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RESUMO




O objetivo deste trabalho foi avaliar o progndstico € o valor diagnostico dos
pardametros AgNOR e do PCNA em biopsias hepaticas de 34 casos de pacientes portadores
de carcinoma hepatocelular, através da analise de imagem assistida por computador.

O numero de AgNOR por nucleo e a percentagem da area AgNOR por area
nuclear, mas ndo o indice PCNA (PCNA-i), mostram correlagdo significativa com a
graduacdo histoldgica de Edmondson-Steiner (1954) e com a modificada por Nzeako et al.
(1995).

A graduagdo de Edmondson-Steiner classica (1954) foi o unico fator com valor
progndstico em andlise multivariada. Os pardmetros sexo, idade, didmetro tumoral maximo,
média de AgNORs, drea AgNOR total e sua relagdo com a drea nuclear, area nuclear,
PCNA-i e a graduagdo histologica modificada de Edmondson-Steiner nioapresentaram

importancia progndstica na sobrevida dos pacientes.

Através da analise fatorial, dois fatores puderam ser criados, podendo explicar,

juntos, 72% da variancia de todos os nove parametros incluidos neste estudo.

Na analise discriminante linear, os parametros AgNOR puderam separar células
hepaticas normais e células de tumores de baixo e alto graus em 83,7% dos casos. Portanto,
a técnica de coloragdo para as NORs pode ser aplicada em bidpsias hepaticas para o
diagnostico diferencial e a graduacdo histolégica do CHC.
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xxxiii



1. INTRODUCAO

35



1.1. CARCINOMA HEPATOCELULAR: IMPORTANCIA EPIDEMIOLOGICA

O carcinoma hepatocelular (CHC) € o tumor hepatico mais comum em todo o
mundo (OKUDA et al.,1985; OKUDA, 1986; CALVET et al,1990; KASHALA
et al.,1990), e ¢ considerado problema social em muitos paises (OKUDA et al., 1985;
KASHALA et al.,1990).

O CHC ¢é mais freqiiente no sexo masculino que no feminino, numa proporg¢ao
aproximada de 4:1 (DI BISCEGLIE et al.,1988; CROCE, et al., 1993), observada também
no Brasil (GUEDES E SILVA et al.,1984; GONCALVES et al., 1986).

Ocorre mais comumente em individuos de maior idade, em média entre 50 e 60
anos (GONCALVES et al., 1986; CALVET et al., 1990; CARRILHO, 1993; FORUM,
1995). Em regi6es de alta prevaléncia, a idade média de apari¢do do CHC encontra-se entre
os 30 e 40 anos (OKUDA, 1986), enquanto que, em dreas de média e baixa prevaléncia, a
idade média é de 50 a 60 anos (CALVET et al., 1990).

No Brasil a prevaléncia € considerada baixa, variando entre regides (GUEDES
E SILVA er al.,1984). Esta disparidade de dados pode ser justificada pela presenga de
diferentes agentes carcinogénicos em cada regido, pela deficiéncia na notificacdo, pela falta

de diagnéstico ou pelo mau preenchimento dos atestados de 6bito.

1.2. FATORES ETIOPATOGENICOS
1.2.1. Cirrose hepatica (CH)

Entre 60 a 95% dos casos de CHC existe a associagdo com doenga hepatica,
freqiientemente a CH (OKUDA et al., 1985; JONHSON & WILLIAMS, 1987), variando
de acordo com as diferentes areas geogrdficas, sendo incomum a apari¢do de CHC em
figado normal (CALVET et al., 1990; YUKI et al., 1990; FORUM, 1995). Na presenga
deste, a variante fibrolamelar do CHC ¢ mais freqiientemente observada, principalmente em
jovens (SCHWARTZ, 1994).

introducdo
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Além disso, dados revelam que os pacientes portadores de CH sdo grupo de
risco para o desenvolvimento de CHC (OKUDA, 1992). A freqiiéncia de desenvolvimento
de CHC em pacientes portadores de CH é de aproximadamente 3 a 6% no primeiro ano do
diagnéstico, 10% aos dois anos, 15% aos trés anos e 24% aos quatro anos (OKUDA, 1992;
ZOLI et al., 1996). O tempo de evolugdo da CH parece ser um fator determinante no
desenvolvimento tumoral (FATTOVICH et al., 1995).

Outro fato importante ¢ que a recorréncia tumoral em figados com cirrose é

freqiiente apds a excisdo cirurgica (BELGHITI, 1990).

Dentre as etiologias mais comuns de CH encontram-se a viral (pés-hepatite),
alcoolismo, cirrose biliar primaria, deficiéncia de alfa-1 anti-tripsina, doenga de Wilson,
hemocromatose, porfiria cutinea tarda e auto-imune. A cirrose de etiologia auto-imune
raramente evolui para o CHC, provavelmente em razio do 6bito ocorrer precocemente na
evolugdo da doenga (CANCADO, 1995).

1.2.2. Virus da hepatite B (VHB)

O VHB parece atuar direta e indiretamente na carcinogénese. A existéncia de
CHC em figado ndo cirrético em portadores do VHB e a capacidade deste de integrar-se ao
DNA do hepatécito do hospedeiro, em fases precoces do desenvolvimento da doenca
hepética, levam a crer que haja uma agdo direta do virus na carcinogénese do CHC
(BRECHOT et al., 1980; OKUDA, 1992; SHIRATORI et al., 1995).

No entanto, ainda é mais freqiiente a presencga da doenca hepatica avangada no
momento do diagnéstico do CHC, sugerindo a importancia da cirrose hepatica na sua
génese, tendo o virus um papel coadjuvante (KEW, 1995). No Brasil, o antigeno Australia
(AgHBs) do VHB esta presente em cerca de 39% (FORUM, 1995) a 42,5% (COTRIM
et al., 1992) dos casos de CHC. Em S&o Paulo, sua freqiiencia € de 34,1% nos portadores
de CHC (CARRILHO, 1993).
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1.2.3. Virus da hepatite C (VHC)

O VHC, identificado em 1989, é responsavel pela maioria das hepatites Nao-A
N#o-B pos-transfusionais, anteriormente diagnosticadas como criptogenéticas. E
considerado uma das causas de CHC, cujo mecanismo patogenético ainda permanece ndo
estabelecido (KEW, 1995) e, quando associado a intensa atividade proliferativa, ¢ um fator
de grande risco para o desenvolvimento do CHC (FARINATI et al., 1996a). Em paises
como o Japdo, o VHC ¢é encontrado em cerca de 80% dos casos de CHC (SHIRATORI ez
al., 1995); no Brasil, estima-se que possa ser encontrado em cerca de 27% (FORUM, 1995)
e em Sao Paulo, em 34,1% (CARRILHO, 1993).

Sendo o VHC um virus RNA, o mecanismo carcinogénico difere de outros
fatores oncogénicos, como o VHB, pois nfo é capaz de integrar-se a0 DNA do hepatdcito
(SHIRATORI et al., 1995). Um mecanismo possivel seria a intensa atividade regenerativa
secundaria 4 doenca necro-inflamatéria hepética, ocorrendo a liberagdo de radicais livres
que sdo mutagénicos (KEW, 1995).

No Brasil, 4% dos pacientes portadores de CHC apresentam a coexisténcia
entre 0 VHB e 0 VHC (FORUM, 1995).

1.2.4. Alcoolismo

O processo patogénico através do qual o dlcool leva a formagdo do CHC ainda
nio estd estabelecido. A CH pode representar, talvez, o fator primordial para o seu
desenvolvimento, como também a agdo de outros agentes carcinogénicos. A atividade
enzimatica do hepatdcito, o metabolismo do DNA, a resposta imune e a nutricdo podem ser
afetados pelo alcool, o que poderia estar relacionado ao surgimento do CHC (LIEBER et
al., 1986).

O alcoolismo estd presente em cerca de 37% dos casos de CHC no Brasil
(FORUM, 1995) e em 31,7% em S&o Paulo (CARRILHO, 1993).

Introducdo
39



1.2.5. Muta¢do do gene supressor tumoral p53

O gene p53 codifica uma fosfoproteina nuclear de S3KD, com seqiiéncia
especifica de DNA, que age regulando a transcrigdo, ativando genes supressores do
crescimento e suprimindo genes promotores do crescimento, além da inibir a replicagdo do
DNA e apoptose (BORRESEN er al., 1995; HAFFNER & OREN, 1995; SOONG et al.,
1996; FRESNO et al., 1997). A inativagdo dessa fosfoproteina representa relevante evento
na carcinogénese e pode ser o resultado da mutagéo, delegio ou interagdo do gene p53 com
proteinas virais e/ou oncogenes (BORRENSEN et al, 1995; SOONG et al., 1996;
FRESNO et al., 1997; KRAGGERUD et al., 1997). Sua mutagdo, nos cédons 249 e 250, é
observada em pacientes portadores de CHC, porém se discute se o fendmeno é precoce ou
tardio na evolugdo deste tipo de tumor (BAKER et al., 1990; SCORSONE et al., 1992;
KEW, 1995). A auséncia de expressdo do p53 no figado nfio neoplasico sugere a ocorréncia
tardia desta mutagio no processo da carcinogénese (ALVES er al., 1994). A mutagdo do
p53 se relaciona também ao mecanismo de agdo da aflatoxina B1, na génese do CHC
(OZTURK et al., 1991). Em relagdo a sua importincia em pacientes com hepatites virais,
alguns trabalhos sugerem que a perda e/ou mutagdes do gene pS3 ndo desempenham algum
papel na hepatocarcinogénese (HOSONO e al., 1991, SHIEH ef al., 1993), o que é negado
por outros autores (TERAMOTO et al., 1994; HONDA et al., 1998).

1.2.6. Aflatoxina

A aflatoxina Bl, produzida pelos fungos Aspergillus flavus e Aspergillus
parasiticus, representa um discutivel hepatocarcindgeno. Foi observada uma correlagio
entre a ingestdo de alimentos contaminados com aflatoxina e o desenvolvimento de CHC.
Porém as areas de maior contaminagdo alimentar com a aflatoxina sio também 4areas
geograficas de alta prevaléncia de VHB. A aflatoxina poderia agir diretamente no processo
hepatocarcinogénico, mas também poderia ter um papel coadjuvante ao do VHB ou ao do
alcoolismo (VAN RENSBURG er al, 1985; SELL et al, 1991; COLOMBO &
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SANGIOVANNI, 1997). Foi ainda observada a presen¢a de mutago do gene supressor
tumoral p53 em CHC de pacientes de risco para o consumo de aflatoxina (OZTURK ef al.,
1991).

1.2.7. Outros fatores

Dietas vegetarianas, esterdides anabolisantes, androgenos, tabaco, solucdo
coloidal de diéxido de tério (utilizado como contraste em radiologia), exposi¢io ambiental
em industrias de PVC e pesticidas organofosforados podem exercer papel no
desenvolvimento de CHC (COLOMBO & SANGIOVANNIL, 1997). Com relagdo aos
contraceptivos orais, ndo ha evidéncias suficientes de que o CHC possa se originar do

adenoma, tumor mais freqiientemente associado aqueles (OKUDA, 1992).

1.3. FATORES PROGNOSTICOS DO CHC
1.3.1. Histéria natural

A sobrevida média de pacientes que ndo foram submetidos a qualquer tipo de
tratamento foi estudada por diversos autores. OKUDA et al. (1985) referem que a
sobrevida mediana de pacientes em estégio I era de 8,3 meses. Em seus critérios, o estagio I
representa um tumor ocupando menos que 50% da area hepatica, com niveis séricos de
albumina maiores que 30 mg/dl e niveis séricos de bilirrubina menores que 3 mg/dl. Ja
CHLEBOWSKI ef al. (1983) e NAGASUE et al. (1984) demonstraram que a sobrevida
média destes pacientes era de aproximadamente 4 meses.

EBARA et al. (1986) estudaram a histéria natural do CHC de pequeno
tamanho. A sobrevida média de 22 pacientes com CHC menores que 3 cm em maior eixo
foi de 90,7% depois de um ano, 55% apos 2 anos, e 12,8% apds trés anos sem tratamento

especifico.
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1.3.2. Fatores clinicos
1.3.2.1. Estadiamento clinico

O estigio em que se encontra o paciente é um dos mais importantes fatores
prognosticos. OKUDA et al. (1985) desenvolveram um sistema de variaveis clinicas que
definem os estagios clinicos I, II e III de pacientes com CHC (Anexo A). Através desse
sistema foi possivel comparar a sobrevida de 850 pacientes e demonstrar que pacientes em
estagio 1 apresentam melhores perspectivas, tanto na evolugéo natural da doenga, como
também naqueles submetidos a tratamento cirtirgico ou medicamentoso. Esses achados
foram posteriormente confirmados por outros autores (ROSELLINI er al, 1992;
FARINATI et al., 1996b).

1.3.2.2. Sexo

Apesar de alguns estudos demonstrarem que ndo ha diferenca prognéstica em
relagio ao sexo do paciente (THE LIVER CANCER STUDY GROUP OF JAPAN, 1994),
NG et al. (1995¢) sugerem que o sexo feminino apresenta melhor progndstico, quando
comparado ao sexo masculino. Os motivos para essa melhor sobrevida ainda ndo foram
determinados, porém os fatores que parecem estar implicados incluem a ploidia tumoral, a
predominancia de receptores para estrogénicos ou androgénicos e o ritmo de crescimento
tumoral (SHEU er al., 1985; NAGASUE ez al., 1989; NAGASUE et al., 1992). Outra
explicagio seria que pacientes masculinos com figado cirrético apresentam ritmo de sintese
de DNA mais acelerado, provavelmente decorrente da maior quantidade do fator de
crescimento epidérmico (ECF) em homens. Sabe-se que pacientes cirroticos com taxa
aumentada de sintese de DNA apresentam maiores chances de desenvolver CHC, e dois
tercos daqueles pacientes sdo do sexo masculino (TARAO et al., 1989, 1993).
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1.3.2.3. Idade

Uma melhor sobrevida foi observada por TANNAPFEL et al. (1999) em
pacientes com menos de 60 anos. No Japdo, uma anélise de mais de 5800 casos, indica que
um melhor prognéstico € observado em pacientes mais jovens, quando as faixas etdrias sdo
divididas da seguinte maneira: menor que 40 anos, entre 40 e 59 anos e maiores que 60
(THE LIVER CANCER STUDY GROUP OF JAPAN, 1994). Entretanto, a contribui¢do da
idade do paciente com CHC para sua sobrevida € assunto controverso na literatura
(ATTALI et al., 1987; FALKSON et al., 1988; CALVET et al., 1990)

1.3.2.4. Alfafetoproteina

Os niveis séricos de alfafetoproteina (AFP) & apresentagdo clinica sdo
importantes, ndo sé para o diagnostico clinico do CHC (ABELEV, 1968; O'CONOR et al.,
1970), como também correlacionam-se com o pior ou melhor progndstico dos pacientes
(JONHSON & WILLIAMS, 1980; NOMURA, OHNISHI, TANABE, 1989;
YAMASHITA et al., 1991; 1ZUMI et al., 1992; THE LIVER CANCER STUDY GROUP
OF JAPAN, 1994; SHIMADA et al., 1996; AOYAGI et al., 1998).

Algumas moléculas de AFP sofrem acdo da enzima al-6fucosyltransferase na
presenga de GDP-fucose, dando origem a moléculas LCA-reativas (Lens culinaris
agglutinin). Essa enzima encontra-se em diversos Orgdos e apresenta alta atividade em
pacientes com CHC (UOZUMI et al., 1996a, 1996b). Recentemente, YAMASHITA et al.
(1996) relataram uma correlagdo positiva entre a presenga de AFP-L3 (uma molécula de
AFP LCA-reativa) e um pior prognostico para pacientes com CHC em estagio inicial, idéia
essa compartilhada por outros autores (MORIWAKI ez al., 1997; AOYAGI et al., 1998).

1.3.2.5. Tratamento cirirgico e sobrevida

Ha mais de 15 anos, grandes progressos foram realizados no sentido de se
detectar precocemente 0 CHC (OKUDA, 1980; THE LIVER CANCER STUDY GROUP
OF JAPAN, 1987; 1990), como também foram desenvolvidas técnicas cirurgicas
sofisticadas que reduziram a mortalidade peri-operatoria (LIVER CANCER STUDY
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GROUP OF JAPAN, 1989). A maior causa de mortalidade peri-operatdria era decorrente
da faléncia hepética, problema esse resolvido pela precisa avaliagdo da reserva funcional
hepatica pré-operatoria (OZAWA et al., 1983; YAMANAKA et al., 1984). Apesar disso, a
sobrevida média de pacientes submetidos a tratamentos cirirgicos mantém-se insatisfatoria
(THE LIVER CANCER STUDY GROUP OF JAPAN, 1994). Relata-se sobrevida em
cinco anos variando de 25 a 65% entre pacientes que foram submetidos a ressec¢do total
dos tumores (ARII et al., 1992; IKEDA er al., 1993). Isso se deve & recorréncia tumoral
freqiiente pds-ressecgdo (NAGAO er al, 1990), fendmeno este observado mesmo em
pacientes submetidos a transplante. Nestes pacientes, 50 a 70% dos casos apresentam
recorréncia, tanto no figado transplantado, como em sitios distantes (IWATSUKI ez al.,
1985; OLTHOFF et al, 1990; YOKOYAMA et al., 1990). Acredita-se que a rapida
recorréncia se deva a terapia imunossupressora ao qual o paciente transplantado é

submetido (PANIS er al., 1992).

1.3.2.6. Outros fatores clinicos

A presencga do antigeno Australia do virus da hepatite B (AgHBs) e altos niveis
séricos de aminotransferase (ALT) sdo também fatores progndsticos para o CHC (ADACHI
et al., 1996).

Carcinoma hepatocelular que apresenta expressdo do antigeno Le" exibe maior
grau de desdiferencia¢do e de proliferaggo celular, o que se correlaciona indiretamente com
o prognostico (WAKABAYASHI et al., 1995).

A presenca de metastases correlaciona-se com pior prognostico para o paciente
(BARBU et al., 1997).
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1.3.3. Fatores macroscopicos
1.3.3.1. Tamanho tumoral

Pacientes com tumores de pequeno tamanho, geralmente com menos de 5 cm
em maior eixo, apresentariam melhor progndstico (KISHI et al., 1983, ARII et al., 1992,
HARATAKE ef al., 1993). Outros autores subdividiram o tamanho tumoral em quatro
categorias: menores que 2 cm, entre 2,1 e 5 cm, 5,1 e 10 cm e maiores que 10,1 cm. Essa
ordenagdo se correlaciona com a sobrevida global dos pacientes (THE LIVER CANCER
STUDY GROUP OF JAPAN, 1994). Em geral, os menores tumores s3o também os mais
bem diferenciados, o que supde melhor sobrevida destes pacientes (SHIRABE et al., 1995).
Apoiando este raciocinio, SUGIHARA et al. (1992) demonstraram, usando biépsia por
agulha fina guiada por ultrassom, que a desdiferenciagdo do CHC ocorre duranie 0

crescimento tumoral.

Apesar desse conhecimento, mesmo tumores de pequeno tamanho apresentam

uma recorréncia extremamente alta (KITAMOTO et al., 1993).

Contrariamente a este raciocinio, NG et al. (1995a) ndo encontraram diferenga

estatisticamente significativa, em termos de progndstico, em analise multivariada.

1.3.3.2. Niimero de tumores

Pacientes portadores de lesdo solitaria exibem melhor sobrevida que aqueles
com multiplas lesdes (ARII er al.,1992; IKEDA et al., 1993, THE LIVER CANCER
STUDY GROUP OF JAPAN, 1994).

