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RESUMO

Introducdo: O carcinoma hepatocelular (CHC) é a neoplasia maligna primaria mais
comum do figado (até 80% dos casos), sendo a 4% no mundo em mortalidade. Com incidéncia
e mortalidade crescentes, a melhor opg¢do de tratamento € cirdrgica, reservada principalmente
para tumores em estagio inicial. A invasdo angiolinfatica é o fator independente mais
importante para o prognostico, predicdo de recorréncia e sobrevida do paciente. Pela sua
relevancia, é utilizada no estadiamento patoldgico do CHC (AJCC/TNM), sendo um dos
critérios da mudanca do estadio pT1 para pT2 ou pT4, porém necessita de melhor definicdo
conceitual para aumentar sua reprodutibilidade e confiabilidade. O objetivo deste estudo foi
avaliar a concordancia intra e interobservador de microinvasdo vascular (MIV) e sua
associacdo com fatores morfoldgicos e laboratoriais, em amostras de CHC. Métodos: Trés
patologistas avaliaram 76 amostras de CHC provenientes de transplante hepatico com intuito
de caracterizar a presenca de MIV por meio das coloragdes de hematoxilina-eosina (HE) e
imunoistoquimica (IHQ) para CD34 e D2-40. A avaliacdo foi feita individualmente em dois
momentos, com intervalo de dois meses entre eles. Os dados morfolégicos do tumor foram
obtidos por revisdo de todos os casos e 0s dados laboratoriais foram obtidos por meio da
revisdo dos prontuarios e analise do banco de dados do HC-UFMG. Os resultados foram
analisados pelo coeficiente de Kappa (K) e por modelos de regressdo logistica para analises
uni e multivariadas. Resultados: Por modelos de regressao logistica das analises univariadas
de todos os parametros morfoldgicos e clinicos, a variavel independente “indice mitético” foi
a Unica que apresentou limiar de significancia estatistica (p = 0,05), com valor de Odds Ratio
(OR) de 1,07 (IC 95% de 0,99 a 1,15), quando relacionada a MIV. Sobre a avaliacdo de MIV,
a concordancia interobservador por HE foi moderada no primeiro momento (K = 0,485) e
razoavel (0,320) no segundo (p<0,0001). A avaliacdo pelo CD34 apresentou concordancia
razoavel (0,234 e 0,218), em ambos os momentos (p <0,001). A pesquisa pelo D2-40 nédo
apresentou significancia estatistica, uma vez que ndo houve concordancia (p>0,05). A
concordancia intraobservador por HE foi quase perfeita (K = 0,837) para o examinador A,
moderada (0,546) para o examinador B e substancial (0,682) para o examinador C
(p<0,0001). Na avaliacdo pelo CD34 a concordancia foi substancial (0,636 e 0,629) para 0s
examinadores A e B e quase perfeita (0,972) para o examinador C (p<0,0001). N&o houve
correlacéo estatistica valida pelo D2-40. Utilizando a Curva ROC para verificar a acuracia do
CD34, em relacdo ao HE, observamos em analise intraobservador para os examinadores A e

B, que 0 CD34 tende a ter uma especificidade alta, variando de 82,1% a quase 100%, com
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sensibilidade de 46,9% a 81,1%. Em andlise interobservador, o CD34 também possui
especificidade alta (84,3% a 85,5%), enquanto a sensibilidade é um pouco menor (81,2% a
84,3%). Discussdo: Nosso estudo demonstrou concordancia semelhante para invasao vascular
entre os métodos de HE e CD34, independente da comparacdo ter sido feita inter ou
intraobservador. Entretanto, os valores de concordancia intraobservador pelos dois métodos
foi superior ao interobservador, 0 que nos permite inferir que cada examinador empregou
critérios proprios de deteccdo de invasdo, reforcando a necessidade de padronizacdo. Pela
analise das curvas ROC, o método de pesquisa pelo CD34 pode ser considerado mais
especifico do que sensivel, apontando que este método ndo deve ser usado como um exame
inicial (de triagem), mas pode ser Util em casos previamente vistos pelo em HE para auxiliar
na pesquisa de invasdo. Conclusdo: O indice mitotico é um fator independente para predicéo
de MIV. Os critérios para avaliacdo de invasdo angiolinfatica devem ser mais bem definidos

em HE. O CD34 pode ser utilizado como método diagndstico auxiliar de MIV.

Palavras-chave: Carcinoma hepatocelular; Invasdo vascular; Imunoistoquimica;

Interobservador; Intraobservador



ABSTRACT

Introduction: Hepatocellular carcinoma (HCC) is the most common primary neoplasia of the
liver (up to 80% of the cases), being the 4™ in mortality worldwide. Its incidence and
mortality are growing and the best treatment option is surgery, reserved mainly for inicial
stage tumors. The angiolymphatic invasion is the most important independent factor for
prognosis, recurrence prediction and disease-free survival of the patient. Because of its
relevance, the AJCC/TNM pathological staging system includes vascular invasion as a
criteria, playing importante role to change from pT1 stage to pT2 or even pT4, but it still
needs better conceptual definition to increase its reproducibility and reliability. The aim of
this study was to evaluate the inter and intraobserver agreement of microvascular invasion
(MVI1) and its association with morphological and laboratorial parameters in samples of HCC.
Methods: Three pathologists performed the analysis of 76 HCC explants to characterize the
presence of MVI using the hematoxylin eosin (HE) stain and immunohistochemistry (IHC)
for CD34 and D2-40. The evaluations were made individually, in two moments, with a two
months gap. Morphological data were collected by reviewing all cases and laboratorial data
were collected by reviewing medical records and database analysis from HC-UFMG. Results
were analyzed by the Kappa’s coeficiente (K) and logistic regression models for uni and
multivariate analyzes. Results: By logistic regression models of the univariate analyzes of all
morphological and laboratorial data, the independente variable “mitotic index” was the only
to present threshold of statistical significance (p=0.05) with Odds Ratio of 1.07 (Cl 95% of
0.99 to 1.15) when related to MVI. About the MVI, the interobserver agreement by HE was
moderate in the first attempt (K=0.485) and fair (0.320) in the seccond (p<0.0001). The CD34
evaluation revealed fair agreement (0.234 and 0.218) in both attempts (p<0.001). The MVI
search by D2-40 didn’t present statistical significance, since there was no agreement (p>0,05).
The intraobserver agreement by HE was almost perfect (K=0.837) for examiner A, moderate
(K=0.546) for examiner B and substantial (K=0.682) for examiner C (p<0.0001). The CD34
evaluation revealed substantial agreement (0.636 and 0.629) for examiners A and B and
almost perfect agreement (0.972) for examiner C (p<0.0001). There was no valid statistic
correlation for D2-40. Using the ROC Curve to verify the acuracy of CD34 in relation to HE
we note in intraobserver analysis for examiners A and B that CD34 tends to a high specificity,
ranging from 82.1 to almost 100%, with sensitivity of 46.9 to 81.1%. In interobserver
analysis, CD34 also has a high specificity (84.3 to 85.5%) while its sensitivity is a little
shorter (81.2 to 84.3%). Discussion: Our study demonstrated similar agreement for MVI



between HE and CD34 methods, regardless the comparison have been made inter or
intraobserver. However, the intraobserver agreement values for both methods were higher
than the interobserver ones, which allows us to infer that each pathologist employed own
criteria to search for invasion, reinforcing the need of standardization. By the analysis of the
ROC Curves, the CD34 method could be considered more specific than sensitive, pointing to
the fact that this method shouldn’t be used as a trial exam, but it could be useful in cases
previously seen by HE to help confirming MVI. Conclusion: The mitotic index is an
independent factor to predict MVI. The MVI evaluation criteria should be improved in HE.

The CD34 can be used as auxiliary diagnostic method for MV1.

Keywords:  Hepatocellular carcinoma; Vascular invasion; Immunohistochemistry;

Interobserver; Intraobserver
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1- INTRODUCAO

1.1 — Carcinoma hepatocelular

O carcinoma hepatocelular (CHC) é a neoplasia maligna priméaria mais comum do
figado, que surge a partir da transformacdo maligna dos hepatécitos, células de origem
epitelial que sdo o principal componente do parénquima hepatico, representando
aproximadamente 70 a 80% dos tumores deste 6rgdo (1). Os maiores fatores de risco para o
seu desenvolvimento sdo a doenca hepatica cronica e a cirrose hepatica, independente de sua
etiologia (2). O CHC afeta principalmente os homens, em uma incidéncia trés vezes maior do
que as mulheres, acometendo em especial pacientes da quarta a sétima décadas de vida (3). Na
maioria dos casos (90%), o paciente é assintomatico ou apresenta dor abdominal discreta e o
aparecimento dos sinais e sintomas, como perda ponderal, prostracdo, febre, ictericia e ascite
estdo diretamente relacionados ao tamanho tumoral e seu crescimento. Portanto, no momento

do diagndstico, o CHC geralmente ja se apresenta em estagios mais avancados (4).

1.1.1 — Epidemiologia

O CHC é o quinto tumor maligno mais frequente em homens e o oitavo em mulheres
no mundo, sendo gque sua ocorréncia se eleva com a idade, tendo seu pico aproximadamente
aos 70 anos, raramente ocorrendo antes dos 40 anos (3). O CHC tem maior incidéncia no leste
e sudeste asiaticos, oeste africano e nas regibes da Polinésia e Micronésia, sendo sua
prevaléncia mundial alta, com aproximadamente 800 mil novos casos reportados anualmente.
Sua incidéncia e mortalidade estdo em ascensdo ano apés ano (1), sendo a quarta causa de
morte por cancer no mundo atualmente (3,5,6), como pode ser observado nas FIGURAS 1 e
2. No Brasil em 2015, os canceres de figado foram responsaveis por 9711 mortes no total,
sendo 5647 casos em homens e 4063 em mulheres segundo o Instituto Nacional do Cancer —

INCA (7). O CHC é a principal causa de ébito em individuos portadores de cirrose hepatica

(8).



