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1 - INTRODUCZXZO

0 carcinoma hepatocelular primario (CHP) @ um dos tumores
malignos mais comuns da especie humana, sendo diretamente
responsabilizado por cerca de 750 mil obitos por ano em ambito

mundial (214).

A propria Organizagao Mundial da Salude atesta este fato,
admitindo que o CHP deva ser reconhecido como O segundo cancer

mais comum na humanidade, precedido apenas pelo cancer pulmonar

(237) .

Sua distribuicio geografica, no entanto, nao €& uniforme.
Apresenta indices elevados de incidéncia e prevaléncia em areas
do continente africano e asiatico, em contraste com o0s baixos

percentuais encontrados na malioria dos palses ocidentais (84).

Em Mogambique, por exemplo, =2 incidéncia do CHP wvaria entre
100 a 15@ casos novos por 100.000 habitantes/ano, sendo
provavelmente a mais elevada do mundo (89, £&5, 279). Em Formosa

6 considerado a segunda causa de morte entre adultos do sexo
masculino (332), enquanto na Africa do Sul e o responsavel por
65,5% de todos os tumores malignos entre adultos do sexo
masculino, ou seja, aproximadamente 6@ vezes mais que noe Estados

Unidos (151, 160, 263) . Na tribo dos Bantu, no leste africano,
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quatro de cada cinco necrodpsias revelam a presenga do CHP (101,
156, 302), contrastando com o ocidente, onde o CHP é encontrado
em menos de 1% das necropsias (114, 302). De fato, em uma
analise de ©94.556 necropsias realizadas na Universidade da
Califdrnia em Los Angeles, EUA, no periodo compreendido entre
1918 e 1980, foram encontrados apenas 339 casos de CHP (84).
Qutrocs relatos, mesmo confirmando a raridade do CHP nos paises
ocidentais, evidenciam um aumento recente e Pprogressivo em sua
incidéncia (198, 202, 289, sendo que na Califdrnia sua

freqiéncia triplicou nos ultimos 2@ anos (263).

Ao longo do tempo, varios agents distintos tém sido
implicados na etiologia do CHP, destacando-se entre os principails
as aflatoxinas (11, 184, 197), o alcool (182, 188, 322, 349), o0s
horménios esterodides (61, 350, 352) e a presenca de cirrose (311,
312, 313). A partir da descoberta do agente etiologico da
hepatite B por Blumberg e col. (41) em 1965, comegaram a surgir

relatos relacionando-o ao desenvolvimento do CHP (55, 363, 327,

332) . Constatou-se, ent3o, que os localis com alta freqiéncia de
CHP eram, invariavelmente, hiperendémicos para O virus B da
hepatite (VBH), da mesma manelra que uma grande proporgao de

pacientes com CHP apresentava positividade para varios marcadores

da infeccio pelo VBH (338, 346).

No Reino Unido, por exemplo, a taxa de mortalidade por CHP g

de 1 a2 2 por 100.000 habitantes e a taxa de portadores do VBH na
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popula¢3o0 da ordem 0,1 por 100.000, enquanto que na China a
mortalidade por CHP e de aproximadamente 17 por 100.000
habitantes com uma taxa de VBH na popula¢gio variando entre 7,5 e

14 por 100.000 (302).

Beacsley e col. (25), em estudo classico na literatura,
avaliaram prospectivamente 22.70@7 homens em Formosa, demonstrando
que aqueles positivos para o antigeno de superficie do VBH
desenvolviam o CHP cerca de 223 vezes mais frequentemente do que

0os negativos.

Postula-se atualmente o papel fundamental do VBH como
principal agente etioldgico do CHP, sendo encontrado em ate B0X%
dos casos (257). Os demais fatores mencionados, como as
aflatoxinas e o alcool, sao considerados agentes co-

carcinogénicos, provavelmente potencializando a a¢io oncogénica

do VBH (24, 214, 219).

Mais recentemente, com O surgimento de teécnicas 1muno-
histoquimicas, que identificam a presenca dos antigenos do VBH no
tecido hepatico através do uso de anticorpos mono ou policlonais,
tem aumentado consideravelmente a sensibilidade e a
ecpecificidade dos métodos de deteccio do VUBH, permitindo sua
demonstracio em um numero cada vez mailor de pacientes com CHP (1,

20, 253).



No Brasil, a prevaléncia do UBH na populagao varia entre
©,3% no Estado de S3o Paulo e 10,34% na regido amazbnica, sendo
que no Rio Grande do Sul estima-se uma taxa de portadores
acssintomaticos da ordem 1,14% (54). A ocorréncia de CHP no pais
também & variavel, parecendo malor nas regitoes Norte e Nordeste

em relac3o as regiBes Sul e Sudeste (106, 262, 265, 293).

No Rio Grande do Sul, ¢ ainda desconhecida a associagao do

CHP com a infecg3o pelo VBH. Com o objetivo de estudar esta
relagao, procederemos iniclialmente a uma revisao das
caracteristicas gerais do VBH, seus principais meétodos de

detecc3io e as evidéncias que O apontam como agente etiolodgico
primor dial do CHP. Ser3oc igualmente analisadas as teorias
vigentes quanto aons possiveis mecanismos envaolvidos na

carcinogénese.

0 primeiro traco bioquimico da existéncia do VBH surgiu em
1965, quando Blumberg e col. (41) identificaram a presenca de um
antigeno desconhecido no soro de um aborigene australiano.
Quando em contato com anticorpos presentes no soro de dois
pacientes hemofilicos poli-transfundidos este antigeno reagiu,

formando uma linha de precipitacdo no sistema de difusio em agar.
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0 novo antigeno, inicialmente denominado Antigeno Australia
(AgAU), parecia estar relacionado a doengas como a leucemia e a
sindrome de Down (41, 42), até que dois estudos independentes
realizados em 1948 nos Estados Unidos (271) e no Jap3do (240)
sugeriram fortemente sua associagao com uma forma de hepatite
viral com longo periodo de incubacfo, conhecida ate entdo como

hepatite serica.

Trabalhos subseqiientes confirmaram a relacg2o do AgAU com a
hepatite sérica, valendo a Blumberg o Prémio Nobel de Medicina em

1977 (213, 302, 319).

0 estudo do soro dos pacientes com reagao positiva para o
AgAU atraveés da microscopia eletrdnica revelou a presenca de trés
particulas distintas: a primeira a ser reconhecida, e a mails
numerosa, apresentava-se com forma esférica e diametro de 22nm
(23); a segunda particula era de forma tubular e didmetro
variando entre 50 e 20®nm (164); a terceira e dltima particula a
cer identificada foi descrita em 1970 por Dane e col. (72), sendo
conhecida como a particula de Dane. Apresentava forma esferica e
diametro de 42nm, sendo constituida de uma camada superficial com
7nm de espessuvra e de uma regiao central denominada ‘“core’ com

27nm de diametro.

Estudos imunoldgicos mostraram que as duas pPrimeiras

particulas a serem descritas, esfericas e tubulares
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respectivamente, eram antigenicamente idénticas ao AgAU e a
camada externa da particula de Dane, constituindo portanto
excesso de proteina viral. Atualmente sdao denominadas, em
conjunto, de antigeno de superficie do VBH (HBsAg). A particula
de Dane, em sua totalidade, representa o virion completo, sendo

chamada de particula intacta do VBH (144, 302).

Em 1971, Almeida e col. (9) submeteram particulas intactas
do UBH 4 ac3o de substincias detergentes que provocaram a ruptura
do envelope proteico viral, liberando a porcao central (core). O
estudo da composicio do core ou nucleocapsidio viral revelou a
presenca de material genéetico constituido pelo DNA e uma enzima
DNA-polimerase. A analise imunolodgica mostrou vreatividade
antigénica distinta do HBsAg, recebendo a denominagao de antigeno
do core do VYBH (HBcAg) (164, 215, 218). Posteriormente ficou
evidenciado que o HBcAg ndo circulava de forma 1livre no soro,
sendo encontrado apenas ho tecido hepatico de pacientes

infectados (215, 217).

Em 1972, Magnius & Espmark (201) descreveram um sub-produto
do core do UBH que recebeu a denominagdo de antigeno "e" do VBH
(HBeAg) . Sua presenga ho soro estda relacionada com a taxa de
replicacg3o viral, sendo considerado em conjunto com a DNA-
polimerase, como um dos marcadores do grau de infecciosidade do

UBH (163, 3e8).



As caracteristicas morfoldgicas do VUBH e de seu DNA, menor
do que o de qualquer outro virus, nio permitiram classifica-lo
entre 0s grupos virais Jja existentes, representando assim uma
nova classe viral (122, 282). Considera-se atualmente que o VBH,
juntamente com 05 virus que provocam hepatite no pato de Pequim
(Anas domesticus), na marmota (Marmota monax) e no esquilo
(spermophilus beecheyi) constituem um grupo viral especifico
denominado hepadna (hepa = tropismo pelo figado e DNA = acido

desoxiribonucleico) (317).

0 VBH, que acomete apenas o homem e alguns primatas, esta
classificado como hepadna-virus tipo 1 (212) . Cada um daos
hepadnha-virus POSssul semelhanga entre si, contendo um DNA
circular de dupla helice, parcialmente aberto, cuja extensdo
varia entre 3000 e 3300 pares de bases (281). Nos respectivos
hospedeiros os hepadna-virus estao implicados na etiologia das

hepatites aguda e croOnica, cilrrose e carcinoma hepatocelular (84,

256) .

1.2 - Métodos de deteccdo dos antigenos do_ VBH

1. 2.1 - No soro

As técnicas inicialmente desenvolvidas para a deteccao dos
antigenos do VBH no soro eram rudimentares e PpoOuCO sensivels.

Baseavam—-se nos pProcessos de imunodifusio simples (1™ gera¢3o) e
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fixac3o0 de complemento ou contraimunoeletroforese (2™ geragao)

(1464) .

Em 1972, Ling & Owverby (190) desenvolveram uma tecnica de
radioimunoensaio (RIE) usando um anticorpo marcado com iodo

radioativo. Este método mostrou-se rapido e sensivel, porém caro

(278) .

Mais recentemente, em 1977, Wolters e col. (358) utilizaram
um anticorpo conjugado a uma enzima, provocando uma reagao com O
antigeno que resultava em uma alteragcao de cor detectada por
espectrofotometria. Ecta teécnica, denominada enzima 1munoensailo
(EIA), requer equipamento simples e apresenta sensibilidade e
especificidade idénticas ao RIE. Aambos o0s metodos, RIE e EIA,
ditos de 3™ gerac3o, sdo considerados os melhores para a detecgao
do VBH no soro. 530 superados apenas por técnicas que usam
anticorpos monoclonais associados a microscopila eletrdnica, cuja
aplicac3o estda atualmente restrita a pesquisa devido ao tempo

consumido e aos altos custos envolvidos (1&4) .

1.2.2 - No tecido

A maior parte dos estudos envolvendo a detecg¢ao dos
antigenos do VBH no tecido hepatico tem sido realizada em Caso0os
de infecc3o0 crdnica, pois o0 dgrau de necrose hepatocitaria

existente nos processos inflamatorios agudos do figado torna
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praticamente impossivel a identificac3o das particulas virais

(206, 235, 266, 330).

Os primeiros trabalhos envolvendo a detec¢dao dos antigenos
do VBH no tecido hepdatico surgiram no final da década de 40 e no
inicio dos anos 70. As técnicas usadas foram a microscopia
eletrdnica (3, 79, 102, 103, 169, 284) e a imunofluorescéncia (7,
70, 103, 132, 235, 267), ambas demonstrando a presenca do HBsAg
no citoplasma dos hepatocitos (116, 323, 362). As dificuldades
técnicas encontradas na aplica¢3o destes metodos compreendiam,
entre outras, a necessidade de equipamento altamente

especializado e fixagiao trabalhosa do material (164).

0 primeiro metodo capaz de detectar o HBsAg em tecido
hepatico fixado rotineiramente com formalina e incluido em
parafina foi descrito por Shikata e col. (305) em 1974. Esta
tecnica, dita histoquimica, basela-se na afinidade da orceina e
da fucsina pelas ligacOes disulfidicas presentes na molécula do
HBsAg . Apesar do evidente progresso alcancado com este metodo,
denominado de orceina de Shikata, permanecia elevado o grau de

csubjetividade envolvido na analise dos resultados (323).

Em 19795, Nayak & Sachdeva (228) demonstraram a presenca do
HBsAg no tecido hepatico fixado em formalina e incluido em
parafina através da técnica da imunoperoxidase, Que utiliza um

anticorpo conjugado com a enzima peroxidase (131, 324, 329). Em



comparacio com a orceina de Shikata, a imunofluorescéncia e a
microscopia eletrdnica, a tecnica da imunoperoxidase foil
considerada mais sensivel e mais especifica (2, 8, 111, 128, 131,
170, 178, 228, 328) . Alem disto, com excegao da
imunofluorescéncia, € a uUnica tecnica capaz de demonstrar a
presengca do do HBcAg e do HBeAg no figado ¢(1B8) com a vantagem de
permitir uma correlagdo entre a localizagao dos antigenos virais

e a morfologia hepatica (133).

A utilizacio da técnica da imunoperoxidase reprecsenta um
passo importante no diagnostico da infec¢3o pelo VUBH, po1ls
permite a realizagi3o de estudos retrospectivos a partir do
material arquivado em blocos de parafina (323). Em comparagao
com os metodos soroldgicos de 3" geracao (RIE e EIA), a
imunoperoxidase tem apresentado sensibilidade e especificidade
equivalentes na maioria das séries envolvendo lesbes hepaticas
crbnicas (1, 63, 90, 165, 253). Existe um consenso na literatura
de que o método da imunoperoxidase detecta a presenca do HBsAg em

mais de 90% dos casos seropositivos por RIE €325 .

Com o objetivo de avaliar a acuracia do método da
imunoperoxidase na demonstracdao de HBsAg no tecido hepatico,
Theodoropoulos e col. (328) realizaram a técnica em 36 pacientes
com cirrose e hepatoma que apresentavam seropositividade para o
HBsAg confirmada por RIE. Os autores confirmaram a presenga do

HBsAg em 34 casos (?4,4%), de acovrdo com ©O estabelecido na



literatura. Além disto, sabe-se que mesmo os metodos soroldgicos
de 3~ gerac3o n3o0 conseguem detectar particulas do VBH em
concentracbes inferiores a 1¢® - 10¥ por ml, embora apenas 1 ml
de plasma contendo HBsAg numa diluigdo de 107”7 ja seja suficiente
para infectar seres humanos (253). Nestes casos, O metodo imuno-
histoquimico oferece uma possibilidade de se demonstrar a
presenca do HBsAg e/ou HBcAg no tecido hepatico na auséncia de
marcadores soroldgicos por RIE ou EIA (1, 44, 63, 90, 119, 165,

2593, 27713.

0 estudo ideal dos antigenos do VBH deveria combinar o0s
métodos soroldgicos e teciduais para alcangar o maximo de

cencibilidade e especificidade possiveis nos resultados (233).

Quanto a localizac3o dos antigenos do VBH no tecido
hepatico, o HBsAg apresenta-ce exclusivamente no citoplasma dos
hepatocitos, enquanto o HBchAg ocorre preferencialmente no nucleo,

embora possa ser encontrado ocasionalmente no citoplasma (323).

1 3 Evidéncias da associacdo entre o VBH e o CHP

Tradicionalmente a relagao causal entre um microorganismo e

uma determinada doenga deve ser estabelecida atraves do
preenchimento de certos requisitos basicos, conhecidos como
postulados de Koch (36, 1333 Segundo estes preceitos, o

microovrganismo devera ser isolado regularmente nos casos de



doenca, ser cultivado fora do corpo do hospedeiro e mantido em
cultura pura "in vitro" durante variac geragoes e reproduzir a

doenga em animal suscetivel mediante a 1inoculagao da cultura

isolada.

No caso dos agentes wvirals, no entanto, existem certas
dificuldades tecnicas que impossibilitam uma conclusao
indiscutivel (393 0 UBH, em particular, possuil alta

especificidade de hospedeiro e impossibilidade de crescimento "in

vitro™, nao permitindo que cse saticsfacam os requisitas

mencionados (14, 217, 257).

Numa tentativa de adaptar oOs postulados de Koch ao problema
de como provar o papel de um virus na génese de um tumor, Henle

(118), em 1971, sugeriu as seguintes modificag¢bes:

(1) o virus, seus antigenos ou seu DNA devem estar presentes

nas celulas tumorais;

(2) os anticorpos especificos contra oS antigenos virails
devem ocorrey com maior frequéncia em pacientes com O tumoy em

relac3o aos controles normals;

(3) o wvirus deve ser capaz de transformar celulas normais

"in vitro';



(4) o wvirus deve ser capaz de induzir tumores em animais,

preferencialmente primatas.

Apesar do VUBH n3o preencher adequadamente o0s doils dltimos
postulados de Henle, existe atualmente consideravel material
clinico e experimental disponivel na literatura, deixando pouca
margem de duivida gquanto ao papel fundamental exercido pelo VBH na
génese do CHP, <ceja como agente i1solado, seja como co-fator
associado a outras condig¢8es (14, 25, 75, 81, 82, 8%, 17, 115,
152, 154, 155, 157, 158, 182, 185, 214, 217, 242, 265, 276, 298,

320, 341, 335).

As principais evidéncias que apoiam o UBH como principal

agente etiologico do CHP podem ser resumidas como segue:

a) existe um paralelismo bem definido entre as areas
geograficas com alta prevaléncia de CHP e as populagdes com maior
taxa de portadores do HBsAg (B0, 107, 195, 310, 326). A
representacio esquematica da distribuig3o gecgrafica do CHP em
relagao ao UBH pode ser vista na figura 1.1, adaptada de

Szmuness (329);

b) os marcadores seéricos de infecci3o pelo VBH s3o mais
freqgientemente demonstrados em pacientes portadores de CHP quando
comparados aos controles sem CHP na mesma populagao (24, 25, 120,
137, 138, 140, 141, 160, 191, 232, 236, 242, 258, 272, 279, 287,

288, 303, 309, 321, 326, 363). A tabela 1.1 apresenta a
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prevaléncia da infecc¢30 pelo VBH, detectada através da presenca

do HBsAg e do anti-HBC medidos por RIE ou EIA em pacientes com

CHP e ceus controles nas diferentes regibes do globo (adaptada

de London W.T. (1923);

FIGURA 1.1

MAPA ESQUEMATICO DA DISTRIBUICAO GEOGRAFICA DO HBsAg E DO CHPx

HBS Ag (%)
€3 0,5
7D 1-2
R 3-5
@B - ©°

O AREA DE GRANDE INCIDENCIA DE GHG.

