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RESUMO

O carcinoma hepatocelular (CHC) destaca-se como uma das formas mais comuns de cancer
no mundo, correspondendo a aproximadamente 90% das neoplasias primarias do figado,
sendo a cirrose seu mais importante fator de risco. A sua progressao, no entanto, depende de
inmeros fatores e, entre estes, a angiogénese assume papel fundamental, principalmente por
ser o CHC um tumor altamente vascularizado. E sabido que tumores sélidos, ao atingirem
volume de 1 a 2mm?®, passam a ter seu crescimento dependente de neovascularizagdo e no
figado esta se faz através de capilarizag@o sinusoidal, processo pelo qual ocorrem alteragdes
morfoldgicas nos sinusoides hepaticos, com perda das fenestragbes e deposi¢cdo de membrana
basal. Neste estudo retrospectivo avaliamos a angiogénese, através dos marcadores imuno-
histoquimicos CD34 e CD105 (Endoglina), com determinacdo da densidade microvascular
(DMV) em 44 produtos de hepatectomia total, compreendendo 44 nddulos neoplasicos (CHC),
44 nodulos regenerativos (NR) e 15 nddulos com caracteristicas microscopicas de lesdes pré-
malignas (ou Nédulos Displasicos - ND), sendo 8 de baixo grau e 7 de alto grau. A avaliacao
compreendeu a determinagdo da DMV no centro e na periferia de todos os nédulos. Para
andlise estatistica foi utilizada andlise descritiva com apresentagdao de medidas de posigao e
dispersdo para variaveis continuas; para a comparagdo dos grupos foi utilizada a ANOVA,
considerando-se p<0,05 estatisticamente significante. O CD34 demonstrou positividade difusa
no CHC, com valores médios da DMV de 38,3t12,6 e 34,2+11,2 no centro e periferia,
respectivamente. J& o0 CD105 apresentou expressao sinusoidal predominantemente periférica
no CHC, com valores médios da DMV de 6,2+4,1 e 10,7+4,4, com diferencas significativas
entre os grupos (p<0,0001). Também foram observadas diferengas na imunoexpresséo entre
os marcadores em NR (p<0,0001) e ND (p<0,0019). Concluimos que existem diferencas na
imunoexpressdo do CD34 e CD105 entre os nddulos benignos e malignos, com gradual
aumento da neovascularizagdo, bem caracterizado pelo CD34, devido ao processo de
capilarizagéo sinusoidal. O CD105, expresso em “subset” de microvasos neoformados, pode

ser um indicador de diferenciacdo diagnoéstica entre NR e CHC.
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ABSTRACT

Hepatocellular carcinoma (HCC) is one of the most common forms of cancer worldwide,
accounting for about 90% of primary tumors of the liver. Cirrhosis is the most important risk
factor for HCC. However, the progression of hepatocellular carcinoma is dependent on a
number of factors. Among these factors, angiogenesis plays a major role, mainly because HCC
is a highly vascular tumor. It is known that when solid tumors reach a volume of 1 to 2mm?® their
growth depends on neovascularization. In the liver, this occurs through sinusoidal
capillarization, a process by which morphologic alterations occur in the hepatic sinusoids, with
loss of fenestrations and basement membrane depositions. In this retrospective study, we
evaluated angiogenesis by using immunohistochemical markers CD34 and CD105 (Endoglin),
with determination of tumor microvessel density (MVD) in 44 products of total hepatectomy,
including 44 malignant nodules (HCC), 44 regenerative nodules (RN) and 15 nodules with
microscopic characteristics of preneoplastic lesions (or Dysplastic Nodules-DN), 8 being low-
grade and 7 high-grade. The evaluation encompassed measurement of MVD in the center and
periphery of all nodules. For statistical analysis, a descriptive analysis with measurements of
position and dispersion for continuous variables was used. ANOVA was used for group
comparison, considering p<0.05 as statistically significant. CD34 demonstrated a diffuse
positivity in HCC, with median MVD values of 38.3£12.6 and 34.2+11.2 in the center and
periphery, respectively. On the other hand, CD105 exhibited sinusoidal expression
predominantly in the periphery of the HCC, with median MVD values of 6.2+4.1 and 10.7t4.4,
with significant differences between groups (p<0.0001). Differences in the immunoexpression
between markers in RN (p<0.0001) and DN (p<0.0019) were also observed. In conclusion,
there are differences in the immunoexpression of CD34 and CD105 between benign and
malignant nodules, with a gradual increase in neovessel formation, well-characterized by CD34,
due to a process of sinusoidal capillarization. CD105, expressed in a “subset” of newly formed

microvessels may be an indicator of the diagnostic differentiation between RN and HCC.
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INTRODUCAO
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1- INTRODUCAO

1.1 CARCINOMA HEPATOCELULAR

1.1.1 INCIDENCIA

O Carcinoma Hepatocelular (CHC) destaca-se como uma das formas mais
comuns de cancer no mundo, com cerca de quinhentos mil a um milhdo de novos casos por
ano, respondendo por aproximadamente 90% das neoplasias primarias do fl’gado.1 Sua
incidéncia no mundo esta diretamente relacionada a fatores que causam injlria hepatica
crdnica, como nos paises da Africa subsaariana e sudeste da Asia, onde se observam altos
indices de infecgdo pelo virus da hepatite B (VHB).? No Brasil, segundo dados do INCA de
2008, o CHC néo se configura entre as dez neoplasias mais freq[]entes3, sendo considerado,

em alguns estudos, como pais de risco intermediario.
1.1.2 HEPATOCARCINOGENESE

O desenvolvimento do CHC depende, entre outros, de fatores ambientais e sécio-
econdmicos, sendo possivel observarmos variacbes de incidéncia em diferentes regides
geograficas no mundo®, certamente relacionadas a exposicdo a fatores de risco e diferentes
vias de mecanismos moleculares associadas a carcinogénese hepatica.