Age standardized (World) incidence rates, liver, males, all ages

°
L]
.t 4
ASR (World) per 100 000
L__JEALN
- 93-141
- 73-93
58-7.3
39-58
<39

Data source: GLOBOCAN 2018 # Waorid Mealth
Graph producton: WRC (Oe /i ona i ey N Organization
World Meakh Organiation © Internasional Agency for Research on Cancer 2018

Figura 1 - Incidéncia estimada de novos casos de cancer de figado, por 100.000 habitantes,
no mundo, em 2018: (A) Sexo Masculino; (B) Sexo feminino. De acordo com a legenda
guanto mais forte a intensidade das cores azul e rosa, maior o nimero de casos encontrados na
regido. Fonte: https://gco.iarc.fr/today/data/factsheets/cancers/11-Liver-fact-sheet.pdf

Number of deaths in 2018, both sexes, all ages

Number of new cases in 2018, both sexes, all ages
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Total: 18 078 957 cases Total: 9 555 027 deaths

Figura 2 - Incidéncia e mortalidade por cancer de figado no mundo, em 2018. Em termos de
novos casos anuais, o cancer de figado ocupa a 62 posicao e em nimero de mortes situa-se na
42 posicao. Fonte: https://gco.iarc.fr/today/data/factsheets/cancers/11-Liver-fact-sheet.pdf
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1.1.2 — Fatores de risco

Estudos epidemioldgicos indicam que a cirrose hepatica, principal condicdo para o
desenvolvimento de CHC, est4 associada a fatores ambientais de exposicao a infec¢Ges virais
e habitos de vida, alem de fatores genéticos, que mesmo em menor propor¢do, também tem
relevancia etioldgica (3,9). Sdo considerados fatores de risco para esse tipo de cancer:
infeccdo viral cronica (principalmente hepatites virais B e C), sendo esta responsavel por
aproximadamente 85% dos casos; ingestdo de bebidas alcodlicas, apontada como o principal
fator ndo viral; a esteatohepatite ndo alcoodlica (NASH), em conjunto com a doenca hepética
gordurosa ndo alcodlica (NAFLD) vem se tornando mais importante com o passar dos anos,
em individuos obesos e diabéticos; o tabagismo; dieta contendo altas quantidades de
aflatoxina, uma micotoxina produzida pelo fungo do género Aspergillus; uso de esteroides
anabolizantes; além de desordens metabdlicas, como hemocromatose hereditaria, tirosinemia

hereditaria, deficiéncia de a-1-antitripsina, doencga de Wilson, entre outras causas (2,3).

1.1.3 — Fatores progndsticos

Em se tratando de CHC, podemos dividir os fatores prognosticos que influenciam a
sobrevida do paciente em quatro grupos principais, que sdo: fatores relacionados ao tumor;
fatores relacionados ao figado que alberga o tumor; fatores relacionados ao estado geral do
paciente e fatores relacionados ao tratamento (10).

Para o presente estudo, abordaremos principalmente aqueles relacionados ao tumor,
sendo considerados fatores independentes de progndstico, 0s quais podem ser incluidos: grau
de diferenciacdo tumoral; tamanho do tumor; numero de nddulos neoplasicos; invasédo local;
invasdo vascular; metastases e nivel de alfa-fetoproteina (10,11).

O grau de diferenciacao histologico do tumor, em geral, € feito utilizando-se o sistema
de graduagdo proposto por Edmondson e Steiner, que o classifica de | a IV, variando de bem
diferenciado a indiferenciado (12,13). Sabe-se que tumores menos diferenciados (graus Il e
IV — alto grau) em conjunto com outros fatores morfologicos, como tamanho tumoral maior
que 5,0 cm e multinodularidade, possuem pior prognostico implicando em menor sobrevida
para o0 paciente, sendo ainda preditores de recorréncia, segundo alguns autores, apés o
tratamento do CHC seja por, quimioembolizacédo transarterial, ablagcdo tumoral, por ressecgéo

hepatica parcial ou transplante (11,14,15).



A alfa-fetoproteina, uma glicoproteina sintetizada pelos hepatocitos, frequentemente
estd aumentada em casos de CHC e foi demonstrado que niveis elevados desta proteina (>200
ng/ml) também sdo um bom preditor para recorréncia do tumor, havendo ainda correlacéo
com a sobrevida dos pacientes segundo alguns estudos (16,17).

Destes fatores relacionados ao tumor, a presenca de invasdo vascular € o fator
independente mais importante para o prognostico, predicdo de recorréncia e sobrevida do

paciente (18) e sera o foco principal do presente estudo.

1.1.4 — Estadiamento e invasdo vascular

O CHC é um tumor altamente vascularizado com uma grande propensao a invasao
vascular, em uma frequéncia que aumenta com o crescimento tumoral, 0 que altera tanto o

estadiamento da doenca quanto o progndstico do paciente (15,19,20).

Durante a progressdo do CHC, principalmente em tumores maiores que 2 centimetros
(cm) de didmetro, o achado de invasdo vascular se torna mais frequente, seja ela macro ou
microvascular sanguinea e também linfatica, predispondo ao surgimento de metastases
linfonodais ou em Orgdos a distdncia. A avaliacdo da presenca ou auséncia de émbolos
tumorais é de extrema importancia, pois além de alterar o estadiamento da doenga, foi descrita
como um dos fatores mais importantes de predicao de recorréncia do CHC (11).

O sistema de estadiamento histopatolégico mais comumente utilizado e aceito
mundialmente é o sistema American Joint Committee on Cancer (AJCC) /International Union
Against Cancer (UICC) tumor node metastasis (TNM), que em sua 52 edi¢do no ano de 1998
reconheceu a invasao vascular como fator prognéstico e a incorporou no sistema de
estadiamento. Atualmente utiliza-se a sua 8? edicdo, revista em 2018, que manteve a invasao
vascular em sua classificacdo. Este sistema de estadiamento analisa as caracteristicas do
tumor (T), a presenca de metastases em linfonodos (N) e em 6rgéos a distancia (M). Sua
aplicacdo é fundamental para a definicdo do diagndstico, terapéutica e prognéstico dos
pacientes com CHC (21-24).

Neste sistema, em relagdo ao tumor primario (T), a classificacdo pode variar de T1 a
T4, sendo o tamanho, a invasdo vascular e 0 nimero de nédulos os parametros utilizados.
Comparativamente ao sistema anterior da 72 edicdo (2010) houve pequenas alteracfes. Na

nova edicdo, levam-se em consideragcdo duas medidas de tumor como ponto de corte, 2,0 € 5,0



cm, enquanto na edicdo antiga levava-se apenas o valor de 5,0 cm em conta. O T1 que ndo

tinha subdivisdes foi desmembrando em T1a e T1b tendo em vista o tamanho do tumor. O T2

permanece inalterado e o T3 que era desmembrado em T3a e T3b foi novamente reagrupado

em uma categoria unica, tendo em vista que o antigo T3b, que levava em consideracdo a

invasdo vascular de ramo maior de veia porta ou hepéticas foi elevado a categoria T4 (24).

A classificagdo mais recente da AJCC/UICC para o estadiamento anatomopatoldgico

(pTNM) discrimina os carcinomas hepatocelulares da seguinte maneira (24):

o pPT - Tumor primério

pTX — Nao pode ser avaliado
pTO — Nenhuma evidéncia de tumor primario
pT1 - Tumor solitario <2 cm ou > 2 cm sem invasdo vascular

= pTla— Tumor solitario <2 cm

= pT1lb— Tumor solitario > 2 cm sem invasdo vascular
pT2 — Tumor solitario > 2 cm com invasdo vascular ou tumores multiplos
(nenhum > 5 cm)
pT3 — Tumores multiplos (pelo menos um > 5 cm)
pT4 — Tumor Unico ou tumores maltiplos de qualquer tamanho envolvendo
um ramo maior de veia porta ou de veias hepaticas; ou tumor (es) com
invasdo direta de 6rgdo adjacentes, que ndo a vesicula biliar ou com

perfuracdo do periténio visceral

o pN - Linfonodos regionais

pNX — Linfonodos regionais ndo podem ser avaliados
pNO — Auséncia de metastases em linfonodos regionais

pN1 — Metastases em linfonodos regionais

o pM — Metéstases a distancia

pMX — Nao aplicavel
pMO — Auséncia de metéstases a distancia

pM1 — Metastases a distancia (especificar o sitio)



Analisando-se a classificacdo acima, a adequada avaliagdo anatomopatoldgica da
presenca ou auséncia de invasdo vascular € de fundamental importancia para melhor
refinamento do estadiamento dos pacientes portadores de CHC. Um exemplo simples consiste
em um paciente com lesdo Unica maior que 2,0 cm, em que a ndo visualizagcdo de invasao
vascular o definirh como pT1lb, enquanto a identificacdo de microinvasdo levara seu
estadiamento a pT2 ou até mesmo a pT4, se houver envolvimento de ramo maior de veia porta
ou hepatica (24). Além disso, de acordo com estudo de Rodriguez-Peralvares et al. (25)
realizado no ano de 2013, a presenca de invasdo em vasos de parede muscularizada ou em
vasos distando mais de 1 cm da borda do tumor implica em pior progndstico. Portanto,
levando-se em consideracdo apenas o quesito invasao vascular percebe-se sua importancia em

relacdo ao estadiamento tumoral (8).

Ademais, o estadiamento do tumor esta diretamente relacionado a classificacdo do
grupo prognéstico dos pacientes (FIGURA 3), que pode auxiliar na definicdo da melhor
terapéutica a ser adotada (24).

AJCC PROGNOSTIC STAGE GROUPS

Then the stage
When Tis... And Nis... And M is... group is...
Tla NO M0 (A
T1b NO MO B
T2 NO MO 1
T3 NO MO IMA
T4 NO MO i1IB
Any T N1 MO IVA
Any T Any N M1 IVB

Figura 3 - Grupos de estagios prognosticos da AJCC 2018 para carcinoma
hepatocelular baseado no sistema TNM de estadiamento. Fonte: adaptado de AJCC CANCER
STAGING MANUAL. 8 Ed. Chicago, IL. Springer, 2018.

Uma revisdo sistematica de vinte estudos observacionais realizada em 2012 pelo
departamento de oncologia do Royal Free Hospital em Londres na Inglaterra mostrou haver

um decréscimo de trés anos de sobrevida livre de doenca em pacientes diagnosticados com



CHC com invasdo microvascular e tratados com transplante hepatico em relacdo aos pacientes
sem invasdo microvascular detectavel, tratados da mesma maneira. Da mesma forma,
pacientes com CHC e invasdo microvascular tratados com resseccdo hepatica apresentaram
uma reducdo de trés a cinco anos na sobrevida livre de doenca quando comparados a

pacientes sem invasdo microvascular detectavel, que receberam o mesmo tratamento (25).

