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RESUMO

Godoy AL. Classificagcdo molecular dos adenomas hepaticos através de
marcadores imunoistoquimicos. Sdo Paulo; 2016. [Dissertacdo de
Mestrado-Fundag&o Antonio Prudente].

Os adenomas hepatocelulares (AHC) sédo tumores hepaticos benignos raros.
Estudos em biologia molecular tém demonstrado que os AHC séo
neoplasias heterogéneas com classificacdo genotipica que permite
identificar 4 subtipos: AHC com mutacdo de HNF1A (35-40%), AHC com
mutacdo de Beta-catenina (10%), AHC inflamatério (50 a 55%) e AHC
Inclassificavel (menos de 10%). Esta classificacdo pode ser feita através da
pesquisa imunoistoquimica (IMQ) de alguns marcadores especificos, tais
como, como o LFAPB (liver fatty acid-binding protein), Amiléide A, Glutamina
Sintetase (GS), Beta-catenina e Proteiana C Reativa (PCR). Este estudo
pretende classificar os AHC operados no A.C. Camargo Cancer Center, no
periodo de 2001 a 2014, em subtipos moleculares através da IMQ e
correlacionar os subtipos com caracteristicas clinicas e histopatoldgicas.
Para tanto foi realizado IMQ com os marcadores LFAPB, amildide A, GS,
Beta-catenina e PCR seguindo os protocolos ja estabelecidos no Laboratorio
de imunoistoquimica do Departamento de Anatomia Patologica do A.C.
Camargo Cancer Center. As informacgfes clinicas relevantes foram obtidas
dos prontuarios clinicos dos pacientes e os dados anatomo-patolégicos das
revisbes histopatolégicas das laminas correspondentes. Espécimes
cirurgicos de 21 pacientes com diagnostico de AHC, foram revisados, sendo
realizado analise IMQ com os 5 reagentes descritos acima, sendo possivel
classifica-los em 3 subtipos: 10 pacientes (47,5%) com AHC Inflamatorios; 5
pacientes (24%) com AHC Inflamatdrios com mutacdo da Beta-catenina e 6
pacientes (28,5%) com AHC Inclassificavel. Foram aplicados testes
estatisticos apropriados para as analises dos dados. Das caracteristicas

clinicas relevantes pesquisadas (idade, sexo, uso de anticoncepcional,



indice de massa corporea, tamanho e numero de nodulos), apenas 0 sexo
masculino, apresentou correlacdo estatisticamente significante com o
subgrupo AHC Inflamatorio com Beta-catenina ativada. Em relacdo as
variaveis histopatoldgicas, atipias citolégicas e apresenca associada de
Carcinoma hepatocelular (CHC) apresentaram diferencas estatisticas
significantes com o subtipo AHC Inflamatério com Beta-catenina ativada.
Este estudo nos permitiu reproduzir a classificagdo molecular
imunoistoquimica dos AHC em nossa casuistica, com resultados
comparaveis aos da literatura. De acordo com as implicacdes progndsticas
desta classificacdo, a sua aplicacdo e padronizacdo na rotina clinica,

poderdo auxiliar na deciséo terapéutica em nosso meio.



SUMMARY

Godoy AL. [Molecular classification of liver adenomas through
immunohistochemical markers]. Sao Paulo; 2016. [Dissertagcdo de
Mestrado-Fundag&o Antonio Prudente].

Hepatocellular adenomas (AHC) are rare benign liver tumors. Molecular
biology studies have demonstrated that tumors are heterogeneous with AHC
genotypic classification which identifies four subtypes: AHC with HNF1A
mutation (35-40%), AHC with beta-catenin mutation (10%), inflammatory
AHC (50 55%) and unclassified AHC (less than 10%). This classification can
be made by immunohistochemical study (IMQ) of specific markers such as
LFAPB (liver fatty acid-binding protein), amyloid A, glutamino synthetase
(GS), Beta-catenin and C Reactive Protein (CRP). This study aims to classify
AHC operated in A.C. Camargo Cancer Center in the period from 2001 to
2014 in molecular subtypes by IMQ and correlate subtypes with clinical and
histopathologic features. For this was done with the IMQ LFAPB markers,
amyloid A, GS, Beta-catenin and PCR following the protocols established in
the Immunohistochemistry Laboratory of the Department of Pathology of the
A.C. Camargo Cancer Center. The relevant clinical data were obtained from
clinical records of patients and pathologic data of histopathologic review of
the corresponding blades. Surgical specimens from 21 patients diagnosed
with AHC were reviewed, being held IMQ analysis with 5 reagents described
above, it is possible to classify them into 3 subgroups: 10 patients (47.5%)
with AHC inflammatories; 5 patients (24%) as mutation AHC inflammatories
with beta-catenin and 6 patients (28.5%) with AHC unclassified. Appropriate
statistical tests for data analysis were applied. The relevant clinical
characteristics studied (age, sex, contraceptive use, body mass index, size
and number of nodes), only the males showed a statistically significant
correlation with the AHC Inflammatory subgroup with mutation of beta-

catenin. Regarding the histopathologic variables, cytologic atypia and the



associated presence of hepatocellular carcinoma showed statistically
significant differences with the AHC Inflammatory subgroup with mutation of
Beta -catenin. This study allowed us to reproduce the immunohistochemical
molecular classification of AHC in our sample, with results comparable to
literature. According to the prognostic implications of this classification, the
application and standardization in clinical practice may assist in therapeutic

decision in our midst.
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1  INTRODUCAO

1.1 CONSIDERACOES INICIAIS

Adenomas hepatocelulares (AHC) sédo neoplasias hepéticas benignas
que se tornaram reconhecidas nas décadas de 1960 e 1970, apdés a
introducdo e uso frequente de pilulas contraceptivas orais (ACO), tornando-
se o principal fator de risco (EDMONDSON et al. 1976; ROOKS et al. 1979).

Estes tumores sao definidos por uma proliferagdo monoclonal de
hepatécitos bem diferenciados e pela auséncia de triade portal e ductos
biliares (BIOULAC-SAGE et al. 2011a). O AHC geralmente caracteriza-se
por lesdo Unica e assintomatica e o seu tamanho varia de milimetros a
massas que podem ocupar todo o figado. A presenca de nddulos multiplos,
tipicamente possuindo mais de 10 lesGes no figado, indica uma entidade
Unica chamada adenomatose hepatica (FLEJOU et al. 1985).

Ao contrario dos outros tumores benignos do figado, como
hemangiomas e hiperplasia nodular focal, o AHC necessita de uma
abordagem clinica mais agressiva, pela possibilidade de ruptura e
sangramento que podem causar choque hipovolémico, além do risco de
malignizagdo, que pode ocorrer entre 4,2% a 10,6 % dos casos (STOOT et
al. 2010; FARGES et al. 2011).

Por acometer principalmente mulheres jovens em idade reprodutiva, o

diagnostico ou alta possibilidade diagnostica de AHC, traz um impacto



significativo na vida dessas pacientes, considerando o risco de complicacdes
relacionadas, impacto sobre futuras gestacdes, risco aumentado de
sangramento durante a gravidez, necessidade de suspensdo do uso de
contraceptivos orais e a possibilidade de cirurgia hepatica de grande porte.

Historicamente, desde suas primeiras descricbes o AHC foi
considerado uma entidade homogénea, bem definida (EDMONDSON et al.
1976).

Entretanto, na ultima década, em decorréncia dos avancos nhos
estudos genéticos e moleculares, iniciados pelo grupo de Bordeaux na
Franca (ZUCMAN-ROSSI et al. 2006), o AHC foi definido como uma doenca
heterogénea com apresentacbes genotipicas e fenotipicas distintas
(BALABAUD et al. 2013; BIOULAC-SAGE et al. 2007, 2009, 2013b; NAULT
et al. 2013).

De acordo com os estudos do grupo de Bordeaux, foram identificados
4 subgrupos de AHC, sendo que 3 deles apresentam alteracdes genéticas
distintas na sua tumorigénese. As mutacdes do gene Fator Nuclear
Hepatocitico 1 alfa (HNFlalfa) sdo responsaveis por 35% dos AHC, as
mutacOes ativadoras do gene Beta catenina (AHC Beta-catenina) estéo
presentes em 10% dos pacientes afetados e as mutacdes dos genes da via
de sinalizacdo da JAK / STAT3 (Janus kinase/signal transducers and
activators of transcription) estdo presentes nos AHC do tipo inflamatoério
(AHC I) que correspondem a 45% dos AHC. O quarto subgrupo denominado
inclassificavel (AHC inclassificavel) ndo possuiu caracteristica genética ou

histoldgica definida. Devido a forte associacdo do AHC do tipo Beta catenina



mutado com transformacdo para carcinoma hepatocelular, a identificacédo
deste subtipo € de extrema importancia na pratica clinica.

Essa classificacdo molecular possui correspondentes histolégicos
tipicos e pode ser realizada através de marcadores imunoistoquimicos
especificos (BIOULAC-SAGE et al. 2007).

Atualmente os AHC, apresentam-se como um desafio crescente na
pratica clinica para os hepatologistas, cirurgioes, radiologistas e patologistas,
no que tange os diagnodsticos diferenciais radioldégicos e histologicos,
especialmente quando essas lesfes apresentam caracteristicas
morfologicas sobrepostas com Hiperplasia Nodular Focal ou ao CHC bem
diferenciado.

A descoberta e a identificacédo de subtipos de AHC, representaram um
significativo avanco no conhecimento desta doenca complexa. Sua distin¢ao
€ importante para a pratica clinica, uma vez que o prognostico é fortemente
relacionado com cada subgrupo individual (NAULT et al. 2013).

Apesar de recente, a classificacdo molecular dos AHC, tem
contribuido com impacto na pratica clinica, tanto na utilizacdo para os
diagnésticos por meétodos de imagem, revelando caracteristicas
imagenologicas tipicas nos exames de ressonancia magnética nuclear,
como na identificacdo de lesdes com potencial de malignizacdo, que
demandam tratamento cirdrgico (BALABAUD et al. 2013; BIOULAC-SAGE et

al. 2013b; CRISTIANO et al. 2014; SEMPOUX et al. 2013).



1.2 EPIDEMIOLOGIA DO AHC

AHC é um problema mundial, corresponde a terceira causa de
tumores benignos hepéticos, apds hemangiomas e hiperplasia nodular focal
(NAULT et al. 2013).

Existe uma clara diferengca na incidéncia desta neoplasia entre os
paises da Europa e da Asia. Esta diferenca é explicada principalmente pelos
diferentes métodos de contracep¢do usados no mundo. Na Europa, os
contraceptivos orais sao utilizados por 54, 58, 60, 68 e 75% das mulheres na
Franca, Holanda, Bélgica, Portugal e Alemanha, respectivamente, versus 1%
na China, de 2% no Japéo, e 21 % nos EUA (BIOULAC-SAGE et al. 2013a).

A incidéncia anual de AHC é de 1 por 1.000.000 em mulheres que
nunca usaram contraceptivos orais, comparados com 30-40 por milhdo nas
usuarias, sendo particularmente mais comum no uso de ACO com altas
concentracdes de estroégeno e tempo de utilizagdo acima de 2 anos (ROOKS
et al. 1979). Porém esses dados sao referentes ao final da década de 70,e
desde entdo ndo houve estudos epidemiolégicos sistematicos sobre este
assunto (CHANG et al. 2013).

A verdadeira prevaléncia dos AHC é desconhecida, por tratar-se de
tumores usualmente assintomaticos, sendo diagnosticados de forma
incidental pela presenca de sintomas néo relacionados (LIAU et al. 2013).
De acordo com Biolac Sage em 2011, seria necessario um rastreamento
populacional com ressonancia magnética, para obter numeros precisos

(BIOULAC-SAGE et al. 2011b).



A incidéncia de AHC predomina em mulheres jovens (idade de 20 aos
44 anos) e raramente acomete criancas, homens e idosos, sendo estes
casos relacionados principalmente, a etiologias especificas, como desordens
vasculares, sindromes genéticas como polipose adenomatosa familiar,
glicogenoses, entre outras (BALABAUD et al. 2013; BIOULAC-SAGE et al.
2013b).

Até o final do seéculo passado, imaginava-se que o AHC iria
desaparecer com o uso de ACO de terceira geracdo que contém baixas
doses de estrogénio (BALABAUD et al. 2013). Porém, com a identificacédo de
outros fatores etiologicos associados como obesidade, sindrome metabodlica,
etilismo e principalmente com o maior acesso da populacdo aos exames de
imagem, o AHC tem sido cada vez mais diagnosticado como um achado
incidental em pacientes submetidos a exames de ultrassom, tomografia
computadorizada ou ressonancia magnética por sintomas nao relacionados

ao figado.

1.3 FATORES DE RISCOS ASSOCIADOS AO AHC

A associacao entre o uso de contraceptivos orais e o desenvolvimento
do AHC, foi descrita pela primeira vez em 1976, quando observou-se o
surgimento de varios casos de AHC em curto periodo de tempo em
pacientes que utilizavam ACO (EDMONDSON et al. 1976; ROOKS et al.

1979).



O mecanismo através do qual a terapia com estrogénio contribui para
o0 desenvolvimento de AHC n&o esta completamente compreendido, mas
parece estar relacionado a dose e ao tempo prolongado de uso. No entanto
20% das mulheres com AHC, ndo apresentam exposicdo aos ACO
(BIOULAC-SAGE et al. 2013b).

O uso de esterdides andrégenos anabolizantes utilizados para o
tratamento de anemia aplastica ou anemia de Fanconi, angioedema
hereditario, assim como para melhora de performance atlética e impoténcia,
também é um fator de risco reconhecido para o desenvolvimento do AHC
(LIAU et al. 2013).

Sindromes de Klinefelter e de ovario policistico também podem estar
associadas ao desenvolvimento de AHC, em consequéncia de desequilibrio
dos horménios enddgenos. Outras doencas metabolicas associadas ao AHC
incluem diabetes de inicio na maturidade do jovem Tipo 3 e sindrome de
McCune-Albright (VAXILLAIRE et al. 1997).

Anormalidades na vasculatura hepatica, incluindo a auséncia ou a
oclusdo da veia porta, shunt porto-sistémico intrahepatico, Sindrome de
Budd-Chiari, telangiectasia hemorragica hereditaria e Sindrome de Rendu-
Osler-Weber também séo considerados fatores associados a patogénese do
AHC (KAWAKATSU et al. 1994).

Obesidade e caracteristicas associadas as sindromes metabolicas
sdo frequentemente observadas nos pacientes com AHC do tipo
Inflamatoério, anteriormente definido como Hiperplasia Nodular Focal

Telangiectasica (PARADIS et al. 2007; BUNCHORNTAVAKUL et al. 2011).



1.4 CLASSIFICACAO MOLECULAR DO AHC

Em 2002,foram descritas duas alteracdes genéticas relacionadas ao
AHC: a inativacdo bi alélica do gene hepatocyte nuclear fator 1 alpha
(HNFlalfa) (BLUTEAU et al. 2002) e a mutacdo do gene CTNNB1, que
codifica o gene da Beta-catenina (CHEN et al. 2002).