A maioria dos CHC origina-se em figados com doengas cronicas, como hepatites
virais B e C *®, doenca alcodlica e doencas metabdlicas como a hemocromatose. O maior fator
de risco para o desenvolvimento de CHC é a cirrose hepatica.”® Alguns fatores etiologicos
isolados sdo bem conhecidos, como por exemplo, a agdo de compostos téxicos, como as
aflatoxinas.’

A infecgéo crénica pelo virus da hepatite B (VHB) é a causa mais comum de CHC
em paises asiaticos.? A infeccdo pelo VHB pode causar hepatite aguda, hepatite fulminante e
hepatite cronica, sendo que esta Ultima forma de apresentacdo da doenca pode, em alguns
casos, evoluir para cirrose. A base estrutural genémica do VHB é uma molécula de DNA

circular. Nas infecgbes cronicas, a integracdo do DNA do VHB no genoma humano pode
2



induzir instabilidade cromossdmica, resultando em rearranjos ou delegbes, ou ainda, pode
ativar genes enddgenos envolvidos na diviséo celular como a ciclina A e SERCA1, causando

um descontrole na proliferagdo celular.'®'""® A

integracdo do DNA viral ao genoma do
hepatocito pode codificar produtos, como a proteina HBx 3 que desenvolve uma variedade de
fungbes bioldgicas, como a modulagao da proliferagéo celular, através da sua interagdo com a
proteina p53 e apoptose. O aumento da expressado da proteina HBx poderia desencadear
mecanismo proliferativos celulares e anti-apoptéticos, relacionados ao desenvolvimento de
CHC-14,15,16,17

No Brasil a infec¢ao persistente pelo virus da hepatite C (VHC) é o principal
agente causador de hepatite cronica, cirrose e CHC . Contrario ao VHB, o VHC é um RNA
monofilamentar, e estudos indicam que sua acdo nao envolve integragdo com o genoma da
célula hospedeira. Proteinas virais especificas, como o “core”, NS3, NS4B e NS5A, atuariam
como agentes importantes na hepatocarcinogénese viral, como indutores na ativagdo do sinal
intracelular, contribuindo para proliferacdo celular e na regulacdo de proto-oncogenes, como o
c-myc. Além disso, a processo de injaria celular com regeneragao e cirrose, secundario a
infeccdo e inflamacao crbnica causada pelo VHC, ja é considerado um fator de risco para o
processo de hepatocarcinogénese. %'

As aflatoxinas sao produtos toxicos carcinogénicos alimentares produzidos pelos
fungos Aspergillus flavus e Aspergillus parasiticus, comumente encontrados na Asia e Africa,
onde o virus da hepatite B também ¢é altamente prevalente. Embora as aflatoxinas sejam
consideradas como fator independente na patogénese do CHC, produzindo mutagdes no gene
supressor de tumor p53, a associagdo da infeccdo pelo virus da hepatite B e a acédo de
aflatoxinas atuam sinergicamente, produzindo etapas importantes na hepatocarcinogénese.
22,23

Estudos recentes demonstram a importdncia da biologia molecular no
desenvolvimento e progressdo do CHC. As alteragcdes moleculares que levam ao aparecimento

de lesbes pré-neoplasicas ou displasicas, com presenca dos chamados focos displasicos (FD)

e nddulos displasicos (ND), sdo iniciadas em figados cronicamente doentes, através de



alteragbes genéticas (mutagbes, dele¢cdes e perda ou ganho de material genético) e
epigenéticas® (amplificacdes e “silenciamento” de genes).

Varias alteracdes estruturais envolvendo genes e cromossomos tem sido descritas
em lesbes pré-cancerosas e CHC, como perda de heterozigozidade. Mutagbes pontuais e
outros tipos de alteragbes gendmicas também tem sido descritas na hepatocarcinogénese,
incluindo aquelas em genes supressores tumorais como p53, Rb1, beta-catenina, AX1N1, p16
e oncogenes como PIK3CA e c-myc B A ativacdo da Telomerase, com consequente inibigcéo

da apoptose®, pode ser encontrada em figados cirréticos, nédulos displasicos e no CHC.

A extensa heterogeneidade de alteragbes genéticas e epigenéticas nos CHC,
associadas a relativamente baixa incidéncia de cada uma delas, sugere que lesdes hepaticas
pré-malignas e CHC sejam consequencias de altera¢gdes que comprometam mais de uma via

regulatéria.
1.1.3 CLASSIFICAC}AO E NOMENCLATURA DAS LESOE PRECURSORAS

Em 1901 foi realizada por Eggel a primeira descricdo cientifica do CHC, num
estudo de 200 autépsias ¥ Em 1954, Edmondson e Steiner ?® descreveram as caracteristicas
morfoldgicas do CHC e criaram um sistema ainda utilizado de graduacao histolégica.

Como a evolugédo do CHC decorre de uma sequencia de multiplas etapas, muitas
vezes com passagem por estégios pré-neoplésicos ou displasicos, tem-se buscado cada vez
mais a identificacdo de les6es que demonstrem algum potencial em se transformarem em
CHC. Do ponto de vista histolégico, no entanto, ha ainda muita dificuldade diagnostica, tanto
pela falta de critérios morfolégicos unanimes, como pela grande confusdo na nomenclatura,
com varias classificacdes propostas.

Em 1994 foi proposta, pela International Working Party (IWP)*, uma classificagao
abrangendo varios termos que j& haviam sido anteriormente introduzidos na literatura,
incluindo-se outros, tais como focos e nédulos displasicos (Quadro 1). Em 2007, num consenso
internacional com a participagédo de patologistas de diversos paises, significativos avangos na

terminologia de lesdes pré-neoplasicas e neoplasicas pequenas foram alcancados® (Quadro



2). E mais recentemente, novo grupo de consenso reunido (International Consensus Group for
Hepatocellular Neoplasia, 2009)*' reviu alguns conceitos sobre estas lesdes, porém manteve a

nomenclatura proposta em 2007.

