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RESUMO

Introdugao: O carcinoma hepatocelular (CHC) é resultado de constantes lesdes no
figado capazes de desencadear modificacdbes na estrutura dos hepatdcitos. A
morfometria nuclear tem se mostrado util na detecgdo destas alteragdes celulares,
possibilitando que as mesmas sejam quantificadas, conferindo maior precisao e
objetividade na analise histolégica. Objetivo: Identificar alteracbes na estrutura
nuclear e da textura de cromatina em amostras de CHC de pacientes submetidos
ao transplante hepatico. Materiais e métodos: Foram analisadas amostras de
tecido tumoral e tecido adjacente nao-neoplasico de 34 individuos submetidos a
transplante hepatico por CHC. Apds a confirmacgao diagndstica e a selegao da area
exata do tumor, os tecidos foram reunidos em blocos de tissue microarray utilizados
na confecgao de laminas histolégicas coradas por Hematoxilina-Eosina. As imagens
microscopicas de cada cilindro foram analisadas no software ImageJ quanto aos
parametros nucleares de area, perimetro, circularidade, didametro de Feret, média de
escala de cinza, solidez, razdo de aspecto e dimensao fractal. Variaveis
clinico-patoldgicas de relevancia clinica foram obtidas através de consulta ao
prontuario médico. Resultados: Dos 34 casos, 55,9% eram homens e 67,6% tinham
histéria de hepatite C. Houve diferencas entre as amostras de CHC e tecido
adjacente nao-neoplasico quanto ao perimetro (p=0,025), circularidade (p=<0,001),
solidez (p=< 0,001), razdo de aspecto (p=<0,001) e dimensao fractal (p=0,001).
Valores mais altos de média de escala de cinza (p=0,034) e o didametro de Feret
(p=0,024) foram associados a pontuagbes mais elevadas no Model for End-Stage
Liver Disease. Nucleos com maior area (p=0,014) e didmetro de Feret (p=0,035)

foram associados a menor sobrevida. Os pontos de corte para diferenciagdo das



células neoplasicas foram de >22,05 ym para perimetro com uma sensibilidade de
88% e especificidade de 85% (p=0,038). E de >1,14 um para dimenséo fractal com
uma sensibilidade de 70% e especificidade de 91% (p =0,004). A correlagdo de
Pearson inter-avaliadores teve significancia (p=<0,001) em relacdo a area,
circularidade, diametro de Feret, média de escala de cinza e razdo de aspecto.
Conclusées: Foi encontrada diferengca significativa nas medidas nucleares
(perimetro, circularidade, solidez e razdo de aspecto) e na textura da cromatina
entre as amostras de CHC e tecido adjacente n&o-neoplasico de pacientes
transplantados hepaticos, bem como a associacdo dessas alteragdes com
caracteristicas clinicas relevantes (idade, Model for End-Stage Liver Disease,
recorréncia e sobrevida). A andlise morfométrica mostrou alta sensibilidade e
especificidade quanto ao perimetro e dimensao fractal na discriminagcdo entre
hepatécitos neoplasicos e ndo neoplasicos, apresentando capacidade de replicagao

inter-observadores.

Palavras-chave: Patologia; Carcinoma hepatocelular; Transplante de figado;

Transformacao Celular Neoplasica; Tecnologia biomédica.



ABSTRACT

Background: Hepatocellular carcinoma (HCC) is the result of constant liver
damage that can trigger changes in the structure of hepatocytes, leading to a
malignant transformation. Nuclear morphometry has been shown to be useful in
detecting these cellular changes, allowing them to be quantified and providing
greater accuracy and objectivity in histological analysis. Aim: To identify differences
in nuclear morphometry and chromatin texture in HCC samples from patients
undergoing liver transplantation. Methods: HCC and adjacent non-neoplastic tissue
samples were analyzed from 34 individuals post-liver transplant . The samples were
selected upon confirmation of the diagnosis of HCC and indication of the exact
location of the tumor in the paraffin block in the analysis by the pathologist. These
samples were assembled in 60-cylinder microarray tissue blocks, and from them
histological slides stained by Hematoxylin-Eosin were cut and made. Microscopic
images of each cylinder were obtained in a capture microscope and analyzed in the
Imaged software for the nuclear parameters of area, perimeter, circularity, Feret's
diameter, mean gray value, solidity, aspect ratio and fractal dimension. Results: Of
the 34 cases, 55.9% were men and 67.6% had a history of hepatitis C. HCC and
adjacent non-neoplastic tissue samples differed regarding perimeter (p=0.025),
circularity (p=<0.001), solidity (p=<0.001), aspect ratio (p=<0.001), and fractal
dimension (p=0.001). Higher mean gray value (p=0.034) and Feret diameter
(p=0.024) were associated with higher scores in the Model for End-Stage Liver
Disease. Nuclei with a larger area (p=0.014) and Feret diameter (p=0.035) were
associated with lower survival. The cut-off points for differentiation of neoplastic cells

were >22.05 ym for perimeter with a sensitivity of 88% and specificity of 85% (p =



0.038). And of >1.14 um for fractal dimension with a sensitivity of 70% and specificity
of 91%(p=0.004). Pearson's inter-rater correlation was significant (p=<0.001) in
relation to area, circularity, Feret's diameter, mean gray value and aspect ratio.
Conclusions: A significant difference was found in the nuclear measurements
(perimeter, circularity, solidity and aspect ratio) and in the chromatin texture between
the samples of HCC and adjacent non-neoplastic tissue from liver transplant patients,
as well as the association of these changes with relevant clinical characteristics (age,
Model for End-Stage Liver Disease, recurrence and survival). The morphometric
analysis showed high sensitivity and specificity regarding the perimeter and fractal
dimension in the discrimination between neoplastic and non-neoplastic hepatocytes,

with the ability to replicate inter-observer.

