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RESUMO

Justificativa: A recidiva do Carcinoma Hepatocelular (CHC) € um fator
limitante da sobrevida nos individuos submetidos a transplante hepatico (TxH). Além
do nimero e tamanho do tumor, invasdo vascular e grau de diferencia¢do, compreender
a biologia tumoral e os biomarcadores relacionados € um passo importante para prever a
recidiva e estabelecer estratégias terapéuticas. Objetivos: Analisar a expressao e valor
prognéstico do receptor do Fator de Crescimento Epidérmico (EGFr) e sua relacdo com
outros fatores implicados na recidiva no CHC. Pacientes e métodos: Foram analisados
retrospectivamente os dados de 59 pacientes cirrticos submetidos a TxH no nosso
centro com diagnoéstico histopatoldgico confirmado de CHC no periodo de 2001 a 2006.
Resultados: Foi registrada uma sobrevida global e em 1, 3 e 5 anos de 89,3%, 74,9% e
72,4% respectivamente e uma sobrevida livre de doenca em 1, 3 e 5 anos de 84,8%,
69,6% e 69,6% respectivamente. A taxa de recidiva foi de 22,03%. O EGFr foi expresso
em 93,2% dos tumores, mas ndo apresentou relacdo estatisticamente significatica com
risco de recidiva (p=0,147) ou outros fatores de risco. Somente a invasido vascular
(p=0,046) e o tamanho > 5 cm (p=0,046) foram capazes de predizer o risco de recidiva.
Conclusao: O tamanho tumoral e a invasio vascular foram os principais fatores de risco
relacionados a recidiva tumoral, enquanto a expressdo do EGFr, embora bastante alta,

nao tem relacdo com este risco.



ABSTRACT

Background: Recurrent Hepatocellular Carcinoma (HCC) is a significant cause of
death after liver transplantation (LT). Understanding tumor biology and correlate
biomarkers is an important step to predict recurrence and establish new therapies.
Purpose: Analyze the expression and prognostic significance of Epidermal Growth
Factor receptor (EGFr) on HCC and its relationship with other prognostic factors.
Patients and methods: Data from 59 cirrhotic patients who underwent LT between
2001 and 2006 with pathological confirmation of HCC were analyzed retrospectively.
Results: The overall survival at 1, 3 e 5 years was 89.3%, 74.9%, 72.4% while
recurrence-free was 84.8%, 69.6, 69.6% respectively with a recurrence rate of 22%.
EGFr was expressed in 93.2% of tumors, but no statistical relationship with HCC
recurrence (p=0.147) were found. Only vascular invasion (p=0.046) and tumor size > 5
cm (p=0.046) predicted tumor recurrence. Conclusion: EGFr was widely expressed on
our series of tumors, and, as so, has a poor prognostic value, with no significance
among groups (negative, weak and strong expression) considering HCC recurrence.
Only tumor size and vascular invasion were significant predictors of tumor recurrence.

Key words: Hepatocellular carcinoma, liver transplantation, risk factors, EGFr
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INTRODUCAO

Epidemiologia e fatores de risco

O cancer do figado corresponde atualmente ao sexto tumor em freqii€éncia no
mundo, respondendo por até 5,7% de todos os canceres em humanos. Estima-se em
torno de 711.000 casos por ano, sendo mais da metade destes ocorrendo na China
(55%). Possui uma mortalidade quase igual a sua incidéncia (680.000), representando,
assim, a terceira causa de morte relacionada ao cancer no mundo, chegando a atingir a
primeira coloca¢do em algumas dreas da Asia e do Oriente Médio "*. O Carcinoma
Hepatocelular (CHC) é o tumor primério do figado mais freqiiente em adultos,
representando em torno de 85% dos tumores que acometem este 6rgdo. Sua incidéncia
vem crescendo na Europa e nos EUA e acredita-se, todavia, que sua freqii€éncia deva
aumentar nas proximas duas décadas, decorrentes do alto nimero de pacientes
infectados pelo virus da hepatite C (VHC) antes dos anos 90 . De fato, este aumento
observado nas duas dltimas décadas ndo se deve apenas ao aumento na incidéncia do
VHC. Na verdade, neste periodo, experimentou-se uma melhora no suporte e manejo do
paciente cirrético. As infeccdes bacterianas e hemorragias digestivas, ora tidas como
principal causa de mortalidade destes individuos, agora sdao mais eficientemente
prevenidas e tratadas, aumentando a sobrevida dos cirréticos avancados @, Assim, o
CHC atualmente lidera como principal causa de morte entre individuos cirréticos na
Europa 33 No Brasil, ndo consta entre os dez mais incidentes, segundo dados obtidos
dos Registros de Base Populacional existentes. A taxa de incidéncia padronizada por
100 mil habitantes variava de 1,07 em Belém (1988) a 9,34 em Porto Alegre (1991) em

homens; e 0,28 em Belém (1988) a 7,04 em Goiania (1990) nas mulheres ©.
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Suas causas, em ultima anélise, sdo bem conhecidas: qualquer agente que leva a
lesdo hepatica cronica e, eventualmente a cirrose, constitui um agente oncogénico em
potencial. Assim, a hepatopatia cronica e cirrose, em especial a relacionada ao Virus da
hepatite B (VHB) e C (VHC), ao dlcool e a aflotoxina B1, sdo os agentes mais
relevantes, respondendo por até 90% dos casos de CHC, embora outras causas também
estejam relacionadas em menor freqii€ncia, representando um menor impacto global.
Aproximadamente 80% - 90% dos pacientes com CHC tém cirrose hepética e em torno
de 5% desenvolvem Carcinoma Hepatocelular, a uma taxa estimada de 2% a 9% ao ano
@78910 A ampla variacio na incidéncia do CHC no mundo reflete a grande
heterogeneidade com que os fatores de risco se distribuem na populacdo. Na Asia e na
Africa, o VHB - associado a Aflotoxina Bj - sdo os fatores mais comuns, enquanto no

ocidente e no Japao, o VHC e dlcool sdo os fatores mais marcantes (7.89,10)

Rastreamento e opcoes terapéuticas

A deteccao precoce, rastreando-se os pacientes sob risco, amplia a probabilidade
de aplicar uma terapia curativa (que atualmente beneficia aproximadamente 30% dos
individuos). A identificacdo precoce, especialmente de tumores < 2 cm, nao ¢é
importante apenas pela potencialidade terapéutica. Neste tamanho, os nddulos sdo
menos propensos a invasao do tecido hepatico subjacente, invasao vascular e metastases
@_ Pacientes com CHC detectados em programa de rastreamento possuem menor massa
tumoral e melhores fatores progndsticos, com menos invasdo portal e acometimento
extra-hepatico 'V
Embora seja praticada por diversos grupos, ha apenas um ensaio clinico

randomizado (ECR) demonstrando uma mortalidade significativamente menor em
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12)

grupos de pacientes rastreados bianualmente para CHC ““. Outros estuos também

demonstraram uma maior chance de receber terapia curativa nos grupos rastreados
(5,11,13,14) .. . , L.

, enquanto que uma coorte tedrica, que incluia o transplante hepatico (TxH)
como opg¢ao terapéutica, mostrou o beneficio custo-efetivo desta pritica quando a
incidéncia de tumor excede 1,4% ao ano (15 Recomenda-se atualmente o rastreamento
bianual com Ultrassonografia (US) 19 A Alfa-fetoproteina (AFP), comumente utilizada
no rastreamento do CHC, tem perdido valor como instrumento para esta finalidade, uma

) 17 No entanto, seu valor como

vez que possui uma baixa sensibilidade (54%
diagnéstico, associado aos exames de imagem, permanecem.

A maioria dos casos de CHC tem um mau prognéstico, evidenciado por uma
mortalidade quase igual a sua incidéncia anual. Este quadro dramdtico ocorre em parte
pela falta de um marcador que permita um diagndstico precoce do CHC, pela
hepatopatia subjacente que limita a aplicacdo de tratamentos locoregionais e pelo
insucesso aos tratamentos quimioterdpicos disponiveis. Uma revisdao sistemética
publicada em 2006 identificou apenas 77 ECRs no tratamento do CHC, atestando a
caréncia de pesquisa e publicacoes nesta drea. Dentre as diversas modalidades
terapéuticas locoregionais e sistémicas propostas, somente dois tratamentos tém
potencial curativo: a cirurgia (resseccdo e transplante) e os tratamentos percutineos
(ablagdo por radiofreqiiéncia e alcoolizacdo), enquanto os tratamentos paliativos, com
excecdo da quimioembolizacdo com resultado modesto, ndo se mostraram efetivos nos
ECRs Y. No entanto, uma nova classe de agentes terapéuticos, ainda em fase de
estudos, parece ter um resultado significativo em pacientes com CHC avangado 1),

A resseccdo cirtrgica €, para muitos autores, a primeira escolha nos pacientes

com nddulo solitario, funcdo hepética preservada e pressdao portal normal. A sobrevida
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chega atingir 60% — 70% em 5 anos em grupos selecionados de pacientes. A recidiva
tumoral, no entanto, € o maior problema (70% em 5 anos) sendo a invasdo vascular, a
presenca de nddulos satélites e a ma diferenciacdo os principais fatores preditivos
(18:2021.22) 'No entanto, o tamanho do nédulo ndo parece ter um impacto significativo na
auséncia de invasdo vascular **%.

