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RESUMO






VALOR PROGNOSTICO DOS MARCADORES DE IMUNOQO-HISTOQUIMICA E
BIOLOGIA MOLECULAR NOS PACIENTES COM HEPATOBLASTOMA NA
INFANCIA.

Introducdo. O hepatoblastoma € um tumor embrionario raro (1:1.000.000 nacimentos) ,
representando o tumor hepéatico mais freqliente em criangas com idade menor que 3 anos. A
importancia da histopatologia e o prognoéstico do hepatoblastoma € conhecida na literatura ,
sendo o tipo histolégico fetal puro o de melhor prognostico. Com o desenvolvimento da
imuno-histoquimica (IH) ¢ da biologia molecular , nova compreensio dos hepatoblastomas
pode ser delineada através de expressdes protéicas especificas , cuja relagéo com o subtipo
histopatolégico precisa ainda ser elucidada. Objetivos . Este trabalho procurou verificar a
associacdo entre os achados histopatologicos € os marcadores de TH ao diagnéstico e no
momento cirfirgico , apés o uso de quimioterapia (QT) , com a sobrevida global e livre de
eventos ,dos pacientes portadores de hepatoblastoma na infincia. Material e Métodos.
Foram analisados os espécimes do tumor hepatico de 21 pacientes , com revisdo do
diagndstico histoldgico por pelo menos dois patologistas experientes. Para a pesquisa da
expressdo do PCNA , do Ki-67 , do p53 ,da B-Catenina ,do c-erb-B2 e da glicoproteina P ,
foi utilizada a técnica de IH . As determinagdes destas expressdes protéicas foram
realizadas ao diagnostico , e no momento cirdrgico , apos o 4° ciclo de QT. A analise da
expressdo do pS53 também foi realizada pela técnica de FISH em 8 pacientes . Quatorze
pacientes eram do sexo feminino e 7 do masculino , com idade média ao diagnostico de 13
meses. Resultados. A expressio do PCNA foi positiva em 100% dos casos avaliados ao
diagnostico , sendo negativo em apenas um paciente no momento cirirgico. Nos tumores
do tipo histolégico fetal/embriondrio o valor da positividade do PCNA variou de 27% a
52,2% ao diagnostico , e de 8,2% a 90% no momento cirirgico . Nos tumores do tipo fetal
puro , esta variagdo foi de 20% a 75,2% ao diagndstico e , no momento cirtrgico de 4,8% a
29,4%. A p-Catenina apresentou expressfio positiva em 59% dos casos ao diagnéstico e
87% no momento cirirgico.Ao diagndstico, a expressio do Ki-67 variou de 7% a 43.6% ,
tornando-se negativo no momento cirurgico em 84% dos casos . Em 15 pacientes, a
positividade do Ki-67 ao diagnéstico estava associada com sobrevida livre de eventos em
12 anos de 66,7% (p=0,01). A expressio do p53 por IH foi avaliada em 17 casos , sendo
negativa em 16 deles. A express3o génica do pS53 pela técnica de FISH foi avaliada em 8
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casos , sendo positiva em 5 . Apenas 1 caso apresentou resultados positivos para o p53 nas
duas técnicas empregadas . Ao diagnostico a GpP foi positiva em 2 casos. A expressio
negativa da GpP em 10 pacientes, no momento cirtrgico, esta associada 4 sobrevida global
em 12 anos de 70% (p=0,67). Os pacientes com expressio positiva do e¢-erb-B2 ao
diagndstico tiveram sobrevida global de 87,5% em 8 anos , enquanto aqueles com
expressdo negativa deste marcador obtiveram sobrevida global de 33,3% (p=0,02).
Conclusées. A expressdo positiva do c-erb-B2 , ao diagndstico , teve valor prognostico ,
determinando taxas de sobrevida em 8 anos de 87,5 (p=0,02). A expressio positiva do
Ki-67 ao diagndstico , também se associou com methor progndstico , determinando taxas
de sobrevida global em 12 anos de 66,7% (p=0,01). A expressdo dos demais marcadores
nfio se correlacionou com o progndstico destes pacientes. O subtipo histolégico fetal puro

teve importancia prognostica , sendo varidvel mdependente de risco (p=0,02).

Palavras chave : Histologia, figado ¢ proliferagio celular.
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ABSTRACT






PROGNOSTIC VALUE OF IMMUNOHISTOCHEMICAL AND MOLECULAR
BIOLOGY MARKERS IN CHILDHOOD HEPATOBLASTOMA PATIENTS.

Background. Hepatoblastoma is a rare embrionary tumor (1:1.000.000/ new births) , being
the most frequent liver tumor in children under the age of 3 years . The pathology
prognostic value is well determined in the literature . Tumors with fetal type have the best
prognosis. With the advances of immunochistochemical (IH) and biology markers , a new
comprehension about this tumor still need to be known. Objectives. The present study
investigated the relationship between the pathology results and IH findings , at the moment
of diagnosis and surgery after the 4™ ¢cycle of chemotherapy (CHEMO) with the overall
survival rates (OS) and event free survival (EFS) of pediatric hepatoblastoma patients (pts).
Patients and Methods. Twenty one pediatric hepatoblastoma’s  specimens had the
hystological subtype reviewed at least for 2 experimented pathologysts . To evaluate the
protein expression for PCNA , Ki-67 , p53 , B-Catenin, c-erb-B2 and Glycoprotein P (GpP)
IH techniques were performed at the moment of diagnosis and after CHEMO
(surgery time). The p53 analysis was also done by FISH in 8 pts. Fourteen pts were female
and 7 male , with the median age at diagnosis of 13 months . Resalts . One hundred per
cent of the pts had overexpression of PCNA at the moment of diagnosis , being negative in
just one pt at surgery time .Considering tumors with hystological fetal/embryonal type , the
PCNA labeling index ranged from 27% to 52.2% at diagnosis , and from 8.2% to 90% at
surgery .In those cases with the fetal type , this positivity was from 20% to 75.2% at
diagnosis , and from 4.8% to 29.4% at surgery . Overexpression of B-Catenin at the
moment of diagnosis was detected in 59% of the pts and in 87% of them at surgical time .
Ki-67 ranged from 7% to 43.6 % and remained negative after CHEMO , in 10 pts (84%) .
The overexpression of Ki-67 at the moment of diagnosis determined an event free survival
(EFS) of 66.7% in 12 years (p= 0.01). One out 21 pts (4.7%) presented pS3 overexpression
by IH , confirmed by FISH . Controversially, among 57.1% of pts with negative p53 by IH ,
the overexpression by FISH analysis was defined as positive. Considering GpP positivity at
diagnosis , it was detected in 2 pts , being negative after CHEMO in 10 pts. Pts with
overexpression of GpP at surgery time had an OS rate of 80% versus 70% for the pts with
this negative expression (p=0.67) .So the overexpression of GpP was not a worse prognosis

predict factor . Finally the overexpression of c-erb-B2 at diagnosis was related with an 0s
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of 87.5% at 8 years , while for those pts with negative expression the OS rate was 33.3%
(p=0.02). Conclusion. The overexpression of c-erb-B2 at diagnosis is related to better
survival rates in those pts with hepatoblastora (p=0.02). The overexpression of Ki-67 at
diagnosis is a good prognostic factor by determining an OS rate of 66.7% in 12 years
(p=0.01).The overexpression of remaining markers did not correlate with the OS neither

EFS rates .According to histology , pts with fetal type had better prognosis (p=0.02).

Key words : Histology, liver and cell proliferation.
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O hepatoblastoma € um tumor embriondrio raro (1:1.000.000 nascimentos),
representando o tumor hepatico mais freqiiente em criangas com idade menor que 3 anos
(BUENDIA, 2002). A maioria dos casos de hepatoblastoma & esporadica. E discreto o
predominioc em meninos, com relacio masculino: feminino de 14 a 2 : 1
(PIZZO; POPLACK, 2002).

De acordo com o Surveillance, Epidemiology and End Results (SEER),
programa de Registro de Céncer de Base Populacional dos Estados Unidos da América, o
hepatoblastoma € um dos mais raros tumores sélidos da infincia, alcancando nfo mais do
que 1,1% de todas as neoplasias malignas pediatricas. A incidéncia anual nos E.U.A. € de
1,5 casos por milhfio de criangas com idade inferior a 15 anos, e sua maior prevaléncia esta
entre 6 meses e 3 anos de idade (PIZZO; POPLACK, 2002).

Os primeiros relatos descrevendo a possivel correlagéio entre prematuridade e
hepatoblastoma sdo de RILEY e FREYER, apresentados no simpésio da Sociedade
Americana de Oncohematologia Pediatrica em 1996 (FEUSNER; PLASCHKES, 2002).
Entre 13 casos de hepatoblastoma apresentados, 6 pacientes nasceram com idade
gestacional menor do que 38 semanas. Quase simultaneamente acontece a publicacio
conjunta do grupo americano CCG (Children’s Cancer Group) (Proceedings da Sociedade
Americana de Oncologia Clinica (ASCO), 1997) e do registro de tumores do JCCG
(Japan Children’s Cancer Group) (FREUSNER et al. 1996). Anilises epidemiologicas do
Registro de Cancer de Base Populacional do Japdo sugerem associagio entre a ocorréncia
de hepatoblastoma e o antecedente de prematuridade da crianga. Nesse pais, o
hepatoblastoma correspondeu a 58% de todas as neoplasias que ocorreram nos bebés
prematuros sobreviventes que apresentavam, ao nascimento, peso inferior a 1 quilograma.
A publicacdo de 303 diagnésticos de hepatoblastoma em criangas residentes no Japdo no
periodo de 1985 a 1995 revelou que 15 deles ocorreram em prematuros que tinham ao

nascimento peso inferior a 1,5 quilogramas.

O risco relativo, para os recém-nascidos com peso inferior a 1 quilograma ao
nascimento, de apresentar hepatoblastoma foi de 15,64, comparado a 2,53 para agueles com
peso entre 1 quilograma e 1,499 quilogramas, e de 2,21 para os recém-nascidos pesando
entre 2 e 2,499 quilogramas (TANIMURA et al 1998). Estes dados levam & necessidade
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de se estudar fatores relativos & prematuridade que contribuam para a tumorigénese
hepdtica, assim como & necessidade do acompanhamento clinico no primeiro ano de vida

destes recém-nascidos.

No estudo do Children’s Cancer Group para hepatoblastoma, (CCG 8881)
realizado entre agosto de 1989 e novembro de 1992, 19% dos doentes registrados eram
prematuros, com idade gestacional de nascimento inferior a 37 semanas, sendo que 10 deles
tinham peso inferior a 1 quilograma ao nascer. A causa para esta associacio ¢
desconhecida. Algumas varidveis tm sido sugeridas como fatores de risco, tais como, a
estagio do ano ao nascimento, exposicdio a oxigenoterapia, uso de diuréticos, tornando
necessaria uma futura e sistemética analise epidemiolégica dos casos de hepatoblastoma em
criangas e adolescentes (FEUSNER; PLASCHKES, 2002).

Apesar dos tumores hepéticos nfo fazerem parte da Sindrome de Li-Fraumeni,
¢ da mutacfo do gene p53 ndo ser o maior fator contribuinte para o desencadeamento do
hepatoblastoma esporadico, CHEN et al. (1995) encontraram apenas 1 caso com
super-expressdo do p53 dentre 10 casos relatados de hepatoblastoma. Cifras mais
expressivas foram mencionadas por RUCK et al. (1994) , que demonstraram a reatividade
do p53 em 4 dentre 12 pacientes (33,3%). Destes casos positivos, 2 apresentavam a
histologia de pequenas células indiferenciadas e os outros 2, histologia do tipo
fetal/embriondrio, com positividade do pS3 apenas na area embrionaria. No Brasil,
ZERBINTI et al. (1998) encontraram a expressgo do p53 em 9 casos de uma série com 21
hepatoblastomas (42,8%). O significado desta expressdo necessita de futuros estudos
correlacionando a imuno-histoquimica com as alteragdes no gene p53. MutagGes somaticas
foram detectadas em 10 casos de hepatoblastoma, em 5-8 exons do genme p53 por
ODA et al. (1989), sugerindo a ocorréncia de mutagBes ambientais envolvendo alguns

casos de hepatoblastoma.

Quarenta a 60% dos casos de hepatoblastoma sdo considerados irressecaveis ao
diagnéstico. Dez a 20% dos doentes tém metastase pulmonar ao diagnéstico. A
quimioterapia pré-operatdria fez com que 85% destes tumores se fornassem ressecaveis.
Somente nos casos totalmente ressecados, houve aumento da sobrevida. EHRLICH et al.

(1997) demonstraram, em uma série de 22 casos de hepatoblastoma, que a resposta destes
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pacientes a quimioterapia entre o 3° e o 6° ciclos de tratamento ¢ de 91%. A quimioterapia
pré-operatdria aumentou a ressecabilidade destes tumores de 40-60% para 90% dos casos.
Ao diagnostico, a o-feto proteina estd aumentada em 90% dos pacientes com

hepatoblastoma, retornando aos niveis normais ap6s a completa resseccio do tumor.

VAN TORNOUT et al (1997) demonstraram que, para os tumores
irressecéveis ou metastéticos, o nivel da a-feto proteina é fator preditivel para identificar a
resposta ao tratamento. Estudando pacientes que foram submetidos a quimioterapia e
cirurgia, aqueles que tiveram queda dos niveis de wa-feto proteina em pelo menos 2
logaritmos tiveram pior prognostico, enquanto aqueles que obtiveram queda mais abrupta,

tiveram melhor prognostico.

Nos ultimos 20 anos, melhorou significativamente o prognostico dos pacientes
pediatricos portadores de hepatoblastoma. O sucesso terapéutico foi alcancado com a
combinagdo de cirurgia e quimioterapia, através de estudos cooperativos e multicéntricos
internacionais, dentre eles, o da Sociedade Internacional de Oncologia Pediitrica (SIOP)
(FUCHS et al. 2002).

Possivelmente em decorréncia da raridade do diagndstico do hepatoblastoma, a
classificagéio histoldgica deste tumor desenvolveu-se vagarosamente nos ultimos 50 anos. A
classificagéo alicercada nos componentes epiteliais do tumor dividiu os hepatoblastomas
em tipo fetal puro , embriondrio, macrotrabecular ¢ aquele de pequenas células
indiferenciadas (ROWLAND, 2002). Alguns autores também reconhecem mais duas
categorias histopatologicas distintas, referentes aos tumores epiteliais mistos e os
mesenquimatosos (STOCKER, 1994).

Grande contribuicio no refinamento do diagnédstico histopatolégico dos
hepatoblastomas, foi a publicagio de ISHAK; GLUNZ em 1967. Estes autores
conservaram as categorias epiteliais e mistas ja definidas pa histologia dos
hepatoblastomas, ¢ descreveram em detalhe as células epiteliais, como um tipo de célula
denominada do tipo fetal, facilmente reconhecida como célula com parénquima hepético
que lembrava a célula hepética do figado pré-natal. Estas células sdo arranjadas de forma

irregular variando de tamanho, sdo menores que as células do parénquima hepatico normal,
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com relagdo nticleo-citoplasmatica variando de 1:2 a 1:4, quando comparadas as células
hepaticas nfo neoplasicas, que possuem relagdo niicleo /citoplasma de 1:4 a 1:6. Na célula
do hepatoblastoma, os nucleos sdo redondos ou ovais, com poucas figuras de mitose. As
células do tipo embriondrio foram descritas como menos diferenciadas que as fetais, com
pobre coesividade, usualmente agrupadas de forma laminar ou em feixes, as vezes
formando pseudo-rosetas ou formagfes papilares. As células do tipo embrionéario sfo
alongadas, pequenas e escuras, pobremente definidas e irregulares. A atividade mitdtica é

mais freglientemente observada, em comparacio com a do tipo fetal.

A mmporténcia da histopatologia € o prognostico do hepatoblastoma em criangas
foram evidenciados por KASAIL; WATANABE em 1970. Baseando-se na classificagfio de
ISHAK; GLUNZ (1967), esses autores introduziram o conceito de hepatoblastoma de fipo
epitelial fetal e do ripo embrionario, mostrando significativa correlagdo entre o tipo

histologico epitelial fetal com um melhor progndstico para os doentes.

Conclusdes semelhantes foram obtidas por GONZALEZ-CRUSSI et al. em
1982. Segundo estes autores, em todos os casos de tumores hepéticos, a presenga do
componente fetal ¢ mandatoria, ao menos focalmente, para que estes sgjam denominados de
hepatoblastoma. Foi, entfio, proposta uma subclassificagfio baseada no componente fetal

presente em pelo menos 2/3 da 4rea do tumor.