Quadro 1 - CLASSIFICAGAO DOS NODULOS HEPATOCELULARES (IWP)

Lesoes regenerativas

Noédulo regenerativo monoacinar
Hiperplasia nodular difusa sem septos fibrosos (Hiperplasia nodular regenerativa)
Hiperplasia nodular difusa com septos fibrosos ou na cirrose
Noédulo regenerativo multiacinar
Hiperplasia segmentar ou lobar
Noédulo cirrético
Noédulo cirrético monoacinar
No6dulo cirrético multiacinar
Hiperplasia nodular focal

Lesoes displasicas e neoplasicas

Adenoma hepatocelular
Focos displasicos
Noédulo displasico
No6dulo displasico, baixo grau
Noédulo displasico, alto grau
Carcinoma Hepatocelular

Fonte: International Working Party

Quadro 2 - Lesoes hepaticas pré-malignas e CHC pequeno

Focos displasicos
* Foco expansivo de alteragdao de pequenas células
*  Foco livre de ferro em figado com hemocromatose

Nédulo displasico

* Nodulo displasico, baixo grau (sem atipias citoarquiteturais significativas)

¢ Nodulo displasico, alto grau (com atipia citologica ou arquitetural insuficiente
para o diagnéstico de CHC)

Carcinoma hepatocelular pequeno
¢ Carcinoma hepatocelular precoce ( margens indistintas)
* Carcinoma hepatocelular pequeno distintamente nodular

Hytiroglou et al
Gastroenterol Clin N Am 2007;36:867-87.




Células hepaticas pré-malignas podem, portanto, formar desde focos displasicos
(“clusters”), detectaveis apenas no exame microscépico, os quais, segundo a IWP, devem
medir menos que 1,0mm. Podem compreender pequenos ou grandes hepatécitos atipicos, dai
as denominagbes na literatura de alteragao de pequenas células (SCC — Small Cell Change) e
alteracao de grandes células (LCC — Large Cell Change), sendo a evolugéo histolégica SCC —

CHC comumente descrita na literatura.323%34

Ja a relagdo de LCC com CHC é motivo de

discordancia na literatura, onde alguns autores relacionam estas alteragées morfologicas a
: 35

processos reparativos.

Os nédulos displasicos (ND) podem ser detectados no exame macroscépico e
exames de imagem e na literatura ha consenso de que estes, tanto de alto como de baixo grau,
sejam precursores do CHC. Sao lesGes que apresentam achados sugestivos de populagéao
clonal, mas que ainda ndo apresentam atipias citoarquiteturais proprias do CHC.%63738

Ja o CHC pequeno, definido por alguns grupos de estudo recentes e
29,31,39,40,41

consensos como lesdo que deve medir menos que 2,0cm de didmetro, pode ser

classificado em:

% CHC vagamente nodular (CHC precoce): bem diferenciado, com margens
indistintas, desprovido de capsula fibrosa e que constantemente apresenta tratos portais.

% CHC distintamente nodular. bem ou moderadamente diferenciado, desprovido
de tratos portais e que frequentemente apresenta capsula fibrosa.

O CHC precoce é considerado precursor do CHC distintamente nodular. Neste
tipo de CHC pequeno observa-se, na maioria das vezes, proliferagdo de células neoplasicas
pequenas, sugerindo evolugcdo de SCC, com alteragdes arquiteturais idénticas a outros CHC
maiores. Por outro lado, o CHC distintamente nodular pode conter varias populagdes de células
neoplasicas distintas, formando sub-nédulos*. O diagnéstico morfoldgico entre ND de alto grau
e CHC pequeno pode ser dificil ou até impossivel, principalmente em amostras de biépsias. A
presenca de invasdo tumoral em tratos portais intranodulares foi considerada recentemente

(consenso de 2009), como novo e importante critério para o diagndstico diferencial entre NDAG



e CHC. Esta, no entanto, por vezes, é subjetiva, e a utilizagdo de novos marcadores imuno-

histoquimicos ou moleculares, podera ser util num futuro préximo.
1.2 ANGIOGENESE

Angiogénese ou neovascularizagdo € o processo de formagcdo de novos vasos
sanguineos nos tecidos maduros, ocorrendo em diversos eventos fisioldgicos e patoldgicos.
Esta difere da vasculogénese, que € o desenvolvimento de vasos sanguineos que ocorre
durante a fase embrionaria, iniciando-se a partir de uma rede vascular primitiva formada por

células especializadas (angioblastos), precursoras das células endoteliais.

A angiogénese pode ocorrer através de vasos pré-existentes e pelo recrutamento
de células progenitoras endoteliais (CPE), que podem se diferenciar em células endoteliais e
células periendotelais.”® O desenvolvimento de novos vasos sanguineos &€ um fendmeno
dinamico, que envolve uma sequencia de etapas; esta se inicia com a produgéo de fatores de
crescimento que exibem atividade angiogénica, estimulados por condigdes teciduais locais,
como hipéxia e elevagéo de 6xido nitrico.** O fator de crescimento endotelial vascular (VEGF —
Vascular Endothelial Growth Factor) é um dos mais importantes fatores reguladores da
angiogénese. A ativacdo desse fator ocorre ap6s sua ligagéo nas células endoteliais, através
de receptores especificos da tirosina-cinase, o receptor do tipo 2 do fator de crescimento
endotelial vascular (VEGFR-2), desencadeando uma cascata de eventos que promovem
aumento da permeabilidade vascular, crescimento e migracao de células endoteliais, além de

mobilizacao dos precursores de células endoteliais da medula 6ssea.”®

Outros fatores de crescimento como as angiopoitinas, fator de crescimento
derivado de plaquetas (PDGF - Platelet Derived Growth Factor) e fator transformador de
crescimento B (TGF-B — Transforming Growth Factor beta) participam no processo de
estabilizagdo dos tubos endoteliais neoformados e da transformagdo destes em estruturas

vasculares elaboradas.*®

Diferentemente do que ocorre em condi¢oes fisiolégicas, a delicada modulagdo

entre fatores pré e anti-angiogénicos na formagao de novos capilares derivados de vasos pré-
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existentes, esta alterada no micro-ambiente tumoral, levando a um anormal crescimento
vascular. Desta forma, a angiogénese esté relacionada ao desenvolvimento, crescimento e
progressio dos tumores.”’” Apds os tumores sélidos atingirem um volume de 1,0 a 2,0 mm®,
seu crescimento passa a ser dependente da neovascularizac;éto.48

Alguns marcadores endoteliais tém sido utilizados para o estudo da angiogénese
neoplasica, como o VEGF, CD31, CD34, Fator VIII ou de von Willebrand e o0 CD105.