* Adaptado de Szmuness, W (32Q)
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TABELA 1.1

PREVALENCIA DO VUBH EM PACIENTES COM CHP E CONTROLES#

CHP controles
pais n® testado ¥ positivo n® testado % positivo

antigeno de superficie do VBH

Grécia 189 55,0 106

4,7
Espanha 31 19,3 101 2,0
Estados Unidos 34 14,7 56 Q
Senegal 291 51,9 100 12,0
Mogcambique 29 62,1 35 14,3
Uganda 47 47,0 50 65,0
Zambia 19 63,1 40 T
Africa do Sul 138 59,9 200 2,0
Taiwan 84 54,8 278 12,2
Cingapura 156 35,3 1516 4,1
Japao 2460 37,3 4387 2,6
Vietnam 61 80,3 94 24,5

anticorpo contra o "core” do VBH

Grecia 80 70,0 160 31,9
Espanha 31 87,0 101 14,8
Estados Unidos 33 48,5 S5é& @
Senegal 291 87,3 100 26,0
Africa do Sul 76 B6,0 103 31,7
Hong Kong 37 70,3 58 36,2

% Frequéncia do antigeno de superficie do UBH (HBsAg) e do
anticorpo contra o “core” do VBH (anti-HBC) medidos por RIE ou
EIA. Dados obtidos de London, W.T. (193).

c) os marcadores teciduais de infecc3o pelo VBH tém sido
demonstyados no nucleo e no citoplasma dos hepatocitos, tanto no

tecido hepatico peri-neoplasico quanto no interior das células

cancerosas (&, 125, 126, 128, 133, 159, 227, 250, 254, 255, 2é2,
293, 316, 328, 361);
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d) varios casos de CHP tém sido relatados em grupamentos
familiares, sendo que a maioria dos pacientes apresenta
positividade para os marcadores de infeccao pelo VBH (74, 1860,

187, 237, 333, 334);

e) a integracio do genoma do VBH aoc DNA do hepatdcito tem
sido demonstrada no tecido hepatico de pacientes portadores do
CHP, como ocorre com outros virus oncogénicos conhecidos (49, 83,

300, 353, 365);

F) varias culturas celulares derivadas de pacientes com CHP
tém produzido HBsAg (22, &0, 83, 207), como & o caso da linhagem

“"Alexander-PLC/PRF/3" (366);

g) o CHP apresenta elevada prevaléncia em certas especies
animais infectadas com virus da familia hepadna, semelhantes ao

UBH (40, 148, 216, 256);

h) a displasia celular, considerada les3ao pré-maligna,
ocorre com maior frequéncia em pacientes cirroticos HBsAg-
positivos quando comparados aos HBsAg-negativos (5, 59, é2, 64,

149, 151, 275, 283).

A confirmac3o definitiva da associagao causal entre o VBH e
o CHP estara provavelmente disponivel nas proximas décadas, a
partir das alteragbes observadas na taxa de mortalidade por CHP,
apds a implementagd3o de programas abrangentes de vacinagao contra

a infecgao pelo VBH, nac regioes de alto risco. A prevengao do



contdgio materno-fetal nestas dreas devera provocar uma drastica
reduciao na 1incidéncia do CHP, se for verdadeira a relagao

atualmente postulada (14, 44, 45, 89, 195, 257) .

1.4 — Mecanismos envolvidos na carcinogénese

0 mecanismo especifico atraves do qual o VBH promove O

csurgimento do CHP e ainda desconhecido (87).

Ac evidéncias disponivels a partir de estudos experimentals
em animais demonstram que todos os virus implicados na génese de
tumores, sejam virus DNA ou RNA, agem atraveés da integracao de
ceu material genético ao genoma do hospedeiro, induzindo as

alteracbes que ir3ao promover a transformacio maligna (84, 87).

A natureza das alteragbes induzidas pelos agentes virals no
DNA humano tem sido recentemente clarificada atraves dos estudos
sobre o comportamento bioldgico das neoplasias a nivel molecular
e genetico. Em 1969, Huebner & Todaro (134) sugeriram pela
primeira vez o0 conceito de oncogenes, formando a base para O
modelo atual de carcinogénese, o qual postula a existéncia de um
certo complexo de génes nas ceélulas eucarioticas normais,
chamados de proto-oncogenes, responsaveis pelo crescimento,

diferenciacio e divisdo da célula (91, 260).
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£ possivel que alteragdes quantitativas ou qualitativas nos
proto-oncogenes, induzidas pela acao de diversos agentes
mutagénicos (virus, radiagao, drogas, etc ...) POSsam provocar
variacBes em sua expressiao fenotipica, originando assim divisdes
celulares desordenadas seguidas por transformagdao maligna (14,
89, 117, 1461, 2609, 2806, 353). 0Os proto-oncogenes, ao  serem
modificados pela ac¢3o das substfincias carcinogénicas, recebem a

denominagao de oncogenes (925, 260).

A ceqiiéncia de oncogenes presentes em uma determinada celula
pode ser copiada diretamente pelo virus DNA, originando oS
oncogenes virals. Estec poderiam entao scer transmitidos para
outras células do mesmo individuo ou, ainda, para outros
individuos (260). Até o momento os virus implicados neste
Processo Sao conhecidos como retrovirus oncogénicos, por

possulirem uma enzima tranccriptase reversa, € seus oncogenes

est3o em grande parte identificados (36).

No entanto, apesar de haver estudos experimentais
demonstrando que a indu¢cSo de neoplasia hepatica em rataos promove
a expressio dos oncogenes c-myc e c-ras (88), nao foram ainda
relatados quaisquer dos oncogenes conhecidos no genoma do VBH
(183, 242). Por outro lado, varios autores tém mostrado a
presen¢ca do DNA do VBH integrado ao DNA do hospedeiro atraves da
técnica da hibridizagio molecular, mesmo nos casos de CHP com

sorologia negativa para o VBH (39, 46, 47, 48, 49, B3, 300, 363).
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Seqiiéncias 1integradas de DNA viral foram igualmente
demonstradas nos modelos experimentais de CHP induzidos no pato
de Pequim (Anas domesticus) através da infec¢3ao previa com virus
da familia hepadna (258). Resultados semelhantes tém sido
relatados em marmotas (Marmota monax) (148, 216). Estudos
posteriores com a inducao de CHP em animais, atraves do virus da
hepatite, sugerem a ocorréncia de transcrigao vreversa do DNA,
relacionando a infeccio por estes agentes com a dos retrovirus

(134, 318).

Além do efeito direto do VBH no DNA do hepatocito, alguns

autores postulam a hipotese de uma agio facilitadora do VBH.

Assim, certos agentes que isoladamente geriam 1ncapazes de
originar o CHP poderiam, em conjunto com O UBH, provocar a
transformagao maligna (27). Este mecanismo engquadra-se nos

conceitos derivados de estudos experimentais sobre carcinogénese
em ratos, onde definiu-se a existéncia de dois tipos de agentes
capazes de provocar um crescimento neoplasico: os ‘“iniciadores” e
os "promotores’” (264). & possivel que a integragcio do DNA viral
com o DNA do hepatodcito constitua-se num pProcesso "iniciador"
por alterar o comportamento bioldgico da célula, dependendo porem
da presenga concomitante de alcoolismo, aflatoxinas, radiagao
ou outros agentes quimicos para aglrem Como “promotores’, 1sto e,
permitindo a perpetuacao e transmissio das alteragbes inicials
(14, 242). Com efeito, varioe relatos apontam para uma maior

freqgiéncia destes e de outros co-fatores associados ao VBH em



pacientes portadores de CHP (27, 48, 182, 184, 188, 197, 2e4,

219, 328 34%7).
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2 - OBJETIVOS

2.1 - Gerais

2.1.1 Avaliar a frequéncia de CHP em 1000 biopsias
hepaticas consecutivas reallizadas num periodo de cete anos nha

Irmandade da Santa Casa de Misericordia de Porto Alegre (ISCMPA) .

2.1.2 Avaliar oc aspectos epidemioldglcos, clinicos e

laboratoriais dos casos de CHP encontrados na ISCHMPA.

213 Avaliar a associacao entre o0s casos de CHP
encontrados na ISCMPA e a infec¢ao pelo VBH, determinada atraves
da pesquisa dos antigenos de superficie (HBsAg) e do core (HBcAg)
no tecido hepatico pelo metodo imuno-histoquimico da

imunoperoxidase (complexo avidina-biotina) .

2. 2 - Ecspecificos

2.e.1 Correlacionar o0s aspectos epidemiologicos com 0Os

achados imuno-histoquimicos.
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3 - MATERIAL E METODOS

3.1 - Material

No Departamento de Patologia da Funda¢dc Faculdade Federal
de Ciéncias Meédicas de Porto Aleagre (FFFCMPA), foram revisadas
1000 biopsias hepaticas consecutivas, realizadas em 1igual numero
de pacientes 1internados na ISCMPA, no periodo de julho de 1981 a
dezembro de 1988. Neste grupo encontrou-se um total de 11 casos
de CHP, cuja distribui¢8c segundo a idade, sexo, cor e data de

internacio se acha resumida na tabela 3.1.

Fez-se uma relagaoc nominal de todos o0s pacientes para
evitar—-se que fossem incluidos como Casos novos aqueles

submetidos a mais de uma biopsia hepatica.

Os tecidos provenientes dos carcinomas hepatocelulares,
fixados em formalina a 10% e incluidos em blocos de parafina,
foram seccionados na espessura de 5 micrometros e montados em

1aminas de vidro albuminizadas, totalizando 5 cortes sequenciais



de cada bloco, em laminas separadas. ApoOs a secagem em estufa a
35<C, por 12 a 24 horas, 0s cortes foram mantidos a temperatura
ambiente ate serem submetidos aos procedimentos imuno—

histoquimicos.

TABELA 3.1

DISTRIBUICAD DOS PACIENTES COM CARCINOMA HEPATOCELULAR SEGUNDO A
IDADE, SEX0, COR E DATA DE INTERNACAD

CASO INICIAIS IDADE SEXD* COR¥*»* DATA DA INTERNACAO
01 C.C. 53 M B dez./83
o2 W.D. 64 M B jan./84
03 E.D. 34 M B mar . /84
24 [ 44 F B fev./85
25 G.B:L. 39 F P nov./85
06 a.C.A. 69 F B set . /86
Q7 G.T. &2 M B fev. /87
08 C.M: B 42 M B Jun . /87
09 J.M.5. 44 M B fev./88
10 AR o 55 M B may . /88
11 A.O 42 M in mar . /88
S oW = wasculdnm, F = fmminine
% = B = branca, P = preta, m = mulato



3.2 - Reagentes

3.2.1 - Metanal (Merck)

Foi utilizado, juntamente com o peroxido de hidrogénio, para
bloquear a peroxidase endogena presente nos tecidos,
especialmente nas hemacias. Este &€ um passo importante, pois

alguns desses tumovres apresentavam areas de hemorragila.

3.2.2 - Peroxido de hidroaénio a 30%

3 2 3 - Solucao tampio de fosfato (PBS)

Foi assim prepavada:

Adua destilada :ciins s e s amaaa 1000 ml
Sﬂlggﬁﬂ Bl NaEHPDq : EHQD ................ 17:8 g
Agua destilada ... ............. 1000 ml .

Ectas duas solugbes (A e B) foram estocadas na geladeira a

4<:)C .

Para preparar a solu¢io tampao, utilizou-se uma mistura de

ambas solu¢gdes, na seguinte PrOpPOrGgao:



Obtém-se 200 ml dessa mistura, a qual se acrescentam 800 ml

de dgua destilada e 8,0 g de cloreto de sddio.

Apds, mediu-se o pH dessa mistura. Se este n3ao era igual a
7,6, acrescentavam-se gotas de hidroxido de sodio, 1 N ou @,1 N,
ate alcangar o pH de 7,6. Se estivesse muito basico,
acrescentava-se, gota a gota, acido cloridrico, ateé alcangar o pH

desejado.

3.2.4 - Soro _Normal

Utilizou-se os soros normais de cabra e de coelho, conforme
o anticorpo primario fosse de cabra (HBsAg) ou coelho (HBcAg) .
Ectes soros normais acompanham o Kit do ABC (Vector Laboratories,
Inc. - cod. n® PK 4001) e tem a finalidade de prevenir a ligac3o

inespecifica das imunoglobulinas as proteinas séricas.

A dilui¢30 usada em ambos os soros foi a seguinte: em S ml
de PBS foram colocadas 4 gotas de soro normal concentrado de

cabra ou coelho.



3 2.5 - Anticorpos_primarios contra o VBH

A) Anti-antigeno de superficie do virus B da hepatite

(aHBsAg):

Foi utilizado o anti-soro aHBsAg (Dako Corporation, cod. n®
B 560, 1lote 056C) obtido por imunizac3o de cabras com HBsAg

humano purificado.

0 anti-soro aHBsAg concentrado foi diluido em PBS e testado

em laminas de figado humano HBsAg-positivo (Dako Corporation,

Santa Barbara, Ca: ; E-U.B.9, a fim de verificar a diluic3ao mais
adequada ao trabalho. A diluic3o escolhida foi de 1.1000, pois
proporclonava uma coloragao exclusiva do citaoplasma dos

hepatdcitos HBsAg-positivos e nao se observava coloragao de

fundo.

B) Anti-antigeno do core do virus B da hepatite (aHBcAg)

Foi utilizado o anti-soro aHBcAg (Dako Corporation, cod. n®

B 58¢, lote 0946 Ea) obtido por imunizacio de coelhos com HBCAg

humano purificado.

0 anti-soro concentrado foil diluido em PBS e testado em
liminas de figado humano HBcAg-positivo (Dako Corporation, Santa
Barbara, Ca., E.U.A.). A diluigao mais apropriada foi de 1:2000,
pols pProporclionava uma coloragao exclusiva do nudcleo dos

hepatodcitos HBcAg-positivos, sem coloracao de fundo.



3.2.4 - Anticorpos secunddrios

A) De cabra

Utilizou-se o anticorpo secundario, ou seja, a
imonoglobulina biotinizada anti-imunoglubina de cabra do kit da
avidina biotina (ABC) (Vector Laboratories, Inc. - cod. ne PK
4. 001), para se ligar a0 anticorpo primario anti-antigeno de
superficie do wvirus B da hepatite (aHBsAg) que fol igualmente
produzido em cabra. 0 anticorpo secundario foi diluido na relagado
de uma gota de anticorpo secundario para cada 10,0 ml de PBS

(sendo uma gota igual a 50 microlitros).

B) De coelho

Utilizou-se o anticorpo secundario biotinizado de coelho do
kit da avidina biotina (ABC) (Vector Laboratories, Inc. - cod. n®
PK 4.001), para se ligar ao anticorpo primdrio anti-antigeno do
“core” do vivrus B da hepatite (aHBcAg) que foi igualmente
produzido em coelho. 0 anticorpo secunddrio de coelho fo1 diluido

de maneira idéntica ao de cabra, descrito acima.

3.2.7 - Reagente avidina biotina_ (ABC)

0 reagente avidina biotina utilizado faz parte do kit ABC Jja
citado. O reagente foi utilizado diluindo-se 2 gotas de solugao A
e 2 gotas de solugio B (incluidas no kit ABC) em 10,06 ml1 de PBS,

30 minutos antes de sua utilizagdo.



Foi utilizado 1 mg de 3-3 diamino-benzidine-tetracloreto
(DAB)Y (Serva, Heidelberga, Alemanha), diluido em 10,0 ml de
TRISHC1, pH 7,6. Essa mistura pode ser mantida em geladeira a

4=C, para posterior utilizacgdo.

No momento de se realizar a 1ncubagao com o DAB para
visualizar a atividade da peroxidase, faz-se uma solugao de 15,0
ml de TRISHC1, pH 7,6 e se acrescentam 100 microlitros de

peroxido de hidrogénio a 30% e aquece-se a 37°C.

Da mistura de DAB, conservada na geladeira, retiram-se 1,2
ml, misturam-se 3,9 ml da mistura de TRISHCI1 com peroxido de
hidrogénio, preparada na hora, e, ao conjunto, acrescentam-se 1,8

ml de TRISHC1. Teremos 4, ml de solugdo.

9.8.:9 = TRISHCI

A solucg3o de TRISHC1 foi feita da seguinte maneira:

TRIS (hidroximetilaminometano - C,H,,NO» - Merck
cod. BP B3BE) .. i PSP U G 0 SRR R RS R A R W i2,1 9

Agua destilada ....:ceevises e emies s s e omme s 5 %0 @ s 10006 ml

HC1 (acido cloridrico 32% - Merck cod. n® 317) . ... S ml.
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Ecta mistura vai formar o tampao TRISHC1. Deve-se medir O

pH e acrescentar o acido cloridrico até alcangar pH 7,6.

3.2.10 - Cloreto de _sddio

Utilizado para o tampiao PBS anteriormente descrito.

3.3 - Metodos

3.3.14 - Método imuno-histoquimico

Utilizou-se o método da imunoperoxidase, através da tecnica
do complexo avidina-biotina (ABC) descrita por Hsu e col. (129)
em 1981, por ser malis sensivel e permitir uma maior diluigao dos

anticorpos pPrimarios.

A avidina e uma glicoproteina com peso molecular de 48.000 e
que pPoOssul grande afinidade pela vitamina biotina. Essa
afinidade € cerca de um milhS8o de vezes mais alta do que a
maioria dos anticorpos por seus antigenos. A biotina € uma
vitamina do complexo B com baixo peso molecular, que pode ser
acoplada a uma proteina ou enzima covalente e que, por sua vez,

tambeém se ligara a Avidina.

0 metodo do ABC, pois, baseia-se nas propriedades dessas
duas substancias, ou seja, que a avidina possuil 4 pontos de

ligagao a biotina e que a maioria das proteinas & enzimas podem



ser conjugadas com muitas moleculas de biotina. Isto permite a
formacio de macromoléculas complexas entre a avidina e enzimas

biotinizadas.

0 metodo da avidina-biotina consiste de quatro fases

distintas:

1™) Na liga¢3o do anticorpo primario com O antigeno

existente no tecido;

°~) Na 1liga¢3o do anticorpo secundario biotinizado ao
anticorpo primario. Este anticorpo secundario € uma anti-
globulina produzida contvra 0 mMesmo tipo de animal no qual foi

produzido o anticorpo primario, e posteriormente acoplado a uma

molécula de biotina;

3™) Na 1ligac30 do complexo avidina-biotina peroxidase com O

anticorpo secundario biotinizado. Isto & possivel devido a
presenga de uma peroxidase biotinizada, que forma Junto com a

avidina um complexo, que se liga 4 biotina encontrada no tecido.

4~) Na 1ligac3o0 do substrato DAB com a peroxidase, para
permitir a visualizacao dos locais no tecido onde existe 0O

antigeno.



Também pelo método do ABC, deve-se bloquear previamente a
peroxidase enddgena existente nos tecidos para diminuir a reagao
inespecifica. Para isto basta incubar os cortes previamente com

uma mistura de metanol e peroxido de hidrogénio.

