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RIASSUNTO ANALITICO

Scopo della tesi € valutare I'applicabilita di un protocollo per lo studio perfusionale quantitativo con
TC a 64 canali del'HCC avanzato in pazienti sottoposti a terapia antiangiogenetica con sorafenib, al
fine di predire la risposta precoce al trattamento utilizzando il valore di alfafetoproteina plasmatica
come marcatore biochimico di riferimento.

Lo studio sperimentale ha coinvolto 7 pazienti (6 maschi, 1 femmina; eta compresa fra 48 e 83 anni,
media 69 anni) con diagnosi di HCC sottoposti a valutazione del parenchima epatico con TC a 64
canali, per un totale di 13 HCC. Tutti i pazienti hanno effettuato TC perfusionale immediatamente
prima di iniziare il trattamento con sorafenib (tempo zero); sono stati inoltre effettuati controlli
mediante lo stesso protocollo TC perfusionale sulle stesse lesioni di interesse dopo uno e/o tre mesi.
In tutti i pazienti, inoltre, ¢ stato misurato il valore di alfafetoproteina (aFP) plasmatica al tempo
zero e in occasione dei successivi controlli TC. Utilizzando un software dedicato sono stati calcolati
sulle lesioni HCC e sul parenchima epatico circostante i seguenti parametri perfusionali: Blood
Flow (BF), Blood Volume (BV), Mean Transit Time (MTT), Hepatic Arterial Fraction (HAF) e
Permeability-Surface Product (PS). Tali parametri, misurati al tempo zero rispettivamente sulle
lesioni HCC e nel parenchima epatico circostante, sono stati confrontati fra loro; sono stati quindi
confrontati fra loro gli stessi parametri perfusionali misurati al tempo zero e ai successivi controlli
TC. E stata infine calcolata la correlazione fra ciascun parametro perfusionale al tempo zero e la
variazione di aFP fra I'ultimo controllo TC e il valore di essa misurato al tempo zero.

Al tempo zero i valori di BV, BF, HAF e PS erano significativamente maggiori nelle lesioni HCC
rispetto al parenchima epatico circostante, mentre MTT é risultato significativamente minore. Dopo
terapia con sorafenib i valori di MTT erano significativamente aumentati rispetto al tempo zero.
Inoltre, si e trovata una correlazione inversa statisticamente significativa fra MTT al tempo zero e

variazione di aFP dopo terapia, nonché una correlazione significativa fra quest’ultima e BF.



In conclusione, i risultati ottenuti indicano che lesioni HCC presentano un significativo
allungamento di MTT dopo terapia con sorafenib e che il valore di MTT al tempo zero correla
inversamente con la riduzione di oFP dopo terapia. Cio suggerisce che MTT possa essere utilizzato sia

come marcatore della risposta terapeutica, sia come predittore di risposta pre-trattamento in pazienti con

HCC avanzato candidati a terapia con sorafenib.



INTRODUZIONE

Epatocarcinoma: Epidemiologia e fattori di rischio

Il carcinoma epatocellulare (HCC) é il piu frequente tumore primitivo del fegato (80-90%);
rappresenta pit del 5% di tutte le neoplasie, con un’incidenza maggiore di 500.000 nuovi casi/anno
su base mondiale [1].

La sua incidenza subisce notevoli variazioni in relazione all’area geografica considerata (Tabella 1):
in Stati Uniti, Australia e Nord - Europa, ¢ inferiore a 5 casi/100.000 abitanti, mentre risulta piu
elevata, in Africa ed Asia, con un’incidenza di 20-28 casi/100.000 abitanti [2].

In Italia, la morbilita per HCC, e di 10-12 nuovi casi/100.000 abitanti/anno con mortalita annua di 8
decessi/100.000 abitanti [3].

L’incidenza di HCC aumenta progressivamente con 1’eta ¢ la variazione geografica della frequenza
di malattia e probabilmente in relazione con la diversita dei fattori eziologici implicati (fattori
genetici, alimentari ed infettivi).

Il fattore di rischio piu significativo risulta essere la cirrosi epatica, specie se secondaria ad infezioni
virali o ad abuso di alcol, affiancata di recente dalle forme di steatoepatite non alcolica. Fattori di
rischio di minore importanza risultano essere 1’emocromatosi e la cirrosi biliare primitiva. E stata
osservata, inoltre, una associazione significativa con 1’esposizione ad arsenico, cloridrato di vinile e
Aflatossina B1, una micotossina elaborata dall’ Aspergillus flavus che pud trovarsi nel grano, nella
soia, nell’orzo, nel granturco, nel riso e in prodotti della panificazione, latticini e arachidi.

In Africa ed in Asia Meridionale 1’Aflatossina B1, e I’infezione da HBV, alla nascita o nei primi
anni di vita, rappresentano i principali fattori di rischio nello sviluppo di HCC; in questi casi la
neoplasia si sviluppa in giovane eta ed in assenza di cirrosi. In Giappone, Egitto e Sud - Europa é

I’HCV a svolgere un ruolo predominante; in questo caso ’HCC si sviluppa in eta piu avanzata ed in



soggetti cirrotici o con fibrosi in stadio avanzato. Nell’Europa centrale ¢ del Nord i principali fattori
di rischio sono rappresentati dall’infezione da HCV e dall’abuso di alcool.

La diversa eziopatogenesi nelle diverse aree geografiche rende ragione della variabilita sia
nell’incidenza, che nella presentazione clinica delle patologia. Si rileva una differenza significativa
dell’epoca della diagnosi tra i Paesi a bassa e ad alta incidenza: nei primi, infatti, ’'HCC ¢
individuato frequentemente ancora in fase asintomatica grazie ai routinari controlli strumentali cui
vengono sottoposti i pazienti a rischio, nei secondi invece la diagnosi € spesso piu tardiva, sia per
I’assenza di controlli regolari, che per la precocita delle condizioni di rischio, con conseguente

riscontro di HCC infiltrante o in fase avanzata.

Prevenzione

La migliore strategia di prevenzione per I’HCC ¢ impedire lo sviluppo delle epatopatie e la loro
progressione verso la cirrosi.

La principale causa di HCC al mondo ¢ rappresentata dall’infezione da HBV: la vaccinazione nelle
aree non ancora coperte potrebbe risultare un metodo efficace di prevenzione. Risultati
incoraggianti sono stati ottenuti in alcuni Paesi ad alta incidenza, dove la vaccinazione dei bambini
ha portato ad un decremento drastico della neoplasia con un risultato estremamente positivo in
termini di rapporto costo/beneficio [4].

In altre aree geografiche dove I’incidenza dell’HCC ¢ correlata all’abuso di alcool ed all’infezione
da HCV, si cerca di attuare la prevenzione dell’infezione virale mediante sterilizzazione degli
strumenti chirurgici odontoiatrici e di utilizzo estetico e, inoltre, si cerca di effettuare
un’individuazione precoce dei soggetti a rischio. Nel mondo occidentale la prevenzione primaria
dell’HCC ¢ indicata nei pazienti cirrotici 0 con fibrosi avanzata, risulta quindi rilevante 1’impiego di
uno screening per malattie epatiche come la cirrosi, che continua ad essere una patologia non

diagnosticata precocemente.



Tuttora dibattuto é il ruolo di eventuali terapie farmacologiche preventive allo scopo di ridurre

I’epatocarcinogenesi in soggetti con epatite cronica attiva [5].

Eziopatogenesi

Molti studi epidemiologici hanno dimostrato che I'epatocarcinoma insorge a seguito di infezione
virale cronica da HBV o HCV.

L'epatite da virus B (Hepadnavirus a dsDNA) é caratterizzata da un quadro di iniziale fibrosi del
parenchima, seguita da franca cirrosi, con accumulo a livello cellulare di molteplici alterazioni
genetiche. L'HBV agisce integrando il proprio genoma, nel DNA epatocitario, spesso a livello di
geni implicati nella regolazione del ciclo cellulare, determinando instabilitd genomica e provocando
delezioni, mutazioni e traslocazioni cromosomiche. L’inserimento nel genoma determina
alterazione della proliferazione cellulare con continua necrosi epatocitaria, in modo tale da
determinare ulteriori alterazioni genetiche critiche da sommare alle precedenti [6,7,8]. Per quanto
riguarda il virus C (Flaviviridae a sSSRNA) la sua azione é sovrapponibile a quella del virus B, cosi
come per quanto concerne le epatopatie croniche di altra natura [9,10]. Ultimamente si & osservato
un continuo aumento dell'infezione da HBV e HCV in concomitanza con l'infezione da HIV:
I'associazione comporta una piu rapida progressione verso la cirrosi e di conseguenza verso il

carcinoma [11].

Carcinogenesi

La trasformazione maligna € un processo multistep in cui I'agente infettivo agisce con meccanismi
diretti ed indiretti diversi, a seconda della propria natura, portando alla formazione di un clone
neoplastico attraverso alterazioni genetiche [12]. Grazie ad evidenze accumulatesi nelle ultimi due
decenni, € ormai accertata |’esistenza di una sequenza di eventi, nell’ambito delle nodularita

displasiche, che precedono I’insorgenza dell’HCC; tale continuum di eventi, che da nodulo pre-



maligno comporta la dedifferenziazione in senso maligno, fa si che le nodularita displasiche, ed in

particolare quelle ad alto grado, siano considerate a buon diritto quali precursori dell’HCC [13].

Anatomia Patologica

Il fegato cirrotico e caratterizzato da un totale e completo sovvertimento dell'architettura del
parenchima epatico: ne risultano perdita di funzione, noduli di rigenerazione, fibrosi e riduzione
della vascolarizzazione, che si associano ad aree di necrosi, di degenerazione grassa e noduli
rigenerativi, displastici o neoplastici.

Sebbene nel corso degli anni siano state formulate numerose classificazioni al fine di rendere
omogenea la valutazione anatomo-patologica delle nodularita insorte nell’ambito di parenchimi
cirrotici, tali classificazioni non sono risultate esenti da critiche [14] e ancora oggi non si &
raggiunta una classificazione di riferimento. Allo stato dell'arte, la classificazione utilizzata é quella
della letteratura orientale, che suddivide i noduli in rigenerativi, displastici e neoplastici. Tuttavia vi
sono ancora molti dubbi nei riguardi del nodulo displastico, inteso come forma intermedia tra
nodulo rigenerativo (risposta allo stimolo cronico infettivo) e nodulo neoplastico. Nei riguardi dei
noduli displastici la letteratura risulta essere complessa: autori giapponesi classificano i noduli
displastici in noduli a basso grado (LGDN) e ad alto grado (HGDN) di malignita, riprendendo la
classificazione OMS che rispettivamente li suddivide in iperplasia adenomatosa tipica ed iperplasia
adenomatosa atipica [15].

Il concetto di early HCC come HCC iniziale (<2cm, privo di capsula) dall'aspetto vagamente
nodulare rispetto alllHCC iniziale dal tipico aspetto nodulare (<2cm, capsulato), divide
ulteriormente le opinioni degli autori asiatici, che lo considerano appunto una forma iniziale di
epatocarcinoma [16], mentre gli autori americani ed europei lo raggruppano tra le lesioni HGDN
(francamente maligne) insorte su noduli displastici [17]. La caratterizzazione delle lesioni epatiche,

dal punto di vista anatomopatologico, € I'unica in grado di discernere tra le varie forme di HCC: il



nodulo rigenerativo, il nodulo displasico di basso grado, il nodulo displasico di alto grado, 1’early
HCC e I’HCC (ben differenziato e moderatamente differenziato).
Al fine di ottenere un generale ed aggiornato consenso internazionale sulle diagnosi istopatologiche
delle lesioni nodulari epatiche nell’ambito di un parenchima cirrotico, ¢ stata elaborata e redatta una
nuova classificazione dall’International Consensus Group for Hepatocellular Neoplasia (ICGHN,
2009) [18]. In base a tale revisione, sono ad oggi considerate le seguenti forme nodulari:

e nodulo displasico di basso grado (LGDN)

e nodulo displasico di alto grado (HGDN)

e HCC (suddiviso, a sua volta in HCC ben differenziato e moderatamente differenziato).
Per completezza si riporta, insieme alla descrizione di queste lesioni, anche la descrizione del

nodulo rigenerativo e dell’early HCC.

Nodulo rigenerativo

Il nodulo rigenerativo ¢ alla base delle alterazioni del fegato cirrotico. Esso si presenta come nodulo
capsulato di modeste dimensioni (4mm) che ha tendenza alla confluenza, dando origine a
macronoduli rigenerativi (40mm) [19]. Da un punto di vista microscopico & caratterizzato da
normali cellule epatocitarie che mantengono intatte le loro funzioni; sono presenti gli spazi portali,
e conservato il sistema dei dotti biliari [19,20] e sono rappresentate nel suo contesto anche le cellule
del sistema reticolo-endoteliale (cellule di Kupffer). La formazione di tali noduli nel fegato cirrotico
fibroso determina, tuttavia, l'alterazione dell'architettura lobulare a causa della compressione da
parte del nodulo sul parenchima circostante ed il continuo stimolo proliferativo dato dalla noxa
patogena. La vascolarizzazione del nodulo ricalca quella del parenchima sano, ovvero la quota

dell'irrorazione portale & nettamente superiore (75%) a quella dell'arteria epatica (25%) [21].



Nodulo displasico
Il nodulo displasico mostra dimensioni maggiori di quello rigenerativo (comprese tra 8mm e 20mm)
e da un punto di vista anatomopatologico viene suddiviso in due gruppi: ad alto (HGDL) e basso

(LGDL) grado di malignita, in base alle atipie cellulari presenti nel suo contesto [14].

Nodulo displasico di basso grado — LGDN

Per LGDN si intende una nodularita che macroscopicamente & ben distinta dal parenchima
circostante, grazie alla presenza di tralci fibrosi periferici, esiti di processi di cicatrizzazione,
particolarmente frequenti nell’ambito dei parenchimi cirrotici.

A livello microscopico si rileva un modesto incremento della densita cellulare; gli epatociti non
presentano atipie cellulari né alterazioni strutturali diverse da quelle osservate nell’ambito delle
nodularita rigenerative. La loro vascolarizzazione é prevalentemente di origine portale, anche se la
quota proveniente dall'arteria epatica rispetto ai noduli rigenerativi risulta aumentata [22]. La
funzione biliare € conservata sia in senso metabolico intracellulare, sia in senso escretivo, a livello
del canalicolo biliare ed & ancora ben rappresentata nell’ambito di tali noduli.

E opinione comune che i noduli displastici di basso grado di malignita non siano da considerare

forme preneoplastiche.

Nodulo displasico di alto grado - HGDN

I noduli di alto grado di malignita, al contrario, sono ritenuti vere e proprie forme preneoplastiche.
Dal punto di vista microscopico, gli HGDN sono caratterizzati da cellule di ridotte dimensioni con
atipie cellulari maggiori [23] (spiccata eosinofilia, aumentato rapporto nucleo-citoplasma, nucleoli
evidenti, maggior frequenza di mitosi, aumento della densita cellulare, degenerazione grassa)
[24,25], che tuttavia sono insufficienti per porre diagnosi di HCC. Generalmente, 1’atipia piu

frequentemente osservata nel’HGDN consiste nella presenza di “piccole cellule” (questa forma ¢
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conosciuta anche come displasia a piccole cellule), ovvero di epatociti di dimensioni ridotte rispetto
alla normale filiera cellulare. Le variazioni a grandi cellule possono essere presenti oppure no
nell’ambito di un HGDN.

L'elemento peculiare delle forme displasiche di alto grado e l'aumento della vascolarizzazione
arteriosa, dovuto alla presenza delle cosiddette unpaired arteries, ovvero arteriole non
accompagnate da dotto biliare e ramo portale, con conseguente perdita della struttura del lobulo
epatico [26,27,28]. HGDN puo avere una struttura a carattere nettamente o vagamente nodulare;
inoltre, rispetto all’LGDN, non presenta fibrosi perinodulare.

Sebbene nell’ambito degli HGDN sia presente un numero variabile di unpaired arteries, maggiore
di quanto non riscontrato nei LGDN, tale percentuale risulta inferiore rispetto a quella apprezzabile
nell’ambito dei noduli francamente carcinomatosi. L’incremento della componente arteriolare €
responsabile della maggiore vascolarizzazione di tali nodularita rispetto al parenchima circostante
ed é causa dei fenomeni di ipervascolarizzazione visibili con le metodiche di imaging dinamico. Il
criterio attuale di distinzione tra HGDN e early HCC é rappresentato dall’assenza di invasione
vascolare e settale da parte delle cellule neoplastiche nodulari [29,30]. Inoltre, nei noduli HGDN
non sono evidenti shunt artero-venosi, che rappresentano un elemento istologico tipico per la

diagnosi di HCC.

Early HCC

L'early HCC si presenta come una lesione di dimensioni inferiori ai 2cm, poco demarcata rispetto al
parenchima circostante, dalla forma vagamente nodulare. A livello microscopico le cellule
neoplastiche possono presentarsi secondo un pattern trabecolare o ghiandolare. Le cellule mostrano
le caratteristiche delle atipie cellulari maggiori, analogamente alle cellule dei noduli displastici di
alto grado ma, diversamente dall’HGDN, sono presenti invasione vascolare e settale da parte delle

cellule neoplastiche nodulari, che tuttavia non sono facilmente visibili. Per questo motivo 1’early
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HCC non é stato considerato dalla dall’International Consensus Group for Hepatocellular Neoplasia
(ICGHN, 2009) [18].

Per quanto concerne la vascolarizzazione si assiste sempre piu ad un'aumentata quota di “unpaired
arteries” [31] rispetto ai noduli displastici ad alto grado di malignita, che contribuiscono all'aumento
della vascolarizzazione arteriosa rispetto a quella portale; tale alterazione della vascolarizzazione,
pero, non risulta ancora essere visibile con le normali indagini diagnostiche, per questo motivo a
tale livello risulta difficoltosa la diagnosi differenziale con 'HGDN. Nel 95% dei casi, infatti,
I'early HCC vagamente nodulare appare isodenso in fase arteriosa nello studio TC contrastografico
[31]. Al contrario, all’imaging dinamico I'HCC decisamente nodulare (5%) si presenta iperdenso in

fase arteriosa, possedendo una piu spiccata vascolarizzazione arteriosa.

Epatocarcinoma - HCC
Allo stato dell’arte, la diagnosi di HCC si basa, da un punto di vista microscopico, su alcuni cardini
quali:
v'incremento della densita cellulare intranodulare maggiore di due volte rispetto al parenchima
circostante, con aumento del rapporto nucleo/citoplasma e un pattern cellulare trabecolare
sottile e irregolare;
v’ tratti portali di numero variabile all’interno dei noduli;
v’ pattern pseudoghiandolare delle cellule intranodulari;
v’ presenza di “unpaired arteries” in numero variabile.
L'HCC in fase iniziale si presenta nel 60% dei casi come moderatamente differenziato, nel 20%
come ben differenziato e nel restante 20% come scarsamente differenziato.
L'HCC in fase avanzata e caratterizzato da caratteristiche morfologiche peculiari: ha forma
nodulare, capsula periferica che lo separa dal parenchima circostante e nel suo contesto vi sono setti

ed aree necrotico/emorragiche. La classificazione di Eggel prevedeva la suddivisione dellHCC
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avanzato in una forma nodulare, solida ed infiltrante [32], ma negli ultimi anni, data I'aumentata
quota di HCC passibili di terapia chirurgica radicale, la vecchia classificazione € divenuta
inadeguata. Ad oggi la classificazione vigente & quella del Liver Study Group of Japan, che ha
suddiviso la neoplasia avanzata in neoplasia nodulare semplice, nodulare semplice con crescita
extranodale e tipo multinodulare confluente [33]. Da un punto di vista microscopico I'HCC
avanzato puo essere suddiviso in ben differenziato, moderatamente differenziato, scarsamente
differenziato e indifferenziato o anaplastico. Nelle forme moderatamente e ben differenziate, le
cellule sono riconoscibili come derivanti da epatociti e si dispongono secondo pattern trabecolari,
acinari o pseudoghiandolari. Nelle forme scarsamente differenziate e anaplastiche le cellule
assumono aspetti pleomorfi (da cellule giganti plurinucleate a cellule di piccole dimensioni,
totalmente indifferenziate); tali sottotipi di HCC sono difficili da riconoscere. Indipendentemente
dal grado di differenziazione l'aspetto comune - e piu importante - che contraddistingue I'HCC
avanzato rispetto a quello iniziale & la vascolarizzazione: I'angiogenesi diviene preponderante, la
capillarizzazione raggiunge il limite massimo e si documenta quindi incremento dei vasi arteriosi e
degli shunt artero-venosi, che all’imaging contrastografico dinamico determinano enhancement in

fase arteriosa seguito da precoce wash-out di mezzo di contrasto [34].

A differenza di quanto accade in neoplasie di altra origine tissutale, I’attivita mitotica e le atipie
cellulari non sono particolarmente significative per porre diagnosi di HCC. Per tali motivi,
nonostante i molteplici aggiornamenti e le varie rivisitazioni delle classificazioni proposte, a
tutt’oggi non esiste un consenso unanime tra i patologi riguardo la diagnosi differenziale tra HGDN
e HCC. Si denota, infatti, la presenza di una zona grigia nella diagnosi differenziale tra forme

evolute in senso maligno (seppur molto ben differenziate) e forme pre-maligne di alto grado.
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Arterial supply
= Portal venous supply

= Hepatic arterial supply

Abnormal arterial supply

Portal supply

Early HCC ~ WellHCC  Moderately
HCC

Schema 1: Caratterizzazione del flusso ematico nella progressione dell’epatocarcinoma [35].
RN, nodulo rigenerativo;

Low DN, nodulo displasico di basso grado;

High DN, nodulo displasico di alto grado;

Early HCC, early HC;

Well HCC, HCC ben differenziato;

Moderately HCC, HCC moderatamente differenziato;

Sorveglianza

Le procedure di sorveglianza clinica e strumentale hanno il duplice scopo di ridurre la mortalita
malattia-specifica e di aumentare la sopravvivenza, attraverso la diagnosi precoce della malattia in
esame, in modo da fornire al paziente la miglior strategia terapeutica possibile.