Keywords: Pathology; Carcinoma, Hepatocellular; Liver Transplantation; Cell

Transformation, Neoplastic; Biomedical Technology.
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1. INTRODUGAO

O céancer hepatico é a terceira principal causa de morte por cancer no
mundo, sendo o carcinoma hepatocelular (CHC) o tipo histolégico mais comum,
correspondendo a 75-85% dos casos'. A carcinogénese do CHC desenvolve-se de
forma lenta mediante um acumulo de lesdes constantes, independentemente da
etiologia subjacente. A ocorréncia de eventos regenerativos repetidos culmina na
cirrose, principal fator de risco do CHC2 Entre as modalidades terapéuticas
utilizadas no CHC, o transplante hepatico é a opgao que esta associada a menor
risco de recorréncia tumoral®.

A existéncia de alteragdes no nucleo celular envolvendo tamanho, formato e
organizagao da cromatina € comumente constatada em células em transformacéao
maligna, situagdo que pode desencadear modificacbes que afetam a expressao
génica*.

Em células tumorais, mudangas drasticas na textura da cromatina nuclear
sdo frequentes e encontram-se relacionadas a progressao da doenga®. A dimensé&o
fractal (DF) destaca-se como um importante parametro de avaliagdo da textura da
cromatina, uma vez que caracteriza estruturas complexas que nao enquadram-se na
geometria Euclidiana®.

Os métodos de analise histolégica digital, embora ja explorados na pratica
experimental, tém acumulado avangos tecnoldgicos significativos. Ha uma rapida
evolucdo das ferramentas computacionais além do aumento da complexidade de
algoritmos’. Nesse contexto, a morfometria consiste na mensuragdo do

comprimento, area ou volume de nucleos, células e componentes teciduais®, que
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surge como um importante recurso na deteccdo e quantificagdo de modificagdes
nucleares, com o intuito de diminuir a subjetividade das técnicas de diagndstico
histoldgico®.

A analise morfométrica e de textura de cromatina tem sido empregada em
estudos com diferentes tipos de cancer e outras doengas, com resultados
promissores quanto as vantagens de sua utilizagdo na discriminagado de alteragdes
nucleares. Apesar disso, € notavel na literatura uma escassez de estudos que
abordam o emprego desta técnica no CHC, necessitando uma maior investigagao

sobre a relevancia de seu uso e possivel incorporacéo na pratica clinica.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 CARCINOMA HEPATOCELULAR (CHC)

2.1.1 Epidemiologia
Estima-se que em 2020 o cancer hepatico foi o sexto tipo neoplasico mais
comumente diagnosticado e a terceira principal causa de morte por cancer em todo

o mundo (Figura 1), com a ocorréncia de 905.677 novos casos e 830.180 obitos™.

Incidéncia

Mama Mortalidade
feminino

11,7%

Outros
Canceres
36,9%

Colorretal

Outros
Canceres
29,2% Colorretal
9,4%

10,0% .
Leucemia o
3,1% ‘ Figado
Colo uterino 8,3%
3,4% !
Prostata =
3,8% Estomago
Bexiga Pancreas 7, 7%
3,0% 4,7% Ma!m_a
Tireoide ./ 4 Eséfago feminino
3,0% cColo uterino : Estomago 5,5% 6,9%
3,1% Flgando 5,6%
Esédfago 47%
3,1%

Figura 1. Distribuicdo de casos e mortes para as 10 neoplasias mais comuns no mundo em

2020 em ambos os sexos e idades. Adaptada de Sung et al., 2021".

Na populagao brasileira, o cancer hepatico aparece como a 112 neoplasia
mais frequente com 12.674 novos casos em 2020 sendo a 72 causa de ébito com
12.139 mortes em 2020". Dentre as neoplasias hepaticas, o CHC consiste no tipo

histolégico predominante, manifestando-se com caracteristicas agressivas em mais
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de 80% dos casos'®.

O CHC dificilmente acomete individuos com idade inferior a 40 anos,
atingindo seu apice por volta dos 70 anos de idade®. Ele € normalmente duas vezes
mais comum em homens do que em mulheres'. Contudo, em algumas localidades,
a taxa se aproxima entre os sexos, mas os fatores de risco associados a essa
incidéncia aumentada em mulheres ainda nao foram identificados'. Sugere-se que a
origem desta disparidade seja proveniente de diferengas comportamentais, ingestéo
de bebidas alcodlicas, reagdes imunoldgicas e epigenética’ .

Nas ultimas décadas houve grande avango na compreensdo de aspectos
epidemiologicos, fatores de risco e desenvolvimento do CHC. Além disso, foram
desenvolvidas diversas ag¢des de prevencgao, vigilancia, detecgao precoce, métodos

diagnosticos e aprimoramento dos tratamentos disponiveis’®.

2.1.2 Aspectos clinicos

A sintomatologia do CHC é inespecifica, comumente presente somente em
pacientes em estagio avancado e relacionada ao comprometimento da fisiologia
hepatica. Todavia, existe a possibilidade de ocorréncia de sinais e sintomas como
dor abdominal, massa abdominal palpavel a direita, inapeténcia, distensdo da
parede abdominal, ictericia, ascite, perda de peso, mal-estar geral, sinais de
encefalopatia hepatica e hemorragia digestiva'”18.