1.3.3.3. Envolvimento da veia porta

Um importante fator progndstico negativo € a observagdo do envolvimento da
veia porta pelo tumor (ARII ez al.,1992; HARATAKE et al., 1993; THE LIVER CANCER
STUDY GROUP OF JAPAN, 1994). A invasio da veia porta ou da supra-hepatica pelo
CHC é comum, devido ao seu estroma ricamente vascularizado (HARATAKE et al., 1993).
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1.3.3.4. Concomitancia de cirrose

Os pacientes com CHC e com cirrose concomitante exibem pior prognostico,
quando comparados aqueles sem cirrose (NAGASUE et al., 1986; OHNISHI et al., 1982:
EBARA er al.,1986; QUEIROZ, MOREIRA, ANDRADE,1987; COLOMBO et al., 1991;
OKUDA & OKUDA, 1991; COLOMBO, 1993; TSUKUMA et al., 1993; IMBERTI
et al.,1993; SUGA er al., 1994; TSAI et al.,1994; MIES & MASSAROLLO, 1995).
Provavelmente isso se deva a forte participagdo da carcinogénese multicéntrica e
metacronica € a faléncia hepatica no periodo pés-cirirgico. (THE LIVER CANCER
STUDY GROUP OF JAPAN, 1994).

1.3.3.5. Linfonodos

A presenca de linfonodos afetados pelo CHC compromete a sobrevida dos
pacientes, sendo a sua constatagio uma contra-indicagdo para a realizagdo de hepatectomias
em centros asiaticos (NAGASUE et al., 1993). Contudo, alguns autores ndo encontraram
associacdo positiva entre a presenga de linfonodos com metastase de CHC e a sobrevida
dos pacientes (LAU et al., 1998).

1.3.3.6. Classificagio TNM e estadiamento tumoral (UICC, 1987)

A classificagdo pTNM introduzida pela International Union Against Cancer
(HERMANEK, HUTTER, SOBIN, 1997) incorpora dados ja descritos como: tamanho
tumoral, nimero de tumores, presenca de envolvimento da veia porta, dentre outros. LAU
et al. (1998) demonstraram que ela apresenta correlagio, tanto com a sobrevida global dos
pacientes, como também com a sobrevida livre de doenga. Todos os fatores que compdem a
classificacdo pTNM, isoladamente, se correlacionam com a sobrevida global e a sobrevida
livre de doenca, porém o mimero de tumores, o tamanho tumoral e a invasdo da veia porta

sd0 os mais importantes.
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1.3.4. Fatores histologicos
1.3.4.1. Graduacio de EDMONDSON-STEINER

Em 1954, EDMONDSON & STEINER realizaram estudo sobre o aspecto
histopatolégico do CHC. Dentre 48900 necrépsias realizadas no Los Angeles County
Hospital, eles selecionaram todos os carcinomas diagnosticados como primarios do figado,
num total de 100. Nos tumores de origem hepatocitiria, os autores definiram uma
graduagdo histolégica com quatro graus de diferenciagdo celular. Eles tomaram como base
a graduagdo de BRODERS (1920) para carcinoma epiderméide do lébio, modificando-a
para um tumor de 6rgdo sélido. O grau de diferenciagdo varia, segundo os autores, de
células semelhantes a hepatdcitos maduros até células de aspecto embrionario. O grau I
apresentar-se-ia extremamente bem diferenciado, sendo dificil o diagnéstico sem a
demonstragdo de 4reas de crescimento agressivo. Um problema visualizado pelos autores
seria distinguir essas lesdes de hiperplasia adenomatosa e de adenomas hepatocelulares. O
aumento do tamanho celular e a presenga de muitas formagGes luminares contendo bile
falariam a favor de CHC grau 1. O termo seria, segundo os autores, melhor reservado para

4reas histol6gicas bem diferenciadas em CHC de grau histolégico maior.

No grau II, as células exibem micleos grandes e mais hipercromaticos que
hepatécitos normais, citoplasma abundante e acidéfilo. Os limites citoplasmaticos sdo bem
definidos. Os 4cinos sdo fregiientes, com limens variando de tamanho e preenchidos por
bile ou por precipitado protéico.

No CHC grau III, os niicleos sdo maiores e mais hipercromaticos que aqueles
encontrados no grau II. Observa-se nitidamente aumento da relagdo micleo-citoplasmatica.
O citoplasma pode eventualmente ser menos granular e acidofilo que no grau II e
freqiientemente as formagbes luminares ndo contém bile. Uma de suas principais
caracteristicas é a presenca de células gigantes tumorais que sdo mais freqiientemente

observadas neste grau. Colapso e distorgdo trabecular também sdo vistos.

Introducao
47



No grau IV, os nicleos sdo intensamente hipercrométicos e a relagdo
nicleo-citoplasmatica € extremamente elevada. O citoplasma varia em quantidade, mas em
geral € escasso. O padrdo arquitetural ¢ medular, com menor formagio de trabéculas, com
diminui¢do da coesdo celular. H4 também menor formagdo acinar, menos bile e menor
numero de células gigantes. Células fusiformes podem ser vistas, como também é4reas

similares ao carcinoma pouco diferenciado "oat cell”.

A graduagio de Edmondson-Steiner € a mais largamente utilizada no mundo
para se avaliar a diferenciacdo histologica do CHC e apresenta forte correlagio com os
niveis séricos de alfafetoproteina, que pode ser considerado como indicador de
diferenciacdo celular (CHAPEL et al., 1996). Também apresenta correlagdo positiva com o
grau de invasio tumoral (STEVENS et al., 1994). Com relag@o ao prognéstico de pacientes
com CHC, vidrios trabalhos registram uma correlagdo positiva entre graus bem
diferenciados do CHC e a sobrevida dos pacientes (HARATAKE et al, 1993;
MELCHIORRI et al, 1994; IKEDA et al., 1993; TORII et al, 1993.; NZEAKO,
GOODMAN, ISHAK, 1995; CHAPEL et al.,1996; KISHI et al., 1983; KASHALA et al.,
1990; ADACHI et al., 1996). Contudo, hd outros estudos que nio evidenciaram tal
associacdo (LAI et al., 1979; LAl et al., 1990; ARII et al., 1992; NG et al., 1994; 1IZUMI
et al., 1994; LEE, 1994; VAUTHEY, KLIMSTRA, BLUMGART, 1995; SHIRABE e al.,
1995).

As criticas lancadas a graduagdo de Edmondson-Steiner se devem ao grau de
subjetividade inerente a graduagdo histoldgica ou citolégica e baixa reprodutibilidade, com
alta taxa de variagdo inter- e intra-observadores. A heterogeneidade celular dentro de um
mesmo tumor € um fato reconhecido, 0 que poderia explicar essa variagdo (TANNAPFEL
et al., 1999).

Alguns autores sugeriram que a graduacdo de Edmondson-Steiner deveria ser
combinada a outros fatores menos subjetivos para se tornar um melhor fator prognéstico.
(ARII et al., 1992; NZEAKO et al., 1995).
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1.3.4.2. Gradua¢io de EDMONDSON-STEINER modificada

Em 1995, NZEAKO et al. propuseram uma modificacido discreta da graduacdo
histologica de Edmondson-Steiner, baseando-se principalmente nas caracteristicas
nucleares das células do CHC. Os autores ainda assim utilizaram esta nova classificagdo
tratando-a como se fosse a de Edmondson-Steiner e, em seguida, demonstraram uma

correlagdo positiva com o prognéstico dos pacientes.

No grau 1 desta classificagdo, as células tumorais tém abundante citoplasma e

minima irregularidade nuclear, embora possam invadir vasos vizinhos.

No grau 2, os nicleos apresentam nucléolos proeminentes, hipercromatismo e

maior irregularidade nuclear.

O grau 3 se caracteriza pela presenca de maior pleomorfismo nuclear, incluindo
niicleos angulados.

O grau 4 apresenta marcado pleomorfismo, hipercromatismo e células gigantes

anaplasicas.

1.3.4.3. Padrdes histologicos do CHC

A classificagio dos tipos (ou padrdes) histolégicos do CHC (ISHAK er al.,
1994) ¢ largamente utilizada e alguns estudos a correlacionam ainda ao prognéstico dos
pacientes NZEAKO et al., 1995).

No padrdo trabecular (em placas ou sinusoidal), as células tumorais organizam-
se em corddes ou placas, contendo duas ou mais c€lulas, quando visualizadas em duas
dimensdes. Essas trabéculas s@o separadas por sinusoides € apresentam escasso estroma
intersticial.

No padrio pseudo-glandular (adendide ou acinar), o agrupamento celular
resulta de degeneracdo celular central ou de trabéculas solidas. O conteido dessas
estruturas pseudo-glandulares sio debris celulares, macréfagos e exsudato, podendo ser
semelhantes a foliculos tireoidianos.
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O padrdo compacto (s6lido ou cirrdtico) resulta, na grande maioria, de artefatos
de compressdo ou de radio- ou quimioterapia. As trabéculas s3o espessas € os sinusdides

mais dificilmente distinguiveis.

O padrio fibrolamelar € descrito como um subtipo de CHC, que apresenta
melhor prognéstico. Ocorre mais freqiientemente em criangas e adultos jovens, alcangando
uma propor¢do de 90% em pacientes com menos de 25 anos, e menos de 5% entre
pacientes com mais de 50 anos (SOREIDE et al., 1986; HODGSON, 1987; ROLFES,
1988). Diferentemente do tipo comum de CHC, acomete mais o sexo feminino que o
masculino. A sobrevida em 5 anos é cerca de 50% e progride lentamente, caso o tumor ndo
seja totalmente ressecado (SOREIDE et al., 1986; HODGSON, 1987, STARZL et al.,
1986). Exibe células poligonais, em arranjo lobular, e estroma fibroso em lamelas paralelas,

formando centro estrelado.

Outro subtipo raro do CHC € o sarcomatdide, caracterizado por apresentar
extensas areas de células fusiformes e anaplasicas, areas de necrose, hemorragia, e raras
mitoses. O componente fusocelular pode exibir padréo estoriforme, porém o estudo imuno-
histoquimico revela a negatividade para marcadores mesenquimatosos, ndo se tratando,
portanto, de sarcoma verdadeiro. O componente sarcomatoide € responsavel pela maioria
das metastases extra-hepéticas e pelo freqiiente envolvimento da veia porta (MAEDA ef al.,
1996). Os pacientes com este tipo de tumor apresentam prognostico reservado.

1.3.4.4. Outros fatores microscépicos

Indice mitético maior ou igual a 4 mitoses por campo de maior aumento é
considerado fator de pior prognéstico para paciente portadores de CHC (SMALLEY
et al.,1988; ADACHI er al., 1996). E um dos meios mais antigos e mais utilizados para o
estudo de proliferacdo celular, atualmente também avaliada por método
imuno-histoquimico através de anticorpo monoclonal contra bromodeoxiuridina (BrdU),
antigeno nuclear de proliferacdo celular (PCNA), ou Ki-67 / mib-1 (GRATZENER, 1982;
GERDES et al., 1984; GARCIAL, COLTRERA, GOWN, 1989; EBELT et al., 2000).
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A presenga de necrose tumoral no CHC € um fator negativo para a sobrevida do

paciente, pois é determinada pelo répido crescimento tumoral (ISHII e al., 1992).

A formagdo de capsula pelo tumor € fator prognostico controverso. A auséncia
de cdpsula no CHC ocorre em tumores com menos de 1 cm ou naqueles de padrédo
infiltrativo (OKUDA & KOIJIRO, 1987; GRIOGINI et al., 1990). A formagdo capsular
parece que se inicia a partir do momento que o tumor atinge 2 cm (OKUDA & KOJIRO,
1987). LEE et al. (1988) especulam que um rapido crescimento tumoral ndo daria tempo
suficiente para o hospedeiro reagir, formando uma capsula circunjacente, ocorrendo o
inverso num crescimento mais lento, o que € confirmado por alguns autores (ADACHI
et al., 1996) ou refutada por outros (SHIRABE ef al., 1995). A presenga de capsula tumoral
seria entdo um fator prognostico favoravel (NAGAO et al., 1987; FRANCO et al., 1990;
LAI et al., 1990; NG et al., 1992). Outro aspecto importante € a presenga de infiltragcdo de
células tumorais nesta cdpsula, que estaria associada a maior recorréncia do tumor e

conseqiientemente a pior sobrevida (ARII ez al., 1992).

A peliose intratumoral, secundéaria a altos niveis pressoricos no CHC e ao
bloqueio do efluxo venoso intratumoral, pode ser visualizada em tumores com pior
prognoéstico (ADACHI et al., 1996).

A presenga de corpos hialinos, células claras, esteatose, producdo de bile,
necrose tumoral e células tumorais gigantes, pode estabelecer diferengas de comportamento
biologico do CHC, porém mais dificilmente comprovadas (KISHI er al., 1983; ADACHI
et al., 1996).

A presenca de micro-satélites do tumor, invasdo direta do tecido hepatico peri-
tumoral e presenca de tumor na margem de ressec¢do, sdo também fatores de pior
prognostico (LAI ez al., 1990; LAI er al., 1991; NG et al., 1992; SUGIOKA, TSUZUKI,
KANALI, 1993).

A presen¢a de infiltrado inflamatério intra-tumoral estd associada a menor
recorréncia e a maior sobrevida dos pacientes (NG et al, 1995a). Este infiltrado é
constituido principalmente por células linfocitarias T e c€lulas NK (TAKAGI ez al., 1989),

representando uma resposta imune ao tumor.
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1.3.5. Fatores moleculares

Sabe-se que a atividade proliferativa e a cinética das células tumorais sdo
importantes pardmetros biologicos que se correlacionam com a recorréncia do tumor e a
sobrevida dos pacientes (FIELDING, FENOGLIO-PREISER, FREEDMAN, 1992). Dai a
importancia de se entender os fatores moleculares que regulam ou estimulam a proliferagéo
celular.

1.3.5.1. Regides organizadoras de nucléolos (NORs)

As regifes organizadoras do nucléolo (NORs) s3o estruturas essenciais na
transcricdo de acido nucléico para proteinas. Consistem em algas de DNA (rDNA) que
transcrevem para RNA ribossomal (rRNA) e, conseqlientemente, para ribossomos e
proteinas. As NORs transcrevem rRNA sob a influéncia da RNA polimerase I. Em vista da
intima associagdo entre NORs e atividade celular, seu tamanho ou mimero podem refletir

ou predizer a atividade proliferativa celular.

As NORs localizam-se nos bragos curtos dos cromossomos acrocéntricos 13,
14, 15, 21 e 22. Durante a interfase, as NORs correspondem bioquimicamente a centros
fibrilares do nucléolo, vistos ao estudo ultra-estrutural. Elas variam de tamanho de acordo
com a atividade de transcrigdo nucleolar. O niimero de centros fibrilares deveria ser,
teoricamente, igual ao numero de cromossomos que contém as NORs. Contudo, uma
reconstrucdo tridimensional dessas estruturas revelou que ndo ha correlagdo numérica entre
os centros fibrilares € os sitios de rDNA (MIRRE et al., 1982; CATALDO et al., 1985).

Durante a divisdo celular, as NORs correspondem as constricgdes secunddrias

nos bragos curtos dos cromossomos. Consistem-se de filamentos de 50-80 A de diAmetro.

As NORs estdo associadas a proteinas acidas (FAKAN & HERNANDES-
VERDUN,1986). Essas proteinas acidas, C23 (nucleolina), B23 e provavelmente RNA
polimerase-I, ddo a caracteristica argirofilia as NORs (LISCHWE ez al.,1979: KLING
et al., 1980; SATOH & BUSH, 1981; OCHS ef al., 1983). Tanto a C23 quanto a B23 sido

fosfoproteinas extremamente importantes para a transcri¢do ribossomal.
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Alguns estudos demonstram correlagdo direta entre o nimero de AgNORs e a
malignidade dos tumores (CROCKER & NAR, 1987; EGAN et al., 1988; CROCKER &
EGAN, 1988), o que nem sempre ¢ aceito por outros autores (TOIKKANEN & JOENSUU,
1993; ADACHI et al., 1995). Mais recentemente, vérias publicagdes tém enfatizado os
aspectos morfolégicos e/ou contagem das AgNORSs, correlacionando-os ao comportamento
biolégico das neoplasias (SIVRIDIS & SIMS, 1990; ORITA et al., 1990; MORITA et al.,
1991; KAKEJI ef al., 1991; GOODLAD, CROCKER, MACARTNEY, 1991; STEFANO
et al, 1991; JOYCE et al, 1992; YAMAGUCHI et al, 1993; DELAHUNT,
BATHWAITE, NACEY, 1993; SUZUKI & TAKANO, 1993; LORAND-METZE &
METZE, 1996; KAKEJI er al., 1996; CHIUSA et al., 1997; TREVISAN, GOES, COY,
1998; LORAND-METZE, CARVALHO, METZE, 1998; NAKAE et al., 1998). Outros
autores tém demonstrado associagdo entre o nimero de AgNORs e o percentual de células
positivas para Ki-67 pela imuno-histoquimica, que indicaria o grau de proliferagdo dessas
células (RAYMOND & LEONG, 1989; CANEPA er al, 1990; CROCKER, 1990;
STEFANO et al., 1991; DERENZINI & TRERE, 1991), como também positividade
para a Bromodeoxiuridina, BrdU (GIRI ez al.,1989; TANAKA et al., 1989; ORITA et al.,
1990).

A aplicagio das AgNORs em lesdes hepiticas tem sido utilizada por
CROCKER & MCGOVERN (1988), ANSELMI ef al. (1990), NONOMURA er al. (1990)
e SHIRO et al (1993), tendo sido observadas diferencas estatisticamente significativas entre
a morfologia (tamanho) das AgNORs em figados normais, hepatite crOnica, cirrose e
carcinoma hepatocelular (CHC), concluindo-se que o aumento do numero das AgNORs ndo
s6 indicaria uma maior atividade proliferativa hepatocelular, como também alteragdes

quantitativas do DNA intranuclear de hepatécitos modificados.

O nimero das AgNORs em células do carcinoma hepatocelular € estaticamente
maior do que em células de figado normal ou com cirrose, como também € maior quanto
maior for o grau histolégico do tumor (BUFO & FRASSANITO, 1992; SIDDIQUI et al.,
1999). H4 também correlagdo estatisticamente significativa entre o niumero de AgNORs,

tamanho tumoral e invasdo da veia porta. Naqueles pacientes com carcinoma hepatocelular
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SHIRO er al. (1993) observaram ainda correlagdo entre a morfologia dos
agrupamentos das AgNORs e o prognostico do CHC, com presenga de agrupamentos
grandes ou médios e de margens bem definidas nas lesdes com melhor prognostico,
contrariamente a presenga de AgNORs dispostas em agrupamentos pequenos e irregulares

nas lesdes de potencial mais agressivo.

SHIMIZU et al. (1995) propuseram que a contagem das AgNORs ¢ dado
importante na avaliagdo do grau histolégico do CHC.

Na busca de um melhor esclarecimento da influéncia prognostica das AgNORs
em relacdo as neoplasias de 6rgdos diversos, varios autores (PLATE, RUSCHOFF,
MENNEL, 1990; LESTY et al., 1992; AUBELE et al., 1994) investigaram os parametros
AgNORs, com suas respectivas siglas inglesas, a saber: niimero de AgNORs (NAg), area
de AgNORs em cada nucleo (AAg), area total de AgNORs (TAAg), tamanho individual
das AgNORs (SIZEAg). relagdo da érea total de AgNORs por area nuclear (RAN), e a
média e coeficiente de varidncia de cada parametro (acrescentando-se _MEAN ¢ _CV para
cada sigla). AUBELE et al. (1994), por exemplo, encontraram correlagdo positiva entre a
sobrevida de pacientes com carcinoma de mama e quatro parametros AgNORs,
principalmente com o coeficiente de variagio da RAN (CV_RAN). J4 BORZIO et al
(1998) demonstraram que o SIZEAG maior que 7 micrémetros2 em figados cirréticos era
indicativo de um maior risco para o desenvolvimento do CHC. O mesmo grupo italiano
liderado por DERENZINI, propds inicialmente um valor de 3 micrometros2 para se
distinguir ndédulos hepatocelulares de malignidade incerta (DERENZINI er al., 1993),
alterado posteriormente para 4 micrémetros2 (BOLONDI et al., 1996); eles sugerem ainda
o valor de 5,5 micrometros2 para se distinguir o CHC com crescimento tumoral mais
acelerado (TRERE e al.,1996b).

