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RESUMO

Introducéo: o carcinoma hepatocelular (CHC) ¢ a neoplasia maligna primaria mais comum no
figado, e apresenta aumento de sua incidéncia e mortalidade com o avangar da idade. Esta
neoplasia encontra-se intimamente associada a cirrose hepatica como doenca de base, que por
sua vez t€ém como etiologia principal as infecgdes virais cronicas, como os virus da hepatite B
(HBV) e da hepatite C (VHC), responsaveis por aproximadamente 85% dos casos, além de
injurias hepaticas causadas por alcool e por esteato-hepatite ndo alcodlica. Além das varias vias
de sinalizacao ja descritas na hepatocarcinogénese, a via do Hedgehog pode ser destacada, ja
que desempenha importante papel na proliferagdo e diferenciagdo celulares durante o periodo
embriondrio. Objetivo: este estudo tem como objetivo avaliar a expressdo do fator ligante Sonic
Hedgehog (Shh) em amostras de CHC obtidas em amostras de pacientes submetidos a
transplante hepatico no Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Minas Gerais (HC-
UFMG) e correlacionar os indices de marcagdo com fatores prognosticos clinicos e
morfoldgicos. Metodologia: foi realizada avaliacdo imunoistoquimica da expressao do ligante
Shh em 36 amostras de CHC arquivadas no departamento de anatomia patoldgica do HC-
UFMG, bem como expressdo no parénquima cirrdtico adjacente. Os dados clinicos e
morfologicos de todos os casos foram obtidos através de revisdo dos prontuarios, bem como
das laminas originais e laudos histopatologicos, arquivados no banco de dados do HC-UFMG.
Foi entdo realizada correlagao da expressao do Shh com o escore MELD, niveis séricos de alfa-
fetoproteina, grau de diferenciagdo tumoral, presenca ou auséncia de invasdo angiolinfatica,
numero de nddulos tumorais identificados, tamanho do maior nédulo e etiologia da doenga
cirrose concomitante. Resultados: através de correlagdo entre variaveis dicotomicas pelo teste
do qui-quadrado, dois fatores morfologicos identificados no exame convencional de HE (grau
de diferenciacdo tumoral e invasao vascular) mostraram correlagdo direta com a intensidade de
expressao citoplasmatica da proteina Shh (p = 0,014 e p = 0,003, respectivamente). As demais
varidveis ndo mostraram correlacdo estatisticamente significante com a expressao tumoral ou
parenquimatosa do Shh (p > 0,05). Discussao: a correlagdo direta entre o grau de diferenciacao
tumoral e a presenca de invasdo vascular com a expressao citoplasmatica forte do Shh permite
inferir que esta marcacao ¢ mais evidente em tumores com maior potencial de agressividade, ja
que esses parametros morfologicos sdo considerados fundamentais para estabelecimento
prognostico. Conclusio: a expressdo citoplasmatica forte da proteina Shh no carcinoma

hepatocelular pode ser considerada como um fator associado a pior prognostico do CHC. A
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identificacdo dessa expressdo estimula o desenvolvimento de estudos que considerem a

utilizagdo de quimioterapicos inibidores via Hedgehog para o tratamento clinico do CHC.

Palavras-chave: carcinoma hepatocelular;, Hedgehog, invasao vascular, cirrose hepatica.
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ABSTRACT

Introduction: hepatocellular carcinoma (HCC) is the most common primary malignant
neoplasm in the liver, with an increase in its incidence and mortality with advancing age. This
neoplasm is closely associated with hepatic cirrhosis as the underlying disease, which has its
main etiology in chronic viral infections, such as hepatitis B virus (HBV) and hepatitis C virus
(HCV), responsible for approximately 85% of cases, in addition to liver injury caused by
alcohol. In addition to the wvarious signaling pathways already described in
hepatocarcinogenesis, the Hedgehog pathway can be highlighted, since it plays an important
role in cell proliferation and differentiation during the embryonic period. Objective: this study
aims to evaluate the expression of binding protein Sonic Hedgehog (Shh) in HCC samples
obtained from patients submitted to liver transplantation at the Clinical Hospital of the Federal
University of Minas Gerais (HC-UFMG) and to correlate its marking indices with clinical and
morphological prognostic factors. Methodology: immunohistochemical evaluation of Shh
binding protein expression was performed in 36 CHC samples stored in the HC-UFMG
pathology department, as well as expression in the adjacent cirrhotic parenchyma. The clinical
and morphological data of all the cases were obtained through a review of the medical records,
as well as review of original slides and histopathological reports, filed in the HC-UFMG
database. Correlation of Shh expression with MELD score, alpha-fetoprotein levels, degree of
tumor differentiation, presence or absence of angiolymphatic invasion, number of tumor
nodules identified, size of largest nodule, and etiology of concomitant cirrhosis disease were
performed. Results: two morphological factors identified in conventional HE examination
(degree of tumor differentiation and vascular invasion) were directly correlated with the
intensity of Shh protein expression (p = 0.014 and p = 0.003, respectively). The other variables
did not show a statistically significant correlation with the tumor or parenchymal expression of
SHH (p> 0.05). Discussion: the direct correlation between the degree of tumor differentiation
and the presence of vascular invasion with the strong cytoplasmic expression of Shh allows us
to infer that this expression is more evident in tumors with greater aggressiveness potential,
since these morphological parameters are considered fundamental for prognostic establishment.
Conclusion: the strong cytoplasmic expression of Shh protein in hepatocellular carcinoma can
be considered as a factor associated with worse prognosis. The identification of this expression
allow us to study and consider the use of chemotherapeutic agents that act blocking the

Hedgehog pathway for the clinical treatment of HCC.



Keywords: hepatocellular carcinoma; Hedgehog, vascular invasion, hepatic cirrhosis.
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1-INTRODUCAO

1.1- Carcinoma Hepatocelular

Carcinoma hepatocelular (CHC) ¢ definido como o tumor maligno de diferenciacao
hepatocelular. Esta neoplasia encontra-se intimamente associada a cirrose hepatica como
doenga de base. Esta, por sua vez, tem como etiologia principal as infec¢des virais cronicas,
como os virus da hepatite B (HBV) e da hepatite C (HCV), responsaveis por aproximadamente
85% dos casos, além de injurias hepaticas causadas por dlcool e por quadros de esteato-hepatite
nao alcodlica (NASH). A cirrose, portanto, ¢ o principal fator de risco para o desenvolvimento
tumoral, no qual o estimulo carcinogénico ¢ progressivamente gerado apds os frequentes

processos de remodelamento e tentativas de reparacao celular (1).

1.2 — Aspectos epidemiologicos

O CHC ¢ a neoplasia maligna primaria mais comum no figado, e apresenta aumento de
sua incidéncia e mortalidade com o avancar da idade, sendo mais comum em pacientes do sexo

masculino em uma proporg¢ao de 3:1 (2).

Segundo estimativas da Organiza¢do Mundial da Saude (OMS), no ano de 2018, os
CHCs foram responsaveis por 4,7% dos novos casos de cancer, com um indice de mortalidade
de 8,2% (o quarto maior indice, atras apenas das neoplasias pulmonares, colorretais e géstricas).

FIGURAS 1 E 2.
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Figura 01- Incidéncia de novos casos de carcinomas hepaticos no ano de 2018. Acima: sexo
masculino, abaixo: sexo feminino. Fonte: https://gco.iarc.fr/today/data/factsheets/cancers/11-

liver-fact-sheet.pdf. Acesso em 07/07/2019.
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Figura 02- Indicadores de incidéncia (a esquerda) e mortalidade (a direita) de cancer hepatico
no ano de 2018. A doenga apresenta a sexta maior incidéncia entre todas as neoplasias e possui
a quarta maior taxa de obito. Fonte: https://gco.iarc.fr/today/data/factsheets/cancers/11-Liver-
fact-sheet.pdf. Acesso em 07/07/2019.

De acordo com dados americanos do National Cancer Institute’s Surveillance,
Epidemiology, and End Results (SEER), nos anos de 2003 a 2005, a incidéncia de casos de
CHC foi trés vezes maior em pacientes de descendéncia de paises asidticos ou de ilhas do
Pacifico (3). No Brasil, segundo dados do Instituto Nacional do Cancer, o carcinoma
hepatocelular foi responsavel por um total de 9710 6bitos no ano de 2015, sendo 5647 em

homens e 4063 em mulheres (4).

1.3 - Etiopatogénese

O CHC desenvolve-se de forma lenta e gradativa, sendo macroscopicamente observado
como nddulos isolados ou multiplos. Trata-se de uma lesdo desenvolvida a partir de multiplas
etapas geradas por estimulos diversos nos hepatocitos ou células progenitoras hepaticas,

resultando em processos de proliferacao/apoptose, o que pode culminar em neoplasia (5,6).

O mecanismo pelo qual os virus das hepatites B e C (responsaveis pela maioria dos
casos de CHC) atuam na hepatocarcinogénese ja ¢ bem entendido atualmente. O VHB, ao
integrar seu DNA viral no material genético da célula hospedeira, induz instabilidade
cromossdmica e mutagdes especificas que culminam na ativacao de oncogenes (6). A produgdo
de proteinas virais, principalmente a proteina X (HBx), pode agir como ativador de vias de
sinalizacdo celular, tais quais o Hedgehog, JAK/STAT, RAS/RAF, MAPK e Wnt- -catenina,
além de estimular fatores de transcri¢gdo, como o c-myc € o c-jun, que por sua vez levardo a

maior expressao de genes reguladores do ciclo celular (6, 8, 51).

