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RESUMO

Introducao:O papel dos macrofagos na génese tumoral é complexo porque eles podem
prevenir ou promover o desenvolvimento do tumor. Os diferentes microambientes onde os
macrofagos associados ao tumor (TAMs) agem incluem dreas peritumoral e intratumoral.
Neste estudo iremos avaliar a evidéncia de infiltragdo de TAMs no microambiente tumoral
e correlacionar com fatores clinicos e patolégicos de progndstico em pacientes com
carcinoma hepatocelular (CHC) em tratamento por transplante hepatico.Método:A
infiltracio de TAMs foi avaliada por imuno-histoquimica em 35 amostras de tecidos
contendo carcinoma hepatocelular(CHC). Cada amostra foi corada com marcador de
macrofagos CD68, a infiltracdo foi avaliada quantitativamente e os resultados expressos em
quantidade de células por cinco campos de grande aumento ao microscopio optico (400x).
A relacdo entre a infiltracdo de TAMs e os achados clinico-patolégicos foram submetidos a
andlise estatistica.Resultados:Foram analisadas 35 amostras de carcinoma hepatocelular.
Constatou-se maior infiltracio de TAMs em dreas peritumorais em relacio a drea
intratumoral (p<0,001). Um segundo resultado relevante foi uma associagdo linear negativa
entre a presenca de TAMs intratumoral e o tamanho do tumor (p=0,03).Conclusoes: O
tamanho do tumor € um reconhecido fator clinico de progndstico. Foi observado, neste
estudo, que a concentragdo de macréfagos (TAMs) intra e peritumorais € estatisticamente
diferente no CHC, e que hd uma correlagdo negativa entre o tamanho do tumor e a
quantidade de TAMs intratumoral, indicando que a quantidade de TAMs no microambiente
do hepatocarcinoma pode ser fator limitante para o crescimento tumoral.

Palavras-chave: Carcinoma hepatocelular, TAM, CD68, aspectos clinicos e patolégicos.



ABSTRACT

Purpose:The role of macrophages in tumorigenesis is complex because they can both
prevent and promote tumor development. The distinct microenvironments where tumor-
associated macrophages (TAMs) act include intratumoral and peritumoral areas. This study
aims to evaluate the evidence of TAMs~ infiltration in the tumoral microenvironment and
its correlations with clinicopathologic features and prognostic values in resected
hepatocellular carcinoma (HCC) patients.Methods:TAMs~ infiltration was evaluated in
paraffin-embedded tissues from 35 HCC patients through immunohistochemistry methods.
Each specimen was stained with the pan-monocyte/macrophage marker CD68, and average
infiltration was quantitatively evaluated and results were expressed as cells-per-five-
independent-visual-field by light microscopy (magnification, 400x). Correlation between
TAMs” infiltration and clinicopathologic features, were statistically analyzed.
Results:Through the evaluation of these 35 specimens of hepatocellular carcinoma (HCC)
we find a higher TAMs” infiltration in the peritumoral area, which was statistically
significant (p<0,001), regarding the intratumoral area. A second important result was a
negative linear correlation between the presence of intratumoral TAMs and tumor size (p =
0.03).Conclusions: The tumor diameter is a recognized clinical prognostic factor in HCC,
used worldwide. The negative correlation between tumor diameter and number of
intratumoral TAMs reinforces the idea that the number of TAMs within the tumor may be a
limiting factor for tumor growth in the microenvironment of HCC.

Keywords: Hepatocellular carcinoma (HCC), TAMs, CD68, clinicopathologic features.
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1. INTRODUCAO

1.1 Epidemiologia do Carcinoma Hepatocelular

O Carcinoma Hepatocelular (CHC) € o quinto cancer mais freqiiente e a terceira
causa mais comum de morte por cancer em todo o mundo. Ocorre mais freqiientemente no
sudeste da Asia e Africa (Figura 1). A China sozinha contribui com mais de 50% da
incidéncia mundial dos casos de todo o mundo. Sua incidéncia vem aumentando nos
ultimos anos, o que parece estar relacionado a ocorréncia de cirrose e as infec¢des pelos

virus da hepatite B (VHB) e hepatite C (VHC) (EI-SERAG, 2007 e MANN et al, 2007).

No Brasil, este tumor ndo consta entre os dez mais freqiientes e hd poucos dados
acerca de sua real incidéncia. Apesar disso, algumas descri¢des de séries mostram que o
CHC ¢ mais freqiiente nos estados de Espirito Santo, Bahia e Amazonas. Corresponde a
oitava causa de morte por cancer no pais e tem morbimortalidade bastante consideravel,
acarretando custos elevados para o Sistema Unico de Saide (SUS) como um todo (INCA

2009 e PIMENTA, 2010).

A infeccdo pelo virus C da hepatite tem sido apontada como a principal causa do
aumento de casos de carcinoma hepatocelular entre os paises ocidentais com historico de
baixas taxas desta neoplasia como os Estados Unidos, Austrdlia e Reino Unido, onde a
vacinacdo para VHB tem elevada cobertura na populacdo e a dieta é pobre em aflatoxinas
B1. A China e outros paises asidticos passaram a vacinar todos os recém-nascidos contra o

virus da hepatite B e t€ém adotado programas de governo que intervém na alimentacio
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substituindo milho por arroz e reduzindo a exposicio a Aflatoxina Bl reconhecida
substancia hepatocarcinogénica resultando na reducdo na incidéncia de carcinoma

hepatocelular (GRETEN, 2009).

Figura 1- Variacdo da taxa de mortalidade por CHC de acordo com a idade. As taxas sdo expressas por
100.000habitantes

Fonte: Organizacdo Mundial de Saide. Dados de Mortalidade. Disponivel em:
http://www.who.int/whosis/en/ 2010.

O carcinoma hepatocelular é mais frequente entre os homens numa proporcao de
4:1 em relacdo as mulheres. Tém sido apontadas razdes hormonais e razdes
comportamentais para essa diferenca de incidéncia entre os sexos por diferencgas especificas
relacionadas a hormdnios androgénicos e a exposicdo aos fatores ambientais de risco. Em
geral, os homens ingerem mais bebidas alcodlicas, sdo mais freqlientemente contaminados

pelos virus B e C da hepatite, fumam mais e t€m mais reservas corporais de ferro. Além
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disso, estudosexperimentais com camundongos confirmaram a tendéncia masculina as
maiores taxas desta neoplasia, o que remete a fatores enddgenos como hormonios
andrégenos e maior massa corporal contribuindo para a ocorréncia desta neoplasia

(CONTE, 2000).

Em relagcdo a idade o CHC se apresenta em diferentes faixas etdrias a depender da
regido, do sexo e da etiologia. Em todas as dreas a incidéncia de CHC entre as mulheres
tem sido em média em torno de cinco anos mais tarde do que nos homens. Em populacdes
de baixo risco em paises como os Estados Unidos, Canad4d e Reino Unido as maiores
incidéncias sdo entre pessoas com idade de 75 anos ou mais. Padrdes semelhantes sdo
vistos entre muitas populacdes asidticas de alto risco, entretanto nas populacdes africanas
de alto risco, como Gambia e Mali, o pico de idade estd entre 60 e 65 anos. Estas diferencas
estdo relacionadas a idade de aquisic@o da infecgdo viral e a existéncia de outros fatores de
risco. A infeccdo pelo virus C ocorre consideravelmente mais entre os adultos e pelo virus

B entre os mais jovens, criancas e intra-utero (EL-SERAG, 2007 e KUMAR, 2005).
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1.2 Etiopatogénese

1.2.1 Cirrose

A presenca de cirrose hepdtica é o principal fator de risco para o desenvolvimento
do CHC. Entre 70 e 90% de todos os casos de carcinoma hepatocelular ocorrem em
ambiente de doenca hepdtica bem estabelecida e de cirrose. As principais causas de cirrose
em paciente com CHC incluem hepatite B, hepatite C, doenca hepética alcodlica e esteato-
hepatite ndo alcodlica. Menos comum sd@o hemocromatose hereditéria, deficiéncia de alfa-

I-antitripsina, hepatite autoimune e algumas porfirias (MANN 2007).

O CHC em figado cirrético resulta de episddios repetidos de morte e regeneracao
dos hepatdcitos, perpetuando um ciclo de proliferacdo celular com aumento da sintese de
DNA nos nédulos de regeneracio e esses processos podem levar a rearranjos aberrantes e a

alteracdes da funcao proteica reguladora (KUMAR, 2005 e PIMENTA, 2010).

