Nestes casos de progressdo da doenca, os linfocitos T-CD8" tem sido
descritos como portadores de um fendtipo imaturo®®® e reconhecem

antigenicamente poucos epitopos do VHC®®,
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Fig. 4 Representacdo esquematica da resposta imunologica celular durante
a infeccao aguda pelo HCV (Bowen et al, 2005)



1.6 Justificativa

As informacdes presentemente disponiveis apontam para a possibilidade
de que o mecanismo imunologico identificado em parte dos casos de
hepatopatia alcodlica € similar ao que acontece nas hepatites cronicas.
Para investigar esta questdo, estudamos explantes de pacientes com
cirrose secundaria ao alcoolismo. Estes individuos submeteram-se por um
periodo minimo de seis meses de abstinéncia alcodlica para serem
incluidos na lista de candidatos a transplante hepatico, e esperaram por
dois a dezoito meses pela realizagdo do mesmo. Isto implica em um tempo
minimo de oito meses sem uso de alcool, suficiente para eliminar as acdes
toxicas diretas do etanol. A analise histoldgica destes explantes suporta a
hipétese de abstinéncia, na medida em que a esteato-hepatite estava
ausente e a esteatose, nos poucos casos identificados, era discreta (menos
de 5%).

O presente trabalho compara as caracteristicas imunoistoquimicas do
infiltrado inflamatério septal e perisseptal identificados nas cirroses
secundarias ao alcoolismo com aquelas identificadas nas cirroses de

etiologia viral C.



2. Objetivos

2.1Geral
Caracterizar imunoistoquimicamente o infiltrado linfocitario septal e
perisseptal nas cirroses associadas ao alcoolismo e compara-lo com
o infiltrado linfocitario septal e perisseptal das cirroses associadas ao
virus da hepatite C.

2.2Especificos
a) avaliar a prevaléncia da hepatite de interface (necrose em
sacabocado) em explantes hepaticos de pacientes com cirrose
alcodlica;
b) avaliar o componente linfocitario CD8" no infiltrado inflamatorio
septal das C-HA e compara-lo com o da C-VHC;
c) avaliar o componente linfocitario CD4" no infiltrado inflamatdrio
septal das C-HA e compara-lo com o da C-VHC;
d) avaliar o componente linfocitario CD20" no infiltrado inflamatorio
septal das C-HA e compara-lo com o da C-VHC;
e) avaliar o componente linfocitario CD8" no infiltrado inflamatorio da
hepatite de interface (necrose em sacabocado) das C-HA e
compara-lo com o da C-VHC,;
f) avaliar o componente linfocitario CD4" no infiltrado inflamatério da
hepatite de interface (necrose em sacabocado) das C-HA e
compara-lo com o da C-VHC,;
g) avaliar o componente linfocitario CD20" no infiltrado inflamatorio
da hepatite de interface (necrose em sacabocado) das C-HA e

compara-lo com o da C-VHC.



3. Material e métodos

No periodo compreendido entre 1991 e 2007, 886 pacientes
foram submetidos a transplante hepatico no Hospital das Clinicas de Porto
Alegre e na Santa Casa de Misericordia. Todos os explantes foram examinados
pelo autor (CTSC). Destes, 769 eram adultos e 117 eram crian¢as. Entre os
adultos, 652 eram cirréticos, dos quais 57 tinham alcool como etiologia Unica,
sendo 55 pacientes do sexo masculino e 2 do feminino. Desta populacéo inicial
de 57 pacientes, trés apresentaram esteatose severa, dois esteato-hepatite e
dezoito hepatocarcinoma, sendo eliminados da amostra em estudo, resultando

34 pacientes com cirrose alcodlica sem outra patologia associada (Fig. 5).

Transplantes Hepaticos

886
Adultos ‘ Criancas
769 117
Na&o-cirrdticos Cirréticos
117 652
Outras Causas ] ‘ ( Cirrose Alcoodlica Pura
595 J L 57
E 3 )
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Esteato-hepatite 2 Casos Essiudados

Hepatocarcinoma associado 18

Fig. 5 Fluxograma dos pacientes submetidos a transplante hepatico no periodo

compreendido entre 1991 e 2007.



