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Penumbra da vida

A vida é alvo de varios estudos cientificos, filosofias, crencas e
inumeras indagacdes poéticas, sendo seu valor imensurdavel e sua
pertinéncia intransferivel. Por de traz das paredes onde vivemos
“enjaulados” por nos mesmos, a vemos como algo a ser desvendado, e é
nessa ocasido que acabamos por nos prender em um foco obsessivo em
obter resultados e conclusdes, ndo nos atentando d esséncia da propria
vida. Esquecemos que por de traz dos nossos projetos e ambicoes, existe
uma imensiddo de experiéncias a serem vividas, e acreditando na
nossa, muitas das vezes, falha capacidade de entendimento, almejando
por “milagres” que possam nos enaltecer. A humanizac¢do por muitas
vezes é perdida enquanto nos dirigimos com afd dquilo que chamamos
de “satisfacdo pessoal”. Tal pretensdo torna-se enleante, visto que quase
nunca as pessoas alcancam sua satisfacdo completa, ao passo que,
influenciados ou ndo pelo capitalismo e pela disputa direta na
sociedade atual, almejam cada vez mais poder. Nessa busca
desenfreada por satisfacdo pessoal infinda, acabamos por mnos
aprisionar em mossas proprias corvrentes que nos impedem de sermos
verdadeiramente felizes, e desfrutarmos dos pequenos detalhes que nos
rodeiam. E é quando vemos diante de nos a ténue [inha que separa a
vida da morte, quando vemos apagar de um olhar o brilho do dmago é
que compreendemos: estamos pervdendo tempo, pois o relogio corre
contra nos que ndo desfrutamos de tudo aquilo que nos é oferecido tdo
desinteressadamente. Passamos tdo despercebidamente diante de tudo
que nos rodeia, que ndo observamos o esplendor da natureza, a beleza
no olthar inocente de uma crianca, bem como nos detalhes do sabor dos

alimentos. A esséncia da vida é como o entardecer sob uma grande e



bonita darvore: grandioso, belo e unico, além do mais, ele simplesmente
estd ld, disponivel para todos que quiserem admird-lo enquanto é
possivel. Por isso, em meio ds ocupacdes didrias, devemos nos atentar
que os raios solares que tocam mossa pele, sdo os mesmos raios que
contornam suavemente os ramos das nossas vidas, e ndo importa o
momento que estamos passando na nossa trajetoria, temos que ter a
certeza de que por de traz da penumbra dos galhos existentes sobre
nos, habita um sol forte e grandioso pronto para mnos iluminar
enquanto é possivel. Até que um dia, o entardecer da nossa vida
culmine em uma noite sem fim, e ndo haja mais tempo para quaisquer

epilogos.

Aline Braz
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Resumo

BRAZ, A. M. M. Interacao entre Citocinas, Plaquetas e Fibrogénese na Investigacado da
Metaplasia Miel6ide Hepatica. 2016. 65 f. Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade de
Medicina de Botucatu, Universidade Estadual Paulista, Botucatu, 2016.

Virus da Hepatite C (VHC) é uma das principais causas de doenca inflamatéria
cronica do figado, com progressao variavel para a fibrose e cirrose hepatica. Cerca de 30 a
40% dos pacientes com hepatite C crénica tem manifestacdes extra-hepaticas, sendo uma
variedade destas descritas como associadas ao VHC. Quando a producdo da medula é
incapaz de manter as necessidades do organismo, em reacdo secundaria a doenca
mieloproliferativa (policitemia vera, leucemia granulocitica crénica), ou até mesmo de origem
idiopéatica, pode ocorrer hematopoese extramedular (HEM), presente mais comumente no
figado, baco e ganglios linfaticos, os quais passam a exercer fungdo hematopoiética. Com o
objetivo de avaliar a existéncia de hematopoese extramedular hepatica em pacientes com
hepatite C crbnica e sua influéncia na génese da fibrose hepética, foram avaliados 69
pacientes VHC positivos, os quais foram submetidos a bidpsia hepatica percuténea, e
estratificados em grupos conforme a classificagdo METAVIR, conforme descrigdo abaixo:
G1 - n = 19: pacientes no estagio F1 (fibrose portal sem septos); G2 — n = 16: pacientes no
estagio F2 (septos poucos); G3 — n = 17: pacientes em estagio F3 (septos numerosos sem
cirrose); G4 — n = 17: pacientes em estagio F4 (cirrose); G5 - n = 15: individuos saudaveis
(grupo controle). Foram realizadas quantificacdes plasmaticas de quimiocinas (CXCLS,
CCL5, CXCL9, CCL2 e CXCL10) e fatores de crescimento (TGF-B, VEGF, FGF, PDGF) e
investigada a presenca de HEM em cortes histoldgicos hepéticos por imunohistoquimica
com uso dos marcadores CD61/CD34/FatorVIll. Nossos resultados conduzem para o fato
gue o VHC pode induzir HEM hepatica, de aspecto imaturo, localizada no infiltrado
inflamatério peri-portal, demonstrada pelas células de fenotipo CD61*/CD34"/FatorVIII*.
Dentre as quimiocinas envolvidas no processo da fibrogénese, observaram-se aumento de
todas as concentragfes plasméticas destas proteinas sollveis nos pacientes VHC quando
comparado ao grupo controle, sendo de maior relevancia as associacfes positivas
observadas entre o grau de fibrose hepatica e os niveis de CXCL8 e CXCL10, no entanto,
esta Ultima apresenta-se diminuida apés o estabelecimento da cirrose (G4). Quanto aos
fatores de crescimento circulantes, observou-se associacao negativa entre o grau de fibrose
e os niveis de PDGF, ndo sendo observada relacao entre os demais fatores de crescimento
e 0s grupos de estudo. Ao fazer estudo comparativo dos pacientes mediante presenga ou
auséncia de HEM hepatica, observou-se expressiva redugdo dos niveis de PDGF nos
pacientes com HEM. Esses dados corroboram com nossa hip6tese indicando que possa
estar ocorrendo acumulo intra-hepatico de plaquetas, e consequentemente de seus
produtos. Os indicios da existéncia da HEM hepatica sdo de suma importancia para a maior
compreensdo dos mecanismos de acdo do VHC, os quais sdo ainda pouco compreendidos,
podendo este fenbmeno estar contribuindo para a evolucdo da fibrose hepatica nesses
pacientes.

Palavras-chave: Fibrose; Metaplasia; VHC.
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Abstract

BRAZ, A. M. M. Interaction Between Cytokines, Platelets and Fibrogenesis in the
investigation of Myeloid Metaplasia Liver. 2016. 65 f. Thesis (Master) — Faculty of
Medicine of Botucatu, Universidade Estadual Paulista, Botucatu, 2016.

Hepatitis C Virus (HCV) is a major cause of chronic liver inflammatory disease with variable
progression for fibrosis and cirrhosis. About 30 to 40% of patients with chronic hepatitis C
has extrahepatic manifestations and a variety of these described as an association with
HCV. When the production of the bone marrow is not able to maintain the homeostasis due a
secondary reaction to myeloproliferative disease (polycythemia vera, chronic granulocytic
leukemia), or idiopathic causes, it may occur an extramedullary hematopoiesis (EMH), most
commonly in the liver, spleen and lymph nodes, which can start the development of
hematopoietic function. The purpose of this study is the evaluation of existence of liver
extramedullary hematopoiesis in patients with chronic hepatitis C, and the influence in the
pathogenesis of liver fibrosis. It was evaluated 69 liver biopsy from HCV positive patients and
stratified into groups according to METAVIR rating as described below: G1 - n = 19: patients
in the F1 stage (portal fibrosis without septa); G2 - n = 16: patients in stage F2 (few septa);
G3 - n = 17: patients with stage F3 (numerous septa without cirrhosis); G4 - n = 17: patients
in stage F4 (cirrhosis); G5 - n = 15: healthy individuals (control group). It was quantifed the
chemokines (CXCL8, CCL5, CXCL9, CCL2 and CXCL10) and growth factors (TGF-j,
VEGF, FGF, PDGF) from plasma and investigated the presence of EMH in the liver tissue
sections by immunohistochemistry use of CD61 / CD34 / Fator VIII markers. The results
lead to the fact that HCV can induce liver EMH in the immature form, located in peri-portal
inflammatory infiltration, demonstrated by the presence of phenotype of cells CD61 + / CD34
+ / Factor VIII +. All chemokines concentrations involved in the fibrogenesis process are
increased when compared to the control group. Relevant positive associations were
observed between the degree of liver fibrosis and the chemokines CXCL8 and CXCL10
levels, however, the CXCL10 has to be decreased after the establishment of cirrhosis (G4).
There was a negative association between the degree of fibrosis and the growth factor
PDGF, not being observed the relationship between the other growth factors and study
groups. When created a comparative study of patients by presence or absence of liver EMH,
there was a significant reduction in the levels of PDGF in patients that has EMH. These data
corroborate the hypothesis that occurs intrahepatic platelet accumulation and presence of
their products in the liver. Evidence of the existence of liver HEM are extremely important for
a better understanding of mechanisms of HCV action, which are still poorly understood. This

circumstance can contribute to the development of liver fibrosis in these patients.

Key-Words: Fibrosis; HCV; Metaplasy.
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1 Introducéao

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) ha cerca de 130 a 150
milhdes de pessoas com hepatite C crénica no mundo, e um numero significativo
destas ird desenvolver cirrose e/ou carcinoma hepatocelular (WORLD HEALT
ORGANIZATION, 2015), porém estima-se que este numero seja maior, podendo
chegar a 185 milhdes de pessoas no mundo (PYBUS et al., 2015). Dentre as mortes
causadas por hepatites virais no Brasil no periodo de 2000 a 2011, o maior numero
foi em decorréncia da hepatite C, com 16.896 oObitos (DST-AIDS HEPATITES
VIRAIS, 2012).

Virus da Hepatite C (VHC) € uma das principais causas de doenca
inflamatoria cronica do figado, com progressédo variavel para a fibrose e cirrose
hepatica (ELSENHARDT et al., 2012; ANJO et al., 2014). E um virus de transmiss&o
parenteral, sendo suas principais vias de transmissdo através de transfusao
sanguinea ou de hemoderivados contaminados, uso compartilhado de agulhas e
seringas (geralmente por usuarios de drogas intravenosas) e reutilizacdo ou
esterilizacdo inadequada de equipamentos médicos ou de cuidados de saude. O
VHC também pode ser transmitido sexualmente ou através de transmissao vertical,
no entanto, estas vias sdo menos comuns (WORLD HEALT ORGANIZATION, 2015;
ROSSI et al., 2015). Portanto, os individuos considerados de risco sdo aqueles que
receberam transfusdes de sangue e/ou hemoderivados antes de 1992, usuarios de
drogas intravenosas, pessoas com tatuagens e piercings, portadores de HIV (Human
Immunodeficiency Virus), transplantados, hemodialisados, hemofilicos, presidiarios e
sexualmente promiscuos (POZZETTO et al., 2014).