Os passos seguldos parvra a realizag3o da tecnica da avidina-

biotina foram os seguintes:

1) desaparafinaram-se o0s cortes, previamente identificados
com o numevro do caso e a sigla do anticorpo primario a ser
utilizado. Fez-se um contorno com nanquim ao redor do corte de
tecido na face oposta da lamina (para nao alterar o material), a

fim de facilitar a visualizacao do tecido durante a realizagao da

técnica imuno-histoquimica;

29) as l1aminas foram deixadas em agua destilada durante 5]

minutos;

3¢) as l1aminas foram colocadas em uma solugcao de metanol e
peroxido de hidrogénio durante 3@ minutos. Para cada 200 ml de

metanol, acrescentaram-se 3 ml de peroxido de hidrogénio;

4°) as 1aminas foram lavadas em soluc3o de PBS, pH 7,6,

durante 20 minutos;



543y a5 laminas foram incubadas em soro normal de cabra ou
coelho (conforme o0 anticorpo primario utilizado) em uma camara

imida, a temperatura ambiente, durante 20 minutos;

4) as laminas foram escorridas, sem lavar;

7¢y crolocou-se sobre as laminas uma gota de anticorpo
primario, deixando em geladeira a - Lt durante 14 a 16 horas

(pernoite);

8) as laminas foram colocadas em uma solu¢cao de PBS, pH

7,&, durante 1@ minutos;

%) os cortes foram incubados com o anticorpo secundario

durante 30 minutos, a temperatura ambiente, em camara umida;

10°) as 1aminas foram lavadas em solucd3o de PBS, pH 7,6,

durante 1@ minutos;

11®*) os cortes foram incubados com avidina-biotina (ABC),
preparada 3¢ minutos antes do uso, durante 60 minutos, em camara

imida, e a temperatura ambiente;

12¢) as laminas foram lavadas em solug3o de PBS, pH 7,6,

durante 10 minutos;
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13®) 0os cortes foram incubados com DAB, por 5 minutos, em

camara umida, a temperatura ambiente;

14*) as 1l1aminas foram lavadas em agua destilada durante 5

minutos;

15°) os cortes foram corados com hematoxilina durante S

minutos;

16®) as l1aminas foram colocadas em agua corrente, desi-

dratadas e montadas em balsamo.

3.3.2 - Controle da especificidade dos _anti-sgros

A) Inibigao da peroxidase endogena

As células hepdticas normais ou as células tumorais de um
carcinoma hepatocelular nao demonstram atividade de peroxidase
endogena, entretanto o0s eritrdcitos presentes nas neoplasias
hepaticas por hemorragia do tumor ou pos-biopsia hepatica podem
apresentar uma cevta atividade da peroxidase enddgena, que deve
ser bloqueada, previamente a vrealizac3ao do método do ABC, para

evitar resultados falso-positivos.

B) Controles positivos

Os controles positivos foram obtidos a partir de cortes

parafinados de figado humano contendo o antigeno de superficie do
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virus B da hepatite (HBsAg) (Dako Corporation, Santa Barbara, CA.

- cod. n® T 1.110) e o antigeno do core do virus B da hepatite
(HBcAg) (Dako Corporation, Santa Barbara, CA. = cod. n® T 1.230).
(Anexo B - laminas 1 e 2 respectivamente).

C) Controles negativos

Os mesmos cortes parafinados de figado humano usados como
controle positivo serviram também de controle negativo. Esses
cortes eram scubmetidos a mesma técnica imuno-histoquimica que a
realizada nas demais laminas, com a diferenga que o0 anticorpo
primario de cabra (aHBeAg) era substituido por soro normal de
coelho e o0 anticorpo primario de coelho (aHBcAg) era substituido

por soro normal de cabra.

Alem deste controle negativo, também apresentaram a mesma
fun¢cio todos aqueles casos que, investigados simultaneamente, nao

demonstraram imuno-reagao positiva.

3.3.3 - Analise dos dados imuno-histoquimicos

Os cortes, corados pelo método imuno-histoquimico foram
examinados em microscopio optico convencional e a leitura das

laminas foi realizada da seguinte forma:



- todos o0s casos foram examinados em conjunto gquanto a cada
antigeno, permitindo um parametro quanto a intensidade de

coloragao;

- cada conjunto de laminas coradas no mesmo momento foi

observado conjuntamente com seu controle negativo e positivo.

3.3.4 - Analise dos dados _epidemiologicos, clinicos e
lahoratorials
A analise epidemiologica, clinica e laboratorial dos

pacientes foi realizada a partir da revisao dos prontuadarios de
internagcao, de acordo com um protocolo pre-estabelecido, cujo
modelo esta no Anexo A. Isto sd foi feito apds a realizag3o da
tecnica imuno-histoquimica e leitura das laminas, para evitar-se

a influéncia da histdria clinica na observacao microscopica dos

Caso0s.

Foram pesquisados e correlacionados entre si o0s seguintes

aspectos.

A) Aspectocs epidemiologicos

Especificou-se a 1dade, sexo e cor dos pacientes.



B) Aspectos clinicos

Pesquisou-se o quadro clinico (data de inicio e duragao dos
sinais e sintomas), os fatores de risco associados (alcool, fumo
e cirrose) e o modo de evolugao clinica dos pacientes (alta

hospitalar ou 6bito) durante a internagao.

C) Aspectos laboratoriais

Anallisou-se 0s valores encontrados nas provas
laboraratoriais hepaticas dos pacientes, compreendendao a
bilirrubina total (BT) e direta imediata (BDI), transaminaces
glutamico-piruvica (TGP) e glutamico-oxalacetica (TGO) e
fosfatase alcalina (FA). Foram considevados apenas 0Ss pPrimeiros
resultados obtidos a partir da internagd3o. Em nenhum dos casos

foi possivel obter-se informagBes relacionadas a presenca de

qualquer dos marcadores sericos de infecg¢ao pelo VBH.

3.3.5 - Analice dos aspectos histologicos

Os critérios wutilizados para o diagnostico de CHP nas
biopsias hepaticas revisadas foram descritos previamente por
Anthony (14) e Schever (2299 ., 0 achado considerado
caracteristico foi o de fragmentos com preservacao do aspecto
trabecular do figado; porém com disposi¢ao irregular e espessura

de variae células, gue se apresentam com atipias nucleares e



aumento da atividade mitotica. D estroma € raro (Anexo B -

laminas 5 e &).

3.3.6 - Analise estatistica

A analise estatistica foi feita, nas comparagbes referentes
as variaveis quantitativas, pelo teste "t" de Student e, nas
comparacbes entre proporcoes, pelo teste exato de Fisher. 0

nivel de significancia adotado foi de 0,05.



4 - RESULTADOS
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4 - RESULTADOS

4.1 - Aspectos epidemiologicos do CHP

A frequéncia de CHP no material estudado através da técnica
da 1imunoperoxidase (metodo ABC) foi de 11 casos de CHP em 1000
biopsias consecutivas (1,1%). Deste total, B8 casos pertenciam ao
sexo masculino (73%) e 3 ao sexo feminino (27%). 0 paciente mais
Jovem tinha 36 anos e o mais velho 49 anos. A media de idade dos
pacientes foi de 50,2 anos. Nove pacientes eram de cor branca

(B2%), um de cor preta (2%) e um mulato (9%).

4.2 = fAgspectos clinicos do CHP

4 2.1 - Quadro clinico

Os pacientes foram subdivididos conforme o0s sinalis e

sintomas apresentados no momento da internagao, em:
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- pacientes com quadro clinico sugestivo de neoplasia intra-
abdominal (massa palpavel em abdome superior, com ou sem

ictericia): 7 casos (&4%);

- pacientes com quadro clinico sugestivo de cirrose
(ictericia, ascite, esplenomegalia e aranhas wvasculares, sem

massa palpavel): 4 casos (3&%) .

Os sinais e sintomas mais frequentemente encontrados nos

pacientes estudados estiao especificados na tabela 4.1.

0 intervalo entre o 1inicio dos sintomas e o0 diagnostico
variou entre um e 24 meses, com uma meédia de 7,35 meses na

presente seérie (figura 4.1).
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TABELA 4.1
SINATS E GINTONAS MAIS FREQUENTES HOS PACIENTES COM CARCINGMA HEPATOCELULRR

BIERD.  apobAnaL T MRsEe oA A Rl IR remne
as + + - + - = -
2 _ ; . ; _ . )
23 s + + + + - +
a4 + + - % - - -
a5 % - 4 B - - +
0 4 £ + - ¢ + +
a7 4 ¢ : - 4 - -
ae + - + - + v -
29 + + 4 - + + -
i + + + - + 4 -
14 + + + + + - +
o 4 &) (21) (64) (61 abh b

+ = PREGENTE; - = AUS
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FIGURA 4.1
INTERVALO ENTRE O INICIO DOS SINTOMAS E
O DIAGNOSTICO DE CARCINOMA HEPATOCELULAR

(Tempo em Meses)

B8 Nr. do Caso




4 2.2 - Fatores de risco

A) Alcool

Os pacientes foram subdivididos quanto ao habito de ingestao

de bebidas alcoolicas em:

- pacientes alcoolistas, com 1ngestao superior a B80g de
etanol/dia, em media, por mals de 5 anos consecutivos. & casos

(S5 %)

- pacientes n3ao-alcoolistas, com ingestao inferior a 25 g de
etanol/dia, em media, ou com historia negativa para qualquer tipo

de ingestfop alcdolica previa: 5 casos (45%).

A caracterizagao dos pacientes alcoolistas quanto a
frequéncia, duracao, volume e tipo de bebida preferencialmente

ingerida esta vresumida na tabela 4.2.



TABELA 4.2

CARACTERIZACAO DOS PACIENTES ALCOOLISTAS COM CARCINOMA
HEPATOCELULAR QUANTO A FREQUENCIA, DURACAO, VOLUME E TIPO DE
BEBIDA PREFERENCIALMENTE INGERIDA

numero freqiiéncia duragao volume (g de tipo de

do caso de uso (anos) etanol/dia) bebida
o2 diaria 20 440 cachaga#
07 diaria 3e 220 cachaga
08 diaria 20 330 cachaga
09 diaria 08 440 cachaga
19 diaria 25 110 cachaga
11 diaria 10 110 cachaga

Media - 19,2 275,90 -

¥ 1 garrafa de cachaga = 6606m)l = 2209 de etanol

B) Fumo

Os pacientes foram subdivididos quanto ao habito de fumar

em:

- pacientes fumantes, com mais de 10 cigarros/dia, em media,

por mais de 1® anos consecutivos: B8 casos (73%4);

- pacientes nao-fumantes, com uso inferior a 5 cigarros/dia,
em média, de maneira ocasional, ou, ainda, historia negativa para

0o uso de fumo: 3 casos (274).



A caracterizagao dos pacientes tabagistas quanto a
freqgiéncia, durag¢io, quantidade e tipo de fumo preferencialmente

usado esta resumida na tabela 4.3.

TABELA 4.3

CARACTERIZACAD DOS PACIENTES TABAGISTAS COM CARCINOMA
HEPATOCELULAR QUANTO A FREQUENCIA, DURACAO, QUANTIDADE E TIPO DE
FUMO PREFERENCIALMENTE USADO

numero frequéncia duracao quantidade tipo de

do caso de uso (anos) (n® cig./dia) fumo
01 diaria 20 20 cigarro
02 diaria 50 10 palheiro
23 didria 1.2 12 palheiro
o7 diaria 49 10 palheiro
o8 diaria 2o 60 cigarro
09 diaria 10 2e cigarvo
10 diaria 25 40 cigarro
11 diaria 20 20 cigarro

wewyg 00 - 25,75 =240 -

C) Cirrose

Ds pacientes foram subdivididos quanto a presenca de cirrose

associada ao carcinoma hepatocelular na biopsia hepatica em:



- pacientes com evidéncia de cirrose pela presenga de

fibrose e nddulos de regeneragao (Anexo B - lamina 7): 5 casos

(43%) ;

- pacientes sem evidéncia de cirrose: 6 casos (395%4).

A distvyibuic3o dos pacientes com CHP de acordo com a
presenga ou auséncia de cirrose na biopsia hepatica esta descrita

nha tabela 4.4.

TABELA 4.4

DISTRIBUICX0 DOS PACIENTES COM CARCINOMA HEPATOCELULAR DE ACORDO
COM A PRESENCA DE CIRROSE NA BIOPSIA HEPATICA

cirrose nuimero dos casos n (%)

presente 4, 7, B8, 10, 11 5 (495)

ausente 1, 2, 3, 4, 5, 9 & (53)

Total = 11 (100)
4. 2.3 - Evolugao c¢clinica

Os pacientes foram subdivididos quanto ao tipo de evolucgao

clinica na internagao em.

- pacientes com alta hospitalar:. 9 casos (B2%4);

- pacientes com obito durante a internagao: 2 casos (18%).
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A distribuic3o dos pacientes segundo a evolugd3o clinica esta

especificada na tabela 4.5.

TABELA 4.5

DISTRIBUICXD DOS PACIENTES COM CARCINOMA HEPATOCELULAR DE ACORDO
COM A EVOLUCXO CLiINICA NA INTERNACZAO

tipo de evolugdo numero dos casos n (%)
alta hospitalar 1, 3, 4; 9; 6, 7 2. 10, 11 ? (82)
obito 2, 8 2 (18)
Total = 11 (100)

4.3 - Aspectos laboratoriais do CHP

Os resultados dos exames laboratorialis registrados nos

prontuarios dos pacientes com carcinoma hepatocelular estdo

representados na tabela 4.6.

4 3.1 - Bilirrubinas

De acordo com os valores obtidos na analise da bilirrubina

total (BT), os pacientes foram subdivididos em:

- pacientes com hiperbilirrubinemia, quando a BT era

superior a 1,4 mg/dl:. 8 casos (73%);



- pacientes sem hiperbilirrubinemia, quando a BT era

inferior a 1,4 mg/dl: 2 casos (1B%).

Em um paciente ndo havia o registro da BT no prontuario. Em
todos os pacientes com hiperbilirrubinemia a fragao direto-

imediata era o componente principal.

4. 3.2 - Transaminases

De acordo com 0S5 valores obtidos na analise das
transaminases (TGO e TGF), os pacientes foram tambem subdivididos

em:

- pacientes com TGO maior que a TGP, ou seja, com indice

TGO/TGP superior a 1: 7 casos (644);

- pacientes com TGP maior que a TGO, ou seja, com 1indice

TGO/TGP inferior a 1: 4 casos (364).

4 3.3 - Fosfatase alcalina

De acordo com os valores obtidos na analise da fosfdtase

alcalina (FA), os pacientes foram ainda subdivididos em:

- pacientes com perfil colestatico, quando a FA era superior

3 300 UI/1 (normal ate 92 UI/1): O casos (45%) ;

- pacientes com perfil n3o colestatico, quando a FA era

inferior a 300 UI/1: 5 casos (45%) .
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Em um paciente n3o havia o registro da dosagem da FA no

prontuario.
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TABELA 4.6

RESULTADOS DOS EXAMES LABORATORIAIS REALIZADOS EM PACIENTES COM CARCINOMA HEPATOCELULAR

EX. LABORATORIAL
(VALORES NORMAIS) { 2 3 4 &5 & 1 8 9 18 11 MDA
BLGAE L 4ng/d) 085 72 - 184 4 38 28 15 15 14 15 45
BD.IGIEBS mg/dl) 8,22 47 - 048 11 248 158 68 98 0884 88 33
TCO.MEB VL) 28 8 S8 48 8 47 15 165 285 118 w949
1CP@E4UA 2 9% 2B % 9% B % P 195 126 W 694
INDICE 160/16P 887 891 2,9 1,33 6,8 1,68 347 269 1,46 887 1,67 14
F.A. (ATE 91 VI/L) 64 38 - 63 4% 155 184 156 SH4 635 34 2055

BT = BILIRRUBINA TOTAL

BDI = BILIRRUBINA DIRETA IMEDIATA

160 = TRANSAMINASE GLUTAMICO OYALECETICA

16P = TRANSAMINASE GLUTAMICO PIRLVICA

FA = FOSFATASE ALCALINA



4 4 - Aspectos imuno-histoauimicos do CHP

A reagao imuno-histoquimica nos permitiu agrupar 0s
carcinomas hepatocelulares em imuno-reatores positivos e 1muno-
reatores negativos. Os pacientes que nao demonstraram nenhuma
reac3o positiva aos dois antisoros pesquisados (aHBsAg e/ou
aHBcAg) foram chamados de 1muno-reatores negativos e totalizaram
4 casos (36%4). Aqueles que tiveram reagao 1muno-histoquimica

positiva a pelo menos um dos anti-soros estudados foram

denominados de imuno-reatores positivos e somaram 7 ctasos (&64%4) .

Os carcinomas hepatocelulares com imuno-histoquimica
positiva para o0 anti-soro aHBsAg apresentaram os hepatocitos
corados apenas no citoplasma, enquanto aqueles positivos para 0O

aHBcAg apresentaram em geral colora¢cao no nucleo e no citoplasma

dos hepatocitos.

A colorag3o positiva era finamente granular e castanho-
escura, contrastando com o fundo palido. Nos 7 casos positivos,
haviam areas com grande numero de ceélulas positivas, contrastando
COom areas na mesma SeCgao COm raras células isoladas positivas. A
distribuic3o do antigeno foi semelhante nas celulas neoplasicas e

nas nao-neoplasicas

Os 7 pacientes imuno-reatores positivos foram subdivididos

conforme o resultado da reacao imuno-histoquimica em dols 9rupos:



- paclentes com imuno-reacao positiva ao aHBcAg (Anexo B -

1amina 4): 5 casos (71%);

- pacientes com imuno-reag3ao positiva ao aHBsAg (Anexo B -

lamina 3): 2 casos (29%).

A distribuic¢3o dos carcinomas hepatocelulares segundo o
resultado da reacao imunohistoquimica acha-se resumida na tabela

4.7.

TABELA 4.7

DISTRIBUICAD DOS CARCINOMAS HEPATOCELULARES DE ACORDO COM O
RESULTADO DA REACXO IMUNO-HISTOQUiIMICA

anti-soro positivo numero do caso n (%)
aHBcAg 4, 9, 6&; 7; 10 5 (43)
aHBsAg 2, 8 2 (18)
nenhum 1. 3, @ 11 4 (37)
Total = 14, (100)
4 5 - Correlacio entre _os diversas . aspectos do CHP e &

presenca do VBH



4 5.1 - Aspectos epideminlqaicos

Entre os 11 casos de CHP estudados foram encontrados 7 Ccaso0s
(63%) que apresentaram imuno-reac3o positiva a pelo menos um dos
dois anti-soros pesquisados (aHBsAg e aHBcAg). Desses pacientes,
4 eram homens (57%) e 3 eram mulheres (43%). AS idades oscilaram
de 39 a 49 anos, com media de 53,6 anos e mediana de 359 anos.
Seis pacientes eram de cor branca (B64) e 1 paciente era de cor

preta (14%) .