L’HCC presenta tutte le caratteristiche che giustificano 1I’impegno in un programma di sorveglianza,
e pertanto lo screening dell’HCC ¢ diventato un aspetto condiviso della gestione dei pazienti con
malattie epatiche in stadio avanzato. Per “screening” si intende 1’esecuzione di un test che permetta
la diagnosi di una patologia ad uno stadio in cui I’intervento terapeutico possa aumentare
significativamente la sopravvivenza del paziente. La “sorveglianza” consiste nell’applicazione
ripetuta di tale test nel tempo. I test di screening piu comunemente utilizzati per I’HCC sono il

dosaggio dell’alfafetoproteina sierica (aFP) e I’esame ecografico [36].
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aFP. E stato il marcatore pil utilizzato nei primi studi condotti sulla sorveglianza
dell’epatocarcinoma. Un aumento dei livelli plasmatici di oFP, tuttavia, si verifica anche per
patologie epatiche aspecifiche, quali epatite virale e esacerbazione di patologia cronica: infatti,
individui con infezione virale ma senza HCC possono presentare livelli di oFP elevati in modo
transitorio, persistente o intermittente.

Questi incrementi sono da attribuire ad una esacerbazione dell’epatite, in maniera piu certa quando
si accompagnano ad un aumento concomitante dei livelli di transaminasi, indicativo di infezione
attiva o di sieroconversione. Nel caso in cui non vi sia aumento delle transaminasi, diventa difficile
fare diagnosi differenziale tra infezione virale ed HCC. Tuttavia i livelli di oFP, in presenza di
epatocarcinoma, tendono ad aumentare in modo piu cospicuo ed il loro intervallo statistico supera
quello osservato in assenza di tumore. Attualmente non esiste un preciso intervallo di valori per cui
si possa considerare che il paziente sia 0 meno affetto da epatocarcinoma, poiché i valori risultano
diversi in gruppi di pazienti rispettivamente con cirrosi HBV-correlata e HCV-correlata e — cosa piu
importante — la specificita non va di pari passo con la sensibilita del test [37]: in altri termini, se il
livello soglia dell’aFP per la diagnosi dell’HCC aumenta per esempio, da 20 mg/L a 100 mg/L, la
sensibilita del test diminuisce dal 39% al 13%, mentre la specificita aumenta [37].

Le caratteristiche del dosaggio dell’aFP come screening sono state riportate in tre studi, nei quali €
stata ottenuta una sensibilita dal 39% al 64%, una specificita dal 76% al 91% ed un valore predittivo
positivo dal 9% al 32% [37,38,39].

Il dosaggio dell’aFP viene utilizzato per lo screening, come indice di risposta alla terapia e di
recidiva di malattia. Tuttavia, il dosaggio del marcatore ha valore diagnostico solo nel caso in cui in
un paziente cirrotico, in presenza di nodulo epatico, si eleva al di sopra di 200 ng/mL [40]. In tal
caso, comunque, le linee guida prevedono l'esecuzione di un altro test diagnostico a confermare la

diagnosi di malattia.
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Ecografia. L’ecografia ¢ la tecnica piu utilizzata per lo “screening” nei pazienti cirrotici, ¢ dotata di
elevata sensibilita e di facile riproducibilita, e, inoltre, permette di identificare lesioni minori di
1-2cm. Attraverso 1’ecografia ¢ possibile individuare alcuni aspetti tipici dell'epatocarcinoma: la
presenza della capsula e I'invasione neoplastica - della vena porta, delle vene epatiche o della vena
cava superiore - mediante 1’individuazione di trombi neoplastici e la presenza di shunt artero-
Venosi.

Sono stati condotti vari studi clinici, allo scopo di individuare la popolazione target della
sorveglianza: in uno studio su 463 soggetti cirrotici, monitorati per una media di 38 mesi, hanno
identificato quali fattori di rischio per lo sviluppo di HCC il sesso maschile, I’eta superiore a 55
anni, la positivita per HCV e I’alterazione degli indici di funzionalita epatica [41].

Le caratteristiche dello studio ecografico come test di screening per ’HCC sono state definite sia in
pazienti cirrotici che in portatori sani dell’antigene di superficie HbsAg, positivi anche per HbeAg:
sono pazienti in cui I’infezione non ha avuto esito ed € stata risolta (I’avvenuta infezione si
distingue dalla vaccinazione perché i soggetti vaccinati hanno solo ’HBsAg). E stata riportata una
sensibilita del 78% e del 71%, rispettivamente, ed una specificita del 93%. Il valore predittivo
positivo e stato del 14% e del 73% [38,39]. Nei diversi studi, gli intervalli di sorveglianza variano
da 3 mesi ad 1 anno, ma, sulla base dei dati di accrescimento tumorale, sembra adeguato un
intervallo di 6 mesi. Infatti, il tempo che una lesione neoplastica impiega a divenire evidenziabile
strumentalmente, tempo di evidenza clinica del tumore (diametro di almeno 2cm) & compreso tra i 4
e i 12 mesi [42], con un tempo medio di raddoppiamento del tumore di 117 giorni [43].

Le piu recenti linee guida propongono I’utilizzo associato di ecografia e dosaggio di oFP da
eseguire ogni 6-12 mesi in pazienti cirrotici [44].

In presenza di un nodulo sospetto indagato con l'ecografia, I’iter comunemente applicato nella
scelta del successivo iter diagnostico é quello suggerito nelle Linee Guida di riferimento, redatte nel

2005 dall’EASL [44], che dipende dalle dimensioni del nodulo, secondo il seguente algoritmo:
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Schema 2: Schema di trattamento redatto dalla Consensus Conference di Barcellona nel 2005 (criteri EASL,

European Association for the Study of the Liver) 2005 [45].

- i noduli di dimensione inferiore al cm vengono seguiti ogni 3-6 mesi almeno per 2 anni
consecutivi e - se non si documenta un aumento della dimensione - la sorveglianza si sviluppera
come da linee guida ogni 6-12 mesi, questo poiché presentano una bassa percentuale di viraggio
nella forma neoplastica nonostante 1’ipervascolarizzazione in fase arteriosa documentata alla TC o
alla RM. [46].

- Al contrario i noduli di 1-2cm devono essere indagati almeno con due tecniche di imaging scelte
tra US, TC e RM: se la lesione presenta il tipico pattern contrastografico si fa diagnosi di HCC,

altrimenti se le indagini non sono dirimenti ovvero il pattern contrastografico risulta essere diverso
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dal reperto tipico di HCC, la lesione verra ulteriormente indagata tramite biopsia. Qualora la biopsia
sia negativa, la sorveglianza della lesione prevede un intervallo temporale ristretto rispetto a quello
consigliato nelle linee guida (2-3 mesi).

- Infine, per porre diagnosi nei confronti di noduli superiori ai 2cm, se caratterizzati da un
comportamento contrastografico tipico, sara sufficiente ricorrere ad un solo studio di imaging;
qualora invece I’enhancement risultasse dubbio o atipico si dovra procedere a tecniche invasive

come la biopsia.

Diagnosi

Il miglior modo di effettuare diagnosi precoce € inserire i pazienti epatopatici in protocolli di
screening. La maggior parte delle diagnosi nel mondo occidentale viene posta in fase asintomatica,
nella valutazione pretrapianto di pazienti epatopatici cronici o durante lo screening nei pazienti
cirrotici. L’HCC viene generalmente diagnosticato da epatologi o gastroenterologi e la diagnosi
viene posta considerando la clinica, le caratteristiche di imaging, il dosaggio dell’aFP ed
eventualmente la biopsia epatica [47].

L’epatocarcinoma, dal punto di vista clinico, da segno di sé in fase avanzata; i sintomi precoci sono
aspecifici e solitamente vengono attribuiti all’epatopatia di base, che provoca una insufficienza
epatica secondaria e maschera la presenza della neoplasia.

Tale neoplasia puo diventare sintomatica per varie cause: una rapida crescita neoplastica puo
determinare dolore se il tumore é superficiale e distende la glissoniana rapidamente; purtroppo c’¢
necessita che il tumore raggiunga dimensioni discrete per dare sintomo di sé e le considerevoli
capacita di riserva del fegato rendono manifesta un’insufficienza epatica solo quando avvenga la
sostituzione della maggior parte del parenchima; inoltre i sintomi possono essere il risultato della
diffusione metastatica. L’esordio clinico dell’HCC é quindi insidioso e la malattia decorre silente

nei primi stadi rendendo difficile una diagnosi precoce. | sintomi classici sono rappresentati da:
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malessere generale, astenia profusa, dolore sordo, profondo ed ingravescente in ipocondrio destro
ed in epigastrio, sensazione di distensione addominale ed altri sintomi aspecifici quali febbre,
anoressia, senso di ripienezza postprandiale e calo ponderale. Altri sintomi di minor frequenza sono
da riferire a localizzazioni peculiari della neoplasia: ittero, se la massa tumorale comprime le vie
biliari principali; forti dolori addominali, se vi é distensione della capsula glissoniana o
coinvolgimento del peritoneo. I reperti obbiettivi sono anch’essi aspecifici e da considerare
sovrapponibili all’epatopatia di base, anche se in aree endemiche la presenza di epatomegalia e
dolore possono portare al sospetto della patologia.

In uno studio condotto su un campione di 461 pazienti con HCC i sintomi di presentazione erano
cosi distribuiti: 23% asintomatici, 32% dolore addominale, 9% malessere, 8% febbre, 8% ascite, 6%
anoressia, 4% calo ponderale, 4% emorragia, 2% encefalopatia [48].

Per effettuare la diagnosi di HCC, oltre al sospetto clinico, risulta fondamentale un accurato studio
di imaging mediante acquisizioni dinamiche dopo somministrazione endovenosa di mezzo di
contrasto, in cui é possibile vedere i noduli con scansioni in fase arteriosa, portale e tardiva.

La diagnosi di HCC si basa, sia per 1’indagine ecografica che per TC e RM, sull’identificazione
dell’impregnazione del contrasto in fase arteriosa (ritardo di scansione di 30-40 secondi) con
successiva dismissione in fase portale (ritardo di scansione di 70-80 secondi) e tardiva (ritardo di
scansione di 180 secondi). Infatti, mentre il normale parenchima epatico e vascolarizzato
prevalentemente (75%) dal sangue portale e per la restante quota (25%) dall’arteria epatica, ’HCC
ha una vascolarizzazione prevalentemente arteriosa: rispetto al restante parenchima, la quota di
sangue proveniente dall’arteria epatica € molto maggiore, in proporzione, per la neoangiogenesi
contestuale, tale peculiarita risulta sufficiente a porre diagnosi di certezza [49]. L identificazione del
tipico pattern contrastografico permette di fare diagnosi di HCC con un valore predittivo positivo di
circa il 90-100%, sostanzialmente equiparabile per le tre metodiche di imaging sopra menzionate

[50,51,52].
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1.ECOGRAFIA

All’indagine ecografica, i noduli si presentano con ecogenicita diversa in funzione delle dimensioni:
noduli minori di 3cm sono di solito ipoecogeni, omogenei ed a margini ben definiti; le lesioni
maggiori di 3cm appaiono piu spesso disomogenee, per I’alternarsi di aree di necrosi, emorragia €

fibrosi interstiziale. Quando visibile, la capsula appare come una rima ipoecogena [53].

Per quanto riguarda la valutazione del flusso sanguigno, a livello delle lesioni tumorali, il Color
Doppler permette una valutazione in tempo reale dell’emodinamica dei tumori epatici, mentre la
modalita di Power Doppler contribuisce ad una migliore valutazione del flusso sanguigno [54,55].
Le limitazioni nell’individuazione del flusso lento e dei vasi profondi si sono opposte, tuttavia, alla
diffusione di questa metodica su vasta scala, per la valutazione dell’emodinamica tumorale [55,56].
Ulteriori artefatti causati dal movimento cardiaco e/o respiratorio risultano modificare la

valutazione precisa delle informazioni emodinamiche.

I mezzi di contrasto (mdc) ecografici hanno reso possibile la valutazione piu accurata del wash-in e
del wash-out della lesione, con conseguente aumento della specificita della metodica nel porre
diagnosi differenziale tra nodularita preneoplastica e early HCC [57]. Fra questi si annoverano
I’aria, impiegata inizialmente; successivamente il Levovist (Schering, Germany) [58], a base di
galattosio; micro bolle di seconda generazione come il SonoVue (Bracco, ltaly), sospensione
acquosa stabilizzata di microbolle contenenti esafluoruro di zolfo; oppure il Sonazoid (Daiichi

Sankyo, Tokyo, Japan), sospensione lipidica stabilizzata di microbolle contenenti perfluorobutano.

Le microbolle attualmente utilizzate in ecografia rappresentano una classe unica di materiali: esse
sono contenute in membrane biologicamente inerti, hanno diametro piu piccolo di 7micron,
attraversano il letto capillare rimanendo all’interno del compartimento vascolare e raggiungono
indenni il circolo polmonare, dal quale vengono eliminate con la respirazione. La loro rilevazione

mediante interazione con ultrasuoni e strettamente correlata alle proprieta fisiche delle microbolle
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che, aumentando le interfacce ultrasonore all’interno del lume vasale, determinano un aumento

della riflessione del fascio US.

Le microbolle vengono meglio individuate rispetto ai tessuti stazionari e un indice meccanico di 0.2
e ottimale per lo studio ecocontrastografico, che avviene rilevando la frequenza fondamentale del
segnale oppure (attraverso appositi filtri) sue armoniche.

L'utilizzo delle microbolle nell’imaging ad US & stato considerato di recente come mezzo di
misurazione del volume e del flusso ematico [59]. Il volume ematico calcolato correlando la curva
dell’enhancement contrastografico con un modello esponenziale ¢ stato scoperto correlare bene con
le misure assolute di flusso sanguigno in studi su fantoccio e in esperimenti di flusso miocardico,
condotti su animali, utilizzando microsfere radiomarcate. Tuttavia, la limitata profondita di
penetrazione, [’elevata dipendenza dall’operatore e la scarsa disponibilita di software di
elaborazione rimangono un limite alla diffusione universale degli US per 1’imaging vascolare
[60,61].

Infine, microbolle legate a ligandi facilitano il legame di questi ultimi con il loro target a molecole
specifiche di membrana: cid permette il loro utilizzo per il trasporto selettivo di farmaci (drug

delivery) [62,63].

2.RM

La RM é un indagine di secondo livello, maggiormente tollerata dal paziente rispetto alla TC, sia
per i differenti mezzi di contrasto applicati, sia per ’assenza di radiazioni ionizzanti.

A differenza di quanto accade nell’indagine TC, allo studio RM, la visualizzazione dei noduli risulta
influenzata da molteplici fattori quali composizione molecolare della lesione, dimensioni,
vascolarizzazione, stato del parenchima perilesionale; questi fattori essendo variabili da paziente a

paziente, rendono difficile prevedere il comportamento del’HCC e delle forme pre-maligne

[64,65]. Tipicamente le lesioni HCC, caratterizzate da un’alta concentrazione cellulare ed un
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maggior apporto vascolare rispetto al parenchima circostante, sono ipointense in T1 ed iperintense

in T2, tuttavia, la presenza di glicogeno, cellule chiare, rame, ferro o degenerazione grassa, sono
alla base della variabilita di segnale dell’HCC [66].

All’analisi RM, i piccoli noduli HCC appaiono ipointensi nelle sequenze T1 pesate e, in quota
minore, possono risultare iso o iperintensi, mentre, nelle sequenze T2 pesate si presentano in ordine
decrescente di frequenza come iperintensi, ipointensi, e isointensi [67]. Al contrario, le nodularita
displasiche, dati i differenti componenti intracellulari, mostrano intensita di segnale quanto mai
variabili.

E stato ormai accertato che I’intensita di segnale delle nodularita, nel contesto di un parenchima
cirrotico, risulta correlata con il grado istologico di differenziazione [68,69]:

La iperintensita in T1 delle lesioni potrebbe essere legata alla presenza di degenerazione grassa,
glicogeno o rame intranodulare [66], queste sono componenti caratteristiche dei noduli aventi
displasia di basso grado, che vanno riducendosi a mano a mano che il nodulo evolve in senso pre-
maligno (HGDN) e maligno (HCC). Al contrario, la iperintensita nelle sequenze T2 cresce negli
HCC moderatamente e scarsamente differenziati [70] mentre i noduli di basso e alto grado risultano,
rispettivamente, ipo- o isointensi rispetto al parenchima circostante. La presenza di depositi
intracellulari di ferro puo ridurre I’intensita del segnale, soprattutto in T2; mentre una bassa
intensita di segnale nelle sequenze T1 pesate puo essere presente in relazione alla presenza di
tessuto fibroso.

Questi dati indicano che l'intensita di segnale delle lesioni, nelle acquisizioni basali, pud aiutare
nella diagnosi differenziale tra nodularita maligne e premaligne. Tuttavia allo stato dell’arte non
sono riportate valutazioni a riguardo che siano effettuate su un ampio numero di pazienti cirrotici
[71] e pertanto si rende necessario, per indagare meglio la lesione, I'utilizzo di un mezzo di

contrasto paramagnetico.
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I mezzi di contrasto hanno la caratteristica di determinare una modifica dei tempi di rilassamento
dei tessuti, responsabile della variazione dell’intensita di segnale delle strutture permeate. Un
esempio e rappresentato dal Gd-BOPTA (MultiHance®) o dal Gd-DTPA (Magnevist®), la cui
applicazione permette di ottenere studi post contrastografici ottimali per l'individuazione e la
caratterizzazione delle focalita epatiche [72].
I mezzi di contrasto disponibili sono di due diversi tipi:

e a distribuzione intravascolare-interstiziale, si distribuiscono in maniera simile al mezzo

di contrasto iodato;

e epato-specifici (reticolo-endoteliali ed epatobiliari).
La scelta del mezzo di contrasto dipende sostanzialmente dal quesito clinico per il quale il paziente
giunge all’esame RM e condiziona notevolmente 1’esito, in termini di sensibilita e specificita
diagnostiche, dell’esame:

1. i mezzi di contrasto intravascolari-interstiziali vengono introdotti per via endovenosa e si
distribuiscono nel torrente circolatorio nella prima fase post iniezione, passando
successivamente nello spazio intercellulare e determinando quindi una impregnazione dello
stroma pericellulare, dal quale vengono richiamate secondo un processo di osmosi, quando
la loro concentrazione intravascolare si riduce rispetto a quella stromale. L’effetto
paramagnetico di tali sostanze si esplica mediante [’accorciamento del tempo di
rilassamento T1 e le immagini acquisite per visualizzare 1’effetto del farmaco sono
immagini T1 pesate [73,74]. Tali mezzi di contrasto vengono successivamente escreti per
via renale, cosi come i mezzi di contrasto iodati applicati nel corso degli studi TC;

2. i mezzi di contrasto epato-specifici rappresentano un gruppo peculiare di mezzi di contrasto,
formulati appositamente per lo studio del parenchima epatico. Tali sostanze vengono captate
mediante trasporto attivo a livello intracellulare epatico e successivamente metabolizzate.

Ne sono esempi i mezzi di contrasto reticolo-endoteliale e quelli ad escrezione epatobiliare.
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Nel corso degli ultimi anni sono stati proposti mezzi di contrasto a distribuzione intravascolare-
epatobiliare: il Gd-BOPTA (MultiHance®) ed il Gd-EOB-DTPA (Primovist®). Entrambi
presentano sia la fase intravascolare che una fase intracellulare data la captazione attiva della
molecola da parte del polo vascolare dell’epatocita. Questi mezzi di contrasto combinano le
proprieta di un agente extracellulare con quelle di un target epato-specifico [75,76]; entrambi
permettono di ottenere una valutazione accurata e affidabile dell’enhancement lesionale e una
valutazione della funzionalita metabolica dell’epatocita nelle immagini acquisite in fase tardiva

[77].

Il Gd-EOB-DTPA (Primovist®) ha una captazione epatocitaria non saturabile e una eliminazione
fecale non elevata, in piu ha una peculiarita che lo distingue dal Gd-BOPTA, infatti, la quota di
questo mezzo di contrasto escreta per via biliare ammonta a circa il 50% della quantita totale di
mezzo iniettato, a differenza di quanto accade per il Gd-BOPTA, per il quale la quota escreta nella
bile é di circa il 2-4% [78]. Tale differenza rende il picco di enhancement da parte del parenchima
epatico piu precoce (20 minuti dopo ’iniezione) rispetto a quello del Gd-BOPTA. Mediante uno
studio RM condotto con mezzo di contrasto epato-specifico a tre differenti dosi (12,5; 25 ¢ 50 umol
per kg di peso corporeo) e acquisizione di immagini T1 pesate dopo 20 e 45 minuti dalla
somministrazione, sia in condizioni basali, sia dopo somministrazione di mezzo di contrasto, é stato
determinato da Reimer et al, nella fase 11 dello studio, un incremento nella frequenza di rilevamento
di lesioni focali epatiche con conseguente miglioramento diagnostico grazie all’utilizzo di Gd-EOB-
DTPA. Tipicamente, infatti, le lesioni epatiche maligne sia primitive sia secondarie, risultano prive
di epatociti funzionanti o sono costituite da masse cellulari di origine non epatocitaria. Essendo il
mezzo di contrasto captato selettivamente dagli epatociti funzionanti, esso non viene captato e/o

metabolizzato dalle cellule, determinando assenza di segnale nella fase di acquisizione dedicata.