Mutacdes em genes supressores tumorais podem ocorrer na etiopatogénese do CHC.
Genes supressores tumorais codificam proteinas que se opdem ao cancere, que interferem
no desenvolvimento dos tumores. Alguns tumores como o carcinoma hepatocelular
decorrem de alteracdes moleculares provenientes de mutacdes e algumas dessas mutacdes
ocorrem em genes supressores tumorais. O gene supressor tumoral mais estudado e

relacionado ao carcinoma hepatocelular € o p53; este gene regula o ciclo celular bem como
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induz a apoptose as células com dano grave no DNA. Tém sido encontradas mutacdes no
gene pS3 em 24-69% dos casos de CHC em algumas séries (DUFOUR 2007 e MANN

2007).

1.2.2 Virus B

O virus da hepatite B (VHB) ¢ um virus DNA que pertence ao grupo hepadnavirus.
A hepatite B se instala apds longo periodo de incubagdo do virus, podendo durar entre
quatro a vinte e seis semanas, e € transmitido por via parenteral e sexual. O virus pode ser
transmitido também da mae para o recém-nascido por transmissdo vertical. (BOGLIOLO,

2006)

Estima-se que em todo o mundo existam cerca de 300milhdes de pessoas com
infec¢do cronica pelo virus da hepatite B. Estudos de caso-controle mostram que VHB
cronico contribui para um aumento de 5 a 15 vezes no risco de desenvolver CHC se
comparado com a populagdo geral. A grande maioria, entre 70 € 90%, de CHC relacionados
ao VHB ocorrem na presenca de cirrose, entretanto VHB € relevante fator de risco para
CHC mesmo na auséncia de cirrose devido a lesdo direta que o virusB provoca no DNA do
hepatdcito. Nas dreas onde o VHB € endémico a transmissao vertical, ou seja, de mae para
filho intra-uterina, € a principal fonte de infeccdo e cerca de 90% das pessoas contaminadas
por esta via evoluem com doencga cronica. Esse padrio é diferente entre as populagdes que
adquirem o virus B nas fases adultas por via sexual ou parenteral. Entre estes, mais de 90%

da infeccao aguda resolve-se espontaneamente. (CONTE, 2000)
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A vacinacdo para hepatite B € reconhecida como a medida mais efetiva para
prevenir a infec¢do pelo VHB, reduzindo desse modo a mortalidade por complicagdes
associadas ao VHB, incluindo CHC. Em criancgas taiwanesas foi realizado estudo apés dez
anos do inicio do programa de imunizacdo que demonstrou reducdo importante na
incidéncia de CHC entre criangas de 6 a 14 anos. A incidéncia caiu de 0,7 por 100.000
criancas no periodo de 1982 a 1986 para 0,36 por 100.000 criangas no periodo de 1990 a
1994. Houve uma reducdo semelhante na mortalidade associada ao CHC no mesmo
periodo. A vacinacdo rotineira na infincia para hepatite B, com cobertura de 90% na
primeira dose administrada ao nascer, previne em 84% as mortes mundiais relacionadas ao

HBV. (EL-SERAG 2007)

1.2.3 Virus C

O virus da hepatite C tem um grande impacto na satde publica, cerca de 170
milhOes de pessoas estdo contaminadas em todo o mundo, com uma estimativa de

incidéncia global de trés a quatro milhdes de novas infec¢des por ano (ANDRADE, 2009).

A infeccdo cronica pelo virus C da hepatite (VHC) € o principal fator de risco para
o desenvolvimento de CHC. Marcadores para a infeccdo do VHC foram encontrados em

diferentes propor¢des entre as populagdes, por exemplo, 44 a 66% na Itdlia, 27-58% na
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Franca, 60-75% na Espanha e em 80 a 90% dos pacientes com CHC no Japao. Apds 25 a
30 anos da infec¢cao pelo VHC, as taxas de cirrose estdo entre 15 e 35% e a probabilidade
de pessoas contaminadas com o VHC desenvolverem carcinoma hepatocelular ¢ dificil de
estimar devido a prolongada evolucdo da doenga, no entanto a melhor estimativa é de 1 a

3% ap6s 30 anos de infec¢ado(FREEMAN, 2001)

A contaminagdo pelo virus C da hepatite aumenta o risco de CHC por promover
fibrose e eventualmente cirrose no figado. Ao contrario da hepatite B, muitos casos de
hepatite C ndo sdo detectados clinicamente na fase aguda, e evoluem em sua maioria para
formas cronicas. Nos pacientes infectados pelo VHC, os fatores ambientais e do hospedeiro
parecem ser mais importantes do que os fatores virais na progressdo para cirrose. Estes
fatores ambientais incluem idade, tempo de contaminagdo, sexo masculino, ingestdo
excessiva de dlcool (maior que 50g/dia), diabetes, obesidade e co-infec¢do com virus da
imunodeficiéncia humana ou VHB. Nao ha fortes evidéncias que fatores virais como o
gendtipo ou outros possam ser importantes na determina¢io da progressdao de cirrose para

CHC em pacientes infectados com VHC(DONATO, 2002).

A terapia antiviral em paciente com cirrose relacionada ao VHC pode diminuir
moderadamente o risco de desenvolvimento de CHC entre os pacientes tratados com
interferon (INF), este ultimo € efetivo em eliminar VHC e reduzir os niveis séricos de
aminotransferases em alguns pacientes com hepatite C cronica. A resposta a terapia com
INF esté relacionada a fatores como o subtipo viral, a concentragdo sérica do VHC e a

histologia hepatica (BRUNO, 2001)
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IKEDA et al publicaram em 1999 um trabalho realizado com 1.643 pacientes
portadores de hepatite pelo virus C onde foi avaliado o efeito do tratamento com interferon
na carcinogénese do carcinoma hepatocelular e conclui que esta terapia se comporta com

acao anti-carcinogénica.

1.2.4 Alcool

A associacdo entre cirrose hepdtica e dlcool é reconhecida desde o século XVIII,
quando foi descrita por Matthwe Bailei. Estudos epidemioldgicos subseqiientes
realizados em varios paises como EUA, Canadd, Franca e Suécia demonstram relagdo
direta entre a mortalidade para cirrose e o grau de consumo de dlcool (BOGLIOLO,

2006).

O Brasil tem uma das maiores producdes per capita de destilados do mundo e o
preco dos mesmos, especialmente a cachaca, ¢ muito baixo entre nés, o que favorece
amplamente o seu consumo. O alcoolismo cronico pode produzir diversos padrdes de
doenca tais como esteatose, esteato-hepatite alcodlica, cirrose e carcinoma

hepatocelular (KUMAR, 2005).

Em 2007 um grupo de epidemiologistas e pesquisadores da Agéncia Internacional
para a Pesquisa do Cancer (IARC) em Lyon na Franca se reuniu para avaliar o potencial
papel carcinogénico do élcool e do acetaldeido, seu primeiro metabdlito, em estudos

experimentais em animais e humanos. Este grupo de trabalho concluiu que a ocorréncia
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de tumores malignos na cavidade oral, faringe, laringe, esofago, figado, trato colorretal

e mama feminina podem surgir decorrentes do consumo de dlcool (SEITZ, 2007).

Uma ingestdo alcodlica entre 50 a 70g/dia de dlcool por periodos prolongados € um
reconhecido fator de risco para o desenvolvimento do CHC. Além de estar fortemente
associado ao desenvolvimento de cirrose hepética ha evidéncias de que haja um efeito
carcinogénico direto pelo dlcool as células do figado. A associacdo de &lcool e
infec¢des pelos virus da hepatite B ou C tem produzido efeitos carcinogénicos

sinérgicos aumentando os riscos para CHC (DONATO 2002 e SEITZ 2007).

1.2.5 Doenga Hepatica Gordurosa Nao-alcodlica

O figado gorduroso ndo-alcodlico é uma condicdo que se assemelha a doenga
hepatica induzida pelo dlcool, mas ocorre em pacientes que ndo sdo etilistas cronicos. Afeta
predominantemente as mulheres e estd fortemente associado a obesidade, dislipidemias,

hiperinsulinemia, resisténcia a insulina e diabetes tipo 2 (LARSSON, 2007).