3.1 Delineamento Geral

Estudo transversal com andlise comparativa do grupo de cirrose

alcoolica com o grupo de cirrose viral C.

3.2 Amostra

O grupo C-HA é constituido por 34 explantes hepaticos de
pacientes submetidos a transplante de figado por cirrose associada a
hepatopatia alcodlica. Ou seja, todos 0s casos que preencheram o0s
critérios de inclusédo no periodo estudado.

Os pacientes do grupo C-HA submeteram-se a um minimo de seis
meses de abstinéncia, exigidos pelas nossas equipes médicas, para
serem incluidos na lista de candidatos. O tempo de espera pelo
transplante variou entre 2 e 18 meses, 0 que somado aos seis meses de
abstinéncia exigidos, completa um minimo de 8 meses sem uso de
alcool. Durante estes periodos todos foram acompanhados por equipes
de profissionais constituidas por psiquiatras e assistentes sociais.

O tempo de alcoolismo informado pelos pacientes variou de 12 a
40 anos, enquanto o tempo de abstinéncia variou de 11 meses a 20

anos.

O grupo C-VHC é constituido por 40 explantes hepaticos de
pacientes submetidos a transplante de figado por cirrose associada ao
virus da hepatite C.



3.3 Critérios de incluséo
1.1.1 Grupo C-HA:
- cirrose
- histéria de alcoolismo de grande duragéo
- abstinéncia minima de seis meses
1.1.2 Grupo C-VHC
- cirrose

- sorologia positiva para o VHC

3.4Critérios de exclusao

3.4.1 Grupo C-HA:
- sorologia positiva para VHC ou VHB
- presenca de esteato-hepatite na avaliacdo
histolégica do transplante
- presenca de hepatocarcinoma ou de qualquer
outro processo expansivo intra-hepético
- obesidade morbida
- qualquer outra hepatopatia associada

3.4.2 Grupo C-VHC
- sorologia positiva para o VHB
- presenca de hepatocarcinoma ou de qualquer
outro processo expansivo intra-hepatico
- obesidade morbida

- qualquer outra hepatopatia associada



3.5 Imunoistoquimica

De cada explante hepatico o nosso arquivo dispde de pelo menos sete
amostras teciduais em blocos de parafina, sendo duas do lobo direito, duas do
lobo esquerdo, duas do hilo hepatico e uma da vesicula biliar quando presente.
Qualquer alteracdo  macroscopica identificada  originou  amostras
suplementares. Os explantes foram fixados em formalina a 10% por um
periodo que variou entre 24 e 72 horas. Destas amostras foi selecionada
aguela que apresentava ao exame histoldégico o maior infiltrado inflamatorio e

encaminhada para exame imunoistoquimico.

Os anticorpos primarios utilizados no exame imunoistoquimico foram:

1) anti-CD8 (Novocastra NCL-CD8-295) na diluicdo de 1:40; com
recuperacdo antigénica a alta temperatura, utilizando solucdo de citrato
a 0,01M, pH 6,0.

2) anti-CD4 (Novocastra NCL-CD4-1F6) na diluicdo de 1:40; com
recuperacdo antigénica a alta temperatura, utilizando solucdo de citrato
a 0,01M, pH 6,0. O bloqueio da peroxidase enddgena foi realizado com

0,5% H,0O,/metanol por 10 minutos, antes da recuperacao antigénica.

3) Anti-CD20 (Novocastra NCL-CD20-7D1) na diluicdo de 1:40; com
recuperacdo antigénica a alta temperatura, utilizando solucdo de citrato
a 0,01M, pH 6,0.

Técnica Imunoistoquimica

1. Desparafinizacdo: trés banhos de xilol de 10 minutos cada.
Hidratacdo: quatro passagens rapidas em alcool a 100%.
Hidratag@o: um banho de 5 minutos em &lcool .
Hidratac&o: lavar em agua corrente.
Hidratac&o: lavar em agua destilada.

