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RESUMO

O carcinoma hepatocelular (CHC) constitui um problema de saude global e esti
relacionado a hepatopatias crénicas em fase de cirrose. Esta neoplasia é
geralmente precedida por lesdes precursoras denominadas nédulos displasicos de
baixo grau (LGDN) e alto grau (HGDN), os quais por sua vez sao provenientes dos
nédulos regenerativos (NR) tipicos da cirrose. Este trabalho avaliou a expressao
imuno-histoquimica dos marcadores VEGF e Angiopoietina-2 no CHC e nas lesfes
precursoras de explantes de pacientes cirréticos transplantados no Hospital Geral de
Fortaleza nos anos de 2013 a 2015, correlacionando esta expressdo a outros
parametros de angiogénese e prognosticos. Foram incluidos no estudo 107 nédulos
de 67 pacientes com CHC e/ou lesdes precursoras para confeccdo de “tissue
microarray” (TMA). N&o houve diferencas demograficas entre os pacientes com CHC
e nodulos displasicos ou regenerativos. O marcador Angiopoietina-2 apresentou
diferenca de imunoexpressdo entre as classes de nédulos (p < 0,0001*), sendo
maior nos pacientes com CHC. Os marcadores VEGF e Angiopoietina-2 mostraram
correlacdo significativa entre si (p=0,006) e com outros parametros, tais como
namero de artérias (p=0,03 para VEGF) e positividade a imuno-histoquimica para
CD34 (p < 0,0001 para VEGF e p = 0,007 para Ang-2). Nao houve associacao entre
0S marcadores avaliados e parametros utilizados para determinacdo de
estadiamento e prognostico do CHC, tais como tamanho, numero de lesdes no
explante e grau histolégico. A Angiopoietina-2 apresentou sensibilidade de 54% e
especificidade de 96,25% para o diagndstico de malignidade, enquanto o VEGF
apresentou sensibilidade de 69,23% e especificidade de 31,25%. Nosso estudo

mostrou que a angiopoietina-2 representa um bom marcador para o diagnostico do



CHC quando comparado aos que sdo utilizados atualmente, enquanto o VEGF,
embora tenha apresentado correlacdo com parametros progndésticos em outros
estudos, ndo se mostra um bom marcador por sua baixa especificidade. Por fim, os
dados reforcam a importancia de melhor avaliacgdo da angiogénese no
desenvolvimento do CHC e seu papel no diagndstico anatomopatologico destas

lesdes.

Palavras-chave: carcinoma hepatocelular, Imuno-histoquimica, VEGF, Angiopoietina-2.



ABSTRACT

Hepatocellular carcinoma (HCC) is a global health problem and is associated with
chronic liver disease, especially in the cirrhotic phase. This tumor can be preceded
by precursor lesions, namely low and high grade dysplastic nodules, and
regenerative nodules, typical of cirrhosis. The current study evaluated the
immunohistochemical expression of VEGF and angiopoietin-2 in HCC and precursor
lesions is a single institution series of liver explants between 2013-2015 using tissue
microarray methods. Immunohistochemical variables were correlated with
angiogenesis and prognostic parameters. 107 nodules from 67 patients were studied,
including 26 HCC and 5 dysplastic nodules. There was no significant epidemiologic
difference between HCC, dysplastic nodules and regenerative nodule groups.
Angiopoietin-2 was significantly more expressed in HCC nodules when compared
with regenerative lesions (p < 0,0001*). VEGF and Ang-2 expression correlated with
each other (p=0,006) and with number of unpaired arteries within nodules (p=0,03 —
VEGF) and with the percentage of CD34 positive sinusoids (p < 0,0001 — VEGF and
p< 0,007 — Ang-2). There was no significant correlation between any of the
immunohistochemical parameters with clinical staging, humber of gross lesions and
histologic grade in cases of HCC. Angiopoietin-2 had a sensitivity of 54% and
96,25% of specificity for HCC diagnosis, and VEGF had a sensitivity of 69,23% and
specificity of 31,25%. Our study shows that Ang-2 may be a good marker for HCC
diagnosis when compared to others that are routinely used for this purpose. VEGF is
not a good marker due to its lack of specificity, although other studies showed that it
may be associated with prognostic parameters. Finally, our data reinforce the
importance of angiogenesis evalutation in the development of HCC and its potential

applicability as a diagnostic tool.



Keywords: hepatocellular carcinoma, Immunohistochemistry, VEGF, Angiopoietin-2.



SUMARIO

L INTRODUGAO ...ttt nnanas 12
2 OBUIETIVOS ...cooiiiieeee ettt ettt e e ettt et e e e e e e s st e e e e e e e e s e nna b reeeeaens 21
2.0 GIAL e 21
2.2 SECUNUAIIOS ..o 21
3 MATERIAIS E METODOS........cciiiiiieiieeeeeteete e eteete e ete et esteeaeeaesaeetestesae e eaeeae e, 22
3.1 Selecao e preparo da amMOSIA .........cuuuuiiiii e e e 22
3.2 Avaliacdo de parametros imuno-hisStoqUIMICOS .........ccevveeeeiiiiiiiiiiii e, 25
3.3 ANAIISE AOS HAUOS ..o 27
3.4 ASPECIOS EICOS .......viivieee ettt ettt e ettt et et et e e st e e eae s 28
4 RESULTADOS ....ootiiiie ettt ettt e e e e e e e e et e e e e e e e e e s s s s b r e e e eeeeeeeeannnsreees 29
4.1 Dados clinicos e epidemiOlOgICOS .......cccceeiiiiiiiiiiiiie e 29
4.2 Avaliacao dos marcadores VEGF, Ang-2, CD34 e Actina de musculo liso ......... 32
B DISCUSSAD ...ooviiieiiieeieieiete ettt sttt 45
B CONCLUSAO. ...ttt sttt 55
REFERENCIAS .......oooitiitiieie ettt ettt sttt ettt e e anis 56
APENDICE 1 — TABELA DE DADOS EPIDEMIOLOGICOS BRUTOS..........c.c.o........ 64

ANEXO 1 — APROVACAO PELO COMITE DE ETICA EM PESQUISA.................... 66



12

1 INTRODUCAO

O Carcinoma Hepatocelular (CHC) é definido como uma neoplasia malignha
primaria do figado, composta por células de fendtipo hepatocitario, e constitui um
problema de saude global, posto que representa a terceira maior causa de morte por
cancer e a sexta neoplasia maligna mais comum no mundo (Rahbari et al., 2011).
Sabe-se que a cirrose, principalmente quando relacionada a hepatites virais B e C,
um dos principais fatores de risco para o desenvolvimento desta neoplasia, sendo
que 1 a 6% dos pacientes cirréticos apresentam evolucdo para CHC. A progressao
da doenca € usualmente rdpida, com prognéstico desfavoravel em curto prazo
guando nédo tratado (Gomes et al., 2013).

A distribuicdo do CHC varia de acordo com a localizagdo geogréfica (Gréafico
1). A prevaléncia da doenca é maior em areas onde a infec¢do pelo virus da
Hepatite B (HBV) é endémica (8% ou mais da populacdo acometida), como na Africa
Subsaariana e na Asia Oriental, com taxas de incidéncia superiores a 20 por
100.000 individuos. Paises mediterraneos, como Italia, Espanha e Grécia, tém
incidéncias intermediarias entre 10-20 por 100.000 habitantes, enquanto na América,
inclusive no Brasil, a incidéncia é relativamente baixa (menos de 5 casos por
100.000 habitantes) (Gomes et al., 2013). A faixa etaria acometida pela doenca varia
conforme o tipo de hepatite viral dominante na populacdo e a idade na qual ela é
adquirida, sendo que no Brasil acomete preferencialmente individuos adultos
infectados pelo virus da hepatite C (Venook et al., 2010).

O diagnéstico do CHC é efetuado com base na suspeita clinica em pacientes
que apresentem fatores de risco e a avaliacdo se da& por meio de exames
radiolégicos e dosagem sérica de alfa-fetoproteina (AFP). Exames como
ressonancia magneética e tomografia computadorizada permitem a presuncao
diagnéstica do CHC com base na avaliacdo da vascularizacédo, a qual apresenta
padrdo caracteristico em lesdes estabelecidas. Em mais de 1/3 dos pacientes, 0
CHC ¢é multifocal, definido pela presenca de nddulos tumorais separados por
parénquima nao neoplasico, sendo que a multifocalidade pode ocorrer devido ao
desenvolvimento de tumores hepaticos independentes ou a metastases intra-

hepaticas de um tumor primario (Feo e Pascale, 2015)
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Gréfico 1 - Panorama epidemiologico global do Carcinoma Hepatocelular.
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Fonte: (Venook et al., 2010).

Sabe-se que o desenvolvimento de uma neoplasia resulta de uma série de
alteracdes sequenciais na arquitetura tecidual e na programacgao genética celular, o
gue também tem sido observado para casos de CHC por meio de estudos de
carcinogénese em modelos animais. Isto tem implicado no reconhecimento de
lesBes pré-neoplasicas, as quais podem ser detectadas antes do desenvolvimento
de neoplasias invasivas (Mion et al., 1996). Sendo assim, o CHC que se desenvolve
no figado cirrético é comumente precedido por lesGes pré-neoplasicas, denominadas
nodulos displasicos (ND) (Blanc et al., 2004; Kojiro, 2004; Caroli-Bottino et al., 2005;
Park, 2011; Sato et al., 2015). Macroscopicamente, os nédulos displasicos
constituem nodulos que medem mais de 1,0 mm e menos de 2,0 cm (Figura 1) e
gue, microscopicamente, caracterizam-se pela presenca de displasia (grandes e/ou
pequenas células) (Le Bail et al., 1997), porém sem outros critérios definidores de
malignidade, tais como infiltracdo do parénquima adjacente e invasao vascular.
Conforme nomenclatura padronizada os nodulos displasicos s&o subclassificados
em ndédulo displasico de baixo grau (LGDN) e nddulo displasico de alto grau (HGDN)
(Party, 1995).
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Figura 1 - Aspectos macroscépicos do carcinoma hepatocelular e do nédulo displasico. A) Nédulo

displéasico; B) Carcinoma hepatocelular precoce; C) Carcinoma hepatocelular avancado.

