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RESUMO

A expressdo de marcadores biomoleculares de células tronco no carcinoma
hepatocelular (CHC) tem sido associada a mau prognostico e ao comportamento
biolégico agressivo. Um sistema de classificagdo baseado na expressado de EpCAM
e alfafetoproteina (AFP) foi proposto para definir diferentes fendtipos e subtipos de
CHC. O objetivo dessa pesquisa foi verificar a expressédo de EpCAM e AFP, por
meio de imuno-histoquimica em 43 pacientes (30 homens e 13 mulheres),
submetidos a ressecc¢ao de CHC. A etiologia viral foi a mais frequente, com predomi
nio da hepatite C (41,46%) seguida pela hepatite B (29,26%). A cirrose etandlica foi
a menos frequente (12,19%) e, em sete pacientes (17,07%), o CHC incidiu em fi
gado com doencga de etiologia desconhecida. Os noédulos unicos (78,6%) foram
predominantes em relagédo aos multiplos (21,4%). A maioria dos CHCs foi operada
nos estagios iniciais | e 1l (45,2% e 40,55%, respectivamente). A invas&o angiolinfa
tica esteve presente em 41,5 % dos pacientes. Houve predominio de tumores bem e
moderadamente diferenciados (46,3% e 43,9%, respectivamente). A expressao
imuno-histoquimica dos biomarcadores foi positiva em 12 (29,3%) e negativa em 29
(70,7%) dos tumores estudados. O fenotipo EpCAM+AFP+ foi observado em 8
(66,7%) tumores, EpCAM+AFP- em 4 (33,3%), EpCAM-AFP- em 25 (86,2%),
EpCAM-AFP+ em 4 (13,8%). Houve diferenca significativa na relacdo da proporgéo
de expressdo de EPCAM e AFP entre os diferentes fendtipos (p=0,002). A chance
de ocorrer invasdo angiolinfatica quando AFP sérica esteve entre 100ng/mL e
400ng/mL foi de 12,4 vezes a chance de ocorrer invasao angiolinfatica quando AFP
sérica esteve abaixo de 100 ng/mL (OR=12,4; p=0,028). A chance de expresséao de
EpCAM positiva em tumores menores ou iguais a 5 cm foi significativa (OR=8,7;
p=0,022). O indice de sobrevida global foi 74,9%, 69,4%, 69,4% e 53,5% aos 12,
24,36 e 48 meses, respectivamente. Concluiu-se que existe associagdo positiva
entre a expressao de EpCAM e AFP, entre si, e com os niveis séricos de AFP. O dia
metro menor ou igual a cinco centimetros foi a variavel que se associou a expressao
de EpCAM e a invasao angiolinfatica a expressao de AFP. Nao houve associagao

entre as variaveis estudadas e a sobrevida dos pacientes.

Palavras-chave: carcinoma hepatocelular, alfafetoproteina, EPCAM, imuno-histoqui

mica, sobrevida.



ABSTRACT

Stem cells markers in hepatocellular carcinoma (HCC) have been associated with
poor prognosis and aggressive biological behavior. A classification system based on
expression of EpCAM and alpha-fetoprotein (AFP) has been proposed to set different
phenotypes and subtypes of HCC. The aim of this study was to investigate the
expression of EpCAM and AFP, by immunohistochemistry in 43 patients (30 men
and 13 women) who underwent resection of HCC. Viral etiology was the most
common, with a prevalence of hepatitis C (41.46%) followed by hepatitis B (29.26%).
Ethanolic cirrhosis was less frequent (12.19%) and seven (17.07%) included patients
of unknown etiology. The single nodules (78.6%) were predominant in relation to
multiple (21.4%). Most CHCs were operated in the initial stage | (45.2%) and Il
(40.55%). Angiolymphatic invasion was present in 41.5% of patients. There was a
predominance of well and moderate differentiated tumors (46.3% and 43.9%,
respectively). Immunohistochemical expression of AFP and EpCAM was positive in
12 (29.3%) and negative in 29 (70.7%) HCCs. The EpCAM+AFP+ phenotype was
observed in 8 (66.7%) tumors, EpCAM+AFP- in 4 (33.3%), EpCAM+ AFP- in 25
(86.2%) and EpCAM-AFP+ in 4 (13,8%). There was a significant difference in the
proportion of EPCAM and AFP expression among different phenotypes (p = 0.002).
AFP between 100ng/mL and 400ng/mL had a significant chance of angiolymphatic
invasion (OR = 12.4; p = 0.028). The chance of EpCAM positive expression in tumors
< 5 cm was significant (OR = 8.7, p = 0.022). The overall survival rate was 74.9%,
69.4%, 69.4% and 53.5% at 12, 24, 36 and 48 months, respectively. It was
concluded that there is a positive association between expression of EpCAM and
AFP between themselves and with serum AFP levels. The smaller diameter or equal
to five centimeters was the variable associated with the expression of EpCAM and
angiolymphatic invasion to AFP expression. There was no association between

variables and survival.

Keywords: hepatocellular carcinoma, alpha-fetoprotein, EPCAM,

immunohistochemistry, survival.
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1 INTRODUGAO

O carcinoma hepatocelular (CHC) € uma das neoplasias malignas mais
frequentes sendo o quinto cancer mais prevalente no mundo e o terceiro em
mortalidade relacionada ao cancer . A resseccdo cirdrgica encontra-se entre as

modalidades terapéuticas curativas, segundo os critérios de The Barcelona Clinic

Liver Cancer (BCLC) 2 porém, menos de 20% dos pacientes diagnosticados sao

3. Mesmo

passiveis de tratamento, além de frequente recorréncia pos-operatoria
tratados em estagios iniciais, o indice de sobrevida em cinco anos € de apenas 55%,
chegando a indices ainda menores em estagios mais avancados *.

Vérias caracteristicas patolégicas ou cirurgicas tém sido estabelecidas como
preditores de risco ao pior prognostico. Esses incluem o tamanho do tumor, o nu
mero de nédulos, a presenca de invasédo angiolinfatica, trombose tumoral da veia
porta, presenca de ndodulos satélites, grau de diferenciagado das células tumorais e
invasdo da capsula .

O tamanho do tumor (usualmente maior que 5cm de diametro), multiplos né
dulos, margem de ressec¢ao menor que um centimetro, estagio do tumor (incluindo
invasdo angiolinfatica) sdo considerados fatores independentes, associados com
recorréncia precoce (em dois anos) apos ressecgao cirurgica. Além disso, recorré
ncia tardia (maior que 2 anos) é, significativamente, associada com a atividade
inflamatoria, funcdo hepéatica e dosagem sanguinea de alfafetoproteina (AFP)
aumentada % "8,

A alfafetoproteina € uma glicoproteina produzida, normalmente, durante o
desenvolvimento fetal e neonatal pelo figado, saco gestacional e em pequenas
concentragdes pelo trato gastrointestinal. Ela é expressada em figado fetal, mas na
o esta presente, sob circunstancias normais, em tecidos adultos saudaveis. A sua
dosagem sanguinea &, frequentemente, utilizada como biomarcador para os tumores
de células germinativas e carcinoma hepatocelular. Nos estagios iniciais da
hepatocarcinogénese, o gene da AFP é reativado nas células do figado e, por meio
de mecanismos intracelulares citoplasmaticos promove a proliferacdo de células
malignas °. A ativacdo extracelular também pode ser responsavel por acelerar o
crescimento de células de CHC metastaticas *°.

Estudos moleculares tem por objetivo a realizagao do diagndstico precoce do
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CHC, por meio de um programa de triagem para individuos com alto risco,
selecionados entre aqueles com hepatopatias crénicas ''. Esses estudos procuram
identificar vias moleculares associadas com o0 mecanismo de carcinogénese e
agressividade dos diferentes tipos de tumores. Uma das vias mais envolvidas na
carcinogénese do CHC demonstrada é a via da Wnt/B-catenina '# '3 ™ A sinalizaca
o aberrante, principalmente, devido as muta¢gées no gene Bcatenina, € encontrada
em 30% a 40% dos CHCs humanos .