Ja o VHC, um virus de RNA, tem seu mecanismo carcinogénico diferente do observado
no VHB, sendo gerado através das suas proteinas virais core, NS3 e NS5A (6). A proteina core
¢ associada a estimulos apoptoticos ou proliferativos a partir de sua interagdo com os genes
tp53 e Wnt-1, além de induzir estimulo na via Hedgehog (9, 52, 70). Por sua vez, as proteinas

NS3 e NS5A sdo responsaveis por inibicao e degradacao de proteinas celulares (9, 10).



A partir do desenvolvimento gradativo de técnicas mais precisas de biologia celular e
molecular, o reconhecimento de vias de sinalizagdo intracelulares passou a ser de fundamental
importancia para o entendimento dos processos de carcinogénese e consequentemente abriu
portas para o desenvolvimento de terapias medicamentosas direcionadas para tipos especificos
de tumores. Essas vias sdo associadas a varios processos de proliferacdo e diferenciagdo

celulares, agindo como gatilhos para o desenvolvimento neoplasico.

No CHC, destacam-se multiplas vias de sinalizagdo, sendo até o presente momento mais
estudadas as seguintes: Wingless-f-catenina (WNT-B-catenina), Janus activated kinases/signal
transducers and activators of transcription (JAK/STAT), vascular endothelial growth factor
receptor (VEGF/VEGFR), platelet-derived growth factor receptor (PDGF/PDGFR), epidermal
growth factor receptor (EGF/EGFR), fibroblast growth factor receptor (FGF/FGFR), insulin-
like growth factor receptor (IGF/IGFR), hepatocyte growth factor/Met (HGF/cMet), via da
mammalian target of rapamycin (mMTOR) e MAPK (6 ¢ 7).

Além das ja citadas acima, a via de sinalizacdo Hedgehog (Hh) tem um importante papel
mediador e estimulador de processos de proliferacdo e diferenciacao celulares, sendo

encontrada ativada em multiplas neoplasias (11), e sera o foco principal deste estudo.

1.3.1 — A via de sinalizacio Hedgehog

A via Hedgehog foi primeiramente identificada em estudos com exemplares da espécie
Drosophila (12) e ¢ essencial nos processos de embriogénese, através da regulacdo tanto de
proliferagdo como diferenciagdo de células tronco, além de estar envolvida nos eventos de

cicatrizagdo de tecidos adultos, incluindo o figado (13).

Toda a via é caracterizada pela presenca de sete componentes principais: ligantes
Hedgehog (IHh), Patched (PTCH), Smoothened (SMO), glioblastoma family transcription
factors (GLI), kinesin-like protein Costal-2 (COS-2), fused (FU) e supressor do fused (SuFu)
(14), sendo que os trés ultimos ndo estdo presentes em organismos Superiores, como 0s

mamiferos (15).

Os ligantes Hedgehog sdo o Sonic hedgehog (Shh), Indian hedgehog (Ihh) e Desert

hedgehog (Dhh), cuja produgdo ¢ estimulada a partir de varios fatores de crescimento, citocinas



e certos tipos de estresse celular (16). Como exemplo, podemos destacar o EGF (Epidermal
growth factor), que estimula células parietais, como as células estreladas hepdticas, a
produzirem o fator ligante Shh (17). Apesar de alguns dados demonstrarem a presenga de
ligantes diferentes em tecidos especificos (58), em um mesmo tecido pode ocorrer a producao
de mais de um deles, como ¢ o caso dos hepatocitos, colangiocitos e células estreladas hepaticas,

que sdo capazes de produzir tanto Shh quanto Thh (16, 59).

Tem sido demonstrado que os demais componentes da via Hh encontram-se presentes
em uma estrutura celular chamada de cilio primario, composta de microtibulos e capaz de
realizar comunicag¢des diversas entre o meio ambiente externo e o meio intracelular. Esta
estrutura encontra-se presente em praticamente todas as células dos mamiferos, usualmente

localizada acima do centro celular (15 e 60).

Classicamente, a ativacao da via do Hedgehog ¢ iniciada a partir da ligagao de um dos
fatores ligantes com o receptor de membrana Patched (PTCH), que se encontra associado ao
correceptor citoplasmatico Smoothened (SMO). Em situagdes de inatividade (na auséncia dos
fatores ligantes), o SMO encontra-se inibido pelo PTCH, e ambos ficam localizados em
vesiculas situadas na base do cilio primario e, portanto, geograficamente afastados dos fatores
de transcri¢do glioblastoma family transcription factors 1,2 e 3 (GLI-1,2,3), que se encontram
aglutinados no apice (18). Apos a ligagdo do fator estimulante (Shh, IThh ou Dhh) ao Patched,
ha uma internalizacao deste receptor, gerando um deslocamento do correceptor Smothened para
o topo do cilio, permitindo ativagdo dos fatores de transcri¢do, que por sua vez migram para o
nucleo e ativam genes alvo da via do Hedgehog (18). A FIGURA 3 mostra de forma ilustrativa

todo o processo descrito acima.
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Figura 03- Esquema de representacao da via do Hedgehog. A) Na auséncia de ligandes Hh, o
receptor Patched inibe o correceptor Smoothened, restringindo este receptor em vesiculas na
base do cilio primario e impedindo a ativag¢ao dos fatores de transcrigao Gli 1,2,3 que ficam no
topo. Nesse estado, Glis sdo fosforilados, ubiquinados e transportados pro proteasoma onde
Glil e Gli2 sdao degradados e Gli3 ¢ processado em Gli3-repressor e direcionado pro nucleo,
onde inibe a expressdo de genes alvos da via. B) Na presenca de ligantes Hh, o receptor Patched
¢ internalizado permitindo a migragao do Smoothened para o topo do cilio primario inibindo as
cinases e promovendo a ativacdo dos fatores de transcri¢do Gli, que sdo direcionados pro ntcleo
induzindo a expressao de genes alvos da via. Fonte: Pereira TA et al. Liver International, 2013;
33(1):149-61.

A via do Hedgehog ¢ exposta a diversas formas de regulacdo e alguns de seus
componentes sdo genes alvo dos fatores de transcri¢do dela propria, como o PTCH, GLI-1,
GLI-2, levando a uma forma de auto-regulacao (16). Os dois reguladores negativos sdo o
glipicano 3 (GPC3) e o hedgehog interacting protein (Hhip) (46, 19), que funcionam como
competidores do receptor PTCH, em virtude da sua afinidade pelos ligantes Hh. Os principais
reguladores positivos sdo conhecidos por Cell adhesion molecule-related downregulated by

oncogenes (Cdo), Brother of Cdo (Boc) e Growth Arrest Specific 1 (Gasl) (61,62).

Diversos estudos ja mostraram associagdo entre a ativacao da via Hh e vérios tipos de
neoplasia, e essa ativacao pode se dar a partir de quatro eventos (20,21,23). Os eventos tipo |
sao relacionados a fatores ligante-independentes, havendo ativagdo da via Hh através de

mutagdes em moléculas reguladoras negativas, como o PTCH, ou por meio de hiperativacao do



SMO e GLI. Os eventos tipo II sdo relacionados a fatores ligante-dependentes autocrinos, onde
as proprias células neoplasicas produzem e secretam fatores estimuladores do Hh. Os eventos
IIla sdo associados a eventos paracrinos ligante-dependentes, através da ativagdo do Hh em
células estromais a partir da producdo de moléculas estimuladoras nas células tumorais. Por
fim, os eventos IIIb surgem a partir de um mecanismo ligante-dependente paracrino reverso,
onde a cascata Hh ¢é ativada nas células neoplédsicas a partir da producdo de fatores
desencadeantes nas células estromais (13). A FIGURA 04 resume de forma esquemadtica os

quatro mecanismos de ativagao descritos acima.
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Figura 04 — Representacdo esquematica dos processos de ativacdo da via de sinalizagdo
Hedgehog. Fonte: Zheng, X., et al. Role of the Hedgehog pathway in hepatocellular carcinoma
(Review). Oncology Reports, 2013; 30: 2020-2026.

Nos carcinomas basocelulares (CBC), estudos mostram que a inativagdo do gene
PTCHI ¢ a alteracdo mais encontrada nos casos de tumor esporadico ou em pacientes
portadores da sindrome do nevo basaloide (SNB), também conhecida como sindrome de Gorlin.
Nessas situacdes, a inativacdo do componente PTCH causa a liberagdo do SMO e

consequentemente a ativagao dos fatores de transcri¢ao (evento tipo I) (20).

De forma semelhante, ja foi demonstrado que a via Hh possui importante participacao
no desenvolvimento embriondrio da prdstata e que estaria ativada nos carcinomas desta

glandula (21). Esses estudos mostram que, em geral, o desenvolvimento desses tumores esta



relacionado a processos ligante dependentes, sejam eles autdcrinos, pardcrinos, ou mesmo
ambas as formas ao mesmo tempo (21). Dessa forma, hd uma interacao entre as células tumorais
e as células estromais ou endoteliais que compde o microambiente tumoral, favorecendo a

progressao tumoral.

Alguns trabalhos evideciaram também como a via Hh relaciona-se com o
microambiente tumoral, através, por exemplo, do recrutamento de macréfagos (macrofagos
associados ao tumor- TAM), que por sua vez assumem um perfil pro-tumoral desempenhando
importante papel na progressao do cancer com multiplas a¢des bioldgicas, como apresentagao
de antigenos, remog¢ao de corpos estranhos, indugdo da imunidade, remodelamento tecidual,

citotoxicidade celular dirigida, trombose, endocitose e estimulo a angiogénese (22).