B)

Fonte: (Park, 2011).

Na analise microscopica, nédulos displasicos de baixo grau mostram atipia
nuclear leve e podem ser confundidos com macronédulos regenerativos no contexto
da cirrose, os quais exibem morfologia analoga aos nddulos cirréticos adjacentes,
sendo que ambas as les6es ndo apresentam risco elevado de progresséo para CHC
(Hytiroglou et al., 1995; Blanc et al., 2004). Ao contrario, nédulos displasicos de alto
grau apresentam risco estabelecido de progressdo a carcinoma, sendo
caracterizados microscopicamente por maior densidade celular em relacdo ao
parénquima adjacente e maior grau de displasia. Deste modo, eles possuem
similaridades com o CHC em sua fase precoce (Wei e Shi, 2006; Desmet, 2009).
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A préxima leséo do espectro de evolucao consiste no proprio CHC, que pode
se manifestar nas suas formas precoce e avancada. A transicdo do ndodulo
displasico de alto grau para a lesdo maligna em sua fase precoce pode ocorrer pelo
desenvolvimento de um “nddulo no nédulo”, em que se nota um subnddulo com
menor grau de diferenciacdo em relacdo a lesdo nodular maior (Kojiro, 2004;
Kobayashi et al., 2006).

CHCs precoces sao um estagio incipiente do desenvolvimento do CHC,
semelhante a carcinomas 'in situ” e microinvasivos em outros 6rgaos. Ja os CHCs
avangados séo lesdes claramente malignas com habilidade de invadir vasos e
metastatizar. As alteracdes macroscopicas e histolégicas sao variaveis, dependendo
em parte do tamanho da lesdo (Kojiro e Roskams, 2005). Os CHCs avancados
geralmente sdo lesGes nodulares distintas com margens bem definidas, enquanto as
lesbes precoces apresentam aspecto vagamente nodular e ndo comprimem o
parénquima adjacente. Ao contrario do CHC precoce, que cresce e gradativamente
toma o lugar do parénquima, o CHC avancado geralmente substitui e destroi o
parénquima adjacente, sendo caracteristicamente circundado por capsula fibrosa,
podendo ainda apresentar septos fibrosos internos. Histologicamente, cerca de 80%
dos CHCs em fase avancada sdo moderadamente diferenciados, sendo os 20%
restantes divididos entre bem e pouco diferenciados, que representam graus de
diferenciacao estabelecidos na classificagédo corrente da OMS (Bosman et al., 2010).
As alteracdes arquiteturais mais comumente observadas incluem espessamento das
trabéculas de hepatdcitos, arranjos glandulares e pseudoacinares e padrédo sélido
compacto.

Poucas sdo as alteracbes clinico-radiolégicas e anatomopatologicas
caracteristicas do CHC na sua fase inicial, de modo que ndédulos hepatocelulares
menores que 2,0 cm apresentam-se como grande desafio diagndstico para clinicos,
cirurgides, radiologistas e patologistas (Caroli-Bottino et al., 2005; Roncalli et al.,
2011). A capacidade dos exames de imagem ¢€ limitada para fazer o diagnéstico
diferencial entre o CHC precoce a as lesdes pré-neoplasicas neste estagio, tendo
em vista o fato de estas lesbes ndo apresentarem o padrdo de vascularizacdo
classicamente associado a malignidade (Choi, Lee e Sirlin, 2014). Deste modo, ha a
necessidade de novos marcadores que possibilitem um melhor diagndstico e
conducgdo dos pacientes, uma vez que um melhor prognéstico é atingido quando o

CHC é descoberto na sua fase inicial (Nascimento et al., 2009).
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O diagndstico anatomopatologico diferencial entre o CHC e suas lesdes
precursoras constitui um desafio mesmo para patologistas experientes,
especialmente em bidpsias por agulha que objetivam diferenciar casos de Noédulos
displasicos de alto Grau e CHCs bem diferenciados. Os consensos recentes para o
manejo do HCC enfatizam a necessidade de se identificarem caracteristicas de
malignidade em nddulos pequenos por meio da avaliagdo histopatoldgica e
marcadores que possam estar associados a um comportamento mais agressivo da
neoplasia (Rahbari et al., 2011). Deste modo, o diagndstico diferencial ente o CHC e
as lesdes precursoras tem sido crescentemente requisitado por hepatologistas e
cirurgides. Atualmente, o diagnéstico estd baseado em alteracdes morfoldgicas
conforme protocolo da OMS (Bosman et al., 2010), as quais sdo suplementadas por
coloracdes especiais (Reticulina e Masson) e pela avaliagdo imuno-histoquimica da
vascularizacdo dos nodulos (Quaglia et al., 2005; Wei e Shi, 2006). Novos
marcadores de imuno-histoquimica tem sido gradativamente empregados, como o
painel Glypican-3, HSP-70 e Glutamina-Sintetase. Quando uma lesédo suspeita
apresenta positividade para 2 destes 3 marcadores, ha uma sensibilidade superior a
70% para diagnostico do CHC (Park, 2011), uma vez que moléculas como o
Glypican-3, oncoproteina fetal membro da familia heparan sulfato de proteoglicanos,
possui expressao silenciada em tecidos adultos e comumente aumentada em lesdes
malignas hepatocitarias (Libbrecht et al., 2006; Filmus e Capurro, 2013).

Sabe-se que a progressédo tumoral envolve diversas alteracdes no hepatdcito
e no microambiente, buscando criar condi¢cdes para o crescimento e progressao da
neoplasia. A angiogénese, fendbmeno responsavel pela formagdo de novos vasos
sanguineos, apresenta fundamental papel na hepatocarcinogénese. A angiogénese
€ um processo fundamental envolvido em diversos quadros fisiopatoldgicos, como
embriogénese e reparo tecidual. Quando ha o crescimento desordenado de novos
vasos, a angiogénese adquire carater patolégico e propicia um microambiente
favoravel a progressao neoplasica, havendo o fornecimento de nutrientes e oxigénio
para o crescimento das células tumorais (Yu et al., 2010; Brunckhorst et al., 2014).

Histologicamente, a desordem na angiogénese no contexto do
desenvolvimento do CHC €& caracterizada pela presenca de artérias
desemparelhadas e por aumento da capilarizagdo sinusoidal. As artérias
desemparelhadas séo isoladas, ou seja, ndo estdo acompanhadas por ramos da

veia porta ou ductos biliares, sendo melhor detectadas ao exame de imuno-
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histoquimica para actina de musculo liso. Estas artérias estdo comumente ausentes
em nodulos cirréticos e podem estar presentes em alguns nédulos displasicos,
porém sdo mais observadas no CHC (Nascimento et al., 2009). A capilarizagédo
sinusoidal, representada pela aquisicdo de um fendtipo capilar pelo endotélio dos
sinusoides e pela positividade a imuno-histoquimica para o marcador CD34, é
minima em nodulos cirréticos e nodulos displasicos, sendo sucessivamente mais
proeminente em nddulos displasicos de alto grau e no CHC (Paschoal et al., 2014).
Concomitante a estas alteracbes, o numero de espacos-porta progressivamente
diminui com o aumento do grau da lesdo (Segatelli et al., 2014). O namero de
espacos-porta € normal em ndédulos regenerativos (NR) e nodulos displasicos de
baixo grau, e reduzido em ndodulos displasicos de alto grau e nos CHCs precoces,
sendo habitualmente ausentes em CHCs avancados. Fisiologicamente, a diminui¢cao
do nimero de espacos-porta causa uma reducao gradual do fluxo arterial e venoso
portal ao nédulo, enquanto a formacao de neoartérias aumenta o fluxo arterial. O
balanco é tal que na fase precoce da hepatocarcinogénese ha uma diminuicdo do
fluxo arterial intranodular e preservacdo do fluxo venoso portal, enquanto, nas fases
avancadas, o fluxo portal diminui e eventualmente torna-se ausente, ao contrario do
fluxo arterial, que tende a aumentar (Choi, Lee e Sirlin, 2014). Deste modo, nddulos
displasicos de baixo grau usualmente apresentam um perfil vascular preservado em
relacdo ao figado cirrético adjacente. Nodulos displasicos de alto grau e CHCs em
fase precoce tendem a ter fluxo arterial e venoso portal diminuidos, enquanto CHCs
avangados apresentam fluxo arterial aumentado e fluxo venoso ausente. Com o
crescimento tumoral além de 5,0cm e progresséo para o CHC pouco diferenciado, o
fluxo arterial tende a diminuir.

E consenso que o papel da angiogénese no CHC encontra-se relacionado a
diversos fatores, destacando-se aqueles ligados a via do Fator Hipoxia-Induzido HIF-
VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor), bem como as angiopoietinas (Felcht et
al., 2012; Rahimi, 2012).

O Fator Hipodxia-induzido (HIF-1) é um fator de transcricdo heterodimérico
composto por duas subunidades (alfa e beta). A subunidade alfa, regulada pela
concentragdo de oxigénio na célula, determina a atividade do HIF-1, ativando a
sintese de uma série de mediadores que podem aumentar a sobrevivéncia de
células tumorais sob condicdo de hipodxia (Figura 2), como VEGF, IGF (Insulin

Growth Factor), NO sintase, PDGF (Platelet Derived Growth Factor), dentre outros
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(Huang, Yang e Lu, 2005; Ziello, Jovin e Huang, 2007; Huang et al., 2014; Tian et
al., 2015). Com isso, o HIF-lalfa apresenta importante papel na progressao tumoral
(Rahimi, 2012; Wang, B. et al., 2014).

O fator de crescimento derivado do endotélio vascular (VEGF) é o fator
angiogénico mais bem estudado no CHC. Seu efeito angiogénico é atingido por meio
da ligacdo aos receptores VEGFR1 e VEGFR2, presentes nas células endoteliais.
Essa interacdo inicia varias vias de sinalizacdo, como AKT/PIKE3 e MAPK,
resultando em proliferacdo, migracdo e invasdo por células endoteliais (Yu et al.,
2010). Estudos recentes demonstram que ha expressdo de VEGFR também nas
células tumorais, sugerindo uma alca autécrina de regulacdo, sendo que o VEGF
pode atuar diretamente nestas células, ativando mecanismos ligados a multiplicacao
celular. Além disso, ele pode contribuir de forma independente da angiogénese na
invasao celular, induzindo perda de canaliculos e ruptura de juncdes intercelulares
nas células tumorais (Zhan, Qian e Yu, 2013; Akin Kabalak et al., 2015).