A hepatite C aguda € uma infeccdo de curto prazo que ocorre durante 0s
primeiros seis meses apos a exposicdo ao VHC. E caracterizada por elevados niveis
séricos de alanina aminotransferase (ALT) e ictericia, que aparece em cerca de 25%
dos casos. Cerca de 80% dos casos agudos de hepatite C sdo assintomaticos,
portanto, dificeis de diagnosticar e estabelecer precisamente a data do inicio da
infeccdo. Cerca de 70% a 80% dos pacientes com infeccdo aguda desenvolvem
hepatite C crénica (AMAN et al., 2012). Apenas 15% a 25% das pessoas infectadas
realizam o clearance viral espontaneo dentro de seis meses de infeccdo sem
gualquer tratamento (HAJARIZADEH et al., 2013).
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A hepatite C cronica é oficialmente diagnosticada pela presenca de anti-
VHC e elevagdo dos niveis séricos de ALT por mais de seis meses. Mesmo na fase
cronica, a maioria dos pacientes ndo apresentam sintomas até que as complicacdes
surjam, embora muitas vezes estas demorem até 20 anos apOs a infeccdo para
ocorrerem (AMAN et al.,, 2012). Esta fase da infecgdo costuma apresentar amplo
espectro clinico, desde formas com enzimas normais até a hepatite cronica

intensamente ativa, cirrose e hepatocarcinoma (STRAUSS, 2001).

1.1 O Virus da Hepatite C

O VHC pertence ao género Hepacivirus da familia Flaviviridae. E um virus
pequeno, envelopado, de RNA de cadeia simples. Uma de suas principais
caracteristicas é a heterogeneidade genética. Existem descritos sete gendtipos
maiores do VHC e 67 subtipos, porém 60% dos casos ocorrem devido a infec¢ao
pelos subtipos 1a e 1b (CARLSEN et al.,, 2013; SMITH et al., 2014; LYU et al.,
2015). No Brasil os geno6tipos mais frequentemente encontrados sdo os genotipos 1,
gendtipo 3, seguido respectivamente do gendtipo 2 (LIANG et al. 2000; STRAUSS,
2001; BASSETI-SOARES, 2006; SKLAN et al., 2009). Os casos de infeccao pelo
virus de gendtipo 1 representam mais de 70% de todos os casos de infec¢éo cronica
(LAWITZ et al., 2013).

O genoma do virus da hepatite C é composto por RNA de polaridade
positiva. Tal molécula linear codifica uma poliproteina precursora que durante a
replicacdo viral é clivada por enzimas virais e do hospedeiro em proteinas estruturais
do core: E1, E2 (do envelope) que sdo componentes essenciais para o virus, e
proteinas nado estruturais p7, NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A, NS5B, associadas ao
ciclo de vida do VHC. (XU et al., 2001; VARAKLIOTI et al., 2002)

As proteinas do envelope possuem impacto fundamental na entrada do
virus na célula, podendo constituir potenciais alvos para o tratamento do VHC
(CARLSEN et al., 2013), como por exemplo, os inibidores de protease de segunda
onda, os quais oferecem varias vantagens sobre as drogas anteriormente
disponiveis, pois baseiam-se em mecanismos de agdo direta contra proteinas virais,
como por exemplo, o Sofosbuvir, um inibidor da polimerase NS5B do VHC, e o
Simeprevir, um inibidor da protease NS3/4A (CLARK et al., 2013).
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Até onde se sabe, a internalizagdo do VHC na célula ocorre por
endocitose, iniciada por interacdes especificas entre E1 e E2, e receptores na
superficie da célula hospedeira, que induzem a fusdo do envelope viral a membrana
plasmatica da célula hospedeira. A proteina do tipo tetraspanina, CD81, € o principal
veiculo de entrada do virus, porém Claudina-1, ocludina, receptor scavenger tipo B1
(SR-B1), receptor de lipoproteina de baixa densidade (LDL) e glicosaminoglicanos
foram identificados como outros fatores que atuam na entrada do virus na célula
alvo (KUPFER, 2010) (Figura 1).

Figura 1- O ciclo de infec¢do de VHC
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O virus se liga a um complexo de fatores de entrada na superficie de hepatdécitos e, em seguida,
entra nas células por endocitose. Apds desencapsulamento, a replicagdo viral é realizada no reticulo
endoplasmatico. Em seguida, o nucleocapsideo viral liga-se ao VLDL e este complexo é liberado
pelas células infectadas.

Fonte: MORIISH; MATSUURA, 2012.

1.2 Fibrogénese

Apés a infeccdo, diversos mecanismos da resposta imune s&o
desencadeados com o objetivo de controla-la (BASSETI-SOARES, 2006). A
inflamagéo tem papel fundamental no sentido de aumentar o numero de fagoécitos no
foco infeccioso, ampliando sobremaneira as chances de eliminagédo do virus. Neste

processo, linfocitos T helper liberam citocinas ativadoras de macrofagos. Os
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macréfagos, assim ativados, potencializam a capacidade de eliminar micro-
organismos, e esse mecanismo € particularmente importante na defesa contra
parasitas intracelulares. Por outro lado, a ativacdo persistente dos macréfagos pode
induzir fibrose através de mecanismos usados para regenerar os tecidos (Figura 2)
(CALICH; VAZ, 2009; SAHA; SZABO, 2014).

Ocorrem entdo, lesbes hepdéticas pelo reconhecimento imunoldgico da
célula infectada e sua destruic&o, pois o processo inflamatorio continuo e ineficaz na
erradicacao viral ocasiona mecanismos para regenerar tais lesdes, e no lugar do
tecido hepético normal é depositado tecido fibroso (STRAUSS, 2001; MARTINEZ-
ESPARZA et al.,, 2015). O equilibrio entre a regeneracdo do tecido hepatico e a
degradacdo da matriz fibrética ira culminar na recuperacao tecidual ou em cirrose
hepatica (MARTINEZ-ESPARZA et al., 2015).

Figura 2 - Alteracbes da estrutura hepética associada com a fibrose hepética
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Apb6s lesdo hepatica crbnica, observa-se infiltrado inflamatério linfocitico no parénquima hepético,
alguns hepatécitos em apoptose, células de Kupffer e células estreladas hepaticas (HSCs) ativadas
proliferando-se e secretando grandes quantidades de proteinas da matriz extracelular. Células
endoteliais sinusoidais perdem suas fenestracdes, e a contragéo ténica de HSCs provoca aumento da
resisténcia ao fluxo sanguineo no sinusdide hepatico.

Fonte: BATALLER; BRENNER, 2005.

Existem fatores que podem influenciar na progressdo mais rapida da
fibrose na hepatite C cronica, como o0 género (sexo masculino), idade no momento
da infeccdo, consumo de alcool, co-infeccdo com HIV e virus da hepatite B (VHB),
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diabetes mellitus e obesidade (SILVA et al. 2012). Além disso, embora o genétipo do
VHC circulante seja um forte preditor da resposta virologica sustentada durante o
tratamento, sua influéncia na progresséo da hepatite C cronica ainda é controversa
(SILVA et al., 2005). A progresséo da fibrose leva a distor¢cdo da arquitetura hepatica
e a cirrose (VISO, 2004), considerando que o figado normal, € um 6rgédo esponjoso
e macio ao toque, e como consequéncia da cicatrizagdo de lesdes causadas pelo
VHC e pela acdo do sistema de defesa do organismo, passa a enrijecer-se (cirrose)
(ZORZETTO, 2011).

O acumulo intra-hepético de tecido fibroso isola I6bulos hepaticos
normais, dificultando a troca metabdlica entre estes e o contato entre os hepatdécitos
e o0s sinusodides sanguineos. Este processo, quando avancado, resulta em perda de
funcdo hepatica progressiva, podendo levar a 6bito (MARTINEZ-ESPARZA et al.,
2015).

A bidpsia hepatica é o exame padrdo ouro para avaliagdo da severidade
das doencas hepaticas cronicas, incluindo a hepatite C, auxiliando no
estabelecimento do diagndstico, prognostico e escolha terapéutica (AMARAL, 2011),
pois permite identificar o grau de envolvimento histolégico da doenca, de tal forma
que se pode avaliar o estadiamento estrutural e necroinflamatorio apresentado pelo
paciente. Patologistas brasileiros utilizam um padrao para estadiamento e graduacao
das hepatites croénicas, a classificacdo Metavir, que € um escore de classificacédo
semiquantitativo de fibrose. A pontuacédo da fibrose € avaliada numa escala de cinco
pontos (FO = sem fibrose, F1 = fibrose portal sem septos, F2 = septos poucos, F3 =
septos numerosos sem cirrose, F4 = cirrose) (POYNARD et al., 1997; KAPLAN;
BONIS, 2012).

1.3 Manifestacdes Extra-Hepéticas da Hepatite C

A infeccdo pelo VHC esta associada com diversas manifestacdes extra-
hepéticas, como neuropatias, doencas autoimunes, crioglobulinemia mista, sindrome
de Sjogren, manifestacbes hematolégicas, doenca renal, diabetes mellitus, entre
outras, acometendo cerca de 30 a 40% dos pacientes VHC" cronicos (KONG et al.,
2012; KUPFER, 2010).

Segundo Amaral et al. (2011), a redugcdo de plaguetas no sangue

periférico (trombocitopenia), uma condicédo frequente nos pacientes VHC" cronicos,
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€ um indicador do estagio de fibrose hepatica, porém a causa de tal trombocitopenia
podem ser originaria de varios mecanismos, porém, estes ndo estdo completamente
esclarecidos (ASSINGER, 2014).

1.3.1 Plaquetas

As plaquetas sdo células sintetizadas preferencialmente na medula
Ossea, derivadas a partir da fragmentacdo citoplasmatica de megacariocitos
maduros, os quais sdo oriundos de células-tronco hematopoiéticas multipotentes.
Possuem forma discoide e estrutura anucleada que contém grande numero de
granulos secretores (MURATA et al., 2014).

Apesar de serem desprovidas de DNA, as plaguetas contém RNA
mensageiro derivado dos megacariocitos e a maquinaria necessdria para a sintese
de tais proteinas. Portanto, além da sua funcdo bem conhecida na trombose e
hemostasia, contribuem para a ativacdo do endotélio e modulacdo de respostas
inflamatdrias (BADIMON et al., 2009).

As plaquetas, apés a ativacdo, secretam uma infinidade de moléculas
bioativas incluindo mediadores pré6 e anti-inflamatérios (LEE et al., 2014). Cada
granulo contém substancias de secrec¢do, tais como o fator de crescimento derivado
de plaguetas (PDGF), fator de crescimento de hepatocitos (HGF), fator de
crescimento endotelial vascular (VEGF), serotonina, adenosina difosfato (ADP),
adenosina trifosfato (ATP), fator de crescimento epidérmico (EGF), fator de
crescimento transformante-B (TGF-B), etc. Vérios efeitos positivos sdo conhecidos,
como hemostasia, cicatrizacdo de feridas e regeneracao de tecidos. Por outro lado,
existem alguns efeitos negativos da degranulacdo das plaquetas, tais como a
inflamacé&o, malignidade e interferéncia na resposta imune (MURATA et al., 2014).

Acredita-se que plaquetas acumulam-se no figado em condicbes
patolégicas tais como a isquemia/reperfusdo, cirrose hepatica, colestase, hepatite
viral, podendo produzir mediadores soluveis in situ podendo estes provocar
proliferacdo de hepatécitos. Acredita-se também que haja interacdo de plaquetas
com celulas de Kupffer, levando a regeneracao hepatica, pois células de Kupffer
ativadas induzem o acumulo e ativagdo de plaquetas no figado, enquanto que as
funcbes das células de Kupffer sdo reforcadas pelas plaquetas acumuladas. Além

disso, a regeneracdo hepatica € promovida pelo efeito direto dos fatores de
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crescimento liberados a partir das plaquetas, além do efeito paracrino de células de
Kupffer reforcadas pelas plaquetas (MURATA et al., 2014).