O CHC ¢, por natureza, um tumor multicéntrico, e o figado cirrético, uma
“gigantesca lesdo pré-neoplasica”. Até 60% dos individuos diagnosticados em
programas de rastreamento possuem tumores multicéntricos e aproximadamente 10 —
15% das US intraoperatérias no curso de uma ressec¢dao revelam noddulos ndo
identificados previamente . Todavia, uma andlise gendmica demonstrou que mais de
um terco das recidivas pés resseccdo sdo tumores de novo “>. Sendo assim, nio fica
dificil compreender a alta taxa de recidiva em 5 anos apds resseccao cirdrgica.

O TxH, por oferecer a maior margem cirdrgica permitida ao passo que trata
concomitantemente o figado cirrético restabelecendo a fun¢do hepatica normal, €
considerado o tratamento ideal.

Desde o seu desenvolvimento inicial, o TxH tem sido utilizado como opg¢ado
terapéutica no tratamento do CHC. De fato, as altas taxas de recidiva tumoral e de
faléncia hepdética pds-resseccdo levaram a um entusiasmo inicial do transplante como
opc¢ao terapéutica definitiva, em especial para os tumores irressecaveis. No entanto, os
resultados iniciais estavam associados a indices de recidiva tumoral na ordem de 32 —
54% com sobrevida em 5 anos <40% e, associada a universal escassez de 6rgdos, o
entusiasmo por esta modalidade terapéutica rapidamente foi diminuindo (18.22) Apesar
dos pobres resultados observados inicialmente, foi possivel identificar um subgrupo de

pacientes com resultados favordveis. Este grupo incluia individuos com nédulo dnico
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com tamanho maximo de 5 cm ou até 3 nédulos cujo didmetro do maior ndo excede a 3
cm %Y Utilizando estes critérios, ora denominados critérios de Mildo, demonstrou ter
o transplante uma vantagem oncoldgica significativa sobre a ressec¢ao com resultados
comparados ao transplante em pacientes sem o diagnéstico de CHC. Neste contexto, a
sobrevida chega a 75% em 5 anos com recidiva inferior a 15% (18.22) Atualmente,
discute-se a expansdo destes critérios visando beneficiar um maior nimero de pacientes
2639 Uma limitacdo a expansdo destes critérios é o subestadiamento pelos exames de
imagem na avaliacdo pré-transplante, que podem chegar a 21% nos critérios de Mildo
(CM) e 29% quando se utiliza o critério da University of California, San Francisco
(UCSF). O quadro 1 apresenta os respectivos critérios. Embora ainda persistam
controvérsias, recentemente um estudo prospectivo validou este critério baseado na

avaliacdo das imagens pré-operatérias .

Quadro 1: Critérios de Milao e critérios expandidos (UCSF)

Critérios de Milao Critérios UCSF

Noédulo tnico < 5cm | Nédulo tnico < 6,5 cm
3 nédulos <3 cm 2 — 3 nédulos <4,5 cm

Didmetro maximo 8cm
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Estadiamento e prognostico

Apesar dos diversos avangos nos estudos clinicos e dos bons resultados obtidos
por alguns centros, somente uma pequena propor¢ao dos pacientes é passivel de cura no
momento do diagndstico. O desenvolvimento de metdstases e a recidiva tumoral sdo as
causas mais prevalentes de morte nos pacientes com CHC. Para a maioria dos tumores,
o prognéstico e as indicagdes terapéuticas estdo relacionados ao estdgio tumoral no
momento do diagndstico. No entanto, este cendrio é mais complexo no CHC, uma vez
que a maioria ocorre em figados cirréticos e a disfun¢do hepatica subjacente tem um
impacto no progndstico a despeito do estdgio tumoral. Apés o diagnostico do CHC,
aproximadamente metade dos individuos sucumbem no primeiro ano. Assim, nao
apenas este ultimo, mas também o estdgio do desenvolvimento da hepatopatia sao
fatores que determinam simultaneamente o progndstico, a aplicabilidade e eficdcia dos
tratamentos 7.

Desta forma, o prognéstico do CHC segue um modelo bastante complexo, que
deve contemplar quatro aspectos: estdgio tumoral, grau de funcido hepética, condicao
geral do paciente e a eficdcia dos tratamentos . Diversos sistemas de escore foram
desenvolvidos tais como o TNM, Okuda, Getch, CLIP, CUPI, JIS e BCLC entre outros
G743 com a intencdo de predizer o prognéstico deste tumor (Quadro 2). No entanto, a
maioria identifica apenas os pacientes em estdgio terminal e nao associam o
estadiamento com o tratamento “**. O sistema TNM (AJCC/UICC) contempla apenas
os aspectos tumorais em sua classificagdo e, embora tenha sofrido diversas
modificagdes, possui valor limitado em estabelecer o progndstico. O sistema

desenvolvido por Okuda acrescenta varidveis relacionadas a fungdo hepatica (ascite,

bilirrubina e albumina), mas nao difere os casos precoces dos avangados, identificando
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apenas os pacientes terminais. O sistema Francés (GETCH) foi construido baseado em
uma coorte multicéntrica com pacientes em grande parte com hepatopatia alcodlica e
neoplasia em estdgio avangado e sua aplicabilidade em outros pacientes deve ser
analisada e validada “¥. A classificacdo desenvolvida pelo grupo italiano (CLIP) foi
construida a partir de uma coorte histérica e validada prospectivamente. Foi validada

externamente por outros grupos (46)

, mas apresentou menor poder discriminatério, em
(42,47.48) . . s A
outros estudos . Assim como no sistema de Okuda, utiliza como parametro de
avaliacdo do tumor uma massa superior ou inferior a 50% do volume hepatico, tornando
impossivel a distin¢cdo dos tumores mais precoces (sobrevida em 3 anos no estagio 0 de
50% (40)). O sistema Chinés (CUPI) baseia-se na experiéncia em 926 pacientes, a maior
parte com VHB (79%). A melhor sobrevida em um ano no grupo de baixo risco de
apenas 47,9% pde em xeque a capacidade discriminatéria nos estdgios precoces “¥. O

sistema japonés (JIS) associa uma modificagdo do sistema TNM ao escore Child-

Turcote-Pugh (CTP) e mostrou-se mais efetivo que o sistema CLIP e Okuda em

(48) C (47,49)

algumas avaliacoes ', mas inferior ao BCL . Atualmente, a classificagdao

proposta pelo grupo de Barcelona 0)

, 0 Sistema de estadiamento de Cancer Hepatico do
Grupo de Barcelona (Barcelona Clinic Liver Cancer Staging System - BCLC) tem
emergido como a classificacdo padrdo para o design de estudos clinicos € no manejo
clinico do CHC. Esta classificagdo usa varidveis relacionadas ao estdgio tumoral, grau
de funcdo hepdtica, condi¢do geral do paciente e sintomas relacionados ao cancer, e
correlacionam os quatro estagios descritos a um algoritmo para o tratamento (Quadro

3). E endossada pela Associagdo Americana paro o estudo das Doencas do Figado

(American Association for the Study of the Liver Desease - AASLD) e pela Associacdo
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Européia para o Estudo do Figado (European Association for the Study of the Liver -

EASL), sendo recentemente validado por coortes de pacientes nos EUA e Europa 7.
Quadro 2: Sistemas de classifica¢do (modificado de Sala M, et AL. Semin Liver Dis; 2005)(44)
Classificacio | Tipo Variaveis Estagios Sobrevida (%)
Tumoral Funcéo Condicio de 1 ano 3 anos 5 anos
Hepatica saude
TNM®® Estagio | Morfologia, I 90 75 55
invasdo portal - - I 80 65 33
/metéstase 111 60 25 15
OKUDA®Y | Estigio | Massa Bilirrubina, - 1 82 50 35
tumoral Ascite, 2 36 9 0
Albumina 3 14 0 0
GETCH" Escore | Invasdo Fosfatase Karnofski A 71 38 -
portal, AFP alcalina, Index B 33 12 -
Bilirrubina C 7 3 -
CLIP“Y Escore | Invasdo CTP Escore 0 84 50 -
portal, - 1 66 35 -
Morfologia 2 45 12 -
tumoral, AFP 3 36 5 -
4-6 9 0 -
CUPI*? Escore TNM, AFP Ascite, Presenca de Baixo 47 25 -
Bilirrubina, sintomas Intermediario 17 5 -
Fosfatase Alto 5 0 -
alcalina
JIS® Escore | TNM CTP - 0 - 87 73
modificado 1 - 72 52
2 - 56 33
3 - 25 13
4 - 13 2
5 - 1 0
BCLC® Estdgio | Invasdo portal | CTP, Performance | A 85 70 50 — 70
/metastase, Hipertensdo Clinico B 80 50 16
Morfologia portal, (Performance C 29 8 0
tumoral, bilirrubina Status Test - D 10 0 0
Okuda PST)
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Quadro 3: Sistema BCLC de estadiamento (adaptado de Llovet JM et al. Semin Liver Dis; 1999)(49).

| ! }
PSTO;CTPA PST0-2;CTPA-B PST»2;CTPC
} | ! E L
¥ L
Estagio Muito Precoce Estagio Precoce Estagio intermediario Estagio Avangado -
"Very Early Stage” 1 -3 nédulos <3 cm Multinodular Invasdo portal Estagio
Nédulo solitario < 2 cm PS50 PS50 N1 ;M1 PS1-2 Terminal
I ¥
Solitario 3 nodulos < 3 cm
Press&o Portal / Bilirrubina
h Aumentado — Doengas associadas Invas&o Portal ; N1; M1
Nao Sim Nao Sim
Normal
+ + ¥ & 1
Transplante de Figado
Ressecgdo - o Al/RF QE Novos L
(Cadaver/inter-vivios) Agentes
. Ensaios Clinicos . ce
Tratamento Curativo randomizados Sintomaticos

QE= Quimioemboliza¢do; Al= Alcooliza¢do, RF= Termo ablacio por radiofreqiiencia.