Em 2006, ZUCMAN-ROSSI et al. a partir de um estudo retrospectivo
realizado por uma rede colaborativa francesa, envolvendo 96 pacientes com
diagndstico confirmado ou suspeito para AHC, utilizaram diversas técnicas
genéticas e moleculares caracterizando o AHC como uma entidade
heterogénea. Os AHC mostraram caracteristicas genotipicas e fenotipicas
distintas, sendo identificados 4 subgrupos. O primeiro subtipo foi definido
pela mutacdo no gene TCF1 ou HNF1 alfa; o segundo pela mutagao do gene
CTNNB1, cujo alvo é a Beta-catenina; a categoria sem mutagbes de
HNFlalfa ou Beta-catenina foi dividida em 2 subgrupos dependendo da
presencga ou auséncia de inflamacéo.

Em 2007, BIOULAC-SAGE et al. realizou a associagdo entre a
classificagdo molecular do AHC com alguns marcadores imunoistoquimicos
em uma série de 93 AHC ressecados. A partir das analises de expressao
dos genes HNFlalfa e CTNNB1 (Beta-catenina) pela técnica de RT-PCR e
pelo padrédo de expressdo dos marcadores imunoistoquimicos LFAPB, GS,
Beta-catenina, Amiléide A e Proteina C Reativa, estabeleceu-se uma estreita
relacdo entre a expressao destes marcadores e o subtipo molecular com

sensibilidade e especificidade estatisticamente significantes. Observaram



gue os AHC com mutacédo de HNF1 alfa mostravam perda de expressao da
proteina LFABP (p < 0,0002) com 100% de sensibilidade e especificidade.
Houve uma forte associacdo (85% de sensibilidade e 100% de
especificidade) entre o AHC com mutacdo da Beta-Catenina e a expressao
citoplasmatica difusa da GS e forte marcacdo nuclear da proteina Beta-
Catenina (p <0.0005). As expressoes da proteina Amildide A e da Proteina
C-Reativa foram associadas aos AHC Inflamatorios (P< 0,0001), com
sensibilidade e especificidade de 91%.

Posteriormente a Bioulac-Sage, outros grupos de estudo, sobretudo
europeus (VAN DER BORGHT et al. 2007;NAULT et al.
2013),reclassificaram o0os AHC ressecados através da expressao
imunoistoquimica destes marcadores, consolidando a classificacdo
genotipica-fenotipica dos AHC (Tabela 1).

Em 2010, a Organizacao Mundial da Saude (OMS) reconheceu essa
classificacao e ratificou os critérios para o diagnoéstico imunoistoquimico dos
AHC.

No inicio dessa década, varios centros mundiais de referéncia no
tratamento das neoplasias hepatobilio-pancreaticas, tem revisitado seus
arquivos de patologia, reclassificando os AHC, em subtipos moleculares, a
partir de analise imunoistoquimica e publicando seus proprios resultados

(BALABAUD et al. 2013). Tabela 2.



Tabela 1 - Classificacdo genotipica/fenotipica do AHC pelo mundo

Subgrupo molecular (%)

Referéncia Inflamatério e

. Tipo de analise NUmero HNF1lalfa Inflamatorio ; Betacatenina Inclassificavel

Pais/modelo Betacatenina
Zucman-Rossi et al 2006 Molecular em espécime
Franga /multicéntrico 96 46 18 NS 13 23
Bioulac-Sage eAt aI_.2007 Molggular e IMQ em 93 33 29 1 9 8
Franga/Monocéntrico especime
Van _der Borghthet gl.2007 IMQ em espécime 33 NS NS NS 9 NS
Belgica/Monocéntrico
Bioulac-Sage et al.2009 Molecular e IMQ em
Franga/Monocéntrico espécime 128 36 42 7 5 9
Dokmak et a_ll.?OOQ IMQ em espécime 29 27 54 1 2 16
Franga/Multicéntrico
Farges et al. 2(311_ IMQ em espécime 25 4 24 32 32 8
Franga/Monocéntrico
Ronot et al. 2011 IMQ em bidpsia
Franca Monocéntrico 47 23 2 NS 2 3
Van Aalten et al.2011 IMQ em espécime
Holanda/Multicéntrico 57 19 56 4 ! 1
Sas?k| etal. 2A011_ IMQ em espécime 14 7 50 NS 14 28
Japao/Monocéntrico
Bellamy et al. 2013 IMQ em espécime
Reino Unido 64 56 24 8 8 5
Monocéntrico
Evason et al. 2012 Molecular e IMQ espécime
EUA/Monocéntrico e biopsia 70 NS 46 ° 16 NS
Bloulac-Sag_e Aet a].2012 IMQ em bipsia 143 21 52 10 3 14
Franca/Multicéntrico
Sakellariou et al.2012 Molecular e IMQ espécime 33
Reino Unido (glicogenose) 0 79 3 3 15
Multicéntrico giicog
Calderaro et al.2013 Molecular e IMQ espécime 25
Unido Europeia (glicogenose) 0 44 8 20 20
Multicentrico giicog
Fonseca et al.2013 IMQ em espécime 37 27 51 5 8 5

Bélgica/Monocéntrico

Fonte: Adaptado de NAULT et al. (2013) IMQ = Imunoistogquimica; Espécime = peca cirdrgica; NS = ndo especificado.



Tabela 2 - Classificacdo Imunoistoquimica do AHC no Mundo
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Misto
HNF1
Séries/ Periodo N alfa Inflamatoério  Inclassificavel (HNF1a +
Inflamatério)
(Cliniques universitaires
Saint-Luc-UCL) 37 10 21 2 1
(1992-2012)
Heidelberg
11 1 9 1
(2007-2011)
London Kings
35 7 18 9
(1998-2011)
NY (Mt Sinai)
27 9 11 7
(2007-2011)
San Francisco 12 3 2 4
Seattle
9 3 3 2
(2008-2011)
Seoul
2 1
(2008-2011)
Taiwan 12 1 3 6
Erasmus University
Rotterdam -Holanda 58 11 36
(2000-2010)
Korea University
8 3 4
Seoul 2013
Fonte: BALABAUD et al. (2013)
1.5 SUBTIPOS MOLECULARES DE ADENOMAS

HEPATOCELULARES

1.5.1 Adenomas com Mutacao de HNF 1 alfa

Os AHC HNF1 alfa correspondem a 30-40% dos AHC. As mutagdes

foram inicialmente descritas em 2002, através de técnicas genbmicas,

identificando perdas de heterozigosidade do cromossomo 12 que, nas

andlises subsequentes revelaram associacfes com as mutacfes somaticas

do gene TCF 1 ou HNF1 alfa (BLUTEAU et al. 2002).
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Na maioria dos casos, as mutacdes do HNF1 alfa sdo somaticas e
encontradas apenas nas ceélulas tumorais. No entanto, alguns pacientes
carregam uma mutacdo germinativa herdada em um alelo do HNF1 alfa.
Esta condicdo esta também associada a diabetes de inicio da maturidade
tipo 3 (MODY3), um tipo de diabetes nao-insulino dependente. Adenomas
gue se desenvolvem em pacientes com MODY3 apresentam uma mutacéo
somatica que inativa o segundo alelo do gene HNF1 alfa nos hepatdcitos, de
acordo com o modelo 2-hits descrito para a inativacdo da maioria dos genes
supressores de tumor (VAXILLAIRE et al. 1997). Consequentemente, 0s
pacientes com mutacdes germinativas de HNF1 alfa sdo mais predispostos a
desenvolver adenomatose hepatica (BACQ et al. 2003).

O gene HNF1 alfa pertence a familia dos fatores nucleares de
hepatocitos, sendo fatores de transcricdo envolvidos no desenvolvimento
normal do figado. Em adicdo, o gene HNF1 alfa controla a diferenciacéo de
hepatocitos, bem como o metabolismo da glicose e lipidios. A analise
transcriptbmica do HNF1 alfa, usando microarrays, revelou que as
caracteristicas observadas séo a supressao da gliconeogénese, ativacao da
glicdlise e estimulacdo da sintese de acido graxo. Além disso, nos AHC
HNF1 alfa mutados, varios fatores oncogénicos estdo presentes levando a
ativacdo do gene mTOR, da angiogénese, da ativacdo do ciclo celular e da
proliferacédo celular. Essas alteracbes genotipicas e moleculares revelam um
fendtipo tipico, definindo um subgrupo de adenomas muito homogéneos
caracterizados pela intensa esteatose intra-lesional (NAULT et al. 2013). No

entanto, a presenca de esteatose isoladamente € insuficiente para
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diagnosticar os AHC HNF1 alfa, porque também pode estar presente em
mais de 35% dos AHC subtipos Inflamatérios e Inclassificaveis. (ZUCMAN-
ROSSI et al. 2006).

A expressao da proteina LFABP, uma das proteinas mais abundantes
presentes nos hepatécitos normais e envolvida no metabolismo
citoplasmatico de acido graxo, é especificamente down-regulada nos AHC
HNF1 alfa mutados. Outras caracteristicas deste subtipo molecular incluem
a auséncia de atipias citoldgicas e de infiltrado inflamatorio. A coloracdo por
IMQ distingue este subtipo dos demais, através da auséncia de expressao
da LFABP (especificidade, 100%; sensibilidade, 100%) em hepatocitos
tumorais e expressdo normal no figado ndo tumoral (BIOULAC-SAGE et al.

2007).

1.5.2 Adenomas com Mutacéo da Beta-Catenina

As mutacOes do gene da Beta-catenina foram descritas pela primeira
vez por CHEN et al. (2002) em 3 de 10 pacientes com AHC em Taiwan.
Constituem aproximadamente 10% a 15% de todos os AHC diagnosticados
(BIOULAC-SAGE et al. 2007).

Nos AHC Beta-catenina mutados, as mutacdes ocorrem
predominantemente no exon 3 do gene CTNNB1, podendo também ser
encontradas nos exons 7 e 8. Contudo, qualquer tipo de mutacao, leva a
ativacdo da via Wnt (RAFT et al. 2015).

Sob condicdes fisiologicas, em células ndo expostas a um sinal de Wnt,

a proteina Beta-catenina é degradada através das interacbes com axina,
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APC, e GSK-3. A fosforilagdo da Beta-catenina leva a sua ubiquitinacéo e
subsequente degradacdo pelo proteossoma. Quando a via é ativada,
proteinas Wnt se ligam aos receptores Frizzled/LRP na superficie da célula.
Estes receptores sinalizam Dishevelled (Dsh) e Axina. Como consequéncia o
complexo de degradacdo de Beta-catenina é inibido e esta proteina
acumula-se no citoplasma. Essas mutacdes induzem ao acumulo de Beta-
catenina no citoplasma e sua translocacao para o nucleo, onde interage com
0 fator celular-T/Fator Intensificador linfoide (TCF/LEF,T-
CellFactor/LymphoidEnhancerFactor), controlando fatores transcricionais
que regulam a atividade de genes como C-MYC e MMP; sendo estes
associados aos eventos de progressao tumoral, proliferacdo e invaséo
(LOGAN e NUSSE 2004).

A correlacdo genotipo/fendtipo revela caracteristicas marcantes do
AHC Beta-catenina mutado. Estes se caracterizam histologicamente pela
presenca de atipias citologicas, displasias e formac¢des pseudoacinares, 0
que dificulta o diagndstico diferencial com o CHC bem diferenciado,
principalmente em figados néo cirréticos (BIOULAC-SAGE et al. 2007).

Este subtipo de AHC tem sido descrito em homens. A prevaléncia de
transformacao maligna deste AHC € 10 vezes maior em homens do que em
mulheres e esta associado a alterac6es metabdlicas, principalmente, doenca
do armazenamento de glicogénio e historia de uso crénico ou de tratamento
com androgenos. Os AHC Beta-catenina mutados representam dois tercos
de todos os adenomas transformados (FARGES et al. 2011).

Pela IMQ, o diagnéstico € feito através das analises de expresséao das
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proteinas Beta-catenina e GS. Caracterizam-se pela coloracdo nuclear
aberrante da Beta-catenina e wuma forte expressdo homogénea
citoplasmatica de GS. A GS cataliza a conversao do glutamato e amoénia em
glutamina no figado. A GS € um alvo do gene CTNNB1, e € regulada
positivamente quando esta via € constitutivamente ativada. O padréo de
marcacao imunoistoquimico da GS é homogéneo e difuso, o que difere do
padrdo map like observado na Hiperplasia Nodular Focal. Porém, a
marcacdo nuclear da Beta-catenina é de dificil interpretacdo, por estar
presente apenas em alguns nucleos. A expressdo da Beta-catenina
apresenta maior especificidade e menor sensibilidade que a GS; contudo a
GS pode ter sua expressdo sensivel ao fluxo de sangue, colestase e
insuficiéncia hepatica (BIOULAC-SAGE et al. 2011b). Consequentemente,
para aumentar a sensibilidade, a analise da expressdo da Beta-catenina
deve ser combinada com a IMQ para GS. A expressao conjunta destes 2
marcadores, apresenta especificidade aproximada de 100%, com uma
sensibilidade entre 75 a 85% para o diagnostico de mutacdo (BIOULAC-
SAGE et al. 2007).

Nos casos em que a expressao da GS € heterogénea, a interpretacao
se torna mais dificil, exceto se a marcacdo nuclear da Beta-catenina for

observada. Nesses casos a analise molecular do gene CTNNB1 deve ser

requerida para definicdo diagnostica. (BIOULAC-SAGE et al. 2011).
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1.5.3 Adenomas Hepatocelulares Inflamatérios (AHC I)

Os AHC | representam um subgrupo heterogéneo de adenomas,
responsaveis por 40 a 50% de todos os AHC (BIOULAC-SAGE et al. 2011b).

Estes tumores predominam principalmente em mulheres, em
associacdo com obesidade, esteatose hepatica, diabetes mellitus e
glicogenose tipo I. A maioria das pacientes tem histérico de uso de ACO,
sendo que outro fator de risco relacionado € a ingesta de alcool (BIOULAC-
SAGE et al. 2013b).

Histologicamente sdo caraterizados pela presenca de infiltrado
inflamatorio polimérfico, vasos distroficos, dilatacfes sinusoidais e graus
variados de esteatose intralesional, porém menos extensa em relacdo ao
AHC HNF 1 alfa. Caracterizam também por exibir areas de proliferacao
ductular, ao contrario dos outros subtipos, o que no passado, levaram os
AHC | a serem classicamente definidos como Hiperplasia Nodular Focal
Telangiectasico (PARADIS et al. 2007).

No soro, apresentam superexpressao de proteina Amildide A e da
PCR, que sdo 2 proteinas de fase aguda da inflamacdo. Na
imunoistoquimica os AHC I, demonstram forte e difusa positividade aos
reagentes respectivos demarcando claramente o tumor do tecido hepatico
nao tumoral (BIOULAC-SAGE et al. 2007).