As células-alvo do VHC sao os hepatdcitos, porém existem relatos da
presenca do virus em outras células, como as da medula 6ssea, dos rins, linfocitos,
macrofagos, granuldcitos, células dendriticas. Além disso, estudos detectaram RNA
do VHC em plaquetas (ALMEIDA et. al., 2004; PADOVANI et al., 2013), sendo este
encontrado com frequéncia mais elevada em pacientes com trombocitopenia (60%),
do que em individuos néo trombocitopénicos (35%), sugerindo que o VHC possa
estar diretamente envolvido no processo que leva a trombocitopenia (ALMEIDA et.
al., 2004, ASSINGER, 2014).

1.3.2 Fibrose: Citocinas/ Quimiocinas e Fatores de Crescimento

Durante a infec¢éo pelo VHC, se o virus ndo for erradicado, ocorre a
inflamacdo crénica e progressdo da fibrose através da ativacdo das células
estreladas hepaticas. Esse processo caracteriza-se pela producdo de quantidades
aumentadas de matriz extracelular devido ao desequilibrio entre sintese e
degradacdo de seus componentes, com aumento significante de colageno e outros
constituintes da matriz extracelular, como laminina, fibronectina e proteoglicanas,
levando a fibrose. E um processo de cicatrizacdo complexo e integrado, associado a
destruicdo do tecido normal e substituicdo deste por tecido fibroso, podendo
comprometer seriamente o funcionamento do 6rgao. (BARONE, 2004; SEBASTIANI
et al., 2014).

As células estreladas hepaticas possuem papel fundamental na
imunologia hepatica, pois sdo o principal reservatorio de vitamina A, a qual é
essencial para a funcdo apropriada do sistema imunoldgico, além de produzir uma
série de mediadores ativos, incluindo citocinas e quimiocinas (MARTINEZ-ESPARZA
et al., 2015). S&o consideradas as principais células pro-fibrogénicas hepaticas, as
quais produzem varios tipos de proteinas da matriz extracelular e, quando ativadas,
perdem vitamina A e lipidios armazenados, podendo desenvolver fenoétipo de
miofibroblastos (MARTINEZ-ESPARZA et al., 2015).

A injuria hepatica leva a ruptura da homeostase no figado, resultando em

estresse oxidativo com maior producgao e liberagéo de radicais livres extracelulares,
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citocinas e moléculas sinalizadoras, como evento primario, ou iniciador da ativagdo
das células estreladas hepéticas e infiltracdo das células de Kupffer (COUTO, 2007).

Atualmente, maior atencao tem sido dada ao papel de citocinas e fatores
de crescimento, tais como aqueles produzidos por leucdcitos, plaguetas, ou
sintetizados localmente por células epiteliais e mesenquimais que contribuem para o
processo fibrogénico, induzindo fibroblastos a sintetizarem matriz extracelular
(VERRECCHIA; MAUVIEL, 2007; COUTO, 2007). Em nosso laboratorio, estudo
prévio demonstrou desbalanco entre os niveis de citocinas e quimiocinas
plasméticas em pacientes VHC+, o que nos levou a incluir esse perfil de andlises na
investigacdo da HEM (MAGNONI, 2014).

Fatores de crescimento sdo polipeptideos especificos presentes no
plasma e em alguns tecidos que regulam a diferenciacéo e a proliferacao celular e,
portanto, a regeneracao dos tecidos. Exercem papéis fundamentais na regulacédo da
ativacdo das células estreladas hepéticas, sendo os principais TGF-, PDGF, fator
de crescimento de hepatdcitos, fator ativador de plaquetas (COUTO, 2007).

As células estreladas hepéaticas (HCS) sdo um tipo de células
mesenquimais, que diante da lesdo hepética, passam por uma transformacao
originando miofibroblastos, e apds isso, proliferaram-se rapidamente. Os
miofibroblastos, por sua vez, possuem propriedades contrateis e migratérias, e,
apresentaram-se como um importante tipo celular responsavel pela deposicao de
matriz extracelular durante a fibrose/cirrose (Figura 3). HSCs ativadas e
miofibroblastos produzem uma série de citocinas pré-fibroticas e fatores de
crescimento que perpetuam o processo fibrotico através de efeitos paracrinos e
autocrinos (CAMPBELL et al., 2005).
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Figura 3 - Mecanismos celulares da fibrose hepatica
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lesionados liberam citocinas inflamatérias e fatores sollveis que ativam células de Kupffer, e
estimulam o recrutamento de células T ativadas, proporcionando a formagdo de um ambiente
inflamatério, a ativacdo de HSCs residentes e sua diferenciacdo em miofibroblastos fibrogénicos. Se
a leséo persiste, ocorre acumulo portal de HSCs ativadas e miofibroblastos, levando ao aumento da
sintese de matriz extracelular, favorecendo a fibrogénese. Se a causa da lesdo hepética é
interrompida, a fibrose pode ser resolvida com apoptose das HSCs ativadas e regeneracdo dos
hepatécitos. O coldgeno pode ser degradado por aumento da atividade de metalopreoteinases
induzida por diminuicdo da expressdo de TIMP, CCL21, MCP-1; MIP-2, proteinas n&o estruturais do
VHC (NS3 e NS5) e fator de ativagdo plaquetéaria (PAF).

Fonte: BATALLER; BRENNER, 2005.

Os mecanismos fibrogénicos dependem da interagdo de muitas citocinas

pré e anti-fibréticas e/ou inflamatorias. A hierarquia dos fatores de crescimento pro-
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fibrogénicos inclui PDGF e TGF-B, com varios efeitos sobre o volume da matriz
extracelular (ECM), apoptose hepatocelular, proliferacdo e regeneracao do figado,
inflamacédo, imunossupressao e carcinogénese. Outros fatores externos, também
podem atuar como VEGF, fator de crescimento epidérmico, fator de crescimento de
fibroblastos (FGF), entre outros (Gressner; Gressner, 2008).

O Fator de Crescimento de Fibroblastos € secretado por hepatdcitos em
regeneracao, células ovais e células de Ito. Tem efeito mitogénico em cultura de
células hepaticas, mas parece atuar em hepatdécitos especificos, uma vez que nem
todas as células respondem ao estimulo gerado pelo FGF (JESUS et al., 2000).

Gressner e Gressner (2008) relatam que ligagcdes covalentes e nao
covalentes de moléculas da matriz extracelular, tais como fibronectina,
proteoglicanos e colagenos foram descritas anteriormente com relacdo a uma
variedade de fatores de crescimento pro-fibrogénicos incluindo TGF-3, PDGF, FGF,
entre outros.

O PDGF é conhecido por desempenhar papel importante na cura de
lesbes. Sabe-se que a expressdo PDGF no desenvolvimento da fibrose hepética
resulta na deposicdo de colageno em um padrdo pericelular e perivenular
(CAMPBELL et al., 2005). O PDGF constitui o principal mediador e regulador dos
estimulos proliferativos, sendo que o processo proliferativo amplifica efetivamente o
namero de células fibrogénicas no figado. A producdo de matriz pelas células
estreladas hepaticas ativadas é estimulada, principalmente, pela acdo do TGF-
produzido pelas células estreladas hepéticas, células de Kupffer e plaquetas
(COUTO, 2007). Existe a hipétese que PDGF seja um iniciador da fibrose, porque a
sua superexpressao nao sO parece resultar em fibrose hepatica, mas também
induzir a expressao de genes pro-fibréticos (TGF). Niveis elevados de PDGF e TGF
apresentam relacdo com proliferacédo de células sinusoidais, deposicdo de colageno,
além de inducao da expressao de genes, sugerindo que a superexpressao de PDGF
perpetua a ativacdo de HSCs in vivo (CAMPBELL et al., 2005).

Quimiocinas sdo pequenas citocinas reguladoras da quimiotaxia das
células imunes no organismo em condi¢cdes fisiolégicas e patologicas. As
qguimiocinas estdo ainda envolvidas na ativacdo de células imunes, proliferacéo,
diferenciacdo, sobrevivéncia, apoptose, além de atuar na embriogénese e
angiogénese, no desenvolvimento de tumores e cicatrizacdo de feridas. A producédo

de quimiocinas inflamatérias € induzida em resposta a sinal imunoldgico, infeccioso
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ou inflamatério, com a funcdo de regular o recrutamento de subpopulacbes
especificas de células efetoras nos sitios de inflamacgéo (WALD et al., 2007).

O equilibrio entre as diferentes quimiocinas determina o padrdo de
resposta predominante e a composicdo das subpopulacdes celulares do sistema
imune residentes no interior do tecido. Em condi¢des patologicas, como infec¢des
virais, este equilibrio pode ser desfeito. Diante da infec¢do pelo VHC, tal afirmacéo
evidencia a importancia da atuacdo das citocinas e quimiocinas na regulacdo dos
processos de inflamacédo cronica, regeneracéo e fibrogénese (WALD et al., 2007).
Neste contexto, as quimiocinas podem potencializar a fibrogénese através de
quimiotaxia de células fibrogénicas e amplificacdo da resposta inflamatoria
(SEBASTIANI et al., 2014).

Durante a hepatite cronica, uma série de processos € desencadeada no
intuito de realizar a eliminagdo do VHC. Porém, outros processos ainda pouco
compreendidos podem acontecer diante da infe¢cdo viral, dificultando o
esclarecimento completo da histdria natural da hepatite C crénica, tanto no aspecto

intra como extra-hepatico.

1.3.3 Metaplasia Hepatica

Durante a gestacdo, a hematopoese embriondria acontece de forma
diferenciada da hematopoese do adulto. Ainda no periodo mesoblastico, células
tronco pluripotentes e precursores eritrdides sdo produzidos a partir de células
mesenquimais embrionarias do saco vitelino, presentes nos estagios precoces da
gestacado a partir do 16° ou 19° dia de vida intrauterina. A eritropoese neste periodo
€ essencialmente megaloblastica, caracterizada por uma hematopoese
extraembrionaria, permanecendo este mesoblastico ativo até a 102 ou 122 semana
de vida intrauterina. O periodo hepatico da hematopoese fetal inicia-se ao redor da
62 semana gestacional, no periodo da producdo coribnica ou vitelinica das células
vermelhas. Do 3° ao 5° més de gestacdo precursores miel6ides e megacariociticos
ja estédo presentes, enquanto que os precursores eritroides ja representam 50% das
células nucleadas do figado. Concomitantemente, outros orgaos desenvolvem-se
assumindo a funcdo hematopoiética, como timo, baco e ganglios linfaticos. A
hematopoese visceral atinge o seu pico ao redor do 3° e 4° més de gestacéo,

declinando progressivamente entre o 6° e 7° més. Na 102 semana, inicia-se 0
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periodo mielbide, no qual ja se pode detectar precocemente em alguns 0ssos longos
a formacdo de algumas células hematopoiéticas, mas esta funcdo inicia-se
efetivamente ao final da 122 semana. Na 302 semana de vida todas as linhagens
celulares ja se encontram representadas na medula éssea com 100% de
celularidade (ZANICHELLI et al., 1995; TAVIAN; PEAULT, 2005).

A metaplasia mieldide caracteriza-se pela hematopoese extramedular
como mecanismo de compensacao, onde células sanguineas sédo produzidas em
outros 6rgdos além da medula Ossea. Esta pode ocorrer de origem idiopatica,
denominada metaplasia mieloide idiopética, ou pode ser secundaria a doenca
mieloproliferativa como policitemia vera ou leucemia granulocitica cronica
(metaplasia mieléide agnogénica). Metaplasia mieléide agnogénica e metaplasia
mieldide secundaria compartilham as mesmas caracteristicas clinicas com lenta
esplenomegalia progressiva, esfregaco de sangue periférico com leucoeritroblastos
e substituicdo da medula 6ssea por fibrose. Uma complicacdo menos documentada,
mas frequentemente citada € a hematopoese extramedular hepatica compensatoria
macica (TOWELL; LEVINE, 1987).