Bem mais raros nos hepatoblastomas, sdo os subtipos histopatologicos de
padrio macrotrabecular, ¢ o de pequenas células indiferenciadas, primeiramente
denommado de hepatoblastoma anapldsico. Este foi descrito como tumor de células
pequenas, imaturas, com citoplasma escasso, lembrando as células do neuroblastoma
(KASAL; WATANABE, 1970). Estas células imaturas podem ser estreladas ou ovaladas,
com pouca eosinofilia, similares as células do hepatdcito normal. Nestes casos as mitoses

nfo sdo comuns.

Os hepatoblastomas sf#io constituidos por hepatécitos fetais, hepatécitos
embrionarios ou de pequenas células anaplisicas (indiferenciadas), mostrando, as vezes,
um componente macrotrabecular. Hepatoblastomas mistos (epiteliais/mesenquimatosos)
contém mesénquima primitivo ¢ sdo derivados dos componentes miofibroblasticos, tecidos -
condrdides e ostedides. Os hepatoblastomas teratdides sio mistos de componentes epiteliais

€ mesenquimatosos.
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A concepgfo atual € a de que o hepatoblastoma ¢ um tumor embriondrio, que
contém parénquima hepatico epitelial e/ou o componente mesenquimatoso (tipo epitelial e
epitelial-mesenquimatoso). Com base neste componente epitelial aceitam-se quatro
subtipos histopatologicos, adotados inclusive pelo Grupo Cooperativo Internacional
(SIOPEL) que trata de hepatoblastoma de crianca. O SIOPEL ¢ um protocolo oficial da
SIOP.

1.1- CLASSIFICACAO DOS HEPATOBLASTOMAS
Hepatoblastoma de Morfologia Epitelial

Este tumor compreende 0s {rés subtipos abaixo especificados:

Tipo fetal

O tumor hepdtico ¢ constituido por células menores que o hepatdcito, com
relagdo nicleo-citoplasmatica diminuida, pouco pleomorfismo nuclear e nucléolo pequeno.
Estas células fetais podem formar corddes, que contém canaliculos e sinusdides bem
definidos. As células tumorais do tipo fetal podem conter citoplasma abundante com
depdsito de lipideo, glicogénio e eosinofilia granular. Quando a totalidade do tumor é
composta por este tipo de célula epitelial, tem sido proposto o termo hepatoblastoma com
histologia fetal pura. Em alguns casos, pode haver presenca de vasos sanguineos. A
presenca dos ductos biliares ndo € caracteristica dos hepatoblastomas de histologia fetal, As

mitoses sdo infreqlientes (Figura 1).
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FIGURA 1- Hepatoblastoma epitelial fetal e embrionario. A) A direifa, os

hepatoblastos fetais, células de médio tamanho e nicleo claro e
nucléolos evidentes, mostram agrupamentos de células claras e
escuras. B} A esquerda, os hepatoblastos embrionarios séo
constituidos por células menores, de citoplasma escasso, nicleo

hipercromatico e nucléolos néo evidentes (H&E, 250 X)
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Tipo embriondrio

As células tumorais t€m relacdio nicleo-citoplasmatica maior, citoplasma
basofilico esparso, em contraste com aquele eosinofilico do hepatoblastoma do tipo fetal. O
nicleo tem cromatina grosseira e o nucléolo € proeminente. Mitoses sdo fregilentes. As
células embriondrias apresentam-se de forma laminar ou em corddes e, algumas vezes,
perdem a adesividade entre si, alterando a arquitetura da morfologia epitelial. Podem
formar tibulos ou pseudo-rosetas, lembrando os ductos hepaticos primitivos observados a

partir da sexta semana de gestagdo .

Tipo Macrotrabecular

Apresenta a repetitiva organiza¢fio das células tumorais, do tipo fetais e/ou
embriondrias, dispostas em corddes ou em placas. O tamanho das células tumorais pode
exceder aquele da célula hepética normal, podendo lembrar as células malignas do

hepatocarcinoma (Figura 2).
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FIGURA 2- Hepatoblastoma macrotrabecular. As células neoplasicas distribuem-se
em padrio trabecular formando corddes contendo cerca de 4 a 7 colunas
de células tumorais bem diferenciadas (H&E, 400 X)
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Tipo de pequenas células indiferenciadas

Antes chamado de hepatoblastoma anaplasico, este tipo de hepatoblastoma
apresenta forma laminar, com perda da coesfo entre as células. Mostra citoplasma escasso e
alto indice de mitose. As células tumorais sdo tipicamente redondas ou ovaladas, mas em

algumas 4reas podem ser fusiformes (Figura 3).

Hepatoblastoma de Morfologia Mista

Abrange dois subtipos:

Tipo Misto, sem caracteristica teratdide

Tumores hepaticos caracterizados pela presenga de células do tipo epitelial fetal
e/ou embrionaria, associadas a componentes mesenquimatosos imaturos como, por

exemplo, tecido do tipo ostedide.

Tipo Misto, com caracteristica teratdide

O tumor contém, além dos componentes epitelial ¢ mesenquimatosos imaturos,
varias combinages de tecidos maduros como cartilagem, muisculo esquelético, epitélio do

tipo intestinal, epitélio escamoso e células produtoras de melanina (Figura 4).

Hepatoblastoma Nio Classificavel

A esta categoria pertencem 0s raros tumores hepaticos que néo se encaixam em

nenhum dos subtipos acima descritos.
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FIGURA 3- Hepatoblastoma do tipo indiferenciado de pequenas células. A) O

tumor € constituido por agrupamenios de células redondas,
primitivas, de citoplasma escasso e niicleo hipercromatico. B) Ha
moderada quantidade de substincia mucdide de permeio

(H&E, 100X)
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FIGURA 4- Hepatoblastoma misto: epitelial e mesenquimatoso. A) A direita, o tumor

mostra agrupamentos de hepatoblastos fetais; B) A esquerda,
identifica-se formagdo de matriz ostedide; C) pérola cémea; ¢ D) no

centro, presenca de células tumorais contendo melanina (H&E, 250 X)
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1.2- IMUNO-HISTOQUIMICA

Com o desenvolvimento da imuno-histoquimica e da biologia molecular, uma
nova compreensdio dos hepatoblastomas pode ser delineada através de expressdes protéicas
especificas, cuja relagdo com o subtipo histopatologico precisa ainda ser elucidada. Entre as
proteinas estudadas, mencionamos a [-Catenina, o p53, o PCNA, o Ki-67, a GpP ¢ o
c-erb-B2. O completo entendimento da interagfio destas expressGes protéicas com esta
doenga auxiliard nio sé na delineaclo das diferentes estratégias de tratamento, como

também na delineagfio futura das terapias dirigidas.

B - Catenina

A p- Catenina ¢ uma proteina multifuncional, tendo papel importante tanto na
adesdio, quanto na diferenciagdo intercelular (BUENDIA, 2002). No tecido hepético
normal, estd localizada predominantemente na membrana das células, aparecendo como
membrana linear uniforme marcando os hepatécitos, além de evidenciar intensamente a
membrana ¢ o citoplasma dos ductos biliares (INAGAWA et al. 2002). Por meio de
andlises imuno-histoquimica foi demonstrado aumento da proteina p-Catenina no nucleo e
citoplasma das células do hepatoblastoma (Figura 5). A sua localizagio na membrana
celular foi demonstrada no tumor hepatico do tipo fetal puro, estando associada a expressdo
da E-caderina (WEI et al. 2000). Nas células tumorais do hepatoblastoma de origem
epitelial, a B-Catenina é fortemente expressada tanto no nicleo como no citoplasma das

mesmas, mostrando-se negativa nos fibroblastos e células endoteliais.

Na maioria dos casos de hepatoblastoma de componente fetal estudados por
WEI et al. (2000), foi evidenciada uniforme positividade da B-Catenina no citoplasma
celular ¢ no nicleo das células dos hepatoblastomas do tipo de pequenas células
(anaplasicos), e também naqueles de células embrionarias e de componentes

macrotrabeculares.
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A super expressdo da f-Catenina presente em vdrios componentes celulares
tumorais, inchuindo células do tipo dos hepatécitos, em diferentes estagios de maturagio,
como também nas células de tecido escamoso, osteéide e condrdide, além das células
derivadas do mesénquima, sugere o importante papel desta proteina na patogénese dos

hepatoblastomas.

Antigeno de Proliferacio Celular (PCNA)

O antigeno de Proliferagio Celular (PCNA) é uma proteina nuclear que se
expressa em todas as fases de proliferagio do ciclo celular normal, apresentando niveis
baixos em G0 e G1, com pico maximo na fase S, quando se liga aos sitios de replicagio do
DNA, mantendo-se em niveis elevados durante a proliferagio celular (KISS et al. 1998). E

tacilmente detectado por técnicas de imuno-histoquimica.

RUGGE et al. (1998) demonstraram em estudo com 34 doentes portadores de
hepatoblastoma que, nos casos onde havia baixa proliferagdo celular (hepatoblastoma do
tipo fetal puro), a proteina PCNA (Figura 6) teve baixa expressdo. Significante associacéo
foi também demonstrada no subtipo histologico embriondrio do hepatoblastoma entre o
conteido de DNA (aneuploidia), a porcentagem de células na fase S do ciclo celular e os
niveis de PCNA.

Este estudo, realizado com pequeno niimero de doentes, necessita confirmag#io
em scries maiores, com 0 objetivo da sua inser¢do na rotina dos protocolos cooperativos

prospectivos que estudam este tumor hepdtico.
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FIGURA 5- Expressfo da beta-catenina em hepatoblastos embrionarios (200 X).
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FIGURA 6- Expresséio do PCNA nas células tumorais (400 X)
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Antigeno Ki-67

O Ki-67 (MIB-1) € um antigeno protéico nuclear, presente em todo o ciclo de
proliferagiio celular (G1, S, G2, M), e ausente na fase de quiescéncia celular (GO). E
codificado por um gene localizado no cromossomo 1025, com peso molecular entre 345 ¢
395 kD (ARA et al. 1997).

Pode ser wdentificado por imuno-histoquimica (Figura 7). A expressio deste
antigeno esta associada ao grau de proliferagfio celular fazendo, portanto, com que se possa
determinar a porcentagem de células em fase de crescimento, e, conseqlientemente, seu

potencial de metastatizag¢o.

ARA et al. (1997), em andlise de 18 pacientes portadores de hepatoblastoma,
estudando a expressio do Ki-67 neste tumor, demonstraram que, nos casos que se
apresentavam com estadio clinico baixo (estadios I e IT), os indices de proliferagdo celular
eram, como esperado, menores do que os observados nos casos onde o estadio clinico era
mais avangado (estadios III e IV). Estes mesmos achados foram observados apds o uso dos
agentes quimioterapicos, evidenciando, também, a alta porcentagem de proliferagéo celular
nos estadios II e IV, associando-se ao pior prognostico destes pacientes. Os autores
sugeriram que o Ki-67 pudesse ser utilizado como fator prognéstico da resposta terapéutica

a quimioterapia, empregada antes do momento cirtirgico.

Esta foi a primeira vez que se mostrou a importincia da determinacio de um
marcador de proliferagBo celular na avaliagdo da resposta a quimioterapia
(ARA et al. 1997), em estudo realizado em hepatoblastomas. A limitagio do reduzido
numero de casos ndo permitiu, entretanto, a inclusdo rotineira do Ki-67 na definicio da

resposta terapéutica do hepatoblastoma & quimioterapia.
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FIGURA 7- Expressio do Ki-67 no nicleo de células tumorais (200 X)
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Proteina p53

Os tumores malignos, ditos esporadicos, surgem em decorréncia de uma série
de alteragdes celulares somadticas, causadas por delecSes cromossdmicas, rearranjos ou

mutacdes.

O oncogene ¢ uma versio modificada do proto-oncogene normal, com
importante papel na funcio celular, como crescimento ¢ diferenciagio. Um nimero
limitado de genes, chamados de genes supressores, dentre eles o p53, localizado no
cromossomo 17p , tem papel em diversas neoplasias. Sua influéncia na génese do

hepatoblastoma ainda nfio estd provada (SETH; PAPAS, 1993).

O gene p53 ¢é um gene de supressio tumoral;, véarias mutagcdes podem
converté-lo em um gene dominante (ZERBINI et al. 1998). A proteina p53 é uma proteina

reguladora da proliferago celular que pode ser detectada por imuno-histoquimica
(Figura 8).

Um estudo da expresséio da proteina p53 em hepatoblastomas foi realizado por
RUCK et al. (1994), em 12 doentes. Os autores demonstraram a auséncia de positividade
do p53 nos casos de hepatoblastoma do tipo fetal puro e do tipo mesenquimatoso. A
expressdo do pS53 foi positiva nos casos de hepatoblastoma do tipo histologico de pequenas
células. Esta auséncia de imuno-reatividade observada na maioria dos hepatoblastomas
talvez possa traduzir a mutagfio do gene p53 e, possivelmente, sua positividade, indicar pior
prognostico (RUCK et al. 1994). Num certo paralelo, este fato foi demonstrado em outros
tipos de tumores em adultos, como o carcinoma de mama e de colon, onde a positividade

do p53 tem prognostico desfavoravel (HEINZE et al. 1999).

Na presente data, a perda ou mutagio da proteina p53 nos hepatoblastomas de
criancas ainda ndo estd definitivamente estabelecida com relagio ao prognéstico e

possibilidade de metastatizagdo.
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(250 X)

Expresséo do p53 no nticleo de hepatoblastos fetais

FIGURA 8-
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c-erb-B2

O gene c-erb-B2 tem a funcgdo de codificar receptores na membrana celular e
promover o crescimento da célula. E um proto-oncogene localizado no cromossomo 17q21.
Por métodos de imuno-histoquimica (Figura 9), é possivel detectar a proteina do gene
¢-erb-B2 na membrana celular (HEINZE et al. 1999).

Nio existem relatos na literatura sobre a expressdo do c-erb-B2 em
hepatoblastomas. VLASOFF et al. (2002) estudaram a expressdo do c-erb-B2 em 27 casos
de hepatocarcinoma em adultos. N#o observaram superexpressfio ou amplificagfio desta
proteina. Resultados distintos foram registrados por HEINZE et éi. (1999), que mostraram
a expressdo do c-erb-B2 associada & mutagfo do gene p53, em amostra de 34 doentes com
hepatocarcinoma em estadios avancados, sugerindo que sua expressividade pudesse ter
valor prognostico em adultos. A expressio do c-erb-B2 nos tumores de mama e de

estdmago tem sido descrita como fator de mau prognéstico (ANDERSEN et al. 1995).

Considerando a importincia desta proteina em variedade de tumores em
adultos, estudos ainda s3o necessarios para se conhecer o papel do c-erb-B2 na patogénese

do hepatoblastoma da faixa etaria pediatrica.
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FIGURA 9- Expressio do c-erb-B2 no citoplasma de hepatoblastos embriondrios
(400 X)
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Glicoproteina P

O desenvolvimento de resisténcia aos agentes quimioterdpicos ¢ um dos
maiores obstaculos & cura dos pacientes com cancer. O fendmeno conhecido como MDR,
traduzindo a resisténcia celular a diversos quimioterdpicos nfo relacionados, € o resultado
da expressdo funcional de uma bomba de efluxo na membrana citoplasmatica, denominada
glicoproteina P (GpP) (BECK (1990); HARRIS; HOCHAUSER (1992); LIST (1995)).

A expressdo elevada da GpP, € produto do gene mdr-1, localizado no cromossomo 7.

A presenga de altos niveis da GpP em tecidos normais de rins e de adrenais tem
sido demonstrada por métodos de Northen e Western Blotting (MURPI—IY et al.,, 1999).
Técnicas de imuno-histoquimica (Figura 10) evidenciaram que a presen¢a da GpP pode ser
localizada na superficie das células tubulares dos rins, no c¢élon, nas vias biliares ¢ ainda
nas células endoteliais dos capilares do cérebro (JETTE et al., 1996).

Muitos investigadores mensuraram os niveis de GpP nos tumores em seres
humanos, antes e apos a terapia com drogas anti-neoplasicas, sendo encontrados nitveis
glevados em tumores de mama e de oviario (TWENTYMAN et al,1987);
KASHANI-SABET et al. 1990). Quanto aos tumores hepaticos, WARMANN et al,,
(2002) estudaram a possivel associagdio entre a expressdo do gene mdr-1 e a ocorréncia de

resisténcia a miltiplas drogas.