A partir da obtengdo dos pardmetros AgNORs pode-se calcular o indice de
RUSCHOFF (RI), definido sob a equagdo RI=N/A, onde N é o média do niimero de
AgNORs por nicleos ¢ A ¢ a média do tamanho de cada AgNOR (RUSCHOFF et al.,
1990; RUSCHOFF et al., 1992).
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1.3.5.2. Antigeno nuclear de proliferacio celular (PCNA)

Em 1978, MIYACHI, FRITZLER, TAN descreveram um soro auto-imune,
retirado de pacientes com lupus sistémico, que reconhecia um antigeno nuclear distribuido
em células em proliferagdo, que foi designado como antigeno nuclear de proliferagao
celular (proliferating cell nuclear antigen), também conhecido como ciclina. E uma
proteina que se acumula no fim da fase Gl e na fase S de proliferagdo celular (NG
et al.,1994; WU & TSENG, 1994) e marca histologicamente estas fases (MATHEWS ef al.,
1984: BRAVO et al, 1987; BRAVO & MACDONALD-BRAVO, 1987; van
DIERENDONCK et al., 1991). Estudos de imunofluorescéncia demonstram que ha duas
populagdes do PCNA durante a fase S do ciclo celular: uma que ¢ nucleoplasmatica,
encontrada em células quiescentes, e facilmente extraida por detergentes e outra, que esta

associada a estruturas nucleares especificas (BRAVO et al., 1987).

O PCNA detergente-resistente apresenta a mesma localizagdo da
bromodeoxiuridina (incorporada no DNA durante a fase S). E uma proteina estavel auxiliar
da DNA polimerase-5, sendo detectavel apos 24 a 48 horas do final da divisdo celular
(BRAVO et al., 1987). Sua expressio e sintese estio vinculadas, portanto, a replicagéo do
DNA, isto &, a iniciagio da proliferagio celular (McCORMICK & HALL, 1992). Também
esta envolvida com sintese de DNA em situagdes de reparo (CELIS & MADSEN,1986;
TOSCHI & BRAVO, 1988).

A regulagio da expressdo do PCNA ¢ complexa e depende de niveis durante a
transcripcdo e pés-transcripgdo (SHIPMAN-APPASAMY et al., 1990; BASERGA,1991;
KONIECKI er al., 1991), sendo esta ultima fase a mais importante (CHANG et al, 1990;
OTTAVIO et al., 1990; BASERGA,1991). Ha diferengas entre a regulacdo do PCNA em
células quiescentes e aquelas em constante ciclo proliferativo (MORRIS & MATTEWS,
1989; BASERGA,1991). Nestas altimas, ha muito pouca variagdo na quantidade de PCNA
e niveis de mRNA durante o ciclo celular, estando aptas a responder rapidamente a fatores
de crescimento (OTTAVIO et al., 1990; BASERGA,1991).

H4 razoéavel nimero de anticorpos que reconhecem o PCNA, dentre eles o
19A2, 19F4 e o PC10. Ha diferengas destes anticorpos com relagdo ao reconhecimento de
epitopos do PCNA (HUFF et al., 1990). Os diferentes tipos de fixagdo, a duragdo deste
processo e o tamanho do fragmento em fixacdo sdo fatores que influem na expressdo

Introdugdo
55



imuno-histoquimica destes anticorpos (HALL et al., 1990). Mesmo com estas ressalvas,
este método de avaliagdo de proliferagdo celular pode substituir outros, como a contagem
de mitoses, na maioria das vezes tediosos e que despendem tempo. Nicleos corados pela
imuno-histoquimica para PCNA s&0 mais facilmente contados, de uma forma menos
subjetiva em comparagdo, por exemplo, ao método de coloragio para NORs
(BETHWAITE et al., 1995).

YU et al. (1991) relatam a utilidade da expressio do PCNA em relagdo ao
potencial maligno dos tumores. E descrito que a atividade proliferativa celular, definida
pelo estudo imuno-histoquimico do PCNA, pode se correlacionar ao estadiamento
anitomo-clinico dos tumores (YONEMURA er al., 1993), as suas recorréncias
(AL-SHENEBER er al., 1993), graduagdes, comportamento biologico e sobrevida dos
pacientes (HALL ef al., 1990; JAIN, FILIPE, HALL, 1991; YU et al., 1991; TERADA &
NAKAMURA, 1992; AL-SHENEBER et al., 1993; MAYER et al., 1993; DELAHUNT
et al., 1993; YONEMURA ef al., 1993; BETHWAITE et al., 1995; NAKAE ef al., 1998).
O valor prognéstico do PCNA n#o € confirmado por alguns autores (ZIMMER ef al.; 1992,
TANIAI ez al., 1993; KITAMOTO et al., 1993).

Em relagdo ao CHC, alguns estudos demonstram correlagdo positiva entre o
indice de proliferagdo celular detectado através da analise imuno-histoquimica do PCNA e
0 comportamento biolégico do tumor, em termos de invasio da veia porta, parénquima
adjacente, presenca de tumor em margem de ressecgdo (NG ef al., 1994), como também a
pior prognostico (NG ez al., 1994; NG et al., 1995b).

NG et al. (1994) estudaram o mimero de nucleos corados pelo anticorpo PC10
em 1000 células tumorais (definindo-se este percentual como T-PCNA) e subdividiram o
CHC em dois grupos: tumores com T-PCNA maior ou menor que 200. O T-PCNA se
correlacionou com a sobrevida livre de doenga dos pacientes, porém ndo houve associagio
com a diferenciago celular dos tumores ou mesmo com o tamanho tumoral. Isto também é
observado em outros tumores como o carcinoma gastrico (JAIN et al., 1991), carcinoma do
colon, do reto (SIITONEN er al., 1993) e da tiredide (SHIMIZU et al., 1993).
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1.3.5.3. Ki-67 E anticorpo MIB-1

Um dos marcadores de proliferagdo celular mais utilizados € o anticorpo
monoclonal Ki-67, que reconhece um epitopo labil em um antigeno nuclear de células em
proliferagdo, e esse antigeno é expresso em todas as fases do ciclo celular (GERDES et al.,
1984), principalmente na fase S e mitose (GERLACH et al., 1997), exceto na fase de
repouso ou GO (BRUNO & DARZYNKIEWICZ, 1992). Alguns trabalhos referem uma
associacio entre a recorréncia (STAVROPOULOS et al., 1993), estadiamento e graduagdo
tumorais (WINTZER et al., 1991; PAVELIC et al., 1992), enquanto que alguns estudos
revelam que a expressdo do Ki-67 € importante fator prognéstico nas neoplasias (GERDES,
1990; RAILO et al., 1993; MILLER et al., 1994; HESLIN et al., 1998). Todavia, outros
autores afirmaram o contrario (WINTZER et al., 1991; KUBOTA et al., 1992).

Um dos problemas encontrados com o anticorpo Ki-67 ¢ o fato de necessitar de
tecido em cortes congelados para sua utilizagéo, o que foi contornado pela produgdo de
anticorpos pela tecnologia recombinante (CATTORETTI e al., 1992; KREIPE et al., 1993;
McCORMICK et al., 1993). Um desses anticorpos, o mib-1, apresenta reatividade a
diferente epitopo do antigeno Ki-67 quando comparado com o anticorpo Ki-67, podendo
ser usado em cortes histolégicos fixados em formalina e/ou em blocos de parafina.
Provavelmente o mib-1 se correlaciona com o catabolismo do antigeno Ki-67 no final da
fase M (McCORMICKet al., 1993).

A averiguagdo do significado prognéstico do mib-1 no CHC tem sido realizada
por varios autores (KERNS ez al., 1994; NAGAO et al.. 1995 a; NAGAO et al., 1995 b;
NG ef al., 1995b), tendo sido demonstrado que maior positividade para o mib-1 implica em
pior sobrevida para os pacientes.

NG et al. (1995b) relatam uma correlagdo positiva entre o indice de micleos do
CHC corados pelo anticorpo mib-1, em 1000 células tumorais (T-MIB1), e pior
progndstico para os pacientes, apontando um ponto de corte maior que 20 para determinar
os tumores implicados em menor sobrevida e menor tempo livre de doenga. Os mesmos
autores referem ainda uma correlagdo entre a graduacdo de Edmondson-Steiner (1954) e a
positividade em nucleos para o mib-1. Entretanto eles nio conseguiram demonstrar uma
associagdo com pardmetros de agressividade tumoral como, por exemplo, invasio da veia

porta, invasdo de tecido hepatico adjacente e presenca de micro-satélites tumorais.
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Em relagdo a outros marcadores de proliferagdo celular, MUNAKATA &
HENDRICKS (1994) foram os primeiros a realizar dupla coloragdo para AgNORs e mib-1
em amigdalas, demonstrando que a drea das AgNORSs € afetada por este processo, porém o
nimero ndo. Afirmam ainda que as células que apresentam maior nimero de AgNORs
também s3o mais freqiientemente coradas pelo mib-1, o que esta de acordo com resultados
de NAGAO et al. (1995), que realizaram tal procedimento em CHC. Estes autores relatam
ainda outro dado interessante: nos tumores hepaticos com maior grau de desdiferenciacdo
(grau IIT ou IV de Edmondson-Steiner) apresentam maior nimero de AgNORs em células
tumorais negativas para o mib-1, do que em tumores de baixo grau. Talvez indicando que o
numero de AgNORs se correlacione mais com os graus de diferenciagdo celular que
propriamente com a proliferagdo celular.

1.3.5.4. Citometria de fluxo

A quantificagdo do DNA em células tumorais pela citometria de fluxo pode ser
rapidamente realizada, e tem sido apontada como de grande valor progndstico em varios
tumores malignos. Muitos estudos tém relatado uma positiva influéncia da quantidade do
DNA no prognéstico dos pacientes (ISHIZU, 1989; CARTER er al., 1989; FUIIMOTO
et al., 1991; CHIU et al., 1992), o que é contestado por outros autores (EZAKI et al., 1988;
CHEN et al., 1991; NAGASUE et al., 1992; McENTEE, BATTS, KATZMANN, 1992;
REW, 1994). Alguns destes autores encontraram percentagens diferentes em relagdo aos
tumores diploides (de 22 a 58,2%) e aneuploides (de 41,7 a 78%). Quando os tumores
foram separados com relagdo ao tamanho, houve uma tendéncia dos tumores dipléides
serem de menores dimensdes (menos de 3 ou 5 cm), ocorrendo o contrario com os tumores
maiores (EZAKI et al., 1988; ISHIZU, 1989).

A averiguacdo do valor prognéstico da citometria de fluxo em CHC, tem
demonstrado grande controvérsia na literatura. EZAKI et al. (1988) reportaram que
tumores diploides correlacionam-se significativamente com pequenos tumores, de baixo
grau histolégico e com a idade do paciente. Contudo, ndo encontraram associagio entre a

ploidia do tumor e a sobrevida do paciente apds ressecgdo cirurgica. Por outro lado,
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ISHIZU (1989) nfio encontrou nenhuma correlagéo entre a quantidade de DNA tumoral € 0
grau histolégico, mas tumores dipl6ides estdo mais freqiientemente associados ao estadio I
do TNM e a menores niveis de alfafetoproteina, além de evidenciar significativa correlagao
entre o padrdo de ploidia tumoral e a sobrevida.

FUJIMOTO et al. (1991) mostraram que tumores aneuploides correlacionam-se
significativamente com tamanho tumoral, invasdo vascular e metastases intra-hepaticas. A
sobrevida foi menor em pacientes com tumores aneupldides do que em pacientes com
tumores de padrio diploide. CHEN ez al. (1991) ndo demonstraram nenhuma correlagao
positiva entre o padrdo de ploidia do DNA ¢ a sobrevida dos pacientes, tamanho tumoral
e/ou presenga de cirrose. CHIU ez al. (1992) discordam destes autores, por terem observado
correlagdo positiva entre a ploidia tumoral e a sobrevida dos pacientes, como tamb¢m entre
o tempo livre de doenga e a taxa de recorréncia, o que foi refutado por MCENTEE er al.
(1992) e BALSELLS et al. (1996).

Em relagdo a outros marcadores de proliferagdo celular, a quantificacdo de
DNA por esta técnica apresenta grande correlagdo com o numero de AgNORs em outros
tumores (CROCKER, MACARTNEY, SMITH, 1988, GIRI ef al., 1989). A citometria de
fluxo é uma técnica mais objetiva para se detectar células com mutagdes do gene p53 que a
avaliagio Optica de células coradas em imuno-histoquimica para p53, devido a
subjetividade do patologista, variabilidade de fixagdo e recuperagdo antigénica incompleta
(KRAGGERUD et al.,1997; FRESNO et al., 1997). Caracteristicas nucleares encontradas
no CHC podem também se correlacionar com os padrdes de ploidia do DNA
(SAMPATANUKUL et al., 1997).

1.3.5.5. Mutagio do gene p53

A mutagdo do gene supressor p53 € importante tanto na etiopatogénese do
CHC. como também no seu prognéstico. Ela esta fortemente relacionada & agressividade
tumoral e pior prognostico (HSU et al., 1994a, 1994b; HONDA er al., 1998), o que, no
entanto, nem sempre ¢é aceito (HALL & LANE, 1994; BOURHIS et al, 1994,
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AHOMADEGBE et al., 1995; FURUHATA et al., 1996). A mutagio do p33 esta ainda
associada a tumores de grau histologico mais elevado (PENG, CHOU, HSU, 1998). A
perda do p53 mutante no CHC em progressio, um evento comum, ainda é assunto
controverso. Esta perda ocorre a medida que o tumor aumenta de tamanho, sendo
encontrada em 38,5% dos tumores menores que 2cm, e em 73% dos tumores maiores que 8
cm. Essa perda parece ndo se correlacionar com a sobrevida dos pacientes, nem tampouco
com o grau histolégico ou presenca de invasdo portal, sugerindo que esta ocorra em fases
precoces do crescimento tumoral (HSU er al, 1994b). Contudo, o estudo imuno-
histoquimico do p53, com o intuito de se avaliar o actmulo da proteina mutante, é
controverso, visto que a expressdo imuno-histoquimica pode ser o resultado da
estabilizacdo da proteina no-mutante, que pode se expressar como parte da resposta celular
aos danos do DNA (SOONG et al., 1996). Assim, os dados obtidos através de métodos de
biologia molecular forneceriam informacdes mais confidveis sobre prognostico do que a
imuno-histoquimica realizada com o anticorpo para proteina p53, o Pab 1801 (SJOGREN
et al., 1996).

1.3.6. Anilise de imagem assistida por computador

O estudo morfométrico dos tumores com o auxilio do computador € hoje
grande fonte de pesquisas, existindo numerosas possibilidades de avaliacdo dos tumores,
tanto a nivel estrutural (quantidade de fibrose, vasos), como celular ou nuclear. A 4rea
nuclear, 4rea nucleolar e o "roundness factor”" sio alguns dos parametros estudados, por
exemplo, em carcinoma prostitico (DIAMOND et al., 1982; BLOM et al., 1990;
SHAEFFER et al., 1992; VESALAINEN et al., 1995).

O modo e o grau de invasdo dos tumores pode se correlacionar com estes
parametros ou, de outra forma, com coeficientes de variagdo obtidos, como foi observado
com carcinoma do cdlon e do reto (CARTER e al., 1989). E possivel, através da anilise de
imagem por computador, se determinar e se quantificar caracteristicas celulares como
pleomorfismo, relagdo nucleo-citoplasmatica e irregularidade nuclear (JARVIS, 1986,
1987, NAKAJO, YAMAMOTO, TAHARA, 1992; KAWAI et al, 1994), obtendo-se
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indices mais acurados que os meios convencionais de graduacio de atipias celulares
(JARVIS, GRAFF, WHITEHEAD, 1987). Em relagdgo ao CHC, vérios estudos tém
demonstrado associagdo positiva entre a area nuclear das células tumorais e sua atividade
proliferativa, maior agressividade tumoral e pior progndstico (IKEGUCHI et al., 1998),
como também entre a relagdo micleo-citoplasmatica e a sobrevida do paciente (KAWAI
et al, 1994). Recentemente, contudo, um estudo morfométrico computadorizado
ultra-estrutural revelou que diversas organelas celulares, matriz citoplasmatica e volume
nuclear de células tumorais do CHC apresentam-se inter-relacionadas, o que fala contra a
idéia de que o pleomorfismo celular desse tumor tenha cardter anarquico (DE MENEZES,
DE FARIA, SESSO, 1996).

Parametros moleculares também podem ser analisados. Através da colorag@o de
Feulgen é possivel se quantificar o DNA nuclear do CHC por meio da andlise
computadorizada de imagens (CARTER et al., 1989; ORSATTI et al., 1994). Essa técnica
tem a vantagem da visualizagdo direta e selegdo de miicleos para mensuragéo e permite uma
avaliagdo histolégica rotineira do material (CARTER er al., 1989).

A analise de imagem por computador apresenta ainda a vantagem de facilitar a
avaliagio de micleos ou células corados pela técnica imuno-histoquimica, através da
densidade 6ptica (WILLIANS e al., 1986; JARVIS, 1986, 1987). Caracterizar uma célula
como positiva ou negativa €, as vezes, problematico e depende da natureza subjetiva dos
métodos de avaliagdo da coloragio (NORAZMI et al., 1990). A variagdo intra- e inter-
observadores na avaliagdo de dados como estes pode ser entdo minimizada pela utilizagdo
da analise de imagem assistida por computador (HORSFALL er al., 1989). WELLS,
DEROSE, COHEN (1996) realizaram estudo em tecido hepatico adjacente ao CHC e
demonstraram, utilizando andlise de imagem pelo CAS 200, que a proliferagdo celular,
avaliada por imuno-histoquimica com PCNA e mib-1, nio apresentava diferengas
significativas em comparagdo com células do CHC. RODE & DHILLON (1984), em outro
exemplo, haviam relatado que a intensidade da coloragdo para NSE e S-100 era maior em
lesdes melanociticas malignas que naquelas benignas e que tal achado apresentava valor
prognéstico significativo. Esse mesmo grupo de autores, posteriormente (WILLIANS et al.,
1986), com a ajuda da analise de imagem por computador, acabaram por refutar o estudo
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anterior, visto que as diferencas, ainda que discretas, nfio eram estatisticamente
significativas. A andlise de imagem por computador foi decisiva para a eliminagio de erros
e por ser extremamente rapida. Assim, podem-se estabelecer mensura¢des de forma
padronizada, possibilitando comparagdes entre varios grupos de pesquisadores.

Vérios autores estudaram a andlise das AgNORs sob assisténcia
computadorizada, com o intuito de medir a area total de AgNORs em cada niicleo, o
tamanho e¢ o numero de AgNORs (AUBELE e al., 1994; HENDRICKS, RAINER,
MUNAKATA, 1995; HABERLAND er al., 1996; MARTIN et al., 1996; TRERE et al.,
1996a; LI et al., 1996; ZACZEK, 1996; ZACZEK, SZOT, CHLAP, 1996b ZACZEK et al.,
1996a; BELLOTTI et al., 1997; PIFFKO et al., 1997; RODRIGUES et al., 1997;
POLLOK, 1997; MAHOVLIC et al., 1999). Esses estudos demonstraram que era possivel
distinguir lesdes benignas e malignas, como também se fazer correlagdes com a
diferenciagdo celular. CHIUSA et al. (1997) estudaram pacientes com carcinoma da
prostata e os parametros AgNORs e demonstraram, através de andlise de imagem digital,
que o numero de AgNORs e drea nuclear e nucleolar podiam fornecer informagdes
importantes para separar os pacientes em grupos de alto ou baixo risco. Os pardmetros
AgNORs, com o intuito de se estudar a sobrevida dos pacientes, foi também abordado em
carcinoma de mama (NAKAYAMA & ABE, 1995; BELLOTTI et al., 1997; GUNTHER
et al., 2000), melanoma maligno uveal (MCLEAN e al., 1997), linfoma no-Hodgkin
(CAULET-MAUGENDRE et al, 1996), carcinoma escamoso do pulméo
(ANTONANGELO er al., 1997), carcinoma de pequenas células do pulmio (BIGRAS
et al., 1996), carcinoma urotelial de células transicionais (SHIINA et al., 1996a, 1996b) e
carcinoma endometridide uterino (GIUFFRE et al., 2001). Alguns autores demonstram,
através do uso de andlise de imagem por computador, que os parimetros AgNOR ndo se
correlacionam com a sobrevida dos pacientes, por exemplo, no carcinoma nasofaringeo
(PAK er al., 2000b) porém, puderam auxiliar em seus diagndsticos diferenciais (PAK e al.,
2000a).