Valverde et al. demonstraram a ativacao da via Hedgehog em biopsias de carcinomas
de células escamosas oral. Os componentes da via foram identificados tanto nas células
tumorais, como também em macrofagos peritumorais e em células endoteliais associadas a
neovascularizagao. Para tal resultado, foi utilizada a técnica de dupla marcagao
imunoistoquimica (GLI-2/CD 163, SHH/CD 163, IHH/CD 163 e GLI-2/CD 105). Este estudo
mostra a importancia da ativagdo da via Hh no crescimento neoplasico e na manuteng¢ao de um

microambiente tumoral adequado (23).

O conhecimento detalhado de toda a via de sinalizacao Hedgehog permitiu o inicio de
estudos relacionados ao desenvolvimento de quimioterapicos que objetivam a inibicdo da
cascata Hh, o primeiro deles (ciclopamina) descoberto no ano de 1998 (40). A partir de entdo,
varios outros moduladores vém sendo estudados, e procuram agir principalmente no SMO, GLI
e SHH. Alguns deles ja foram testados para tratamento de carcinomas basocelulares e
meduloblastomas, como ¢ o caso do Vismodegib, Sonidegib, Itraconazol e Trioxido de

Arsénico (20, 41, 63).

1.3.2 — A via de sinalizacio Hedgehog no figado

No figado adulto saudavel, a via Hh encontra-se dormente devido a baixa produgao dos

seus ligantes e expressao elevada dos seus inibidores, como a Hhip (16). No entanto, as células

hepaticas estreladas, alguns colangiocitos, linfocitos e progenitores hepaticos sdo ainda capazes



de produzir os ligantes da familia Hedgehog em baixa quantidade (16). Estes, por sua vez, sao

responsaveis pela diferenciagdo de células progenitoras em colangidcitos e hepatocitos maduros

(64).

Em situacoes de agressao hepatica aguda ou cronica, varios tipos celulares que residem
no parénquima passam a produzir os ligantes Shh e/ou Thh (69), incluindo hepatdcitos
danificados (como ¢ o casos dos hepatdcitos balonizados encontrados na esteato-hepatite),
colangidcitos agredidos (nos casos de colangiopatias com reacdo ductular), células estreladas
miofibroblasticas (durante a fibrogénese), células endoteliais (durante a capilarizagao) e células
imunes (16, 65, 66, 67). Ja foi demontrado, por exemplo, que os ligantes Hh agem de forma
parécrina nos colangiocitos em cultura, gerando inducdo da transi¢do epitelial-mesenquimal
(EMT) e por fim promovendo um mecanismo capar de gerar miofibroblastos (65). Além disso,
ha redugdao dos reguladores negativos da via, como ¢ o caso do Hhip (68). Todas essas
modificagdes permitem a criagdo de um microambiente adequado para transcricdo de genes

alvo e consequentemente proliferacdo e diferenciacao celulares.

Alguns estudos ja evidenciaram também associagdo entre os virus VHB ¢ VHC com a
via Hh. Pereira e colaboradores observaram que, nas hepatites virais B e C, os niveis de ligantes
Hh (Shh e Thh) encontram-se muito elevados mesmo em pacientes com fibrose ausente ou
estagio 1, o que levou os autores a hipotese de que fatores virais poderiam influenciar os niveis
desse ligantes (70). A expressdo da proteina HBx j& foi correlacionada com niveis mais
elevados dos componentes Hh (fatores ligantes e transcricionais) em amostras de CHC
associados com o VHB, bem como no parénquima hepatico de modelos murinos transgénicos
portadores dessa proteina viral (51). Outro experimento, realizado in vitro, demonstrou que a
infeccao pelo virus da hepatite C JFH-1 em cultura de células Huh7 induz a produgao do ligante

Shh (52).

Em relacdo ao carcinoma hepatocelular, estudo realizado por Huang et.al. demonstrou,
através de técnicas de hibridizagao in situ e real time PCR, a ativacao da cascata de sinalizagao
em amostras da neoplasia (24). Chan et.al. também demonstraram que ha secrecao de Shh no
CHC, que por sua vez ¢ capaz de induzir glicolise em miofibroblastos adjacentes, levando a
producdo de ATP e lactato, que podem ser utilizados como fonte de energia para o tumor,

sugerindo um mecanismo paracrino de ativagao (25).
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Zheng et al. analisaram a expressaio do GLI-1 através da sua expressao
imunoistoquimica, correlacionando os dados com a imunomarcagao para proteinas relacionadas
a transic¢do epitelial-mesenquimal (S100a4 e E-caderina). Os resultados obtidos mostraram que
o fator de transcricdo GLI-1 se encontra mais expresso em tumores com caracteristicas

histopatologicas mais avangadas e, portanto, com maior potencial metastatico (26).

Modelos animais de CHC também ja foram testados e evidenciaram expressao proteica
de SHH, PTCH, SMO e GLI-1 através de marcadores imunoistoquimicos. Nesta situagao,

houve correlagdo direta entre o nivel de marcagdo com o grau de diferenciacdo tumoral (27).

1.4 — Caracteristicas morfologicas e fatores prognosticos relacionados ao CHC.

As caracteristicas histopatologicas classicas do CHC consistem em tumores bem
vascularizados, com formacao de trabéculas espessas (mais de trés camadas de células), padrao
proeminentemente trabecular, atipias citologicas, atividade mitética, invasdo vascular,

rarefacao de células de Kupffer e perda da trama reticulinica sustentacular (28).

Edmondson e Steiner (29) classificaram as variagdes estruturais do CHC em quatro
grandes grupos, avaliando parametros de acordo com caracteristicas celulares, como tamanho
do nucleo, formato da célula, relagao nucleo-citoplasma e presenca de hipercromasia. O critério
usado atualmente ¢é (30):
grau 1 (G1) — as células geralmente apresentam-se com distribuigdo trabecular, estando
enfileiradas ou conjuntas, em forma de haste, com citoplasma abundante e irregularidades
nucleares minimas, assemelhando-se, portanto, ao parénquima hepatico normal;
grau 2 (G2) — hé pleomorfismo nuclear mais intenso e hipercromasia, nucléolos evidentes,
citoplasma abundante e eosinofilico;
grau 3 (G3) — as alteragdes nucleares sdo mais evidentes e acompanhadas de angulagdo
significativa;

grau 4 (G4) — ha pleomorfismo intenso e presenca de células gigantes.

Essas diferenciagdes podem variar entre os pacientes e até mesmo entre diferentes

nodulos encontrados em um unico paciente. Os graus 1 e 2 sdo correspondentes a tumores mais
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bem diferenciados (baixo grau) e os graus 3 e 4 correspondentes a tumores pouco diferenciados

ou de alto grau (30).

Os principais fatores progndsticos que influenciam a sobrevida do paciente portador de
carcinoma hepatocelular podem ser enquadrados em quatro diferentes grupos: fatores ligados
diretamente ao tumor (como o grau de diferenciag@o tumoral); fatores ligados ao parénquima
hepatico adjacente ao tumor (como a etiologia da cirrose); fatores ligados ao quadro clinico do
paciente (niveis séricos de alfa-fetoproteina e marcadores de fun¢do hepatica), e fatores ligados

ao tratamento (31).

Atualmente em sua oitava edigdo, o American Joint Comitee on Cancer (AJCC)
reconhece como principais fatores determinantes para o estadiamento patoldgico do CHC o
tamanho da lesao (utilizando pontos de corte de 2cm e Scm), bem como o nimero de nodulos

(Gnico ou multiplos) e a presenca ou auséncia de invasdo angiolinfatica (32).

Em estudo inglés realizado no Royal Free Hospital, no ano de 2012, observou-se haver
uma sobrevida livre de doenga trés anos menor nos pacientes tratados com transplante hepatico
e diagnosticados com CHC e invasdo vascular concomitante, em relagdo aos pacientes com
invasdo vascular ndo identificada. Da mesma forma, pacientes com CHC e invasdo vascular
tratados com ressec¢do hepatica parcial apresentaram uma redugdo de trés a cinco anos na
sobrevida livre de doenca quando comparados a pacientes sem invasao detectavel (33). Este

dado refor¢a a importancia da invasdo vascular como critério prognostico.

O escore MELD (model for end-stage liver disease) foi criado inicialmente com o
proposito de avaliagao de sobrevida de pacientes submetidos a shunt portossistémico intra-
hepatico transjugular (34). Depois, o modelo passou a ser utilizado como método de avaliagao
de sobrevida em pacientes com niveis variados de doencas hepaticas. Atualmente, o escore foi
validado como um preditor de mortalidade pré-operatéria em pacientes com doengas hepaticas
terminais, no intervalo de 3 meses (idealmente devendo levar em consideracdo outros
parametros clinicos), sendo calculado a partir de um valor logaritmico envolvendo os niveis
séricos de creatinina, bilirrubina total e International Normalizated Ratio (INR). Considera-se
que valores cada vez mais elevados sejam indicativos de pior sobrevida, sendo considerado de

péssimo progndstico aqueles pacientes com escore em torno de 40 (34, 35).
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Ademais, os niveis séricos da alfa-fetoproteina sdo de importante destaque na avaliagao
do paciente portador de uma doenga hepatica. Trata-se de uma glicoproteina associada ao
crescimento tumoral e normalmente ¢ produzida em células hepéaticas durante o periodo fetal,
nao sendo secretado pelos hepatocitos adultos. Este marcador, entretanto, passa a ser produzido
novamente em células neoplésicas, como € o caso do CHC e alguns tumores gonadais de células
germinativas. Niveis acima de 10ng/mL ja sdo considerados elevados, e niveis acima de 100

ng/mL sdo suspeitos para neoplasia concomitante (42, 56, 57).

