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Prefacio

Nem sempre € facil escolher um tema para uma tese de mestrado ou doutoramento que
seja simultaneamente interessante para o candidato e relevante para o esclarecimento de
um “problema” especifico da zona de onde o mesmo provém. Esta dificuldade resulta,
muitas vezes, do facto das teses serem feitas em centros vocacionados para linhas
especificas de investigagfio, por vezes afastadas de problemas que sfo pertinentes para os
candidatos e/ou para o seu meio.

Assim, a escolha do tema da tese €& frequentemente feita em fungfo dos
interesses/condigdes do centro onde os trabalhos a ela conducentes se desenvolvem. No
presente caso isso ndo se verificou ¢ foi possivel trabalhar num assunto para o qual o
candidato tem particular interesse e que € de extrema importincia para Mogambique.

Ao escolher o carcinoma hepatocelular como objecto do meu estudo fi-lo motivado pelo
conhecimento de que este tipo de neoplasia constitui um dos principais problemas de
saide publica na populagio mogambicana e pelo desejo de contribuir para a sua
investigagdo a luz dos actuais avangos biotecnoldgicos. Foi, por isso, um desafio que
valeu a pena enfrentar.

Porto, Novembro de 1998
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Abreviaturas

ADN - Acido desoxirribonucleico

AgHBc - Antigénio do “core” do virus da hepatite B

AgHBe - Antigénio “e” do virus da hepatite B

AgHBs - Antigénio de superficie do virus da hepatite B

AgHBx - Antigénio X do virus da hepatite B

AgNORs - Silver staining of nucleolar organizer regions

Anti-HCV - Anticorpo contra o virus da hepatite C

Anti-HBc¢ - Anticorpo contra o antigénio do “core” do virus da hepatite B
Anti-HBe - Anticorpo contra o antigénio “‘¢” do virus da hepatite B
Anti-Hbs - Anticorpo contra o antigénio de superficie do virus da hepatite B
ARN - Acido ribonucleico

CA-repeats — Sequéncias repetitivas de dinucleotideos de Citosina e Adenina
CDK - Ciclin Dependent Kinases

CHC - Carcinoma hepatocelular

DHBYV - (Pekin) Duck hepatitis B virus

GSHY - Ground squirrel hepatitis virus

G-C -~ Guanina e citosina

HE - Hematoxilina eosina

TARC - International Agency for Research in Cancer

IGF - Insulin-like growth factor

IP - fndice proliferativo

ISM - Instabilidade de sequéncia microssatélites

IWP ~ International Working Party

ORF - Open reading frame

PCR - Polymerase chain reaction

TGF-a —Tumor growth factor- a

VHB - Virus da hepatite B

VHC - Virus da hepatite C

WHY - Woodochuck hepatitis virus




1. INTRODUCAO

L. EPIDEMIOLOGIA

O hepatocarcinoma ou carcinoma hepatocelular (CHC) €, no ambito das neoplasias
primdrias do figado, a neoplasia epitelial maligna mais frequente, que se desenvolve a
partir do hepatdcito (Gayotto e Bogliolo, 1994; Ishak e Markin, 1996).

Apesar da sua relativa raridade nos Estados Unidos da América e na Europa, o CHC
encontra-se entre as dez neoplasias malignas mais frequentes do mundo (London, 1981;
Wands e Blum, 1991; Okuda, 1992; Aterman, 1995; Nagai et al, 1998).

Estima-se que aproximadamente metade da populagdo mundial vive em 4reas de
incidéncia elevada de CHC, nomeadamente Sudeste Asidtico e Africa ao Sul do Saara,
onde ocorrem entre 25 a 150 novos casos de CHC por 100 000 habitantes e por ano,
calculando-se que a incidéncia mundial se situa entre 300 000 a 1 200 000 novos casos
por ano (London, 1981; Wands e Blum, 1991; Idilman et al, 1998).

H4 uma grande variagdo da mcidéncia do CHC consoante as regides geogréficas (Tabela
1). De acordo com Colombo (1995), hé regides de baixa incidéncia de CHC  (menos
de 6 casos por 100 000 habitantes por ano): Europa do Norte, EUA, Canad4, Hungria,
Alemanha, Jugosldvia, Israel, Iraque, Tunisia, Cuba, fndia e Australia; regides de
incidéncia intermédia (6 - 11 casos por 100 000 habitantes por ano): Itélia, Suica,
Roménia, Franga, Tanzania, Quénia, Brasil e Argentina; areas de incidéncia elevada (11 -
30 casos por 100 000 habitantes por ano): Grécia, Nigéria, Senegal, Africa do Sul,
Filipinas, Singapura e Japdo; e zonas de incidéncia “elevadissima” (30 - 150 casos por
100 000 habitantes por ano): Mogambique, Gambia, Bali, China e Taildndia. Os dados
epidemiol6gicos de Portugal sfo escassos, havendo alguma evidéncia que aponta para
uma incidéncia intermédia do CHC.

Dados mais recentes, publicados pela IARC em 1992, mostram que os paises da regido
ao Sul do Saara continuam a ter incidéncias elevadas de CHC. As incidéncias por 100
000 habitantes e por ano sdo para o Mali e Gambia (Africa) de 47,9 e 36,0,
respectivamente. Nesta publicacdo nfio estdo incluidos dados relativos a Mogambique.
Em Quidong (China) e Tailandia as incidéncias sdo de 98,9 e 90,0, respectivainente. Em
contrapartida, nos paises europeus como Franga e Inglaterra (Oxford), as incidéncias
de CHC ndo ultrapassam 3 casos por 100 000 habitantes e por ano.

O CHC € uma neoplasia muito agressiva e a sobrevida global aos 5 anos nos casos sem
tratamento é de 3% nos EUA (Carriaga ¢ Henson, 1995; Barwick e Rosai, 1996;
Chlebowski et al, 1996). As causas de morte sdo essencialmente relacionadas com a
disseminagdo intra - hepética (insuficiéncia hepatica), metistases pulmonares, rotura de
varizes esofigicas (hemorragia digestiva alta) e necrose com rotura de nédulos
neoplésicos para a cavidade peritoneal (hemoperitoneu) (Chearanai et al, 1983; Barwick
e Rosai, 1996; Ishak e Markin, 1996).




Tabela 1. Taxas de incidéncia de CHC ajustadas por idade.

N° de casos por 100 000

habitantes/ano
Regiao geogrifica Homens  Mulheres
América do Sul
Argentina 6,0 2,5
Brasil (Recife) 9,2 8.3
= Brasil (Sédo Paulo) 3,8 2,6
. Colémbia 2,8 1,4
Costa Rica 5,1 2.2
Pert 4,0 2,9
Africa
- Africa do Sul (Cidade do Cabo) — Brancos 1,2 0,6
Africa do Sul (Cidade do Cabo) — Negros 26,3 8,4
Argélia 1,6 1,4
Gambia 33,1 12,6
Mogambique 112,9 30,8
' Nigéria 15,4 372
- Senegal 25,6 9,0
Suazildndia 10,5 3,0
Asia
Burma 25,5 8,8
China (Shangai) 34,4 11,6
Coreia 13,8 3,2
Filipinas 19,9 6,2
fndia (Bombaim) 4.9 2,5
{ndia (Madras) 2,1 0,7
Japdo 1.2 22
Tailandia 6,8 2,3
Europa
Alemanha (Hamburg) 4,5 1,7
Espanha (Navarra) 7.9 4.7
Franga 6,9 1,2
Israel (Naturais da Africa ) 7,4 1,5
Israel (Naturais da Europa) 34 4,7
Itdlia (Varese) 7,1 2,7
Noruega 1,8 1,1
Reino Unido 1,6 0,8

{Adaptado de Muir, 1989. Cancer Incidence in Five Continents. IARC Scientific Publications. vol. V,
88. Lyon, France: International Agency for Research in Cancer, 1989].




Em 1990, dos 50 milhSes de 6bitos ocorridos no mundo, 10 milhdes ocorreram em
individuos adultos dos quais mais de 1 milhdo foram devidos a hepatopatias associadas a
infecgdo crénica por virus da hepatite B (VHB), incluindo ¢ CHC (Montesano et al,
1997).

Os CHCs das 4reas de maior incidéncia, sobretudo os desenvolvidos em Africa, tém
caracterfsticas particulares que os tornam distintos dos CHCs que ocorrem em 4reas de
menor incidéncia (Yoshida et al, 1994; Szilagyi e Alpert, 1995). Os primeiros tendem a
ser mais agressivos o que em parte se deve ao facto do diagn6stico ser tardio na maior
parte dos casos, assim como 2 multicentricidade das neoplasias ndo oferecendo, por
isso, condigdes de ressectabilidade (Yoshida et al, 1994). Os CHCs desenvolvidos em
individuos africanos ocorrem em individuos jovens (com pico de incidéncia nas terceira e
quarta décadas da vida) (Falk, 1982; Muiloz ¢ Bosch, 1987) e a associagio A cirrose
hepética € menos marcada do que nas outras regides geogréficas. A cirrose, quando
ocorre, € normalmente do tipo macronodular ¢ h4 um franco predominio de doentes do
género masculino.

Nas areas de menor incidéncia, o CHC apresenta-se mais frequentemente como nédulo
Unico, bem delimitado ¢ por vezes encapsulado. Em casos seleccionados é possivel a
ressecgio completa do tumor, numa fase relativanente precoce do desenvolvimento
neoplésico (Yoshida et al, 1994; Szilagyi e Alpert, 1995). Nestas areas, 0 CHC afecta
individuos de idade avangada (sétima e oitava décadas da vida), estd mais vezes
associado 2 cirrose de tipo micronodular e hd menor predominio de doentes do género
masculino.

CHC em Moc¢ambique

A proximidade geogrifica de Mogambique com a Africa do Sul e o inicio da exploragéo
das minas de ouro neste ultimo pafs, nos finais do século passado, estiveram na origem
de correntes migrat6rias de mogambicanos para a Africa do Sul, através de contratos e
acordos entre os governos dos dois paises.

O recrutamento dos mineiros exigia inspecgiio médica adequada nos locais de origem.
Esta era posteriormente confirmada, de forma sistemética, na Africa do Sul através de
acompanhamento médico ao longo do contrato (Harington et al, 1975).

Decorrente destas medidas, uma das primeiras referéncias a elevada prevaléncia de CHC
nos mineiros provenientes de Mogambique (sobretudo da regido sul) surgiu com Berman
(1935) e, mais tarde, Des Ligneris (1936) confirmou estas observagdes.

Em 1954, no decurso do Congresso de Patologia Geografica na cidade de Sdo Paulo
(Brasil), foram apresentados e discutidos dados importantes relativos 3 distribuigio da
patologia neoplésica em Africa. Na sequéncia dessa reunido, a Comissdo Executiva da
Unifio Internacional Contra o Cancro propds a criagdo de duas sub-comissGes, uma para
a América Latina e outra para o continente Africano. A dltima, face ao notével contraste
entre a prevaléncia de certos tipos de neoplasias malignas em Africa e em outras partes
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do mundo, propds e implementou vérias iniciativas com o objectivo de obter
informagGes mais precisas sobre a patologia neopldsica maligna no continente africano.

Posteriormente, a Comissdo Executiva da Associa¢io Nacional do Cancro da Unido Sul
Africana convidou Mogambique a juntar-se-lhe na realiza¢@io de estudos de incidéncia de
neoplasias malignas em vérias regides da Africa do Sul e na cidade de Maputo (ex-
Lourengo Marques).

Assim, com o apoio das autoridades portuguesas da época e da Associa¢io Nacional do
Cancro da Unifio Sul Africana, criou-se uma brigada de prospecgio dos tumores
malignos em Maputo. Neste processo distinguiram-se Prates e Torres nos anos 50 e 60,
tendo sido possivel demonstrar que o sul de Mogambique apresentava taxas de
incidéncia de CHC que eram das mais elevadas em todo mundo (Prates e Torres, 1965).
As taxas de incidéncia eram na época superiores a 100 casos por 100 000 habitantes e
por ano € o CHC ocorria numa populagiio relativamente jovem. Observou-se também
que, em Maputo, o CHC era responsdvel por mais de metade (54,4%) de todas as
neoplasias malignas (Prates e Torres, 1963).