A tipica progressao do CHC envolve o aumento gradual do tumor primario
até que este atinja tamanho suficiente para afetar a fungdo hepatica ou provocar
metastases, principalmente pulmonares. A ocorréncia do o6bito € normalmente

causada por diferentes fatores, que incluem: caquexia, hemorragia gastrointestinal

19



ou de varizes esofagicas, insuficiéncia hepatica com coma hepatico ou pela

hemorragia provocada por ruptura do tumor™®.

2.1.3 Diagnéstico e estadiamento

Na maioria dos casos o diagnostico do CHC ¢é tardio, pois muitos pacientes
possuem cirrose compensada concomitante ao CHC, fazendo com que este seja
subdiagnosticado até que ocorra uma descompensagao da fungao hepatica ou
encontre-se em um estagio avancgado. Estima-se que em mais de 20% dos casos de
CHC haja um quadro cirrético ndo identificado previamente ao diagnéstico do CHC®.

No diagndstico do CHC sao consideradas caracteristicas individuais como a
severidade da cirrose hepatica e o grau de malignidade do CHC, visto a forte relagéo
entre as duas doencgas?'. O Barcelona Clinic Liver Cancer (BCLC) fundamenta-se na
avaliagdo de parametros de carater clinico, sendo considerado como padrao
internacional no estadiamento do CHC"822,

Ja o Sistema Tamanho-Numero-Metastase (TNM), fundamenta-se nas
caracteristicas do tumor, nos linfonodos e em provaveis metastases. Através dele
torna-se possivel enquadrar pacientes em categorias que apresentem similaridade
de progndsticos entre seus integrantes, auxiliando assim na tomada de medidas

terapéuticas?.

2.1.4 Etiologia

A cirrose hepatica segue como fator causal predominante na carcinogénese

do CHC, independente da etiologia. Estima-se que 70-80% dos casos de CHC em
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paises ocidentais, inclusive o Brasil, ocorram em associa¢gao com a cirrose hepatica
decorrente da infecgdo cronica pelos virus das hepatites B (VHB) e C (VHC)**#*,

Os portadores de VHB apresentam 10-25% de chance de desenvolverem
CHC. A hepatocarcinogenicidade do VHB pode ser minimizada se tomadas medidas
terapéuticas adequadas que levem a supressdo viral, resultando na reducado da
ocorréncia do CHC de 13,7% para 3,7%, com maior diminui¢do de risco encontrada
em pacientes cirroticos?®. Em infectados com VHC, ha desenvolvimento de hepatite
crébnica em 80% dos pacientes, com cerca de 20% dos casos evoluindo para cirrose
e CHC?,

Com o objetivo de avaliar a etiologia do CHC na populagédo brasileira, um
estudo demonstrou que houve o diagndéstico de cirrose em 98% dos casos, sendo o
VHC o fator etiolégico predominante. O VHC esteve presente em 54% da amostra,
seguido do VHB (16%) e ingesta de alcool (14%). Nas regides Sudeste e Sul, o VHC
permanece como a principal causa de doencga hepatica, estando presente em cerca
de 55% dos casos®.

Outro importante fator contribuinte é a ingestdo excessiva de bebidas
alcodlicas por provocar o acumulo de gordura hepatica, necro-inflamacao, fibrose,
cirrose e desnutricdo?. O consumo de alcool em associagdo com a infecgdo pelo
VHC atua de forma sinérgica, elevando a incidéncia de CHC entre 1,7 e 2,9 vezes
quando comparado a agdo sozinha do VHC?,

Podem contribuir ainda a contaminagdo de alimentos com aflatoxinas?,
diabetes®, obesidade®' e condigbes de ordem genética como a hemocromatose®?. A
esteato-hepatite ndo-alcodlica e a cirrose criptogénica também podem influenciar no

desenvolvimento do CHC?®.
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2.1.5 Tratamento

A tomada de decisbes terapéuticas no tratamento do CHC é complexa, visto
que necessita de uma avaliagdo criteriosa levando em consideracido as
caracteristicas do tumor, a extensao da doenga, as comorbidades do paciente e a
disfungdo hepatica (com grande potencial exacerbacgao durante o tratamento)®.

Os principais tratamentos utilizados no CHC com propdsito curativo incluem:
ressecgao cirurgica, ablacdo por radiofrequéncia/microondas, quimioembolizag&o
transarterial, transplante hepatico e, com menor frequéncia, a administracdo de

quimioterapia sistémica®.

2.1.6 Transplante Hepatico

Entre as principais medidas terapéuticas aplicadas ao tratamento do CHC, a
realizagao do transplante hepatico destaca-se pela elevada capacidade de remissao
da doenga, possibilitando que em um unico procedimento cirdrgico seja removida
tanto a massa tumoral quanto tecidos adjacentes comprometidos®®'. A efetividade da
utilizagdo do procedimento de transplante de figado como medida terapéutica no
tratamento do CHC em estagio inicial € comumente reconhecida. Seu éxito provém
de numerosas modificacdes feitas desde a realizacdo do transplante pioneiro no ano
de 1963 até o atual momento®. A taxa de sobrevida é de 75% apds 4 anos de
realizacdo do transplante hepatico, se respeitados os critérios de Mildo®.

