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TÉCNICAS HISTOPATOLÓGICAS SEMI-
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DE PACIENTES PORTADORES DE HEPATITE
CRÔNICA PELOS VÍRUS B E C

RESumO

 As hepatites crônicas por vírus são 
as mais frequentes, destacando-se os vírus 
das hepatites B (VHB) e C (VHC). Carac-
teristicamente, constituem síndromes de 
infecção hepatotrópica viral associadas 
com	inflamação	crônica,	 injúria	hepatoci-
tária	e	fibrose	progressiva.	O	estudo	anato-
mopatológico da biópsia hepática é muito 
importante na avaliação dos pacientes por-
tadores de hepatites crônicas virais. A de-
terminação	do	estágio	da	fibrose	através	da	
biópsia hepática não é apenas a motivação 
final	para	o	desenvolvimento	de	tratamen-
tos	 antifibróticos,	 mas	 também	 é	 a	 base	
para a validação de marcadores séricos de 
fibrose	hepática	e	outras	técnicas	não	inva-
sivas. Na avaliação histopatológica atual, 
em adição aos relatos subjetivos das alte-
rações histológicas, escores semiquantita-
tivos que correlacionam achados morfo-
lógicos com graus numéricos são usados. 
Entretanto, em todos estes sistemas, há 
a desvantagem da subjetividade do exa-
minador e da incorporação de alterações 
categóricas, sem referências às mudanças 
quantitativas do colágeno hepático. Técni-

cas de análise de imagens digitais (AID) que 
fornecem	quantificação	objetiva	dos	graus	de	
fibrose	em	amostras	histológicas	têm	sido	de-
senvolvidas. Neste artigo, os autores descre-
vem parte da evolução histórica dos escores 
semiquantitativos e de técnicas de AID.

PALAVRAS-CHAVE: Hepatite Crônica; He-
patite C; Hepatite B; Fibrose hepática; Cirro-
se hepática; Rotulagem histológica; Micros-
copia; Conhecimentos computacionais.

INTRODuçãO

 Considera-se hepatite crônica a in-
flamação	 hepática	 não	 resolvida	 no	 prazo	
de seis meses. Compreende um conjunto de 
manifestações clínicas, bioquímicas, soroló-
gicas e anatomopatológicas1.
 As hepatites crônicas por vírus são 
as mais frequentes em todo o mundo, des-
tacando-se aquelas causadas pelos vírus da 
hepatite B (VHB) e C (VHC) (World Health 
Organization, 2002. World Health Organiza-
tion, 2003). Caracteristicamente, constituem 
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síndromes de infecção hepatotrópica viral 
associadas	com	inflamação	crônica,	injúria	
hepatocitária	e	fibrose	progressiva2.
 Um dos parâmetros fundamentais, 
tido como “padrão ouro” na avaliação das 
hepatites crônicas virais é o estudo ana-
tomopatológico da biópsia hepática2. Ele 
é considerado muito importante para a 
avaliação prognóstica e indicação do tra-
tamento, fornecendo valiosas informações 
como	a	confirmação	do	diagnóstico	clíni-
co, avaliação da gravidade do processo ne-
croinflamatório	e	do	grau	de	fibrose,	ava-
liação de possíveis processos patológicos 
concomitantes e da intervenção terapêuti-
ca2.
 No Brasil, o Ministério da Saúde 
determina como uma das condições para 
receber acesso ao tratamento gratuito an-
tiviral nos casos de hepatite C crônica que 
o paciente tenha realizado biópsia hepática 
com	evidências	de	atividade	necroinflama-
tória	moderada	a	intensa	e/ou	fibrose	mo-
derada a intensa3.