Em 1975, Harington et al publicaram os resultados de um estudo prospectivo de 8 anos
(1961 a 1968) sobre neoplasias malignas desenvolvidas em trabalhadores africanos de
vérias proveniéncias, a trabalhar nas minas de ouro da Africa do Sul. Harington et al
(1975) observaram que do total de casos de CHC diagnosticados durante o periodo de
estudo, 69% ocorreram em individuos provenientes de Mogambique, 10% do Transkei
(Africa do Sub), 4% do Malawi e 17% das restantes proveniéncias. A amostra
populacional estudada para cada wn dos paises referidos foi de 709 987, 548 853, 421
497 e 1246 124 individuos, respectivamente.

Em Mogambique, depois dos resultados publicados por Prates e Torres em 1965, o
interesse pelo problema aumentou progressivamente, levando 2 realizagdo de vérios
trabalhos sobre a matéria, de que se destaca o estudo prospectivo e comparativo de Van
Rensburg et al (1985), realizado numa provincia do sul de Mogambique (Inhambane),
de onde provinha um nimero considerdvel de mineiros mogambicanos, alguns distritos
do norte de Maputo e a regido de Transkei (Africa do Sul), entre 1968 ¢ 1974. Este
estudo foi feito na tentativa de encontrar as causas da elevada incidéncia de CHC nestas
regibes relativamente as observadas noutras zonas. Os resultados revelaram-se muito
semelhantes aos obtidos nos estudos anteriores feitos em Mogambique (Prates e
Torres,1965; Torres, 1966). Os estudos de Van Rensburg et al (1985) permitiram
verificar uma associagiio entre a ocorréncia de CHC e ingestdio de alimentos
contaminados com aflatoxinas, nomeadamente em Inhambane.

Mogambique tornou-se independente em 1975 e razdes sGcio-politicas e limitagtes
logfsticas de véria ordem ndo tém permitido avangar no estudo epidemiolégico do CHC
no pais.

Como consequéncia desta realidade, os dados recentes sobre a epidemiologia do CHC
em Mogambique sdo escassos € limitam-se aos provenientes do Registo do Cancro do
Servigo de Anatomia Patol6gica do Hospital Central de Maputo: 1970 — 1990, n=13305
(dados nfio publicados). Apesar das limitagGes inerentes ao facto de se tratar de um
Registo de Cancro de base hospitalar, a informag#io disponivel mostra que, & semelhanga
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do verificado nas décadas de 50 e 60 por Prates e Torres, 0 CHC continua a ser a
neoplasia maligna mais frequente. Com base nestes dados verifica-se ainda que o CHC
continua a ocorrer em individuos relativamente jovens e afecta mais 0os homens do que
as mulheres. Nesta casuistica, considerando conjuntamente individuos dos géneros
masculino e feminino, o CHC contribui para 14,7% de todas as neoplasias malignas,
ocupando assim o primeiro lugar. Quando analisados separadamente, em fungio do
género dos individuos, verifica-se que nos homens o CHC ocupa o primeiro lugar
(20,4%) e, nas mulheres, passa para a terceira posigdo (9,7%), superado pelo carcinoma
do colo do ttero (que é a neoplasia mais frequente na mulher no nosso meio) e pelo
carcinoma da pele.

Estes factos levam a supor que a populagio do sul de Mogambique est4 sujeita a factores
carcinogénicos potentes, com actuagio precoce.

II. CONDICOES E LESOES PRE-MALIGNAS DO CHC

Tal como noutros 6rgdos, as alteragdes que precedem o CHC sdo susceptiveis de ser
classificadas em condigdes pré-malignas ¢ lesdes pré-malignas. Nas primeiras mcluem-se
situagdes com risco aumentado de desenvolvimento de CHC ao longo do tempo. As
lesdes pré-malignas sdo consideradas precursores morfoldgicos de carcinoma, isto € sdo
lesdes neoplasicas (benignas) com potencialidade de evolugdo para lesdes malignas.

No figado, a condigdo pré-maligna por exceléncia é a cirrose. Todas as formas de
cirrose podem associar-se ao desenvolvimento de CHC. Contudo, a associa¢fio entre
CHC e cirrose é muito varidvel, dependendo da idade e género dos individuos, da regidio
geogréfica e, sobretudo, do tipo, durago e etiologia da cirrose (Bioulac-Sage, 1998). As
cirroses com risco mais elevado de desenvolvimento de CHC s#o de tipo macronodular
ou misto, desenvolvidas em individuos do genéro masculino, com idade superior a 50
anos e secundérias a infecg@o por VHB ou VHC.

Impde-se no entanto salientar que a maior parte das cirroses ndo evoluem para CHC e,
por outro lado, o CHC pode desenvolver-se em figado ndo-cirr6tico como ocorre em
20% a 40% dos casos (Bioulac -Sauge, 1998).

No ambito da cirrose desenvolvem-se nédulos que se individualizam pelo tamanho e
caracteristicas macroscOpicas e microscOpicas. O desenvolvimento crescente dos
métodos de imagem tem permitido um avango consideravel na identificagfio deste tipo de
lesdes nodulares do figado frequentemente desenvolvidos, como atrds se referiv, em
figados cirr6ticos (Ferrel et al, 1993; Terada et al, 1993).

Lesdes regenerativas nodulares do figado
As lesdes nodulares do figado sio actualmente consideradas lesGes precursoras do
CHC. Contudo, na literatura hd uma grande discrepéncia relativamente aos critérios de

diagndstico e nomenclatura destas lesSes nodulares, no contexto da cirrose (Ferrel et al,
1993). Na Tabela 2 resumem-se as classifica¢des mais importantes.
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Tabela 2. Comparagio da nomenclatura de lesdes nodulares do figado que ocorrem no

contexto de cirrose hepética.

Edmondson e Steiner

Furuya et al (1988)

Eguchi et al (1992)

Ferrel et al (1993)

(1954)
Hiperplasia Macronddulo Grande nédulo Macronédulo
adenomatosa regenerativo [ regenerativo regenerativo
Paraplasia/CHC grau | Macronéduto regenativo Hiperplasia Nédulo “borderline”
| 11 adenomatosa (tfpica ou
atipica)
CHC graulall CHC bem diferenciado | CHC bem diferenciado | CHC bem diferenciado

Mais recentemente foi proposta uma nova classificagdo das lesdes nodulares do figado
(IWP, 1995). De acordo com esta proposta as lesdes nodulares sdo classificadas em dois
grandes grupos: lesdes regenerativas e lesdes displdsicas/neopldsicas. O iltimo grupo
compreende as seguintes entidades: adenoma (com risco muito baixo de transformacfo
maligna); foco displasico; nédulos displdsicos (de baixo grau e alto grau); CHC. Como
se depreende desta classificagio, a displasia ¢, tal como noutros modelos, a lesdo pré-
maligna por exceléncia. Ocorre no contexto de lesdes nodulares do figado (nédulos
displasicos) assim como em pequenos focos. De acordo com Watanabe et al (1983) a
displasia hepatocelular corresponde a dois tipos morfolégicos: a displasia de grandes
células (c€lulas atipicas com citoplasma amplo e relagfo nicleo-citoplasmatica
equilibrada) e displasia de pequenas células (células atipicas com niicleo hipercromético,
citoplasma escasso e relagfo niicleo-citoplasmitica elevada). De acordo com Watanabe
et al (1983), a displasia de pequenas células € a que tem risco mais elevado de
transformagdo maligna.

Os dois tipos de displasia hepatocelular associam-se ao desenvolvimento de CHC, tal
como demonstrado por exemplo no estudo prospectivo realizado por Borzio et al
(1995), em que se demonstrou a ocorréncia de CHC em 60% dos doentes com displasia
hepatocitéria. No entanto, a natureza pré-maligna destas lesdes tem sido questionada por
alguns autores (Henmi et al, 1985; Hytiroglou et al, 1995, Su et al, 1997) com base na
verificagiio de que altera¢Bes semelhantes ocorrem em lesdes regenerativas do figado ndo
associadas ao risco de desenvolvimento de CHC. Como consequéncia da falta de
consenso sobre o significado biolégico destas lesSes, foi proposto que as mesmas fossem
entretanto  designadas como “alterag@o de grandes células” (large cell change) e
“alteragd@o de pequenas células” (small cell change) (Su et al, 1997; Bioulac-Sage, 1998).

Recentemente, a “regeneragfo irregular dos hepat6citos” (caracterizada por anisocitose,
pleomorfismo ¢ distribuigdo em mapa geogréafico) foi identificada como o factor de risco
mais importante do que a displasia hepatocitéria para o desenvolvimento de CHC no
contexto de cirrose associada a infec¢do VHC (Shibata et al, 1998).
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IIL. FACTORES ETIOLOGICOS DO CHC

Os factores mais frequentemente associados ao desenvolvimento de CHC compreendem:
0 género masculino; utiliza¢do de hormonas esterdides; consumo de dlcool;, doengas
metab6licas (hemocromatose, doenga de Wilson, tirosinemia, etc); cirrose hepatica e/ou
displasia hepatocitaria; exposigfo a aflatoxinas e infecgéio crénica por virus da hepatite B
(VHB) e/ou virus da hepatite C (VHC).

A evidéncia existente sugere como factores etioldgicos mais importantes do CHC em
Mocambique as aflatoxinas e a infecg@o por virus hepatotrépicos, nomeadamente o virus
da hepatite B (VHB).

Micotoxinas

Ha4 vérios tipos de micotoxinas tais como sterigmatocystin, luteoskirin e aflatoxinas,
entre outras (Anthony, 1994). Destas, as aflatoxinas s@io as mais importantes
relativamente a toxicidade hepética. Produzidas principalmente por Aspergilus flavus, e
em menor escala, por Aspergilus parasiticus, reconhecem-se cinco tipos de aflatoxinas:
Bl, B2, G1, G2 e M1 (Anthony, 1994; Montesano et al, 1997). As do tipo B1, G1 e M1
sdo as mais activas biologicamente €, por isso, as mais hepatotdxicas. Encontram-se
amplamente distribuidas no solo € em alguns alimentos como oleaginosas e cereais,
sendo contaminantes frequentes dos alimentos em climas quentes € himidos (Anthony,
1994). Em Mocgambique, virios estudos permitiram verificar a presenga de teores muito
elevados de aflatoxinas nos alimentos (Van Rensburg et al, 1985).

A hepatotoxicidade das aflatoxinas foi comprovada em animais, tendo-se verificado que
estas micotoxinas condicionam lesdes necro-inflamatérias assim como displéasicas ¢ CHC
(Svoboda et al, 1966; Kaplanski et al, 1997).

A literatura fornece evidéncia que aponta fortemente para a possibilidade das aflatoxinas
serem também hepatot6xicas para o figado humano (Van Rensburg et, 1985; Lunn et al,
1997, Montesano et al, 1997).

A exposiciio a aflatoxinas, avaliada pela quantificagdo de aflatoxina ligada & albumina
sérica, varia consideravelmente consoante as regides. Em pafses africanos como Gambia,
Senegal e Quénia, os niveis serol6gicos desta substincia sfo muito altos variando entre
40 a 50 pg/mg de albumina. No Sudeste Asidtico os valores variam entre de 10 e 40
pg/mg, enquanto na europa, EUA e Egipto sdo inferiores a 8 pg/mg (Montesano et al,
1997).

Num estudo feito na Gambia (Africa Ocidental) foram identificados produtos do
metabolismo de aflatoxinas no sangue de fetos de mies expostas a estas micotoxinas
durante a gravidez (Wild et al, 1991). Esta verificacdo sugere que o efeito hepatotdxico
destas substincias comega a actuar precocemente, durante a vida intra-uterina.

A acgfio carcinogénica das aflatoxinas, nomeadamente as do tipo B1, parece depender da
toxicidade induzida por um produto intermedidrio do seu metabolismo, aflatoxina 8,9-
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epoxido (McGlynn et al, 1995). Esta substincia € metabilizada por duas enzimas
designadas na literatura anglo-sax6nica por “microssomal epoxide hydrolase” e
“glutathione S-transferase”, cuja actividade enzimética € condicionada geneticamente.