O antigeno CD34 é uma proteina transmembrana de cadeia Unica com 105-
120kDa, encontrada na superficie de células endoteliais, que atua na ligacdo com receptores
especificos de adesdo celular. Foi primeiramente descrito como marcador de células
progenitoras hematopoiéticas*® e depois evidenciado em células endoteliais e tumores
mesenquimais. Varios estudos tem demonstrado que marcadores endoteliais, em particular o
CD34, sao expressos difusamente nos microvasos do CHC e que seus niveis de expressao
podem se correlacionar ao progndéstico dos pacientes.

O CD105 (Endoglina) também é uma proteina transmembrana, homodimérica, de
180 kDa, codificada pelo gene CD105 localizado no brago longo do cromossomo 9, expressada
em células endoteliais humanas em proliferacdo. Uma das atuacdes do CD105 se relaciona a
ligacdo com receptores existentes nas moléculas de TGF-B.*° Assim, o CD105 tem sido citado
na literatura como um marcador de vasos neoformados, sendo utilizado como fator relacionado
ao crescimento tumoral e progndstico.”’

A angiogénese pode, portanto, ser avaliada com a ajuda de marcadores imuno-
histoquimicos, seja através de andlises qualitativas, como a verificagdo da intensidade da
expressdo de um determinado anticorpo ou através de analises quantitativas, como a
Densidade Microvascular (DMV) e Area Total Vascular (ATV). A DMV resulta do valor médio da
contagem do numero de vasos em &reas mais vascularizadas (“hot spots”), enquanto que a
ATV resulta do valor médio do volume total ocupado pelos vasos, também em “hot spots”, de
uma determinada area.’***

O CHC é um tumor altamente vascularizado a angiografia e esta
neovascularizagao se faz através de capilarizagdo sinusoidal, processo pelo qual ocorrem

alteracdes morfoldgicas nos sinuséides hepaticos, como perda das fenestracdes e deposicao
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de membrana basal.*****® E como a capilarizacdo sinusoidal ocorre progressivamente em NR
e ND,*” a avaliagdo da angiogénese em lesdes pré-neoplasicas pode ser de grande valia na

interpretacao e diagnéstico das mesmas.



OBJETIVOS
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2- OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

2.1.1 Avaliar o valor diagnéstico da angiogénese em carcinomas hepatocelulares,
nédulos displasicos de alto e baixo grau e nddulos regenerativos, através da
mensuracdo da densidade microvascular em regido central e periférica, com a

imunoexpressao dos anticorpos anti-CD34 e anti-CD105.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

2.2.1 Avaliar os padrées de imunomarcagcdo dos anticorpos utilizados entre os
carcinomas hepatocelulares, nédulos displasicos e nédulos regenerativos e tentar

estabelecer um perfil qualitativo angiogénico nestas lesoées.

2.2.2 Através da DMV, determinar os valores quantitativos angiogénicos destas

lesoes.

2.2.3 Comparar os dados obtidos, tanto qualitativos como quantitativos, buscando
parametros angiogénicos que possam ser utilizados no diagndstico diferencial

entre estas lesoes.
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3- MATERIAL E METODOS

3.1 DESENHO DO ESTUDO

A pesquisa consta de um estudo longitudinal, retrospectivo e investigativo,
utilizando tecidos humanos previamente retirados dos pacientes para diagnéstico (produtos de
transplantes hepaticos), fixados em formalina, incluidos em blocos de parafina e arquivados,
bem como seus respectivos relatérios anatomopatolégicos, além de informagdes clinicas

contidas nos prontuarios.

3.2 CASUISTICA

Foram selecionados blocos de parafina de um grupo de 44 pacientes submetidos
a transplante hepético, arquivados no Departamento de Anatomia Patoldgica da Faculdade de
Ciéncias médicas da UNICAMP, no periodo entre 1996 e 2006, que continham diagnéstico de
CHC nos explantes, com variacao de tamanho entre 0,5 e 5,5 cm. Neste mesmo grupo foram
avaliados 44 nédulos regenerativos no figado cirrético adjacente, distando pelo menos 0,5 cm
do CHC e, ainda, 15 n6dulos menores, medindo entre 0,5 e 1,3 cm, com caracteristicas
microscopicas de lesdes pré-malignas ou displasicas (oito nédulos displasicos de baixo grau e
sete de alto grau), ndo destacados a macroscopia, porém presentes nos cortes histoldégicos

nos blocos do mesmo grupo de pacientes.

As informagdes clinicas e caracteristicas macroscopicas dos casos foram

adquiridas nos prontuarios dos pacientes e nos laudos anatomopatol6gicos.
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3.2.1- Critérios de inclusao:

Foram incluidos casos de pacientes transplantados, com o diagnéstico de CHC e

cirrose no figado explantado.

3.2.2 Critérios de exclusao:

Foram excluidos os casos cujos materiais biolégicos nos blocos de parafina nao
apresentavam condi¢des para o estudo, como amostras insuficientes ou com predominio de

necrose (tumoral, por alcoolizagdo ou quimioemboliza¢ao prévia).

3.3-ESTUDO MORFOLOGICO

O estudo histopatoldgico foi realizado em microscopia de luz, em cortes corados
através da Hematoxilina-Eosina (H-E), Gomori (impregnacdo argéntica para fibras

reticulinicas), tricrémico de Masson (para colageno) e Azul da Prussia (Perls).