A distingdo entre biologia e morfologia em termos simples pode ser descrita
como o comportamento versus a aparéncia. No entanto, em ultima andlise, é o
comportamento biolégico do CHC o fator determinante do progndstico, e a capacidade
em predizer este comportamento € um dos focos atuais das pesquisas. Os critérios atuais
para transplante contemplam apenas a morfologia (aparéncia), baseados no nimero e
tamanho dos tumores. Uma vez que a presenca de linfonodos, invasdo macro-vascular
ou metdstases exclui o paciente como candidato ao transplante, o sistema de
estadiamento e selecdo atual baseiam-se somente no componente T, do sistema TNM.

Diversos estudos tém tentado identificar fatores tumorais capazes de predizer os
resultados apds o transplante. Em algumas séries, o tamanho do tumor, a
multinodularidade, a mé diferenciacdo celular e a invasdo vascular demonstraram estar
associados a uma maior recidiva e uma pior sobrevida (SV) e sobrevida livre de doenca

(SVLD) ®*°?_ Em qltima andlise, o grau de diferenciacdo (GN) e a invasdo vascular
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(passo primordial para disseminagao tumoral) sdo os fatores com maior impacto

associados

recidiva tumoral, porém niao podem ser acessados antes do transplante,

exceto por bidpsia. No entanto, uma forte correlagdo entre estes e o tamanho do nédulo

foram demonstrados em alguns estudos ****>*"°% A tabela 1 mostra uma revisio

sobre a recidiva do CHC pds-transplante e os fatores de risco associados.

Tabela 1: Rervisao sobre recidiva tumoral e fatores de risco

Autor/ano

Pacientes

(n)

Recidiva
(%)

Tempo
TxH - Recidiva

Tempo
Recidiva -
obito

Fatores prognésticos

Observacio

Hemming/2001%”

112

11(9,8%)

>5cm
GN
Invasdo vascular®

Jonas/2001°%

120

20 (16,6%)

GN
Invasdo vascular

Roayaie/2004%”

311

57 (18,3%)

12,3 m
(1,5 - 60,3)

8,7

>5cm
GN
Invasdo vascula

26/57 (45,6%) > 5 cm

Leung/2004°

144

22 (15,3%)

12,3

8,9 (2-23,6)

AFP

12/22 (54,5%)
excediam CMp

Plessier/2004°"

69

7 (10,1%)

12m
(3-47)

7m
(0,4 -10)

Nédulo satélite
Invasdo vascular

Apenas pacientes com
CM

Zhou/2005?

67

13 (19,4%)

92,2% 3 — 6m
100% 1° ano

AFP

>5 cm*
TVP*
Bilobaridade
GN

TNM

60% Estagio III/IV
40% Tumores >5 cm

Zavaglia/2005

155

10 (6,4%)

9m (4-39)

10 m
1-75)

TNM
GN*
CMp
Invasdo vascular*

Vivarelli/2005°%

70

7 (10%)

11m (2 - 40)

AFP
Invasdo microvascular
Exposicio CyA*

Grasso/2006®Y

96

14
(15,58%)

2l m
(5-58)

Tumor > 3,5 cm*
Nimero de nédulo
GN

Nédulo satélite
TNM

Pérez-
Saborido/2007¢%

95

15
(15,78%)

75% 1 ano

GN*

Invasdo vascular®
>5cm

> 3 nédulos
TNM

Shah/2007°®

155

22
(14,19%)

16,3m
(8-28)

>5cm

TNMp

Inv. microvascular
Inv. macrovascular*

Incluia apenas
pacientes com CM
pré-TxH

36% estagio ITI/IV

Parfitt/2007"

75

20 (26,6%)

AFP

>3 cm*

GN*

Nimero de nédulos
Inv. microvascular*
Nédulo satélite*
Necrose tumoral
Célula gigante*

Zou/2008°®

303

48 (15,8%)

Invasdo vascular®
>6,5 cm*

Lesoes multiplas
AFP*

Recidivas fatais 1° ano
pos TxH

* Fatores com impacto significatico em modelo de andlise multivariada

CMp = Critérios de Mildo no explante; GN = Grau de diferenciacdo; TVP = Trombose veia porta; LN + =

Linfonodos positivos
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Muitos esforcos tém sido realizados para predizer o comportamento biolégico do
CHC, mas indicadores prognésticos especificos ainda ndo existem . Ao contrario do
cancer de mama, linfoma e outros tumores, nenhum marcador bioldgico/genético
demonstrou possuir valor prognéstico no CHC até o momento “?.

Com novos avangos e descobertas na biologia do cancer, fatores patologicos e
biologicos do CHC em relagdo ao prognéstico tém sido extensamente estudados.
Algumas caracteristicas morfoldgicas do tumor tém sido associadas significativamente a
invasividade, recidiva tumoral e sobrevida do paciente e a andlise de marcadores
moleculares (biomarcadores) com significado progndstico constitui um método
complementar com um papel importante na determinacdo do fendtipo maligno do
tumor.

Um grande nimero de fatores moleculares no CHC tem sido associado ao
comportamento bioldégico do tumor e possui potencial tanto progndstico como
terapéutico. Alteragcdes na ploidia do DNA, atividade proliferativa das células tumorais
genes supressores € promotores, proteinases que degradam a matriz extracelular,
moléculas de adesdo, fatores angiogénicos e genes metabdlicos tém sido descritos como
marcadores moleculares do fendtipo maligno e relacionados ao prognoéstico e resultado

terapéutico ©9),

Genética e patogénese molecular do CHC.

Os eventos moleculares ligados ao desenvolvimento e progressao do CHC, no
entanto, ainda ndo sdo bem conhecidos. Assim como outros tumores, a carcinogénese
do CHC ¢ caracterizada pelo acumulo de diversas alteracdes genOmicas como

aneuploidia e ndmero anormal de cromossomas, perdas alélicas, instabilidade
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microssatélite, alteracdes epigénicas e alteracdo na expressdo de diversos genes 7.

Estas alteracdes acumulam-se lentamente ao longo dos estdgios pré-neopldsicos e
progressao tumoral e refletem, de certo modo, a natureza do agente etioldgico, como as
mutacdes na expressdo da p53 relacionado 2 infecgdo pelo VHB 717" Mutacdes em
diversos outros genes criticos envolvidos no controle celular da proliferagdo e apoptose
ja foram descritos %%

A teoria da oncogénese mais aceita no CHC descreve um processo passo-a-passo
em que fatores externos induzem alteracdes genéticas no hepatdcito maduro,
ocasionando morte celular, proliferacio e o surgimento de uma subpopulacdo de células
monoclonais. A maioria dos CHC ocorre em figados acometidos por hepatopatia
cronica e cirrose, que se caracterizam por inflamacdo cronica persistente, morte
hepatocitdria e proliferacdo ativa dos hepatdcitos residuais para recompor o parénquima
perdido, gerando um ambiente altamente mitogénico e mutagénico. Esse processo
culmina com a formacdo de tecido cicatricial que engloba nddulos de tecido
hepatocitario regenerativo. Dentro desses nddulos regenerativos distinguem-se tais
subpopulagdes de células monoclonais que acumularam alteracdes genéticas, que
podem progredir para formagdao de nddulos displésicos e, por fim, formacdo do CHC
7778 Nédulos com displasia de alto grau sdo verdadeiras lesdes pré-neoplésicas e

desenvolvem lesdes malignas em 30% dos casos no periodo de 1 a 5 anos 7.

Atualmente, reconhecem-se uma gama de fatores de crescimento e sinaliza¢des
envolvidos na proliferacdo e sobrevivéncia celular desde os estdgios iniciais da
hepatocarcinogénese e do crescimento autbnomo e resisténcia as drogas das células
malignas, como o fator de crescimento insulinico (Insulin Growth Factor - 1GF), fator

de crescimento hepatocitario (Hepatocyte growth Factor - HGF), fator de crescimento
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transformador a (TGFa) e fator de crescimento epidérmico (Epidermal Growyh Factor

- EGF) ". A superexpressdo destes fatores no figado induz 2 transformacio em CHC
em modelos animais. De fato, diversos fatores de crescimento, atuando de forma
autdcrina, justicrina ou pardcrina foram correlacionados com a progressao tumoral no
CHC ®**)_ Recentemente, a identificacdo de um gen polimérfico que codifica o EGF,
envolvendo uma simples transicio de uma Adenina (A) por uma Guanina (G) na
posicao 61, é responsdvel por um aumento na expressao de EGF e um aumento de até 4
vezes no risco de desenvolver CHC nos portadores dos alelos G/G em relagdo aos

portadores dos alelos A/A %,

O Receptor do Fator de Crescimento Epidérmico (EGFr) e a atividade

das Tirosino-Kinases.

