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Summary
Hystopathologic and immunohystochemical aspects in sindrome
of portal hipertension, severe authoimun hypersplenism

We are presenting a retrospective hystopathologic study, that includes 86 patients from
Surgical Clinic 1, that have been surgicaly treated for severe hypersplenism, associated with
portal hypertension. At this cases were folowed: the determination of the hystopathologic
diagnosis, the cuantification of the necroinflamatory lesions and grading their severity (the
Histological Activity Index). A prospective study that is made now, folows the posttherapeutical
evolution of the liver lesions from cyrhossis.

Rezumat

Vi prezentam un studiu histopatologic retrospectiv, care a cuprins un numar de 86 pacienti
internati §i operati in Clinica 1 Chirurgie pentru hipersplenism sever secundar hipertensiunii
portale. La cazurile analizate s-au urmarit: stabilirea diagnosticului histopatologic, cuantificarea
leziunilor necroinflamatorii §i gradarea severitatii lor (indecele de activitate hepaticd). Un studiu
prospectiv in derulare urmareste evolutia posterapeutica a leziunilor hepatice prin ciroza.

Actualitate

Datele din literatura de specialitate vin sd sublinieze importanta expresiei
imunohistochimice in confirmarea diagnosticului, aprecierea expresiei leziunilor hepatice si
implicatiilor prognostice.

Se apreciazd ca rolul considerabil in patogeneza hipertensiunii portale( HTP), in initierea,
instalearea §i persistenta sindormul portal hipertensiv este atribuit disfuntiei endoteliale
vasculare.Modificdrile hemodinamice determinate de sindormul portal hipertensiv favorizeaza,
prin intermediul statutusului hipekinetic si prin inflamatia determinata de eliberarea de citokine
din endoteliul vascular, aparitia modificarilor structurale si functionale hepato-splenice(1 ).

Relatia dintre nivelul HTP si gravitatea alterdrilor morfologice prezintd o importantd
deosebitd, privitad prin prisma aparitiei unor complicatii severe, uneori chiar letale ale cirozei
hepatice. Ghidati de aceste repere am intreprins studiul de fatd pentru a decela modificarile
imunohistopatologice si a estima posibilele corelatii morfoclinice privind sindromul hipertensiv
portal la un lot de pacienti cu ciroza hepatica si hipersplenism sever.

Materiale si metode

Studiul este retrospectiv si analizeaza datele din baza de date a Clinicii 1 Chirurgie din
perioada 2000-2009. S-a studiat buletinul histopatologic al bioptatelor hepatice si splenice
provenite de la 86 pacienti cirotici operati pentru HTP , hipersplinism portal sever carora li s-a
efectuat devascularizare azigoportald + splenectomie. Selectia cazurilor s-a facut pe criterii
unitare §i s-a bazat pe criterii clinice, explorare functionald hepaticad, modificarile
ultrasonografice si examenul histopatologic efectuat in Laboratorul de Anatomie Patologic a
Spitalului Clinic Republican Universitar folosind un protocol standartizat. Evaluarea
morfologica a constat din examinarea preparatelor colorate cu metoda hematoxilina-eozina, la
care au fost apreciate arhitectura tisulard, prezenta si extensia necrozei, fibrozei, leziunile
degenerative hepatocitare, si pentru fiecare caz a fost calculat indexul de activitate hepatica.
Piesele operatorii au fost prelucrate prin tehnica histopatologica clasica de includere la parafina,
urmatd de coloratiille uzuale si examene histologice. Materialul utilizat pentru studiul
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imunohistochimic a fost reprezentat de 17 bioptate examinate in sistem DACO LSAB2/HRH in
departamentul histologie, USMF Timisoara,,Victor Babes”.

Ne-au interesat aspectul imunohistopatologic al modificarilor tesutului hepatic (tab. 1) si
indexul de activitate hepaticd (HAI) calculat pentru fiecare dintre cazurile incluse in studiul
morfologic gradat si stadializat pe baza criteriilor Desmet si Rosai (2004), catsi corelarea lor cu
severitatea sindromului de hipertensiune portala din cirozele hepatice analizate, indiferent de
etiologie.