Tém se demonstrado que a presenca de uma pequena subpopulagao distinta
de células exibindo propriedades consistentes com células tronco, tais como, auto-
renovacgao, a proliferagédo celular e diferenciagdo, dentro do CHC - as chamadas cé
lulas tronco cancerosas (do inglés Cancer Stem Cells - CSC) - seriam responsaveis
por iniciar a formacao dos tumores, assim como seus padrdes de comportamento
biolégico, incluindo a invasdo angiolinfatica, metastases, a recidiva e a resisténcia a

quimioterapia e terapia de radiagao *°.

Muitas proteinas de superficie tém sido
sugeridas como marcadores biomoleculares de CSC no CHC, incluindo CD90,
CD133 e molécula de adesao da célula epitelial (do inglés, Epithelial Cell Adhesion
Molecule - EpCAM) * ' Os carcinomas hepatocelulares que expressam
marcadores biomoleculares de células tronco sao considerados tumores de piores
prognoésticos com comportamento biolégico mais agressivo, invasivos, com graus
histolégicos menos diferenciados e presengca de invasao angiolinfatica mais
frequente ™°.

A EpCAM é uma glicoproteina transmembrana do tipo I, conhecida como o
antigeno cancer especifico 17-1 A, que atua como uma molécula de adeséao celular
homofilica independente de calcio (figura 1). A hiperexpressao desta molécula tem
sido descrita em varias neoplasias malignas epiteliais e no CHC esta expressa em
15,9% a 48,7% dos tumores *. A EpCAM é clivada por protedlise no ligante
extracelular e no dominio intracelular na superficie de células cancerosas. O domi
nio intracelular da EpCAM funciona diretamente como fator de transcricdo que ativa

a c-myc, ciclina A e ciclina E na promogao do ciclo e proliferacéo celular 5 °.
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Yamashita et. al. foram os primeiros a caracterizarem a EpCAM na linhagem
celular de CHC, demonstrando que células que expressam EpCAM possuem
propriedades de autorenovagdo e diferenciacdo tais como as células tronco '°.
Esses autores demonstraram que os CHCs EpCAM positivos exibiam um perfil
molecular distinto com caracteristicas de células progenitoras hepaticas, incluindo a
presenca de marcadores de células tronco progenitoras, como citoqueratina 19, c-
Kit, EpCAM, e a via de sinalizacao beta Wnt-catenina ativada, ao passo que os
CHCs EpCAM negativos exibiam genes com caracteristicas de hepatdcitos maduros
16:17:19:20 ~ Além disso, CHCs EpCAM positivos e CHCs EpCAM negativos poderiam
ser, ainda, subclassificados em quatro grupos com implicagdo progndstica por
determinagcdo do nivel de dosagem sanguinea de alfafetoproteina. Esses quatro
subtipos (EpCAM+AFP+, EpCAM+APF-, EpCAM-AFP+ e EpCAM-APF-) exibiam
padrées de expressao génica distintos, com caracteristicas semelhantes aos
diversos estagios de linhagens das células hepaticas %°.

Tomados em conjunto, Yamashita et. al. propuseram um novo sistema de
classificagao, utilizando a expressao de EpCAM e dosagem de AFP sanguinea, para
revelar subtipos de CHC. Essa nova classificacdo poderia possibilitar a estratificaca
o0 prognéstica e avaliagdo de pacientes apresentando CHCs com diferentes fend
tipos. A principal importancia disso seria fornecer novas perspectivas sobre a ativag
ao das vias moleculares e origem celular do CHC, repercutindo na indicagao de
terapia adjuvante adequada %.

Segundo alguns estudos, o antigeno EpCAM poderia ser utilizado para detecg
ao de células tumorais circulantes, apontando-o como possivel marcador da preseng
a destas células tumorais em pacientes com carcinoma hepatocelular 2", Tém se
demonstrado que o EpCAM poderia ser utilizado como um biomarcador para
quimioresisténcia, o que sugere que, quando positivo tenha um papel relevante na
progressao do cancer 1% 13 16:21:22
A EpCAM tem sido uma molécula alvo para o desenvolvimento de farmacos

23

imunoterapicos contra o cancer Ensaios clinicos com o uso de anticorpos

monoclonais 17-1 A (Edrecolomab; Panorex) ja foram realizados para pacientes com

cancer gastrico, colorretal, ovario e mama 2.

O anticorpo monoclonal
Catumaxomab (Removab) foi desenvolvido para o tratamento de neoplasias avang
adas . O Catumaxomab tem duas ligagdes especificas direcionadas & EpCAM e

antigenos de células T CD3 . Em estudo clinico com esse medicamento, obteve-
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se um resultado promissor em pacientes com carcinomatose peritoneal e pleural %.

Essas moléculas alvo poderiam ser utilizadas como terapia adjuvante em pacientes

com carcinoma hepatocelular positivos para EpCAM *.
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2 RELEVANCIA

As caracteristicas morfolégicas, associadas ao estudo molecular, poderiam
contribuir para a identificacdo de um biomarcador especifico e, potencialmente, no
desenvolvimento de novas terapias moleculares alvo para o tratamento do
carcinoma hepatocelular. O sorafenibe € hoje o unico medicamento quimioterapico
gue mostrou aumento de sobrevida em estudos clinicos de fase trés, sendo a opcéo
para tratamento sistémico disponivel para o carcinoma hepatocelular. Novos fa
rmacos que atuem na inibicdo de marcadores biomoleculares especificos poderiam
vir a ser mais uma opg¢ao terapéutica, principalmente, naqueles tumores
quimioresistentes e com indices mais elevados de recidiva.

Além disso, a maioria dos trabalhos na literatura foram realizados em populacg
ao asiatica (Japao, China, Coréia do Sul) e ndo existem estudos na populagao
brasileira sobre a expressdao de EpCAM e AFP no CHC. Nesse contexto,
desenvolveu-se a presente pesquisa que estudou a expressdo destes
biomarcadores moleculares e a correlacdo com os niveis séricos de alfafetoproteina,
além de caracteristicas clinico-patoldgicas relevantes em pacientes com carcinoma

hepatocelular submetidos a resseccgao cirurgica no HC-UFMG.
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral

Verificar a expressdo dos biomarcadores moleculares EpCAM e AFP no
carcinoma hepatocelular, por meio de imuno-histoquimica, em pacientes submetidos

a resseccgao hepatica.

3.2 Especificos

Verificar a associacdo entre a expressdo dos biomarcadores moleculares
EpCAM e AFP, entre si, e com a dosagem sanguinea de AFP;

Identificar caracteristicas dos tumores associadas a expressao imuno-histoqui
mica de EpCAM, AFP e niveis séricos de AFP;

Verificar caracteristicas dos tumores associadas a sobrevida dos pacientes.
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4 METODO

4.1 Pacientes

Fizeram parte desse estudo 43 pacientes (30 homens e 13 mulheres) com
diagndstico de carcinoma hepatocelular, os quais foram submetidos a ressecgao ciru
rgica entre janeiro de 2008 a dezembro de 2015, no Grupo de Cirurgia do Figado,
Vias biliares, Pancreas e Bago, do Instituto Alfa de Gastroenterologia (IAG) do
Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Minas Gerais (HC-UFMG). Foram
incluidos pacientes que nao haviam sido submetidos a tratamentos prévios para o
CHC e o procedimento cirurgico foi indicado com proposta curativa. Nenhum
paciente apresentava sinais de doenca metastatica extra-hepatica aos exames de

estadiamento (cintilografia 6ssea e tomografia de térax) pré-operatorios.

4.2 Aspectos éticos

Essa pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica e Pesquisa da Universidade
Federal de Minas Gerais (COEP - UFMG). O numero de referéncia do projeto é:
CAAE - 25010114.5.0000.5149 (Anexo 3).