Esta condicdo demonstra achado histoldgico de esteatose, que progride comumente
para inflamacdo parenquimatosa multifocal denominada esteato-hepatite, commorte de
hepatdcitos e consequente fibrose. Os sucessivos processos inflamatorios e fibroticos

subclinicospor periodo prolongado resultardo em cirrose hepdtica. Estudos com bidpsias
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seqiienciais em intervalos de sete e nove anos mostram evolugdo para cirrose em 17% dos
casos de esteato-hepatite. A cirrose ja estabelecida como descrito anteriormente concorrera

para a ocorréncia do CHC.(BOGLIOLO e KUMAR 2005).

Dados epidemioldgicos mundiais estimam que dez por cento dos pacientes
submetidos a resseccdo cirdrgica de carcinoma hepatocelular associado com doenca
hepdtica cronica ndo tenham etiologia da cirrose estabelecida. Estudos recentes mostram
que os pacientes com hepatite cronica criptogénica frequentemente tém fatores de risco

para doencga hepdtica gordurosa ndo-alcodlica. (REGIMBEAU 2004, LARSSON 2007).

1.2.6 Aflatoxinas

Dentre os outros fatores que contribuem para a ocorréncia de CHC destacam-se a
Aflatoxina, uma micotoxina produzida por algumas cepas do fungo Aspergillus flavus,
encontrado em cereais, especialmente amendoins armazenados inadequadamente. A
aflatoxina hepatocarcinogénica mais potente é a aflatoxina B1 e alguns estudos mostram
que a excrecdo urindria de metabdlitos da aflatoxina B1 estd associada com aumento
dequatro vezes no risco de desenvolver CHC. Parece haver acdo sinérgica entre as

aflatoxinas e o virus da hepatite B. Individuos portadores de infec¢do pelo VHB e com
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niveis elevados de excrecdo de aflatoxina B1 t€ém um aumento em torno de 60 vezes no

risco de desenvolver CHC.

1.2.7 Hemocromatose

Doenga que resulta de um defeito genético que causa absor¢do excessiva de ferro
(hemocromatose hereditdria) ou como uma conseqiiéncia da administracdo parenteral de
ferro (hemocromatose secunddria) e se caracteriza pelo actimulo excessivo de ferro no
corpo, a maior parte do qual é depositado em 6rgios parenquimatosos como o figado e o
pancreas. A hemocromatose hereditaria € um distirbio herdado recessivo e homozigoto. A
manifestacdo patolégica nos 6rgios acometidos é produto da toxicidade direta produzida
pelo ferro em excesso, lentamente formando septos fibrosos e levando em ultima andlise a
um padrio de cirrose micronodular. O risco de portadores de hemocromatose desenvolver

carcinoma hepatocelular € 200 vezes maior do que na populagdo geral (KUMAR, 2005).

1.3 Fatores clinico e patolégicos de prognostico

1.3.1 Tamanho do Tumor
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Em sua evolucdo natural, o cancer tende a crescer e invadir primeiro o 6érgao onde
se originou depois as estruturas adjacentes e, finalmente, sitios a distancia. Visando
estabelecer o grau de desenvolvimento e disseminagdo de uma neoplasia, com vistas
sobretudo a orientar as medidas terapéuticas e a estabelecer seu progndstico as neoplasias
veém sendo classificadas em estddios clinicos e patoldgicos. O sistema mais empregado no
estadiamento das neoplasias € o TNM, no qual T indica o tamanho do tumor em
centimetros, N significa a existéncia de metdstases em linfonodos e M se refere a presenca

de metdstases em outros 6rgaos.

O tamanho do tumor tem sido utilizado mundialmente como um dos requisitos para
o diagndstico ndo invasivo de CHC juntamente com a dosagem de alfa-fetoproteina e

exames de imagem demonstrando hipervascularizacdo arterial.

De acordo com o consenso formulado pela Associacdo Européia para o Estudo do
Figado 2001 e adaptado em 2006, s@o usados critérios clinicos e radioldgicos em figado
cirrético onde ndédulos maiores que 2cm de didmetro, associados a dosagem de alfa-
fetoproteina superior a 400ng/ml e um exame de imagem demonstrando
hipervascularizagdo permite o diagnostico clinico de CHC; nos nédulos menores que 2,0cm
sdo necessdrias duas modalidades de exames de imagem demonstrando hipervascularizacio
(GOMAA, 2009). No Brasil, foram estabelecidos através de regulacdo pela Portaria 208 de
30 de outubro de 2009 do Ministério da Saude o uso dos Critérios de Mildo com base no

tamanho do tumor.

Em relagdo ao progndstico o tamanho do tumor também € utilizado como

pardmetro. Em pacientes que realizaram hepatectomia por CHC, algumas caracteristicas



25

clinico-patolégicas como o tamanho do tumor, a graduacio histopatoldgica e a presenca de
invasdo vascular t€m sido utilizados como fatores preditores de pior progndstico e

recorréncia(GOMAA, 2009 e MANN, 2007).

1.3.2 Graduacio de Edmondson-Steiner

O padrao histoldgico e arquitetural do tumor determina a graduacdo de Edmondson-
Steiner, sendo este o fator histolégico referido em diferentes estudos como diretamente

associado a sobrevida e tempo livre de doenca(SHIRABE, 1995 e VALENCA Jr,2001)

A graduagdo de Edmondson-Steiner € subdividida em quatro estddios, a saber:

Grau I- neoplasia bem diferenciada, podendo ndo ser visualizadas dreas de
crescimento agressivo, o que dificulta algumas vezes o diagndstico. Apresenta aumento do

tamanho dos hepatdcitos e formagdes luminares contendo bile.

Grau II- neoplasia com moderada diferenciagdo apresentando hepatdcitos
neopldsicos com nucleos maiores e hipercromaticos, citoplasma abundante, acidéfilo e de
limites bem definidos. Os 4cinos sdo frequentes, com limens de diferentes tamanhos e

preenchidos por bile ou precipitado protéico.

Grau III- os nicleos sdo maiores e mais hipercrométicos que aqueles encontrados no

grau II, exibindo aumento da relacdo nucleo-citoplasmdtica. Uma de suas principais
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caracteristicas € a formacdo de células gigantes tumorais que sdo mais freqiientemente

observadas neste grau. Sdo também vistos colapso e distor¢do trabecular.

Grau IV- apresentam nucleos intensamente hipercromdticos, com relagdo nucleo-
citoplasmatica extremamente elevada. O citoplasma € geralmente escasso. O padrdo
arquitetural € medular, com formacdo de trabéculas e diminui¢do da coesdo celular. H4
menor formacgd@o acinar, menos bile e menor nimero de células gigantes. Podem ser vistas

areas fusiformes e de células pequenas e pouco diferenciadas.

1.3.3 Invasdo Vascular

Invasdo dos vasos sangiiineos e linfaticos pela neoplasia se deve a propriedade das
células malignas de destruir a matriz extracelular através de proteases e elastases,
possibilitando se locomover por adesdo a receptores especificos, vencer a membrana
basal dos vasos e penetrar na sua luz, especialmente nos capilares e vénulas, de paredes

mais finas (BOGLIOLO, 2006).

A presenca de invasdo vascular € um aspecto histolégico relevante para o
prognostico do carcinoma hepatocelular, tendo sido observado maior risco de recorréncia
tumoral entre os pacientes que apresentavam este achado nas microssec¢oes (HO et al.,

2006 e MANN, 2007).

1.3.4 Dosagem de alfa-fetoproteina
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Alfa-fetoproteina € uma glicoproteina fetal especifica com peso molecular em torno
de 70kDa que em condi¢Oes fisioldgicas € sintetizada primariamente pelo figado
embriondrio, pelas células do saco vitelino e pelo trato intestinal fetal no primeiro trimestre
de gestacdo. A concentracdo sérica de AFP declina rapidamente apds o nascimento e sua
expressdo € reprimida em adultos. Pacientes com doenca hepatica cronica, particularmente
aqueles associados com alto grau de regeneracdo dos hepatdcitos, CHC, carcinomas
embriogénicos, gdstricos e pulmonares podem expressar valores elevados de alfa-

fetoproteina (GOMAA, 2009).

A dosagem de alfa-fetoproteina (AFP) tem sido utilizada como principal marcador
soroldgico no diagndstico aqui no Brasil, todavia seu valor isolado ndo pode ser utilizado
como critério diagndstico, uma vez que doencas como hepatites, cirrose, e até carcinoma
pulmonar elevam os niveis séricos dessa glicoproteina. Além disso, nem todos os pacientes
com CHC tém elevacdo da concentracdo de AFP. Apesar destas limitacOes para o
diagnéstico, a AFP € um marcador frequentemente utilizado para avaliar recidiva de CHC
durante o acompanhamento de pacientes ja diagnosticados e tratados (GOMAA, 2006) e
tem sido muito util na avaliacdo do progndstico, pois valores acima de 1.000ng/mL sdo

associados com pior prognostico e recidiva do tumor (COELHO, 2009).