Tabelull
Criteriile de apreciere ale indexului de activitate hepaticad modificat

Criteriu Scor
A. Hepatita de interfata periportala/periseptala (necroza tip piecemeal)

Absenta 0
Usoara (focald, putine arii portale) 1
Usoara/Moderata (focala, multe arii portale) 2
Moderata (continuad, in jurul a <50% a tracturilor sau septurilor) 3
Severd (continud in jurul a >50 a tracturilor sau septurilor) 4
B. Necroza confluenta

Absenta 0
Necroza confluenta focala 1
Necroze in unele arii din zona 3 2
Necroza in arii numeroase in zona 3 3
Necroza in zona 3 + punti porto-centrale ocazionale 4
Necroza in zona 3 + punti porto-centrale multiple 5
Necroza panacinard sau multiacinara 6
C. Necroza focala litica, apoptoza si inflamatie focala

Absent 0
Un focus sau mai putin la obiectiv x10 1
Unul-patru focusuri la obiectiv x10 2
Cinci-zece focusuri la obiectiv x10 3
Peste 10 focusuri la obiectiv x10 4
D. Inflamatia portala

Absenta 0
Usoara, unele arii portale 1
Moderata, unele sau toate ariile portale 2
Moderatd/severa, toate ariile portale 3
Severd, toate ariile portale 4

Nota: scorul maxim care poate fi obtinut prin cumularea informatiilor incluse in tabel este de 18.

Rezultate si discuitii
Cercetarile privind definirea profilului etiologic a cirozei hepatice indicdi o neta
predominantd a etiologiei virale (82,7%) urmata de hepatite autoimune (4,2%) si criptogene
(3,1%). Analiza profilului etiologic al cirozei indicd predominanta etiologiei virale B (55,8%) si
asocierii duble B+D (28,7%); B+C (5,9%) sau triple (B+C+D — 1,87%) urmata de etiologia
virala C (15,7%).
Din punct de vedere al examenului histopatologic, bazat pe criteriile microscopice
evaluarea morfologica si scorificarea bioptatelor hepatice a relevat :
e CH incompletd (25 cazuri) care au incadrat expsnsiunea fibrozei din spatiile porto cu punti
de fibroza porto-portale si porto-centrale delimitate de noduli ;
e CH completa (61 cazuri) — noduli de regenerare cu fibrozda in jur si activitate
necroinflamatorie intensa.
In CH incompleti, am constatat largirea si deformarea semnificativa a spatiilor porte,
ocupate de un infiltrat inflamator mononuclear abundent, care se extinde in zonele 1 si 2 acinara.
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Aceste infiltrate au fost Tnsotite la toate cazurile de fibroza cu extensie variabild, cu tendinta de a
forma punti Intre spatiile porte. La toate aceste cazuri am remarcat prezenta de necroze focale,
zonale si chiar regionale mai ales ale hepatocitelor din zona 1 acinard, caracterizate prin
stergerea limitelor dintre celulele invecinate. Zonele de necroza au fost mai palid colorate cu
eozind §i a permis recunoasterea lor facila. Din acest motiv, toate cazurile cu CH incompleta au
avut scorul HAI cuprins intre 10 si 13, ceea ce semnificd un grad crescut de activitate necro-
inflamatorie.

La pacientii cu CH completd , aspectele microscopice au fost similare, dar cu grade diferite
de activitate. Toate cele cazuri investigate microscopic au prezentat scor HAI cuprins intre 14 si
17. Diferentele au fost generate de punctajul acordat componentei necrotico-inflamatorii, pentru
ca fibroza a fost prezenta si foarte bine reprezentata la toate cazurile.

Arhitectura tisulara hepaticd a fost profund modificata, cu lateralizarea si hiperplazia
componentelor spatiului port, asociatd sau nu cu hiperplazie de ducte biliare. Diagnosticul
anatomo-patologic precizat intraoperator si confirmat ulterior la parafina a evidentiat prezenta
CH macronodulare 1n 41 cazuri, micronodulare in -23 §i micromacronodulare — in 22 cazuri.