4.3 Dados clinico-cirurgicos, anatomopatolégicos e de sobrevida

Foi realizada coleta prospectiva dos seguintes dados dos prontuarios dos
pacientes: género, idade, historia pregressa (comorbidades), etiologia da doenca
hepatica, niveis séricos de alfafetoproteina no pré-operatério, tipo de ressecgao
hepatica (menor, equivalendo a dois ou menos segmentos hepaticos ressecados; ou
maior, equivalendo a trés ou mais segmentos ressecados), numero de nédulos (U
nico ou multiplo), maior didmetro do tumor (menor ou igual a 5 centimetros ou maior
a 5 centimetros), tipo e grau de diferenciagao histolégica (bem, moderado ou pouco

diferenciado), presenca de invasdo angiolinfatica, estadiamento TNM e sobrevida
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dos pacientes apos o tratamento. Foram submetidos a resseccédo hepatica apenas
os pacientes que tiveram classificagdo Child-Pugh A.

O diagnostico de carcinoma hepatocelular foi baseado na historia clinica,
dosagem sérica de alfafetoproteina, exames de imagem (Ultrassom, Tomografia
Computadorizada e/ou Ressonancia Magnética) ou biopsia. O estadiamento seguiu
os padrdes preconizados pela World Health Organization (WHO) ?*. A classificagdo
TNM detalhada encontra-se no Anexo 1.

Os dados referentes a sobrevida foram obtidos pela consulta nos prontuarios
ou por contato telefébnico com os familiares, quando as consultas foram
interrompidas sem notificagcdo do ébito. Os pacientes nos quais o 6ébito ocorreu nos

30 primeiros dias do pds-operatoério foram excluidos da analise de sobrevida.

44 Amostras

Amostras representativas do tumor foram obtidas de pecgas de resseccao ciru
rgica do carcinoma hepatocelular que foram analisadas no Servigo de Anatomia
Patolégica do HC-UFMG. Todas as amostras foram fixadas em formaldeido a 10%
por 24 horas, embebidas em parafina, cortadas em fragmentos com espessura de 4
micrébmetros e coradas com hematoxilina e eosina. Os cortes destinados a imuno-
histoquimica foram depositados em laminas carregadas por meio de silanizagao.

Por apresentarem material insuficiente no bloco de parafina, dois pacientes
foram excluidos do estudo, restando 41, nos quais a analise imuno-histoquimica foi

realizada.

4.5 Imuno-histoquimica

4.5.1 Desparafinizagcao e Recuperagao antigénica

As laminas foram, inicialmente, deixadas numa estufa a 60°C durante 12h.
Em seguida, foram desparafinizadas em dois banhos de xilol e reidratadas em
banhos sucessivos de alcool. A recuperacao antigénica foi realizada com citrato de
sodio a 98°C, utilizando-se um aparelho Steamer por 30 minutos. Apds essa etapa,
fez-se o bloqueio da peroxidase enddgena e de proteinas, sendo entao realizada a
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incubagédo com o anticorpo primario diluido (Tabela 1) por 16 a 18 horas (incubagao

overnight).

Tabela 1. Caracteristicas dos anticorpos primarios utilizados, Anti EpCAM e Anti alfa

1 fetoproteina

Anticorpo monoclonal Clone Marca Diluicao
Anti EpCAM (Camundongo) B302 (323/A3) Abcam 1:100
Anti alfatfetoproteina (Coelho) EPR9309 Abcam 1:50

Em seguida, foi retirado o anticorpo, colocado o complemento e aplicado o
conjugado HRP (Advance HRP Polymer) e as laminas foram incubadas em camara
umida por 30 minutos a temperatura ambiente. Feita a retirada do polimero,
prosseguiu-se com a adigdo do cromoégeno DAB, que foi retirado apds ocorrida a
reacao. Essa reagao ocorre no sitio do antigeno, deixando-o com coloragao marrom.

Todas as reagdes de imuno-histoquimica tiveram controle positivo e negativo.
Para a expressao de alfafetoproteina utilizou-se um fragmento de figado fetal como
controle positivo externo da reacdo. Para a expressao de EpCAM utilizou-se o
controle interno pela marcagao positiva dessa proteina no epitélio dos ductos
biliares.

Maiores detalhes sobre a realizagdo da imuno-histoquimica podem ser vistos

no protocolo que se encontra no Anexo 2.

4.5.2 Analise imuno-histoquimica

Todas as laminas foram avaliadas por um patologista com experiéncia em
analise imuno-histoquimica, sem conhecimento prévio das informacdes clinicas e
patologicas dos pacientes.

A expressao de AFP e EpCAM foi avaliada de forma binaria, considerando-se
marcagao positiva quando mais de 10% das células tumorais expressou o0s

marcadores de forma moderada ou acentuada. As amostras foram consideradas
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negativas quando n&o houve marcagdo ou quando menos de 10% do tumor

expressou as proteinas '°.

4.6 Analises estatisticas

A analise descritiva dos dados foi feita por meio de medidas de tendéncia
central, dispersdo e amplitude para variaveis continuas, quais sejam: média e desvio
padrao; mediana (percentil 50) e intervalo interquartilico (percentis 25 e 75); valores
minimo e maximo. A analise descritiva para as variaveis categoricas foi feita por
meio de distribuicdo das frequéncias absolutas e relativas em cada categoria.

Ainda na analise descritiva, com a finalidade de testar a homogeneidade nas
categorias de cada variavel estudada, foi efetuado teste de qui-quadrado ou teste
exato de Fisher, considerando a existéncia de igualdade nas contagens das
categorias das variaveis como hipétese nula (Ho). Para variaveis com duas
categorias, a hipétese nula considerada foi que haveria proporgéo igual a 50% em
cada categoria (Ho: pr=0,5); para trés categorias, Ho: pr=0,33; para quatro
categorias, Ho: pr=0,25. Cabe observar que a opg¢ao pelo teste de Fisher ocorre
quando os valores esperados nas categorias avaliadas das variaveis revelaram-se
inferior a cinco.

Com o objetivo de aferir se havia associagdo entre os marcadores AFP e
EpCAM, entre si, e com a dosagem sérica de alfafetoproteina, foi feita analise de
associagao, dois a dois marcadores. A alfafetoproteina sérica foi, entao,
categorizada em trés niveis: até 100; entre 100 e 400; superior a 400. Foi feito o
teste do Qui-quadrado ou teste de Fisher e obtida ainda a magnitude das associac¢o
es por meio do Odds Ratio (OR).

Para verificar a associagcao das variaveis AFP e EpCAM com as variaveis
relacionadas as caracteristicas morfolégicas, anatomopatolégicas e imuno-histoqui
micas dos carcinomas hepatocelulares (etiologia, numero de nodulos, maior dia
metro, estadiamento T, invasdo angiolinfatica e grau de diferenciacao histolégica),
foi feito o teste do Qui-quadrado ou teste de Fisher. Também foi obtida a magnitude
da associagdo por meio do Odds Ratio. Com base nos resultados dessa analise
univariada, foram selecionadas aquelas variaveis cujos valores de p foram inferiores

a 0,30 (p<0,30) como candidatas a composicdo de modelos multivariados finais. A
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andlise de regressao realizada para este fim foi a regressdo logistica exata,
recomendada para situa¢gdes onde ha poucos elementos na amostra, ndo sendo
razoavel pressupor propriedades assintoticas dos estimadores obtidos por maxima
verossimilhanca. Para obtencdo dos modelos finais, foi feita delecdo sequencial das
variaveis que apresentassem valor de p superior a 0,10 (p>0,10) — iniciando sempre
da menor significancia para a maior significancia — e permaneceram no modelo final
aquelas com valor de p inferior a 0,10 (p<0,10) pelo teste de Wald.

A analise de sobrevida teve como variavel dependente o tempo até a ocorré
ncia de 6bito. O tempo foi mensurado em meses e foram excluidos os casos de 6
bitos de pacientes ocorridos em até 30 dias do pds-operatério. Constituiram-se
curvas de sobrevida para as variaveis pelo método de Kaplan-Meier; na comparacgao
entre grupos para cada variavel, utilizou-se o teste Logrank, Tarone Ware e o teste
de Wilcoxon. Foram obtidos ainda, para os pacientes em geral, o tempo mediano de
sobrevivéncia e respectivo intervalo interquartilico; e sobrevida (percentual de
sobreviventes) aos 12, 24, 36 e 48 meses.