Por definicao, tirosino-kinase (TK) € uma enzima que cataliza a fosforilacdo de
residuos de tirosina em proteinas, com ATP (adenosine triphosphate) ou outros
nucleotideos como doadores de fosfato. As proteinas com atividade TK sao uma grande
familia multigénica com particular relevancia nas doencas humanas como o cancer.
Foram identificados no genoma humano 90 genes TK, entre os quais 58 de tipo
receptor. Este tipo receptor de genes estd distribuido em 20 subfamilias entre as quais
estd a familia HER/CerbB ®”. A maioria dos fatores de crescimento tem atividade de
tirosina kinase, sendo assim capazes de autofosforilar seus dominios intracelulares nos
residuos de TK, tornando-se capazes de reagir com outras proteinas.

(88)

O EGFr, cujo gene encontra-se no brago longo do cromossomo 7 ', na regiao

7p12.3-p12.1, é uma glicoproteina transmembrana de 170 kDa com um dominio ligante
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extracelular, um dominio lipofilico transmembrana e um dominio intracelular com
atividade TK intrinseca®. Faz parte de uma subfamilia de 4 receptores intimamente
relacionados, codificados pelo proto-oncogéne c-erb: O EGFr (ErbB-1 ou HER 1), o
HER- /neu (ErbB-2), o HER 3 (ErbB-3) e o HER 4 (ErbB-4). Estes receptores possuem
um importante papel na proliferacio celular maligna em uma série de tumores .

O dominio extracelular amino-terminal de EGFr tem duas regides ricas em
cisteina que formam o dominio de ligagdo com o ligante. A regido transmembrana &
uma hélice alfa simples que ancora o receptor a célula ®". O dominio citoplasmatico
contém uma regiao TK e uma cauda carboxi-terminal que contém pelo menos seis sitios

de autofosforilagao de tirosina: Y845, Y992, Y1045, Y1068, Y1148 e Y1173. A Figura

1 é uma representacao gréafica do EGFr.

Dominio Extracelular

Dominio Transmembrana

Dominio

. s : Dominio Intracelular
Tirosina-Kinase

Figura 1: Esquema de representagdo grafica do EGFr
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Diversos peptidios, conhecidos como fatores de crescimento, sdo capazes de
modular a atividade proliferativa e morte celular, tanto em células normais quanto em
células malignas, ligando-se a receptores especificos. Varios destes ligantes podem
interagir com o EGFr, ErB-3, e ErbB-4, com diferentes especificidades para cada
receptor, resultando em distintos efeitos celulares “*®>. O ErbB2 ndo possui ligantes
conhecidos, enquanto o ErbB3 ndo possui atividade kinase intrinseca, parecendo atuar
apenas como co-receptores. O EGF, um dos primeiros fatores de crescimento
descobertos, faz parte de uma familia de peptidios intimamente relacionados, que
incluem o Fator de crescimento transformador o (7Transforming Growth Factor o. -
TGFa), Anfiregulina (Amphiregulin - AR), Fator de crescimento ligador de heparina
(Heparin Binding — EGF - HB-EGF) e Betacelulina (Betacellulin - BTC). A tabela 2
mostra os diversos ligantes e a especificidade de ligacdo de cada um aos diferentes

receptores.

Tabela 2: Ligantes e receptores (Linggi B, et al. Trends in Cell Biology; 2006) “*

Ligante Receptor

HER 1 Her 2 HER 3 HER 4
EGF + - - -
TGFa
HB-EGF
AR

BTC
Epigen

|+ |||+

Epiregulin

Neuregulin 1 - - +

Neuregulin 2 - - +

Neuregulin 3 - - -

+|+|+]| |+

Neuregulin 4 - - -

O EGFr existe como um mondmero inativo que se ativa por intermédio de um

ligante externo. Isto leva o receptor a dimerizar-se com outro mondmero de EGFr
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(homodimerizacdo) ou com outro membro da familia CerbB (heterodimerizacao) (06-98),
Esta dimerizagdo do EGFr induz a atividade catalitica tirosina kinase, o que leva a
autofosforilacdo em vdrios sitios de tirosinas dentro da cauda carboxil-terminal do
receptor. As fosfotirosinas resultantes Y845, Y992, Y1045, Y1068, Y1148, e Y1173
agem como “locais de ancoragem” para um nimero de enzimas transdutoras de sinal e
proteinas “de adaptacdo”, que desencadeardo os efeitos celulares ®V. A ativacdo do
EGFr ocorre por mecanismo intracrino, paracrino, justicrino e/ou autdcrino e diversos
mecanismos tém sido postulados para sua participacdo no processo de carcinogénese,
incluindo superexpressio do receptor, aumento da concentracdo dos ligantes,
diminui¢do da atividade da fosfatase, diminuicdo do rotatividade do receptor ou a

presenca de receptores aberrantes 7.

Neste contexto, a alteracdo mais comum
encontrada em cancer é o EGFrvIIl (145kd), um receptor “mutilado” que carece dos
dominios I e I do dominio extra-celular. Esta mutac¢do o torna incapaz de se ligar a um
ligante externo. No entanto, sua atividade Tirosino-Kinase encontra-se
constitutivamente ativade, induzindo a atividade proliferativa independente de um
ligante externo (100),

Uma vez ativados, os receptores desencadeiam o recrutamento e fosforilacdo de
varios substratos intracelulares, levando a sinalizacdo mitogénica e outras atividades

(101)

celulares . A principal via de sinalizagdo da familia c-erbB parece ser a via

ras/raf MEK/MAPK, p38-MAPK, PKC, PI3K/Akt e STAT ©“>'%*'% A Figura 2 ilustra

de forma simples a via de sinaliza¢do do EGFr.
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Figura 2: Via de sinalizacdo do EGFr (modificado de Raizer JF, et al. Journal of Neuro-endocrinology;

2005) 1

A sinalizacdo do EGFr age sobre vérios aspectos da biologia tumoral. A ativacao
do EGFr tem demonstrado aumentar processos responsdveis pelo crescimento e
progressdo do tumor, incluindo promoc¢do da proliferacdo, angiogé€nese, invasio,
metastatizacdo e inibicdo da apoptose. A expressdo do EGFr em tumores tem sido

®3), pobre resposta a

correlacionada com a progressdo da doenca, baixa sobrevida
tratamento, e ao desenvolvimento de resisténcia a agentes citotoxicos.

Altos niveis de EGFr tém sido observados em uma variedade de tumores,
incluindo pulmao (ndo de pequenas células), cabeca e pescogo (epidermoides), prostata,
mama, estdmago, cOlon-reto, glioblastomas e ovario @510 Foi relatada uma relacdo

entre cancer de mama e a expressio do EGFr com um pior prognéstico (menor

sobrevida livre de doenca e menor sobrevida geral). O EGFr era a varidvel mais

26




importante na predi¢cdo da sobrevida livre de doenca e geral nas pacientes linfonodo-

positivas e a segunda varidvel mais importante nas pacientes linfonodo-negativas "'V

No cancer colorretal tem sido proposto que a sua superexpressio possa

(112)

promover a formagao de metdstases hepaticas e no adenocarcinoma pancredtico sua

expressdo tem sido associada a uma maior agressividade destes tumores .

No CHC, a superexpressao do EGFr foi relatada em até 68%, tendo sido
correlacionado com uma maior atividade proliferativa, grau de diferenciacdo, estagio
mais avancado, presenca de metdstases intra-hepaticas e pior sobrevida livre de doenga,
refletindo uma maior agressividade tumoral, desempenhando um importante papel na
progressdo tumoral ¥
A tabela 3 mostra a expressao dos diferentes receptores da subfamilia HER em

varios tipos de cancer em humanos.