A terminologia utilizada para designar HEM tém-se apresentado confusa,
pois em muitas vezes esta é referida como metaplasia miel6ide. Este termo foi
utilizado inicialmente para descrever a HEM secundaria a mielofibrose, porém
atualmente, convencionou-se que a denominacao metaplasia mieldide € utilizada na
presenca de HEM com difusdo de elementos hematopoeticos com predominancia de
células da linhagem granulocitica, e HEM para designar focos discretos de
hematopoese (JOHNS; CHRISTOPHER, 2012).

Diante do exposto, passarei a utilizar o termo HEM para designar a
hematopoese-extramedular hepatica, pois este enquadra-se como 0 mais adequado
para designar o evento abordado neste trabalho.

Towell et al. (1987) descrevem o caso de um paciente que desenvolveu
metaplasia mieldide secundaria a policitemia vera, apresentando hepatomegalia e
evidéncia de hipertensdo portal desenvolvida num prazo de trés meses apos
esplenectomia. Durante a necropsia observou-se substituicdo quase que completa
do tecido hepatico normal por tecido mieldide metaplasico.

Outra etiologia da HEM € a mielofibrose, uma doencga mieloproliferativa
cronica caracterizada por fiborose da medula 6ssea (BAROSI, 1999). A associacdo

de mielofibrose com sindrome mielodisplasica é bem conhecida. Pode ocorrer na
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mielofibrose idiopatica ou na evolucao de outras sindromes mieloproliferativas, como
a policitemia vera e trombocitemia essencial. O substrato de mielofibrose € o
acumulo de fibras colagenas na medula 6ssea, incluindo o colageno tipo Ill, que sdo
sintetizadas por fibroblastos da medula &ssea. Anormalidades celulares e
extracelulares de uma variedade de citocinas fibrogénicas tém sido descritas em
diferentes desordens mieloproliferativas que estdo associadas com mielofibrose. A
maior parte destas citocinas e fatores de crescimento, como PDGF, TGF-3, FGF,
armazenados nos megacariocitos e granulos alfa de plaguetas, podem ser liberados
tanto no microambiente como no plasma, promovendo mielofibrose
(ROSENSTINGL, 2003).

Henry et al. (2014) descreveram um caso de paciente com mielofibrose
secundaria a deficiéncia de vitamina D diagnosticada por evidéncia laboratorial. O
paciente também desenvolveu hematopoese extramedular hepatica, identificada
através da bidpsia, com desenvolvimento de ascite secundaria como resultado da
mielofibrose e da metaplasia hepatica.

Outro exemplo é o caso relatado por Zimerman et al. (2008) de paciente
com indicacdo de transplante hepatico, por apresentar grande massa tumoral e
sindrome de Budd Chiari, no qual foi identificado por estudo microscoépico do figado,
presenca de abundantes megacariécitos que ocupavam os sinuséides em todos os
campos explorados.

Wang et al. (2004) reportaram que condices de trombocitopenia
(contagem de plaquetas abaixo de 100.000/pL) sdo frequentemente observadas em
pacientes com hepatite C cronica, com prevaléncia maior naqueles com doenca
hepatica avancada, condi¢cdes estas ausentes em pacientes com hepatite B. Além
disso, observaram também que o nivel de ALT sérica elevada foi fortemente
associado com trombocitopenia, indicando que possa haver correlacdo entre
dano/fibrose hepética e trombocitopenia, visto que 0s niveis de ALT no soro séo
indicadores conhecidos de dano hepatocelular.

Diante do fato de que varias condi¢des patolégicas podem desencadear a
hematopoese extramedular hepatica, levantou-se a hipotese do VHC induzir a
reativacao/transdiferenciacdo de hepatocitos, levando estes a sua condicéo fetal de
produtores de hematopoese ou, que células tronco-hematopoéticas presentes no
figado possam ser ativadas a diferenciacdo megacariocitica, levando a producéo

local de plaquetas. Este processo de producdo de células eritroides e
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megacariociticas no figado poderia causar acumulo de plaquetas intra-hepéaticas,
levando a maior producdo e acdo de quimiocinas e fatores de crescimento no
microambiente hepatico, agravando o processo de fibrose. Além disso, as plaquetas
produzidas no figado poderiam servir como rapido e numeroso veiculo de infeccao
pelo VHC de novos hepatdcitos, perpetuando assim, o ciclo de infec¢do hepatécitos/

plaguetas/hepatdcitos (Figura 4).

Figura 4 — Hipo6tese da atuacdo de HEM na fibrogénese hepética

HEM HEPATICA
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Possivel potencializacio da
fibrogénese hepitica.

Produgio de
citocinas e fatores
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processo de
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Fonte: material elaborado pelo préprio autor.

A investigacdo da possivel presenca da HEM em pacientes com hepatite
C cronica baseou-se em alguns fatores:

v' Evidéncias de que citocinas podem estimular a hematopoiese-
extramedular, como por exemplo Mendt e Cardier (2015) que sugerem
gue assim como na medula 6ssea, CXCL12 desempenha um papel
importante na regulacdo da migracdo, recrutamento e manutencdo de
células tronco e progenitores hematopoiéticos;

v" Que processos continuos de lesao, inflamacéo e reparo podem servir de
estimulo para a formacéo de nichos hematopoeticos;

v A condicdo de trombocitopenia frequente nos pacientes VHC™ crénicos,
associada a resultados anteriores de Padovani et al., onde constatou-se a
presenca do RNA viral do VHC em plagquetas mesmo na auséncia de
CD81;
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Em conjunto, estes fatores justificam a realizacdo de estudo para avaliar a
ocorréncia de hematopoese extramedular hepatica em individuos cronicamente
infectados com o virus da hepatite C pelo fato de que tal condi¢cdo pode intensificar o
processo inflamatorio/fibrogénico  intra-hepatico, e consequentemente 0

agravamento da leséo hepatica.
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2 Objetivos

Objetivo Principal: Avaliar a existéncia de hematopoese extramedular hepatica em

pacientes com hepatite C cronica e sua influéncia na génese da fibrose hepatica.

Objetivos Especificos

— Avaliar se ha reativacao da funcido hematopoética hepatica, produzindo células

sanguineas, especialmente megacariocitos produtores de plaquetas.

— Avaliar se h& presenca de células com fenétipo de megacariécitos em cortes
histol6gicos hepaticos de pacientes VHC+ crbénicos através de marcacoes

especificas por imunohistoquimica;

— Avaliar biomarcadores circulantes pela dosagem de citocinas plasméaticas TGF-

B, PDGF, VEGF e FGF e associar com o estadiamento de lesdo hepética nos

pacientes;

— Realizar a quantificacdo de quimiocinas plasmaticas CXCL8, CCL5, CXCL9,
CCL2, CXCL10 e avaliar se ha associacao dos seus niveis com o grau de leséo

hepatica nos pacientes comparados ao grupo controle;
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3 Materiais e Métodos

3.1 Sujeitos

Este foi um trabalho prospectivo, transversal, no qual foram incluidos 69
portadores crénicos do virus VHC, gendtipo 1, pré-tratamento (naive), atendidos no
ambulatorio de Gastroenterologia da Faculdade de Medicina de Botucatu, UNESP,
os quais foram submetidos a bidpsia hepatica percutanea, quando clinicamente
indicada. Os fragmentos de bidpsia foram submetidos a procedimentos
histopatoldgicos e separados em grupos conforme a classificacdo METAVIR, que
estratifica os graus de fibrose hepatica.

Para padronizar e assegurar a coleta dos dados demograficos e clinicos,
desenvolvemos modelo de Ficha Clinica Propria (Apéndice A), que inclui:
» Nome, RG, data de nascimento, sexo, grau de fibrose, gendtipo, data da bidpsia

hepatica, data do diagndstico soroldégico, data provavel do contagio, causas

(provaveis) da infecgéo, avaliagcdo de consumo de alcool (Teste CAGE).

A tabela 1 mostra o numero de pacientes em cada grupo, estratificados
segundo grau de fibrose (METAVIR):

Tabela 1 - Caracterizagdo amostral segundo classificagdo METAVIR

Grupo de Estudo Estadiamento Descrigao N
G1 F1 F1 (fibrose portal sem septos) 19

G2 F2 Septos poucos 16

G3 F3 Septos numerosos sem cirrose 17

G4 F4 Cirrose 17

Total 69

Paralelamente foram processadas amostras de 15 individuos saudaveis,
doadores de sangue voluntarios, os quais representaram o grupo controle (G5).
O perfil demografico dos grupos de estudo esta sumarizado na tabela

abaixo (Tabela 2).

Tabela 2 - Caracterizagdo demografica da amostra

G1 G2 G3 G4 G5

Sexo Masculino (%) 47% 56% 76% 65% 73%
Sexo Feminino (%) 53% 44% 24% 35% 27%
Idade (média) 40 52 55 55 37
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Para composicdo dos sujeitos do estudo foram adotados os seguintes

critérios:

—  Critérios de inclusdo: Pacientes com infeccdo cronica pelo virus da hepatite C,
pré-tratamento (naive), genotipo 1, de ambos os géneros e maiores de dezoito
anos. Foram incluidos no estudo somente pacientes (Apéndice B) e doadores
gue forneceram Consentimento Livre e Esclarecido por escrito, de acordo com
a Resolucéo 466/2012 do CNS - Conselho Nacional de Saude.

—  Critérios de exclusdo: Pacientes co-infectados com outras patologias, usuarios
de drogas de abuso e/ou alcbolatras, pacientes infectados pelo VHC de

genotipo nao 1.

O presente trabalho é um subprojeto Il de um estudo maior intitulado
“‘Hepatite C — metaplasia mieldéide na génese da fibrose hepatica”, o qual obteve
parecer favoravel do Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Medicina de
Botucatu, UNESP, local de realizacdo da pesquisa sob o CAAE
4158713.5.0000.5411 e o numero de parecer: 1.354.285 (Anexo A). As alteracbes
metodoldgicas necessarias também foram avaliadas pelo CEP e aprovadas em
06/10/2014 (Emenda — Anexo 3).

3.2 Instrumentos
3.2.1 Amostra de sangue periférico

A coleta de amostra de 5mL de sangue periférico em tubo com
anticoagulante (EDTA) foi realizada em um unico momento: pacientes pré-
tratamento e individuos sadios. Esta foi mantida a 4°C imediatamente apds a coleta,

centrifugada para retirada do plasma, o qual foi aliquotado e congelado a -80°C

dentro de 4 horas apods a coleta.
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3.2.2 Amostras de tecido

As amostras provindas de tecido hepatico foram coletadas por profissional
habilitado durante a realizacdo da bidpsia hepatica percutanea de rotina, quando
clinicamente indicada, realizada com agulha Menghini ou Tru-Cut segundo
solicitacdo médica. Os fragmentos de biopsia foram analisados quando pelo menos
oito espacos portais estavam presentes. O tecido foi submetido a coloracao
hematoxilina-eosina, tricromoMasson, reticulina e emblocados em parafina para
demais avaliagBes. As bidpsias foram analisadas por médico patologista, utilizando
o sistema METAVIR de classificago.