Entre os 4 casos de carcinomas hepatocelulares que

apresentaram imuno-reag3o negativa a qualguer dos dois anti-soros

estudados (aHBsAg e aHBcAg), todos os pacientes eram do sexo
masculino. As idades oscilaram de 36 a 353 anos, com media de
44,3 anos e mediana de 44. Trés pacientes eram de cor branca

(75%) e 1 um paciente era de cor mista (235%).

Os dados referentes a distribuicdo dos pacientes com CHP

imuno-reatores positivos e negativos quanto as aspectos
epidemiologicos (sexo, idade e cor) acham-se resumidos na tabela
4.8.

A analise estatistica n3ao demonstrou significancia entre as

variaveis comparadas (p>0,05).



TABELA 4.8

DADOS REFERENTES AD SEXO, IDADE E COR DOS PACIENTES COM CHP
IMUNO-REATORES POSITIVOS (7 CASOS) E NEGATIVOS (4 CASOS)

imuno-reatores imuno-reatores teste
positivaos (n=7) negativos (n=4) estatistico
Sexo
masculino (m) 4 (S7%) 4 (100%) ¥ ¥
feminino () 3 (43%) = NS
relacao m/f 1,3:1 -
idade (anos)
variagao 36 a 69 36 a 53 3 3 %
media 53,6 44,3 NS
mediana 59 44
cor
brancos (b) 6 (B&64) 3 (75%4) ¥* *
n-brancos (nb)#* 1 ¢14%) 1 (23%) NS
relacao b/nb 6:1 3:1
% B-brancos = negros e mulatos
%% Exato de Fisher (NS = n3ao-significativo)

#¥%% "t de Student (NS

1]

n3o-significativo)

4.5.2 - Aspectos ¢linicos

Dos 7 pacientes imuno-reatores positivos, quanto ao quadro
clinico, 4 (57%) apresentaram sinals e sintomas sugestivos de
neoplasia intra-abdominal (massa palpavel em abdome superior)
enquanto que 3 (43%) pacientes apresentaram quadro sugestivo de

cirrose (ictericia, ascite, esplenomegalia e aranhas vasculares).



&6

0 intervalo entre o 1inicio dos sintomas e o diagnostico
variou de 2 a 12 meses, com media de 5,1 e mediana de 4 meses. 0Os
fatores de risco encontrados neste grupo foram: alcoolismo,
tabagismo e cirrose em 4 casos (S57%) . Quanto a evolugao clinica,
5 pacientes (71%) apresentaram alta e 2 pacientes (29%4) foram ao

dbito durante a internagdo hospitalar

Dos pacientes 1muno-reatores negativos, quanto ao quadro
clinico, 3 (75%) apresentaram sinails e sintomas sugestivos de
neoplasia intra-abdominal (massa palpavel em abdome superior),
enquanto um JUnico paciente (25%) apresentou quadro sugestivo de
cirrose (ictericia, ascite, esplenomegalia e aranhas vasculares).
0 intervalo entre o inicio dos sintomas € O diagnostico variou de
2 a 24 meses, com media de 11,8 e mediana de 10,35 meses. Os
fatores de risco encontrados neste grupo foram: alcoolismo em 2
casos (50%), tabagismo em todos os Casbs € Clrrose em um unico

caso (25%4). Quanto & evolug3o clinica, todos os paclentes

apresentaram alta hospitalar.

D¢ dados referentes a distribuigio dos paclientes com CHP
imuno-reatores positivos e negativos gquanto ao0s aspectos clinicos
(quadro clinico, duracdao dos cintomas, fatores de ri1isco e

evoluc3o clinica) acham-se resumidos na tabela 4.9,



TABELA 4.9

DADOS REFERENTES AD QUADRO CLiNICO, DURACXO DOS SINTOMAS, FATORES
DE RISCO E EVOLUGCXO CLINICA DOS PACIENTES COM CHP IMUNO-REATORES

POSITIVOS (7 CASOS)

E NEGATIVOS

(4 CASOS)

imuno-reatores

imuno-reatores teste
positivos (n=7) negativos (n=4) estatistico
quadro_clinico
sugestivo de neoplasia¥ 4 (584) 3 (75%) * ¥
sugestivo de clrroseXxii 3 (42%) 1 (25%) NS
duracao dos sintomas
(meses)

variagao 2 a 12 2 a 24 R H
media 5.1 11,8 NS
mediana 4 10,5
fatores de risco
alcoolismo 4 (37%4) 2 (50%) %
tabagismo 4 (S7h) 4 (100%) NS
cirrose 4 (S74) 1 (25%4)
evolucio clinica
alta hospitalar S (71%) 4 (100%) * *
dbito na internacao 2 (29%) - NS

# neoplasia:

massa palpavel em abdome superior

%% Exato de Fisher (NS = n3o significativo)

%% "t de Student (NS = n3o significativo)

X%%¥% cirrose: ictericia, ascite, esplenomegalia
lares

4 5.3 - Aspectos laboratoriais

e aranhas wvascu-

Em relagao

pacientes

a analise das

imuno-reatores

pProwvas

de fung3o

positivos,

hepatica dos 7

verificou—-se
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hiperbilirrubinemia em &6 casos (B&%), indice TGO/TGP superior a 1

em 4 casos (57%) e perfil colestatico em 3 casos (43%4).

Em relac3o & analise das provas de func3o hepatica dos 4
pacientes imunoreatores negativos, verificou—-se
hiperbilirrubinemia em 2 casos (50@%), sendo que em um Caso nao
havia o0 registro da dosagem de bilirrubina no prontuario; indice
T60/TGP superior a 1 em 3 casos (75%) e perfil colestatico em 2
casos (5@%), sendo que em um Caso nao havia o registro da dosagem

de fosfatase alcalina no prontuario.

Os dados referentes a distribui¢cio dos pacientes com CHP
imuno-reatores positivos g negativos quanto aos aspectos
laboratoriais (bilirrubinas transaminases e fosfatase alcalina)

acham-se resumidos na tabela 4.10.

A analise estatistica n3o demonstrou significdncia entre as

variaveis comparadas (p>9,03).
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TABELA 4.10

DADOS REFERENTES AS PROVAS DE FUNCAO HEPATICA (BILIRRUBINAS,
TRANSAMINASES E FOSFATASE ALCALINA) DOS PACIENTES COM CHP IMUNO-
REATORES POSITIVOS (7 CASO0S) E NEGATIVOS (4 CASOS)

imuno-reatores imuno-reatores teste

posit. (n=7) negat. (n=4) estatistico
Bilirrubinas fotais
normais (ate 1,4mg/dl) 1 (14%) 1 (25% ¥ 9 %
elevadas (21,4mg/d1l) 6 (B&A) 2 (S50%) NS
n disponiveis = 1 (25%)
variagao 1,04 a 14 ,55 a 11,5
media 4,6 4,5
IG0*
normais (ate 36 UI/1) - 1 (25%)
elevadas (36 UI/1) 7 (100%) 3 (75%) NS
variagao 47 a 1295 20 a 285
media 86,6 109,55
IGP»*x
normais (ate 40 UI/1) 4 (S57%) 2 (504
elevadas ()4QUI/1) 3 (43%) 2 (90%) NS
variagao 28 a 126 20 a 199
media 65,1 77,0
Indice TIGOQ/TGP
acima de 1,0 4 (97%) 3 (79%)
abaixo de 1,9 3 (43%4) 1 (23%) NS
media 1,7 1,6
Fosfatase alcalina
normais (ate 92 UI/1) 1 (14%) 1 (25%)
elevadas (> de 92UL/1) 6 (8&4) 2 (S5e%4)
n-disponiveis - 1 (25%) NS
variagao 83 a 639 44 a 544
media 277,56 304,090
¥ TGO = transaminase glutamico-oxalacetica ¥x% = teste "t de
%% TGP = transaminase glutdmico-pluvica Student (NS = n3ao-

significativo)



p.I.SCUSSAD




5 - DISCUSSAO

5.1 - Aspectos epideminlogicos. do CHP

S5.1.1 - Frequéencia_do CHP

Os dados existentes sobre a frequéncia do CHP nas diversas
regives do globo tém sido obtidos a partir de duas fontes

principais: taxas de mortalidade e series de necropsias.

A taxa de mortalidade de uma doenga exXpressa O numero de

pessoas em uma populacio que morrem dela (927 . Devido ao fato do
CHP ser letal em aproximadamente 100% dos casos, sua taxa de
mortalidade deveria refletir a incidencia real da doenga.

Ocorre que, em geral, os obitos por CHP nao sao diferenciados dos
obitos por colangiocarcinoma (108, 166), sendo ambos inclusive
codificados sob o mesmo numero na classificagao internacional das
doengas (320). Alem disto, as estatisticas de mortalidade nao
s30 publicadas na maioria dos palises com alta 1incidéncia ou,

quando o s3ao, a qualidade dos dados e muito duvidosa (320).



Por outro lado, os estudos da incidéncia do CHP baseados em
series de necropsias expressam sua ocorréncia em relag3o0 ao total
de necropsias ou em relagiao ao total de tumores

malignos

diagnosticados.

Tambem estes dados podem nao refletir a verdadeira
incidéncia do CHP na regido estudada, estando na dependéncia de
vicios de seleg3o relacionados ao sexo, 1dade e tipos de doencgas

incluidos nas series (92, 247, 320).

Apesar das limitagOes mencionadas, os dados existentes

permitem que se fagam algumas consideracdes sobre a distribuigao

do CHP no mundo.

A) Dados obtidos de taxas de mortalidade

A analise da 1incidéncia do CHP atraves das taxas de
mortalidade € mais fidedigna para 0s pPalses que possuem dados
estatisticos de alta qualidade. N3o obstante, e possivel
estimar-se a distribuigao geografica do CHP atraveés das
estatisticas disponiveis em certas regifes representativas dos

diferentes continentes.

As regidbes s3o classificadas em tres grupos de acordo com a
taxa de mortalidade por CHP (tabela 95.1): 1) regides de alta
incidéncia, com mortalidade superior a 7/100.000 homens/ano,

compreedendo a malioria dos paises do continente africano e



asiatico, alem de algumas areas do Pacifico Sul (Nova Zelandia e
Havai); @) regides de media incidéncia, com mortalidade entre 3 a

7/100 000 homens/ano, compreendendo a maioria dos pailises da

Europa Oriental, assim como areas do Oriente Medio (Israel) e

Extremo Oriente (Tailandia) e 3) regioes de baixa incidéncia, cam

menos de 3/100.000 homens/ano, compreendendo a maioria dos palises
do continente americano, alem da Europa Ocidental e Australia

(247, 297, 302, 320).

TABELA 5.1

TAXAS DE MORTALIDADE POR CHP NAS REGIGES DE ALTA INCIDENCIA
(>7/10" HOMENS/AND) MeDIA INCIDENCIA (3 A 7/10® HOMENS/ANO) E
BAIXA INCIDENCIA ((3/10® HOMENS/ANO)*

alta incidéncia media _incidéncia baixa incidéncia
local taxa local taxa local taxa
Mogambique 103,8 Hungria 7,0 Chile 2,56
Rodesia 47 ,5 Tchecoeslov 6,2 Porto Rico 2.5
Hong Kong 38,9 Roménia 9,7 Suecia 2,5
Cingapura 33,95 Bélgica 5,7 Escocia 2.9
Af. do Sul 28,4 Austria 5,6 Jamaica 2,3
Senegal 24,95 Alemanha 9,1 Colombia 2,0
China 17,0 Suiga 4,4 Noruega 2,0
Havail 19; 2 Tailandia 4,1 E.U.A. 1.4
Japao 12,5 Israel 3,7 Australia 1,4
Nigeria 118 Dinamarca i Inglaterra 1,4
N. Zelandia 7,8 finlandia o Canada 1.9

A analise das taxas de mortalidade por CHP resumidas na

tabela 5.1 permite verificar-se que a incidéncia de CHP na
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populaci3o masculina de Mogcambique e cerca de 100 vezes superior

aquela registrada no Canada.

Quanto ao Brasil, s3o raras as estatisticas disponiveis
baseadas em taxas de mortalidade por CHP. Calegaro e col. (32),
em trabalho de 1980, analisaram as populagOes rural e urbana de
Londrina, Parana, encontrando uma mortalidade por CHP da ordem de
3,8 e 1,3/7100 000 habitantes/ano respectivamente, referentes ao

periodo de 1976 a 1978.

Torloni & Bramini (335), em 1978, estabeleceram as taxas de

mortalidade nas diferentes regides brasileiras referentes ao ano
de 1975. Os dados encontrados acham-se resumidos na tabela 5.2.
TABELA 5.2

TAXAS DE MORTALIDADE POR CHP NAS DIFERENTES REGIGES BRASILEIRAS
NO ANO DE 1975 (POR 100.000 HABITANTES/AND)*

regiao mortalidade
Sul @,25
Sudeste @,27
Nordeste 0,12
Norte 0,079
Centro-0Oeste 9,05

%Dados obtidos da referéncia 3395.

Em relac30 3 incidéncia do CHP nas cidades brasileiras,

existem poucos trabalhos disponivels. Mirra e col. (229



encontraram em S30 Paulo uma incidéncia de ©,9 cas0s/100.000
homens/ano, em 1969. Estes dados contrastam com os relatados por
Arruda (19), que encontrou em Recife 4,7 casos/100.000 homens/ano

no periodo compreendido entre 1269 e 1971.

Essas publicagbes, embora escassas, indicam que o CHP € mais

frequente no Nordeste do pals (262) D fato das taxas de
mortalidade analisadas pPOY yegirao nao permitirem a mesma
conclusdo vpode estar relacionado a qualidade dos dados

existentes.

B) Dados obtidos de series de necropsias

A frequéncia de CHP estimada a partir de séries de
necropsias confirma, em grande parte, os dados obtidos a partir
das taxas de mortalidade. Nas regioes de alta incidéncia como

Hong Kong, a porcentagem de CHP em necropsias chega a 6,8%, ou
seja, cerca de 20 vezes superior aos locais de baixa incidéncia.
Os dados compilados por diversos autores (84, 114, 124, 193, 198,
199, 202, 222, 22&, 234, 238, 243, 247, 259, 263, 320, 354)

acham-se resumidos na tabela 5.3.



TABELA 5.3

PROPORCAD DO CHP EM NECROPSIAS NOS VARIOS PAISES, EM ORDEM DE

FREQUENCIA*
pais n® total de n® total de %
necropsias casos de CHP
Hong Kong 1.480 100 6,8
Nigeria n.d . #x* n.d. 5.8
Africa do Sul n.d. n.d. 4,0
Japao 500 .237 18.197 3,6
Tailandia 12 .2695 297 2,4
Franca 2.9540 42 L7
Suecia 8.837 121 1,4
Italia ie . 8e7 135 1,1
Escocia 6.958B6 41 0,6
Inglaterra 7 .366 39 9,5
Suica 23.470 ?3 0,4
E.U.A. 305 .368 1.163 0,4
india 12.616 45 0,3
Dinamarca 14, 881 1% 9,3
Finlandia 155949 435 0,3
Russia 6.103 17 @,3
Paquistao 5.450 11 0,2

¥ Dados obtidos das referencias 84, 114, 124, 193, 198, 199, 202,
222, 226, 234, 238, 243, 247, 259, 263, 320, 354.
¥% n.d. = nao-disponivel.

Lopez-Correla e col. (196) revisaram os dados referentes a
freqiéncia de CHP em necrdpsias na America Latina (vide tabela
5.4). Os achados n3o diferem, em media, dos encontrados em
locais de baixa incidéncia como a Europa Ocidental e os Estados

Unidos.



TABELA 5.4

FREQUENCIA DE CHP EM NECRoPSIAS EM PAISES DA AMERICA LATINA, POR
ORDEM DE FREQUENCIA*

pals n® total de n® de casos %
necropsias de CHP

Colombia 1.827 27 1,48
Costa Rica 3.000 29 9,83
Guatemala 1.000 o7 0,70
Mexico 6.558 37 0,96
Argentina 19.193 a9 0,54
Brasil 1. 280 ) Q,47
Peru 11.339 49 @,43
E1 Salwvador 3. 791 16 @, 4e
Chile 4 337 16 @,37
Panama 8.796 26 Q,30

% Dados obtidos da referéncia 196

A frequéncia de CHP em necropsia nas diferentes cidades
brasileiras foi revisada por Pereira e col. (261) em 1977. Os
dados obtidos acham-se resumidos na tabela 5.5, e confirmam a

maior freqgiuéncia de CHP nas cidades do Nordeste brasileiro, em

relag3o ao Sudeste.



TABELA 5.5

FREQUENCIA DE CHP ENCONTRADO EM NECROPSIAS NAS DIFERENTES CIDADES
BRASILEIRAS, EM ORDEM DE FREQUENCIA*

cidade regiao % de CHP em necropsia
Salvador Nordeste o
Recife Nordeste 9,57
Rio de Janeiro Sudeste ©,54
Sao Paulo Sudeste 0,27
Belo-Horizonte Sudeste 0,14

% Dados obtidos da referencia 261.

No presente trabalho foram revisadas 1000 biopsias hepaticas
consecutivas no Hospital da Santa Casa de Misericordia de Porto
Alegre, referentes ao periodo de julho/B1 a dezembro/B8. Foram
encontrados 11 casos de CHP, correspondendo a uma frequéncia de
1.4%. Este dado n3oc pode ser comparado com aqueles obtidos em
seéries de necropsias ou a partir das taxas de mortalidade, por
serem provenientes de pacientes altamente selecionados,
portadores de quadro clinico e/ou laboratorial de doenga
hepatica, constituindo-se portanto em grupo de alto risco para o
CHP . No entanto, este dado sugere que a frequéncia do CHP em

nosso meio compara-se 3 descrita nas regifes de baixa incideéncia.
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5.1.2 - Distribulicao do CHP aquanto a0 sexn, ldade e raca
A) Sexo
0 CHP costuma acometer mais freguentemente o0s homens. A

relac3o masculino/feminino apresenta-se ao redor de £ na maloria
dos paises de baixa e meédia 1incidéncia, sendo superior a 4 nas

regides de alta incidéncia, tals como Asia e Africa (320).

A predominancia do CHP em pacientes masculinos deve estar
provavelmente relacionada a malov prevalencia do estado de
portador do HBsAg, a maior exposicao aos fatores ambientails
potencialmente carcilnogénicos e a malior freqgiencia de doencga

hepatica crbnica e alcoolismo em relacdao as mulheres (231).

Na presente casulstica, dos 11 pacientes portadores de CHP,
8 eram do sexo masculino, sendo a relagdo masculino/feminino da
ordem de 2,7. Este dado e compativel com o relatado nos locais

de baixa e media incidéncia.