As angiopoiteinas constitutem um grupo de mediadores que possuem papel
direto na formacdo de novos vasos. A angiopoietina-1 (Ang-1) promove sinais de
sobrevivéncia nas células endoteliais e promove o recrutamento de pericitos e
células musculares lisas para formar vasos maduros, enquanto a angiopoietina-2
(Ang-2) funciona como um antagonista da Ang-1, aumentando a sensibilidade das
células endoteliais a outros fatores angiogénicos, como o VEGF (Brunckhorst et al.,
2014). A angiopoietina 2 € uma molécula sintetizada pela prépria célula endotelial e
apresenta acdo autédcrina, “desestabilizando” a estrutura do vaso neoformado e
facilitando acdo de outras citocinas. Altos niveis de deste marcador sdo detectados
em tecidos tumorais e no parénquima adjacente, estando associados a parametros

clinicopatologicos relacionados ao CHC (Felcht et al., 2012).
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Figura 2 - Papel da expressdo do VEGF no processo de angiogénese tumoral e sua relacdo com o
HIF-alfa.
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Fonte: (Rahimi, 2012)

As opcdes para o tratamento do CHC geralmente envolvem abordagens como
resseccdo cirurgica lesdo e quimioembolizacdo (Rahbari et al., 2011). Além disso,
pode optar-se pelo transplante hepéatico como opc¢dao terapéutica para pacientes que
apresentem deterioracdo acentuada da funcdo hepatica e contraindicacfes para a
resseccdo cirargica das lesbes, conforme apregoado pelos critérios de Mildo. O
transplante hepético promove uma ressecg¢do oncoldgica completa associada a
correcdo da disfuncéo associada. As experiéncias iniciais resultaram em prognostico
reservado no poés-transplante, sendo que as altas taxas de recorréncia foram
atribuidas a selecéo inadequada dos pacientes. De acordo com os critérios de Mildo,
sdo candidatos ao transplante hepatico aqueles pacientes com tumor unico
apresentando 5,0cm ou menos de maior diametro ou com no maximo de 3 lesoes,
nenhuma delas com mais de 3,0cm. Apos o emprego destes critérios, houve
aumento substancial dos indices de sobrevida global e sobrevida livre de doenca
(Onaca et al., 2007; Gomes et al., 2013; Ravaioli et al., 2014).

A adequada avaliacdo anatomopatoldégica das lesdes hepaticas
neoplasicas/pré-neoplasicas pode evitar transplantes precoces em pacientes
cirréticos devido a um diagnéstico clinico-radiolégico errbneo de malignidade, bem
como priorizar corretamente aqueles com diagnostico de CHC (Quaglia et al., 2005;
Zhan, Qian e Yu, 2013).
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Apesar dos crescentes avancos em relagdo a compreensdo da patogénese
do CHC, ha a necessidade de melhor avaliacdo de marcadores que possam ser
Gteis no diagndstico de nodulos hepaticos e que sejam acessiveis ao patologista em
sua prética por meio de métodos cotidianos como a imuno-histoquimica (Deli et al.,
2005). Devem ainda ser estudadas as associacdes destes marcadores com outros
parametros utilizados para o diagndstico do CHC e sua expressdo em diversos
grupos de pacientes. O estudo descrito a seguir busca atender a esta demanda,
testando métodos reprodutiveis em uma série de casos de nédulos hepatocelulares
em paciente com cirrose estabelecida. Tenta-se, desse modo, contribuir para o
entendimento dessas lesdes e determinar como as alteracbes morfolégicas e de

expressao proteica podem ajudar em sua avaliacao.
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

- Avaliar a expressao imuno-histoquimica dos marcadores VEGF e Angiopoiteina-2
no Carcinoma hepatocelular e em lesdes precursoras presentes em explantes de
pacientes cirroticos transplantados no Hospital Geral de Fortaleza (HGF) de
Fevereiro de 2013 a Janeiro de 2015.

2.2 Secundaéarios

- Avaliar os aspectos clinicos e epidemiolégicos dos pacientes transplantados com
diagnéstico de Carcinoma hepatocelular e suas lesGes precursoras no Hospital
Geral de Fortaleza no periodo considerado.

- Correlacionar a expressdo dos marcadores ligados a angiogénese (VEGF e
Angiopoietina-2) a outros marcadores classicamente utilizados para esta avaliagéo,
ou seja, numero de artérias ndo pareadas e positividade para CD34.

- Correlacionar a expressao dos marcadores VEGF e Angiopoietina-2 a parametros
de avaliagcdo anatomopatoldgica do CHC, tais como tamanho da lesdo e grau

histoldgico.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Selecao e preparo da amostra

Trata-se de um estudo observacional analitico do tipo transversal, que utilizou
como amostra 67 explantes hepaticos referentes aos transplantes realizados em
pacientes cirréticos no Hospital Geral de Fortaleza no periodo compreendido entre
Fevereiro de 2013 e Janeiro de 2015, independente da etiologia.

Foram incluidos no estudo todos os explantes de pacientes com diagndstico
de cirrose confirmado por meio do exame anatomopatoldgico. Excluiram-se do
estudo explantes de pacientes pediatrico, retransplantes e pacientes com
hepatopatias agudas.

Conforme protocolo da equipe de transplante hepatico, todos os figados
foram enviados para analise macroscoépica e histopatoldgica no servigo de referéncia
contratado. Excluiram-se do estudo pacientes transplantados por disfuncdo aguda
do enxerto ou outras causas nao relacionadas a cirrose.

Os dados clinicos de cada um dos pacientes incluidos no estudo foram
obtidos por meio de revisdo das solicitacdes de exame anatomopatolégico enviadas
pelo Servico de Transplante Hepéatico do HGF, conforme autorizacdo prévia da
chefia do servico. As variaveis clinico-epidemiolégicas estudadas foram: idade,
género e etiologia da hepatopatia.

Os figados explantados foram criteriosamente submetidos a uma avaliacao
macroscopica inicial. Resumidamente, realizaram-se cortes seriados em toda a
extensdo do érgdo, com espessura padronizada de 0,5 cm. Por meio destes cortes,
avaliou-se a superficie do parénquima, registrando-se o padrdo de nodularidade,
coloracdo e consisténcia do 6rgao, o aspecto dos vasos e vias biliares, bem como a
presenca de lesdes nodulares suspeitas conforme revisdo na literatura, isto é,
aguelas lesdes maiores que 0,5 cm e que apresentavam aspecto macroscopico
diferente dos demais nodulos, tendo como base parametros como coloragao, textura
e padréo de crescimento (Park, 2011).

Foram realizados 3 cortes de areas diversas em cada lobo (direito e
esquerdo) para avaliacdo histopatoldgica, além de vasos hilares, capsula, ligamento

redondo e vesicula biliar. Quando se observaram les6es nodulares suspeitas, elas
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também foram representadas, sempre respeitando a proporcao de 1 corte para cada
centimetro de lesdo. O material foi processado por meio de inclusdo em parafina e
cortes seriados em microtomo, sendo posteriormente corado pela coloracdo padrao
de Hematoxilina-Eosina (HE) e pelas coloracdes especiais de Tricromio de Masson,
Perls e PAS. O diagnéstico anatomopatolégico das lesées nodulares e sua
descricdo no laudo foram efetuados tendo como base critérios padronizados por
consenso internacional para avaliacdo destas lesdes (Tabela 1). Para pacientes com
o diagndstico de CHC, foram avaliados ainda parametros classicamente utilizados
para esta neoplasia, tais como presenca de capsula, nimero de lesfes, invasao
vascular e grau de Edmonson & Steiner (El-Serag e Rudolph, 2007).

Os autores selecionaram, para cada explante de paciente cirrético, blocos de
parafina contendo cortes histologicos de nddulos regenerativos tipicos da cirrose (1
ou 2 blocos de parénquima nodular cirrético sem lesbes suspeitas) e de lesdes
suspeitas ou positivas para malignidade, sempre que elas estiveram presentes (1
bloco para cada lesdo.). Quando mais de uma lesdo foi suspeita detectada no
mesmo explante, selecionou-se 1 bloco para cada uma delas.

Os blocos selecionados foram encaminhados para realizacdo de Tissue
Microarray (TMA), realizado manualmente. Com um conceito extremamente simples,
o TMA consiste em agrupar um grande numero de amostras teciduais de Vvarios
blocos em um Unico bloco de parafina, permitindo o estudo de expressao de
marcadores moleculares em larga escala com grande aproveitamento do material
arquivado, do tempo e dos custos (Figuras 3 e 4).

Apés confeccdo de Tissue Microarray (TMA) com os blocos selecionados,
realizou-se o exame imuno-histoquimico para os marcadores CD34, Actina de

musculo liso, VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor) e Angiopoietina-2.



Figura 3 - Desenho esquematico ilustrando a técnica para confeccéo do Tissue Microarray (TMA).
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Fonte: Adaptado de Jawhar, 2009.

Figura 4 - A) Exemplo de bloco de parafina de TMA; B) Lamina de TMA corada em HE.
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Fonte:(Jawhar, 2009).
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Tabela 1 - Critérios morfolégicos utilizados para o diagnéstico do carcinoma hepatocelular e de suas
lesdes precursoras.

’ Nédulo Nédulo _
) . Nodulo L o Carcinoma
Diagnéstico ) displésico de | displasico de
regenerativo i hepatocelular
baixo grau alto grau

Caracteristicas citologicas

Alteracédo de - - + +

pequenas células

Alteracéo de grandes + ou - + 0oU - +0uU - -

células

Focos clonais - - + +
Caracteristicas arquiteturais

Espessamento de - - - +

trabéculas superior a

3 céls.