3.3 Procedimentos
3.3.1 Dosagens de citocinas e quimiocinas

Para quantificagdo de quimiocinas e citocinas foram avaliados 69
pacientes (G1: 19; G2: 16; G3: 17 e G4: 17), utilizando kits CBA Human Chemokine
Kit (CXCL8, CCLS5, - por citometria de fluxo com uso do software BD CellQuest" .

As amostras foram avaliadas em citdmetro de fluxo modelo FACSCalibur®
(BD), constituido de 4 detectores de fluorescéncia. Os dados foram analisados com
uso do software FCAPArray®.

Os testes estatisticos foram realizados utilizando-se o software GraphPad

Prism®. A comparagao entre os grupos foi feita pelo teste U de Mann-Whitney.

3.3.2 Analise imunohistoquimica

O estudo imunohistoquimico (IMH) foi realizado em 48 amostras de
bidpsia hepatica, fixadas e parafinadas, no Departamento de Patologia da FMB-
UNESP, perfazendo os grupos: G1 = 16; G2 = 6; G3 = 9; G4 = 17, conforme
protocolo que envolve a desparafinizagdo em xilol com passagem em etanol
absoluto e hidratacdo, seguido por bloqueio da peroxidase endogena em agua
oxigenada 3% e recuperagcdo antigénica em citrato de sédio 0,21% pH 6.0 em

camara de pressdo. Em seguida foi realizada a incubagdo com os anticorpos
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primarios (tabela 3) e posteriormente com anticorpos secundarios (Anti-Mouse/Anti-
Rabbit), utilizando-se método de detecgdo por polimeros. Por fim, foi realizada a
revelagdo com o cromoégeno 3,3-diaminobenzidina (DAB), a contra-coloragdo com
hematoxilina e desidratacédo em etanol, diafanizagédo em xilol e montagem em resina
sintética. Os anticorpos utilizados na reagao foram: Fator VIII, CD61 e CD34.

Os individuos inseridos nas analises de IMH ndo constituem o total
amostral incluido no estudo em virtude de material de bidpsia insuficiente, coloracéo
com excesso de background, ligacbes inespecificas, entre outras intercorréncias

técnicas. Foram pesquisados os marcadores listados no Tabela 3.

Tabela 3 - Anticorpos primarios pesquisados nas biépsias hepaticas, respectivos clones e
diluicdo

Anticorpo Primario Marca/Clone Diluigao
CD34 DAKO/ QBEnd10 1:75
CD61 ZETA/ 2 F2 1:50
Fator ViII DBS/ F8 86 1:30
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4 Resultados

Os individuos incluidos nas anlises de IMH ndo constituem o total
amostral do estudo (n=69) em virtude de alguns fatores técnicos limitantes, como:
material de bidpsia insuficiente, coloragcdo com excesso de background, ligacbes
inespecificas, entre outras intercorréncias técnicas. Foram entdo, incluidos nas
analises 48 pacientes estando em G1: 16, G2: 6, G3: 9 e G4: 17.

O perfil demografico dos grupos de estudo esta sumarizado na tabela
abaixo (Tabela 4).

Tabela 4 - Caracterizagdo demogréafica da amostra do ensaio de imunohistoquimica

Gl G2 G3 G4 Total avaliado por Com HEM  Sem HEM

IMH (n/ frequéncia) (n/ frequéncia)  (n/ frequéncia)

Sexo Masculino (%) 50% 67% 89% 65% 30 (62%) 16 (62%) 14 (64%)

Sexo Feminino (%) 50% 33% 11% 35% 18 (38%) 10 (38%) 8 (36%)
Idade (média) 39 54 52 55 48 48 49

4.1. Avaliacdo de HEM hepéatica nos pacientes VHC+

Nossos resultados indicam que o VHC induz a hematopoese
extramedular hepatica, de aspecto imaturo, observada no infiltrado inflamatério peri-
portal, com células de fenétipo CD61*/CD34"/Fator VIII*. Tais células teriam sua
origem na reativacdo da funcdo hematopoética fetal hepética, culminando na
producdo de megacaridcitos intra-hepéaticos.

Foi realizado estudo observacional e descritivo de cada caso e, em 26
pacientes observaram-se expressfes dos marcadores CD34*,CD61", Fator VIII" em
células com aspecto morfolégico imaturo por entre o infiltrado inflamatério periportal,
sendo a distribuigéo entre os grupos: G1=10, G2=4, G3=2 e G4=10 (Figura 5).
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Figura 5 - Representacdo da expressao de marcadores em cortes histoldgicos

hepaticos por imunohistoquimica

g "\.~¢’?-t-..

Fonte: material elaborado pelo autor.

Legenda: A) e B): Precursor megacariocitico no infiltrado inflamatorio. 900X Avidina-
Biotina-Peroxidase. C) e D): Precursor megacariocitico no infiltrado inflamatério. 600X
Avidina-Biotina-Peroxidase. E) e F): Precursor megacariocitico no infiltrado inflamatorio
600X Avidina-Biotina-Peroxidase.

Nossos resultados s&o relevantes, pois indicam a presenca de
hematopoese extramedular hepatica na infecgéo crbénica pelo VHC, e até o momento
nao ha relatos desta condi¢do durante a hepatite C crénica.

Segundo a literatura, a hematopoese hepética é evidenciada pela
presenca de células progenitoras mieldides, além de células-tronco hematopoiéticas
encontradas no figado em desenvolvimento (MUENCH et al, 2014). No
desenvolvimento hematopoiético fetal, megacariécitos podem ser encontrados entre
a 5% e 62 semana de gestacdo no saco vitelino, posteriormente no figado, e no 3°

més de gestacdo estdo na medula 6ssea e no sangue. As plaquetas, por sua vez,
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sdo observadas por volta da 112 semana aumentando em numero rapidamente, até
atingirem concentracoes semelhantes as do adulto (ZANICHELLI et al., 1995).

A hematopoese extramedular é a formacado ou reativacdo de nichos de
células-tronco hematopoiéticas em outros 6rgaos fora da medula éssea, semelhante
a hematopoese fetal. Estudos recentes relatam a ocorréncia de HEM em locais de
leséo tecidual, inflamacéo e reparo, além da sua possivel relagcdo com a producgéo
excessiva de quimiocinas (JOHNS; CHRISTOPHER, 2012; CHIU et al., 2015), e
nossos resultados sugerem que um processo semelhante poderia estar ocorrendo
durante a infecgédo cronica pelo VHC.

As condicbes do microambiente hepatico, tais como subpopulagbes
residentes de células, incluindo células-tronco hematopoiéticas, enquadram-se como
favoraveis ao inicio ou reativacdo de um nicho de células-tronco no figado,
desencadeando HEM. Este processo € favorecido pela producdo e liberacdo de
fatores sollveis promovendo a multiplicacdo destas células-tronco hematopoiéticas.
A hematopoese extramedular hepéatica pode ser causada por diferentes processos
patoldgicos, através da mobilizacédo e estimulacao de células-tronco hematopoiéticas
e mesenquimais, pela ativacdo e proliferacdo destas células no 6rgdo, pela
estimulacdo das vias de adesdo e sinalizacdo através de quimiocinas, ou até
mesmo, através da combinacdo destes fatores. Apesar de apresentar-se como
hematopoese de trilinhagem, possui o potencial fetal de producédo de multilinhagem,
podendo também originar um ou dois tipos de células predominantes, a depender da
patologia que desencadeou esta condi¢cdo (JOHNS; CHRISTOPHER, 2012).

Segundo Chiu et al. (2015) a HEM pode ser induzida (modelos animais)
por infeccBes bacterianas, virais ou parasitarias, como 0 citomegalovirus murino,
que leva a esplenomegalia e expansdo de ilhas hematopoiéticas no baco de
camundongos na fase aguda da doenca.

Ao analisarmos o numero de plaquetas circulantes dos pacientes,
observamos reducéo significativa destas nos estagios mais avancados de fibrose

hepética, condicdo comumente relatada na literatura (Figura 6).
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Figura 6 - Numero de plaquetas circulantes com relacdo ao estagio de fibrose
hepética em pacientes com hepatite C cronica
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Fonte: material elaborado pelo autor.

Nossos dados corroboram com a literatura, pois Elliott et al. (2002)
avaliaram a hematopoese extramedular na mielofibrose e observaram presenca de
trombocitopenia. Além disso, relataram que mesmo com aumento dos niveis de
trombopoetina, 0 nimero de plaquetas apresentou-se diminuido, sugerindo que haja
relacdo com a diminuicdo de c-MPL (receptor da trombopoetina) em megacariécitos,
gerando excesso de trombopoetina afuncional e o desenvolvimento de HEM no baco
(esplenomegalia). Tais observagdes nos induzem a questionar se, durante a
infecgao pelo VHC, isso poderia estar ocorrendo de forma semelhante.

Nossos resultados demonstram a presenca de hematopoiese
extramedular hepatica nos pacientes VHC+, porém seria salutar, realizar o
acompanhamento destes pacientes, para avaliar se a HEM acelera a progresséo da
fibrose.

Os mecanismos exatos que levam ao desenvolvimento de HEM ainda
permanecem desconhecidos, porém estudos envolvendo modelos animais
demonstraram a ligacdo entre células-tronco mesenquimais e hematopoiéticas,
influenciando sua mobilizacdo ou retencdo e auto-renovacdo ou diferenciacao
através de contatos célula-célula e producdo de fatores de crescimento e
guimiocinas (CHIU et al., 2015).

Através da secrecgdo de citocinas inflamatérias, quimiocinas, fatores de
crescimento e outros mediadores inflamatérios, os miofibroblastos (produtores de

matriz extra-celular) desempenham importante papel na organogénese, inflamacéao,
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reparo e fibrose na maioria dos 6rgaos e tecidos (WANDERLEY et al., 2014), pois
estes fatores podem atuar como ativadores das células estreladas hepéticas,
levando a sua diferenciacdo em miofibroblastos (SEBASTIANI et al., 2014).

Os elementos celulares presentes no estroma tecidual, bem como em
tecidos na fase de granulacdo, hematomas, isquemia, areas de neovascularizacéo,
e locais de inflamacdo podem originar microambiente favoravel ao desenvolvimento
de nichos de HEM, pois fatores moleculares presentes em tais condicbes podem
simular aqueles envolvidos na hematopoese. Varias citocinas e mediadores
inflamatérios podem favorecer o aumento do nudmero de células-tronco
hematopoiéticas e mesenquimais na circulacdo periférica que, posteriormente,
podem estabelecer-se em outros 6rgédos e tecidos, participando localmente das
respostas inflamatoérias/regenerativas (JOHNS; CHRISTOPHER, 2012).

4.2. Perfil de citocinas e quimiocinas plasmaticas em pacientes VHC+

Avaliamos entdo, o perfil de citocinas e quimiocinas circulantes em
pacientes VHC+ e em individuos saudaveis, o qual estd sumarizado na Tabela 5,
que inclui nimero de individuos por grupo, mediana, percentil 25 e percentil 75.