A analise quantitativa das AgNORs, através da analise de imagem digital, vem
sendo empregada em figados com CHC. Com estes dados é possivel comparar grupos de
pacientes, verificando-se que aqueles com AgNORs de padrio irregular e difuso e em
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maior numero apresentam tumores de comportamento biolégico mais agressivo (SHIRO
et al., 1994). Os pardmetros AgNORs (RAN, NAg, TAAg, AAg) foram recentemente
estudados em CHC por ANSELMI ef al. (1990), SHIRO et al. (1994), BOLONDI e al.
(1996) e TRERE et al. (1996b).

Outras possibilidades de emprego da analise de imagem computadorizada sdo
como auxilio na citometria de fluxo, analise cromossdmica e reconstrugdo tridimensional
de secgdes de tecidos (ERLER, CHEIN, MARCHEVSKY, 1993).
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2. OBJETIVOS
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- Caracterizar os parametros AgNORS no CHC e em tecido hepatico nio
tumoral, através da anslise de imagem assistida por computador e correlaciona-los com as

graduacbes histolégicas de Edmondson-Steiner classica e modificada.

- Verificar a importincia prognéstica dos pardmetros AgNORS e das
graduagbes histologicas de Edmondson-Steiner classica e modificada no CHC,

comparando-as entre si.

- Comparar os pardmetros AgNORs no CHC com o marcador de proliferacdo

celular PCNA, através de coloragdo imuno-histoquimica.

- Avaliar a importancia dos parametros AgNORS no diagnostico diferencial

entre CHC e tecido hepatico nfo tumoral.

Objetivos
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3.1. CASUISTICA

Foram selecionados, retrospectivamente, junto ao Departamento de Anatomia
Patologica (DAP) da Faculdade de Ciéncias Médicas (FCM) da Universidade Estadual de
Campinas (UNICAMP), 45 casos de CHC diagnosticados entre janeiro de 1992 a janeiro de
1999, através de bidpsias por agulha, em cunha, ressec¢do tumoral ou transplante hepatico.
Foram avaliados os blocos de parafina e as laminas histologicas, no sentido de se definirem

os critérios de inclusdo/exclusdo de cada caso.

Os critérios de inclusio foram: a) Revisdo e confirmagio diagnéstica de CHC
por dois patologistas com experiéncia em hepatopatologia (JTVJ, CAFE); b) Quantidade de
material em bloco de parafina suficiente para realizagdo de coloragdo em Hematoxilina-
Eosina (HE), para NORs (método de PLOTON et al., 1986) e imuno-histoquimica para
PCNA, perfazendo pelo menos uma lamina para cada coloragdo; ¢) Corte histologico
contendo pelo menos 200 células hepatocitarias tumorais, com arquitetura tecidual tumoral
reconhecivel. Este nimero 200 micleos de células tumorais foi obtido através de teste piloto

com 10 casos escolhidos aleatoriamente, de acordo com o método de curvas de

estabilizacdo, detalhado adiante (LORAND-METZE & METZE, 1996).

Os critérios de exclusio foram: a) Casos em que o diagnéstico de CHC fosse
posto em questdo pelos patologistas (JTVJ, CAFE); b) Casos com menos de 200 células
hepatocitarias tumorais, ou que ndo fosse possivel a realizacdo de uma das técnicas de
coloragdo acima expostas; ¢) Impossibilidade de reconhecimento da arquitetura tumoral,
para avaliagio do padrio histolégico (segundo 2 Organizagdo Mundial de Saide), ou da
graduagio histologica (Edmondson-Steiner classica ou modificada).

A amostra final foi constituida por 34 casos que preenchiam os critérios de
inclusdo, algumas vezes contendo mais de 2 laminas. Posteriormente, nestes casos, foi
escolhido o bloco com melhores condigdes técnicas, tais como 4reas tumorais com menos

artefatos e maior representa¢do do tumor.

O material havia sido previamente fixado em formalina 10%, tamponada ou

ndo, e incluido em parafina.
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3.2. DADOS CLINICOS

As informagdes clinicas referentes aos pacientes foram obtidas através de
consulta aos prontudrios no Servigo de Ambulatério Médico Estatistico do Hospital de
Clinicas da UNICAMP, ou de contatos com a equipe clinico-ciriirgica.

Os dados clinicos avaliados foram: sexo, data de nascimento, data da coleta da
bi6psia ou da ressecgéio cirurgica, data do diagnéstico (laudo anatomopatologico), tamanho
do tumor (macroscopia, ultrassom ou tomografia computadorizada), tipo de tratamento
utilizado e data do 6bito, quando ocorrido.

Foi também acionado o setor de convocagdo do Hospital das Clinicas, em caso

de perda do seguimento clinico.

3.3. CONFECCAO DAS LAMINAS

3.3.1. Corte dos blocos de parafina

Foram obtidos cortes nos blocos de parafina com espessura padrdo de 3um,
realizados por um tnico técnico de laboratdrio, em um tnico micrétomo, conseguindo-se
um total minimo de 5 I4minas seriadas. As Ildminas destinadas a técnica
imuno-histoquimica foram previamente submetidas ao tratamento com organosilano a 2%
em acetona (3-aminopropil-trietoxi-silano-SIGMA cédigo A3648-USA). Pelo menos uma
das laminas foi corada em HE, de forma habitual.

3.3.2. Coloragdes especiais
3.3.2.1.Coloracio para NORS (Figura 1)

Para a realizagdo de coloragdo das NORs, foi utilizada a técnica de PLOTON
et al. (1986). Ela se compde de duas solugdes: a solugdo A contém 2g de gelatina dissolvida
em 100 ml de agua destilada pré-aquecida e é acrescida 1g de acido formico. A solucéio B é
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composta por nitrato de prata a 50%. A solugdo final foi obtida no momento da coloragéo
das laminas, onde se empregou um volume da solugdo A e dois volumes da solugdo B. A
solucio final foi diretamente espalhada sobre os cortes histologicos, recobrindo-os com
laminula. A reacdo foi realizada no escuro (caixa de isopor), sob temperatura ambiente,
durante 30 minutos. Em seguida a laminula foi retirada, os cortes histologicos lavados em
4dgua destilada, procedendo-se a montagem com resina sintética. Ndo se realizou

contra-coloragdo nuclear .

Figura 1: Coloragdo das NORs pelo metodo de Ploton ef al. (1986)

Nucleos de hepat6citos com impregnagdes marron-enegrecidas (AgNORs) que
variam de tamanho e quantidade (coloragdo pelo método de Ploton ez al., 1986 - 400X)
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3.3.2.2. Estudo imuno-histoquimico para PCNA (Figura 2)

A pesquisa para o PCNA foi realizada pela técnica imuno-histoquimica em
cortes de parafina de 3pm em todos os casos, como também em ldminas de controle

positivo.

Todas as laminas foram submetidas & silanizagdo prévia do seguinte modo:
1) Imersdo das lAminas em acetona por 2 minutos; 2) Imersdo em solugdo de APTS (Sigma
A3648) a 4% em acetona por 2 minutos; 3) Imersdo em acetona por 4 vezes e 4) Secagem

em estufa.

Realizados entdo os cortes histologicos, que permaneceram por uma hora em

estufa aquecida a 100°C, antes da desparafinizagdo.

O protocolo usado na técnica imuno-histoquimica consta das seguintes

etapas:

Desparafinizacdo: Os cortes histologicos sdo desparafinizados através da
passagem em sucessivos banhos em xilol e alcoois, em diferentes concentragdes (uma
passagem em xilol absoluto a 110°C e duas em xilol a temperatura ambiente , dlcool a 99%,
alcool a 80% e alcool a 50%). Sdo entdo submetidos a lavagem em d4gua corrente e

destilada.

Bloqueio da peroxidase enddgena: Os cortes histologicos sdo imersos por 15

minutos, a temperatura ambiente, em solugdo 3% de 10ml de H202 e 90ml de alcool

metilico.

Panela de pressdo: Os cortes histologicos sdo imersos em tampéo citrato pH 6.0

por 3 minutos e 30 segundos, a partir da ebulicdo. Sdo postos a esfriar, em temperatura
ambiente, por 15 minutos e lavados em agua corrente. O tampdo citrato pH 6.0 é composto

por &cido citrico monohidratado (2,1 g) e 4gua destilada (1000 ml).
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Anticorpo primério: As laminas sdo cobertas por solugdo diluida do anticorpo

primario PC10 (DAKO M879), na concentragdo de 1:150, em tampdo PBS-diluente. As

Jaminas sdo postas em geladeira a 4°C durante todo 0 periodo noturno. Apos este periodo,
sio lavadas trés vezes em PBS, durante 5 minutos cada, 4 temperatura ambiente. A solucdo
salina tamponada com fosfatos (PBS) 0,01M / pH 7.4 é composta por cloreto de sodio
(160g), fosfato de sodio dibasico anidro (27,31g), fosfato de sodio monobasico di-hidratado
(4,86g) ¢ agua destilada (1000 ml). Durante a utilizacdo desta solu¢@o deve-se diluir a 1/20
em agua destilada e acertar o pH. O tampdo PBS-diluente é obtido utilizando-se 1 g de
soroalbumina bovina (BSA) fragdo V (Sigma A788%), 0,1 g de azida sédica (NaN3) e 100
ml de tampdo PBS.

Anticorpo_secundério: As liminas sdo cobertas com anticorpo monoclonal

secundirio biotinilado Multi-Link (DAKO E0453) e colocadas em estufa durante uma hora,

a 37°C. Sdo entdo lavadas em PBS por 5 minutos, trés vezes.

Aplicacdo do complexo Estreptavidina-Biotina-Peroxidase (DAKO K377):

Aplica-se a estreptavidina e a biotina conjugadas a peroxidase, diluidas em tampao PBS,;
que fazem parte do sistema de amplificagdo do sinal da DAKO (Reagentes 5, 6 e 7- DAKO
CSA System, HRP). Lavar em tampdo PBS com trés trocas, de 3 a 5 minutos cada.

Reagente cromégeno: As ldminas sio imersas numa solugdo contendo 60 mg de
DAB (3'-3"—tetra—kﬁdrocioreto-diaminobenzidimi-SIGMA, codigo D5637), 100 ml de
tampdo PBS, 2 ml de peroxido de hidrogénio a 3% e 1 ml de dimetilsulfoxido (Merck

1.02952), sendo retiradas quando adquirem uma coloragdo acastanhada. Lavar em agua

corrente e destilada por 3 minutos.

Contra-coloracdo: Realizada em hematoxilina de Mayer por 60 segundos,
seguindo-se lavagens em agua corrente e destilada, em agua amoniacal (solugdo aquosa de
hidréxido de aménio a 0.5%), imergindo por 4 vezes rapidamente e novamente em agua

corrente e destilada.

Desidratagdo: As laminas sdo colocadas, sucessivamente, em etanol 50%., 80%,

95% e 100% (trés vezes).
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Montagem das ldminas: Com resina Entellan (MERCK, cddigo 1.07961).

Em todas as reagOes constavam casos de controle positivo e negativo. Como
controle positivo foram utilizados centros germinativos de linfonodos reacionais. Como

controle negativo foi usada a propria reagfio, eliminando-se o anticorpo primario.

Figura 2: Coloragdo pela imuno-histoquimica para PCNA

Nucleos tumorais com coloragdo amarronzada detectando PCNA pelo anticorpo
PC-10 (método de imunoperoxidase - 400X)
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3.4. LEITURA DAS LAMINAS
3.4.1. AgNORs e anilise de imagem assistida por computador

Para a quantificagiio dos pardmetros AgNORs foi utilizado o sistema de analise
de imagem KS 300 versdo 2.0 (Copyright® 1995, Kontron Elektronik GmbH-Alemanha),
em funcionamento no DAP-FCM-UNICAMP. Os programas e hardware foram
incorporados ao sistema operacional Windows 3.11 for Workgroups (Copyright ® 1993,
Microsoft Corporation), conectados a dois monitores de video e a cdmera de video
acoplada ao microscopio Optico da Axioplan 2, versdo 1.2 (Carl Zeiss Jena GmbH-
Alemanha). A configuragdo do KS 300 constava de: KE 2.00 basic 300, KE 2.00 meas
300_1, KE 2.00 Eval 300, KE 2.00 morphology 300 1 e300 _2, KE 2.00 colour 3000, KE
2.00 database, KE 2.02 additions 300, KE 2.00 FG1, KE 2.00 display Windows e KE 2.00
look-up table editor.

As laminas, coradas pela técnica de PLOTON et al. (1986), foram lidas com
objetiva de 100X (lente de imersdo a ¢leo). A ocular era de 10X, para visualizagdo do
operador.

Foram analisados os seguintes pardmetros, com suas respectivas siglas:
1. Numero de AgNORs (n AgNOR)

2. Area total de AGNORs (area AgNOR), em micrometros2

3. Tamanho individual das AgNORs (AgNOR size), em micrometros2
4. Area nuclear (AreaNuclear), em micrometros2

5. Relagdo da érea total de AgNORs por area nuclear (% area AgNOR)
6. Média e coeficiente de varidncia de cada parametro ( MEAN e _CV)

Foram obtidos, posteriormente, para cada caso, o percentual de nicleos com a
Area AgNOR maior que 7 pm2 (%TAAg>7), o indice de Riischoff (RI) e o AgNOR size
(dividindo-se o Area AgNOR pelo n AgNOR).
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Para a execug@o do processo analitico de imagem foi usada a seguinte MACRO

do sistema:
1. imgdelete "*"
2. Gelear 0
3. !tvinput 1
4. Msload "imagem"
5. 'Msmeansint, "imagem";1;0,10
6. datalist "imagem", 0,1

Todas as laminas foram lidas pela mesma pessoa (JTVJ), de forma interativa,
plotando-se a imagem congelada dos nucleos das células tumorais e delineando-se os
contornos nucleares de cada drea prata positiva. Todas as estruturas foram desenhadas em

formas semelhantes a circulos em sentido anti-horario, segundo o cursor do mouse

(Figura 3)

Foram escolhidos 200 nucleos de células hepatocitarias tumorais de forma
aleatéria, sendo descartados aqueles que ndio apresentassem adequada defini¢do de imagem,
tanto em relagdo a area nuclear como também as AgNORs. A distingdo entre niicleos de
hepatdcitos tumorais e micleos de células de Kiippfer, endoteliais ou biliares era necessaria,

ndo resultando empecilho ao trabalho.

A calibragdo geométrica era: X = 0.0956938 micrémetros/pixel e
Y=0,0961538 micrometros/pixel, com razio de 0,945216.

A cada mudanga de objetiva, andlise de nova lamina ou decorridos mais de 20
minutos num campo de grande aumento, era realizado novo balanceamento de brilho e
cores, através das teclas F8 (AUTO/MANUAL) e F7 (White Balance) e ajuste,

comparando-se a imagem da ocular e do monitor de video.
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Ao fim de cada mensuragdo, os dados obtidos no Data List, eram copiados ¢
colocados em planilha do Excel 5.0c (Copyright® 1985-1994, Microsoft Corporation).
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Figura 3: Analise de imagem assistida por computador

Legenda: Tela de computador exibindo o programa que analisa os pardmetros AgNOR. A
imagem selecionada pelo programa ¢ de células do CHC coradas pelo método

de Ploton et al. (1986) para as NORs.

3.4.1.1. Curvas de estabiliza¢io (LORAND-METZE & METZE, 1996)

Foram selecionados 10 casos aleatérios de CHC, nos quais analisaram-se 0s
parametros AgNOR: area AgNOR_MEAN, %area AgNOR_MEAN, AreaNuclear MEAN.
Para cada um dos pardmetros, foram inicialmente analisadas as médias obtidas dos
primeiros 50 nicleos examinados. Posteriormente, mais 10 niicleos foram adicionados,
novas médias calculadas. Em seguida foi realizado um sorteio aleatério de casos, onde a
seqiiéncia de nicleos foi alterada. Todas as médias foram recalculadas pelo mesmo método

descrito anteriormente, repetindo-se todo o método por 10 vezes.
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No exemplo abaixo,

respectivos niimeros de nicleos examinados, onde cada coluna representa uma seqiiéncia

o pardmetro AgNOR analisado foi
AgNOR MEAN do caso 23 (bidpsia 4935/98). A Tabela 1 exibe as médias obtidas com os

o %area

de casos sorteados. O GRAFICO 1 mostra as curvas baseadas nos resultados obtidos.

micleo examinado, em todos os pardmetros AgNOR, em todos os casos.

Tabela 1: %area AgNOR_MEAN através de curvas de estabilizagdo

Observou-se notério equilibrio entre as médias alcangadas em torno do 2000

Nimero de
niicleos Seq 1 Seq 2 Seq 3 Seq 4 Seq 5 Seq 6 Seq 7
examinados
50 15,536 16,844 16,893 16,067 15,068 16,045 17,657
60 15,809 16,386 16,543 15,610 15,506 16,356 17,258
70 15,977 16,767 16,027 15,558 16,461 16,198 17,209
80 15,930 16,520 15,688 15,827 16,643 16,077 16,899
90 16,270 16,120 15,639 16,537 16,488 16,168 16,756
100 16,048 15,839 15,847 16,676 16,363 16,023 16,630
110 16,325 15,785 16,427 16,546 16,412 15,985 16,482
120 16,195 15,946 16,552 16,436 16,270 15,943 16,539
130 15,940 16,430 16,451 16,472 16,219 15,871 16,573
140 15,750 16,537 16,364 16,346 16,167 15,963 16,505
160 15,716 16,451 16,400 16,297 16,089 16,031 16,669
170 15,843 16,374 16,294 16,246 16,156 16,004 16,506
180 16,221 16,410 16,254 16,173 16,205 16,178 16,658
190 16,316 16,311 16,211 16,228 16,172 16,061 16,553
200 16,260 16,274 16,147 16,268 16,319 16,220 16,361

Seq. 1, 2, 3...7 - seqiiencias diferentes de casos dentre um numero igual de casos analisados. Os valores
indicam as médias obtidas em relagdo a %area AQNOR_MEAN.
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Grafico 1: Curvas de estabiliza¢do

3.4.2. Leitura da pesquisa imuno-histoquimica de PCNA

A reagdo imuno-histoquimica foi classificada como positiva nos casos em que
havia coloracdo acastanhada restrita ao nucleos, em grau de intensidade variavel, lida por
um s6 observador (JTV]). Néo foram consideradas células com colora¢dio concomitante de

nicleos e citoplasma.

Foram selecionadas 4reas com nticleos positivos, em meio a0 tumor
("hot spots"), onde foram contados o nimero destes e dos nucleos ndo-corados, perfazendo

um total de 200 nucleos.
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3.4.3. Graduacio histologica do CHC

Todas as ldminas coradas em HE foram classificadas de acordo com a
gradua¢do histologica de Edmondson-Steiner (1954) e com a modificada de NZEAKO
et al. (1995), por dois patologistas (JTVJ, CAFE), de forma simultanea. Tais classificagdes

subdividem os tumores em 4 graus, de [ a I'V.