Tabela 3: Expressao dos receptores HER em carcinomas em
humanos (em %) (Normanno N, et al. Endocrine-Related

Cancer; 2003)(95)

Tipo de Cancer HER 1 (EGFR) | HER2 | HER 3 HER 4
Pulmao 40-80 18-60 | 25-85 NA
Mama 14-91 9-39 22-90 82
Estomago 33-74 8-40 | 53-100 NA
Célon 25-77 11-20 | 65-89 NA
Esofago 43-89 7-64 64 NA
Figado 47 - 68 0-29 84 61
Pancreas 30-50 19-45 | 57-63 81
Prostata 40-80 40-80 | 22-96 NA
Rim 50-90 0-40 0 NA
Bexiga 35-86 9-50 30-56 30
Ovirio 35-70 8§-32 85 93
Cabeca e Pescoco 36-100 17-53 81 28 -69

NA = Nao avaliado
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Evidéncias pré-clinicas e clinicas recentemente acumuladas com inibidores do
EGFr e do eixo EGF sugerem ser este um alvo promissor no tratamento do CHC.
Algumas estratégias desenvolvidas na preven¢do da ativagcdo do EGFr, como inibicdo da
ligacdo ao receptor ou bloqueio da atividade da TK %!MOM310 - parecem ter um
potencial benéfico na quimioterapia-antitumoral, apesar do desenvolvimento de

mecanismos de resisténcia as drogas, que ainda possam ser explorados 7).
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Justificativa

O CHC € um tumor com alta incidéncia mundial e um progndstico devastador e
as previsdes apontam para um aumento na incidéncia deste tumor nas proximas duas
décadas, em especial nas regides em que prevalece o VHC, como o caso do Brasil. Até
o presente momento, excetuando-se a ressec¢do e o transplante que oferecem um
potencial curativo para uma parcela muito pequena destes pacientes, nenhum outro
tratamento local ou sist€émico demonstrou ter um impacto significativo na sobrevida,
especialmente nos casos intermedidrios e avancgados. Diferentemente de outras
neoplasias, como o cancer de mama, por exemplo, nenhum marcador de atividade
bioldgica demonstrou ser ttil no CHC. No entanto, recentes estudos parecem apontar
alguns marcadores com potencial progndstico e terapéutico. Este € o caso do EGFr, um
receptor com atividade tirosino-kinase intrinseco que tem sido implicado como
importante fator na progressao tumoral. Em virtude do seu potencial como biomarcador
no prognostico e potencial como alvo terapéutico, através dos inibidores da tirosino-
kinase, em fase III de investigacdo, os autores investigam a expressdao do EGFr bem
como seu valor prognéstico na recidiva do CHC em pacientes submetidos a transplante

hepaético.
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OBJETIVOS

e Avaliar a expressdao do receptor do fator de crescimento epidérmico (EGFr)
como fator progndstico de recidiva do CHC pds-transplante.
e (Correlacionar a expressao do EGFr com outros fatores progndsticos: nimero de

nddulos, tamanho dos nédulos, invasdo vascular, grau nuclear.
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PACIENTES E METODOS

Delineamento

Este trabalho consiste em um estudo transversal cujo fator analisado € a
expressdao do EGFr em CHC de individuos cirréticos submetidos a transplante de figado
para avaliar o papel progndstico deste marcador. O desfecho € a recidiva do CHC pds-

transplante de figado.

Hipoéteses do Estudo

HO - EGFR nao ¢é fator prognéstico no CHC.

H1 - EGFR é fator prognoéstico no CHC.

Populacao

Foram avaliados todos os pacientes transplantados pelo Grupo de Transplante
Hepatico do Complexo Hospitalar da Santa Casa de Porto Alegre no periodo de janeiro
de 2001 a dezembro de 2006, com diagnéstico de CHC confirmados pelo estudo
andtomo patologico, seguindo os critérios de elegibilidade. Os mesmos foram seguidos
até julho de 2008.

No periodo de 1° de janeiro de 2001 a 31 de dezembro de 2006 foram realizados
435 transplantes de figado em 424 pacientes no Complexo Hospitalar da Santa Casa de
Porto Alegre pelo Grupo de Transplante Hepético, equipe Dr. Cantisani. Deste total, 88

pacientes tiveram diagnéstico histolégico confirmado de CHC. Conforme os critérios de
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elegibilidade anteriormente expostos, 17 pacientes foram excluidos por ébito antes de
180 dias, 6 por excederem os critérios de Milao e UCSF ao exame do figado explantado
e 3 pacientes apresentaram colangiocarcinoma associado ao CHC. Trés pacientes nao
tiveram as pecas cirurgicas recuperadas e nao foram considerados neste estudo. Foram
analisados efetivamente 59 casos. Do total, 40 (67,8%) pacientes sdo do género
masculino e 19 (32,2%) femininos. A média de idade (desvio padrdo) foi de 57,39 +7,76
com mediana de 57 (41 —75) anos. A etiologia mais prevalente para cirrose ¢ CHC foi o
VHC, presente em 49 (83%) dos pacientes (em 9 casos associado ao uso cronico de
alcool e 1 coinfeccao com VHB). O grau de funcdo hepatica medido pela classificacao
de CTP em A, B e C foi 13 (22%), 29 (49,2%) e 17 (28,8%) respectivamente e a média
do escore MELD foi de 14,47+5,03 e mediana de 13 (7 — 30). Os dados demogréficos

estdo expostos na tabela 4.
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Tabela 4: Sumario dos dados demograficos dos pacientes.

Caracteristicas n (%)
Transplantes 435
Pacientes 424
CHC confirmados AP 88
Exclusoes 29
Obito em 180 dias 17
Excede CM e UCSF 6
Colangiocarcinoma 3
Sem bloco de parafina 3
Pacientes analisados 59
Masculino 40 (67,8)
Feminino 19 (32,2)
Idade, anos
Média de idade + DP 57,39 +£7,76

Mediana (minimo - maximo)
Etiologia da cirrose

57 (41 — 75 anos)

VHC 39 (66,1)
VHC + Alcool 9(15,2)
Alcool 35,1
VHB 23.4)
VHC + VHB 1(1,7)
Criptogénica 4 (6,8)
HAI 1(1,7)
Tumor incidental 15 (25.4)

Seguimento, meses

Média + DP(minimo — maximo)

Child-Turcote-Pugh

40,7 £ 20,2 (6 — 76 meses)

A 13 (22)
B 29 (49,2)
C 17 (28.8)
MELD

Média + DP (minimo — maximo) 14,47 £ 5,03 (7 —30)

Critérios de elegibilidade

O presente estudo ndo tem por objetivo avaliar o conceito do TxH como
tratamento do CHC, mas analisar os aspectos bioldgicos e patolégicos dos tumores
associado a recidiva pds-transplante. Para este propésito, a populacdo estudada foi
selecionada com base em 2 fatores: 1) Pacientes que preenchem os CM e / ou UCSF e
2) pacientes que sobreviveram ao menos 6 meses apds o transplante, para obter
resultados vdlidos e um melhor poder preditivo (uma vez que nenhum paciente

transplantado com 6bito inferior a 6 meses apresentava evidéncia de recidiva tumoral).
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Foram incluidos os casos de pacientes com diagnéstico histolégico de CHC no
figado explantado (incidentais e previamente diagnosticados).
Foram excluidos do estudo os seguintes casos:
¢ Pacientes com 6bito nos primeiros 180 dias pds-transplante;
® Pacientes que excediam os critérios de Mildo e critérios UCSF na analise
do explante (Quadro 1);

¢ Pacientes com Colangiocarcinoma associado ao CHC;

Variaveis

Para caracterizacdo da populacdo estudada, foram apresentadas as seguintes
varidveis: idade, género, etiologia da cirrose, classificacdio CTP, escore MELD
localizagdo do tumor (lobo), nimero de nddulos, tamanho do maior nddulo,
diferenciacdo (grau nuclear), invasdo vascular, presenca de cipsula, presenca de nédulo
satélite, AFP pré-transplante, procedimentos pré-transplante (quimioembolizagdo,
alcoolizacdo e resseccao) e recidiva tumoral. Os dados foram coletados a partir de duas
fontes:

e Revisdo dos prontudrios médicos;

e Avaliagdo das laminas.
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Preparacao e leitura das laminas

Os cortes dos blocos de parafina estocados das pecgas cirdrgicas foram
submetidos inicialmente a andlise histopatoldgica pela coloracdo de HE (hematoxilina-
eosina).

O grau de diferencia¢do tumoral foi caracterizado como GN 1, 2 ou 3 segundo
classificacdao de Lauwers et al(m), sendo GN 1 os tumores bem diferenciados, GN 2 os

moderadamente diferenciados e GN 3 os mal diferenciados.

Imunohistoquimica

A andlise imunohistoquimica foi efetuada utilizando-se o anticorpo primério
“Monoclonal Mouse anti-EGFr Concentrate — clone 31G7 - Cat. N° 28-0005 -”
(Zymed —CA, USA) que reconhecem o receptor de membrana EGFr. Para determinar a
positividade destes anticorpos foi utilizado o método DAB (Diaminobenzidine tetra-
hydrochloride — REF.: D-5637 — Sigma). Os anticorpos foram diluidos em 1:50 e o
procedimento foi executado seguindo uma rotina técnica, conforme detalhado no anexo
L.

A leitura das laminas foi feita por dois patologistas experientes, independentes e
cegados quanto as condi¢des clinicas e dados dos pacientes, seguindo-se um escore de 0
a 2 + (Tabela 5): zero, completamente negativo (-); 1+, fracamente positivo (+); 2+,
fortemente positivo (++). A coloracdo considerada positiva foi de membrana para o
anticorpo. As figuras 3,4 e 5 mostram os distintos padrdes de expressao do EGFr.

Os dados conflitantes foram reavaliados por ambos patologistas para obter-se

um resultado de consenso.
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Figura 3: Imunohistoquimica negativa para EGFr.

Figura 4: Imunohistoquimica fracamente positiva para EGFr

Figura 5: Imunohistoquimica fortemente positiva para EGFr.
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Tabela 5: Classifica¢io da expressdao do EGFr

Escore Expressao do EGFr _ ~ .
Padrao de coloragéo predominante

0 Negativa (-) Nio houve coloragdo, ou a coloracio de membrana ocorreu em
menos de 10% das células tumorais.

1+ Positiva (+) Coloracio fraca a moderada ou parcial da membrana observada em
10% ou mais das células tumorais.