A determinagfio dos mecanismos de resisténcia a multiplas drogas (MDR) € de
fundamental importincia para o desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas
(BECK, 1990; HARRIS; HOCHAUSER, 1992; LIST, 1995). Ac diagnéstico, ou no
decorrer da terapia, a expressividade deste gene poderia sugerir pior prognostico e,
eventualmente, permitir modificagdes na abordagem terapéutica para estes pacientes, na
auséncia de resposta favoravel ou mesmo antes da ocorréneia da recidiva. Na pediatria este
conhecimento torna-se relevante, considerando-se a baixa idade do acometimento dessas
criangas pelo hepatoblastoma. IntervengSes realizadas antes da recidiva possivelmente

aumentariarm as chances de cura.
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FIGURA 10- Expressio da GpP na membrana citoplasmatica de hepatoblastos
embrionarios (400 X)
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2- OBJETIVOS
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Os objetivos do presente estudo foram:

1. Verificar a associagio entre os achados histopatologicos ¢ a expressdo dos
marcadores B-Catenina , PCNA, Ki-67, p53 , c-erb-B2 e Glicoproteina P ao
diagnostico e no momento cirlrgico , nos pacientes com hepatoblastoma na

infincia.

2. Avaliar a positividade da expressio da 3-Catenina , do PCNA, do Ki-67, do
p53 , do c-erb-B2 e da Glicoproteina P, determinados ao diagnéstico e ap6s
o quarto ciclo do tratamento quimioterdpico com a evolugio clinica do

paciente.

3. Determinar a sobrevida livre de eventos dos doentes pediatricos portadores
de hepatoblastoma diagnosticados e tratados no Centro Infantil Boldrini ,
Campinas/SP , Brasil.

Objetives
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O presente estudo baseou-se em analises de imuno-histoquimica de material de
biopsia/peca cirtirgica de hepatoblastomas arquivados no Servico de Anatomua Patologica
do Centro Infantil Dr. Domingos A. Boldrini, Campinas/SP, no periodo de 1984 a 2001.

Foram analisados os prontuérios dos pacientes portadores de hepatoblastoma
diagnosticados e tratados no Centro Infantil Boldrini, no mesmo periodo. Dos 25 pacientes
registrados, 21 foram considerados analisaveis.

Foram excluidos os pacientes dos quais ndo foi possivel resgatar em servigos
externos de anatomia patolégica o material de bidpsia diagndstica e/ou cirurgia para analise
imuno-histoquimica, e aqueles cujos pais nfio deram o consentirnento livre esclarecido para
inclusio do material no estudo (ANEXO I), e o caso n° 6, por perda de seguimento apos a
realizacdo de transplante hepdtico em outro Servico , na anélise de sobrevida.

Em virtude do longo periodo de abrangéncia deste estudo, para uniformizar a
analise dos casos, todos os tumores foram re-estadiados de acordo com os critérios
adotados pela Sociedade Internacional de Oncologia Pediatrica (SIOP) e seu grupo de
estudo para tratamento de hepatoblastoma (SIOPEL/PRETEXT) . Este estadiamento leva
em consideracio as estruturas anatdmica e funcional do figado. Os lados direito e esquerdo
deste 6rgdo sfo separados e denominados de figado direito e esquerdo. Cada parte do

figado € dividida em dois setores (Figura 11) denominados de:
. setor lateral esquerdo e setor medial esquerdo.
. setor anterior medial direito e setor posterior lateral direito.

O setor lateral esquerdo abrange os segmentos hepéticos 2 € 3. O setor medial
esquerdo contém os segmentos 4 e a metade do segmento 1. O setor anterior medial direito
inclui os segmentos 5 e 8. O setor posterior lateral direito envolve segmentos 6 ¢ 7 ¢ mais a

metade do segmento 1. A representagfio esquematica desses segmentos consta na Figura 12.

Este sistema de setores, conhecido como PRETEXT, tem como objetivo
determinar ao diagnostico, a localizacfo intra-hepética do tumor, assim como sua extensdo
extra-hepética. E um método puramente descritivo, registrado antes da ressecgéio cirtirgica.

De acordo com o nitmero de setores livres e/ou envolvidos, os tumores sdo

agrupados em quatro grupos (Figura 13):
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Grupol- presenga de tumor em um dos setores, sendo os trés

adjacentes livres de tumor.

Grupo II - presenga de tumor em dois dos setores, sendo os dois

adjacentes livres de tumor.

Grupo I1I - presen¢a de tumor em trés setores, podendo haver apenas um

setor livre ou dois néo adjacentes.
Grupo IV - os quatro setores estdo envolvidos pelo tumor.

Quanto ao acometimento extra-hepatico, a extensdo do tumor ¢é classificada ,

de acordo com o 6rgéo envolvido:
V - indica extensdo do tumor para a veia cava e/ou para as trés veias hepéticas .

P - indica extensfo do tumor para dentro da veia porta principal ou veia porta

direita e esquerda.

E - indica presenca de extensdo extra-hepatica (massa fora do figado e fora da

veia).
M - indica presenga de metastase a distdncia (por ex. pulméo).

A estratégia terapéutica adotada neste grupo de 21 pacientes, baseada no estadio
clinico inicial, foi determinada segundo os protocolos CCG 881/POG 8103, SIOPEL 1,
SIOPEL 2 e SIOPEL 3, descritos sumariamente no ANEXO 1.

Objetivando a uniformizagéo dos diagndsticos histopatologicos em quase vinte
anos de estudo, foi realizada a Revisio Central das lAminas por quatro patologistas
experientes, sendo um deles o Prof. Dr. Arthur Zimmermann (Professor de Patologia da
Universidade de Bemn, Suica, membro do Grupo Cooperativo para tratamento de
Hepatoblastoma da  SIOP/SIOPEL), a Profa. Dra. Cecilia  Escanhoela
(Professora do Departamento de Anatomia Patologica da Faculdade de Ciéncias Médicas
da UNICAMP), a Profa. Dra. Izilda Aparecida Cardinalli (Chefe do Servico de Anatomia
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Patologica do Centro Infantil Boldrini / Professora Titular do Departamento de Anatomia
Patologica da Faculdade de Ciéncias Médicas da USF), € o Prof. Dr. Marcelo Alvarenga
(Professor do Departamento de Anatomia Patologica da Faculdade de Ciéncias Médicas da
PUCC/ Instituto de Patologia de Campinas ¢ do CAISM/ UNICAMP).

Em alguns casos nfo foi possivel resgatar nos outros servigos externos de

anatomia patologica o material da bidpsia (4/21 pacientes) e/ou da cirurgia (8/21).

Para a realizaciio dos estudos de mmunc-histoquimica houve a necessidade da
desparafinizacio dos blocos. O processamento das ldminas, conforme descrigdo abaixo,
segue o padronizado pela técnica modificada de HSU et al., 1981 .

Metodologia Para a Realizacio da Imuno-histoquimica :

Processo de retirada da parafina, com re-hidratagdo do material, em 3 trocas de
xilol (P.A.), com 3 minutos em cada troca. Depois, passagem do material em &lcool
absoluto, dlcool 95%, alcool 80% e alcool 70% por 3 minutos cada e, apds isto, lavagem
em cuba com agua destilada, por 3 vezes. O material estd pronto para receber o anticorpo.

Bloqueio da peroxidase endbgena: 3 trocas de 7 minutos cada, em &agua

oxigenada 3% (dilui¢go 1:10). Lavar por mais 5 vezes em agua destilada.

Recuperagiio antigénica: preparar ldmina de tampfo citrato, pH 6,0. Colocar na
panela a vapor por 30 minutos a 95°C, ¢ deixar esfriar por 15 minutos.

Preparo da solugio com o anticorpo primério: diluir cada anticorpo primario em
BSA (soro albumina bovina), de acordo com as indicacdes do fabricante

(Laboratoric Novo Castra, Newcastle, UK). As especificidades das diluiges foram as
seguintes:

a) B-catenina (NCL-B-CAT, clone 17 C2), na diluigéio 1:100;
b) p53 (NCL-p53-DO7, clone DO7), na diluigio 1:50;

¢ ) PCNA (NCL-PCNA, clone PC10), na dilui¢io 1:150;
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d) Ki-67 (NCL-Ki67-MM1, clone MM1), na dilui¢io 1:100;
e ) JSB1 ((GpP) NCL-JSB1, clone JSB1), na dihsicsio 1:20;
f) c-erb-B2 (NCL-C-erb B —2p), na diluigio 1:300.

Secar cada ldmina com papel filtro e circundar o corte com caneta para a
realizagio da imuno-histoquimica. Pingar algumas gotas dos anticorpos primarios
especificos, de modo que todo o corte seja coberto. Incubar em cimara tmida por 30

minutos a 37°C. A seguir, colocar em geladeira, por aproximadamente 12 horas.

Para a lavagem, retirar o excesso do anticorpo primério de cada limina, e
colocar em cuba com BS (Tampfio Fosfato Salina), totalizando 3 lavagens de 7 minutos

cada, & temperatura ambiente.

Adigdio do Anticorpo Secundério (biotinilado, DAKO LSAB + System, HRP).
Secar cada lAmina com papel filtro ¢ pingar o anticorpo de ligaggio biotinilado, incubar por
30 minutos a 37°C, retirar o excesso de anticorpo de cada ldmina e colocar em cuba com

PBS, 3 lavagens de 7 minutos cada, a temperatura ambiente.

Adi¢do do Conjugado Streptavidina Peroxidase (sistema LSAB + HRP, ou
Kit DAKO). Secar cada liamina com papel filtro e pingar o conjugado, incubando por 30

minutos a 37°C.

Colorac8o: retirar o excesso do Conjugado e colocar as liminas em cuba com
PBS. Preparar o cromégeno DAB (3,3° diaminobenzidina SIGMA) da seguinte maneira:
60mg de DAB + 100ml de PBS + 500u1 de H,0, (30%).

Dissolver 0 DAB em PBS, acrescentar H202 (30%), misturando bem, Colocar
as liminag para corar a temperatura ambiente, por 5 minutos no méximo, controlando o
tempo de coloragéo para cada anticorpo, até surgir uma coloragio marrom. Lavar a seguir 4
vezes em agua destilada e contra-corar com Hematoxilina de Harris por 40 segundos. Lavar
em agua corrente, que € mais alcalina que a dgua destilada, e pingar 4 gotas de hidréxido de
aménio. Agitar por alguns segundos. Fazer a diferenciagio da Hematoxilina em agua

amoniacal. A seguir, passar a ldmina em agua corrente ¢ em dgua destilada.
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Para a desidratacio e montagem: emergir as ldminas em dlcool com
concentragdes crescentes de 70%, 80%, 95% e, finalmente, alcool absoluto, por 5 minutos
cada passagem. A seguir, diafenizar por 3 vezes em xilol, durante 5 minutos cada vez.
Imediatamente, montar a 1Amina com Entellan (Merck), resina para montagem de limina

com laminula, secar por periodo de 5 minutos a 2 dias.

Para calcular o indice de proliferagio celular, a porcentagem do mimero de
células positivas para cada anticorpo monoclonal foi considerada em 500 células tumorais

visualizadas. O método da quantificagiio ndo foi informatizado .

Para a leitura da expressdo da B-Catenina pela técnica de imuno-histoquimica ,
foi considerada a sua positividade tanto no nicleo como no citoplasma das células
tumorais. Com referéncia aos marcadores de proliferagio celular PCNA ¢ Ki-67 e, a0 p33 ,
foi somente considerada a expressio da positividade do nticleo das células tumorais.
Finalmente , para o c-erb-B2 ¢ GpP , a expressio da positividade destes marcadores ,
restringiu-se 4 membrana das células malignas . Estes métodos também ndo foram

informatizados.

Setor lateral

Setor medial esquerdo
| Setor posterior | Setor anterior esquerdo
lateral direito | medsal dweito

FIGURA 11- Divisdo do figado em setores

N |
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FIGURA 12- Divisio do figado por segmento
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V= EXTENSAO V.CAVA E/OU HEPATICA P=EXTENSAO V.PORTA

E= EXTENSAQO EXTRA HEPATICA M = METASTASE

FIGURA 13- Sistema de Estadiamento PRETEXT SIOPEL 2

METODOLOGIA PARA A REALIZACAO DA TECNICA DE HIBRIDIZACAOQ IN
SITU

A hibridizagfio in situ fluorescente (FISH) utiliza sondas , que sdo fragmentos
de DNA , complementares 4 seqiiéncia de DNA a ser estudada. Estas sondas sdo marcadas
com substincias fluorescentes (fluorocromos) que sdo aplicadas dirctamentes em ldmina
contendo o material a ser estudado e , visualizadas em microscépio de fluorescéncia

(JORDE et al , 2000).
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A técnica de hibridizagfio in sifu (FISH) para andlise da expressdo do p353 foi
realizada em 8 pacientes, com sonda de seqiiéncia tnica (LSI p53 (17pi3.1),
Vysis-Downers Grove, IL, USA, marcada com Spectrum orange), que marca a regifo pl13.1
do cromossomo 17, onde estd localizado o gene p53. A sonda € marcada com fluorocromo
orange . Na célula normal espera-se encontrar duas marcagdes vermelhas que representam

os dois alelos do p33 . Na célula com deleco , visualiza-se somente um sinal vermelho.

O teste de Qui-quadrado foi realizado para a andlise estatistica de cada

marcador.

A sobrevida livre de doenca (SLD) ¢ a sobrevida global (SG) foram calculadas
de acordo com o método de Kaplan-Meier, (KAPLAN; MEIER, 1938). Para a andlise
estatistica, os pacientes foram analisados a partir do momento do diagnostico até a
progressdo da doenga, ou recaida, ou morte por qualquer causa na sobrevida livre de

eventos, € até a morte na analise da sobrevida global.
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4 - RESULTADOS
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No periodo de agosto de 1984 até dezembro de 2001 foram registrados no
Centro Infantil Boldrini 25 pacientes com o diagnostico de hepatoblastoma. Foram
excluidos desta analise 4 pacientes pela nio obtengfio de material de bidpsia diagnostica
e/ou de cirurgia em laboratérios externos de anatomia patol6gica, além do caso n°6, perdido
de seguimento ap6s transplante hepatico em outro servigo , ao analisarmos as sobrevidas

global e livre de eventos.

Dos 21 pacientes incluidos neste estudo, 14 eram do sexo feminino e 7 do sexo
masculino, numa proporgdo de 2:1 (Tabela 1, Figura 14). A maioria foi da raga branca e
apenas um paciente era pardo (Tabela 2, Figura 15). O predominio da raca branca foi
estatisticamente significativo (p = 0,003). Nenhum dos pacientes era portador de anomalias

congénitas associadas.

Quanto ao estado de nutrigio ao diagndstico , quando analisados pela curva de
Marcondes e colaboradores (reconhecida pelas Sociedades Paulista e Brasileira de
Pediatria, ANEXO III) com relagio ao peso e estatura dos 21 pacientes ao diagnostico,
quatro pacientes (19%) estavam entre os percentis 2,5 e 10, trés pacientes (14,3%) entre os
percentis 10 e 25, dez pacientes (47,6%) entre os percentis 25 e 50 , trés pacientes (14,3%)
entre os percentis 50 e 75 e apenas um paciente estava entre os percentis 90 ¢ 97,5

(Tabela 3).

TABELA 1- DISTRIBUICAO DE FREQUENCIA, ABSOLUTA (n) E RELATIVA (%),
DO SEXO DOS PACIENTES. COMPARACAO PELO TESIE
QUI-QUADRADO DE UMA AMOSTRA (¢ = 0,05)

FREQUENCIA
SEXO
Absoluta (r) Relativa (%)

Feminino 14 66,7
Masculino 7 33,3

TOTAL 2t 160,8
Qui-quadrado ¥ = 0,61 p=10,43
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B Feminino B Masculino

FIGURA 14- Distribuicdo da freqliéncia dos pacientes portadores de hepatoblastoma,

guanto ao sexo

TABELA 2- DISTRIBUIGAQO DE FREQUENCIA, ABSOLUTA (n) E RELATIVA (%),
DA COR DOS PACIENTES PORTADORES DE HEPATOBLASTOMA.
COMPARACAO PELO TESTE QUI-QUADRADO DE UMA AMOSTRA

(a0 = 0,05)
FREQUENCIA
COR -
Absolata (n) Relativa (%)
Branco 20 95,2
Nio Branco 1 4,8
TOTAL 21 106,06

Qui-quadrado v’ = 8,65 p=0,003*
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@ Branco B Nao Branco
FIGURA 15- Distribuicdo da freqiiéncia dos pacientes com hepatoblastoma quanto a raga
TABELA 3- DISTRIBUICAO DA FREQUENCIA DOS PACIENTES PORTADORES

DE HEPATOBLASTOMA DE ACORDO COM O PESO E ESTATURA AO
DIAGNOSTICO, PELA CURVA DE MARCONDES E

COLABORADORES
FREQUENCIA
PERCENTIL
Absoluta (m) Relativa (%)
2,510 4 19,0
1025 3 14,3
2550 10 47,6
50 75 3 14,3
90 975 1 4,8

TOTAL 21 100,0
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A faixa etéria de maior prevaléneia nos pacientes do estudo ficou entre 6 ¢ 36
meses de vida. Ao diagnéstico , seis dentre os 21 pacientes (28,6%) pertenciam a faixa
etaria de 0 |— 6 meses de idade, nove pacientes (42,8%) tinham idade entre 6 [—— 36 meses
e os restantes 28,6% dos pacientes (seis casos) tmham mais de 36 meses de idade
(Tabela 4, Figura 16). Nenhum deles foi prematuro, ou tinha peso de nascimento menor ou

igual a 2 quilograma.