Anche in questo caso, nelle acquisizioni con mezzo di contrasto, vengono acquisite immagini in

fase arteriosa precoce, arteriosa, portale e tardiva, come in TC, in modo da valutare I'enhancement
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della lesione nelle sequenze utili per porre diagnosi differenziale [79]. Inoltre, e stato dimostrato
come il Gd-EOB-DTPA venga completamente eliminato dal corpo attraverso le urine e le feci entro

24 ore dalla iniezione intravenosa.

L’attuale protocollo RM a 1,5 Tesla prevede di acquisire immagini basali e con mezzo di contrasto
pesate sia in T1 che in T2 in modo da chiarire le differenti componenti della lesione e capirne
meglio la natura. Sono comprese nel protocollo sequenze ad eco di gradiente (GRadient Echo,
GRE) in fase e fuori fase, nonché sequenze GRE 3D con preparazione dell'impulso di
magnetizzazione con soppressione del segnale del grasso [80].

L’acquisizione delle immagini T1 e T2 basali ¢ fortemente consigliato, in particolare nei casi in cui
si voglia fare una diagnosi differenziale tra nodularita pre-neoplastiche/neoplastiche; le immagini
T2 pesate permettono di valutare la presenza di fluidi, tessuto fibroso e contenuto di ferro sia nel
parenchima epatico che intralesionale (rispettivamente correlato con una intensita di segnale alta,
bassa, e molto bassa) [81]. Riguardo alle sequenze T1 pesate in condizioni basali, esse sono utili per
evidenziare la presenza di grasso intralesionale (in particolare, a tal fine sono applicate le sequenze
SPGR) o di glicogeno, responsabili di una alta intensita di segnale delle nodularita [82]. Da un
punto di vista diagnostico, si € documentato un incremento sensibile nella detezione lesionale nelle
sequenze ottenute in fase epatobiliare rispetto alle sequenze ottenute nelle differenti fasi post
contrastografiche dinamiche.

Grazie alla introduzione di apparecchi ad alto campo (1,5-3T) ed alla introduzione di sequenze 3-D
ultrafast, & oggi possibile acquisire numerose fasi post contrastografiche in tempi molto ravvicinati,
ottenendo una valutazione dinamica sovrapponibile a quella ottenuta con uno studio TC. Lo studio
dinamico del parenchima epatico viene eseguito con sequenze T1 pesate 3D-GRE breath-hold (a
respiro trattenuto), con spessori di strato tra 3 0 5mm, e sezioni contigue o parzialmente sovrapposti
[83]. La valutazione dello studio post contrastografico termina infine con la acquisizione di una

sequenza 3D- GRE breath-hold in fase epatobiliare dopo circa 20-40 minuti, a seconda del mezzo di
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contrasto epatospecifico utilizzato, al fine di valutare la captazione del mezzo di contrasto in fase

epatobiliare.

3.TC

Lo sviluppo dell’ecocontrastografia, della TC multidetettore e la diffusione di mezzi di contrasto
epatospecifici e di sequenze ad alta risoluzione spaziale e temporale in RM, hanno permesso un
incremento di sensibilita e specificita delle metodiche di imaging, rendendo il ricorso alla biopsia
sempre piu raro. Pertanto, mentre nel 2000 veniva consigliato 1’esame istologico per la diagnosi di
HCC [2], le linee guida del 2005 fanno ricorso alla biopsia solo in caso di lesioni con pattern
contrastografico atipico, prive pertanto della tipica impregnazione in fase arteriosa [83]. Tali noduli
possono infatti essere espressione di cio che é stato definito come very early HCC (HCC
precocissimo) in cui istologicamente si riconoscono solo alcuni foci di degenerazione neoplastica ed

il cui trattamento precoce incrementa notevolmente la sopravvivenza del paziente.

La TC multidetettore ¢, tra queste, I’indagine principe per la diagnosi di HCC, questo perché
garantisce un’alta risoluzione delle immagini in un tempo di acquisizione sempre piu breve e una
caratterizzazione specifica delle lesioni focali epatiche [84]. E una metodica utilizzata per diagnosi,
stadiazione loco-regionale, follow-up dopo trattamento e per lo staging anche in caso di recidive. Lo
studio TC prevede, dopo l'acquisizione di una serie precontrastografica, una valutazione del
parenchima epatico dopo somministrazione endovenosa di mdc in fase arteriosa, porto-venosa e
tardiva, ottenuta rispettivamente 30-40 secondi, 70-80 secondi e 180 secondi dopo ['inizio
dell'introduzione di mdc. La fase arteriosa € fondamentale nell'imaging del'HCC, che presenta netto
enhancement contrastografico rispetto al parenchima epatico circostante, in quanto la

vascolarizzazione del tumore é prettamente derivante dall'arteria epatica anziché dalla vena porta
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come nel parenchima circostante: questo € in accordo con la fisiopatologia dell'HCC, i cui circoli

neoangiogenetici sono normalmente sostenuti soltanto da rami dall’arteria epatica [85,86].

Oltre a questo per porre diagnosi di HCC e necessario dimostrare il precoce e aumentato wash-out
della lesione nella fase porto-venosa e di equilibrio, dovuto alla presenza di shunt artero-venosi che
riducono nettamente il tempo di transito del sangue all'interno della lesione e di conseguenza anche

del mezzo di contrasto.

La fase tardiva € utile per aumentare la sensibilita dell'individuazione del wash-out di mdc e puo
consentire di identificare la pseudocapsula perilesionale [87], la presenza di un alone iperdenso
(corona) € da considerarsi diagnostico, anche in assenza di iperdensita in fase arteriosa tardiva o di
ipodensita in fase venoso- portale, esso riflette negli HCC moderatamente differenziati il drenaggio
venoso principale che non é piu a carico delle venule epatiche ma delle venule portali a livello della

capsula, ed é presente in circa il 20% delle neoplasie [35,88].

La notevole rapidita di acquisizione delle moderne apparecchiature TC multistrato (fino a 64 strati e
oltre) rende possibile I'acquisizione, prima della fase arteriosa parenchimale per l'individuazione e
la caratterizzazione di focalita ipervascolari epatiche, di una fase arteriosa precoce (0 angiografica),
ottenuta in corrispondenza del picco di enhancement aortico [89], che permette di ottenere un

accurato mapping pretrattamento dell'anatomia arteriosa del fegato.

Per la temporizzazione delle fasi contrastografiche & possibile utilizzare tempi di ritardo fissi
calcolati sulla media statistica della popolazione oppure, in maniera piu precisa, € possibile
effettuare acquisizioni con ritardi di scansione dipendenti dal tempo di circolo del singolo paziente.
Quest’ultimo processo si realizza, una volta iniettato il bolo di contrasto, posizionando una ROI su
un vaso di riferimento (tipicamente l'aorta) e programmando I’inizio delle varie acquisizioni
contrastografiche a ritardi dipendenti dal tempo di arrivo del mdc all’interno del vaso di riferimento,

rilevabile visivamente o mediante misura automatica della densita intravascolare ad intervalli
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temporali ravvicinati su una sezione fissa predefinita con modalita a bassissima dose radiante

(tecnica fluoroscopica).

Detto questo, un HCC ben differenziato risultera isodenso o ipodenso in fase porto-venosa e tardiva
rispetto al parenchima circostante, dato che la vascolarizzazione portale al suo interno sara ridotta,
ma non del tutto assente [90]. E’ possibile anche riscontrare HCC non ipervascolari nella fase
arteriosa (HCC ipovascolari) e riconoscibili come ipodensi nelle fasi successive, soprattutto se
scarsamente differenziati e di grandi dimensioni, in rapporto alla presenza di necrosi intralesionale

che interessa anche 1’endotelio.

Per quanto concerne i noduli displastici, su di essi non esistono specifici patterns di riconoscimento
allo studio TC per porre diagnosi di certezza. Le modificazioni del circolo si riscontrano in fase
portale e tardiva, poiché le arterie sono poco rappresentate in questa fase di malattia in entrambi i
sottogruppi nodulari (HGDN e LGDN), e si dimostra anche un tardivo wash-out del nodulo rispetto
al parenchima sano circostante dovuto a decremento dell'apporto portale. Pertanto la diagnosi di
nodulo displastico si pone nel caso in cui si apprezza un nodulo generalmente inferiore a 1-2cm
(oppure maggiore di 2cm in casi sporadici) ipodenso durante l'intero studio di fase oppure con
nodularita rotondeggiante visibile in fase tardiva e di bassa densita [91]. L'early HCC solo nel 5%
dei casi mostra pattern tipico contrastografico; la situazione piu comune e data da isodensita in fase

arteriosa e portale con ipodensita in fase tardiva.

Al contrario I'HCC decisamente nodulare nel 96% dei casi mostra iperdensita in fase arteriosa [92].

Esistono differenze, seppur minime, tra le varie forme preneoplastiche e francamente neoplastiche
di HCC, tuttavia alcuni studi dimostrano la significativa differenza di sensibilita della TC nei
riguardi delllHCC (68-75%) e della displasia (39-60%) [93]. La sensibilita inoltre dipende anche

dalle dimensioni del tumore, importante fattore non modificabile ai fini dell'acquisizione.
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Per la diagnosi di HCC si utilizzano oggi i criteri EASL che per le lesioni focali inferiori al
centimetro considerano necessario solo il follow up; per lesioni focali tra 1 e 2cm considerano
sufficiente la concordanza di 2 tecniche di imaging a scelta tra ecografia con mezzo di contrasto, TC
e RM che evidenzino un comportamento dinamico tipico, e nel caso infine di noduli di dimensioni
superiori ai 2cm e considerata diagnostica la concordanza di 2 tecniche di imaging con pattern
contrastografico tipico, oppure in alternativa una sola tecnica di imaging associata a valori di oaFP

superiori ai 200 ng/mL).

Stadiazione

La stadiazione delle neoplasie ha lo scopo di suddividere i pazienti in gruppi distinti in base
all’aspettativa di vita, al fine di individuare la strategia terapeutica piu appropriata. Nell’HCC ¢ piu
difficile che in altre neoplasie individuare sistemi di stadiazione ben codificati e universalmente
accettati in quanto nella quasi totalita dei casi la neoplasia insorge in pazienti affetti da cirrosi
epatica, La patologia sottostante rende difficoltosa la stadiazione ma €& necessario tenerne conto in
quanto il piu delle volte ¢ I’elemento condizionante la prognosi. Secondo la Conferenza di
Barcellona [2], la stadiazione deve tener conto delle caratteristiche del tumore, della funzione
epatica, delle condizioni generali del paziente e delle prospettive terapeutiche di ciascun individuo.
La classificazione piu largamente utilizzata per la valutazione della gravita e della prognosi della
malattia epatica e la classificazione di Child-Pugh (Tabella 2) il cui principale difetto € la scarsa
capacita predittiva, legata al fatto che non tiene conto della variabilita clinica e biochimica della
malattia.

Il primo sistema di classificazione fu proposto da Okuda nel 1985; esso include variabili che
valutano la funzione epatica in associazione alle dimensioni del tumore (Tabella 3). In questo
sistema, pero, importanti parametri come 1’unifocalita o la multifocalitda del tumore, I’invasione

vascolare e la presenza di localizzazioni extraepatiche non sono inclusi.
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Altro sistema di stadiazione per I’HCC ¢ il sistema TNM (Tabella 4,4a) che, giunto alla sua sesta
revisione, ha come limite principale di non includere parametri di funzionalita epatica e di
richiedere indagini invasive.

La stadiazione CLIP (Cancer of the Liver Italian Program) (Tabella 5) é stata creata utilizzando un
database di 435 pazienti con I’intento di superare le classificazioni TNM (Tabella 4,4a) ed Okuda.
Rispetto a queste ultime, il CLIP ha dimostrato maggior accuratezza e maggior capacita di
discriminare gruppi omogenei [94].

Attualmente, la stadiazione piu utilizzata &€ la BCLC (Barcelona Clinic Liver Cancer) (Tabella 6)
che si basa sulla sintesi dei risultati di numerosi studi effettuati su gruppi di pazienti omogenei per
caratteristiche tumorali [95] e rappresenta un valido strumento per indirizzare il paziente all’opzione
terapeutica piu appropriata. Questa utilizza variabili correlate allo stadio tumorale, alla funzionalita
epatica ed alla sintomatologia correlata alla malattia e delinea quattro stadi, cui vengono affiancati
diversi protocolli terapeutici.

Secondo lo schema sotto riportato:
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l 5l |

Stage 0 Stages A-C Stage D
PS 0, Child-Pugh A PS 0-2, Child-Pugh A-B PS >2, Child-Pugh C
l . ' ' y
Very early stage (0) Early stage (A) Intermediate stage (B) Advanced stage (C) End stage (D)
Single <2 cm Single or 3 Multinodular, PS 0 Portal invasion,
Carcinoma in situ nodules <3 cm, PS 0 N1, M1, PS 1-2
i —
Single 3 nodules <3 cm
Portal pressure/bilirubin l

Increased ——» Associated diseases

Normal No Yes

: ! by

\j

. Liver transplantation .
Resection (CLT/LDLT) PEI/RFA TACE Sorafenib !
Curative treatments (30%) Randomized controlled trials (50%) || Symptomatic Tx (20%)
5-year survival: 40-70% Median survival 11-20 months Survival <3 months

Schema 3. Sistema di stadiazione BCLC (Barcelona Clinic Liver Cancer) e strategie di terapia raccomandate
[96].

Abbreviazioni: CLT, (cadaveric liver transplant) trapianto di fegato da cadavere;

HCC, (hepatocellular carcinoma) carcinoma epatocellulare;

LDLT, (living donor liver transplant) trapianto di fegato da donatore;

M, (metastasis) metastasi;

N, (node) nodulo;

PEI, (percutaneous ethanol injection) iniezione percutanea di etanolo;

PS, performance status;

RFA, (radiofrequency ablation) ablazione a radiofrequenza;

TACE, (transcatheter arterial chemoembolization) chemioembolizzazione arteriosa transcatetere;

Tx, (treatment) trattamento.
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La stadiazione BCLC é particolarmente efficace nella selezione dei pazienti con HCC in stadio
precoce (stadio A) che vanno incontro a trattamento curativo, quale la resezione chirurgica, il
trapianto epatico o le terapie ablative locali. Secondo Befeler et al. tale sistema di stadiazione risulta
tuttavia inefficace per le altre classi; ad esempio non indica chiaramente se i pazienti in classe C di
Child-Pugh con piccoli HCC siano candidati o meno al trapianto [47] e non differenzia in maniera
esaustiva 1 pazienti di classe B da quelli di classe C. Ad oggi, nessun sistema di stadiazione risulta

chiaramente superiore agli altri (Tabella 7).

Prognosi e Storia naturale

In base alla nuova tendenza di diagnosi precoce, attraverso l'utilizzo di nuove tecnologie di imaging
contrastografiche e al miglioramento ottimale dell'approccio terapeutico, la sopravvivenza a breve,
medio e lungo termine & andata aumentando, cosi come evidenzia uno studio degli USA condotto su
individui affetti da HCC dal 1975 al 2005 [97]. Oggi la diagnosi precoce € possibile in circa il 30-

40% dei pazienti che possono pertanto beneficiare di trattamenti curativi.

L'HCC in stadio precoce comprende pazienti con buona funzionalita epatica (Child-Pugh A-B),
singolo nodulo tumorale inferiore ai 3cm (Stadio A1-A3) o pazienti con noduli multipli in numero
minore od uguale a 3, ciascuno con diametro inferiore a 3cm (Stadio A4) [2]. La risposta al
trattamento e la sopravvivenza in questo gruppo di pazienti é variabile ed il termine HCC precoce
copre in realta stadi diversi con un comportamento biologico eterogeneo come confermano dati
clinici e patologici. Per esempio, i tassi di risposta completa dopo trattamenti percutanei variano in
rapporto alla dimensione del nodulo (90%-100% nei tumori di 2cm, 50% nei tumori di 5¢cm) e la

stessa cosa avviene per i tassi di sopravvivenza [98]. La possibilita di identificare tumori piccoli ha
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portato alla diagnosi di un HCC molto precoce, di forma nodulare, ben differenziato, che contiene
dotti biliari e vasi portali, che non ha ancora invaso alcuna struttura, che ha il suo corrispettivo
anatomopatologico nel carcinoma in situ. E importante considerare che I’invasione da parte del
tumore & un fenomeno indipendente dalle dimensioni del nodulo: si potra incorrere in tumori di
dimensioni inferiori ai 2cm che si comportano come carcinomi in situ oppure tumori anche piu
piccoli ma gia disseminati. Kojiro ha differenziato ’HCC di tipo “indistinto” (dimensioni medie di
1-2cm), senza alcuna invasione locale, dal tipo “nodulare distinto” (dimensioni medie di 1-6¢cm),
con invasivita locale. Nel tipo nodulare indistinto sono state osservate metastasi locali intorno al
nodulo nel 10% dei casi ed invasioni portali microscopiche nel 25%. Sebbene entrambi i tipi siano
stati individuati all’esame ecografico, il tipo indistinto appare ipovascolare alla TC mentre il
secondo € ipervascolare. Questa correlazione tra anatomia patologica ed aspetto radiologico
concorda con la scoperta che i tumori precoci hanno vascolarizzazione portale senza il tipico pattern
ipervascolare visibile allo studio dinamico. La identificazione del’HCC molto precoce ¢
importante, poiché i pazienti, se adeguatamente trattati, presentano una prognosi decisamente
favorevole, con sopravvivenza a 5 anni dell’89-93% dopo resezione chirurgica [99,100] e del 71%
dopo trattamento percutaneo, [99] contro il 71% e 54%, rispettivamente, in pazienti con HCC
precoce convenzionale piu piccolo di 2cm [101]. Inoltre secondo Takayama et al. [100], questi
tumori non tendono a recidivare dopo trattamenti curativi a differenza dell’HCC tradizionale

inferiore a 2cm (8% contro 74% in 3 anni).

Questi tumori devono essere distinti dai noduli di displasia ad alto grado, per 1 quali non ¢’¢ accordo
generale sui criteri istologici da applicare. L’invasione neoplastica all’interno dei vasi portali del
tumore potrebbe aiutare ad identificare la natura maligna dei casi molto precoci (ma in futuro
I’analisi molecolare potrebbe diventare lo strumento ottimale).

La miglior sopravvivenza, riferita 10 anni fa, era del 65% a 3 anni per i pazienti di classe A di

Child-Pugh che avevano un tumore singolo [102]; oggi viene riferita una sopravvivenza a 5 anni del
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50-70% [101]. La prognosi nello stadio precoce € legata allo stato del tumore, alla funzione epatica
ed al trattamento utilizzato. Lo stato del tumore é definito dalla dimensione del nodulo e dalla
multicentricitad. La funzione epatica & particolarmente rilevante per la scelta del trattamento piu
opportuno. Tra i pazienti in classe A di Child-Pugh sottoposti a resezione, sono risultati fattori
predittivi positivi di sopravvivenza la concentrazione di bilirubina (<17,1 pumol/L), I’assenza di
ipertensione portale (gradiente di pressione venosa epatica <10mmHg) e la clearance
dell’indocianina a 15 minuti (< 20%) (The Liver Cancer Study Group of Japan). Le opzioni
terapeutiche comprendono dagli interventi chirurgici di resezione epatica e di trapianto ortotopico
del fegato, ai trattamenti percutanei termoablazione a radiofrequenza o alcolizzazione percutanea. |
tassi di risposta sono eterogenei e comprendono valori tra il 90 e il 100% nel caso di “very early
stage” (nodulo unico inferiore ai 2cm) e del 50% nei pazienti con HCC superiore ai 5cm [98],
questo perché e nota e documentata la correlazione tra dimensione tumorale ed invasivita

microvascolare e disseminazione neoplastica [2].

La classe intermedio-avanzata include pazienti con performance status inferiore e dimensioni
tumorali maggiori, con presenza di invasione vascolare e disseminazione intraepatica (Stadio B e
C). Nella maggior parte dei pazienti I’THCC viene diagnosticato negli stadi avanzati precludendo
cosi il ricorso a terapie radicali. Il decorso naturale ed i fattori prognostici che definiscono questi
stadi sono oggi abbastanza noti in confronto ai decenni passati quando i pazienti avevano una
prognosi di circa 1 anno dalla diagnosi di HCC. I tassi di sopravvivenza ad 1 e 2 anni in 25 studi
controllati randomizzati in cui i pazienti non ricevevano alcun trattamento erano rispettivamente del
10-72% e dell’8-50% [103]. L’ampia variabilita sottolinea I’eterogeneita della popolazione con
HCC non candidata alla chirurgia e la necessita di suddividerla in sottocategorie. A tale scopo,
Llovet et al. hanno arruolato una coorte di 102 pazienti da due gruppi di controllo non trattati,

reclutati tra i pazienti degli studi controllati randomizzati. La sopravvivenza ad 1, 2 e 3 anni é stata
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del 54%, 40% e 28% rispettivamente. | fattori prognostici indipendenti erano la presenza di sintomi
correlati al carcinoma (test di performance status 1-2) e la presenza di invasione vascolare o
disseminazione extraepatica. La sopravvivenza fra i pazienti in stadio intermedio (pazienti
asintomatici, pattern non invasivo) ad 1, 2 e 3 anni ¢ stata dell’80%, 65% e del 50%, mentre fra
quelli con malattia avanzata (sintomatici, con pattern invasivo o entrambi) la sopravvivenza ¢ stata
del 29%, 16% e dell’8% [104]. Simili risultati sono stati riportati in Europa. La concentrazione di
oFP e di fosfatasi alcalina, lo stadio Child-Pugh e la presenza di ascite potrebbero ulteriormente
precisare la prognosi. La sopravvivenza dei pazienti asintomatici e con pattern non invasivo (80%,
65% e 50%) risulta aumentata rispetto a quella del gruppo di pazienti sintomatici e con pattern
invasivo (29%, 16% e 8%) rispettivamente a 1, 2 e 3 anni [98]. Le terapie riservate a questi pazienti
sono essenzialmente le terapie locali, prima fra tutte la chemioembolizzazione, non di per sé
curativa, con lo scopo di aumentare la sopravvivenza [2] ed in determinati pazienti evitare la
progressione di malattia, in attesa del trapianto ortotopico di fegato, unico presidio curativo e

radicale.