Aumento da - - + +
densidade celular

Pseudoglandulas - - +o0u - +
Nédulo em nédulo - - - + ou -
Espacgos-porta + - 1 + 0ou -
Artérias néo - +0U - +0U - +

emparelhadas e

capilarizacao

Invasao estromal - - - +
Trama reticulinica + + + + 0OU -

Fonte: adaptado de Party, 1995.

3.2 Avaliacdo de parametros imuno-histoquimicos

O estudo imuno-histoquimico dos nodulos foi realizado por meio de cortes de
parafina dos blocos contendo o TMA, seguindo técnica manual padronizada para
este método. As técnicas para cada anticorpo foram realizadas de acordo com as
instrucdes do fabricante. Resumidamente, cortes histolégicos foram aquecidos por
30 min em 60°C, resfriados a temperatura ambiente, desparafinizados e reidratados.
A recuperacao de antigenos foi feita pelo aguecimento das amostras em tampao de
citrato (pH 6.1) até fervura (100°C), seguido de esfriamento a temperatura ambiente.
A coloracdo imuno-histoquimica foi feita usando métodos de cromogénios padrao de

polimeros. Apoés bloquear a atividade enddgena de peroxidase, 0s anticorpos
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primarios foram adicionados. Depois disso, os cortes foram incubados com o
polimero de marcagéo. A reacdo foi completada com sistema de enzima-substrato
que se utilizou de diaminobenzidina (DAB) como cromdgeno. O tecido foi corado
com Hematoxilina de Mayer em PBS com pH 7.4. O bloqueio do tecido foi realizado
concomitantemente pela incubagéo de PBS contendo solucéo de triton X-100 a 1%,

soro de caprino normal a 3% e albumina sérica de bovino normal a 1%.

Todas as laminas foram coradas com os seguintes anticorpos e avaliadas conforme

explicitado abaixo:

- Angiopoietina-2 (Santa Cruz®, USA), Clone H11, Titulagdo 1:100, marcagao de
membrana e citoplasma.

Avaliacédo: determinacdo de porcentagem de sinusoides e vasos intranodais com
endotélio apresentando marcacdo positiva em toda a extensdo de cada seccéo do
TMA. Nao foram avaliados espacos-porta e vasos da interface com o parénquima

nao neoplasico.

- VEGF (Santa Cruz®, USA), CloneJH121, Titulacdo 1:250, marcacao de
membrana citoplasmatica.

Avaliacéo: de escore 0 a 300, calculado por meio da multiplicacdo do porcentual de
células hepatocitarias com marcac¢ao positiva pela intensidade desta marcacao (1+,
2+ e 3+).

- CD34 (Leica®, USA), Clone 1A-4, Titulacdo 1:100, marcacao de membrana.
Avaliacdo: determinacdo, em toda a extensdo de cada seccdao do TMA, da

porcentagem de sinusoides com endotélio apresentando marcacao positiva.

- Actina de musculo liso (Leica®, USA), Clone QBENd110, Titulacdo 1:100,
marcagéo citoplasmatica.
Avaliacdo: utilizado para avaliar numero de artérias ndo emparelhadas em toda a

extensdo de cada secc¢édo do TMA.
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3.3 Andlise dos dados

Os dados foram agrupados em tabelas e graficos com o auxilio do Software
Microsoft Excel. A andlise estatistica consta dos seguintes cruzamentos e testes
estatisticos, realizados com o auxilio do Software Graphpad Prism 6.0 com nivel de

significancia p < 0,05.

- Avaliacdo das diferencas em relacdo aos parametros imuno-histoquimicos de
acordo com o diagnéstico do nédulo em questdo, por meio do teste de Kruskal-
Wallis, com pos-teste de Turkey para avaliacdo das diferencas entre 0os grupos

especificos.

- Avaliacdo da associacdo entre os marcadores VEGF e Angiopoietina-2 e 0s
parametros de angiogénese avaliados (positividade para CD34 e numero de artérias

nao pareadas), por meio do teste de correlacdo ndo paramétrica de Spearman.

- Avaliacdo da expressdo dos marcadores VEGF e Angiopoietina-2 no CHC e nos

nodulos cirréticos adjacentes presentes no mesmo explante, por meio do teste T de

Student pareado.

- Avaliacdo da expressdao dos marcadores VEGF e Angiopoietina-2 em nddulos
cirréticos de pacientes com CHC no mesmo explante e ndodulos cirrticos de

pacientes sem CHC, por meio do teste T de Student ndo pareado.

- Avaliacdo da associacdo entre os marcadores VEGF e Angiopoietina-2, por meio

do calculo do coeficiente de correlacdo de Spearman.

- Determinacdo de sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo, valor

preditivo negativo e acuracia para os marcadores Ang-2 e VEGF.
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3.4 Aspectos Eticos

O presente estudo foi submetido a avaliagdo pelo Comité de Etica do Hospital
Geral de Fortaleza apds submisséo na Plataforma Brasil, aprovado e registrado com
0 numero de parecer 833.375 (Anexo 1). A confidencialidade dos sujeitos abordados
na pesquisa foi integralmente garantida pela equipe executora, bem como o sigilo

dos dados avaliados.



29

4 RESULTADOS

4.1 Dados clinicos e epidemiolégicos

Durante o periodo de Fevereiro de 2013 a Janeiro de 2015, foram realizados
84 transplantes hepaticos no Hospital Geral de Fortaleza. Destes, 73 (86,9%)
ocorreram devido a hepatopatias crénicas em fase de cirrose, sendo que 67 (79,8%)
explantes foram incluidos neste estudo. As principais causas associadas ao
diagnéstico de cirrose, conforme levantamento dos pedidos de anatomopatoldgico
enviados pela equipe cirdrgica e revisdo dos prontuérios, foram etilismo (32,8% dos
pacientes), hepatite C (22,4% dos pacientes) e hepatite autoimune (9,0% dos
pacientes).

Dos 67 explantes avaliados neste estudo, 22 (32,9%) apresentavam lesdes
macroscopicamente suspeitas, ou seja, com medida superior a 5,0mm e coloragao
diferente em relacdo ao parénquima cirrético adjacente. 14 explantes apresentavam
CHC (20,9%), 04 explantes apresentavam nodulos displasicos (6,0%) e 05
apresentavam macronddulos regenerativos (7,5%). Foram detectadas 43 lesbes
nodulares suspeitas, com medidas variando 0,7cm e 5,5cm (média de 2,2cm). Os
diagndsticos emitidos foram: 5 macronddulos regenerativos, 4 nodulos displasicos
de baixo grau, 2 nédulos displasicos de alto grau e 32 CHCs (Tabela 2).

Foram amostrados, em 02 blocos de TMA, 107 nodulos para avaliacédo
histopatoldgica, sendo 26 CHCs, 3 LGDN, 2 HGDN e 76 NR. Em relagdo aos
nédulos regenerativos, 5 correspondiam a macronddulos regenerativos, 10 a NR de
explantes com CHC e os 61 restantes a nédulos de explantes sem CHC, que
tiveram 1 ou 2 lesdes representadas por explante.

Ao se avaliarem os pacientes de acordo com 0s parametros sexo e
diagnostico de malignidade, ndo foram encontradas diferengas estatisticamente
significantes (p= 0,31). Em ambos os grupos, houve predominancia do sexo
masculino, sendo esta propor¢do de 78,6% (11/14) no grupo com CHC e 64,2%
(34/53) no grupo sem CHC. Quando considerada a variavel continua idade, também
nao se observaram diferengas estatisticamente significantes (p=0,13) (Tabela 3).
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Tabela 2 - Caracterizacdo dos pacientes selecionados para o estudo e dos nodulos
macroscopicamente suspeitos identificados por meio do exame anatomopatolégico.

Amostra do estudo N %
Pacientes incluidos no estudo 67 100,0
Pacientes sem lesbes macroscoépicas suspeitas 45 67,1
Pacientes com lesBes macroscépicas suspeitas 22 32,9

Condicdes associadas a cirrose

Etilismo 22 32,8
Infecgdo por virus C 15 22,4
Hepatite Autoimune 6 9,0
Criptogénica 6 9,0
Esteato-hepatite ndo alcodlica 5 7,5
Colangite Esclerosante Priméaria 3 4,5
Esquistossomose 3 4,5
Infecgédo por virus B 2 3,0
Cirrose Biliar Primaria 1 15

Avaliacdo dos n6dulos macroscopicamente suspeitos

Total de nédulos identificados

Macronodulos regenerativos

Nédulo displasico de baixo grau

Nodulo displasico de alto grau

Carcinoma Hepatocelular

43 100,0
11,6
9,3

2 4,7

32 74,4

Fonte: o autor.

Tabela 3 - Distribuicdo dos pacientes do estudo de acordo com sexo, idade e diagnéstico de

carcinoma hepatocelular.

Diagnéstico | Pacientes com CHC | Pacientes sem CHC
Sexo N % N % P
M 11 16,4 34 50,8
F 3 4.5 19 28,4 0,31
Total 14 20,9 53 79,1
Idade (média) 57,4 - 52,7 - 0,13

Fonte: o autor.
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Foram avaliados 26 nodulos que receberam o diagnostico de carcinoma
hepatocelular, sendo que a maioria deles era encapsulado (96,2%), com padrao
morfolégico trabecular (80,8%) e de grau histolégico 2 segundo proposto por
Edmondson (61,5%). Do total de pacientes com diagnostico de CHC, a maioria deles
(38,8%) foi estadiada como pT1 segundo o proposto pela classificacdo dos tumores
TNM (Tabela 4).

Tabela 4 - Caracterizagdo dos nddulos e pacientes com diagndstico de carcinoma hepatocelular.

Amostra do estudo \ N \%
| Total de CHCs avaliados 26 100
Cépsula
Presente 25 96,2
Ausente 1 3,9
Padrédo morfoldgico
Trabecular 21 80,8
Acinar 2 7,7
Misto (trabecular e acinar) 3 11,5
Grau de Edmondson
Grau 1 5 19,2
Grau 2 16 61,5
Grau 3 5 19,2
Grau 4 0 0,0
Total de pacientes com CHC avaliados 13 100
Estadiamento
pT1 5 38,5
pT2 4 30,8
pT3 4 30.8
pT4 0 0,0

A avaliacdo das morbidades apresentadas por pacientes com e sem
carcinoma hepatocelular mostra que, em ambos o0s grupos, a principal condi¢cédo
presente foi etilismo, sendo detectado em 35,7% dos pacientes com CHC e 34,0%
dos pacientes sem CHC (p=0,90). Houve uma maior prevaléncia de pacientes com
hepatite C no grupo com CHC (5/14) quando comparado ao grupo sem CHC (10/53),

sem significancia estatistica, contudo (p = 0,28) (Tabela 5).
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Tabela 5 - Distribuicdo dos pacientes do estudo de acordo com as morbidades presentes e
diagndstico de carcinoma Hepatocelular.