Estudos feitos em individuos com deficiéncia destas enzimas revelaram que estes tém
urn risco muito aumentado de desenvolvimento de CHC e que a frequéncia de mutagGes
do coddo 249 do gene p53 € elevada nos tumores (McGlymn et al, 1995).

Virus hepatotrépicos

Virus da hepatite B

Entre os virus hepatotrépicos ha a destacar o virus da hepatite B (VHB) ¢, em menor
escala, o virus da hepatite C (VHC). O VHB ¢ o mais conhecido ¢ melhor estudado.
S3o indmeros os estudos epidemiolégicos, de biologia e genética molecular que associam
fortemente a infeccdo por VHB com CHC (Kew, 1981; Yeh et al, 1989; Wang et al,
1990, Kim et al, 1991; Goldblum et al, 1993; Ikeda et al, 1993; Teramoto et al, 1994,
Kaczanski et al, 1995; Feitelson e Duan, 1997, Jakubczak et al, 1997; Su et al, 1997).

O VHB pertence ao grupo dos virus animais conhecidos por hepadnavirus, designagéo
resultante de caracteristicas comuns aos elementos constitutivos do grupo: virus de ADN
com marcado hepatotropismo (Tiollais et al, 1985; Summers, 1987; Robinson et al,
1987). Os outros membros do grupo sdo o virus da hepatite da Marmota monax, o virus
da hepatite do Esquilo Selvagem e o virus da hepatite do Pato de Pequim,
respectivamente designados na literatura anglo-saxdnica por Woodchuck hepatitis virus
(WHYV), Ground squirrel hepatitis virus (GSHV) e Pekin duck hepatitis virus (DHBV)
(Robinson et al,1987; Summers, 1987).

O virido completo do VHB, também conhecido por particula de Dane, mede 42 nm e é
constutuido por:

- envélucro externo composto por proteinas, lipideos e hidratos de carbono. As proteinas
encontram-se na forma glicolisada e ndo-glicolisada entre as quais se identifica uma
proteina “major” (codificada pelo gene S) e menores quantidades de 2 outros
polipeptideos , um codificado pela regiio pré-S2 e gene S e outro codificado pelas
regides pré-S1, pré-S2 e gene S, ambos com um comprimento varidvel entre 398 ¢ 400
amino4cidos, variabilidade esta que determina os diferentes serétipos do VHB (Tiollais
et al, 1985).

- nucleocépside que contém uma proteina “major” - (peptideo do “core”), intimamente
ligada a0 genoma virico (Michael e Tiollais, 1987).

- genoma de ADN que € circular, parcialmente de cadeia dupla, constituido por uma
cadeia externa de ADN (longa) com 3200 nucleotideos de comprimento, descontinua
num ponto (*nick™) e por uma cadeia interna de ADN (curta) (50% a 100% do
comprimento total da anterior) (Hoofnagle e Schafer, 1986; Miller et al, 1989). A
configuragiio circular € mantida pela sobreposi¢do de aproximadamente 225 pares de
bases nas extremidades 5° das duas cadeias simples de ADN.
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A totalidade da informagio genética do VHB encontra-se na cadeia longa, localizada em
quatro regides sem coddes de terminagfo, designadas na literatura anglo-saxénica por
“open reading frames” (ORF): S- codifica a proteina “major” do envélucro externo
(“surface”); C- codifica a proteina P22c da nucleocdpside (“core™); P- codifica a
polimerase do ADN dependente do ARN (transcriptase inversa); X- codifica uma
pequena proteina com fungfio transactivadora. Para além destas regides, j& foram
identificadas mais duas ORFs: ORF5 localizada na cadeia longa de ADN e ORF6
localizada na cadeia curta de ADN (Miller et al, 1989; Goodman, 1997).

Em circulagio podem encontrar-se particulas viricas compreendendo viriGes completos
ou particulas de Dane com 42 nm (com total capacidade de transmisfo da doenga) e
material do envllucro virico em excesso, de configuragio esférica (22 nm) ou
filamentosa (22 nm X 50 -100 nm) que néo contém ADN e, por tal, ndo é infeccioso.

No soro dos doentes infectados por VHB podem-se detectar vérias particulas viricas:
antigénios de superficie (AgHBs), antigénio resultante da clivagem da proteina do “core”
(AgHBe) assim como os respectivos anticorpos: anti-HBs e anti-HBe. Podem ainda
detectar-se anticorpos anti-HBc e anti-HBx, particulas de ADN e a polimerase do VHB
(Gayotto e Bogliolo, 1994; Goodman, 1997). A expresséio serolégica destas substéncias
depende da fase da infecgio. Na fase precoce, aguda ou replicativa, observam-se
geralmente os seguintes marcadores: AgHBs, AgHBe, anti-Hbe, anti-HBc, anti-HBx e
polimerase do ADN viral Em fases tardias da doenga alguns casos exprimem
AgHBs/anti-HBs e/ou anti-HBc ¢ anti-HBe (Gerber € Thung, 1987). Na fase terminal
pode ndo haver nenhurn marcador serolégico da infecgéo. Nestes casos a unica forma de
documentar a infecgdo pelo VHB € a demonstragio de ADN viral integrado no ADN do
hospedeiro através de técnicas de genética molecular (Moriarty et al, 1985; Wang et al,
1990; Goodman, 1997).

Nas zonas endémicas de infecgdo por virus da hepatite B a infecgdo ocorre
precocemente, sendo muitas vezes transmitida verticalmente (da mie para filho). Nessas
dreas, mais de 8% da populagfio € portadora crénica de infecgdo por VHB (Goodman,
1997). Mogambique € uma 4rea endémica relativamente a infec¢io por VHB e a
prevaléncia de portadores crénicos € de cerca de 20 %, independentemente da regidio do
pais (Barreto et al, 1991).

Evidéncia que apoia a associa¢iio entre a infec¢iio crénica por VHB e CHC

1. Evidéncia Epidemiolégica

1.1. Distribuicio geogrifica

Ha uma grande coincidéncia entre a distribui¢io geogréfica do CHC e a édreas endémicas
de infecgdo por VHB, esta avaliada pela elevada prevaléncia de portadores de AgHBs,
facto que constitui uma evidéncia a favor do papel do VHB na carcinogénese hepética

(Kew et al, 1980; London, 1981, Miyagawa et al, 1996; Goodman, 1997; Tsai et al,
1997; Bréchot et al, 1998; Okada et al, 1998).
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1.2. Estudos retrospectivos

Estudos retrospectivos dos marcadores séricos de infec¢@io por VHB permitiram verificar
que tanto nas 4reas de incidéncia elevada de infec¢do como nas de incidéncia intermédia,
0 CHC se desenvolve mais frequentemente em individuos portadores de AgHBs, ou com
sinais de infecgdo passada pelo VHB, do que nos controlos (Tabela 3), (London, 1981;
Muiloz e Bosch, 1987; Feitelson e Duan, 1997).

Tabela 3. Infecgiio por VHB e desenvolvimento de CHC (estudo de caso-controlo).

Regides Geogriaficas  N° individuos AgHBs + Risco Relativo
CHC Controlo CHC Controlo
Zonas de Alto Risco
Africa do Sul 289 213 61,6 11,3 12,6
China 50 50 86,0 22,0 17,0
Filipinas 104 84 70,0 18,0 10,8
Hong Kong 107 107 82,0 22,0 21,3
Senegal 165 328 61,2 11,3 21,4
Zonas de Risco
Intermedidrio
Grécia 194 451 45,9 7.3 10,7
Zonas de Baixo
Risco
EUA 86 161 17,9 0,0 ND

—————— ____———————————————————
[Adaptado de Mufioz N, Bosch X. Epidemiology of hepatocellular carcinoma. ND valor ndo
determinével por causa do valor (0,0) do controlo. In: Okuda K, Ishak KA, eds. Neplasms of the liver.
New York, Springer - Verlag, 1987].

Esta situagio ndo € uniforme em todo o mundo j& que em algumas regifes como a
Gronelindia e o Egipto, assim como em algumas zonas da América do Sul, apesar da
elevada prevaléncia de infeccfio pelo VHB, a incidéncia de CHC é relativamente baixa
(London, 1981; Mufioz ¢ Bosch, 1987; Anthony, 1994). As causas subjacentes a esta
verificagdo epidemiol6gica ndo estdo esclarecidas. Estes factos podem ser indicativos de
que a infec¢gdo por VHB ndo € suficiente para o desenvolvimento CHC e que, em
determinadas circunstincias, hd necessidade da participago de outro(s) agente(s)
carcinogénico(s) (London, 1981; Melbye et al, 1984; Anthony, 1994).

1.3. Estudos prospectivos
Em estudos prospectivos como o conduzido por Beasley et al (1981), que mcluiu 22 707
chineses de Taiwan, verificou-se que os individuos portadores de AgHBs possuem um

risco relativo de desenvolvimento de CHC de 223, que é um risco extremamente
elevado.
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1.4. Estudos comparativos

Estudos comparativos entre grupos de doentes AgHBs “positivos” e grupos de controlo
(constituidos por individuos AgHBs “negativos™) realizados em regides geogréficas
distintas, mostraram um risco relativo elevado de desenvolvimento de CHC em doentes
AgHBs “positivos” (Lam et al, 1982; Lu et al, 1988; Sakuma et al, 1988). Por exemplo,
Goodman (1997) refere que o risco de desenvolvimento de CHC em individuos
portadores crénicos do VHB € 100 vezes mais elevado do que em individuos no-
portadores.

Recentemente, verificou-se que o risco de desenvolvimento de CHC em doentes com
cirrose € AgHBs “positivos” é 10 vezes maior do que o de doentes sem cirrose mas com
sinais de infecgdo crénica por VHB (Idilman et al, 1998).

1.5. CHC em criancas

O CHC € raro nas criangas, mesmo nas regiGes endémicas. Quando ocorre na idade
pediatrica, o CHC afecta quase exclusivamente criangas com sinais de infec¢fo por
VHB, geralmente nascidas de mies portadoras de AgHBs (Tanaka et al, 1986; De
Potter et al, 1987, Hsu et al, 1987).

Moore et al (1997), num estudo de 6 criangas (média de idades de 13 anos) com CHC,
detectaram AgHBs no soro em 3 casos (50%).

Em Taiwan (4rea de incidéncia elevada), introduziu-se um programa de vacinagfo contra
0 VHB em criangas no periodo entre 1981 e 1994 (Chang et al, 1997). No fim do
programa observou-se que a incidéncia de CHC em criangas diminuiu para 0,70, para
0,57 e 0,36 casos por 100 000 criangas por ano, incidéncias estas correspondendentes,
respectivamente, aos periodos de 1981 a 1986, de 1986 a 1990 e, finalmente, de 1990 a
1994.

2. Evidéncia morfolégica
2.1. Presenca de antigénios do VHB

Através de técnicas de imunocitoquimica tem-se demonstrado a expressdo de antigénios
virais, nomeadamente AgHBs e AgHBc, no tecido hepético adjacente a CHCs. Esta
associagdo € muito evidente em 4reas endémicas como Taiwan e China (Ilardi et al,
1980; Hsu et al, 1983) com taxas que vio desde 84,1% até 100% (esta dltima em
figados cirréticos).

Nas dreas de baixa incidéncia de CHC, nomeadamente nos EUA, observou-se a
expressdo de AgHBs no figado adjacente a CHCs, em 5% de figados ndo-cirréticos e
21% de figados cirréticos (Peters at al, 1977).
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Hsia et al (1992) detectaram AgHBs em tecido hepético adjacente a CHCs em 87% de
doentes chineses (Qidong - 4rea de prevaléncia “elevadissima” de infecgdo por VHB) e
em 20% de doentes dos EUA (4rea de incidéncia baixa de infec¢fio por VHB).

Em alguns estudos foi também possivel demonstrar a expressdo de antigénios do VHB
em células neoplésicas de CHC. A expressio de AgHBs nas células tumorais nio
ultrapassa 25% na Africa do Sul (Kew et al, 1980) e 37% em Taiwan (Hsu et al, 1988).
A expressio concomitante de AgHBc nas células neoplésicas também foi demonstrada,
embora numa percentagem inferior (Hirohashi et al, 1982; Suzuki et al, 1985; Hsu et al,
1988).