2+ Positiva (++) Coloracdo forte e completa da membrana observada em mais de 50%
das células tumorais

Consideracoes éticas

Uma vez que a andlise das pecgas cirirgicas faz parte da rotina do
Servi¢o de Patologia e que a coleta de dados de prontudrio foi realizada de maneira
retrospectiva, considerou-se desnecessdria a utilizacdo de termo de consentimento por

parte dos pacientes.

Analise estatistica

Para andlise estatistica, a determinacdo de médias, desvio-padrdo, porcentagens
e distribuicao de freqiiéncia foram realizadas onde apropriado. A comparacio de grupos
para variadveis categoricas foi realizada através do teste exato de Fischer. A andlise dos
riscos de recidiva foi realizada através do modelo de regressao de azares proporcionais
(modelo de Cox), e as curvas de sobrevida através do método de Kaplan Meier,
comparando-se as curvas pelo teste log-rank. Utilizou-se o software SPSS v12.0 for
Windows®, sendo considerado significativo p<0.05 para um intervalo de confianca de

95%.
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RESULTADOS

O lobo mais acometido isoladamente foi o direito, ocorrendo em 33 (56%) dos
casos, sendo ambos os lobos envolvidos em 12 (20,3%). Os tumores foram classificados
quanto ao grau nuclear 1, 2 e 3 em 6 (10,2%), 40 (67,8%) e 13 (22%) casos
respectivamente. Quanto ao numero de ndédulos, possuiam 1,2,3 e 4 nddulos 39
(66,1%), 12 (20,3%), 5 (8,5%) e 3 (5,1%) casos respectivamente (média de 1,52+0,85).
O didmetro do nédulo (maior nédulo nos tumores multicéntricos) foi < 2 cm em 21
(35,6%) e > 5 cm em 2 (3,4%) dos casos (média 2,42+1,14 cm). Nos individuos com
CHC diagnosticado antes do TxH (74,6%) o tamanho médio do nédulo foi de 2,68+1,10
cm em comparacdo aos individuos com tumor incidental (25,4%), cujo tamanho médio
do nédulo foi 1,64+0,87 cm (p=0,002; 1C95%=0,412 a 1,667). Foi descrita presenca de
capsula em 19 (32,2%), nédulo satélite em 8 (13,5%) e invasdo vascular microscopica
em apenas 2 (3,4%) dos casos. Nenhum paciente apresentou invasdo vascular
macroscopica. A AFP foi considerada normal (<20ng/dl) em 30 (50,8%) pacientes e
estava acima de 400ng/dl em apenas 7 (11,9%) casos. Trinta e sete pacientes realizaram
1 ou mais procedimentos ablativos durante o periodo de espera em lista, sendo 7
(11,8%) quimioembolizagdes (QE), 27 (45,8%) alcoolizacdes (Al) e 3 (5,1%) terapias
combinadas de QE + Al. Cingiienta e cinco pacientes (93,2%) expressaram o receptor
EGFr em suas membranas, sendo que 30 (50,8%) expressaram de forma fortemente
positivo (++). As tabelas 6 e 7 mostram as caracteristicas clinico-patoldgicas dos

tumores e a relacdo entre a expressdo do EGFr e diferentes caracteristicas.
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Tabela 6: Sumario das caracteristicas andtomo-patolégicas dos tumores

Caracteristicas do Tumor n (%)
Incidental 15 (25,4)
Lobo Hepatico
Direito 33 (56)
Esquerdo 14 (23,7)
Bilobar 12 (20,3)
Grau Nuclear
GN 1 6 (10,2)
GN 2 40 (67,8)
GN 3 13 (22)
Critérios de Milao 50 (84,7)
Critérios UCSF 9 (15,3)
Cépsula 19 (32,2)
Invasdo Vascular Microscopica 2 (3,4)
Nédulo satélite 8 (13,5)
Nimero de nédulos
1 39 (66,1)
2 12 (20,3)
3 5(8.5)
4 3(.1)
Tamanho do maior nédulo
<2cm 21 (35,6)
2-5cm 36 (61)
>5 cm 2 (3,4)
Expressdo do EGFr
- 4(6,8)
+ 25 (42,4)
++ 30 (50,8)
AFP
<20 30 (50,8)
20 —400 22 (37,3)
>400 7(11,9)
Procedimento pré-transplante
Quimioembolizacio (QE) 7(11,8)
Alcoolizagdo (Al) 27 (45,8)
QE + Al 35,1
Nenhum procedimento 22 (37,3)
Recidiva Tumoral 13 (22)

Tempo TxH a recidiva

Média = DP (minimo - maximo)
Tempo recidiva ao 6bito

Média = DP (minimo - maximo)

18,2+16,7 (6 — 67 meses)

7+9,07 (1 — 31 meses)

Tabela 7: Expressdao do EGFr em relac@o a outras caracteristicas patoldgicas do tumor.

Expressiodo EGFr
Caracteristica _ + ++ p
GN 1/2/3 17211 3/1715 212117 0,51
Nidmero de N6dulos 1/2/3/4 3/1/0/0 16/5/1/3 20/6/4/0 0,49
Tamanho <2, 2-5, > 5 cm 2/2/0 9/14/2 10/20/0 0,93




Os pacientes foram acompanhados por um periodo médio de 40,7+20,2 meses (6
—76). A sobrevida em 1, 3 e 5 anos foram de 89,3%, 74,9% e 72,4% respectivamente e
a sobrevida livre de doenca em 1, 3 e 5 anos de 84,85, 69,6% e 69,6% respectivamente.
Houve 13 (22%) recidivas em um tempo médio de 18,2+16,7 meses (6 — 67 meses). A
figura 6 mostra a curva de sobrevida e sobrevida livre de doenca na populagao estudada.
Trés pacientes apresentavam metdstases multifocais, sendo os linfonodos abdominais os

locais mais acometidos (5), seguido pelos ossos (4), figado (3), pulmdes (3) e supra-

renal (1).
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Figura 6: Curva de sobrevida e sobrevida livre de doenca obtido através do método de Kaplan-

Meier.
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Até o momento da conclusdao do estudo, 16 pacientes foram a 6bito: 10 por
recidiva tumoral (9 no primeiro ano apds recidiva), 4 por sepse € 2 por outras
neoplasias. O Tempo médio entre a recidiva e o 6bito foi de 7£9,07 meses (1 — 31
meses). Trés individuos com recidiva tumoral estdo vivos apds 6, 26 ¢ 29 meses do
diagnéstico da recidiva.

A andlise univariada dos fatores associados a recidiva tumoral pds-transplante
evidenciou uma associacdo estatisticamente significativa entre a invasdo vascular
microscépica (p=0,046) e tamanho tumoral > 5 cm (p=0,046). Outros fatores, incluindo
grau nuclear (= 0,165), presenca de nddulo satélite (p=0,357), distribuicdo bilobar
(p=0,716), nimero de nédulos (p=0,553), expressao do EGFr (p=0,147), presenca de
capsula (p=0,738), nivel sérico de AFP (p=0,598) e procedimento ablativo pré-
transplante (p 0,644) ndo demonstraram significancia estatistica para recidiva tumoral

(tabela 8).
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Tabela 8: Fatores de risco para recidiva tumoral.

Recidiva Sem Recidiva
n=13 n =46 p

Critérios de Milao 9 41
Critérios UCSF 4 5 0,097
Incidental 1 11 0,268
VHC positivo 10 39 0,067
Invasdo Vascular Microscopica 2 0 0,046
Grau Nuclear (GN)

GN 1 0 6

GN 2 8 32

GN 3 5 8 0,165
Capsula 5 14 0,738
Noédulo Satélite 3 5 0,357
Expressiao do EGFr

- 2 2

+ 7 19

++ 4 25 0,147
Unilobar 10 37
Bilobar 3 9 0,716
Niimero de nédulos

1 nédulo 10 29

2 nédulos 1 11

3 nédulos 1 4

4 nédulos 1 2 0,553
Tamanho do maior nédulo

<2 cm 3 18

2-5cm 8 28

>5 cm 2 0 0,059

<5cmvs>5cm 1172 46/0 0,046
Nivel sérico de AFP

AFP <20 5 25

AFP 20 - 400 6 16

AFP >400 2 5 0,589

AFP <400 vs AFP > 400 1172 41/5 0,643
Procedimento pré-transplante

Quimioembolizacio (QE) 1 6

Alcoolizagdo (Al) 8 19

QE + Al 0 3

Nenhum procedimento 4 18 0,644

QE e/ou Al vs Nenhum procedimento 9/4 28/18 0,749

Na andlise multivariada, a invasdo vascular microscépica (p=0,02) e tamanho

tumoral > 5 cm (p=0,014) foram fatores independentes de progndstico de recidiva.

Nao foi encontrada uma associacdo entre a expressdo do EGFr a uma maior

ocorréncia de 6bito (HR=0,27; 1C95%:0,5 a 1,49; p=0,13). Nossos achados apontaram

na direcdo oposta, apesar de um moderado efeito de risco ndo poder ser descartado

(tabela 9).
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Tabela 9: Avaliacdo do nivel de expressdo do EGFr e ocorréncia de 6bito em CHC.