Em todas as andlises, o nivel de significancia considerado foi igual 5%
(p<0,05). No caso das analises segundo AFP e EpCAM, apenas variaveis com
completitude superior a 70% foram analisadas. Intervalos de 95% de confianca para

as medidas de Odds Ratio foram obtidos.
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5 RESULTADOS

5.1 Analise descritiva da amostra

As caracteristicas demograficas, clinicas e laboratoriais dos pacientes com
carcinoma hepatocelular podem ser observadas na Tabela 2. Entre os 41 pacientes
com CHC incluidos no estudo, houve um predominio de homens (68,29 %) em relagao
as mulheres (31,71%), com uma média de idade igual a 59 anos, variando de 25 a 75
anos. A etiologia viral foi a mais frequente, com predominio da hepatite C (41,46%)
seguida pela hepatite B (29,26%). A cirrose etandlica foi a menos frequente (12,19%)
e, em sete pacientes (17,07%), o CHC incidiu em figado com doenga de etiologia
desconhecida.

A média de dosagem sérica de alfafetoproteina foi de 1864,1 ng/mL com desvio
padrao de 9266,3 ng/mL, enquanto a mediana foi de 59 ng/mL (IIQ: 54; 66), minimo de
1,9 ng/mL e maximo de 59900 ng/mL. O nivel sérico de AFP esteve abaixo de 100
ng/mL em 27 (64,3%) pacientes; em 7 (17,07%), esteve entre 100 e 400 ng/ml e; em 8,
(19,1%), acima de 400ng/ml. Em relacdo ao tratamento cirurgico, as resse¢des hepa
ticas menores (68,29%) predominaram em relagdo as hepatectomias maiores
(31,71%).
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Tabela 2. Frequéncias absolutas e relativas referentes as caracteristicas demograficas,

clinicas e laboratoriais em pacientes com carcinoma hepatocelular.

Variaveis Estatisticas Descritivas (%) Valor de p
Género

Feminino 13 (31,71) 0,019**
Masculino 28 (68,29)

Idade

Média (Desvio Padréo) 59,2 (9,5)

Mediana (11Q) 59 (54;66)

Minimo; Maximo 25; 75

Comorbidades

Nao 22 (53,65) 0,357
Sim 19 (46,34)

Etiologia

Idiopatica 7 (17,07) 0,241
Etandlica 5(12,20) 0,058*
Virus B 12 (29,26) 0,528
Virus C 17 (41,46) 0,015**
Alfafeto sérica (ng/mL)

Média (Desvio Padrao) 1864,1 (9266,3)

Mediana (11Q) 59 (54;66)

Minimo; Maximo 1,9; 59900

Alfafeto sérica (ng/mL)

Menor que 100 26 (63,41) 0,001
100 a 400 7 (17,07) 0,027
Maior que 400 8 (15,51) 0,061
Procedimento cirurgico

Hepatectomia menor 28 (68,29) 0,019**
Hepatectomia maior 13 (31,71)

Nota: foi realizado teste de homogeneidade entre as categorias; *p<0,10; **p<0,05; ***p<0,01

A Tabela 3 mostra as caracteristicas morfologicas anatomopatoldgicas e
imuno-histoquimicas dos carcinomas hepatocelulares. Os nddulos unicos (78,6%)
foram predominantes em relagcdo aos multiplos (21,4%). N&o houve diferenca
significativa entre a propor¢do de nédulos maiores que 5 cm e aqueles menores ou
iguais a 5 cm.

Os carcinomas hepatocelulares foram operados, predominantemente, nos
estagios iniciais | (45,2%) e 11 (40,55%). A invasdo angiolinfatica esteve presente em
41,5% dos pacientes. Houve predominio de tumores bem e moderadamente
diferenciados (46,3% e 43,9%, respectivamente). A expressao imuno-histoquimica
de AFP e de EpCAM foi positiva em 12 (29,3%) carcinomas hepatocelulares e
negativa em 29 (70,7%).
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Tabela 3. Frequéncias absolutas e relativas referentes as caracteristicas morfologicas,

anatomopatolégicas e imuno-histoquimicas dos carcinomas hepatocelulares.

Variaveis Estatisticas Descritivas (%) Valor de p
Nédulo

Unico 32 (78,0) <0,007****
Multiplo 9 (22,0)

Diametro

<5cm 23 (56,1) 0,357
>5cm 18 (43,9)

Estadiamento TNM

I 18 (43,9) 0,150
Il 17 (41,5) 0,268
[l 6 (14,6) 0,011**
Invasao angiolinfatica

Nao 24 (58,5) 0,584
Sim 17 (41,5)

Grau de diferenciagao

histologica

Bem 19 (46,3) 0,077*
Moderadamente 18 (43,9) 0,150
Pouco 4(9,8) 0,001
Alfafeto no CHC

negativo 29 (70,7) 0,008***
positivo 12 (29,3)

EpCAM no CHC

negativo 29 (70,7) 0,008***
positivo 12 (29,3)

Nota: foi realizado teste de homogeneidade entre as categorias; *p<0,10; **p<0,05; ***p<0,01;

****p<0’001

5.2 Imuno-histoquimica

Os tumores foram negativos para EpCAM em 29 (70,7%) dos casos e

positivos em 12 (29,3%). Resultados idénticos foram encontrados para a

alfafetoproteina. O fendtipo EpCAM+AFP+ foi observado em 8 (66,7%) tumores,
enquanto, EpCAM+AFP- foi observado em 4 (33,3%). O fenétipo EpCAM-AFP- foi
encontrado em 25 (86,2%) tumores, enquanto EpCAM-AFP+ foi encontrado em 4
(13,8%). As Figuras 2 e 3 ilustram o fenétipo EpCAM+AFP+. A Figura 4 ilustra o

fendtipo EpCAM-AFP- e a expressao de EpCAM na regiao periférica do nédulo cirré

tico.



Figura 2. CHC em paciente com cirrose pos-viral C, nédulo unico, maior dia
metro medindo 1,7 cm, bem diferenciado. Nas colunas observam-se
fotomicrografias do CHC em pequeno a grande aumento, corado pela HE
(a,d,g), imuno-histoquimica positiva para EpCAM (b,e,h) e AFP (c,f,i). Em"e”
observa-se a expressao de EpCAM no ducto biliar (seta). As barras azuis
mostram o aumento em micrometros.
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Figura 3. CHC em paciente com cirrose poés-viral B, nédulo unico, maior dia
metro medindo 3 c¢m, bem diferenciado. Nas colunas observam-se
fotomicrografias do CHC em pequeno a grande aumento, corado pela HE
(a,d,g), imuno-histoquimica positiva para EpCAM (b,e,h) e AFP (c,f,i). As barras
azuis mostram o aumento em micrémetros.




Figura 4. CHC em paciente com cirrose etandlica. Coloragdo HE, nédulo unico,
maior didmetro medindo 3,5 cm, bem diferenciado (a,b); Imuno-histoquimica (c):
EpCAM negativa (*), observar a expressao positiva de EpCAM no ducto biliar
(seta) e na periferia do ndédulo cirrético (dupla seta). Expressédo positiva de
EpCAM na periferia do nédulo cirrético em diferentes aumentos (d,e,f).
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5.3 Analise Univariada
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5.3.1 Associacao entre AFP e EPCAM no carcinoma hepatocelular

A Tabela 4 mostra a associacdo entre a expressdo imuno-histoquimica de

EpCAM e AFP no CHC. Houve diferenca significativa na relagdo da proporgao entre

os diferentes fendtipos (p=0,002). A chance de ocorréncia de expressao de EpCAM

positivo quando AFP é positivo foi 12,5 vezes a chance de expressdo de EpCAM
positivo quando AFP foi negativo (OR=12,5; IC95% 1,9-84,1; p<0,001).

Tabela 4. Associacao entre a expressao imuno-histoquimica de EpCAM e AFP no

carcinoma hepatocelular.