AVALIAçãO hISTOPATOLÓGICA TRADICIO-
NAL E ESCORES SEmIquANTITATIVOS

 Os achados histopatológicos ca-
racterísticos das hepatites crônicas virais 
constituem	uma	combinação	de	infiltração	
por	células	 inflamatórias,	morte	hepatoci-
tária,	atrofia,	regeneração	e	fibrose2.
	 Na	 classificação	 histopatológica	
desenvolvida inicialmente, duas subcate-
gorias foram descritas, baseadas, sobretu-
do,	 nas	 alterações	 inflamatórias	 peripor-
tais. Nas hepatites crônicas persistentes, 
não eram observadas lesões de hepató-
citos	 periportais,	 definindo	 presumivel-
mente uma história natural autolimitada, 
sem evolução para cirrose. Nas hepatites 
crônicas ativas, graus variáveis de lesão a 
hepatócitos periportais teriam relação com 
alterações estruturais e possível evolução 

para cirrose4.
 A necessidade de fornecer relatos 
anatomopatológicos com uma termino-
logia sistematizada, visando substituir ou 
complementar os relatos subjetivos e for-
necer dados numericamente representá-
veis, levou um grupo de patologistas hepá-
ticos liderados por Knodell, a elaborar um 
Índice de Atividade Histológica (IAH)5.
 O IAH relaciona alterações mor-
fológicas	baseadas	no	estudo	do	infiltrado	
inflamatório,	no	grau	de	lesão	hepatocitá-
ria	e	de	fibrose	hepática,	a	valores	numé-
ricos5. Neste sistema, quatro alterações 
histopatológicas (necrose periportal/em 
ponte, degeneração intralobular/necrose 
focal	 hepatocitária,	 inflamação	 portal	 e	
fibrose)	 são	acessadas	separadamente,	 re-
cebendo valores numéricos individuais. O 
IAH	é	representado	pela	soma	final	destes	
valores numéricos. Este foi o primeiro sis-
tema semiquantitativo a ser desenvolvido 
para o estudo de biópsias hepáticas de pa-
cientes portadores de hepatite crônica vi-
ral.
 Com o aumento do conhecimen-
to	 dos	 mecanismos	 fisiopatológicos	 en-
volvidos nas hepatites crônicas virais, os 
conceitos de graduação e estadiamento, 
até então aplicados ao diagnóstico anato-
mopatológico das neoplasias, passaram a 
ser utilizados. Tradicionalmente, gradua-
ção se relaciona ao grau de diferenciação 
de uma neoplasia, enquanto estadiamento 
denota a extensão do comprometimento 
de órgãos ou tecidos por ela. Na avaliação 
de biópsias hepáticas em hepatites crôni-
cas, “graduação” descreve a intensidade da 
atividade	necroinflamatória,	enquanto	“es-
tadiamento” denota a medida do grau de 
fibrose	e	alterações	arquiteturais	da	amos-
tra6.
 Incorporando novos conceitos, em 
1995	Ishak	e	cols.	modificaram	o	“Índice	
de Atividade Histológica (IAH)” propos-
to inicialmente, estabelecendo o “escore 
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modificado	 de	 Knodell”,	 que	 mais	 tarde	
passou a ser conhecido como “escore de 
Ishak”7,8, protocolo de estudo semiquanti-
tativo tem sido amplamente usado em todo 
o mundo, tanto em pesquisas, quanto na 
prática diagnóstica diária de patologistas e 
hepatologistas (Tab.1).

Posteriormente,	 novas	 classificações	 e	
escores foram elaborados2. Dentre estes, 
destacam-se o escore de Scheuer e a Clas-
sificação	METAVIR9.
	 A	 Classificação	METAVIR	 é	 ad-
mirada pela sua reprodutibilidade inter 
e intraobservador11. Em um estudo en-

Técnicas Histopatológicas Semiquantitativas e de Análise de Imagens Digitais

       IAH Modificado graduação:          Estadimento modificado: Alterações escores
               Necroinflamatórios                            arquiteturais, fibrose e cirrose
 