L'HCC in stadio terminale (Stadio D) include pazienti con performance status superiore a 2
oppure pazienti della classe C di Child-Pugh. Le opzioni terapeutiche risultano essere palliative e,
nonostante la documentata chemioresistenza dell'epatocarcinoma, i pazienti vengono trattati in
polichemioterapia (schema PAF: cisplatino, doxorubicina e 5-fluoruracile) o0 monochemioterapia se
non sono in grado di tollerarla; & proprio in questi pazienti che sono stati utilizzati farmaci della
target therapy contro la neoangiogenesi, quali sorafenib. Un’alta percentuale di pazienti ¢ ancora
identificata con sintomi correlati al carcinoma in fase terminale, in particolare nei paesi asiatici ed
africani. La loro prognosi ¢ infausta, con un’aspettativa di vita inferiore ai 6 mesi e nessun beneficio

dal trattamento.
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Opzioni terapeutiche

Oggigiorno le opzioni terapeutiche da adottare nel paziente con HCC si basano sulle linee guida
EASL che hanno proposto un algoritmo condiviso di trattamento e sulla stadiazione BLCL [2].

In base a tali linee guida I'HCC iniziale puo beneficiare di strategie terapeutiche curative: resezione
epatica, trapianto ortotopico di fegato, ablazione percutanea a radiofrequenza o alcolizzazione.
NelllHCC intermedio-avanzato si pu0 ricorrere a trattamenti quali chemioembolizzazione e
sorafenib allo scopo di migliorare la prognosi, mentre nel caso di malattia terminale le terapie

adottate saranno prettamente a carattere palliativo.

Trattamenti curativi

Si calcola che al momento della diagnosi, circa il 30-40% dei pazienti con HCC nel mondo
occidentale possono beneficiare di trattamenti curativi [103]; in Giappone tale percentuale
raggiunge il 60-90% [101] grazie alla diffusione dei programmi di sorveglianza e ad una vasta
applicazione dei trattamenti. Dal momento che, per motivi etici, non € possibile effettuare uno
studio che ponga a confronto i principali trattamenti curativi, nessuna solida evidenza stabilisce
quale sia il trattamento ottimale per i pazienti in stadio precoce di malattia. Sono attualmente a
disposizione studi di coorte non randomizzati, che riportano tassi di sopravvivenza globale a 5 anni
del 60-70%, in pazienti accuratamente selezionati, con risultati sostanzialmente sovrapponibili per
la resezione epatica, il trapianto ortotopico di fegato ed i trattamenti ablativi percutanei
(termoablazione a radiofrequenza, alcolizzazione, laser-terapia) [105,106]. La selezione del paziente
rimane il fattore critico per ottenere un adeguato risultato clinico a lungo termine. Secondo i dati
oggi disponibili possono infatti beneficiare dei trattamenti curativi i pazienti con nodulo singolo
inferiore a 5cm o con meno di 3 noduli ciascuno inferiore a 3cm [107]. Questi criteri di selezione

sono tuttavia oggi in discussione.
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Resezione

La resezione epatica é il trattamento di scelta in pazienti non cirrotici con HCC, che rappresentano
circa il 5% dei pazienti con HCC nel mondo Occidentale ed il 40% in Asia [103]. La resezione
epatica offre inoltre ottimi risultati in pazienti cirrotici con funzionalita epatica ben conservata e con
nodulo singolo. La classificazione in classe A di Child-Pugh non e pero sufficiente da sola ad
identificare i pazienti candidati alla resezione e deve essere supportata da ulteriori indicatori. Sono
infatti richiesti dei criteri di selezione molto restrittivi per evitare complicanze correlate al
trattamento, soprattutto relative all’insufficienza epatica. I ricercatori giapponesi hanno utilizzato il
tasso di ritenzione dell’indocianina per identificare i candidati migliori, mentre in Europa sono
utilizzati i valori di pressione portale e di bilirubina [108,109].

E stata pertanto identificata la cosiddetta classe iper-A di Child-Pugh: pazienti con HCC
asintomatico, con valori normali di bilirubina e senza segni di ipertensione portale. Secondo tali
criteri, circa il 5-10% dei pazienti con HCC puo beneficiare della resezione epatica, con una
mortalita operatoria inferiore all’1-3%, necessita di trasfusioni ematiche in meno del 10% dei casi e
tassi di sopravvivenza globale a 5 anni del 70%. La principale complicanza nel follow-up post-
resezione € la recidiva tumorale, che avviene in circa il 70% dei casi a 5 anni. L’invasione
microvascolare, la scarsa differenziazione istologica e la presenza di lesioni satelliti predicono
I’insorgenza di recidive. Sono state valutate alcune strategie di prevenzione delle recidive post-
chirurgiche; la chemioembolizzazione o la chemioterapia adiuvante non hanno dimostrato alcun
beneficio, mentre I’irradiazione interna con lipiodol marcato con I131 e la terapia con interferone
hanno dimostrato risultati promettenti [110,111]. Infine, in uno studio effettuato su 150 pazienti
[112] sottoposti ad immunoterapia con linfociti attivati é stata dimostrata una riduzione
nell’incidenza di recidive, ed un simile effetto ¢ stato descritto con retinoidi in uno studio

randomizzato controllato di 89 pazienti [113].
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Trapianto ortotopico del fegato

L’HCC ¢ I'unico tumore solido in cui il trapianto abbia un ruolo rilevante cambiando
completamente la strategia terapeutica dell’HCC. Il trapianto ortotopico del fegato sarebbe la
terapia piu adatta in quanto curativa sia del tumore sia della patologia di base. La sua applicazione
non puo essere possibile a largo spettro per il numero esiguo di donatori, per cui si € tentato,
attraverso numerosi studi, di individuare criteri di selezione dei pazienti, in modo che, coloro che
siano sottoposti all'intervento ne ricavino un reale beneficio in termini di sopravvivenza globale.
Inoltre, la selezione dei pazienti deve essere il pit possibile accurata nei confronti di quei pazienti
ad alto rischio di progressione della malattia nel periodo di attesa, per evitarne l'uscita dalla lista
(drop-out). Allo stato dell'arte, il riferimento su cui si basano i principi di selezione dei candidati al
trapianto, ¢ rappresentato dai “Criteri di Milano”: secondo i quali, i pazienti candidabili, sarebbero
quei pazienti con unico nodulo inferiore ai 5cm oppure con un massimo di 3 noduli, ciascuno con
dimensione massima inferiore ai 3cm. la loro adozione si associa ad una sopravvivenza globale a 5
anni del 70% con tassi di recidiva inferiori al 15%. Alcuni studi basati sull’esame del fegato
espiantato hanno suggerito che questi criteri potrebbero essere allargati, neoplasia unica inferiore ai
7cm, 3 noduli ciascuno dei quali inferiori ai 5cm, 5 noduli con dimensioni massime inferiori ai 3cm
e pazienti con regressione tumorale dopo trattamento loco-regionale ma questa decisione dovrebbe
basarsi su una solida analisi di dati dell’imaging al momento dell’indicazione terapeutica piuttosto
che su dati anatomo-patologici resi disponibili solo quando 1’operazione ¢ conclusa. Il problema piu
rilevante nei pazienti con HCC candidati al trapianto & quello del tempo in lista di attesa, che spesso
supera i 12 mesi, data la scarsita di organi, con conseguente drop-out dalla lista per progressione
tumorale di circa il 20-50% dei casi. In America, ad esempio, pit di 18.000 pazienti aspettano un
trapianto di fegato da cadavere, ma il numero di donatori-cadaveri rimane stabile a 5.000/anno
[114]. Questo dato allarmante ha costretto la United Network of Organ Sharing ad adottare un

modello per le malattie epatiche in stadio terminale al fine di dare un ordine di priorita alla lista
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d’attesa (il cosiddetto punteggio MELD, Model for Endstage Liver Disease). Il modello fornisce un
punteggio composito che oscilla tra 6 e 40 punti (considerando con 40 i pazienti piu gravi) che tiene
conto dei valori di bilirubinemia, INR e creatininemia), con 24-29 punti aggiuntivi assegnati ai
pazienti neoplastici in base a numero e dimensioni dei noduli (24 punti per nodulo singolo inferiore
a 2cm, 29 punti in caso di nodulo singolo di 2-5¢cm o fino a 3 noduli inferiori a 3cm) [115], in modo
da dare priorita in lista di attesa a pazienti con HCC e ridurre il drop-out. Il problema del drop-out e
stato inoltre affrontato mediante 1’utilizzo di trattamenti adiuvanti, quali la chemioembolizzazione
intra-arteriosa, nei pazienti in attesa di trapianto per prevenire la progressione tumorale. Tuttavia la
reale efficacia delle terapie adiuvanti in fase pre-trapianto e tuttora tema di dibattito [116,117]. Il
trapianto da donatore vivente sta emergendo come alternativa rispetto al trapianto da cadavere, per
incrementare la disponibilita di organi. Questo trattamento € stato proposto per la prima volta in
Asia e ad oggi sono stati fatti piu di 3.000 interventi al mondo con trapianto del lobo epatico destro.
Attualmente sono stati pubblicati solo studi su piccoli gruppi di pazienti con HCC ed i risultati a
lungo termine sono ancora incerti, pur dimostrando un rapporto costo-beneficio favorevole per
I’HCC precoce. Tuttavia, 1’entusiasmo per il trapianto da donatore vivente ¢ mitigato dalla necessita
di un’equipe chirurgica altamente specializzata, considerata la notevole complessita dell’intervento,
con tassi di morbilita perioperatoria del 20- 40%; inoltre la mortalita dei donatori é dello 0,3-0,5%

[118].

Trattamenti percutanei

Il trattamento del’HCC mediante tecniche ablative percutanee ha rappresentato un importante
progresso compiuto dalla radiologia interventistica poiché ha modificato 1’approccio terapeutico ai
pazienti non candidati al trapianto, sono opzioni terapeutiche utilizzate nei pazienti in stadio
precoce di malattia e rappresentano una valida alternativa alle altri opzioni terapeutiche in termini di

sopravvivenza.
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Alcoolizzazione percutanea (percutaneous ethanol injection, PEI)

La PEI é stata la prima tecnica utilizzata: consiste in una iniezione intratumorale di etanolo eseguita
sotto guida ecografica, che comporta necrosi coagulativa a seguito di degenerazione proteica,
disidratazione cellulare ed ischemia cellulare causata dalla trombosi dei piccoli vasi perilesionali. Si
esegue generalmente sotto guida ecografica e cio consente di valutare in tempo reale la diffusione
dell’alcool all’interno del tumore evitandone un eccessivo spandimento al di fuori dei margini della
lesione.

11 protocollo terapeutico prevede 1’esecuzione di 4-6 sedute di alcoolizzazione con una frequenza di
una o due volte a settimana. Il numero delle sessioni, cosi come la quantita di etanolo iniettabile,
variano in rapporto alle dimensioni della lesione, al tipo di perfusione ed alla tollerabilita del
paziente. Tale tecnica risulta facilmente eseguibile, ben tollerata, con scarse reazioni avverse,
efficacia antitumorale elevata, sopratutto nei confronti dei piccoli tumori capsulati [119]. La
sopravvivenza globale a 5 anni in neoplasie con diametro massimo inferiore a 5¢cm e tra il 47%-79%
[120], ma la complicanza piu temibile e la recidiva locale, correlata in modo proporzionale alle
dimensioni del tumore e alla struttura istologica della neoplasia (grading elevato, satellitosi, setti
intralesionali). Esistono diversi studi retrospettivi che hanno dimostrato indirettamente che la PEI
migliora la storia naturale dell’HCC: la sopravvivenza a lungo termine di pazienti con HCC in
stadio precoce trattati con PEI € simile a quella riportata nella casistica chirurgica, con il 50% circa
dei pazienti in classe Child A che sopravvive a 5 anni [120-122]. In uno studio retrospettivo
comparativo che include 391 pazienti con HCC unico piu piccolo di 5cm, la sopravvivenza a 3 anni
dopo resezione chirurgica, PEI o nessun trattamento e risultato essere del 79%, 71% e 26%, per i
pazienti in classe A di Child, e del 40%, 41% e 13% per pazienti di classe B di Child,
rispettivamente. Pertanto, sia la chirurgia che la PEI sembrano in grado di aumentare la
sopravvivenza a medio-lungo termine [98]. La maggior limitazione della PEI ¢ costituita dall’alto

tasso di recidiva locale, che puo arrivare al 33% in lesioni inferiori a 3cm ed al 43% in lesioni
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maggiori di 3cm [123,124]. Cio ¢ da attribuirsi alla disomogenea diffusione dell’etanolo all’interno
della lesione, conseguente al posizionamento inadeguato dell’ago e/o alla presenza di setti
intratumorali, nonché ai limitati effetti sulla diffusione extracapsulare delle cellule neoplastiche.
Inoltre la PEI non € in grado di creare un margine di ablazione di sicurezza nel parenchima epatico
circostante alla lesione, dove sono piu frequentemente situati i noduli satelliti. Attualmente la PEI &
pertanto indicata in pazienti con HCC in stadio precoce, quando né il trapianto né la resezione

chirurgica sono opzioni percorribili [42,103].

Termoablazione percutanea a radiofrequenze

La termoablazione percutanea a RF ¢ la metodica attualmente di maggior impiego nel trattamento
dell’epatocarcinoma, con risultati promettenti [125]. Lo scopo dell’ablazione a RF € quello di
provocare un danno termico tissutale attraverso la deposizione di energia elettromagnetica. Le
cellule sottoposte al danno termico vanno incontro a necrosi coagulativa nel corso dei giorni
successivi al trattamento. Per ottenere un’efficace distruzione della lesione, I’intero volume
tumorale deve essere sottoposto a temperature citotossiche includendo una zona circostante di
tessuto apparentemente sano di 0,5-1cm, per eliminare eventuali foci microscopici di malattia e per
ovviare all’incertezza che spesso esiste riguardo alla reale localizzazione dei margini tumorali. Nel
corso delle prime esperienze con RF, il limite maggiore era rappresentato dal piccolo volume
d’ablazione indotto dagli elettrodi convenzionali. Questi dispositivi erano in grado di produrre zone
di ablazione di forma cilindrica non superiori a 1,6cm [126]. Erano quindi necessarie inserzioni
multiple per trattare anche lesioni piccole. Successivamente sono state sviluppate numerose
strategie per incrementare il volume di ablazione ottenibile con RF, ad esempio ottimizzando la
produzione di calore e minimizzandone la dispersione all’interno dell’area da trattare [127] oppure
attraverso 1’introduzione di nuovi ago-elettrodi a piu punte. Oggi si utilizza un ago ad ombrello che

e introdotto chiuso e poi aperto in sede per avere una pit ampia area di necrosi. La RF in un minor
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numero di sedute rispetto alla PEI permette di ottenere, un'ablazione completa della neoplasia,
indipendentemente dalle caratteristiche istologiche tumorali e raggiunge tassi di risposta superiori;
in particolar modo si dimostra efficace nei confronti delle patologie superiori ai 3cm e nelle recidive
loco regionali dovute a satellitosi. In uno studio randomizzato su 104 pazienti con HCC allo stadio
precoce, e emerso che la termoablazione a RF sembra associarsi ad un tasso di sopravvivenza libera
da malattia superiore rispetto alla PEI [125]. Tuttavia anche con questo trattamento la recidiva
tumorale ¢ elevata, analoga del resto a quella ottenibile dopo resezione chirurgica (50% a 3 anni e

maggiore del 70% a 5 anni).

Embolizzazione e chemioembolizzazione intraarteriose

La chemioembolizzazione (Transcatheter hepatic Artery ChemoEmbolization- TACE) e
I'embolizzazione (Transcatheter hepatic Artery Embolization -TAE) attraverso l'arteria epatica sono
strategie terapeutiche riservate ai pazienti con HCC intermedio-avanzato) per le quali & stata
dimostrata la possibilita di ottenere una riposta oggettiva tumorale del 16-60% [128], che si traduce

in un aumento della sopravvivenza del 10-50% [129].

La TACE, descritta per la prima volta da Kato et al. nel 1981 consiste nell'introdurre, tramite
catetere arterioso posizionato in arteria epatica, in aree pil 0 meno estese di parenchima epatico,
sede del tumore, una miscela di farmaci citotossici (solitamente cisplatino e adriamicina) mescolati
ad un agente oleoso (solitamente Lipiodol®), a cui segue un’embolizzazione selettiva 0
superselettiva dei vasi arteriosi afferenti alla neoplasia. Questa viene effettuata, sotto guida
fluoroscopia, con I’utilizzo di agenti embolizzanti riassorbibili quali la spugna di gelatina
(solitamente Spongostan®), oppure mediante particelle embolizzanti permanenti come PVA o

Embosphere®.
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Il razionale di tale metodica si basa sulla caratteristica peculiare del nodulo tumorale di HCC di
essere preferenzialmente irrorato da rami dell’arteria epatica, a differenza del parenchima epatico
non tumorale, che riceve oltre il 70% dell’apporto vascolare dai rami portali. E pertanto possibile
aggredire selettivamente il nodulo tumorale attraverso 1’approccio arterioso risparmiando il restante
parenchima epatico e riducendo pertanto gli effetti collaterali sistemici e locali. 1l lipiodol ha gia di
per sé la caratteristica di effettuare un rallentamento del circolo arterioso in quanto é
temporaneamente embolizzante, mentre la spugna di gelatina causa occlusione temporanea con
ricanalizzazione in 2 settimane ed e fornita in frammenti o polvere, in modo da garantire I'azione
duratura locale dei farmaci. Vi sono anche a disposizione altre particelle embolizzanti che

provocano embolizzazione permanente di cui si parlera in seguito.

Prima del trattamento vengono condotti sia un cateterismo selettivo diagnostico dei vasi epatopeti
(tronco celiaco e arteria mesenterica superiore) con successivo studio della fase portale, sia un
cateterismo superselettivo dei rami arteriosi afferenti alla lesione tramite microcatetere, i quali

permettono una ottimale pianificazione della strategia interventistica.

Diversi sono i chemioterapici utilizzati in letteratura: la doxorubicina e la epirubicina vengono
solitamente utilizzate come unico agente chemioterapico, mentre 1’associazione piu utilizzata
prevede 1’uso di cisplatino, doxorubicina e mitomicina C. Non ¢ stata ancora ben dimostrata la

superiorita di un principio attivo sugli altri.

Il blocco del circolo arterioso mediante embolizzazione favorisce la concentrazione del
chemioterapico nei noduli neoplastici, rallentandone il wash-out, e, contemporaneamente, provoca
un’ischemia improvvisa intralesionale, che favorisce la necrosi e nel contempo incrementa 1’effetto
citotossico dell’agente antitumorale per effetto ipossico. La necrosi indotta dalla TACE deriva

quindi dall’effetto sinergico delle alte concentrazioni di farmaco all’interno del tessuto patologico e
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dell’ischemia, la quale ha importanza sia come fenomeno lesivo in sé sia come fattore che permette
la prolungata permanenza del farmaco nelle lesioni-bersaglio.

Il mezzo oleoso utilizzato nella miscela citotossica viene captato preferenzialmente all’interno delle
cellule tumorali ove si concentra da 3 a 5 volte di piu rispetto al parenchima non tumorale, anche
grazie ad una rallentata eliminazione per 1’assenza a tale livello dei vasi linfatici e delle cellule
reticolo-endoteliali. Inoltre, esso ha effetto embolizzante temporaneo e penetra nei microshunt
artero-portali rallentando ulteriormente il wash-out del chemioterapico. In questo modo & possibile
raggiungere nel tessuto tumorale concentrazioni di farmaco 10-100 volte superiori rispetto alla
chemioterapia sistemica.

La scelta della sede di somministrazione della miscela citotossica e del successivo embolizzante &
guidata dalla necessita di preservare il piu possibile i territori epatici non interessati dai noduli
tumorali: la somministrazione deve essere quindi segmentaria o subsegmentaria nel caso di noduli
unici o anche di poche lesioni raggiungibili con distinti cateterismi selettivi e superselettivi dei rami
di suddivisione dell’arteria epatica. Oltre ad un effetto protettivo sul parenchima epatico sano o
cirrotico (considerando che il 90% degli HCC insorge in un quadro di epatopatia cronica o franca
cirrosi), la TACE garantisce una maggiore concentrazione degli agenti chemioterapici utilizzati
nelle aree tumorali. Inoltre 1’uso dei piu recenti materiali angiografici (guide, microcateteri) offre la
reale possibilita di raggiungere nella maggioranza dei casi le diramazioni piu distali dell’albero
arterioso epatico. La chemioembolizzazione non pud essere applicata nelle lesioni epatiche
multiple, in cui sono coinvolte ampie zone di parenchima. In caso di interessamento di entrambi i
lobi e preferibile eseguire il trattamento in sedute distinte per ciascun lobo, intervallandole di
almeno 3-4 settimane, in modo da assicurare comunque al paziente un back-up funzionale nella fase
immediatamente successiva alla TACE.

Nel corso della procedura va tenuta presente la possibilita di collateralizzazione del circolo arterioso

con il coinvolgimento di arterie che normalmente non irrorano il parenchima epatico (ad esempio
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I’arteria frenica inferiore); tale evenienza ¢ piu frequente in noduli situati in zone periferiche
dell’organo, in particolare sulla cupola epatica.

Anche in caso di quadri multifocali, e preferibile programmare eventuali ulteriori cicli di TACE
sulla base della risposta tumorale e delle condizioni cliniche di ogni singolo paziente piuttosto che
pianificare in tutti i pazienti cicli ripetuti di chemioembolizzazioni [130].