Pe probele de biopsie hepaticd am analizat §i gradat necroza portala si periportala,
inflamatia (portald si lobulard) si fibroza. Leziunea caracteristicd, nodulul cirogen, a fost
identificatd la toate cazurile, avind dimensiuni variabile (dependent si de incidenta sectiunii
histologice), de la hepatocite dispuse sub forma de grupuri mici sechestrate in spatiul limitrof
vaselor sanguine, pind la noduli de dimensiuni mari, care ocupa intregul cimp microscopic la
obiectiv mic (fig.la). La marire cu obiectiv mijlociu, se remarca faptul ca nodulii sunt relativ
bine delimitati unii de altii prin trabeculi de tesut conjunctiv format din fibre colagene goase,
printre care se gasesc numeroase elemente inflamatorii de tip limfocitar (fig. /). La periferia dar
uneori si spre zona centrala a nodulului se observa numeroase hepatocite cu citoplasma acidofila,
omogena, dispuse printre hepatocite cu citoplasma palid granulard (fig./c). La majoriattea
cazurilor am observat ca predominantd hepatocite balonizate, rotunde, care mascheaza spatiile
sinusoide si prezintd citoplasma cu granule fine acidofile (fig. /d).
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Fig.1. Noduli cirogeni (on.lupa)(a), Noduli cirogeni despartiti prin septuri inflamator-fibroase
(x100, b). Nodul citogen cu numeroase hepatocite ,,in sticla” mata”, cu citoplasma omogen
acidofila (x100, c). Detaliu cu hepatocite cu degenerescenta clara si tulbure, asocite cu infiltrat

inflamator si necroze focale (x400, c).

76



Fibroza si infiltratul inflamator predominant limfocitar au fost identificate constant la
cazurile cu ciroza, dar cantitativ si ca densitate au fost variabile de la un caz la altul. Acest aspect
se reflecta si 1n scorurile diferite obtinute la calcularea HAI. Odata cu cresterea scorului HAI se
remarcd acumularea de limfocite dispuse in bandd mai ales la periferia nodulilor cirogeni
(fig.2c), la care se acosiaza trabecule foarte fine de colagen care se dispun prin hepatocitele de
neoformatie (fig.2d). In vecinitatea ariilor de infiltrat inflamator cu densitate celulara mare se
constata prezenta de hepatocite cu grade avansate de degenerescentd, care se regasesc mai ales la
nivelul citoplasmei, foarte palid colorati sau chiar cromofoba (fig.2¢). In ariile in care infiltratul
inflamator a avut densitate foarte mare, a fost compus aproape exclusiv din limfocite, am
observat arii intinse de necroza, caracterizate prin mase acidofile, in care nu se mai disting
limitele dintre hepatocite si nici nucleii acestora (fig. 2f).
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Fig.2. Periferia nodulului cirogen, continind focal celule intens acidofile (x100, c). Detaliu cu
celule apoptotice (x400, d). Numeroase hepatocite cu degenerescenta vacuolara si infiltrat
inflamator moderat, cu densitatea redusa (x400, e). Hepatocite cu acidofilie omogend, asociate
cu infiltrat inflamator cu densitate mare (x400, f).

Studiul imunohistochimic pe cazuistica noastrd a analizat transdiferentierea celulelor Ito-
Nemoto si a fibrocitelor din spatiul port in celule secretoare de fibre de colagen de tipul
miofibroblastului, aspect cu impact deosebit pentru cunoasterea procesului de fibroza hepatica si
identificarea unor elemente cu valoare prognosticd. Expresia imunohistochimicd a vimentinei -
marcher util pentru identificarea diferentelor de expresie dintre celulele normale §i patologice ale
ficatului si indicator fidel al reactiei inflamatorii si al fibrozei hepatice, - a fost in concordanta cu
gradul de activitate hepatica, fiind cu atit mai intensd cu cit HAI a fost mai mare (fig.3a).
Intensitatea de expresie in diferitele zone ale acinului hepatic la bolnavii CH incompleta a fost
variabild si heterogena. La majoritatea cazurilor, reactia pentru vimentind a fost intens pozitiva
datorita extensiei mari a leziunilor de fibroza (fig.3b): nodulii de ciroza au fost inconjurati de
benzi groase de fibroza, de obicei cu infiltrat inflamator redus; spatiile porte au fost
dezorganizate de proliferarea vasculard, a ductelor biliare si benzile groase de fibroblaste intens
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pozitive pentru vimentind. Am observat concentrare masiva de celule vimentin pozitive in
special perivascular si peribiliar, iar Tn unele cazuri - grupe mici de hepatocite sechestrate prin
benzi de grosime variabild, cu celule fusiforme intens pozitive pentru vimentina.
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Fig.3. Imunoreactia pozitiva pentru vimentind: a) sunt pozi e, celulele
mezenchimale, rare macrofage s§i nu se coloreaza hepatocitele;, b)acumulare masiva de celule
vimentin pozitive in remanenta spatiului port deformat §i in extensiile periportale (a, x100).