              Alteração e escore              Alteração e escore

A - Hepatite de interface periportal ou peris-	 										Ausência	de	fibrose	=	0
      septal (necrose em saca-bocados)	 	 										Expansão	fibrosa	de	algumas	áreas
	 	 	 	 										 										portais,	com	ou	sem	septos	fibrosos
   Ausente = 0              curtos = 1
			Leve	(focal,	poucos	espaços-porta)	=	1											 										Expansão	fibrosa	da	maioria	das	á-
			Leve/Moderada	(focal,	maioria	dos	 									 										reas	portais,	com	ou	sem	septos	fi-
   espaços-porta) = 2                        brosos curtos = 2
			Moderada	(contínua	ao	redor	de	<50%	 											 										Expansão	fibrosa	de	algumas	áreas	
   dos tratos ou septos) = 3             portais, com septos porta-porta (P-P)
   Severa (contínua ao redor de >50%            ocasionais = 3
			dos	tratos	ou	septos)	=	4	 	 	 										Expansão	fibrosa	das	áreas	portais		
               com formação acentuada de pontes
                         (porta-porta (P-P) e também porta-
B - Necrose confluente                              centro (P-C)) = 4
                        Formação acentuada de pontes P-P
   Ausente = 0                        e/ou P-C), com nódulos ocasionais
			Necrose	confluente	focal	=	1	 	 	 										(cirrose	incompleta)=5
			Necrose	em	zona	3	em	algumas	áreas	=	2	 											 												Cirrose,	provável	ou	indefinida	=	6			
   Necrose em zona 3 na maioria das áreas = 3
   Necrose em zona 3 + necrose em ponte por-
   ta-centro (P-C) ocasional = 4
   Necrose em zona 3 + múltiplas necroses em
   ponte P-C = 5
   Necrose paracinar ou multiacinar = 6

C - Necrose lítica focal, apoptose e infla-
      mação focal

   Ausente = 0
   Um foco ou menos por objetiva 10X=1
   2 a 4 focos por objetiva 10X = 2
   5 a 10 focos por objetiva 10X = 3
   Mais de 10 focos por objetiva 10X = 4

D - Inflamação portal

   Ausente = 0
   Leve, algumas ou todas as áreas portais = 1
   Moderada, algumas ou todas as áreas por-
   tais = 2
   Moderada/acentuada, algumas ou todas as á-
   reas portais = 3
   Acentuada, todas as áreas portais = 4    

Tabela 1. O escore semiquantitativo de Ishak (IAH modificado).

FONTE: Histological grading and staging of chronic hepatitis. Ishak, K. et al, Journal of Hepatolo-
gy 1995; 22: 699.
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volvendo 363 biópsias de pacientes com 
VHC, os índices de concordância foram 
considerados excelentes10.
 Todos os sistemas semiquantita-
tivos têm falhas inerentes, especialmente 
em relação à imprecisão na avaliação do 
grau	de	fibrose	e	na	dependência	subjetiva	
da interpretação visual do observador, que 
deve ser um patologista experiente2.
            Estes sistemas proveem avaliação 
da	fibrose	em	termos	de	alterações	arqui-
teturais e, embora graus numéricos sejam 
utilizados, os diferentes graus observados 
têm	significado	ordinal,	não	representando	
uma escala contínua12. 
 Estudos para validar os sistemas 
mais amplamente utilizados mostraram 
graus variáveis de reprodutibilidade intra 
e interobservador11,13. Westin e cols., que 
avaliaram a variação interobservador utili-

zando o escore de Ishak entre patologistas 
experientes em Hepatologia, encontraram 
índices de discordância no estadiamento 
fibrótico	de	até	16%13.
 O grupo francês responsável pela 
criação	 da	 Classificação	 METAVIR	 en-
controu melhores índices de concordância 
na	aplicação	de	sua	classificação11. Entre-
tanto, propõe um sistema de graduação da 
fibrose	simplificado,	com	apenas	cinco	ca-
tegorias, que teria uma menor acurácia na 
avaliação de pequenas alterações do está-
gio	fibrótico,	em	protocolos	experimentais	
de tratamento14 (Tab.2).