TABELA 4- DISTRIBUICAO DE FREQUENCIA, ABSOLUTA (n) E RELATIVA (%),
DOS PACIENTES PORTADORES DE HEPATOBLASTOMA, SEGUNDO
A FAIXA ETARIA (EM MESES) POR OCASIAQ DO DIAGNOSTICO.
COMPARACAO PELO TESTE QUI-QUADRADO DE UMA AMOSTRA

(o= 0,05)
FATXA FREQUENCIA
ETARIA :
Absoluta (n) Relativa (%)
(més)

0 6 6 28,6
6 36 9 42,8
36 |— 6 28,6

TOTAL 21 100,0
Qui-Quadrado =040 P=0,82
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FIGURA 16- Distribuicdo da freqiiéncia dos pacientes portadores de hepatoblastoma

segundo a faixa etdria em meses, ao diagndstico

Objetivando a uniformidade dos diagndsticos histopatologicos dos casos
estudados, foi feita a revisdo por pelo menos dois patologistas experientes
(Profa. Dra. Izilda Aparecida Cardinalli, do Centro Infantil Boldrini / USF ¢ uma segunda
opinido entre os seguintes patologistas Prof. Dr. Arthur Zimmermann, da Universidade de
Bernn, Profa. Dra. Cecilia Escaﬁhoela, da UNICAMP e Prof. Dr, Marcelo Alvarenga, da
PUCC / IPC/ CAISM UNICAMP), com nivel de concordincia dos subtipos histolégicos
em 100%.

Confirmou-se o diagndstico de hepatoblastoma do tipo fetal puro em 11
pacientes (52,4%), hepatoblastoma do tipo misto (fetal/embriondrio) em 8 pacientes (38%),
um caso de hepatoblastoma tipo macrotrabecular (4,8%) e um, do tipo misto teratdide
(Figura 17).
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B4 Fetal O Fetal/Embrionario Bl Macrotrabecular & Misto Teratéide

FIGURA 17- Distribuigio de freqiiéncia dos pacientes portadores de hepatoblastoma
segundo o subtipo histologico

Com relagfio ao estadio dos pacientes classificados de acordo com os critérios
do PRETEXT/SIOPEL, a maioria pertencia ao grupo 1I, ou seja, o tumor abrangia 2 setores
hepéticos, sendo os dois setores adjacentes livres . A distribuigfio dos 21 pacientes quanto a
extensfio da doenga mostrou que quatro pacientes (19%) eram do grupo I, onze pacientes
(52,4%) do grupo II, cinco pacientes (23,8%) do grupo III ¢ apenas um paciente (4,8%) do
grupo IV (Tabela 5, Figura 22).
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TABELA 5- DISTRIBUICAO DE FREQUENCIA, ABSOLUTA (n) E RELATIVA (%),
DOS PACIENTES PORTADORES DE HEPATOBLASTOMA, SEGUNDO
O GRUPO DE ESTADIAMENTO (PRETEXT/SIOPEL)

GRUPO DE FREQUENCIA
ESTADIAMENTO Absoluta (n) Relativa (%)
i 4 19,0
il 11 52,4
il 5 23,8
v 1 . 48
TOTAL 21 100,0

11
OGrupol &EGrupoll B Grupo HI

B Grupo [V

FIGURA 18- Distribuicio de fregliéncia dos pacientes portadores de hepatoblastoma
segundo o grupo de estadiamento PRETEXT/SIOPEL

Quanto ao envolvimento extra-hepdtico pelo tumor ao diagndstico, trés casos
tinham metastase pulmonar (casos n® 5 ,6 e 12). Os casos n® 5 e 12 faleceram por

progresso do tumor, refratdrio & quimioterapia. O caso n® 6 apresentou recidiva hepatica
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apds a primeira terapia, trocando o esquema quimioterdpico por duas vezes. Foi
posteriormente submetido a transplante hepético em outro Servigo, sendo perdido de

seguimento, ainda em remissfo clinica e laboratorial, apés trés meses.

Quatro casos apresentavam envolvimento de veia porta ao diagndstico
(casos n®™ 7, 8, 10 e 19). Seis casos apresentavam envolvimento da veia cava
(casos n® 7, 8, 9, 10, 12 ¢ 15) e apenas um caso tinha envolvimento extra-hepatico pelo

tumor (caso n° 10).

Quanto a ocorréncia de recidivas, além do caso n? 6 _previamente citado, dois
outros pacientes (casos n? 7 e 12) apresentaram recidiva pulmonar isolada. Destes, o caso
n® 7 recidivou para o pulmdo, bilateralmente, trés meses ap6s o término de sua terapia. Este
paciente era do grupo III VP, histologia do tipo fetal puro, com ressec¢io completa do
tumor primdrio e de sua extensdo para veias cava e porta, na primeira terapia. Ele estd vivo,

em 2° remissdo clinica completa ha 92 meses.

No presente estudo, o momento cirirgico foi previsto ao redor da semana 123,
apés o tratamento com 4 ciclos de quimioterapia. O objetivo desta estratégia visava ndo s6
a redugio do tumor, facilitando sua ressecabilidade, como também, avaliar a resposta do
tumor ao esquema quimioterapico utilizado. Dois pacientes (casos n® 1 e 5) tiveram a

resseccdo cirirgica como a primeira modalidade de tratamento.

A cirurgia programada para a ressecgfo do tumor foi realizada em 16 pacientes
que fizeram a quimioterapia pré-operatoria, conforme planejado. Em todos, o tumor foi
totalmente ressecado no ato cirirgico, sendo 12 com margens livres de doenca
(75% dos casos) e 4 pacientes (25% dos casos) com margens microscopicamente
comprometidas (Tabela 6). Trés pacientes nfo foram submetidos & cirurgia programada: um
faleceu por sepse (caso n° 3) e dois, por progressfio de tumor refratirio & quimioterapia

(casosn® 2 e 21).
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TABELA 6- DISTRIBUICAO DE FREQUENCIA, ABSOLUTA (n) E RELATIVA (%),
DOS PACIENTES PORTADORES DE HEPATOBLASTOMA,
SEGUNDO A RESSECCAQ CIRURGICA DO TUMOR

FREQUENCIA
RESSECCAO CIRURGICA }
Absoluta (n) Relativa (%)

Ao diagnéstico 2 9.5
Apos QT com Margens Livres 12 57,1
Apés QT com Margens Comprometidas 4 19,0
Inoperaveis 3 14,3

TOTAL 21 100,0

QT = quimioterapia

A boa resposta & quimioterapia e a ressec¢io completa do tumor com margens
livres, representam os alicerces para a cura da crianga. O grupo do estudo, avaliado 19 anos
apos, mostrou que 11 pacientes estdo vivos e em remissdo clinica completa, sendo a Ultima
avaliagio feita em abril de 2003. Na Tabela 7 estdo contidos os dados globais da
caracterizagdo clinica, patoldgica e terapéutica dos 21 pacientes com hepatoblastoma e sua
correlagdo com a sobrevida, analisada no periodo de agosto de 1984 até abril de 2003.
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Nove pacientes faleceram. Dois deles por sepse secundéria a neutropenia pos-
quimioterapia. O caso n® 1 foi a 6bito por infecglo, na cidade de origem. Nfo temos
informacgfio sobre sua evolugio clinica nesta internagio por febre e neutropenia, nem
resultados de culturas. O caso n® 3 evoluiu para 6bito durante episédio de neutropenia febril
e 0 Unico agente isolado foi em secreco orotraqueal (Pseudomonas aeruginosa). O caso
n® 9 faleceu por infecgio grave na 2° semana do pds-operatdrio, caracterizada pela presenga
de abscesso peri-hepético € necrose tubular renal, em exame de necrdpsia, embora nenhum
agente bacteriano tivesse sido isolado. O caso de n” 11 evoluiu para 6bito na 4* semana do
pos-operatério, em outro Servigo, com insuficiéncia hepatica ¢ sépse, também sem agente

infeccioso isolado em culturas.

Cinco pacientes refratarios 4 quimioterapia morreram por progressio da doenga
(casos n® 2, 5, 12, 15 e 21). O caso n* 5 morreu na cidade de origem, com insuficiéncia
cardiaca congestiva, por progressdo do tumor apds o 4° ciclo de quimioterapia. Apresentava
ao ecocardiograma fracio de ejecio de 0,49%, com diminuicdo contratil do ventriculo
esquerdo, presenga de massa aderida ao ventriculo direito, com obstrugdo da via de saida e
insuficiéncia tricaspide. A condi¢iio atual dos 21 pacientes analisados estd contida na
Tabela 8.

TABELA 8- DISTRIBUICAO DE FREQUENCIA, ABSOLUTA (n) E RELATIVA (%),
DOS PACIENTES PORTADORES DE HEPATOBLASTOMA, SEGUNDO
A CONDICAO ATUAL DO PACIENTE (AVALIACAO EM ABRIL 2003)

] FREQUENCIA
STTUACAO ATUAL
Absoluta (n) Relativa (%)

Obito por Sepse 4 19,0
Obito por Progressio do Tumor 5 23,8
Remisséio Clinica Continua 11 52,4
Desconhecida i 4.8

TOTAL 21 100,0
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Uma paciente (caso n® 6) apresentou quatro meses apds o termino de sua
terapia, aumento da a-feto proteina sérica (1064,8 ng/ml), embora os exames de imagem na
ocasido (ressonincia de abdome ¢ tomografia de torax) nfio apresentassem presenga de
tumor mensuravel. Com o diagnéstico de recidiva, a paciente reiniciou a quimioterapia com
Ifosfamida ¢ Etoposide (3 ciclos), sem diminuic8o dos niveis da o-feto proteina sérica e
com o aparecimento subsequente de lesfo em parénquima hepatico. Trocado o esquema de
quimioterapia para Vincristina, 5-Fluoracil e Carboplatina, realizando 8 ciclos, com boa
resposta a este novo esquema. Foi submetida a transplante hepético em outro Servigo. Trés
meses apos este procedimento, apresentava niveis séricos de a-feto proteina e exames de

imagem normais. Foi posteriormente perdido o seguimento desta paciente.

A terapéutica utilizada para estes 21 pacientes variou de acordo com a época de
registro de cada um deles no Centro Infantil Boldrini. Sessenta e cinco por cento dos
pacientes do estudo foram tratados com protocolos mais modernos (SIOPEL 1, 2 e 3) com
cifras de cura entre 50 e 71,5%, sendo expressivo o progresso terapéutico apds a
implantac8o destes protocolos (Tabela 9). Dezoito pacientes foram tratados de acordo com
os protocolos SIOPEL, dois pacientes conforme o protocolo CCG 881/POG 8103 e um
paciente recebeu apenas um ciclo de Cisplatina e Adriblastina (Figura 19).
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TABELA 9- DISTRIBUICAO DE FREQUENCIA, ABSOLUTA (n) E RELATIVA (%),
DA  SOBREVIDA DOS PACIENTES PORTADORES DE
HEPATOBLASTOMA SEGUNDO O PROTOCOLO DE TRATAMENTO

UTILIZADO
SITUACAQ ATUAL
] TOTAL DE
Obito Vivo
PACIENTES
() a %
CCG 2 - 0,0 2
CDDP/ADR 1 - 0,0 1
SIOPEL 1 1 3 75 5%
SIOPEL 2 3 3 50 6
SIOPEL 3 2 5 71,5 7
TOTAL 9 11 21

*excluido o caso n° 6 por perda de seguimento

6

7 CCG B CDDP/ADR CISIOPEL1 & SIOPEL2 BSIOPEL3

FIGURA 19- Distribuicio de freqiiéncia dos pacientes portadores de hepatoblastoma

segundo o protocolo terapéutico utilizado
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Para a andlise de Sobrevida Livre de Eventos foram considerados 20 pacientes
pois um deles foi excluido por perda de seguimento (caso n® 6). Este caso, entretanto, foi
incluido nas analises até o momento do abandono, exceto para a analise de sobrevida

global.

Em 19 anos de seguimento, o maior periodo de sobrevida ¢ a do caso n® 4 , 141
meses. A sobrevida global em 12 anos de todos os pacientes do estudo € de 55%. Nesse
mesmo periodo a sobrevida livre de eventos € de 50%, de acordo com o método de

Kaplan-Meter (Figuras 20 ¢ 21).
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FIGURA 20- Sobrevida Global avaliada em 12 anos nos 20 pacientes com hepatoblastoma
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FIGURA 21- Sobrevida Livre de Eventos avaliada em 12 anos nos 20 pacientes com

hepatoblastoma

A sobrevida livre de eventos dos 20 pacientes, estratificados de acordo com o
protocolo terapéutico utilizado, foi de 71,5% em 4 anos para o protocolo SIOPEL 3 (n=17),
50% em 6 anos para o protocolo SIOPEL 2 (n = 6), 50% em 12 anos para o protocolo
SIOPEL 1 (n = 4; excluido caso n® 6, por perda de seguimento apds transplante hepatico em
outro Servigo) e zero para os pacientes que utilizaram os demais esquemas terapéuticos
(Figura 22).

De acordo com o grupo de estadiamento (PRETEXT/SIOPEL), a sobrevida
livre de eventos para os 20 pacientes portadores de hepatoblastoma foi de 75% em 6 anos
para os pacientes do grupo I (n = 4), 40% em 12 anos para os pacientes do grupo II
(n= 10, exchiido caso n® 6), 60% em 5 anos para os pacientes do grupo I (n=5) e de zero

para o paciente do grupo IV (Figura 23).
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Quanto a andlise da sobrevida dos pacientes de acordo com o subtipo
histolégico, o progndstico favorével se restringiu de maneira significativa ao subtipo fetal
puro, onde dos 11 casos descritos, 9 estdo vivos, sem evidéncia de doenga, com uma
sobrevida em 12 anos de 72,7% . A Figura 24 mostra as curvas de sobrevida livie de

eventos de acordo com os subtipos histologicos fetal puro e fetal/embriondrio.
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FIGURA 24- Sobrevida Livre de Eventos entre os pacientes com hepatoblastoma de

acordo com os subtipos histologicos fetal puro e fetal embrionério

A presenga do componente embriondrio ao tipo fetal (8 pacientes) reduziu a
taxa de cura para 28,6%. Deste grupo, um paciente foi perdido de seguimento (caso n°6) e
2 morreram de infecglio pos-operatéria (casos n® 9 e 11), e 1 por sepse (caso n°1). Apenas

dois pacientes deste grupo, foram a 6bito por progresséio de doenga (casos n®5e15).

A tabela 10 discrimina a situagfio atual de todos os 20 pacientes, de acordo com
os subtipos histolégicos. Quando a comparagio da sobrevida livre de eventos foi feita de
acordo com todos os subtipos anatomopatolégicos, a presenca do componente fetal foi

estatisticamente significante (p = 0,02%).
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TABELA 10- DISTRIBUIGAO DE FREQUENCIA DA SITUACAO ATUAL DOS
PACIENTES SEGUNDO O SUBTIPO HISTOPATOLOGICO.
COMPARACAO ENTRE AS FREQUENCIAS DO SUBTIPO FETAL E
DO FETAL/EMBIONARIO PELO TESTE EXATO DE FISHER

(o = 0,05)
DESFECHO CLINICO
SUBTIPO
HISTOPATOLOGICO TOTAL Vivo Obito
n Y%
Fetal Puro 1 9 88% 2
Fetal/Embrionario 7 2 29% 5
Macrotrabecular 1 0 0 1
Misto Teratdide 1 0 0 1
TOTAL 20 i1 55% 9
p= 0,02%

Uma possivel associagfo entre os achados imuno-histoquimicos dos marcadores
de proliferagdo celular do tumor e o prognéstico dos pacientes, foi pesquisada em 21
pacientes, no momento da bidpsia diagnéstica (Tabela 11) e no momento da cirurgia

realizada apos 4 ciclos de quimioterapia (Tabela 12).