B) Idade

Quanto a idade, o CHP apresenta uma distribuigao peculiar.
Nas areas de alta incidéncia, ocorre mals frequentemente em
jovens, em geral na 2" ou 3" década de vida (106) . Em
Mocambique, por exemplo, a taxa de CHP em homens entre 25 e 34

anos e aproximadamente 5900 vezes superior aquela encontrada na
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populac3o de mesma idade nos E.U.A. e Inglaterra, enquanto que no

grupo com mals de 65 anos a incideéncia e apenas 15 vezes malor

(84) .

Por outro 1lado, nas areas de méedia e baixa incidéncia, a
fregiéncia do CHP aumenta progressivamente com a 1dade,
acometendo preferencialmente pacientes na 6™ ou 7™ decadas de

vida (84).

Estas diferencas de idade encontradas nos pacientes com CHP
est3o provavelmente relacionadas 4 exposigao precoce aos agentes
carcinogénicos presentes nas areas de alto risco, em especial a

transmiss3oc materno-fetal da infeccd3o pelo VBH. 0 contagio na
infincia apresenta alta taxa de cronificac3o da doenga hepatica,

progredindo para cirrose e CHP em poucos anos (308) .

No presente estudo, a idade dos pacientes variou entre 36 e
69 anos, com media de 50,3 anos. Estes resultados est3o de
acordo com aqueles descritos nas areas de media ou balxa

incidencia.

C) Raga

O CHP apresenta diferentes taxas de incidéncia em uma
meema area geografica de scordo com a distribuigdo racial da

populac3o analisada (247, 297). Na Africa do Sul, 0s negros



apresentam uma incidéncia de CHP mais de 2@ vezes superior aos

brancos, enquanto que na Califdrnia esta relac3dao se aproxima de 4

vezes (77).

Este fato pode indicar que as variacoOes encontradas na
frequéncia do CHP nas diferentes regides estejam mais
relacionadas a fatores socilo-economicos e culturais do que

propriamente geograficos (297).

Os estudos sobre a 1incidéncia de neoplasias em populacdes
migratorias teéem si1do 1mportantes na geracdo de hipoteses
etiologicas. Steiner (312), em 19460, observou que descendentes
de europeus morando ha varios anos em regifes de alto risco para
CHP no continente africano mantinham a mesma frequéncia de CHP

observada em europeus da Europa e E.U.A.

0 modelo que 1lustra bem as variagdes na incidéncia do CHP
em imigrantes e o dos chineses-americanos. Szmuness (320)
analisou a taxa de mortalidade por CHP em diferentes racas na
cidade de Nova Iorque, entre 1971 e 1976, Os resutados mostraram
que embora oS chineses constituissem menos de 1% da populac3do da
cidade, eram responsaveis por mals de 10% das mortes por CHP
registradas naquele periodo. Segundo o autor, a alta mortalidade
encontrada nos chineses—americanos parece estar diretamente
relacionada a alta prevaléncia dos marcadores do VBH neste grupo.

Um dado interessante @ de que a taxa de portadores do VBH



apresenta niveis progressivamente menores nas geragoes

subsequentes (3290).

No Brasil, a distribuic¢3o racial do CHP varia de acordo com
a regiso estudada. Gongalves e Pereira (106) encontraram 70% de
pacientes negros em sua serie de 43 casos de CHP no Estado do
Espirito Santo, contrastando com ©S 19% relatados por Pittela e

col. (2695) em 21 casos de CHP no Estado do Rio de Janelvro.

A distribui¢3o racial dos 11 casos de CHP analisados no
presente estudo foi1 de 9 pacientes brancos (82%), 1 negro (9%) e
1 mulato (9%), refletindo provavelmente a predominancia da raga
branca na regio sul do pais. Estes achados est30 de acordo com
os de Calegaro e col. (52) que estudaram o0s ? casos de CHP
registrados em Londrina, Parana, nos anos de 1976 a 1978 e

encontraram 100% de pacientes da raga branca.

5 2 - Agpectos clinicos dao CHP

5 2 4 - Quadro cliniceo do CHP

A apresentacao clinica do CHP depende nao apenas das
caracteristicas bioclogicas do tumor, mas tambem da presenca oOu

n3o de doenca hepatica crbnica associada (247).



A) Sintomas

Na maioria das series o0s sintomas mais encontrados nos
pacientes com CHP, em ordem de fregquencia, sao a dor abdominal,

plenitude epigastrica e massa no quadrante superior direito do

abdome (1@, 12, 245, 246, 249).

Okuda e o grupo japonés de estudos de CHP (243) apresentaram
em 1980 sua experiéncla com 1896 casous de CHP diagnosticados no
Jap3o. Segundo os autores, a ordem de frequencia dos sintomas
foi semelhante a descrita na literaturs, porem, 0% Cas0os sem

cirrose assoclada pPOSSUlam uma incidéncia significativamente

maior de massa no abdome superior.

Qutro fator que influi no modo de apresentag3ao clinica do
CHP & a localizac3o geografica da populac3o em estudo. Nas areas
de alta incidéncia os sintomas parecem ser mais frequentes e de
maior severidade (84, 1195). Nestes locais o quadro clinico
predominante relaciona-se principalmente com a presenca do tumor

hepatico, e apenas ocasionalmente ¢ precedido das manifestacdes

de hepatopatia cronica subjacente (106).

Thomas e col. (32%9), ao estudarem prospectivamente 28 casos
de CHP na Rodeésia, encontraram dor abdominal em B2X dos
pacientes, seguida de plenitude @ emagrecimento em 71,5%,

fraqueza em 50%, anorexia em 43% e massa abdominal em 35,7%.
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Estes achados est3o de acordo com adqueles descritos em outros
palses de alta incidéncia no continente africano e asiatico (10,

57, 174, 192, 245, 246, 249, 307).

Por outro lado, Al-Sarraf e col (12), ao revisarem &5 Caso0s
de CHP diagnosticados nos E.U.A., encontraram dor abdominal em
62%, seguida de emagrecimento em 34%4, astenia e plenitude em 30%,
e anorexia em 19%4. Estes achados refletem um quadro clinico mails
brando do que aquele encontrado nas areas de alta incidéncia,
sendo semelhante ao descrito em outros trabalhos provenientes dos
E UA. e Europa (21, 30, 37, 53, 65, 71, 86, 123, 124, 146, 173,
186, 193, 199, 221, @223, 230, 259, 29%9). Nos locais de baixa e
media incidéncia a historia classica e de um paciente com
manifestacBes clinicas de cirrose que inicia com dor abdominal

intensa e descompensagao progressiva (247).

No Brasil, wuma analise de 43 casos de CHP diagnosticados no
Estado do Espirito Santo (106), demonstrou o0s segulintes sintomas:
emagrecimento (92,5%), dor abdominal (83,3%), anorexia (42,5%),
ictericia (29,3%), adinamia (27,5%), plenitude (25,8%4) e febre
(11,7%4) . Embora sendo provenientes de uma area considerada de
baixa incidéncia, apenas 3 dos 43 pacientes nesta serie relataram
quadro clinico de hepatopatia crdnica previa, fato semelhante ao

observado nas areas de alta incidéncia.



B) Sinais

Os sinals clinicos mais frequentes nos pacientes com CHP s3o
2 presenga de hepatomegalia, em geral dolorosa, massa palpavel no
quadrante superior direito do abdome, ascite, ictericia e aranhas
vasculares. Com menor freguéncia sdo descritos esplenomegalia,
pirexia, eritema palmar e ginecomastia. Muitos destes sinais
estao na dependéncia de cirraose concomitante (297). A presenca
de atrito e sopro na darea hepatica sao considerados os sinals
mais especificos de neoplasia maligna do figado, embora pouco

frequentes (304, 324) .

Uma analise de 2411 casos de CHP diagnosticados no Japao
(243) mostrou que os sinals mals comumente encontrados, em ordem
de fregqgiencia, foram: hepatomegalia (&67,2%), ascite (43,6%),
ictericia (30,6%) e esplenomegalia (14,4%). Estes achados ndao
diferem dagqueles descritos por Thomas e col. (329) na Rodeésia e

por Albert e col. (19) em Uganda.

Nos E. U A. Al-Sarrat e col (12) encontraram a seguinte
distribui¢3o dos sinais em 65 pacientes com CHP: hepatomegalia em
75% dos casos, seguida de ascite (30%), ictericia (16%),
esplenomegalia (10%) e massa palpavel no abdome (10%4). £
interessante notar que em 13% dos casos n3o havia nenhum sinal

presente ao exame fisico. Estes achados sugerem um quadro



clinico mais brando em relacdo aos paises de alta incidéncia (68,

124, 230).

No Brasil, a serie de 43 casos estudada no Espirito Santo
(106) apresentou a seguinte freguencia de sinais clinicos:
hepatomegalia (97,3%), ascite (65%), ictericia (29,3%) e
esplenomegalia (12%4) . De maneira semelhante a0 ocorvido com
relac3o aos sintomas, a distribuicao dos sinais nestes pacientes
correlaciona-se mais com aguela encontrada em paises de alta
incidéncia. As causas para este fato nd3o s3o claras, porem podem
estar relacionadas ao diagnostico mailis tardio do CHP no Brasil,
motivados talvez pela sua pouca frequéncia e bailxo 1ndice de

suspeita clinica.

No sentido de uniformizar o0s modos de apresentac3o clinica
do CHP, Okuda e col. (252) sugeriram em 1976 uma classificaci3o em
nove tipos diferentes baseada nos sinals e sintomas apresentados

pelos pacientes com CHP no momento do diagnostico (tabela 5.6).



TABELA 5.6

CLASSIFICACXD CLINICA DO CHP#*

tipo descricao ocorréncia (%)
franco dor, plenitude e massa abdominais 61,0%
cirvotico ascite, insuficiéncia hepatica, vari-

zes de esciago & 1%
oculto achado ocasional em Cirurglas Ou ne-

cropsias 3,0%
febril febre alta, dor abdominal, rapida e-

volugao 3,04
metastatico metastases produzem primeiros sintomas 3,0%
hepatico ictericia subita, TGO e TGP elevadas 3,0x%
abdomen agudo dor abdominal subita, reacao peritoneal 2,2%
colestatico ictericia severa e progressiva Q,7%
outros n3o classificados 3,0%

% Dados obtidos da referencia 252

Os sinais e sintomas dos 11 pacientes com CHP analisados na
presente serie foram os seguintes: dor abdominal em 91% dos
casos, anorexia e emagrecimento (81%), ictericia (81%), ascite
(81%), massa palpavel no Qquadrante superior direito (64%4),

aranhas vasculares (64%), esplenomegalia (36%) e febre (36%4) .

A tentativa de separar 0s pacientes de acordo com O modo de

apresentacio clinica conforme a classi1ficacgi3o sugerida por Okuda



e col. (252) e resumida na tabela S5 6 mostrou haver consideravel
superposicido entre os diferentes grupos. Por exemplo, dos 11
pacientes 7 (64%) apresentaram massa palpavel enquadrando-se no
grupo denominado “franco' na classificac3o de Okuda. No entanto,
5 destes 7 pacientes apresentaram concomitantemente ascite e
ictericia, podendo ser tambem enquadrados no grupo dos
"cirvoticos” Portanto, optou-se por dividir 0s pacientes em 2
grupos distintos <com base na presenca ou auseéncla de massa
palpavel no abdome superior. Desta maneira, obtivemos 6474 dos
casos com clinica sugestiva de neoplasia pela presenca da massa e
36% dos casos com clinica sugestiva de cirrose pela auséncia de
massa e presenca de ictericia, ascite, esplenomegalia e aranhas

vasculares.

Esta divis3io, embora empirica, assemelha-se a frequéncia
encontrada por Okuda & col. (252) para os tipos de CHP "franco' e

“cirrotico’”, ou seja, de 61,04 e 21,1% respectivamente.

Desta maneira, pode-se aobservar que O quadrao clinico
apresentado nesta serie reflete aquele descrito na literatura
proveniente dos locais de alta incidéncia, talvez pelas razoes de

diagnostico tardio anteriormente citadas.

£ interessante notar gque nenhum dos 7 casos de CHP com massa
palpavel apresentou esplenomegalia assoclada, sendo esta restrita

apenas aos 4 casos ditos "cirroticos” NSo ha explicacio



aparente para este fato que, do nosso conhecimento, nao foil

previamente descrito.

5 2 P - Fatores de risco assoclados a0 CHP

Apesar das inumeras evidéncias que apontam o VBH como
principal agente etiologico do CHP, deve ser considerado que nem

todos os casos desta neoplasia apresentam 0s antigenos virals,

assim cCoOmo nem todos os paclientes com @ infecgao wviral
desenvolvem © CHP . A explicacgaoc deste fato deve estar
relacionada a uma provavel origem multifatorial do CHP,

envolvendo a participacido de outros fatores de risco que agiriam
como co-carcinogenos, possivelmente putencializando a acao do VBH
ou, mais raramente, induzindo o crescimento tumoral

individualmente (11, 48, 182, 184, 188, 197, 219, 311, 312, 313,

322, 349).

Alem do VBH, os principais fatores de risco associados ao
CHP s30 o alcoolismo (48), tabagismo (132) e cirrvose (310). Em
certas regibes da Africa tém sido implicado também o consumo de

alimentos contaminados par aflatoxinas (11, 184, 197).

A segulr ser3o analisados alguns dos fatores de risco

encontrados em nossa casulstica, relacionando-os com o0s dados

encontrados na literatura.



A) Alcool

D consumo de bebidas alcoolicas tem sido relacionado a
carcinogénese em diversos locais do organismo. Lieber e col.
(188B) resumiram alguns dos mecanismos fisiopatologicos propostos
para a acao do alcool no desenvolvimento de neaplasias,
destacando-se entre eles o0s seguintes: 1) efeitos locais
relacionados ao contato direto, principalmente ao nivel do trato
gastrointestinal superior (lingua, hipofaringe, laringe e
esOfago); 2) a presenga de agentes carcinogénicos em algumas
bebidas alcdolicas; 3) a inducao das enzimas microssomais causada
pelo alcool, acelerando a formagao de metabodlitos toxicos,; 4)
varios tipos de dano celular provocados pelo alcool, em
particular nas mitocOndrias e reticulo endoplasmatico liso e 5)

os disturbios nutricionails frequentemente encontrados em

alcoolistas.

Aléem destes mecanismos, existem trabalhos mostrando que o
alcoolismo crdnico induz a um estado de baixa imunidade, tornando
0 individuo mais suscetivel aos diferentes agentes agressores
(188, 269). Este fato parece explicar a maior frequéncia de
marcadores da infec¢c3o pelo VBH e pacientes alcoolistas em
relag3o aos controles (219). Da mesma maneira, Saibara e col.
(2B86) mostraram a presenca de linfoticos T-"Killer” deficientes
em pacientes alcoolistas com CHP, salientando o papel das defesas

imunitarias na prote¢3ao contra a carcinogénese.



Existem estudos mostrando que a frequéncia de 1ingestao
alcdolica @ maior em pacientes com CHP em rela¢3ao aos controles
(367) . Alpert e ctol. (1©) analisaram 42 pacientes ugandenses com
CHP e encontraram uma histdria positiva de alcoolismo crOnico em

23 casos (54,8%) contra apenas 12 de 38 controles (31,6%4).

Existem duvidas, no entanto, de que a associa¢ao do CHP ao
alcoolismo nao esteja relacionada diretamente ao alcool e sim a

presenca de cirrvose induzida por este (322, 344).

Lieber e col. (188) procuraram estudar a frequéncia de
alcoolismo em pacientes com CHP sem cirrose associada. Para tal,

revisaram 48 pacientes com CHP internados consecutivamente em

dois hospitais gerais da cidade de Nova Iorague, no periodo
compreendido entre 1947 e 1979. GQuinze casos (31%) nao possuiam
cirrose associada, dos quais 7 eram alcoolistas e nao
apresentavam positividade para os marcadores do VUBH. Ds autores

consideraram este achado como uma possivel evidéncia do papel do

dlcool como agente carcinogénico isolado.

Estudos histopatoldgicos do CHP também parecem confirmar a
ac30 do alcool na origem do CHP. Norkin & Campagna-Pinto (233)
descreveram a presenca do corpusculo hialino de Mallory em 23 de
81 casos de CHP diagnosticados nos E.U.A. Esta 1inclusao
eosinofilica do citoplasma hepatocitario e considerada

caracteristica, embora n3o patognomdnica das lesbes hepaticas



induzidas pelo alcool (14). Nakanuma & Ohta (225), em estudo
recente, encontraram o corpusculo de Mallory em 75% de seus 28
casos de CHP diagnosticados no Japdo, postulando um possivel
papel desta estrutura na proliferacg3o das células tumorais, por

estar envolvida com os microtubulos da celula hepatica.

Na presente série, a prevalencia de alcoolismo nos 11
pacientes com CHP foi de 6 casos (939%4). Destes, 4 apresentaram
cirrose diagnosticada histologicamente (micronodular em 75% dos
casos). Em nenhum dos casos demonstrou-se a Presenga do
corpusculo de Mallory associado. A alta frequeéncia da combinagao

de varios fatores de risco em um mesmo pacliente dificultam a

avaliac3o do papel de um deles isoladamente na génese do CHP.

B) Fumo

0 habito de fumar tem sido incriminado como fator de risco
em pacientes com CHP (1532, 177, 337) . No Japao (17) e E.U.A.
(367) foi demonstrada uma relagao positiva entre o tabagismo
pesado (acima de 20 cigarros/dia) e o desenvolvimento de CHP . Em
ambos os estudos os pacientes foram controlados para evitar os
vicios de confusi3o originados pela maior incidéncia de alcoolismo

entre os fumantes.

Ken e col. (152) avaliaram 240 pacientes com CHP na Africa

do Sul quanto ao habito de fumar, encontrando uma maior



incidéncia de tabagismo em um sub-grupo de pacientes com idade

acima de 5@ anos.

No presente estudo, dos i1 ctasos de CHP B8 (737%4) eram
fumantes cronicos. Destes, apenas ¢ (192%) nao apresentavam
nenhum outro fator de r1sco associlado, dificultando assim sua

=1

apreciacao como agente neoplasico 1solado no CHP .

C) Cirrose

Cirrose e CHP em geral coexistem no mesmo figado. Apesar da
marcada variagao na distribuicdao geografica do CHP, esta

associac3o © observada em todos os palses e ragas estudados (14).

0 tipo de cirrose mais frequentemente associado ao CHP € o
macronodular (243, 302). Este tipo de cirrose tem por etiologia,

via de regra, a infeccldo preévia pelos virus B e n3o-A, n3o-B,

embora possa ser encontrada em pacientes alcoolistas apos
periodos de abstinéncia (15, 96, 182) entre outras causas (38,
313 .