Anemia da inflamacédo cronica e sindrome inflamatoria sistémica
podem estar associadas ao AHC |1, sendo consideradas sindromes

paraneoplasicas que regridem apoés a resseccao do adenoma.
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Os AHC | estdo associados ao risco aumentado de sangramento, que
pode ocorrer em mais de 30% dos casos (BIOULAC-SAGE et al. 2007,
2011b).

Notoriamente, um subconjunto de AHC | (cerca de 10%) podem
também apresentar mutacdo do gene da Beta-catenina e,
consequentemente, mostram um aumento do risco de transformagao
maligna (DHINGRA e FIEL 2014).

Atualmente, 5 vias de sinalizacdo moleculares séo identificadas no
AHC 1. IL6ST (codificacdo para gpl30), STAT 3, GNAS e mutacdes nos
genes JAK 1 e FRK (REBOUISSOU et al. 2009; PILATI et al. 2011; NAULT
et al. 2012; PILATI et al. 2014). Todas estas alteracdes gendémicas do AHC |,
agem através de mecanismos semelhantes levando a ativacdo constitutiva e
descontrolada da via JAK-STAT (NAULT et al. 2013; GOLTZ e FISCHER
2015).

Mutacbes somaticas ativadoras de gpl30 sdo encontradas em 65 %
dos AHC | (REBOUISSOU et al. 2009) e conduz a uma ativacado constitutiva
do STAT3 (Signal Transducer and Activator of Transcription) na auséncia de
IL- 6. Raros casos de CHC também carregam mutacdes no gpl30.
Curiosamente, estes carcinomas desenvolvem-se em figados normais e
também revelam mutacéo da Beta-catenina (GUICHARD et al. 2012).

O STAT 3, representa o segundo gene mutado nos AHC |, presente
em 5 % dos casos (PILATI et al. 2011). Estas mutacfes levam a

substituicbes de aminoacidos, envolvidos na dimerizagdo do STAT3, que
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séo fosforilados e ativados na auséncia de IL-6 e também levam a uma
ativacdo constitutiva descontrolada da via inflamatoria.

O gene GNAS é encontrado mutado em 5% dos AHC | (NAULT et al.
2012). MutacOes tipicas da ativacdo do GNAS sao descritas em AHC
esporadicos e em pacientes com Sindrome de McCune-Albright, uma
doenca rara, caracterizada pela presenca de “manchas café com leite” na
pele, displasia fibrosa Ossea, e ao desenvolvimento de adenomas de
hipdfise e tiredide (WEINSTEIN et al. 2004).

As mutaces no gene FRK ( fyn-related Src family tyrosine kinase),
membro da familia das tirosina quinases ndo receptoras, ocorrem em 10%
dos AHC I e resultam na fosforilacdo do STAT 3 (PILATI et al. 2014).

Em aproximadamente 15% dos AHC | ndo se identifica um defeito
genético especifico. Considera-se que outros genes e vias de sinalizacéo
que levam a ativacado de JAK/STATS3, necessitam ser melhor estudados e

identificados nos AHC (GOLTZ e FISCHER 2015).

1.5.4 Adenomas néo Classificaveis (Inclassificaveis)

O ultimo subgrupo molecular dos AHC corresponde a menos de 10%
dos casos. Representa um grupo heterogéneo de tumores que por definicéo,
nao apresentam as caracteristicas histologicas, moleculares e de IMQ
classicas dos outros subtipos (BIOULAC-SAGE et al. 2007).

Até agora, a sua patogénese permanece desconhecida. Dados de
estudos prévios mostraram que alguns AHC previamente identificados como

inclassificaveis, eram de fato, AHC com mutacédo do gene Beta-catenina nos
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éxons 7-8, (PILATI et al. 2014). Aparentemente, o risco de transformacéo
maligna destes tumores € baixo (BALABAUD et al. 2013; BIOULAC-SAGE et

al. 2007, 2013b).

1.6 ASPECTOS MACROSCOPICOS

Macroscopicamente, os AHCs podem ser representados por lesdes
solitarias ou mudltiplas, com limites mal definidos, n&o-capsulados e
eventualmente pedunculados (BIOULAC-SAGE et al. 2011b).

Entre os subtipos de AHCs, os subtipos HNFlalfa mutados e os
inflamatorios podem formar multiplos nédulos ou massas. A adenomatose
hepatica pode apresentar até centenas de lesbes que podem ser
visualizadas na ultrassonografia intra-operatéria. Os AHCs apresentam
consisténcia macia e carnosa, podem apresentar dimensdes variaveis,
desde lesGes microscopicas até lesbes que ocupam todo o figado.

O AHC pode apresentar coloragdo e textura semelhantes ao figado,
ndo tumoral, porém podem ser mais facilmente visualizados quando
apresentam esteatose intralesional, areas de congestdo, hemorragia ou
alteragOes degenerativas. Quando ocorre hemorragia, 0 sangue pode se
espalhar facilmente para o figado ou para cavidade peritoneal, pela auséncia
de uma capsula verdadeira ou fibroética.

A presenca de hematoma subcapsular esta frequentemente

associada a areas de rotura tumoral.
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O figado ndo neoplasico é tipicamente nao cirrético, porém observam-
se graus variados de esteatose, principalmente nos AHC |. Fibrose e
consisténcia heterogénea podem ocorrer quando relacionados com
hepatopatia alcodlica, esteatohepatite n&o alcoodlica, glicogenoses,
anomalias vasculares intra-hepaticas, entre outras. Em algumas situacdes,
podem ser encontrados simultaneamente, diversos adenomas de varios
subtipos, assim como outros nédulos como hiperplasia nodular focal,

hemangiomas, peliose e CHC (BIOULAC-SAGE et al. 2013b).

1.7 CARACTERISTICAS HISTOPATOLOGICAS

As caracteristicas microscopicas dos AHCs incluem a presenca de
hepat6citos com abundante citoplasma hidrépico, dispostos em placas ou
trabéculas pouco espessas, com rede reticular preservada e artérias de
paredes finas. As artérias e arteriolas ndo sdo acompanhados por outros
elementos do trato portal, como ductos biliares, veia porta, ou tecido
fibroconjuntivo. Porém, a presenca de ductos biliares ndo exclui a
possibilidade de AHC (BIOULAC-SAGE et al. 2011a). Frequentemente s&o
encontradas areas de dilatacédo sinusoidal, peliose, infarto e hemorragia que
podem resultar em edema e fibrose. Atipias citolégicas podem estar
presentes, porém, sdo raras (GRAZIOLI et al. 2001).

Notadamente, as caracteristicas histolégicas podem ser heterogéneas
e especificas para cada subtipo da classificagcdo molecular (BIOULAC-SAGE

et al. 2013Db).
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1.8 ADENOMATOSE HEPATICA

Em sua descri¢ao original, FLEJOU et al. (1985) definiu adenomatose
hepatica quando mais de 10 ndédulos adenomatosos sdo encontrados no
figado, na auséncia de Glicogenose ou de outra patologia hepatica de base
e, sem associa¢cdo com o uso de ACO.

Porém, esta definicdo antecede em mais 20 anos o conhecimento e
progresso proveniente da classificacdo molecular dos AHC. A luz dos
conhecimentos atuais, muitos pesquisadores consideram a adenomatose
hepética uma entidade semelhante aos demais subtipos de adenomas,
propondo abolir a sua definicao original (THAPAR et al. 2015).

AHC multiplos podem ocorrer tanto em figados normais, como em
hepatopatias associadas a glicogenose ou doencgas vasculares subjacentes,
sendo que até um terco dos pacientes com AHC podem ser diagnosticados
com tumores multiplos nos exames de imagem, ressaltando que muitas
vezes, 0 numero de adenomas pode ser subestimado (AGRAWAL et al.
2014).

Condicbes como obesidade, esteatose hepatica e sindrome
metabodlica estdo associadas com multiplos AHC. Na adenomatose, o
subtipo predominante é o AHC HNF1 alfa mutado, que mostra baixo risco de
transformacdo maligna. Porém, a presenca de multiplos nédulos pode ser
encontrada em qualquer subtipo da classificagao molecular (FRULIO et al.

2014).
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CHICHE et al. (2000) descreveu 2 apresentacfes clinicas: uma
macica, com hepatomegalia secundaria a varias massas de adenomas, e
outra multifocal, na qual o figado mantém suas dimensfes normais com
predominio de 1 ou 2 adenomas sobre as demais lesdes menores.

A presenca de complicagcdes, como hemorragia e transformacao
maligna ndo estéo relacionadas com a quantidade de nddulos, e sim,com as
dimensdes dos nddulos e o0 género dos pacientes (THAPAR et al. 2015).

A avaliacdo e acompanhamento clinico a longo prazo dos pequenos
nodulos de AHC residuais,ap0s resseccao cirargica das lesées dominantes,
mostraram que 90% dos tumores permanecem estaveis, alguns podem
apresentar regressao, ou até desaparecimento completo (DOKMAK et al.
2009).

De uma forma geral, o manejo e o tratamento da adenomatose
hepatica devem seguir os mesmos parametros dos AHC solitarios ou
multiplos, incluindo desde a conduta conservadora com vigilancia, TAE(
Embolizacdo Transarterial), RFA ( Radiofrequéncia), resseccéo cirurgica até
o transplante hepatico(FRULIO et al. 2014).

O aconselhamento genético € recomendado para 0s pacientes com
adenomatose hepatica, particularmente para a variante familiar. Screening
para os familiares é recomendado, assim como a investigacdo de diabetes

de inicio da maturidade tipo 3 (AGRAWAL et al. 2014).
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1.9 DIAGNOSTICO POR EXAMES DE IMAGEM

A ultrassonografia do abdome desempenha um papel importante na
deteccdo da lesdo hepaética, e usualmente € o primeiro exame a ser
realizado, porém apresenta baixa acuracia. A ressonancia magnética nuclear
(RMN) e a tomografia computadorizada (TC) helicoidal multislice sao as
modalidades de escolha para o diagnéstico radiolégico, sendo que a RMN
apresenta a maior sensibilidade e especificidade (MCINNES e HIBBERT
2015).

Tradicionalmente, exames axiais como a TC e a RMN evidenciam
rapida impregnacdo do material de contraste pelo tumor na fase arterial,
seguida da rapida lavagem do material de contraste nas fases portal e de
equilibrio. Estes achados sao similares aos observados nas lesdes de
hiperplasia nodular focal e o diagnostico diferencial entre as lesbes através
dos exames de imagem € fundamental. Entretanto, os AHC podem
apresentar sinal aumentado de gordura na RMN, e heterogeneidade
relacionada a focos de necrose e hemorragia intralesional. Por outro lado, a
Hiperplasia Nodular Focal pode apresentar uma cicatriz central
caracteristica, principalmente nas lesdes maiores que 3 cm (GRAZIOLI et al.
2001).

Recentemente, dois agentes de contrastes hepatoespecificos da
RMN, tém sido incorporados na pratica clinica, com resultados promissores
para o diagnostico diferencial entre Hiperplasia Nodular Focal e as outras

neoplasias hepatocelulares. O Gadobenato de dimeglumina (Gd-BOPTA),
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conhecido como Multihance (Bracco Diagnostics, Milan, Italy) e o Acido
gadoxético, conhecido como Eovist nos EUA e Primovist, no resto do mundo
(Bayer Pharmaceuticals, Whippany, NJ) tém sido utilizados com este intuito
(MCINNES e HIBBERT 2015; MATOS 2015). O racional justifica-se que na
Hiperplasia Nodular focal, por apresentar hepatocitos funcionais e ductos
biliares, o contraste persiste nas fases tardias, ou fase hepatobiliar, ao
contrario dos AHC ou outras lesGes hepatocelulares.

Embora a acuracia no diagnostico diferencial entre HNF e AHC sejam
altos, os estudos nesta area sdo escassos, heterogéneos e com alto risco de
viés, indicando que a precisdo do diagndstico destas lesdes pode estar
superestimada. Além do mais, o AHC | também pode apresentar sinal
hiperintenso na fase hepatobiliar, mimetizando os achados de HNF (MATOS
2015).

Com a introducdo da classificacdo genotipo-fenétipo dos AHC, as
caracteristicas dos exames de imagem também, tem sido estudados na
tentativa de se estabelecer associacgfes tipicas para cada subtipo molecular
(NAULT et al. 2013).

Na RMN, o AHC I caracteriza-se por sinal hiperintenso nas imagens
ponderadas em T2, correspondendo a focos de dilatacdo sinusoidal e
persisténcia do realce arterial do contraste até nas fases venosas tardias.

O AHC HNF1 alfa mostra esteatose difusa, facilmente identificada na
RMN, caracterizada pela queda difusa do sinal na sequéncia fora de fase,
das imagens ponderadas em T1. Na fase do estudo com contraste, o AHC

HNF 1 alfa mostra realce arterial que ndo persiste na fase venosa. A
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sensibilidade e especificidade para deteccdo de AHC | por RMN € por volta
de 80% e do AHC HNF 1 alfa permanece entre 80 a 100% (GRAZIOLI et al.
2013).

Nos AHC Beta-catenina mutados, ndo existe uma caracteristica tipica
pela RMN, podendo ocorrer lesdo hipervascular homogénea, ou
heterogénea, e na auséncia de gordura intralesional, torna-se um desafio
diferenciar dos CHC (GRAZIOLI et al. 2013).

De acordo com as caracteristicas dos exames de imagem, alguns
grupos fazem o diagnéstico inicial de AHC e definem as condutas clinicas a
partir dos achados da RMN (NAULT et al. 2013). Nos casos, com as
caracteristicas tipicas de AHC HNF 1 alfa, ndo € necessaria a biopsia, e a
conduta é conservadora. Nos casos tipicos de AHC I, a biopsia deve ser
feita nas lesbes menores que 5cm, com intuito de confirmacao
histopatoldgica e IMQ, para o diagnostico diferencial com os AHC com
mutacdo da Beta-catenina associada. As lesées maiores que 5 cm devem
ser ressecadas cirurgicamente.

Nas lesdes, em que ndo ha particularidades tipicas de AHC HNF1 alfa
ou AHC I, a biopsia percutanea da lesdo € necessaria para a identificacédo
dos AHC Beta-catenina, os quais apresentam formalmente a indicacéo
cirdrgica.

Em relacdo aos exames de imagem funcionais, os AHC podem
apresentar achados de falso-positivos no PET CT com 18 FDG, sobretudo, o
subtipo AHC HNF1 alfa, simulando neoplasias malignas primarias ou

metastaticas para o figado (LEE et al. 2016).
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A Tabela 3 resume as principais caracteristicas dos subtipos

moleculares de AHC.