EpCAM
AFP Total Valor de p
negativo positivo
negativo 25 (86,2%) 4 (13,8%) 29 (100,0%)
positivo 4 (33,3%) 8 (66,7%) 12 (100,0%) 0,002*
Total 29 (70,7%) 12 (29,2%) 41 (100,0%)

*Significancia estatistica pelo Teste Exato de Fisher

5.3.2 Associagao entre os niveis séricos de alfafetoproteina e a

expressao imuno-histoquimica de AFP no carcinoma hepatocelular.

A Tabela 5 mostra a associagao entre os niveis séricos de alfafetoproteina e

a expressao imuno-histoquimica de AFP no CHC. Houve diferencga significativa na

relacéo da proporgao entre os diferentes fenétipos (p=0,003). Além disso, a chance

de ocorréncia de expressao positiva de AFP no CHC quando AFP sérica estava na

faixa de valores de 100 ng/mL a 400 ng/mL foi 10,2 vezes a chance de expressao de
AFP no CHC quando AFP sérica era inferior a 100 ng/mL (OR=10,2; 1C95% 1,1-

91,5; p=0,010). A chance aumentou para 12,8 em relagdo a expressao de AFP no
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CHC, quando comparou-se valores de AFP sérica acima de 400 ng/mL com AFP sé
rica inferior a 100 ng/mL (OR=12,8; IC95% 1,4-116,0; p=0,003).

Tabela 5. Associagao entre os niveis séricos de AFP e a expressao imuno-histoqui

mica de AFP no carcinoma hepatocelular.

Alfafetoproteina no CHC
Alfafetoproteina sérica Total Valor de p
(ng/mL) negativo positivo
Até 100 23 (88,46%) | 3 (11,53%) 26 (100,0%)
100 a 400 3 (42,85%) 4 (57,14%) 7 (100,0%) 0,003*
> 400 3 (37,5%) 5 (62,50%) 8 (100,0%)
Total 29 (70,7%) 12 (29,3%) 41(100%)

*Significancia estatistica pelo Teste Exato de Fisher

5.3.3 Associagao entre os niveis séricos de alfafetoproteina e a

expressao imuno-histoquimica de EpCAM no carcinoma hepatocelular

A Tabela 6 mostra a associagao entre os niveis séricos de AFP e a expresséao
imuno-histoquimica de EpCAM no CHC. Houve diferenca significativa na relacéo da
proporcao entre os diferentes fenodtipos (p=0,006). A chance de ocorréncia de
expressao de EpCAM positiva quando AFP sérica estava na faixa de valores de 100
a 400 foi 1,7 vezes a chance de expressao de EpCAM quando AFP sérica era
inferior a 100, mas esta associagdo nao se revelou estatisticamente significativa
(OR=1,7; 1C95% 0,2-11,8; p=0,597). Quando se comparou a expressao de EpCAM
para os valores de alfafetoproteina sérica acima de 400ng/mL com aqueles de
alfafetoproteina sérica inferior a 100, a associagao ja se revelou significativa, sendo

o Odds Ratio igual a 7,0 (IC95% 1,03-47,8; p=0,021).
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Tabela 6. Relacao entre os niveis séricos de AFP e a expressdo imuno-histoquimica

de EpCAM no carcinoma hepatocelular.

EpCAM
Alfafetoproteina sérica Total Valor de p
(ng/mL) negativo positivo
Até 100 21 (80,76%) 5(19,24%) 26 (100,0%)
100 a 400 5 (71,42%) 2 (28,58%) 7 (100,0%) 0,006*
> 400 3 (37,50%) 5 (62,50%) 8 (100,0%)
Total 29 (70,70%) 12 (29,3%) 41(100,0%)

*Significancia estatistica pelo Teste Exato de Fisher

5.3.4 Associacgao entre as variaveis clinico-patolégicas e a expressao imuno-
histoquimica de AFP.
Tabela 7. Associagdo entre as variaveis clinico-patolégicas e a expressao de

alfafetoproteina no carcinoma hepatocelular.

Alfafetoproteina no CHC Total Valor de p

Variaveis negativo positivo
Etiologia
Idiopatica 6 (85,71%) 1 (14,29%) 7 (100,0%)
Etandlica 3 (60,00%) 2 (40,00%) 5 (100,0%) 0,703
Virus B 8 (66,67%) 4 (33,33%) 12 (100,0%)
Virus C 12 (70,59%) 5(29,11%) 17 (100,0%)
Numero de nédulos
Unico 23 (71,88%) 9 (28,12%) 32 (100,0%) 0,999
Multiplo 6 (66,67%) 3 (33,33%) 9 (100,0%)
Diametro
<5cm 14 (60,87%) 9 (39,13%) 23 (100,0%) 0,171
>5cm 15 (83,33%) 3 (16,67%) 18 (100,0%)
Estadiamento TNM
I 15 (83,33%) 3 (16,67%) 18 (100,0%)
I 11 (64,71%) 6 (35,29%) 17 (100,0%) 0,241
Il 3 (50,00%) 3 (50,00%) 6 (100,0%)
Invasao angiolinfatica
Nao 20 (83,33%) 4 (16,67%) 24 (100,0%) 0,045**
Sim 9 (52,94%) 8 (47,06%) 17 (100,0%)
Grau de diferenciagao
histolégica 15 (78,95%) 4 (21,05%) 19 (100,0%)
Bem 11 (61,11%) 7 38,89%) 18 (100,0%) 0,492
Moderadamente 3 (75,00%) 1 (25,00%) 1 (100,0%)
Pouco

Notas: **p<0,05
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5.3.5 Associacao entre as variaveis clinico-patolégicas e a expressao imuno-

histoquimica de EpCAM

Tabela 8. Associacao entre as variaveis clinico-patologicas e a expressdo de EpCAM

no carcinoma hepatocelular.

EpCAM no CHC Total Valor de p
Variaveis negativo positivo
Etiologia
Idiopatica 6 (85,71%) 1(14,29%) 7 (100,0%)
Etandlica 4 (80,00%) 1 (20,00%) 5(100,0%) 0,673
Virus B 7 (58,33%) 5 (41,67%) 12 (100,0%)
Virus C 12 (70,59%) 5 (29,41%) 17 (100,0%)
Ndmero de nédulos
Unico 22 (68,75%) | 10 (31,25%) 32 (100,0%) 0,702
Multiplo 7 (77,78%) 2 (22,22%) 9 (100,0%)
Diametro
<5cm 13 (56,52%) | 10 (43,48%) 23 (100,0%) 0,038
>5cm 16 (88,89%) 2 (11,11%) 18 (100,0%)
Estadiamento TNM
I 13 (72,22%) 5 (27,78%) 18 (100,0%)
I 11 (64,71%) 6 (35,29%) 17 (100,0%) 0,728
1l 5 (83,33%) 1(29,27%) 6 (100,0%)
Invasao angiolinfatica
Nao 18 (75,00%) 6 (25,00%) 24 (100,0%) 0,507
Sim 11 (64,71%) 6 (35,29%) 17 (100,0%)
Grau de diferenciagao
histologica
Bem 16 (84,21%) 3 (15,79%) 19 (100,0%) 0,182
Moderadamente 11 (61,11%) 7 (38,89%) 18 (100,0%)
Pouco 2 (50,00%) 2 (50,00%) 4 (100,0%)

Notas: **p<0,05
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5.3.6 Associacao entre as variaveis clinico-patoldgicas e os niveis séricos de

alfafetoproteina.

alfafetoproteina em pacientes com carcinoma hepatocelular.