Varios autores tém sugeri1do que paclentes com cirrose
alcdolica raramente desenvolvem CHP enquanto estao ingerindo
grandes quantidades de etanol, mas apresentam alta incidéncia
quando param de beber por algum tempo (84, 243, 247). Lee (182),

em Londres, mostrou que de 29 pacientes com cirrose alcodolica em
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abstinéncia 16 (55%) apresentaram CHP, enquanto que de 995
pacientes com cirrose alcodolica gque continuaram bebendo apenas 9

(16,4%) apresentaram o tumor hepatico.

Estudos anatomo-patoldgicos tém demonstrado que o padrdo
histoldgico da cirrose alcdolica altera-se progressivamente apos
a parada da ingestao de alcool, passando de micro para
macronodular (193, 26, 247) . Este @achado sugere um aumento na
atividade regenerativa dos hepatocitos na auséncia dos efeitos do

etanol, promovendo o surygimento de hiperplasia nodular, aumento

das celulas, pleomorfismo nuclear e multinuclea¢cao celular,
considerados como alteragdes pre-malignas (33, 64, 302, 340,
344) .

Com efeito, Queiroz e col. (273) encontraram displasia

hepatocitaria em 84,2% dos pacientes com cirrose e CHP, contra
apenas 44,2% dos casos sem CHP. A tendéncia atual da literatura
e considerar a clrrose, independente de sua etiologira e com ou
sem displasia associada, como les3o com potencial de evoluc3o a

neoplasia (204, 239, 283, 302, 347).

Nas regibes de alta incidéncia do CHP a maioria dos casos
parece apresentar cilrrose assoclada. Estudos realizados em
varios paises do continente africano e asiatico mostram que 1sto
ocorre em aproximadamente 73% dos casos (1@, 13, 64, 192, Z2e2,

250, 298, 312, 313). Thomas e col. (329) encontraram resultados



conflitantes ao analisarem 23 pacientes com CHP na Rodésia,

encontrando cirrose em apenas 39,1% dos casos.

Nas regibes de baixa e media 1incidé@ncia a associacl3o de

cirrose e CHP parece ser um pouco menos frequente. Por exemplo,
nos E. U.A., um total de 1452 casos de CHP foram avaliados por
varios autores em diferentes centros, sendo descrita uma

frequéncia de cirrose gue variou entre 21,8% e 100% dos casos,
com media de 65,3% (30, 31, 37, 53, 65, 71, 85, 86, 114, 146,
200, 230, 352, 354). Esta frequéncia € semelhante a descrita em
242 casos de CHP diagnosticados em 3 palises europeus, a qual foi,
em media, de 66,5% (153, 202, 238). Na America Latina, Lopez-

Corella e col. (196) encontraram 66,6% de cirvrose em 30 casos de

CHP diagnosticados no México, enquanto que no Brasil, apesar do
pequeno numero de paclentes analisados, pode-se observar um
declinio na frequencia de cirrose associada ao CHP na medida em

que se aproxima da regiao sul do pails (vide tabela 5.7).



TABELA 5.7

FREQUENCIA DE CIRROSE ASSOCIADA A0 CHP EM CIDADES BRASILEIRAS

cidade (referéncia) regiao n® de CHP n® de cirrose %
Salvador (275) Nordeste < hal 23 64,3
Vitoria (262) Sudeste 46 28 50,9
Rio de Janeiro (2695) Sudeste 24 @5 23,8
Londrina (32) Sul 07 [ X ee,2
total 111 58 32,3

A media da incideéncia de cilrrose naos Ccasos de CHP
encontrados no Brasil foi de S@2,3%. Apesar de discretamente

inferior a média encontrada na literatura dos paises de baixa e
media 1incidéncia, esta de acordo com algumas series provenientes
da America do Norte, onde s3o relatadas frequéncias inferiores a
Sen (37, 65, Bé, 352). No presente estudo, dos 11 pacientes com
CHP, 5 (43%) apresentaram cirrose associada (Anexo B - lamina 7).

Estes dados est3oc de acordo com os encontrados na literatura

nacional e podem estar relacionados a alta Freguéncia de
alcoolistas nesta serie. A cirrose foi evidenciada na regi3o
peri-tumoral durante a revisao histolodgica dos casos. Como o

gestudo baseou-se em material obtido através de biopsia hepatica
por agulha, conforme outros trabalhos (4, 2@, &6, 73, 100, 143,
167, 2920, 291, 2995, 301), e possivel que sua ocorréncia tenha
sido sub-estimada em alguns casos, além de tornar praticamente

impossivel sua classificagao em macro ou micronodular.
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9.2.3 - Evolucdo clinica do CHP

A evolucao clinica dos pacientes com CHP varia
principalmente de acordo com o estagio da doenca no momento do

diagnostico (247, 251).

Kameda (144) revisou em 1982 150 casos de CHP com mais de 3

anos de sobrevida, destacando como falores de bom prognostico a

bailxa 1dade, auséncila de ascite e varlzes de esofago,
ressecabilidade cirudrgica, pequeno tamanho da neoplasia e
presenca de capsula no tumor. Outros aspectos considerados

favoraveis por diversos autores incluem a auséncia de cirrose
(142, 175, 192, 248), o0s baixos niveis de alfa-fetoproteina (142)

e o grau elevado de diferencia¢3o tumoral (78, 208, 270).

Ocasionalmente surgem relatos de regressao espontanea do CHP
(32, 119, 135, 176), embora o prognostico, de maneira geral,
permaneca ruim, sendo a sobrevida media descrita na literatura de
cerca de 7 meses a partir do diagnostico (10, 56, 76, 106, 241,

251) .

Na presente série, 9 dos 11 casos de CHP (B2%) apresentaram
alta hospitalar, n3oc havendo registro de seguimento posterior.
Os dois pacientes restantes (18%4) evoluiram para obito durante a
internacgao. Ambos possuiam em comum um pequeno intervalo entre o

inicio dos sintomas e o diagnostico (media de 4,5 meses), se



comparados aos demais pacientes da serie (8,3 meses), embora a

diferenga nao tenha sido estatisticamente significativa (p)>0,095,

teste "t de Student).
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Os achados laboratoriais nos pacientes com CHP refletem o
estagio da doenca e as lesbes hepaticas subjacentes, como a

hepatite cronica ou cirvose (247).

As alteracoes bioquimicas mails frequentes envolvem as
bilirrubinas, transaminases e fosfatase alcalina, porém sao
inespecificas e nao permitem diferenciar a cirrose 1s0lada

daquela associada ao CHP (1926, 302, 329).

A seguir, serao analisadas em detalhe algumas destas
alteragbes mais encontradas no exame laboratorial dos pacientes

portadores de CHP.

92.3.1 - Bilirrubinas

Em geral a concentracdo média da bilirrubina serica
permanece baixa no CHP, embora a maioria dos pacientes apresente
ictericia em algum momento da evoluc¢do (153, 299). Lai e col.
(174) analisaram a distribuic3o dos niveis sericos de bilirrubina
total (BT) em 205 pacaientes chineses com CHP, no momento da

internacao. Neste tvrabalho, cerca de 794 dos pacientes



apresentaram BT inferior a 3,0mg/dl e apenas 17,5% superior a
S,0mg/d1 . A meédia dos pacientes quanto ao valor da BT foi de
4,3mg/d1l, variando entre ©,3 e 32,8Bmg/dl. Segundo 0s autores, as
séries de CHP relatadas em paises de alta incid@ncia em geral
descrevem uma menor frequéncia de pacientes ictéricos,

relacionada provavelmente ao diagnostico precoce e evoluglo

rapida . De fato, Alpert e col (1@), a0 analisarem 44 pacientes
com CHP na africa, encontraram uma concentracio de bilirrubina
serica dentro da normalidade em mais de 5% dos casos. Por outro

lado, Curutchet e col. (71) encontraram hiperbilirrubinemia em 41

de &5 pacientes (63,1%) diagnosticados nos E.U.A., enquanto Kay
(146), em Nova Iorque, relatou um indice de 20% em 32 pacientes

com CHP estudados.

No Brasil, Gongalves & Pereira (106) analisaram 43 casos de
CHP no Espirito Santo, encontrando uma elevac3dao meédia da BT da
ordem de 4,3mg/d]l e ictericia detectavel clinicamente em 30% dos

Cas0s.

Na presente casuistica, dos 11 pacientes com CHP, B (73%)

apresentaram hiperbilirvrubinemia, sendo que em um dos Ccaso0s nao
havia a informac¢dao no prontuario. Os valores de BT encontrados
variaram entre ©,59 e 14 mg/dl, com meédia de 4,95 mg/dl. Tanto =

freguéncia de casos com elevagao da bilirrubina quanto os nivels
desta alteracao estau de acordo com o0s descritos na literatuvra

dos paises de media ou baixa incidé@ncia.



9.3.2 = Transaminases

As alteracoes nos niveis das transaminases glutamico
oKalacetica ou do aspartato (TGO) e glutdmico pirdvica ou da
alanina (TGP) ocorrem em praticamente todos os pacientes com CHP,

porem o padrao de elevagao nao tem sido considerado significativo

a ponto de permitir um diagnostico especifico (136, 146, 292,
359, 360) .

Shimokawa e col. (306) procuraram avaliar 0s niveis de
transaminases em 131 casos de CHP, comparando-o0s com 0S

encontrados em 76 casos de metastases hepaticas e 234 casos de
cirrose. Os resultados obtidos (vide tabela 5.8) demonstraram
que embora a TGO fosse constantemente maior que a TGP nos trés

grupos estudados, este aumento eva mals significativo nos casos

com CHP.
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TABELA 5.8

DISTRIBUICAO DOS VALORES DAS TRANSAMINASES EM PACIENTES COM CHP
ASSOCIADO OU NAD A CIRROSE, CIRROSE SEM CHP E METASTASES

HEPATICAS*
n® de media da TGO meédia da TGP indice
grupo pacientes (normal: ate (normal: ate TGO/TGP
40UI/1) 49UI/1)
CHP c/ cirrose 92 152 +/- 14 54 +/- 35 3,95 +/- 9,3
CHP s/ cirrose 39 6 +/- 12 42 +/- 5 2,3 +/- 9,2
cirraose 234 84 +/- 17 95 +/- 4 1,9 +/- ¢,1
metastases hepat . 76 &4 +/- 17 38 +/- 5 2,2 +/- 0,1

% Dados obtidos da referéncia 306

A causa do maior aumento de TGO observado nos pacientes com
CHP n3ao foi ainda elucidada, embora varias teorias tenham sido
propostas. Um dos possiveis mecanismos envolve o crescimentao
tumoral proximo a ramos importantes da veia porta, comprometendo
a vascularizag3o e induzindo a um estado de andxia com necrose e
subsequente elevac3o das transaminases (306) . Este fato
explicaria o motivo pelo qual o grupo de pacientes com CHP
apresentou os niveis mais altos de TGO, poreém n3o o motivo pelo
qual a TGP permaneceu em niveis bailxos. Na doengca hepatica
alcoolica a explicacdo do aumento seletivo da TGO em relagdo a
TGP esta relacionado ao dano preferencial da mitocondria e a
deficiéncia de piridoxal fosfato encontrados em pacientes

alcoolistas, porem nenhum destes mecanismos sSe aplica a
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fisiopatologia do CHP (348, 357 . Wallerstedt e col. (348)
tambem encontraram wum indice TGO/TGP significativamente maior em
pacientes com CHP. Estes autores, assim como outros (337)
postulam uma producao seletiva de TG0 pelo tecido tumoral, com

posterior liberag3o na circulagao.

No Brasil, uma analise de 43 pacientes com CHP mostrou
valores de TGO consistentemente malores que os de TGP. A media
de elevacio de ambas enzimas foi de cerca de gquatro e trées vezes
os valores normals, respectivamente sendo a média do 1indice

TGO/TGP de 1,13 (106) .

Na presente serie, dos 11 pacientes com CHP 7 (64%)
apresentaram TGO maior que a TGP. A media da elevagao da TGO em
todos o©0s pacientes analisados foi de 924,2UI/1 (normal ate
36UI/1), enquanto que a media da TGP foi de 6%,4UI/1 (normal ate
40U1/1) . A média do indice TGO/TGP foi de 1,4, semelhante ao
descrito na literatura nacional. N3o houve correlacdo entre o
grau de elevac¢do do indice TGO/TGF e a presenca de alcoolismo ou

cirrose nos pacilentes estudados.

5.3.3 - Fosfatase alcalina

A fosfatase alcalina (FA) serica encontra-se elevada na
maioria dos casos de CHP, em geral com pequeno ou nenhum aumento

das bilirrubinas (241) .
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Ocasionalmente, os niveis de FA acham-se inexplicavelmente
altos em alguns pacientes com CHP. A causa deste fenomeno e
ainda desconhecida, porem existem evidéncias de que seja

originada a partir de uma 1soenzima produzida pelo tumor (351).

Apesar da elevaglo da FA nao ser especifica para o CHP, um
sumento subito de seus nivels em pacientes com diagnostico de
cirrose deve sugerir a possibilidade de desenvolvimento tumoral

(297) .

Greene & Schiff (112) postulam que niveis de FA acima de

sete vezes o valor normal constituem evidéncia muito sugestiva de

CHP em pacientes com quadro clinico compativel.

Kew e col. (153) revisaram os elementos diagnosticos em 73
pacientes com CHP, encontrando elevacao da FA em 63 casos (Bb&XA) .
Em 24 casos (32%), 0o padr3o de elevagao fo1 superior a quatro
vezes O valor normal com bilirvubinas normais ou apenas
discretamente alteradas, sugestivo de lesdo hepatica que ocupa
espaco ou doen¢a infiltrativa do figado Achados semelhantes
foram descritos pov autores nos C.U.A. (65, 71, 98, 104, 146,

173, 230, 259), Africa (10, 329) e Asia (174).

No Brasil, a média de elevacao da FA em 43 pacientes com CHP

foi de 4,5 vezes o normal (106).
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No presente estudo, 1© pacientes com CHP apresentaram o
registro da FA no prontudrio. Destes, estava elevada em 8 casos
(80%) . Como um grupo, a media da elevagao foi de 285,55 (normal
ate 10@ UI/1), ou seja, aproximadamente 3 vezes o valor normal.
No entanto, analisando-se os casos 1individualmente, apenas 9
pacientes (45%) apresentaram fosfatase alcalina superior a 300
UI/1, constituindo um perfil colestatico. Percebe—-se que 0s
casos ditos “"tipicos de CHP" com FA elevada e bilirrubinas balxas

n3o 3o frequentes nas series analilsadas.

Correlacionando-se 0% dados clinicos e bioquimicos,
observamos que o0s dols Uunicos pacientes com fosfatase alcalina
normal eram tambem os dois uUnlcos casos sem lctericia e ascite no
quadro clinico. Este fato, de nosso conhecimento, n3o esta
descrito na litevatura e pode estar relacionado ao quadro clinico

mais brando apresentado por estes pacientes.

5.3 4 - Qutros parvametros. labhorvatoriais

Varios autores tem descrito uma seérie de alteragoes
laboratoriais em pacientes com CHP (205, 268y, destacando-se
entre as mais fregquentes: 1) hipoglicemia relacionada a um

aumento na taxa de metabolizagao da glicose pela massa tumoral
e/cu producSoc de substéancia com acdo semelhante a insulina (26,
34, 162, 179, 210, 211, 273, 224, 296, 34595, 364) ; 2)

hipercalcemia relacionada a secrecio tumoral de substancia com
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a¢3o0 semelhante ao paratormonio (26, 148, 163); 3) eritrocitose
relacionada a producdo de eritropoietina pelo tumor (26, 29, 350,
24, 107, 145, 276, 2946, 343), 4) hipercolesterolemia causada
provavelmente pela produgao de lipoproteinas a partir da massa
tumoral (294) e 5) antigenos onco-fetais como a alfa-fetoproteina
e o antigeno carcinoembrionario (28, 58, 93, 121, 150, 181, 189,

194, 244, 274, 285, 331, 339, 256
Os pacientes analisados neste estudo nao possulam registro
das alteragdes laboratoriails descritas, cuja presenga poderia ter

aumentado a acuracia do diagnostico desta neoplasia.

9.4 -~ Aspectos imuno-histoauimicos do CHP

5 4.1 - Método imuno-histoquimico

0 método imuno-histogquimico tem se tornado um instrumento
indispensavel para muitas areas de pesqulsa bilomedica e de
diagnodstico histopatoldgico (69, 147, 324). Este metodo baseia-
se na grande afinidade existente nas reacgOes antigeno-anticorpo,
utilizando-se um marcador visivel para permitir a localizac3o dos
complexos imunoldgicos formados nos tecidos ou celulas estudados

(324) .

A primeira forma de imuno-histoquimica fol descrita por

Coons e col. (&7) em 1941, a partir da conjugacao de um anticorpo
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com uma subst3ncia fluorescente denominada isotiocianato de
fluoresceina. Esta técnica teve sua importancia pratica
prejudicada por wuma serie de problemas técnicos, tais como a
impossibilidade de wutilizar material processado rotineiramente e
incluido em parafina (necessitando material fresco seccionado em
criostato), o rapido desaparecimento da fluorescéncia impedindo a
manutengao das laminas coradas por tempo malis longo, a
necessidade de equipamento especializado, 8] fato de nao ser
possivel a comparagao dos resultadous obtidos com o0s aspectos
mor folodgicous teciduais e, ainda, a presenca de autofluorescéncia

dificultando a i1nterpretacaoc dos vesultados (224, 329).

Estes obstdculos estimularam a pesquisa de substancias
alternativas que pudessem ser conjugadas aos anticorpos e
evitassem as desvantagens apresentadas pela imunofluorescencia.
Dentre os meétodos testados o que provou ser o mais pratico e
vantajoso foi1 descrito por Nakane & Pierce (224) em 1967 . Estes
autores utilizaram a enzima peroxidase conjugada a um anticorpo,

seguida da adic3o de diaminobenzidina (DAB) para localizar a

reagao no tecido.

Esta tecnica, denominada imunoperoxidase, ex1igla
inicialmente um anticurpo especifico conjugado com peroxidase
para cada antigeno a ser 1dentificado, ate que Sternberg e col.
(314), em 1970, propuseram um metodo indireto sem a utilizacdoc de

anticorpos pPrimarios conjugados. Decde entd3o muitas outras
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modifica¢Oes foram introduzidas para aperfeig¢oar o metodo
original, proporcionando um aumento na sensibilidade e
especificidade dos resultados obtidos (51, 130, 325, 342).
Atualmente existem quatro métodos de imunoperoxidase disponivels:
1) método direto; 2) método indireto, 3) metodo da peroxidase-

antiperoxidase e 4) metodo da avidina-biotina (3295)

No presente trabalbo utilizou-se o metodo do complexo
avidina-biotina (ABC), descrito por Hou e col (129) em 1981, que
baseia—-se na propriedade extraordinaria que apresenta a molécula
de avidina de se ligar com a proteina biotina. Esta liga¢do é de
alta afinidade e cerca de um milh3o de vezes mais estavel que a
da maioria das ligagbes antigeno-anticorpo. Isto permite a
utilizac3o de anticorpos mals diluidos, minimizando as reacoes

inespecificas e o custo do procedimento (129).