Lefficacia antitumorale della TACE viene valutata con I’esecuzione di un esame strumentale TC, o
meno frequentemente RM, dopo 3-6 settimane dal trattamento. Una intensa ed omogenea ritenzione
della miscela lipiodolata all’interno del nodulo tumorale (visibile come intensamente iperdensa in
condizioni basali) si associano ad una migliore risposta tumorale e, forse, anche clinica [131]. La
RM andrebbe riservata ai casi incerti alla TC, poiché sembra essere piu sensibile nella
identificazione di tessuto tumorale residuo, non essendo inficiata dagli artefatti tipici della TC
determinati dalla presenza del Lipiodol (quali indurimento del fascio radiante e possibile
mascheramento di aree di persistenza di malattia da parte del Lipiodol iperconcentrato).

Sulla scorta dei buoni risultati ottenuti, la chemioembolizzazione é stata impiegata anche a scopo
neoadiuvante prima della resezione chirurgica. Questo tipo di applicazione € stato tuttavia
sconsigliato in caso di lesioni resecabili, in quanto accelera il decorso della cirrosi verso
I’insufficienza epatica, facilita la tendenza alla metastatizzazione da manipolazione chirurgica
poiché induce una minore coesivita cellulare e rende piu difficile la resezione a causa della presenza
di aderenze fibrotiche, esito inevitabile della necrosi indotta da TACE. Infine, la
chemioembolizzazione preoperatoria non migliora la sopravvivenza a lungo termine rispetto alla
sola resezione [132].

I candidati migliori alla TACE sono pertanto pazienti con una o piu lesioni focali, non suscettibili di
intervento chirurgico o ablazione percutanea, con funzionalita epatica sufficientemente conservata e
senza segni di diffusione extraepatica di malattia. La presenza di una spiccata ed omogenea

ipervascolarizzazione delle lesioni, cosi come rilevato alla TC nella fase arteriosa dello studio
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dinamico, sembra essere un fattore predittivo positivo per la risposta alla TACE, con maggiore
riduzione dimensionale dopo terapia e migliore sopravvivenza. | fattori invece associati ad un
risultato meno efficace della terapia sono il diametro superiore a 10cm e la crescita di tipo
infiltrativo della lesione, oltre a quadri di malattia diffusa o nettamente multifocale [133].

Le principali controindicazioni alla TACE sono rappresentate dalla presenza di trombosi portale e
dilatazione delle vie biliari intraepatiche, nonché da una insufficiente funzionalita epatica; in
particolare pazienti in classe C di Child non possono essere sottoposti a TACE per 1’elevata
mortalitd periprocedurale (fino al 40%). Ulteriori controindicazioni relative riguardano 1’uso di
mezzo di contrasto iodato (riferita anamnesi allergica o alterata funzionalita renale) nonché la
assenza di accessi arteriosi adeguati.

L’incidenza di complicanze periprocedurali si aggira intorno al 5% [134]. La complicanza piu
frequente (80-90%) ¢ la “sindrome post-embolizzazione™ costituita da un corteo sintomatologico:
dolore, nausea, vomito e rialzo termico, che compare a distanza di 24-72 ore dall’esecuzione della
TACE. Solitamente questa sindrome € meno rilevante se la procedura ha riguardato solo piccoli
noduli tumorali trattati superselettivamente. Peraltro il rialzo termico postprocedurale € una
evenienza auspicabile poiché é correlata al processo di necrosi tumorale. Si assiste anche ad un
incremento delle transaminasi e di altri enzimi che, espressione di un danno transitorio indotto
anche a livello del normale tessuto epatico, solitamente vanno incontro a normalizzazione nel giro
di qualche settimana. E possibile, tuttavia, osservare un importante e duraturo deterioramento della

funzionalita epatica legata al trattamento di lesioni molto estese.

L’efficacia clinica, in termini di incremento della sopravvivenza, della TACE in pazienti selezionati
e stata dimostrata da studi clinici prospettici randomizzati che hanno riportato tassi di
sopravvivenza a 1 e 2 anni del 82% e 63%, rispettivamente, significativamente superiori rispetto a
pazienti trattati con la sola terapia di supporto (63% e 27%) o anche con la sola TAE (75% e 50%)

[128]. Il dato é stato confermato da una meta-analisi eseguita sugli studi clinici randomizzati
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disponibili in letteratura, che ha dimostrato che la TACE € in grado di aumentare la sopravvivenza
di pazienti con HCC non resecabile allo stadio intermedio-avanzato ed e efficace nel 35% dei
pazienti [1]. Essa é pertanto indicata secondo le recenti linee guida AASLD [44] come trattamento

di prima scelta in pazienti non chirurgici in assenza di invasione vascolare o diffusione extraepatica.

La TACE é stata inoltre proposta nei pazienti candidati a trapianto epatico in lista di attesa, quale
metodo in grado di controllare la crescita neoplastica, con una riduzione del “drop-out” a 6 mesi dal
30% al 15% [135,136]. E stato anche proposto ’uso della TACE in pazienti al di fuori dei criteri di
selezione per trapianto di fegato (criteri di Milano), come metodica in grado di ridurre 1’estensione

tumorale, facendo pertanto rientrare il paziente entro i criteri di Milano e rendendolo candidabile a

trapianto (cosi detto “downstaging”). I risultati della letteratura oggi disponibili circa la
sopravvivenza dopo trapianto in pazienti cosi selezionati sono oggi discordanti, sebbene alcuni
autori riferiscano tassi di sopravvivenza a 5 anni paragonabili a quelli che si ottengono in pazienti

trapiantati entro i criteri di Milano classici [137].

La ricerca clinica ed industriale ¢ oggi concentrata nell’identificazione di nuovi materiali
embolizzanti e chemioterapici in grado di aumentare I’efficacia locale del trattamento in termini di
necrosi tumorale e, nel contempo, di diminuire la tossicita sistemica, salvaguardando la funzionalita
epatica. In questo contesto, la ricerca si & soprattutto concentrata nello sviluppo di nuovi agenti
embolizzanti permanenti che in via teorica potrebbero permettere di incrementare 1’efficacia della
TACE in termini di ischemia e necrosi tumorale, e nel contempo ridurre le dosi di chemioterapico e

I’incidenza di complicanze periprocedurali [138].
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TACE con particelle embolizzanti precision TACE (p-TACE)

La precision TACE (p-TACE) (Pharmacokinetic Study of Doxorubicin in the Treatment of
Hepatocellular Carcinoma by Drug Eluting Bead embolisation) € una metodica introdotta negli
ultimi anni che utilizza particelle embolizzanti permanenti caricate di chemioterapico. Attualmente
sono in commercio piu tipi di particelle utilizzabili per la TACE: Hepasphere (Biosphere Medical,
Francia), DC Beads (Biocompatible UK Limited, UK) e particelle embolizanti permanenti: PVA
(Polyvinyl Alcohol Particles) e Embosphere (Acrylic Spheres);

v' Le PVA (Polyvinyl Alcohol Particles) sono particelle embolizzanti inerti, che causano
occlusione semipermanente o permanente e che vengono iniettate tramite catetere. Una volta
rilasciate dal catetere vengono trasportate dal flusso arterioso, direttamente alla sede da
embolizzare e per questo & necessario che le particelle abbiano una dimensione adeguata, sia
per prevenire 1’occlusione del catetere, sia per ottenere occlusione del vaso. Le PVA sono
fornite disidratate in fiale, sono particelle dalla forma irregolare o sferica di dimensioni da
50 a 1200 micrometri di diametro; aggiungere aloumina alla sospensione aiuta a prevenire il
raggruppamento di queste particelle aventi forma irregolare.

v' Embosphere sono sfere di acrilico che causano embolizzazione permanente, solide,
direzionate dal flusso, perfettamente rotonde e leggermente deformabili. Il loro range di
dametro va da 200 a 1200 micrometri e sono disponibili in sospensione acquosa.
L’aggregazione di queste particelle ¢ meno frequente grazie alla forma sferica e alla loro
superficie liscia. Queste sfere penetrano piu in profondita, nell’albero vascolare, rispetto alle
particelle PVA e possono essere iniettate con minore difficolta. Le microsfere di acrilico
rivestite da collagene possono offrire alcuni vantaggi rispetto alle PVA per le lesioni

vascolari, senza evidenza di shunt arterovenosi [139].
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Esiste un vantaggio nell’utilizzare un embolizzante che determini occlusione permanente a livello

periferico in quanto si aumenta 1’ischemia tumorale e si risparmia sull’utilizzo di agenti

chemioterapici. [140]

Da quando sono state introdotte le microsfere tris-acriliche di gelatina di 40-120 micrometri,

tuttavia, ci sono state tre morti per complicanze polmonari, avvenute dopo embolizzazioni arteriose.

Queste complicanze non erano mai state osservate con le particelle di gelatina tris-acriliche piu

grandi o con le PVA. Questa ¢ una complicanza insolita di cui I’interventista deve tenere conto

[141].

v

Hepasphere sono costituite da copolimeri di sodio acrilato ed alcool vinilico e sono
utilizzate in Europa per 1’embolizzazione e la chemioembolizzazione epatica a scopo
terapeutico e prechirurgico. Sono microsphere biocompatibili, idrofile, non riassorbibili ed
espandibili e sono disponibili in tre range di diametro; 50-100 um, 100-150 um e 100-200
um. Vengono messe in commercio in flaconcini da 25 mg o 50 mg in forma disidratata.
Messe a contatto diretto con soluzione salina fisiologica o con mezzo di contrasto isotonico
non ionico (Visipaque- lodixanol 270 mg/ml; Amersham Health) esse aumentano di volume
in modo controllato. Ne ¢é necessaria la preparazione prima dell’intervento: la soluzione o il
mezzo di contrasto vengono iniettati direttamente nella fiala sottovuoto di HepaSphere™ e
I’espansione nella forma reidratata puo raggiungere fino a quattro volte il diametro della
forma disidratata. | polimeri sono dotati di carica elettrica negativa cosi da catturare
molecole con carica elettrica opposta come la Doxorubicina o 1I’Epirubicina; in questo modo
le particelle sono in grado di assorbire il chemioterapico, limitandone il rilascio sistemico. E
necessario aspettare almeno 20 minuti per essere certi che piu del 90% della soluzione del
chemioterapico venga assorbita e determini 1’espansione delle microsfere. Successivamente
viene aggiunto altro mezzo di contrasto per creare un volume iniettabile pari a 20 cc. Dopo

la preparazione le HepaSphere™ vengono iniettate transcatetere per eseguire TACE
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superselettiva e, nelle settimane successive, rilasceranno progressivamente il chemioterapico
direttamente all’interno delle lesioni. Questo viene realizzato al fine di avere una
percentuale maggiore possibile di necrosi tumorale e per ridurre i danni ischemici a carico
del parenchima epatico adiacente, evitando di danneggiare ulteriormente la funzionalita
epatica [142].

Le DC Beads sono particelle costituite da microsfere di idrogel N-Fil Sulfonato,
biocompatibili, non riassorbibili, idrofile e precalibrate, in grado di assorbire e veicolare
selettivamente il chemioterapico, rilasciandolo in modo controllato all’interno del nodulo
tumorale. Sono presenti in commercio in 4 differenti dimensioni (100-300um; 300-500um;
500- 700um; 700-900um). Diversamente dalle Hepasphere, 1’assorbimento della
doxorubicina alle DC Beads € un processo attivo; il farmaco viene fornito in forma di
polvere, deve essere diluito con 2 ml di acqua sterile, e viene sequestrato in maniera
altamente efficiente fino ad un massimo di 45 mg/mL indipendentemente dalle dimensioni
delle particelle. In funzione della dimensione delle particelle varia solo il tempo di
adsorbimento del chemioterapico che varia da 20 a 60 minuti. Un’altra differenza ¢ che le
DC Beads vengono fornite in soluzione salina, la quale deve essere aspirata prima della
miscelazione con il chemioterapico. Infine si trasferisce la miscela in una siringa e si
aggiunge un equivalente volume di mezzo di contrasto non ionico per consentire la
visualizzazione in fluoroscopia della miscela durante 1’iniezione (4 mL). Le DC Beads sono
state approvate in Europa per il trattamento dei tumori maligni ipervascolarizzati. Inoltre
uno studio condotto su animali ha mostrato che la concentrazione sistemica di doxorubicina
era minima, significativamente diversa da quella ottenuta con terapia sistemica, suggerendo
una elevata ritenzione di chemioterapico a livello tumorale. All’interno del tumore la
concentrazione di farmaco raggiungeva il picco massimo al terzo giorno, rimanendo elevata

nei giorni successivi sino al settimo, con persistenza per oltre 14 giorni, ad indicare un
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continuo rilascio del farmaco dalle particelle. La necrosi tumorale (approssimativamente del
100%) era maggiore a distanza di una settimana dal trattamento e associata a modeste
alterazioni della funzionalita epatica [143]. Sono stati pubblicati i risultati clinici di due studi
[144,145], i cui dati confermano il profilo farmacocinetico favorevole correlato all’uso di
DC Beads, con bassa concentrazione plasmatica di doxorubicina dopo trattamento e ridotta
incidenza di complicanze maggiori (7,4% e 11,4%). La risposta tumorale oggettiva
(completa e parziale) valutata alla TC risulta essere del 75% a 6 mesi nello studio di Varela

et al [144] e del 71% a 3 mesi nel piu recente studio di Poon et al [145].

I dati raccolti sulle particelle embolizzanti sono molto buoni e hanno permesso di affermare che la
terapia con queste particelle & migliore rispetto alla TACE tradizionale. Inoltre I’embolizzazione
con particelle, nella terapia dell’HCC, & ben tollerata e dimostra una sopravvivenza del 50% a un

anno e del 33% a due anni [140].

Date le proprieta degli agenti embolizzanti, 1’uso di un particolare agente rispetto ad un altro, puo
influire sulla quantita di chemioterapico iniettata nel tumore, che causa una potenziale occlusione
arteriosa permanente, la quale potrebbe compromettere 1’accesso arterioso per una TACE
successiva. La scelta dell’embolizzante: PVA o Gelfoam, come anche il modo in cui questi sono
mescolati con il chemioterapico (olio e poi particelle embolizzanti oppure chemioterapici e olio
seguiti da materiale embolizzante) possono influire in modo significativo sul successo della TACE
[146]. In gruppi di pazienti con condizioni simili la sopravvivenza al trattamento dell’HCC con

TACE usando Gelfoam o PVA con lipiodol é stata simile.
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Ruolo del sorafenib nella terapia del’HCC in fase avanzata

Il sorafenib & un inibitore orale multitarget delle chinasi che regolano gran parte dei processi di
attivazione delle vie di segnalazione cellulare, che sono fondamentali per lo sviluppo tumorale.
Queste vie di trasduzione del segnale, se non regolate, contribuiscono alla trasformazione maligna
nelle cellule umane. L’attivazione di queste vie porta allo sviluppo di molti dei processi coinvolti
nella progressione del tumore, come la proliferazione cellulare, I’invasione, la metastasi e
l'inibizione dell’apoptosi. Il ruolo del sorafenib si svolge anche a monte di queste vie di attivazione,
in quanto esso inibisce direttamente il recettore tirosin chinasico che attiva le vie di segnalazione.
Un importante crocevia nell’attivazione delle vie di trasduzione ¢ rappresentato da Ras che ¢ stata
trovata mutata in molti tumori umani; Ras regola diversi percorsi che sinergicamente inducono
trasformazione cellulare: tra cui Raf /MAPK (protein-chinasi attivata da mitogeni) / MEK / ERK
(chinasi extracellulare regolata da segnale) [147,148,149] che sono attivate a cascata.

Le RAF chinasi sono serina / treonina chinasi che funzionano, in questo percorso, come molecole
effettrici a valle di Ras [149,150,151]. La famiglia delle Raf chinasi & composta da tre membri,

A-Raf, B-Raf e Raf-1.

Tumeor Cell Vascular endothelial cell or pericyte

Paracrime s imulafon

POGFH TR EGE
ADEFRA VEGFR-2
k P ]
f L.
s Fam
|
I K
Ratl P
W/ l|_51 Angiogenasis:
il - Diffemntiation
i Mitachand
e MEK - P | Praifemtion
P Migration
¥ I- Tubue formalion
Apoplos ERK - P
Proliferation
b aus

Figura 1. Vie di attivazione intracellulare su cui interviene sorafenib
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I tumori solidi secernono in modo aberrante molti fattori di crescita diversi e citochine, tra cui
VEGF e PDGF-B. Il legame di questi fattori di crescita a recettori presenti sulla superficie delle
cellule endoteliali attiva il percorso Raf / MEK / ERK, che provoca l'induzione di angiogenesi e
linfangiogenesi [152]. Tra i recettori tirosin chinasici inibiti dal sorafenib sembrano essere di
fondamentale importanza i recettori del fattore di crescita vascolare endoteliale (VEGFR) e del
fattore di crescita derivato dalla piastrine (PDGFR); & questo che sembra determinare 1’attivita
antitumorale in vivo del sorafenib, infatti 1’attivita del farmaco € correlata all’inibizione dello
sviluppo di aree di tumore contenenti microvasi, misurata mediante la riduzione della colorazione
del CD34 all’immunoistochimica [153], cio dimostra I’inibizione dall’angiogenesi.

Oltre a questi effetti sono stati osservati effetti diretti sulla proliferazione / sopravvivenza delle
cellule tumorali dipendenti e non dalla via di segnalazione della Raf chinasi.

Al fine di scoprire nuove terapie che hanno come obiettivo il percorso Ras / Raf / MEK / ERK ¢
stato avviato, nel 1995 dalla Bayer e Onyx, uno screening per ’attivita di un inibitore della chinasi
di Raf-1 [154]. Il primo composto generato, la 3-tioenil-urea , non ha dimostrato una capacita di
inibizione del Raf-1 accettabile, in quanto la meta della concentrazione massima necessaria per
avere l’effetto inibitore (IC50) era troppo elevata e non raggiungibile a livello tissutale (17
micromoli,). 1l successivo tentativo con sorafenib, il cui nome chimico & N-(3-trifluorometil-4-
clorofenil)-N’-(4-(2-metilcarbamoil piridin-4-il)ossifenil)urea, ha raggiunto una 1C50 di 6 nmol

[149,154]. La formula di struttura € mostrata in
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Figura 2. Formula di struttura del sorafenib
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Nello stesso studio sono stati anche studiati gli effetti in vitro del sorafenib ed é stato dimostrato che
inibisce potentemente la wild-type-Raf, la proteina oncogenica serina treonina chinasi B-Raf, il
recettore pro-angiogenico tirosin-chinasico, il c-kit, e I’FIt-3 [154]. L'efficacia antitumorale e il
meccanismo di azione del sorafenib sono stati studiati in vitro anche su PLC/PRF/5 e HepG2; nelle
cellule di HCC il sorafenib inibisce la fosforilazione di MEK e ERK e down-regola i livelli di
ciclina D1. Inoltre, il sorafenib ha ridotto il livello di fosforilazione dell’eIF4E e down-regolato la
proteina anti-apoptotica Mcl-1 in modo indipendente dalla via MEK / ERK. In vivo sono stati
studiati gli effetti del sorafenib su PLC/PRF/5 su xenotrapianti tumorali umani in topi con
immunodeficienza grave combinata [153]. Il sorafenib ha dimostrato di inibire la fosforilazione di
MEK e ERK, di ridurre i livelli di ciclina D1 e di inibire in modo dose-dipendente la crescita
tumorale [153].

Il sorafenib inoltre é stato dimostrato efficace in un‘ampia classe di noduli polmonari dove inibisce

la proliferazione cellulare e la angiogenesi e aumenta la frequenza di apoptosi [149,154,155,156].

Razionale per 1'uso clinico e studi sull’utilizzo del sorafenib per carcinoma epatocellulare
L’epatocarcinogenesi ¢ un processo multi-step, che si sviluppa lentamente su uno sfondo di malattia
epatica cronica. Alcuni lavori sulla biologia del carcinoma epatocellulare suggeriscono che vie di
segnalazione mediate da EGFR e da fattori angiogenetici come VEGFR e PDGFR (come la via del
PI3K/Akt/mTOR, Ras / Raf / MEK / ERK e Wnt / B-catenina) svolgono ruoli importanti nello
sviluppo di HCC, promuovendo la crescita cellulare e la sopravvivenza [157].

Altri studi hanno dimostrato il ruolo importante svolto dall’attivazione di MAPK / ERK nel
processo carcinogenetico multi-step coinvolto nel’HCC umano, soprattutto nella progressione
dell’HCC [158,159]. E stato inoltre dimostrato che la sovraespressione di MEK 1 / 2 fosforilata e
MAPK nelle linee di cellule di HCC promuove la crescita tumorale e la sopravvivenza, prevenendo

I’apoptosi [160]. ’HCC ¢ fortemente legato al’HBV e all’infezione da HCV, ed ¢ stato dimostrato
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un rapporto tra I'espressione di Raf e HCV / HBV. Giambartolomei et al. (2001) [161] ha riferito
che la capacita della proteine core di HCV di attivare direttamente la cascata della MAP chinasi,
soprattutto Raf-1, & fondamentale per prolungare la loro attivita in risposta a stimoli mitogenici e
puo contribuire alla trasformazione neoplastica delle cellule epatiche infettate da HCV. Per quanto
riguarda I’HBV invece Chen e Siddiqui (2007) [162] hanno riferito che la proteina X (HBX) di
HBV svolge un ruolo cruciale nel ciclo di vita virale e contribuisce alla comparsa di HCC. HBX ha
causato la traslocazione mitocondriale di Raf-1 chinasi o sola o nel contesto di trasfezioni
dell’intero genoma virale.