TABELA 11- DISTRIBUICAO DE FREQUENCIA, ABSOLUTA (n) E RELATIVA (%),
DOS PACIENTES DE ACORDO COM A PRESENCA OU AUSENCIA
DE EXPRESSAO DOS MARCADORES NO MATERIAL OBTIDO AO

DIAGNOSTICO (BIOPSIA)
MARCADOR DE BIOPSIA TOTAL DE EXAMES
IMUNO- Auséncia Presenca REALIZADOS
HISTOQUIMICA n % n % n
B—Catenina 7 41,2 10 58,8 17
PCNA 0 0,0 14 100,0 14
Ki-67 2 11,8 15 88,2 17
p53 16 94,1 1 5.9 17
c-erb-B2 6 42,9 8 57,1 14
GpP 15 83,2 2 11,8 17

TOTAL 46 47,9 50 52,1 96
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TABELA 12- DISTRIBUICAO DE FREQUENCIA, ABSOLUTA (n) E RELATIVA (%),
DOS PACIENTES DE ACORDO COM A PRESENCA OU AUSENCIA
DA EXPRESSAO DE CADA MARCADOR NO MOMENTO
CIRURGICO (PARA RESSECCAO DO TUMOR PRIMARIO), APOS 4
CICLOS DE QUIMIOTERAPIA*

EXPRESSAO DOS MARCADORES NA PECA

MARCADOR DE CIRURGICA TOTAL
IMUNO-
n Auséncia Presenca
HISTOQUIMICA
n %Yo n % n
B—Catenina 2 12,5 14 87.5 16
PCNA 1 6,7 14 933 15
Ki-67 il 34,6 2 154 13
p33 15 93,8 1 6,2 16
c—erb-B2 3 21,4 3 78,6 14
GpP 1 68,8 3 31,2 16
TOTAL 43 47,8 &7 52,2 90

*Exceto nos casos 1 e 5, que fizeram cirurgia ao diagndstico, sem o uso de quimioterapia prévia.

Ao diagnéstico, os marcadores mais expressivos foram o PCNA e o Ki-67, com
100% e 88,2% de positividade, respectivamente. A menor expressdo foi para o p53,
positivo pela técnica de imuno-histoquimica em apenas um paciente {caso n® 13). Quando a
expressdo génica do p33 foi pesquisada pela técnica de hibridizacdio in situ (FISH), dos 8
casos pesquisados (casos n® 2, 4, 7, 8, 9, 12, 13 e 15) 5 casos foram positivos
(casos n® 2, 7, 9, 12 e 13). Niveis intermediarios de positividade foram registrados com a

B-Catenina e c-erb-B2. A GpP ndo apresentou resultados significativos.

A Figura 25 contém a distribuigdo da expressfio dos seis marcadores estudados

nesta pesquisa, no momento do diagnéstico do hepatoblastoma.
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FIGURA 25- Distribuiciio de freqgii€éncia dos pacientes portadores de hepatoblastoma de
acordo com a auséncia ou presenga da expressdio de cada marcador no

material obtido da bidpsia ao diagnostico

No momento da cirurgia programada, dezesseis pacientes tiveram o0s
marcadores de proliferacSo celular quantificados. As maiores expressdes de positividade
neste momento, foram registradas com a B-Catenina, 0 PCNA ¢ o C-erb-B2 em 87,5%,
93,3% e 78,6%, respectivamente. Os niveis de Ki-67 diminufram significativamente em
relagdo aos valores pré-quimioterapia chegando a 15,4%. O p53 avaliado com técnica de

imuno-histoquimica ndo mostrou alteracfio (Figura 26).
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FIGURA 26- Distribuicio de freqiiéncia dos pacientes portadores de hepatoblastoma de
acordo com a auséncia ou presenca da expressio de cada marcador no

material obtido no momento cirurgico para ressec¢do do tumor

A Tabela 13 contém o resultado geral dos estudos de imuno-histoquimica
realizados no momento da biopsia diagnostica, por ocasifio da cirurgia do tumor apds uso
de quimioterapia, associado ao subtipo histologico ¢ & sobrevida dos 21 casos de

hepatoblastoma analisados neste estudo.

No momento do diagndstico, foi realizado o estudo de imuno-histoquimica para
a pesquisa do marcador de proliferagio celular (PCNA) em 14 pacientes. O resultado foi
positivo em todos. A sobrevida global em 12 anos para estes pacientes de acordo com a
positividade do PCNA ao diagndstico, foi de 64,3% (Figura 27). Foram estudados 15
espécimes cirtrgicas, apos quimioterapia (exceto o caso n? 1, cujo resultado do PCNA foi
positivo e a crianga foi operada ao diagnéstico, sem uso prévio de quimioterapia) para o

PCNA . Os resultados se mostraram positivos em 14 casos e negativo em apenas um caso
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(n® 4), cujo subtipo histoldgico era fetal puro. Este paciente estd vivo, sem evidéncia de
doenga ba 12 anos. A taxa de sobrevida global para os pacientes com PCNA positivo no

momento da cirurgia programada foi de 76,9% em 9 anos (Figura 28).
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FIGURA 27- Sobrevida Global segundo a expressio do PCNA no momento da bidpsia

diagndstica nos pacientes com Hepatoblastoma
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FIGURA 28- Sobrevida Global segundo a expressdo do PCNA no momento da cirurgia

nos pacientes com Hepatoblastoma
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A Figura 29 abaixo apresenta, comparativamente, a expressdo da positividade
do PCNA antes (momento da bidpsia diagnostica) e apos 4 ciclos que quimiocterapia
(momento da ressecgdo cirdrgica do tumor). Ndo houve variagio desta expressic com a

quimioterapia empregada .
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FIGURA 29- Distribuigdo de freqiiéncia dos pacientes de acordo com a auséncia ou
presenga da expressio do PCNA no material retirado da bidpsia ao

diagnostico e na ressecgdo cirargica do tumor

Os estudos de imuno-histoquimica para o Ki-67 foram realizados no momento
da biopsia diagnostica em 17 pacientes, sendo o resultado positivo em 15 casos (88,3%). A

sobrevida global para os doentes que expressavam a positividade deste marcador, avaliada
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em 12 anos de seguimento, foi de 66,7% (Figura 30). Os 2 casos com resultado negativo
para o Ki-67 faleceram por progressdo de tumor refratério a quimioterapia, sendo um deles
(caso n® 2) de subtipo histolégico fetal puro e o outro, do subtipo fetal/embrionario
(caso n® 5). Nos pacientes com expressdo do Ki-67 ao diagndstico, que obtiveram a

negativagio deste marcador no momento da cirurgia tiveram melhores taxas de sobrevida

livre de eventos (SG=90%).

Em 11 pacientes o resultado do Ki-67 avaliado na pega cirrgica foi negativo.
Nestes, a sobrevida global em 12 anos foi de 90 % (Figura 31). Nos dois casos com
resultado positivo do Ki-67 no momento cirlrgico (casos n* 15 e 16), a curva de sobrevida

livre de eventos destes pacientes, em 4 anos de acompanhamento, foi de 50%, embora nfo

tenha havido diferenca estatisticamente significante (p = 0,22).
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FIGURA 30- Sobrevida Global segundo a expressio do Ki-67 no momento da bi6psia

diagnéstica nos pacientes com hepatoblastoma
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FIGURA 31- Sobrevida Global segundo a expressio do Ki-67 no momento da cirurgia nos

pacientes com hepatoblastoma
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A demonstra¢o comparativa da expressdo do marcador Ki-67 avaliada antes da
quimioterapia (momento da bidpsia diagnéstica) e apds 4 ciclos (momento da ressecgdo
cirirgica do tumor) esti contida na Figura 32. Vé-se expressiva negativaglo deste

marcador, com a quimioterapia utilizada.
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FIGURA 32- Distribuicdo de freqiiéncia dos pacientes de acordo com a auséncia ou
presenga da expressio do Ki-67 no material retirado da bidpsia ao

diagnostico e na ressecgdio cirtrgica do tumor

A andlise por imuno-histoquimica da $-Catenina , no momento do diagnostico,
foi realizada em 17 casos. Destes, 10 obtiveram resultades positivos para este marcador
(58,8%). Em 7 casos ndo houve expressdo da B-Catenina. Os pacientes com resultado

positivo (n=10) apresentaram sobrevida global em 8 anos de acompanhamento de 60%,
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enquanto aqueles casos com resultados negativos da B-Catenina (n=7) ao diagnéstico,
apresentaram sobrevida global em 12 anos de 57,1% (Figura 33). N#o houve diferenca
estatisticamente significante da sobrevida global destes pacientes (p=0,94).

A andlise imuno-histoquimica da B-Catenina, na peca da ressec¢fio cirurgica,
foi realizada em 16 casos. Em apenas dois, o resultado foi negativo {(casos n® 11 e 19). No
caso n® 11, cujo subtipo histologico era fetal/embrionario, ndo possuiamos o resultado da
expressdo P-Catenina ao diagnéstico. Este paciente faleceu por infecgfo, na 4° semana

pos-operatdria.

No outro caso com resultado negativo da B-Catenina no momento da cirurgia
programada, o tumor era de histologia fetal puro. O paciente esti vivo, em remissdo
continua hi 34 meses (caso n® 19). Os 13 casos restantes, no momento da cirurgia
programada, apresentaram resultado positivo da -Catenina. A sobrevida global em 12 anos
foi de 76,9% (Figura 34). Nesta ocasido, também nfio houve diferenga da sobrevida livre de

eventos, de acordo com os resultados positivo ou negativo da B-Catenina (p = 0,36).
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FIGURA 33- Sobrevida Global segundo a expressio da B-catenina no momento da bidpsia

diagnostica nos pacientes com hepatoblastoma
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FIGURA 34- Sobrevida Global segundo a expressdo da B-catenina no momento da cirurgia

nos pacientes com hepatoblastoma
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A variag8o da expressio da P-Catenina ao diagndstico apds o 4° ciclo de
quimioterapia, esta contida na Figura 35. Para a B-Catenina, nota-se discreto aumento da

expressdo deste marcador, apds a quiniioterapia utilizada .
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FIGURA 3S- Distribui¢iio da freqiiéncia dos pacientes portadores de hepatoblastoma de
acordo com a auséncia ou presenga da expressdo da B-Catenina no material

retirado na bidpsia ao diagndstico e na ressec¢do cirtirgica do tumor

A glicoproteina P (GpP) foi avaliada no momento do diagnéstico pelo método
de imuno-histoquimica em 17 casos , com resultados positivos em dois (casos n® 16 e 18).
Estes dois pacientes mantiveram sobrevida global em 4 anos de 100% , sendo o tumor de
um deles de histologia fetal/embriondrio (caso n® 16) e do outro, do subtipo histolégico
fetal puro (caso n® 18). Quinze pacientes apresentaram resultado negativo da GpP ao

diagnostico , com sobrevida global em 12 anos de 53,3% (Figura 36).
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Na pega cirtrgica, 16 casos foram analisados quanto a expressdo da GpP. Dez
deles tiveram resultado negativo, com sobrevida global de 70% em 12 anos. Cinco
pacientes expressaram positividade da GpP no momento da cirurgia, sendo que em dois
deles (casos n™ 16 e 18) a GpP também era positiva ao diagndstico, estes dois pacientes
permanecem vivos € sem doenga por periodo de acompanhamento de 47 e 35 meses. A

sobrevida global para estes 5 pacientes foi de 80% em 9 anos (Figura 37).
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FIGURA 36- Sobrevida Global segundo a expressio da Glicoproteina P (GpP) no

momento da biépsia diagndstica nos pacientes com hepatoblastoma
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FIGURA 37- Sobrevida Global segundo a expressdo da Glicoproteina P (GpP) no

momento da cirurgia nos pacientes com hepatoblastoma
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Um discreto aumento da expressio da glicoproteina P pode ser avaliada na

Figura 38, ap6s os 4 ciclos de quimioterapia (momento da ressecgdo cirtrgica do tumor).
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FIGURA 38- Distribuicio de freqiiéncia dos pacientes de acordo com a auséncia ou
presenca da expressdo da GpP no material retirado na bi6psia diagnostica e

na resseccdo cirtrgica do tumor dos pacientes portadores de hepatoblastoma

A expressdo do c-erb-B2 foi avaliada no momento da biépsia diagnéstica em 14
pacientes com hepatoblastoma . Oito deles apresentavam resultado positivo, com sobrevida
global em 8 anos de 87,5%. Em seis casos, a analise imuno-histogquimica do c-erb-B2 foi
negativa ao diagndstico. A sobrevida global destes pacientes com c-erb-B2 negativo, em 12
anos de seguimento foi de somente 33,3% (Figura 39). Para este marcador, houve diferenga

estatistica significante quanto & sobrevida global (p = 0,02).
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A analise do c-erb-B2 na peca cirurgica foi realizada em 14 casos. Onze deles
apresentaram resultado positivo. A sobrevida global destes altimos pacientes, foi de 72,7%
em 12 anos de seguimento. Dois casos apresentaram resultado negativo do c-erb-B2 no
momento da cirurgia, com sobrevida global em 8 anos de 100%. Nao houve diferenca
estatistica na sobrevida global com relagfo 4 positividade do c-erb-B2 no momento da

ressecgio cirtrgica (p = 0,44).
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FIGURA 39- Sobrevida Global segundo a expressio do C-erb-B2 no momento da bidpsia

diagnéstica nos pacientes com hepatoblastoma

Resultados
102



n=2

P 100 SG=100%
R -
E 80 nmt g Positivo
B HomT2 7% | e NEQALIVO
I
L 60
|
D
A a0
D
E
(%)
a 2 |
p=0,44
a
0 2 4 6 8 10 12

Sobrevida Global (ano)

FIGURA 40- Sobrevida Global segundo a expressdo do C-erb-B2 no momento da cirurgia

nos pacientes com hepatoblastoma
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O discreto aumento da negatividade do marcador c-erb-B2 apds 4 ciclos de

quimioterapia (momento da ressec¢fo cirdrgica) pode ser visualizado na Figura 41.
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FIGURA 41- Distribuigdo de freqiiéncia dos pacientes de acordo com a auséncia ou
presenca da expressdo do c-erb-B2 no material retirado na biopsia
diagndstica e na resseccdo cirirgica do tumor dos pacientes portadores de

hepatoblastoma

A analise do p53 por imuno-histoquimica foi realizada no momento da biépsia
diagnostica em 17 pacientes, € apenas um deles {caso n® 13) apresentou resultado positivo.
Mais recentemente € , com material fresco congelado a — 90°C, nosso laboratorio de
citogenética molecular imtroduziu a técnica de FISH. A expressfio génica do p53 foi
analisada pelo método de FISH em 8 casos (casos n® 2, 4, 7, 8, 9, 12, 13 ¢ 15), com

resultados positivos em cinco casos (casos n® 2, 7, 9, 12 e 13 e Figura 44). A expressio do
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p53 por imuno-histoquimica ¢ pela técnica de FISH foi detectada no caso n® 13. O subtipo
histologico do tumor desta paciente era fetal/embriondrio, e a paciente estd viva , em
remissio clinica e laboratorial h4 65 meses .Quatro outros casos apresentaram expressdo do
p53 pela técnica de FISH, ndo confirmada pela técnica de imuno-histoquimica
(casos n® 2, 7, 9 ¢ 12). Destes 4 casos, 3 possuiam tumor do subtipo histolégico fetal puro
(casos n® 2, 7 e 12) e apenas um estd vivo e sem doenga ha 107 meses (caso n® 7). Os trés
casos com resultados negativos do p33 pela técnica de FISH (casos n® 4, 8 e 15) também o
foram pela técnica de imuno-histoquimica. Dois deles (casos n® 4 e 8) tinham tumor do

subtipo histolégico fetal puro e estdo vivos, em remissdo ha 141 e 95 meses.

A sobrevida global para os pacientes com p33 negativo ao diagndstico, foi de
56,2% em 12 anos de seguimento (Figura 42). Na pega cirGrgica, o exame de
imuno-histoquimica para p33 foi realizado em 16 pacientes, com apenas um resultado
positivo (caso n? 15), cujo tumor era do subtipo histologico fetal/embriondrio e desenvolveu
resisténcia & quimioterapia, falecendo por progressio de tumor. Os demais casos com
resultado negativo do p53 na pega cirurgica, apresentaram sobrevida global em 12 anos de

78,6% (Figura 43).
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FIGURA 42- Sobrevida Global segundo a expressdo do p53 no momento da bidpsia

diagnéstica nos pacientes com hepatoblastoma
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FIGURA 43- Sobrevida Global segundo a expressdo do p53 no momento da cirurgia nos

pacientes com hepatoblastoma
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FIGURA 44- Resultado positivo da expressdo do p53 pela técnica de FISH
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A Figura 45 apresenta, comparativamente, as mesmas cifras de
inexpressividade do p53, tanto na bidpsia diagnéstica, quanto na pega da ressecgfo do

tumor.