2.2. Associagfio i cirrose hepdtica e lesGes precursoras do CHC

A maior parte dos CHCs (60% a 80%) desenvolve-se em figados com cirrose (Colombo,
1995; Szilagyi e Alpert, 1995; Ishak e Markin, 1996; Goodman, 1997).

Contudo, a associagdo da cirrose com CHC varia consoante as populagdes em estudo.
No Sudeste Asidtico, a associagfio é mais forte do que na Africa ao Sul do Saara e a
cirrose € do tipo macronodular. Nas 4reas de menor incidéncia de CHC, como a Europa
do norte e EUA, esta associagdo € muito mais forte e a cirrose € do tipo micronodular
(Falk, 1982; Yoshida et al, 1994).

Em Mogambique, 60% dos CHC associam-se a cirrose de tipo macronodular (Torres,
1966).

£ também no contexto de cirrose hepética que surge a maior parte das designadas lesGes
precursoras do CHC. Em cirroses hepéticas associadas a infec¢do por VHB, Terada et al
(1993) observaram hiperplasia adenomatosa (nédulo displasico de baixo grau),
hiperplasia adenomatosa atipica (n6dulo displésico de alto grau) ¢ CHC em 16%, 1,9%
e 69,9% dos casos, respectivamente. No mesmo estudo, os valores correspondentes para
a cirrose de etiologia alcodlica foram de 3,8%, 0%, e 38,5%, respectivamente. Estes
resultados sugerem que as lesdes nodulares do figado, que surgem no contexto da
cirrose hepética associada & infecgdio por VHB, tém risco aumentado para o
desenvolvimento de CHC e indicam que estas lesdes sdo de natureza pré-neoplésica
(Theise et al, 1992), correspondendo provavelmente a neoplasias benignas j& iniciadas,
isto €, a lesGes pré-malignas.

3. Modelos animais (Patologia Experimental)

A infec¢iio por hepadnavirus em animais fornece dados importantes para a compreensdo
da associagdo entre a infec¢io por VHB e CHC. Como j4 foi anteriormente referido, o
grupo dos hepadnavirus inclui, para além do VHB, o virus da hepatite da Marmota
monax, o virus da hepatite do Esquilo Selvagem e o vfrus da hepatite do Pato de Pequim
(Summers, 1987). As trés espécies de virus condicionamn lesSes semelhantes as
observadas na infec¢do por VHB, no homem, que v8o desde o estado de portador,
passando por hepatite aguda, hepatite crénica e, finalmente, CHC (Popper et al, 1982).
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Todos os animais que acabam por desenvolver CHC sdo portadores crénicos do virus da

hepatite, ndo se tendo observado CHC em animais com infecgSes transitérias (Popper et
al, 1987).

Em ratinhos transgénicos foi demonstrada uma associag3o entre o0 aumento da expressdo
do polipeptideo “major” do envSlucro do VHB e CHC. Neste modelo observou-se
também que a malignizagfo se relacionava com a duragfio da infecgdo, intensidade da
inflamacfio e hiperplasia regenerativa (Chisari et al, 1989). No mesmo estudo observou-
se que, sob o efeito do polipéptido “major” do envélucro, os ratinhos transgénicos
desenvolviam CHC ao fim de 24 meses.

4. Evidéncia molecular

Actualmente, com a possibilidade de uso de técnicas de biologia molecular, tem sido
demonstrada a presenga do ADN do VHB em estado episomal efou integrado nas
c€lulas neoplésicas e nfio neoplésicas adjacentes a CHCs (Rijntjes et al, 1985; Tozuka et
al, 1989; Lai et al, 1990; Kaplasnski et al, 1997).

Bréchot et al (1998) detectaram ADN de VHB no soro (33%) e tecido hepético (47%)
de doentes AgHBs “negativos”, numa série de 503 doentes com CHC. No mesmo estudo
as taxas correspondentes em doentes AgHBs “positivos”, foram de 82% e 91%,
respectivamente.

Apesar de haver resultados discordantes entre vérias séries no que diz respeito 2
percentagem de casos com ADN viral integrado, hi evidéncia de que uma elevada
pecentagem de CHCs associados a infecgdo por VHB contém ADN viral integrado no
genoma do hospedeiro, quer em doentes AgHBs “negativos” quer em doentes AgHBs
“positivos” (Bréchot et al, 1998). No entanto, nfo tem sido possivel demonstrar padrdes
especificos de integragio de ADN viral no CHC (Dejean et al, 1986; Imazeki et al, 1986;
Bréchot, 1998).

Porém, o uso de sondas sub-genémicas permitiu demonstrar que as sequéncias de ADN
viral que codificam a proteina X efou as proteinas truncadas do envélucro Pré S2/8 sdo
as que se encontram presentes na maior parte dos casos (Chen et al, 1988; Bréchot,
1998; Bréchot et al, 1998).

A integragio do ADN do VHB no genoma do hospedeiro sugere que possa haver
desregulagiio da expressdo de oncogenes ou genes oncossupressores. Por exemplo, na
hepatite viral da Marmota monax (por WVH) e do Esquilo selvagem (por GSHV)
verificou-se cis-activagdo de oncogenes, nomeadamente N-myc e C-myc (Bréchot, 1998;
Bréchot et al, 1998).

No figado humano, a integragdo do ADN do VHB no genoma do hospedeiro € aleatéria,
e a activagdo de oncogenes ndo ¢ comum. Contudo, j4 foi verificada a integragdo de
ADN viral na vizinhanga de determinados genes, como o gene da ciclina A e genes dos
receptores de 4cido retindico (Lee et al, 1988; Okuda 1992; Feitelson e Duan, 1997).
Verificou-se também a integracio de fragmentos sub-genémicos de ADN viral perto da
regidio que codifica receptores de glicocorticéides € hormonas ester6ides, o que pode
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explicar a maior incidéncia do CHC em individuos do género masculino (Dejean et al,
1986).

A itegragiio de ADN do VHB no genoma do hospedeiro associa-se ocasionalmente a
perda de heterozigotia (cromossoma 8p), sugerindo a existéncia de instabilidade
genémica (Becker et al, 1996).

A proteina X do VHB (AgHBx), codifidada pelo gene X do VHB, liga-se a vérios
factores de transcri¢o, actuando como co-activadora em células infectadas (Feitelson e
Duan, 1997). Esta proteina tem papel primordial na activagdo dos genes do VHB, acgéo
crucial para o estabelecimento e a persisténcia da infecgfio. Por exemplo, 0 WHV sem a
proteina X € incapaz de estabelecer uma infec¢io crénica em animais de experiéncia
(Feitelson e Duan, 1997).

A acgfio da proteina X € actualmente considerada crucial, sendo mediada por vérios
mecanismos: 1) estimulagdo directa da proliferagdo celular; 2) inactivagfio de factores de
regula¢@o da proliferagdo celular, como o gene p53, neste caso ligando-se ao produto
deste gene com constituigio de complexos p53-AgHBx, sem causar mutagdes, pelo
menos nos exdes 5 a 8 (Greenblatt et al, 1997); 3) aumento da resisténcia das células
AgHBx “positivas” a apoptose; 4) inactivagio de um ou mais mecanismos de reparagdo
de ADN, permitindo a acurmulagio de mutagdes adicionais durante os processos de
regeneragdo celular (Benn e Schneider, 1994; Natoli et al, 1994; Benn e Schneider,
1995).

A activagio de factores de transcrigiio através da proteina X ndo envolve a ligagdo
directa a sequéncias especificas do ADN do hospedeiro. E, outrossim, mediada pela
activagdio de outros factores de transcrigfio tais como as proteinas NF-kB, AP-1 e CREB
(Bréchot, 1998).

Recentemente demonstrou-se que a proteina X se liga a uma sub-unidade do complexo
de proteosoma sugerindo que este também pode ser alvo funcional da proteina em
células infectadas por VHB (Ciechanover et al, 1991; Palombella et al, 1994).

Para além das alteragGes anteriormente referidas, a proteina X aumenta a expressdo de
receptores do tipo I e II do IGF “mnsulin-like growth factor” em linhas celulares de CHC.
A confirmar-se esta associagdo in vivo, em CHCs, € de presumir que a ac¢fio da proteina
X podera contribuir para a regulag@o aut6erina da proliferago celular (Kim et al, 1996)

Na Figura 1 esquematiza-se o modelo da hepatocarcinogénese associado a infecgdio por
VHB.
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Figura 1. Modelo de hepatocarcinogénese por VHB.[Adaptado de Idilman et al, 1998].

Virus da Hepatite C

Em relagdo ao VHC foi também demonstrada uma associagdo com o CHC, sobretudo
em paises como Japdo, Espanha e Itdlia, entre outros (Tsukuma et al, 1993; Caselmann e
Alt, 1996, Saito et al, 1997, Tsai et al, 1997). Nos paises da bacia mediterrinica como
Italia, Espanha e Franga, as taxas de infec¢do por VHC em CHCs variam entre 58% ¢
75% (Bruix et al, 1989; Tsukuma et al 1993; El-Refaie et al, 1996; Giacosa e Hill, 1996;
Miyagawa et al, 1996; Idilman et al, 1998).

O VHC € um virus de ARN com cerca de 30 a 40 nm, constituido por uma
nucleocédpside (composta por unidades do core) (Takahashi et al, 1992) envolvida por
um envolucro lipoproteico (Kanto et al, 1994, Goodman, 1997) onde se encontram duas
glicoproteinas (El e E2). Este complexo glicoproteico envolve uma cadeia simples de
ARN (Shindo et al, 1994). As proteinas do core, E1 e E2 sfio proteinas estruturais do
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VHC. Além destas, o genoma do VHC codifica outro tipo de proteinas, estas nio-
estruturais, que sdo essenciais para a translagfio e replicagdo do virus (Takahashi et al,
1992; Kanto et al, 1994; Shindo et al, 1994; Goodman, 1997).

Em individuos infectados por VHC podem detectar-se anticorpos anti-VHC no soro
(Goritsas et al, 1995; Goodman, 1997). Estes anticorpos podem circular sob a forma de
complexos, ligados a lipoproteinas (van Doorn et al, 1994).

Niu et al (1995) observaram sinais de replicagdo do VHC, em tecido neoplésico e ndo-
neopldsico de um doente com CHC, facto que suporta a hipétese da associagdo entre
VHC e CHC. Neste mesmo estudo, assim como num outro mais recente efectuado por
Bréchot et al (1998), verificou-se que o subtipo do VHC mais frequentemente associado
ao desenvolvimento de CHC é o 1b.

O VHC nio possui oncogenes conhecidos e, no decurso da replicagiio viral ndo ha
integrag@o do virus no genoma do hospedeiro (Schluger e Bodenheimer, 1995). Foi por
isso sugerido que a ac¢do carcinogénica fosse mediada pelo desenvolvimento de cirrose
(Colombo, 1995; Goritsas et al, 1995; Niu et al, 1995; Saito et al, 1997). De facto,
Takano et al (1995), estudaram prospectivamente 124 doentes com infecgdo crénica por
VHC e, do total de 13 doentes que desenvolveram CHC, 12 (92,3%) apresentavam
cirrose.

O intervalo de tempo que decorre entre a infecgdo por VHC e o diagnéstico de CHC
varia entre 7 a 30 anos, indicando que nestes casos a carcinogénese associada a VHC &
um processo de longa durag@o (Giacosa e Hill, 1996).

Em contrapartida, El-Refaie et al (1996) detectaram a presenca de ARN do VHC em
quatro CHCs desenvolvidos em figado nfo-cirrético. Esta verificagio levanta a
possibilidade do VHC poder ser, por si s6, carcinogénico para o figado humano. Esta
hipétese € reforgada pela demonstragfio recente de que a extremidade 5° da sequéncia
que codifica a protefna néio estrutural do VHC, conhecida como NS3, tem potencial
oncogénico pois tem capacidade de transformagfio in vitro de fibroblastos de rato
transfectados (Sakamuro et al, 1995). Recentemente Moriya et al (1998) demonstraram
que a expressdio da proteina do “core” do VHC no tecido hepético induz alteragdes
morfolégicas e bioquimicas que resultam no desenvolvimento de CHC em modelos
animais (ratinhos transgénicos). Estes resultados apoiam a hip6tese do envolvimento
directo VHC na carcinogénese hepdtica.