Entretanto os trabalhos cientificos levantados na literatura e realizados até o presente
momento mostram que a identificacdo de invasdo vascular € um grande desafio para os
patologistas, uma vez que os critérios variam entre os profissionais e estudos comparativos
entre 0os examinadores mostraram graus estatisticamente relevantes de discordancia em

relacdo a auséncia ou presenca de invasdo vascular (25,26).

A invasdo vascular pode ser identificada macroscopicamente quando é visivel o
acometimento vascular a olho nu durante andlise do espécime recebido, ou
microscopicamente quando essa Vvisualizacdo s6 acontece com ajuda da microscopia Optica
(27).

A definicdo classica de invasdo vascular microscépica, aceita pelos patologistas
cirargicos em geral, € definida pela presenca de células tumorais em um espaco vascular
revestido por células endoteliais (28,29). Entretanto, além deste critério universalmente aceito,
ha critérios variaveis entre os patologistas, podendo tornar esta avaliagdo um pouco mais
subjetiva. Entre eles pode-se destacar a presenca de adesdo das células tumorais a parede
vascular, a presenca de hemacias permeando as células tumorais no interior do espaco
vascular e a identificacdo de parede muscular ou ldmina elastica em vasos sanguineos mais
calibrosos (25,26).

Um estudo publicado em 2010 e realizado nos Estados Unidos da América, no
Cedars-Sinai Medical Center, em Los Angeles, utilizou uma amostragem de 126 casos de
resseccdes cirurgicas de CHC ja com o diagnéstico confirmado e que foram analisados
separadamente por seis patologistas, com idades variadas de experiéncia pratica e tambem
experiéncia variavel com patologia hepatica com o objetivo simples de definir se havia ou ndo
invasdo vascular tumoral. Cada patologista fez sua andlise a partir do método de histologia
convencional, isto é, em coloracdo Hematoxilina-Eosina (HE), de todos os 126 casos e em
dois momentos distintos, com intervalo de quatro meses entre eles. Portanto, criou-se uma
base de dados para a realizacdo de uma comparacdo estatistica inter e intraobservador dos
resultados obtidos. Ao final, o trabalho mostrou que houve variacdo considerada

estatisticamente moderada tanto inter quanto intraobservador, com pouca influéncia do tempo



de experiéncia profissional ou de atuacdo especifica em hepatopatologia e que em casos
considerados dificeis e desafiantes, esta discordancia foi ainda maior. Estes dados, juntamente
com outros trabalhos ja realizados na literatura, mostram que ha uma necessidade de melhores
critérios para a definicdo da presenca de invasdo vascular, uma vez que isto impacta

diretamente no progndstico do paciente (25,26).

1.1.5 — Tratamento

Atualmente, o sistema de classificagdo Barcelona Clinic Liver Cancer (BCLC) para
CHC, ja extensamente validado, engloba parametros clinicos e morfoldgicos, sendo o mais
comumente utilizado para o estadiamento e tratamento dos pacientes. Eles sdo subdivididos
em 5 estadios (0, A, B, C e D), de acordo com variaveis prognoésticas pré-estabelecidas, que
os alocam em grupos de tratamento especificos (30):

1-Estadio 0 (muito inicial): presenca de nddulo unico <2 cm de didmetro sem invasao
vascular ou extra-hepatica, paciente em boa condi¢do de saude e funcdo hepatica preservada.
Estes pacientes podem ser submetidos a ablacdo tumoral, resseccdo hepéatica do segmento
acometido ou transplante hepético.

2- Estadio A (inicial): pacientes que apresentam tumores Unicos ou até 3 nddulos com
tamanho < 3 cm de didmetro sem invasdo vascular ou extra-hepatica, paciente em boa
condicdo de saude e funcdo hepética preservada. Estes pacientes podem ser submetidos a
ablacdo tumoral, resseccdo hepatica do segmento acometido ou transplante hepatico.

3- Estadio B (intermediério): pacientes com doenca multifocal, assintométicos, sem
evidéncias de invasao vascular ou extensdo extra-hepatica e funcdo hepatica preservada. Sdo
candidatos a quimioembolizacdo transarterial.

4- Estadio C (avancado): pacientes com um ou mais dos seguintes fatores: doenca
multifocal, com sintomas relacionados ao cancer, com evidéncia de invasdo da veia porta ou
metastases extra-hepaticas. Estes podem receber quimioterapia sistémica com inibidores de
tirosina-quinase, como sorafenibe e regorafenib, com o objetivo de prolongar a sobrevida.

5- Estadio D (terminal): pacientes com funcdo hepética severamente alterada ou graves
sintomas relacionados ao cancer, se apresentando muito debilitados pelo tumor,
inviabilizando o transplante hepatico por terem um prognostico ruim, sendo os cuidados de

suporte a melhor opcao para estes pacientes.
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Figura 4 - Estadiamento e estratégia de tratamento — Barcelona Clinic Liver Cancer (BCLC).

Fonte: adaptado de Bruix, et al., 2018
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2 - JUSTIFICATIVAS

N&o foram encontrados na literatura estudos sobre CHC em relacdo a variabilidade
intra e interobservador de invasédo linfatica, nem a utilizacdo de técnica de imunoistoquimica
(IHQ) com marcadores vasculares sanguineo e linfatico, CD34 e D2-40 respectivamente. A
IHQ poderia desempenhar um papel de prever se a concordancia entre os examinadores teria
uma menor variabilidade estatistica e se esta técnica poderia ser estatisticamente superior a
metodologia convencional da microscopia optica com a utilizacdo da coloracao rotineira do
HE. Trabalhos semelhantes foram realizados em estudos de invasdo linfovascular em
adenocarcinoma colorretal (31).

Em face dos fatos expostos, em se tratando de estudos sobre CHC, todos os esforcos
sdo justificados na tentativa de se identificar com maior acuidade a presenca de invasao
vascular tanto por meio de estudos convencionais em HE, quanto por estudos
imunoistoquimicos. Esses esforcos sdo particularmente importantes, sobretudo, pelo fato da
invasdo vascular mudar o estadiamento do paciente, ser um fator progndstico e um dos
maiores fatores preditivos de recorréncia do CHC apdés tratamento curativo, seja por resseccao

cirtrgica do tumor ou por transplante hepatico.
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3-OBJETIVOS

3.1 - Objetivo geral

Estudar a ocorréncia de invasdo vascular utilizando os métodos de histologia
convencional pela coloracdo de Hematoxilina-Eosina (HE) e de imunoistoquimica (IHQ) em
uma série de pacientes com diagndstico de CHC, em que o mesmo foi removido por

transplante hepatico.

3.2 - Objetivos especificos

3.2.1. Pesquisar a presenca de invasdo vascular angiolinfatica por meio de estudo

histopatoldgico convencional, utilizando a coloragdo de HE.

3.2.2. Pesquisar a presenca de invasdo vascular angiolinfatica por meio de estudo IHQ,
utilizando os anticorpos marcadores de endotélio vascular sanguineo e linfatico CD34 e D2-

40, respectivamente.

3.2.3. Comparar os achados de invasdo vascular obtidos pela analise histopatoldgica
convencional, com a coloragdo de HE com aqueles obtidos por IHQ com os marcadores de
endotélio vascular CD34 e D2-40.

3.2.4. Comparar os achados de invasao vascular obtidos pelos métodos de HE e IHQ,

por meio de analise intra e interobservador.

3.2.5. Correlacionar os achados de invasdo vascular com outros dados histol6gicos
observados e dados clinicos/laboratoriais de evolugdo dos pacientes.



12

4 - MATERIAIS E METODOS

4.1 - Considerac0es éticas

O projeto seguiu todas as normas de pesquisas envolvendo seres humanos contidas na
Resolugdo 466 / 2012 do Conselho Nacional de Saude, para salvaguardar os direitos e o bem-
estar das pessoas estudadas. Este projeto foi encaminhado e aprovado pelo Comité de Etica
em Pesquisa da UFMG (COEP) sob o parecer n° CAAE 0643.0.203.000-11.

4.2 — Delineamento e estratégias de estudo

Trata-se de estudo observacional, retrospectivo e comparativo de investigacdo de
embolizacdo angiolinfatica neoplasica em 76 casos de pacientes portadores de CHC, que
foram tratados por meio de transplante hepéatico realizados no Instituto Alfa de
Gastroenterologia (IAG) do Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Minas Gerais
(HC-UFMG) e arquivados no Laboratério de Anatomia Patoldgica do HC-UFMG, entre 0s
anos de 2002 e 2017.

Todas as laminas de HE de todos os casos foram revistas para andlise dos dados
histoldgicos referentes ao tumor, entre eles padréo histolégico, presenca de necrose, padréo
citoldgico, caracteristicas intracelulares, indice mitotico, grau de diferenciacdo tumoral pela
classificacdo de Edmondson e Steiner (13), presenca de invasdo angiovascular e avaliacdo do
parénquima hepéatico ndo tumoral. Estes elementos estdo listados e melhor elucidados no
Anexo 1 (Protocolo de microscopia de peca de explante hepético).

A partir da andlise dos casos em laminas de HE, selecionamos as laminas mais
representativas do tumor. Do arquivo do Laboratorio de Anatomia Patoldgica do HC-UFMG,
resgatamos os blocos de parafina correspondentes, sempre respeitando as caracteristicas
histologicas e critérios de exclusdo (descritos posteriormente) para confeccdo de novos cortes

histoldgicos a serem corados por método imunoistoquimico.

As analises histoldgica e IHQ foram realizadas por trés patologistas vinculados ao
Laboratorio de Pesquisa em Patologia Molecular do Departamento de Anatomia Patoldgica e
Medicina Legal da Faculdade de Medicina da Universidade Federal de Minas Gerais
(APM/FM — UFMG). Eles possuem tempo de experiéncia variando de 03 a 18 anos, e

também possuem experiéncia variavel em patologia hepatica.
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Os trés patologistas analisaram todos os casos com intuito de avaliar a presenca ou
auséncia de invasdo tumoral angiolinféatica, utilizando os métodos de HE e IHQ. A avaliagéo
IHQ foi feita por meio da marcacdo do endotélio vascular sanguineo e linfatico, utilizando os
anticorpos CD34 e D2-40 respectivamente, com o objetivo de delimitar o contorno dos vasos
e porventura facilitar a determinacdo de um espacgo vascular verdadeiro para a pesquisa de
émbolos neoplasicos.