Altro aspetto da tenere in considerazione ¢ il ruolo del VEGF, che & uno dei piu importanti fattori
coinvolti nell’angiogenesi di HCC, questo tumore € caratterizzato, nella maggior parte dei casi, da
elevata vascolarizzazione [163,164]. VEGF promuove lo sviluppo di HCC e metastasi, e i livelli
sierici di VEGF sono stati segnalati come un significante fattore prognostico indipendente nei
pazienti con HCC [165,166]. In conclusione, la via Raf / MEK / ERK e la via di segnalazione
mediata dai fattori angiogenici VEGFR e PDGFR sono potenti bersagli molecolari nella terapia

dell’HCC.

Considerazioni concernenti I’utilizzo del sorafenib nel carcinoma epatocellulare avanzato

Per quanto riguarda 1’efficacia della terapia con sorafenib, in uno studio di fase I condotto da
Strumberg et al. 2005 [167], € stata osservata una risposta parziale (PR) in uno solo dei 45 pazienti
trattati in terapia continuativa con sorafenib a dosi maggiori di 100 mg due volte al giorno, il
paziente era affetto da HCC trattato con il farmaco a 400 mg in terapia continuativa. In questo
stesso studio di fase I, erano valutabili per quanto riguarda 1’efficacia, 6 pazienti con HCC, di cui
uno ha mostrato risposta parziale (PR), 4 avevano malattia stabile (SD), e uno ha mostrato

progressione della malattia (PD).
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Sulla base di questi risultati é stata condotta da Abou-Alfa et al (2006) [168] una fase Il di studio su
137 pazienti con HCC. Sebbene il tasso di risposta e stato basso, cioe del 2,2%, il tempo di
progressione (Time To Progression, TTP) e la sopravvivenza globale (Overall Survival, OS) sono
stati promettenti: la media del TTP ¢ stata di 4,2 mesi e la OS media di 9,2 mesi.

Sulla base di questi risultati, e stato condotto un ampio studio di fase 11l randomizzato controllato
(RCT) di sorafenib rispetto al placebo, lo studio SHARP (Sorafenib Hepatocellular carcinoma
Assessment Randomized Protocol) in pazienti con carcinoma epatico avanzato [151]. Sono stati
randomizzati 602 pazienti in 2 bracci: il braccio sorafenib e il braccio placebo, in rapporto 1:1.

Il protocollo prevedeva la somministrazione orale di 400 mg di sorafenib due volte al giorno,
I'esecuzione di controlli seriati di imaging e monitoraggio clinico; i pazienti hanno continuato a
ricevere la terapia fino alla comparsa di progressione radiologica di malattia, peggioramento clinico
e/o eventi avversi gravi, compresa la morte. Le caratteristiche basali erano ben bilanciate tra i 2
gruppi di trattamento e l'eziologia della malattia epatica e stata distribuita tra virus dell'epatite B,
virus dell'epatite C, e malattia epatica alcol-indotta. Questo studio ha mostrato risultati incoraggianti
sia per il tempo di progressione (TTP), che é stato di 5.5 mesi per il sorafenib e di 2,8 mesi per il
placebo, che per la sopravvivenza globale media che ¢ stata di 10,7 mesi per il sorafenib e 7.9 mesi
per il placebo. La sopravvivenza a 4 mesi libera da progressione ¢ stata del 62% tra i pazienti che
hanno ricevuto il sorafenib e del 42% nel gruppo placebo. Questo studio ha dimostrato un
miglioramento statisticamente significativo, non solo nello stato di progressione della malattia, ma
anche nella sopravvivenza globale dei pazienti nel braccio di sorafenib.

| pazienti trattati con sorafenib hanno sperimentato una terapia che ha migliorato significativamente
il tasso di controllo della malattia, con una maggiore incidenza di malattia stabile, infatti il tasso di
risposta é stato relativamente modesto (la risposta della malattia e stata solo del 2,3% tra i pazienti
trattati con sorafenib). Nel complesso, il sorafenib e stato generalmente ben tollerato, anche se gli

eventi avversi legati al farmaco si sono verificati ad una frequenza piu alta nel gruppo in trattamento
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rispetto al placebo (80% vs 52%), la maggior parte dei pazienti avevano un grado 1 o 2 di tossicita.
Gli eventi avversi di grado 3 che si sono verificati in modo significativamente maggiore nel gruppo
sorafenib rispetto al placebo, sono stati diarrea (8% contro il 2%, p <.001), reazione cutanea mano-
piede (8% vs <1%, P <.001), e perdita di peso (2% vs 0%, P =. 03). Altri pazienti che hanno
ricevuto il sorafenib hanno dovuto subire una riduzione della dose a causa di eventi avversi (26% vs
7%). A causa del potenziale di eventi avversi correlati al sorafenib, sono state sviluppate schede e
linee guida di modificazione della dose che sono state comprensive sia di un ritardo nella
somministrazione delle dosi che di una diminuzione del dosaggio. Anche nello studio di Abou-Alfa
e di Stumberg et al erano stati riscontrati effetti collaterali simili compresi astenia e rash cutaneo e
in quest’ultimo studio la dose massima tollerata era stata fissata a 400 mg anche per gli studi futuri.
Dato che per lo studio SHARP la maggior parte dei pazienti era stata arruolata in Europa o in
Australia é stato condotto un RCT, con disegno simile a quello dello studio SHARP, nella regione
Asia-Pacifico (Asia-Pacific trial) [169], poiché vi era preoccupazione per quanto riguardava il
divario tra efficacia e sicurezza del farmaco in relazione all'applicazione del sorafenib come agente
terapeutico standard globale per il carcinoma epatico avanzato. L'eziologia e le strategie di
trattamento dell’HCC variano tra le regioni del mondo [2,44,170,171] e pertanto era necessario
confermare I’efficacia e la sicurezza del farmaco in popolazioni asiatiche.

La dose di sorafenib utilizzata nello studio Asia-Pacifico ¢ stata uguale a quella somministrata nella
prova SHARP (400 mg due volte al giorno) ed i 226 pazienti - arruolati in Cina, Corea del Sud e
Taiwan - sono stati randomizzati 2:1 tra sorafenib e placebo. | piu frequenti effetti avversi
riscontrati sono stati gli stessi del trial SHARP e degli altri gia condotti tranne 1’iperbilirubinemia.
La sopravvivenza globale media e stata di 6,5 mesi per il sorafenib e 4.2 mesi per placebo [169]. Il
tempo di progressione e stato di 2,8 mesi nel braccio di sorafenib e 1.4 mesi nel braccio placebo.
L'eziologia dell’HCC nello studio Asia-Pacifico era diversa da quella nel trial SHARP, infatti

I'infezione da HBV e stata osservata in oltre il 70% dei pazienti in Asia. Tuttavia i valori di Hazard
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Ratio (HR) di OS e TTP erano molto simili a quelli dello studio SHARP, il che ha indicato che é
prevista efficacia a prescindere dalla differenza nell'eziologia. Nonostante questo, i valori di
sopravvivenza globale media e il tempo alla progressione erano molto scarsi nei pazienti del gruppo
Asia - Pacifico rispetto a quelli del gruppo del trial SHARP, di fase Il e nello studio giapponese di
fase I. Questo inconveniente & dovuto alla differenza nelle caratteristiche dei pazienti, come i
performance status piu scarsi, lo stadio piu avanzato del tumore e al fatto che il 52% dei pazienti
aveva metastasi polmonari).

In conclusione dallo studio SHARP e dallo studio Asia-pacifico si evince che, mentre la diversa
eziologia del carcinoma epatocellulare non & motivo di preoccupazione, lo sono lo stadio avanzato
della malattia al momento della diagnosi e uno scarso performance status, questi infatti, sono i
principali motivi per gli scarsi esiti del trattamento con sorafenib.

Oltre a questo, ci si e chiesti se il sorafenib puo essere utilizzato in pazienti con malattia di classe B
di Child-Pugh, con disfunzione epatica moderata, in quanto i pazienti arruolati nello studio SHARP
avevano buona funzionalitd epatica ed erano in classe A di Child-Pugh. A questo scopo in
Giappone, é stato condotto uno studio di fase | per verificare farmacocinetica, sicurezza ed efficacia
del farmaco in pazienti giapponesi con carcinoma epatocellulare avanzato, con un pari numero di
pazienti con Child-Pugh A e B. I risultati hanno rivelato un profilo di sicurezza simile a quello
dell’RCT del sorafenib e con la stessa dose raccomandata, di 400 mg, il tasso di risposta é stato del
3,7%, e le medie di TTP e OS sono state 4,9 mesi e 15,6 mesi, rispettivamente [172].

Le uniche differenze sono state rilevate nella farmacocinetica: le aree sotto la curva di
concentrazione e il picco di concentrazione allo steady state del farmaco, sono risultate inferiori nei
pazienti in classe B di Child-Pugh rispetto ai pazienti in classe A.

Per il resto non c'era grande differenza nell’incidenza e nel grado di eventi avversi farmaco-correlati
tra classe A e B ma sono stati osservati piu frequentemente nel gruppo di classe B ipertensione,

reazione allergica mano-piede ed eruzioni cutanee. Anche Abou Alfa et al hanno esaminato il
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confronto tra efficacia e sicurezza del farmaco nella classe A e B di Child-Pugh e i profili di
farmacocinetica e tossicita complessiva sono risultati simili in entrambi i gruppi. Gli eventi avversi
correlati alla cirrosi epatica, come aumento della bilirubina, ascite ed encefalopatia, si sono
verificati piu frequentemente in classe B di Child-Pugh rispetto alla classe A. Inoltre, il TTP e la OS
sembrano essere peggiori nei pazienti di classe B rispetto a quelli in classe A. Dato che il gruppo
con Child-Pugh di classe B e generalmente eterogeneo con punteggi che vanno da 7 a 9 [173] le
indicazioni al sorafenib devono essere attentamente valutate in pazienti con Child-Pugh di classe B
e sono necessari piu dati per confermare la sicurezza e I'efficacia del sorafenib nella pratica clinica e
studi clinici in questi pazienti in futuro.

Dati gli effetti collaterali importanti del farmaco e per migliorare I'efficacia associata al sorafenib,
sono stati investigati biomarcatori che diano la possibilita di predire la risposta al sorafenib. Un
biomarcatore attualmente indagato é la forma fosforilata del segnale extracellulare regolato dalle
chinasi (p-ERK), che € una molecola a valle, nella via di segnalazione RAF/ MEK / ERK, nonché
un target di sorafenib. L’attivazione costitutiva di questa via porta ad elevati livelli di p-ERK, e
probabilmente indica che la cellula tumorale si basa su questa via per la sopravvivenza. Mediante
immunoistochimica € possibile osservare che i pazienti le cui cellule tumorali hanno una maggiore
intensita di colorazione per p-ERK hanno dimostrato un maggior tempo per la progressione, il che
suggerisce una migliore risposta al sorafenib, forse dovuta all’inibizione della via [174]. Sono sotto
inchiesta anche altri possibili biomarcatori per prevedere la risposta al sorafenib, inclusi HGF e c-
Kit. E 'possibile che questi marcatori siano correlati alla sopravvivenza dei pazienti con carcinoma
epatocellulare.

Sulla base dei risultati degli studi randomizzati, il sorafenib € stato stabilito come agente standard
per la chemioterapia sistemica nel carcinoma epatocellulare in pazienti con malattia metastatica o
refrattari alla chemioembolizzazione arteriosa transcatetere (TACE) che non sono candidati per

trattamenti locali; il sorafenib € il primo agente di chemioterapia sistemica che prolunga la
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sopravvivenza nei pazienti con HCC avanzato. Ad oggi c’¢ tuttavia bisogno di piu dati in quanto
I’efficacia e la sicurezza del sorafenib non sono stati confermati in pazienti con disfunzione epatica
moderata. C’¢ bisogno dello sviluppo di un nuovo schema terapeutico per il trattamento dell’HCC
avanzato; di studi clinici che indaghino la terapia di combinazione ottimale basata sul sorafenib, da
utilizzare come seconda linea di terapia dopo fallimento del sorafenib e che indaghino la terapia

adiuvante ottimale dopo terapia locoregionale in pazienti con HCC.

Combinazioni a base di sorafenib

Sono stati riportati nel 2008 [175] i risultati di uno studio di fase Il che ha valutato la combinazione
del sorafenib con doxorubicina. Questo piccolo studio su 96 pazienti ha individuato una
sopravvivenza libera da progressione superiore nei pazienti che hanno ricevuto il regime di
combinazione. Sulla base di questi risultati promettenti, & previsto piu di uno studio randomizzato
di fase Il. A causa del pericolo di cardiotossicita, questo evento avverso sara attentamente
monitorato. Vi € inoltre un crescente interesse nella valutazione del sorafenib in combinazione con
terapie biologiche (tra cui brivanib e bevacizumab) e si sta valutando I'aggiunta del sorafenib alle
terapie dirette al fegato, come nello studio randomizzato di fase 11l ECOG 1208, uno studio di

confronto tra chemioembolizzazione con e senza sorafenib.

Chemioterapia sistemica per il carcinoma epatocellulare

La chemioterapia sistemica per i pazienti con HCC avanzato € indicata in quei pazienti che non
sono candidati adatti per trattamenti locali, per esempio quelli con metastasi a distanza e/o
invasione macrovascolare [44]. Anche la refrattarieta alla TACE viene considerata come
indicazione per la chemioterapia sistemica. Vari studi sulla chemioterapia per il carcinoma
epatocellulare hanno indicato che le antracicline (ovvero antibiotici antitumorali, come la

doxorubicina e il mitoxantrone), costituiscono la base per la chemioterapia in casi di HCC
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[176,177]. Oltre alla doxorubicina, il cisplatino e/o fluorouracile sono gli agenti piu comunemente
usati, in combinazione, nella chemioterapia per il carcinoma epatocellulare [178,179,180,181]. La
chemioterapia combinata, che include fluorouracile / mitoxantrone / cisplatino (FMP); epirubicina /
cisplatino / fluorouracile (ECF) e cisplatino / interferone a-2b / doxorubicina / fluorouracile (PIAF),
ha riportato una frequenza di risposta in un range dal 14% al 26%, con una sopravvivenza globale
media (OS) da 8,9 a 11,6 mesi. La terapia con doxorubicina € stata considerata come terapia del
braccio di riferimento negli studi clinici randomizzati per HCC basandosi sui risultati di uno studio
comparativo tra doxorubicina e terapia di supporto [176]. Nonostante la fase 111 indichi che vi siano
migliori risposte alla chemioterapia di combinazione rispetto alla doxorubicina in monoterapia, non
e ancora stata stabilita la chemioterapia standard che puo chiaramente prolungare la sopravvivenza
nei pazienti con carcinoma epatocellulare avanzato. Ad esempio, un recente studio di fase 11l che ha
analizzato la terapia con doxorubicina rispetto a PIAF non e riuscito a dimostrare nessun beneficio
di sopravvivenza di alcun farmaco [182]. Tuttavia, le buone prospettive di utilizzo del sorafenib
danno buone speranze per 1’attuazione di una serie di studi volti a determinare un protocollo di

terapia standard per i pazienti con HCC in stadio avanzato.
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Evoluzione tecnologica della TC

La comparsa della TC quale metodica di imaging radiologico risale al 1971 a Londra presso i
laboratori della EMI Limited ad opera dell'ingegnere inglese Godfrey N. Hounsfield e del fisico

sudafricano Allen M. Cormack.

La tomografia computerizzata (TC) e una metodica di imaging radiologico:

e tomografica, in quanto le immagini da essa fornite riproducono strati corporei, per lo piu
(ma non obbligatoriamente) trasversali (o assiali) rispetto all’asse longitudinale del paziente;
questo la differenzia dalle metodiche radiografiche convenzionali, che forniscono immagini di
tipo sommativo (o additivo) rappresentanti la somma delle attenuazioni fotoniche di tutti i

tessuti attraversati dai raggi X nel loro transito dalla sorgente radiogena al sistema di rivelatori;

e computerizzata, perché per la sua produzione & necessaria una digitalizzazione ed una

ricostruzione dei dati dell’immagine ottenuta mediante sistemi hardware-software.

L’immagine TC viene costruita misurando 1’attenuazione di un fascio collimato di raggi X generati
da un tubo radiogeno rotante attorno al paziente, posizionato su un lettino che si muove in direzione
longitudinale: in questo modo si ottiene una serie di immagini fra loro parallele in quanto si
alternano momenti di erogazione del fascio e momenti di slittamento del lettino ed ogni immagine
rappresenta l'attenuazione del fascio a raggi X da parte dei tessuti contenuti in ciascuna sezione
corporea irradiata, la attenuazione € proporzionale al numero atomico (Z). L'intensita dei raggi X
che hanno attraversato i tessuti in esame viene registrata da un array di rivelatori (detettori) in
posizione opposta rispetto al tubo radiogeno ed accoppiati a convertitori analogico-digitali; quindi,
per ciascuna sezione irradiata il segnale digitalizzato relativo a diversi angoli di rotazione del
complesso tubo-detettore (proiezioni) viene integrato ed elaborato in modo da ottenere un immagine

in cui le differenze di contrasto fra i vari punti che la compongono corrispondono a differenze di
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attenuazione fotonica fra tessuti e/o materiali diversi.

Ad ogni pixel contenuto nell’immagine e dotato di una certa attenuazione corrisponde un voxel a
livello del corpo del paziente. | voxel sono rappresentati geometricamente da parallelepipedi la cui
base dipende dalla matrice di acquisizione e la cui altezza corrisponde allo spessore dello strato.
Essendo ottenute mediante un processo di digitalizzazione, le immagini TC non sono costituite - a
differenza di quelle analogiche - da punti di dimensioni virtualmente infinitesime, bensi da un
numero finito di elementi discreti appunto i voxel. Come risultato del processo di costruzione
dell’immagine, ad ogni voxel viene assegnato un valore di densita elettronica normalizzato rispetto

alla densita dell’acqua, espresso in Unita Hounsfield (HU).

L’immagine TC ¢, in ultima analisi, un’immagine monoparametrica rappresentativa della
distribuzione spaziale della densita elettronica dei tessuti compresi nello strato corporeo in esame.
Per convenzione, in essa un voxel con maggiore densita verra rappresentato, nel pixel che gli
corrisponde, con una gradazione di grigio pit chiara rispetto ad un voxel con minore densita: il
rapporto tra densita elettronica, valore densitometrico e gradazione di grigio dell’immagine ¢ quindi
unidirezionale. Queste caratteristiche differenziano nettamente la TC rispetto alla RM, che
rappresenta una metodica di imaging multiparametrica, in quanto il contrasto delle immagini RM

puo riflettere le differenze di piu parametri (per esempio, i tempi di rilassamento T1 e T2).

Lo scanner TC ¢& un’apparecchiatura complessa le cui componenti fondamentali sono il tavolo
porta-paziente, il gantry (contenente il tubo radiogeno ed il collimatore del fascio e, in posizione
opposta rispetto al tubo, 1 detettori), 1’elettronica di acquisizione dei dati, il computer e la consolle
di comando. Allo scanner TC sono solitamente collegati anche una o piu consolles satelliti
(workstations) per I’elaborazione (post-processing) delle immagini TC, un’unita a disco per la
conservazione permanente delle immagini su supporto fisso e - ormai ubiquitario nei moderni di

Radiodiagnostica - il sistema PACS (Picture Archiving and Communication System) per la
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memorizzazione su server e la visualizzazione remota delle immagini.

La TC convenzionale di terza generazione denominata “step and shoot”, dato il movimento del
lettino porta-paziente solo nell'intervallo di tempo tra due acquisizioni di immagini successive, €
caratterizzata da apparecchi che utilizzano un fascio a raggi X a ventaglio, un gantry costituito da
500-1000 detettori contrapposti al tubo radiogeno, una velocita di rotazione a 360° continua attorno
al paziente di 2-4 secondi, durante il quale il fascio emette alcune centinaia di impulsi di raggi X.
Dopo la prima acquisizione la nuova rotazione per 1’acquisizione dello strato successivo ha luogo in
senso inverso, in modo da ricondurre alla posizione di partenza il complesso tubo-detettori e, con
esso, 1 cavi per 1’alimentazione del tubo radiogeno e per il trasferimento del segnale.

Nei tomografi a rotazione continua, resi disponibili verso la fine degli anni ’80, il sistema
tubo/detettori ¢ collocato su un anello rotante all’interno del gantry; la sostituzione dei vincolanti
cavi di alimentazione con contatti elettrici striscianti (“slip ring”) rende possibile la rotazione
continua unidirezionale, associata allo scorrimento longitudinale continuo del lettino porta-paziente,
il che consente una notevole riduzione dei tempi di acquisizione dei dati. Infatti, 1’accoppiamento
fra rotazione continua del complesso tubo-detettori ed avanzamento continuo del tavolo porta-
paziente fa si che i successivi piani di scansione descrivano una traiettoria elicoidale lungo 1’asse
longitudinale del paziente; questo rende necessaria 1’applicazione di un algoritmo di interpolazione
per la ricostruzione di immagini assiali fra loro parallele a partire dal volume continuo dei profili di
attenuazione registrati (acquisizione volumetrica). Questo spiega perché, negli apparecchi TC
elicoidali (o spirali), la risoluzione spaziale lungo ’asse longitudinale dipende non soltanto dalla
collimazione del fascio radiante, ma anche dal pitch, definito come p=vt/s, dove v é la velocita di
avanzamento del lettino porta-paziente, t € il tempo di rotazione del complesso tubo-detettori e s &
la collimazione di strato. Valori di pitch piu elevati comportano una maggiore velocita di
acquisizione e una minore irradiazione del paziente, a spese di un allargamento dello spessore di

strato effettivo (come conseguenza del sottocampionamento dei dati rispetto ad acquisizioni con
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pitch unitario) e, quindi, di un peggioramento della risoluzione spaziale lungo 1’asse longitudinale.
Un altro notevole vantaggio delle apparecchiature TC spirali consiste nella possibilita di ottenere
immagini fra loro parzialmente sovrapposte senza la necessita di aumentare la dose radiante
somministrata al paziente. Cio € particolarmente utile al fine di ottenere immagini piu sottili rispetto
allo spessore effettivo di strato senza ridurre la collimazione di strato (evitando quindi un
prolungamento dei tempi di acquisizione ed un peggioramento del rapporto segnale-rumore), il che
riduce gli artefatti da movimento e da volume parziale e migliora la qualita delle ricostruzioni bi- e
tridimensionali.