3.4.3.1. Graduacio histologica de EDMONDSON-STEINER (1954)

Grau 1. CHC bem diferenciado, com diagndstico por vezes dificil,
principalmente quando ndo sdo visualizadas areas de crescimento agressivo. O aumento do
tamanho celular e a presenga de formag¢des luminares contendo bile ajudam no seu
diagnoéstico

Grau II. Presen¢a de células com nicleos maiores e mais hipercromaticos que
os hepatocitos normais, com citoplasma abundante, acidofilo e de limites bem definidos. Os
acinos sdo freqiientes, com limens variando de tamanho e preenchidos por bile ou por
precipitado protéico.

Grau III. Nacleos maiores e mais hipercromaticos que aqueles encontrados no
grau II, com nitido aumento da relagdo nucleo-citoplasmatica. O citoplasma pode,
eventualmente, ser menos granular e acidofilo que no grau II e freqiientemente as
formagdes luminares ndo contém bile. Uma de suas principais caracteristicas é a presenga
de células gigantes tumorais que sdo mais freqiientemente observadas neste grau. Colapso e

distorcdo trabecular também sdo vistos.

Grau IV. Nucleos intensamente  hipercromaticos, com  relagdo
nucleo-citoplasmatica extremamente elevada. O citoplasma varia em quantidade, mas em
geral € escasso. O padrdo arquitetural é medular, com menor formacdo de trabéculas e
diminuigdo da coesdo celular. Menor formacgdo acinar, menos bile e menor nimero de
células gigantes. Células fusiformes podem ser vistas, como também areas similares ao

carcinoma pouco diferenciado "oat cell".

Casuistica e Metodologia
82



3.4.3.2. Graduacio histologica modificada (NZEAKO et al., 1995)

Grau 1. Células tumorais com abundante citoplasma e minima irregularidade

nuclear.

Grau 2. Nucleos com nucléolos proeminentes, hipercromatismo e maior
irregularidade.

Grau 3. Presenca de maior pleomorfismo nuclear, incluindo nticleos angulados.

Grau 4. Marcado pleomorfismo nuclear, hipercromatismo e células gigantes

anaplasicas.

3.4.3.3. Classificagio histolégica do CHC (OMS)

Padriio trabecular (em placas ou sinusoidal): corddes ou placas contendo duas
ou mais células, quando visualizadas em duas dimensdes. Essas trabéculas estdo separadas

por sinusdides e apresentam escasso estroma intersticial.

Padrdo pseudo-glandular (adendide ou acinar): agrupamento celular resultante
de degeneragio celular central ou de trabéculas sélidas. O conteudo dessas estruturas
pseudo-glandulares esta composto por detritos celulares, macrofagos e exsudato, podendo

ser semelhantes a foliculos tireoidianos.

Padrdo compacto (s6lido ou cirrético) resulta, na grande maioria, de artefatos
de compressdo ou de radio- ou quimioterapia. As trabéculas sdo espessas € 0s sinusoides

mais dificilmente distinguiveis.

Sub-tipo fibrolamelar: contém células poligonais, em arranjo lobular, e estroma
fibroso em lamelas paralelas, formando centro estrelado.

Sub-tipo sarcomatoide: grande quantidade de células fusiformes e anaplésicas,

4reas de necrose, hemorragia e raras mitoses. Pode ainda exibir padrao estoriforme.
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Todos os casos foram classificados de acordo com padrdo predominante ou
primario, onde mais de 50 % do tumor se enquadrava, ou secunddrio, do qual menos de
50% do tumor se constituia.

3.5. ANALISE ESTASTISTICA

Foi utilizado o programa de estatistica WinSTAT 3.1® (Kalmia Company Inc.,
USA) e o SPSS® para Windows®.

As associagbes entre as varidveis foram analisadas através da correlacdo de
Spearman (SIEGEL & CASTELLAN, 1988). As varidveis analisadas foram: idade,
graduac@o histolégica de Edmondson-Steiner (1954) e modificada (NZEAKO et al., 1995),
tamanho tumoral, RI, %TAAg>7 MEAN, %area AgNOR MEAN, %area AgNOR CV,
PCNA-i MEAN, area AgNOR _MEAN, area AgNOR _CV, AgNORsize MEAN,
n AgNOR_MEAN, n AgNOR CV, AreaNuclear MEAN e AreaNuclear CV. A corre¢do
do erro alfa foi realizada de acordo com CROSS & CHAFFIN (1982).

As varidveis categorizadas foram analisadas através de curvas tempo-evento de
Kaplan-Meier (1958) e as continuas através do modelo de regressdo de Cox. A analise
multivariada para sobrevida foi realizada segundo o modelo de regressdo de Cox (1972),

incluindo parametros com nivel de significincia de 0,05, ou menos.

Foi realizada analise de funcfio discriminante linear com nove casos controle de
pacientes sem hepatopatia, sem neoplasia e 34 casos de pacientes portadores de CHC,
sendo divididos posteriormente em baixo e alto graus de Edmondson-Steiner. Este tipo de
abordagem também ¢ designada como “analise classificatéria” (NORMAN & STREINER,
1997),

Foi utizada ainda analise fatorial, com o objetivo de se avaliar inter-relacSes
entre os marcadores de proliferagio celular (WEISS, 1970; WEISS, 1971).

Casuistica e Metodologia

84



4. RESULTADOS
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4.1. DADOS CLINICOS

A idade dos pacientes variou entre 14 e 85 anos, com média de 54 anos (desvio
padrdo, +19,91). Oito pacientes eram de faixa etaria menor que 40 anos, 11 pacientes

estavam entre 40 e 60 anos e 15 pacientes (a maioria), tinham mais de 60 anos
(TABELA 2).

Vinte e oito pacientes eram do sexo masculino e 6 do sexo feminino.

A média do tamanho tumoral em 21 pacientes, mensurado tanto por
ultrassonografia ou tomografia computadorizada, quanto por macroscopia de pecas
cirargicas, foi de 8 cm (= 5,18), mediana de 7 cm. Dois pacientes apresentavam tumores
menores que 2 ¢m, 6 tinham CHC com dimensdes entre 2,1 ¢ 5 cm, 8 entre 5,1 e 10 cme 5
eram maiores que 10,1 cm. (TABELA 2 e ANEXOS B e C).

Tabela 2: Sexo, idade e tamanho tumoral

n
Sexo
masculino 28
feminino 6
Idade
<40 8
entre 40 e 60 11
260 15
Tamanho (cm)*
<2 2
entre 2,1 e5 6
entre 5,1 e 10 8
>10,1 5

*total de 21 pacientes
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A sobrevida média de 31 pacientes (dos quais se teve seguimento), a partir da
data de coleta, foi de 400 dias (GRAFICO 2).

4.2. PROCEDENCIA DO MATERIAL

Os casos de CHC tiveram as seguintes procedéncias: 8 foram oriundos de biopsia

por agulha, 5 por bi6psia em cunha, 4 por hepatectomia parcial e 7 eram explantes hepaticos.

4.3. PADRAO HISTOLOGICO (OMS)

De acordo com a classificagdo histologica da OMS, 33 tumores apresentaram
padrdo primdrio trabecular e um, padrio pseudo-glandular. Nenhum tumor apresentou
padrdo fibrolamelar predominante. Com relagio ao padrio secundério, dos 34 tumores
estudados, 7 eram de padrdo pseudo-glandular e 27 eram do tipo trabecular (ANEXO D).

4.4. GRADUACAO HISTOLOGICA DE EDMONDSON-STEINER (1954)

De acordo com a classificacio de Edmondson-Steiner (1954), 4 pacientes
apresentaram tumor grau I, 20 tinham tumor grau II, 7 apresentaram tumor grau III e trés
grau I'V (Anexo D) e Figuras 4, 5,6, 7, 8 e 9.
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- _.y:> 3 :
Figura 4: Grau I de Edmondson-Steiner

Células tumorais com citoplasma acid

irregularidade nuclear (coloragdo HE - 400X).

Figura 5:Grau II de Edmondson-Steiner

Notar numerosas formagdes pseudo-acinares com conteido protéico

(coloragdo HE, objetiva de 400X)

6filo e volumoso, exibindo minima

na luz
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Figura 6: Grau II de Edmondson-Steiner

Pormenor exibindo formagdo pseudo-glandular com material protéico na luz.
Presenca de células com micleos maiores e mais hipercromaticos que os hepatécitos normais,

com citoplasma abundante, acid6filo e de limites bem definidos. (coloracdo HE - 1000X)
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Figura 7: Grau III de Edmondson-Steiner

Observam-se aumento da relagdo nucleo-citoplasmatica, maior irregularidade
nuclear, nucléolos evidentes, além de distor¢do trabecular. (coloracdo HE, objetiva de

1000X)
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Figura 8: Grau III de Edmondson-Steiner

Observar aumento da relagdo nucleo-citoplasmatica, maiores irregularidades

nucleares, nucléolos evidentes e células gigantes. (HE - 1000X)
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Figura 9: Grau IV de Edmondson-Steiner

Observar intenso aumento da relagdo nucleo-citoplasmatica, hipercromatismo
nuclear intenso e perda da coesdio celular, com citoplasma escasso em algumas células;

presenga de células fusiformes (coloragdo HE-400X).
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4.5. GRADUACAO MODIFICADA DE EDMONDSON-STEINER (NZEAKO et al.,
1995)

De acordo com a graduagdo histologica de Edmondson-Steiner modificada, os
tumores foram assim divididos: 4 eram grau I, 9 eram grau II, 17 eram grau III ¢ 4 eram grau

IV (Anexo e Figuras 10, 11, 12 e 13) .

Figura 10: Grau I de Edmondson-Steiner modificado

Observam-se  células tumorais com abundante citoplasma e minima

irregularidade nuclear.(coloragio HE - 1000X).
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Figura 11: Grau II de Edmondson-Steiner modificado

Observar nucleos com nucléolos proeminentes, hipercromatismo € malor

irregularidade. (coloragdo HE - 1000X).
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Figura 12: Grau I1I de Edmondson-Steiner modificado

Observa-se maior pleomorfismo nuclear, incluindo niicleos angulados (coloragdo
HE - 1000X).
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Figura 13: Grau IV de Edmondson-Steiner modificado

Notam-se pleomorfismo nuclear e hipercromatismo (coloragdo HE - 1000X).

4.6. PARAMETROS AgNOR E NUCLEARES
4.6.1. Casos controle (tabela 3 ¢ anexo M)
Dentre os casos controle observam-se os seguintes resultados:

4.6.1.1. AreaNuclear MEAN variou de 24,94 a 38,33 pm’, com média de 31.53
(DP + 3,69).

4.6.1.2. area AgNOR_MEAN foi de 3,02 a 4,22 pm’, com média de 3,73 (£0,36).
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4.6.1.3. %area AgNOR MEAN variou de 9,48 a 14,34%, com média de 12,07
(£1,5).
4.6.1.4. n AgNOR_MEAN variou de 1,13 a 1,42, com média de 1,27 (£0,1)

Tabela 3: Parametros AgNOR (casos-controle)

n AreaNuclear MEAN Area AgNOR_MEAN % area n
(em pm2) (em um2) AgNOR_MEAN AgNOR_MEAN
S 9 31,53 3,73 12,07 1,27 B

4.6.2. Carcinoma hepatocelular

4.6.2.1. AreaNuclear MEAN - nos 34 casos, variou de 19,13 a 75,22 pm2, com
média de 3922 (DP + 13,04) e mediana de 36,22
(AreaNuclear CV=0,33).

4.6.2.1.1. Classificagdo de Edmondson-Steiner:
Grau I - 33,64 um2 (+ 7,06)

Grau II - 35,89 um?2 + (11,42)

Grau III - 48,42 pm?2 + (15,06)

Grau IV - 47,28 um2 + (15,65)

4.6.2.1.2. Classifica¢do de Edmondson-Steiner modificada:
Graul - 29,61 um2 + (5,9)

Grau II - 34,17 um2 + (12,45)

Grau III - 39,09 pm2 + (9,8)

Grau IV - 60,62 pm2 + (10,07)
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4.6.2.2. Area AgNOR_MEAN - nos 34 casos foi 5,43 pm2+ 2,03, variando de
2,0775 a 9,7062 pm2. A mediana foi de 5,07 pm2.

4.6.2.2.1. Classificagdo de Edmondson-Steiner:
Grau I - 6,24 pm2 + (0,99)

GrauII - 5,38 um2 = (2,23)

Grau III - 5,08 pm2 + (2,01)

Grau IV - 5,39 pm2 + (2,24)

4.6.2.2.2. Classificagiio de Edmondson-Steiner modificada:
Graul - 521pm2 + (1,13)

Grau II - 5,44 pm2 + (1,52)

Grau III - 5,28um?2 = (2,39)

Grau IV - 621um2 = (2,52)

4.6.2.3. Y%area AgNOR_MEAN variou de 8,27 a 23,27%, com média de 14,41%
(+3,62) e mediana de 13,68%.

4.6.2.3.1. Classificagio de Edmondson-Steiner:
Grau I - 14,87% = (1,74)

Grau II - 15,24% = (3.86)

Grau III - 13,3% % (3,33)

Grau IV - 10,65% = (1,77)
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4.6.2.3.2. Classificagdo de Edmondson-Steiner modificada:
Graul - 16,79% + (2,1)

Grau Il - 15,57% + (3,77)

Grau III - 13,6% =+ (3,8)

Grau IV - 13,6% + 3,8

4.6.2.4. n AgNOR _MEAN variou de 1,18 a 2,64, com média de 1,68 = 0,36 e

mediana de 1,53.

4.6.2.4.1. Classificagdo de Edmondson-Steiner:
Graul - 1,59 +(0,32)
GrauIl - 1,53 + (0,26)

Grau III - 1,9 + (0,33)

Grau IV - 2,16 + (0,44)

4.6.2.4.2. Classificagdo de Edmondson-Steiner modificada:
Graul - 1,33 £ (0,04)

GrauII - 1,53 + (0,28)

Grau IIT -1,72 + (0,34)

Grau IV - 2,16 + (0,24)

4.6.2.5. O Indice de Riischoff (RI), nos 34 casos, variou de 0,18 a 2,48, com média
de 0,62 + 0,41. A mediana foi de 0,56.

Resultados
100



4.6.2.6.

4.6.2.5.1. RI_MEAN na classificagio de Edmondson-Steiner:
Graul - 0,41+ (0,12)

GrauII - 0,52 + (0,23)

Grau 111 - 0,77 + (0,26)

Grau IV - 1,2035 + (1.1148)

4,6.2.5.2. RI_MEAN na classificagdo de Edmondson-Steiner modificada:
Graul - 0,35 = (0,07)

GrauII - 0,45 % (0,14)

Grau II - 0,71 = (0,51)

Grau IV - 0,84  (0,29)

O percentual de niicleos de CHC com TAAg = 7 um2 (%TAAg = 7
variou entre 0 a 92%, com média de 26%(E 25,7) € mediana de 19,3%.

4.6.2.6.1. Classificagdo de Edmondson-Steiner:
GrauI - 20,5% = (7.6)

Grau II - 23,7% £ (25,4)

Grau III -37,6%= (32.5)

Grau IV - 22% = (19.,8)
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4.6.2.6.2. Classificagiio de Edmondson-Steiner modificada:
GrauT-21,8% + (17)

Grau I - 22,5% + (29.8)

Gran 111 - 23,09 + (24,9)

Grau IV - 47,1% + (25)

AgNOR. A Tabela 5 mostra 0s valores do %TAAg > 7 e RI em relagdo as classificagdes de
Edmondson-Steiner clissica € modificada por NZEAKO e¢; al. (1995) (maiores detalhes nos
Anexos E e F).

B AreaNuclear MEA area Yarea n AgNOR_MEAN
N AgNOR_MEAN AgNOR_MEAN

E-S
Graul 4 33,64um?2 = 7,06 6.24um2+0,99  14,87% = 1,74 1,59 + 0,32
Grau II 20 3589um2 + 11,42 538um2£223  1524%+ 3 86 1,53+ 0,26
Grau I1] 7 48,42um?2 +15,06 5,08um2 + 2 01 13,3% + 3,33 1,9 +0,33
Grau IV 3 47.28um?2 +15.65 5,39um2 + 2,24 10,65% + 1,77 2,16 + 0,44
E-S mod
Grau | 4 29,61um2 + 5.9 5.21um2+ 1,13 16,79% + 2.1 1,33 + 0,04
Grau [1 9 34,17um2 + 12,45 5,44pm?2 = 1,52 15,57% + 3,77 1,53+0,28
Grau 111 17 39,09um2 + 9.8 5,28um?2 + 2 39 13,6% + 3,8 1,72+ 0,34
Grau IV 4 60,62um?2 +10,07 6,.21um?2 + 2,52 12,8% + 2,43 2,16 £024

E-S = classificagdo de Edmondson-Steiner, E-S mod = classificaciio de Edmondson-Steiner modificada: n =
numero de casos; AreaNuclear MEAN = média de drea nuclear: area AgNOR_MEAN = média da area total
AgNOR por niicleo; %area AgNOR_MEAN = média da relagdo da area AgNOR total em relagdo a area
nuclear; n AgNOR_MEAN = meédia do nimero de AgNOR por nicleo.
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Tabela 5: Graduagdo de Edmondson-Steiner classica e modificada, indice de Riischoff,

PCNA-i e percentual de niicleos com éarea total de AGNORs >7 pm2

Indice de Riischoff %TAAg > 7 PCNA-i (%)
E-S
Grau I 4 0,410,12 20,5+ 17,6 3,51 £ 2,66
Grau II 20 0,52+ 0,23 23,7+25,4 29,13 + 25,81
Grau HI 7 0,77 0,26 37,6+ 32,5 20,48 = 17,49
Grau IV 3 1,20+ 1,11 22+£19,8 11,7+ 11,3
E-S mod
Grau I 4 0,35+ 0,07 21,8+ 17 12,79 + 9,66
Grau IT 9 0.45+ 0,14 22,5+29.8 17,12 + 19,08
Grau 111 17 0,71+ 0,51 23,9+249 29, 28 + 26, 35
Grau IV 4 0,84 + 0,29 47,1+ 25 18,02 + 23, 54

n = numero de casos; %TAAg > 7 = percentual de niicleos com érea total de AgNORs >7 um2; PCNA-i =

percentual de nucleos corados para PCNA por total de niicleos examinados em “hot spots™; E-S = classificagdo

de Edmondson-Steiner; E-S mod = classificacio de Edmondson-Steiner modificada.

4.7. PCNA

O numero de nicleos de células tumorais examinados em cada caso variou de 99

a 325, numa média de 196 (& 64) e mediana de 200. A percentagem de nicleos corados pela

imuno-histoquimica para PCNA por nimero de niicleos tumorais contados (PCNA-i) variou,
em 34 casos, de 0 a 92,9%, com média de 22,79% (+23%). Maiores detalhes podem ser
observados no ANEXO L.
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4.7.1. De acordo com a graduaciio de Edmondson-Steiner, o PCNA-i apresentou os

seguintes resultados:
Graul - 3,51% (£ 2,66)
Grau II - 29,13% (= 25,81)
Grau III - 20, 48% (= 17,49)
Grau IV - 11,7% (= 11,3)
Classificagido de Edmondson-Steiner modificada:
Grau I - 12,79% (% 9,66)
Grau Il - 17,12% (= 19,08)
Grau III - 29, 28% (+ 26,35)

Grau IV - 18,02% (+ 23, 54)

4.8. CORRELACOES DAS VARIAVEIS ENTRE SI

Foi utilizado o teste de Spearman, com nivel de significdncia igual ou menor que
0,017, com a corre¢do do erro alfa através do método de Cross & Chaffin (1982). Os dados

podem ser observados, em pormenores, nos Anexos G, H, T e J.