A avaliacdo pelos patologistas foi feita separadamente, sem conhecer ou discutir 0s
achados entre si, sendo que cada patologista examinou cada caso em dois momentos distintos,
com intervalo de dois meses entre eles. Além disso, as laminas de HE, CD34 e D2-40 foram
misturadas antes de serem entregues a cada examinador, sendo a analise feita em ordem
aleatdria. Dessa forma, todos os casos foram avaliados duas vezes por cada patologista, sem
conhecimento prévio das analises, em ordem aleatoria, proporcionando assim resultados

passiveis de compara¢do tanto na forma inter, quanto intraobservador.

Os dados clinicos como idade, género, etiologia da doenca de base e dados
clinicos/laboratoriais foram obtidos por meio da revisao dos prontuérios e analise do banco de
dados do Servico de Transplante Hepatico do IAG do HC-UFMG para correlacdo com 0s
achados histolégicos obtidos.

4.3 - Critérios de exclusao

Foram excluidas as amostras que preencheram os seguintes critérios:

e (Casos com laminas histoldgicas contendo apenas tumor, sem parénquima
hepatico ndo neoplasico adjacente;

e Casos com necrose secundaria a quimioembolizagdo tumoral,

e Casos com blocos de parafina com amostras insuficientes ou danificadas

impedindo a realizacdo dos exames imunoistoquimicos.
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4.4 — Andlise imunoistoquimica

Para analise imunoistoquimica, os blocos de parafina com amostras de carcinoma
hepatocelular foram submetidos a microsseccdo com espessura de 3 um e colocados em
l&aminas silanizadas. Os cortes histologicos foram entdo incubados em estufa a 56°C por 12
horas (overnight) para desparafinizacdo e desidratacdo, além de serem tratados com trés
lavagens em xilol, por cinco minutos cada, e trés lavagens em alcoois etilicos absoluto e
hidratados com concentracfes distintas (95%, 75%), também por cinco minutos e agua

destilada, para reidratagao.

Posteriormente, foi realizada reativacdo antigénica induzida pelo calor com citrato de
sodio 0,01M por 30 minutos, a uma temperatura de 90°. Na sequéncia, foi feito o blogueio da
peroxidase endogena (Novocastra™ Peroxidase block) com incubagdo por 10 minutos. Para
minimizar a marcacdo inespecifica, as amostras foram submetidas ainda ao bloqueio de
proteina (Novocastra™ Protein Block) por 10 minutos, antes da aplicacdo dos anticorpos
primarios. Utilizamos em cortes histoldgicos distintos, os anticorpos CD34 e D2-40, que estdo
descritos em conjunto com as condi¢des de tratamento da amostra e a diluicdo na TABELA 1,
apo6s padronizacdo em nosso laboratério. Posteriormente a lavagem das amostras com 0s
anticorpos incubados, foi utilizado o sistema de bloqueio pds-priméario (Novocastra™ Post
Primary), bem como um polimero sintético (Novolink™ Polymer), um anticorpo secundario,
ambos incubados por 30 minutos. Em seguida foi adicionada solucdo de 3,3-
diaminobenzidina (DAB) por aproximadamente 2 minutos para revelacdo da reacdo
imunoistoquimica. Por fim, todas as laminas foram coradas com hematoxilina de Harris
(Sigma) por dois minutos, sendo lavadas na sequéncia em agua corrente e banhadas em

solucdes de alcool e xilol, posteriormente sendo montadas com as laminulas.

Tabela 1 — Anticorpos utilizados na técnica de imunoistoquimica

Proteina  Fabricante/Clone Tratamento Diluicéo Incubacéo

CD34 DAKO/QBEnd 10 Citrato de Sédio 0,01M 1:100 1 hora

D2-40 DAKO/Podoplanin  Citrato de Sodio 0,01IM  1:75 1 hora
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As laminas foram analisadas utilizando-se 0s microscopios Opticos Olympus CX41 e
Nikon E200, em que se observaram a marcacdo IHQ com os anticorpos CD34 e D2-40
evidenciando o endotélio de vasos sanguineos e linfaticos, respectivamente, permitindo a
delimitacdo de um espaco vascular. Todas as nossas amostras tiveram a trama vascular

fortemente corada pelo método descrito, funcionando como controle interno positivo.

4.5 - Analises estatisticas

Os dados foram armazenados em planilhas eletronicas do Microsoft Office Excel e
todos os célculos estatisticos foram realizados utilizando os programas estatisticos R (versdo
3.5.2), Minitab 17® e SPSS 18®, sendo os graficos e tabelas confeccionados pelo RStudio
(versédo 7.8) e no préprio Excel.

A andlise descritiva de todas as variaveis foi apresentada em forma de nimeros e
porcentagens. Foram feitas andlises estatisticas entre invasdo vascular e os pardmetros
morfologicos, clinicos e laboratoriais, sendo empregado o Teste Exato de Fisher para as
variaveis categoricas e Teste U de Mann-Whitney para as variaveis numéricas. A correlacdo
entre os observadores foi efetuada através do coeficiente de concordancia de Kappa (32). O
valor de Kappa é classificado em diferentes niveis de concordancia: 0,00-0,20 (minima); 0,21-
0,40 (razoavel); 0,41-0,60 (moderada); 0,61-0,80 (substancial); 0,81-1,00 (praticamente
perfeita). A técnica da Curva ROC foi utilizada para comparacdo entre dois métodos
observacionais. Para andlise da predi¢do de invasdo foram ajustados modelos de regressao

logistica. As diferencas estatisticamente significativas foram consideradas quando p < 0,05.
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5 - RESULTADOS

O estudo foi realizado com 76 amostras de carcinoma hepatocelular (n = 76), obtidas
exclusivamente de pacientes submetidos a transplante hepatico, realizados IAG do HC-
UFMG entre os anos de 2002 e 2017 e armazenadas em blocos de parafina provenientes do
Servico de Anatomia Patologica e Citopatologia do Hospital das Clinicas da UFMG.

Dessas amostras, 58 (76,3%) sdo provenientes de pacientes do sexo masculino e 18
(23,7%) de pacientes do sexo feminino; o paciente mais jovem submetido ao transplante
hepético tinha 22 anos e o0 mais velho 71 anos, enquanto a mediana da idade dos pacientes na
época do transplante foi de 58 anos. Todos os casos de CHC do presente estudo foram obtidos
de figado cirroticos, sendo que 32 (42,1%) tinham como doenca de base a hepatite C, 19
(25,0%) casos a hepatite etandlica, 15 (19,7%) casos de cirrose criptogénica, 5 (6,6%) casos a
hepatite B, 1 (1,3%) caso a hemocromatose, 1 (1,3%) caso a hepatite autoimune e 3 (4,0%)
casos tinham etiologia mista.

Em relacdo a dados laboratoriais das 76 amostras, temos 0s seguintes: alanina
aminotransferase (ALT) com valor minimo de 11,0 U/L, mé&ximo de 325,0 U/L e mediana
igual a 56,5 U/L; aspartato aminotransferase (AST) variando de 18,0 a 267,0 U/L, com
mediana igual a 61,0 U/L; bilirrubina total (BT) variando de 0,5 a 12,0 mg/dL, com mediana
igual a 2,0 mg/dL; bilirrubina direta (BD) variando de 0,1 a 5,6 mg/dL, com mediana igual a
0,6 mg/dL; bilirrubina indireta (BI) variando de 0,3 a 6,4 mg/dL, com mediana igual a 1,4
mg/dL; fosfatase alcalina (FA) variando de 28,4 a 416,0 U/L, com mediana igual a 156,5 U/L,
gama glutamil transferase (GGT) variando de 9,0 a 915,0 U/L, com mediana igual a 111,5
U/L; lactato desidrogenase (LDH) variando de 2,5 a 819,0 U/L, com valor mediana igual a
385,5 U/L; albumina variando de 1,8 a 5,78 g/dL, com mediana igual a 3,0 g/dL; razéo
normalizada internacional (RNI) do tempo de protrombina variando de 0,99 a 2,91, com
mediana igual a 1,38; ureia variando de 11,0 a 92,0 mg/dL, com mediana igual a 28,0 mg/dL;
creatinina variando de 0,4 a 3,0 mg/dL, com mediana igual a 0,9 mg/dL; alfa-fetoproteina
(AFP) variando de 0,89 a 1941,4 ng/ml, com mediana igual a 9,0 ng/ml (TABELA 2).

A Escala MELD (Model for End-stage Liver Disease), um sistema de pontuacéo que
se atribui a um paciente com doenca hepatica cronica, cujo emprego principal é a
quantificacdo da urgéncia para a realizagdo de um transplante hepatico, utilizando os valores
séricos de bilirrubina total, creatinina e RNI na tentativa de predizer sobrevida para o paciente
(33). O MELD da nossa amostra variou de 6 a 34, com mediana igual a 15 pontos.
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Tabela 2 — Dados demogréficos, clinicos e laboratoriais de 76 pacientes submetidos a

transplante hepatico no HC-UFMG (2002-2017) em nameros absolutos e percentual.