Expressdao do EGFr (n) obito

n° % HR* 1C95% p
Negativo (4) 2 50,0
Fracamente positivo (26) 8 30,8 0,35 0,06 a 2,20 0,26
Fortemente positivo (29) 5 17,2 0,27 0,05a1,49 0,13

*HR = Hazard Ratio (risco relativo) obtido em modelo de regressdo de Cox ajustado para invasio

vascular microscépica, grau nuclear e tamanho tumoral.

No caso da recidiva, observou-se uma relagdo inversa ainda que nao

significativa, mas apontando de uma forma mais acentuada para menor ocorréncia de

recidiva entre os individuos com maior expressdo do EGFr (HR=0,17;1C95% 0,03 a

1,02; p 0,052). Assim, nossos achados ndo sdo compativeis com um aumento de risco

de recidiva tumoral, e sim uma protecao (tabela 10; figura 7).

Tabela 10: Avaliacio do nivel de expressdo do EGFr e ocorréncia de recidiva em CHC.

Expressdo do EGFr (n) Recidiva

n° % HR* 1C95% p
Negativo (4) 2 50,0
Fracamente positivo (26) 7 26,9 0,19 0,02a1,24 0,083
Fortemente positivo (29) 4 13,8 0,17 0,03a1,02 0,052

*HR = Hazard Ratio (risco relativo) obtido em modelo de regressdo de COX ajustado para invasdo

vascular microscépica, grau nuclear e tamanho tumoral.
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Figura 7: Curva representando a func¢do de sobrevida para a recidiva do
CHC e expressio do EGFr, obtido em modelo de regressdo de Cox ajustado

para invasdo vascular microscépica, tamanho tumoral e grau nuclear.
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Discussao

O TxH € consagrado como o tratamento de escolha para os pacientes com CHC
precoce e irresecdvel na presenca de cirrose hepitica. E a tnica opgdo capaz de tratar
simultaneamente o tumor e a doenca hepdtica subjacente. Até a decada de 90, a
experiéncia acumulada amargava um resultado pouco animador, onde o cendrio
mostava uma recidiva superior a 50% e uma sobrevida (SV) em 5 anos inferior a
40%""%*». No entanto, essa experiéncia inicial evidenciou um subgrupo de pacientes
com tumores em estagios iniciais com prognéstico mais favoravel quando comparado a
resseccdo cirdrgica '**'??. Inicialmente destacado por Bismuth et al®” e posteriormente

consagrado e difundido pelo grupo de Mildo, Italia*"

, que publicou um estudo com 48
pacientes com CHC em estdgio precoce submetidos a TxH, com sobrevida em 4 anos de
74% e recidiva de apenas 8,3%, resultados estes semelhantes aos pacientes
transplantados sem CHC. OS critérios adotados por este grupo, classicamente
conhecidos como Critérios de Mildo (1 nédulo <5 cm ou 2 a 3 nédulos < 3 cm), vém
sendo adotado pela maioria dos grupos transplantadores desde entdo. Resultados
satisfatorios semelhantes t€m sido descritos por diversos autores @7.33.1239) vo0 et al(m),
com base nos dados da United Network for Organ Shering (UNOS) demonstrou uma
significativa melhora na SV dos pacientes transplantados com CHC, com taxas de 25%
em 5 anos entre 1987 ¢ 1991 e 61% entre 1996 e 2001. Leung et al “¥ também
compararam a SV em 5 anos antes e apds 1998 (ano em que o UNOS adotou
oficialmente os CM) e notou uma melhora na sobrevida.

Embora a utilizacio de critérios mais restritos para indica¢do do transplante no

CHC tenha melhorado de forma significativa a sobrevida dos pacientes, ainda sdo
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relatados indices de recidiva entre 3 e 26% (21’33’53’54’57’59’60’62'64’66'68’123'132), devendo-se

ressaltar o fato de que muitas das séries estudadas incluem uma grande porcentagem de
pacientes com tumores avancgados, portanto fora dos Critérios de Mildo. No presente
estudo, que inclui apenas pacientes transplantados entre 2001 e 2006, sob a égede dos
CM, a recidiva alcangou um patamar de 22,03% (13/59), sendo de 18% (9/50) quando
os pacientes satisfazem tais critérios no explante. O fato de excluirem-se os individuos
que foram a 6bito até 180 dias apds o transplante influenciou o achado de uma recidiva
relativamente alta.

A recidiva do CHC é um fator limitante na sobrevida, ocorrendo em torno de
90% nos trés primeiros anos, com a maioria dos 6bitos ocorrendo nos dois primeiros
anos apods o diagndstico. Nesta andlise, o tempo médio entre o TxH e a recidiva é de
18,2 (6 — 67) meses (92% nos primeiros 3 anos) e o tempo entre a recidiva e 6bito de 7
(1 - 31) meses (90% no primeiro ano).

Diversos fatores relacionados a recidiva tumoral e/ou sobrevida livre de doenca
tém sido destacados pela literatura. Iwatsuki et al 122 foram um dos primeiros a
destacar uma SV maior nos pacientes transplantados com tumores precoces,
identificando a presenca de linfonodos positivos, invasdao vascular, tamanho tumoral,
numero de nddulos e bilobaridade como fatores relacionados a mau progndstico. Dentre
os fatores apontados pela literatura como fatores de risco para recidiva, a invasao
vascular, o grau de diferenciacdo (GN), o tamanho do tumor e o nimero de nédulos tém

53-68,125-135 . L.
(53-68, ). Todavia, embora com controvérsias, outros

recebido especial destaque
fatores também tém sido relacionados: doenga bilobar, presenca / invasdo de cdpsula,

nddulos satélites, AFP, regime e intensidade da imunossupressdo, necrose parcial.
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Nosso estudo destacou, através de analise univariada, o tamanho tumoral >
Scm (p=0,046) e a invasao vascular (p=0,046) como sendo os fatores significativamente
associados a recidiva tumoral. Interessantemente, o grau de diferenciacdo (GN) nao
mostrou significancia estatistica (p=0,165), assim como o numero de ndédulos
(p=0,553). O tamanho da populag¢do analisada e o a limitagdo do estudo apenas aos
pacientes que preenchem os CM e UCSF pode explicar o fato do nimero de nédulos

ndo apresentar significancia estatisticamente relevante, embora isto também tenha sido

(56,59,60,67,127) 1 (26)

observado por outros . Onaca et a ressalta um aumento da recidiva
significativa em pacientes com mais de 4 nédulos.

Com relagdo ao tamanho do nddulo, este mostrou ser significativo preditor de
recidiva mesmo utilizando-se um ponto de corte tdo baixo quanto 3,5 cm (p=0,0041).
Quando apenas os nddulos solitdrios < 3,5 cm foram analisados, ainda obteve-se
significancia estatistica (p=0,024). Esses achados corroboram os de outros autores
(64136) Grasso et al “* verificaram que, para os nédulos medidos no explante, um ponto
de corte de 3,5 cm era associado com um valor preditivo de recidiva com sensibilidade
de 73% e especificidade de 72,8% 9 (AUC 0,763). Parfitt et al " relataram que,
quando controlado para invasdo vascular, um ponto de corte de 3 cm foi o Unico a
mostrar valor significativo para risco de recidiva (a invasdo vascular era
significativamente maior nos tumores > 5 cm, o que também foi relatado por outros
(24.26.533.58)) Shetty et al (27 encontraram o mesmo ponto de corte (3 cm no exame do
figado explantado e 4 cm no exame radioldgico pré-transpalnte) enquanto Onaca et al

26 . .
(26 relatam uma melhor SV nos pacientes com tumores < 3,0 cm. Quanto maior o tumor,

. . . . ~ 23.24,33,35,53,54,58,64,67,127
menor o seu grau de diferenciacdo e maior a invasao vascular (33:24:33:35.3.54.58.64.67.127)
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H4 uma estreita relacdo entre o tamanho tumoral, grau nuclear e invasao
vascular. Quanto maior ou mais indiferenciado o tumor, maior a probabilidade de

1 ©©

invasdo vascular. Zavaglia et a encontrou 27% de invasao vascular em nédulos > 3

cm (contra apenas 6,3% em < 3 cm), apesar de que nehum dos tumores com GN 1 o

163

tenha apresentado. Jonas et a encontrou 15% de invasao vascular em tumores < 3cm

com GN 1 contra 100% em tumores > 3 cm GN 3. Associacdes semelhantes entre
tamanho tumoral, GN e invasdo vascular também foi relatado por outros (24,27,53,57,58,64)
Esta intima relacdo entre GN e tamanho tumoral com invasdo vascular pode explicar
por que em muitos modelos de andlise multivariada a invasao microvascular é excluida
como fator adverso quando a diferenciacdo tumoral e o tamanho tumoral sdo incluidos,
. (66) . 113 : 13
e vice-versa . Este aspecto sugere que o tamanho do tumor funciona como ‘“‘sentinela
da invasdo vascular. De fato, alguns autores referem que na auséncia de invasao
. - . e . (23,24)
vascular, o tamanho do nédulo nao tem um impacto significativo .