Todos os testes estatisticos foram realizados utilizando-se o software
GraphPadPrism®, através do teste U de Mann-Whitney. Os dados referentes ao
TGF-B ndo estdo demonstrados em virtude do kit para quantificacdo desta citocina

ndo estar em conformidade técnica, impossibilitando as analises plasmaticas.
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Tabela 5 - Dosagens de citocinas, quimiocinas plasmaticas (mediana, percentil 25 e
percentil 75) e nimero de individuos distribuidos nos grupos

VARIAVEL GRUPO MEDIANA PERCENTIL25  PERCENTIL 75 “N”

G5 168,6 88,24 294,5 19

G1 301 49,16 707,1 16

eCH G2 169,7 38,84 384,6 17
G3 96,92 42,64 525,8 17

G4 33,96 2,474 286,9 15

G5 2,62 0 3,04 18

G1 2,58 0,995 3,488 14

cxcs G2 3,84 3,363 5,365 17
G3 5,14 3,96 9,175 17

G4 5,94 4,705 6,605 22

G5 1582 1060 2757 18

ccLs G1 1579 1041 2379 14
G2 2257 1614 3032 17

G3 2605 1094 4047 17

G4 1770 1165 2791 22

G5 8,505 0,705 17,09 18

G1 20,04 7,91 43,73 14

cel2 G2 25,81 15,62 39,7 17
G3 25,22 19,63 58,44 17

G4 14,92 10,37 26,27 22

G5 110,4 87,73 155,4 18

G1 208,8 103,6 298,8 14

CXcLs G2 356,7 234,7 970,4 17
G3 288,9 244,8 508,5 17

G4 270,3 173,1 535,2 22

G5 136,2 107,3 187,7 18

G1 449,3 232,9 777,6 14

CxcL10 G2 643,4 455,7 1010 17
G3 817,1 541,1 1219 17

G4 726,2 607,7 1661 22

G5 2,285 0,99 4,52 18

G1 2,01 0,9125 5,563 14

VEGF G2 2,415 1,713 6,94 17
G3 2,82 2,005 6,345 17

G4 1,73 0,94 5,39 18

G5 0 0 7,76 18

G1 0 0 9,125 14

FGF G2 0 0 16,35 17
G3 6,58 0 22,52 17

G4 0 0 20,08 18
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As quimiocinas dosadas com uso de CBA Human Chemokine Kit, que inclui
CXCL9/MIG, CXCL10/IP-10, CXCLS8/IL-8, CCL2/MPC-1 e CCL5/RANTES, apresentaram
niveis plasmaticos elevados nos pacientes VHC® quando comparados aos individuos
saudaveis, conforme demonstrado na Figura 7.

Figura 7 - Niveis de quimiocinas plasmaticas nos grupos (pg/mL). A) CXCL9; B)
CXCL10; C) CXCLS8; D) CCL2; E) CCL5. Os valores foram expressos em mediana,
percentil 25% e percentil 75%.
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Dentre as quimiocinas envolvidas no processo da fibrogénese
observamos aumento de todas as concentracdes plasmaticas destas proteinas
soluveis nos pacientes VHC+ com relacdo aos individuos saudaveis, sendo de maior
relevancia as associacdes positivas observadas entre o grau de fibrose hepatica e
0s niveis de CXCL8 e CXCL10, no entanto, esta Ultima apresenta-se diminuida apos
o0 estabelecimento da cirrose (G4).

Nossos resultados corroboram com a literatura, visto que Neuman et al.
(2012) encontraram niveis de CCL5, TNF-q, IL-6, CXCL8, IL-12, TGF-f aumentados
em soro de pacientes VHC, comparando estes com grupo controle.

Segundo Wald et al. (2007) estudos demonstraram, através de
guantificacdo de mRNA, aumento de TNF-a e IL-6 intra-hepéticos diante da infeccdo
cronica pelo VHC, assim como das quimiocinas CXCL10, CXCL9, CXCL11, CCL2,
CCL3, CCL5, CXCL8 e CXCL6, estando os niveis intra-hepéaticos de CXCL10
correlacionados com a gravidade da infeccdo pelo VHC. Semelhantemente aos
nossos resultados, os niveis plasmaticos das quimiocinas CXCL9 e CXCL10 no
plasma de pacientes VHC+ também apresentaram-se elevados em comparacédo com
individuos saudaveis.

As analises de CXCL9/MIG apresentaram niveis mais relevantes
observados no grupo G2 (Figura 4A), demonstrando diferenca estatistica
significativa entre os grupos de pacientes, G1 com G2 e G1 com G3.

Nossos dados obtidos em sangue periférico vao de encontro com estudo
de Zeremski et. al (2007), no qual afirmam que durante a hepatite C um maior
namero de células intra-hepéticas expressa CXCL9/MIG, que estd aumentada e
correlacionada com maior grau de inflamacéo, visto que apds o estabelecimento da
fibrose estes niveis decrescem.

Os niveis plasmaticos da quimiocina CXCL10/IP-10 apresentaram-se
diretamente associados a severidade da lesdo hepética, no entanto, com diminuicdo
apos o estabelecimento da cirrose (G4) (Figura 4B).

De acordo com dados da literatura, esta quimiocina tem sido encontrada
em niveis elevados tanto no figado quanto no soro de pacientes VHC+ comparados
com individuos saudaveis, condizendo com nossos resultados (ZEREMSKI et. al.,
2007; WALD et al., 2007; LARRUBIA et. al., 2008; JOHANSSON et al., 2015). Além
disso, trabalhos demonstram que existe correlagéo positiva das quimiocinas CXCL9,

CXCL10 e CXCL11 com os diferentes graus de fibrose em dosagens intra-hepéaticas,

44



indicando que a persisténcia da inflamacdo hepética, produzidas por células
mononucleares atraidas por essas quimiocinas, pode indicar a ativagdo da cascata
que causa fibrose hepatica (ZEREMSKI et. al., 2007; LARRUBIA et. al., 2008).
Nossos dados com mensuragdes plasmaticas indicam que o comportamento na
periferia mantém-se condizente aos eventos intra-hepaticos.

Semelhantemente a CXCL10, os niveis de CXCL8/IL-8 estdo aumentados
nos grupos de pacientes em relacdo ao controle (figura 4C) com diferenca estatistica
deste com G2, G3 e G4. O aumento diretamente proporcional ao grau de fibrose é
relevante, visto que esta de acordo com outros trabalhos, os quais relatam que em
estagios mais avancados de fibrose (F3 e F4) a concentragdo desta € maior que em
estagios iniciais (F1 e F2), sendo indicativa de dano hepatico (diferenca entre G1
com G2, G3 e G4, e entre G2 e G4) (KUSHNER et. al., 2013; WASMUTH et. al.,
2010; JOHANSSON et al., 2015).

As analises da quimiocina CCL2/MCP-1 demonstram que seu aumento
apresenta maior concentragdo no grupo G3 (Figura 4D), havendo diferenca
estatistica entre os grupos, estando G5<G1<G2=G3 e G3>G4.

A CCL2 inicialmente foi descrita como responsavel pela quimiotaxia de
mondcitos, porém hoje sabe-se que esta também exerce funcdo quimiotaxica
potente para linfécitos T, além de atuar no controle do recrutamento de células
inflamatorias (AJUEBOR et al., 2003) e exercer efeitos diretos em células estreladas
hepaticas (WALD et al., 2007).

Diferentemente de nossos resultados, estudos de Kushner et al. (2013)
demonstraram que em individuos portadores VHC monoinfectados n&do observou-se
aumento de CCL2 no soro, mas sua concentracdo em individuos que obtiveram
resposta viroldgica sustentada em relacéo a individuos nédo respondedores foi maior.
Outra observacédo importante foi em relacao a individuos co-infectados com HIV, nos
quais CCL2 apresentou-se aumentada.

Embora nossos resultados n&o tenham ido de encontro aos observados
por Kushner, pois evidenciamos aumento dessa quimiocina plasméatica em pacientes
naive, ao estratificarmos o0s pacientes segundo a classificagdo METAVIR,
observamos aumento acentuado nos grupos G2 e G3, possivelmente devido a
constante inflamacao periportal.

Constatamos que niveis de CCL5/RANTES estédo elevados nos grupos

G2, G3 e G4 de pacientes VHC quando comparados ao grupo controle, de acordo
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com dados da literatura, apresentando tendéncia ao aumento desta conforme o
avanco da leséo hepética, havendo diminuigdo dos niveis com o estabelecimento da
cirrose. Esta quimiocina esta envolvida tanto no processo inflamatorio quanto na
fibrogénese, sugerindo que esta possa contribuir no monitoramento da fibrose se
associada com outros biomarcadores (Figura 5E).

Segundo a literatura, a proteina viral E2 parece induzir a producdo de
CCL5 por células T CD8+, porém a importancia fisiopatolégica desta quimiocina
diante da hepatite C parece ainda nao estar clara (WALD et al., 2007).

Nossos dados de CCL5 v&o de encontro com os resultados de Zeremski
et al. (2007), que avaliando pacientes com VHC, observaram que a expresséo de
RANTES intra-hepatica estd aumentada em hepatdcitos e células do epitélio biliar,
afirmando que a atividade de CCL5 (RANTES) estd associada com o grau de
inflamacéo hepatica.

A producdo de quimiocinas resulta na ativagdo de células estreladas
hepaticas e na producao de fatores capazes de amplificar o processo inflamatorio e
perpetuar a atividade de macréfagos, tais como o fator estimulante de colénias de
macréfagos (CCL2/ MCP-1), IL-6 e CCL5 (SEBASTIANI et al., 2014).

Segundo Johns e Christopher (2012) a produc¢éo de citocinas anormais ou
de outros fatores de crescimento hematopoiéticos, induzem populacdes celulares a
se diferenciar em células hematopoiéticas e/ou simular o microambiente
hematopoiético.

Esta producdo anormal de fatores solUveis pode atuar sistémica ou
localmente, fazendo com que a producédo excessiva de quimiocinas decorrente da
lesdo hepdtica, inflamacédo e reparo tecidual, hipoteticamente, contribua para o
desenvolvimento e manutencdo da HEM no figado dos pacientes com hepatite C

cronica.

4.3. Expressédo dos fatores de crescimento circulantes TGF-B, PDGF, VEGF e
FGF

Durante o processo de regeneracdo hepatica ocorre liberacdo de
citocinas/quimiocinas e fatores de crescimento como, HGF, EGF e FGF, os quais
determinam estimulo mitogénico que atinge outras células hepaticas (JESUS et al.,
2000).
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Realizamos a quantificagdo de fatores de crescimento VEGF e FGF com
uso de CBA Flex Set, enquanto que PDGF foi quantificado pela técnica de ELISA
(Figura 8).

Figura 8 - Niveis de fatores de crescimento nos grupos (pg/mL). A) PDGF; B) VEGF;
C) FGF. Os valores foram expressos em mediana, percentil 25% e percentil 75%.
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Fonte: material elaborado pelo préprio autor.

Ao analisarmos os fatores de crescimento circulantes observou-se
associacado negativa entre o grau de fibrose e os niveis de PDGF. Ao fazer estudo
comparativo dos pacientes mediante presenca ou auséncia de hematopoese
extramedular hepatica, observou-se expressiva reducdo dos niveis de PDGF nos
pacientes com HEM. Esses dados corroboram com nossa hipétese, indicando que
esteja ocorrendo o acumulo intra-hepatico de plaquetas, e consequentemente de
seus produtos.

Observou-se aumento de PDGF-AB plasmatico em G1 com relacdo ao

grupo controle, com diminuicdo importante deste conforme o avanco da fibrose
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hepética, demonstrando associacao inversamente proporcional ao avanco da fibrose
(Figura 5A).

Nossos resultados estdo de acordo com os resultados encontrados por
TANIKAWA (2015), que demonstrou aumentos dos niveis de mRNA de PDGF-A em
plaquetas de pacientes com hepatite C cronica, em estagios leves de fibrose
(F1+F2), e reducdo destes em estagios avancados de fibrose (F3 + F4), estando
esta relacdo invertida quando se compara aos niveis deste fator no figado.