Dados demograficos/clinicos
Sexo
Masculino
Feminino
Idade (anos): mediana (minima - maxima)
Etiologia
VHC
Etanodlica
Criptogénica
VHB

Outras e etiologia mista

Dados laboratoriais:
ALT (U/L)
AST (U/L)
BT (mg/dL)
BD (mg/dL)
BI (mg/dL)
FA (U/L)
GGT (U/L)
LDH (U/L)
Albumina (g/dL)
RNI
Ureia (mg/dL)
Creatinina (mg/dL)
AFP (ng/ml)

MELD

58 (76,3%)
18 (23,7%)
58 (22 - 71)

32 (42,1%)
19 (25,0%)
15 (19,7%)
5 (6,6%)

5 (6,6%)

Mediana (valor minimo - maximo):

56,5 (11,0 - 325,0)
61,0 (18,0 - 267,0)
2,0 (0,5 - 12,0)
0,6 (0,1-5,6)

1,4 (0,3 - 6,4)
156,5 (28,4 - 416,0)
111,5 (9,0 - 915,0)
385,5 (2,5 - 819,0)
3,0(1,8-578)
1,38 (0,99 - 2,91)
28 (11,0 - 92,0)
0,9 (0,4 - 3,0)

9,0 (0,89 - 1941,4)

15 (6 - 34)
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Em relacdo aos dados morfoldgicos das 76 amostras, temos 0s seguintes: nimero de
nddulos encontrados no parénquima hepético variando de 1 a 10 por paciente, sendo a
mediana igual a 2 nddulos; ja em relacdo ao tamanho dos nodulos, eles variaram de 0,9 a 10,5
cm, sendo 2,8 cm a mediana dos ndédulos. Sobre o indice mitético, ele foi calculado pelo
namero de mitoses presentes em 10 campos de grande aumento (/10 CGA), variando de 1 a
34 mitoses/10 CGA, com mediana igual a 2 mitoses/10 CGA. A invasdo vascular foi
detectada inicialmente em 32 (42,1%) casos pelo HE, estando ausente em 44 (57,9%). Em se
tratando do grau de diferenciacdo tumoral, 65 (85,5%) casos foram classificados como baixo
grau, sendo que destes, 16 (21,0%) foram considerados como grau | e 49 (64,5%) como grau
Il; e 11 casos (14,5%) foram classificados como alto grau, sendo 8 (10,5%) considerados grau
Il e 3 (4,0%) considerados grau IV. Em relacdo ao padréo histologico da neoplasia 56
(73,6%) casos possuiam padrédo trabecular, 4 (5,3%) casos padrdo pseudoacinar, 4 (5,3%)
padréo solido e 12 (15,8%) tinham padrdo misto (TABELA 3).

Tabela 3 — Dados morfoldgicos de 76 casos de CHC provenientes de transplante hepatico

realizados no HC-UFMG (2002-2017) em nameros absolutos e percentual.

Numero de nédulos por caso 1 a 10; mediana: 2
Tamanho dos nédulos 0,9 a 10,5 cm; mediana: 2,8 cm
indice mitético (/10 CGA) 1 a 34 mitoses; mediana: 2 mitoses

Invasdo vascular
Presente 32 (42,1%)
Ausente 44 (57,9%)

Grau de diferenciagdo

Baixo grau (/1) 65 (85,5%)
Grau | 16 (21,0%)
Grau Il 49 (64,5%)

Alto grau (111/1V) 11 (14,5%)
Grau Il 8 (10,5%)
Grau IV 3 (4,0%)

Padrao histoldgico

Trabecular 56 (73,6%)
Pseudoacinar 4 (5,3%)
Sélido 4 (5,3%)

Misto 12 (15,8%)




19

e 4 w ‘A. % ?x = \' "1 Lg’," .‘: - r"i‘;oa X 'I’:}:—r %' !
Figura 6 - Padrdo pseudoacinar de carcinoma hepatocelular de baixo grau. (HE, 200x)



Figura 8 - Carcinoma hepatocelular de alto grau. (HE, 400x)
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A TABELA 4 abaixo resume e apresenta os resultados obtidos pelos trés patologistas
em relacdo a presenga ou ndo de microinvasdo vascular nas 76 amostras analisadas, em dois
momentos distintos com intervalo de 2 meses entre eles, utilizando-se os trés métodos ja
descritos: pesquisa em microscopia optica em laminas coradas por HE e pesquisa por IHQ em

laminas coradas pelos anticorpos CD34 e D2-40.

Tabela 4 — Avaliacdo de invasdo vascular por trés examinadores (EX.A, EX.B e EX.C) em

dois momentos distintos (1°- primeiro; 2°- segundo momento).

Método de avaliacdo Com invasdo Sem invasao Total

HE
EX.A-1° 32 (42%) 44 (58%) 76 (100%)
EX.A-2° 30 (39%) 46 (61%) 76 (100%)
EX.B-1° 37 (49%) 39 (51%) 76 (100%)
EX.B-2° 30 (39%) 46 (61%) 76 (100%)
EX.C-1° 32 (42%) 44 (58%) 76 (100%)
EX.C-2° 38 (50%) 38 (50%) 76 (100%)

CD34
EX.A-1° 16 (21%) 60 (79%) 76 (100%)
EX.A-2° 20 (26%) 56 (74%) 76 (100%)
EX.B-1° 37 (49%) 39 (51%) 76 (100%)
EX.B-2° 33 (43%) 43 (57%) 76 (100%)
EX.C-1° 47 (62%) 29 (38%) 76 (100%)
EX.C-2° 48 (63%) 28 (37%) 76 (100%)

D240
EX.A-1° 1 (1%) 75 (99%) 76 (100%)
EX.A-2° 1 (1%) 75 (99%) 76 (100%)
EX.B-1° 0 (0%) 76 (100%) 76 (100%)
EX.B-2° 0 (0%) 76 (100%) 76 (100%)
EX.C-1° 2 (3%) 74 (97%) 76 (100%)
EX.C-2° 1 (1%) 75 (99%) 76 (100%)

51 - Correlagdo entre invasdo vascular e parametros morfologicos e

clinicos/laboratoriais.

O nosso estudo, como explicitado anteriormente, tem como um de seus objetivos
estudar a presenca de invasdo angiolinfatica em CHC e comparar a sua ocorréncia a outros
parametros morfolégicos do tumor, e também a pardmetros clinicos e laboratoriais dos

pacientes, a fim de verificar se existe alguma relagdo entre eles.
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Entre os parametros morfologicos, utilizamos o padrdo arquitetural, o grau de
diferenciacdo tumoral, tamanho do tumor, nimero de nodulos e indice mitdtico. Entre os
parametros laboratoriais e clinicos utilizamos o nivel de alfa-fetoproteina sérico e a escala
MELD.

A TABELA 5 leva em consideracdo a concordéancia da presenca ou auséncia de
invasdo vascular por pelo menos dois patologistas (dois ou trés) para cada método de pesquisa
(HE, CD34 e D2-40), em cada um dos dois momentos de avaliacao. Por exemplo, no primeiro
momento para o HE, dois ou trés examinadores consideraram positiva a invasao vascular para
34 casos, representando 45% do total. Dessa forma, temos sucessivamente, ainda pelo HE,
55% dos casos negativos para invasao no primeiro momento, além de 39,0% positivos e
61,0% negativos para invasdo no segundo momento. Em relacdo ao primeiro momento de
avaliacdo pelo CD34, temos 46% de casos positivos e 54% negativos, e 41,0% positivos e

59,0% negativos no segundo.

Tabela 5 — Casos positivos e negativos para invasdo vascular em CHC, quando pelo menos

dois examinadores atribuiram a mesma classificacdo para cada caso, em dois momentos

avaliados.
Método e Momento Positivo para invasdo  Negativo para invasiao
HE

1° momento 34 (45,0%) 30 (39,0%)

2° momento 42 (55,0%) 46 (61,0%)
CD34

1° momento 35 (46,0%) 31 (41,0%)

2° momento 41 (54,0%) 45 (59,0%)
D2-40

1° momento 0 (0%) 0 (0%)

2° momento 76 (100%) 76 (100%)

O método de pesquisa de invasdo vascular pelo D2-40 ndo apresentou resultados
passiveis de comparacdo estatistica, uma vez que tivemos 0% de concordancia para a
presenca de invasdo em ambos 0s momentos e consequentemente 100,0% de concordancia
para sua auséncia, também em ambos 0s momentos, como pode ser observado na TABELA 5.

Abaixo, nas FIGURAS 8, 9 e 10, encontram-se exemplos em que a invasdo vascular
foi observada pelos examinadores que participaram do presente estudo nos trés metodos

utilizados. E importante ressaltar que a avaliacio pelo método imunoistoquimico utilizando o
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anticorpo D240 foi considerada positiva em apenas 3 das 76 amostras (TABELA 4),
apresentando baixa acuracia, como esta detalhado nas TABELAS 11 e 12.
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Figura 9 - Exemplos de invasdo vascular por CHC em vasos de parede
fina em coloragéo pelo método de HE. Em A, B, C e D observa-se canais
vasculares revestidos por endotélio, contendo émbolos neoplasicos.

Pl .

Figura 10 - Exemplos de invasdo
vascular por CHC em vasos de
parede fina utilizando método de
imunoistoquimica. Em A, B e C
observa-se  vasos linfaticos
corados em marrom pelo anticorpo
D2-40, contendo células tumorais.
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Figura 11 - Exemplos de invasdo vascular por CHC em vasos de parede
fina utilizando método de imunoistoquimica. Em A, B, C e D observa-se
vasos sanguineos corados em marrom pelo anticorpo CD34, contendo
celulas tumorais.

Correlacionamos esses dados de positividade ou negatividade para invasdo vascular da
TABELA 5 com cinco critérios morfolégicos obtidos pela revisdo das laminas em HE e com
dois parametros clinicos/laboratoriais obtidos por meio da revisdo de prontuarios medicos e
do banco de dados do Servico de Transplante Hepatico do IAG do HC-UFMG.

As TABELAS 6 e 7 abaixo contém os resultados numéricos obtidos pela associacao
de invasdo vascular com duas variaveis categoricas, padrdo arquitetural e grau de
diferenciacdo sendo que o p-valor deve ser inferior a 0,05 para que a associacdo seja

considerada estatisticamente significativa.



25

Tabela 6 — Associagéo entre padréo arquitetural do tumor e invaséo vascular por HE e CD34,
em dois momentos distintos (1° e 2°).

Padrédo Arquitetural Invasao 1° HE 2°HE 1°CD34 2°CD34

Trabecular Sim 22 20 23 20
Néo 34 36 33 36
Pseudoacinar Sim 3 2 2 2
Nao 1 2 2 2
Solido Sim 1 0 1 1
Né&o 1 2 1 1
Misto Sim 8 8 9 8
Né&o 6 6 5 6
TOTAL 76 76 76 76

p-valor 0,314 0,322 0,286 0,328

Tabela 7 — Associacdo entre grau de diferenciagdo tumoral e invasdo vascular por HE e
CD34, em dois momentos distintos (1° e 2°).