TéCNICAS mORfOméTRICAS E DE ANáLISE 
DE ImAGENS DIGITAIS

	 Técnicas	de	quantificação	de	teci-
do	fibroso	por	análise	de	imagens	digitais	
(AID) têm sido descritas na avaliação de 
pacientes portadores de hepatites crônicas 
virais15. Após a digitalização de imagens 
microscópicas em amostras coradas sele-
tivamente para evidenciar o tecido conec-
tivo,	processa-se	a	quantificação	analítica	
em	pixels	das	áreas	de	fibrose,	pelo	uso	de	
softwares e técnicas diversos (Fig.1 e 2). 
 Manabe e cols. foram os primei-
ros	a	aplicar	uma	técnica	de	quantificação	
do colágeno, em 1993, avaliando a pro-
gressão	 da	 fibrose	 em	 pacientes	 portado-
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Figura 1. Um dos primeiros sistemas de captura e análise de imagens digitais.
FONTE:	Computer	morphometry	for	quantitative	measurement	of	liver	fibrosis:	comparison	
with Knodell’s score, colorimetry and conventional description reports. Lin X. et al., 1998.

Classificação METAVIR: estadiamento
 
Alteração histológica          Escore

Ausência	de	fibrose	 	 	 										F0
Expansão	fibrosa	portal	sem	septos	 										F1
Expansão	fibrosa	com	raros	septos		 										F2
Expansão	fibrosa	com	numerosos	septos,
sem cirrose                                               F3
Cirrose                                                                      F4

Tabela 2. Critérios morfológicos para o estadia-
mento da fibrose na Classificação METAVIR.

FONTE: An algorithm for the grading of activity in chronic 
hepatitis C. The METAVIR Cooperative study Group. Hepa- 
tology, 1996; 24: 289-293.
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res de hepatite C que estavam utilizando 
o	 Interferon-α.	 Utilizaram	 o	 escore	 de	
Knodell	 e	 um	 sistema	 de	 quantificação	
colorimétrica, por análise morfométrica 
de amostras coradas histoquimicamente 
para evidenciar o colágeno15. Demonstra-
ram que as variações do colágeno total nos 
pacientes	em	uso	do	Interferon-α,	medido	
pelo	 método	 morfométrico,	 eram	 signifi-
cativamente menores do que nos pacientes 
em uso de placebo (p<0,05). Em contra-
partida, não conseguiram demonstrar os 
mesmos achados em relação aos índices do 
escore de Knodell. Sugeriram que o mé-
todo morfométrico era mais sensível para 
detectar	pequenas	variações	do	grau	de	fi-
brose15. 
 Chevalier e cols. utilizaram mé-
todo semelhante na validação de um novo 
sistema semiquantitativo de estadiamento 
de	 fibrose	 em	 biópsias	 hepáticas16. Apli-
cando a técnica de coloração com Picros-
sirius red,	 quantificaram	 morfometrica-
mente a superfície de colágeno expressada 
histoquimicamente na amostra, validando 
parâmetros semiquantitativos e testando 
sua reprodutibilidade entre três observa-
dores distintos. Observaram que cada alte-