100% -
90% -
80% -
70% -
60% |
50% -
40% -
30% -
20% -
10%

0% -

Biopsia diagndstica Ressecgdo cirurgica
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FIGURA 45- Distribuicio de freqliéncia dos pacientes de acordo com a auséncia ou
presenca da expressdo do p53 no material retirado na bidpsia diagnéstica e

na ressec¢do cirurgica dos pacientes portadores de hepatoblastoma

A andlise global das expressdes da p-Catenina , do PCNA , do Ki-67 , do p53,
do c-erb-B2 e da GpP , de acordo com os subtipos histologicos (Tabelal3) e os grupos de
estadiamento (Tabela 7) ndo evidenciou uma associagio entre estes parfmetros na
casuistica estudada . Entretanto , a positividade da expresso do c-erb-B2 , quer ao
diagnéstico , mas principalmente no momento cirdrgico , estava mais associada ao subtipo
histologico fetal puro . A positividade da p-Catenina ao diagnostico foi igual entre os

subtipos histologicos fetal puro e fetal/embrionario.
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Caracteristicas Clinicas

Embora o hepatoblastoma seja uma doenga rara , as casuisticas publicadas na
literatura referem-se a grandes servigos de oncologia , em estudos multicéntricos, com a
informagio da inclusdo de 17 casos novos de hepatoblastoma por ano ,no grupo
cooperativo alemfo (FUCHS et al, 2002) ,de 2 a 3 casos/ano no Canadd
(EHRLICH et al, 1997), de 34 casos/ano no Children’s Cancer Group
(ORTEGA et al,1994), de 19 casoslano no Pediatric Oncology Group
(DOUGLASS et al, 1993) e de 38 casoslano mno grupo SIOPEL
(PERILONGO et al., 2000). A presente casuistica, de 21 casos em Institui¢do Unica,
compara-se aquelas dos grandes centros internacionais, sendo de significativa relevincia.

Na casuistica apresentada neste estudo, houve uma relagdo de freqiiéncia
quanto ao sexo, de 2:1 (feminino:masculino), proporgdo esta invertida em relag#o a referida
na literatura . Os estudos de hepatoblastoma do Children’s Cancer Study Group (CCG) e
do Pediatric Oncology Group (POG), publicados por ORTEGA et al. (1991) e por KING
et al. (1991), respectivamente, evidenciaram em uma casuistica de 46 pacientes,
significativa  preponderdncia do sexo masculino, com uma relagio de 3:1
(masculino : ferninino).

Na populagio americana, esta prevaléncia do hepatoblastoma em meninos €
comparavel a populagio pedidtrica alemi ,com uma relagdo de ocorréncia do tumor de
2,4:1 (SCHMIDT et al. , 1985 ¢ , FUCHS et al., 2002) ¢ de 1,5:1 referentes aos dados do
grupo cooperativo alemfio HB-89 (von SCHWEINITZ et al,1994) . No Canada , a
distribuigdo de freqiiéncia do hepatoblastoma de acordo com o sexo ¢ de 2,5:1 , com
predominio no sexo masculino (EHRLICH et al , 1997). Registros de hepatoblastoma de
91 centros distribuidos em 30 paises , no estudo cooperativo SIOPEL 1 , também
mostraram 97 meninos entre 154 casos relatados , o que confere a proporgéo de 1,7:1
(BROWN et al. , 2600).

Com relacio & maior freqiiéncia do sexo feminino observada no presente
estudo, nfio encontramos explicagio para esta varidvel epidemiolégica em nosso pais,
principalmente se considerarmos que todos ©0s casos consecutivos desta patologia,
ingressados no Centro Infantil Boldrini no periodo de agosto de 1984 até dezembro de

2001, foram incluidos no estudo.
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Quanto & caracteristica racial , a presente casuistica revelou o predominio do
hepatoblastoma na raga branca, pois, de 21 pacientes , somente 1 era pardo . E preciso
salientar que o ultimo censo do IBGE de 2000 mostrou menor prevaléncia da populagio
negra (1 667 745 habitantes negros e 8 480 870 pardos) na regiio sudeste do Brasil
(26 067 368 de habitantes) em relagdo a populagio branca . Na regido de Campinas , a taxa
da populagdo branca ¢ de 77% , enquanto a dos negros é da ordem de 22 %. N#o
encontramos referéncia quanto 3 distribuigdo deste tumor, por raca, na literatura consultada
até o momento (junho de 2003).

No que concerne 4 faixa etéria de acometimento do hepatoblastoma , 42,8% dos
casos do presente estudo encontravam-se, ao diagnéstico , com idades entre 6 ¢ 36 meses .
semelhantes as registradas na literatura (BROWN et al.,2000).

Os principais sinfomas apresentados pelos pacientes foram em ordem
decrescente , aumento de volume abdominal e/ou massa abdominal palpavel pela mie ou
pelo médico (90%) , hipo-atividade (30%) e anorexia (10%) .A presenca do aumento do
volume abdominal ¢ massa palpavel em hipocondrio direito , caracteristicas da
sintomatologia dos pacientes com doenga localizada, foram os achados mais freqlientes em
95,2% dos pacientes, pertencentes aos grupos I , Il e III (PRETEXT/SIOPEL). Em nenhum
deles houve queixa de perda de peso , vomitos on dor abdominal , sintomas estes mais
freqiientes em estadios avancados da doenga. Os sintomas mencionados por PERILONGO
et al. (1999) , seguem perfil semelhante , sendo a massa palpavel o mais relevante.

Contrariamente ao conceito, que se pressupSe na pediatria geral, de que o
céncer se associa a perda de peso, nfio houve a ocorréncia da desnutrigio em nossos
pacientes , quer secundéria ao tumor ao diagnostico , quer como doenga associada. Nenhum
paciente estava desnutrido no momento do diagnéstico. A maioria deles (47,6%) pertencia
aos percentis 25-50 da curva de desenvolvimento pondero-estatural d¢ MARCONDES
et al. (1982).

A suspeita diagnéstica do tumor hepatico, foi feita pelo pediatra cuidador, em
um tempo médio, de histéria clinica, de 20 dias. Este tempo, relativamente curto, justificou

a maior prevaléncia da doenga localizada , sendo que 52,4% dos pacientes pertenciam ao
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grupo II, ¢ somente um paciente (4,8%) foi classificado no grupo IV (doenca avangada).
Foi maior a porcentagem de diagndstico precoce feito pelos profissionais de satide em
nosso meio , comparativamente aos registros obtidos pelo grupo cooperativo internacional
SIOPEL 1, que mostraram maior incidéncia de hepatoblastoma no grupo I, na populacdo
estudada (34%) . Esta publicagfio diz respeito a 154 criancas oriundas de 30 paises
(BROWN et al., 2000).

Sistema de Estadiamento

Até 1990 , os sistemas para estadiamento dos tumores hepéticos em criangas,
incluindo o hepatoblastoma , eram baseados nos achados cirtirgicos .Essa abordagem néo
contemplava a real delimitagdio do acometimento pelo tumor ao diagndstico , momento em

que a quimioterapia, € na maior parte dos casos, a Unica opgfo terapéutica .

O sisterna de estadiamento pés-operatério , também chamado de Classificacdo
TNM , desenvolvido por Pierre Denoix entre 1943 ¢ 1952 , foi adotado pela International
Union Against Cancer em 1958 ¢ modificado pelo grupo Japonés em 1983
(MORITA et al. , 1983). Posterior simplificacio deste sistema foi implementada pelo
Children’s Cancer Study Group (CCSG) em 1991 por ORTEGA et al., e pelo Pediatric
Oncology Group (POG) ,em 1993, por DOUGLASS et al. A simplificacio, também
centrada nos achados cirirgicos , aboliu o conceito da Classificaciio TNM , e estabeleceu 4
estadios:

Estadio I : tumor totalmente ressecado ;
Estadio II : doenga residual microscopica intra-hepética ou extra-hepatica ;

Estadio IIl : doenga residual macroscopica , com tumor primério completa ou

incompletamente ressecado , e/ou génglios positivos e/ou ruptura ;

Estadio IV : doenga metastética, com ou sem resseccio completa do tumor

primdrio.

Analise retrospectiva de 72 pacientes com hepatoblastoma, tratados pelo grupo
alemfo de acordo com o German Pediatric Liver Tumor Study Group HB 89 , demonstrou
que o sistema original de classificagio TNM , assim como a modificagio da classificagdo
proposta pelo CCSG/POG timham , igualmente , valor preditivo significante para a
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sobrevida dos pacientes (p=0,0001 e p=0,0009 , respectivamente). Entretanto, ao ser
utilizada a classificagio TNM modificada pelo Grupo Japonés , os resultados mostraram
baixo valor preditivo (p=0,016).

Nesta ultima década, a Sociedade Internacional de Oncologia Pediatrica propds
outro sistema de estadiamento denominado de PRETEXT/SIOPEL, baseado nos exames de
imagem pré-operatorios (MAC KINLAY et al. , 1992). Esta estratégia, além de padronizar
o grau de acometimento do tumor, ac diagnostico , também permitiu avaliar a resposta a
quimioterapia. Entre os parametros utilizados para avaliacdio da extensfio inicial da doenca ,
foram especificados o envolvimento da veia cava , veia porta , veias hepdticas , a extensfio

extra-hepética do tumor, e também a presenca de metastases a distancia.

Seis pacientes apresentavam-se, ao diagndstico, com envolvimento da veia
porta e/ou veias hepaticas e/ou veia cava (casos n° 7, 8, 9, 10, 15 e 19). Dois destes
pacientes faleceram , um por sepse pos-operatoria e um por progressdo de doenca refrataria
a quimioterapia (casos n°9 e 15, respectivamente). Ambos eram do subtipo histologico
fetal/ embrionario. O caso n°7 , pertencente ao grupo do subtipo fetal puro, apresentou
recidiva pulmonar isolada , trés meses apos o término da primeira terapia. Esta crianga esta
viva , e em segunda remiss3o ha 8,9 anos. Aparentemente , 0 acometimento destes vasos
sangiiineos da regifio hepatica nfio teve impacto desfavoravel no progndstico . Estes
achados sdo semelhantes aqueles relatados  pelo grupo SIOPEL
(PERILONGO et al., 2000 ; BROWN et al, 2000) , em quc o envolvimento extra

hepético do tumor , restrito aos vasos do pediculo hepético , nfo acarretou pior prognéstico.

O contrario foi observado nos doentes com metastases & distdncia. Trés
pacientes apresentavam-se com metastases pulmonares ,ao diagnostico (casos n° 5,6 € 12).
Dois deles faleceram por progressdo da doenga, refrataria 4 quimioterapia , sendo um deles
do subtipo histologico fetal puro (caso n°12).0 terceiro paciente periencia ao subtipo
histolégico fetal/embriondrio. Apresentou recidiva da doenga , sendo submetido a um
segundo esquema terapéutico , realizando posterior transplante hepético em outro Servigo.
Foi perdido de seguimento apos 3 meses , sem evidéncia de doenga {caso n°6).

Discussdo

116



Na experiéncia do grupo SIOPEL , a ocorréncia de metéstase pulmonar ao
diagnostico foi fator de muaior relevdncia na redugfio da sobrevida destes pacientes
(PERILONGO et al, 2000). Entretanto, sob o nosso ponto de vista, ¢ dificil imputar
exclusivamente ao acometimento pulmonar a relevancia prognostica desfavoravel , sem

considerar o subtipo histoldgico e , possivelmente , o grupo clinico.

Esperdvamos encontrar menores taxas de sobrevida nos estadios mais
avancados da doenga. No grupo I, a sobrevida livre de eventos foi de 75% em 6 anos. No
grupo II a sobrevida livre de eventos foi de 40% em 12 anos e, no grupo III a taxa da
sobrevida fivre de eventos foi de 60% em 6 anos. Embora houvesse decréscimo das taxas
da sobrevida livre de eventos nos grupos mais avangados, a diferenca nfio foi significativa ,
com relacdo aos grupos de estadiamento (p= 0,64), possivelmente em decorréncia do
pequeno numero da amostra. A tinica crianga pertencente ao grupo IV faleceu por doenca
progressiva , refrataria & quimioterapia . Esta apresentava o tumor do subtipo histologico
macrotrabecular .

Resultados do protocolo SIOPEL 2 , apresentados por PERILONGO et al,
Proceedings da ASCO 2002 , demonstraram uma taxa de sobrevida livre de eventos em 3
anos de 89% para o grupo de baixo risco (PRETEXT grupos I, Il ¢ IIT) , e de 48% para os
pacientes de alto risco (PRETEXT grupo IV).

O desaparecimento dos achados anormais em exames de imagem , associado
aos niveis normais da o-feto proteina sérica , € critério para a definicdo de resposta
completa & quimioterapia utilizada. Qualquer nivel de redugiio do volume do tumor , com
decréscimo maior que 1 log nos niveis da a-feto proteina sérica, é critério para definicfio de
resposta parcial 4 quimioterapia. A doenga € classificada como estavel na auséncia de
alteragéo no volume do tumor , e também na auséncia de mudanca ou queda de menos de 1
log dos niveis da a-feto proteina sérica. Finalmente, a progressio da doenga ¢ definida pelo
aumento do volume do tumor e/ou das concentragbes da o-feto proteina sérica
(3 resultados / dosagem semanal), mesmo sem evidéncia clinica ou radioldgica de
progressdo. Estes critérios sfo adotados desde 1991 pelo grupo cooperativo que trata de
tumor hepatico , pertencente a Sociedade Internacional de Oncologia Pediatrica (SIOPEL)
desde 1991.
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Quando se analisou o progndstico dos pacientes , de acordo com o grau de
resposta & quimioterapia inicial , baseada na imagem , na diminui¢io dos niveis séricos da
a-feto proteina e ressecabilidade cirGrgica , se verificou que dos 21 pacientes somente 5
ndo reduziram de maneira significativa o tumor nos exames de imagem , sem diminuicio
da o-feto proteina sérica , com progressio do tumor em poucos meses
(casosn’®2,5,12,15e 21).

Os demais pacientes tiveram resposta completa ou parcial , mesmo aqueles
com restos microscopios do tumor no momento cirtrgico (casos n° 10, 14,18 ¢ 20), estdo

vivos e livres de doenga.

O wvalor prognéstico desta resposta inicial & quimioterapia , antes do
procedimento  da  ressecglo  cirtirgica, foi  estabelecido na  literatura
(ORTEGA et al,,1991; KING et al., 1991;DOUGLASS et al.,1993 ; ORTEGA et al,,
1994), fato que ressalta a importéncia do sisterna de estadiamento PRETEXT/SIOPEL. Em
nossa casuistica 55% dos pacientes est8o vivos , sem evidéncia de doenga , em um periodo
de seguimento de 2,6 a 12 anos . Apenas 3 pacientes recidivaram . Um deles {caso n° 12},
do subtipo histolégico fetal puro , faleceu por progresso de doenca refratéria &
quimioterapia . O outro (caso n°7) apresentou recidiva isolada para pulmdes , 3 meses apds
o termino de sua terapia . Este paciente pertencia ao subtipo histolégico fetal puro , grupo
HI VP , com ressecgéio completa do tumor em figado ¢ de suas extensOes para veias cava e
porta , foi submetido & um segundo esquerma terapéutico e estd vivo , livre de doenga , em
2" remissdo ha 8,9 anos. O terceiro paciente , foi excluido (caso n°6) , por perda de
seguimento apos 3 meses da realizacdo de transplante hepatico em outro Servigo , em
remiss&o .

Achados histopatologicos

Considerando que o Servigo proprio de Anatomia Patoldgica do Centro Infantil
Boldrini foi implantado somente em 1998 , tornou-se necessaria, para este estudo, a reviséo

dos diagnosticos histopatoldgicos feitos em diferentes Servigos de Patologia da cidade de

Campinas .
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Como o Centro Infantil Boldrini ¢ Instituigfo participante do SIOPEL , grupo
este  coordepado pelo Prof Dr. Giorgio Perilongo, Padova, Itilia
(perilongo(@child.pedi.unipd.it), foi solicitado ,pelo mesmo, a revisdo histopatolégica dos
casos de hepatoblastoma inscritos nos protocolos SIOPEL 1, 2 e 3 (de 1993 a 2001), tendo

sido realizada pelo Prof. Dr. Arthur Zimmerman (zimmerman@patho.unibe.ch).

No perfodo anterior a este , consideramos, para um segundo parecer, aqueles
emitidos pelos patologistas Profa. Dra. Cecilia Escashoela (UNICAMP) e
Prof. Dr. Marcelo Alvarenga (PUCC/PC/CAISM UNICAMP). O nivel de concordéncia
dos subtipos histologicos dos 21 casos foi de 100%.

A preponderéncia do subtipo histologico fetal puro foi encontrada neste estudo
em 11 pacientes (52,4%). Na literatura , a freqiiéncia da ocorréncia deste subtipo
histolégico nos pacientes com hepatoblastoma é de 20% , enquanto que a do subtipo
fetal/embriondrio chega a 50% dos casos . Em nossa casuistica , a freqiiéncia deste tltimo
subtipo histologico foi de 38%. Nao temos explicagio para maior incidéncia do subtipo
histologico fetal puro observada na presente amostra. Mais raros foram os subtipos
macrotrabecular (4,8% dos nossos pacientes) e o misto teratdide (4,8%). Na literatura sdo
citadas as freqii€ncias do misto teratéide e do macrotrabecular, de 9% e 3% dos casos de
hepatoblastoma , respectivamente (CONRAN et al.,1992 ; BROWN et al., 2000).