Rezultatele obtinute de noi semnaleazd cd desi debutul procesului de fibroza are loc la nivel
perisinusoidal, un rol deosebit de important il au componentele portale, fenomenul de fibrozare fiind
precedat intotdeauna de prezenta unui infiltrat inflamator masiv in care predomina limfocitele. Se pare, de
asemenea , cd existd corelatii stranse Intre prezenta dominantd a plasmocitelor in bioptate si cresterea
markerilor imunoserologici, a IgG si CIC prezenti in 51 cazuri analizate. Am remarcat cd la majoritatea
acestor bolnavi proba terapeuticd cu prednizolon a fost pozitivd aceasta relatind despre prezenta
componentului autoimun. Overlap sindromul cu predominarea autoimuna a fost documentat pe criterii
clinice (preponderenta sexului femenin, lipsa de raspuns favorabil la terapia intensivd, eficacitatea
corticoterapiei), biologice (mdrirea aminotransferazelor, valoareca gamoglobulinelor peste 2,5g/dl,
prezenta markerilor autoimuni - anticorpilor antinucleari si antimuschi neted), imunologice (marirea IgG,
CIC) si histopatologice (prezenta dominanta a infiltratiei limfoplasmocitare, a necrozelor porto-portale si
porto-centrale) la 34 pacienti.

Urmarind expresia actinei de tip muschi neted la 20 cazuri cu ciroza hepatici completad am
constatat n primul rind modificari dramatice ale arhitecturii parenchimului hepatic. Spatiile porte au fost
desfiintate de procesul inflamator extins asociat cu benzi masive de fibroza, care in majoritatea cazurilor
au fost intens pozitive pentru actina (fig.4).

Fig.4. Ciroza hepatica. Imunoreactie pentru actina, x400. Numeroase miofibroblaste intre
cordoanele de hepatocite (a). Hepatocite sechestrate intr-o retea de celule actin pozitive (b).

Aceste benzi au fost intotdeauna de tip punte intre spatiile porte invecinate conectate cu venulele
terminale hepatice. Aceste benzi actin pozitive formate predominant din miofibroblaste si fibre de
colagen au fost intens ramificate §i constant au format prelungiri neregulate care invadeaza spatiul dintre
cordoanele de hepatocite. Aceste structuri au fost insotite de retea foarte bine dezvoltatd de vase sanguine.
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Micronodulii cirogeni au fost complet inconjurati de fascicule intens actin pozitive. progresiva. Acestea
aspecte concordd cu datele din literaturd care indicd cd procesele necrotico- inflamatorii ale
parenchimului hepatic cirotic realizeaza sinteza colagenului care se produce atit pe seama cresterii
sintezei fibroblastului cat si cresterii numarului celulelor care produc colagen (celulele Ito). Presiunea
crescutd in sistemul port aduce elementul hemodinamic specific cu rasunet circulator portofug sau
hepatopet care este insotit de complicatiile redutabile generate evolutiv. Pe baza rezultatelor obtinute,
consideram ca efectuarea imunoreactiei pentru vimentind si actina de tip muschi neted trebuie sa faca
parte integranta din protocolul de studiu al cirozei hepatice, deoarece aduce informatii utile si reprezinta
solutia pentru o stadializare cit mai exactd a modificarilor structurale portale si periportale , majoritatea
aspectelor descrise nefiind evidente cu alte metode de coloratie.

Concluzii

1. Examenul histopatologic a precizat substratul lezional al leziunilor cronice hepatice in
cazuruile studiate de noi, orientand instituirea unei terapii corecte postoperator.

2. Studiul imunohistochimic al bioptatelor hepatice permite evaluarea gradului activitatii
necroinflamatorii si al fibrozei hepatice si diferentierea componentului autoimun care are
incidentd crescutd la pacientii cirotici cu hipersplenism portal sever analizati si pare
important ca factor de risc, marker de boald si consecinta a acesteia.

3. Datele preliminarii obtinute indicd existenta unei corelatii semnificative statistic intre
parametrii imunobiologici si extensia fibrozei hepatice care aduc informatii importante
fiziopatologice si prognostice.
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