No estudo microscépico realizamos a graduacao histolégica de Edmondson-
Steiner para todos os casos de CHC e selecionados nédulos regenerativos e displéasicos no
figado cirrético adjacente, estes ultimos com dimensao igual ou superior a 0,5¢cm em seu maior
eixo (protocolo utilizado neste estudo), os quais foram classificados de acordo com os critérios
da IWP descritos anteriormente. Nos casos em que todo o bloco de parafina estava ocupado

por lesdo tumoral, outro bloco foi selecionado.
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3.4-ESTUDO IMUNO-HISTOQUIMICO
3.4.1- Técnica:

Em todos os espécimes emblocados em parafina, selecionados para este estudo,
foram realizados cortes histolégicos de 3 a 4um de espessura. Posteriormente, tais cortes
foram submetidos ao método de imuno-histoquimica, segundo o protocolo do Laboratério de
Imuno-histoquimica do Departamento de Anatomia Patoldégica da Faculdade de Ciéncias

Médicas da UNICAMP.

3.4.2 Anticorpos angiogénicos utilizados:
3.4.2.1 CD105 (Endoglina) — Monoclonal; Clone SN6h DAKO/USA M3527.

3.4.2.2 CD34 Classe Il — Monoclonal; Clone QBEnd 10 DAKO/USA M7165.

3.5 AVALIACAO DA DENSIDADE MICROVASCULAR

Para a avaliagdo do indice angiogénico foi utilizada a contagem da Densidade
Microvascular (DMV). Desta forma, na microscopia de luz (OLYMPUS BX41) sob aumento de
40x, foram selecionadas por dois observadores, trés areas bem vascularizadas na regiao
periférica e trés areas bem vascularizadas na regido central, de cada n6dulo estudado (“hot
spots”). Em seguida, em aumento de 200x, estas areas foram fotografadas em formato JPEG
em céamera digital Olympus acoplada ao microscépio. As imagens foram digitalizadas e a
contagem dos vasos foi realizada com auxilio do software ImagelLab 2000. Assim, o resultado
foi expresso pelo nimero médio de vasos nas regides periféricas e centrais em cada nédulo e
para cada anticorpo utilizado. Foram considerados como unidades quaisquer vasos com
limen, células isoladas ou grupos celulares imunomarcados separados dos microvasos

adjacentes (Figura 1).
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Figura 1 — Andlise quantitativa do nimero de vasos em imagem digitalizada pelo software

ImagelLab 2000. (Expressdo de CD34 na regiao central de CHC).

3.6 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados obtidos dos valores das DMV dos CHC, NR e ND em planilhas
eletrébnicas Excel (Microsoft® Office Windows Vista) foram exportados e analisados
estatisticamente pelo programa SAS for Windows (Statistical Analysis System), versédo 9.1.3.

SAS Institute Inc, 2002-2003, Cary, NC, USA.

Foi utilizada analise descritiva com apresentacdo de medidas de posi¢ao e

dispersédo para variaveis continuas. Para comparacao dos grupos foi utilizada a ANOVA para
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medidas repetidas com transformacéo por postos.”® O nivel de significancia adotado para os

testes estatisticos foi de 5%.

3.7 ASPECTOS ETICOS

Este projeto de pesquisa foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica e
Pesquisa (CEP) da Faculdade de Ciéncias Médicas da Universidade Estadual de Campinas

com registro nimero 638/2006.
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4- RESULTADOS

4.1 DADOS DA AMOSTRA E CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS

Entre os 44 casos estudados, a idade dos pacientes variou de 16 a 70 anos, com
predominio do género masculino (75%). O virus da hepatite C, como agente isolado, foi o

principal fator etiolégico da cirrose neste estudo, com 56,81% dos casos (Grafico 1 e Anexo 1).

Grafico 1- Percentual dos fatores etioldgicos da cirrose.
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W Percentual| 56,81 6,81 11,36 13,63 4,54 2,27 4,54

Legenda: VHC - Virus da Hepatite C; C + A - virus da hepatite C associado ao Alcoolismo cronico; VHB -
Virus da Hepatite B; Alcool - Alcoolismo crénico; Al - hepatite Auto-Imune; HMC - Hemocromatose;

CRIP - Criptogénica.
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Segundo a graduacado de Edmondson-Steiner, os CHC foram classificados como
grau 2 histologico em 86,36% dos casos e nenhum caso foi classificado como grau 4 (Grafico 2
e Anexo 1). O tamanho dos CHC variou entre 0,6 a 5,5cm. Os ND selecionados mediam entre
0,5 e 1,3cm e foram classificados histologicamente segundo os critérios da IWP como baixo

grau (8 casos) e alto grau (7 casos).

Grafico 2: Percentual dos casos de CHC segundo a
graduacao histoldgica de Edmondson-Steiner.
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Legenda: Graduacéo histolégica de Edmondson-Steiner: graus 1, 2 e 3.
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4.2- DADOS DO ESTUDO IMUNO-HISTOQUIMICO

4.2.1 Analise quantitativa do anticorpo anti-CD34 nos CHC e NR

O CD34 demonstrou positividade difusa sinusoidal nos CHC (Figura 2), sem
diferenca significativa entre o centro e a periferia destes n6dulos, com valores médios da DMV
de 38,3 £ 12,6 e 34,2 £ 11,2 no centro e periferia, respectivamente. Nos NR houve maior
expressdo do CD4 na regido periférica em relagdo a regido central, com valores médios da
DMV de 16,3 + 4,3 e 7,5 + 4,3, respectivamente. O estudo estatistico demonstrou diferenca
significativa da expresséo do CD34 entre CHC e NR. A média da DMV expressada pelo CD34

foi maior nos CHC, tanto na periferia quanto na regido central, em relagao aos NR (Tabela 1).