No que tange a invasdo vascular, um predecessor da doenca metastética, ha
autores que questionam o valor da invasdo microvascular em relacdo a invasdo
macrovascular como fator progndstico, enquanto outros relacionaram a invasio

. . a1 ~ . . (56,66)
microvascular a uma maior recidiva mas ndo a uma maior mortalidade .
Atualmente, a invasdo vascular macroscépica (uma contraindicacdo absoluta para o
transplante) quando presente pode ser detectado na maior parte dos pacientes durante o
estadiamento pré-transplante. Na auséncia de invasdo vascular macroscopica, a invasao

. . . S e (56,63,66,67,127 .
microvascular passa a ser um importante fator associado a recidiva ©*+6712D " Aggim,

um exame pré-operatorio capaz de identificar a presenca de invasdo vascular seria o

exame mais apropriado para selecionar os candidatos para transplante.
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Apesar de nenhum paciente com tumor bem diferenciado (GN 1) tenha
apresentado recidiva, contra 20% e 38,5% nos individuos com tumor moderadamente
diferenciado (GN 2) e mal diferenciados (GN3) respectivamente, o grau de
diferenciacdo nao mostrou ser um fator associado ao risco de recidiva (p=0,165).

A selecao de candidatos para transplante emprega apenas o nimero e tamanho
do tumor como marcadores da biologia tumoral. Uma vez que o grau de diferenciagdo e
invasdo vascular parece ter um maior valor preditivo no que tange ao risco de recidiva,
o exame histopatolégico pode fornecer dados importantes na avaliacio do
comportamento bioldgico. Assim, a bidpsia do tumor, apesar do risco de sangramento e
disseminagao tumoral no trato da agulha, pode oferecer uma informagdo valiosa na
avaliacdo do risco de recidiva.

Os demais fatores de risco avaliados: bilobaridade, presenca de capsula, nédulo
satélite, VHC positivo, AFP e procedimentos pré-transplante (Quimioembolizagdo e/ou
Alcoolizagdao) ndo demonstraram ter valor preditivo neste estudo. Alguns autores

. (P . 61,64,67,133
ressaltam a presenca de nédulos satélites como fatores importantes ©-6+67139)

. . . - . 61
relacionam este achado a uma maior invasdo vascular. Plessier et al ©"

relata que em
nenhum paciente onde nio foram encontrados nddulos satélites houve recidiva, contra
25% nos pacientes com este achado. A AFP, um ponto controverso no que se refere ao
prognéstico de recidiva, tem sido destacada por varios estudos (33,35,62,63,68,127,130,133,137)
Nesta coorte, ndo mostrou significado estatistico (p=0,598), mesmo quando um nivel
tdo alto como 1000ng/dl foi utilizado como ponto de corte (p=0,395). O tamanho da

amostra, onde apenas 2 pacientes apresentaram estes niveis, certamente limita nossa

analise.

49



EGFr e o risco de recidiva

A despeito dos marcadores clinico-patoldgicos associados ao progndstico,
diversos outros marcadores biolégicos do comportamento tumoral tem sido investigados
e associados ao risco de recidiva. Uma revisdo destes marcadores foram publicados por

1 ©9

Qin et a e Mann et al "*®. Procurar reconhecer estes marcadores tem sido alvo de

diversos estudos. Marsh et al **

relataram que a perda alelica da heterozigosidade
piora o prognéstico do transplante para CHC. Predizer o risco de recidiva no CHC ¢é
importante para determinar o prognéstico do transplante e expandir os critérios de
inclusdo. A recidiva tumoral € um evento catastr6fico no curso do transplante, uma vez
que, inexoravelmente, todos os pacientes padecerdo dele, em sua maioria nos dois
primeiros anos. Embora alguns pacientes tratados cirurgicamente apds a recidiva

1 (60,125)

alcancem uma sobrevida razoave , nenhum tratamento clinico mostrou-se efetivo

nesta situacio .

Recentes pesquisas nos ultimos anos tém identificado um nimero de fatores de
crescimento e sinalizadores envolvidos nos estdgios iniciais da hepatocarcinogenese,
seu crescimento autdonomo e resisténcia as drogas nas células transformadas 7 Muitos
destes fatores de crescimento estdo associados ao controle regenerativo e a resposta
natural do figado ao dano celular. No entanto, quando cronicamente estimulados ou
desregulados devido a uma série de alteracdes moleculares e funcionais, podem
contribuir para transformagdo e a manutencdo do fendtipo maligno do hepatdcito.
Conhecer detalhadamente os mecanismos moleculares envolvidos na transformacgdo

maligna, progressdo e metastatizacio do CHC podem levar ao desenvolvimento de

terapias mais focadas e efetivas, com menos efeitos colaterais.
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O EGFr, um receptor de membrana com atividade tirosino-kinase da familia do
oncogene cerb, tem sido destacado como importante cofator na carcinogénese e
progressdo tumoral "®. O acimulo de informacdes sobrevindos de estudos pré-clinicos
e clinicos tendo como alvo este receptor abre as portas para uma possivel abordagem
terapéutica no CHC 0-M015:116.140-19) - 3 BEGRr ¢ fregiientemente expresso no CHC,
contribuindo para o crescimento agressivo do tumor ®%¥#>11419 Egpecialmente em
CHC mal diferenciados, a superexpressao do EGFr foi associado a um progndstico
negativo e uma recidiva precoce ®**"¥ Kira et al ® relatou uma positividade em
47% para o EGFr em CHC e Ito et al "'¥ relatou uma expressio de 68% de EGFr em
100 pacientes submetidos a resseccdo do CHC, relacionando sua expressdo a um alto
indic proliferativo, estdgios mais avangados, presenca de metdstases intra-hepaticas e
pior SVLD, refletindo a agressividade bioldgica do tumor. Nossa coorte evidenciou uma
expressao alta do EGFr (93,2%), sendo essa expressdo fortemente positiva em metade

(50,8%) dos pacientes. A diferenca na expressdo pode estar relacionada aos diferentes

(145-147) 1447

anticorpos e a recuperacdo antigénica utilizados nos estudos. Moon et a
analizando 52 casos de CHC com dois distintos anticorpos monoclonais encontrou
expressao do EGFr em apenas 1/52 e 0/52 e Nakopoulou et al 4% em apenas 3/71
(4,2%) casos. Embora tendo sido expressa na quase totalidade dos tumores, sua
expressdao em nenhum nivel esteve associada a um risco aumentado de recidiva. De fato,
entre os 4 individuos sem expressdo deste marcador, 2 individuos (1 com nédulo 4cm e
outro com GN 3) apresentaram recidiva tumoral. Sua expressdo ndo estd

estatisticamente associada ao grau de diferenciacdo, ao nimero de nédulos, presenca de

invasdo vascular e ao tamanho tumoral.
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Embora nao esteja associado ao risco de recidiva tumoral pds-transplante, sul
alta expressividade a coloca como um importante alvo terapéutico, podendo contribuir
para melhorar a sobrevida dos pacientes com CHC e recidiva tumoral apds o

transplante.
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Conclusao

O receptor para fator de crescimento epidérmico foi detectado na maioria
(93,2%) dos tumores. No entanto sua expressao nao esteve relacionada a outros fatores
como GN, tamanho e ndmero de noédulo € ndo demonstrou ter nenhum valor como
indicador de progndstico

Dentre os fatores associados ao risco de recidiva tumoral, apenas o tamanho e a
invasdo vascular estiveram relacionados ao risco de recidiva na analise univariada. Na
andlise multivariada, a invasao vascular demonstrou ter o impacto significativo.

Quando comparados os CM e UCSF, ndo houve diferenca estatisticamente
significativa no risco de recidiva, embora uma maior recidiva tumral uma menor

sobrevida tenham sido verificadas nos pacientes com critérios expandidos.
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Anexo I

Técnica de preparo das laminas para analise imunoistoquimica.

1) Desparafinizacao:
Passar por 4 cubas contendo xilol durante 5 minutos cada.
Passar por 4 cubas contendo alcool etilico.
Deixar por 5 minutos em uma cuba contendo PBS.
Passar por 2 cubas contendo PBS com H,O, 3% 5 minutos cada.
Passar por 1 cuba contendo PBS para posteriormente iniciar a imunohistoquimica.
Colocar as laminas em bandejas e incubar as laminas por 5 minutos em Proteinase Type
XXIV a0,01% (P8038 — Sigma) em temperatura ambiente.
Ao término do tempo, lavar com PBS e pingar PBS sobre as laminas. Aspirar o excesso
de PBS e instilar o anticorpo EGFr (Monoclonal anti-EGFr — Cat. N° 28-0005 - Zymed)
na dilui¢do de 1:50, e incubar overnight.
Lavar as laminas com PBS com Tween, aspirar o excesso de PBS e instilar o “Post
Primary Block — Novocastra REF.:7159 e incubar por 30 minutos.
Lavar as laminas com PBS com Tween, aspirar o excesso de PBS e instilar o *“ Polymer
NovoLink — Novocastra REFE.: 7161 e incubar por 30 minutos.
Lavar as laminas com PBS com Tween, aspirar o excesso de PBS e instilar o DAB
(Diaminobenzidine tetra-hydrochloride — REF.: D-5637 — Sigma)

2) Preparo do DAB:
10 ml de Trisma
10 ng de DAB
0,2 ml de H202 10%
Instilar o DAB sobre as laminas e incubar durante 5 minutos.
Lavar com H,O destilada abundantemente, contracorar com Hematoxilina, azulecer em
H,0O amoniacal, desidratar em 6 cubas com dlcool etilico absoluto, passar em 3 cubas
contendo xilol e por ultimo montar com resina permount.
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