Os critérios de Mildo, utilizados desde 1996, determinam que o transplante
hepatico seja recomendado conforme o numero e tamanho dos tumores. Se
aplicados, apresentam associagdo com a diminuicdo da recidiva e sobrevida

praticamente idéntica a de pacientes cirréticos sem CHC*,
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Durante o processo de avaliagdo da elegibilidade de pacientes candidatos
aos transplante hepatico considera-se como forma de classificagdo da gravidade da
doenga a utilizagdo de instrumentos como A Classificagdo de Child-Turcotte-Pugh
(CTP) (Tabela 1) e o Model for End-stage Liver Disease (MELD) (Tabela 2)%.
Ambos consistem em indicadores usados na alocacédo de candidatos ao transplante
na fila de espera pelo 6rgdo doado. Sdo uteis na avaliagdo do progndstico,
sobrevida e o6bito pés-transplante além de incluirem parametros relacionados a
questdo de qualidade de vida*. Para ambos os indicadores, valores elevados
representam maior gravidade da doenga®**.

Todavia, apesar da criteriosa escolha dos pacientes para a realizagao do
transplante hepatico, estima-se que em 10-20% dos individuos pés-transplantados
ocorra nova manifestacdo do CHC. A recidiva tumoral nesta fase consiste no fator

de maior impacto sobre a sobrevida do paciente a longo prazo*-43.
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Tabela 1. Critérios para Classificagdo de Child-Turcotte-Pugh e influéncia sobre a sobrevida

1 ponto 2 pontos 3 pontos
Bilirrubina sérica (mg/dl) <2,0 2,0-3,0 >3,0
Encefalopatia Nenhum Minimo Coma avangado
Ascite Nenhuma Facilmente controlada  Mal controlada
Tempo de Protrombina 0-4 4-6 >6
ou RNI* <1,7 1,7-23 >2,3
Albumina sérica (g/dl) >3,5 3,0-3,5 <3,0

Classe A Classe B Classe C
Total de Pontos 5-6 7-9 10-15
Sobrevida em 1 ano 100% 81% 45%

85% 57% 35%

Sobrevida em 2 anos

*RNI=Raz&o Normalizada Internacional. Fonte: Adaptada de Chedid et al.,2017.44

Tabela 2. Classificagdo conforme Model for End-stage Liver Disease (MELD)*

Total de pontos Classificagcao mortalidade
40 ou mais 100% de mortalidade
30-39 83% de mortalidade

20-29 76% de mortalidade

10-19 27% de mortalidade

<10 4% de mortalidade

* Férmula: MELD= 9.57 log(creatina) + 3.78 log(bilirrubina total) + 11.2 log(RNI) + 6.43. Adaptada de

Singal; Kamath, 2013.%
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2.2 ASPECTOS FISIOPATOLOGICOS E HISTOPATOLOGICOS

2.2.1 Fisiopatogenia

O CHC costuma desenvolver-se mediante agravamento da cirrose hepatica
a partir de nodulos regenerativos submetidos a degeneracdo maligna'. O figado em
resposta a constantes agressbes comeca a desenvolver focos displasicos de
pequenas e grandes ceélulas, sendo estes nddulos considerados as alteragdes

precursoras na carcinogénese do CHC (Figura 2)*.

4
Cirrose Nédulo
displasico maligna

Figura 2. Fisiopatogenia do CHC. Modificagbes na proliferagcdo celular no desenvolvimento do CHC.

Adaptado de Villanueva, 2019.4"

Alteracbes moleculares adicionais conferem as células displasicas
vantagens na proliferacdo, invasdao e sobrevivéncia celular, e terminam por
completar a transigao dos focos displasicos em massas tumorais de CHC*. O risco
de transformacgédo maligna de nddulos displasicos de baixo e alto grau é de 9% e
32%, respectivamente, elevando-se conforme a passagem do tempo**°.

As células do CHC apresentam alteragbes somaticas no DNA, incluindo
mutagbes e aberragbes cromossdmicas®. Os tipos mais frequentes de alteragdes

moleculares presentes no CHC incluem:
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- Perda da expressdo da TP53: alteracbes em TP53 ocorrem em 30-60%
dos casos de CHC, independentemente da etiologia envolvida. A proteina viral
NS5A presente no VHC é conhecida por interagir e suprimir a TP53, causando desta
forma a desregulagdo do ciclo celular e da apoptose e respostas celulares a
estresses hipoxico, genotipico e relacionados a angiogénese tumoral®*°.

- Reativacdo da telomerase: por impedir o encurtamento dos telémeros,
confere condicdo de imortalidade celular ao CHC®®. Mutagbes no promotor da
transcriptase reversa da telomerase (TERT) encontram-se entre as alteragdes
genéticas de maior frequéncia no CHC, presentes em cerca de 60% dos casos.
Elas ja sdo evidenciadas ainda na fase de nddulos displasicos, sendo o promotor
TERT um local comumente utilizado para a insergéo do genoma do VHB®".

- Alteragcbes nos padroes de metilagdo: metilacdo aberrante em regides
regulatérias promovem o silenciamento epigenético da expressdo génica>>*’. A
hipermetilagdo ocorre principalmente em genes supressores de tumores, como com
o inibidor de quinase dependente de ciclina 2A (CDKN2A), E-caderina, BRCA1, fator
de crescimento 2 de manose 6-fosfato semelhante a insulina (IGFR-II/MPG) e
ciclooxigenase-2 (COX-2), resultando na reducdo da expressao com influéncias

diretas sobre a carcinogénese e evolugao tumoral®.