1.4 Microambiente tumoral
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Considera-se microambiente tumoral a drea formada pelas células tumorais,
parénquima, células inflamatorias, estromae todos os produtos moleculares provenientes
deste conjunto. Células tumorais produzem vdrias citocinas € quimiocinas que atraem
leucdcitos. Os componentes inflamatorios de uma neoplasia em desenvolvimento podem
incluir uma populagdo diversa de leucdcitos, por exemplo, neutréfilos, células dendriticas,
macréfagos, eosindfilos e mastdcitos, bem como linfécitos, e todas estas células sdo
capazes de produzir um variado perfil de citocinas e mediadores citotoxicos incluindo
intermedidrios reativos do oxigénio, proteases, metaloproteinases (MMPs), agentes
perfurantes da membrana e mediadores soliveis de morte celular como o Fator de Necrose

Tumoral-a, interleucinas e interferons (ALBINI, 2007).

Modelos in vitro e in vivo usando células tumorais e células estromais demonstram
que sinais do estroma e de interacdo intercelular sdo determinantes no comportamento do

tumor determinando o crescimento e invasdo tumoral (FARROW, 2008)

Estudos recentes indicam que a disfuncdo primdria do microambiente tumoral
somada a disfuncdo do epitélio € decisiva na carcinogénese (ALBINI, 2007). A
carcinogénese e a angiogénese tumoral resultam da intera¢do das células cancerigenas com

células endoteliais vasculares ou linfaticas, estroma normal e células inflamatdrias.

Osmondcitos na presenca de fator estimulador de colonias granuldcitos-macrofagos
(GM-CSF) e interleucina-4 sido diferenciados em células dendriticas imaturas. Células
dendriticas migram dentro e na periferia do tecido inflamado onde capturam antigenos e

ap6s maturagdo migram para os linfonodos onde estimulam a ativagdo de linfécitos. Fatores
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soliveis como a IL-6 e Fator Estimulador de Coldnias-1 (CSF-1) derivados de células
neopldsicas atraem precursores mieloides com fendtipos semelhantes aos macréfagos.
Curiosamente, células dendriticas encontradas em infiltrados tumorais sdo freqiientemente
imaturas e defeituosas na capacidade de estimular células-T (COUSSENS, 2002e

FARROW, 2008).

O microambiente tumoral tem sido considerado responsavel pela manutengdo da
neoplasia e pela permissdo de invasdo e disseminacdo das células tumorais. Dentre as
células inflamatdrias presentes na drea tumoral destacam-se os macréfagos responsdveis
pela imunidade inata com poder de produzir citocinas letais as células tumorais, bem como

de contribuir substancialmente para a imunidade adquirida(WITZ, 2006).

1.4.1Macro6fagos Associados ao Tumor

Macroéfagos associados ao Tumor (TAMs) sdo um significante componente do
infiltrado inflamatério em tecidos neopldsicos e sdo derivados de mondcitos que sao
recrutados por quimiocinas e proteinas quimioatratoras de mondcitos. TAMs t€ém um papel
duplo nas neoplasias podendo, por um lado, produzir diversos fatores de crescimento
angiogénicos e linfangiogénicos, citocinas e proteases que potencializam a progressdao do
tumor e por outro lado, também sendo capazes de produzir Interleucina-10 que
efetivamente age na funcdo anti-tumoral através de células T citotoxicas (COUSSENS,

2002, KHORANA, 2003)
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Durante muitos anos a presenga dos macréfagos associados ao tumor (TAMs) foi
vista como um fator desfavordvel ao progndstico do paciente por contribuir para a
progressao tumoral em neoplasias de mama, endométrio, bexiga e rim (LI, 2009; LEWIS,

2006)

Estudos recentes t€ém demonstrado que TAMs apresentam possibilidades distintas
de comportamento no microambiente tumoral a depender da intensidade de infiltragdo,
especificidade do tecido, tipo neopldsico e localizagdo da infiltracdo macrofdgica. Outras
publicagdes sugerem que acimulo de TAMs na periferia do tumor estimula a producdo de
diferentes fatores de destrui¢do tumoral tais como o Fator de Necrose Tumoral-a, 6xido
nitrico e interferon-y e, de modo contrdrio, o centro do tumor teria dreas de hipoxia que
induziriam a producio de fatores angiogénicos pelos TAMs, o que acarretaria propensao a

progressao tumoral. (LI et al., 2009; LEWIS e POLLARD, 2006).

Tem-se demonstrado que em canceres de mama, prdstata, ovario e colo uterino a
alta infiltracdo de TAM estd correlacionada com pior progndstico. Outros estudos mostram
que em neoplasias gdstricas, colorretais e no melanoma a alta infiltracdo de macréfagos

correlaciona-se com prognostico favoravel (LEWIS, 2006).

Um estudo realizado com 446 pacientes portadores de cancer de célon revelou que
densa infiltracdo de macréfagos na drea tumoral influencia positivamente o progndstico dos
pacientes com este tumor e que o contato entre as células tumorais e os macréfagos pode
influenciar o equilibrio entre propriedades pré-tumorais e antitumorais, produzidas pelos

macréfagos. (FORSELL, 2007).
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A presenca de macréfagos no ambiente tumoral (TAMs) no CHC tem apresentado
resultados variadose até conflitantes, sendo os estudos mais recentes favoraveis a um
melhor prognéstico dospacientes com tumores hepdticos exibindo elevada infiltragao
macrofagica, todavia, ainda permanece a ser elucidado o verdadeiro papel dos TAMs em
relacdo a recorréncia da doenga ou metdstase de carcinoma hepatocelular (BORTOLAMI,

2002; LI, 2009; PENG, 2005).

SHIMURA et al, em um estudo sobre cancer de prostata e macréfagos associados
ao tumor demonstrou que uma infiltracdo reduzida de TAM estd associada a progressiao
deste tipo de cancer. O referido estudo analisou diferentes compartimentos do tumor e
demonstrou que TAMs podem ter atividade paradoxal em relagdo aos efeitos na progressao
do cancer a depender do local de infiltracdo, se no compartimento de células cancerosas ou
compartimento estromal. Esta avaliagdo compartimentada do ambiente tumoral ndao tem
sido observada em muitas publicacdes. Outro aspecto observado em nossa revisao
bibliografica foi que na maioria dos estudos realizados com macrofagos associados ao
tumor (TAM) nio foi realizado mensuragdo quantitativa destas células e sim medidas semi-
quantitativas de acordo com a densidade percebida pelos observadores. Nao hd muitos
relatos sobre o assunto e os estudos disponiveis nao fazem distin¢do entre a presencga de

macréfagos intra ou peritumorais.

BUDHU et al(2006) em seu estudo sobre alteracdes genéticas predispondo a
ocorréncia de metéstase, postula que € possivel que no CHC o microambiente tumoral
possa determinar ou influenciar as alteragdes genéticas por meio de uma reprogramacao das

citocinas Thl e Th2 no tecido hepético ndo canceroso. No referido estudo foi constatado
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que havia expressao elevada do Fator Estimulador de Colonias de Macréfagos (CSF-1) em

microambiente hepatico de pacientes portadores de metdstase venosa intra-hepatica.

Atualmente tem sido utilizado os Critérios de Mildo, baseados no tamanho do
tumor, para a selecdo de pacientes aptos ao transplante hepatico como tratamento do
carcinoma hepatocelular, todavia os indicios demonstrados na literatura revelam que este
parametro isolado € insuficiente para inferir sobre a recidiva tumoral, e sugerem que outros
achados do microambiente tumoral como a invasdo vascular por células neopldsicas e o
infiltrado de células inflamatdrias e suas citocinas devam ser considerados em estudos

cientificos de relevancia visando a expansdo dos critérios atuais.

2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Quantificar a presenca de Macréfagos Associados ao Tumor (TAMs) e avaliar sua
relacdo com os aspectos clinico-patolégicos em pacientes portadores de Carcinoma

Hepatocelular (CHC).