A associagdo do padrdo embriondrio ao subtipo fetal , é citada na literatura ,
ocorrer em 50% dos casos . A presenca do componente embrionario foi registrada em 8
pacientes e determinou queda significativa da taxa de sobrevida global em 12 anos , de
72,7% para 28,6% (p=0,02) . O subtipo fetal puro na presente casuistica , mostrou-se
variavel independente de bom prognodstico. A correlacio entre os achados histologicos e a
sensibilidade =~ 4  poliquimioterapia  também foi  enfatizada na  literatura
(ORTEGA et.al., 1998 ; PERILONGO et al, 2000 ; BROWN et al., 2000 ; BROCK
et al,, 2002) . Estes autores mostraram melhor resposta terapéutica nos pacientes com
subtipo histolégico fetal puro , quando comparados aos demais subtipos . Nas casuisticas
deste autores , o subtipo preponderante foi o fetal/embrionario .Os resultados da terapéutica
do hepatoblastoma para os autores mencionados relatam cifras de sobrevida global entre

60 ¢ 75%, em 10 anos de seguimento.
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Em apenas um caso, o padrfio histologico foi do tipo macrotrabecular
(caso n°21) , nfo responsivo & quimioterapia. Um paciente apresentou o subtipo misto
teratdide (caso n°3) . Este ultimo paciente faleceu em decorréncia de sepse , durante

episodio de neutropenia febril , no 3° més de terapia.

O conhecimento do bom prognéstico associado ao subtipo histolégico fetal
fundamentou o embasamento recentemente feito por ROWLAND et al, 2002, para a
delineagdo do atual protocolo terapéutico do CCG (N” 9645), que preconiza exclusivamente
cirurgia, como modalidade terapéutica ,para os tumores do subtipo fetal e no estadio I

(totalmente ressecados ao diagnéstico).
Abordagem Terapéutica

O momento cirurgico, programado para todos os pacientes com
hepatoblastoma, reveste-se de grande importéncia. Deve o cirurgifio abordar o tumor com
menor tamanho, apos a utilizagdo da quimioterapia, objetivando melhor delimitacio das
margens, como também realizar a completa ressecabilidade . A cirurgia programada
consiste na retirada do tumor em bloco , apds o 4° ciclo de quimioterapia , conforme
preconizado pelo grupo SIOPEL (BROWN et al., 2000).

Em nossa casuistica , 2 pacientes foram operados ao diagnostico € 3 tumores
foram considerados irressecaveis no momento cirirgico . Os 16 pacientes restantes foram
operados ap6s o 4° ciclo de quimioterapia. Em nenhum caso houve ressecgfio incompleta do
tumor (restos macroscOpicos). Em 4 pacientes, as margens cirirgicas estavam
microscopicamente comprometidas pelo tumor (casos n°10,14,18 e 20). Estes 4 pacientes
apresentavam tumor do subtipo histologico fetal puro , encontrando-se vivos, livres da
doenga, por um periodo de seguimento de 2,6 a 6,5 anos. A presenca das margens
ciriirgicas comprometidas pelo tumor nfo trouxe um prognéstico desfavoravel . Apés o aio
cirurgico , como previsto no protocolo SIOPEL , mais 2 ou 3 ciclos de quimioterapia foram
administrados a todos os pacientes .
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A recidiva local ocorreu em um Unico paciente (caso n°6). Neste caso, no
momento da cirurgia da ressecgio do tumor primario , as margens estavam livres . A
histologia do tumor era fetal/embriondria, estando o paciente incluido no grupo IIM . Apds
novo esquema de quimioterapia, o paciente apresentou nova remissdo. Foi submetido a
transplante hepitico em outro Servigo ¢ perdido de seguimento 3 meses apos este
procedimento , estando em remissdo completa . Este caso (n°6) foi excluido de nossa
anilise , quando o objetivo foi o calculo da sobrevida.

A nfio ressecabilidade cirirgica, ocorrida em 3 pacientes (casos n° 2 , 3 e 21),
decorreu da nfio resposta 4 quimioterapia em 2 deles , com posterior progressao do tumor
(casos n® 2 e 21). No caso n° 3 ,a crianga faleceu por sepse , antes da realizagiio do

procedimento cirirgico.

O pos-operatério destes pacientes com hepatoblastoma , feito em terapia
intensiva , ocorreu sem intercorréncias em 16 deles. O caso n°9 faleceu por infec¢dio grave
na 2* semana do pés-operatorio , caracterizada pela presenca de abscesso peri-hepitico e
necrose tubular renal , em exame de necrépsia , embora nenhum agente bacteriano tivesse
sido isolado. O caso n° 11 evoluiu para dbito na 4° semana do pos-operatdrio , em outro
Servico , com insuficiéneia hepatica ¢ sepse, também sem agente infeccioso isolado em

culturas.

De 1984 até 1989 , foram registrados 3 pacientes com diagndstico de
hepatoblastoma no Centro Infantil Boldrini , tratados por esquemas terapéuticos diferentes
do SIOPEL .Os casos n° 1 ¢ 3 faleceram por sepse € o caso n° 2 apresentou tumor refratério
a quimioterapia . A partir de 1991 , foram padronizados para estes pacientes com
hepatoblastoma os protocolos terapéuticos da Sociedade Internacional de Oncologia
Pedistrica , chamados de SIOPEL 1, 2 e 3 . A uniformizag8o destes protocolos trouxe
impacto no aumento da sobrevida desses pacientes . O primeiro caso incluido no protocolo

SIOPEL 1 (caso n°4) est4 vivo e em remisséo clinica completa, ha 12 anos.

Na analise da sobrevida dos doentes portadores de hepatoblastoma , além dos
aspectos inerentes & agressividade do tumor, a sensibilidade aos esquemas quimioterapicos
utilizados, & técnica cirtirgica empregada , é fundamental focalizar a qualidade da infra
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estrutura para a terapia de suporte a estes doentes . Deve ser dada énfase 3 disponibilidade
de unidade de terapia intensiva , ao uso de hemoderivados e, principalmente, & pronta
administragdio das terapias antimicrobianas de amplo espectro, preconizadas nos periodos
de grave mielossupressdo , induzida pela quimioterapia . Até 1998, o Centro Infantil
Boldrini contava ,com apenas 10 leitos proprios . A maioria dos pacientes era internada em
outros hospitais, com previsiveis prejuizos para o atendimento . Talvez isto pudesse
explicar os 4 Obitos secundarios 4 sepse, ocorridos naquela época . Estes eventos
desfavordveis influiram na taxa de 55% da sobrevida global avaliada em 12 anos , para os
20 pacientes do estudo (excluido o caso n°6 » por perda de seguimento apds a realizagéio de
transplante hepatico em outro Servigo). Cinglienta e cinco por cento dos pacientes do
estudo, diagnosticados no periodo de agosto de 1984 até dezembro de 2001, e analisados
em abril de 2003, estdo vivos em um periodo de seguimento de 2,6 a 12 anos.
Comparativamente as taxas de sobrevida da literatura , avaliadas em 10 anos , estas variam
entre 60 ¢ 75% (BROWN et al., 2000).

Marcadores de Imuno-histoquimica

Os mecanismos patogénicos responsaveis pelo desenvolvimento do
hepatoblastoma permanecem obscuros . Como tumor embriondrio , o hepatoblastoma é
derivado de tecido indiferenciado . O rapido crescimento faz com que o tumor seja mais
sensivel aos agentes citotoxicos e , em alguns casos , a radioterapia
(HABRAND et al. , 1992 ; von SCHWEINITZ et al. » 2000). A hipétese atualmente
aceita ¢ a de que as células do hepatoblastoma sejam derivadas de células hepaticas
progenitoras (SCHNATER et al.,, 2003). Estudos epidemiologicos demonstraram maior
incidéncia de hepatoblastoma em familias portadoras de polipose adenomatosa, que
apresentavam inativagdo do adenomatous polyposis coli (APC} , gene de supressio do
tumor , localizado no cromossomo 5. Uma das funces deste gene € diminuir a regulacfo
da B-Catenina. Em cerca de 67% dos pacientes com hepatoblastoma esporadico sio
observadas alteracdes do gene APC (SCHNATER et al., 2003). Entretanto , os pacientes
com hepatoblastoma esporadico também apresentam mutagles no préprio gene da

B-Catenina (KOCH et al. , 1999 ; UDATSU et al. » 2001). Apesar da presenca ou da

auséncia de mutagSes no gene da B-Catenina nfio terem valor prognostico , sua localizaciio
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nuclear demonstra significante correlagio com a curta sobrevida destes pacientes
(PARK et al. , 2001).

Para estudar o impacto da muta¢iio da B-Catenina na expressio e distribuicdo
celular da proteina nos hepatoblastomas , WEI el al (2000) analisaram, através de método
de imuno-histoquimica , a expressdo nuclear e citoplasmética da P-Catenina , em 11
pacientes com hepatoblastoma . Observaram , além da positividade da membrana
citoplasmética dos tumores de origem epitelial , acimulo predominante em nicleo ,
principalmente nos anaplasicos , nos de células embriondrias e nos macrotrabeculares e ,
em menor intensidade, nos subtipos mistos e teratdides . No componente fetal , presente em
todos os casos de hepatoblastoma daquela série , houve maior expressio da f-Catenina em
membrana citoplasmatica , do que em nicleo. Os autores , ao correlacionarem esta
positividade de expressdo da B-Catenina no tecido hepético nfo tumoral ,esta proteina
concentrou-se nas bordas das células, formando uma membrana linear demarcando os
hepatécitos além da membrana e do citoplasma dos ductos biliares interlobulares . Sugerem
que uma alteragio da regulagio desta proteina no figado , no periodo embrionario , teria
papel seletivo no processo de diferenciagio desta 6rglo , podendo levar & formacgdo de
células tumorais. No presente estudo , para a leitura da reagfo de imuno-histoquimica para
a p-Catenina, foi levada em consideragdio a expressividade deste marcador, tanto em nucleo
quanto na membrana citoplasmatica das células tumorais, embora o componente nuclear
tivesse sido preponderante em todos 0s casos.

Dos 17 casos que tiveram a expressio da B-Catenina avaliada no momento da
bibpsia diagnéstica , em 10 ocorreu a positividade do marcador (58,8% dos casos) . A
expressdo da positividade deste marcador, no momento do diagnéstico , ndo influenciou na
taxa da sobrevida global. Esta foi de 60% em 8 anos para os pacientes com expressio
positiva da p-Catenina ao diagnéstico, resultados comparaveis aqueles com expressdes
negativas (0=7) que mantiveram sobrevida global de 57,1% , sem diferenga estatistica entre
eles (p=0,94).

A anilise da expressio da P-Catenina na pega cirtrgica , avaliada por
imuno-histoquimica , foi realizada em 16 tumores . A expressdo foi negativa em apenas

dois casos. Destes tltimos pacientes (casos n° 11 e 19), cujo tumor no momento cirdrgico
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apresentou negatividade da B-Catenina , um faleceu por infec¢@io no pds -operatério , € o
outro (caso n°19) , cujo subtipo histolégico era fetal puro , esta vivo e em remissio continua
h4 2,8 anos . Este paciente (caso n° 19), bom respondedor ao esquema quimioterdpico, que
apresentou negativagdo da expressfio da B-Catenina, tinha como fator de bom prognostico,
o subtipo histolégico fetal puro . Este subtipo poderia , ser o determinante da boa evolucdo
do paciente.

Por outro lado , a manutengfio da positividade da expressdo da B-Catenina no
momento cirdrgico pode estar associada a um prognéstico favoravel. No presente estudo,
dentre 7 pacientes com a persisténcia da positividade da expressdo da B-Catenina , 5 estéo
vivos ¢ livres de doenga (casos n° 7,8,10,16 ¢ 18) . Em 4 destes foi diagnosticado o subtipo
histolégico fetal puro .

Foi expressivo o aumento da positividade da expressdo da B-Catenina ar’
ciclos da quimioterapia utilizada . A andlise do seu possivel papel como fator de v .
prognostico ficou prejudicada pela predomindncia do subtipo histologico fetal puro na
presente casuistica . Nio houve diferenca estatistica significante entre os resultados,
positivo ou negativo , para a B-Catenina neste momento cirtrgico (p=0,36). Os 13 casos
com resultados positivos da expressio da B-Catenina
(excluido o caso n°6, por perda de seguimento) , no momento da cirurgia programada,
apresentaram uma taxa de sobrevida global em 12 anos , de 76,9% .

Nao houve associagio estatistica na expressdo nuclear da B-Cateninz cc o
subtipo histolégico e o estadio clinico ,relacionados 3 sobrevida destes pacientes. Nuw.Cs
resultados sugerem que a expressio da B-Catenina esta, provavelmente, correlacionada a
patogénese do hepatoblastoma , com base na sua expressio predominante no subtipo
histolégico fetal puro.

O significado da positividade da expressio da B-Catenina, em nicleo ou em
membrana citoplasmatica , tem levado os pesquisadores a tentarem associd-la , NAo s6 ao
subtipo histolégico do hepatoblastoma , como também » com o prognostico do paciente
(CAMPBELL et al., 2001) .

PARK et al. (2001) analisaram a expressdc nuclear e/ou citoplasmatica da
p-Catenina , também por imuno-histoquimica , em 30 pacientes com hepatoblastoma |,
tendo encontrado sua positividade em 19 casos (63%). No estudo de PARK et al. (2001) ,a
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expressio da B-Catenina no nicleo da célula foi maior nos subtipos histolégicos
embrionario (p=0,003) e indiferenciado (p=0,001), quando comparados ao subtipo fetal.
Isto levou os autores a sugerirem que este marcador possa ser fator de mau prognéstico
para o hepatoblastoma . Em nosso estudo , nfio houve diferenca de positividade na
expressio da B-Catenina mnos subtipos histolégicos fetal puro e fetal/embriondrio , ao
diagnostico .

Resultados semelhantes foram relatados por JENG et al. (2000) , estudando em
9 pacientes com hepatoblastoma , a expressdo nuclear da [}-Catenina ao diagnostico , pelo
método da imuno-histoqufmica . O subtipo histolégico preponderante foi o
fetal/embrionsrio (5 casos). Em 8 destes 9 casos, com a expressdo positiva da -Catenina ,
por imuno-histoquimica , também mostraram a expressdo génica da B-Catenina , avaliada
por PCR . Estes resultados sugerem o papel da B-Catenina na tumorigénese do
hepatoblastoma . A localizagfio da B-Catenina predominantemente nuclear , traduz-se pela
super expressio dos genes alvos da B-Catenina , o GSK-3 8 (Glycogen synthase kinase-35) ,
o LEF (Lymphoid enhancer factor) , o Tcf (T-cell factor) envolvidos no processo de
translocacdo e modulagio da transcrigho nuclear , promovendo a progressdo do
hepatoblastoma (TAKAYASU et al.,2000 ; SCHNATER et al., 2003).

A quantificaciio dos indices de proliferacio celular , por técnicas de
imuno-histoquimica , tem sido um método til para avaliar o potencial de metastatizacdo e
a propensdo a recidiva dos tumores , correlacionando-se, portanto , ao prognéstico dos
pacientes (van NHIEU et al,1999) . O Antigeno de Proliferagio Celular (PCNA) ,
essencial para a sintese do DNA no ciclo celular , ¢ uma proteina nuclear nfio histona, de
36-Kd. Sua expressio tem sido correlacionada in vitro com a fase tardia de G1 e a fase S do
ciclo celular (NAGOSHI et al, 1994).

Como esperado , o hepatoblastoma sendo tumor com elevada taxa de
proliferacfio celular , deveria ter alta expressio do PCNA . No momento do diagnostico,
100% dos nossos pacientes apresentaram positividade deste marcador. No presente estudo ,
os indices do PCNA foram mais elevados nos tumores do subtipo histolégico
fetal/embrionario , variando a expressio de 8,2 a 90% (mediana de 25%). Considerando os
tumores do subtipo histolégico fetal puro, 64,2% destes casos apresentaram indices de
PCNA que variaram de 4,8 a 75,2% , com mediana de 23% (9 de 12 pacientes).

Discussio
125



Era prevista posterior redugdo dos indices do PCNA , nos tumores sensiveis a
quimioterapia. Apés 4 ciclos de quimioterapia intensiva , a expressfio do PCNA se manteve
positiva em 93,8% dos casos (mediana de 22,8%). No momento da cirurgia , foram
estudados 15 espécimes . Excluiu-se o caso n° 1 , cuja expressdo do PCNA foi positiva ,
sendo que a crianga foi operada ao diagndstico . Somente um paciente (caso n° 4)
apresentou a negatividade do PCNA neste momento . O subtipo histolégico do caso n° 4 era
do tipo fetal puro . Este paciente esta vivo e sem evidéncia de doenga , pelo periodo de 12
anos de seguimento .