Nossos achados associados aos de TANIKAWA (2015), que avaliou
PDGF e TGF tanto em plaquetas quanto no tecido hepético, vem reforcar nossa
hipétese de que a ativagdo de HEM hepética possa estar contribuindo para a
progresséo da fibrose in situ, em virtude da producéo plaguetaria local.

Células estreladas hepéticas, também chamadas células de Ito, sdo as
principais mediadoras da fibrose hepética e quando ativadas, se transformam em
células proliferativas e contrateis, atuando diretamente na resposta fibrética a
agressao hepatica. Estas células sédo ativadas pelo fator de necrose tumoral alfa
(TNF-a), pelo fator de crescimento derivado das plaquetas (PDGF) e por citocinas
fibrogénicas, tais como TGF-[3, angiotensina Il e leptina (Correia et al, 2009).

Segundo Oliveira (2009) existem véarias moléculas envolvidas no potencial
mitogénico das células estreladas hepéticas, como VEGF e EGF, porém o PDGF é
conhecido como a citocina mais mitogénica e a que exerce principal acéo
guimiotaxica sobre tais células.

Conforme nossos resultados, trabalhos sugerem que durante a leséo do
figado, as células estreladas hepaticas ativadas também produzem PDGF, bem
como a expressdo de receptores membranares para este, levando a uma
retroalimentacao a fibrogénese (Friedman, 2008).

Segundo Friedman (2008), um modelo interessante enfatizando a
atividade do PDGF no figado foi realizado utilizando ratos transgénicos, no qual se
observou que a expressao de PDGF nao s6 estimula a fibrose, mas também leva ao
desenvolvimento de carcinoma hepatocelular.

Ao analisarmos VEGF, este ndo apresentou diferenca estatisticamente
significativa entre os grupos, apesar da tendéncia ao aumento de G1 a G3 com
queda em G4 (Figura 5B). Semelhantemente, FGF nao apresentou diferenca

significativa, porém observou-se aumento importante em G3 (Figura 5C).
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A inducdo do VEGF contribui para ativacdo e proliferacdo de células
estreladas hepaticas, bem como a angiogénese hepética, tornando esta molécula
elemento fundamental do processo fibrogénico (SEBASTIANI et al., 2014).

O processo fisiopatologico da angiogénese associada a hepatite viral
cronica ainda é desconhecido. Existe a hipotese de que a neoformacdo vascular
apresenta papel benéfico na reparacao tecidual e regeneracdo pds-dano hepético,
podendo, por outro lado, representar fator de risco da progressao para
hepatocarcinoma em pacientes com hepatite C crénica, no entanto, 0s mecanismos
moleculares envolvidos neste processo ainda néo estdao completamente elucidados.
O aumento da expressao de fatores de crescimento de hepatdcitos e de VEGF intra-
hepaticos encontrados nas hepatites B e C, parece contribuir aumentando a
permeabilidade vascular, além disso, VEGF atua mediando a vasodilatacdo (MAEDA
et al., 2008).

Apesar de ndo observarmos diferenca significativa entre os grupos de
pacientes nas andlises de VEGF, vale ressaltar que em G4 observou-se pela analise
histopatoldgica maior neovascularizacdo, corroborando com os dados descritos na
literatura, pois segundo Maeda et al. (2009) na transformacéo de células do figado
em hepatocarcinoma observa-se microvascularizagdo dos sinusoides, caracteristica
geralmente presente no inicio do processo em que ndédulos displasicos passam a
receber suprimento arterial, comumente observado em figados neoplasicos.

O fator de crescimento de fibroblastos (FGF) € uma citocina mitogénica
gue tem sido identificada em células estreladas in situ, durante o desenvolvimento e
regeneracdo hepatica (FRIEDMAN, 2008). E secretado por hepatdcitos em
regeneracao, células ovais e de Ito (JESUS et al., 2000).

Chang et al. (2008) observaram que a adicéo in vitro de FGF, VEGF ou
ambos ndo foi capaz de induzir resposta migratoria de células estreladas hepéaticas,
ndo desempenhando papel quimiotaxico nestas células.

Segundo Johns e Christopher (2012) em estudo com células tronco
hematopoiéticas demonstram que o recrutamento de células progenitoras, incluindo
as de linhagem megacariocitica, esta relacionado com a sinalizacdo de CXCL12 e
fator de crescimento de fibroblastos, pois tal complexo parece contribuir para a
adesdo de progenitores megacariociticos no local de hematopoese. Apesar de néo

encontrarmos em nossos resultados diferenca estatisticamente significativa de FGF
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plasmatico, acreditamos que andlises intra-hepéticas de FGF possam ser (teis na
compreensao da contribuicdo deste na HEM.

Ao fazer estudo comparativo dos pacientes mediante presenca ou
auséncia de hematopoese extramedular hepatica, observou-se expressiva reducéo
dos niveis de PDGF-AB nos pacientes com metaplasia (Figura 9). No entanto, ao
avaliarmos o numero de plaquetas circulantes destes pacientes, estas permanecem
dentro do valor de normalidade, mesmo nos pacientes com HEM, sugerindo que a
diminuicdo dos niveis de PDGF-AB circulante durante a HEM, néo estd associada
ao numero de plaquetas periféricas (Figura 10). Esses dados corroboram com nossa
hipotese indicando que possa estar ocorrendo o acumulo intra-hepético de

plaguetas, e consequentemente de seus produtos.

Figura 9 - Niveis de PDGF em pacientes com presenca ou auséncia de hematopoese
extramedular (pg/mL). Os valores foram expressos em mediana, percentil 25% e

percentil 75%.
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Fonte: material elaborado pelo préprio autor.
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Figura 10 - Numero de plaquetas periféricas nos pacientes com presenca ou
auséncia de hematopoese extramedular
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Dutra (2014) sugere que TGF-B seja o principal fator envolvido na
diferenciacédo de fibroblastos em miofibroblastos, e PDGF seja responsavel pela sua
maturacdo. Acredita-se que o PDGF e a liberacdo de calcio intracelular possam
desencadear efeitos mitogénicos em células estreladas hepaticas (SEBASTIANI et
al., 2014).

Plaguetas demonstraram funcéo proé-fibrotica mediada por PDGF-AB e
TGF-B1 na reparacao tecidual de feridas e doencgas vasculares oclusivas crénicas e
agudas, mielofibrose e glomerulonefrite. Além disso, valores significativamente
aumentados de PDGF-AB produzido por plaquetas nos pacientes com fibrose na
esquistossomose mansonica, sugere que as plaquetas poderiam estar estimulando,
de forma mais intensa, a proliferacdo das células hepéticas responsaveis pela
fibrogénese, semelhantemente ao que observamos neste estudo (SOARES et al.,
2007).

Jiang et al. (2016) realizaram estudo avaliando o uso de aspirina, um anti-
agregante plaquetario, em 1856 individuos com doenca hepatica cronica, utilizando
quatro diferentes indices classificatérios de fibrose hepéatica (FIB4, APRI, FORNS e
NFS), e observaram que o0 uso de aspirina esta associado com indices
significativamente mais baixos de fibrose hepatica em adultos com suspeita de
doenca hepatica cronica.

As evidéncias de hematopoese extramedular hepatica na infec¢ao cronica

pelo VHC, nos levam a acreditar que este fenbmeno poderia desencadear a
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producdo de plaquetas intra-hepaticas, aumento da sintese de quimiocinas e fatores
de crescimento intra-hepéticos, servindo de veiculo para a reinfeccdo de novos
hepatocitos e outras células suscetiveis ao VHC, perpetuando assim o ciclo

infeccioso e contribuindo a progresséo da fibrose hepatica.
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Conclusao

Foi demonstrada a existéncia de hematopoese extramedular hepatica em 26
pacientes com hepatite C crénica do total de 48 avaliados, indicando possivel

reativacdo da funcdo hematopoética hepatica.

As células encontradas nos cortes histoldgicos hepaticos apresentaram perfil

fenotipico compativel com megacariocitos.

Das citocinas plasmaticas avaliadas (PDGF, VEGF e FGF), o PDGF
apresentou-se inversamente proporcional ao estadiamento de lesdo hepatica
nos pacientes VHC, estando os maiores niveis circulantes em G1 e G2 (grau
leve de fibrose) quando comparados com os grupos G3 e G4 (grau elevado).
As demais citocinas ndo apresentaram diferengcas nos grupos de estudo.
Quando avaliados os niveis de PDGF quanto a presencga ou ausencia de HEM

hepatica, estes apresentaram-se reduzidos naqueles com HEM.

Nas dosagens de quimiocinas plasmaticas CXCL8, CCL5, CXCL9, CCL2,
CXCL10, observou-se aumento de todas nos grupos de pacientes VHC
comparados ao grupo controle, especialmente CXCL8 e CXCL10, as quais

demonstraram associag¢des positivas com o avanco da lesdo hepatica.

O acumulo de plaquetas intra-hepaticas, o qual pode ser intensificado mediante
presenca de HEM, pode contribuir para a evolugdo da fibrogénese no 6rgao,
embora os mecanismos envolvidos na génese da fibrose hepatica ndo tenham

sido avaliados neste estudo.
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6 Apéndices
6.1 A c%'ndice A — Ficha Clinica

Universidade Estadual Paulista "Jualio de Mesquita Filho”
Hemocentro de Botucatu - HC — FMB

LABORATORIO DE CITOMETRIA DE FLUXO
DISTRITO DE RUBIAO JUNIOR S/N° - BOTUCATU — SP - CEP: 18.618-000 - & /FAX (14) 3811-6041

A#X#AV e-mail: citometria@fmb.unesp.br
UNESP “wy : : :

FICHA CLINICA
PROJETO: HEPATITE C - METAPLASIA MIELOIDE NA GENESE DA FIBROSE HEPATICA

Nome:

RG: Data Nascimento: Sexo: () Masculino () Feminino
Grau de Fibrose: Genotipo: Data da bidpsia hepatica:

Data do diagndéstico sorolégico: Data do contagio:

Data que iniciara tratamento:

Causas (provaveis) da infeccéo:

) Cirurgia
) Tratamento Dentario
) Transfusdo

) Promiscuidade

(

(

(

(

() Uso de drogas
() Tatuagem
() Contato Familiar com HCV
() Profissional da Saude

(

) Outra: Especificar:

Quanto ao uso de élcool:

CAGE Questionnaire (Cut down / Annoyed / Guilty / Eye-opener)*

O consumo de éalcool é considerado de risco a partir de 2 respostas afirmativas. NAO SIM
1. Alguma vez o (a) Sr. (a) sentiu que deveria diminuir a quantidade de bebida ou parar de beber? () ()
2. As pessoas 0 (a) aborrecem porque criticam o seu modo de beber? () ()
3. O (A) Sr. (a) se sente culpado (a) (chateado consigo mesmo) pela maneira como costuma beber? () ()
4. O (A) Sr. (a) costuma beber pela manha para diminuir o nervosismo ou a ressaca? () ()

Critérios _de Exclusdo: Co-infecgdes com HIV, HBV, HTLV, uso de &lcool frequente (mais de 2
respostas afirmativas no teste CAGE).