2.2.2 Histopatologia do CHC

Apesar da heterogeneidade microscopica, o CHC caracteriza-se pela
formacao de trabéculas delimitadas através de espacgos semelhantes a sinusadides.
Conforme a organizagdo mundial da saude (OMS)®, sdo considerados trés padroes

histolégicos (trabecular, pseudoglandular e cirroso), com predominancia dos casos

26



de padrao trabecular®.

As caracteristicas histoldgicas diferem conforme a graduagdo do CHC. O
grau 1 apresenta tumor bem diferenciado, com delicada trabeculacdo, ocorre
aumento da concentracdo de nudcleos por area e uma maior relacéo
nucleo-citoplasma, areas de depdsito de gordura e invasdo dos espagos portais e
parénquima adjacente. No grau 2 a estrutura trabecular € mantida, contendo
principalmente estruturas acinares ou glandulares, com os nucleos ja apresentando
maior grau de atipia. Ja no grau 3 ocorre potencializagdo da atipia nuclear, multiplos
nucléolos, areas de arranjo trabecular e células gigantes. Por fim, no grau 4 assume
um padrdo solido ou medular de crescimento, possuindo células n&o coesas e com

formas e tamanhos bastante anormais®®.

2.2.3 Alteragoes nucleares

A desestruturacdo do arranjo espacial e de outros componentes nucleares
sdo os principais desencadeadores das modificagdes na arquitetura nuclear de
células neoplasicas, que as diferenciam de uma célula normal®®. Mudancas no
tamanho e forma nucleares foram associadas ao cancer, enquanto nucleos
aumentados apresentaram maior poder metastatico®*®2. O desenvolvimento
neoplasico, induz a alteracbes do DNA e na composicao e distribuicido de proteinas
celulares histonas e n&o-histonas, acarretando alteragcbes na distribuicdo da
heterocromatina no ntcleo®°.

Estruturalmente os nucleos se tornam irregulares, devido as alteragdes na
camada proteica que delimita a forma nuclear (lamina nuclear). Em sua superficie

interna, a lamina se liga a cromatina e na maioria dos tipos de células a lamina esta
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associada a heterocromatina. Modificagbes nessa organizagédo laminar também
provocam o0 aumento da compactagdo nuclear, e a formacdo de agregados de
heterocromatina grosseiros que passam a ser frequentemente observados®.

Ha o aparecimento do compartimento perinucleolar - um marcador de
organizagdo do genoma associado a metastase - e as proteinas localizadas na
matriz nuclear (PMNs) sdo afetadas. A auséncia das PMNs prejudica a formagéao de
estruturas de sustentagdo da organizagao espacial de cromatina e o posicionamento
de moléculas nucleares. Salienta-se que nem todas essas alteracbes sao
observadas simultaneamente em nucleos de células tumorais reais, diferentes

anormalidades est&o associadas a diferentes tipos de cancer. (Figura 3)>.

(A)

ldmina nuclear lamina nuclear

f/ ) )
'/ compartimento perinucleolar

heterocromatina heterocromatina

Figura 3. Estrutura nuclear em células normais e cancerosas. (A) Nucleo normal apresentando
estrutura laminar regular, com organizagao da cromatina e presenga de PMNs. (B) Nucleo tumoral
com irregularidades na disposigdo da lamina nuclear, desorganizagao da cromatina e auséncia de
PMNs. Compartilhamento perinuclear presente. (PMNs - proteinas de matriz nuclear). Adaptado de
Zink et al., 2004.%°
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2.3 MORFOMETRIA NUCLEAR

2.3.1 Definigcao

A morfometria conceitua-se como um método capaz de descrever dados de
natureza quantitativa relacionados a area e formato de um determinado objeto, tanto
em niveis microscopicos quanto macroscopicos®. Quando aplicada na analise de
imagens histologicas, possibilita a obtencdo de dados quantitativos de
caracteristicas das células, especialmente na regido nuclear. Esses dados podem
ser uteis para a distingdo entre células normais de células com alteragdes
patoldgicas, como as presentes em lesdes malignas®-’.

A investigacado de modificagdes morfométricas nucleares ja foi realizada em
diversos estudos em diferentes tipos de neoplasias, incluindo o CHC"%869
melanomas’, mama’®, carcinomas de células escamosas do pulm&o’ e carcinoma
basocelular’”®. Nestes estudos sdo constatadas diferencas significativas entre
diferentes medidas morfométricas de nucleos de tecidos normais e as do tecido
tumoral.

Nos ultimos anos, a morfometria nuclear tem sofrido grandes avancos
tecnolégicos, aumentando o grau de precisdo e eficacia. Desta forma, busca-se
cada vez mais tornar a morfometria nuclear uma ferramenta util que possa auxiliar o
patologista no estabelecimento de diagndsticos e progndsticos de maneira menos
baseada na subjetividade’. Recursos de andlise de imagens (como o software
Imaged) tém sido aperfeicoados constantemente com ajustes destinados a
possibilitar uma melhor analise de estruturas bioldgicas, sendo bastante util no
processo de desenvolvimento da morfometria’™.

Contudo, apesar de mostrar-se como um recurso tecnolégico util e que

demanda baixos custos no contexto da patologia digital, sua utilizagdo mantém-se
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ainda bastante limitada a poucos ambientes, ficando restrita a atividades envolvendo

a pesquisa cientifica’.