Tabela 3 - Caracteristicas dos subtipos de Adenomas de acordo com a
classificacdo Molecular e fenotipica dos AHC

Subtipos de AHC  HNF 1 alfa Beta- catenina Inflamatério Inclassificavel
Caracteristicas MutacBes alélicas Mutacdo do gene GP130, GNAS, Indefinida
Moleculares do gene TCF1 CTNNB1 STAT3, JAK1,
FRK
Ativacdo da via
JAK STAT
Epidemiologia 35-40% 10-15% 35-50% <10%
Relacionado a Sem
> risco no obesidade, predile¢éo por
Sexo masculino etilismo, género
sindrome
metabdlica
Caracteristicas Associado a Alto risco de Maior risco de Variavel
Clinicas diabetes MODY 3 transformacéao sangramento
maligna
Adenomatose Sindrome
Associado ao uso Inflamatéria
N&o maligniza de androgenos
IMC alto
Patologia Marcada esteatose Formacbes Dilatacéo Sem
Intralesional pseudoglandulares  sinusoidal morfologia
especifica
Auséncia de atipias  Atipias celulares Infiltrados
inflamatorios
Vasos
distréficos
Imunoistoquimica Perda de presséo Forte expresséo Expresséo da Sem padréo
de LFABP da GS no Proteina definido
citoplasma e da Amiloide do soro
Beta- catenina no e PCR.
nacleo Em 10%
Mutacédo da
Beta-catenina
associado
Caracteristicas Esteatose difusa na Massa Hiperintenso, Sem

pela RMN lesdo com queda hipervascular pode em T2, realce caracteristicas
de sinal na ser heterogénea, a arterial do tipicas
sequéncia fora de dependerde contraste
fase,em imagens sangramento ou persistente nas
ponderadas em T1. necrose. fases venosas
Realce arterial que Pode mimetizar tardias
ndo persiste nas CHC
fases tardias.
PET CT Falso positivo
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1.10 CONDUTA TERAPEUTICA

Atualmente ndo existem guidelines ou diretrizes internacionais para
acompanhamento, tratamento e vigilancia dos AHC (LIAU et al. 2013;
BLANC et al. 2015; GOLTZ e FISCHER 2015).

As possibilidades de tratamento variam desde a suspensao do uso de
ACO, vigilancia clinica, resseccdo cirurgica, embolizacdo arterial,
radiofrequéncia e até transplante de figado (AGRAWAL et al. 2014; VIJAY et
al. 2015).

Historicamente, o tratamento tem sido definido por uma conduta mais
agressiva, em vista da imprevisibilidade do comportamento das lesdes.
Desde a década passada, parametros clinicos tém norteado a conduta
cirurgica, sendo que, muitas vezes, a indicacao de resseccao é baseada na
experiéncia da equipe cirurgica e na localizacdo das lesdes (STOOT et al.
2010; VAN AALTEN et al. 2012).

Numa revisdo sistematica com mais de 1600 casos de AHC
ressecados, a transformacdo maligna ocorreu numa frequéncia de 4,2%; e
95% destes casos, em pacientes com adenomas maiores ou igual a 5 cm
(STOOQT et al. 2010).

Em uma outra revisdo sistematica, que abordou o risco de
sangramento e rotura dos AHC em 1176 pacientes, no periodo de 1969 a
2011; a hemorragia foi relatada com uma frequéncia de 27% e a rotura com
hemorragia intraperitoneal em 17,5% dos pacientes. Seis dos 13 artigos

definiram o tamanho das lesdes, na qual a hemorragia ocorreu nos AHC
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menores que 5 cm, inclusive com relato de sangramento em lesédo de 1 cm.
Os autores concluiram que hemorragia e ruptura sdo complicagcdes comuns
em pacientes com AHC (VAN AALTEN et al. 2012).

De uma forma geral, existe um consenso, que as mulheres com AHC
devem ser aconselhadas a suspender o uso de ACO ou qualquer outra
terapia de reposicdo hormonal, sendo que existem relatos da regressao
parcial dos AHC, apenas com a suspensdo do ACO. Por outro lado, em
alguns casos podem ocorrer crescimento e rotura dos adenomas, mesmo
apos a cessacao dos ACO, sugerindo que outros fatores adicionais, como a
obesidade, possam desempenhar um papel na patogénese tumoral.

Recentemente DOKMAK e BELGHITI (2015), em Beaujon na Franca,
publicaram um artigo com relato de casos, de remissdo dos adenomas,
apenas com dieta e perda de peso, e recomendam que esta conduta
conservadora deva ser considerada em pacientes com obesidade morbida.

Baseado nas séries historicas e determinado pelo tamanho da leséo,
nodulos maiores que 5 cm devem ser ressecados para evitar o0 risco de
hemorragia e o risco de malignizacdo, por outro lado existe grande
controvérsia no melhor manejo para pacientes com nédulos < que 5 cm
(BLANC et al. 2015).

Com os conhecimentos e avancos no entendimento dos AHC, a partir
da classificacdo molecular dos adenomas e suas caracteristicas fenotipicas,
varios centros do mundo tém realizado protocolos de conduta, a partir dos
subtipos moleculares dos AHC (NAULT et al. 2013; AGRAWAL et al. 2014,

BLANC et al. 2015).
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Existe uma concordancia de que todos os AHC Beta-catenina
identificados necessitam ser ressecados, independentemente do tamanho,
assim como todos os adenomas no sexo masculino. Nos AHC HNF1 alfa, é
possivel adotar uma conduta mais conservadora, apenas com a suspensao
do ACO e vigilancia. Nos AHC |, que possuem a mutacao da Beta-catenina,
a conduta deve ser cirdrgica, mesmo nas lesées menores que 5cm (BLANC

et al. 2015).

1.11 ASPECTOS TECNICOS DA CIRURGIA

Em relagdo ao tratamento cirdrgico, alguns aspectos precisam ser
destacados: a abordagem via laparoscoépica deve ser sempre considerada,
principalmente nas lesdes periféricas e em segmentos anteriores, pelos
beneficios da cirurgia minimamente invasiva (HERMAN et al. 2012). Por
outro lado, a resseccdo de lesbes localizadas em segmentos postero-
superiores (I, IV A, VII e VIII) e resseccbes hepaticas maiores demandam
procedimentos complexos e tecnicamente exigentes, que devem ser
reservados para equipes altamente qualificadas (COELHO et al. 2016).

N&o € necesséria a realizacdo de linfadenectomia ou margens
cirirgicas amplas. A utilizacdo da ultrassonografia intra-operatéria é
fundamental, pois muitas lesfes ndo sao palpaveis ou visiveis, sendo que
pode ser dificil a delimitagdo da lesdo com o restante do parénquima

hepético esteatético (AGRAWAL et al. 2014).
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Em pacientes com um grande AHC, uma abordagem cirdrgica em 2
tempos com embolizacdo da veia porta, pode ser necessaria.

Na presenca de adenomas com shunt venoso intra-hepatico, fator
relacionado a sua patogénese, o tratamento por embolizacdo percutanea ou
resseccao deve ser realizado. A falha no fechamento do shunt pode resultar
em progressdo de AHC residuais (KAWAKATSU et al. 1994; VIJAY et al.

2015).

1.12 EMBOLIZACAO TRANSARTERIAL (TAE)

Pacientes com hemorragia tumoral devem preferencialmente ser
tratados, inicialmente, por TAE seletivo da lesdo, apds estabilizacdo
hemodinamica, visto que a cirurgia de urgéncia neste cenario pode trazer
alta morbidade e mortalidade (KARKAR et al. 2013).

Resseccdo hepética é considerada somente apds a reabsorcdo do
hematoma, geralmente 6 meses apo0s a hospitalizagdo inicial. TAE pode
resultar em regresséo ou involugdo completa do tumor, e em alguns casos a
auséncia de tecido residual na RMN pode justificar uma abordagem n&o-
cirurgica (AGRAWAL et al. 2014).

A possibilidade de regressdao de tumor ap6s TAE para AHC
hemorrégico levou a utilizacdo desta abordagem para o tratamento eletivo.
TAE pode ser usado como opg¢do, no tratamento da lesbes irresecaveis ou

sintomaticas na adenomatose e também no pré-operatério, para grandes
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lesBes, como estratégia para reducdo no tamanho do tumor (HUURMAN e

SCHAAPHERDER 2010; VIJAY et al. 2015).

1.13 RFA (RAFIOFREQUENCIA)

Ablagéao por radiofrequéncia pode ser adequada para pacientes que
nao sao candidatos a cirurgia, por hepatopatia cronica associada ou risco
cirirgico alto. Também pode ser uma opcdo para as mulheres que
expressam um desejo ativo de gravidez, nos tumores de localizagéo central,
ou que apresentam progressdo dos tumores residuais apds a resseccao
(THAPAR et al. 2015). O tamanho do AHC deve ser menor que 4 cm e
idealmente menor que 3 cm para uma ablagao eficaz, e a experiéncia inicial

sugere que é segura e bem tolerada (RHIM et al. 2008).

1.14 TRANSPLANTE DE FIGADO

A presenca de multiplos nédulos adenomatosos irresecaveis ja nao é
mais uma indicacdo absoluta de transplante de figado, como em décadas
passadas, e um resultado favoravel a longo prazo nédo justifica a
complexidade do procedimento e a escassez de enxertos (AGRAWAL et al.
2014; THAPAR et al. 2015).

Em uma recente publicacdo europeia (CHICHE et al. 2016), a partir
de um estudo retrospectivo multicéntrico europeu, no periodo de 1986 a

2013, compreendendo 49 pacientes em que foram revisados todos 0s casos



31

de transplante de figado para adenomatose hepatica deste continente,
observou-se que 16 tinham glicogenose e 7 apresentaram anormalidades
vasculares hepaticas. As principais indicagcdes para o transplante foram uma
suspeita de CHC (15 pacientes) ou uma prova histolégica de malignizacéo
(16 pacientes). Porém, na analise do explante, apenas 17 pacientes
apresentaram transformacao maligna dos adenomas, sendo que 3 pacientes
com CHC, apresentaram recorréncia apos o transplante.

De acordo com as analises de subgrupos e consenso dos autores, foi
determinado um algoritmo para indicacdo de transplante de figado na
adenomatose, baseado nesta experiéncia: presenca de 1 critério maior:
confirmacao histolégica de 1 ou mais adenomas transformados em CHC ou
3 ou mais critérios menores: ocorréncia de 2 ou mais episédios de
hemorragias com repercussdo hemodinamica, 2 ou mais hepatectomias
prévias, presenca de AHC Beta-catenina mutado ou AHC Inflamatorio,
hepatopatia associada e idade > 30 anos.

Outros autores defendem uma conduta mais conservadora,
reservando o transplante de figado para casos excepcionais, como
adenomas multiplos irresecaveis, adenomas irressecaveis em homens,
adenomas em figados com shunt porto sistémico intra-hepéatico e em
pacientes com glicogenose Tipo 1, associado a adenomatose. Embora o
transplante hepatico forneca tratamento definitivo para a glicogenose Tipo I,
corrigindo o defeito enzimatico associado, a indicacdo deve ser
individualizada e baseada na condi¢cdo do parénquima hepatico subjacente

(AGRAWAL et al. 2014).
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1.15 ADENOMAS HEPATOCELULARES E GRAVIDEZ

Outro motivo de debate e discusséo na literatura € a melhor conduta
nas pacientes jovens, portadoras de pequenos adenomas com desejo de
gravidez. Devido a escassez dos casos, ndo existe qualquer algoritmo
baseado em evidéncias, e a conduta tem sido baseada em séries de casos
(BLANC et al. 2015).

Considerando que a gestacdo € um estado hiperdindmico, e que
existe um intenso estimulo hormonal, as gestantes portadoras de adenoma
possuem um risco aumentado de crescimento, sangramento e ruptura das
lesGes, levando a choque hipovolémico (PARANGI et al. 2007; BROKER et
al. 2012).

Alguns grupos advogam ressecc¢do dos adenomas antes da gravidez,
enquanto que outros, defendem uma conduta mais conservadora, com
monitorizagdo do adenoma a cada 6 semanas, por exame de
ultrassonografia (BROKER et al. 2012).

No entanto, as pacientes com adenomas > 5 cm, ou aquelas que
apresentaram complicacdes relacionadas ao adenoma em gestacoes
anteriores, devem ser submetidas a ressecc¢ao cirargica anterior a gravidez.
Radiofrequéncia ou embolizagéo pode ser uma opc¢ao a ser considerada nos
casos nao passiveis de resseccdo. Quando o diagnéstico é feito na gravidez,
a cirurgia pode ser indicada, excepcionalmente nas grandes lesbes e nas
pacientes sintométicas, preferencialmente realizadas no segundo semestre

(AGRAWAL et al. 2014).
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1.16 DECISAO TERAPEUTICA

No processo de decisdo terapéutica, deve-se considerar 0s
riscos gerais das complicacdes dos AHC, como sangramento em torno
de 30% e malignizacao entre 4 a 10% (AGRAWAL et al. 2014); assim
como o potencial risco do tratamento envolvido: hepatectomia, que
pode apresentar mortalidade de até 5% com morbidade até 30% e
transplante hepatico, com uma mortalidade perioperatéria de 10%,
além da morbidade e das complicacbes tardias (ALOIA et al. 20009;
CHICHE et al.2016).

As controvérsias em relacdo a terapéutica desta doenca
heterogénea, sdo baseadas na maioria das vezes, sobre o tratamento
do risco, e ndo propriamente sobre a lesédo, que a depender da sua
morfologia e biologia, pode ser indolente, apresentando em algumas
situacdes risco minimo, ao contrario das complicagbes de um
tratamento cirargico.

Neste contexto a individualiza¢do de cada caso € fundamental,
além dos parametros clinicos, sexo e tamanho das lesdes, a analise
imunoistoquimica e molecular dos AHC, surge como uma ferramenta
valiosa, para melhor entendimento da biologia tumoral, contribuindo
para deciséo terapéutica.

Seguindo os principais centros de referéncia hepatobiliares do

mundo, que padronizaram esta classificagdo na rotina clinica nos
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materiais de biopsia; este trabalho pretende estudar a série desta
Instituicdo, a luz do conhecimento IMQ/Molecular, correlacionando
com o0s parametros clinicos e sistematizar a técnica, para que possa
ser aplicada na rotina diaria, contribuindo para a assertividade na

decisao terapéutica.
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OBJETIVOS

Classificar molecularmente os adenomas hepaticos operados no
A.C.Camargo Cancer Center no periodo de 2001 a 2014 através do
perfil de expressao imunoistoquimica de marcadores especificos;

Correlacionar os subtipos moleculares de adenomas hepaticos com

as principais caracteristicas clinicas e histopatolégicas.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 CARACTERIZACAO DA AMOSTRA

Foram incluidos no estudo, pacientes com o diagnostico
histopatolégico de AHC nos espécimes cirurgicos dos pacientes submetidos
a hepatectomias no A.C.Camargo Cancer Center entre o periodo de 2001 a
2014; sendo excluidos os pacientes que ndo apresentavam material
histopatolégico ( blocos de parafina e Iaminas) disponivel para revisao.