Diagndstico Pacientes com CHC (N=13) |Pacientes sem CHC (N=53)
Morbidade N % N % P
Alcool 5 35,7 18 34,0 0,90
Hepatite C 5 35,7 10 18,9 0,28
Esteato-hepatite ndo alcoolica 0 0 5 9,4 -
Hepatite Autoimune 0 0 6 11,3 =
Colangite Esclerosante Primaria 0 0 3 5,7 -
Hepatite B 1 7,1 1 19 0,30
Esquistossomose 0 0 3 5,7 -
Cirrose Biliar Primaria 0 0 1 1,9 -
Criptogénica 1 7,1 5 9,4 1,00

Fonte: o autor.

4.2 Avaliacdo dos marcadores VEGF, Ang-2, CD34 e Actina de musculo liso

Observou-se diferenca em relacdo a porcentagem de vasos positivos para

Angiopoietina-2 entre nédulos regenerativos (X =0,1%) e CHCs (X =8,4%) (p <

0,0001). Em relacdo ao marcador VEGF, ndo foram observadas diferencas

estatisticamente significantes entre os grupos de nddulos avaliados (p = 0,14). Em

relacdo aos demais parametros de angiogénese avaliados, houve maior marcagao

para CD34 em casos diagnosticados como CHC (X =46,5%) em relacdo a nédulos

displasicos (X =30,0%) e nédulos regenerativos (X =19,6%) (p = 0,008). O mesmo

foi observado para o numero de artérias ndo pareadas evidenciadas por meio da

marcacdo para actina de musculo liso (X =1,5 para CHC, X = 1,2% para ND e

X =0,1% para NR) (p=0,007). (Tabela 6; Figuras 5 e 6).
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Tabela 6 - Avaliagdo das médias de marcagdo imuno-histoquimica para Angiopoietina-2
(porcentagem de vasos positivos), VEGF (escore), porcentagem de vasos CD34 positivos e nimero
de artérias ndo pareadas marcadas por meio de exame imuno-histoquimico conforme o diagnéstico
das lesBes nodulares identificadas; NR - nédulo regenerativo; ND - nédulo displasico, CHC -
carcinoma hepatocelular.

Diagnéstico/Marcador | NR | ND | CHC | p
Ang-2 0,1 (0,8) 4,0 (8,9) 8,4 (16,9) <0,0001*
VEGF 61,4 (69,2) 74,00 (75,4) 118,0(112,7) 0,1400
CD34 (% de vasos +) 19,6 (35,3) 30,0(33,7) 46,5(38,4) 0,0080*
Numero de artérias 0,1 (0,7) 1,2 (2,7) 1,5(3,1) 0,0068*

Fonte: o autor.
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Figura 5 - Marcagdo imuno-histoquimica do carcinoma hepatocelular e de suas lesdes precursoras
com o marcador Ang-2 (400x). A) Controle; B) Nédulo regenerativo; C) Nodulo displasico de baixo
grau; D) Nodulo displasico de alto grau; E) Carcinoma hepatocelular; F) Carcinoma hepatocelular.

Fonte: o autor.
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Figura 6 - Marcagdo imuno-histoquimica do Carcinoma Hepatocelular e de suas lesbes precursoras
com o marcador VEGF (400x). A) Controle; B) Nodulo regenerativo C) Nédulo displasico de baixo
grau; D) Nodulo displasico de alto grau; E) Carcinoma hepatocelular; F) Carcinoma hepatocelular.

Fonte: o autor.
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O marcador Angiopoietina-2 apresentou marcacao positiva em 54,0% dos
carcinomas hepatocelulares e em 3% de lesdes precursoras ndo malignas. Ja o
marcador VEGF apresentou positividade em um nuimero maior de lesBes malignas
(69,2%), contudo também apresentou marcacdo positiva em 69,7% das lesbes

precursoras. (Tabelas 7, 8 e 9).

Tabela 7 - Distribuicdo dos nodulos estudados de acordo com a marcacdo a imuno-histoquimica para
Ang-2 e o diagndstico de carcinoma hepatocelular.

Ang-2 | Ndo CHC | CHC | Total

Positivo 3 12 15
Negativo 77 10 87
Total 80 22 102

Fonte: o autor.

Tabela 8 - Distribui¢éo dos nodulos estudados de acordo com a marcagao & imuno-histoquimica para
VEGF e o diagnéstico de carcinoma hepatocelular.

VEGF | Ndo CHC | CHC | Total

Positivo 55 18 73
Negativo 25 8 33
Total 80 26 106

Fonte: o autor.

Tabela 9 — Sensibilidade (Sens.), especificidade (Esp.), valor preditivo positivo (VPP), valor preditivo
negativo (VPN) e acuracia dos marcadores Ang-2 e VEGF para o diagnéstico do carcinoma
hepatocelular.

Marcador | Sens. | Esp. | VPP | VPN | Acurécia
Ang-2 54,0% 96,3% 80,0% 885% 87,3%
VEGF 69,2% 31,3% 24,7% 75,8% 40,6%

Fonte: o autor.

Quando se avaliaram os 2 marcadores em carcinomas hepatocelulares e
nodulos regenerativos do mesmo explante, observou-se diferenca apenas para o
marcador Ang-2 (p=0,02), com média de 0,0% em ndédulos regenerativos e 12,4%
nos CHCs. (Tabela 10; Gréfico 2).



37

Tabela 10 - Avaliagdo imuno-histoquimica do escore médio de positivade para VEGF e da
porcentagem de vasos positivos para Ang-2 em CHCs e nédulos regenerativos do mesmo explante.

Diagndéstico/Marcador NR CHC p
VEGF 84,6 (92,1) 106,0 (108,4) 0,68
Ang-2 0,0 (0,0) 12,4 (21,6) 0,02*

Fonte: o autor.

Gréfico 2 - Avaliacdo imuno-histoquimica do escore médio de positivade para VEGF e da
porcentagem de vasos positivos para Ang-2 em CHCs e nédulos regenerativos do mesmo explante.
A) VEGF; B) Ang-2.
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Fonte: o autor.

Quando se avaliaram os marcadores em nédulos regenerativos de explantes
com CHC e ndédulos com o mesmo diagnéstico em explantes sem CHC, ndo se
observou diferenca estatisticamente significante para ambos os marcadores (p =
0,26 para VEGF; p > 0,9999 para Ang-2) (Tabela 11; Gréfico 3).

Tabela 11 - Avaliagdo imuno-histoquimica do escore médio de positivade para VEGF e da
porcentagem de vasos positivos para Ang-2 em ndodulos regenerativos de explantes com CHC e sem
CHC.

Diagnéstico/Marcador | Pacientes com CHC | Pacientes sem CHC | p
VEGF 69,9 (69,9) 50,0 (73.2) 0,26
Ang-2 0,18 (0,9) 0,0 (0,0) >0,9999

Fonte: o autor.
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Gréfico 3 - Avaliacdo imuno-histoquimica do escore médio de positivade para VEGF e da
porcentagem de vasos positivos para Ang-2 em nédulos regenerativos de explantes com e sem CHC.
A) VEGF; B) Ang-2.
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Fonte: o autor.

Ao se avaliarem unicamente os nédulos que receberam o diagnéstico de
carcinoma hepatocelular de acordo com o grau de Edmonson-Steiner, ndo se
observou associacao entre o grau do CHC e os marcadores VEGF e Ang-2 (p=0,81
para VEGF; p=0,84 para Ang-2) (Tabela 12; Grafico 4).

Tabela 12 - Avaliagdo imuno-histoquimica do escore médio de positivade para VEGF e da
porcentagem de vasos positivos para Ang-2 de acordo com o grau do CHC segundo Edmonson-
Steiner.

Marcador CHC Grau 1 CHC Grau 2 CHC Grau 3 p
VEGF 150,0 (173,2) 121,9 (101,7) 91,0 (118,8) 0,8093
Ang-2 15,0 (30,0) 4,2 (5,0) 12,2 (26,7) 0,8404

Fonte: o autor.
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Gréfico 4 - Avaliacdo imuno-histoquimica do escore médio de positivade para VEGF e da
porcentagem de vasos positivos para Ang-2 de acordo com o grau do CHC segundo Edmonson-
Steiner. A)VEGF; B) Ang-2.
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Fonte: o autor.

Quando se avaliaram os CHCs do estudo conforme os parametros namero de
lesGes malignas presentes no explante que continha o ndédulo e tamanho destas
lesbes (cm), ndo se observou correlacdo destes parametros com o escore de
positividade para VEGF e a porcentagem de vasos Ang-2 positivos (Tabela 13).

Tabela 13 - Correlagéo entre a avaliagdo imuno-histoquimica do escore médio de positivade para
VEGF e da porcentagem de vasos positivos para Ang-2 e as seguintes variaveis: numero de lesfes
no explante e tamanho da lesdo (Carcinoma hepatocelular).

Parametro - CHC | Coeficiente de Spearman | p |

VEGF
Tamanho 0,08 0,73
Numero de lesdes 0,05 0,80
Ang-2
Tamanho 0,39 0,09
Numero de lesbes 0,04 0,84

Fonte: o autor.

Quando a marcacao para Ang-2 a imuno-histoquimica foi avaliada juntamente
com outros parametros ligados a angiogénese, observou-se correlagdo diretamente
proporcional entre esta marcagdo e a porcentagem de vasos positivos para CD34
em todos os noédulos do estudo (p=0,26; p=0,01). Ndo houve correlacdo com o
namero de artérias ndao pareadas presentes em cada ndédulo (p=-0,15; p=0,13)
(Tabela 14; Grafico 5; Figuras 7 e 8).
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Tabela 14 - Correlacéo entre a porcentagem de vasos positivos para Ang-2 e as seguintes variaveis:
porcentagem de sinusoides positivos para CD34 e numero de artérias ndo pareadas presentes no
nodulo.