Tabela 1 — Andlise descritiva e comparacao do CD34 entre grupos

Grupo Variavel n Média DP Minimo Mediana  Maximo
1 CD34TC 44 38,5 12,6 8,0 41,5 57,0
2 CD34TP 44 34,2 11,2 14,0 34,5 56,0
3 CD34NCc 44 7,5 43 3,0 6,0 18,0
4 CD34NCp 44 16,3 4,3 10,0 16,0 25,0

Legenda: TC — centro do tumor; TP — periferia do tumor; NCc — centro do nédulo cirrético;
NCp — periferia do nédulo cirrético

Resultados da ANOVA para medidas repetidas com transformagéao por postos.

Efeito Grupo

p valor <0.0001

Grupos diferentes (teste de perfil por contrastes): 1e 3;1e4;2e3;2e4;3e4
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Figura 2 — Imunoexpressao do CD34 na regido central de CHC. (200x)

4.2.2 Analise quantitativa do anticorpo anti-CD105 nos CHC e NR

O CD105 apresenta expressao sinusoidal predominantemente periférica nos CHC
(Figura 3), com valores médios da DMV de 6,2 + 4,1 e 10,7 + 4,4 na regido central e periférica,
respectivamente. Nos NR se observa expressao difusa do CD105, com valores médios maiores

da DMV na regido central (Tabela 2).
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Tabela 2 — Analise descritiva e comparagao do CD105 entre grupos

Grupo Variavel n Média DP Minimo Mediana Maximo
1 CD105TC 44 6,2 41 2,0 5,0 18,0
2 CD105TP 44 10,7 4,4 3,0 9,0 22,0
3 CD105NCc 44 17,6 7.4 2,0 17,0 37,0
4 CD105NCp 44 12,5 4,9 5,0 11,5 25,0

Legenda: TC — centro do tumor; TP — periferia do tumor; NCc — centro do nédulo cirrético;
NCp — periferia do nddulo cirrético

Resultados da ANOVA para medidas repetidas com transformagéao por postos.

Efeito Grupo

p valor <0.0001

Grupos diferentes (teste de perfil por contrastes): 1e2;1e3;1e4;2e3;3e4
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Figura 3: Imunoexpressdo do CD105 na regiao periférica (esquerda) e central (direita) de CHC.(200x)
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4.2.3-Andlise quantitativa da comparacao entre os anticorpos anti-CD34 e anti-

CD105 nos CHC e NR

Os resultados do estudo estatistico pela ANOVA nos testes de perfil por
contrastes dos valores entre os grupos das tabelas 1 e 2 demonstram diferengas significativas
entre os valores médios da DMV na comparagado dos CHC e NR. Destacam-se nos CHC os
valores médios da DMV expressados pela imunomarcacao do CD34, que foram maiores tanto
na regiao central, quanto na regido periférica, em relagdo aos valores médios da DMV
expressados pela imunomarcag¢do do CD105 (Tabela 3 e Grafico 3). Em contraste, nos NR, a
expressdo de CD105 na regido central (Grupo 7) foi difusa nos sinuséides hepaticos (Figura 4)
com valor médio da DMV igual a 17,6 + 7,4, significativamente maior que o valor médio da

DMV 7,5 £ 4,3 marcada pelo CD34 (Grupo 5).

Tabela 3 — Analise descritiva e comparagao da contagem entre grupos no geral.

Grupo Variavel n Média DP Minimo Mediana  Maximo
1 CD34TC 44 38,5 12,6 8,0 41,5 57,0
2 CD34TP 44 34,2 11,2 14,0 34,5 56,0
3 CD34NCc 44 7,5 4,3 3,0 6,0 18,0
4 CD34NCp 44 16,3 4,3 10,0 16,0 25,0
5 CD105TC 44 6,2 4.1 2,0 5,0 18,0
6 CD105TP 44 10,7 4,4 3,0 9,0 22,0
7 CD105NCc 44 17,6 7.4 2,0 17,0 37,0
8 CD105NCp 44 12,5 4,9 5,0 11,5 25,0

Legenda: TC — centro do tumor; TP — periferia do tumor; NCc — centro do nédulo cirrético;

NCp — periferia do nodulo cirrético
Resultados da ANOVA para medidas repetidas com transformagéo por postos.

Efeito Grupo
p valor <0.0001
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Grafico 3: Box-plot dos valores quantitativos dos marcadores imuno-histoquimicos CD34 e

CD105 em cada grupo nos CHC (tumor) e NR (nddulos regenerativos ou cirréticos).
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Figura 4: Imagens da mesma area em figado cirrético, comparando-se a

imunoexpressao do CD105 em NR (acima) e do CD34 em NR (abaixo). 40x

26



4.2.4 Andlise quantitativa da comparacao entre os anticorpos anti-CD34 e anti-

CD105 nos nodulos displasicos (ND)

Em relagao aos ND, houve diferencga significativa entre os valores das médias da
DMV nos ND de alto grau e ND de baixo grau, com p = 0,0019. Os valores médios da DMV
pela imunomarcagao dos anticorpos utilizados no estudo sdo maiores nas regides periféricas,
tanto dos ND de baixo grau (B), quanto nos ND de alto grau (A). Observam-se ainda valores
médios da DMV maiores em todos os grupos estudados nos ND de alto grau (A) em

comparacao aos valores médios da DMV nos ND de baixo grau (Tabela 4 e Gréfico 4).

Tabela 4 - Analise descritiva e comparagéao da contagem entre graus dos ND e grupos

Grau Grupo Variavel n Média DP Minimo Mediana Maximo
A 1 CD34CND 7 14,3 5,6 7,0 15,0 23,0
2 CD34PND 7 22,7 7,0 17,0 22,0 37,0
3 CD105CND 7 8,0 5,7 2,0 7,0 17,0
4 CD105PND 7 15,0 4,4 8,0 15,0 21,0
B 1 CD34CND 8 9,9 4,3 6,0 8,5 18,0
2 CD34PND 8 14,9 4,7 10,0 13,5 23,0
3 CD105CND 8 6,6 5,2 2,0 3,5 15,0
4 CD105PND 8 10,4 5,9 5,0 10,0 23,0

Legenda: CND — centro do nédulo displasico; PND — periferia do ndédulo displasico

Resultados da ANOVA para medidas repetidas com transformagéao por postos.