Grau de Diferenciacdo  Invasdo 1° HE 2°HE 1°CD34 2°CD34

Baixo grau (1) Sim 7 5 7 3

Nao 9 11 9 13

Baixo grau (I1) Sim 20 19 22 23

Nao 29 30 27 26

Alto grau (111) Sim 5 5 5 4

Né&o 3 3 3 4

Alto grau (1V) Sim 2 1 1 1

Né&o 1 2 2 2

TOTAL 76 76 76 76
p-valor 0,621 0,519 0,785 0,200

Analisando as TABELAS 6 e 7 acima podemos observar que todas as variaveis
categoricas possuem p-valor superior a 0,05 e portanto ndo foi encontrada associagédo
estatistica significativa entre cada uma delas e invasdo vascular, pelo modelo de anélise

univariada.
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Tabela 8 — Associagdo entre as variaveis continuas e invasdo vascular por HE e CD34, em
dois momentos distintos (1° e 2°).

Variavel Valor de p

1°HE 2°HE 1°CD34 2°CD34
Numero de nédulos 0,199 0,125 0,147 0,295
Tamanho (cm) 0,263 0,526 0,811 0,600
Indice mitético (/I0OCGA) 0,026 0,023 0,133 0,01
AFP (ng/ml): 0,246 0,068 0,317 0,433
MELD 0,738 0,790 0,830 0,681

Analisando a TABELA 8 acima podemos observar que todas as variaveis continuas,
com exce¢do do indice mitético, possuem p-valor superior a 0,05 e portanto ndo foi
encontrado correlacdo estatistica significativa entre cada uma delas e invasdo vascular. Em
relacdo ao indice mitotico, trés das quatro colunas mostram um p-valor inferior a 0,05, o que
significa que nessas avaliacdes houve correlacdo estatisticamente significativa entre o nimero
de mitoses e a invaséo vascular.

Apds essas analises, ajustamos o modelo de regressdo logistica das andlises
univariadas de todos os parametros avaliados para analises multivariadas, mas nao
observamos achados estatisticamente significativos (p>0,05) em nenhum dos tipos de exames
ou momentos em que foram realizados. Em seguida, foi constituida uma variavel dependente
com a unido dos resultados das analises em HE e em CD34. Foram ajustados novos modelos
de regressdo logistica das analises univariadas de todos os parametros e a variavel
independente “Indice mitdtico (/I0CGA)” apresentou limiar de significAncia estatistica (p =
0,05), com valor de Odds Ratio (OR) de 1,07 (IC 95% de 0,99 a 1,15). Os demais parametros

ndo demonstraram associagdo estatistica satisfatoria (p>0,05).
5.2 — Concordancia intra e interobservador de invaséo vascular
O principal foco de nosso estudo foi avaliar a presenca ou auséncia de invasao

angiolinfatica por meio da comparacdo de andlises intra e interobservador, utilizando os

métodos de histologia convencional em HE e imunoistoquimica.
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As TABELAS 9 e 10 abaixo apresentam os resultados de invaséo vascular obtidos por

meio das concordancias inter e intraobservador, respectivamente:

Tabela 9 — Variacgdo interobservador de invasédo vascular em CHC

Método 1° Momento: n° (%) 2° Momento: n° (%)
HE 47 (62,0%) 38 (50,0%)
CD34 33 (43,0%) 32 (42,0%)
D2-40 73 (96,0%) 74 (97,0%)

Tabela 10 — Variacao intraobservador de invasdo vascular em CHC

Método Exam. A: n° (%) Exam. B: n° (%) Exam. C: n° (%)
HE 70 (92,0%) 59 (78,0%) 64 (84,0%)
CD34 66 (87,0%) 62 (82,0%) 75 (99,0%)
D240 76 (100%) 76 (100%) 75 (99,0%)

A TABELA 9 mostra que 62,0% dos casos receberam a mesma classificacdo de
presenca ou auséncia de invasdo vascular pelos trés examinadores no primeiro momento em
que os casos foram avaliados, caindo para 50,0% no segundo momento, tratando-se do
método de avaliacdo por HE. Esses percentuais tiveram uma queda para 43,0% de
concordancia quando empregada a avaliacdo pelo CD34 em um primeiro momento, havendo
ainda ligeira reducdo para 42,0% no segundo momento. A avaliacdo pelo D2-40 foi
considerada de pouca valia pelos trés observadores, tanto é que apenas 3 das 76 amostras
(TABELA 4) foram consideradas positivas em algum momento por dois dos trés patologistas,
sendo que um patologista considerou negativa a invasdo vascular em todas as amostras nos
dois momentos, o que diminui a validade estatistica do método como sera visto nas
TABELAS 11 e 12.

A TABELA 10 mostra que a concordancia intraobservador em relacdo ao examinador
A ocorreu em 92,0% dos casos pelo método de HE, em 87,0% dos casos pelo método de
imunoistoquimica utilizando o anticorpo CD34 e em 100% dos casos pelo método de
imunoistoquimica utilizando o anticorpo D240. Para examinador B, a concordéancia ocorreu
em 78,0% dos casos pelo HE, em 82,0% dos casos pelo CD34 e em 100% dos casos pelo
D240. Por sua vez, o examinador C concordou consigo mesmo em 84,0% dos casos pelo HE,

99,0% dos casos pelo CD34 e 99,0% dos casos pelo D240. Vale salientar que a concordancia
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pelo D240 foi muito alta para todos os examinadores pelo fato de néo ter sido detectada
invasdo vascular na grande maioria dos casos.

Os dados obtidos por cada um dos trés patologistas, conforme descritos na TABELA
2, foram correlacionados e pareados entre si utilizando o método do coeficiente de
concordancia de Kappa (32), que é classificado em diferentes niveis de concordancia: 0,00-
0,20 (minima); 0,21-0,40 (razoavel); 0,41-0,60 (moderada); 0,61-0,80 (substancial); 0,81-1,00
(praticamente perfeita). Este método permite avaliar a variacdo e consequentemente o grau de
concordancia entre as observacgdes ao que se diz respeito a comparacéo inter e intraobservador

de invaséo vascular, como podem ser observados nas TABELAS 11 e 12, a seguir:

Tabela 11 — Concordéncia interobservador de avaliacdo de invasdo vascular, em dois

momentos distintos.

Método e Momento Valor de Concordancia p-valor IC 95%
Kappa (K)
HE
1° Momento 0,485 Moderada <0.0001 0.36 - 0.61
2° Momento 0,32 Razoavel <0.0001 0.19-0.45
CD34
1° Momento 0,234 Razoavel <0.0001 0.10-0.36
2° Momento 0,218 Razoavel 0,001 0.09-0.35
D2-40
1° Momento - 0,0133 Sem concordancia 0,84 -0.14-0.12
2° Momento 0,00885 Sem concordancia 0,894 -0.14-0.12

Tabela 12 — Concordéncia intraobservador de avaliacdo de invasdo vascular, em dois

momentos distintos.

Meétodo e Momento Valor de Concordancia p-valor IC 95%
Kappa (K)
HE
Examinador A 0,837 Quase perfeita <0,0001 0,61-1,06
Examinador B 0,546 Moderada <0,0001 0,32-0,77
Examinador C 0,682 Substancial <0,0001 0,46 - 0,91
CD34
Examinador A 0,636 Substancial <0,0001 0,41 -0,86
Examinador B 0,629 Substancial <0,0001 0,4-0,85
Examinador C 0,972 Quase perfeita <0,0001 0,75-1,2
D240
Examinador A 1,000 Perfeita 0 0,78-1,22

Examinador B - -
Examinador C 0,66 Substancial <0,0001 0,44 -0,88
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Em relacio a TABELA 11, a concordancia em se tratando da comparacao
interobservador pelo método de HE foi moderada no primeiro momento e razodvel no
segundo, pelo coeficiente de Kappa. Por sua vez, a avaliacdo pelo CD34 apresentou
concordancia razoavel em ambos 0os momentos. Ja 0 método empregando o anticorpo D240
ndo apresentou significancia estatistica, uma vez que ndo houve concordancia pelo Kappa e o

p-valor foi superior a 0,05.

Pela TABELA 12, a concordancia intraobservador pelo método de HE foi considerada
quase perfeita para o examinador A, moderada para o examinador B e substancial para o
examinador C, pelo coeficiente de Kappa. Quando o método empregado foi o CD34, a
concordancia foi substancial para os examinadores A e B e quase perfeita para o examinador
C. Em relacdo ao D240, ndo houve validade estatistica para os examinadores A e B como se
pode observar na tabela acima, enquanto para o examinador C houve concordancia

substancial.

5.3 — Invasao vascular: HE x CD34

Além do coeficiente de Kappa, utilizamos a técnica da Curva ROC para verificar a
acurécia do anticorpo CD34, considerando o HE como método padrdo, que de maneira geral é
0 que ocorre rotineiramente em laboratdrios de anatomia patoldgica. Os eixos Y e X desta
curva foram representados pela sensibilidade e pelo inverso da especificidade,
respectivamente.  Elaboramos seis curvas de avaliacdo intraobservador, comparando a
avaliagdo de invasdo vascular por HE e CD34 em dois momentos distintos, conforme se
observa na FIGURA 12, a seguir:



Al (HE x CD34)

;;f.\"n‘.»:ﬂy
Area sob a curva ROC= 0,723

Desvio padrdo = 0,0462
IC95% =0,6324-0,8136

B1 (HE x CD34)

spechiciy
Area sob a curva ROC = 0,8157

Desvio padrdo = 0,0451
IC95% =0,7273 - 0,9041

€1 (HE x CD34)

specticty

Area sob a curva ROC = 0,8295
Desvio padrdo = 0,0361
IC95% = 0,7587 - 0,9004

A2 (HE x CD34)

specficity

Area sob a curva ROC = 0,8333
Desvio padrdo = 0,0438
1C95% =0,7475-0,9191

B2 (HE x CD34)

specifcity

Area sob a curva ROC = 0,8022
Desvio padrdo = 0,0475
1C95% = 0,7092 - 0,8952

€2 (HE x CD34)

speciicity

Area sob a curva ROC = 0,8421
Desvio padrdo = 0,0395
IC95% = 0,7646 - 0,9196

Figura 12 - Curvas ROC - Analise intraobservador da acuracia da associacdo entre 0s
métodos HE (padréo) e imunoistoquimica por CD34. (A1) Examinador A-1° momento; (A2)
Examinador A-2° momento; (B1) Examinador B-1° momento; (B2) Examinador B-2°

momento; (C1) Examinador C-1° momento; (C2) Examinador C-2° momento.
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Em todos os gréficos da FIGURA 12 temos uma area sob a curva, cujo valor é
superior a 0,700 e dentro do intervalo de confianga. Quanto mais proximo a 1,000, maior a
sensibilidade e especificidade do método. Em relacdo aos examinadores A e B, observamos
que quando comparado ao método de HE, a avaliacdo pelo CD34 tende a ter uma
especificidade alta nos 4 gréaficos, variando de 82,1% a quase 100% no ponto de quebra da
curva, enquanto a sensibilidade variou de 46,9% a 81,1%. Ja pra o examinador C, a
comparacdo entre a avaliacdo por CD34 em relagdo ao HE mostrou uma especificidade
variando de 65,9 a 71,1% e sensibilidade maior, variando de 97,4 a quase 100%.