Hidratacao: trés banhos de 5 minutos cada em PBS.

N o gk~ Db

Recuperacdo antigénica: 30 minutos em banho-maria a 98°C

com tampao citrato 0,01M, pH 6,0.



8. Retirar as laminas do banho-maria e deixar por 20 minutos em
temperatura ambiente.

9. Lavar com agua corrente e destilada.

10. Trés banhos de 5 minutos cada, em PBS.

11. Bloqueio da peroxidase endoégena: peroxido de hidrogénio a
5% (preparado com &gua destilada), dois banhos de 15
minutos. Observacado: na preparagédo das laminas para o CD4,
foi utilizado um banho de 10 minutos com peroxido de
hidrogénio a 0,5% em metanol.

12. Lavar em agua corrente e destilada.

13. Trés banhos de 5 minutos cada, em PBS.

14. Bloqueio de reacdes inespecificas: um banho de 30 minutos
em soro normal a 5% diluido em PBS.

15. Lavar em agua corrente e destilada.

16. Trés banhos de 5 minutos cada, em PBS.

17. Circular os corte com caneta “Dako-Pen”.

18. Incubar com o anticorpo priméario, em camara Umida, a 4°C
(geladeira), durante a noite (“overnight”).

19. Lavar as laminas individualmente com PBS.

20. Trés banhos de 5 minutos cada, em PBS.

21. Anticorpo secundario: foi utilizado o “DAKO EmVision System,
Peroxidase”.

22. Contra-coloragdo: hematoxilina de Harris por 20 a 30
segundos.

23. Lavar em agua destilada.

24. Um mergulho rapido em amdnia a 2%.

25. Lavar em 4gua corrente.

26. Cinco banhos em alcool a 100%.

27. Trés banhos em xilol.

28. Montar as laminas.



A leitura das laminas foi realizada as cegas, por dois patologistas (CTSC
e LM). Os casos de discrepancia foram re-examinados e decididos por
consenso. A andlise das mesmas focou-se no infiltrado linfocitario septal e
na hepatite de interface (necrose em saca-bocado). O infiltrado linfocitario
septal foi registrado como ausente, focal ou difuso, enquanto a hepatite de
interface foi registrada como ausente, leve (focal, em poucos ou muitos

septos) ou intensa (continua em poucos ou muitos septos).

3.6 Analise estatistica

As variaveis foram descritas por frequéncias absolutas e relativas.

Para avaliar a associacdo entre as variaveis foi aplicado o teste qui-
quadrado de Pearson. Em caso de significancia, o teste dos residuos
ajustados foi utilizado para localizar as diferencas.

O nivel de significancia foi de 5% (<0,05) e as analises foram realizadas
no programa PEPI (Programs for Epidemiologists) versao 4.0.

3.7 Aspectos éticos

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Grupo de
Pesquisa e Pos-graduacéo do Hospital de Clinicas de Porto Alegre.
Os autores comprometem-se a divulgar os resultados do trabalho

preservando o anonimato dos pacientes.



4. Resultados

A avaliacdo de varias amostras provenientes dos explantes hepéticos
mostrou um infiltrado linfocitario septal em todos os 40 casos de cirrose
secundaria ao VHC (Fig. 6) e em 33 dos 34 casos de cirrose alcodlica (Fig. 7).
Ha uma tendéncia do infiltrado linfocitario se apresentar com padrédo difuso na
C-VHC e com um padréo focal na C-HA (tabela 1).




Fig. 6 Cirrose associada ao VHC com infiltrado linfocitario septal difuso e
marcada hepatite de interface. HE, 40X, 100X, 200X e 400X .



Fig. 7 Cirrose associada a hepatopatia alcodlica com infiltrado linfocitario septal
difuso e marcada hepatite de interface. Hematoxilina/Eosina; a 40X, b 100X, c
200X e d 400X .