Gli apparecchi TC spirali monodetettore - oggi peraltro superati dagli apparecchi spirali
multidetettore, come spiegato piu avanti - compiono un’intera rotazione del complesso tubo-
detettori in 0.7 secondi - 1 secondo e consentono 1’acquisizione continua per un massimo di 50-60
secondi, rendendo possibile la scansione di volumi corporei relativamente ampi in un’unica apnea.
Le forze meccaniche associate ad una rotazione del sistema tubo-detettori in tempi inferiori a 1s
sono considerevoli e determinano il limite massimo di velocita raggiungibile nella singola rotazione
(e, quindi, nella scansione). Nel contempo, i limiti di massima emissione del tubo radiogeno (e,
quindi, di dissipazione termica) rendono spesso difficile conseguire un rapporto segnale/rumore
sufficientemente elevato, soprattutto nel caso di ampi volumi di acquisizione con collimazioni di
strato sottili e/o di acquisizioni multifasiche. Queste limitazioni sono state superate
dall’introduzione, avvenuta alla fine degli anni Novanta, degli apparecchi TC multidetettore (o
multistrato: TCMS), nei quali i raggi X attenuati dal paziente vengono rilevati da filiere multiple di
detettori affiancati lungo 1’asse longitudinale, che inviano il loro segnale ad una serie di convertitori
analogico-digitali (da 4 a 64 ed oltre). A seconda del numero, delle dimensioni e della
configurazione dei detettori, & possibile ottenere spessori di strato differenti con collimazioni del
fascio radiante piu ampie rispetto alla tecnologia spirale monodetettore, riducendo i tempi di

acquisizione e/o consentendo ’acquisizione di immagini con risoluzione spaziale longitudinale
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addirittura submillimetrica (grazie allo spessore assai ridotto dei singoli detettori rispetto alla
tecnologia spirale monodetettore). Inoltre, la possibilita di mediare il segnale proveniente da piu
detettori, la modificazione delle dimensioni del gantry (che permette di sopportare forze centrifughe
maggiori, consentendo tempi di rotazione di 500ms o inferiori) e la maggiore capacita termica e di
corrente dei tubi radiogeni delle apparecchiature TCMS contribuiscono a ridurre drasticamente i
tempi di acquisizione e la quantita di mezzo di contrasto endovenoso necessaria per un buon
enhancement contrastografico (soprattutto negli studi angio-TC e nelle fasi arteriose parenchimali
per la valutazione di tessuti ipervascolari) preservando un rapporto segnale-rumore adeguato.
L’elevata risoluzione spaziale lungo I’asse longitudinale consente poi di ottenere voxel isotropici, in
cui cio¢ lo spessore sull’asse longitudinale sia confrontabile con le dimensioni trasversali: questo €
particolarmente importante ai fini di massimizzare la qualita delle ricostruzioni multiplanari e
volumetriche, comportando un potenziale aumento dell’accuratezza diagnostica soprattutto nella
valutazione di piccole lesioni (in particolare se con risoluzione di contrasto relativamente bassa
rispetto ai tessuti circostanti) e nella stadiazione chirurgica. Tali caratteristiche risultano
particolarmente importanti nello studio dei pazienti oncologici, anche per quanto riguarda la

patologia focale epatica [183].
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TC di perfusione delle lesioni epatiche focali

L’avvento della TCMS facilita la valutazione di parametri funzionali nei pazienti oncologici, come
la perfusione tissutale, che puo integrare I’informazione morfologica derivante dalle tecniche TC
convenzionali. Questa tecnica fu inizialmente introdotta per la quantificazione della perfusione
ematica cerebrale nei pazienti con ictus cerebrale ischemico acuto ed e stata recentemente riscoperta
come un promettente strumento non invasivo per la valutazione delle alterazioni del microcircolo in
numerose neoplasie, come I’epatocarcinoma [61,184], i carcinomi del pancreas [185,186], del
polmone [187], del retto [188] e del distretto testa-collo [189-196]. Il rinnovato interesse nelle
applicazioni oncologiche della TC di perfusione e stato alimentato dalla disponibilita di
apparecchiature TC con risoluzione temporale e copertura anatomica a tavolo fermo maggiori (16-
64 strati e oltre) rispetto alle precedenti generazioni di scanner TC, che — come vedremo nel seguito
— sono presupposti essenziali per una quantificazione precisa dei parametri perfusionali [197,198].

Lo studio TC di perfusione si basa sulla registrazione continua dell’attenuazione dei raggi X da
parte di un piccolo e rapido bolo di mdc iodato su una determinata regione di interesse (Region of
Interest, ROI). L’acquisizione dinamica dura per un tempo necessario a coprire la fase di primo
passaggio (first pass) del mdc organo-iodato all’interno del letto vascolare regionale, durante la

quale esso ha una distribuzione intravascolare [23,199,200].

I principi teorici dell’esame TC di perfusione con acquisizione dinamica furono illustrati per la
prima volta nel 1980 da Axel et al. [201] per la valutazione dell’ischemia cerebrale acuta.
L’acquisizione dei dati veniva condotta in maniera continua su un livello anatomico fisso dopo la
somministrazione di un bolo endovenoso di mdc, in modo tale da ottenere la registrazione di curve
attenuazione-tempo del tessuto cerebrale. Da allora in poi, I’evoluzione tecnologica degli scanner
TC ha portato a un progressivo miglioramento dell’hardware in termini di velocita di acquisizione,

copertura volumetrica lungo 1’asse longitudinale e risoluzione spaziale, ma il principio dello studio
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dinamico dell’attenuazione fotonica su una determinata ROI dopo iniezione endovenosa di mdc &
rimasto immodificato. Il principio chiave delle classiche tecniche TC di perfusione consiste
nell’assunto che lo spazio vascolare del tessuto esaminato sia comparabile, da un punto di vista
emodinamico, ad un compartimento singolo dotato di un ingresso ed un’uscita (modello
unicompartimentale), che corrispondono rispettivamente alle arterie afferenti e alle vene efferenti
(le quali drenano I’intera quantita di sangue proveniente dall’ingresso arterioso). In altri termini, il
modello unicompartimentale & applicabile se si pud assumere che la dispersione interstiziale del

mdc sia trascurabile durante il first pass [23,200].

Se la dispersione interstiziale del mdc non é trascurabile (come negli studi TC di perfusione in
campo oncologico, in cui si prevede che il mdc fuoriesca durante il first pass attraverso i vasi
altamente permeabili del microcircolo neoangiogenetico), &€ necessario ricorrere ad un modello
bicompartimentale, che tenga conto del fatto che la quantita di sangue proveniente dall’ingresso
arterioso viene trasferita in parte all’uscita venosa ed in parte al compartimento interstiziale.
Affinché I’applicazione del modello bicompartimentale possa fornire risultati adeguati, ¢ necessario
che I’acquisizione dei dati TC venga prolungata oltre la durata del first pass, in modo da
comprendere almeno la parte iniziale del passaggio interstiziale del mdc per il calcolo della

permeabilita vascolare [23,200].

Fin dalla comparsa della tecnologia MDCT, alcuni autori si sono occupati del possibile impiego di
quest’ultima per lo studio della perfusione tissutale sia in ambito generale [202,203] che in modo
specifico [184,199,204,205].

Per quanto riguarda I' HCC, si é proceduto a studiare quantitativamente la vascolarizzazione epatica
e le sue alterazioni a carico dei noduli neoplastici, sia precoci che in stadio avanzato, in assenza o
presenza di epatopatia cirrotica di base: oggi € possibile valutare in modo sempre piu specifico le
alterazioni del microcircolo sulla base dell'aggressivita biologica dell’'HCC in studio. In un primo

momento si ¢ proceduto a studiare quantitativamente l'apporto di sangue proveniente dall’arteria
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epatica e dalla vena porta con l'accurata visualizzazione del pattern contrastografico in fase arteriosa
e porto-venosa. In particolare, Materne et al (2000) [206] indicano che la MDCT & una metodica
valida per valutare la vascolarizzazione del fegato e di eventuali focalita parenchimali. Inoltre, €
stato osservato che la MDCT ha la capacita di osservare alterazioni perfusionali epatiche tale da
poter garantire uno studio molto accurato dal punto di vista anatomico, in base a staging, grading, e
sopratutto in linea con la fisiopatologia tumorale riuscendo a discernere forme iniziali da quelle
avanzate; tutto questo grazie alle caratteristiche tecniche alla base dell'acquisizione [202,203]. Lo
studio perfusionale ha permesso consistenti progressi nella diagnostica poiché alterazioni dei
parametri perfusionali possono riflettere variazioni precoci della differenziazione biologica delle
lesioni focali nell’epatocarcinogenesi. Inoltre i parametri perfusionali assoluti calcolati sul’HCC
non risentono della presenza o meno di cirrosi, di estensione a livello portale, dei parametri
sierologici valutati in clinica e in questo modo la perfusione risulta un'entita autonoma unicamente
correlata con l'aggressivita biologica del tumore [184]. In linea con le modificazioni del
microcircolo vascolare, Sahani et al. hanno rilevato una riduzione significativa di MTT
nell'epatocarcinoma [184], presente anche nelle altre patologie neoplastiche come ad esempio il
carcinoma del pancreas, da correlarsi allo sviluppo di circoli neoangiogenetici a bassa resistenza
con aumentato flusso ematico e alterata permeabilita endoteliale. L'attenzione nelle applicazioni
oncologiche agli studi TC di perfusione si € ulteriormente sviluppata con l'avvento della
disponibilita di TCMS con un elevato numero di file di detettori (TC 64 S e oltre), grazie alla
maggiore copertura anatomica e migliorando la risoluzione spaziale longitudinale rispetto alle
precedenti generazioni di scanner TC [197,198]. In particolare, per quanto concerne
I'epatocarcinoma, lo studio perfusionale ha dato risultati interessanti con l'utilizzo di TC a 4 strati
[205] e a 16 strati [184,204]; tuttavia, non si hanno a tutt’oggi in letteratura esperienze sistematiche
sull’impiego di apparecchiature TCMS con piu di 16 file di detettori per lo studio perfusionale

dell'HCC in pazienti candidati a terapia antiangiogenetica. E prevedibile, peraltro, che dall’utilizzo
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di apparecchiature TCMS di ultima generazione si possano trarre importanti vantaggi, quali un
aumento del volume corporeo esaminato durante [’acquisizione ed una minore sensibilita
dell’acquisizione ad artefatti da movimento, che possono comportare fenomeni di disallineamento
degli strati soprattutto nella fase finale della serie temporale acquisita ed impedire un corretto

calcolo dei valori perfusionali.
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TABELLE

Tabella 1. Incidenza. aggiustata per etd, espressa come numero di casi per

100,000 personefanno nelle diverse aree geografiche,

Area geografica

Il mondo
Paesi syiluppati
Paesi in via di sviluppo
Africa
Africa orientale
Adfrica centrale
Africa settentrionale
Africa occidentale
Acsia
Asia orientale
Sud-est asiatico
Asia centro-meridionale
Asia occidentale
Isole del Pacifico
Europa
Europa orientals
Europa settentrionale
Europa meridionale
Europa occidentale
America
Carabi
America centrale
America meridionale
Stati Uniti e Canada
Australia e Nuova Zelanda

Incidenza asgiustata per eth

Unmini Donne
14.67 4.92
7.64 265
17.84 6.17
18.55 5.68
28.38 13.58
474 2.36
20011 6.59
2214 6.67
3477 10.78
17.58 5.84
279 147
4,98 3.07
1844 Q.17
523 2.82
2.66 1.38
Q.59 341
4.89 1.55
5.01 4.41
5.36 3.98
ilz2 2.00
325 1.36
275 L.07
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Tabella 2. Classificazione di Child-Pugh

Puntegpio  Bilirubina  Attivita Albnming  Ascite Encefalopatia
{ mg %) protrombinica (g %) (grado)
l < 1.5 = T0% =35 Assente O
2 [.5-23  40-70% 2.8-35  Trattabile 1-2
i =23 =40 % < 28 MNon 3-4
trattabile

Stadio Punteggio

A 5-6

B 7-9




Tabella 3. Classificazione di Okuoda

-Estensions del tumore = 50%

del fegato

-AsCile + -

-Albumina <3 gfdl

-Bilirubina =3 mg/dl

Grado Caratteristiche

1 Assenza di fattori

11 Presenza di | o 2 fattori
111 Presenza di 3 o 4 fattori
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Tabella 4,4a. Classificazione TNM

Tl Singola lesione senza invasione vascolare

Singola lesione con invasione vascolare, o noduli multipli, tutti)

peritoneo viscerale

T2

<5 cm

Moduli multipli =5 cm o interessamento tumorale  della
o maggior parte della vena porta o delle vene epatiche

Lesione singola o multipla con invasione diretta degli organi
T4 adiacenti oltre che della cistifellea, o con perforazione :I:l

NGO Assenza di metastasi regionali ai linfonodi

N1 Metastasi regionali ai linfonodi

MO Asserza di metastasi a distanza

M1 rdetastasi a distanza

Tahalla 4
Stadio Tumore (T) Linfonodi (N) I\'Ietastasi (M)
[ Tl NO MO
- T2 NO MO
(A T3 NO MO
— T4 NO MO
- Qualsiasi T NI MO
v Qualsiasi T Qualsissi N M1
Tabella 4a
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Tabella 5. Classificazione CLIP

VARIARILI

]

Classe di Child-Pugh
Morfologia del

mmore

Alfa-fetoproteina
ing/dl)

Trombosi vena porta

A
uninodulare
ed estensione
< 50%

< 400

no

B
multinodulare
ed estensione

= 50%

=400

8

C

Massiva o

2slensione=50%
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Tabella 6, Classificazione BCLC

. Caratteristiche del . .
Stadio Parametri epatici
tumore
Stadio A (EC iniziale)
Assenza di iperiensione
portale, livelli ematici
Al PSTO Nodulo unico
di biliruhina nella
noma
Iperensione portale,
A2 PSTO MNodulo unico livelli ematici di
bilirubina nella norma
Iperensione portale,
A3IPSTO Nodulo unico livelli ematici di
bilirubina alterati
3 noduoli, minori di 3
A4 PSTO Child-Pugh A-B
cm
B (EC intermediod PST O | Multinodulare {estesi) Child-Fugh A-B
Invasione vascolare ed
C(EC avanzato) PST 1-2 Child-Pugh A-B
eskensione extraepatical
[ (EC termunale ) PST 3-4 Altro Child-Pugh C
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Tabella 7. Sintesi di vantaggi e svantaggi delle diverse classificazioni

Score SemplicitaA ccuratezzaValidazione] Confronto |Valutazione
prognostica prospettica| prospettico | funzione
con altri score, epatica
Okuda|  +++ Bassa Si Si Si
TNM + Bassa S1 5i No
CLIP +++ Alia Si 5i Si
BCLC ++ Alta No No 5i
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SCOPO DELLATESI

Valutare I'applicabilita di un protocollo per lo studio perfusionale quantitativo con TC a 64 canali
dell'HCC avanzato in pazienti sottoposti a terapia antiangiogenetica con sorafenib, al fine di predire
la risposta precoce al trattamento utilizzando il valore di alfafetoproteina plasmatica come

marcatore biochimico di riferimento.
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MATERIALI E METODI

Selezione dei pazienti.

Lo studio sperimentale ha coinvolto 7 pazienti (6 maschi, 1 femmina; eta compresa fra 48 e 83 anni,
media 69 anni) con diagnosi di HCC sottoposti a valutazione del parenchima epatico con TC a 64
canali, per un totale di 13 HCC. Tutti i pazienti hanno fornito il loro consenso informato allo studio
e hanno effettuato TC perfusionale immediatamente prima di iniziare il trattamento con sorafenib
(tempo zero); sono stati inoltre effettuati controlli mediante lo stesso protocollo TC perfusionale
sulle stesse lesioni di interesse dopo uno e/o tre mesi. In tutti i pazienti, inoltre, & stato misurato il

valore di oFP plasmatica al tempo zero e in occasione dei successivi controlli TC.

Protocollo di acquisizione TC.

Tutti gli esami TC sono stati eseguiti su uno scanner TC a 64 canali (LightSpeed VCT, GE Medical
Systems, Milwuakee, WI). Prima di ogni acquisizione perfusionale, tutti i pazienti sono stati
sottoposti, durante la stessa seduta di imaging, ad un esame TC preliminare per lo studio del
parenchima epatico in toto e per localizzare I'area da indagare con la successiva acquisizione TC

perfusionale.

L’acquisizione TC spirale standard era estesa all’intero addome superiore in modo da comprendere
il parenchima epatico e consisteva in un’acquisizione spirale precontrastografica con i seguenti
parametri: configurazione dei detettori 64x0.625mm, collimazione di detettore 2.5mm, intervallo di
ricostruzione 2.5mm, beam pitch 0.984:1, tensione anodica 100-120kV, modulazione di corrente
angolare e lungo l'asse z, intervallo di corrente 50-600mA, indice di rumore 17, tempo di rotazione

600ms, filtro di convoluzione a basso rumore (Soft).
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Alla scansione precontrastografica seguiva un’acquisizione spirale multifasica post-contrastografica

con gli stessi parametri di scansione, costituita da:

1. una fase arteriosa vascolare (o angiografica), ottenuta in corrispondenza del picco di
enhancement arterioso in aorta addominale, finalizzata allo studio della vascolarizzazione

arteriosa epatica;

2. una fase arteriosa parenchimale (arteriosa tardiva o di early portal inflow), ottenuta 10

secondi dopo il termine della fase precedente;

3. una fase porto-venosa (0 parenchimale), ottenuta 25 secondi dopo il termine della fase

precedente;

4. una fase tardiva (o interstiziale, o all’equilibrio), ottenuta 100 secondi dopo il termine della

fase precedente.

Tutte le serie sono state successivamente retroricostruite con spessore di 0.625mm, intervallo di
ricostruzione di 0.625mm e filtro di convoluzione Soft per ottenere una risoluzione spaziale
submillimetrica con isotropia del voxel e garantire, quindi, un’elevata qualita delle ricostruzioni bi-
e tridimensionali, particolarmente utili per I’analisi dell’anatomia vascolare arteriosa e venosa (in
particolare, in previsione di un’eventuale trapianto e/o di trattamenti interventistici trans-arteriosi, o
nel caso di trombosi portale). La tensione anodica di 100kV é stata impiegata in pazienti di
piccolo/medio volume corporeo in quanto consente, rispetto alla tensione standard di 120kV, una
riduzione della dose radiante di circa il 35% ed un aumento della risoluzione di contrasto del 25%,
che contribuisce a migliorare la qualita diagnostica delle immagini angio-TC e, in particolare, la
visualizzazione di rami arteriosi di piccolo calibro [184,207]. Tutti i datasets sono stati poi archiviati

su PACS in formato DICOM immediatamente dopo la fine dell'esame.
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Attraverso una vena antecubitale e stato somministrato un volume di 1.7 mL/kg di iodixanolo con
concentrazione iodica di 320mgl/mL (Visipaque 320, GE Healthcare, Oslo, Norvegia; volume
massimo 130mL) con velocita di flusso di 5mL/s, seguito da un flush di 40mL di soluzione

fisiologica alla stessa velocita di iniezione per ottimizzare I'efficienza del bolo di mdc.

Previa analisi preliminare delle immagini ottenute (durante il quale il paziente rimaneva sopra il
tavolo TC), veniva condotto l'esame perfusionale in modalita cine (rotazione continua del
complesso tubo-detettori a tavolo fermo) con copertura lungo l'asse longitudinale di 4cm,
comprendente la lesione di interesse. | parametri di scansione perfusionale erano i seguenti:
configurazione dei detettori 64x0.625mm, spessore di ricostruzione 2.5mm, tensione anodica 80KV,
modulazione di corrente angolare e lungo l'asse z, intervallo di corrente 20-400mA, indice di
rumore 20, tempo di rotazione 1000ms, risoluzione temporale effettiva di 500ms ottenuta mediante
interpolazione temporale a 180°. Le immagini sono state ricostruite con kernel a bassa frequenza

(Soft) per ridurne il rumore.

La scansione cine iniziava 10 secondi dopo l'iniezione di un secondo bolo di contrasto (40mL di
iodixanolo 320mgl/mL ad una velocita di iniezione di 5mL/s) e durava 40 secondi, in modo da
coprire l'intera durata del first pass del mdc e la porzione iniziale della fase di ricircolo del mdc per
la misura di PS. Dopo 15 secondi dal termine dell'acquisizione cine, venivano eseguite quattro
scansioni assiali sullo stesso livello anatomico e con gli stessi parametri tecnici della scansione cine,
con una distanza temporale di 15 secondi lI'una dall'altra, al fine di estendere il campionamento della

fase di ricircolo del mdc per una misura piu precisa di PS.

Prima dello studio perfusionale il paziente veniva istruito ad effettuare respiri ampi e lenti e veniva
avvertito sia della durata protratta dell’acquisizione perfusionale che dell’eventuale sensazione di

calore e/o di rapido flusso di mdc nel braccio, allo scopo di aumentarne la collaborazione e di
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ridurre eventuali artefatti da movimento e/o da disallineamento degli strati del frameset

perfusionale, che potrebbero compromettere I'accuratezza dei parametri perfusionali calcolati.