Marcador Coeficiente de Spearman p
CD34 0,26 0,01*
Numero de artérias - 0,15 0,13

Fonte: o autor.

Gréfico 5 - Correlacdo entre a porcentagem de vasos positivos para Ang-2 e as seguintes variaveis:
A) Porcentagem de sinusoides positivos para CD34; B) NUumero de artérias ndo pareadas presentes
no nédulo.
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Fonte: o autor.

Figura 7 - Correlacdo entre marcacdo imuno-histoquimica para Angiopoietina-2 e a porcentagem de
sinusoides CD34 positivos (400x). A) Angiopoietina-2; B) CD34 (mesmo nédulo em ambas as fotos).
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Fonte: o autor.
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Figura 8 - Correlagdo entre marcacdo imuno-histoquimica para Angiopoietina-2 e o numero de
artérias evidenciadas pela imuno-histoquimica para actina de musculo liso (400x). A) Angiopoietina-2;
B) Actina de Musculo Liso (mesmo nddulo em ambas as fotos).
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Fonte: o autor.

Quando a marcac¢do para VEGF a imuno-histoquimica foi avaliada juntamente
com outros parametros ligados a angiogénese, observou-se correlagdo diretamente
proporcional entre esta marcacdo e a porcentagem de vasos positivos para CD34
nos noédulos (p=0,44; p=<0,0001) e o com o numero de artérias ndo pareadas
presentes nos nodulos (p=0,26; p=0,01) (Tabela 15; Grafico 6; Figuras 9 e 10).
Tabela 15 - Correlacdo entre o escore de marcagdo para VEGF e as seguintes variaveis:

porcentagem de sinusoides positivos para CD34 e numero de artérias ndo pareadas presentes no
nodulo.

Marcador Coeficiente de Spearman p
CD34 0,44 <0,0001*
Numero de artérias 0,27 0,01~

Fonte: o autor.
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Graéfico 6 - Correlagdo entre o escore positividade para VEGF a imuno-histoquimica e as seguintes
variaveis: A) Porcentagem de sinusoides positivos para CD34; B) Numero de artérias
nado pareadas presentes no nddulo.
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Fonte: o autor.

Figura 9 - Correlagdo entre marcacéo imuno-histoquimica para VEGF e a porcentagem de
sinusoides CD34 positivos (400x). A) VEGF; B) CD34 (mesmo nédulo em ambas as fotos).

Fonte: o autor.
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Figura 10 - Correlacdo entre marcagdo imuno-histoquimica para VEGF e o numero de artérias
evidenciadas pela imuno-histoquimica para Actina de Musculo Liso (400x). A) VEGF; B) Actina de
Musculo Liso (mesmo nédulo em ambas as fotos).

Fonte: o autor.

Por fim, observou-se correlagdo estatisticamente significante entre o escore
de positividade para VEGF e porcentagem de vasos positivos para Ang-2 nos
ndédulos avaliados (p=0,25; p=0,01) (Gréfico 7; Figura 11).

Grafico 7 - Correlacao entre o escore positividade para VEGF a imuno-histoquimica e a porcentagem
de vasos positivos para Ang-2.
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Fonte: o autor.
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Figura 11 - Correlacédo entre marcag8es imuno-histoquimicas para VEGF e Angiopoietina-2 (400x). A)
VEGF; B) Angiopoietina-2 (mesmo nddulo em ambas as fotos).

Fonte: o autor.
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5 DISCUSSAO

O Carcinoma hepatocelular representa uma das principais causas de morte
relacionadas ao cancer em todo o mundo. O diagndstico correto desta neoplasia é
de fundamental importancia para tratamento apropriado dos pacientes, bem como
para a determinacdo de seu prognostico. Embora muitas vezes o diagnostico
histopatolégico do CHC possa ser realizado com seguranca, dificuldades séo
comumente encontradas por patologistas em relacdo a distincdo entre o CHC e
lesbes hepatocitarias benignas ou pré-neoplasicas, tais como o0 adenoma
hepatocelular e os nédulos regenerativos/displasicos no contexto da cirrose (Wang
et al., 2008). Um diagnéstico bem estabelecido de CHC apresenta implicacdes
clinicas importantes, uma vez que CHCs pequenos tem uma alta probabilidade de
cura e podem ser abordados por meio de ressecc¢des cirdrgicas menos agressivas
ou outras técnicas como ablacdo. O diagnéstico apropriado também permite ao
paciente ser adequadamente priorizado para o transplante hepatico nos casos onde
ha indicacdo. Além disso, pacientes com lesbes mimetizadoras de CHC, tais como
nédulos displasicos, ndo devem ser submetidos a abordagens invasivas
desnecessarias. Como nem sempre a imagem radiolégica € caracteristica,
principalmente em nddulos pequenos, a bidpsia hepatica pode ser indicada para

elucidacao diagndstica (Shafizadeh e Kakar, 2011).

O presente estudo teve como casuistica 0os explantes hepaticos de pacientes
transplantados no Hospital Geral de Fortaleza, um dos principais centros
responsaveis por esta atividade no estado do Ceard e na regido Nordeste. Os
resultados mostraram que 23% dos pacientes transplantados apresentavam, em
seus explantes, lesbes macroscopicamente suspeitas para neoplasia, sendo que o
CHC foi detectado em 21,2% dos explantes e representava 74,41% das lesdes
suspeitas amostradas para avaliagdo anatomopatolégica, enquanto os nodulos
displasicos foram detectados em 6% dos érgdos. Mion et al., 1996, em um estudo
com 80 pacientes desenvolvido na Franca, encontraram nodulos displasicos em
11% dos explantes e CHC em 17,5% destes. Le Bail et al., 1997, em uma casuistica
de 100 explantes, encontraram lesdes malignas em 38% dos pacientes. Kim, Lim e
Lee, 2001 observaram uma incidéncia de 30,76% para CHC e 21,15% para nédulos

displasicos, muitos deles ndo detectados por exames de imagem convencionais
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quando apresentavam medidas inferiores a 2,0cm. Uma maior proporgao de nédulos
diagnosticados como CHC foi observada por De Lédinghen et al., 2002 (61,36%) e
Burrel et al., 2003 (59,84%), a qual pode estar associada a casuistica avaliada, uma
vez que havia muitos transplantes indicados devido ao proprio CHC em ambos os
estudos. Uma proporcéo de 8,4% dos explantes avaliados por Hytiroglou et al., 1995
apresentava CHC, o qual observou também maior incidéncia de macronddulos
regenerativos em determinados grupos, como cirrose alcodlica e hepatite B.
Conforme os dados de Caroli-Bottino et al., 2005, o CHC oculto (ndo detectado por
exames de imagem) foi detectado em 17,5% dos explantes, sendo mais comum em
pacientes com idade inferior a 50 anos. Por meio da revisdo bibliografica em bases
indexadas, encontramos apenas um estudo desenvolvido em centro de saude
brasileiro, no estado de Minas Gerais, no qual foram observadas lesGes suspeitas
em 42,62% dos explantes avaliados, sendo de 10% a proporcdo de casos
diagnosticados como CHC (Silva e Leite, 2005).

Cabe frisar que todos os trabalhos levantados mencionavam em sua
metodologia que consideraram 0s mesmos critérios para o diagndéstico
anatomopatologico do CHC e de suas lesdes precursoras que foram utilizados em
nosso estudo (Party, 1995). Deste modo, as variacbes observadas em relacdo a
proporcao de casos diagnosticados como CHC podem ser atribuidas a fatores como
tamanho das amostras, causas que motivaram a cirrose, tempo de doenca até o
momento de transplante e a propria variacdo interobservadores em relagcdo aos
critérios atualmente utilizados para o diagnostico (Silva e Leite, 2005). Deve ainda
ser considerado o fato de a amostra deste estudo néo representar necessariamente
a realidade epidemiologica da regido, considerando o fato de o Hospital Geral de
Fortaleza ser um centro de referéncia para todo o estado do Ceara e os estados
adjacentes, priorizando aqueles pacientes com condicbes mais graves e, deste

modo, criando um viés de selecéo.

Deve-se ressaltar que muitos estudos avaliados utilizaram o exame
anatomopatolégico em explantes como padrdo-ouro para o diagnostico desta
neoplasia, buscando determinar parametros como sensibilidade e especificidade de
métodos radiologicos para seu diagnostico (Burrel et al., 2003; Hytiroglou et al.,
1995; Mion et al., 1996; Bennett et al.,, 2002; Krinsky et al., 2000). Estes dados
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reforcam a importancia do estudo anatomopatolégico de explantes como de
fundamental importancia para a melhor avaliacdo dos nédulos que surgem no figado
cirrotico, devido a excelente representatividade das lesbes e a possibilidade de
ampla amostragem para melhor definicdo de parametros como displasia, invaséo do

parénquima adjacente e arquitetura geral da leséo.

Quando considerada a marcacéo imuno-histoquimica para VEGF, observamos,
em nosso estudo, 69,3% de marcacao positiva em casos de CHC, notando-se uma
maior tendéncia a marcacao forte e difusa nestes ndédulos. Contudo, ela nédo foi
estatisticamente diferente em relacdo a nédulos displasicos e nédulos regenerativos,
bem como em relacdo a nddulos regenerativos do mesmo explante que apresentava
a lesdo maligna. Houve ainda uma associacdo entre a marcacao para VEGF e a
marcacgao para CD34, indicativa de capilarizacdo sinusoidal, e o nimero de artérias
ndo pareadas presentes nos nodulos.