Linfocitos T-CD8" estavam presentes nos septos de todos os casos de
C-VHC (Fig. 8) e em 32 dos 34 casos de C-HA (Fig. 9). Houve uma diferenca
significativa com relacdo ao componente difuso caracterizando as C-VHC
(p<0,046) (tabela 1).

Linfocitos T- CD4" também foram identificados em todos os casos de C-
VHC (Fig. 8) e em 27 dos 34 casos de C-HA (Fig. 9). Houve uma diferenca
significativa com relagdo ao componente difuso nas C-VHC e nos casos
negativos das C-HA (p<0,002) (tabela 1).



Fig. 8 Cirrose associada ao VHC com infiltrado linfocitario septal difuso e

marcada hepatite de interface. a) HE, 100X b) CD8, 400X c) CD4, 400X d)
CD20, 40X

Linfécitos B- CD20" foram identificados nos septos de todos os casos de C-
VHC (Fig. 8) e de C-HA (Fig. 9). N&o houve diferencas significativas quanto a
distribuicéo focal ou difusa, entretanto os foliculos linféides foram visualizados
mais frequentemente entre os espécimes originados das C-HA (p<0,001)
(tabela 1).

A hepatite de interface (necrose em saca-bocado) foi identificada em 36
dos 40 casos de C-VHC (90%) (Fig. 8) e em 24 dos 34 casos de C-HA (70,6%)
(Fig. 9 e 10), diferenca sem significancia estatistica (tabela 2).
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O componente linfocitario T-CD8" na hepatite de interface, apesar de
estar presente em todos os casos de C-VHC (Fig. 8) e em 23 dos 24 casos de
C-HA (Figs. 9 e 10), mostrou uma diferenca significativa (p<0,008) quanto a
intensidade. Foi mais intenso nas C-VHC (tabela 2).

O componente linfocitario T-CD4" na hepatite de interface também
mostrou diferencas, estando significativamente ausente em 20,8% dos casos
de C-HA (p<0,014) (tabela 2).

Fig. 10 Cirrose associada a hepatopatia alcodlica com marcada hepatite de
interface, 400X. a) hematoxilina /eosina, b) CD8, c) CD4, d) CD20.



O componente linfocitario B-CD20" na hepatite de interface (Fig. 11) também
diferiu significativamente (p<0,001), com maior intensidade nos casos de C-HA
(tabela 2).

Fig. 11 hepatite de interface com intenso componente CD20" em C-HA
a) HE b) CD20.



Tabela 1 — Comparacao entre as populacdes linfocitarias septais nas cirroses

associadas ao alcool e ao virus C

Variaveis VHC Alcool p*
(n=40) (n=34)
n (%) n (%)
Hematoxilina/Eosina
Ausentes 0 (0,0) 1(2,9) 0,073
Infiltrado Focal 16 (40,0) 21 (61,8)
Infiltrado Difuso 24 (60,0) 12 (35,3)
Linfocitos T CD8"
Ausentes 0(0,0) 2 (5,9 0,046
Infiltrado Focal 24 (60,0) 26 (76,5)
Infiltrado Difuso 16 (40,0)** 6 (17,6)
Linfocitos T CD4"
Ausentes 0 (0,0) 7 (20,6)** 0,002
Infiltrado Focal 32 (80,0) 26 (76,5)
Infiltrado Difuso 8 (20,0)** 1(2,9)
Linfocitos B CD20"
Ausentes 0(0,0) 0(0,0) 0,225
Focal 32 (80,0) 22 (64,7)
Difuso 8 (20,0) 12 (35,3)
Foliculos linfoides
Presentes 16 (40,0) 30 (88,2) <0,001
Ausentes 24 (60,0) 4(11,8)