As informagfes clinicas relevantes foram obtidas dos prontuarios
médicos dos pacientes, apos aprovacdo do Comité de Etica e Pesquisa da
Instituicdo (Anexo 1).

As laminas contendo cortes histologicos representativos dos AHC
corados pela hematoxilina e eosina foram revistas por um patologista, para a
identificacdo das caracteristicas:

1 Esteatose: graduada em graus: 1. Leve, até 33% da area total; 2.
Moderada, de 34 a 66% da é&rea total; 3. Acentuada, esteatose em
mais de 66% da area examinada.

2 Infiltrado inflamatorio intralesional: presenca de infiltrado inflamatorio
cronico de permeio na area tumoral: 1. Leve (até 25%), 2. Moderado
(25 a 50% de infiltrado) e 3. Acentuado (acima de 50% de infiltrado

inflamatoério em relacao as células tumorais).
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3 Presenca de arranjo ou formacdo pseudoacinar dos hepatdécitos:
classificada como presente ou ausente.

4 Presenca de atipias celulares em hepatocitos: classificada como
presente ou ausente.

5 Areas de telangiectasias, hemorragias, presenca de vasos com
paredes espessas, presenca de dilatacao sinusoidal e de proliferacao
ductular: foram classificadas como presentes ou ausentes.

Dados demogréficos, epidemioldgicos, clinicos e cirdrgicos ( incluindo
avaliacdo pré-operatoria, técnica cirurgica e complicacdes) e também de
seguimento dos pacientes, foram coletados a partir dos prontuarios meédicos
da instituic&o.

Resseccédo cirurgica foi realizada em pacientes sintomaticos ou em
lesGes maiores (acima de 5 cm); quando nao se podia excluir a possibilidade
de carcinoma pelos exames de imagem, ou nas mulheres jovens portadoras
de AHC com desejo de gravidez.

Os pacientes foram operados pela equipe cirdrgica do Departamento
de Cirurgia Abdominal do A.C.Camargo Cancer Center, sendo incluidas as
cirurgias realizadas de forma eletiva e também as de urgéncia. Dois casos
foram submetidos a cirurgia de transplante hepatico, realizados pela equipe
de Transplante de Figado da mesma Instituicao.

Durante o pré-operatério, os pacientes foram submetidos aos exames
de imagem, incluindo: ultrassonografia abdominal, tomografia abdominal e

ressonancia magnética. Em alguns poucos casos, a biopsia hepatica
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percutanea foi realizada somente quando o diagnéstico por imagem foi
inconclusivo.

Em relacdo as técnicas cirargicas realizadas, os casos foram
operados por via aberta convencional e por via laparoscopica; sendo o0s
principais critérios para indicacado da via laparoscoépica as lesdes menores,
de localizacdes periféricas e nos segmentos hepaticos anteriores.

As cirurgias incluiam todos os tipos de resseccdes hepaticas a
depender do tamanho da lesdo, nimero de nodulos e localizagdo. Sendo
realizadas segmentectomias, bissegmentectomias, ressecc¢des nao regradas
e hepatectomias maiores (quando ha resseccdo de 3 ou mais segmentos
hepaticos). As hepatectomias totais foram reservadas aos casos de
transplantes.

As seguintes variaveis clinicas foram coletadas e analisadas: género ,
idade, indice de massa corpérea, uso de ACO e hormoénios, doencas préevias
associadas, neoplasias associadas, marcadores tumorais, resultados dos
exames de imagem, numero e tamanho dos nodulos, tratamentos
percutaneos (TAE e RFA), dados cirdrgicos (acesso convencional, ou
laparoscopico, tipos de resseccdo hepatica), tempo de internacéo,
complicacbes poOs operatorias de acordo com a classificacdo de Clavien —
Dindo (DINDO et al. 2004), tempo de internacdo, fistulas biliares,
sangramento, necessidade de radiologia intervencionista, reoperacao,
hérnias, presenca de recidiva tumoral e seguimento clinico.

Apos a revisao histopatoldgica, as laminas de vidro com os cortes das

neoplasias foram encaminhadas para a realizacdo dos exames
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imunoistoquimicos. A reacdo imunoistoquimica para a pesquisa dos
marcadores LFABP, Amiloide A, GS, Beta-catenina e PCR foi realizada
seguindo os protocolos ja estabelecidos no Laboratério de imunoistoquimica

do Departamento de Anatomia Patoldgica do A.C.Camargo Cancer Center.

3.2 REACOES IMUNOISTOQUIMICAS

As laminas previamente selecionadas contendo area representativa
da neoplasia foram identificadas com etiquetas de cédigos de barras e
processadas no equipamento Benchmark XT (Ventana) para
desparafinizacdo em solucdo de EZ PREP e recuperagdo antigénica por
calor em solucdo de pH alto, com temperatura e tempo previamente
padronizados para cada anticorpo. A peroxidade enddgena foi blogueada
por 5 minutos utilizando-se o reagente de bloqueio de peroxidase (ultraView
Universal DAB Inhibitor (3% H202), seguido de lavagem em solucéo
apropriada (Wash-buffer). Em seguida, os cortes foram incubados com
anticorpos primérios (LFABP -policlonal - Abcam®; Beta-catenina - clone
17C2, Neomarkers®; PCR - clone Y284, Abcam ®; Amiloide A - clone MC1,
Dako®, GS - policlonal- Abcam®) por tempo previamente padronizado. Na
sequéncia, os cortes foram incubados com polimero HRP (HRP Multimer)
com subsequentes lavagens em tampao. Logo apés, foram incubados com
cromégeno Diaminobenzidina (DAB), lavados em tampao e contracorados
com hematoxilina (Ventana). Seguiu-se com lavagem com solug&o propria,

agua com detergente e agua corrente destilada. As laminas foram
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desidratadas em 4&lcool, xilol e montadas em equipamento automatizado
(Tissue-Tek Film).
As informacdes sobre a interpretacdo da marcacédo de cada anticorpo

utilizado seguem abaixo:

Quadro 1 - Padréo de interpretacédo dos anticorpos

Anticorpos Padréo de Marcacgdo esperada
expresséo
LFABP Citoplasma/ nacleo Normal: marcagao difusa AHC HNFlalfa: auséncia de
expresséo
Amiloide A Citoplasma Normal: negativo AHCInflamatérios: marcacgéo forte
PCR
GS Citoplasma Normal: marcagdo | AHC Beta-catenina mutados ou
predominante perivenular ativados: marcacdo difusa
Beta-catenina | Membrana celular Normal: marcacéo forte na | AHC Beta-catenina  mutado
membrana celular marcacao nuclear e
citoplasmatica

3.3 CARACTERIZACAO DOS SUBTIPOS MOLECULARES

Os subtipos de AHC foram determinados de acordo com o padrao de

marcacao dos anticorpos pesquisados e podem ser vistos na tabela abaixo.

Quadro 2 - Padréao de expressao dos anticorpos, conforme os subtipos
moleculares

Subtipo LFABP | Amiloide A PCR GS Beta-catenina
molecular
HNF1- Negativo Negativo Negativo | Padréo perivenular Marcacdo na membrana celular
mutado
Inflamatério Positivo Positivo Positivo Padréo perivenular Marcagao na membrana celular

ou difuso (misto)

Beta-catenina Positivo Negativo Negativo Padréo difuso Marcagdo nos nucleos das
mutado células

Inclassificavel Positivo Negativo Negativo | Padréo perivenular Marcacao na membrana celular
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3.4 ANALISES ESTATISTICAS

As andlises estatisticas foram realizadas de acordo com a
distribuicdo dos dados paramétricos, e ndo paramétricos através de teste
exato de Fisher, Qui-Quadrado e Kruskall-Wallis. Para a realizacdo das
analises, foi utilizado o software SPSS 20.0.

As variaveis foram analisadas e correlacionadas com a classificacédo
molecular imunoistoquimica dos AHC. O valor de P menor ou igual a 0.05 foi

indicativo de estatisticamente significante.
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4 RESULTADOS

4.1 VARIAVEIS CLINICAS E CIRURGICAS

A partir da pesquisa no registro de cirurgias hepaticas realizadas no
A.C.Camargo Cancer Center, no periodo de 2001 a 2014, foram
identificados 25 pacientes submetidos a resseccao cirargica de AHC, sendo
transplante hepético realizados em 2 pacientes.

Neste periodo, também identificamos, 15 outros pacientes com
diagnéstico presuntivo de AHC, através dos exames de imagem, no qual a
conduta adotada néo foi cirargica, sendo realizado apenas seguimento. Tais
pacientes ndo sdo objeto especifico deste estudo, porém dimensiona o
namero de pacientes com AHC da instituicado.

Dos 25 casos de AHC operados, em 4 casos 0S materiais
histopatoldgicos (blocos de parafina e laminas) ndo estavam mais
disponiveis nos arquivos da Anatomia Patologica e foram excluidos da
casuistica. Um dos casos excluidos era de uma crianca com o diagndstico
de adenoma hepatico gigante, tratado com hepatectomia total e transplante
de figado. Todo o seu material histopatolégico foi encaminhado para outro
servico de Anatomia Patolégica para uma segunda opinido diagnostica.
Portanto a casuistica final deste estudo foi constituida por 21 pacientes.

A Tabela 4 mostra as principais caracteristicas clinicas dos 21

pacientes com AHC. A média de idade destes pacientes ao diagndstico foi
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de 36 anos, e a mediana de 33 anos, sendo a idade minima de 20 anos e a
maxima de 89 anos. Dos 21 pacientes estudados, 17 (80%) eram do sexo
feminino e apenas 4 (20%) eram do sexo masculino. Dentre as pacientes
femininas, o uso de anticoncepcional oral foi confirmado por 4 (23%) e
negado por 6 (35%). Esta informacdo nado estava disponivel nos prontuarios
meédicos de 7 (42%) pacientes. Deste mesmo grupo de pacientes, 4 delas
estavam na menopausa.

Bidpsias hepaticas percutaneas pré-cirargicas foram realizadas em 6
(24%) pacientes, sendo 4 bidpsias guiadas por ultrassonografia e 2 guiadas
por tomografia computadorizada. Dos casos biopsiados o diagnostico
anatomopatologico de adenomas hepatocelulares foi feito em 3 casos, 1
caso foi diagnosticado com hepatite crénica, 1 caso com alteracdes
histopatoldgicas associadas a colestase e 1 caso foi genericamente
diagnosticado como “auséncia de neoplasia”. As reacdes imunoistoquimicas
complementares nao foram realizadas nestas amostras.

Na casuistica estudada, ndo houve relato de etilismo, uso de drogas,
ou anabolizantes (incluindo horménio de crescimento e testosterona); dois
(10%) pacientes faziam uso cronico de corticosteroides, sendo 1 deles por
DPOC e o outro para o tratamento de cancer de mama metastatico. Dois
(10%) pacientes eram portadores de diabetes tipo Il (ndo insulino-
dependentes), cinco (23%) pacientes eram portadores de esteatose
hepatica, dois apresentavam hipertensdo arterial sistémica e dois

apresentavam hipotireoidismo.
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Em relacdo aos marcadores tumorais, 0S niveis séricos de
alfafetoproteina estavam em niveis normais em 16 casos. Este dado né&o
estava disponivel nos prontuarios medicos de 5 casos. Os niveis séricos de
CA 19.9 estavam normais em 11 casos e 1 caso apresentava nivel
aumentado (1,5x o valor de referéncia). Em 9 casos nao havia a presenca
deste dado no prontuario meédico.

N&o ha registros da dosagem de PCR (Proteina C Reativa) sérica nos
pacientes detes estudo.

Nenhum dos pacientes apresentavam sindromes genéticas
relacionadas como glicogenoses, polipos adenomatosos familiares, diabetes
Tipo 3 ou Sd de McCune-Albright. No entanto 1 paciente apresentava uma
sindrome rara denominada Bannayan-Zonana - Ruvalcaba-Riley, uma
patologia autossébmica dominante com mutacdo no gene PTEN,
caracterizada por malformac¢des multiplas, sobretudo macrocefalia, multiplos
lipomas, polipos hamartomatosos intestinais, malforma¢des vasculares e
anomalias da pigmentacdo do pénis (MARSH et al. 1998). Um outro paciente
apresentava hermafroditismo verdadeiro.

Em relacdo a presenca de obesidade, 12 (57%) pacientes
apresentavam IMC (indice de massa corporea) abaixo de 25 kg/cmz; 3 (14%)
pacientes tinham IMC entre 25 a 30 kg/cm? e 5 (23%) pacientes tinham IMC
acima de 30 kg/cmz?, sendo que o maior IMC observado foi de 52 kg/cm2 em
uma paciente do sexo feminino. Em 1 caso nao foi possivel o calculo do

IMC.
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A presenca de sintomatologia foi relatada por 12(57%) pacientes,
sendo o0 sintoma mais comum a dor abdominal, relatada por 9 (42%)
pacientes.

Quatro pacientes (19%) apresentaram dispepsia; massa palpavel foi a
sintomatologia detectada em 4 pacientes. Uma paciente apresentou ruptura
espontanea do adenoma com sangramento intracavitario e anemia aguda. 9
pacientes (43%) eram assintomaticos, sendo o diagnoéstico de AHC realizado
incidentalmente.

As dimens0fes tumorais observadas foram de 4 nédulos menores de 5
cm; 11 casos apresentavam les6es medindo entre 5 a 10 cm e 6 casos
exibiam lesbes maiores de 10 cm.

De acordo com os exames de imagem pré-operatorios, 12 (57%)
casos representavam lesédo unica. Adenomas multiplos com presenca de 2 a
9 noOdulos foram encontrados em 6 casos e 3 casos apresentavam

adenomatose (presenca de 10 ou mais nddulos).

Em relacdo as caracteriticas imagenoldgicas, existiu consideravel
auséncia de dados no prontuério eletrdnico e laudos incompletos,
relacionados a uma série histérica, sem a disponibilidade de acesso para a
revisdo das imagens. Porém foi possivel concluir que a ultrasonografia de
abdome foi realizada em 15 casos, apresentando-se em 4 pacientes lesdes
hipoecogénicas, 3 lesGes hiperecogénicas, 2 lesbes isoecogénicas e em 6
pacientes ndo houve definicdo sobre ecogenicidade. Tomografia helicoidal
foi realizada em todos os pacientes e em 10 pacientes havia registro de

realce arterial intenso ao contraste, porém sem informacfes sobre washout.
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Ha registro de realizacdo de RMN em 12 pacientes. Nao ha descricdo da
utilizacdo de contraste hepato-especifico nessa casuistica. De acordo com
os laudos radiolégicos, o diagnéstico presumivel de AHC, foi relatado em 9
pacientes. PET CT com 18 FDG, foi realizado em 1 paciente, que
apresentava lesdes hepaticas hipervasculares indefinidas, associado a
histérico oncol6gico de melanoma cutaneo.