*Marques ACPR, 2002, Ribeiro M, et al. Projeto Diretrizes: Abuso e Dependéncia do Alcool. Associagdo Bras. Psiquiatria. 2002. p. 1
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6.2 Apéndice B — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
FACULDADE DE MEDICINA — HOSPITAL DAS CLINICAS
DIVISAO HEMOCENTRO - BOTUCATU

DISTRITO DE RUBIAO JUNIOR S/N° - BOTUCATU - SP - CEP: 18.615-000 - W(14) 3811-6041

e e-mail: hemocentro @ fmb.unesp.br
Sy
UNESP vy

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
(Grupo de Estudo — Pacientes Hepatite C)

Eu, ;

RG n® , telefone: , residente a

estou sendo convidado pelo pesquisador Prof. Paulo Eduardo de Abreu Machado,
RG 2985904, a participar da pesquisa “HEPATITE C — METAPLASIA MIELOIDE NA
GENESE DA FIBROSE HEPATICA”, na qual farei parte do grupo de pacientes que
serdo avaliados através de exames de laboratério que podem auxiliar no
acompanhamento desta doenca. Aceitando participar, estou ciente que doarei trés
amostras de sangue (5mL) para a realizacdo dos exames, antes de iniciar meu
tratamento e uma parte do material que ja sera colhido na biépsia, sera usada neste
estudo. O exame verificard células sanguineas. Nao haver4d nenhuma nova
intervencéo exclusiva para a pesquisa. Os riscos esperados sdo aqueles que podem
ou nao acontecer apds a coleta de sangue, como o aparecimento de mancha roxa
no brago. O material (sangue) sera utilizado exclusivamente nesta pesquisa, sendo
imediatamente descartado apds o uso. Os dados obtidos serdo mantidos em sigilo,
nao sendo exposta a identificagao do paciente em qualguer momento.

Assim considero-me esclarecido(a) e concordo em colaborar. Afirmo néo ter
sido pressionado(a) fisica ou psicologicamente para colaborar com a pesquisa ou
assinar o presente termo, estando ciente que os responsaveis por este trabalho no

Hemocentro (dados dos pesquisadores abaixo) estardo disponiveis para responder

Pesquisador: Paulo Eduardo de Abreu Machado
Endereco: Hemocentro de Botucatu — Distrito Rubido Jinior, s/n®” Campus UNESP
Fones / e-mail: (014) 3811-6041 hemocentro@fmb.unesp.br
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UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
FACULDADE DE MEDICINA — HOSPITAL DAS CLINICAS

DIVISAO HEMOCENTRO - BOTUCATU
DISTRITO DE RUBIAO JUNIOR S/N° - BOTUCATU — SP - CEP: 18.618-000 - ®(14) 3811-6041

:‘mfgs" e-mail: he mocentro@ fmb.unesp.br
Sy
UNESP vav

a quaisquer perguntas ou duvidas. O ndo consentimento da minha parte nao
interferira na qualidade do atendimento de minha salude. Este documento serd
assinado em duas vias, sendo uma para do paciente e outra arquivada pelo

pesquisador.

"Qualquer divida adicional, vocé podera entrar em contato com o Comité de Etica

em Pesquisa, através do fone: (14) 3811-6143."

Botucatu, de de

Doador Paulo Eduardo de Abreu Machado

Pesquisador

Pesquisador: Paulo Eduardo de Abreu Machado
Endereco: Hemocentro de Botucatu — Distrito Rubiio Jinior, s/n® Campus UNESP
Fones / e-mail: (014) 3811-6041 hemocentro@fmb.unesp.br
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7 Anexos

7.1 Anexo A — Parecer de Aprovacao pelo CEP

FACULDADE DE MEDICINA DE Plataforma
BOTUCATU -UNESP Q@mﬂ

Fapw mi mw Mreherw 08 Lesie
om0 e wivi 8o V00

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Hepatite C - metaplasia mieléide na génese da fibrose hepatica.
Pesquisador: Paulo Eduardo de Abreu Machado

Area Tematica:

Versdo: 3

CAAE: 14158713.5.0000.5411

Instituigdo Proponente: Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Botucatu
Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 1.354.285

Apresentagao do Projeto:
Tratam os autos de Emenda enviada pelos pesquisadores, no sentido de dividir em 03 sub-Projetos o
Projeto Maior na seguinte conformidade:

Projeto maior: (Protocolo CAAE 14158713.5.0000.5411) Hepatice C-metaplasia mieldide na génese da
fibrose hepatica, coordenado pelo Prof. Titular Paulo Eduardo de Abreu Machado, aprovado por este
colegiado em 01/04/2013.

Sub-Projeto I: Deteccdo in vitro do virus da hepatite C (VHC) em megacariocitos provenientes de individuos
nao infectados expostos ao virus, a ser conduzido por Nathalia Almeida Souza , orientada pela Prof® Dra.
Rejane Maria Tomasini Grotto , Coorientada pelo Prof. Dr. Paulo Eduardo de Abreu Machado. (Mestrado)

Sub-Projeto II: Interagdo entre citocinas, plaquetas e fibrogenese na investigagao da metaplasia mieloide

hepatica, a ser conduzido por Aline Marcia Marques Braz Rosso, orientada pela Prof® Dr.® Marjorie de

Assis Golim e Co-orientada: pelo Prof. Dr. Paulo Eduardo de Abreu Machado (Mestrado);

Enderego: Chacara Butignolli | s/n

Bairro: Rubido Junior CEP: 18618-970
UF: SP Municipio: BOTUCATU
Telefone: (14)3880-1608 E-mail: capellup@fmb.unesp.br
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FACULDADE DE MEDICINA DE Plataforma
BOTUCATU -UNESP %aﬂ
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Continuacdo do Parecer: 1.354.285

Sub-Projeto lll: Avaliagado da infeccdo de megacariocitos e plaquetas pelo VHC e a influéncia na
fisiopatologia da hepatite C, que serd conduzido por Caroline Mitika Watanabe, orientada por Prof. Dr.

Paulo Eduardo de Abreu Machado e Co-Orientada pela Profa. Dra. Marjorie de Assis Golim (Mestrado).

Objetivo da Pesquisa:
Constante do Parecer n® 820.536 (Projeto maior)

Avaliacdo dos Riscos e Beneficios:
Constante do Parecer n° 820.536 (Projeto Maior)

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:
A subdivisdo em 3 Subprojetos ndo alterou o delineamento inicial proposto. O propésito da divisdo foi no

sentido de explanar cada fase do estudo com o propésito de Dissertacdo a ser defendida.

Consideragdes sobre os Termos de apresentagao obrigatéria:
O TCLE né&o foi alterado, uma vez que trata-se do mesmo aplicado no projeto maior.

Recomendagdes:
Sugerimos Relatorio Final de Atividades em separado para cada subprojeto defendido.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacgdes:

Sugiro aprovacéo da Emenda na seguinte conformidade: Divisdo do Projeto maior em 3 subprojetos acima
especificado.

Consideracdes Finais a critério do CEP:

O CEP em reunido de 07/12/2015 APROVOU a divisdo de Projeto Maior em 3 Sub-Projetos a saber:

Sub-Projeto I: Deteccdo in vitro do virus da hepatite C (VHC) em megacariocitos provenientes de individuos
nao infectados expostos ao virus, a ser conduzido por Nathalia Almeida Souza , orientada pela Prof* Dra.

Rejane Maria Tomasini Grotto , Coorientada pelo Prof. Dr. Paulo Eduardo de Abreu Machado. (Mestrado)
Sub-Projeto Il: Interagdo entre citocinas, plaguetas e fibrogenese na investigacdo da metaplasia mieloide

hepatica, a ser conduzido por Aline Marcia Marques Braz Rosso, orientada pela Prof* Dr.® Marjorie de
Assis Golim e Co-orientada: pelo Prof. Dr. Paulo Eduardo de Abreu Machado

Enderego: Chacara Butignolli , s/n

Bairro: Rubido Junior CEP: 18.618-970
UF: SP Municipio: BOTUCATU
Telefone: (14)3880-1608 E-mail: capellup@fmb.unesp.br
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Continuagdo do Parecer: 1.354.285

(Mestrado);
Sub-Projeto lll: Avaliacdo da infeccdo de megacariécitos e plaguetas pelo VHC e a influéncia na
fisiopatologia da hepatite C, que sera conduzido por Caroline Mitika Watanabe, orientada por Prof. Dr.

Paulo Eduardo de Abreu Machado e Co-Orientada pela Profa. Dra. Marjorie de Assis Golim (Mestrado).

O CEP aguarda envio de Relatério Final de Atividades em separado para cada subprojeto defendido, que
devera ser postade na Plataforma Brasil através de "NOTIFICACAQ".

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacdo
Informacdes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_623487] 13/11/2015 Aceito
do Projeto E2.pdf 16:17:26
Qutros Subprojeto_3_Caroline_Mitika.pdf 13/11/2015 | Marjorie de Assis Aceito
16:10:06 | Golim

Qutros Subprojeto_2_Aline_Braz.pdf 13/11/2015 | Marjorie de Assis Aceito
16:08:02 | Golim

Outros Subprojeto_1_Nathalia_Almeida.pdf 13/11/2015 | Marjorie de Assis Aceito
16:06:16 ] Golim

Outros of _392.jpg 13/11/2015 | Marjorie de Assis Aceito
15:57:38 | Golim

Outros of_391.jpgy 13/11/2015 |Marjorie de Assis Aceito
15:57:10 | Golim

Folha de Rosto Folha de Rosto - Emenda.pdf 15/09/2014 Aceito
17:10:56

Projeto Detalhado / JPROJETO FINAL - metaplasia - 15/09/2014 Aceito

Brochura Emenda.pdf 16:39:02

Investigador

Qutros Oficio ao CEP - alteragéo 15/09/2014 Aceito

metodologia.pdf 12:07:03

Declaragdo de Autorizacao Jau - Dr Vergilio.pdf 15/09/2014 Aceito

Instituicdo e 11:47:02

Infraestrutura

TCLE / Termos de | TCLE -MO- DOADORES.pdf 15/09/2014 Aceito

Assentimento / 10:53:04

Justificativa de

Auséncia

Outros CEP_DOCUMENTOQO_Dr Giovanni.jpg 11/03/2013 Aceito
10:42:16

Enderego: Chacara Butignolli, sin

Bairro: Rubi&o Junior CEP: 18.618-970
UF: SP Municipio: BOTUCATU
Telefone: (14)3880-1608 E-mail: capellup@fmb.unesp.br
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FACULDADE DE MEDICINA DE
BOTUCATU -UNESP

Qo

TCLE/ Termos de |TCLE - doadores.doc 11/03/2013 Aceito

Assentimento / 09:37:53

Justificativa de

Auséncia

TCLE/ Termos de |TCLE - pacientes Hepatite.doc 11/03/2013 Aceito

Assentimento / 09:37:39

Justificativa de

Auséncia

Qutros DECLARA_PEAM (2).jpg 07/03/2013 Aceito
12:14:37

Qutros TERMO_COMPROMISSO_PEAM 07/03/2013 Aceito

(2).ijpg 12:14:21

Qutros dr. josé.pdf 07/03/2013 Aceito
10:46:56

Declaracgéo de dra. maria.pdf 07/03/2013 Aceito

Instituicao e 10:46:19

Infraestrutura

Situagdo do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagao da CONEP:

Nao

BOTUCATU, 07 de Dezembro de 2015

Enderego: Chacara Butignolli , s/n

Bairro: Rubi&o Junior

UF: SP Municipio:

Telefone: (14)3880-1608

BOTUCATU

Assinado por:

SILVANA ANDREA MOLINA LIMA
(Coordenador)

CEP:

18.618-970

E-mail:
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