* teste qui-quadrado de Pearson

** diferenca significativa através do teste dos residuos ajustados (p<0,05)



Tabela 2 — Comparacdo entre as populacdes linfocitarias na hepatite de

interface (necrose em sacabocado) nas cirroses associadas ao alcool e ao

virus C
Variaveis VHC Alcool p*
(n=40) (n=34)
n (%) n (%)
Hepatite de interface
(Hematoxilina/Eosina)
Presente 36 (90,0) 24 (70,6) 0,068
Ausente 4 (10,0) 10 (29,4)
n=36 n=24
Linfocitos CD8"
Ausentes 0 (0,0) 14,2 0,008
Infiltrado leve 4(11,1) 10 (41,7)*
Infiltrado intenso 32 (88,9)** 13 (54,2)
Linfocitos CD4*
Ausente 0 (0,0) 5 (20,8)** 0,014
Infiltrado leve 28 (77,8) 16 (66,7)
Infiltrado intenso 8 (22,2) 3(12,5)
Linfocitos CD20"
Ausentes 20 (55,6)** 3(12,5) <0,001
Infiltrado leve 12 (33,3) 3(12,5)
Infiltrado intenso 4(11,1) 18 (75,0)**

* teste qui-quadrado de Pearson

** diferenca significativa através do teste dos residuos ajustados (p<0,05)



As C-HA apresentaram um quadro caracterizado pela presenca de
infiltrado linfocitario septal difuso em 21/40 (61,8%) casos, com linfocitos T-
CD8" de distribuicdo predominantemente focal em 26/34 (76,5%), linfocitos T-
CD4" de distribuicdo predominantemente focal em 26/34 (76,5%), linfécitos B-
CD20" de distribuicdo predominantemente focal em 22/34 (64,7%) e foliculos
linféides presentes em 30/34 (88,2%) . Quanto a hepatite de interface, as
caracteristicas apresentadas pelas C-HA foram necrose em sacabocado
presente em 24/34 (70,6%), com componente linfocitario T-CD8" de padrdo
intenso em 13/24 (54,2%), componente linfocitario T-CD4" de padréo leve em
16/24 (66,7%) e componente linfocitario B-CD20" de padréo intenso em 18/24

(75%) casos.

As C-VHC apresentaram um quadro caracterizado pela presenca de
infiltrado linfocitario septal em 40/40 (100%), sendo 24/40 (60%) de padrdo
difuso, com linfécitos T-CD8" de distribuicdo predominantemente focal em
24/40 (60%) casos, linfécitos T-CD4" de distribuicdo predominantemente focal
em 32/40 (80%) casos, linfécitos B-CD20" de distribuicdo predominantemente
focal em 32/40 (80%) casos e presenca de foliculos linféides em apenas 16/40
(40%). Quanto a hepatite de interface, as caracteristicas apresentadas pela C-
VHC foram hepatite de interface presente em 36/40 (90%), com componente
linfocitario T-CD8" de padr&o intenso em 32/36 (88,9%) casos, componente
linfocitario T-CD4" de padrdo leve em 28/36 (77,8%) casos, enquanto O

componente linfocitario B-CD20" foi ausente em 20/34 (55,6%) dos casos.

As diferengas significativas entre as C-VHC e as C-HA foram as
seguintes:
(@) C-VHC: infiltrado septal difuso de linfocitos T-CD4" e T-CD8", com
intenso componente T-CD8" na hepatite de interface.
(b) C-HA: infiltrado septal focal com foliculos linféides, com intenso

componente B-CD20" na hepatite de interface.



5. Discussao

Os achados histolégicos (infiltrado linfocitario septal e hepatite de
interface) e imunoistoquimicos (presenca de linfocitos T-CD4*, T-CD8" e B-
CD20") do grupo C-VHC foram idénticos aos descritos na

literatu ra(83,86,87,88,89,90,91,92,93,94)

A selecao de explantes hepaticos provenientes de pacientes com cirrose
alcodlica e longo periodo de abstinéncia, sem esteatose significativa e sem
esteato-hepatite ao exame histolégico, nos permite afastar a acdo direta do
alcool e a acdo da resposta inflamatéria inata mediada pelas

endotoxinas/lipopolissacarides.