1.5 — Tratamento

Atualmente, o sistema de classificagdo Barcelona Clinic Liver Cancer (BCLC) para
CHC, ja extensamente validado, engloba pardmetros clinicos e morfologicos, sendo o mais
comumente utilizado para o estadiamento e tratamento dos pacientes. Eles sdo subdivididos em
5 grupos (0, A, B, C e D), de acordo com varidveis prognoésticas pré-estabelecidas, que os
alocam em grupos de tratamento especificos (36). A versdao mais atual desta classificagdo

encontra-se resumida na FIGURA 05.
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Figura 05 — Algoritmo de tratamento do CHC segundo o Barcelona Clinic Liver Cancer
(BCLC). Fonte: adaptado de Bruix et al. ECOG PS - Eastern Cooperative Oncology Group
Performace Status.

O transplante hepatico, atualmente, figura-se como a melhor op¢do de tratamento ao
paciente, jA que nesta situacdo torna-se possivel a cura da neoplasia e da doenca de base
associada (cirrose), porém atualmente a realizacdo do procedimento ¢ dificultada em virtude da
escassez de oOrgdos e consequentemente longas filas de espera por doadores, bem como

problemas logisticos envolvendo o transporte dos enxertos (37).

A resseccdo cirurgica tornou-se o tratamento de escolha principalmente nos casos de
CHC desenvolvidos em figados ndo cirrdticos. Especialmente nos casos de pacientes cirrdticos,
ha necessidade de avaliacao do status hepatico, com avaliacao da pressao portal e dos niveis de

bilirrubina, para melhor avaliagdo pré-operatoria (37).
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A ablagdo tumoral guiada ¢ uma opg¢do terapéutica vidvel nos casos de tumores
detectados em estagios iniciais. Esta abordagem consiste em induzir a necrose do tecido
neoplésico através de modificagdes de temperatura (radiofrequéncia, micro-ondas, /aser ou

crioablacdo) ou injecdo de substancias quimicas, mais frequentemente o etanol (36).

Das publicagdes disponiveis até o presente, nenhum ensaio clinico fase III comprovou
beneficio da quimioterapia citotdéxica convencional na reducdo da mortalidade pelo CHC.
Somente em 2008, o estudo Sorafenibe Hepatocellular Carcinoma Assessment Randomized
Protocol (SHARP), controlado e randomizado, que incluiu pacientes com CHC, demonstrou
aumento de pouco mais de dois meses da sobrevida global entre os pacientes tratados com o
sorafenibe, um inibidor multiquinase, quando comparados com placebo (38). No ano de 2017,
outro estudo fase III foi publicado € mostrou aumento modesto em sobrevida global com o uso
de outro inibidor multiquinase, o regorafenibe, desta vez em pacientes em segunda linha de

tratamento (39).
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2 - JUSTIFICATIVAS

O CHC configura-se ainda como uma das poucas neoplasias que apresenta incidéncia e
mortalidade crescentes (2), e apesar dos diversos trabalhos existentes na literatura, esta lesao
ainda apresenta caracteristicas biologicas desconhecidas, o que dificulta o desenvolvimento de
parametros clinicos e morfologicos que auxiliem no estabelecimento do prognostico e

tratamento do paciente.

Portanto, o estudo das vias de sinalizagdo carcinogénicas, como o Hedgehog, torna-se
util para a caracterizacdo de fatores progndsticos mais fiéis em relagdo aos atualmente
empregados, podendo ser incorporado em rotinas de diagndstico e estadiamento do carcinoma
hepatocelular, além de ajudar a esclarecer e gerar op¢des mais individualizadas de tratamentos

quimioterapicos, que atualmente ¢ pouco utilizado em comparacao as modalidades cirargicas.
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3 - OBJETIVOS

3.1 - Objetivo geral

Avaliar a expressdao do ligante Sonic Hedgehog (Shh) em amostras provenientes de

pacientes com diagnostico de carcinoma hepatocelular.

3.2 - Objetivos especificos

3.2.1- Caracterizar os parametros clinicos dos pacientes submetidos a transplante
hepatico.

3.2.2 - Caracterizagdo morfoldgica dos carcinomas hepatocelulares identificados em
pacientes submetidos a transplante hepatico.

3.2.3- Caracterizar a expressdo imunoistoquimica do fator ligante Shh em amostras de
carcinoma hepatocelular diagnosticado ao exame histopatologico convencional (H&E).

3.2.4- Avaliar a expressd@o imunoistoquimica do fator ligante Shh no figado cirrético
adjacente e correlacionar com a sua etiologia.

3.2.5- Correlacionar a expressao imunoistoquimica do fator ligante Shh no tumor e no
parénquima cirrdtico adjacente.

3.2.6- Correlacionar a expressdo imunoistoquimica tumoral e cirrdtica do fator ligante
Shh com parametros clinicos dos pacientes.

3.2.7- Correlacionar a expressdo imunoistoquimica tumoral e cirrédtica do fator ligante

Shh com parametros morfolégicos do CHC.
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4 - MATERIAIS E METODOS

4.1 - Consideracoes éticas

O projeto seguiu todas as normas de pesquisas envolvendo seres humanos contidas na
Resolucao 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 nimero CAAE 71206617.8.0000.5149 (ANEXO 1).

4.2 — Delineamento e estratégias de estudo

Trata-se de estudo observacional, retrospectivo e comparativo, de investigacdo da
expressao do ligante Sonic Hedgehog em pacientes portadores de CHC, submetidos a
transplante hepatico no Instituto Alfa de Gastroenterologia (IAG) do Hospital das Clinicas da
Universidade Federal de Minas Gerais (HC-UFMG).

Foram estudadas amostras de figado (tumoral e ndo-tumoral préoximo ao tumor) de 36
pacientes, maiores de 18 anos, que receberam o diagnostico de CHC associado a hepatopatia
cronica de diversas etiologias, que foram submetidos a transplante hepatico no Grupo de
Transplante Hepatico do Instituto Alfa de Gastroenterologia do Hospital das Clinicas da
UFMG. As amostras selecionadas foram colhidas e arquivadas no Servigco de Anatomia

Patologica do Hospital das Clinicas da UFMG, no periodo de 2003 a 2015.

Todas as laminas coradas em HE foram revistas para escolha do bloco com maior
representatividade tumoral, para posterior confec¢ao dos novos cortes que foram entao corados
pelo método imunoistoquimico (vide detalhamento posterior).

4.3- Critérios de exclusao

Foram excluidas todas amostras inadequadas ou insuficientes, bem como aquelas que

ndo apresentavam representacao de parénquima cirrético peritumoral.

4.4 — Parametros clinicos e morfologicos analisados
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Todos os dados clinicos e laboratoriais analisados foram obtidos a partir de analise dos

prontuarios eletronicos do Instituto Alfa de Gastroenterologia do HC-UFMG.

O escore MELD foi recalculado retrospectivamente utilizando os dados laboratoriais
que foram obtidos, sendo possivel de ser realizado em 28 dos 36 pacientes, desconsiderando a

pontuacgdo adicional recebida em casos de paciente portador de CHC clinicamente detectado.

Foram revistas as laminas de HE originais também no intuito de avaliar os dados
histologicos referentes ao tumor, entre eles padrao histologico, padriao citologico, grau de
diferenciagdo tumoral pela classificagdo de Edmondson e Steiner (29), presenga de invasao
vascular e avaliagdo do parénquima hepatico nao tumoral. Estes dados foram listados e
organizados de acordo com o protocolo de microscopia de peca de explante hepatico utilizado

no servico de anatomia patologica do HC-UFMG (Anexo 02).

4.5 — Técnica de imunoistoquimica

A proteina Shh foi investigada por imunoistoquimica empregando-se kit comercializado
(Reveal Biotin-free Polyvalent HRP - Spring Bioscience, Estados Unidos da América) segundo
protocolo padronizado pelo Laboratorio de Patologia Molecular do Departamento de Anatomia

Patologica da Faculdade de Medicina da UFMG.

Laminas com cortes parafinados de Sum de espessura foram colocadas overnight em
estufa a aproximadamente 56°C, desidratadas em xilol e reidratadas em éalcool etilico 100% e
80%. A recuperacao antigé€nica foi realizada pelo aquecimento das laminas a 90°C no vapor,

durante 20 minutos, em citrato de sédio 0,01M (pH 6,0).

Para o bloqueio da peroxidase foram adicionados as laminas aproximadamente 400 pl
da solugdo bloqueadora com posterior lavagem em solu¢ao TRIS. Em seguida, foi adicionada
a mesma quantidade da solugdo de bloqueio da proteina repetindo o processo de lavagem da
etapa anterior. Foi, entdo, acrescentado o seguinte anticorpo primario, diluido em tampao
fosfato-salino (PBS): anticorpo anti-Shh (EPITOMICS 1843-1), na concentracdo de 1:1000.
Apo0s incubagdo por dezesseis horas (overnight), as laminas foram entdo lavadas em solucao

TRIS. Seguiu-se a adi¢ao da solug¢dao de bloqueio pos-primario e nova lavagem em TRIS.
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Para a revelacao da reagdao foram adicionados 400ul da solugdo do polimero (Reveal
Biotin-free Polyvalent HRP - Spring Bioscience, Estados Unidos da América), por 30 minutos
e lavadas. As laminas foram cobertas com aproximadamente 200ul da solugdo reveladora
contendo diamino-benzidina (DAB), cujo preparo foi Iml do substrato para cada 50ul do DAB,
por 2 minutos. Apos lavagem, as laminas foram embebidas em Hematoxilina de Harris por 15
segundos para contra-coloragdo, lavadas em agua corrente por dois minutos, alcool etilico por
dois minutos e xilol por um minuto. Em seguida foram cobertas com laminula e avaliadas por

microscopia optica.