Efeito p-valor
Grau 0.0019
Grupo <0.0001

Grau*grupo  0.5878

Entretanto, a andlise da interagdo dos valores médios das DMV entre graus (A e
B) e os respectivos grupos ndo demonstrou diferengas significativas, com p = 0,5878. Este fato

pode ser visualizado na comparacao entre os graficos 4 e 5.
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Grafico 4: Box-plot da quantificacdo segundo o grau do ND e grupos
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Grafico 5: Comparagao entre médias das DMV nos grupos dos ND de alto e baixo grau
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4- DISCUSSAO

Estudos patoldgicos recentes, baseados na andlise cuidadosa de espécimes de
figados cirréticos, estabeleceram critérios de diagndstico macro e microscopico para lesdes
pré-neoplasicas e CHC pequeno. Similarmente, estudos clinico-patolégicos e avangos na
biologia molecular ajudaram a entender algumas etapas da hepatocarcinogénese e provaram a
evolugdo dos ND para CHC. Entretanto, as classificacbes de nédulos hepaticos continuam
causando confusdo nas interpretagdes diagnésticas no dia a dia do patologista, devido a
critérios subjetivos.

Em quaisquer das classificagbes utilizadas atualmente, os critérios usados para
distingdo e comparagao entre os nddulos pré-malignos hepaticos e os CHC precoces
dependem de interpretacdes de cada examinador. Na classificacdo da IWP, por exemplo, sdo
usados varios critérios subjetivos de avaliagdo morfol6gica, tais como hipercromasia nuclear,
irregularidades nos contornos nucleares, formagbdes “pseudoglandulares” e basofilia
citoplasmatica. A utilizacdo de critérios interpretativos pouco objetivos no diagnéstico de
nddulos hepéticos pré-neoplasicos, pode influenciar no prognéstico e tratamento dos pacientes,
bem como levar a falsas conclusées em estudos cientificos. A pesquisa da angiogénese nestes
nédulos pode criar novos critérios quantitativos para subclassificacdes, como padroes
diferentes de densidade microvascular.

A preocupagdao em quantificar os resultados € uma preocupacdo antiga na
patologia. Ainda no século XVII, alguns cientistas usavam graos de areia e outros parametros
para tentar mensurar estruturas microsc()picas.59 A partir do século passado foram

desenvolvidos métodos de morfometria.®

e alguns estudos recentes utilizam a dimensao

fractal, uma forma de geometria ndo Euclidiana, para analisar a arquitetura vascular do CHC.®
Folkman (1971) foi um dos primeiros autores a desenvolver estudos sobre a

angiogénese, propondo a participagdo do desenvolvimento da microcirculagdo no processo de

crescimento tumoral e sugerindo técnicas de bloqueio desta neovasculariza¢gdo, como nova

linha de terapéutica anti-neoplélsica.62 Assim, varias pesquisas tem sido realizadas para tentar
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entender o papel da neovascularizagdo no crescimento neoplasico, buscando fatores
diagndsticos, prognésticos e terapéuticos.®*%+°

Algumas alteragbes vasculares podem ocorrer em estagios iniciais na
hepatocarcinogénese. Alguns estudos correlacionam o surgimento e o aumento de artérias
isoladas dentro de nodulos hepaticos como um indicador de processo neoplasico. Assim, o
aumento de “arteriolizacdo” pode sugerir uma progressdo nas lesdes pré-neoplasicas,
facilitando o diagnéstico diferencial entre NR, ND e CHC.%*¥”

No CHC, ND e NR a neovascularizagcdo se faz através do processo de
capilarizagdo sinusoidal. Nos sinusé6ides de figados normais ndo se observa a expressao
significativa de marcadores endoteliais como o CD31 e CD34. Desta forma, a capilarizagao
sinusoidal ocorre no figado nos processos de injuria cronica e na evolugdo da
hepatocarcinogéneseeg, com transformacdo fenotipica das células sinusoidais. As células
sinusoidais que sofrem este processo de capilarizacdo passam a expressar esses marcadores
endoteliais.

Varios estudos tém demonstrado que marcadores endoteliais, em particular o
CD34, sao expressos difusamente nos microvasos do CHC e que seus niveis de expressao
podem se correlacionar ao prognéstico dos pacientes. Poon et al. (2002) demonstraram,
através de imuno-histoquimica pelo CD34, que a DMV de tumores que mediam até 5,0 cm de
diametro foi um bom marcador de recorréncia neoplasica apés hepatectomia.®®

Park et al., estudando angiogénese em nodulos pré-neoplasicos hepaticos e
carcinomas hepatocelulares, demonstraram o aumento da expressao imuno-histoquimica do
CD34 na sequencia de ndédulos regenerativos, displasicos e carcinomas hepatocelulares,
devido & capilarizacdo sinusoidal.’” Como o CD34 é um marcador pan-endotelial, ou seja,
marca tanto vasos em proliferagcdo como também os pré-existentes, alguns autores tem
preferido estudar a DMV de CHC com o auxilio do CD105, um marcador de neovascularizagao.
Contudo, alguns resultados tem sido discrepantes e estas diferengas podem decorrer devido a

diferentes métodos imuno-histoquimicos utilizados, fixagao inadequada dos tecidos, diluicoes

de anticorpos e experiéncia ou critérios de avaliagédo do patologista.
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Yang et al. ao avaliarem, através de imuno-histoquimica, a imunomarcagao de
CD34 e CD105 em 113 casos de CHC, incluindo tecido hepatico adjacente ndo tumoral,
observaram forte positividade do CD105 na vascularizagdo intra-tumoral e total auséncia de
imunomarcagao no tecido adjacente nao tumoral; o CD34 foi expresso tanto por células
endoteliais do tecido hepatico adjacente, como no tecido peri e intra-tumoral. A DMV do CD105
mostrou ser um indicador prognostico relevante e independente de recorréncia e metastases

em CHC.”®

Yao et al. em estudo sobre a angiogénese em 105 pacientes, utilizando CD105,
CD34 e VEGF, relatam a superioridade do CD105 em relagdo ao CD34 como marcador de
neovascularizagdo em carcinomas hepatocelulares, cuja DMV foi maior em tumores com

tamanho igual ou superior a 5,0 cm.”’