Neste contexto, 0 exame das preparacdes histoldgicas coradas pela
técnica tradicional de hematoxilina e eosina ndo mostrou diferencas entre o
grupo de C-HA e o grupo C-VHC. O infiltrado linfocitario septal apresentou
tendéncia de um padréao difuso em 60% das C-VHC e padréo focal em 61,8%
das C-HA. Nao houve diferenca significativa quanto a hepatite de interface
(necrose em sacabocado). Ela foi identificada em 90% das C-VHC e em 70,6%
das C-HA.

Na bibliografia das décadas de 70 e 80 encontramos autores que
descrevem a presenca de necrose em sacabocado nas hepatites alcodlicas
(48.49.50,515253) " como neste periodo ndo havia a possibilidade do diagndstico
sorolégico de hepatite viral C, este viés ndo pode ser afastado, e estas
alteracbes ficaram sob suspeita de uma possivel sobreposicdo das duas

entidades.

Colombat e colaboradores em publicacdo de 2002 (5), realizaram um
trabalho retrospectivo no qual estudaram 200 pacientes com hepatopatia
alcodlica e sorologia negativa para o VHC. Nele identificaram infiltrado

linfocitario portal ou septal em 40% e hepatite de interface em 15% dos casos



estudados. Nosso estudo encontrou infiltrado linfocitario septal em 97,1%,
sendo focal em 61,8% e difuso 35,3%, enquanto a hepatite de interface atingiu
70,6%. Estes valores maiores sdo explicados pelo fato de que enquanto
Colombat e colaboradores examinaram biépsias hepaticas, n6s examinamos

explantes hepéaticos com uma amostragem muito mais ampla.

Na avaliacdo do infiltrado septal C-VHC encontramos componente T-
CD8" no mostrou uma diferenca significativa. Apesar de em ambos 0s grupos a
maioria dos casos apresentarem um padrao focal, um grupo significativo (40%)
das C-VHC mostrou um padrdo difuso (p<0,046). O componente T-CD4"
mostrou um achado semelhante com predominio de padréao focal em ambos os
grupos. No entanto, houve um subgrupo significativo da C-HA (20,6%) no qual
o componente CD4" estava ausente. Igualmente significativo, um subgrupo da

C-VHC apresentou padrao difuso (20%).

O componente septal B-CD20" distribuiu-se entre os dois grupos de
forma similar, com predominio do padréo focal. Curiosamente a presenca de
foliculos linféides foi significativamente mais freqiente na C-HA (p<0,001). Este
achado provavelmente esta relacionado com a producdo de auto-anticorpos
circulantes, hipergamaglobulinemia e anticorpos contra antigenos

hepatocitarios ja descritos®.

Considerando que os explantes hepaticos utilizados neste estudo
provém de pacientes em abstinéncia alcoodlica de longa duracdo € ldgico
pensarmos que as lesGes hepaticas identificadas, ndo sdo uma acgédo direta do
etanol, nem sdo devidas ao aporte de endotoxinas/lipopolissacéarides
provenientes da circulagcdo portal. Consequentemente, ndo podem ser
explicadas pela acéo direta do acetaldeido e de seus metabdlitos sobre as
mitocondrias hepaticas, nem pela resposta inflamatéria inata mediada pelas

células de Kupffer na presenca de lipopolissacarides.



A possibilidade de uma terceira rota patogénica deve ser considerada e
é refor¢cada pelo padrao morfolégico identificado, constituido por linfocitos T-
CD4", T-CD8" e B-CD20" que revelam a participacdo da resposta
inflamatoéria adquirida do tipo celular e do tipo humoral na lesdo dos

hepatdcitos.

Concluindo, os nossos achados reforcam a hipbétese descrita na
literatura recente®®f%70717273) de ym terceiro mecanismo patogénico no
desenvolvimento da cirrose alcodlica. Este mecanismo corresponderia a
uma agressao autoimune contra provaveis neoantigenos desenvolvidos nas
fases iniciais da hepatopatia alcodlica. Alguns neoantigenos ja tém sido
identificados como o 4-hidroxinonenal (4-HNE) e do malondialdeido (MDA)

(15.18.23.24) & merecem estudos mais amplos.