4.6 — Analise e escore imunoistoquimico

Para discriminar as marcag¢des da proteina nos tumores € no parénquima cirrotico
adjacente, analise microscopica foi realizada por dois patologistas em duas etapas: graduacao
da intensidade da marcagdo e quantificagdo do ntimero de células marcadas. Vale ressaltar que
a analise foi feita ao longo da totalidade da amostra presente na lamina, sendo utilizado como
controle positivo uma amostra tumoral com marcagdo forte e como controle negativo uma
amostra de parénquima hepatico normal. Logo em seguida foi realizado calculo para definicao

da marcagao de forma especifica, de acordo com a seguinte férmula (53):

Escore imunoistoquimico = graduagdo da intensidade da marcagao x quantificagdo do numero

de células marcadas.

A intensidade da marcagdo vista por microscopia Optica foi categorizada em ausente,
fraca e forte, enumeradas de 0 a 4 — sendo que a auséncia de marcagao foi representada pelo
numero 0, marcacgdo fraca representada pelos nimeros 1 e 2 e a marcagao forte pelos nimeros
3 e 4. A quantifica¢dao do numero de células marcadas foi definida pela quantidade encontrada

por campo de acordo com a seguinte classificagdo:

1-0-25%
2-26-50%
3-51-75%

4-76 —100%
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Para graduacao do score final, foram definidos intervalos entre 0 ¢ 16 adotando-se os

seguintes valores para a referéncia:

0-4 Marcagao ausente
5-8 Marcacao fraca
9—-12  Marcagao moderada

13-16 Marcagao forte.

4.7 - Analises estatisticas

Para observagdo e distribuicdo dos dados quantitativos foi utilizado o software SPSS
Statistics ®, sendo as varidveis quantitativas discretas e as nominais expressas como numeros

e porcentagens. As variaveis continuas foram apresentadas como medianas e valores extremos.

Utilizando o Microsoft® Excel para Mac, todas as varidveis foram dicotomizadas da
seguinte forma: escore imunoistoquimico — ausente/fraco ou moderado/forte; escore MELD —
menor que 20 ou maior que 20; nivel sérico de alfa-fetoproteina - maior ou menor que 10
ng/mL, grau de diferenciacdo tumoral segundo Edmonson-Steiner (29) - baixo grau (G1/G2)
ou alto grau (G3/G4); quantidade de nddulos — inico ou multiplos; tamanho do maior nédulo —
maior ou menor que 2,0 cm; invasdo vascular — presente ou ausente; etiologia da doenca de

base — viral (VHC) ou nao viral (etanolica/criptogénica).

Todos as variaveis foram correlacionadas no software Minitab® 19, utilizando-se do
teste de associagdo do qui-quadrado. Os valores de p < 0,05 foram considerados

estatisticamente significativos.
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5 - RESULTADOS

Neste estudo, foram analisadas 36 amostras de carcinoma hepatocelular (n = 36), obtidas
exclusivamente de pacientes submetidos a transplante hepatico, realizados no IAG do HC-
UFMG entre os anos de 2003 e 2015 e armazenadas em blocos de parafina provenientes do

Servi¢o de Anatomia Patoldgica da UFMG.

5.1 — Dados clinicos e laboratoriais

Do total de amostras, 32 (88,8%) sdo provenientes de pacientes do sexo masculino e 4
(11,2%) de pacientes do sexo feminino; o paciente mais jovem submetido ao transplante
hepatico tinha 41 anos e o mais velho 74 anos, enquanto a mediana da idade dos pacientes na
época do transplante foi de 55,5 anos. Todos os casos de CHC do presente estudo foram obtidos
de figado cirroticos, sendo que 16 (44,4%) tinham como doenga de base a hepatite etandlica,

14 casos (38,9%) a hepatite por virus C, além de 6 casos (16,7%) de cirrose criptogénica.

Em relacdo a dados laboratoriais das amostras, temos os seguintes: alanina
aminotransferase (ALT) com valor minimo de 11,0 U/L, maximo de 275,0 U/L e mediana igual
a 48,0 U/L; aspartato aminotransferase (AST) variando de 20,6 a 177,0 U/L, com mediana igual
a 53,0 U/L; bilirrubina total (BT) variando de 0,6 a 8,7 mg/dL, com mediana igual a 2,15 mg/dL;
fosfatase alcalina (FA) variando de 28,4 a 416,0 U/L, com mediana igual a 136,0 U/L; gama
glutamil transferase (GGT) variando de 25,0 a 915,0 U/L, com mediana igual a 62,3 U/L;
lactato desidrogenase (LDH) variando de 169,0 a 682,0 U/L, com valor mediano igual a 356,5
U/L; albumina variando de 2,1 a 3,9 g/dL, com mediana igual a 2,95 g/dL; razdo normalizada
internacional (RNI) variando de 0,99 a 2,51, com mediana igual a 1,49; ureia variando de 12,0
a 72,12 mg/dL, com mediana igual a 26,0 mg/dL; creatinina variando de 0,4 a 3,0 mg/dL, com
mediana igual a 0,89 mg/dL; alfa-fetoproteina (AFP) variando de 1,07 a 537,0 ng/ml, com
mediana igual a 5,5 ng/ml. A andlise dos valores do escore MELD evidenciou uma variacao de

6 a 34 pontos, com mediana de 15 pontos (TABELA 1).
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Tabela 01 — Distribuicdo dos dados clinicos e demograficos dos pacientes submetidos a

transplante hepatico no HC-UFMG no periodo entre 2003 e 2015.

Dados demograficos/clinicos
Sexo
Masculino

Feminino

Idade (anos): mediana (minima - maxima)

Etiologia
Etanolica
VHC

Criptogénica

Dados laboratoriais:
ALT (U/L)
AST (U/L)
BT (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**

*nivel sérico identificado em 23 casos

**escore calculado em 28 casos

32 (88,8%)
4 (11,2%)

55,5(41-74)

16 (44,4%)
14 (38,9%)
6 (16,7%)

Mediana (valor minimo - maximo):
48,0 (11,0 - 275,0)
53,0 (20,6 - 177,0)
2,15 (0,6 — 8,7)
136 (28,4 - 416,0)
62,3 (25,0 - 915,0)
356,5 (169 - 682,0)
2,95(2,1-3,9)
1,49 (0,99 - 2,51)
26 (12,0 - 72,12)
0,89 (0,4 - 3,0)
5,5(0,07 - 537)

15 (6 - 34)

5.2 — Dados morfologicos
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Das 36 amostras, temos os seguintes parametros: numero de nodulos encontrados no

parénquima hepatico variando de 1 a 10 por paciente, sendo a mediana igual a 2 nédulos; ja em

relacao ao tamanho dos nodulos, eles variaram de 1,0 a 5,2 cm, sendo 2,75 cm a mediana dos

nodulos. Invasdo vascular foi detectada em 12 (33,3%) casos pelo HE, estando ausente em 24

(66,7%). Em se tratando do grau de diferencia¢ao tumoral, 27 (75%) casos foram classificados

como baixo grau, sendo que destes, 8 (22,2%) foram considerados como grau I e 19 (52,8%)

como grau II; e 9 casos (25%) foram classificados como alto grau, sendo 7 (19,4%)

considerados grau III e 2 (5,6%) considerados grau IV. Em rela¢do ao padrdo histologico da

neoplasia, 21 (58,3%) casos possuiam padrao trabecular, 5 (13,9%) casos padrao pseudoacinar,

1 (2,8%) padrao solido e 9 (25%) tinham padrao misto (TABELA 2).

Tabela 2 — Dados morfoldgicos de 36 casos de CHC provenientes de transplante hepatico

realizados no HC-UFMG no periodo entre 2003-2015.

Nuamero de nédulos por caso
Tamanho dos nodulos
Invasao vascular
Presente
Ausente
Grau de diferenciacao*
Baixo grau (I/IT)
Grau I
Grau II
Alto grau (III/TV)
Grau 111
Grau IV
*Segundo o escore de Edmonson-Steiner (29)
Padrao histolégico
Trabecular
Pseudoacinar
Soélido
Misto

1 a 10; mediana: 2

1,0 a 5,2 cm; mediana: 2,75 cm

12 (33,3%)
24 (66,7%)

27 (75%)
8 (22,.2%)
19 (52,8%)
9 (25%)
7 (19,4%)
2 (5,6%)

21 (58,3%)
5 (13,9%)
1 (2,8%)
9 (25%)

5.3 — Analise imunoistoquimica
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Os principais padrdes de marcagdo imunoistoquimica para o anticorpo Shh encontram-
se ilustrados nas FIGURAS 6 a 10. As TABELAS 3 e 4 mostram a distribui¢do quantitativa do

escore imunoistoquimico nas lesdes tumorais e no respectivo parénquima cirrdtico adjacente.