A falta da quantificagdo mais precisa desta expressio , por métodos eletrénicos
(contagem automdtica das células através de software pré-programado), impede-nos , no
presente estudo, de comprovar que a reducio do PCNA estaria associada a maior
sensibilidade 4 quimioterapia e , portanto, a um melhor prognéstico. Entretanto , a andlise
semi quantitativa feita em porcentagens de positividade , mostra discreta diminui¢iio desta
porcentagem, no momento cirdrgico . Ao diagnéstico , o valor médio da positividade do
PCNA foi de 30% e , na peca cirtirgica , de 23,5% . Constitufram excecdo , 2 casos
(casos n° 15 e 18). O paciente n® 15, cujo turnor era do subtipo fetal/embrionario , faleceu
por progressdo do tumor , refratério 4 quimioterapia . O paciente n° 18 esta vivo , livre de
doenca hd 2,9 anos , tendo com fator de bom progndstico , ser portador de hepatoblastoma
do subtipo histolégico fetal puro. A sobrevida global para estes pacientes com expressdo
positiva do PCNA no momento cirtirgico foi de 76,9% em 8 anos,

RUGGE et al. (1998) analisaram 34 casos de hepatoblastoma , sendo 14 antes
do tratamento e 20 apds o uso de quimioterapia . A maior expressdo do PCNA, tanto por
imuno-histoquimica quanto por citometria de fluxo, correlacionou-se com o subtipo
histologico embrionario .Uma significante associagdio foi encontrada por aqueles autores,
também, com o contetido do DNA e a porcentagem de células na fase S , em associagdo ao
subtipo histolégico fetal/embriondrio. Na andlise destes resultados . 0S8 autores nfo
separaram os dados pré ¢ péds uso da quimijoterapia . Uma vez que os clones de alta
proliferagdo neoplasica ,por exemplo o tipo embrionario, sfio mais sensiveis aos agentes
antimitoticos, concordamos com RUGGE et al. que mais estudos sio necessarios, para se
correlacionar a ploidia do DNA , o indice de proliferagdo celular e a resposta 2

quimioterapia.

Discassio
126



Em tumores com elevada taxa de proliferagfo celular como ¢ hepatoblastoma, ¢
pequena a porcentagem das células em fase de quiescéncia (fase GO). O Ki-67 ¢ uma
proteina nuclear nfio histona,com peso molecular de 395 Kd ¢ de 345Kd . Esta presente em
todas as fases do ciclo celnlar (Gt , S , G2) e ausente na fase GO
(GERDES et al. , 1991) . Pode ser encontrada nas células em proliferagdo, através de
técnicas de imuno-histoquimica , determinando o potencial de metastatizagdo e .
consequentemente , o pior progndstico nestes pacientes (ARA et al., 1997).

A expressdo positiva do Ki-67 em nossa casuistica, variou de 7 a 45,5% ,
resultados semelhantes aos de ARA et al.(1997) , que na analise de 18 casos de pacientes
com hepatoblastoma ,também encontraram maiores indices de positividade deste marcador,
antes do uso da quimioterapia. No presente estudo ,os achados de imuno-histoquimica para
o Ki-67 , realizados em 17 casos ao diagnéstico , foram positivos em 88,3% dos pacientes
(n=15). No momento da cirurgia a expressdo do Ki-67 permaneceu positiva em 2 casos
(SG=50%). E interessante enfatizar que os pacientes com expresséo positiva para o Ki-67
também o foram para a B-Catenina .A sobrevida global avaliada em 12 anos de seguimento,
para os pacientes com esta expressdo positiva do Ki-67 , foi de 66,7%. Os 2 casos com
expressio negativa do Ki-67, ao diagnostico, evolufram para Obito por progressdo da
doenca . Eram pacientes refratdrios a quimioterapia , sendo um deles, do subtipo
histolégico fetal puro (caso n°2) e o outro paciente , portador de tumor do subtipo
histolégico fetal/embriondrio (caso n°5).

Como resultado da eficicia da quimioterapia , a populagiio de células em GO
deveria progressivamente aumentar durante o tratamento. Assim , no momento cirtirgico ,
houve uma inversfo na expressio do Ki-67, ficando negativo em 84,6% dos tumores . Nos
11 casos cujo resultado do Ki-67, avaliado na pega cirtrgica, foi negativo, a sobrevida
global para estes doentes , avaliados apés 12 anos foi de 90%. Nos dois casos com
resultado positivo no momento cirargico (casos n° 15 e 16) , a curva de sobrevida livre de
eventos foi de 50% em 4 anos . Ambos eram do subtipo histologico fetal/embrionério.

Estes resultados sugerem que o Ki-67 possa ter valor progndstico no
comportamento biolégico do hepatoblastoma , assim como poderia identificar o grupo de
risco que se beneficiaria com esquemas terapéuticos mais agressivos ,apés a cirurgia. Os

pacientes que tiveram negativagfio do Ki-67 no momento cirdrgico , apds o uso de

Discussido

127



quimioterapia , tiveram melhor prognostico . Todavia , o pequeno niimero de pacientes (13)
da amostra estudada para o Ki-67 no momento cirirgico , ndo permitiu definir a
significdncia estatistica para o melhor prognéstico aos pacientes com negatividade desta
expressdo (p=0,22).

Néo se pode estudar o ciclo celular , sem analisar o comportamento da proteina
P53 , que ocupa posi¢do chave nos mecanismos de proliferagio ¢ reparo do DNA . Seu
papel na patogénese do hepatoblastoma, ainda ndo esta estabelecido. O gene p53 tem
importante papel na funcio celular , como crescimento e diferenciagio. Sua expressdo
protéica , a proteina p53 , & uma proteina reguladora da proliferaciio celular
(RUCK et al.,, 1994 ; CHEN et al,, 1995; ZERBINI et al., 1998). Em alguns casos de
hepatoblastoma , a expressio positiva da proteina p53 ¢ detectada por imuno-histoquimica
,Sem que a mutagio génica do p53 esteja presente (SCHAFF et al. » 1995). A expressio
positiva da proteina p53 tem sido descrita em vérios tumores, incluindo tumores hepéticos ,
especialmente nos hepatocarcinomas, existindo poucas referéncias sobre sua expressio nos
hepatoblastomas (CHOI et aL.,1993; KENNEDY et ak, 1994 ; SCHAFF et. al., 1995).

No presente estudo , a andlise do p53 por imunoc-histoquimica foi realizada em
17 pacientes no momento da bidpsia diagndstica . A expressdo foi positiva em apenas 5%
(caso n°13). Resultados de maior expressdo , feitos pela mesma técnica de
mmuno-histoquimica , foram obtidos por ZERBINI et. al.(1998), encontrando a
positividade do p53 em 9 de 21 pacientes com hepatoblastoma (42%).

Em nossa casuistica , quando a expressio génica do p53 foi pesquisada pela
técnica de FISH em oito casos , esta foi positiva em cinco pacientes (62,5%) . Este fato
sugere que a técnica de FISH , realizada em tecido fresco do tumor , deva ser a
recomendada na atualidade. Por esta razio » por diversidade de natureza metodologica |,
houve dificuldade na analise do comportamento evolutivo da proteina p53 no presente
estudo . Corrobora para esta dificuldade o pequeno nimero de casos estudados . Destes 5
casos , apenas 1 teve a expresso do p53 positiva, tanto por imuno-histoquimica quanto
pelo FISH (caso n° 13).0 subtipo histolégico desta paciente era fetal/embrionario . A

mesma encontra-se viva sem evidéncia de doenga , hi 5.4 anos de seguimento.
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A sobrevida global avaliada em 12 anos para os pacientes com expressio
negativa para o p53 ,no momento do diagnostico, foi de 56,2% em 12 anos . Na pega
cirirgica , a expressio do p53 por imuno-histoquimica foi pesquisada em 16 casos, com
apenas 1 resultado positivo (caso n° 15) , cujo tumor era do subtipo histologico
fetal/embriondrio. Este paciente desenvolveu resisténcia a quimioterapia , falecendo por
progressio de tumor. A negatividade da expressdo do p53 na pega cirrgica teve, no grupo
de 15 doentes, a sobrevida global em 12 anos de 78,6% . Isto sugere que a auséncia da

expressdo do p53 possa ser fator de bom prognéstico.

Analisando a biologia do tumor por outros mecanismos , indiretamente
vinculados ao ciclo celular , estudamos a expressdo do c-erb-B2 no hepatoblastoma .O
¢c-erb-B2 é um proto-oncogene com 185Kd , da familia da tirosinoquinase , com receptor
para o fator de crescimento celular . Sua expressio positiva, ja determinada em alguns tipos
de céncer (ovério, mama , hepatocarcinoma e célon), ¢ indicativa de pior progndstico
(HEINZE et al, 1999) . Ndo ha , entretanto , publicagbes do seu cormportamento em
hepatoblastomas.

No presente estudo ,a expressio do c-erb-B2 foi realizada pela técnica de
imuno-histoquimica ,em 14 pacientes com hepatoblastoma. No momento da bidpsia
diagnostica ,a expressio foi positiva em 8 casos (57%) . A taxa de sobrevida global
avaliada em 8 anos de seguimento , de acordo com a positividade do c-erb-B2 , foi de
87,5% , comparativamente aqueles pacientes com resultados negativos deste
proto-oncogene ao diagnéstico , que tiveram pior prognostico , com sobrevida global em 12
anos de 33,3% (p=0,02).A positividade da expressio do c-erb-B2 no momento do
diagnéstico , mas principalmente apés 4 ciclos de quimioterapia , esteve mais associada ao

subtipo histologico fetal puro.

Ap6s os 4 ciclos de quimioterapia, a andlise do c-erb-B2 foi realizada em 14
pecas cirirgicas. Onze delas (78%) obtiveram resultado positivo dessa expressdo . A
sobrevida global avaliada em 12 anos seguimento , para os pacientes com c-erb-B2 positivo
no momento cirtirgico, foi de 72,7%. O subtipo histologico fetal puro foi preponderante
neste grupo , sendo encontrado em 7 pacientes . Dois casos apresentaram, no momento

cirtirgico , resultado negativo do c-erb-B2 , entretanto , apresentavam o subtipo histolégico
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fetal puro . Estes dois pacientes estdo vivos apos 8 anos de seguimento . Embora nfio tenha
havido diferenca estatistica na sobrevida dos pacientes, de acordo com a presen¢a ou
auséncia da expressdo do c-erb-B2 no momento cirargico (p=0,44) , o componente fetal

puro deve ter contribuido para valor preditivo de bom prognostico para este marcador .

A glicoproteina P (GpP) , que é um canal de membrana codificado pelo gene
MDRI, representa uma possivel explicagdo para o desenvolvimento de resisténcia as drogas
nos pacientes portadores de hepatoblastoma (WARMANN et al.,2002). A auséncia de sua

expressio talvez justificasse a nfio necessidade do uso de terapéutica citotoxica agressiva .

Em 17 pacientes desta casuistica, a GpP foi testada por método de
imuno-histoquimica, no momento do diagndstico . Apenas dois pacientes tiveram
resultados positivos (11%) . Estes dois pacientes estio vivos e sem doenga ,com uma
sobrevida global acima de 4 anos . Em um deles , o tumor era do subtipo fetal puro

(caso n°18) € o outro , do subtipo histologico fetal/embrionario {caso n°16).

No momento cirtirgico , a positividade da expressio da GpP foi de 31% ,
indicando o incremento da resisténcia & quimioterapia, apés a utilizacdo dos 4 ciclos . Trés
pacientes, que apresentavam resultado negativo ao diagnéstico , tiveram expressdo da GpP
positiva , no momento cirtrgico. Desses 3 casos , um deles (caso n°9) morreu por sepse ,
sendo o tumor do subtipo histolégico fetal/embriondrio .Os dois outros (casos n°7 e 14)
estdo vivos e sem doenga , num periodo de 9 e 4,6 anos , respectivamente . Ambos tinham,

como variavel independente de bom prognéstico, o subtipo histologico fetal puro.

Na peca cirtrgica, 16 paéientes foram analisados quanto & expressio da GpP.
Onze deles tiveram resultado negativo desta expressdo , com uma taxa de sobrevida global
de 70% em 12 anos de seguimento . Exchifmos o caso 6 , por perda de seguimento apds a
realizacéo de transplante hepatico em outro Servico. Cinco pacientes (31%) expressaram a
positividade para a glicoprotefna P no momento da cirurgia , ap6s o uso da quimioterapia ,
traduzindo o surgimento da resisténcia as drogas utilizadas . Dois deles , comn resultados
positivos também ao diagnostico (casos n° 16 e 18), estio vivos e sem doenca . no periodo
de 3,9 e 2,9 anos de seguimento , respectivamente. O subtipo histologico deles é do tipo

fetal/embrionério (caso n° 16) e fetal puro (caso n° 18).
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A sobrevida global para os pacientes, de acordo com a expressdo positiva da
GpP no momento cirtrgico , foi de 80% em 9 anos , sem diferenca estatistica com os
pacientes que apresentaram resultados negativos neste mesmo momento (p=0,67). Na
casuistica do presente estudo , nfo foi possivel determinar a importincia da GpP ao

diagnostico ou no momento cirtirgico , para os pacientes portadores de hepatoblastoma.

Sendo o hepatoblastoma um tumor incidente com maior freqiiéncia antes dos 3
anos de idade , esfor¢os devem ser feitos no sentido da definicdo dos fatores de risco de
mau prognéstico , que justificariam a poliquimioterapia mais ablativa. A terapia citotdxica
atualmente proposta € agressiva , provocando varios efeitos tardios nestes pacientes , como
surdez , cardiotoxicidade e tubulopatias , entre os mais fregiientes . Por outro lado , talvez a
terapia pudesse ser diminuida , caso pudéssemos estabelecer os fatores prognosticos , ao
diagnéstico e no momento cirtrgico , para este tipo de tumor , objetivando a melhoria da

qualidade de vida destes pequenos pacientes.
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6 - CONCLUSOES
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1- Nfo houve associagio entre os grupos clinicos , os achados histopatologicos
dos pacientes com hepatoblastoma estudados e a expressfio da B-Catenina ,
do PCNA , do Ki-67 , do p53 e da GpP , nos momentos do diagndstico ¢ da
cirurgia .

2- A positividade da expressio do c-erb-B2 , quer por ocasifio do diagndstico
mas , principalmente no momento cirirgico , estava mais associada ao

subtipo histologico fetal puro.

3- No diagnostico do hepatoblastoma , o Ki-67 , a p-Catenina e o PCNA foram

os marcadores de maior expressdo no tecido tumoral.

4- A expressdo da B-Catenina , avaliada ao diagnéstico e no momento cirurgico,
nio influenciou a evolugho clinica dos pacienies do estudo

{p=0,94 e p=0,36, respectivamente).

5- A diminuicdo do Ki-67 no momento cirirgico em relagdo aos niveis
pré-quimioterapia , foi o achado mais freqliente , nfo sendo possivel

demonstrar sua importéncia progndstica neste estudo (p=0,22).

6- A expressdo positiva do proto-oncogene c-erb-B2 , no momento do
diagnostico , esteve associada a melhora da sobrevida dos pacientes com
hepatoblastoma (p=0,02).

7- A expressdo negativa da proteina p53 no momento cirirgico , esteve
associada a evolugio favordvel dos pacientes do estudo
(sobrevida global em 12 anos de 78,6%).

8- A positividade da expresséo da GpP, avaliada nos momentos do diagndstico
e da cirurgia , nio teve influéncia na sobrevida destes pacientes com

hepatoblastoma (p=0,27 e p=0,67 , respectivamente).
9- O subtipo histologico fetal puro teve importéncia prognéstica , atuando como

variavel independente de risco (p=0,02).

10- Com protocolos terapéuticos mais modernos ¢ sistematizados , houve
tendéncia em melhorar o prognéstico dos pacientes com hepatoblastoma ,
tratados no Centro Infantil Boldrini .
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ANEXO 1

FICHA DE CONSENTIMENTO

Nés, pais do (da) menor portador (a) de

hepatoblastoma, diagnosticado (a) e tratado (a) no Centro Infantil Boldrini, no periodo de
1984 até 2001, autorizamos a Dra. Simone dos Santos Aguiar, sob a orientagéo da Profa.
Dra. Silvia Regina Brandalise, a utilizar o material proveniente da biopsia diagnostica e da
cirurgia de nosso (a) filho (a) para a realizagdo de estudos de imuno-histoquimica e de
biologia molecular com o objetivo de pesquisar fatores prognésticos para este tipo de
cancer. Estamos de acordo também, na a publicacdo destes resultados em revistas meédicas,

onde o norme de nosso (a) filho (a) sera preservado.

Campinas, de de 200_.
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