2.2 Objetivos Especificos
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e Demonstrar e quantificar a presenca de macréfagos peritumorais e intra-tumorais

(TAMs) no CHC através da imunomarcac¢ao com CD68

e Determinar se existe correlacdo entre quantidade de TAMs e graduagdo de

Edmondson-Steiner

e Determinar correlacdo entre tamanho do tumor e dosagem de alfa-fetoproteina

e Estabelecer se a invasdo vascular em CHC tem relacdo direta com densidade de

TAMs

e (Correlacionar quantidade de TAMs aos aspectos clinico-patoldgicos nos pacientes

com carcinoma hepatocelular

3. METODO

3.1 Casuistica

Foram selecionados, retrospectivamente, junto ao Departamento de Patologia e
Medicina Legal (DPML) da Universidade Federal do Cearda (UFC) 44 casos de Carcinoma
hepatocelular (CHC) diagnosticados no periodo entre janeiro de 2005 a dezembro de 2009,

através de hepatectomia total por transplante hepatico.

Os critérios de inclusdo foram: a) Revisdo e confirmacdo do diagndstico por dois

patologistas; b) Mensuracdo da amostra tumoral em bloco de parafina garantindo que
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houvesse quantidade suficiente para realizacdo de novos cortes histolégicos e manutengao
da reserva sem prejuizo para exames posteriores pelos pacientes; ¢) Avaliar que as amostras
permitiriam cortes histolégicos com minimo de cinco campos de 400x (campos de grande

aumento).

Os critérios de exclusdo foram: a) casos com diagnéstico discordante entre o0s
patologistas; b) impossibilidade de reconhecer a arquitetura tumoral e estabelecer o grau de

Edmondson-Steiner; ¢) amostra histopatoldgica limitada para a reavaliagdo e novos cortes.

Foram avaliados os blocos de parafina e as laminas histoldgicas objetivando definir os
critérios de inclusdo e exclusdo de cada caso. A amostra final foi de 35 casos que
preenchiam os critérios de inclusdo, visto que trés casos apresentavam necrose intra-
tumoral impossibilitando avaliar o grau de diferenciacdo, quatro casos tinham o tamanho
tumoral menor que Smm, ndo atingindo area suficiente para novos cortes com avalia¢do e

dois casos tinham amostragem exigua para a contagem de CD68.

O projeto desta pesquisa foi previamente submetido 2 andlise pelo Comité de Etica em

Pesquisas do Hospital Universitdrio Walter Cantidio e obteve aprovacdo (ver anexo A).

Fora obtido o consentimento do fiel depositario dos blocos e laminas no Departamento
de Patologia da Universidade Federal do Ceard, bem como do fiel depositirio dos
prontudrios no Hospital Walter Cantidio para a realizacdo da pesquisa. Também foi firmado
e assinado pelos pesquisadores um termo para a utilizacdo dos dados obtidos junto aos

documentos e material de bidpsia com exclusividade nesta pesquisa.
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3.2 Dados Clinicos

Foram obtidas informacdes clinicas através de consulta aos prontudrios no Servigo
de Arquivo Médico Estatistico (SAME) do Hospital Universitdrio Walter Cantidio da
Universidade Federal do Ceard (UFC), ou presentes na ficha clinica do servico de

transplantes da referida instituig@o.

Os dados clinicos avaliados foram: sexo, idade, habitos de cigarro, dlcool e drogas, data
do diagndstico, tamanho do tumor (relatados pela macroscopia, ultrassonografia ou
tomografia computadorizada), dosagem de alfa-fetoproteina, realizagdo de quimio-
embolizagdo, tempo livre de doenga e data do 6bito, quando ocorrido. Estes dados foram

registrados em uma ficha padronizada (Anexo B).

3.3Confeccao das Laminas

As amostras se encontravamem blocos de parafina no Departamento de Patologia e
Medicina Legal (DPML) da UFC. Foram realizados cortes histolégicos com espessura
padraio de 4um conseguindo-se duas amostrasseriadas, sendo uma corada com
hematoxilina-eosina (H-E) de forma habitual e outra preparada em lamina especial para
coloracdo imuno-histoquimicaconforme descrito previamente no estudo de Forssell e
colaboradores. Foi realizado controle da imunomarcacdo em tecido de amigdala palatina
previamente selecionada para este fim. A coloracao foi realizada em um equipamento semi-
automdtico (Ventana) para procedimentos laboratoriais de imuno-histoquimica, com

autonomia de trinta laminas por vez, sendo utilizado anticorpo monoclonal CD68 (Dako)
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com diluicdio recomendada pelo fabricante conforme descrito em trabalhos

anteriores(FORSSELL 2007).

3.4 Leitura das Laminas

3.4.1 Leitura da coloracao H-E

As laminas coradas pelo HE foram revisadas por dois observadoresreavaliando todos os
achados histolégicos incluindo tipo tumoral, estadiamento patolégico, graduacdo de
Edmondson-Steiner, infiltragdo vascular tumoral e infiltracdo de células inflamatérias com
contagem de macréfagos na drea tumoral (TAMs). Foram estudados dois espacos no

microambiente da neoplasia: drea intratumoral e drea peritumoral.

3.4.2 Leitura Imuno-histoquimica

A imunomarcag@o mostrou que os macréfagos (TAMs) foram corados fortemente em seu
citoplasma na cor marrom pelo anticorpo CD68. A andlise foi feita pelos mesmos
observadores em microscopio Optico marca Nikon, modelo E200, sem qualquer
conhecimento prévio sobre progndstico ou correlacdo clinico-patologica. Casos
considerados conflitantes foram revisados pelosreferidos patologistase o resultado foi
obtido do consenso entre os dois.Foi realizada contagem numérica de TAMs em cinco
campos de grande aumento(400x) conforme descrito no estudo prévio de LI et al em 2009.
Foram avaliadas dreas distintas do ambiente tumoral, sendo especificamente observado

dreas intratumorais e peritumorais.
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3.5 Analise Estatistica

Foi utilizado O software GraphPad Prism® versio 5.00 para Windows® (GraphPad
Software, San Diego, Califérnia, USA, 2007) tanto para a realizacdo dos procedimentos
estatisticos como para a elaboracdo dos graficos. As varidveis quantitativas, continuas e
discretas, foram inicialmente analisadas pelo teste de Kolmogorov-Smirnov para verificar a
normalidade da distribuic@o. Para a estatistica descritiva, calcularam-se a média e o desvio
padrdo (dados paramétricos) ou a mediana, intervalo interquartil e valor minimo e maximo

(dados ndo-paramétricos).

Comparacdes entre duas varidveis independentes foram realizadas pelo teste ¢ para dados
nao-emparelhados. Tratando-se de duas varidveis dependentes, comparagdes entre elas
foram feitas pelo teste ¢ para dados emparelhados. O grau e o sinal da correlacdo linear
entre duas varidveis foram verificados pelo coeficiente de correlagdo de Pearson (dados
paramétricos) ou pelo coeficiente de correlacdo de Spearman (dados nao-paramétricos)

(ARMITAGE; BERRY, 1994).

Em todos os casos, estabeleceu-se em 0,05 (5%) a probabilidade a do erro tipo I (nivel de
significancia), sendo considerado como estatisticamente significante um valor p menor que

0,05.
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Os pacientes estudados se distribuiam quanto ao sexo em 29 (82,8%) masculinos e 06

(17,12%) femininos. O sexo masculino foi predominante no acometimento de carcinoma

hepatocelular.
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Gréfico 2- Distribui¢do dos pacientes quanto ao sexo

Quanto a idade,14 pacientes tinham idade acima de 60 anos e 21 pacientes abaixo de 60

anos, sendo a média de idade de 55,13 anos no momento do diagnéstico (Figura 3).
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Griafico2-Distribui¢do dos pacientes quanto a idade em que foi estabelecido o diagndstico
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Todos os pacientes estudados tinham cirrose associada ao carcinoma hepatocelular. Em
relacdo a etiologia da cirrose 32 pacientes(91,4%) tinham fatores definidos e 03 casos
(8,6%) nao tinham etiologia definida (Tabela 1). Dentre os fatores etioldgicos encontrados
a infeccdo pelo virus da hepatite C esteve presente em 16 (47,5%) dos casos com etiologia
definida, sendo que em 03 casos estavam associados ao uso cronico do édlcool. O virus da
hepatite B foi responsdvel por 08 (25%) dos casos; a ingestdo alcodlica cronica estava
presente em 10 (9,37%) dos casos, sendo que em 03 casos estavam associadosao VHC. Um

paciente (3,12%) era portador de hemocromatose (Figura 2).