A hip6tese de uma agressao autoimune explicaria o0 porqué da
progressdo da cirrose alcodlica em pacientes em abstinéncia. Também
explicaria o alargamento fibroso portal identificado nas hepatopatias

alcoodlicas.



6. Conclusdes

A presenca de hepatite de interface caracteristicamente
identificada nas cirroses associadas ao VHC, também ocorre nas
cirroses associadas a hepatopatia alcodlica.

A analise de preparacdes histolégicas coradas pela técnica de HE
ndo permite o diagnéstico diferencial conclusivo entre as C-HA e as C-
VHC.

A andlise imunoistoquimica mostra um componente septal e
perisseptal de linfécitos T-CD4" e T-CD8' significativamente mais
intenso nas C-VHC e um componente B-CD20" significativamente mais
intenso nas C-HA.

Em uma parcela dos pacientes com C-HA a hepatite de interface
contém denso infiltrado linfocitario T-CD8" e T-CD4" o que sugere
fortemente a participacdo da resposta inflamatéria adquirida, do tipo
celular, na patogénese da cirrose alcoodlica. Este achado tem sido
registrado na literatura meédica em humanos e em animais de
experimentacdo, mas sempre dentro do contexto de esteato-hepatite
com exposicdo ao etanol. Os modelos destes estudos implicam na
concomitancia de uma agressao direta do alcool sobre os hepatdcitos,
de uma resposta inflamatdria inata desencadeada pelo aporte de
lipopolissacarides de origem intestinal e de uma resposta inflamatoéria
adquirida provavelmente dirigida contra neoantigenos. O modelo por nés
estudado, na medida em que afasta a acdo dos dois primeiros
mecanismos, constitui um modelo promissor para o estudo da resposta

inflamatoria adquirida na patogénese da hepatopatia alcodlica humana.
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Projeto: pARACTERlZA(;Ao IMUNOISTOQUIMICA DA POPULA(;AO
LINFOCITARIA SEPTAL E PERISSEPTAL NAS CIRROSES SECUNDARIAS
A HEPATOPATIA ALCOOLICA.

Anexo |
Ficha de coleta de dados clinicos e laboratoriais
1. ldentificagéo:

Nome: #
Data de nascimento: __ / /  Idade: Sexo: masculino
feminino
AP N Fracdo selecionada:
Tx N SC N Caso N°:

2. Alcoolismo:
Tempo de alcoolismo: anos Tempo de espera na lista:
Abstinéncia desde: / (mes/ano) Tempo total de
abstinéncia:

3. Exames complementares na ocasido do transplante:
TGO (AST; mitocondrial):

TGP (ALT, citoplasmética): AST/ALT >2:
OoGT: Glicemia:
4. Doencgas associadas:
Diabetes Mellitus: sim nao:
Obesidade: sim: nao:
IMC: <18,5 18,5a 25 25-30 >30
5. Macroscopia:
Cirrose micronodular mista macronodular biliar
Trombose de veia porta: sim nao:

6. Observacdes:




Projeto: pARACTERlZA(;Ao IMUNOISTOQUIMICA DA POPULA(;AO
LINFOCITARIA SEPTAL E PERISSEPTAL NAS CIRROSES SECUNDARIAS
A HEPATOPATIA ALCOOLICA.

Anexo 2
Ficha de coleta de dados histolégicos e imunoistoquimicos

Caso N

INFILTRADO LINFOCITARIO SEPTAL

HE ( )ausente( )focal ( )difuso

CD8 ( )ausente( )focal ( )difuso

CD4 ( )ausente( )focal ( )difuso

CD20 ( )ausente( )focal ( )difuso

Foliculos linféides () ausentes () presentes

HEPATITE DE INTERFACE (NECROSE EM SACABOCADO)

() ausente

() presente com componente
CD8 ( )ausente( )leve ( )intenso
CD4 ( )ausente( )leve ( )intenso
CD20 ( )ausente( )leve ( )intenso

*leve = focal em muitas ou poucas zonas periportais
** intenso = em “placa” em muitas ou poucas zonas periportais

Observagoes:




