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Resumo

Introdugéo: Apesar de sobrevida ao redor de 70% em cinco anos a recidiva
do CHC vem suscitando cuidados com indices que variam na literatura entre 6% a

26%.

Muitos sdo os fatores atrelados ao maior risco de recidiva descritos na
literatura, sem definicado de qual o melhor método que poderia predizer esse

evento de alta letalidade.

Objetivo: Os objetivos desse estudo foram: avaliar a sobrevida e recidiva
tumoral em pacientes submetidos a transplante hepatico por CHC e investigar a
imunoexpressdao dos marcadores imunohistoquimicos: HSP70, Glipican3,
Glutamina sintetase, beta-catenina, CK7, Ck19, HepPar1 e PCNA, estudando sua
associagcdo com caracteristicas tumorais e prognostico de pacientes submetidos a
transplante hepatico por CHC.

Método: Foram estudados 90 pacientes portadores de CHC submetidos a
transplante hepatico de 1996 a 2010. Foram estudados fatores correlacionados ao
aparecimento da recidiva neoplasica como: tamanho da maior lesdo, nimero de
lesbes, grau histolégico, presenca de invasao vascular, nivel de alfa-feto proteina
(AFP) superior a 200 ng/ml e regime de imunossupressao. Foi estudada também a
correlacdo da expressdo dos marcadores imunohistoquimicos estudados com

cada uma dessas mesmas variaveis.
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A técnica de estudo imunohistoquimico foi o arranjo em matriz tecidual
(TMA). A analise estatistica utilizou testes de regressao uni e multivariadas, teste
de Cox, teste de Qui-quadrado ou Fisher, teste de Mann-Whitney e para estudo de
sobrevida foi utilizado o método de Kaplan Meyer.

Resultados: Foi observada recidiva em 7 pacientes (8%).0 tempo de
cirurgia, quantidade de concentrados de hemécias administrados, valor do MELD
calculado no momento da cirurgia e a presenca de recidiva foram associados a
menor sobrevida.

Pacientes com recidiva tumoral apresentaram tendéncia a presenca de

invasdo vascular, apresentaram maior numero de noédulos e maiores nodulos.

Em relacdo aos marcadores imunohistoquimicos pacientes com glutamina
sintetase positiva apresentaram tendéncia a menor sobrevida; e a presenca de
HepaPar1 negativo apresentou correlagdo com o aparecimento de recidiva
neoplasica. Pacientes com HSP70 positivo apresentaram maior prevaléncia do
grau histologico Ill. Pacientes com Glipican3 positivo apresentaram nodulos
maiores e presenca de mais casos com AFP superior a 200 ng/ml. Pacientes com
PCNA positivo apresentaram nddulos maiores. Pacientes com HepPar1 negativo
apresentaram nodulos maiores e tendéncia a apresentar mais nddulos. Pacientes
com beta-catenina positiva apresentaram maiores nédulos e presenca de maior
namero de pacientes com grau histolégico Ill. Pacientes com CK19 positivo
demonstraram tendéncia a apresentar nddulos maiores (p=0.05). A associacao

entre beta-catenina e Glipican3 positivos demonstrou correlacdo com a presenca
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de nédulos maiores com maior evidéncia estatistica do que quando avaliados

separadamente (p=0,003).

Concluséo: Nao foi possivel a associacdo de nenhum desses marcadores com a
sobrevida exceto pela presenga de glutamina sintetase positiva que apresentou
tendéncia a associacdo com piora da sobrevida. A imunoexpressao desses
marcadores ndo se correlacionou com o tempo de aparecimento de recorréncia
tumoral, com excecao da do HepPar1, o qual, quando negativo, correlacionou-se

com maior frequéncia de aparecimento de recidiva.

Entretanto, a maioria dos marcadores estudados apresentaram correlagdo com
pelo menos uma das variaveis em estudo, confirmando nossa hipétese de que
esses marcadores podem, sim, auxiliar na avaliacao do prognostico de pacientes

submetidos a transplante hepético por CHC.
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Summary

Introduction: Although overall survival rates have been around 70% after five
years, recurrence of HCC has indices in literature ranging from 6 to 26%. There is
no consensus therapy for treatment of HCC recurrence after liver transplantation
that could lead to a significant increase in survival.

Many factors are linked to higher risk of recurrence in the literature, without
defining the best method that could predict this highly lethal event.

Objective: The aim of this study was first to evaluate the survival and tumor
recurrence in patients undergoing liver transplantation for HCC and second to
evaluate immunoexpression of immunohistochemical markers: HSP70, Glipican3,
Glutamin synthetase, Beta-Catenin, CK7, Ck19, HepPar1 and PCNA, which are
capable of assessing the malignant cellular potential, studying its association with
tumor characteristics and prognosis of patients undergoing liver transplantation for
HCC.

Methods: We studied 90 patients who underwent liver transplantation from
1996 to 2010. We evaluated factors related to survival and tumor recurrence.
Factors were also studied related to the onset of neoplastic recurrence as size of
the largest lesion, number of lesions, histological grade, presence of vascular
invasion, AFP level greater than 200 ng / ml and the immunosuppressive regimen.
The correlation of expression of immunohistochemical markers studied was

correlated with each of these variables.
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The immunohistochemistry technique was the tissue matrix arrangement
(TMA) and the statistical analysis used was regression testing univariate and
multivariate, Cox test, chi-square or Fisher test and Mann-Whitney test, while for
study of survival the Kaplan Meyer curve was used.

Results: The duration of surgery and recurrence was associated with shorter
survival.

Patients with tumor recurrence tended to have the presence of vascular
invasion, showing a higher number of nodules and larger nodules.

Regarding the presence of immunohistochemical markers glutamin

synthetase showed a positive trend toward lower survival, and presence of
HepPar1 negative correlated with the appearance of neoplastic recurrence.
HSP70 positive patients had higher prevalence of histologic grade Ill. Patients with
positive Glipican3 showed larger lesions and more patients had AFP greater than
200 ng / ml. PCNA positive patients had bigger lesions. HepPar1 negative patients
had larger lesions and tended to have more nodules. Patients with positive Beta-
Catenin showed larger nodules and more histologic grade lll. Patients with positive
CK19 showed a tendency to have larger nodules. The association between Beta-
catenin and Glipican3 showed positive association with larger nodules.

Conclusion: There was no statistical correlation of these markers and the
specific disease survival except for the presence of glutamine synthetase which
showed only a positive trend of association with survival. The immunoreactivity of
these markers did not correlate with the time of appearance of a recurrent tumor,
with the exception of the Hep-Par1, which, if negative, was correlated with higher

frequency of occurrence of relapse. However, most of the markers studied showed
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correlation with at least one of the variables studied, whether of characteristics of
the population (AFP level, the presence of recurrence and survival time) or
characteristics of the lesion (tumor number, the greater lesion size, presence of
vascular invasion and degree of differentiation) confirming our hypothesis that
these markers can indeed assist in assessing the prognosis of patients undergoing

liver transplantation for HCC.
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1. Introducao

O carcinoma hepatocelular (CHC) é a sexta maior causa de cancer no
mundo, contabilizando mais de 500.000 mortes anualmente'. E tido como a
terceira causa de ébito por doenca neoplasica, e a primeira de 6bito em pacientes
cirréticos’.

Existem cerca de um milhdo de casos novos de CHC ao ano'?. A média de
idade do acometimento tumoral no momento do diagnéstico situa-se entre a
quarta e a sétima décadas de vida, com predominio da quinta e da sexta décadas
e do sexo masculino em relacéo ao feminino '

O CHC é considerado uma doenca com prognostico reservado e em
apenas 40% dos pacientes é passivel de tratamento curativo no momento do
diagnéstico'®.

A dificuldade no tratamento e alta mortalidade resultam basicamente de trés
fatores: primeiro, o CHC é associado, na grande maioria dos casos, a cirrose o
que limita as opcoes terapéuticas; segundo, essa neoplasia € usualmente
assintomatica em estadios precoces e tem grande propensao a invasao vascular
ou das vias biliares, mesmo quando esses tumores sao ainda pequenos; terceiro,
essas lesbes tém se mostrado resistentes a maioria dos tratamentos
convencionais com quimioterapia citotoxica®%"2.

O transplante de figado nos ultimos anos vem se mostrando uma boa
opcao terapéutica em casos selecionados dentro de critérios pré estabelecidos,

apresentando sobrevida em torno de 70% em 5 anos. Ele tem se demonstrado
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como conduta de escolha em pacientes cirréticos com diagnéstico de CHC, pois
além de tratar a neoplasia em questao, também trata a doenga de base'3#'2,
Apesar de sobrevida ao redor de 70% em cinco anos a recidiva do CHC

apoés a intervencgao cirurgica vem suscitando preocupagao com indices que variam

na literatura entre 6% a 26%° 2.

A recorréncia do CHC apés transplante de figado costuma ser mais
agressiva quando comparada a recorréncia apés a resseccao hepatica,
provavelmente em virtude da presenca da imunossupressao utilizada no pés-

operatorio®.

N&o ha terapia de consenso para tratamento de CHC recidivado apo6s o
transplante de figado que possa promover aumento significativo na sobrevida. A
média de sobrevida a partir do diagndstico da recorréncia é de apenas 12 meses,
portanto a prevengdo da recidiva tumoral, através de selecdo minuciosa dos

pacientes a serem transplantados é considerada ainda a conduta de escolha'*°.

Muitos sdo os fatores atrelados ao maior risco de recidiva descritos na
literatura: tamanho das lesées, numero de nédulos, grau histolégico da neoplasia,
presenca de microinvasao vascular, nivel de alfa-feto proteina (AFP) acima de 200

ng/dl, regime de imunossupressao utilizado, entre outros'*'®.

Ainda ndo se obteve consenso do melhor método que possa definir a
resposta que um paciente, portador de CHC submetido a transplante de figado,
tera no pos-operatério. A associagcdo de mais de um fator de mau progndstico,
biologia molecular e marcadores tumorais de proliferacdo e diferenciacéo celular

surgem com resultados promissores’>16.
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1.1. Diagnéstico

O carcinoma hepatocelular caracteriza-se como uma neoplasia onde tanto o
estadio da doenca como a avaliacdo da reserva hepatica devem ser considerados
para definicdo da melhor proposta terapéutica, isso pois 89% dos pacientes com
essa neoplasia apresentam hepatopatia cronica associada'.

As causas mais frequentemente associadas a presenca do CHC descritas
na literatura sdo: hepatopatia cronica pelo virus C e B, etilismo, hemocromatose e
esteatohepatite’?’.

Ha uma década, os tumores hepaticos eram diagnosticados em fases
avancadas e os doentes geralmente apareciam ja com acentuada perda ponderal,
anorexia e hepatomegalia. Com o avanco nos diagndsticos realizados por radio
imagem, estes doentes vém sendo encaminhados aos centros especializados
mais precocemente.

Atualmente, 40% dos doentes tém seu diagnéstico firmado na fase
assintomatica, com programa de deteccgao precoce dos tumores hepaticos'™.

A realizacao de rastreamento com ultrassonografia (US) a cada seis meses
€ recomendado para pacientes cirréticos ou com outros riscos para
desenvolvimento de CHC, promovendo precocidade no diagnéstico e impacto
positivo na sobrevida'#2%%.

Tem sido questionado o uso da AFP como marcador para CHC, no entanto,
seu uso ainda é rotineiro em muitos servicos principalmente em protocolos de
rastreamento devido a seu baixo custo'.

Os exames de imagem de Tomografia Computadorizada (TC) ou

Ressonancia Nuclear Magnética (RNM) devem mostrar lesdo hipervascularizada,
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com captacdo de contraste na fase arterial e desparecimento deste na fase
venosa tardia, o chamado efeito de clareamento (“washout’)?*®. Tais imagens
sdo muito tipicas possibilitando o diagnoéstico definitivo com especificidade

préxima a 100% e sensibilidade em torno de 70%'32830,

1.2. Transplante Hepatico e o CHC

A possibilidade da realizacdo do transplante ortotopico de figado (TOF) no
Ocidente como tratamento do CHC associado a cirrose revelou-se uma estratégia
notavel uma vez que trata simultaneamente o céancer e a condicdo que o
predispde®'°.

Em maio de 2006 foi publicada, no Brasil, a portaria n® 1160/GM, que
modificou os critérios de distribuicdo de figado de doadores cadaveres para
transplante, implantando o critério de gravidade de estado clinico do paciente
(MELD- Model for End-Stage Liver Disease)®'™*.

Esta portaria dispde sobre a distribuicio de doadores cadaveres para
transplante, conforme critérios estabelecidos de acordo com a compatibilidade e
identidade sanguinea ABO, quanto a compatibilidade anatémica e por faixa etaria,
quanto as priorizacdes e a gravidade clinica.

Pacientes com diagnéstico de CHC sao avaliadas pela Comissao Técnica-
Cientifica de cada Estado e, apdés deferimento, sdo inseridos com pontuacéo
especial. A pontuacgao inicial nesse grupo sera 20 pontos. Caso o paciente nao
seja transplantado ap6s 90 dias em lista de espera, sua pontuagdo sera

automaticamente ajustada para 24 pontos no estado de Sdo Paulo®.
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Para inclusdo em lista de espera para transplante de figado no Brasil os
pacientes com CHC e cirrose devem obedecer aos critérios de Barcelona e de
Milao®.

O critério de Barcelona é dividido em critério anatomopatolégico, radiolégico
e combinado®.

O critério anatomopatolégico é definido como a presenca de CHC na
bi6psia hepéatica.

O critério radiolégico exige duas imagens coincidentes, entre quatro
técnicas (US com Doppler ou com contraste por microbolhas, CT, RNM ou
arteriografia) que demonstrem lesdo focal igual ou maior que dois centimetros,
com hipervascularizacao arterial; ou um unico método de imagem trifasico (CT
helicoidal com multicanais ou RNM) que demonstre lesédo focal igual ou maior que
dois centimetros com padrdao hemodindmico de hipervascularizacdo arterial e
depuracao rapida do contraste na fase portal ou de equilibrio (washout)®.

E por ultimo o critério combinado: uma imagem que demonstre lesao focal
igual ou maior que dois centimetros com hipervascularizagdo arterial e niveis de
AFP > 200 ng/ml*,

O critério de Milao discorre sobre o tamanho das lesdes diagnosticadas
como CHC estando dentro desses critérios lesbes Unicas de até cinco
centimetros em seu maior didmetro ou, se mdultiplas, até trés lesbes de trés
centimetros em seu maior didametro, excluida a presenca de infiltracao vascular e

metastases a distancia'®%,
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O transplante hepatico gradualmente ganhou espaco em pacientes com
diagnéstico de CHC, atualmente representando 25% das indicacdes de
transplante na Europa, 30% na Franca e 34% nos EUA% 3%

Inicialmente os resultados dos transplantes realizados por CHC foram
desalentadores. Pacientes com grandes lesées e multiplos noédulos foram
submetidos a esse procedimento com alto grau de recidiva e sobrevida em cinco
anos inferior a 40% %3437,

Em 1993, Bismuth et al., demonstraram que pacientes com menos de trés
tumores, sendo eles menores de trés centimetros, eram candidatos de eleicao
para realizagao de transplante, com sobrevida de 62% em cinco anos®.

Surge entdo o conceito da realizacao de transplante para pacientes com
CHC portadores de lesdes menores que trés centimetros.

Em 1996, esse conceito foi reforcado e sedimentado na literatura através do
estudo de Mazzafero et al. que mostraram excelentes resultados em pacientes
com CHCs solitarios menores que cinco centimetros ou com até trés nédulos de
até trés centimetros; esse critério passou a ser conhecido como Critério de Milao e
a sobrevida nesses pacientes excede 70% em 5 anos'°.

Esses dados confirmaram a clara indicacdo de transplante por CHC na

pratica clinica.
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1.3. Fatores de recidiva tumoral pés-transplante por CHC

A recorréncia de CHC apés o transplante hepatico até 1996 atingia indices
de até 40%°>>*8. No entanto, com o inicio da utilizagéo de critérios como o de Milao
o risco de recorréncia caiu para 10% a 15% em cinco anos'1°.