B VHB

B VHC

EALCOOL

B VHB +DELTA

B VHC+ALCOOL

H Hemocromt

Figura 2 — Etiologia da cirrose dentre os pacientes estudados (n=32)
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Houve presenca de invasdo vascular pela neoplasia em 08 casos estudados, destes 50%
tinham alfa-fetoproteina pré-transplante acima de 20ng/ml. Dentre os casos que

apresentavam infiltracdo vascular 87,5% tinham tamanho tumoral igual ou maior a 2cm.

Foi realizado tratamento de quimioembolizacdo prévia ao transplante em cinco
(14,28%) pacientes. Foram feitas comparacOes entre os pacientes submetidos ou ndo a
quimioembolizac@o com a quantidade de macréfagos intra e peritumoral, mediante o uso do
teste ¢ para varidveis nao-emparelhadas. Os dados foram expressos como média e desvio
padrdao das medicdes efetuadas nos preparados histoldgicos de 5 pacientes que realizaram
quimioembolizacdo e 30 sujeitos que ndo foram submetidos a tal procedimento. Na
quantificacdo de macrdéfagos intratumorais foram feitas comparagdes entre os dois grupos
de pacientes e nao foi constatada diferenca estatisticamente significante (P = 0,9215) entre
eles (Grafico3) Na quantificacdo peritumoral de macréfagos também ndo foi
estatisticamente significante (P = 0,8795) a diferenca encontrada entre os pacientes

submetidos (123,60 + 41,02) ou nao (119,30 £ 60,26) a quimioembolizagdo (Gréafico 4).

TABELA 1- Caracteristicas clinicas e demogréficas dos

pacientes com CHC

Idade média 55,1
(anos)
Sexo
Masculino 29
Feminino 06
Etiologia da

Cirrose



Hepatite C
Hepatite B
Alcool

Hepatite C +
Alcool

Hepatite B +
Delta

Hemocromatose
Naio definida

Numero de
Noédulos

Unico

Muiltiplos

TABELA 2- Percentual do tamanho tumoral entre os pacientes analisados

Tamanho(cm)
O0al

1,1a2

13

05

07

03

03

03

03

13

22

Qtd.
1

11

%
2,86 %

31,43%

42



43

2,1a3 15 42,86%
31a4 4 11,43%
4,1a5 3 857%
51a6 0 0,00%
61a7 1 286%

Vinte e dois pacientes (62,8%) apresentavam tamanho tumoral acima de 2,0cm e menor

que 5,0cm (Tabela 2).

El Sem quimioembolizacao
Bl Com quimioembolizacao

iy
[=}
<

©
e
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)
?

0-
Gréfico 3— Quantificagdo intratumoral de macréfagos nos pacientes submetidosa quimioembolizagdo (n=5) ou
ndo submetidos a quimioembolizagdo (n=30)
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Grifico 4 — Quantificagdo peritumoral de macréfagos nos pacientes submetidos ou ndo a quimioembolizagao.

Constatou-se que a quantidade de macréfagos verificada na regido peritumoral (119,91
+ 57,42) foi significantemente maior (p< 0,0001) que a observada na regido intratumoral
(68,51 £ 36,28). A quantificagdo de macréfagos nas regides intra e peritumoral, conforme
expressao imuno-histoquimica de CD68 tiveram os dados expressos como média e desvio
padrdo das medic¢odes efetuadas nos preparados histolégicos de 35 pacientes em cada regido.
As comparagdes entre as duas regides anatdmicas foram feitas mediante o uso do teste ¢

para varidveis emparelhadas (Grafico 5).
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tratumoral e peritumoral (200x)

Figura3 — Coloragdo HE drea in

Figura 4— Coloragdo imuno-histoquimica para CD68 area intratumoral e peritumoral (200x)
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Grafico6— Quantificacdo de macréfagos nas regides intratumoral e peritumoral (p<0,0001)

A partir de dados expressos como média e desvio padrao das medi¢des efetuadas nos
preparados histoldgicos de 8 pacientes cujos exames evidenciaram invasdo vascular e 27
sujeitos nos quais tal achado nao foi observado, a quantificagdo intratumoral de macréfagos
foi maior entre os pacientes sem invasdo vascular(73,48 £ 37,61) do que entre os pacientes
com invasdo vascular (51,75 + 26,92), embora a diferenca ndo tenha sido significativa do

ponto de vista estatistico (p= 0,1390);

As comparagdes entre os dois grupos de pacientes foram feitas mediante o uso do teste

t para varidveis nao-emparelhadas (Gréficos 5 e 6).
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Hl Sem invasao vascular
Bl Com invasao vascular

Grifico 7 — Quantificagdo intratumoral de macr6fagos nos pacientes com e sem invasao vascular

200+
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Macrofagos (CD68)

Hl Sem invasao vascular
Bl Com invasao vascular

Grifico 8 — Quantificagdo peritumoral de macréfagos nos pacientes com e sem invasdo vascular

Houve associacdo entre a quantidade de macréfagos intratumorais, conforme expressao

imuno-histoquimica de CD68, e o tamanho do tumor (Gréfico 6).
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O grau e o sinal da correlacdo linear entre as duas varidveis foram quantificados pelo
coeficiente de correlacdo de Pearson (r). Verificou-se uma fraca correlagdo linear negativa
(r =-0,3517) significativo do ponto de vista estatistico (p = 0,0383) entre a quantidade de
macréfagos intratumorais € o tamanho do tumor. Entre os macréfagos peritumorais e o
tamanho do tumor demonstra-se correlacdo linear positiva (r = 0,1890), porém a diferenca
estatistica ndo foi significativa (p = 0,2768). O grau e o sinal da correlacdo linear entre as
duas varidveis foram quantificados pelo coeficiente de correlacdo de Pearson (r) (Grafico

7). Estes achados sugerem que ha diferenca no perfil dos macréfagos peri e intratumoral.

180+
150+ *
120+

Macrofagos (CD68)
3

Tamanho do tumor (cm)

Griéfico 9 — Associagdo entre a quantidade de macréfagos intratumorais e o tamanho do tumor (p=0,0383)
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Grifico 10 — Associacdo entre a quantidade de macrdéfagos peritumorais e o tamanho do tumor

Nao se demonstra neste estudo associacdo entre a quantidade de macréfagos
intratumorais e o grau de Edmondson-Steiner. O grau e o sinal da correlagdo linear entre as
duas varidveis foram quantificados pelo coeficiente de correlagdo de Spearman (r). Nao foi
constatada correlacdo linear (r = -0,0012; p = 0,9944) entre a quantidade de macréfagos
intratumorais € o grau de Edmondson-Steiner (Grafico 8). Também ndo foi constatada
correlacdo linear (r = 0,1123; p= 0,5209) entre a quantidade de macréfagos peritumorais e o

grau de Edmondson-Steiner (Grafico 9).

Ao estudarmos o tempo livre de doenga, em meses, € sua associagdo com a quantidade
de macrofagos, utilizamos o coeficiente de correlagdo de Pearson (r) para quantificar o grau
e o sinal da correlacdo linear entre as duas varidveis e verificamos uma fraca correlacdo
linear negativa (r = -0,3142; p = 0,0660) entre os macrofagos intratumorais, bem como

entre os macréfagos peritumorais (r = -0,2804; p = 0,1028) (Gréfico 10).
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Nao foi constatada correlacdo linear (r = 0,0589; p = 0,7370) entre os valores da alfa-

fetoproteina e o tamanho do tumor (Gréfico 11 e 12).

TABELA 3-Relacdo entre tamanho tumoral e presenca ou ndo de invasdo vascular

Com invasdo vascular

Sem invasdo vascular

Tumor < 2,0cm

02

11

Tumor > 2,0cm

06

16

300-
0 2504
o ]
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4
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3
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°
0 T T

o
g
o
N
o
[24]
o
£
o
[$)]
o
[«2]
o

Tempo livre de doenca (meses)

Gréfico 11 — Associacdo entre a quantidade de macréfagos peritumorais e o tempo livre de doenca (meses)
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Grifico 12 — Associacdo entre a alfa-fetoproteina e o tamanho do tumor.
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Gréfico 13 — Associagdo entre a alfa-fetoproteina e o tamanho do tumor apds a remocdo dos valores

discrepantes da alfa-fetoproteina (6 pacientes).
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5 DISCUSSAO

No presente estudo a distribui¢do de casos de CHC em relacdo ao sexo e a idade foi
condizente com a literatura. Nosso estudo apresentou uma propor¢do de quatro homens
para uma mulher o que tem sido observado em vérios estudos no mundo inteiro. Fatores
enddgenos, ambientais e comportamentais podem estar associados a predominancia de

casos de CHC entre os homens.