Cirurgicamente, foram realizadas 7 hepatectomias menores (até 2
segmentos) e 14 hepatectomias maiores (incluindo o caso de hepatectomia
total).16 (76%) pacientes realizaram cirurgias pela técnica convencional
aberta e 5 (24%) realizaram cirurgia por video laparoscopia, sendo que 1
deles necessitou de conversdo para a cirurgia aberta. (Tabela 5). O tempo
médio de internacao foi de 8 (4 - 50) dias.

A Unica paciente submetida ao transplante de figado era portadora de
adenomatose, apresentava historia de ruptura espontdnea e sangramento
das lesbes com repercussdo hemodinamica importante. Neste caso foi
utilizado enxerto de doador cadaver.

A embolizacao arterial ou RFA do AHC no periodo pré-operatério ndo
foi realizada em nenhum caso.

A associacdo com outros tumores prévios ou sincrénicos, foi um
evento presente em 7 (33,3%) dos 21 pacientes estudados : 1 caso de
sarcoma de Ewing, 1 caso de cancer de mama,l caso com hiperplasia de
adrenal (hermafroditismo, angiomiolipoma), 1 paciente teve tumor sélido
cistico pancreatico (tumor de Frantz), 1 paciente teve sarcoma cervical; 1
paciente teve carcinoma papilifero de tiredide e 1 paciente apresentou

seminoma de testiculo.
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Em relacdo as complicagcdes pOs-cirargicas: 2 pacientes
apresentaram complicagfes poés-operatorias grau V da classificacdo de
Clavien-Dindo, sendo os 6bitos relacionados as comorbidades consequentes
de DPOC e Insuficiéncia hepatica por NASH (Esteatohepatite ndo alcodlica).
5 pacientes apresentaram complicagbes Clavien | (relacionados a dor e
gastroparesia no pdés-operatorio); 4 pacientes Clavien Il (relacionado a
transfusdo de hemoderivados); 1 paciente Clavien IV (por sangramento no
pds-operatorio imediato com repercussdo hemodinamica e necessidade de
reoperacao de urgéncia). Em nove (42%) pacientes nao houve nenhum tipo

de complicacéo. Estes dados estéo presentes na Tabela 5.

Tabela 4 - Dados demogréficos e epidemiolégicos dos pacientes (N=21)

Caracteristica Numero Porcentagem (%)
Idade (mediana) em anos 33 (20-89)
Sexo
Feminino 17 80
Masculino 4 20
IMC kg/cm?
<25 12 57
25a30 3 14
>30 5 23,8
Sem informagé&o 1 47

Anticoncepcional, sexo F (N=17)

Uso de ACO 4 23,5
N&o uso de ACO 6 35
Sem informag&o de ACO 7 41
Presenca de Sintomas 12 57
Dor abdominal 9 42
Dispepsia 4 19
Massa palpavel 4 19
Sangramento 1 4,7
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Tabela 5 - Caracteristicas dos Nodulos Hepaticos, Cirurgia e Complicacdes

NUmero de nédulos

(por exame de imagem) N Media
Unico 12
Entre2e9
Maior ou igual a 10
Tamanho do > nddulo 7,8cm (2,5-19 cm)
<5cm 4
Entre 5a10cm 11
>10cm
Cirurgia laparoscopica 4
Cirurgia aberta 17
Transplante de Figado 1
Complicag¢des (Clavien-Dindo)
I 5
] 4
v 1
Vv 2
Sem complicacdes 14

4.2 VARIAVEIS HISTOPATOLOGICAS

Os principais achados histopatolégicos observados nas amostras dos
AHCs foram: esteatose, dilatacdo sinusoidal, areas de hemorragia e
telangiectasias, presenca de vasos espessos, hepatocitos com atipias ou em
arranjos pseudoacinares, presenca de proliferacdo ductular e infiltrado
inflamatorio intratumoral. O parénquima hepatico peri-tumoral ou né&o
neoplasico nao foi avaliado.

Em todos os AHC foram observadas areas de esteatose, sendo o
grau 3 presente em 5 (24%) casos, 0 grau 2 observado em 6 (28%) casos e

o grau 1 presente em 10 casos, correspondendo a 48% dos AHC. Infiltrado



49

inflamatorio crénico focal ou de leve intensidade foi observado em 14 (67%)
casos; 7 (33%) casos apresentavam  infiltrado  inflamatorio
predominantemente linfocitario de moderada intensidade. Areas de
hemorragia e com telangiectasias foram detectadas em 11 (52%) e 14 (67%)
casos, respectivamente. Foram observados vasos sanguineos com a parede
espessa em 7 (33%) casos e focos de congestao vascular presentes em 16
(76%) AHC. Foram observados hepatécitos atipicos em 7 (33%) casos.
Arranjos pseudoacinares foram detectados em 9 dos 21(42%) casos e areas
com reacao ductular foram encontradas em somente 3 casos (14%).

Em 2 pacientes (9,5%) havia sobreposicdo de carcinoma
hepatocelular nos AHC, 1 caso com CHC fibrolamelar com areas pouco
diferenciadas e outro caso com CHC bem diferenciado, sendo classificados
como Grau 3 e Grau 2 pela Classificacdo de Edmondson - Steiner,
respectivamente. Estes pacientes correspondentes aos casos 6 e 7 desta
casuistica.

Os dados gerais histopatologicos podem ser observados na Tabela 6.



Tabela 6 - Principais achados histopatologicos dos AHC, correlacionados com idade , sexo e IMC

AHC Idade Sexo IMC Atipias Infiltr. Dilatagdo Congestao Arranjos ) X . Reacdo Vasos Presenca
Esteatose L, . ; i ) Hemorragia Telangiectasia

(kg/lcm?) Cltoldgicas Inflam. Sinusoidal Vascular Pseudoacinares Ductular Espessos  de CHC
Caso 1 42 F 23.9 Acentuada nao Leve ndo sim Nao nao nao ndo ndo nao
Caso 2 29 M 26.3 Moderada sim Leve sim sim Sim nao sim sim ndo nao
Caso 3 28 F 25.6 Moderada nao Leve sim sim Nao sim sim nao sim nao
Caso 4 89 F 27.1 Leve sim Leve sim sim Sim sim sim nao ndo nao
Caso 5 28 F 22.3 Acentuada nao Leve nao Ndo Ndo sim nao nao nao nao
Caso 6 24 F 16.6 Moderada sim Leve sim nao Sim nao nao nao sim sim
Caso 7 35 M 33.1 Leve sim Leve sim sim Sim sim sim sim Sim sim
Caso 8 33 F 20.7 Leve nao Leve nao Nao Sim nao nao ndo Nao nao
Caso 9 41 F 24 Leve nao Leve sim sim Nao sim sim nao Nao nao
Caso 10 33 F 21.9 Leve nao Leve sim sim Nao sim sim nao Nao nao
Caso 11 56 F 31.6 Acentuada ndo Leve nado sim Nao nao nao ndo Nao nao
Caso 12 29 F 24.8 Acentuada nao Leve ndo Nao Nao nao nao ndo Nao nao
Caso 13 42 F - Leve nao moderado Sim sim Sim nao sim ndo nado nao
Caso 14 39 F 32.8 Leve sim Leve sim sim Nao sim sim nao sim nao
Caso 15 29 M 30.3 Leve sim Leve SIM sim Nao sim sim sim sim nao
Caso 16 42 F 20.6 Leve nao Nao leve sim Sim nado sim nao nao nao
Caso 17 26 F 18.4 Acentuada nao Leve nao sim Ndo sim nao nao sim nao
Caso 18 33 F 21.5 Leve nao Leve sim Nao Nao nao sim nao nao nao
Caso 19 25 M 17.6 Moderada sim moderado Sim sim Sim nao sim nao Ndo nao
Caso 20 36 F 56 Moderada nao Leve sim sim Sim sim sim nao nao nao
Caso 21 20 F 19.6 Moderada nao Leve Sim sim Ndo sim sim Ndo Sim nao

Esteatose: graduada em graus: 1. Leve, até 33% da area total; 2. Moderada, de 34 a 66% da area total; 3. Acentuada, esteatose em mais
de 66% da &rea examinada, Infiltrado inflamatério intralesional: presenca de infiltrado inflamatério crénico de permeio na area tumoral: 1.

Leve (até 25%), 2. Moderado (25 a 50% de infiltrado).

50
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4.3 ANALISES IMUNOISTOQUIMICAS E CLASSIFICACAO

MOLECULAR

De acordo com o padrdao observado nas andlises das reacles
imunoistoquimicas dos marcadores pesquisados, os AHC foram
classificados em 3 subgrupos moleculares: 1- AHC inflamatorio, 2- AHC
inflamatorio com Beta-catenina ativada e 3- AHC inclassificavel.
Notadamente, nenhum caso foi classificado como AHC HNF1 alfa ou AHC
Beta-catenina sem caracteristicas inflamatoérias associadas.

Os resultados dos marcadores e 0s subgrupos encontrados estdo na
Tabela 7. O AHC tipo inflamatério caracterizado pela expressao 3+ ou 2+ da
Proteina Amiloide e/ou PCR foi o subgrupo mais frequente, encontrado em
15 (71%) dos 21 casos estudados. Dos 15 casos com subtipo molecular
inflamatorio, 5 deles apresentam também a expressdo difusa e forte da
proteina GS. Bioulac Sage definiu este subgrupo como AHC | com ativacéo
da Beta-catenina (BIOULAC-SAGE et al. 2011b).

Os 6 (29%) AHC restantes mostraram padrédo variado de expressao
imunoistoquimica e foram considerados como AHC Inclassificaveis.

Todos os casos estudados apresentaram expresséo de Beta-catenina
na membrana celular e o padrédo de marcacao nuclear para este marcador
nao foi observado em nenhum caso. Também n&o observamos perda ou
auséncia de expressao da proteina LFABP em nenhum caso, sugerindo que

a mutacdo do gene HNF1 alfa ndo esta presente nestes tumores.
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Os dois pacientes que apresentavam CHC sobrepostos ao AHC,

foram classificados no subtipo AHCI com ativacdo da Beta-catenina.

Tabela 7 - Resultados das reac¢des imunoistoquimicas

AHC Amiléide LFABP Beta- GS PCR Subtipo
catenina* Molecular
Caso 1 2+ 1+ 2+ 1+ 2+ Inflamatério
Caso 2 3+ 3+ 3+ 2+ 3+ Inflamatorio
Caso 3 1+ 3+ 3+ 1+ 1+ Inclassificavel
Caso 4 1+ 2+ 3+ 1+ 2+ Inclassificavel
Caso 5 1+ 1+ 3+ 0 1+ Inclassificavel
Caso 6 3+ 3+ 3+ 3+ 3+ Inflamatério
Beta-catenina
Caso 7 3+ 2+ 3+ 3+ 3+ Inflamatorio
Beta-catenina
Caso 8 2+ 2+ 3+ 1+ 2+ Inflamatério
Caso 9 3+ 2+ 3+ 1+ 3+ Inflamatorio
Caso 10 1+ 2+ 3+ 2+ 2+ Inflamatério
Caso 11 2+ 2+ 3+ 0 1+ Inflamatério
Caso 12 1+ 1+ 3+ 3+ 2+ Inflamatorio
Beta-catenina
Caso 13 3+ 2+ 3+ 0 3+ Inflamatério
Caso 14 2+ 1+ 3+ 1+ 2+ Inclassificavel
Caso 15 3+ 1+ 3+ 3+ 3+ Inflamatério
Beta-catenina
Caso 16 0 2+ 3+ 1+ 2+ Inclassificavel
Caso 17 2+ 2+ 3+ 0 1+ Inflamatério
Caso 18 0 1+ 3+ 1+ 2+ Inclassificavel
Caso 19 3+ 2+ 3+ 3+ 3+ Inflamatorio
Beta-catenina
Caso 20 2+ 1+ 2+ 0 3+ Inflamatério
Caso 21 2+ 2+ 3+ 1+ 3+ Inflamatério

*O padrdo da expressao da Beta-catenina descrito € apenas na membrana celular. Em nenhum dos

casos houve expressédo nuclear da Beta-catenina.

Nas Figuras 1, 2, 3 abaixo, alguns exemplos de AHC com expressao

dos marcadores e o subgrupo molecular. No Anexo 2, apresentamos as

figuras dos casos com os padrfes histologicos observados nas laminas de

HE, e a expressdo dos marcadores imunoistoquimicos.
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Esteatose grau lll

Beta —catenina (2+membrana) Glutamine Sint. 1+

Figura 1 - Adenoma hepatico classificado como AHC inflamatorio;
identificado como caso 1



HE Glutamine Sint. 3+

NA HE, presenca de atipias, arranjos pseudoacinares e vasos espessos. Na IMQ Amiléide A
corado fortemente; LFABP 3+; Beta-catenia apenas na membrana e glutamina sintetase

difusa 3+.

Figura 2 - Adenoma hepatico classificado como AHC inflamatério com

Ativacao da Beta-Catenina; identificado como caso 6
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HE Amiloide A 1+ LFABP 3+

Beta- catenina (membrana) Glutamine Sint. 1+

HE : mostra estestose grau 2, dilatagéo sinusoidal e teleangiectasia

Figura 3 - Adenoma hepéatico classificado como AHC Inclassificavel;
identificado como caso 3
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44 CORRELACAO ENTRE AS VARIAVEIS CLINICAS E

HISTOPATOLOGICAS E OS SUBGRUPOS MOLECULARES

A média de idade dos pacientes do subgrupo AHC | foi de 35,8 anos;
dos AHC | com ativacdo da Beta-catenina foi de 28,4 anos e dos AHC
Inclassificaveis foi de 43,2 anos (p = 0,216).

Em relacdo ao género, no subgrupo AHC I, 9 pacientes eram do sexo
feminino e 1 paciente era do sexo masculino, no subgrupo AHC | com
ativacdo da Beta-catenina havia 2 pacientes do sexo feminino e 3 pacientes
do sexo masculino e no subgrupo AHC Inclassificavel, as 6 pacientes eram
do sexo feminino. Houve diferenca estatisticamente significante entre o sexo
masculino e o subgrupo AHC | com ativacdo da Beta-catenina (p = 0,047).

Em relacdo as caracteristicas dos nodulos e a classificacao
imunoistoquimica, o tamanho médio dos ndédulos no subgrupo AHC | foi de
10 cm (5 -15 cm); no subgrupo de AHC | com beta-catenina foi de 11 cm (3.8
-19 cm) e no subgrupo Inclassificavel foi de 5,7 cm (2.5-11cm). Ndo houve
diferenca estatistica, p= 0,11. Dos 3 pacientes com Adenomatose (> 10
nodulos), os AHC foram classificados como 1 AHC [|; 1 AHC | com mutacéo
da Beta-catenina e 1 AHC Inclassificavel. Nao houve diferenca estatistica
entre o numero de nddulos e os subgrupos moleculares (p= 0,59).