Figura 06 - Imunoexpressao do Shh em figado normal (aumentos: 200x e 600x). Observa-se
apenas marcagao focal em colangidcitos (seta).
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area tumoral s6lida (aumento: 400x).
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Figura 08 — A- Marcagdo citoplasmatica moderada da proteina ligante Shh em area tumoral
com arquitetura trabecular (aumento de 100x). B — Células tumorais com marcagdo ausente
para o ligante Shh (aumento de 100x).
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Figura 09 — A- Marcagdo citoplasmatica forte da proteina ligante Shh em &rea tumoral (2
esquerda) com arquitetura pseudoacinar e marcagao moderada em nddulos cirréticos adjacentes
(a esquerda). Visdo panoramica. B — Marcagao citoplasmatica forte da proteina ligante SHH
em area tumoral (regido inferior) com arquitetura trabecular (*) e pseudoacinar (+). Marcagao
fraca em nodulos cirréticos adjacentes (regido superior). Visdo panoramica
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Figura 10 — A e B- Focos de embolizacdo angiolinfatica (setas) em vasos peritumorais.
Marcacao citoplasmatica moderada nas células tumorais (aumento de 200x).
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Tabela 03 — Distribui¢do quantitativa do escore imunoistoquimico tumoral de 36 casos de CHC

provenientes de transplantes hepaticos realizados no HC-UFMG no periodo entre 2003-2015.

Escore Imunoistoquimico Quantidade de casos
Tumoral
0 (Ausente) 16 (44,4%)
1 (Fraca) 8 (22,2%)
2 (Moderada) 10 (27,8%)
3 (Forte) 2 (5,6%)

Tabela 04 — Distribuicdo quantitativa do escore imunoistoquimico no parénquima cirrotico
peritumoral de 36 casos de CHC provenientes de transplantes hepaticos realizados no HC-

UFMG no periodo entre 2003-2015.

Escore Imunoistoquimico Quantidade de casos
Tumoral
0 (Ausente) 16 (44,5%)
1 (Fraca) 17 (47,2%)
2 (Moderada) 3 (8,3%)
3 (Forte) 0 (0%)

5.4 — Correlacio entre os escores imunoistoquimicos e dados clinicos/morfologicos

A analise do escore imunoistoquimico tumoral permitiu correlagdo estatistica entre este
parametro e o grau de diferenciacdo do tumor (p = 0,014), onde dos 27 casos que foram
considerados como baixo grau (G1/G2), 21 (77,8%) apresentaram marcagao ausente/fraca. Dos
9 casos considerados como alto grau (G3/G4), 6 (66,7%) obtiveram marcacao moderada/forte.

Também houve correlagdo significativa entre o grau de expressdo tumoral e a presenga ou
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auséncia de invasao vascular (p = 0,003), observando-se que do total de 24 casos em que nao
houve identificagdo de invasdo vascular, 20 (83,3%) apresentaram marcagao ausente/fraca e
que dos 12 casos com presenca de invasdo, 8 (66,7%) evidenciaram marcagdo moderada/forte.
Nao foi obtida correlagdo com os parametros etiologia da doenca de base (p = 0,227),

quantidade de nddulos (p = 0,157) e tamanho do tumor (p = 0,551).

Em relagdo ao escore imunoistoquimico observado no parénquima cirrético, observou-
se relevancia estatistica apds correlagdo com a presenga de invasao vascular (p = 0,011), nao
sendo identificada correlacdo com o grau de diferenciagdao tumoral (p = 1,000), etiologia da
doenca de base (p = 0,303), quantidade de nodulos (p = 0,546) e tamanho do maior noédulo (p
= 1,000).

Apos andlise da expressdao citoplasmatica do ligante Shh na lesdo tumoral e no
parénquima cirrético adjacente, observou-se relevancia estatistica diante da correlacdo entre
estes dois parametros (p = 0,011), onde notou-se que os 24 casos com escore tumoral
ausente/fraco também obtiveram o mesmo escore no parénquima cirrético. Dos 12 casos com
marcagdo tumoral moderada/forte, 3 (25%) deles também obtiveram este escore no parénquima

cirrético.

Em relacdo aos niveis séricos de alfa-fetoproteina (obtidos em 23 casos), nao foram
observadas correlagdes entre os niveis séricos maiores ou menores que 10ng/ml e a expressao

do SHH tumoral ou no parénquima cirrético (p = 0,526 e p = 1,000, respectivamente)
O célculo do escore MELD foi possivel de ser obtido em apenas 28 pacientes, ndo sendo
observada correlagdo entre a expressao do Shh nas amostras tumorais e cirrdticas com o escore

maior ou menor que 20 (p = 0,291 e p = 1,000, respectivamente).

As TABELAS 05 e 06 resumem as correlagdes descritas acima.
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Tabela 05 — Correlagdo entre o escore imunoistoquimico do Shh no parénquima tumoral com
parametros clinicos e morfologicos de 36 casos de CHC provenientes de transplantes hepaticos

realizados no HC-UFMG no periodo entre 2003-2015.

Variavel Expressdao do SHH tumoral Valor de p
Ausente/fraca Moderada/Forte
Diferenciacio tumoral
Baixo Grau 21 (58,3%) 6 (16,7%) 0,014
Alto Grau 3 (8,3%) 6 (16,7%)
Invasao Vascular
Presente 4 (11,1%) 8 (22,2%) 0,003
Ausente 20 (55,6%) 4 (11,1%)
Nl'!mero de nodulos
Unico 14 (38,9%) 4 (11,1%) 0,157
Multiplos 10 (27,8%) 8 (22,2%)
Etiologia
Viral 11 (30,6%) 3 (8,3%) 0,227
N3o viral 13 (36,1%) 9 (25%)
Tamanho dos nodulos
>2,0cm 20 (55,6%) 9 (25%) 0,551
<2,0cm 4 (11,1%) 3 (8,3%)
Valor de MELD*
> 20 3 (10,75%) 3 (10,75%) 0,291
<20 16 (57,1%) 6 (21,4%)
AFP**
>10ng/ml 3 (13%) 3 (13%) 0,526
<10ng/ml 11 (48%) 6 (26%)

* escore calculado em 28 casos
** nivel sérico identificado em 23
casos
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Tabela 06 — Correlagdo entre o escore imunoistoquimico do SHH no parénquima cirrético
peritumoral com parametros clinicos ¢ morfologicos de 36 casos de CHC provenientes de

transplantes hepaticos realizados no HC-UFMG no periodo entre 2003-2015.

Variavel Expressao do SHH cirrético Valor de p
Ausente/fraca Moderada/Forte
Diferenciacao tumoral
Baixo Grau 26 (72,2%) 1 (2,8%) 1,000
Alto Grau 7 (19,4%) 2 (5,6%)
Invasao Vascular
Presente 9 (25%) 3 (8,3%) 0,011
Ausente 24 (66,7%) 0 (0%)
Numero de nodulos
Unico 16 (44,4%) 2 (5,6%) 0,546
Multiplos 17 (47,2%) 1(2,8%)
Etiologia
Viral 12 (33,3%) 2 (5,6%) 0,303
N4do viral 21 (58,3%) 1(2,8%)
Tamanho dos nodulos
>2.0 cm 27 (75%) 2 (5,6%) 1,000
<2,0 cm 6 (16,6%) 1(2,8%)
Valor de MELD*
>20 6 (21,4%) 0 (0%) 1,000
<20 20 (71,4%) 2 (7,2%)
AFP**
>10ng/ml 5(21,7%) 1 (4,35%) 1,000
<10ng/ml 16 (69,6%) 1 (4,35%)

* escore calculado em 28 casos
** nivel sérico identificado em 23
casos
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6 — DISCUSSAO

O carcinoma hepatocelular, como a neoplasia maligna primaria mais comum no figado
e sendo responsavel pelo quarto maior indice de mortalidade entre os tumores malignos em
pacientes de ambos os sexos (2), ¢ alvo de diversos estudos que procuram avaliar multiplas
caracteristicas intrinsecas desta lesdo, que vao desde suas nuances epidemioldgicas até as

formas de apresentacdo clinica/morfolégica, critérios progndsticos e propostas terapéuticas.

No presente estudo, ao avaliar os aspectos epidemioldgicos de 36 amostras de CHC,
observamos predominio amplo em pacientes do sexo masculino, que abrangem um total de
88,8% dos casos estudados, uma achado ainda mais expressivo quando se compara com 0s
dados da literatura atual, onde a lesdo foi identificada mais frequentemente nos homens em uma
propor¢ao 3:1 (2). A mediana de idade nos pacientes deste estudo, de 55,5 anos, também
corrobora os dados da literatura, onde observa-se o desenvolvimento da neoplasia em pacientes

com idade mais avangada (1).

Em relagdo aos parametros morfoldgicos observados, observou-se que grande parte das
lesdes, da mesma forma que o descrito na literatura, apresentavam aspecto morfoldgico do tipo
trabecular (58,3% dos casos), seguido pelos padrdes mistos (25%) (1). Além disso, o grau de
diferenciagdo tumoral, quantidade de nddulos, tamanho do maior nodulo e a presenca ou
auséncia de invasdo vascular sdo importantes parametros a serem avaliados quando do
estabelecimento do diagndstico e do estadiamento patologico (32). Neste estudo, 75% dos casos
foram considerados como de baixo grau, segundo os critérios de Edmonson-Steiner (29), 66,7%
ndo apresentavam invasao vascular identificada, 50% apresentavam nodulo unico e a mediana
de tamanho do nodulo dominante foi de 2,75 cm. No servigo de transplante hepatico do HC-
UFMGQ, a indica¢do do procedimento para tratamento do CHC baseia-se nos critérios de Milao
(55), onde pacientes portadores de nddulos tnicos de tamanho menor ou igual a 5 cm ou até
trés nodulos de até 3 cm sdo candidatos ideais para sua realizagdo. Os nossos dados observados
sao compativeis, em sua maioria, com os critérios utilizados, porém vale destacar que seis
pacientes do total se apresentaram com mais de 3 nddulos (um deles com nodulo dominante
maior que 3 cm) apds realizagdo do exame macroscopico do explante. Esse achado € justificado
pela forma de abordagem pré-operatoria das lesoes, onde sdo utilizados exames de imagem e
critérios estabelecidos pelo Barcelona Clinic Liver Cancer (BCLC) para o estadiamento clinico

da neoplasia e indicagdo do melhor tratamento (36). Com isso, podem ser gerados dados
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discrepantes e lesdes de tamanho mais reduzido podem nao apresentar aspecto radioldgico

tipico e ndo serem identificadas nos exames de imagem pré-operatorios.