Tabela 9. Associagdo entre as variaveis clinico-patolégicas e a dosagem sérica de

Variaveis

Alfafetoproteina sérica (ng/mL)

Até 100

100 a 400

+ 400

Total

Valor de
p

Etiologia
Idiopatica
Etandlica
Virus B
Virus C

4 (57,14%)
2 (40,0%)
9 (75,0%)

11 (64,71%)

2 (28,57%)
2 (40,0%)
1(8,33%)

2 (11,76%)

1 (14,29%)
1(20,0%)
2 (16,67%)
4 (23,53%)

7 (100,0%)
5 (100,0%)
12 (100,0%)
17 (100,0%)

0,703

Nédulo unico
Unico
Multiplo

20 (62,50%)
6 (66,67%)

6 (18,75%)
1(11,11%)

6 (18,75%)
2 (22,22%)

32 (100,0%)
9 (100,0%)

0,999

Diametro
<5cm
> 5cm

14 (60,87%)
12 (66,67%)

4 (17,39%)
3 (16,67%)

5 (21,74%)
3 (16,67%)

23 (100,0%)
18 (100,0%)

0,999

Estadiamento TNM
[

1]

1]

14 (77,78%)
8 (47,06%)
4 (66,67%)

0 (0,00%)
6 (35,29%)
1(16,67%)

4 (22,22%)
3 (17,65v)
1(19,51%)

18 (100,0%)
17 (100,0%)
6 (100,0%)

0,068*

Invasao angiolinfatica
Nao
Sim

18 (75,00%)
8 (47,06%)

1 (17,00%)
6 (35,29%)

5 (20,83%)
3 (17,65%)

24 (100,0%)
17 (100,0%)

0,041**

Grau de diferenciagao
histologica

Bem

Moderadamente

Pouco

13 (68,42%)
11 (61,11%)
2 (50,00%)

3 (15,79%)
4 (22,22%)
0 (0,00%)

3 (15,79%)
3 (16,67%)
2 (50,00%)

19 (100,0%)
18 (100,0%)
4 (100,0%)

0,587

Notas: * p<0,1; **p<0,05

5.4

Analise Multivariada (Regressao logistica exata)

5.4.1 Modelo final para expressao positiva de AFP no CHC

A chance de ocorrer invasdao angiolinfatica quando a expressdo de

alfafetoproteina foi positiva no carcinoma hepatocelular foi de 4,3 vezes a chance de

ocorrer invasao angiolinfatica quando a AFP foi negativa no CHC, porém, esse

resultado nao teve significancia estatistica (OR=4,27; p=0,079).
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5.4.2 Modelo final para associagcdao com AFP sérica

Considerando-se a AFP sérica inferior a 100ng/mL como base de comparaca
0, a chance de ocorrer invasdo angiolinfatica quando AFP sérica esteve entre
100ng/mL e 400ng/mL foi de 12,4 vezes a chance de ocorrer invasdo angiolinfatica
quando AFP sérica esteve abaixo de 100 ng/mL (OR=12,4; p=0,028) (Tabela 10).
N&o foi encontrada significancia estatistica para o modelo quando AFP sérica esteve

acima de 400ng/mL.

5.4.3 Modelo final para expressao positiva de EpCAM no CHC

A chance de expressdo de EpCAM positiva em tumores menores ou iguais a
5 cm foi 8,7 vezes a chance de expressao positiva de EpCAM em tumores maiores
que 5 cm (OR=8,7; p=0,022) (Tabela 10). O modelo também revelou que, quanto ao
grau de diferenciagao histolégica, a chance de expressao de EpCAM positiva em
tumores moderadamente e pouco diferenciados foi 5,74 a chance de expressao
positiva de EpCAM em tumores bem diferenciados, porém, esse valor nao teve
significancia estatistica (OR=5,74; p=0,063) (Tabela 10).

Tabela 10. Analises multivariadas de regresséao logistica exata para a associagao entre
as variaveis de interesse em relacéo a expressao de AFP, EpCAM e o niveis séricos

de AFP em pacientes com CHC ressecados.

Variaveis AFP no CHC EpCAM no CHC AFP sérica

OR (IC=95%) OR (IC=95%) OR (IC=95%)
(valor de p) (valor de p) (valor de p)

Invasdao angiolinfatica

(Referéncia: auséncia) 4,27 (0,87;24,8) 12,4 (1,21;654,3)

(p=0,079) (p=0,028)
Diametro <=5
(Referéncia: > 5 cm) 8,70 (1,27; 100,0)
(p=0,022)

Grau de diferenciagdo

histolégica

Moderado/Pouco 5,74 (0,93;50,3)

(Referéncia: Bem) (p=0,063)
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Ocorreram cinco obitos (12,2%) nos primeiros 30 dias do pds-operatdrio e,

no tempo de seguimento, que variou de 2 meses a 48 meses, morreram 13

pacientes (36%). A média de sobrevida foi de 24,19 meses (+/- 18,9 meses)

enquanto a mediana foi de 18 meses (11Q: 9,5;38), com um minimo de 2 meses e

maximo de 48 meses.

Nenhuma das variaveis clinico-patologicas teve associacdo, estatisticamente

significativa, na sobrevida dos pacientes (Tabela 11). A Figura 5 mostra a curva de

sobrevida global dos pacientes com carcinoma hepatocelular que foram submetidos

a ressecgao cirurgica. O indice de sobrevida global foi de 74,9%, 69,4%, 69,4% e

53,5% aos 12, 24, 36 e 48 meses, respectivamente.

Tabela 11. Analise de sobrevida em pacientes com CHC ressecados (n=41), de acordo

com as variaveis clinico-patoldgicas, utilizando-se os testes de Log-Rank, Tarone-Ware

e Wilcoxon.

Variaveis Log-Rank Tarone-Ware Wilcoxon

Valor de p Valor de p Valor de p
|dade 0,59 0,30 0,19
Género 0,47 0,49 0,55
Comorbidades 0,06 0,15 0,27
AFP 0,49 0,59 0,68
EPCAM 0,81 0,76 0,74
Etiologia 0,15 0,15 0,16
Tipo de Hepatectomia 0,54 0,71 0,91
Numero de Nodulos 0,60 0,31 0,48
Didmetro do nodulo 0,29 0,43 0,53
Estadiamento T 0,37 0,42 0,43
Invasado Angiolinfatica 0,27 0,44 0,59
Classificagao histologica 0,91 0,85 0,81

Valores significativos para p<0,05
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Figura 5. Curva de sobrevida global pelo método de Kaplan-Meier, em pacientes com

CHC ressecados.
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6 DISCUSSAO

O carcinoma hepatocelular € o tumor primario do figado mais comum e sua

incidéncia tem aumentado nos paises ocidentais % %°.

A infecgéo pelos virus das
hepatites C e B, e também o abuso de alcool contabilizaram 82.92% dos tumores
analisados o que retrata as causas mais frequentes de hepatopatias cronicas na
populacdo dos paises ocidentais. Além disso, o predominio de homens e a média
de idade de manifestagdo foram semelhantes aos de outros centros com numero
maior de pacientes.

Na amostra da pesquisa, todos os pacientes submetidos a ressecgao ciru
rgica foram classificados como Child-Pugh A e a maioria foi operada em estadios
iniciais | e Il, com predominio de nédulos Unicos e submetidos a hepatectomias
menores. Apesar do rastreio de rotina por exames de imagem e dosagem de
marcadores tumorais nos grupos de maior risco, grande parte dos doentes com CHC
ainda é diagnosticada em estadios avancados e, apenas, cerca de 20% sé&o

passiveis de tratamento cirtrgico curativo %°.

Nesses casos, pode-se indicar a
quimioembolizagao intra-arterial ou quimioterapia sistémica pois, em geral, tratam-se
de lesbes irressecaveis e com risco cirurgico elevado. Esses pacientes nao foram
incluidos no presente estudo o que corrobora para a homogeneidade da amostra.

A EpCAM é uma glicoproteina de superficie que funciona como uma molécula
de adesao intercelular homofilica 2?8, Varios estudos publicados t&m mostrado que
a EpCAM também contribui para a sinalizacao, proliferacao, diferenciagao e migraca
o celular, podendo ser um marcador util para as células tronco no carcinoma

29; 30

hepatocelular Em figados normais, a expressao de EpCAM ja foi descrita no

epitélio dos ductos biliares intra-hepaticos *’

mas nao esta expressa na membrana
de hepatdcitos maduros. No presente estudo, a expressao no epitélio dos ductos
hepaticos serviu como controle interno das reagbes imuno-histoquimicas para
EpCAM permitindo dizer, com maior acuracia, quando essa reagao foi positiva ou
negativa no CHC.