A média de IMC (kg/cm?) no subgrupo AHC | foi de 26.9 (18,3 - 56),
com excec¢do de 1 paciente sem dados sobre IMC; no subgrupo AHC | com

ativacdo da Beta-catenina foi de 24.4 (16.6 - 33,1) e no subgrupo
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Inclassificavel foi de 24.96 (21,4 - 32,8). A diferenca entre 0s grupos nao
alcancou significancia estatistica (p=0,942).
As caracteristicas clinicas relevantes identificadas, correlacionadas

com os subgrupos moleculares, sdo demonstradas na tabela 8.

Tabela 8 - Caracteristicas clinicas e os subgrupos moleculares

. . AHC | AHCI com. Inclassificavel Valor de
Variaveis Categorias Beta-catenina
(N=10) _ (N=6) P
(N=5)
Feminino 9 2 6
Género 0.047
Masculino 1 3 0
Idade L 35.8 28.4 43.2
em anos Media (20-56) (24-35) (28-89) 0.21
IMC Média 26.9 24.4 24.96 0.87
Tamanho L 10 11 5,7
dos nédulos Media (5-15) (3,8-19) (2,5-11) 0.11
N6dulos Média 22 34 26 0.59
naimagem

As principais caracteristicas histologicas estudadas e suas
correlagbes com os 3 subgrupos identificados estdo na Tabela 9. Houve
diferenca estatisticamente significativa entre a presenca de atipias
citologicas (p=0.021) e presenca sobreposta de CHC (p= 0,048) com o
subgrupo AHC | com Beta-catenina ativada. As demais caracteristicas
histologicas ndo mostraram diferencas estatisticamente significantes entre

0s subgrupos moleculares.
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Tabela 9 - Principais achados histolégicos e os subgrupos moleculares

Alteracdes histologicas AHCI com Valor de
N AHC | ) Inclassificavel
presentes Betacatenina P

Atipias citologicas 7 (33%) 1 4 2 0.021
Arranjo pseudoacinar 5(24%) 4 3 2 0.729
Esteatose* 0.858

leve 10(47%) 4 2 4

moderada 6(28%)

acentuada 5(24%) 3 1 1
Infiltrado Inflamatério 0.662

leve 18(85%) 9 4 5

moderado 2(10%) 1 1
Telangiectasia 14(66%) 6 3 5 0.710
Dilatacéo sinusoidal 14(66%) 6 4 4 0.571
Congestéo vascular 16(76%) 9 3 4 0.436
Hemorragia microvascular 11(52%) 5 2 4 0.738
Reacao ductular 3(14%) 1 2 0 0.199
Vasos espessos 7(33%) 2 3 2 0.294
Presenca de CHC associado 2(9,5%) 0 2 0 0.048

*Esteatose: graduada em graus: Leve- até 33% da area total; Moderada- de 34 a 66% da

area total; Acentuada- esteatose em mais de 66% da area examinada

4.5 SEGUIMENTO CLINICO DOS PACIENTES

O tempo de seguimento mediano dos pacientes foi de 47 meses, com
intervalo interquartil de 9 a 86 meses.

Dos 21 pacientes estudados, 2 (9,5%) evoluiram a 6bito no periodo
peri-operatério. Uma paciente apresentou Obito no 50° dia pos-operatorio,
por complicacbes cirargicas secundarias a DPOC e a imunossupressao
relacionado a corticoide, com necessidade de reoperacbes por sindrome
compartimental abdominal e peritoneostomia. Outro paciente evoluiu a obito

no 12° dia pés-operatdrio por insuficiéncia hepatica, secundaria a NASH.
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Em 2 pacientes ndo ha dados de seguimento nesta Instituicdo, por
fazerem acompanhamento em clinica privada.

Dentre os 3 pacientes com adenomatose, havia uma paciente
portadora de cancer de mama, na qual a resseccdo cirurgica hepatica foi
realizada apenas na lesdo maior, as outras multiplas lesbes menores
apresentaram remissao espontanea; 1 caso foi submetido a transplante de
figado, apresentando-se sem evidéncia de recidiva hepatica e com uso
regular de medicacdo imunossupressora até o momento; 1 caso com
adenomatose corresponde ao paciente que evoluiu a 6bito, por insuficiéncia
hepatica.

O paciente, portador da Sindrome de Bannayan-Zonana - Ruvalcaba-
Riley teve o AHC, inicialmente Unico, ressecado, porém desenvolveu
recidiva multinodular (> de 10 adenomas). Foi avaliado pela equipe de
Transplante Hepatico, porém em consequéncia da predisposicdo da
sindrome para neoplasias, o transplante foi contra-indicado. Foi submetido a
TAE, com regressao parcial das lesdes. Permanece atualmente com
adenomatose, com estabilidade dos adenomas.

Uma paciente jovem, portadora de CHC em adenoma, apresentou
recidiva hepatica e linfonodal do CHC, sendo reoperada, e esta atualmente
realizando tratamento quimioterapico sistémico.

Uma paciente jovem, portadora de adenoma, com desejo de gravidez,
apresentou no seguimento pos-operatorio uma gestacao, que cursou sem

intercorréncias e atualmente ndo apresenta sinais de recidiva da doenca.
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Nos 7(33%) pacientes com outras neoplasias associadas
encontramos 1 paciente com cancer de mama, corresponde ao caso de
remissao espontanea da adenomatose, descrito anteriormente; 1 paciente
com melanoma, 1 paciente com tumor sélido papilar do pancreas, 1 paciente
com cancer de tiredide; estdo em acompanhamento sem sinais de recidiva
da neoplasia ou do adenoma; 2 pacientes (1 portador de seminoma de
testiculo e outro com sarcoma de osso temporal) perderam seguimento
nesta instituicdo ha 2 anos; 1 paciente com neoplasia de adrenal com
angiomiolipoma renal e hermafroditismo corresponde ao paciente que
evoluiu a Obito, secundario a insuficiéncia hepatica no pds operatdrio;este
paciente também apresentava CHC, associado ao AHC.

Todos os demais casos (14 pacientes) ndo apresentaram recidiva do

adenoma, ou 6bito relacionado.
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5 DISCUSSAO

Atualmente, lesbes hepaticas focais sdo cada vez mais
diagnosticadas, devido ao maior acesso da populacdo aos exames de
imagem, especialmente a ultrassonografia de abdome. Em algumas séries,
achados de les@es incidentais no figado, foram encontrados em até 33% dos
estudos radiolégicos e revelam um espectro grande de patologias benignas
(cistos, hemangiomas, hamartomas, HNF, AHC, esteatose focal, abscesso,
nodulos de regeneracdo, até pseudolesbes) e malignas (CHC,
colangiocarcinoma, angiossarcoma, hemangioendotelioma, linfoma e
metastases) (BOUTROS et al. 2010; ALGARNI et al. 2016).

A diferenciacdo entre lesbGes benignas e malignas € passo
fundamental, a partir de um diagndstico diferencial amplo, e deve ser
norteada inicialmente por uma anamnese completa, antecedentes
oncologicos, avaliagcdo de hepatopatia, histéria familiar, exame fisico e
marcadores tumorais.

Estudos sobre a prevaléncia das lesGes focais benignas sao
heterogéneos, dependente da populacdo estudada e os métodos de
investigacao utilizados. A prevaléncia de hemangioma hepatico pode variar
entre 0,1 a 20,0 % e de cistos hepéaticos entre 0,06 a 17,8 %. Poucos
estudos investigaram especificamente HNF, AHC e esteatose, sendo que a

prevaléncia relatada em séries historicas para HNF foram de 0,8 a 3,2%,
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AHC entre 0,4 a 1,5 %, e areas focais hepaticas de preservacao de
esteatose entre 7,2 a 19.8% (KALTENBACH et al. 2016).

Nas lesdes hepatocelulares benignas, apés a exclusdo dos
hemangiomas, os principais diagnésticos diferencias sdo a HNF e o AHC,
caracterizando-se por incidirem principalmente em mulheres jovens, na
idade reprodutiva. HNF € uma neoplasia policlonal benigna com etiologia
relacionada a hiperperfuséo localizada, regenerativa a presenca de um vaso
andmalo. Histologicamente, o tipo classico é uma lesdo nodular hiperplasica
com uma cicatriz central contendo uma artéria anomala e reacao ductular.
Em casos inconclusivos, a utilizacao de IMQ com GS revela um padrdo map-
like tipico.

Em relacdo a indicacdo cirdrgica nos casos desta série, a decisao
terapéutica foi baseada em variaveis clinicas, sendo as principais definidas
como adenomas no sexo masculino, lesdes suspeitas de carcinoma
hepatocelular, lesbes maiores que 5 cm e uma paciente com desejo de
gravidez, sendo que nenhum caso foi determinado pela analise da IMQ.

Nesta série podemos confirmar que os AHC, sao neoplasias
heterogéneas, sendo possivel classificar pela IMQ em 3 subgrupos: AHC |,
AHC | com Beta-catenina Ativada e AHC inclassificavel.

A Glutamina Sintetase foi decisiva, quando fortemente corada, para
identificar o subgrupo AHCI com ativacédo da Beta-catenina. A sua expressao
fraca ou moderada, permanece com significado incerto, sugerindo a

necessidade de estudo molecular dirigido para melhor definicéo.
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Nesta série, ndo observamos a expressao nuclear da proteina Beta-
catenina em nenhum dos casos , e desta maneira este marcador nao
apresentou sensibilidade para identificar o subgrupo dos AHC com mutacéo
do gene Beta-catenina ou o subgrupo dos AHC | com ativacdo da Beta-
catenina. Porém em todos os casos , foi notorio, a expressao da proteina da
Beta-catenina na membrana das células neoplasicas.

Os resultados observados no nosso estudo sdo divergentes dos
estudos previamente publicados na literatura, por apresentar
proporcionalmente maior nimero de casos do subtipo AHC Inclassificavel e
nenhum caso de AHC HNF 1 alfa mutado, pois em todas as lesdes
estudadas foram observadas expressbes da proteina LFABP, em
intensidade e frequéncia variaveis. Estas diferencas podem estar
relacionadas a alguns fatores como: utilizacdo de diferentes clones de
anticorpos e protocolos na realizacdo da IMQ, inexperiéncia na interpretacéo
das reacdes IMQs e selecdo das areas mais adequadas para a realizacéo
das IMQs, dentre outros. Neste estudo, a interpretacdo das laminas de IMQ
foi realizada com o auxilio do patologista Dr. Michael Toberson, especialista
em hepatopatologia da Mayo Clinic, Rochester, EUA. Todas as laminas
foram fotografadas e enviadas para sua interpretacéo, e os resultados foram
comparados com os obtidos no Dep. de Anatomia Patolégica do AC
Camargo Cancer Center. Nos casos discordantes, outras areas das lesdes
foram recoradas ou os anticorpos foram novamente testados para obtencao
da concordancia em todos os casos. A interpretacéo das reacdes IMQ foram

feitas as cegas em relacdo aos dados clinicos dos pacientes. A participacao



64

de um patologista especialista na area e com experiéncia no assunto foi
fundamental para o treinamento do patologista e padronizagéo da técnica.

Uma outra possivel explicacdo dos resultados divergentes, seria o
namero pequeno de pacientes da nossa casuistica, ndo permitindo uma
amostra representativa dos subtipos.

De fato, para a confirmacdo definitiva dos nossos resultados, se
impbe a necessidade de estudo molecular e gendmico para pesquisa de
mutacéo dos genes CTNNBL, IL6ST, JAK, STAT,HNF1lalfa e FRK.

Em relacdo as caracteristicas histologicas apenas atipia e a presenca
de CHC sobreposta ao AHC apresentou significancia estatisca com o
subgrupo AHCI com Beta catenina ativada, em concordancia com a
literatura, assim como o0 sexo masculino. Existem estudos recentes
relacionados a sequéncia adenoma-carcinoma, em que mutacao do gene da
Beta catenina (CTNNB1) € um pré-requisito na carcinogénese, porém outras
vias de sinalizacdo e alteracdes moleculares como a promocao do TERT
(Telomerase Reverse Transcriptase) sdo necessarios para a transformacéo
em CHC (MARQUARDT e THORGEIRSSON 2014).

N&ao foi possivel alcancar diferenca estatistica entre as demais
variaveis clinicas e histolégicas com o0s subgrupos identificados,
provavelmente devido ao pequeno numero da amostra, 0 que traz a
necessidade de estudos multicéntricos para uma casuistica maior. De
acordo com testes estatisticos especificos de tamanho de amostra, seriam
necessario pelo menos 90 casos, para uma amostra representativa dos

subgrupos.
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Este estudo demonstrou em peca cirlrgica, que a andlise e técnica de
IMQ, para a identificacdo dos subgrupos dos AHC, foram reproduziveis em
NOSSO meio.

Contudo a incapacidade de diferenciar AHC de outros tumores
benignos, ou para identificar pacientes de subgrupos com risco aumentado
de complicacdes, determina a necessidade da analise de IMQ no pré-
operatorio, realizados em tecidos de fragmentos provenientes de bidpsia por
agulha. Neste cenario essa analise podera contribuir para decisédo
terapéutica podendo evitar resseccOes hepaticas desnecessarias e sera
objeto de estudo na nossa Instituicao.

Apesar do fato de que técnicas de imagem radiolégicas apresentarem
continuo progresso e aperfeicoamento, como por exemplo, ressonancia
magnética com a Quantificacdo do Coeficiente Aparente de Difusdo ou com
a utilizacdo de contrastes hepatespecificos, a biopsia hepatica pode ser
necessaria, quando os exames sao inconclusivos, sendo considerada o
padrédo ouro para definicdo das lesdes hepaticas.

Em um estudo multicéntrico Francés, a maior série publicada,
enderecando especificamente neoplasias hepatocelulares benignas, foram
analisadas 239 biopsias de lesdes hepaticas, realizadas por agulha de 18
gauge; O diagnostico de AHC, pelo HE, foi conclusivo em 58,6% dos
pacientes, que se elevou para 74,3%, quando a IMQ com os marcadores
imunoistoquimicos (LFABP, GS, Amiloide A, PCR e beta-catenina) foram
utilizados, apresentando similaridade, quando comparados com a analise da

peca cirdrgica. Da mesma forma, para a Hiperplasia nodular focal, o
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acréscimo da IMQ a analise histoldgica convencional, com a caracterizacéo
do aspecto map-like pela GS aumentou a assertividade do diagnostico de
53% para 86,7%. Os autores concluiram que € possivel, em biopsias
hepaticas por agulha, identificar HNF e AHC, incluindo os subgrupos
moleculares dos AHC, com um elevado grau de confiabilidade usando
marcadores imunoistoquimicos (BIOULAC-SAGE et al. 2012).

Por outro lado a diferenciacéo entre AHC e CHC pode ser um desafio,
principalmente nas lesbes bem diferenciadas e o acréscimo de outros
marcadores imunoistoquimicos como glypican-3 e heat shock protein 70,
podem ser requeridos (GONZALEZ 2015).