Ainda utilizando a técnica da Curva ROC, também com o objetivo de verificar a
acurécia do anticorpo CD34, considerando o HE como método padrdo, elaboramos gréficos
para a avaliacao interobservador de invasao vascular. Para tal, consideramos um caso positivo
ou negativo para invasao aquele em que pelo menos 2 dos 3 examinadores assim o avaliaram
(TABELA 5), possibilitando condensar as informagdes obtidas em apenas dois graficos.
Desta forma, elaboramos duas curvas ROC de avaliacdo interobservador, comparando a
avaliacdo de invasdo vascular por HE e CD34 em dois momentos distintos, conforme se

observa na FIGURA 13, a seguir:

A (HE x CD34) B (HE x CD34)
-l 2
speciicly ' '. speciicly
Area soba curva ROC = 0,8284 Area sob acurva ROC=0,8239
Desvio padrdo = 0,0441 Desvio padrdo = 0,0458
IC95% =0,7419 - 0,9149 IC95% =0,7342 - 0,9136

Figura 13 - Curvas ROC - Analise interobservador da acuracia da associagdo entre os
métodos HE (padrdo) e imunoistoquimica por CD34. (A) 1° momento; (B) 2° momento.
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Os dois graficos da FIGURA 13 sdo semelhantes, onde temos valores elevados das
areas sob as curvas, sendo superiores a 0,800 e dentro do intervalo de confianga. Observamos
que quando comparado ao método de HE, a avaliacdo pelo CD34 tende a ter uma
especificidade alta nos 2 graficos, variando de 84,3% a quase 85,5% no ponto de quebra da
curva, enquanto a sensibilidade é um pouco menor, mas também se mantém alta, variando de
81,2% a 84,3%.
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6 — DISCUSSAO

O carcinoma hepatocelular é a neoplasia maligna primaria mais comum do figado,
representando até 80% dos casos. Com incidéncia e mortalidade crescentes, a melhor opcéo
de tratamento é a cirdrgica (transplante ou hepatectomia parcial), mas de maneira geral é
reservada para tumores em seu estdgio mais inicial. Dentre os fatores considerados como
prognosticos podemos destacar o tamanho e o numero de nddulos, hoje utilizados como
definidores dos critérios de transplante (30,34), no entanto, em relacéo a recorréncia do tumor
tomando por base esses fatores, a literatura mostra resultados divergentes, com trabalhos
dizendo que ndo sdo preditores precisos de recorréncia (35,36) e outros apontando que
nimero de nodulos >3 e tamanho >5 cm sdo bons preditores recorréncia (37,38). A invasao
angiolinfatica é utilizada no estadiamento patoldgico (AJCC/TNM) do CHC e é um dos
critérios definidores da mudanca do estadio pT1 para pT2 ou pT4, no entanto, a avaliacdo de
sua presenca pelo patologista necessita de melhor definicdo conceitual, com o intuito de
aumentar sua reprodutibilidade e confiabilidade.

Alguns trabalhos na literatura estudam associacdo entre presenca de invasdo vascular
com fatores clinicos/laboratoriais dos pacientes e morfolégicos da neoplasia, na tentativa de
verificar se alguns parametros podem ser preditores de invasdo vascular. Nessa linha, um
trabalho anterior do nosso grupo de estudos, conduzido por Osorio et al (39), corrobora 0s
resultados desse estudo atual onde foi encontrada associacdo entre indice mitético e invasao
vascular, sendo ele um fator independente para predicdo de invasdo angiolinfatica.
A diferenca entre nossos trabalhos se deu pelo fato de Osoério et al (39) utilizarem o indice
mitdtico, como variavel categorica, o subdividindo em indice baixo quando < 2 mitoses/CGA
e alto quando > 3 mitoses/CGA, enquanto o presente estudo trabalhou o indice mitético como
variadvel numérica, agregando ainda mais valor a esse parametro.

Acreditamos que por nossa casuistica ser toda proveniente de transplantes hepaticos,
gue em sua maioria se enquadraram nos criterios de Mildo (lesdo Unica < 5 cm ou até 3 lesdes
< 3cm), 0s casos avaliados possuem, em sua maioria, tumores pequenos (mediana: 2,8 cm) e
pequeno numero de ndédulos por paciente (mediana: 2), o que pode ter influenciado em uma
ndo associagdo estatistica entre tamanho e numero de tumores com invasao vascular em nosso
estudo, como mostram Pawlik et al, McHugh et al, Sumie et al, entre outros trabalhos na
literatura (15,22,40).

Da mesma forma temos o grau de diferenciacdo tumoral, uma vez que a maior parte

dos casos correspondem a tumores pequenos e em pequeno numero (tumores em estagios
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iniciais), a maioria dos nossos casos (n=65 — 85,5%) foram tumores de baixo grau e apenas
poucos (n=11 — 14,5%) foram de alto grau. Logo, a positividade para invasdo vascular
concentrou-se mais nos tumores de baixo grau em numeros absolutos, ndo criando espaco
para uma associacdo estatistica valida entre grau de diferenciacdo e invaséo vascular, como
também mostram Osorio et al, Sumie et al, entre outros trabalhos na literatura (39,40).

Dos 76 casos que utilizamos nesse estudo, obtivemos o valor sérico de alfa-
fetoproteina em apenas 31 (40,7%) pela revisdo de prontuarios e banco de dados do Servico
de Transplante Hepatico do IAG do HC-UFMG. Este nimero ndo foi suficiente para realizar
os célculos apds o ajuste de modelos de regresséo logistica das analises univariadas. McHugh
et al demonstraram que pacientes com CHC e valores séricos de AFP >100 ng/ml tem maior
risco de microinvasao vascular, enquanto Pawlik et al mostrou que esses valores de AFP
devem ser de pelo menos 1000ng/ml para predizer invasdo (15, 22).

A maioria dos trabalhos da literatura cientifica que estudam neoplasias malignas em
geral e sua associacdo com invasdo vascular enfocam o método tradicional de microscopia
optica em HE, sendo este um dos poucos estudos a associar o HE com o método de
imunoistoquimica, com o propdsito de marcar o endotélio de vasos sanguineos e linfaticos
para pesquisa de émbolos tumorais, e 0 primeiro a comparar a variabilidade intra e

interobservador utilizando os dois métodos em conjunto.

No estudo de Fan et al sobre invasdo vascular em carcinoma hepatocelular, foi
avaliada a variacdo intra e interobservador somente pelo método de HE, em que a
concordancia interobservador foi moderada (valor de Kappa: 0,5), assim como a concordancia
intraobservador (valor médio de Kappa: 0,45; variacdo de 0,23 a 0,56). Ndo houve variagédo
estatistica significativa entre os patologistas, independente do tempo de profissdo ou
experiéncia em hepatopatologia. Com esses resultados, 0s autores observaram uma
necessidade de melhor definicdo de critérios para invasdo vascular, mas ndo mencionaram a

imunoistoquimica como possivel fator colaborador para essa definicéo (26).

Em estudos sobre invasdo vascular em outros tipos de tumores extra-hepaticos, Franc
et al também analisaram a concordancia intra e interobservador pelo método de HE, em casos
de carcinoma folicular da tireoide, encontrando concordancia moderada (valor de Kappa 0,51)
e minima (valor de Kappa: 0,20), respetivamente (41). Assim como Rakha et al realizaram
estudo semelhante em carcinomas de mama também utilizando somente a coloragéo de HE,

entretanto apenas com variabilidade interobservador, em que encontraram concordancia
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razoavel (valor de Kappa: 0,4; variacdo de 0,23 a 0,56) em se tratando de invasdo vascular
(42).

A dificuldade de se assegurar a presenc¢a ou auséncia de émbolos tumorais reside em
alguns fatores, entre eles, a morfologia da neoplasia. O CHC, em geral, possui uma estrutura
de arranjos trabeculares revestidos por capilares sinusoides, que podem imitar canais
vasculares verdadeiros e ser um dificultador para a classificacdo de uma possivel invasao (26),
dai a importancia de se tentar assegurar uma menor variabilidade estabelecendo critérios ou
tentando utilizar outros métodos, entre eles, a imunoistoquimica.

Nesse sentido, Harris et al ao estudarem a concordancia interobservador de invasao
vascular em cancer colorretal, aliaram os métodos de microscopia convencional pelo HE a
imunoistoquimica utilizando marcadores vasculares CD31 e D2-40, semelhantes ao que
utilizamos em nosso estudo. Harris et al ndo acharam relacdo estatistica importante em
nenhum dos métodos, uma vez que a concordancia interobservador para vasos pequenos foi
razoavel (valor de Kappa: 0,28) e minima para vasos maiores (valor de Kappa: 0,18), quando
as amostras foram vistas ao HE, ndo havendo melhora estatistica significativa dos valores
quando aplicados os anticorpos CD31 (vasos pequenos = Kappa: 0,26; vasos maiores =
Kappa: 0,42) e D2-40 (Kappa: 0,32) (20).