Wang, B. et al., 2014, ao estudarem 150 CHCs por meio de imuno-histoquimica
em Tissue Microarray, observaram marcacdo positiva para VEGF em 75% das
lesbes malignas, sendo esta mais forte em relacdo ao figado ndo neoplasico
adjacente, e associacdo significativa com parametros como tamanho do tumor,
invasao vascular e niveis séricos de AFP. Segundo os dados de Deli et al., 2005, ao
se avaliarem 105 pacientes com CHC, observou-se imunoexpressao de VEGF em
68,6% deles, semelhante a observada por Yao et al., 2005, a qual foi de 63,9%, e
por Torimura et al., 2004, a qual foi de 57%. Evidenciou-se ainda que a positividade
para VEGF associava-se ainda a menor sobrevida e que uma alta marcacao
também estava presente em tecidos adjacentes (79,4%), mostrando que o papel
deste marcador envolve tanto a progressdo da neoplasia como também da

angiogénese no contexto da cirrose (Yao et al., 2005).

Claudio et al., 2004 encontraram uma associacdo entre a positividade para
VEGF e a sobrevida dos pacientes, ndo evidenciando correlacdo com parametros
como tamanho do tumor, grau histolégico e estadiamento. Nosso estudo, ao
contrario do de Jia et al., 2009, ndo observou associagdo entre a marcagao para
VEGF e o grau histologico da leséo, o que também foi observado por Uematsu et al.,
2005, Claudio et al., 2004 e por Yao et al., 2005.
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O processo de carcinogénese hepatica envolve uma mudanca gradativa no
imunofendtipo da célula endotelial, com perda de fenestracbes e aquisicdo de
membrana basal. Este processo é chamado de capilarizacdo sinusoidal, e é
evidenciado morfologicamente por meio de positividade das células endoteliais para
o marcador CD34 a imuno-histoquimica. Notam-se ainda altera¢cdes no suprimento
sanguineo venoso e arterial, como aumento do nimero de artérias ndo pareadas
(Pang e Poon, 2006). Nosso estudo utilizou a porcentagem de vasos CD34 positivos
e 0 numero de artérias ndo pareadas como parametros para a correlacdo com a
imuno-histoquimica para VEGF e encontrou significancia estatistica para ambos,
sendo que este achado também foi relatado por outros autores (Moon et al., 2003;
Huang, Yang e Lu, 2005; Tseng et al., 2008).

Varios autores observaram marcacdo consideravel em ndédulos cirréticos
adjacentes a lesdo maligna (Deli et al., 2005; Huang, Yang e Lu, 2005; Tseng et al.,
2008), ressaltando o papel do VEGF também na angiogénese nao tumoral.
Conforme os dados de Amaoka et al., 2007, houve marcagdo significativa no
parénquima cirrético adjacente ao CHC, sendo esta mais intensa em figados com
melhor funcionamento. Este conceito parece estar associado a capacidade de
figados com melhor funcédo conseguirem sintetizar o marcador com mais eficiéncia,
embora sua producao seja mediada pela hipoxia decorrente de mau funcionamento.
Campillo et al., 2014 mostraram que a expressao aumentada de marcadores como
VEGF e seu receptor pode estar associada a maior chance de recorréncia do CHC
apos transplante hepatico, enquanto Tseng et al., 2008 mostraram que ha
correlacdo entre a marcagdo no parénquima ndo neoplasico e parametros como
grau da neoplasia, estadiamento, idade e imunoexpressdo para p53, reforcando o
papel do microambiente nas lesdes precursoras e sua associacdo ao processo de
carcinogénese (Torimura et al., 2004). Deste modo, estudos futuros também devem
avaliar o impacto da angiogénese em tecidos ndo tumorais e sua associacdo com

parametros clinicos, bioquimicos e de sobrevida.

Deve-se frisar a escassez de estudos avaliando nodulos displasicos.
Nascimento et al., 2009 avaliaram a imunomarcacdo para CD34 e o numero de
artérias ndo pareadas (por meio do marcador HHF-35) em CHC e nddulos

displasicos, contudo nao foram observados artigos que avaliaram nédulos
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displasicos quando a expressdo dos marcadores VEGF e Angiopoietina-2. Um
melhor conhecimento desta marcacao pode ser util no refinamento diagndstico para

estas lesodes.

O VEGF é sabidamente um potente fator pré-angiogénico e sua
imunoexpressao correlaciona-se a um pior prognostico e estagios mais avancados
em varios tumores sélidos (Wang, D. et al., 2014). Segundo uma metanalise recente,
ha associacdo entre positividade para VEGF e a sobrevida geral em pacientes com
CHC, porém nao hé associacdo para sobrevida livre de doenca. Ha varias
metandlises que abordam o valor progndstico do VEGF em outras neoplasias, como
de cabeca e pescoco, pulméo e estbmago. Esta associagdo com mau progndstico
pode embasar o uso de farmacos antiangiogénicos no tratamento do cancer, tais
como anticorpos monoclonais anti-VEGF (Bevacizumab) e inibidores de tirosina-
kinase (Moon et al., 2003).

JA em relacdo a Angiopoietina-2, o estudo imuno-histoquimico mostrou
marcacao positiva nos vasos (células endoteliais) em 54% dos CHCs, apresentando
ainda marcacdo em 1 nédulo displasico e 2 nddulos regenerativos, sendo nestes
altimos uma marcacdo focal em esparsas células. Observou-se também uma
marcacao diferente em relacdo a nddulos regenerativos adjacentes a lesdo maligna.
N&o foi encontrada correlagdo com parametros como grau de Edmondson, tamanho
da lesdo e numero de lesdes. A marcacao positiva foi considerada quando estava
presente no endotélio de sinusoides e/ou vasos intratumorais. Houve associacao

com a imunoexpressao para CD34 (marcador de densidade microvascular).

Mitsuhashi et al., 2003, ao avaliarem 46 casos de CHC, encontraram
imunoexpressao de Ang-2 nas células hepatocitarias em 85% dos CHCs e em 53%
dos casos no parénquima hepético adjacente. Em seu estudo, ele analisou ainda a
relacdo entre a expressdo de RNAm para Ang-2 e Ang-1, encontrando associacao
entre esta relacdo (predominio de Ang-2 sobre Ang-1) e parametros como
densidade microvascular, invasao vascular e tamanho da lesédo. Cabe frisar que a
correlacdo entre Ang-2 e parametros prognosticos do CHC também foi estabelecida
utilizando a técnica de RT-PCR. Os autores supracitados reforcam a importancia de
melhor compreender a via deste marcador, que envolve a ativacdo de receptores

Tie-2, também ativados pela Angiopoietina-1. A via Ang-1/Tie-2 medeia as func¢des
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vitais de estabilizagéo vascular e remodelamento endotelial, por meio da integracéo
de pericitos a parede vascular, particularmante na presenca de VEGF. Ao contrério,
a Ang-2 aumenta o brotamento vascular na sua presenca, contribuindo para a
formacdo de novos vasos. Sabe-se que a expressao ectopica de Ang-2 em células
do CHC promove um crescimento tumoral acelerado e agrava seu prognostico em
modelos animais, sugerindo que a via Ang-Tie esta intimamente envolvida na
angiogénese relacionada a esta neoplasia. Propde-se ainda que Ang-2 possui
fundamental importancia para potencializar o efeito do VEGF. Ele mostra que o
VEGF possui expressdo no parénquima hepatico ndo neoplasico, contudo, na
presenca de Ang-2, tem seu efeito angiogénico potencializado em lesdes malignas.
Os achados deste trabalho mostraram que uma preponderancia de Ang-2 sobre
Ang-1, na presenca de VEGF, pode ser o responsavel pela maior expressao do
fenotipo CD34 positivo em vasos do CHC. Assim, a melhor compreensdo da via
Angiopoietina/Receptor Tie também pode ser um bom candidato para terapia-alvo.

Tanaka et al., 1999, ao avaliarem a expressdao de Ang-2 por RT-PCR,
encontraram expressao aumentada deste marcador em tecidos tumorais em
detrimento do parénquima adjacente, reforcando seu papel no desenvolvimento da
neoplasia. Deve-se ainda frisar que ndo houve diferenca em relacdo a expressao

para Ang-1.

Zhang, Liu e Sun, 2006, ao avaliarem espécimes a fresco de 38 CHCS, por RT
PCR, também encontraram expressdo aumentada de Ang-2 em tecidos neoplasicos,
nao tendo encontrado essa correlacdo para Ang-1 e Tie-2. Observou-se correlacao
entre a expressdo de Ang-2, VEGF e razdo Ang-2-Ang-1 para tamanho do tumor,
metastases e invasdo venosa, contudo ndo se observou associacdo para o grau de
Edmonson. Houve também correlacdo com a densidade microvascular, avaliada

pelo marcador CD34 a imuno-histoquimica.

Segundo Torimura et al., 2004, ao se avaliarem 59 pacientes com CHC, houve
imunoexpressao positiva para Ang-2 em células hepatocitarias e musculares lisas,
enquanto seu receptor, Tie-2, foi observado em células endoteliais. Houve
correlacdo da expressdo de Ang-2 com o tamanho e o grau de diferenciacdo do

tumor, mostrando a importancia deste marcador na progressédo neoplasica. Notou-se
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ainda que células hepatocitarias, quando submetidas a hipéxia, aumentam a
expressdo de VEGF, o que nao foi observado para Ang-2.

Nosso estudo evidenciou marcacdo predominantemente em células endoteliais,
local onde a Ang-2 age por meio de sua ligacdo o receptor Tie-2, sendo que o
mesmo achado foi observado por Zhang et al., 2003 em casos de cancer ovariano.
Ao utilizar amostras desta neoplasia e estuda-las por meio de IHQ, RT-PCR e
microdisseccdo a laser, os autores mostraram que o aumento da expressao de
VEGF coordena 0 aumento na expressao de Ang-2 nas células endoteliais, por meio
da via VEGFR2 — FLK1 — KDR. Em modelos animais de céancer ovariano, a
expressdo de Ang-2 associou-se a perda de pericitos e instabilidade das juncbes
intercelulares. Neste estudo, assim como observado em nosso trabalho, houve

correlacao entre expressao de VEGF e Ang-2.

Buscamos avaliar o papel dos marcadores VEGF e Ang-2 como possiveis
ferramentas Uteis para o diagnostico do CHC. Encontrou-se sensibilidade de 54%
para Ang-2, enquanto a especificidade foi de cerca de 96%. Para o marcador VEGF,
houve maior sensibilidade (69,23%), contudo houve baixa especificidade (31,3%)

devido a marcacao frequente em lesées ndo malignas.