2.3.2 Medidas morfométricas de forma e tamanho nuclear

A analise morfométrica possibilita a mensuragao de diferentes parametros
nucleares com particularidades distintas (Quadro 1). Através destes parémetros,
tornam-se possiveis a descricdo e quantificacdo de caracteristicas relacionadas a
forma e tamanho nucleares, ambos considerados importantes componentes no
diagnostico patologico’. Alteragbes nucleares envolvendo modificagbes de seu
formato e/ou tamanho sdo usadas na distingdo entre as células normais e as
afetadas por determinada doenga, principalmente nos casos de neoplasias’’.

Area, perimetro e circularidade sdo os parametros de maior utilizacdo em
estudos morfométricos, cujos resultados apontam a clara relagdo entre eles e as
modificagbes internas e externas do nucleo’®. Alteragbes nos valores mensurados
destes parametros em diferentes estudos estiveram associados a diferenciagao de
células tumorais e células normais’®®%, classificagdo histologica’®?*%%% e em relagao
com prognostico®6-88,

A aplicagao da analise morfométrica com uso do diametro de Feret, solidez
e razao de aspecto (Ra) também foram incorporadas gradualmente nos estudos.
Estas medidas buscam estabelecer e quantificar relagbes angulares e lineares,
refletindo valores referentes a irregularidades na forma e tamanho do nucleo (L)
(A64). Foi demonstrado que alteragées na medida destes parametros também estao
associadas a diferenciacdo celular de massas tumorais®®®, a classificagédo

histologica® e a definigdo de progndstico®.
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Quadro 1. Principais parametros morfométricos.

exterior da area
selecionada

particula

Parametro Definicdao Funcéao llustragéao
Area area dentro do Indica tamanho da
limite selecionado particula
Perimetro comprimento do Indica tamanho da

Circularidade

41 (areal
perimetror?)

relagao entre
area e perimetro

Indica o quanto a
area projetada da
particula é similar ao
circulo

Diametro de

distancia entre

Indica tamanho em

eixo menor/eixo
maior

Feret duas linhas particulas irregulares
paralelas
tangentes ao
perimetro da
particula
Solidez relacédo entre a Indicaqudo | = A~
area projetada compacta é a
pelo envoltério imagem da particula
Area/Area convexo da area
convexa
2y, Area
Razao de razao entre o eixo Indica quao
aspecto maior e o eixo alongada é a
menor particula

Adaptada e modificada de (A1) Razavi et al.,2020%°.
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2.3.3 Média de escala de cinza (MEC)

Pixel € a denominagao atribuida a menor area retangular de um elemento da
imagem (Figura 4). Cada pixel & constituido por diversas cores e, através da
combinacdo dessas cores, € possivel representar qualquer cor. Os recursos de
analise de imagem realizam a selegdo automatica da tonalidade do pixel de maior
predominancia no nucleo e pixels de tons semelhantes, realizando a distingdo e a

quantificagdo desses tons’. Na anadlise digital costuma-se converter imagens

histologicas coloridas em escala de cinza™.

Figura 4. Representagdo da visualizagdo de um pixel. (A) Cena completa. (B) pequeno recorte da
imagem ampliado diversas vezes. Estes “quadradinhos” que formam a imagem sdo os pixels,
impossiveis de serem visualizados individualmente a olho nu quando estes se encontram em

tamanho natural. Adaptado de Mendacgolli ef al.,201573. Fonte da imagem: banco de imagens internet.

A média de escala de cinza (MEC) corresponde ao valor médio da

intensidade da coloragéo de cinza localizada no interior da regido selecionada de
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interesse. O valor é gerado através da soma dos valores de cinza obtidos dos pixels
selecionados divididos pela quantidade total de pixels®. O intervalo de valores de
cinza entre o valor minimo e maximo € classificado em conformidade com no

intervalo de 0 a 256 tons de cinza (Figura 5)%.

Quantidade
de pixels

0
| Escala de cinza

Mediana

256

Figura 5. Medidas de dispersdo na mensuracdo da MEC (média de escala de cinza). Adaptado de

Matsumoto et al, 2015%.

2.2.4 Textura da cromatina

2.2.4.1 Fractalidade
Fractais consistem em estruturas auto-semelhantes, ou seja, que
apresentam caracteristicas semelhantes em diferentes ampliagdes®. Estruturas

biolégicas sao geralmente compostas com base em formatos semelhantes,
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entretanto, na maioria das vezes, existe influéncia de efeitos adicionais, ou seja, a
estrutura constituida de partes menores é semelhante, mas nao idéntica a toda a
estrutura®. Na Figura 6 é visto um exemplo de um objeto natural que possui um
padrao composto de ramificagdes em escalas diferentes, todavia, conforme a
imagem é aproximada mantém-se em padrbes semelhantes, mas n&o totalmente
iguais®.

O principio da organizacéo fractal em diferentes niveis de arquitetura nuclear
exerce influéncia regulatdria sobre os genes e na interacdo dos genes e seus

fatores de transcrigdo®.

l
Wite ‘?
N (el 7
\A\'

-

K 3
e
% -
‘\Jé..
-

Figura 6. Principio da fractalidade. Uma cabega de brécolis como exemplo de um objeto natural com
caracteristicas fractais em relagao ao padrao de ramificagdo e ao relevo da superficie, que repetem
seu padrao em diferentes escalas, mas com algumas imperfeicbes que sdo devido a influéncias
adicionais que modificam a imagem ideal durante o crescimento. Ambas imagens em ampliacado
maior ilustram o limite da janela de escala, ou seja, o final do padrao de ramificagdo tipico. Fonte:

Metze et al., 2019%.
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2.2.4.2 Textura da cromatina e dimensao fractal