Na Figura 2 apresenta-se, de forma esquemdtica, o modelo de hepatocarcinogénese
associado a infecgdo por VHC.
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Figura 2. Modelo de hepatocarcinogénese por VHC. [Adaptado de Iditman et at, 1998].
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IV. ALTERAGOES ESTRUTURAIS E DE EXPRESSAO DO GENE p53 NO
CHC

1. Estrutura e funciio do gene p53 e da proteina por ele codificada

O gene da protefna p53 foi identificado em 1979 por um grupo de virologistas no
decurso de experiéncias com o virus SV40 ( Lane e Crawford, 1979; Linzer e Levine,
1979). Este gene localiza-se no cromossoma 17p13 e é constituido por 11 exdes (Isobe
et al, 1986). Na sua forma “selvagem” (wild-type), o gene p53 codifica uma protefna de
393 aminoécidos e 53 KiloDaltons (a proteina p53). Esta proteina desempenha funcdes
extremamente importantes na regulacdo do ciclo celular (Harris, 1996), nomeadamente
através da sua frenagfio no fim da fase G1 sempre que ocorrem lesdes do ADN. Esta
paragem do ciclo celular permite que as células procedam 2 reparaciio dos referidos
erros do ADN. Se os mesmos ndo forem corrigidos, a proteina p33 induz a apoptose
(morte programada de células) protegendo assim as células, os tecidos e o organismo, da
ocorréncia de erros genémicos que poderiam mais tarde originar clones neopldsicos. O
reconhecimento da importincia do gene p53 na vigildncia da integridade genémica levou
a que este gene fosse designado como 0”guardido” do genoma (Lane, 1992; Lane et al,
1994) e a proteina por ele codificada foi considerada, em 1993, como a “proteina do

ano’.

A inactivagio do gene p53 verifica-se quando hé alteragdo de ambos os alelos. O
conjunto das caracteristicas referidas permite classificar 0  gene p53 como gene
ODCOSSUPTESSOT.

O gene oncossupressor p53 € o que mais frequentemente se encontra mutado em
neoplasias humanas tais como as do pulmfo, mama, c6lon, eséfago, estdmago e outras
(Bartek et al, 1991, Caron e Soussi, 1992; Vogelstein e Kinzler, 1992; Levine et al,
1993; Greenblatt et al, 1994; Harris, 1996, Kang et al, 1998).

MutagBes que alteram as fungSes do gene p53 ocorrem especialmente na porgio
hidrof6bica e intermédia do gene, sobretudo entre os aminoé4cidos 110 e 290, (Hollstein
et al, 1991; Levine et al, 1991, Greenblatt et al, 1994).

A maior parte destas mutagGes sdo do tipo “misense” e surgem através do mecanismo
designado na literatura anglo-saxdnica por “slipped mispairing” levando a delecgSes e/ou
msergdes de bases (Krawczak e Cooper, 1991; Jego et al, 1993).

Normalmente a proteina p53 ndo € detectdvel por imunocitoquimica porque tem um
“turn-over” muito ripido. A sua vida média € de cerca de 6 a 20 minutos (Nagao et al,
1995). No entanto, em determinadas circunstancias hd expressio aumentada da proteina
p53 “selvagem” (wild-type) o que permite a sua detecgdo por imunocitoquimica. Tal
verifica-se por exemplo em células hematopoiéticas humanas irradiadas com raios gama
que provocam lesSes do ADN. Neste caso pode observar-se positividade nuclear “para”
P33 em algumas destas células (Kuerbitz et al, 1992).

Quando hd mutagSes do gene p53, a proteina por ele codificada tem uma estrutura
alterada e é funcionalmente inactiva. Simultaneamente, como € anormal, a proteina p53
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ndo se “gasta” e € detectada por técnicas de imunocitoquimica (Nagao et al, 1995).
Daqui resulta um aparente paradoxo: quando se observa imunorreactividade marcada
“para” p53 isto geralmente significa que a proteina € inactiva.

2. Alteragdes do gene p53 em CHCs

Virios estudos mostraram que, no CHC, a prevaléncia das alteraches do gene
oncossopressor p53 variam de acordo com a regifio geogréafica e com os factores de
risco para 0 desenvolvimento neoplasico. As muta¢Ses do gene p53 sHo frequentes
(=50%) em CHCs desenvolvidos em regides de elevada incidéncia desta neoplasia, onde
a infecgfio por VHB e a exposigio a aflatoxinas sfo particularmente elevadas (Bressac et
al, 1991; Hsu et al, 1991; Ozturk, 1991; Scorsone et al, 1992; Unsal et al, 1994).

No Japdo, onde a infecg¢dio por VHB € muito prevalente mas a exposigéo a aflatoxinas é
baixa, foi observada uma frequéncia de mutagdes do gene p53 de 29% (Oda et al,
1992). Resultados semelhantes foram encontrados em casos de CHC de doentes
oriundos da China e Africa do Sul (Unsal et al, 1994). Em contrapartida, as mutagdes do
gene p53 sfio raras nos pafses europeus (10 a 15%), onde a infecgfio por VHB e a
exposigdo a aflatoxinas sdo muito baixas (Kress et al, 1992; Montesano et al, 1997).

Em CHCs associados & exposi¢do a aflatoxinas, a muta¢io mais frequente (de tipo
tranversdo) afecta o coddo 249 do exdo 7 do gene p53 (Hsu et al, 1991). Esta mutagio
tem assim sido apontada como um ‘“marcador” molecular da exposi¢do as aflatoxinas
(Ozturk, 1991; Harris, 1996; Montesano et al, 1997). A sua ocorréncia em CHCs de
doentes oriundos de Mogambique sugere que as aflatoxinas desempenham um papel
importante na carcinogése hepética naquela regido (Unsal et al, 1994).

Alteragbes do gene p53 também podem ocorrer em CHCs associados a infecgfio por
VHC, tal como verificado numa série de 8 CHCs em que foi identificada a transversgo
G-T no coddo 249 do gene p53 (Teramoto et al, 1994).

V. INSTABILIDADE DE SEQUENCIAS MICROSSATELITES E CHC

J4 se referiu o papel do gene p53 e da proteina por ele codificada na regulagdo do ciclo
celular através da frenagdo do mesmo - dando oportunidade que as enzimas de
reparagio do ADN actuem - ou através da indugdo da apoptose, sempre que as
alteragSes gendémicas “ultrapassem” um certo limiar. Muitos outros genes, para além do
p53, estdio envolvidos neste processo de “estabilizagio genética”.

Ao longo dos dltimos anos acumulou-se evidéncia de que vérios tipos de genes
envolvidos na reparagfo de erros de replicagdo do ADN, designados na literatura anglo-
saxOmnica por “mismatch repair genes”.

No homem foram identificados seis genes principais de reparagé@o dos erros de replicagio
do ADN: hMSH?2, hMLH1, hPMS1, hPMS2, hMSH3 ¢ GTBP. A mutagfo destes genes
em células germinativas estd associada ao carcinoma hereditdrio do célon e recto ndo
assoctado a polipose e, em menor escala, ao carcinoma esporédico, também do célon e
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do recto, assim como a carcinomas de outros 6rgdos (Fishel et al, 1993; Bronner et al,
1994; Chung e Rustgi, 1995; Fishel e Kolodner, 1995; Liu et al, 1995; Palombo et al,
1995; Konishi et al, 1996).

Quando h4 alteragio nestes genes de reparagfio dos erros de replicagio do ADN ou nas
protefnas por eles codificadas ou quando, sem haver alteragdes dos genes ou das
proteinas, existemn factores ambientais que provocam um aumento do mimero de erros de
replicagéio, as c€lulas proliferadas apresentam instabilidade genética, isto €, passam a
transmitir as células filhas, e estas as suas filhas, e assim sucessivamente, ADNs
diferentes (ADNs com erros de replicagio).

Este tipo de instabilidade genética afecta, de forma particular, sequéncias de ADN
designadas por “microssatélites”. E por isso designada por instabilidade de sequéncias
microssatélites (ISM).

Os microssatélites sdo sequéncias repetitivas de 2 a 6 nucleotideos, localizados
principalmente nas regides ndo codificantes do genoma eucari6tico e cuja fungiio exacta
se desconhece. Os microssatélites mais abundantes do genoma sdo constituidos por
sequéncias repetitivas de dinucleotideos, nomeadamente citosina e adenina (CA -
“repeats”). Na replicagéo do genoma em geral, e das sequéncias de microssatélites em
particular, podem ocorrer erros de alinhamento das cadeias de ADN, por deficiéncia da
polimerase do ADN (Henderson e Petes, 1992; Kunkel, 1993; Strand et al, 1993). Estes
erros, se ndo forem reparados (por faléncia do sistema de reparagio do ADN)
condicionam o aparecimento de alelos de tamanhos diferentes, susceptiveis de serem
identificados por métodos moleculares, nomeadamente através de electroforese em gel
dos produtos de amplificagéio de sequéncias microssatélites, obtidos por PCR.

Apesar dos microssatélites serem muito polimérficos na populagio geral, o seu padriio €
altamente conservado no mesmo individuo. O conhecimento destes factos levou ao
desenvolvimento de métodos de pesquisa de ISM. Pelo método “classico”, a ISM é
pesquisada através da comparagiio dos produtos de PCR obtidos de um tumor com o
tecido normal (usado como controlo) apés electroforese em gel. O aparecimento de
novos alelos na(s) amostra(s) de tumor permite identificar a presenga de ISM. Mais
recentemente foram identificados marcadores monomérficos (BAT-26, por exemplo)
que s30 muito estéveis em tecidos normais. Em neoplasias, quando h4 ISM observa-se o
aparecimento de novos alelos que se distinguemn claramente dos alelos normais. Este
facto permite a pesquisa de ISM, pelo BAT-26, usando apenas tecido tumoral (sem
requerer a utilizagiio de um controlo de tecido normal).

A ocorréncia de ISM caracteriza o designado fen6tipo “mutador” ou fen6tipo positivo
para erros de replicagdo (RER +). Este fen6tipo € caracteristico de carcinomas do c6lon
e recto hereditérios que ocorrem no contexto da sindrome de Lynch (Aaltonen et
al,1994; Lothe, 1997). O fen6tipo RER+ tem sido também identificado em neoplasias
malignas esporddicas (Peltomaki et al, 1993; Santos et al, 1996) e recentemente foi
descrito em condigSes pré-malignas do tubo digestivo, nomeadamente na colite ulcerosa
(Brentnall et al, 1996) e metaplasia intestinal que ocorre na mucosa géistrica (Semba et
al, 1996; Hamamoto et al, 1997).
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Tanto quanto € do nosso conhecimento, s#o escassos os trabalhos publicados sobre a
pesquisa de ISM em CHC. Num dos trabalhos mais recentes, realizado por Kazachkov et
al (1998), verificou-se a presenga de ISM em 4 de 10 CHCs (40%). Nesta série
verificou-se que dos 4 casos de CHC com ISM sé um € que tinha alteragdes do gene
p53. Estes resultados sugerem que ndo hd correlagdo entre a ISM e as alteragdes do
gene p53 como ahés se verificou anteriormente em relagdo ao carcinoma do estdmago e
do c6lon (Strickler et al, 1994; Kahlenberg et al, 1996; Konishi et al, 1996).

MacDonald et al (1998), no estudo de uma série de 46 CHCs, detectaram [SM em 16
casos (34,8%).

A demonstragio de ISM em lesdes pré-malignas de varios 6rgéos justificou que se
prestasse uma atengdo particular 2 situagio que, no homem, frequentemente se associa
a0 CHC - a cirrose hepética. Salvucci et al (1996) detectaram ISM em 60% de casos de
cirrose hepética associada a infec¢iio por VHB sugerindo que, nestes casos, a ocorréncia
de ISM pudesse constituir um factor de risco para o desenvolvimento de CHC.