Post-processing dei dati perfusionali.

| datasets perfusionali sono stati inviati in formato DICOM mediante rete locale dallo scanner TC
ad una workstation dedicata (Advantage Windows 4.4, General Electric, Milwaukee, WI). Mediante
il plug-in CT Perfusion 4 venivano tracciate manualmente due ROI (Region Of Interest): una
all'interno dell'HCC, l'altra su un’area di parenchima circostante a densitd omogenea, ossia non
comprendente vasi macroscopicamente visibili, calcificazioni o eventuali ectasie biliari (figura 1).
La ROI sul’HCC veniva posizionata sulla sezione della neoplasia con la maggiore estensione di
tessuto neoplastico, al fine di massimizzare la quantita di informazione acquisita per le misure dei
parametri perfusionali in ogni paziente. Inoltre, per campionare la funzione di ingresso arterioso
(Arterial Input Function, AIF: figura 2) e quella di ingresso portale, sono state posizionate due ROI
circolari rispettivamente al centro del lume dell’aorta addominale e della vena porta o di un ramo
portale afferente al territorio contenente la lesione di interesse. Il corretto posizionamento di tutte le
ROI é stato verificato visualizzando la sezione selezionata su tutti i frame temporali del dataset
perfusionale, con lo scopo di garantire che tutte le ROI si trovassero all'interno del distretto di
interesse anche in caso di movimento del paziente. | contorni delle ROI sono stati tracciati ad una
distanza di almeno 1mm dai margini della neoplasia per evitare effetti di volume parziale che

avrebbero potuto alterare la misura quantitativa dei parametri di perfusione.

Utilizzando un modello bicompartimentale con doppia funzione di ingresso (arteriosa e portale),

sono stati calcolati i seguenti parametri:
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1. Blood Volume (BV), ovvero il volume dello spazio vascolare del tessuto in esame in cui si

distribuisce il mdc durante la sua fase di passaggio intravascolare;

2. Blood Flow (BF), ovvero il volume ematico che transita dagli ingressi arterioso e portale

attraverso lo spazio intravascolare tissutale nell’unita di tempo;

3. Mean Transit Time (MTT), ovvero il tempo medio necessario affinché il mdc transiti

dall’ingresso artero-portale all’uscita venosa attraverso il microcircolo tissutale;

4, Hepatic Arterial Fraction (HAF), ovvero la quota ematica proveniente dall'arteria epatica;

5. Permeability-Surface Product (PS), proporzionale alla frazione di mdc che diffonde dallo
spazio intravascolare a quello interstiziale durante il first pass come conseguenza dell’aumentata

permeabilita endoteliale del microcircolo neoangiogenetico neoplastico [23,200].

Poiché esiste una relazione lineare fra concentrazione tissutale locale di mdc ed attenuazione dei
fotoni X, e possibile calcolare MTT mediante deconvoluzione delle curve di enhancement artero-
portale e tissutale in funzione del tempo. BV viene calcolato come il rapporto fra I’area sotto la
curva di enhancement tissutale e 1’area sotto la curva di enhancement artero-portale, mentre BF

viene calcolato come il rapporto fra BV e MTT (teorema del volume centrale) [23,200].

PS viene, infine, stimato mediante il calcolo della frazione di estrazione E=1-e"/BF

, Che esprime la
quota di mdc che diffonde dallo spazio intravascolare a quello interstiziale per effetto della
permeabilita vascolare. Infine, per ciascuno dei quattro parametri perfusionali il plug-in costruisce

una mappa perfusionale colorimetrica della sezione in esame (figura 3).
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Figura 1. posizionamento delle Region Of Interest (RO)I nel tessuto patologico (verde) e nel parenchima

epatico sano (magenta).

Figura 2a.
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Figura 2b.

Figura 2. HCC del V segmento epatico. (a) posizionamento della ROI in aorta (per la determinazione di
AIF) e nella vena porta; (b) curva dell’AIF, che esprime la variazione di densita (in HU) in funzione

del tempo all’interno della ROl in arteria.

85



86



87



Figura 3. Mappe perfusionali elaborate per la misurazione dei parametri quantitativi di perfusione:

@ BF (Blood Flow), Flusso ematico;
(b) BV (Blood Volume), Volume ematico;
(©) HAF ( Hartherial Epathic Fraction), Frazione epatica arteriale;

(d) PS (Pemeability- Surface Products), Prodotto permeabilita- superficie;

(e) MTT (Mean Transit Time), Tempo di transito medio.



Analisi statistica.

I valori dei parametri perfusionali (BF, BV, MTT, HAF e PS) sono stati espressi come media +
deviazione standard. Tali parametri, misurati al tempo zero rispettivamente sulle lesioni HCC e nel
parenchima epatico circostante, sono stati confrontati fra loro utilizzando il test t di Student a due
code.

Gli stessi parametri perfusionali misurati al tempo zero e ai successivi controlli TC sono stati
confrontati fra loro usando il test t di Student per dati appaiati.

Infine, mediante test di Pearson é stata calcolata la correlazione fra ciascun parametro perfusionale
al tempo zero e la variazione di oFP fra 1'ultimo controllo TC e il valore di essa misurato al tempo
zero.

L’analisi statistica ¢ stata condotta utilizzando il programma GraphPad Prism 5.04

(www.graphpad.com). Come soglia di significativita statistica e stato posto p<0.05.
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RISULTATI

Al tempo zero, i valori di BF, BV, HAF e PS erano significativamente aumentati e MTT era

significativamente ridotto nell’HCC rispetto al parenchima circostante (Tabella 1).

Parametro (tempo zero) HCC Parenchima circostante p
BFo 397.64 + 297.78 129.86 +£ 125.18 0.0002*
BVo 3497 £4531 6.79 £ 6.60 0.0007*
HAF, 0.47+0.22 0.27 £0.20 0.0058*
PSo 32.17 £ 24.16 15.92 + 20.25 0.0196*
MTT, 5.15+1.87 8.98 +2.86 0.0097*

Tabella 1. Parametri TC perfusionali misurati al tempo zero. *Statisticamente significativo (p<0.05).

Dopo trattamento con sorafenib, i valori di BF, BV, HAF e PS tendono a diminuire nelle lesioni

HCC rispetto al parenchima circostante, sebbene in maniera non significativa, MTT & invece

’unico parametro che aumenta in maniera significativa (p=0.0017; Tabella 2).

ABF ABV AHAF APS AMTT
Variazione
78.3+225.3 -6.7+59.3 -0.10+0.31 3.58+40.6 3.08+2.76
post-terapia
p 0.5097 0.7444 0.8905 0.4118 0.0017*

Tabella 2. Variazione dei parametri perfusionali dopo terapia. *Statisticamente significativo (p<0.05).

In Tabella 3 sono riportati i coefficienti di correlazione fra parametri TC perfusionali misurati al

tempo zero e variazione della concentrazione plasmatica di oFP fra I'ultimo controllo TC e il valore
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di essa misurato al tempo zero: tale correlazione & statisticamente significativa per BF e MTT

(quest’ultima inversa).

Parametri perfusionali BF, BV, HAF, PSo MTT,
r 0.6476 0.3846 0.2466 0.3004 -0.6685
p 0.0167* 0.1944 0.4166 0.3186 0.0125*

Tabella 3. Correlazione fra parametri TC perfusionali al tempo zero e variazione di «F'P dopo terapia. r

rappresenta il coefficiente di correlazione di Pearson. *Statisticamente significativo (p<0.05).
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DISCUSSIONE

Il ruolo dell'analisi TC di perfusione nella valutazione della patologia focale epatica non & ancora
stato chiarito e sono tuttora pochi gli studi [184,203] che hanno esaminato il suo potenziale
contributo nello studio dell’'HCC. In particolare, non risultano pubblicazioni concernenti I'analisi

perfusionale quantitativo della patologia focale epatica con TC a 64 canali.

Negli ultimi anni la TC ha conosciuto una notevole evoluzione tecnologica [208] che ha consentito

importanti progressi anche nello studio TC della perfusione tissutale. In particolare:

e la disponibilita di una piu ampia copertura del fascio radiante lungo 1’asse longitudinale del
paziente rispetto ad apparecchi TC di generazioni precedenti permette lo studio di volumi
tissutali piu estesi, il che puo essere vantaggioso sia in termini di maggiore esplorabilita
della lesione di interesse e di regioni ad essa limitrofe, sia per la riduzione di eventuali
artefatti di disallineamento degli strati in rapporto a movimento del paziente durante

I'acquisizione perfusionale [209,210,211];

e la tecnologia TC multistrato, unitamente all'impiego di detettori con ampiezza
submillimetrica lungo I'asse longitudinale, consente I'acquisizione contemporanea di sezioni
anche ultrasottili, con evidenti vantaggi in termini di risoluzione spaziale e di precisione del

campionamento nelle regioni di interesse.

| risultati ottenuti indicano che, al tempo zero, i valori di BV, BF, HAF e PS erano
significativamente maggiori nelle lesioni HCC rispetto al parenchima epatico circostante, mentre il
valore di MTT era significativamente ridotto. Questi parametri riflettono I'aumento della
vascolarizzazione arteriosa nellHCC in rapporto alla neoangiogenesi, che si traduce in un
incremento sia del volume ematico (BV) che del flusso ematico (BF) come conseguenza

rispettivamente del reclutamento di neovasi disposti in parallelo fra loro e dell'aumentata pressione
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di perfusione intralesionale.

La frazione epatica arteriale (HAF) esprime la quota di vascolarizzazione arteriosa misurata nella
regione di interesse e il suo aumento nelle lesioni HCC é dovuto al fatto che i circoli

neoangiogenetici al loro interno sono sostenuti da rami dell'arteria epatica.

Molto indicativa e anche la riduzione significativa del MTT rispetto al parenchima epatico
circostante. Tale reperto si puo spiegare con la formazione di shunt artero-venosi intralesionali che
determinano una drastica riduzione delle resistenze vascolari intralesionali, cui concorre
I’aumentata pressione di perfusione rivelata dall’aumento di BF. In tal senso, Zhu et al [61] hanno
ipotizzato che la riduzione di MTT sia associata allo sviluppo di circoli neoangiogenetici a bassa

resistenza con aumentato flusso ematico intralesionale e maggiore permeabilita microvascolare.

L'incremento del prodotto permeabilita-superficie (PS) esprime la maggiore permeabilita
dell'endotelio dei neovasi rispetto al microcircolo normale. Infatti, PS € un indicatore della frazione
di mdc che diffonde dallo spazio intravascolare a quello interstiziale durante il first pass, ossia nella
sua fase di biodistribuzione intravascolare, per effetto della permeabilita dell'endotelio vasale. |
neovasi tumorali sono tipicamente piu permeabili dei capillari normali, in quanto caratterizzati da
un’anomala architettura del neoendotelio, che risulta ampiamente fenestrato, privo di tonaca media
e contenente foci di necrosi: cio facilita lo stravaso precoce di mdc nell'interstizio durante il first
pass intravascolare e, viceversa, la sua retrodiffusione nel compartimento intravascolare durante la
fase di ricircolo. D'altra parte, anche in ambito extraepatico Goh et al. [212] hanno trovato una
correlazione statisticamente significativa fra densita microvascolare (determinata mediante
marcatura immuno-istochimica con anticorpi anti-CD34) e PS e BV nell’adenocarcinoma del retto,
mentre Bisdas et al. [189] hanno riscontrato un aumento di PS - sebbene statisticamente non
significativo - in neoplasie parotidee con un elevato rapporto fra cellularita e stroma (come i tumori

di Warthin) rispetto a tumori maligni. Quest’ultimo reperto dipende probabilmente dal fatto che i
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tumori di Warthin contengono molti capillari ed uno stroma ipercellulare, al contrario dei tumori
maligni, come i carcinomi, i quali possiedono anch’essi un microcircolo sviluppato, ma presentano

uno stroma ipocellulare [189].

L'aumento di BF, BV e PS e la riduzione di MTT riflettono alterazioni generali dell’endotelio
neoplastico rispetto a quello normale e sono stati documentati in letteratura anche in neoplasie
extraepatiche, come i carcinomi del retto [192,217], del polmone [218], del tratto aerodigestivo
superiore [193,219] e nel carcinoma endocrino pancreatico [189]. Inoltre, i nostri risultati sono in
accordo con quelli ottenuti da altri Autori [184,203] su lesioni HCC utilizzando apparecchiature TC

con 16 strati e copertura anatomica minore (2cm) rispetto al nostro protocollo.

In particolare, la significativa riduzione di MTT nell’HCC rispetto al parenchima epatico
circostante trova riscontro negli analoghi risultati ottenuti da Sahani et al e Zhu et al [61,184]
nell’HCC e, in ambito extraepatico, rispettivamente da Gandhi et al. [196] nei tumori maligni del
distretto testa-collo e da Li et al. [216] nel carcinoma polmonare. Inoltre, Rumboldt et al. [194]
hanno suggerito che, nei tumori del distretto testa-collo, una riduzione di MTT correla con la natura
maligna della lesione, in quanto nella loro esperienza lesioni maligne presentano un MTT medio
minore di 3.5 secondi, mentre lesioni benigne hanno un MTT mediamente maggiore di 5.5 secondi.
In maniera analoga, i nostri risultati indicano che alla terapia antiangiogenetica con sorafenib
consegue un significativo allungamento di MTT e che bassi valori di MTT prima dell’inizio del
trattamento correlano con maggiori differenze di oFP dopo terapia (Ovvero con una migliore risposta
terapeutica). Cio, peraltro, € in linea con i risultati di Zhu et al [61], che hanno trovato

un’associazione fra aumento di MTT e risposta alla terapia con bevacizumab in pazienti con HCC.

La valutazione dell’attivita angiogenetica dei tumori ¢ ancora oggetto di studio: 1 potenziali
biomarker dell’angiogenesi fino a oggi utilizzati, sia immunoistochimici, come la conta dei

microvasi (MVD) e la determinazione dei recettori per il fattore di crescita vascolare endoteliale
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(VEGF), che sierici, come la conta delle cellule endoteliali circolanti (CEC), hanno dato risultati
incoraggianti, ma poco uniformi [215]. Non sorprende, pertanto, che nessuno di questi sia
considerato un indicatore definitivo dell’attivita angiogenetica, utilizzabile per la caratterizzazione
funzionale dei tumori. Questi potenziali biomarcatori, inoltre, richiedono tecniche costose, invasive
e non diffuse sul territorio: essi sembrano poco adatti per il monitoraggio seriale delle terapie anti-

angiogenetiche nella routine clinica.

La TC perfusionale, invece, € stata dimostrata essere in grado di evidenziare una riduzione della
perfusione dopo una singola somministrazione del farmaco antiangiogenetico nel’HCC e in altri
tumori solidi [216,217,218]. 1l potenziale impiego della TC perfusionale a fini prognostici risulta
importante, in quanto sarebbe necessario effettuare una valutazione precoce della possibilita di
risposta al sorafenib. Questo farmaco, infatti, € molto costoso e provoca molteplici effetti collaterali
come astenia, diarrea, perdita di peso, eruzioni cutanee, dolore addominale e reazioni cutanee, che
risultano notevolmente invalidanti in pazienti gia notevolmente compromessi dall’insufficienza

epatica che é solitamente associata alla loro condizione.

Una possibile spiegazione dei risultati sopra descritti consiste nel fatto che una bassa perfusione
tumorale determina una cattiva risposta alla chemioterapia, dato che tumori poco perfusi sono
raggiunti difficilmente dai farmaci antitumorali. Una TC perfusionale eseguita prima dell’inizio
della terapia potrebbe dunque identificare i pazienti candidati a una cattiva risposta, indirizzandoli a

trattamenti personalizzati o alternativi.

Una limitazione di questo studio € rappresentata dal numero esiguo di pazienti arruolati: cio é
dovuto al fatto che il trattamento con sorafenib rappresenta I’ultima di una serie di terapie previste e
pertanto comprende soltanto pochi pazienti che non hanno risposto alle terapie precedenti. In ogni
caso, e stato dimostrato che il sorafenib permette un buon controllo della malattia o, quanto meno,

ne rallenta la progressione [184].
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Un’ altra limitazione - comune ad altri studi - € che non disponiamo di una correlazione diretta con i
dati anatomopatologici, in quanto non appare giustificabile (anche su un piano etico) sottoporre
ripetutamente i pazienti a prelievo bioptico per la determinazione immunoistochimica dei markers
di neoangiogenesi tumorale. Peraltro, la biopsia epatica comporterebbe rischi non trascurabili in
questi pazienti, frequentemente affetti da cirrosi e coagulopatia. Cio che caratterizza il nostro studio,
tuttavia, € il fatto che, diversamente da altri lavori presenti in letteratura, abbiamo considerato come
marcatore non un parametro dimensionale-morfologico, ma un parametro biologico-funzionale

come I’aFP.

Un’altra limitazione intrinseca al nostro studio (e, in generale, a tutti quelli riguardati la TC
perfusionale) ¢ la dose radiante erogata ai pazienti per 1’esecuzione dell’acquisizione perfusionale,
che si somma a quella necessaria per lo studio morfologico convenzionale multifasico del fegato. A
tale proposito, il protocollo di acquisizione utilizzato consente di somministrare una dose
relativamente contenuta, grazie all’impiego di una bassa tensione anodica (80kV rispetto ai 120kV
standard) e di tecniche di modulazione angolare e longitudinale della corrente del tubo [219,220]. Il
peggior rapporto segnale-rumore conseguente alla riduzione della dose radiante viene compensato
sia dalla ricostruzione delle immagini con un filtro a bassa frequenza (ossia a basso rumore), sia
dall’altissima risoluzione di contrasto dovuta alla maggiore attenuazione dei fotoni X per prevalente
effetto fotoelettrico a 80kV [221], unitamente all’elevata velocita di iniezione del mezzo di
contrasto. Fra I’altro, le immagini TC di perfusione possono essere acquisite con rapporto
segnale/rumore relativamente basso, in quanto non sono destinate ad una diagnosi morfologica,
bensi al calcolo di parametri funzionali da parte di un software dedicato. Inoltre, I’elevato carico
radiante dello studio morfologico multifasico convenzionale fa si che I’ulteriore dose radiante
dovuta all’acquisizione perfusionale sia relativamente esigua (intorno al 25% dello studio
morfologico stesso), il che pud probabilmente essere accettabile visto il potenziale beneficio

derivante dall’acquisizione di informazioni sulla perfusione tissutale in pazienti candidati a terapia
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con sorafenib. E’ verosimile, poi, che la diffusione di apparecchi TC con piu di 64 canali, dotati di
una copertura anatomica sull’asse longitudinale ancora piu ampia (fino a 16cm) e di algoritmi di
ricostruzione iterativa delle immagini, renda possibile lo studio perfusionale di interi organi a tavolo

fermo con dosi radianti nettamente inferiori [220].

Un’altra limitazione ¢ costituita dal fatto che la TC a 64 strati da noi utilizzata consente lo studio
perfusionale a tavolo fermo con una copertura longitudinale di soli 4cm: se questo rappresenta un
progresso rispetto ad apparecchiature TC di generazioni precedenti [184], non mette comunque del
tutto al riparo da artefatti da movimento (in particolare legati al respiro del paziente durante
I’acquisizione TC perfusionale), essendo il fegato un organo dotato di mobilita elevata in relazione
al suo rapporto stretto con il diaframma e poiché al paziente e richiesta una apnea abbastanza
prolungata (40 secondi). Tuttavia, la notevole ridondanza dei dati perfusionali raccolti durante il
first pass ha fatto si che, almeno nella nostra esperienza, non si siano osservati significativi artefatti
dowvuti a disallineamento delle immagini ottenute, che avrebbero potuto introdurre errori nel calcolo

dei parametri perfusionali quantitativi.

Considerando che i mezzi di contrasto paramagnetici convenzionali hanno la stessa biodistribuzione
intravascolare-interstiziale dei mezzi di contrasto organo-iodati uro-angiografici, ci si potrebbe
chiedere perché si sia scelto di utilizzare per lo studio perfusionale la TC anziché la RM, la quale,
oltre a presentare i noti vantaggi di mancata esposizione a radiazioni ionizzanti e a mezzo di
contrasto potenzialmente nefrotossico, consentirebbe di acquisire dati perfusionali con bobine
dedicate su volumi teoricamente molto piu estesi su piani diversi da quello assiale. Esiste addirittura
la possibilita di valutare la perfusione tissutale con RM senza mezzo di contrasto mediante
I’impiego di particolari sequenze di impulsi sensibili al flusso ematico (Arterial Spin Labelling,
ASL) o all’ossigenazione tissutale (Blood Oxygen Level Dependent, BOLD). Tuttavia, queste
ultime tecniche non sono - almeno allo stato attuale della tecnologia - utilizzabili per lo studio

perfusionale del’HCC a causa della loro estrema sensibilita ad artefatti da suscettivita magnetica,
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del loro scarso rapporto segnale-rumore e della loro bassa risoluzione spaziale. Inoltre, la RM non ¢
in grado - almeno allo stato attuale della tecnologia - di garantire una quantificazione accurata della
perfusione tissutale (e, in particolare, epatica) poiché, a differenza di quanto accade in TC con il
mezzo di contrasto iodato (la cui attenuazione fotonica varia linearmente con la sua
concentrazione), I’intensita di segnale in RM non varia linearmente con la concentrazione del
mezzo di contrasto paramagnetico, ma subisce un calo paradosso per concentrazioni elevate (effetto
T2). Il segnale RM, poi, dipende da variabili intrinseche al tipo di acquisizione effettuata - come la
sequenza di impulsi e la bobina impiegata, I’intensita del campo magnetico statico e dei gradienti -

che rendono la quantificazione dei parametri perfusionali scarsamente riproducibile e poco precisa.

In conclusione, 1 risultati ottenuti indicano che lesioni HCC presentano un significativo
allungamento di MTT dopo terapia con sorafenib e che il valore di MTT al tempo zero correla
inversamente con la riduzione di aFP dopo terapia. Cio suggerisce che MTT possa essere utilizzato
sia come marcatore della risposta terapeutica, sia come predittore di risposta pre-trattamento in

pazienti con HCC avanzato candidati a terapia con sorafenib.
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