Nosso estudo demonstrou uma concordancia interobservador razodvel (em seu limite
superior, quase na faixa de moderada) pelo método convencional de HE (valor médio de
Kappa: 0,4025; variacdo de 0,32 a 0,485). Quando utilizamos o anticorpo CD34 a
concordancia manteve-se como razoavel (valor médio de Kappa: 0,226; variacdo de 0,218 a

0,234), porém em seu limite inferior.

Ja em relacdo a concordancia intraobservador, nossos achados foram classificados
como substanciais para 0 método de HE (valor médio de Kappa: 0,688; variacdo de 0,546 a
0,837), assim como pela utilizacdo do anticorpo CD34 (valor médio de Kappa: 0,746;
variacgao de 0,629 a 0,972).

Em se tratando do anticorpo D2-40 para a pesquisa de émbolos neoplésicos no interior
de vasos linfaticos, ndo obtivemos resultados que apresentassem correlagdo estatistica
significativa em relacdo a concordancia interobservador em nenhum dos dois momentos de
avaliacdo. J4 em relacdo a variacdo intraobservador, apenas um dos examinadores apresentou
dados estatisticos validos, sendo ele classificados como concordancia substancial (valor de
Kappa: 0,66).
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Nossos dados, aliados aos observados por outros estudiosos (26,31,41,42),
demonstram a dificuldade em se avaliar a presenca ou auséncia de invasdo vascular em
neoplasias de modo geral. Nosso estudo, especificamente sobre carcinoma hepatocelular,
demonstrou concordancia semelhante entre os métodos de microscopia Optica convencional
por HE e por imunoistoquimica utilizando o anticorpo CD34, independente da comparag&o ter
sido feita inter ou intraobservador.

Entretanto, ao compararmos os resultados obtidos pela concordancia intraobservador
com a concordancia interobservador, podemos notar que a primeira foi substancial e a
segunda foi apenas razodvel, em termos do coeficiente de Kappa, o que nos permite inferir
que cada examinador empregou critérios préprios de deteccdo de invasdo vascular e se
manteve relativamente fiel a eles quando fez a avaliacdo nos dois momentos. Esses achados
apontam para a necessidade de padronizacdo de critérios gerais de invasdo vascular, uma vez
que a concordancia é maior quando o examinador estabelece seus proprios critérios.

Pelos dados obtidos pelas Curvas ROC, observados na FIGURA 12, a pesquisa de
microinvasdo vascular pelo método imunoistoquimico de CD34, quando analisamos as
concordancias intraobservador A e B correspondentes a examinadores com experiéncia em
hepatopatologia, mostra-se mais especifico do que sensivel. Ja os graficos correspondentes a
concordancia intraobservador C, de um patologista generalista, apresentam valores de
sensibilidade maior que a especificidade. Quando analisamos a concordancia interobservador
na FIGURA 13, a pesquisa pelo CD34 também pode ser considerada ligeiramente mais
especifica do que sensivel. Esse conjunto de dados aponta que este tipo de exame de IHQ ndo
deve ser usado como um exame inicial, no sentido de triagem de invasdo vascular, mas pode
ter alguma utilidade em casos previamente vistos pelo método convencional em HE para
auxiliar na confirmagdo ou néo da invaséo.

Nessa linha, Salizzoni et al demonstraram que 0 CD34 tem uma maior especificidade
em relacdo ao HE, em estudo comparativo intraobservador entre os métodos em pacientes que
tiveram recorréncia de CHC. Neste estudo, foram examinadas 136 amostras, sendo a invasdo
detectada em 22 casos pelo HE e em 16 pelo CD34. Destas 22 detectadas em HE, 6 tiveram
recorréncia e das 16 detectadas pelo CD34, 8 recorreram, o que corresponde a um percentual
de 27,27% e 50,00%, respectivamente, apontando para uma maior especificidade da deteccao
de invaséo vascular pelo método imunoistoquimico do CD34 (43).

Acreditamos que alguns fatores morfologicos das amostras tenham sido responsaveis

pelo baixo indice de concordancia em alguns casos. Entre estes fatores destacamos dois:
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artefatos de retracdo simulando um falso espaco vascular e a capilarizagdo sinusoidal. Esta
consiste na transformacdo de sinusoides hepaticos normais (fenestrados) em capilares
sanguineos continuos, pelo estimulo do fator de crescimento endotelial vascular (VEGF)
acarretando em deposicao de laminina e membrana basal entre as células endoteliais e os
hepatdcitos, tornando-os fisica e quimicamente semelhantes a um vaso sanguineo, com
marcagdo positiva para o CD34 (44). Esses dois fatores podem confundir o patologista, no
sentido de existir divida se estd avaliando um vaso sanguineo peritumoral verdadeiro com
presenca de émbolo neoplésico ou apenas um falso espaco vascular criado por artefatos de
processamento do material ou mesmo um sinuséide tumoral modificado e portanto, também

marcado pelo CD34.

Além disso, em alguns casos, o corte dos blocos de parafina para a confeccdo das
laminas em HE e por imunoistoquimica foram feitos em momentos distintos, sendo assim, o
desgaste desses blocos pode ter modificado um pouco o nivel da superficie de corte a ser
avaliada, talvez impedindo, em alguns casos, a visualizacdo ou confirmacdo da invasdo

vascular previamente vista em HE.

O conjunto destes fatores podem levar, na pratica, a um subestadiamento ou
superestadiamento tumoral, 0 que impacta diretamente no prognostico do paciente e também
em seu tratamento.

Os dados do presente estudo ndo demonstram a superioridade do método
imunoistoquimico utilizando anticorpos marcadores de vasos linfaticos e sanguineos em
relacdo ao HE, mas estes podem contribuir em casos considerados dificeis, como observado
nas Curvas ROC de comparagdo das duas técnicas.

A definicdo de critérios morfolégicos mais precisos em HE para invasdo vascular
parece ser a melhor alternativa para diminuir a discordancia entre examinadores, com

consequente aumento na acurécia do estadiamento da neoplasia.
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6 — CONCLUSAO

O presente estudo ndo mostrou diferenca estatistica na deteccdo de invasdo
angiolinfatica em CHC entre os métodos de histologia convencional em HE ou por
imunoistoquimica com anticorpo CD34. A pesquisa pelo anticorpo D2-40 ndo apresentou boa
acurdcia.

A concordancia intraobservador de invasao vascular foi substancial para HE e CD34,

enguanto a interobservador foi apenas razoavel para 0s mesmos métodos.

A pesquisa de invasdo vascular pelo CD34 é um método mais especifico do que

sensivel, quando comparado a pesquisa pelo HE.

Os nossos dados mostraram que o indice mitdtico é um fator independente para
predicdlo de invasdo angiolinfatica, enquanto outros parametros morfolégicos e

clinicos/laboratoriais nao foram.

Assim, esse trabalho, produziu conhecimento para auxiliar na melhor forma de se
pesquisar invasdo angiolinfatica em CHC e sua relacdo com outros parametros clinicos/
laboratoriais do paciente e morfologicos do tumor. Nossos achados levantam perspectivas de
continuidade dessa linha de pesquisa para melhorar a acuidade da deteccdo de invasdao
vascular com o intuito de aprimorar o estadiamento tumoral e consequentemente o tratamento

do paciente.
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9 — ANEXOS

9.1 Anexo 1 — Protocolo de microscopia de peca de explante hepatico

Servigo de Anatomia Patoldgica do HC-UFMG

Prontuario: NUmero do exame:

FIGADO - Procedimento cirdrgico:

[] Hepatectomia total (transplante)

Exame microscopico:
Tipo histoldgico: Carcinoma Hepatocelular.

o Padréo histologico: [] Trabecular
[] Pseudoacinar
[ Sélido
[_1 Fibrolamelar

o Necrose: [Jsim [] ndo

o Padrio citologico: [1 hepatocitico [ células claras
[1 oncocitico [ 1 células fusiformes
[1 células gigantes L1 pleomorfico

o Mitoses: /10 CGA

o Caracteristicas intracelulares: [_]Esteatose ( [_]leve [_] moderada [_]acentuada)
[_1Pigmento biliar [] Corpusculo de Mallory
[_1Vidro Fosco [_1 Glébulos hialinos
[1Degeneracdo Baloniforme [_]OQutra:

o Grau de diferenciagcdo (Edmondson-Steiner modificado):

[ Baixo grau (Grau I/11)
[1 Alto grau (Grau 11/1V)
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» Gradacdo (Edmondson-Steiner, 1954)

e Grau | — quando o tumor é bem diferenciado, composto por
celulas pequenas semelhantes aos hepatocitos, com disposicdo
trabecular.

e Grau Il — quando as células sdo maiores, com nucleos
irregulares, citoplasma eosinofilico, com ou sem disposicgao
glanduliforme.

e Grau Il — observam-se células neoplasicas gigantes com
frequéncia.

e Grau IV — as células apresentam nacleos intensamente
hipercromaticos, escasso citoplasma e perda do padréo
trabecular.

o Presenca de embolizacio sanguinea ou linfaticaem HE: [] ndo [] sim

o Presenca de embolizag&o sanguinea ou linfatica em IHQ:
e CD34:[1nd [1sim
e D2-40: [Indo [_]sim

o Parénquima hepatico ndo tumoral:
[_] Histologicamente dentro dos limites da normalidade.
[ ] AlteragGes secundarias a processo expansivo intraparengquimatoso.
[_] Presenca de hepatopatias cronicas nao cirréticas.
[1 Cirrético
[1 Atividade inflamatéria crénica: [_ndo []sim, grau: (1 a4, METAVIR)



9.2 Anexo 2 — Carta de aprovacao do comité de ética
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UNIVERASIDA])E FEDERAL DE MINAS GERAIS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA - COEP

Projeto: CAAE - 0643.0.203.000-11

Interessado(a): Profa. Claudia Alves Couto
Departamento de Clinica Médica
Faculdade de Medicina - UFMG

DECISAO

O Comité de Etica em Pesquisa da UFMG — COEP aprovou, no
dia 08 de fevereiro de 2012, apds atendidas as solicitagdes de
diligéncia, o projeto de pesquisa intitulado "Correlagdo entre aspectos
histoloégicos do carcinoma hepatocelular e a sobrevida apoés o
tratamento™ bem como o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

O relatério final ou parcial devera ser encaminhado aoc COEP um

ano apés o inicio do projeto.
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