O escore MELD, atualmente utilizado como um preditor de mortalidade pré-operatéria
em pacientes com doenca hepatica avangada, apresentou mediana de 15 pontos, um valor que
reflete a condigdo clinica satisfatoria dos pacientes submetidos ao transplante hepatico para
tratamento da neoplasia. Vale destacar que os pacientes também receberam pontuacao adicional
por conta da neoplasia concomitante e, portanto, recebem maior prioridade na fila do

transplante mesmo apresentando condigoes clinicas favoraveis.

Seguindo a mesma linha de raciocinio dos pardmetros clinicos utilizados para célculo
do escore MELD, os niveis de alfa-fetoproteina (AFP), considerada como um dos principais
marcadores para rastreamento e estadiamento do CHC (42, 56, 57), apresentavam niveis mais
baixos que os normalmente observados na literatura para pacientes portadores da lesdo,
usualmente acima de 100ng/mL (42, 56). Neste trabalho, a mediana dos valores de AFP foi de
somente 5,5 ng/mL e apenas dois pacientes apresentavam niveis superiores a 100 ng/mL. No
entanto, vale ressaltar que, durante a revisdo dos prontudrios eletronicos, somente 23 pacientes,

dos 36 estudados, apresentavam registro dos niveis séricos de AFP.

Em estudo realizado por Lima et al., observou-se que os niveis séricos de AFP, quando
elevados, apresentavam correlagdo com a imunoexpressao da Molécula de Adesao de Células
Epiteliais (EpCAM), considerado um biomarcador de células progenitoras responsaveis por
processos de proliferacao, diferenciacdo e renovagao celular, além de ser um gatilho para lesdes
neoplasicas. Nesse trabalho, a mediana do nivel sérico da proteina foi de 59 ng/mL, visto que
foram utilizadas somente amostras oriundas de ressec¢des hepaticas parciais (54). Isso mostra
a importancia deste marcador como um fator ligado a vias carcinogénicas a partir de seus
estimulos de proliferacdo e diferenciacdo celulares, tal qual ¢ a via Hedgehog. No nosso
trabalho, entretanto, ndo observamos correlagao entre a imunoexpressao tumoral e cirrotica do
Shh e os niveis séricos de AFP maiores que 10 ng/mL (p =0, 526 e p = 1,000, respectivamente).
A avaliagdo de apenas um dos fatores ligantes da via Hh, associado ao reduzido nimero de
amostras e limitagao do perfil amostral para somente pacientes submetidos a transplante, podem

ter contribuido para ndo obtermos correlagdes significantes.
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Em estudo de avaliagdo e caracterizagdo genomica do carcinoma hepatocelular, foi
identificada expressdo da via Hh especialmente em tumores associados a baixa assinatura no
p53, o que sugere uma regulacdo, pelo menos de forma parcial, deste gene pela ativagdo do
PTCHD4 (73). Este achado corrobora ainda mais a importancia dos componentes da via Hh na
hepatocarcinogénese, levando a necessidade cada vez maior de estudos que avaliem esta cascata

de sinalizagdo nesta neoplasia.

Neste trabalho, podemos observar imunomarcagdo positiva do ligante Sonic Hedgehog
(Shh), identificada em 55,6% dos casos. Estes achados corroboram estudo realizado por Xie et
al., que observaram a ativacgao da via Hh (incluindo detec¢dao do Shh) em 59,2% das amostras,
utilizando-se técnicas de hibridizacgdo in situ e real time PCR (43). Nesse estudo citado, porém,
a deteccao do Shh no parénquima hepatico adjacente foi observada na minoria dos casos, o que
contrasta com o nosso resultado de 55,5% dos casos apresentando marcagao, mesmo que fraca,
no parénquima cirrdtico peritumoral. Esta diferenca observada pode ser explicada pelo fato de
que, no primeiro estudo, foram utilizadas amostras de CHC ndo necessariamente associadas a

cirrose ou amostras desprovidas de representacao de parénquima peritumoral.

A ativagdo da via Hh em casos de hepatopatias e sua evolugdo para cirrose ja foram bem
caracterizadas anteriormente. O primeiro estudo que mostrou tal associacdo data de 2001, onde
Shakel et al observaram aumento na expressao dos marcadores PTCH e GLI em analises de
microarray de amostras de figado obtidas de pacientes com diagnostico de colangite biliar
primaria e colangite esclerosante primaria (44). Pereira TA et al. observaram que, nas hepatites
virais B e C, houve aumento gradativo na expressdo dos componentes da via Hh em amostras
com fibrose hepatica ausente até casos de fibrose avangada e cirrose (70). Em outro estudo deste
mesmo autor, através de analises em casos humanos ¢ em culturas de células, observou-se
associacdo entre a ativagdo da via de sinalizagdo em processos de fibrose hepatica
esquistossomotica, através da observagdo de aumento na expressdo dos ligantes e fatores de
transcrigdo em células fibrogé€nicas, ao passo que a marcagdo nao foi demonstrada no
parénquima hepatico normal (45). Younossi e colaboradores validaram a imunoexpressao do
fator ligante Shh em amostras de pacientes portadores de esteato-hepatite ndo alcoolica (NASH)
(71). Os autores desse trabalho avaliaram de forma computacional as amostras digitalizadas e
mostraram relacdo entre a imunoexpressao do Shh e pardmetros morfologicos utilizados
rotineiramente para o diagndstico de NASH, como balonizagdo, presenca de corpusculos de

Mallory-Denk, grau de atividade inflamatdria e mesmo fibrose (71).
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Neste estudo, além de observarmos de forma satisfatoria a expressao do ligante Shh no
parénquima cirrotico, também realizamos a correlagdo entre estes dados obtidos e
imunomarcacao do Shh no parénquima tumoral associado. A partir disso, notamos uma
correlagdo estatisticamente significante (p=0,011), com a ressalva de que a marcagao na cirrose
adjacente adquire um escore ligeiramente mais fraco do que o observado nas células
neoplasicas. Esse dado pode sugerir que hd uma maior producao do ligante nas células tumorais
em relagcdo ao paréquima adjacente ou mesmo que este componente possa estar sendo alvo de
modulagdo mais eficaz, através de seus inibidores, no parénquima ndo neoplasico (46). Para
confirmacdo destas hipdteses, estudos adicionais com os fatores de transcricdo se fazem

necessarios.

O grau de diferenciagao tumoral da neoplasia possui correlagdo com o comportamento
mais agressivo da neoplasia e consequentemente pior prognostico. De acordo com estudo
realizado com Tamura ef al., o grau histologico de diferenciacao tumoral, isoladamente, pode
representar um fator prognostico independente, ja que tumores de baixo grau apresentam um
aumento de trés anos na taxa de sobrevida em pacientes com nddulos de tamanhos variaveis
quando comparados a pacientes portadores de lesdes de alto grau (47). Cai ef al. demonstraram
correlacdo entre os niveis de marcacdo do Shh e o grau de diferenciagdo tumoral em CHCs,

porém utilizando modelos murinos experimentais (27).

Também utilizando modelos experimentais in vivo, Kumari ef al. obtiveram correlagao
entre o nivel da expressdo do fator ligante Shh, receptor PTCH e fatores de transcricdo GLI1/2
com o grau de diferenciagdo tumoral, a0 mesmo passo que houve decréscimo na expressao da
via Wnt/B-catenina (48). Hong H., utilizando amostras humanas ndo obteve relevancia
estatistica ao correlacionar a ativagao dos fatores transcricionais GLI-1 e GLI-2 com o grau de
diferenciagdo tumoral, apesar de serem obtidas correlacdes entre esses fatores e algumas
proteinas associadas a transi¢do epitelial-mesenquimal e consequente potencial metastatico
(49). O mesmo resultado também foi obtido no estudo realizado por Huang el al. (24). No nosso
estudo, entretanto, obtivemos correlacao positiva (p = 0,014) entre o grau de marcagao tumoral
forte/moderada do Shh e tumores considerados de alto grau. Esta correlagdo nao foi encontrada
em outros trabalhos na literatura de forma estatisticamente significante, utilizando-se de

amostras humanas.
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A presenca de invasdo vascular também ¢ um valioso critério utilizado para
estadiamento do CHC, inclusive sendo utilizado no protocolo do American Joint Comitee on
Cancer (AJCC) em sua ultima edigdo (32). Nao encontramos nenhum outro trabalho na
literatura que avalie a correlagdo entre a presenca de invasdo vascular e a intensidade de
marcacdo dos componentes da via de sinalizacio Hedgehog. Obtivemos uma correlagao
estatisticamente valida (p = 0,003) ao correlacionar esses dois pardmetros. Esta associacao,
juntamente com a observada com o grau de diferenciacdo tumoral, nos permite afirmar que o
nivel de marcacdo citoplasmatica do Shh pode ser considerado um fator progndstico associado
a pior comportamento da lesdo. Vale destacar ainda que obtivemos correlagao valida (p=0,011)
ao avaliar o0 escore imunoistoquimico no parénquima cirrdtico e a presenca de invasao vascular,
o que nos permite considerar o fato de que o estudo do parénquima cirrético pode vir a ser util
na tentativa de predizer o comportamento bioldgico da lesdo tumoral associada, estabelecer

uma avalia¢ao progndstica e mesmo auxiliar na defini¢dao de tratamentos.