Além da selecdo do método mais adequado, outro pre-requisito
importante para a realizagao e interpretacao das tecnicas imuno-
histoquimicas @ o controle da especificidade dos anticorpos.
Poderia parecer, a primeira vista, gque o0 wuso dos anticorpos
monoclonais tivessem solucionado este problema. Porem, a alta
gspecificidade que apresentam pov possulrem apenas uma moleculas
dirigida a um sitio especifico do antigeno, os torna menos
sensivels que 05 anticorpos policlonais que reagem COm  Varios
sitios antigénicos (69 . Neste trabalho utilizou—-se antilicorpos

policlonais contra o #HBsAg e contra o HBcAg . 0 laboratdrio de
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origem desses anticorpos (Dako Co.) indicava nao

haver

reatividade cruzada significativa entre ambos.

Observando-se 0s resultados do presente trabalho,
verificamos que em nenhum caso houve concomitancia de
positividade para as reaclbes imuno-histoquimicas para o HBsAg e o
HBCcAg, fato que 1ndica uma boa especificidade para ambos

anticorpos

Alem do controle da especificidade dos anticorpos, existem
pelo menos dois outros tipos de controle em wuma reacd3o imuno-
histoquimica: os controles positivos e negativos. Ambos devem
ser processados Jjunto com o material a ser pesqulsado para

assegurar resultados confiavelis (69).

Um controle positivo corresponde a um tecido selecionado com
0 proposito de obter-se uma rea¢do positiva definida. Para tal,
deve ser wutilizado um tecido do qual se possua informagao
independente de que conteém grandes guantidades do antigeno em
estudo. No presente trabalho empregou—-se como controles
positivos cortes parafinados de figado humano fornecidos pelo
mesma laboratorio de origem dos anticorpos (Dako Co.). Os
resultados foram positivos tanto para o HBsAg (Anexo B - lamina

1), gquanto para o HBcAg (Anexo B —~ lamina 2).



Os controles negativos foram obtidos a partir dos cortes
parafinados de figado humano usados como controle positivo, com a
diferen¢a que o0 anticorpo primario foi substituide por soro
normal, n3o havendo reacdo positiva em nenhum dos casos. Alem
deste controle negativo, desempenharam a mesma fun¢au todos

aqueles casos que, investigados simultaneamente, nio demonstraram

Imuno-reacao positiva

9.4.2 - Freauéncia dos  marcadores do  VBH em pacientes. com

CPH

A) HBsAg

A frequéncila da detecgao do HBsAg no tecido hepatico em
pacientes portadores de CHP apresenta uma distribuig3ao peculiar

de acordo com a regido estudada.

Nos locairs de alta incidéncia de CHP, como Asia e Africa, a
taxa de positividade do HBsAg pode chegar a mals de 204 (8, 126,
ie7, 137, 138, 159, 227), contrastando com a maioria dos relatos
provenientes de palses cCom media e baixa incidéncia que
apresentam indices de positividade da urdem de 21 a 34% (37, 263,

328) .

Estes dados sao confirmados por diversos trabalhos que

utilizam metodos distintos de detecgao do HBsAg, tanto
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sorologicos como o RIE e EIA (146, 21, 25, 43, 293, 63) 4guanto
teciduais como a imunofluorescéncila, imunoperoxidase e orcelina de

Shikata (5, 6, 7, 8, 38, &3, 159, 3é61).

No entanto, apesar da grande variacao encontrada entre as
diferentes areas, o0s pacientes com CHP apresentam cerca de 290 a
40 vezes mailor frequeéncia de HBsAgy detectavel quando comparados
com controles provenientes da mesma populacao. Este fato ocorre

de maneira idéntica nas areas de alta e bailxa 1ncidéncia (320).

No Brasil, Sarno e col. (293) anallsaram retrospectivamente
15 casos de CHP no Estado do Rio de Janeiro, procurando
determinar a positividade para o HBsAg atraves do metodo da
1munoperoxidase . Os autores encontraram 4 casos positivos
(26,74 . OQutros trabalhos realizados no Rio de Janeiro (189,
265), Espirito Santo (106, 262) e Minas Gerais (97) encontraram
resultados semelhantes utilizando métodos sorologicos baseados na

tecnica do RIE.

Na presente série, o HBsAg fol detectado em 2 dos i1
pacientes com CHPF (18X%), estando de acordo com o pervcentual
descrito na literatura nacional e 1nternacional para areas de

baixa i1ncidéncia.

Quanto a localizacao, o HBsAg e detectado apenas no

citoplasma dos hepatdcitos, sendo que a reagao positiva ocorre em



geral no tecido nao-tumoral adjacente, embora sejam observadas

areas tumorais igualmente positivas (126, 159).

Em nossa casulstica a coloragao positiva para o HBsAg
ocorreu tanto nas celulas neoplasicas quanto nos hepatocitos
normais. 0 aspecto era o de granulos de inclusdao no citoplasma,

variando desde densamente ate pobremente granulados no mesmo

tecido (Anexo B - lamina 3).
B) HBcAg
Sao raros 0sS trabalhos na literatura demonstrando a

frequeéncia do HBcAy no tecido hepabtico dos pacientes com CHP.

Nayak e «col. (227) analisaram, em 1977, 41 casos de CHP
provenientes de diversas regioes da india, encontrando
positividade para © HBchAg em 9 pacientes (22%). A localizagao

era intranuclear em todos os casos, com lntensidade de coloracao

variavel .

Estes achados contrastam com aqueles descritos por
Nazarewicz e col. (229), 0% quals nao acharam nenhum caso de
positividade para o HBcAg entre 12 casos de CHP analisados por
imunofluoresceéncia. Os autores salientam que esta tecnica tem

menor sensibilidade quando comparada a 1munoperoxidase.
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Huang & Neurath (133) sugerem que a presenga do HBcAg
intranuclear rvepresenta um estimulo para o sistema imunonologico,
permitindo a les3o hepatica progressiva e continuada. A evoluc3o
de alguns casos de hepatite viral aguda para as formas cronicas,
culminando em cirrose e CHP, estariam relacionadas a uma falha do
sistema imune em eliminar o virus do Organismo, POrem sem deixar
de reconhecé-lo como agente estranho e reagir contra ele. Por
outro lado, a presenca do HBcAg no ndcleo dos hepatocitos pode
estar relacionada com a integracao do genoma wviral ao do
hospedeiro, passo 1nicial na diregao da carcinogeénese (20, 99,

1038, 113,., 171, 2%, 2B27).

Em nossa seérie, 5 dos 11 casos de CHP (45%) eram positivos
para o HBcAg. Quanto a localiza¢ao, foi detectado tanto no
citoplasma quanto no nucleo dos hepatocitos, sendo mais comumente
encontrado no tecido ndo-tumoral adjacente (Anexo B - lamina 4).
Em nenhum dos casos houve reagao positiva concomitante para o

HBsAg, fato n3oc explicado na literatura.

L =4 | el

9.9 - Correlacdo _entre s diversos. aspectos do  CHP e a

presenca. do VBH



2.5.1 - Aspectos epideminldgicos

A distribui¢dao dos marcadores do VBH em pacientes com CHP
pode variar de acordo com algumas cavacteristicas epidemioldgicas

da populagao estudada.

Quanto ao sexo, apesar do CHP ser mais frequente em homens,
a prevaléncia de positividade para o HBsAg nao difere entre os
sex0s na maioria das series de CHP (115, 336). De fato, na série
descrita por Gongalves & Pereira (106) no Espivito Santo, entre
0os 35 pacientes masculinos com CHP 192 eram HBsAg-positivos

(34,3%), enquanto que entre as B8 pacientes femininas 4 eram

HBsfAg-positivas (5@X4) .

Em nossa casulstica, dos B8 pacientes masculinos com CHP 4
eram positivos para o HBsAg ou HBcAg (50%4), sendo que entre as 3
pacientes femininas todas eram positivas para um dos marcadores.
A diferenga, no entanto, nao foi considerada estatisticamente

significativa (p?0,05, teste exato de Fisher).

A 1dade, por outro lado, parece apresentar uma relacao
inversamente proporcional com a positividade para 0s marcadores
do VBH na maioria das séries de CHP. Vogel e «col. (346)
encontraram uma prevaléncia do HBsAg da ordem de 100% em
pacientes com CHP e idade inferior a 2@ anos, contrastando com

uma taxa de no maximo 17% naqueles com mais de 5@ anos. Prince e



ol TRTEY descreveram padrio semelhante com estudo realizado no
Senegal . Entre 70 e B@% de seus pacientes com CHP e idade
inferior a 49 anos eram HBsAg-positivos, contra 35 a 454 daqueles

acima de 49 anos.

Estes dados est3o de acordo com os encontrados em 43 casos
de CHP diagnosticados no Brasil, onde a frequénclia de HBsAg era
de 64% nos casos com i1dade inferior a 50 anos e 33,3%4 n0s Casos

acima de 5@ anos (106).

£ possivel que esta variacio na idade de ocovréncia dos CHP
HBsAg-positivos comparados aos negativos esteja relacionada ao
fato de que a carcinogeénese hepatica desenvolve-se
preferencialmente nos pacientes que adgquirem a infeccao pelo VBH
mais precocemente, ocasi3o em que o0 sistema imune ainda 1maturo

permite a proliferacdo viral e evolucdo para a cronificagdao (106,

320)

Uma consequéncia direta deste fendOmeno e, obviamente, uma
media de idade inferior nos pacientes com CHP positivos para o
UBH em relagdo aos negativos (115). Em Uganda, a diferenga
observada foi de ¢ anos (346), na Grecia, de 4 anos (328), no

Jap30, de 5,9 anos (243) e no Brasil, de 6,7 anos (106) .

Na presente casuistica a meédia de idade dos pacientes com

CHP positivos para o HBsAg ou HBcAg era de 53,4 anos, enquanto



aquela encontrada nos casos negativos era de 44,3 anos. Embora
esta diferenca n3o tenha alcangado signific3ncia estatistica
(pr0,05, teste "t" de Student), a tendéncia apresentada contraria
a descrita na literatura. Uma possivel explicagado para 1isto
poderia estar relacionada a uma baixa 1ncidéncia de portadores do
UBH em nosso meio, dificultando assim a transmissao materno-fetal
do virus Qque @ a principal responsavel pelo contagio de recem-
nascidos © crian¢as na primelra i1nfancia nos palses de alta

incidencia do CHP.

Quanto & distribui¢30o racial, ndo existe evidéncia na
literatura que, em uma mesma pPopulagaon, o0s pacientes portadores

de CHP apresentem maior incidéncia de marcadores do VBH de acordo

com seu grupo racilal.

Com efeito, Gongalves & Pereira (1086), a0 analisarem 43
casos de CHP no Espirito Santo, encontraram uma prevaléncia de
positividade para o HBsAg da ordem de &1,5% para os pacientes

brancos e de 50% para 0% pacientes negros e mulatos.

Em nossa serie, dos 11 casos de CHP apenas 2 nao eram da
raga branca. & prevaléncia dos marcadores do VBH neste sub-grupo
era de 50%, semelhante & descrita para o0s paclentes brancos

(&46%), estando de acordo com 0S5 achados da literatura.



5.9.2 = Aspectos. clinicos

0 quadro clinico dos pacientes com CHP positivo para 0s
marcadores do VBH n3o difere do observado nos pacientes negativos
(106) . As diterencas observadas nas manifestagBes clinicas dos
pacientes com CHP parecem estar mais relacionadas com a taxa de
incidéncia do CHP no 1local do que com o padrdo de positividade

para o VBH (98, 172, 174)

Nas regioes de alta incidéncia rarvamente encontra-se uma
histdria preévia de hepatopatia crdnica, constrastando com o

observado nas areas de media e baixa incidéncia (106, 247).

Nesta série n3o houve diferenga significativa entre o quadro
clinico dos pacientes com CHP positivo e negativo para o VBH,
embora tenha sido notada uma discreta tendéncia a sinalis e
sintomas sugestivos de cirrose (ictericia, ascite, esplenomega-
galia) nos pacientes com presenca de HBsAg ou HBcAg no tecido
hepatico (42%) em relagdao a0s que nao possulam estes marcadores

(25%) (pr@,05, teste exato de Fisher).

Em relag¢ao 10s fatores de risco, varios autores tém
discutido o papel de agentes tais como o alcoolismo, tabagismo €

cirrose na genese do CHP.



Quanto ao habito de 1ngestao alcdolica, existem evidéncias
de que possa ser um agente carcinogénico direto em neoplasias da
boca, faringe, laringe e esofago (188), poreém, no caso dos
tumores hepaticos postula-se uma possivel agdo sinergica com O
UBH, potencializando seus efeitos para a transformac3o maligna

(219) .

Com efeito, Breéchot e col. (48) encontraram o DNA do VBH
integrado aoc genoma das células hepaticas em todos o0s 20
pacientes alcoolistas com CHP testados em sua serie, embora
apenas 7 (45%) apresentassem positividade para os marcadores
sericos do VBH. Tambem Onishi e col. (239), ao estudarem 0S
efeitos da ingestd3o alcodlica crbnica no desenvolvimento de CHP,
verificaram que 0s pacientes alcoolistas com CHP positivo para o
HBsAg eram, em média, % anos mals Jovens do que 0S nao-
alcoolistas, sugerindo um efeito facilitador do alcool no

surgimento do CHP.

Por outro lado, Walter e col. (349), utilizando a tecnica da
hibridizac3o0 molecular, nao encontraram o DNA do VBH em nenhum de
seus 17 pacientes alcoolistas com CHP, concluindo pela
inexisténcia de evidéncia molecular da contribuicdo do VBH para o

desenvolvimento do CHP nos alcoolistas de sua serie.

Em nossa casulstica, dos 7 pacientes com CHP positivo para

os marcadores do VBH, 4 eram alcoolistas (57%), enquanto que dos



4 pacientes com CHP negativo para o VBH 2 eram alcoolistas (50%4)

(p)0,05, teste exato de Fisher) . N3o houve diferenga
significativa na média de 1dade dos do1S grupos. Portanto, pelo
menos na presente serie, njo se pode sugerir um efeito

potencializador do alcool sobre o VBH, como indica a literatura.

Ao analisarmos os & pacientes alcoolistas desta serie,
verificamos que apenas um deles n3o possula nenhum dos outros
fatores de risco assouclados (VUBH, cirrose, e tabagismo),
dificultando a analise do alcool como fator isolado no

desenvolvimento do CHP) .

Quanto ao tabagismo, 3 literatura sugere wuma relagdo
inversamente proporcional com a positividade para 0S marcadores
do VBH. Dois estudos independentes realizados em 1982 na China
(177) e Grecia (337) encontraram uma assoclagao positiva entre o
fumo e o CHP apenas em um sub-grupo de pacientes com mais de 50
anos e marcadores negativos para o VBH. Kew e col. 1929
encontraram resultados semelhantes em estudo controlado realizado

em 1985 na Africa do Sul, envolvendo 24¢ pacientes caom CHP.

Analisando-se a freaquéncia do habito de tumar em relagao a
positividade dos marcadores teciduais do VBH na presente serie
torna-se evidente que 100% dous pacientes negativos para @
infecg3o pelo VBH eram tabagistas, contra apenas O74 dos

pacientes positivos para 0 VBH Este achado, embora sem



significado estatistico (p)>9,09, teste exato de Fisher), mostra
uma tendéncia semelhante a descrita na literatura, apontando para
uma maior frequéncia de fumo associado @aov CHP em pacientes sem

evidéncia de infec¢ao previa pelo VBH.

Quanto 3 presenca de doenca hepatica cronica, tem sido
demonstrado que o CHP ocorre em geral nos figados com cilrrose do
tipo macronodular (84, 247) 0 principal tator etiolodgico,

embora n3o o dnico, implicado neste tipo de cirrose, € a i1nfeccao

pelo VBH.

Outra evidéncia que favorece a associagao do VBH e cirrose
na génese do CHP é o fato de pacientes cirroticos com marcadores
positivos para o VUBH apresentarem wuma maior frequéncia de
displasia hepatocitdria, considerada uma lesdo pre-maligna em

estudos experimentals (5, 347) .

Akagi e col. (5), ao estudarem pacientes com cirrose e CHP,
encontraram positividade para o HBsAg em 70,24 dos casos com
displasia, contra apenas 32,6% dos casos sem displasia. Estes
achados s3o semelhantes aos descritos por outros autores (279,

283), sugerindo & possibilidade de haver uma relagao de causa @

efeitoc entre a presenga do VBH & o surgimento de displasia
hepatocitaria nos pacientes cirrotlicos. Alguns autores, no
entanto, apresentam rvesulltados conflitantes, permanecendo a

controversia (462, 6&4).
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Finalmente, deve ser ressaltado gque os principais fatores de
risco implicados na génese do CHP, entre os quais o VBH e o0
alcoolismo, s3o0 igualmente os principals fatores etiologicos da
cirrose. Este fato poderia, por si S0, explicar a alta
frequéncia desta alteracdo hepatica nos casos de CHP. Nao
explicaria, contudo, os casos de CHP associados a cirrose de
etiologia n30 relacionada a virus ou alcool, entre 0% quails
destacam-se a cirrose biliar primaria, a hemocromatose e a

deficiéncia de alfa-i-antitripsina (75, 96, 158, 276, 302).

Na serie aqui descrita, dos 7 pacientes com CHP positivo
para o VUBH 4 apresentaram cirrose associada (57%), contrastando
com apenas 1 dos 4 casos de CHP negativos para o VBH (25%). Esta
diferen¢a, embora estatisticamente n3o-significativa (p20,03),
teste exato de Fisher) pode sugerir que a cirrose exerca um papel
intermediario no desenvolvimento do CHP a partir do VBH. Este
achado € também compativel com aguele descrito no Espirito Santo
(106), onde a fregquéncia de cirrose nos casos de CHP HBsAg-
posilivos era de 8774, comparada a apenas 47% nos ctasos HBsAg-
negativos. Resultados semelhantes foram descritos na Grécia

(203) e na Africa do Sul (1356) .

No presente estudo ndo se encontrou lesdes compativeis com
displasia hepatocitaria em nenhum dos paclentes com cirrose
associada ao CHP. £ possivel gque o material, obtido a partir de

biopsia hepatica por agulha, tenha sido insuficiente para
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permitir uma avaliacdo adequada das condi¢gOes do tecido peri-

tumoral, que n3o se constituiram objetivo deste trabalho.

Outro aspecto clinico a ser considerado compreende o tipo de
evoluc3o clinica apresentada pelos pacientes com CHP positivo
para o UBH em vrela¢gdo aos €as0s negativos. Manessis e col.
(2@3), ao compararem a pevolucido de pacientes com CHP positivos e
negativos para o HBsfAg na Grecia, observaram uma sobrevida menor
nos casos com evidéncia de infecclo pelo VBH. Este achado nao

tem sido confirmado por oultros autores (106) .