Nio houve correlagdo estatisticamente significativa entre a idade dos pacientes,
padrdes histolégicos (OMS) e/ou tamanho tumoral do CHC, com nenhuma das variaveis
analisadas.

Com relagdo 2 classificagio de Edmondson-Steiner classica, houve correlagdo
estatisticamente significativa com o n AgNOR_MEAN (r=0,48679).
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Observou-se correlagdo positiva entre os graus de Edmondson-Steiner com os
graus de Edmondson-Steiner modificado (r= 0,59737), como também com RI  (r= 0,47975)
e uma correlag@o inversa e menos forte com a %oarea AGNOR_MEAN (r= -0,4456).

Houve correlagdo estatisticamente significante entre a AreaNuclear MEAN ¢ a
area AgNOR_CV (r=0,49423), %area AgNOR CV (r=0,58195), n AgNOR MEAN
(r=0,48891), n AgNOR_CV (r= 0,6069), %TAAg=7 MEAN (r=0,79434) e com os graus de
Edmondson-Steiner modificado (r=0,46143). No entanto, esta Gltima associa¢do é Obvia, ja

que a defini¢do da classificagdo leva em consideragdo a drea nuclear para cada grau do CHC.

As duas associagdes estatisticamente significativas da varidvel area
AgNOR_MEAN foram com o RI (=-0,5587) (associagdo inversa) e com
AgNORsize MEAN (r=0,82738), porém as associagdes sdo logicas: o RI é definido através
da mensuracdo da area AGNOR_MEAN e o AgNORsize MEAN ¢ componente do conjunto
maior area AgNOR MEAN.

A %area AgNOR MEAN se associou, com diferenga estatisticamente
significativa, com 0 %TAAg>7 MEAN (r=0,56966).

Houve correlagdo estatisticamente significativa entre o n AgNOR_MEAN e a
gradua¢io modificada de Edmondson-Steiner (r = 0,51879) e entre o n AgNOR_MEAN e o
RI (r = 0,66743), porém esta ultima associagdo € 6bvia, pois 0 n AgNOR define o RI.

Com relagdo a graduagdo modificada de Edmondson-Steiner, observou-se

também associagdo estatisticamente significativa com o RI (r = 0,53943).

O RI se correlacionou ainda com a classificacdo classica de
Edmondson-Stemer (r = 0,47975) e com o AgNORsize MEAN (r=-0,90564), porém esta
relagdo € matematica, pois o RI é n AgNOR dividido pelo AgNORsize MEAN.

O PCNA-i apresentou associagdo inversa e estatisticamente significativa com

o AgNORsize MEAN (r=-0.,45405). Houve associag@o entre 0 PCNA-i e o RI (r=0,39036).

As demais variavéis ndo apresentaram correlagdes entre si, num nivel de

significancia menor que 0,017.

Resuitados
105



4.9. ANALISE UNIVARIADA E MULTIVARIADA DE COX E CURVAS DE
KAPLAN-MEIER - SOBREVIDA

Até o dia 16/4/1999, 20 pacientes haviam falecido, enquanto 11 estavam vivos. O
seguimento clinico de trés pacientes foi perdido. A sobrevida média dos pacientes, a partir da
data de coleta, foi de 400 dias.

Foram realizadas as curvas de Kaplan-Meier que demonstram a sobrevida geral
dos casos (Grafico 2).
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Grifico 2: Curvas de sobrevida de 31 pacientes com CHC

As variaveis foram colocadas nos modelos uni e multivariado de Cox e avaliado

seu significado progndstico.

Através da andlise univariada do modelo de regressio de Cox, pudemos
demonstrar que a graduagdo de Edmondson-Steiner classica (p=0,0229, R=0,1753) e n
AgNOR_MEAN apresentaram diferenga estatistica significativa, com nivel de significancia
limitrofe (p=0,0635, R= 0,1182). A binarizagio da classificagdo classica de Edmondson-
Steiner em dois grupos (tumores de grau I e grau II como grupo de CHC baixo grau ¢
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tumores de grau III e grau IV como CHC de alto grau) também apresentou diferenga
significativa em relagdo a sobrevida pela andlise univariada (p=0,0316, R=0,1593). As
demais varidveis analisadas ndo apresentaram diferengas significativas e podem ser
observadas na Tabela 6. No Grafico 3 observam-se curvas de Kaplan-Meier para
Edmondson-Steiner binarizado.
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Grafico 3: Sobrevida de pacientes com CHC de baixo grau (I e I) e alto grau (Ill e IV) -
Classificacdo classica de Edmondson-Steiner binarizada.
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De acordo com os resultados acima descritos, foi realizada a analise
multivariada, observando-se os seguintes resultados: a graduagio de Edmondson-Steiner é a
Unica variavel que resiste ao modelo de regressdo multivariada (p=0,0229, R=0,1753), ao

passo que a binarizagdo da classificagdo de

Edmondson-Steiner (p=0,0316) e

n AgNOR_MEAN (p=0,0635) ndo conseguem esse feito.

Tabela 6: Andlise univariada de regressdo de Cox

Parimetro p

Idade 0,7497
AreaNuclear  MEAN 0,6468
AreaNuclear CV 0,4354
area AgNOR_MEAN 0,3691
area AgNOR_CV 0,9655
%area AgNOR_MEAN 0,8213
%area AgNOR_CV 0,7234
n AgNOR_MEAN 0,0635
n AgNOR_CV 0,9794
AgNORsize MEAN 0,9034
Classificagdo de Edmondson-Steiner 0,0229
Classificagio de Edmondson-Steiner modificada 0,2409
Padrio histolégico (OMS) 0,9870
Padrio histologico secundario (OMS) 0,7749
Classificagdo de Edmondson-Steiner, binarizada 0,0316
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4.10. ANALISE DISCRIMINANTE LINEAR

Na andlise discriminante linear os parametros AgNOR (area AgNOR MEAN,
area AgNOR _CV, n AgNOR MEAN, n AgNOR CV, %area AgNOR MEAN),
conseguiram separar, em 83,7% dos casos, células hepatocitdrias normais (casos controle) de
células de tumores de baixo e alto grau da classificagdo clissica de Edmondson-Steiner
(1954) (distancia Mahalanobis de 1.8 a 3.6 entre os centroides; todos p < 0.004) (Tabela 7).

Tabela 7: Andlise discriminante linear baseada apenas em paramentros AgNOR

Contagem real Normal previsivel Baixo grau previsivel Alto grau previsivel
Normal 9 9 0 0
Baixo grau 24 1 19 4
Alto grau 10 1 1 8

83,7% dos casos foram corretamente classificados (em negrito)

4.11. ANALISE FATORIAL

Para melhor avaliacio das variaveis correlacionadas, foi realizada a analise
fatorial com marcadores de proliferacdo celular. Foram analisadas: area AgNOR MEAN,
AgNORsize MEAN, %area AgNOR _MEAN, RI, PCNA-i, n AgNOR MEAN ¢ a
AreaNuclear MEAN.

As variaveis respondem por 71,92% da variancia do modelo, considerado como

satisfatorio, ja que ultrapassa o minimo de 60% (NORMAN & STREINER, 1997).

A area AgNOR_MEAN, AgNORsize MEAN, %area AgNOR_MEAN, RI ¢ o

PCNA-i formaram um fator, denominado como fator 1, que responde a 43,6% da variincia.

A n AgNOR_MEAN, RI e a AreaNuclear MEAN compuseram o fator 2, que

corresponde a 28,32% da variancia.
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Estes dados podem ser visualizados na Tabela 8.

Tabela 8: Analise fatorial: pardmetros AgNOR e PCNA-i.

Fatores Communality
1 2

area AgNOR_MEAN 0,9506 0,1428 0,92404
AgNORsize MEAN 0,91985 -0,27405 0,92124
%%area AgNOR_MEAN 0,74041 -0,47983 0,77846
RI -0,64281 0,53469 0,6991

PCNA-i -0,56738 -0,1214 0,33666
n AgNOR_MEAN -0,10376 0,84422 0,72347
AreaNuclear  MEAN 0,09114 0,80231 0,652

Percentagem de variagdo 43,6031 28,3255 71.9286

Os fatores sdo compostos por variaveis, com valor maior que 0,5 (em negrito)
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5. DISCUSSAO
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O CHC é neoplasia maligna extremamente agressiva e de dificil tratamento,
com baixa sobrevida em cinco anos, se nio tratado (NAGASUE et al., CHLEBOWSKI ez
al.,1984; OKUDA et al., 1985; EBARA et al., 1986), a0 passo que o tratamento cirurgico e
poliquimioterapéutico podem aumentar de menos que 15% para 25 a 60% a sobrevida em
cinco anos (ARII et al., 1992; IKEDA et al., 1993). A detecgio de fatores prognosticos
pode entdo facilitar a selegdo adequada de pacientes ideais para determinado tipo de

tratamento, aumentando suas chances de sobrevida.
5.1. FATORES CLINICOS

Nosso trabalho teve como objetivo verificar os fatores anatomoclinicos que
poderiam influenciar na sobrevida do paciente. O trabalho, apesar de ser retrospectivo,
tentou langar uma sistematizag@o de analise da biopsia do CHC, que poderia ser empregada
em rotina laboratorial hospitalar. Era necessdria a simulagdo de uma rotina em que os
patologistas, a partir da biopsia de agulha ou da pega ressecada, pudessem antever o
prognéstico do pacientes. Para este trabalho entdo nfo era interessante subdividir casos em
biopsias de agulha ou de ressecgdo, visto que esta ndo € a situagdo real da rotina
laboratorial.

Com relagiio aos dados clinicos, nosso estudo nio evidenciou diferengas
importantes com a literatura. Semelhante ao que observaram outros pesquisadores (KISHI,
et al., 1983; KASHALA er al., 1990; HARATAKE ef al., 1993; SUEHIRO et al., 1995;
TRERE et al., 1996; ADACHI et al., 1996), a maioria de nossos pacientes era do sexo
masculino, numa propor¢io de 4:1. Como explanado anteriormente, fatores hormonais
parecem determinar essa maior incidéncia no sexo masculino (TARAO, 1989%a, 1989b,
1993; NAGASUE, 1989, 1992).

O tumor, na maioria dos nossos pacientes, foi identificado na faixa etaria maior
que 50 anos. Boa parte da literatura apresenta resultados similares (KISHI er al., 1983;
WOOD et al., 1988; ARII et al., 1991; HARATAKE et al., 1993; ADACHI e al., 1996).
Nossos dados diferem de KASHALA et al. (1990), por 6bvias diferengas socio-culturais e
epidemiologicas, decorrentes do fato de sua amostragem incluir somente pacientes

africanos, de regides endémicas para virus B e CHC.

Discussdo
113



Em relagdo ao tamanho tumoral, apesar de terem sido analisados somente
21 tumores em que esse dado pode ser obtido, mais da metade deles apresentava CHC com
mais de 5 cm em seu maior eixo, o que € discordante em relagdo ao trabalho de TRERE
et al. (1996b). A mediana dos 24 tumores examinados por estes autores foi de 3 cm, e a
média de 4.37 + 2,91 cm. Um dos motivos para essa diferenca é o fato que quinze dos
tumores eram grau I e II e nove eram grau III e IV; 54,1% deles eram unifocais, e sabe-se
que tumores menos desdiferenciados sdo, em geral, menores (SHIRABE et al., 1995).

Outro fator possivel seria que no servico em que foi realizado aquele trabalho, 0 método de
detecgdo precoce do HCC seja bastante eficaz.

5.2. CLASSIFICACAO DE EDMONDSON-STEINER CLASSICA E MODIFICADA

De acordo com a classificagio classica de Edmondson-Steiner, nossos

resultados séo similares aos encontrados por vérios autores (vide Tabela 9).

Tabela 9: Resultados encontrados na literatura e em nosso trabalho em relacdo a
classificagdo de Edmondson-Steiner (1954)

Graul Grau II Grau ITI Grau IV
KISHI et al., 1983 57 2 (3.,5%) 28 (49,1%) 23 (40,4%) 1(7%)
NONOMURA et al., 1990 63 8 (12,7%) 35 (55,6%) 18 (28,5%) 2(3,2%)
ARIl et al., 1991 86 5 (5,8%) 59 (68,6%) 20 (23,3%) 2(2,3%)
TERADA et al., 1991 14 0 7 (50%) 7 (50%) 0
ADACHI, HASHIMOTO, 92 15 (16,3%) 37 (40%) 34 (37%) 6(6,7%)
TSUNEYOSHI, 1993
ZALATNAI, LAPIS, FEHER, 17 6 (35,3%) 9 (53%) 2(11,7%) 0
1993
NAGAQ eral., 1995 21 5(23,8%) 9 (42,9%) 6 (28,6%) 1(4,7%)
ADACHI et al., 1996 232 28 (12,1%) 117 (50,4%) 85 (36,6%) 2(0,9%)
CHAPEL et al., 1996 124 13 (10,5%) 63 (47%) 42 (31,3%) 6(11,2%)
TRERE et al, 1996 24 6 (25%) 9 (37.5%) 4 (16,7%) 5(20,8%)
TANNAPFEL et al., 1999 193 72 (37,3%) 55 (28,4%) 52 (26,9%) 14 (7,4%)
NOSSOS DADOS 34 4(11,8%) 20 (58,8%) 7 (20,6%) 3(8,8%)

n = nimero de casos; graus I, II, III e IV = referem-se a graduagio de Edmondson-Steiner.
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Em quase todos os estudos publicados, o grau Il e o grau IV apresentam o
maior € 0 menor numero de casos, respectivamente, como também ¢é baixo o nimero de
casos de tumores grau I. A exceg?o se faz com um trabalho de TANNAPFEL et al. (1 999),

em que foram encontrados um maior nimero de casos de grau I.

Em relagdo a classificagdo modificada de Edmondson-Steiner por NZEAKO
et al. (1995) demonstram que 441 pacientes (41,44%) apresentavam tumor classificado
como grau I ou II e 623 como grau III ou IV (58,56%), num total de 1064 pacientes.
Nossos dados sio semelhantes aos observados por estes autores, com 13 pacientes exibindo

grauloull e 21, grau Il ou I'V.

As classificagdes de Edmondson-Steiner classica e a modificada mantém
correlagio estatisticamente significativa, talvez pelo fato de apresentarem conceitos
semelhantes nos graus I e II. No grau III nota-se, em ambas as classificacdes, o aumento do
pleomorfismo nuclear hepatocelular, enquanto que no grau IV, na modificada, o
pleomorfismo € intenso, ao passo que na classificagdo classica valoriza-se a presenca de
células isoladas e infiltrativas. Essas diferengas sutis de descrigio do grau IV podem
explicar o porqué das diferengas encontradas em termos de progndstico entre as
classificagdes (isso serd abordado adiante).

5.3. PADRAO HISTOLOGICO

Nosso estudo caracterizou o tipo trabecular como padrdo histolégico
predominante (“primario”), o que também foi observado por NZEAKO et al. (1995),
relatando 656 casos de padrdo trabecular, 49 pseudo-glandulares e 359 de outros padrdes
primarios. No nosso material, o padrio histoldgico “secunddrio” foi também
predominantemente do tipo trabecular. Porém, devido ao fato da nossa amostragem estar
constituida predominantemente por material proveniente de bidpsias por agulha (52,9%),

torna-se dificil a observagdo de outros tipos histolégicos, que nio este.

Estudo de 50 casos de CHC através de citologia aspirativa (“cell block”),
realizado por KUNG, CHAN, FUNG (1991), demonstrou também predominio do padrio
histolégico trabecular (64%). O padrio solido (compacto) foi observado em 34% e o
pseudo-glandular em 2%.
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De maneira geral, pudemos constatar que poucos artigos da literatura fazem
mengdo ao padrdo histolégico do CHC, provavelmente pela sua baixa correlagdo com a

sobrevida dos pacientes.

5.4. PARAMETROS AgNORs
5.4.1. n AgNOR_MEAN
Na Tabela 10 podemos comparar os nossos resultados aos de outros autores.

Tabela 10: Comparacdo dos resultados obtidos em relagdo ao n AgNOR_MEAN em nosso

trabalho e na literatura.

AUTORES n pum Tempo nmicleos  Anilise nAgNOR_MEAN
CROCKER & McGOVERN, 10 3 30-35° 200 Opt 7,88 £29
1988
ANSELMI ef al., 1990 22 3 30’ 50 Opt 6,28 + 1,49
NONOMURA et al., 1990 63 3 30-60° 200 Opt 227409
TERASAKI et al., 1990 75 3 30-35° 100 Opt 6,18+ 14
TRERE et al., 1991 1 3 10 200 IMG 3,82+ 1,45
SHIRO et al.,1993 64 3 60’ 200 Opt 2,99 +1,08
ZALATNAI et al., 1993 19 4 40’ 200-300 Opt 3,32+1,43
NAGAO et al., 1995 21 30° 500 Opt 327+1,11
SHIMIZU et al., 1995 89 3 30-35° 200 Opt 3,26 £ 1,23
TANNAPFEL et al,1999 193 ? 17 200-400 Opt 48+43
NOSSOS DADOS 34 3 30 200 IMG 1,68 + 0,36

n = numero de casos estudados; pm = espessura dos cortes histolégicos; Tempo = tempo de incubacéo pelo
método de PLOTON et al., 1986; n nicleos = niimero de nicleos analisados; Analise = método de observagao
por microscopia 6ptica (Opt) ou por andlise de imagem assistida por computador (IMG); n AgNOR_MEAN =
namero médio de AgNORs por nicleo.
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Todos os autores mencionados demonstraram valores de n AgNOR_MEAN
superiores aos nossos. No entanto, a maioria destes artigos teve sua metodologia baseada
em andlise através de microscopio Optico comum (grande aumento, com calibracdo
micrométrica do aparelho). Assim, AgNORs ndo visualizadas em determinado nivel de
profundidade poderiam ser visualizadas em outro. Em nosso trabalho utilizamos a leitura da
limina sob imagem congelada pelo computador, nfo sendo possivel a visualizagdo de
campos acima ou abaixo do que estavamos vendo. Entdo, conseqiientemente, o namero de
AgNORs contadas por nucleo era menor que aquele obtido em outros trabalhos. Em relagéo
a este efeito, RUSCHOFF et al. (1990) demonstraram a importéncia das condi¢des em que
a coloragdo das AgNORs é realizada, como também da forma em que elas sdo mensuradas,
alterando os resultados obtidos. Sabe-se que o mimero das AgNORs por nucleo pode
aumentar em decorréncia de tempo de incubag@o do nitrato de prata, da temperatura ser
maior que 25°C e variagdes da espessura dos cortes histologicos (GIRI ef al., 1989). A
diminui¢do aparente do numero de AgNORs pode ocorrer quando hd impureza dos
reagentes, inadequadas condi¢des de luminosidade, sobreposigdo das AgNORs (GIRI et al,
1989b) e diferencas na resolugdo 6ptica do aparelho (RUSCHOFF, PLATE, BITTINGER,
1989). Tanto a espessura a qual os cortes eram submetidos, como o tempo de incubagdo
pela prata, também o numero de micleos contados, variaram entre um trabalho e outro.
Utilizamos cortes histolégicos de 3pum no mesmo micrétomo € com 0 mesmo técnico para
minimizar as variagdes. Nosso trabalho demonstra que o nmimero minimo, porém adequado,
de nucleos contados para a avaliagdo de parametros AgNOR € de 200. Deste modo,
trabalhos em que a contagem ¢ inferior a 200 podem ser questionados com relagdo a sua
confiabilidade.

Em relagdo a classificagio de Edmondson-Steiner, que nosso estudo
demonstrou correlacdo estatisticamente significativa com o n AgNOR_MEAN,
ZALATNAI et al. (1993) apresentaram resultados divergentes. Estes autores, contudo,
relatam uma pequena amostra e concluem que, provavelmente, o n AgNOR_MEAN
aumente de acordo com a indiferenciacdo cehular. Portanto, o n AgNOR_MEAN podera ser
utilizado como critério de agressividade tumoral, asssociando-se a pior sobrevida do

paciente. Os outros autores mencionados na Tabela 10 também demonstraram correlagédo
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estatisticamente  significativa entre a graduagdo de Edmondson-Steiner e o
n AgNOR_MEAN.