Como ja mencionado, ndo ha terapéutica de consenso em CHC recidivado
poés-transplante hepatico que aumente a sobrevida ou promova a cura, portanto a
prevengao de recorréncia € a melhor opgao.

Para isso iniciou-se um estudo minucioso na definicao de fatores pré e pos

o transplante que influenciariam no risco de recidiva.

Varios fatores puderam ser associados ao aparecimento da recidiva, tais

39,40 40-41 42-44

como numero e tamanho das lesoes , invasao microvascular ,

44,45

diferenciacdo celular*** | nivel de AFP*®® ¢ regime de imunossupressdo pés

operatéria®' 2.

A invasdo micro vascular é tida como o maior fator prognéstico para
recidiva de CHC***, infelizmente esse achado sé pode ser concluido apds
avaliagdo do explante. Muitas vezes ela é subavaliada em estudos ndo minuciosos
do 6rgao retirado (com a realizacdo de poucos cortes durante esta avaliacao).
Além disso, como sera explanado mais adiante, por aparecer associada a outras
variaveis como tamanho do nédulo e grau de diferenciagdo tumoral, ela, muitas
vezes, é excluida em estudos de regressao®.

O mecanismo de invasdo vascular foi investigada por Mitsunobu et al*®. no

CHC: enquanto a artéria hepatica responde pela nutricdo do nédulo, o sistema

portal funciona como vaso eferente, esses vasos eferentes confluem permitindo a
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disseminagcdo sistémica do tumor, portanto a invasdo seria pré-requisito para
disseminagao.

A recorréncia hematogénica pode desenvolver-se por dois mecanismos:
micro-metastases ja presentes no momento do transplante ou disseminacao
neoplasica durante a cirurgia®=®. Ha relatos de células malignas encontradas em
sangue de atrio direito e veia porta durante a hepatectomia em CHC®’.

O tamanho dos tumores, o numero de nodulos, e grau de diferenciagao das
lesbes tem sua importancia no risco de recidiva atrelado a invasao vascular, ou
seja, quanto maiores as lesées, maior 0 numero ou menor grau de diferenciacao
ha maior risco de invasdo vascular e, portanto, de recidiva3®#°°8-%.

O tamanho dos nédulos, mais que o numero de lesdes, tem apresentado
correlacdo direta com a presenca da recidiva*!, esse dado tem sido levado em
consideracao em consensos que avaliam a possibilidade de se ampliar o critério
de Milao, dirigindo essa alteracao para abranger pacientes com maior numero de
nédulos porém mantendo o critério atual em relagdo ao tamanho das leses®’.

A AFP vem sendo utilizada amplamente na literatura como marcador
tumoral ha aproximadamente 40 anos. A participacdo desse marcador seria na
regulacdo e crescimento de oncogenes, havendo evidéncia de seu papel
promovendo crescimento de hepatécitos*®47°,

No entanto, recentemente estudos vém definindo a AFP paulatinamente
como um marcador com especificidade e sensibilidade deficientes com taxas
aproximadas de 60% de sensibilidade e 70% de especificidade, suscitando varios

esforcos em diversos centros em busca de melhores marcadores*®¢164,
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A razdo para a baixa sensibilidade e especificidade encontradas vem sendo
atribuida aos avancos dos métodos de imagem, os quais hoje conseguem
diagnosticar tumores menores que 0s encontrados no passado e que
normalmente sdo associados a niveis de AFP dentro da normalidade®.

Outros marcadores de valor prognéstico vém sendo estudados, porém
ainda sem evidéncia cientifica comprovada®'®°.

O perfil imunohistoquimico ja consagrado na diferenciacao entre nddulos
displasicos e CHCs precoces vem demonstrando utilidade crescente em agregar
informacdes sobre caracteristicas de malignidade celular® 2.

Muitos desses marcadores imunohistoquimicos, tém caracteristicas que
mantém estreita relacdo com tamanho tumoral, grau de diferenciacao, proliferacao
celular e invasao vascular, a maioria deles ja tem sido estudada como definidora
de progndstico, e a associacdo de mais de um marcador parece ser alternativa

acertada nessa definicao®72.

1.4. O papel de biépsia no diagnéstico do CHC

A realizacdo de bidpsia era reservada apenas a casos atipicos onde os
métodos de imagem nado conseguiam definir o diagnéstico da lesdo suspeita.
Falsos negativos podiam alcancar até 30% dos casos em virtude de erros de
puncao ou auséncia de achados histoldgicos especificos para CHC'.

A falta de caracterizacao radiolégica (hipercaptacao de contraste na fase
arterial e clareamento na fase tardia) ou mesmo a davida em relagéo a bidpsia
realizada em nédulos pequenos ocorre, na maioria das vezes, em virtude da

existéncia de um tipo de nédulo neoplasico especifico.
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Pequenos CHCs (SCHC) menores ou iguais a dois centimetros de diametro
sao classificados em dois tipos principais: 1- SCHC nodular distinto e 2-SCHC
nodular ndo distinto (ou CHC precoce)®.

SCHC nodulares distintos sao bem definidos, usualmente encapsulados,
apresentam caracteristicas radioldégicas semelhantes as do CHC classico, com
hipervascularizacdo na fase arterial tanto na TC como na RNM, ndo apresentando
dificuldade no diagnéstico através desses métodos de imagem®.

Ja os CHCs precoces, ou SCHC nodular nao distintos, apresentam-se mal
definidos, clinicamente sao hipo-vasculares, nao sao diagnosticados por métodos
de imagem convencionais e ndo podem ser diferenciados de ndédulos displasicos,
principalmente os de alto grau. A invasao estromal € considerada o achado
histopatoldégico de maior utilidade na diferenciagdo de nodulo displasico e CHC
precoce, porém esse achado nem sempre é evidente®*.

Foi na tentativa de elucidar esse tipo de duvida diagnéstica que cada vez mais
vem se lancando mao do perfil imunohistoquimico.

Os achados da imunohistoquimica vém colaborando de tal forma na
caracterizacao das lesdes e, inclusive, em relacdo a seu prognostico, que as
biépsias de ndédulos suspeitos para CHC, que antigamente tinham papel exclusivo
em para diagnostico em casos de excecao, atualmente vem ganhando novo
espaco na propedéutica do diagnéstico e tratamento desses nédulos®72.

A combinagéo de marcadores como Glipican3 (GPC3), Heat Shock Protein
(HSP70) e Glutamina Sintetase (GS) tém sido demonstradas como prova util no
diagnéstico da lesdo suspeita para CHC, e a positividade de apenas dois desses

marcadores apresenta sensibilidade de 72% e especificidade de 100% para a
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presenca dessa neoplasia®®®®"2. Qutros marcadores também tém sido utilizados
nessa avaliacao de definicao da etiologia ou agressividade de les6es compativeis

com CHC, tais como: PCNA, CK7, CK19, beta-catenina e HepPar1.

1.5. Marcadores Imunohistoquimicos

1.5.1. HSP70 (Heat Shock Protein 70)

HSP70 pertence a classe de proteinas implicadas na génese tumoral, na
regulacdo do ciclo de progressdo celular e na protecdo contra apoptose

A : : 2 aine06,69,72
espontanea ou gerada por terapia antineoplasica :

A maioria dos CHCs sao associados a hepatopatia crénica secundaria a
infeccao pelo virus da hepatite B ou C, ou a processo de inflamacao cronica e
fibrose; esses eventos funcionam como agentes de estresse celular promovendo a

. 74
sintese de HSP70"".

Ele € um potente anti-apoptético e sua maior expressao permite a
sobrevivéncia celular nas mais variadas condi¢cdes, o que em segunda analise,
poderia promover o aparecimento de lesdes neoplasicas’.

Chuma et al.”

demonstraram que HSP70 tem o gene mais regulado entre
um numero de 12600 genes observados em CHCs precoces. Além disso ele é
significativamente mais expresso em CHCs avancados em comparacido a CHCs

precoces’®.
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