Conceitua-se textura como a descrigdo da aparéncia genérica de parte de
uma determinada imagem, sendo comumente categorizada como aparéncia macia,
arenosa, regular, grosseira, granular, etc'®. No contexto celular, a textura da
cromatina nuclear esta diretamente associada com a ocorréncia de fenébmenos
epigenéticos, tais como a metilacdo ou modificagdo das proteinas histonas e nao
histonas, que modificam expressivamente a arquitetura nuclear tipica de cada tipo
de tecido™" 1%

A analise da textura da cromatina através da avaliagao da dimenséao fractal
(DF) possibilita quantificacdo de caracteristicas nucleares que ndo obedecem as
regras da geometria Euclidiana, em que o valor da dimensdo representa a
dimensionalidade do espago em que determinado esta inserido'®. A DF representa
o nivel de irregularidade existente em um fractal, ou seja, a proporgdo da quantidade
de pixels presentes dentro de uma estrutura de formato irregular que repete-se
inimeras vezes na regido nuclear'®,

Para o calculo da DF, o Box-counting é um dos mais utilizados. O algoritmo
para este calculo leva em consideragdo uma figura qualquer coberta por um
conjunto de quadrados, e calcula o numero de quadrados necessarios para cobrir
toda a figura que é representado por N(s), sendo “s” a escala, ou seja, numero de
vezes que o lado da imagem sera dividido'.

A utilizagdo da DF como uma forma de estimar a textura da cromatina foi

primeiramente sugerida por Takahashi'®

em 1989, predizendo que uma teoria
baseada na fractalidade teria futura aplicabilidade em estudos de células
neoplasicas®. A abordagem da DF hoje possui constante presenga em pesquisas,

especialmente naquelas envolvendo diferentes tipos de cancer, incluindo CHC',
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melanoma® e cancer oral'”, nos quais medidas maiores de DF foram encontradas
em células com transformacéo maligna.

Atualmente a DF tem sido abordada com recursos de analise de imagens
que, além de quantifica-la, também possibilitam a reconstituicdo da textura da
cromatina em niveis mais avancados, em formato 2,5 e 3D, facilitando uma melhor

nogao sobre suas caracteristicas (Figura 7)%.

FD= 2.521 FD=2.771

Figura 7. Textura de cromatina e dimenséao fractal. Nucleos criados virtualmente representando 3
diferentes valores obtidos na analise da dimenséo fractal (1a,2a,3a) e a sua respectiva reconstituicao

em modelos 2,5D da textura de cromatina (1b,2b,3b). Adaptado de Metze et al.,2019%.

2.4 TISSUE MICROARRAY
O tissue microarray (TMA) consiste numa técnica desenvolvida por Kononen
et al. (1998)'® com vasta aceitagdo presente na literatura cientifica internacional.

Baseia-se fundamentalmente no agrupamento de uma maior quantidade de
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amostras de tecido em um unico bloco de parafina, possibilitando a realizacdo da
analise de marcadores moleculares em grandes proporgoes'®.

A utilizacdo do TMA apresenta determinadas vantagens como economia de
tempo e custos na aquisicdo de reagentes, tecidos histolégicos e imunoglobulinas,
além da padronizacao das reacdes e melhor compreensio dos resultados obtidos na
comparagao de casos do mesmo experimento, com a oportunidade de reproducao
homologa das reagdes e facilitacdo na realizagdo de pesquisas proveniente do uso
do bloco numa maior quantidade de estudos'®'. O TMA apresenta algumas
desvantagens, que incluem a possivel limitacdo da representatividade histologica
(amostras diminutas) bem como perdas teciduais durante o transcorrer da execugao
da técnica™".

O TMA tem sido incorporado a analise de imagem. Bose et al. ao utilizarem
o TMA na metodologia de seu estudo de analise de DF nuclear através de imagens

de imunohistoquimica de fluorescéncia e analise quantitativa automatizada,

obtiveram maior praticidade na realizacdo das reacdes e otimizacdo do tempo de

captura das imagens (Figura 8)'".

Figura 8. Uso do tissue microarray para analise de dimenséo fractal (DF). Adaptado de Bose et al.,

2015"7.
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3. JUSTIFICATIVA

A importancia do presente estudo baseia-se em fomentar a literatura com
achados sobre a aplicacdo da analise morfométrica e da textura de cromatina no
CHC e, principalmente, estabelecer relagdes entre estas alteracbes nucleares com
as caracteristicas clinico-patolégicas de pacientes transplantados, visando a
validacdo e futuro emprego destas técnicas na pratica clinica.

A escolha do transplante hepatico como medida terapéutica no tratamento do
CHC ja é consolidada na literatura cientifica, constituindo-se num método ja utilizado
em cerca de 27% dos casos de CHC devido a alta taxa de remissdo da doenca®®.
Entretanto, ainda ha uma falta de instrumentos que possam predizer condigcboes
progndsticas do paciente no pos-transplante, a associacdo de caracteristicas
clinico-patolégicas e os achados obtidos através da analise morfométrica e da
textura de cromatina pode refletir numa maior capacidade de estabelecimento
dessas predi¢bes e contribuir para um melhor acompanhamento deste grupo de

pacientes.
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4. QUESTOES DE PESQUISA

- Existem diferengas nas medidas morfométricas e de textura de cromatina
entre amostras de carcinoma hepatocelular quando comparadas ao tecido adjacente
nao-neoplasico?

- Existe associacao dessas diferencas com variaveis clinico-patolégicas?