As associagdes estatisticamente significativas encontradas entre o n
AgNOR_MEAN e a AreaNuclear MEAN e entre 0 n AgNOR_MEAN a a graduagio de
Edmondson-Steiner modificada podem ser redundantes. A primeira associagdo pode ser
interpretada como decorrente da desdiferenciagdo celular, pois entre os graus I a III de
Edmondson-Steiner h4 um aumento da area dos nucleos hepatocelulares. Por analogia, a
associagdo entre o n AGNOR_MEAN e a graduagdo de Edmondson-Steiner modificada
pode ser explicada pela associagdo entre esta e a graduag¢do de Edmondson-Steiner classica.

5.4.2. area AgNOR_MEAN

Tabela 11: Comparagdo dos resultados obtidos em relagdio a area AgNOR MEAN em
nosso trabalho e na literatura.

AUTORES pm Tempo nmicleos area AgNOR_MEAN E-S
TRERE et al., 1991 1 3 10° 200 3,82 +1,45 -
DERENZINI et al., 1993 11 ? 147 100 4,48 +1,049 -
BOLONDI ef al., 1996 5 ? 14° 100 5,93 +2,89 -
TRERE et al., 1996b 24 2 10° 100 6,48 + 2,84 N
NOSSOS DADOS 34 3 30 200 5,43 + 2,03 N

n = numero de casos estudados; um = espessura dos cortes histolégicos; Tempo = tempo de incubacio pelo
método de PLOTON et al., 1986; n niicleos = nimero de nicleos analisados; area AGNOR_MEAN = média
de drea AgNOR por micleo; E-S = graduacdo de Edmondson-Steiner (1954).
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Sdo poucos os estudos ja realizados sobre a area AgNOR_MEAN, e nossos
resultados sdo similares aos encontrados na literatura (vide Tabela 11). TRERE
et al.(1996b) avaliaram a area AgNOR _MEAN juntamente com a classificacio de
Edmondson-Steiner, ndo encontrando associagdo estatisticamente significativa entre estas.
Estes autores referem que seus resultados sdo semelhantes aqueles encontrados por
TARAO et al. (1991) e KITAMOTO et al. (1993), que estudaram, respectivamente, o
PCNA e a incorporagdo de bromodeoxiuridina, demonstrando que, apesar da area
AgNOR_MEAN se correlacionar com o ritmo proliferativo celular, nio se correlaciona
com a diferenciagdo tumoral. O fato de a area AgNOR MEAN nio se correlacionar a
nenhuma graduagdo histologica em nosso estudo reforga esta idéia. LORAND-METZE
et al. (1998) obtiveram resultados semelhantes aos nossos, analisando parimetros AgNOR

em leucemias.

5.4.3. Outros pariametros AgNOR

Observamos correlagdo positiva estatisticamente significativa entre AgNORsize
e a graduagdo de Edmondson-Steiner, o que também foi observado por SHIRO et al.
(1993), demonstrando que quanto maior 0 n AgNOR MEAN, menor é a area
AgNOR_MEAN. As AgNORs de menor tamanho sdo, por estes autores, denominadas de
T2-NOR.

A correlagdo observada entre %TAAg>7 e a classificagio de Edmondson-
Steiner pode ser entendida, 2 medida em que sabemos que quanto mais indiferenciado for o
tumor, maiores sdo as chances de encontrarmos células pleomérficas que apresentam maior

percentagem de cé€lulas com area AGNOR maior que 7 pm2.

Observamos correlagdo estatisticamente significativa entre a graduagdio
histolégica de Edmondson-Steiner modificada e a AreaNuclear MEAN. As demais
correlagdes observadas entre a AreaNuclear MEAN e outras variaveis (n AGNOR MEAN,
n AgNOR_CV, area AgNOR CV, %area AgNOR_CV e %TAAg>7 MEAN) seriam
decorrentes, portanto, do proprio aumento da variagdo morfologica nuclear (pleomorfismo),
a medida em que o tumor torna-se mais indiferenciado. O mesmo pode-se dizer da

correlagdo observada entre %area AGNOR_MEAN e a %TAAg>7 MEAN.,
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O RI apresentou correlagdo estatisticamente significativa com ambas as
graduacdes histologicas. Visto que o RI é definido como o n AgNOR_MEAN dividido pelo
AgNORsize MEAN, e como o n AgNOR _MEAN estd correlacionado com estas, tal

correlagdo nos parece redundante.

A correlagdo observada entre o RI e a %area AgNOR_MEAN foi inversa
(r= -0,4456), devido ao fato do RI ser inversamente proporcional ao tamanho de cada

AgNOR por nicleo, correlacionando-se, portanto, de maneira inversa com O percentagem
do total de Area AgNOR.

5.4.4. PCNA-i

Observamos uma correlagdo inversa e estatisticamente significativa entre o
PCNA-i e 0 AgNORsize MEAN e correlagdo entre o PCNA-i e o RI. Sabe-se que quanto
menor o tamanho das AgNORs, maior o0 n AgNOR_MEAN e, portanto, mais
indiferenciado ¢ o tumor (SHIRO er al., 1993). O PCNA-i se relacionaria indireta e
parcialmente com a diferenciag@o celular, o que estd em acordo com resultados obtidos por
NG et al.(1994) e NG et al.(1995 a), estudando neoplasias em outros 6rgios. No entanto,
ndo se observa associagdo entre 0 PCNA-i e as graduagdes histologicas para o CHC
(Edmondson-Steiner classica e a modificada), o que também foi constatado por NG
et al.(1993), TANIAI et al.(1993) e TANNAPFEL et al.(1999). Alids, nossos resultados
foram muitos semelhantes aos observados por TANNAPFEL er al.(1999) (Tabela 12),
tanto em relagdo aos valores de PCNA-i, como em relagdo ao nimero de nucleos

analisados, e a ndo observagdo de correlagdo com a sobrevida.
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Tabela 12: Comparagéo entre o PCNA-i em nossa pesquisa e outros autores

AUTORES n micleos_min PCNA-i ) ES
TERADA & NAKAMURA, 1992 14 500 42,4 +7,7% - s
ADACHI et al,1993 409 ? 32% s s
KITAMOTO et al, 1993 46 500 18,7% s s
SUEHIRO et al.,1995 141 1000 37.7 +28,9% s s
IKEGUCHI et al, 1998 76 1000 23,5+£19,1% - -
TANNAPFEL et al, 1999 193 200 25% n n
NOSSOS DADOS 34 196 22,79 +£23% n n

n = nimero de casos analisados: n niicleos_min = nlimero minimo de niicleos contados; PCNA-i = niimero de
nicleos corados para PCNA dividido pelo nimero total de nucleos; S= Sobrevida; ES = graduagio de

Edmondson-Steiner; (s = estatisticamente significativo; n = ndo significativo; - = ndo avaliado).

Podemos entdo concluir que o PCNA se relaciona fracamente aos pardmetros
AgNOR e ndo se correlaciona as graduacdes histologicas, o que explicaria em parte o fato
de ndo apresentar importancia no prognostico dos pacientes, quando comparado a outros

fatores.

5.4.5. Analise fatorial

Utilizamos a analise fatorial com o intuito de avaliarmos como os marcadores
de proliferagdo celular se correlacionam entre si. A andlise fatorial foi utilizada, nesta
situacdo, para a redugdo do numero de varidveis encontradas (NORMAN & STREINER,
1997}.

Ao analisarmos os dois fatores decorrentes desta analise, pudemos concluir que
o Fator 1 se refere a area de AgNOR, individual ou coletivamente analisada, j4 que
corresponde a combinagdo da area AgNOR MEAN., AgNORsize MEAN, %area
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AgNOR_MEAN, RI e o PCNA-i. O Fator 2, por sua vez, se refere ao numero de AgNORs,
pois corresponde a n AgNOR _MEAN, RI e a AreaNuclear MEAN. Como o Fator
1 corresponde a 43,6% da percentagem de variagdo e inclui a drea AgNOR, esta deve ser
vista como o mais importante fator de proliferacdo celular, numa varidncia de 71,92%.
Resultados semelhantes foram demonstrados por LORAND-METZE er al. (1998),
estudando leucemias agudas e TRERE ef al.(1996b).

O fato de os pardmetros AgNOR associados a drea AgNOR total estarem
relacionados a proliferagdo celular tumoral, nos permite avaliar o tempo de duplicago do
volume tumoral, como demonstrado por TRERE et al. (1996b). Isso é importante,
principalmente naqueles casos em que o CHC ainda ndo atingiu 0 tamanho limite para a
realizacdo de transplante hepatico, como também para se avaliar a possibilidade de invasdo
da veia porta, nos casos de CHC localizados préximos a esta.

Portanto, a avaliagdo dos parametros relacionados a area AgNOR e do PCNA-i
deve ser realizada, no sentido de auxiliar na conduta terapéutica mais apropriada a cada

€aso.

5.5. ANALISE MULTIVARIADA

Segundo a andlise multivariada de regressio de Cox, observamos que a
classificagdo de Edmondson-Steiner é o unico fator independente que se correlaciona com a
sobrevida dos pacientes, o que estd de acordo com vérias publicagdes (KISHI ef al., 1983;
KASHALA et al., 1990; IKEDA et al., 1993; TORII ef al., 1993; HARATAKE et al.,
1993; MELCHIORRI et al., 1994; NZEAKO et al., 1995; CHAPEL et al.,1996; ADACHI
et al., 1996).

Observamos que a classificagdo de Edmondson-Steiner leva em consideragéo o
pleomorfismo celular crescente e o desarranjo arquitetural em sua graduacgio. Esta maneira
de classificar o tumor pode incorporar informag¢des preciosas sobre o comportamento
biologico da lesdo. Por outro lado, nenhum dos marcadores de proliferagdo celular pode

antever a agressividade tumoral, o que sugere que ha fatores ainda a serem explorados que
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possam se correlacionar tanto com a graduacio de Edmondson-Steiner como com a
sobrevida dos pacientes. Um fato importante que deve ser mencionado é que muitos de
nossos casos se constituiram de bidpsia de agulha, com representacio reduzida do tumor,
diferentemente de trabalhos que demonstram a importincia dos parametros AgNOR no
prognostico de portadores de CHC. Certamente a representagdo do tumor em pegas de
ressecgdo oferece melhores condiges para a avaliagdo dos pardmetros AgNOR.

Na avaliagdo de nossos casos, os critérios propostos no artigo original de
EDMONDSON & STEINER (1954) foram aplicados com rigor. Pudemos notar que esta
classificagdo € complexa e apresenta certo grau de subjetividade e que minimas eventuais
variagdes podem implicar em incorreta classificagdo. Ou ainda, sutis variagdes, como as
propostas por NZEAKO e al. (1995), acabam criando uma graduagéo diversa, que por sua
vez ndo apresenta correlagdo com a sobrevida. Ou seja, deixa de ter importincia
prognostica. O mesmo pode se dizer da binarizagdo da classificagdo de Edmondson-Steiner
(isto €, classificando o tumor como baixo grau, I ou II, ou como alto grau, III ou IV). Esta
binarizacdo apresenta correlagdo com a sobrevida dos pacientes em andlise univariada, no
entanto, torna-se menos eficaz como fator progndstico, quando em analise multivariada.
Portanto, esta binarizagdo talvez apresentasse melhor desempenho como fator prognéstico,

se nossa casuistica fosse maior.

Através da andlise discriminante linear observamos que os parametros AgNOR
(area AgNOR_MEAN, area AgNOR _CV, n AgNOR _MEAN, n AgNOR CV, %area
AgNOR_MEAN) podem auxiliar na determinagdo se o tumor ¢ de baixo grau ou alto grau,
pela classificagdo classica de Edmondson-Steiner. Isso implica determinarmos, com menos
subjetividade ¢ maior acuracia, a graduagdo histologica mais apropriada para o tumor e,
conseqiientemente, avaliarmos a sobrevida do paciente. Observamos ainda que a contagem
das AgNORs no tumor pode ser 1til para avaliar a sobrevida dos pacientes, em analise
univariada, porém € menos eficiente que a classificagdo classica de Edmondson-Steiner, em
analise multivariada. Novamente, se amplidssemos o numero de casos, talvez pudéssemos
concluir sobre um melhor desempelho deste parametro AgNOR em relagdo 2 avaliagio da

sobrevida dos pacientes.
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Frente aos nossos resultados, somos de opinido que a utilizagio da binarizagao
da classificagdo de Edmondson-Steiner deva ser utilizada, pela diminuigio da subjetividade
e conseqiiente melhor reprodutibilidade. Esta, associada a andlise dos parametros AgNOR,
que é factivel de ser realizada rotineiramente, podera classificar os casos de CHC de uma

nova maneira, muito mais correlacionada com a sobrevida dos pacientes.
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6. CONCLUSOES
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6.1. O numero de AgNORs, em células do CHC, se correlaciona com as
graduagdes histologicas de Edmondson-Steiner clissica e modificada, associando-se a
sobrevida dos pacientes (em analise univariada) e representando o mais expressivo

parametro AgNOR relacionado ao prognéstico da doenga.

6.2. A area total de AgNORs, bem como os parametros AgNOR relacionados a

esta, correlacionam-se com a atividade proliferativa do CHC.

6.3. Os parametros AgNOR podem, portanto, auxiliar indiretamente na
determinagdo do prognéstico dos pacientes portadores de CHC.

6.4. Somente a classificacgio de Edmondson-Steiner (1954) se correlacionou
com a sobrevida dos pacientes portadores de CHC (em analise multivariada),

representando, portanto, seu fator progndstico mais relevante.

6.5. O PCNA se correlaciona fracamente com os parametros AgNOR e ndo

demonstra importincia na avaliagdo prognostica nos pacientes portadores de CHC.

6.6. Os parametros AgNORs, quando avaliados coletivamente, podem auxiliar
na distingdo entre tecido hepatico nio tumoral e CHC.

Conclusdes . ..
127



7. SUMMARY

129



The aim of this study was to evaluate the prognostic and diagnostic value of
AgNOR and PCNA staining in biopsies of 34 liver cell carcinomas using an image
analyzing system.

The AgNOR number per nucleus and the relative AgNOR area, but not the
PCNA index, showed a significant correlation with the histological tumor grade according
to the classical and the modified Edmondson-Steiner’s classification.

Regarding univariate survival, only the grade of the classical
Edmondson-Steiner’s classification was of prognostic significance. The parameters sex,
age, maximum tumor diameter, mean AgNOR number, total nuclear area and relative
AgNOR area, nuclear area, PCNA index or the grade of the modified
Edmondson-Steiner’s classification did not reach statistical significance regarding survival.

By a factor analysis, two factors could be created, which could explain together

72% of the variance of all nine parameters included in the study.

In a linear discriminate analysis, the AgNOR variables could separate between
normal liver cells and cells from high grade or low grade carcinomas in 83,7% of the cases.
Therefore, we think that the AgNOR technique can be usefully applied in biopsies of liver
carcinomas for the differential diagnosis and tumor grading.

Summary
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Anexo A — Estadiamento do Carcinoma Hepatocelular segundo Okuda et al (1985)

Tamanho do tumor Albumina Bilirrubina Ascite
>50% <50% <3g/dl =3g/dl >3 mg/dl <3 mg/dl
Estagio ) ) ) -) ) ) # )

I ) ) ) 0

a lou2(+)

m 3oud(+)

(+): sinal de doenga avancada
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Anexo B - Dados clinicos dos pacientes.

Casos HC Sexo  Data de Nascimento Idade
Paciente 1 6205141 M 26/05/1932 65,5
Paciente 2 6301159 F 11/08/1982 16,17
Paciente 3 5467601 M 22/11/1946 51,42
Paciente 4 6266799 M 22/07/1947 50,5
Paciente 5 4028185 F 18/03/1972 21,25
Paciente 6 3280904 M 04/10/1931 61,75
Paciente 7 4402632 M 02/07/1977 16,66
Paciente 8 4199465 M 04/11/1924 69,42
Paciente 9 4420020 M 05/06/1915 78,83

Paciente 10 4016645 F 08/03/1920 76,17
Paciente 11 5594543 M 11/03/1915 81,42
Paciente 12 5915709 M 21/06/1932 65
Paciente 13 5882998 F 23/06/1931 65,83
Paciente 14 6319772 M 03/09/1922 75,83
Paciente 15 3834979 M 14/01/1923 73,66
Paciente 16 5075763 M 02/07/1941 54,25
Paciente 17 1405425 M 08/07/1964 34,25
Paciente 18 5427849 M 07/02/1972 24,17
Paciente 19 5742251 M 02/09/1938 58,25
Paciente 20 5865910 M 13/03/1947 50,08
Paciente 21 5776006 M 11/09/1943 53,83
Paciente 22 6356663 M 12/03/1958 40,17
Paciente 23 6603173 M 04/08/1927 72,5
Paciente 24 6190241 F 29/07/1932 66,42
Paciente 25 3573054 M 18/10/1926 67,5
Paciente 26 5195343 M 16/03/1934 61,75
Paciente 27 5345702 M 29/06/1940 55,58
Paciente 28 6085155 M 25/01/1983 14,58
Paciente 29 6149781 M 27/08/1936 62,17
Paciente30 4178510 F 11/06/1908 85,33
Paciente 31 5408223 M 25/03/1944 5225
Paciente 32 5596818 M 28/04/1941 57
Paciente 33 5609734 M 24/06/1959 37.25
Paciente 34 3905718 M 24/07/1963 29

HC = registro no Hostipal de Clinicas da Faculdade do Ciéncias Médicas da Universidade Estadual de

Campinas; (M = sexo masculino, F = sexo feminino)

Anexos

176



Anexo C - Dados clinicos dos pacientes.

Casos Data da coleta Data do 6bito Obito Data do diagnéstico Tamanho do tumor (cm)

Paciente 1 22/12/97 15/02/99 1 10/11/97 -
Paciente 2 28/10/98 - 0 18/05/98 1,3
Paciente 3 29/04/98 - 0 09/05/96 1,8
Paciente 4 13/02/98 - 0 09/02/98 9,2
Paciente 5 24/05/93 08/06/96 1 24/06/93 -
Paciente 6 09/07/93 09/07/93 1 06/11/91 5,0
Paciente 7 25/03/94 15/04/96 1 23/06/94 20,0
Paciente 8 15/04/94 09/11/97 1 25/03/94 -
Paciente 9 20/04/94 03/07/94 1 05/11/93 12,7
Paciente 10 27/05/96 ® - 08/05/96 7,0
Paciente 11 21/08/96 - - 21/08/96 -
Paciente 12 14/05/97 02/11/98 1 30/04/97 18,0
Paciente 13 21/05/97 24/06/97 1 01/02/97 4,5
Paciente 14 23/06/98 12/12/98 1 23/06/98 -
Paciente 15 25/09/96 09/12/96 1 25/09/96 -
Paciente 16 16/10/95 24/09/96 1 16/10/95 -
Paciente 17 04/12/96 - 0 04/12/96 -
Paciente 18 16/04/96 05/06/97 1 29/03/96 12,0
Paciente 19 06/03/97 - 0 06/03/97 15,0
Paciente 20 16/04/97 - 0 27/01/97 3.1
Paciente 21 09/06/97 - 0 09/06/97 -
Paciente 22 25/05/98 26/06/98 1 24/03/98 8.0
Paciente 23 12/01/99 - 0 23/11/98 -
Paciente 24 21/12/98 - 0 28/11/98 -
Paciente 25 02/05/94 21/10/94 1 04/05/92 3,2
Paciente 26 13/12/95 16/04/99 - 01/07/95 10,0
Paciente 27 28/02/96 16/07/96 1 13/02/96 5,8
Paciente 28 18/09/97 26/04/98 1 05/09/97 -
Paciente 29 19/10/98 - 0 19/10/98 -
Paciente30 03/11/93 13/02/95 1 02/11/93 3,0
Paciente 31 03/07/96 04/07/96 1 04/01/96 4,7
Paciente 32 27/10/98 - 0 14/08/98 54
Paciente 33 30/08/96 27/09/96 1 16/08/96 7,0

Paciente 34 11/03/93 25/04/93 1 08/03/93 9.1

Obito (1 = em ocorrendo falecimento do paciente; 0 = paciente vivo em 16/4/1999; - = dado ndo pode ser
analisado); tamanho do tumor = tamanho tumoral 4 macroscopia ou calculado por ultrassom ou tomografia
computadorizada (- = dado néo pode ser analisado)
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Anexo D - Padrio histolégico primério e secundirio e graduagdio histologica de
Edmondson-Steiner classica (1954) e modificada (1995).