A relagdo entre a expressdo de EpCAM e elevados niveis séricos de

alfafetoproteina tem sido demonstrada na literatura '® %,

A maioria das pesquisas
utiliza a média dos niveis séricos da AFP nas analises estatisticas, 0 que mostra n&o

ser um bom parametro, uma vez que, em geral, o desvio padréo € muito elevado,
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como pudemos constatar nessa pesquisa, cuja média foi de 1864,1 (desvio padrao =
9266,3) mas com uma mediana de 59 ng/mL. Optou-se, entdo, por utilizar a
mediana por ser um melhor parametro, identificando o quartil em que se concentrou
a maior quantidade de casos, valores de AFP sérica até 100 ng/mL.

Para melhor se adequar a literatura, tendo como base publicagdes que
utilizaram valores de referéncia maiores ou menores que 100ng/mL, ou valores
maiores ou menores que 400ng/mL, optou-se nesta pesquisa por estratificar essa
analise em trés intervalos (até 100 ng/mL, de 100ng/mL a 400 ng/mL e acima de 400
ng/mL). Dessa forma, foi possivel identificar que existe uma correlagéo positiva
entre os marcadores AFP e EpCAM com os niveis séricos de AFP. Ou seja, quanto
maiores 0s niveis séricos de AFP, maior o percentual de tumores positivos.
Podemos, entdo, inferir que o nivel de AFP sanguinea possa ser um indicador
indireto da expressao desses biomarcadores nos tumores.

Elevados niveis séricos de alfafetoproteina sao utilizados como critérios
diagndsticos de carcinoma hepatocelular (na auséncia de tumor testicular). Porém,
cerca de 20% a 80% dos pacientes com CHC n&o possuem AFP sérica elevada **
333435 % Em acordo com a literatura, nossa amostra teve uma mediana de 59
ng/mL, com AFP abaixo de 100ng/mL em 63,41% dos pacientes.

Diferentemente de Yamashita et al. e de varios outros autores esta pesquisa
parece ser unica, ao se estudar a associagao, tanto para os niveis plasmaticos de
AFP, quanto para a expressdo imuno-histoquimica de AFP no tecido tumoral do
CHC, o que reforga a nossa analise.

Kimura et. al. (2014) encontraram maior expressao de EpCAM em associagao
com o virus da hepatite B do que outras etiologias 8. Apesar dessa relacéo n3o ter
mecanismo ainda bem elucidado, uma das hipoteses sugeridas é que o HBV
promove a hepatocarcinogénese pelo desenvolvimento de células tronco cancerosas
pela ativagcao da via de sinalizacao beta wnt-catenina levando a uma hiperexpressao
de EpCAM ?'. No presente estudo, assim como em outros publicados, essa
associagao nao foi demonstrada. Assim como, ndo se observou diferengcas na
expressao de EpCAM e AFP entre os diversos grupos etiolégicos.

Além disso, observaram uma forte expressao dessa proteina, especialmente,
em pacientes com CHC ressecados que receberam tratamento prévio como
quimioembolizacdo intra-arterial 8. Esses dados sugerem que o aumento da

expressdao de EpCAM ocorre pelas células tumorais remanescentes derivadas de cé
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lulas tronco cancerosas e estariam relacionado com o aumento da quiomoresisté
ncia ¥’.
A expressao imuno-histoquimica positiva para EpCAM tem sido encontrada

20; 38, 39; 40 41 Neste estudo,

em 15,9 a 48,7 % dos carcinomas hepatocelulares
29,3% dos tumores foram positivos para EpCAM o que estda de acordo com a
literatura. Murakata et. al. (2011) encontraram a proteina EpCAM positiva em 50,9%
dos CHCs do tipo multinodular confluente e, somente, 23,9 % em nddulos Unicos e
28,4% em nddulo Gnico com crescimento extracapsular °. Se considerarmos que
houve predominio de nodulos unicos nesta casuistica, o resultado obtido na
presente pesquisa (31,25% de EpCAM positivo) estd em correspondéncia com
esses autores.

O diametro do tumor esteve associado a expressdo de EpCAM. Os tumores
menores ou iguais a 5cm foram aqueles que mais expressaram essa proteina, tanto
na analise univariada quanto na multivariada. Bae et. al. (2012) estudaram 175
CHCs, nos quais a expressao positiva de EpCAM foi detectada em 72 (41%). Entre
os 35 de tamanho pequenos (< 2cm) a expressao de EpCAM foi detectada em 19
(54%). Acredita-se que essa molécula, por estar relacionada a propriedade de cé
lulas-tronco, tenha papel importante nas fases iniciais de formacdo dos tumores *%.
Outro fator que nos leva a esse raciocinio, é o fato dessa proteina estar fortemente
expressa na periferia dos nddulos cirréticos e displasicos, levando a hipétese de que
contribuam para a carcinogénese no CHC. Uma hipétese é que, a medida que o
tumor aumenta de tamanho e se diferencia, as células perdem o fenétipo de célula-
tronco e, portanto, deixam de expressar a EpCAM. Entretanto, outros estudos
necessitam ser realizados para se comprovar esta nossa hipotese.

Apesar de nao estar entre os objetivos, a expressao de EpCAM na periferia
dos nddulos cirrdticos foi relatada nessa pesquisa. Publicagdes anteriores ja

42,43 44 Estudos

mencionaram esse achado em relacdo aos nddulos cirréticos
explorando esses resultados poderao ser realizados em pesquisas futuras.

A associagdo entre a expressao de EpCAM e graus histolégicos menos
diferenciados nao atingiu significancia estatistica (p=0,06). Essa significancia nao foi
demonstrada, provavelmente, devido ao numero pequeno de pacientes na amostra
utilizada.

A invasao angiolinfatica foi a variavel que esteve associada a expressao de

AFP no tecido tumoral e aos niveis séricos de AFP, tanto na analise univariada
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quanto multivariada. Esse achado histopatoldgico esta relacionado a agressividade
do tumor e com pior progndstico ** #% ¢ Brian Carr & Guido (2016) encontraram
uma diferenga consideravel na sobrevida entre pacientes com AFP sérica elevada e
AFP baixa, associados a trombose da veia porta 4" 4%,

A expressao de EpCAM associada a menor sobrevida ja foi descrita em

49; 50; 51; 52 52; 53

pacientes com cancer de mama , ovario , vesicula biliar ** e tumor renal

52; 55

de células claras . Zhe Guo et al. (2014) mostraram que a presenga de EpCAM

no tumor esteve associada a menor tempo de sobrevida em pacientes com CHC ™ e
pior prognostico 2 383942,

De acordo com a classificagdo de Yamashita et al. (2008) os tumores
EpCAM+AFP+ e EpCAM-AFP+ estiveram correlacionados a pior progndéstico,
enquanto EpCAM-AFP- com melhor prognéstico e, ao contrario do que esperavam,
EpCAM+AFP- se correlacionou ao melhor prognéstico . Na presente casuistica,
optou-se pela néo estratificagdo em subgrupos para a analise de sobrevivéncia e a
expressao positiva de EpCAM n&o esteve relacionada a sobrevida global dos
pacientes. De forma igual, Bae et. al. (2012) também n&o encontraram associagao
entre a expressao de EpCAM e a sobrevida global dos pacientes. Porém, esses
autores mostraram que o fendétipo EpCAM+ esteve, significativamente, associado
com a sobrevida em pacientes com CHCs no estagio Tl que, apesar do estagio
inicial, tiveram menor sobrevida, tanto na analise univariada quanto multivariada *2.
Essa correspondéncia nao foi encontrada nesse estudo.