ração arquitetural descrita no novo escore 
proposto	 tinha	 relação	 linear	 significativa	
(análise polinomial one-way, p<0,0001), 
com correlação de 0,73 (p<0,0001) entre 
o novo sistema semiquantitativo proposto 
e o método morfométrico16.
 Em 1997, Kage e cols. observaram 
a	evolução	da	fibrose	em	biópsias	seriadas	
de pacientes com hepatite C, comparando-
a a um grupo controle de pacientes com 
hepatite B15. Aplicaram a análise computa-
dorizada de imagens digitais, relacionando 
a	 área	 total	 de	 fibrose	 quantificada	 (AF)	
com o sistema semiquantitativo desenvol-
vido por Scheuer9. Concluíram que havia 
uma boa correlação entre índices elevados 
iniciais de AF com um pior prognóstico da 
doença17.
 Lin e cols. correlacionaram o mé-
todo descritivo convencional, semiquan-
titativo de Knodell, colorimétrico, e de 
AID18. Utilizaram o método Tricrômico 
de Masson como coloração histológica. 
Os resultados obtidos pela AID tiveram 
excelente correlação tanto com o método 
descritivo convencional (gamma=0,46; 
p<0,01), quanto com os resultados do es-
core de Knodell (gamma=0,69; p<0,001). 

Técnicas Histopatológicas Semiquantitativas e de Análise de Imagens Digitais

Figura 2. Interface de técnica de Análise de Imagens Digitais desenvolvida no programa 
Adobe® Photoshop®, exibindo área de fibrose da amostra selecionada, com a contagem 
automática dos pixels correspondentes destacada.



Ano 11, Janeiro a Março de 2012      53

Concluíram que seu método de AID era 
uma	ferramenta	confiável	para	a	avaliação	
da	gravidade	da	fibrose	hepática,	podendo	
ser usado como uma ferramenta para sua 
quantificação	objetiva18. 
 Ainda em 1998, Pilette e cols. 
também observaram boa correlação entre 
o	escore	semiquantitativo	da	Classificação	
METAVIR	e	a	área	de	fibrose,	determina-
da pela análise de imagens digitais, com-
parando-os com marcadores sanguíneos de 
fibrose	hepática	(r=0,84;	p<0,0001)19. 
 Masseroli e cols. validaram uma 
nova ferramenta digital batizada como 
FibroQuant utilizando a técnica histoquí-
mica do Picrossirius red. Após digitaliza-
ção	e	correção	da	 imagem,	quantificaram	
as	 áreas	 de	 fibrose	 portal-periportal,	 sep-
tal, perissinusoidal e perivenular, compa-
rando-as com a avaliação histopatológica 
tradicional20. Encontraram correlação sig-
nificativa,	levando	em	consideração	que	a	
avaliação histológica semiquantitativa era 
mais baseada nos padrões de distribuição 
da	 fibrose	 que	 na	 quantidade	 de	 fibrose	
da amostra (índice de correlação de Spe-
arman, 0,72<r<0,83; p<0,0001). Concluí-
ram que o método poderia complementar a 
avaliação histopatológica semiquantitativa 
no	estadiamento	da	fibrose	hepática20.
 Dahab e cols. descreveram uma 
nova	 técnica	 de	 quantificação	 de	 fibro-
se utilizando os princípios de análise de 
imagens digitais do software Adobe® 
Photoshop® (versão 5.0, Adobe Systems 
Corporation, San Jose,CA)21. Em um mo-
delo	 experimental	de	fibrose	hepática	 em	
camundongos, a técnica demonstrou gran-
de	 eficácia	 em	 determinar	 objetivamente	
os	diversos	padrões	de	fibrose	nos	 cortes	
de fígado corados pelo Tricrômico de Mas-
son. Concluíram que o método era preciso 
na	detecção	de	qualquer	estágio	fibrótico,	
podendo ser aplicável no estadiamento pa-
tológico rotineiro das biópsias e no acesso 
preciso	do	grau	de	fibrose	no	estudo	de	no-