A média de idade em que se estabeleceu o diagnodstico de CHC entre 0s nossos
pacientes foi de 55,1 anos, o que também estd de acordo com a maioria dos estudos
publicados, onde a média de idade encontra-se entre aquinta e sexta décadas. Sabe-se que a
idade de distribuicdo de CHC mundialmente pode variar de acordo com a regido estudada,

taxa de incidéncia, sexo e possivelmente pela etiologia (EL-SERAG 2007, KUMAR,2004).

A medida do maior diametro tumoral foi estabelecida para cada amostra estudada e foi
observada uma diferenca de 5,6cm do menor para o maior tumor analisado. Nao houve
associacdo entre o tamanho do tumor e a dosagem de alfa-fetoproteina demonstrando que a
quantidade de alfa-fetoproteina independe do crescimento tumoral, podendo ser decorrente
de diversas situacdes clinicas e patoldgicas. Estudos demonstram que até 65% de pacientes
com tumor hepdtico podem manter niveis normais de alfa-fetoproteina (menor que
20ng/mL) e que apenas 22% dos pacientes com Carcinoma hepatocelular tiveram niveis de
AFP acima de 200ng/mL. Também tem que se considerar que doencas como hepatite,
cirrose, e até carcinoma pulmonar elevam os niveis séricos dessa glicoproteina

(COELHO,2009; GOMAA, 2009).



53

A quantidade de TAMs nos tumores e adjacéncias tem variado nos diferentes estudos
realizados, de acordo com o 6rgdo acometido e a localizagdo destes macrdéfagos no
microambiente tumoral. Também foram descritas variagcdes do comportamento destes
macréfagos, se estimulantes ou ndo ao desenvolvimento tumoral(CHEN, 2005,

FORSSELL, 2007;LI, 2009; SICA, 2006).

LEWIS e POLLARD publicaram em 2006 uma revisao de literatura que demonstrava
que a alta infiltracao de TAMs em tumores de estdbmago, colorretal e melanoma mostrava-
se favordvel ao progndstico dos pacientes, e em tumores de mama, prdstata, endométrio,
bexiga, rim, es6fago e carcinoma de pele a alta infiltracio macrofdgica estava relacionada

com pior prognostico.

Em nosso estudo avaliamos a infiltracdo de macréfagos em duas dreas distintas do
microambiente tumoral: a regido intratumoral e a peritumoral. Observamos que a
quantidade de TAMs nas areas peritumorais foi maior do que a observada nas &reas
intratumorais e este dado foi significante do ponto de vista estatistico (p<0,0001). As areas
peritumorais sdo ricas em células de inflamacao, fibroblastos, células endoteliais e outras
células epiteliais ndo malignas, além das células de Kupffer que representam uma
populacdo de macréfagos residentes no tecido hepdtico e que se somam aos TAMs na
marcacgado pelo corante imuno-histoquimico, mas que possuem uma disposicao histolégica e

fenotipica bem conhecida e distinta.

A presenca de cirrose hepatica em todos os casos estudados proveniente de prolongado

processo inflamatério cronico pode contribuir, em parte, com o aumentodos componentes
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celulares e inflamatérios no compartimento peritumoral. (COUSSENS, 2002 e LEWIS,

2006).

O tamanho do tumor foi correlacionado com a quantidade de macréfagos observada
dentro da neoplasia (intratumoral) e nas adjacéncias (peritumoral), tendo sido
verificadamaior quantidade de macréfagos no microambiente intratumoral dos tumores
menores, enquanto nos tumores maiores decrescia esta quantidade, revelando assim uma
correlagdo linear negativa, significantedo ponto de vista estatistico (p=0,0383), entre a
quantidade de macréfagos intratumorais e o tamanho do tumor. Este resultado pode ser
analisado como produto do balango regulatério entre os perfis de citocinas produzidos nos

diferentes compartimentos da neoplasia(SHIMURA et al, 2000).

A agressividade tumoral se correlaciona com o grau de Edmondson-Steiner, presencga
ou auséncia de necrose e de invasdo vascular. Uma vantagem na utilizacdo da graduagdo de
Edmondson-Steiner é que ela se baseia nos aspectos histologicos de diferenciacdo tumoral,
ou seja, os aspectos microscopicos revelam o grau de distorcdo celular e arquitetural do
tumor,podendo ser aplicada em neoplasias de quaisquer diametros. Observa-se que tumores
de maiores didametros podem ter comportamento pouco agressivo do ponto de vista da
diferenciacdo histoldgica e tumores bem pequenos podem ter intenso pleomorfismo

inclusive apresentar metdstases ou invasdo vascular.

Em nosso estudo, ndo se observou relagdo de dependéncia entre o grau de Edmondson-
Steiner com a infiltragdo de TAMs, todavia houve correlagdo entre a quantidade de TAMs e

o tamanho do tumor como demonstrado nos graficos 6 e 7.
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Observamos que os tumores pequenos apresentavam maior infiltracio de TAMs no
compartimento intratumoral, € os tumores maiores apresentavam maior infiltracdo de
TAMs no compartimento peritumoral. E fundamental entender porque foram recrutados
poucos macréfagos para dentro das neoplasias grandes e muitos macrofagos para as
neoplasias pequenas remetendo ao modelo de inflamag¢do como peca chave desta questao.
Possivelmente o perfil de citocinas produzidas pelos macréfagos seja distinto entre as dreas
estudadas modificando o fendtipo adquirido por estas células nos diferentes
compartimentos do microambiente tumoral, ou ainda, as citocinas liberadas por estes
macrofagos possam fazer parte do repertdrio de supressdo tumoral, rica em interleucina-10

e ativacao de linfocitos T citotdxicos o que pode promover regressao do tumor.

Os tumores maiores exibiam baixa infiltracio de macrdéfagos intratumorais e elevada
densidade dessa populacdo celular nas dreas peritumorais. Duas possiveis explicacdes
foram aventadas para explicar este achado: uma seria a possibilidade que essa baixa
quantidade de macrofagos entre as células tumorais ndo fosse suficiente em produzir
substincias de acdo anti-tumoral o que permitiria um maior crescimento da neoplasia; a
outra seria que a maior quantidade de macréfagos no tecido peritumoral poderia ter alguma

acdo tumorigénica que favorecesse o crescimento do tumor.

Os neutrdfilos sdo as primeiras células de inflamacdo recrutadas para o local de dano
tecidual. Os mondcitos que se diferenciam em macréfagos sdo os préoximos a chegar
guiados por fatores quimiotaticos. Uma vez ativados os macréfagos sdo as principais fontes

de producao de fatores de crescimento, citocinas, que afetam profundamente o endotélio,
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epitélio e estroma do microambiente local. As células tumorais produzem vérias citocinas e

quimiocinas que atraem leucdcitos.

O componente inflamatério de uma neoplasia em desenvolvimento pode incluir uma
populacdo diversificada de leucdcitos, por exemplo, neutréfilos, células dendriticas,
macréfagos, eosindfilos e mastdcitos, bem como linfocitos, todos sendo capazes de
produzir uma variedade de citocinas, mediadores citotoxicos, proteases, metaloproteinases
da matriz (MMPs) e mediadores de morte celular como TNF-q, interleucinas e interferons.
TAMs sao um significante componente inflamatério em tecidos neopldsicos e sdo
derivados de mondcitos que sdo recrutados largamente por proteinas € quimiocinas

quimiotaticas de mondcitos (COUSSENS, 2002).

Estudos utilizando camundongos transgénicos suprimidos para a expressao do Fator
Estimulador de Coldnias de Mondcitos (CSF-1) mostram menor migracdo de macréfagos
para os sitios tumorais e maior desenvolvimento tumoral em neoplasias avancadas. Pode-
se inferir que as células neoplédsicas em tumores de pequeno didmetro ainda nido tenham
sofrido perda da expressdo de Fator Estimulador de Coldnias e, portanto, mantenham seu
potencial de recrutar macréfagos, estes por sua vez sendo capazes de produzir seu
repertorio antitumoral, limitando o crescimento neopldsico. J4 as neoplasias de maiores
diametros tenham maior grau de les@o e dano genético com prejuizo em sua capacidade de
recrutar macréfagos para o sitio tumoral, desse modo contribuindo menos com os fatores

anti-tumorais promovendo um balanc¢o negativo em favor do crescimento neopldsico.