Em nosso estudo houve diferencas significativas na expressdo do CD105 entre o
CHC e NR, tanto na mensuragdo da DMV, quanto no padrdo de marcagao do anticorpo. O
CD105 apresentou expressao sinusoidal predominantemente periférica nos CHC, com valores
médios da DMV de 6,2+4,1 e 10,7+4,4 na regido central e periférica, respectivamente. Nos NR
observamos expressado difusa do CD105, com valores médios maiores da DMV na regido
central. Ho et al. obtiveram resultados semelhantes em estudo onde determinaram a DMV de
86 casos de CHC, bem como estudaram a vascularizagdo do parénquima adjacente, através
de imuno-histoquimica pela Endoglina (CD105). Os autores observaram baixos indices de
DMV em “subset” de microvasos intra-tumorais, que se correlacionaram com maior freqiéncia
a tumores maiores e mais agressivos. Nas regides adjacentes aos tumores, os autores
observaram imunomarcagao mais expressiva e difusa do CD105 em microvasos.’

Recentemente, Nakamura estudou a expressdo do CD105 em 50 bidpsias
hepaticas adjacentes a CHC primario ou metastases de CHC. A expressdo do CD105 foi
negativa ou minima na maioria das amostras de tecido peri-tumoral, com aumento significativo
da Imunoexpressao deste marcador em amostras com hepatite cronica e cirrose.”

Nos ND, em nosso trabalho, o CD105 apresentou expressdo sinusoidal
predominantemente periférica, semelhante ao CHC, com DMV maior nos ND de alto grau.
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Estes resultados indicam diferencas entre padrdo de expressao e DMV do CD105 entre CHC e
NR e entre CHC e ND, com resultados aparentemente andlogos entre CHC e ND,
principalmente de alto grau. Desta forma, o0 CD105 pode indicar um “subset” de microvasos na

angiogénese dentro de etapas derradeiras na hepatocarcinogénese.
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5 CONCLUSOES

v A expressao do CD34 nos nodulos regenerativos, nédulos displasicos e carcinoma
hepatocelular, com indices angiogénicos progressivos, corrobora a importancia do
processo de capilarizagdo sinusoidal na cirrose hepatica e na evolugdo da
hepatocarcinogénese a partir de nédulos pré-neoplésicos.

v' A DMV através da imunomarcagdo com o CD34 foi significativamente maior em
nédulos displasicos de alto grau e CHC quando comparada aos no6dulos
displasicos de baixo grau e nédulos regenerativos.

v' A DMV através da imunomarcagao pelo CD105 apresentou resultados qualitativos
e quantitativos diferentes entre nédulos regenerativos e lesdes pré-neoplasicas e
neoplasicas, sugerindo ser o CD105 um marcador de neovascularizacdo. Nos
nédulos regenerativos houve expressdo sinusoidal difusa, predominantemente
central. Na evolugdo dos ndédulos displasicos, e principalmente no CHC, se
observou inversao da imunoexpressao deste anticorpo, com maior DMV periférica.
Portanto, o CD105 pode ser um indicador de diferenciacdo diagndstica entre
nédulos regenerativos e CHC.

v' Apesar de ndo se conseguir estabelecer um ponto de corte (“cut-off’) para os
indices angiogénicos entre ND de baixo e alto grau, pelo pequeno numero de
casos, a média da DMV entre os ND de baixo grau foi sempre inferior a 15, com

valor maximo de 14,9 +4,7.
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Caso Fator etioldgico Idade Tamanho CHC Grau Peso figado
1 VHC 32 1,5 2 770,0
2 VHC 55 3,0 2 1150,0
3 VHC + Alcool 58 2,3 3 1240,0
4 VHB 50 2,6 2 1380,0
5 VHC 53 0,8 1 1095,0
6 VHC 55 3,5 2 740,0
7 VHC 62 2,4 2 2590,0
8 Auto-imune 16 1,2 1 900,0
9 Alcool 36 13 2 1180,0
10 Alcool 54 1,5 2 1765,0
11 VHC 43 1,6 2 1715,0
12 VHC 48 2,5 2 1020,0
13 VHB 53 2,0 2 1375,0
14 VHC 52 2,1 2 755,0
15 Auto-imune 46 1,0 2 1710,0
16 VHC 43 1,0 2 950,0
17 Alcool 63 2,1 2 1040,0
18 VHC 65 1,7 2 1220,0
19 VHC + Alcool 44 2,0 2 1455,0
20 Alcool 54 2,5 2 960,0
21 VHC 54 2,5 2 645,0
22 VHC 41 0,8 1 1160,0
23 VHC 30 2,0 2 1220,0
24 VHB 58 1,8 2 840,0
25 Alcool 58 1,0 2 1000,0
26 VHC 60 2,5 2 640,0
27 Criptogénica 50 1,2 2 700,0
28 VHB 50 1,0 2 1000,0
29 VHC 59 1,5 2 680,0
30 VHC 65 2,0 2 700,0
31 VHC + Alcool 64 3,5 2 930,0
32 VHC 53 1,5 2 955,0
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33 VHC 46 0,8 1070,0
34 VHC 48 2,5 900,0
35 VHC 57 2,0 1120,0
36 VHC 65 4,0 945,0
37 VHC 60 55 890,0
38 VHC 64 5,5 750,0
39 Alcool 60 3,0 1320,0
40 VHB 50 2,5 550,0
41 Criptogénica 58 2,5 860,0
42 Hemocromatose 62 1,8 645,0
43 VHC 70 4,5 700,0
44 VHC 54 1,2 1125,0
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