VI. ALTERACOES DA PROLIFERACAQ CELULAR EM LESOES PRE-
MALIGNAS E CHC

O crescimento de wma neoplasia depende, em grande parte, do equilibrio entre dois
processos: proliferacdo celular (geralmente aumentada) e apoptose (por vezes
diminuida). O aumento da proliferagfo celular ocorre também em condi¢Ses € lesdes pré-
malignas, constituindo um factor de risco para o desenvolvimento de neoplasias
malignas. No figado esta verificagdo foi confirmada por Borzio et al (1998), no estudo
de uma série de 176 doentes com cirrose hepética, alguns deles com displasia. Borzio et
al (1998) avaliaram a proliferagio celular através do estudo de AgNORSs (marcagio pela
prata de “nucleolar organizer regions™). Os autores verificaram que o indice proliferativo
(IP) era significativamente mais elevado nos casos de cirrose com displasia do que
naqueles em que a displasia estava ausente. Borzio et al (1998) verificaram, ainda, que
um IP elevado era um factor de risco independente para o desenvolvimento de CHC.

O aumento da proliferagdo celular em CHCs foi verificado por vérios autores (Nagao et
al, 1995; Nolte et al, 1998). Nagao et al (1995) estudaram a expressdo de MIB-1
(anticorpo monoclonal que reconhece o antigénio Ki-76, associado & proliferagdo
celular) numa série de CHCs. Neste estudo, os autores observaram uma forte associagéo
entre a expressio de MIB-1 e o grau de diferenciagio das neoplasias sendo
significativamente mais elevada nos CHCs pouco diferenciados. No mesmo estudo
observou-se ainda que os CHCs pouco diferenciados exprimiam a proteina p53 com
maior frequéncia. Estes resultados coadunam-se com a verificag@o de que a proteina p53
alterada interfere com o ciclo celular, contribuindo para o aumento da proliferagio
celular.

Em modelos experimentais, de ratinhos transgénicos, verificou-se que a expressdo de
TGF o (potente mitogénio para o hepatdcito) estd aumentada nos hepatécitos de animais
infectados por VHB. Neste modelo observou-se também um aumento do indice
proliferativo e da ocorréncia de CHC (Jakubczak et al, 1997). Os resultados deste estudo
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coadunam-se com a evidéncia anteriormente obtida de que hd aumento da proliferacio
celular no processo de carcinogénese hepética.
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2. OBJECTIVOS

Tal como hd mais de 40 anos, o cancro do figado (carcinoma hepatocelular) continua a
constituir um problema sério de saide piiblica em Mogambique. Justifica-se, por isso,
retomar a investigagdo nesta drea com recurso aos meios actualmente disponiveis e a luz
das “novas” evidéncias epidemioldgicas e moleculares.

Neste contexto, o objectivo geral deste trabalho é o de analisar o perfil clinico-
patolGgico e virios tipos de alterages “moleculares” (expressdo da proteina p33,
instabilidade de microssatélites e proliferacdo celular) de CHCs de doentes do Sul de
Mogambique (zona de incidéncia “elevadissima” de CHC) e do Norte de Portugal (zona
de incidéncia intermédia de CHC).

Especificamente, pretende-se:
1. Pesquisar as alteragdes da expressdo do gene oncossupressor p53 e a presenga da
nstabilidade de sequéncias de microssatélites em CHCs de doentes oriundos de duas
regides geogréficas distintas.
2. Verificar se as alteragdes da expressdo da proteina p53 efou instabilidade de
microssatélites se associam ao indice proliferativo ou um tipo histolgico efou grau de

diferenciagdo particular das neoplasias.

3. Analisar, sempre que possivel, a relagdio entre as alteragdes previamente referidas e
factores etiolégicos, nomeadamente a presenga de sinais de infecgdo por VHB.
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3. MATERIAL E METODOS
Material

O presente estudo incidiu sobre 83 CHCs, desenvolvidos em doentes mogambicanos
(n=65) e doentes portugueses (n=18).

Dos 65 casos de Mogambique, 52 foram diagnosticados em autdpsias realizadas no
Servigo de Anatomia Patolégica do Hospital Central de Maputo entre 1995 e 1997 € os
13 restantes foram identificados em bipsias per-cutdneas por agulha ou bipsias
cirdrgicas realizadas nos Servigos de Medicina I e de Cirurgia do Hospital Central de
Maputo, entre 1994 ¢ 1995.

Os 18 casos de Portugal foram diagnosticados em biépsias percutineas por agulha (n=
14) ¢ hepatectomias (n= 4) realizadas nos Servi¢os de Gastrenterologia e de Cirurgia II

do Hospital de S. Jodo, Porto- Portugal, entre 1992 e 1997,

Os CHCs de Mogambique desenvolveram-se em individuos de raga negra, com idades
compreendidas entre 12 e 76 anos, 39 do género masculino e 26 do género feminino.

Os CHCs de Portugal desenvolveram-se em doentes de raga caucasiana, com idades
compreendidas entre 50 ¢ 83 anos, 16 do género masculino e 2 do género feminino.

Em todos casos de ambas as séries o diagndstico foi confirmado por exame histolégico.
Nos casos portugueses foi possivel obter informagdo sobre os marcadores serol6gicos de
infecgdo por VHC. Nio foi possivel obter esta informag@o em nenhum dos casos da série
mog¢ambicana.

Estudo histolégico

Todo o material obtido foi fixado em formol a 10% e incluido em parafina. O estudo
histolégico foi realizado em cortes de 4 um de espessura, corados pela hematoxilina e

eosina (HE).

A classificacdo histoldgica foi efectuada de acordo com a classificagdo da OMS (Ishak et
al, 1994).

A graduagdo da diferenciagio foi feita segundo os critérios propostos por Edmondson e
Steiner (1954) em 4 graus: I, I, Hl e IV.

Estudo Imunocitoquimico

Método:

Para o estudo imunocitoquimico utilizaram-se cortes seriados de 4 wm de espessura,
obtidos do mesmo material usado para o estudo histolégico. Depois de obtidos, os
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cortes secaram em estufa, a 37°C, durante, pelo menos, 24 horas. Utilizaram-se laminas
previamente preparadas com gelatina para evitar o descolamento dos cortes.

Seguidamente, os cortes foram processados da seguinte forma:

1.

Desparafinagio e hidratagdo - consistiu em trés banhos consecutivos em xilol (10
minutos cada). De seguida, os cortes foram passados por trés banhos consecutivos
de etanol a 100%, 90% e 70% sendo, finalmente, lavados em 4gua corrente (10
minutos).

Bloqueio da peroxidase enddgena - efectuado com uma solugdo de perdxido de
hidrogénio a 3% em metanol (10 minutos).

Incubagdo com soro normal de coelho - foi utilizada uma solugdo de soro normal
ndo imune, para a eliminacfio de ligagdes inespecificas (20 minutos). Utilizou-se soro
normal de coelho (DAKO, Cédigo X0902) na dilui¢&o de 1:5 numa solugdo de BSA
(Albumina Sérica Bovina) a 10% em TBS (solugdo salina tamponada de Tris).

Incubag@io com anticorpo primério — efectuada em cémara himida, “over-night”,
(cercade 18 h).

Os anticorpos utilizados, bem com as respectivas dilui¢des, serdo descritos mais
adiante.

Incubag¢do com anticorpo secundirio - utilizou-se um anticorpo de coelho anti-
ratinho biotinilado (DAKO, Cédigo E0354) na diluigiio de 1:200, numa solugdo de
BSA a 5% em TBS (30 minutos).

Incubagio com complexo avidina-biotina -~ fot utilizado o complexo avidina-biotina
conjugado com peroxidase (DAKO, cddigo K0355), na dilui¢do indicada pelo
fabricante, numa solugdo de BSA a 5% em TBS.

Revelacio - a reacgdo imunocitoquimica foi revelada com uma solugdo de
diaminobenzidina (3,3’,4,4’tetra-aminobifenil) numa concentragio de 1mg/ml,
preparada com solugiio tamponada de Tris'HCl 0,05%M, pH 7,610,2, contendo
H202 a 1% (7 minutos).

Contraste nuclear - os micleos foram contrastados com hematoxilina de Mayer (1
minuto) sendo os cortes posteriormente lavados em 4gua corrente (10 minutos).

Desidratagdo - consistiu num banho em etanol a 95% (3 minutos) seguido de
passagens consecutivas em dois banhos de etanol a 100% e em 2 banhos de xilol.

10. Montagem - as laminas foram montadas com Entellan.

Para a detecgio p53 e MIB-1 os cortes foram submetidos a pré-tratamento em micro-
ondas (poténcia de 850 W) com tampdo citrato, pH 6,0, durante 20 minutos, findos os
quais se mantiveram no mesmo tamp3o, fora do micro-ondas, durante 20 minutos.
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Para se assegurar a especificidade dos anticorpos utilizados utilizaram-se, em todos os
estudos imunocitoquimicos, controlos positivos e negativos. Nos controlos negativos, o
anticorpo primério foi substituido por uma frac¢fio de imunoglobulina de coelho com a
mesma concentragdo proteica do anticorpo primirio (DAKO, cédigo X 0903, diluigdo
1:10000). O “background” que por vezes se observou, a traduzir reac¢bes inespecificas
resultantes de interac¢des idnicas e hidrofébicas entre o anticorpo e as proteinas do
tecido, foi desprezivel Como controlos positivos utilizaram-se tecidos com
imunorreactividade intensa para os anticorpos utilizados.

Anticorpos:
p53

Anticorpo monoclonal de rato, Clone DO-7, cédigo NCL-p53-DO-7, Novocastra
Laboratories, Ltd., que reconhece a forma “selvagem” (wild type) assim como a
mutante da protefna p53, desnaturada ou nfo. A diluigfio usada foi de 1:50.

Como controlo positivo usou-se um caso de carcinoma da mama, fortemente positivo
“para” p53.

A avaliagdo da imunorreactividade foi feita de forma semi-quantitativa, com objectiva de
10X tendo-se avaliado a intensidade da coloragio (discreta, moderada, intensa) e a
quantidade de células neoplésicas positivas. Foram consideradas positivas as células com
imunorreactividade nuclear inequivoca (independentemente da co-existéncia de
imunorreactividade citoplasmética), de acordo com os seguintes critérios:

- negativa (-) - < 5% de células positivas

- posttiva (+) - 2 5% e < 10% de células positivas

- positiva (++) - 2 10% e < 50% de células positivas
- positiva (+++) - 2 50% de células positivas

MIB-1

Anticorpo monoclonal de rato, Clone MIB-1, Cat. 0505, IMMUNOTECH S.A., que
reconhece o antigénio nuclear Ki-67, associado a prolifera¢éo celular, presente em todas
as fases do ciclo celular, excepto na fase GO. A dilui¢iio usada foide 1:100.

Como controlo positivo usou-se um fragmento de melanoma com indice proliferativo
elevado.

Foram consideradas positivas as células com marcagdo nuclear inequivoca. Foi feita uma
avaliagdio quantitativa da imunorreactividade apés anélise de 1000 células neoplésicas,
com apliagdo de 400X. Os resultados foram expressos em percentagem de células
imunorreactivas.
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AgHBs

Anticorpo monoclonal de cabra anti-AgHBs, coédigo B 0560, DAKO, que reconhece o
antigénio de superficie do VHB (AgHBs). A diluigdo usada foi de 1:6000.

Como controlo positivo usou-se tecido hepdtico fortemente positivo “para”™ AgHBs.

Consideraram-se positivos os casos com imunorreactividade inequivoca, citoplasmatica
e/ou membranar. Para efeitos de anélise estatistica os casos foram considerados como
negativos (auséncia de imunorreactividade ou imunorreactividade equivoca em menos de
5% das células) e positivos (imunorreactividade inequivoca em mais de 5% das células).

AgHBc

Anticorpo policlonal coelho anti-AgHBc, c6digo B 0586, DAKO, que reconhece o
antigénio do “core” do VHB (AgHBc). A diluigdo usada foi de 1:1000.

Como controlo positivo usou-se tecido hepético fortemente positivo “para” AgHBc.