Na serie analisada neste estudo, os 2 pacientes que
evolulram ao obito durante a i1nternacido eram portadores de HBsAg,
sendo que nenhum dos pacientes que apresentaram alta hospitalar
possuiam este marcador. Este achado nSo apresentou significancia
estatistica provavelmente devido ao pequeno tamanho amostral
(p>0,05, teste exato de Fisher), porém, corrobora as afirmacOes

de Manessis e col. (203) descritas anteriormente.

Analisando-se o tempo decorrido entre o inicio dos sintomas
e o diagnodstico nos dois grupos, observou-se que 0s 7 pacientes
positivos para o VBH apresentaram em media 5,1 meses, contra 11,8
meses dos 4 pacientes negativos para o VUBH, embora tenha havido
consideravel superposic3o entre os grupos sem atingir o nivel de

significincia exigido (p?0@,035, teste "t de Student) .



5. 5.3 - Aspectos. lahoratorials

S30 raros, na literatura, os trabalhos comparando alteragdes
laboratoriais em pacientes com CHP positivo e negativo para o

VBH .

Prince e col. (272) estudaram 165 casos de CHP no Senegal,
encontrando uma discreta eleva¢do na media das bilivrubinas e
transaminases nNno g9rupo com antilgenemia positiva para O HBsAg,
porem as diferengas nao foram consideradas eostalisticamente s19-
nificativas. Reed e col. (278), em uma serie de 264 pacientes
com CHP diagnosticados em Londres, tambem falharam em demonstrar
diferencas significativas em qualqguer dos parametros laborato-
riais nos dols grupos de CHP. 6 experiéncla nacional confirma

estes achados (106) .

Em nossa serie 0s parametros laboratorials, representados
pelas bilirrubinas, transaminases e fosfatase alcalina, foram
rigorosamente semelhantes nos dols grupos de CHP, de acordo com

os dados descritos na literatura.
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6 - CONCLUSGES

0 CHP & considerado doengca pouco frequente em nosso meilo
Mesmo o0s servigcos especlalizados e familiarizados com O
diagndstico apresentam uma balxa 1ncidéenclia desta neoplasia.
Ecte fato n3o0 & proprio da regifio Sul, ao contrario, reflete o
indice nacional e traduz-se pela raridade das publicacles

brasileiras nesta area.

Por outro lado, a andlise das estatisticas de saude publica
quanto ao CHP em nosso palis fica prejudicada pelos problemas de
preenchimento inadegquado dos atestatos de obito, baixo indice de
necropsias e falta de diferenciagao entre os diferentes tumores

primarios do figado, em especial o CHF e o colangiocarcinoma.

A revisio de 1000 biopsias hepaticas consecutivas realizadas
num periodo de julho de 1981 a dezembro de 1988 na Irmandade da
Santa Casa de Misericordia de Porto Alegre (ISCMPA) e arquivadas
no Departamento de Patologia da Fundagdo Faculdade de Ciéncias
Medicas de Porto Alegre (FFFCMPA), vpermitiu a analise da
frequeéncia de CHP diagnosticados nesta institui¢3o. O0s 11 casos
de CHP encontrados representaram 1,1% do total das biopsias

hepaticas, com uma media de 1 caso a cada B,2 meses. 0 numero de
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pacientes com CHP encontrados nesta pesquisa e compativel com o0s
dados descritos no Brasil, america Latina, Estados Unidos e

maioria dos palses europeus, ditos locals de baixa incidéncia.

0 estudo dos CHP atraves da técnica da imunoperoxidase
permitiu a analise retrospectiva dos casos quanto a presenga ou
nio dos marcadores do VBH no tecido hepatico, além de
possibilitar a correlagao entre o0s aspectos morfologicos e a

localizacao dos antigenos no figado

No material estudado encontrou-ce uma frequéncia de
marcadores do UBH (HBsAg e HBcAg) da ordem de 64%, semelhante ao
descrito na literatura nacional e internacional. A localizagao
do HBsAg foi exclusivamente citoplasmatica, enquanto que o HBCAg
apresentou-se tanto no citoplacsma quanto no nucleo dos
hepatocitos. Ambos os antigenos foram detectados no tecido

tumoral e peri-tumoral 1ndiscriminadamente.

Um achado de certo modo intrigante fol o maior numero de
pacientes com HBcAg em rela¢do ao HBsAg. Como o antigeno do
“core” do VUBH representa o sitio de localiza¢3o do DNA viral,
este achado foi interpretado como evidéncia indireta da
integracio do material genético do virus com o do hospedelro,

passo considerado fundamental na génese da neoplasia.



Deve ser destacado, por outro lado, a raridade dos estudos
do HBcAg no tecido hepatico dos pacientes portadores de CHP. Na
medida em «que mais trabalhos sejam realizados com este enfoque
podera ser ewvidenclada a maior frequéncia do HBcAg em relacao ao

HBsAg .

A freqiéncia de marcadores do VBH encontrada neste estudo
foi considerada cerca de 60 vezes superior a taxa estimada de
portadores assintomaticos do VBH em Porto Alegre, da ordem de

1,14%.

Além de estabelecer a frequéncia da associlagao do VBH com o
CHP na ISCMPA, o presente estudo tornou possivel avalliar 05

=1

aspectos epidemiologicos, clinicos e laboratoriais envolvidos.

Dentre 0os aspectos epidemiologicos estudados, observou-se
que o CHP acomete preferencialmente homens, numa proporgao de
2,6 : 1, semelhante ao descrito na literatura dos palses de baixa
incidéncia. A idade média dos pacientes foi de 50,2 anos, a raca
predominante foi a branca em relagao aos negros e mulatos, numa
proporgao de 4,95 . 1. Este achado reflete provavelmente a
distribuicio racial caracteristica da regiao Sul, pois estudos

realizados no Norte e Nordeste evidenciaram umn padrio oposto.

Quanto aos aspectos clinicos, ficou evidenciado que a forma

mais freguente de apresentag¢ao foi a dos sinals e sintomas



sugestivos de neoplasia intra-abdominal, traduzindo-se pela
presenca de massa palpavel no abdome superior (464% dos casos).
Os pacientes com clinica sugestiva de cirrose fundamentada no
achado de ictericia, ascite, esplenomegalia e aranhas vasculares
na auséncia de massa palpavel estiveram em segundo lugar, com
36%. Estes achados est3o mais proximos dos descritos nas regifes
de alta incidéncia, porém enconlraram paralelo na literatura

nacional (106).

Interessante notar o fato de gque nenbhum dos 4 pacientes com
esplenomegalia apresentou massa palpavel no abdome, observagao

ecta, de nosso conhecimento, 1nexistente na literatura.

0 periodo compreendido entre o inicio dos sintomas € O
diagndstico variou entre 1 e 24 meses, com media de 7,5 meses. A
experiéncia dos autores ¢ semelhante, tanto nas areas de alta

quanto baixa incidéncia.

Com relagao aos fatores de risco assoclados, encontrou-se
uma frequéncia de alcoolismo da ordem de S55%, tabagismo em 73% e
cirrose em 45% dos casos. E possivel que no caso especifico do
il1cool tenha havido algum grau de omissdo dos dados corretos, nao
apenas devido ao carater retrospectivo da coleta como tambem ao
preconceito existente com relagio ao habito de 1ingestao

alcoolica. Nenhum dos pacientes estava em abstinéncia,



contrariando dados de literatura que sugerem ser o CHP mais

freqiente em pacientes alcoolistas que pararam de beber.

A analise da evolugio clinica dos pacientes com CHP mostrou
que 2 casos evoluiram ao o6bito durante a internacdao, enquanto oS
demail1s apresentaram alta hospitalar sem registro de seguimento

cronico poasterior .

Quanto aos exames laboratoriais do figado, representado pela
analise das bilirrubinas (BT e BDI), transaminases (TGO e TGP) e
fosfatace alcalina (FA), foi cevidenciado que apenas 1 dos 11
pacientes apresentou todos os registros dentvro da normalidade,
sendo que os demals possulam pelo menos uma das provas alteradas.
0 padrio caracteristico de lesdo hepatica que ocupa espago no
parénquima, caracterizado por grande elevagao da FA com BT e BDI

normais ou apenas discretamente alteradas foi descrito em 1 caso

somente . Concluiu-se portanto que apesar de sensivel para
demonstrar a presenca de uma altera¢do hepdtica, o exame
laboratorial do figado analisado neste trabalho carece de

especificidade para revelar a natureza desta afeccao.

A segquir, realizou-se tambem a compara¢ao dos aspectos
epidemiologicos, clinicos e laboratorials entre os pacientes com
CHP imuno-reatores positivos e negativos para 0% marcadores do

VBH .



Quanto as aspectos

estatistica nao tenha

observou-se uma tendéncia a

(media de 53,6 anos)

Ecta relagao contraria a maloria

podendo estar relacionada a

assintomaticos do VBH em nosso

contagio em 1dade precoce.

Quanto as aspectos clinicos,

epidemiolaogicos,
mostrado
malior

em rela¢do aos negativos

bailxa

embora a analise

diferengcas significativas,

idade nos casos CHP positivos

(media de 44 anos).

das descrigdes na literatura,

prevalencia de portadores

meio, reduzindo o0 risco de

notou-se uma malor tendéncia

nos casos de CHP positivos parva o VBH apresentarem—-se com quadro
clinico sugestivo de cirrose (42%) em relagdao aos negativos
(25%4) . Em relagio aos fatores de risco nao houve diferenca
quanto ao percentual de alcoolistas nos 2 grupos, porém observou-
se que 100% dos pacientes com CHP negativos para o VBH eram
tabagistas, contra apenas 57% dos positivos, de acordo com a

literatura. O

57% dos casos positivos contra 25%

que o desenvolvimento de cirrose

diagnodstico histologico

de cirraose foi1 obtido em

dos casos negativos, sugerindo

sejJa um passo 1ntermediario na
génese do CHP a partir do VUBH. Além disto, a media de duracao
dos sintomas foi menor no grupo positivo (5,1 meses) em relac¢ao
a0 negativo (11,8 meses). Quanto a evolugdo clinica, os 2 unicos
Obitos durante a internacao hospitalar ocorreram nos paclentes

positivos para o HBsAg. Estes

presenga do VUBH acelere

achados

de alguma

permitem SUupoYr que a

manelra a evolu¢gao clinica,



acarretando um pilor prognostico para o0S pacientes com CHP

positivo para o0s marcadores virals.

A analise dos parametros laboratorials nos 2 grupos de
pacientes com CHP, imuno-reatores positivos e negativos, nao

permitiu concluir-se pela presenca de diferengas significativas.

Finalmente, deve SeY reconhecido que, embora muitas
hipoteses tenham sido levantadas, a raridade do CHP em nhosso me1o
(traduzida pelo pegueno tamanho amostral) impede um Jjulgamento

mals conclusivo das caracteristicas desta neoplasia na ISCMPA

Espera-se que trabalhos futuros, wutilizando o0s avangos
metodologicos proporcionados principalmente pela engenharila
geneética e biologia molecular possam elucidar a frequénclia e o
real papel do UBH na génese do CHP, permitindo malores pProgressos

no conhecimento da patogénese e do comportamento desta neoplasia.
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PROTOCOLO PARA LEVANTAMENTO DOS DADOS EPIDEMIOLAOGICOS, CLINICOS E

LABORATORIAIS DOS CASOS DE CHP

1) Identificacdo.

Nome : . . .. .. o w B SRR % ... Tdade Sexo v EOFx ;
Data intern.. ../../.. Data alta ../ ../.. Periodo int.: ../7../7..

2) Apresentacao clinica:

Dor abdominal (local: ........... ) Anorexia/ Emagrecimento/ Febre
Ictericia/ Hepatomegalla/ Massa Palpavel (local: ....... )/ Ascite

Esplenomegalia/ Aranhas Vasculares/ Evitema Palmar/ Oinecomastla
Hiperpig. Cut / Sopro Hepatico

Qutros . . . . . .
Durac¢io dos Sintomas:

3) Fatores de Risco

Data: ../../.. . il il ST T v ol el Y

5) Laudo da Biopsia Hepatica.

4&) Evolugaq. Alta obito
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7.2 - Anexo B

LAMINAS DE IMUNOPEROXIDASE E HISTOLOGIA DOS CASOS DE CHP

Lamina 1

Controle positivo para HBsAg (Dako Corporation, Santa
Barbara, CA., cod. n® T.11190). Figado com clrrose € imuno-reacao
positiva para o HBsAg de localiza¢3o citoplasmatica

(aumento de 400 x).



Lamina 2

Controle positivo para HBcAg (Dako Corporation, Santa
Barbara, CA. cod. n® T.1230). Figado com cirrose @ iMuno-reagan
positiva para o HBchAg de localizagao intranuclear

(aumento de 200 =).



Lamina 3

Figado com CHP e imuno-reagao positiva para o HBshAg de
localizacio citoplasmatica

(aumento de 200 x).
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Lamina 4

Figado com CHP e imuno-vreagao positiva para o HBcAg de
localizac3o citoplasmatica e nuclear

(aumento de 200 x).



Lamina S

Figado com CHP demonstrando o aspecto trabecular delimitado por
sinusoides, com disposigao lrregular, espessura de varias ceélulas
e raro estroma

(HE - aumento de 100 x).



Lamina &

Figado com CHP denominando atipias celulares (hipercromasla

nuclear, aumento da relac3o ndcleo/citoplasma)l) e maior atividade
mitotica

(HE - aumento de 200 x) .
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Lamina 7

Figado com CHP e cirrose associada identificada pela presenca
ndodulos de regeneracao e fibrose

(Van Gieson - aumento de 100 x).

de
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8 - RESUMD

Com o objetivo de avaliar a frequéncia do carcinoma
hepatocelular primario (CHP) em nosso meio e sua assoclagao com a
infecclo pelo wvirus B da hepatite (VBH), foram revisadas 1000
biopsias hepaticas consecutivas, realizadas na Ivrmandade Santa
Casa de Misericordia de Porto Alegre (ISCMPA) no periodo de
julho/81 a dezembro/B8. 0O material obtido foi submetido ao
método da imuno-peroxidase (técnica do complexo avidina-bilotina)
no sentido de identificar retrospectivamente a presenca e a

localizac3o do antigeno de superficie do VBH (HBsAg) e do "core”

do VBH (HBcAg) . Foram igualmente vrevisados o0s prontuarios de
interna¢cao quanto aos aspectos epidemioldygicos (sexo, idade e
cor), clinicos (tipo e durag¢3do do quadro clinico, fatores de

risco associados e evolug3o clinica) e laboratoriails (exame
bioquimico do figado). A analise dos resultados mostrou uma
frequBncia de CHP da ordem de 11 casos nas 1000 biopsias (1,1%).
Destes, 8 eram do sexo masculino (73%), sendo a idade meédia de
5@,2 anos. Nove pacientes (B2%) eram de cov branca. Quanto ao

quadro clinico, em 7 casos (644%4) fol sugestivo de neoplasia



LA

(massa palpavel no abdome superior) e em 4 casos (364) foi
sugestivo de cirrose (ictericia, ascite, esplenomegalia). A media
de duracio dos sintomas ate o diagnostico foi1 de 7,5 meses. Em
relac3o aos fatores de risco associados, 59% dos pacientes eram
alcoolistas, 73% tabagistas e 45% tinham diagndstico histologico
de cirrose. Dois casos (1B8%) evoluiram para obito durante a
interna¢ao. Quanto aos aspectos laboratorials, 73% dos pacientes
apresentaram hiperbilirvubinemia, 71% alteracao de pelo menos uma
das transaminases (com indice TGO/T1GP superior « 1 em 64% dos
casos) e 45% apresentaram fosfdtase alcalina acima de 3 vezes O
normal A reacio 1muno-histoquimica mostrou 7 casos positivos
para o UBH (64%), sendo 5 positivos para o HBcAg (71%) e 2 para o
HBsfg (294) . A correlaciao entre os achados imuno-histogquimicos e
os aspectos epidemionldgicos clinicos e laboratoriais nao
evidenciou diferengas estatisticamente significativas entre os
dois grupos. Concluiu-se que a frequéncia de CHP na ISCMPA e
semelhante aquela descrita nos locais considerados de baixa
incidéncia 0 UBH parece ser o0 principal fator etiologico, em
geral assuciado ao alcoolismo, tabagismo e clrrose. Ni&o parece
haver diferenca nos diversos aspectos estudados em relagao a

presenca ou auséncia do VBH no tecido hepatico.
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9 - ABSTRACT

The purpose of this study was to evaluate the frequency of
primary hepatocellular carcinoma (PHC) and its association with
the hepatitis B virus (HBU) infection at Irmandade da Santa Casa
de Misericdrdia de Porto Alegre hospital (ISCMPA). A total of
1000 liver biopsies were reviewed at ISCMPA 1n the period of
July/81 to December/88 The matevrial obtained was submitted to
an imunoperoxidase method (Avidin-Biotin complex technique) 1in

order to 1dentify retvospectively the presence and localization

of the HBY surface antigen (HBsAg) and core antigen (HBcAg). In
addition, patients’ records were also reviewed to disclose data
related to epidemiological aspects (sex, age, race), clinical

aspects (type and duration of clinical picture, associated risk

factors and clinical evolution) and laboratorial aspects (liver

tests) . The results ohowed the frequency of CHP cases to be 11
out of 1000 biopsies (1,1%4). Eight of these patients were males
(73%), 50,2 years old in average Nine (82%) were caucasians.

The clinical picture suggested a neoplasia (palpable mass 1n the

abdomen) 1n 7 cases (64%), and suggested cirrhosis (Jaundice,



1A%

ascites, esplenomegaly) in the other 4 cases (36%) . The average
duration of symptoms until diagnosis was 7,5 months. Among the

associated risk factors, 55% of the patients were alcoholic, 73%

smokers and 45% had an histological diagnosis of cirrhosis. Two
patients (18%) died during their hospitalization. According to
the laboratorial data, 7 3% of the cases showed

hyperbilirrubinemia, 91% an elevation of at least one of the
transaminases (with a TGO/TGP index above 1 in 64% of the cases)
and 45% had an alkaline phosphatase 3 times above narmal value.

The imunohistochemical reaction was positive for the HBY 1in 7 of

the 11 cases (64%4) . Among these, 5 were HBchAg-positive (71%4) and
c HBsAg-positive (22%) . The correlation of the
imunohistochemical findings with the epidemiological, clinical

and laboratorial data did not show any statistical significance
in both groups. It was concluded that the frequency of PHC at

ISCMPA 15 similar to the ones described 1n places classified as

of low—-incidence. The HBY seems to be the principal etiological
factor, associated in general to alcoholism, smok1ng and
cirrhosis. The presence or absence of the HBV tissue markers did

not seem to influence the various aspects studied.
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