vas terapias21.
 Arima e cols., também utilizando 
o software Adobe® Photoshop® (versão 
5.02), porém com uma abordagem meto-
dológica diferente, demonstraram que o 
método de AID foi superior para detectar 
variações	 na	 fibrose	 hepática	 em	 relação	
ao	sistema	clássico	de	estadiamento	da	fi-
brose22. Os autores compararam a resposta 
terapêutica em biópsias seriadas de pacien-
tes VHC em uso de Interferon22.
 Lazzarini e cols. demonstraram 
estreita correlação entre a técnica de quan-
tificação	 digital	 de	 fibrose	 hepática	 e	 as	
sete	 graduações	 de	 fibrose	 do	 escore	 de	
Ishak, em pacientes VHC (Kendall’s tau-
beta=0,86; p<0.001)23. Comprovaram que 
as novas tecnologias de digitalização de 
imagem disponíveis são reprodutíveis e 
conseguem detectar com precisão os graus 
iniciais	de	fibrose,	os	estados	 intermediá-
rios e os avançados, sugerindo que o mé-
todo	é	mais	fidedigno	que	a	análise	semi-
quantitativa em sua execução, por eliminar 
o fator subjetivo desta última técnica23.
 O desenvolvimento de tecnologias 
de digitalização de imagens permitiu, na 
última década, a criação de novos apare-
lhos de escaneamento de lâminas histoló-
gicas, com a incorporação dos conceitos 
de lâminas virtuais e microscópios digi-
tais. Estas novas tecnologias ampliam as 
fronteiras da Anatomia Patológica, possi-
bilitando a incorporação de ferramentas de 
telepatologia e AID no ensino, produção 
científica	e	na	rotina	diagnóstica	do	médi-
co patologista24,25. 
 Entretanto, o custo destes novos 
aparelhos, que em geral está na faixa de 
mais de R$250.000,00, continua a ser um 
empecilho para sua utilização em larga es-
cala mundial24.
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CONCLuSõES

 Técnicas de análise de imagens 
digitais vêm sendo desenvolvidas desde a 
década de 90 do século passado, visando 
aprimorar	 a	 avaliação	da	fibrose	hepática	
em hepatopatias crônicas.
 Alguns estudos já demonstraram 
que estas técnicas podem fornecer infor-
mações de forma objetiva, fornecendo da-
dos quantitativos que podem complemen-
tar a avaliação histopatológica tradicional, 
que ainda é baseada em relatos subjetivos 
e informações semiquantitativas categóri-
cas.
 Com a diminuição dos custos e a 
popularização de aparelhos de escanea-
mento de lâminas histológicas, estas técni-
cas deverão ser incorporadas dia após dia 
na rotina dos médicos patologistas. 
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ABSTRACT

Chronic viral hepatitis are the most fre-
quent, especially hepatitis B (HBV) and C 
(HCV). Characteristically, they are hepato
tropic viral infection syndromes associated 
with	chronic	inflammation,	hepatocyte	in-
jury	and	progressive	fibrosis.	Pathological
examination of liver biopsy is very impor-
tant in the evaluation of patients with chro-
nic viral hepatitis. Determining the stage 
of	fibrosis	by	 liver	biopsy	 is	not	only	 the	
ultimate	 goal	 for	 developing	 anti-fibrotic	
treatments, but is also the basis for the 
validation	 of	 serum	 markers	 of	 liver	 fi-
brosis and other noninvasive techniques. 
In the actual histopathological evaluation, 
in addition to subjective reports of histo-
logical changes, semi-quantitative scores 
that	correlate	morphological	findings	with	
numerical grades are used. However, in 
all these systems there is the disadvan-
tage of subjectivity of the examiner and 
the incorporation of categorical changes, 
without reference to quantitative changes 
in hepatic collagen. Techniques of digital 
image analysis (DIA) that provide objec-
tive	quantification	of	the	degree	of	fibrosis	
in histological samples have been develo-
ped. In this article, the authors describe the 
historical evolution of the semiquantitative 
scores and DIA techniques.

KEYWORDS: Chronic hepatitis; Hepa-
titis C; Hepatitis B; Liver Fibrosis; Cir-
rhosis; Labelling Histology; Microscopy; 
Computer Knowledge.
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