Consideraram-se positivos 08 casos em que se observou imunorreactividade inequivoca
“para” o anticorpo, com localizagdo nuclear e, mais raramente, com marcagio
citoplasmética concomitante. Para efeitos de andlise estatistica os casos foram
considerados como negativos (auséncia de imunorreactividade ou imurreactividade
equivoca em menos de 5% das células) e positivos (imunorreactividade inequivoca em
mais de 5% das células).

Serologia da infec¢io por VHC

S6 foi possivel obter informagdo sobre marcadores serolégicos de infecgdo por VHC em
10 doentes da série portuguesa.

Instabilidade de microssatélites:

A pesquisa da instabilidade de microssatélites foi efectuada em ADN tumoral extraido do
mesmo material usado para os estudos anteriores. Para evitar a contaminagéo do tecido
tumoral com tecido ndo-neoplisico, procedeu-se & extracgdo de ADN através de
microdissec¢do dos tumores. Esta foi realizada em cortes ndo corados, de 10 um de
espessura, ap0s selecgio da 4rea a microdissecar em cortes sequenciais de 4 pm, corados
por HE.

Ap6s incubagio do material microdissecado em proteinase K e SDS, “over-night”,
procedeu-se & extrac¢do de ADN com fenol-clorof6rmio

A pesquisa de ISM foi efectuada utilizando-se 0 marcador monomérfico BAT-26.
Usou-se um par “primers” localizados no intrdo 5 do gene AMSH2 que amplifica uma

sequéncia repetitiva monomorfica de adeninas tal como foi descrito por Hoang et al
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(1997). Procedeu-se a amplificagio do ADN por PCR, com incorporagio de [a-
ZIDCTP. Os produtos foram sujeitos a electroforese em gel desnaturante de
poliacrilamida desnaturada a 6%. A visualizagdo foi feita através de autoradiografia.

A instabilidade de sequéncias de microssatélites foi identificada sempre que na an4lise do
padro electroforético se verificou o aparecimento de novos alelos.

Anilise estatistica:

A andlise estatistica foi realizada com o programa STATVIEW 4.02, usando os
seguintes métodos estatisticos: teste qui-quadrado com correcgdo de Yates e andlise de

varidncia de Fisher (ANOVA). A diferenca entre duas varidveis foi considerada
significativa para valores de p<0,05.
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4. RESULTADOS
Idade

A média das idades dos doentes da série de Portugal (64,248,4) revelou-se
significativamente superior 2 média das idades dos doentes de Mogambique (43,6%15,9)
(p=0,0001). Na série mogambicana o doente mais novo tinha 12 anos e havia mais 4
doentes de idade pedidtrica (trés doentes com 15 anos e wn doente com 14 anos de
idade) totalizando 5 criangas (7,7%). Na série portuguesa o doente mais novo tinha a
idade de 50 anos.

Género

Verificou-se um franco predominio de doentes do género masculino na série portuguesa
(homem/mulher= 8/1). Na série mogambicana observou-se maior equilibrio entre os
géneros dos doentes (homem/mulher=1,5/1).

Tipos histolégicos dos CHCs

A classificaglio dos CHCs, efectuada de acordo com o padrio arquitectural e citolgico
predominante, estd resumida nas Tabelas 4 e 5. Verificou-se, em ambas as séries, um
predominio de CHCs de padrdo trabecular. Ndo se verificaram diferengas significativas
entre as duas séries, relativamente aos tipos histolégicos das neoplasias.

Na Figura 3, ilustram-se os tipos histol6gicos de CHCs observados nas duas séries do
presente trabalho.

Tabela 4. Distribui¢io dos tipos histolégicos dos CHCs da série mogambicana.

M

Tipo histolégico n’ casos Frequéncia relativa
(%)
Trabecular 46 70,7
Pseudoglandular 5 7,7
Sélido 7 10,8
Anaplasico 7 10,8
Total 65 100%

m

Tabela 5. Distribuigdo dos tipos histolégicos dos CHCs da série portuguesa.
_m

Tipo histoldgico n° casos Frequéncia relativa
(%)
Trabecular 14 77,8
Sélido 3 16,7
Anaplasico 1 5,5
Total 18 100%

m
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Trabecular (100X); B- Pseudoglandular (400X); C- Sélido (200X); D- Anaplasico

Figura 3. Tipos histolégicos observados nas séries mogambicana ¢ portuguesa. A-
{(400X).
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Diferenciacio celular dos CHCs

Nas Tabelas 6 e 7 resume-se a distribuigfo dos graus de diferenciago celular dos CHCs
das séries mogambicana e portuguesa, respectivamente.

Tabela 6. Distribuicio dos graus de diferenciagio celular dos CHCs da série
mogambicana.

W

Grau de diferenciacio n’ casos Frequéncia relativa
(%)
Grau I 4 6,1
Grau II 28 43,1
Grau III 26 40,0
Grau IV 7 10,8
Total 65 100 %

—_ e e ———— e ——— e ——— e
#

Tabela 7. Distribui¢io dos graus de diferenciagfo celular dos CHCs da série portuguesa.

“

Grau de diferenciacio n’ casos Frequéncia relativa
(%)
Grau | 4 23,5
Grau I1 10 58,8
Grau 111 2 11,8
Grau IV 1 5,9
Total 17* 100%

w
"Num caso de CHC da série portuguesa nfio foi possfvel avaliar, com seguranga, o grau de diferenciagio
celular.

Na série portuguesa observou-se um franco predominio de CHCs de grau 1/11 (82,3%),
enquanto o valor correspondente para a série mogambicana foi de 49,2%. Em
contrapartida, na série mogambicana observaram-se 33 casos (50,8%) de CHC com
diferenciagdo de grau III/IV. Na série portuguesa s6 3 casos (17,7%) atingiram um grau
de diferenciagfio elevado {dois com grau III e um com grau IV). A diferenga dos graus
de diferenciagiio celular entre as duas séries atingiu o limiar de significdncia estatistica
(p=0,019).

Em ambas as séries, os CHCs de grau IV correspondiam a CHCs de tipo anaplasico.

A comparagio dos tipos histolégicos com o grau de diferenciagiio celular das neoplasias
revelou uma associagdio significativa entre ambos os parimetros, tanto na série
portuguesa (p=0,008) como na série mogambicana (p<0,0001).




Figado adjacente aos CHCs

Foi possivel avaliar as caracteristicas do figado ndo-neoplasico, adjacente aos CHCs, em
56 dos 65 casos da série mogambicana e 10 dos 18 casos da série portuguesa. Em 17
casos (9 da série mogambicana e 8 da série portuguesa) ndo dispunhamos de material de
figado ndo-neopldsico. Identificou-se a presenga de cirrose hepdtica em 29 casos
(51,8%) da série mogambicana e 8 casos (80%) da série portuguesa. Esta diferenca nio
se revelou estatisticamente significativa (p=0,446). N&o se observou, em nenhum caso, a
ocorréncia de displasia.

Marcadores de infecgiio por VHB e VHC

Estudo imunocitoquimico para a detecciio de antigénios do VHB (séries
moc¢ambicana e portuguesa)

Procedeu-se a pesquisa de AgHBs e AgHBc em todos os casos da série mogambicana e
15 casos da série portuguesa (em trés casos desta série ndo havia material disponivel
para este estudo). A imunorreactividade “para” AgHBs e AgHBc foi observada apenas
no figado ndo-neopldsico (Figura 4) (ver descri¢io adiante). Ndo se observou, em
nenhum caso, imunoexpressio nas células neoplasicas dos CHCs. Observou-se
imunorreactividade “para” AgHBs em 18 casos (27,7%) da série mogambicana e 2 casos
(13,3%) da série portuguesa. Esta diferenga ndo se revelou estatisticamente significativa
(p=0,426). Observou-se imunorreactividade “para” AgHBc em 12 casos (18,5%) da
série mogambicana. N#o se observou imunorreactividade “para” AgHBc na série
portuguesa. Na série mogambicana, em 8 casos positivos “para” AgHBc observou-se
também imunorreactividade “para” o AgHBs. Nos quatro casos restantes a
imunoexpressdo “para” AgHBc foi observada na auséncia de expressio de AgHBs.

A pesquisa de ambos antigénios (AgHBs e AgHBc) permitiu assim identificar 22 casos
(33,8%) de CHC com sinais de infecgio por VHB na série mogambicana: 10 positivos
“para” AgHBs, 4 positivos “para” AgHBc e 8 positivos “para” os dois antigénios.

Na série mogambicana, os 22 casos com sinais de infec¢do por VHB correspondiam a 16
individuos do género masculino ¢ 6 individuos do género feminino. A idade média dos
doentes com infecgiio por VHB era de 37,0£15,2 anos. No doente com 12 anos de idade
ndo se verificou a existéncia de sinais de infecgfio por VHB. Contudo, nos restantes 4
doentes de idade pedidtrica detectaram-se sinais de infecgdo por VHB.

Na série portuguesa os dois casos com sinais de infec¢io por VHB correspondiam a
mdividuos do género masculino de 64 anos e 83 anos.

Estudo seroldgico da infec¢iio por VHC (série portuguesa)
Néo foi possivel obter informagGes sobre marcadores serolégicos da infec¢do por VHC

na série mogambicana. Na série portuguesa foi possivel obter esta informagdo em 10
casos. Nestes, detetaram-se anticorpos anti-HCV em 6 doentes (60%).
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Figura 4. Imunoexpressdo de antigénios do VHB. A- Imunorreactividade “para”
AgHBs no citoplasma de hepatéeitos do figado ndo-neoplésico. Nas células neoplésicas
do CHC nio se observa imunoexpressdo de AgHBs (200X). B- Imunorreactividade
“para” AgHBc no niicleo de hepat6citos do figado ndo-neoplésico. Nas células
neoplésicas do CHC néo se observa imunoexpressdo de AgHBc (200X).
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Expressio da proteina p53

Na série mogambicana observou-se imunorreactividade nuclear “para” p53 em 13 dos
64 casos (20,3%) disponiveis para esta andlise. A intensidade da marcagio foi graduada
em moderada (++) ou intensa (+++) (Figura 5) na maior parte dos casos: 3 casos com
intestdade moderada (++) e 5 casos com intesidade acentuada (+++). Nos cinco casos
restantes a imunorreactividade foi graduada como ligeira (+).

Na Tabela 8 apresentam-se os resultados do estudo imunocitoquimico “para” a proteina
p33 em fungdo de vérios parametros clinico-patolégicos na série mogambicana.

Nao se verificou associagdo significativa entre a imunorreactividade “para” p53 e o tipo
histolégico (p=0,292) ou grau de diferenciagio das neoplasias (p=0,629). Em
contrapartida, observou-se uma relagio estatisticamente significativa (p=0,017) entre a
positividade “para” p53 e as caracteristicas do figado nHo-neoplésico adjacente as
neoplasias. Nos CHCs desenvolvidos em figado nfo-cirr6tico observou-se uma
frequéncia mais elevada de casos positivos “para” p53 (19,2%) do que nos CHCs
enxertados em figado cirrético (6,9%). Nio se observou associagfo significativa entre
imunoexpressdo de p53 nos CHCs e a imunoexpresséo de antigénios de VHB no figado
adjacente (p=0,605).

No figado ndo-neopldsico adjacente aos CHCs ndo se observou imunorreactividade
“para” p53 em nenhum caso.

Relativamente & série portuguesa, a imunorreactividade “para” p53 fot observada em 9
dos 17 casos (52,9%) onde foi possivel efectuar esta anélise. A intensidade da marcagéo
foi graduada como moderada (++) (3 casos) a intensa (+++) (5 casos). No caso restante
a mumorreactividade foi graduada como discreta (+). Na Tabela 9 apresentam-se os
resultados do estudo imunocitoquimico “para” a proteina p53 na série portuguesa.

Nao se verificou relagdo entre a imunoexpressdo de p53 e o tipo histolégico das
neoplasias. Em contrapartida, observou-se uma relagdo estatisticamente significativa
(p=0,038) entre a expressdo de p53 e o grau de diferenciagfio celular. Nos CHCs de grau
I observou-se expressdo de p53 em 25% dos casos e, nos CHCs com maior grau de
diferenciagdo celular observou-se imunoexpressio de p53 numa percentagem mais
elevada (Tabela 9).