Atualmente, o painel imunoistoquimico utilizado para auxiliar na confirmacao
de casos de CHC em ndédulos com aspecto morfolégico dubio consiste no emprego
dos marcadores Heat Shock Protein-70 (HSP-70), Glypican-3 (GPC3) e Glutamina-
Sintetase (GS). Segundo os estudos de Di Tommaso et al., 2007 e Di Tommaso et
al., 2009, ao se estudarem estes 3 marcadores em conjunto para o diagnéstico de
CHC em bidpsias por agulha, encontrou-se acuracia de 78% e especificidade de
100% quando 2 dos 3 apresentavam positividade. Todos os 3 marcadores foram
negativos em mais de 70% dos ndodulos displasicos de alto grau, notando-se
positividade em 43% dos CHCs na sua fase inicial. Os 3 marcadores, quando
empregados isoladamente, apresentam boa sensibilidade para o diagndéstico do
CHC, contudo muitas vezes a marcagao mostrou-se focal, ndo sendo evidenciada
em bidpsias por agulha, e pode haver resultados falso-positivos em lesées benignas,
tais como hiperplasia nodular focal e adenoma hepatocelular (subtipo inflamatorio)
para GS (Shafizadeh e Kakar, 2011). Em nosso estudo, empregamos 0 marcador

Ang-2 em amostras de TMA, e observamos, na maioria dos nédulos, uma marcacao
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positiva em torno de 10% dos vasos. Mesmo que focal, essa marcacao foi

estatisticamente diferente em relacdo & marcacao para lesdes ndo malignas.

Wang et al.,, 2008, ao avaliarem a expressao para Glypican-3 em CHCs,
adenomas hepatocelulares, HNF e macrondédulos regenerativos, encontraram
sensibilidade de 75,7% e especificidade de 100% para o diagndstico do CHC. Deve-
se frisar que as lesbes foram avaliadas em cortes completos e a marcacao negativa
foi considerada quando havia menos de 5% de positividade, de modo que mesmo
lesbes negativas apresentaram marcacdo focal, podendo gerar dificuldades em
biopsias por agulha. Shafizadeh e Kakar, 2011, ao examinarem 80 casos de CHC
por meio de estudo imuno-histoquimico para Glypican-3, observaram marcacao
positiva em 79% dos casos, contudo esta foi menor para casos bem diferenciados
(53%). Novamente, observou-se marcacdo focal em alguns macronddulos
regenerativos, dificultando a avaliacdo por meio de amostras em bidpsia. Houve
marcacado em 43% dos HGDN e imunoexpressdo mais exuberante em casos pouco
diferenciados. Cabe frisar que os marcadores do nosso trabalho foram utilizados
predominantemente em tumores classificados como avangados, por apresentarem
padrdo distintamente nodular e capsula bem definida, caracterizando um fenétipo de

maior agressividade.

Estudo em TMA foi conduzido por Swanson et al., 2015, avaliando marcacao
tripla para Reticulina, Glypican-3 e Glutamina sintetase. A combinagao de reticulina
intacta com negatividade para Glypican-3 ou GS foi 92% sensivel e 95% especifica
em TMA para diferenciar adenoma de carcinoma. Estudo com adenomas
hepatocelulares e CHCs também foi desenvolvido por Lagana et al., 2013, que
ressaltaram a importancia dos marcadores Glypican-3 e HSP-70 para o diagndstico
de malignidade, com valores de sensibilidade de 43% (GPC3) e 46% (HSP-70) e
especificidade de 100% para ambos. Nosso estudo ndo utilizou amostras de
adenoma hepatocelular, sendo focado em lesbdes hepatocitarias no contexto do
figado cirrotico.

Tremosini et al., 2012, em um trabalho com 40 casos de CHC, encontraram
57,5% de sensibilidade e 95% de especificidade para Glypican-3, 57,5% de
sensibilidade e 85% de especificidade para HSP-70 e 50% de sensibilidade e 90%
de especificidade. Quando pelo menos 2 dos 3 marcadores estavam positivos, a
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sensibilidade foi de 60% e a especificidade foi de 100% para o diagnostico de CHC.
Este estudo, por ter avaliado de forma prospectiva bidpsias pré-operatérias e a peca
cirdrgica posteriormente, mostrou que este painel triplo ajudou a reclassificar apenas
1 de 3 casos diagnosticados erroneamente como nao malignos pela equipe de
Patologia Cirurgica. Deste modo, o autor enfatiza a necessidade de marcadores que
possam ser Uteis para casos que realmente levantem duvida diagnostica e a
fundamental importancia de serem correlacionados com aspectos morfolégicos
classicos. Isto reforca a importancia de nosso estudo ter sido desenvolvido em
explantes, o que possibilitou uma avaliagdo completa da lesdo para seu diagndéstico
e uma melhor correlagdo com os marcadores estudados. Contudo, pelo fato de
nossa amostra conter muitos casos com alteracdes morfoldgicas classicas de CHC,
deve-se atentar para a necessidade de novos trabalhos que também abordem a
questao do papel de marcadores como Ang-2 em lesdes malignas precoces e bem
diferenciadas.

Deve-se ressaltar que, embora a Ang-2 seja um marcador cada vez mais
associado a progressao do CHC, ainda sdo escassos 0s estudos que a abordam
como ferramenta diagndstica e progndstica na pratica clinica diaria. A busca
bibliografica efetuada mostrou uma maior quantidade de estudos envolvendo o
marcador VEGF, havendo menos referéncias disponiveis para o entendimento do
papel da Ang-2 e sua marcacao. Nosso estudo, ao ser desenvolvido em explantes
de pacientes submetidos a transplante hepatico, permitiu ampla selecdo de
amostras de nodulos benignos e malignos, e o método utilizado, a avaliacdo por
meio de estudo imuno-histoquimico, constitui uma ferramenta de mais facil acesso
ao patologista cirargico em sua pratica diagnostica diaria quando comparado a
biologia molecular. O estudo de amostras benignas e pré-neoplasicas
separadamente permitiu ainda o calculo de pardmetros como sensibilidade e
especificidade dos marcadores avaliados, parametro pouco estudado por outros
autores. Até onde sabemos, nao foi encontrado outro estudo que avaliasse a
imunoexpressdo de Ang-2 e VEGF conjuntamente em uma série de explantes
hepaticos, considerando a separacao entre lesbes benignas, displasicas e malignas.
O diagnéstico correto do CHC e de suas lesBes precursoras é fundamental, tanto no

pré-operatorio, para melhor alocacdo dos pacientes segundo a prioridade
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transplante, como no pos-operatério, para definicAo de condutas referentes a

imunossupresséo e acompanhamento clinico.

Cabe mencionar, contudo, que a amostragem de lesGes displasicas neste
estudo foi pequena, comprometendo uma analise estatistica com maior poder de
definicdo. Esta fraqueza deve ser mencionada pelo fato de as lesdes displasicas
serem as que mais apresentam dificuldades diagnésticas por parte da avaliacdo
clinica, radiologica e anatomopatoldogica. Além disso, as lesbes classificadas como
CHC muitas vezes estavam localizadas no mesmo explante, dificultando a distingéao
entre uma mesma neoplasia com disseminacao intra-hepética ou varias neoplasias
com fendtipos distintos. Por fim, embora tenham sido diagnosticados 32 CHCs no
periodo do estudo, houve perda de 10 casos ap0s selecdo dos blocos e confeccéo
do Tissue Microarray, restando, pois, 22 spots para serem avaliados. A subjetividade
inerente ao método de avaliacdo imuno-histoquimica também deve ser levantada

como limitacdo de nosso estudo.
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6 CONCLUSAO

Nosso estudo mostrou que a Angiopoietina-2, quando comparada a outros
marcadores avaliados na literatura para o diagndstico do CHC, pode representar um
bom marcador para auxiliar no diagndstico desta neoplasia. O marcador VEGF néo
constitui uma boa ferramenta auxiliar diagndstica devido a sua baixa especificidade.
Ambos os marcadores estudos mostraram boa associagcdo com outros parametros
para avaliacdo da angiogénese (capilarizacdo e niumero de artérias), em especial 0
VEGF.

N&o foi observada associacao entre a marcacéo para Ang-2 e VEGF e critérios
anatomopatologicos utilizados para a estratificacdo progndéstica de pacientes com
Carcinoma Hepatocelular, devendo-se, contudo, avaliar parametros clinicos para
melhor definicdo do papel prognéstico destes marcadores e suas vias como

possiveis alvos terapéuticos.

Reforgcamos ainda a necessidade de melhor compreensdo dos marcadores de
angiogénese e seu papel para definicdo diagndéstica e progndstica na abordagem do

carcinoma hepatocelular e de suas lesdes precursoras.
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Correlagdo clinico-patologica e avaliagdo imuno-histoquimica dos marcadores de
angiogénese VEGF, HIF-1alfa e Angiopoietina-2 em nodulos hepatocelulares de
explantes do Hospital Geral de Fortaleza.
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Data da Relatoria: 09/10/2014

Apresentagdo do Projeto:

Estudo do tipo transversal, que utilizara amostras histologicas de figados com diagnostico de Cirrose para
realizagio de exame imuno-histoguimico em lesdes nodulares hepatocelulares e comparacio entre os
diversos grupos de lesdes (marcadores de angiogénese VEGF, HIF-1alfa e Angiopoietina-2).

A avaliagdo da expressao proteica imuno-histoquimica dos marcadores de angiogénese VEGF, HIF-alfa e
Angiopoietina 2 pode ser (til no diagnéstico diferencial de nédulos hepatocelulares nos pacientes cirroticos.
- Ha uma associagao entre a expressao imuno-histoguimica de marcadores de angiogénese no figado

cirrdtico e a presenga de hepatocarcinoma e nodulos displasicos nos explantes hepaticos.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario:

- Avaliar a expressdo imuno-histoquimica de marcadores de angiogénese em nodulos hepatocelulares de
explantes do Hospital Geral de Fortaleza no periodo de Janeiro de 2013 a Dezembro de 2014.

Objetivo Secundario:

- Verificar a incidéncia de nodulos displasicos e de hepatocarcinomas nos explantes hepaticos.-
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