Entretanto deve se mencionar que existe complica¢cdes relacionadas a
bidpsia hepatica percutanea. A possibilidade de implantes no trajeto da
agulha, no diagnodstico de CHC foi relatada entre 0 a 5% (DURAND et al.
2001; NG et al. 2004; WANG et al. 2015). Em relacdo a sangramento, pos
bidpsias de lesbes hepaticas em geral, a ocorréncia média encontrada na
literatura nos ultimos 30 anos é de 0,29%, podendo variar entre 0 até 24%
(SAG et al. 2016). Outras complicacdes raras séao fistulas biliares, hemobilia,
infeccdo e pneumotorax (BOUTROS et al. 2010).

Na nossa casuistica, apenas 6 pacientes realizaram biopsia prévia a
cirurgia e evoluiram sem complicacdes, sendo a indicacéo relacionada pela
indefinicdo pelos exames de imagem.

Nossa conduta atual, é indicar estudo histolégico nas lesbes
hepatocelulares inconclusivas apos extensa investigacao clinica, laboratorial

incluindo marcadores tumorais (CA19,9; CEA e alfafetoproteina) e
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radiolégica com RMN e contraste hepatoespecifico. Nas lesdes com
diagnéstico presumivel de AHC, indicamos biopsia nas lesdes menores que
5 cm com andlise de IMQ ( GS, PCR, LFABP,Beta catenina e Amildide).
Existem porém dudvidas no tamanho minimo da lesdo para indicacdo de
estudo histologico entre 2 a 3 cm, nestes casos a conduta € discutida em
ambito multidisciplinar, com envolvimento do radiologista, e quando a RMN
favorece o diagnostico de AHC HNF 1 alfa, a biépsia pode ser preterida.

E relevante relatar em nossa casuistica, 0 caso de uma paciente de
89 anos, idade nao relacionada a incidéncia de AHC, portadora de um
adenoma de 6.5 cm, que foi submetida a bissegmentectomia hepatica. Na
analise de IMQ, apresentou padrdo de marcacéao inespecifica (GS, Amiloide
e PCR), com LFABP positivo e Beta-catenina negativa no nucleo
(corresponde ao caso 4), sendo classificada como AHC inclassificavel.

A elevada associacdo dos AHC com outros tumores prévios ou
sincrénicos, na nossa casuistica (33,3%) pode ser fortuita, possivelmente
relacionada pelo viés da populacdo oncoldgica assistida na Instituicdo, em
que exames de imagem abominais sdo amplamente realizados para
estadiamento ou seguimento. Porém revela uma populacdo especifica que
necessita de pesquisas e estudos moleculares dirigidos, para definicdo de
uma provavel associacao.

Em relacdo as complicacdes cirargicas grau V de Clavien - Dindo, 2
Obitos em 21 pacientes (9,5 %), esta acima da reportada na literatura, que
permenece abaixo de 5 %. Em uma revisdo de uma banco de dados

multinstitucional americano, com 2.313 hepatectomias para diversas
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patologias, a mortalidade em 30 dias ocorreu em 2,5 % dos pacientes
(ALOIA et al. 2009). Em uma publicacéo recente brasileira com 31 pacientes
com AHC, submetidos a hepatectomia videolaparoscoépica ndo houve obitos
(HERMAN et al. 2012).

Na nossa casuistica, os 2 pacientes que evoluiram a o6bito foram
submetidos a hepatectomias maiores (hepatectomia direita) e apresentavam
comorbidades (1 paciente ASA Il e outro ASA Ill). E uma série pequena que
nao reflete a mortalidade em hepatectomias da Instituicdo, como por
exemplo em resseccdes hepaticas por metastases coloretais em que a
mortalidade em 90 dias encontra-se abaixo de 3 % (RIBEIRO et al. 2013).

Em relacdo ao perfil imunoistoquimico, uma paciente apresentava
AHC |, com nddulo de 5.5 cm e o outro paciente foi classificado como AHC |
com Beta catenina ativada, e neste contexto, se tivessemos essa analise no
pré operatoério a indicacdo formal de cirurgia seria mantida.

Com os avancgos em técnicas moleculares e génomicas, como 0 Next
Generation, surgem novas perspectivas em relacdo ao tratamento dos AHC,
baseados em terapia alvo, direcionado na alteracdo genética subjacente,
permitindo a realizacdo de um tratamento personalizado.

Devemos considerar, entretanto, que o resultado a longo prazo de
uma abordagem seletiva dos AHC requer avaliacdo sistematica e, dada a
raridade da doenca, faz se necessario a realizacdo de estudos

multicéntricos.
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CONCLUSAO

A classificacao molecular dos AHC, através do perfil imunoistoquimico
foi reproduzivel em nossa casuistica, sendo classificados nos
subgrupos AHC |, AHC | com ativacdo da Beta-catenina e AHC

inclassificavel.

As variaveis que mostraram diferencas estatisticamente significantes
entre 0s subgrupos moleculares foram o0 sexo masculino, presenca de
atipias citologicas e presenca de CHC, todas relacionadas com o
subgrupo AHC | com ativacdo da Beta-catenina. N&do foram
encontradas diferencas estatisticamente significativas entre as demais
variaveis clinicas, histologicas e o0s subgrupos moleculares

identificados, provavelmente devido ao pequeno nimero da amostra.
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conhecimento dos seguintes documentos

» Folha de Rosto para Pesquisa Envolvendo Seres Humanos; -

» Termo de Compromisso do Pesquisador com Resolugdes do Conselho Nacional de
Saide;

Termo de Dispensa do Consentimento Livre e Esclarecido;

Declaragio Sobre os Dados Coletados, Publicatdo dos Dados e Propnedade das
Informagdes Geradas;

# Declaragdo Sobre o Uso e Destino do Material Biolégico, Publicagdo dos Dados €
" Propriedade das Informagdes Geradas;

Declaragdo de Ciéncia e Comprometimento do Departamento de Anatomia Patolégica:
Declaragio de Ciéncia e Comprometimento do Departamento de Cirurgia Abdominal;
Declaragdo de Infraestrutura e Instalagdes do Departamento de Cirurgia Abdominal;
Orgamento Financeiro Detalhado.
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informacées a respeito do andamento do referido projeto deverio ser encammhadas a0
CEP dentro de 06 meses em relatério (modelo CEP).

Atenciosamente,

iz Gross

1° Vice-Coordenado de Ktica em Pesquisa

- 1N

Rua Professor Antdnio Prudente, 211 » Liberdade + Sao Paulo /SP CEP 01509-900
{11) 2189-5000 = www.accamargo.org.br



Anexo 2 - Figuras dos AHC, em Hematoxilina Eosina (HE) e com a IMQ
para Amiloide A, LFABP, protéina Beta catenina e Glutamina Sintetase (GS),

com a identificacdo dos casos.



Caso 1 - AHC I; (918599); HE a, HE b: Areas de esteatose e infiltrado inflamatério linfocitario. Marcacéo IMQ para Amildide A exibindo forte
expressao citoplasmatica nas células neoplasicas; expresséo fraca, citoplasmatica para a proteina LFABP; expressado forte na membrana das
células para a proteina Beta catenina e positividade forte e negatividade nas células neoplasicas para a GS. Tamanho original de 40x para todas as
imagens.
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Caso 2 - AHC [; (1018015); HE a, HE b: Areas de esteatose e arranjos pseudoacinares. Marcacdo IMQ para Amildide A exibindo forte expresséo
citoplasmatica nas células neoplasicas; expressao moderada para LFABP; expressao forte na membrana das células para a proteina Beta catenina
e positividade difusa no citoplasma das células neoplasicas para GS. Tamanho original de 40x para todas as imagens.




Caso 3 - AHC Inclassificavel; (1103112); HE a; HE b: Esteatose macro e microvesicular. Marcacdao IMQ negativa para Amildide A; expressao
moderada, citoplasmatica para a proteina LFABP; expresséo forte na membrana das células para a proteina Beta catenina e positividade fraca no
citoplasma das células neoplasicas para a GS. 40x para todas as imagens.
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Caso 4 - AHC Inclassificavél; (1113439); HE a, HE b: arranjos pseudoacinares, focos de hemorragia. Marcacdo IMQ negativa para Amiloide A;
expressao fraca, citoplasmaética para a proteina LFABP; expressdo forte na membrana das células para a proteina Beta catenina e positividade
moderada e difusa no citoplasma das células neoplasicas para a GS. 40x para todas as imagens.
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Caso 5 - AHC Inclassificavel; (1122799); HE a; HE b: Esteatose macro e microvesicular. IMQ negativa para Amildide A; expresséo fraca,
citoplasmatica para a proteina LFABP; expresséo forte na membrana das células para a proteina Beta catenina e positividade fraca no citoplasma

das células neoplasicas para a proteina GS. 40x



Caso 6 - AHC | Beta catenina Ativada; (1125743); HE a, HE b: Células com atipias nucleares, arranjos pseudoacinares e vasos sanguineos com
espessamento de parede. IMQ para Amildide A exibindo forte expressado citoplasmatica nas células neoplasicas; expressdo moderada para a
proteina LFABP; expresséao forte na membrana, para a proteina Beta catenina e positividade forte e difusa no citoplasma das células neoplasicas
para a GS. 40x.



Caso 7 - AHC | com Ativagdo da Beta catenina; (1139643) HE a, HE b: Células com arranjos trabeculares, dilatacdo sinusoidal e infiltrado
linfocitario. IMQ para Amildide A exibindo forte expressao citoplasmatica nas células neoplasicas; expressdo moderada, citoplasmatica para a
proteina LFABP; expressédo forte na membrana das células para a proteina beta catenina e positividade forte e difusa no citoplasma das células
neoplasicas para a GS . 40x.



Caso 8 - AHC [; (1204786); HE a, HE b: Esteatose
citoplasmatica para a proteina LFABP; expresséo forte na membrana das células para a proteina Beta catenina e positividade fraca no citoplasma
das células neoplésicas para a proteina GS. 40x.



Caso 9 - AHC l; (253469); HE a, HE b: células com arranjos trbeculares, dilatacdo sinusoidal e infiltrado linfocitario. IMQ para Amiléide A

exibindo forte expresséo citoplasmatica nas células neoplasicas; expressao fraca LFABP; expressao forte na membrana das células para a proteina
Beta catenina e negatividade para a proteina GS. 40x.



Caso 9 - AHC [; (1254723); HE a, HE b: Células com arranjos trabeculares, dilatagdo sinusoidal e infiltrado linfocitario. Marcagéo IMQ para Amildide
A exibindo forte expressao citoplasmatica nas células neoplasicas; expressdo fraca, citoplasmatica para a proteina LFABP; expressédo forte na

membrana das células para a proteina Beta catenina e positividade fraca e difusa no citoplasma das células neoplasicas para GS. 40x.
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o sinusoidal e infiltrado linfocitario. IMQ para Amiloide A
exibindo fraca e focal expressao citoplasmatica nas células neoplasicas; expressdo moderada, citoplasmatica para a proteina LFABP; expressao
forte na membrana das células para a proteina Beta catenina e positividade moderada e difusa no citoplasma das células neoplasicas para a
proteina GS. 40x.




Caso 11 - AHCI; (1365875); HE a, HE b: Presena de esteatose macro e microvesicular com focos de infiltrado linfocitério. Marcacao IMQ para
Amildide A com positividade forte e difusa nas células neoplasicas; expresséo fraca e focal para a proteina LFABP; expresséo forte na membrana
das células para a proteina Beta catenina e negatividade para a proteina GS. 40x.



Caso 12 - AHC | com Beta catenina ativada; (14048077); HE a, HE b: Esteatose macro e microvesicular com focos de infiltrado linfocitario.
Marcacdo IMQ negativa para Amilodide A; expresséo fraca e focal para a proteina LFABP; expressao fraca na membrana das células para a
proteina Beta catenina e marcacéo forte para a proteina GS. 40x.



Caso 13 - AHC I; (BA1-10578); HE a, HE b: Presenca mostrando células com arranjos trabeculares, dilatacao sinusoidal, infiltrado linfocitario.
Marcacao IMQ forte e difusa para Amildide A, marcacdo moderada, citoplasmatica para a proteina LFABP; marcacdo da Beta catenina na

membrana; e negatividade para a proteina GS. 40x.



Caso 14 - AHC Inclassificavel; (BA18504) HE a, HE b: Células com atipias nucleares, arranjos trabeculares e vasos sanguineos com
espessamento de parede. Marcacdo IMQ negativa para Amildide A, marcacgédo fraca, citoplasmatica para a proteina LFABP; expresséo forte na
membrana das células para a proteina Beta catenina e negatividade para a proteina GS. 40x.
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Caso 15 — AHC | com ativacdo da Beta catenina; (BA4-1080); HE a, HE b: Células com arranjos trabeculares, dilata¢@o sinusoidal e infiltrado
linfocitario. Marcacéo IMQ para Amiléide A exibindo forte expresséo citoplasmatica nas células neoplasicas; expressdo moderada, citoplasmatica

para a proteina LFABP; expressao forte na membrana das células para a proteina Beta catenina e positividade moderada e difusa no citoplasma
das células neoplasicas para a GS. 40x.



Caso 16 - AHC Inclassificavel; (BA5-1949); HE a, HE b: Células com arranjos trabeculares, dilatac@o sinusoidal e infiltrado linfocitario. Marcacéo
IMQ negativa para Amiléide A exibindo fraca e focal expresséo citoplasmatica nas células neoplasicas; expressao moderada, citoplasmatica para a
proteina LFABP; expressdo forte na membrana das células para a proteina Beta catenina e positividade fraca no citoplasma das células
neoplasicas para a GS. 40x.
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Caso 17 - AHC I (BA5 2479) HE a HE b: Esteatose macro e mlcroveS|cuIar com focos de infiltrado linfocitario. Marcacgéo IMQ forte e focal para
Amildide A; expresséo fraca e focal para a proteina LFABP; Marcacdo na membrana para Beta catenina; e negatividade para GS. 40x.



Caso 18 - AHC Inclassificavel; (BA6-12727) HE a, HE b Celulas com arranjos trabeculares dilatagéo sinusoidal e infiltrado linfocitario. Marcacao
IMQ para Amiléide A exibindo fraca expressao citoplasmatica nas células neoplasicas; expressdo moderada, citoplasmatica para a proteina LFABP;
expressao forte na membrana das células para a proteina beta catenina e positividade moderada e difusa no citoplasma das células neoplasicas
para a proteina GS. 40x.



Caso 19 - AHC | com ativacdo da Beta catenina; (BA06-5413); HE a, HE b: Células com atipias nucleares, esteatose macro e microvesicular.
IMQ para Amiléide A exibindo forte expresséo citoplasmatica nas células neoplasicas; expressdo moderada, citoplasmética para a proteina LFABP;
expresséo forte na membrana das células para a proteina Beta catenina e positividade forte e difusa no citoplasma das células neoplasicas para a
GS. 40x