EpCAM tem sido alvo em ensaios clinicos utilizando anticorpos monoclonais

56; 57; 58; 59

em diversos tipos de cancer e acredita-se que esta molécula representa

um novo alvo para a terapia génica no CHC. Estudos demonstram que o siRNA

60; 61; 62. Bae et

pode ser usado com sucesso para o silenciamento de genes in vivo
al. (2012) demonstraram que o silenciamento do gene da EpCAM diminuiu,
significativamente, a capacidade proliferativa e de potencial invasivo de células de
CHC. Desde que anticorpos anti-EpCAM e/ou siRNA podem ser facilmente
sintetizados, estudos mostram uma base racional para abordagens terapéuticas no
CHC *2. A presente pesquisa reforcou a informagao de que apenas uma pequena
porcentagem de CHCs expressa EpCAM e, provavelmente, esses pacientes com
expressdo positiva se beneficiariam de uma terapia alvo especifica, corroborando
com a premissa de que os pacientes devam ser selecionados, antes de instituir-se

esse tipo de tratamento.
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A identificacdo de uma subclasse de CHC EpCAM positivos que apresenta
caracteristicas de células tronco cancerosas tem um importante significado clinico,
uma vez que essas células podem ser mais um alvo terapéutico. Acredita-se que os
niveis séricos de AFP associados a imuno-histoquimica possam servir como guia na
seleg¢do dos pacientes candidatos a tratamentos adjuvantes com medicamentos alvo
para a EpCAM, assim como, contribuir na identificagdo de pacientes com diferentes
prognosticos, adicionando-se mais um critério ao sistema de estadiamento TNM, ja
preconizado pela AJCC .

Uma limitagdo desse estudo foi 0 numero de pacientes da amostra. Apesar
de ser uma neoplasia maligna comum em pacientes com doenga hepéatica cronica, a
documentacdo insuficiente de casos ressecados em outros periodos, impediu que
esses fossem estudados. A pequena casuistica pode ter sido responsavel por ndo
termos demonstrado significancia estatistica para algumas variaveis do estudo,
conforme ja publicado na literatura.

Os resultados dessa pesquisa levam a questdes que podem ser respondidas
em pesquisas futuras. A primeira delas é qual a importancia desses biomarcadores
na recorréncia do carcinoma hepatocelular. Em segundo lugar, acredita-se que os
mecanismos biomoleculares possam ser mais explorados em relagcao ao papel das
células-tronco e da expressdao de EpCAM e AFP na carcinogénese assim como de
outros biomarcadores também envolvidos nesse processo.

Essa pesquisa reflete o resultado de grande esforgco por parte da Equipe
Multidisciplinar para o tratamento do CHC do Grupo de Figado e Vias Biliares do
IAG-UFMG, criada em 2011 que, aos poucos, tem conseguido sedimentar
conhecimentos, definir condutas, estabelecer prioridades e estimular a investigagao
cientifica. Nesse contexto, pretende-se dar continuidade e desenvolver futuras
pesquisas, agregando maior numero de pacientes, com o intuito de contribuir para a

melhor compreensao desse tipo de cancer na populacgao brasileira.
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7 CONCLUSAO

Conclui-se que existe associacado positiva entre a expressdo imuno-histoqui
mica dos biomarcadores moleculares EpCAM e AFP, entre si, assim como com os ni
veis séricos de AFP. O didmetro menor ou igual a cinco centimetros foi a variavel
que se associou a expressao de EpCAM. Enquanto a invasédo angiolinfatica esteve
associada a expressao de AFP. Nenhuma das variaveis analisadas teve associagao

com a sobrevida dos pacientes.
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9 ANEXOS

9.1 ANEXO 1 - Classificagao TNM do Carcinoma Hepatocelular
T - O tumor primario
Tx - O tumor primario ndo pode ser avaliado
TO - Nao ha evidéncia de tumor primario
T1 — Tumor unico sem invasao vascular
T2 - Tumor unico com invasao vascular ou multiplos tumores, de no maximo 5
cm em sua maior dimensao
T3 - Multiplos tumores maiores do que 5 cm ou tumor envolvendo um ramo
principal da veia porta ou veia hepatica (s)
T3a - Mdltiplos tumores maiores do que 5 cm
T3b — Tumor unico ou multiplos tumores de qualquer didmetro envolvendo
um ramo principal da veia porta ou veia hepatica (s)
T4 - Tumores com invasao direta de 6rgaos adjacentes, exceto a vesicula biliar,
ou com perfuracéo do peritonio visceral.
N - Linfonodos Regionais
NX - Linfonodos regionais ndo podem ser avaliados
NO — Auséncia de metastases em linfonodos regionais
N1 — Presenca de metastases em linfonodos regionais
M - Metastase a distancia
MO - Auséncia de metastases a distancia
M1 — Presenca de metastases a distancia
Agrupamento de estadio
Estadio TN M
Estadio I T1 NO MO
Estadio Il T2 NO MO
Estadio IlIA T3a NO MO
Estadio 1lIB T3b NO MO
Estadio IlIC T4 NO MO
Estadio IVA Qualquer T N1 MO
Estadio IVB Qualquer T Qualquer N M1



52

9.2 ANEXO 2 - Protocolo para Imuno-histoquimica: EpCAM e AFP

1. Desparafinizar as laminas em 02 banhos de xilol - 5 minutos cada

2. Reidratar em 02 banhos de alcool absoluto - 3 minutos cada; 02 banhos de alcool
70% - 3 minutos cada, 02 banhos de alcool 50% - 3 minutos cada e lavar em agua
destilada.

3. Realizar a recuperagao antigénica conforme recomendag¢des do fabricante do
anticorpo primario com tampao alto ou baixo, em banho-maria a 97°C, de 20 a 30
minutos. Deixar esfriar por 20 minutos.

4. Lavar com tampéo de lavagem (Tris ou PBS, durante 5 minutos em temperatura
ambiente (de 20-25°C).

5. Incubar as laminas por 15 minutos na Solugéo de Perdxido de Hidrogénio

6. Lavar com Tampao de lavagem por 5 minutos, em temperatura ambiente. Repetir
a operacao por mais trés vezes e secar ao redor do corte.

7. Aplicar o bloqueio de proteina ultra V em quantidade suficiente para cobrir o corte
e incubar as laminas por 10 minutos em camara umida, em temperatura ambiente.
NAO lavar, apenas escorrer o excesso do reagente.

8. Aplicar o anticorpo primario diluido em quantidade suficiente para cobrir 0 corte e
incubar as laminas de 30 a 60 minutos, ou conforme a recomendacéao do fabricante.
9. Lavar as laminas com tamp&do de lavagem por 5 minutos, em temperatura
ambiente. Repetir a operagdo mais duas vezes. Secar ao redor do corte.

10. Aplicar o complemento em quantidade suficiente para cobrir o corte e incubar as
laminas por 10 minutos, em camara umida, temperatura ambiente. NAO lavar,
apenas escorra o excesso do reagente.

11. Aplicar o conjugado HRP em quantidade suficiente para cobrir o corte e incubar

as laminas por 10 minutos, em camara umida, temperatura ambiente.
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12. Lavar as laminas com tampao de lavagem por 5 minutos. Repetir a operagéo
mais trés vezes. Secar ao redor do corte.

13. Aplicar o substrato cromégeno DAB Plus diluido 1/50 em tampao diluente de
DAB em quantidade suficiente para cobrir o corte. Incubar as laminas de 5 a 10
minutos, em camara umida, temperatura ambiente.

14. Lavar em agua destilada por 5 minutos. Repetir a operagcdo mais duas vezes.

15. Contra-corar com Hematoxilina, desidratar e montar com meio permanente.
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9.4 ANEXO 4 - Folha de aprovagao
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OFTALMOLOGIA

FOLHA DE APROVACAO
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ALFAFETOPROTEINA NO CARCINOMA HEPATOCELULAR

LEONARDO DO PRADO LIMA

Dissertagdo submetida 2 Banca Examinadora designada pelo Colegiado do Programa de
Pés-Graduagdo em CIENCIAS APLICADAS A CIRURGIA E A OFTALMOLOGIA, como
requisito para obteng@o do grau de Mestre em CIENCIAS APLICADAS A CIRURGIA E A

OFTALMOLOGIA.

Aprovada em 21 de junho de 2016, pela banca constituida pelos membros:
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UFMG

Belo Horizonte, 21 de junho de 2016.
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