Alguns estudos recentes sugerem que defeitos no mecanismo anti-inflamatdrio

endogeno possam influenciar o cancer. Os principais mediadores envolvidos neste
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mecanismo sdo o TGF-B e a IL-10. Estudos experimentais com camundongos transgénicos
e inativos para a expressao do gene SM AD-4, uma proteina requerida para a sinalizag¢do de
TGF-B,causou o desenvolvimento espontineo de tumores gastrointestinais nos animais
estudados. Em outrosestudos a delecdo do gene da IL-10 em camundongos causou doenga
intestinal inflamatdria e promoveu o desenvolvimento de cancer colorretal (BERG, 1996;

BECKER,2004; KUHN,1993; LAWRENCE,2007).

Nao houve diferenca estatistica entre a quantidade de TAMs apresentadas pelo grupo de
pacientes submetidos a quimio-embolizagdo (05 pacientes) e aqueles que ndo foram
submetidos a este procedimento (30 pacientes)quando se estudam ambos os
compartimentos intra e peritumoral.Uma possivel explicacdo seja por haver isquemia e
morte celular em ambos os compartimentos analisados (intra e peritumoral) uma vez que

haverd acdo das drogas quimioterdpicas e embolizantes em todo o microambiente tumoral

(GRETEN, 2005).

A presenca de TAMs entre os casos que apresentavam ou ndo invasao vascular variou
em relacdo ao compartimento analisado, se intra ou peritumoral, todavia essa diferenga nao
foi estatisticamente significante. E sabido que a ocorréncia de invasio vascular,
angiogénese e metdstase estdo associadas a um aumento na expressdo de Fator de
Crescimento do Endotélio Vascular (VEGF), e que este estimula a migracao de macréfagos

para o sitio tumoral (KHORANA, 2003).

Nao foi possivel detectar diferenca estatistica devido ao tamanho da amostra estudada e
porque o estudo dividiu a quantidade deTAMs no microambiente tumoral, pois a a¢do desta

substancia certamente tem efeito pardcrino nos compartimentos analisados.
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Analisamos também a correlacdo entre TAMs e o tempo livre de doenca, mas nao foi
possivel estabelecer significancia estatistica, possivelmente pelo tamanho da amostra e
pelo tempo de acompanhamento que ndo alcangou cinco anos apds a ressec¢do cirdrgica.
Dentre os pacientes submetidos a transplante de figado em conformidade com os critérios
de Milao 8 a 15% tém recorréncia da doenca. Ainda assim verificou-se uma fraca
correlacdo linear negativa entre a quantidade de macréfagos intra e peritumoral e o tempo

livre de doenga.

Este resultado mostra-se condizente com a literatura em relacdo aos macréfagos
peritumorais e contraditdrio em relacdo aos macréfagos intratumorais, todavia os estudos
anteriores ndo faziam qualquer distin¢do entre esta topografia no microambiente tumoral,
apenas considerava a quantidade total de macréfagos associados ao tumor. Para este tipo
tumoral os estudos verificaram que a quantidade de TAMs € diretamente associada ao
tempo livre de doenca e pacientes com alta infiltracio de TAMs tem melhor progndstico e
aumento da sobrevida geral (LI, 2009). A sobrevida média dos doentes estaria mais ligada
a gravidade da cirrose e de suas complicagdes, particularmente a insuficiéncia hepética e os

sangramentos, do que ao tumor propriamente dito (CONTE, 2000).

O transplante hepdtico é uma abordagem de tratamento para o CHC considerado
atualmente a mais adequada do ponto de vista oncoldgico, pois além de remover o tumor,
substitui o parénquima hepético comprometido por figado normal, restabelecendo sua
funcdo, diminuindo as recidivas em casos selecionados e retirando todo o tecido cirrético

que € pré-maligno.
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A observagdo de que pacientes cirrdticos com tumores pequenos ndo detectados nos
exames pré-transplante (tumores incidentais) apresentavam indice de sobrevida livre de
recorréncia do tumor indistinguiveis dos cirrdticos sem malignidade, embasou as
convicc¢des do potencial curativo do transplante hepatico em relagdo ao CHC (PAROLINI,

2001).

O presente estudo revela que no carcinoma hepatocelular existe uma maior populacao
de macréfagos intratumoral do que peritumoral e este dado foi estatisticamente
significante. Mostrou-se ainda que os tumores menores exibem maior quantidade destes
macréfagos no seu interior evidenciando uma correlagdo linear negativa. Algumas
questdes como a relagdo entre a composi¢do de subpopulacdes destes macréfagos de
acordo com o perfil de citocinas produzidas, assim como a influencia dos macréfagos no
mecanismo de regulacdo do crescimento tumoral ainda necessitam de esclarecimentos

adicionais através de novos estudos.



60

6. CONCLUSOES

O carcinoma hepatocelular apresenta tamanhos populacionais distintos no
microambiente tumoral, sendo a concentragdo de TAMs dentro do tumor significativamente

menor do que a observada nas regides peritumorais.

Houve correlacido linear negativaestatisticamente significante entre a quantidade de
TAMs intratumoral e o tamanho do tumor, mas ndo entre este € TAMs peritumorais. Infere-
se que existam sub-populagdes distintas de macréfagos dentro de um mesmo

microambiente tumoral.

Nao houve correlagdo entre TAMs e graduacdo de Edmondson-Steiner, bem como ndo

houve correlacdo entre TAM e a presenca ou auséncia de invasdo vascular.

Constatou-se fraca correlacdo linear negativa entre os macrofagos intratumorais € o
tempo livre de doenga, todavia o periodo do estudo foi curto para avaliar a sobrevida dos

pacientes.

Nao foi constatada correlagdo linear entre os valores da alfa-fetoproteina e o tamanho

do tumor.

Sa@o necessdrios estudos detalhando o perfil de citocinas produzidas pelos macréfagos
associados ao tumor em carcinoma hepatocelular e avaliar a expressdo de substancias
capazes de atrair os macréfagos para o microambiente tumoral para melhor esclarecer a

participacdo de TAMs nestes tumores.
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ANEXO A- PARECER DO COMITE DE ETICA
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ANEXO B- FICHA DE DADOS CLINICOS

N° Prontudrio

Sexo

() Feminino () Masculino

Dosagem de alfa-fetoproteina pré-transplante_
Quimioembolizacio pré-transplante

()Sim () Nao

Tamanho do tumor (maior eixo) cm
N’ Nédulos

() Unico () Muiltiplos

Presenca de Cirrose

()Sim () Nao

Etiologia da Cirrose

() VHB () VHC () VHB + Alcool
() VHB + Delta ()VHC + Delta ()Alcool

() outros

Graduacao de Edmondson —Steiner
OI OIr oo O)Iv

Tempo pos-transplante (meses)

Recidiva tumoral

()Sim () Nao

Obito relacionado ao Tumor
()Sim ()Nao

Invasao Vascular

()Sim () Nao

Invasao Neural

()Sim () Nio

ng/ml

( )VHC + Alcool
() Hemocromatose

() Nao definida
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ANEXO C- ASPECTOS HISTOPATOLOGICOS
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Pacientes CD68 intra CD68 Peri Edmondson-Steiner | Invasdo Vasos Tamanho Nédulo(cm)
01 18 59 3 Sim 5,0
02 38 156 2 Niao 6,5
03 52 171 3 Sim 2,0
04 93 96 2 Niao 22
05 23 30 2 Sim 35
06 25 46 3 Nio 24
07 17 39 2 Nio 3,0
08 57 103 2 Niao 2,0
09 67 300 3 Niao 35
10 86 105 2 Niao 22
11 172 144 2 Niao 1.4
12 74 86 2 Sim 1,2
13 32 176 3 Nio 3,0
14 62 111 2 Niao 22
15 61 53 3 Nao 1,2
16 46 116 2 Niao 1,8
17 32 162 2 Sim 3,1
18 46 12 2 Nio L5
19 112 174 2 Niao 1.2
20 106 145 2 Niao 4,5
21 60 82 2 Niao 3,0
22 88 106 2 Niao 0,9
23 112 156 3 Niao 3,0
24 152 154 4 Nio 1,2
25 64 123 2 Nio 2,6
26 68 83 2 Sim 2,5
27 115 114 3 Nio 1,7
28 98 107 2 Niao 2,0
29 51 129 3 Sim 4,5
30 32 118 2 Nio 3,0
31 42 94 3 Nio 3,0
32 61 186 2 Niao 1,7
33 68 88 3 Nio 22
34 96 230 2 Sim 4,0
35 72 143 4 Niao 24
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