Casos P. Primsrio P. Secundério E-S E-S Modificado
Paciente 1 1
Paciente 2
Paciente 3
Paciente 4
Paciente 5
Paciente 6
Paciente 7
Paciente 8
Paciente 9
Paciente 10
Paciente 11
Paciente 12
Paciente 13
Paciente 14
Paciente 15
Paciente 16
Paciente 17
Paciente 18
Paciente 19
Paciente 20
Paciente 21
Paciente 22
Paciente 23
Paciente 24
Paciente 25
Paciente 26
Paciente 27
Paciente 28
Paciente 29
Paciente30
Paciente 31
Paciente 32
Paciente 33
Paciente 34 T 3
P. Primério = padrio histolégico (O. M. S.) predominante (T = trabecular, PG = pseudo-glandular); P.
Secundario = padrdo histolégico (0. M. S.) secundirio (T = trabecular, PG = pseudo-glandular); E-S =
graduacdo de EDMONDSON-STEINER (1954) e E-S mod = graduagio de EDMONDSON-STEINER
modificada por NZEAKO et al., 1995.

SRR R e e R R e B B B T B B R I R T R e L e e P NN
-—a-—l~—1-a-}-—1-1—1~i-—1—-1-a-;33—;—}&-—1—1&3»—;—1—18—1388—1'—;-1-4

I
1 2
1 2
1 2
2 2
2 2
2 1
2 1
2 2
2 3
2 1
2 2
2 3
2 3
2 2
2 3
2 3
2 3
2 3
2 3
2 3
2 3
3 2
2 3
3 4
3 3
3 4
3 3
3 3
3 4
3 3
4 4
4 3
4
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Anexo E - Parimetros AgNORs

Casos AreaNuclear  AreaNuclear area AgNOR area AgNOR
_MEAN _CV MEAN v
Paciente 1 23,140249 0,227077 6,071850 0,403791
Paciente 2 35,882252 0,358312 5,546550 0.420828
Paciente 3 38,179451 0,327428 7,924950 0,420452
Paciente 4 37,366650 0.246186 5,439800 0,477095
Paciente 5 62,437950 0,334221 5,182200 0,393636
Paciente 6 34,515652 0,324618 6,116300 0,402570
Paciente 7 32,888100 0,303152 6,310800 0,459324
Paciente 8 36,120800 0,460699 4,289300 0,614968
Paciente 9 31,180201 0,249300 7,262250 0,374607
Paciente 10 33,637249 0,346370 5,780200 0,487350
Paciente 11 26,512100 0,344375 4,178150 0,560344
Paciente 12 20,955050 0,242442 4,373000 0,429343
Paciente 13 39,452099 0,202582 3,531350 0,320350
Paciente 14 42659698 0,472595 9,524800 0,557500
Paciente 15 24,368999 0,292140 4,054200 0,429745
Paciente 16 52,007801 0,411854 4,962700 0,592374
Paciente 17 45,440948 0,304534 6,584050 0,508731
Paciente 18 34,144150 0,403050 4,222100 0,563620
Paciente 19 48,726002 0,395387 2,661800 0,594943
Paciente 20 19,130449 0,253073 2,077500 0,350367
Paciente 21 26,704451 0,261261 9,706200 0,389122
Paciente 22 49,086601 0,615994 9,524800 0,689086
Paciente 23 22,676300 0,334221 3,076450 0,393636
Paciente 24 35,304249 0,395387 4,340150 0,594943
Paciente 25 54,934052 0,372095 8,901698 0,512391
Paciente 26 37,146648 0,381459 4412450 0,619192
Paciente 27 53,079300 0,523595 6,351900 0,646915
Paciente 28 51,133999 0,283814 3,500050 0,478029
Paciente 29 31,127451 0,248600 4,773000 0,359721
Paciente30 75,221550 0,441142 2,811550 0,485184
Paciente 31 36,327950 0,380857 4.861950 0,451192
Paciente 32 59,249249 0,469110 6,783650 0,668777
Paciente 33 53,040550 0,401005 6,600050 0,516276
Paciente 34 29,561199 0,303152 2,811550 0,459324

AreaNuclear MEAN = média de area nuclear em micrometros2; AreaNuclear CV = coeficiente de variancia
da area nuclear; area AgNOR MEAN = érea total de AgNORs em micrometros2; area AgNOR CV =
coeficiente de variancia da area total de AgNORs
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Anexo F — Parimetros AgNOR

Casos Yarea %Y area n AgNOR n AgNOR %TAAG>7
AgNOR AgNOR MEAN cV
MEAN Cv
Paciente 1 13,598200 0,334568 1,390 0,460628 0,000
Paciente 2 13,759950 0,334987 1,430 0,503151 0,115
Paciente 3 14,272750 0,365853 2,155 0,540710 0,230
Paciente 4 17,864901 0,375698 1,390 0,533856 0,475
Paciente 5 23,268400 0,318621 1,440 0,555381 0,920
Paciente 6 15,205900 0,294988 1,810 0,474139 0,140
Paciente 7 18,542700 0,352388 1,290 0,442998 0,305
Paciente 8 17,095249 0,394548 1,350 0,496765 0,390
Paciente 9 13,984150 0,328334 1,485 0,486709 0,040
Paciente 10 12,525850 0,347708 1,735 0,534213 0,120
Paciente 11 17,951000 0,366833 1,315 0,448290 0,175
Paciente 12 10,057450 0,360377 1,185 0,388400 0,005
Paciente 13 11,235250 0,299754 1,435 0,461177 0,025
Paciente 14 22,911751 0,415148 1,315 0,448290 0,685
Paciente 15 18,216400 0,319237 1,360 0,417249 0,090
Paciente 16 14,379600 0,378110 2,005 0,527967 0,500
Paciente 17 8,904350 0,430345 2,030 0,522429 0,105
Paciente 18 18,787849 0,451432 2,000 0,523326 0,365
Paciente 19 12,363200 0,370506 1,430 0,536250 0,300
Paciente 20 14,007550 0,279433 1,350 0,418433 0,005
Paciente 21 13,270450 0,318989 1,345 0,503312 0,010
Paciente 22 16,207600 0,421747 1,720 0,518577 0,470
Paciente 23 13,524200 0,318621 1,515 0,555381 0,010
Paciente 24 12,556750 0,370506 1,670 0,536250 0,075
Paciente 25 13,357100 0,396083 2,475 0,516125 0,485
Paciente 26 13,023900 0,462570 2,045 0,544343 0,210
Paciente 27 13,042300 0,457935 2,070 0,675443 0,350
Paciente 28 19,048901 0,410788 1,510 0,509919 0,745
Paciente 29 11,375100 0,320683 1,550 0,417912 0,005
Paciente30 15,447500 0,385304 1,895 0,611017 0,815
Paciente 31 8,267000 0,343765 1,815 0,509471 0,020
Paciente 32 9,566350 0,469071 2,205 0,502840 0,235
Paciente 33 12,704400 0,398178 1,655 0,576566 0,410
Paciente 34 9,697550 0,352388 2,640 0,442998 0,015

Yarea AgNOR_MEAN = média da relagdo da drea total de AgNORs por area nuclear; %area AGNOR CV =
coeficiente de variancia da relagio da area total de AgNORSs por drea nuclear; n AgNOR MEAN = média do
numero de AgNORS por niicleo; n AgNOR_CV = coeficiente de varidncia da média do nimero de AgNORS
por nicleo; %TAAG>7 = percentagem de niicleos com 4rea total de AgNORs maior ou igual a 7

micrémetros2.
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Anexo G- Correlacdes entre as variaveis (Teste de Spearman)

Idade Padrio E-S Mod E-S ANuclear A.Nuclear CV
_MEAN
Padrdo 0,07985
(0,6535)
E-S Mod -0,0665 -0,1711
(0,7087)  (0,3333)
E-S -0,0089 -0,06 0,59737
(0,9603) (0,736) (1,91E-04)
A. Nuclear -0,1931 -0,275 0,46143 0,35413
MEAN (0,2738)  (0,1154) (0,006) (0,03988)
A. Nuclear CV  0,04829 -0,2573 0,36773 0,31275 0,58286
(0,7862) (0,1417) (0,0324) (0,0717)  (2,98E-04)
area AgNOR -0,0885 -0,0799 -0,0596 -0,1044 0,26986 0,17355
_MEAN (0,3094)  (0,3267) (0,369) (0,27831)  (0,0613) (0,1631)
area AgNOR 0,01253 -0,0976 0,28573 0,2931 0,49423 0,80739
CvV (0,9439)  (0,5829)  (0,10138) (0,0925) (0,003) (7,94E-09)
%area AgNOR  -0,06081 -0,22179 -0,37545 -0,35981 0,05393 0,10407
_MEAN (0,7326) (0,2074) (0,0287) (0,0366) (0,7619) (0,558)
Yarea -0,122 -0,0266 0,37484 0,36033 0,58195 0,66096
AgNOR (0,492) (0,8812) (0,0289) (0,0363)  (3,06E-04) (2,09E-05)
Cv

Idade = idade do paciente; Padriio = padrio histologico (OM.S.); E-S Mod = graduagdo histolégica de
Edmondson-Steiner modificada (1995); E-S = graduagdo histolégica de Edmondson-Steiner (1954);
A.Nuclear MEAN = média de drea nuclear em micrometros2; A.Nuclear CV = coeficiente de variancia da
area nuclear; area AgNOR_MEAN = drea total de AgNORs em micrometros2; area AgNOR CV =
coeficiente de variancia da 4rea total de AgNORs; %area AGNOR_MEAN = média da relagdo da é4rea total de
AgNORs por 4rea nuclear; %area AgNOR_CV = coeficiente de variancia da relagdo da area total de AgNORs

por area nuclear; (nivel de significdncia).
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Anexo H - Correlagbes entre as varigveis (Teste de Spearman)

E-S Mod

Idade Padrio E-S A.Nuclear  A.Nuclear _CV
_MEAN

n AgNOR -0,1414 -0,2929 0,51879 0,48679 0,48891 0,3905
_MEAN (0,4251) (0,0928)  (1,67E-03) (0,003) (0,003) (0,0224)
n AgNOR -0,0997 -0,2929 0,32892 0,11075 0,6069 0,50783
_cv (0,575) (0,0928) (0,0575) (0,5329)  (1,42E-04) (0,0022)
Tamanho -0,0689 0,33245 -0,252 0,01354 -0,3566 -0,1189
nfor (0,7667) (0,1409)  (0,27036) (0,95352)  (0,11254) (0,6077)
RI -0,048 -0,1863 0,53943 0,47975 0,21711 0,27477
(0,7876) (0,2914)  (9,94E-04) (0,002) (0,2174) (0,1158)

%TAAG>7 -0,1616 -0,2574 0,17332 0,14567 0,79434 0,59463
(0,3613) (0,1417) (0,3269) (0,41104)  (2,05E-08) (2,08E-04)

PCNA-i -0,0432 -0,1155 0,25867 0,09406 -0,1568 0,18305
(0,8085) (0,5153) (0,1396) (0,5967) (0,3757) (0,3001)

AgNORsize -0,0475 0,13308 -0,4219 -0,3962 -0,0202 -0,1097
_MEAN (0,7896) (0,453) (0,0129) (0,0203) (0,9098) 0,5367)

Idade = idade do paciente; Padrao = padrdo histolégico (O.M.S.); E-S mod = graduagdo histolégica de
Edmondson-Steiner modificada (1995); E-S = graduagdo histolégica de Edmondson-Steiner (1954);
A.Nuclear MEAN = média de area nuclear em micrémetros2; A.Nuclear CV = coeficiente de varidncia da
area nuclear; n AQNOR_MEAN = média do ntimero de AgNORS por nucleo; n AGNOR_CV = coeficiente de
varidncia da média do nimero de AgNORS por niicleo; Tamanho tumoral = medida do maior eixo do CHC a
macroscopia ou por ultrassonografia e/ou tomografia computadorizada; RI = indice de Rischoff; %TAAG>7
= percentagem de micleos com 4rea total de AgNORs maior ou igual a 7 micrémetros2; PCNA-i = percentual
de nicleos corados para PCNA por total de nicleos examinados em “hot spots”; AgNORsize MEAN =
tamanho médio de cada AgNOR por nucleo; (nivel de significincia).
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Anexo I - Correlagdes entre as variaveis (Teste de Spearman)

area AgNOR area AgNOR %area  Y%area AgNOR n AgNOR
_MEAN v AgNOR v _MEAN
_MEAN
area AgNOR 0,11364
_CV (0,5222)
%area AgNOR 0,00779 0,02032
_MEAN (0,9651) (0,90916)
% area AgNOR 0,2353 0,87587 -0,36986
Cv (0,18036) (1,18E-11) (0,03132)
n AgNOR 0,13642 0,33134 -0,00947 0,4142
_MEAN (0,44168) (0,05558) (0,95758) (0,01486)
n AgNOR 0,0859 0,38018 0,03702 0,38553 0,49312
Cv (0,62904) (0,02654) (0,8734) (0,02432) (0,003)
Tamanho tumor -0,0747 0,28914 -0,37545 0,21572 -0,3119
(0,74752) (0,10181) (0,02866) (0,34764) (0,1687)
RI -0,5587 0,24054 -0,2987 0,22495 0,66743
(5,95E-04) (0,17056) (0,08616) (0,20084) (1,62E-05)
%TAAG>7 0,17977 0,54892 0,56966 0,58148 0,18912
(0,30896) (8,13E-03)  (4,37E-04) (3,10E-04) (0,08068)
PCNA-i -0,3776 0,13836 0,01637 0,0101 0,14204
(0,0277) (0,43516) (0,92676) (0,95478) (0,4229)
AgNORsize 0,82738 -0,1059 0,21957 -0,0293 -0,3748
_MEAN (1,60E-09) (0,55106) (0,21212) (0,86914) (0,02896)

area AgNOR_MEAN = média da 4rea total de AgNORs em micrémetros2; area AgNOR_CV = coeficiente de
varidncia da 4rea total de AgNORs; %area AgNOR_MEAN = média da relacdo da area total de AgNORs por
4rea nuclear; Y%area AgNOR_CV = coeficiente de variancia da relagdo da 4rea total de AgNORSs por area
nuclear; n AgNOR_MEAN = média do numero de AgNORS por nucleo; n AgNOR_CV = coeficiente de
variancia da média do nimero de AgNORS por nucleo; Tamanho tumoral = medida do maior eixo do CHC &
macroscopia ou por ultrassonografia e/ou tomografia computadorizada; RI = indice de Riischoff; %TAAG27
= percentagem de nucleos com 4rea total de AgNORs maior ou igual a 7 micrémetros2; PCNA-i = percentual
de nucleos corados para PCNA por total de micleos examinados em “hot spots”; AgNORsize MEAN =
tamanho médio de cada AgNOR por nicleo; (nivel de significancia).
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Anexo J — Correlagio de Spearman

n AgNOR  Tamanho tumoral RI %TAAG>7 PCNA-i
v
Tamanho 20,1384
Pl (0,54964)
RI 0,34601 -0,267
(0,045) (0,24204)
%TAAG>7 0,4904 0,00584 0,05013
(0,00322) (0,97992) (0,77826)
PCNA-i -0,0052 0,03095 039036  -0,0863
(0,97668) (0,89402) 0,02246)  (0,6273)
AgNORsize -0,1719 0,20071 -0,9056  0,07902 -0,4541
MEAN (0,33106) (0,38298) (183E-13)  (0,65684) (0,00698)

n AgNOR_CV = coeficiente de variancia da média do nimero de AgNORS por niicleo; Tamanho tumoral =
medida do maior eixo do CHC i macroscopia ou por ultrassonografia e/ou tomografia computadorizada; RI =

indice de Rischoff: %
micrémetros2; PCNA-i =

TAAG27 = percentagem de nucleos com area total de AgNORs maior ou igual a 7
percentual de nicleos corados para PCNA por total de nucleos examinados em “hot

spots”; AgNORsize MEAN = tamanho médio de cada AgNOR por nicleo; (nivel de significancia).
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Anexo L — Relacio de casos e nimero de niicleos contados e positivos para PCNA

Casos Sexo PCNA + n niicleos

Paciente 1 M 0 0
Paciente 2 F 9 312
Paciente 3 M 18 325
Paciente 4 M 18 320
Paciente 5 F 25 204
Paciente 6 M 123 247
Paciente 7 M 44 200
Paciente 8 M 24 218
Paciente 9 M 0 0
Paciente 10 F 54 213
Paciente 11 M 37 204
Paciente 12 M 13 200
Paciente 13 F 5 200
Paciente 14 M 12 163
Paciente 15 M 49 200
Paciente 16 M 17 200
Paciente 17 M 115 200
Paciente 18 M 144 155
Paciente 19 M 24 124
Paciente 20 M 130 220
Paciente 21 M 10 219
Paciente 22 M 50 99
Paciente 23 M 94 200
Paciente 24 F 142 223
Paciente 25 M 0 0
Paciente 26 M 42 200
Paciente 27 M 0 0
Paciente 28 M 19 120
Paciente 29 M 89 302
Paciente30 F 105 212
Paciente 31 M 60 218
Paciente 32 M 53 235
Paciente 33 M 0 0
Paciente 34 M 29 231

PCNA + = nimero de nucleos corados para PCNA; n niicleos = numero de niimeros exminados em “hot
spots™; Sexo (M = masculino, F= feminino).
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Anexo M — Casos controle

Casos AreaNuclear  area AgNOR % area AgNOR n AgNOR
_MEAN _MEAN _MEAN _MEAN

controle 1 38,33 (£10,36) 4,22(+1,72) 11,13 (£ 3,80) 1,42 (£ 0,57)
controle 2 28,52 (x7,94) 3,99 (1,45 14,23 (+ 3,95) 1,2 (£ 0,45)
controle 3 33,74 (£8,11)  4,05(x1,44) 12,09 ( 3,43) 1,23 (£ 0,46)
controle 4 32,52 (£9,46) 3,89 (+1,74) 11,97 (£ 4) 1,365 (+ 0,53)
controle 5 29,95 (£8,51) 3,61 (£1,31) 12,15 (% 3,36) 1,25 (£ 0,48)
controle 6 32,41 (+7,82) 3,02(+1,01) 9,48 (+ 2,69) 1,13 (£ 0,35)
controle 7 30,93 (£8,62) 3,66 (% 1,33) 11,99 (+3,12) 1,34 (£ 0,55)
controle 8 2494 (£6,12) 3,51 (1,16) 14,34 (£ 4,27) 1,16 (£ 0,4)
controle 9 32,39 (= 9,71) 3,58 (+1,53) 11,27 (£ 3,84) 1,295 (£ 0,52)

AreaNuclear MEAN = média de 4rea nuclear em micrémetros2: area AgNOR_MEAN = média da 4rea total
de AgNORs em micrémetros2; %area AgNOR_MEAN = média da relagdo da area total de AgNORs por area

nuclear; n AgNOR_MEAN = média do numero de AgNORS por nucleo; (desvio padrio).

UNICAMP
BIBLIOTECA CENTRAL
SECAO CIRCULANTE
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