5. HIPOTESES

- Ha diferengas entre as amostras de carcinoma hepatocelular e as de tecido
adjacente nao-neoplasico quanto as medidas morfométricas e textura de cromatina.
- Ha associagao entre as medidas morfométricas e textura de cromatina com

variaveis clinico-patoldgicas.

6. OBJETIVOS

6.1 OBJETIVO GERAL

- ldentificar alteragdes na morfologia nuclear e na textura de cromatina em
amostras de carcinoma hepatocelular de pacientes submetidos ao transplante
hepatico, bem como estabelecer relacbes destas com varidveis de importancia

clinica.
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6.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Realizar a construgéo de blocos de tissue microarray (TMA) para reunir as
amostras a serem avaliadas no estudo;

- Quantificar e comparar as alteragdes nos parametros morfométricos no
tecido tumoral e tecido adjacente ndo-neoplasico;

- Relacionar as alteracbes nos parametros morfométricos as principais
variaveis clinicas-patolégicas dos pacientes transplantados (sexo, idade, niumero e
tamanho dos tumores, grau nuclear, invasao vascular, 6bito);

- Associar alteragdes nos parametros morfométricos a variaveis prognosticas
(MELD, Child-Pugh, recorréncia e sobrevida);

- Avaliar a sensibilidade e especificidade do método de avaliacao digital
através do software ImageJ na distingdo entre nucleos de tecido tumoral e os de

tecido adjacente ndo-neoplasico.
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CONCLUSOES

A analise morfométrica realizada digitalmente mostrou-se efetiva em
detectar e quantificar alteragdes na morfologia nuclear e da textura de cromatina em
hepatdcitos submetidos a transformagao neoplasica.

Os principais achados do estudo sdo descritos abaixo:

1- A maioria dos parametros morfométricos mensurados (perimetro,
circularidade, solidez, Ra e DF) apresentaram valores que diferiram entre as
amostras de tecido de CHC em relagdo as de tecido adjacente ndo-neoplasico de
forma significativa, corroborando com a nossa hipétese de que as alteragdes da
morfometria nuclear poderiam ser quantificadas e evidenciadas na comparagao
entre os dois conjuntos de amostras teciduais analisadas.

2- Encontrou-se associagdo entre as medidas morfométricas e
caracteristicas clinicas incluindo aquelas relacionadas ao prognoéstico de individuos
transplantados por CHC: escores MELD mais baixos foram relacionados a uma MEC
e diametro de Feret maiores. Medidas de Ra menores tiveram associagdo com a
recorréncia do CHC pés-transplante. E por fim, amostras de nucleos de maior
tamanho (area) e diametro de Feret estiveram associadas com uma sobrevida
pos-transplante inferior a 5 anos. Estabelecer associagdes entre caracteristicas
tumorais e a clinica € de extrema utilidade, considerando que podem auxiliar na
definicdo de predi¢cdes progndsticas, ainda escassas no CHC, principalmente em
casos que envolvem o transplante hepatico como forma de tratamento.

3- Foi possivel o estabelecimento de “pontos de corte” de ao menos 2 dos
parametros avaliados (perimetro e DF), achado relevante que contribui para tornar a
analise morfométrica uma ferramenta no diagndstico histopatolégico com maior

relevancia pratica.
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CONSIDERAGOES FINAIS E PERSPECTIVAS FUTURAS

No nosso conhecimento, este € o primeiro relato de emprego de técnicas de
quantificacdo de alteragdes nucleares para a diferenciagdo entre nucleos de
hepatécitos ndo-neoplasicos e os de CHC. Realizamos a morfometria nuclear em
simples laminas coradas com hematoxilina-eosina e desta forma estabelecemos
critérios mais objetivos (quantitativos) de analise microscépica.

O estudo também foi capaz de apontar alguns paradmetros que estavam
relacionados as variaveis clinico-patolégicas do CHC. Nossos principais resultados
referem-se aos escores MELD e sobrevida em 5 anos apds o transplante de figado,
sugerindo que nosso metodo pode ser util na avaliagdo do prognodstico dos
pacientes. Além disso, os valores definidos pela curva ROC relacionados a DF sao
resultados n&do encontrados em outros estudos, constituindo outra principal
novidade. Cabe ressaltar que a aplicabilidade destes resultados na pratica clinica
ainda carece de maior investigacdo e o olhar do patologista ainda permanece
essencial para a determinagao diagnostica.

Outro diferencial do estudo foi estudar uma coorte de pacientes
transplantados. Este € um grupo de individuos que ainda necessita ser foco de mais
estudos que esclarecam a relagcdo das caracteristicas celulares envolvidas na
transformacdao maligna com a predicdo de eventos e/ou condi¢gdes pds-transplante
que afetem o curso do tratamento.

Como perspectivas, caberia a continuagdo do trabalho para aumento do
numero de casos e a replicacdo da metodologia em amostras de outros tecidos. Por
fim, durante o desenvolvimento da pesquisa foi realizada a padronizacdo da
construcao de blocos de TMA junto a equipe da Unidade de Patologia Experimental

do HCPA Situacao que possibilita que outros estudos se beneficiem na aplicagao do
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método.

Enfim, conclui-se que houve éxito na execugao do presente estudo, com a
obtencéo de resultados promissores, com potencialidade de incrementar a literatura
cientifica quanto ao assunto abordado. Esperamos que o estudo seja referéncia para

que novos pesquisadores desenvolvam trabalhos que corroborem nossos achados.
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