Como os demais estudos ja realizados, ndo obtivemos correlagdo estatistica ao realizar
a analise do grau de expressdao do Shh no parénquima tumoral e cirrético com os parametros

tamanho da lesdo dominante e multiplicidade de nédulos (24, 47,48,49,50).

No que se refere a etiologia da cirrose peritumoral, alguns estudos ja evidenciaram que
a expressao da via de sinalizagdo Hedgehog encontra-se aumentada em células infectadas pelos
virus das hepatites B ¢ C, como ja foi citado anteriormente (51 e 52). Pereira TA et al
observaram que tanto na hepatite B quanto na hepatite C, os niveis de componentes da via do
Hh correlacionaram-se com o grau de fibrose, havendo também expressdao em miofibroblastos,
células endoteliais sinusoidais ativadas e células progenitoras. Além de contribuir diretamente
para o processo de fibrogé€nese nesses casos, a via do Hh pode estar associada com a
hepatocarcinogénese, visto que ¢ uma via de sobrevivéncia de células tronco do cancer. Na
populagdo desse estudo (amostras humanas infectadas com o VHB ou VHC), houveram poucos
casos com CHC concomitante, nos quais nao foi observada ativagdo da via no tecido tumoral,
apenas nas regioes peritumorais. Para corroborar este achado com os deste presente trabalho,

estudos adicionais com o fator de transcri¢ao GLI sao fundamentais.

Chan et al mostraram relacdo entre a ativacdo do Hh e lesdes hepaticas causadas pelo

alcool. Os autores analisaram um modelo de hepatocarcinogénese associada a ingesta alcodlica
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e obtiveram correlagdo valida entre a exposi¢do ao alcool e elevagdao dos niveis dos fatores

ligantes e fatores de transcri¢ao Hh (72).

No nosso estudo, entretanto, ndo obtivemos correlagdo estatistica entre o grau de
expressao tumoral e cirrdtica com a etiologia da doenga de base, seja ela viral ou associada ao
consumo etandlico, apesar de observarmos expressdo tumoral moderada/forte em 3 casos
considerados como de etiologia viral (VHC) e em 9 casos de etiologia ndo viral. Porém, estudos
posteriores sdo necessarios para comprovar a ativacao da via através dos fatores de transcrigao,
ja que o tecido pode nao ser responsivo ao fator ligante, consequentemente nao sendo realizada
a ativacdo de genes-alvo. Além disso, as amostras consideradas como de etiologia criptogénica
podem ter prejudicado a andlise estatistica, ja que estes casos poderiam ser reagrupados em

etiologias diversas, como por exemplo NASH.

Ren et al. evidenciaram ndo s6 que a via de sinalizagao hedgehog encontra-se ativada
no carcinoma hepatocelular, como também a expressao do fator de transcricado GLI-1 encontra-
se diretamente associada a pior sobrevida livre de doenca em 4 anos, com apenas 8,9% de
sobrevida livre de doenca nos pacientes que apresentaram expressao positiva e 50,4% nos
pacientes com expressao negativa. Neste mesmo estudo foi obtida correlagio entre a expressao
do fator SMO e o tamanho da neoplasia (50). Devemos ressaltar, porém, que esse trabalho
analisou a expressdo dos componentes da via de sinalizacdo hedgehog através de técnicas de
PCR, com sequenciamento de DNA e Western blot, que apesar de serem técnicas precisas, sao
de alto custo e pouco exequiveis na maioria dos servigos brasileiros. A técnica de
imunoistoquimica apresenta-se mais vidvel para ser incorporada em rotinas de pesquisa,

diagnostico e progndstico do CHC na maioria dos laboratdrios.

Em suma, os resultados apresentados e discutidos demonstram que a via Hedgehog
parece ter importancia ndo somente nos mecanismos patogénicos do carcinoma hepatocelular
e da cirrose hepatica, como também abre perspectivas para estudo dos seus componentes como

forma de avaliagdo prognostica e estabelecimento de métodos para intervengoes terapéuticas.
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7 - CONCLUSAO

Considerando que:

- H& imunoexpressao do fator ligante Sonic Hedgehog no CHC e no parénquima

cirrotico adjacente;

- Ha correlagao estatistica entre o escore imunoistoquimico tumoral do Shh com o grau

de diferenciacao tumoral e a presenca de invasao angiolinfatica;

- Ha correlacdo entre o nivel de expressao do Shh no parénquima cirrético adjacente e
a marcag¢ao tumoral (com expressdo mais fraca na cirrose adjacente), bem como com a presenca

de invasao angiolinfatica;

- Nao hé correlagdo estatistica entre a expressdo tumoral e cirrdtica do Shh quando
comparadas com o escore pré-operatorio MELD, nivel sérico de alfa-fetoproteina, tamanho da

lesdo, quantidade de nddulos e etiologia da doenga de base;

Este estudo nos permite corroborar dados da literatura e, portanto, sugerem e estimulam
estudos posteriores da via de sinalizagdo Hh no CHC como forma de utiliza-lo como um critério
prognostico e avaliar o potencial efeito benéfico de inibidores da via em pacientes portadores

desta neoplasia.

As perspectivas para além deste trabalho buscam avaliar outros componentes da via,
como o IThh, recentemente correlacionada com tumores associados a esteato-hepatite nao
alcodlica (71), Gli-2 (gene alvo e fator de transcri¢do), Patched (receptor e gene alvo) e
osteoponina (gene alvo), de forma a tentarmos estabelecer correlagdes ndo s6 com os niveis de

expressao dos fatores ligantes, mas com toda a cascata de ativagdo no CHC.
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9 — ANEXOS
9.1 — Anexo 1- Carta de aprovacio do COEP UFMG.

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA - COEP

Projeto: CAAE 71206617.8.0000.5149

Interessado(a): Profa. Paula Vieira Teixeira Vidigal
Depto. Anatomia Patoldgica
Faculdade de Medicina - UFMG

O Comité de Etica em Pesquisa da UFMG — COEP aprovou, no
dia 13 de setembro de 2017, o projeto de pesquisa intitulado “ Estudo
imunohistoquimico da via de sinalizacao hedgehog no carcinoma
hepatocelular e sua relagdo com macréfagos associados ao
tumor, neo-vasculogénese tumoral e impacto prognodstico.” bem
como o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

O relatdrio final ou parcial devera ser encaminhado ao COEP um

ano ap6s o inicio do projeto através da Plataforma Brasil.

9]
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<
Profa. Dra. Vi(/ian Resende
Coordenadora do COEP-UFMG

Av. Pres. Antonio Carlos, 6627 — Unidade Administrativa II - 2° andar — Sala 2005 — Cep:31270-901 — BH-MG
Telefax: (031) 3409-4592 - e-mail: coep@prpg.ufmg.br



9.2 — Anexo 2- Protocolo de microscopia de peca de explante hepatico

Servico de Anatomia Patologica do HC-UFMG

Prontuério: Numero do exame:

FIGADO - Procedimento ciriirgico:

[_] Hepatectomia total (transplante)

Exame microscopico:
Tipo histolégico: Carcinoma Hepatocelular.

o Padréo histologico: [ ] Trabecular
[ ] Pseudoacinar
[1 Solido
(] Fibrolamelar

o Necrose: [Isim [] ndo

o Padrio citologico: [ hepatocitico [] células claras
[] oncocitico [ 1 células fusiformes

[] células gigantes 1 pleomorfico
o Mitoses: /10 CGA

o Caracteristicas intracelulares: [_] Esteatose ( [_]leve [_] moderada [_]acentuada)
[ Pigmento biliar [ ]| Corptsculo de Mallory
[_1Vidro Fosco [_] Globulos hialinos
[1Degeneracio Baloniforme [ ] Outra:

o Grau de diferenciacdo (Edmondson-Steiner modificado):

[] Baixo grau (Grau I/I)
[1 Alto grau (Grau III/IV)

» Gradagdo (Edmondson-Steiner, 1954)
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e Grau I — quando o tumor ¢ bem diferenciado, composto por
células pequenas semelhantes aos hepatdcitos, com disposicao
trabecular.

e QGrau Il — quando as células sdo maiores, com nucleos
irregulares, citoplasma eosinofilico, com ou sem disposi¢ao
glanduliforme.

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

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

o Presenca de embolizacdo sanguinea ou linfatica em HE: [_] ndo [] sim

o Presenca de embolizacao sanguinea ou linfatica em IHQ:
e CD34:[]nio [ sim
e D2-40: [ 1ndo []sim

o Parénquima hepatico nao tumoral:
[] Histologicamente dentro dos limites da normalidade.
[] Alteragdes secunddrias a processo expansivo intraparenquimatoso.
[_] Presenca de hepatopatias cronicas nio cirroticas.
[ Cirrético
[] Atividade inflamatéria crénica: [_Indo [] sim, grau: (1 a4, METAVIR)