Tal como na série mogambicana, no figado ndo-neoplasico adjacente aos CHCs nfio se
observou imunorreactividade “para” p53 em nenhum dos casos. Ndo se observou,
igualmente, associag@o significativa entre a imunoexpressdo de p53 e imunorreactividade
“para” antigénios do VHB no figado ndo-neoplésico (p=0,489).
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Tabela 8. Imunoexpressdo da proteina p53 em CHCs da série mogambicana.
et —————————
Imunorreactividade “para” p53

Negativa Positiva Valor de p

Género 0,337

Masculino 29 (74,3%) 10 (25,7%)

Feminino 22 (88,0%) 3 (12,0%)
Tipo histolégico 0,292

Trabecular 35 (76,0%) 11 (24,0%)

Pseudoglandular 5 (100%) 0 (0,0%)

Sélido 5 (83,3%) 1 (16,7%)

Anaplésico 6 (85,7%) 1(14,3%)
Grau de 0,629
diferenciacdo

| 3 (75.0%) 1 (25.0%)

il 24 (88,8%) 3(11,2%)

111 18 (69,2%) 8 (30,7%)

v 6 (85,7%) 1 (14,3%)
Cirrose no figado 0,017
adjacente**

Ausente 21 (80,8%) 5(19,2%)

Presente 27 (93,1%) 2 (6,9%)
Total* (64) 51(79,7%) 13 (20,3 %)

*Num caso ndio foi possfvel avaliar a imunoexpressdo de p53.**S6 foi possivel avaliar o ffgado nfo-
neopldsico em 535 dos 64 casos em que se estudou a imunoexpressio de p53.

Tabela 9. Imunoexpressio da proteina p53 em CHCs da série portuguesa.

Imunorreactividade “para” p53 Valor de p
Negativa Positiva
Género 0,057
Masculino 7 (43,7%) 9 (56,3%)
Feminino 1 (100%) 0 (0,0%)
Tipo histoldgico 0,141
Trabecular 6 (46,1%) 7 (53,9%)
Sélido 2 (66,7%) 1 (33,3%)
Anaplasico 0 (0,0%) 1 (100%)
Grau de 0,038
diferenciacio
I 3 (75,0%) 1 (25,0%)
II 4 (40,0%) 6 (60,0%)
111 1 (50,0%) 1 (50,0%)
v 0 (0,0%) 1 (100%)
Cirrose no figado 0,622
adjacente**
Ausente 2 (100%) 0(0,0%)
Presente 2 (28,5%) 5(71,5%)
Total* (n=17) 8 (47,1%) 9 (52,9%)
B e R e e .

*Num caso néo foi possivel avaliar a imunoexpressdo de p53.%* 36 foi possivel avaliar o figado nio-
neopldsico em 9 dos 17 casos em que se estudou a imunoexpressao de p53.

42




fndice proliferativo dos CHCs avaliade pela positividade “para” MIB-1

O indice proliferativo (IP) foi avaliado através da imunorreactividade “para” MIB-1
(Figura 6), num total de 76 CHCs da duas séries (61 casos da série mogambicana; 15
casos da série portuguesa), sendo expresso em percentagem (+ erro padrio). Detectdimos
imunorreactividade “para” MIB-1 em 26 casos da série mogambicana (42,6%) ¢ em
todos os casos da série portuguesa. O fndice proliferativo por caso variou entre 0% e
61,9%. A média do indice proliferativo, considerando ambas as séries, foi de 9,7%=+1,5%
¢ a mediana de 3,4%.

Na Tabela 10 resumem-se os resultados deste estudo, em fungio de vdrios parmetros
clinico-epidemiolégicos e anitomo-patolégicos.

Verificou-se que o indice proliferativo médio da série mogambicana (9,5+1,7%) era
menor que o da série portuguesa (15,1%+3,9%). No entanto, esta diferenga nfio atingiu
o limiar de significancia estatistica (p=0,175)

Na andlise conjunta das duas séries verificaram-se associagBes estatisticamente
significativas entre o IP e a expressdo da proteina p33 (p=0,004) e a caracteristicas do
figado ndo-neoplasico (p=0,0005).

O indice proliferativo revelou-se mais elevado nos casos de CHC positivos “para” p53
do que nos casos mnegativos (Tabela 10). Verificou-se um aumento do indice
proliferativo em fun¢fo da intensidade da imunorreactividade “para” a protefna p53: (+)
10,09%+3,3%; (++) 17,8%+7,7%; (+++) 21,3%=5,3%. Relativamente As caracteristicas
do figado ndo-neoplésico verificou-se que os casos de CHC associados a cirrose tinham
menor indice proliferativo (4,0%+1,0%) do que os CHCs enxertados em figado nfo
cirrético (15,3%+3,1%) (p=0,0005). Nido se verificou associagio significativa entre o
indice proliferativo a as caracteristicas dos CHCs (tipo histol6gico e diferenciagio
celular) (Tabela 10) ou a imunoexpressdio de antigénios do VHB no figado nfo-
neoplésico (p=0,514).

As associagBes verificadas na andlise conjunta das duas séries (Tabela 10) foram
confirmadas na série mogambicana para as caracteristicas do figado nfo-neoplésico
(p=0,0007) e imunoexpressdo de p53 (p=0,017). Nesta série verificou-se que o indice
proliferativo médio dos CHCs desenvolvidos em figado sem cirrose (16,1%=3,4%) era
significativamente maior (p=0,0007) do que o verificado em CHCs enxertados em figado
com cirrose (2,7%=1,1%). Na séric mogambicana verificou-se uma associagfo sugestiva
(p=0,095) entre o IP e a diferenciagfio celular dos CHCs. Na série portuguesa ndo foi
possivel confirmar estas associagBes, provavelmente devido & pequena dimensfio da
amostra.
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Figura 5. Imunoexpressdo da proteina p53 num caso da série mogambicana, graduada
como intensa (+++) (200X).

. Figura 6. Imunoexpressio de MIB-1 num caso da série mogambicana (200X).




Tabela 10. indice proliferativo em CHCs das séries de mogambicana e portuguesa.

fndice proliferativo (%) Valor de p
(Média + Erro padrio)
Proveniéncia dos casos 0,175
Moc¢ambique (n=61) 95+1,7
Portugal (n=15) 15,1 +39
Género dos individuos 0,513
Masculino (n=51) 11,3+20
Feminino (n=25) 9026
Cirrose no figado 0,0005
adjacente*
Ausente (n=27) 15,3+ 3,1
Presente (n=33) 40+1,0
Tipos histologicos 0,463
Trabecular (n=58) 11,8 £2,0
Pseudoglandular (n=4) 11,5+54
S6lido (n=6) 28+14
Anaplésico (n=8) 7518
Grau de diferenciacio** 0,400
I (n=5) 13,0+£7,6
II (n=35) 92+23
I (n=27) 12,0+ 3,0
IV (n=R8) 75+1.8
Imunoexpressio de 0,004
p53*k*
Ausente (n=54) 6,8+1.6
Presente (n=20) 17,2437
Total (n=76) 9,7+1,5

*Em 16 casos ndo foi possivel avaliar as caracterfsticas da figado n&o-neopldsico. ** Num caso ndo foi

possivel analisar com seguranga o grau de diferenciagio do CHC. ***Em 2 casos n#o foi possivel
avaliar a imunoexpressao da proteina p53.
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Instabilidade de sequéncias microssatélites (BAT-26)

A pesquisa de ISM, através do BAT-26, foi efectuada apenas em CHCs (19 da série
mogambicana € 18 da série portuguesa). Na série mogambicana detectou-se instabilidade
de sequéncias microssatélites em 5 dos 19 casos analisados (26,3%). Todos os casos da
s€rie portuguesa foram negativos.

Na Figura 7 documenta-se o padréo electroforético observado em vérios casos das séries
mogambicana e portuguesa. Os casos positivos foram identificados pelo aparecimento de
novos alelos, expressos pela presenga de bandas claramente distintas das
correspondentes aos alelos normais

Na série mogambicana ndo se observou associagdo significativa entre a ocorréncia de
ISM e as caracteristicas histolégicas dos CHCs, o indice proliferativo dos tumores ou a
imunoexpressdo de p53 nas neoplasias (Tabela 11). N&o se obervou, igualmente,
associacfio significativa entre a ISM e a imunoexpressiio de antigénios do VHB no
figado ndo-neoplasico (p=0,260). Nos 5 casos de CHC com ISM identificaram-se sinais
de infecgfio por VHB, no figado adjacente as neolpasias, em 3 casos (60%). Detectou-se
ISM em 4 de 10 casos (40%) de CHCs desenvolvidos em figado sem cirrose, nfo se
tendo observado esta alteragio em nenhum caso dos CHCs enxertados em figado
cirrético (p=0,286) (Tabela 11).
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Figura 7. Instabilidade de sequéncias microssatélites (ISM) avaliada com o marcador
7 monomérfico BAT 26. A- 6 casos de CHC sem ISM da série portuguesa. B -3 casos de
; CHC com ISM da série mogambicana, identificados pelo aparecimento de novos alelos
(seta).
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Tabela 11. Instabilidade de sequéncias microssatélites (ISM) em CHCs da série

mogambicana.
Valor de p
Ausente Presente
Género 0,911
Masculino 8 (72,7%) 3 (27,3%)
Feminino 6 (75,0%) 2 (25,0%)
Cirrose no figado 0,286
adjacente*
Ausente 6 (60,0%) 4(40,0%)
Presente 4 (100%) 0 (0,0%)
Tipos Histolégicos 0,733
Trabecular 9 (69,2%) 4 (30,8%)
Pseudoglandular 2 (100%) 0 (0,0%)
Sélido 2 (66,7%) 1 (33,3%)
Anaplésico 1 (100%) 0 (0,0%)
Grau de 0,875
diferenciacfio
I 3 (75,0%) 1 (25,0%)
II 4 (80,0%) 1 (20,0%)
111 6 (66,7%) 3 (33,3%)
v 1 (100%) 0 (0,0%)
Imunoexpressio de 0,639
p53E*
Ausente 10 (76,9%) 3(23,1%)
Presente 4 (80,0%) 1 (20,0%)
fndice proliferativo 24,0%+6,5% 14,2%+8,9% 0,411
Total (n=19) 14 (73,7%) 5 (26,3%)

* Em 5 casos (I com ISM e 4 sem ISM) ndo foi possivel analisar as caracterfsticas do figado nfio-
neoplsico. ** Num caso nfo foi possivel avaliar a imunoexpressio de p53.
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5. DISCUSSAQ

O carcmoma hepatocelular € uma das neoplasias mais comuns no homem (London,
1981, Wands e Blum, 1991). A incidéncia desta neoplasia varia consoante a regifo
geogrifica, sendo o Sudeste Asidtico e Africa ao Sul do Saara as regides que apresentam
as incidéncias mais elevadas em todo o mundo.

No presente estudo compararam-se as caracteristicas dos CHCs de doentes oriundos de
duas regiSes geograficas distintas: Mogambique (4rea de incidéncia “clevadissima™) e
Portugal (4rea de incidéncia intermédia).

As caracteristicas clinico-epidemiol6gicas dos CHCs das 4reas de incidéncia elevada sdo
diferentes das que se verificam nas 4reas de incidéncia baixa e/ou intermédia. Os
resultados obtidos no presente trabalho corroboram estas verificages como adiante
discutiremos.

O CHC e a idade dos doentes

Na série mogambicana, o doente mais jovem tinha 12 anos, portanto ainda dentro da
idade pediftrica, e o doente mais velho tinha a idade de 76 anos. A média das idades
(43,6115,9) dos doentes mogambicanos revelou-se significativamente inferior
(p=0,0001) & média das idades dos doentes portugueses (64,2+8,4). Por outras palavras,
0 CHC ocorre em média cerca de duas décadas mais cedo nos doentes mogambicanos
relativamente aos doentes portugueses.

Este resultado estd de acordo com o de outros trabalhos em que se verificou que o CHC
em regifes de incidéncia elevada afecta mais frequentemente individuos nas 3* e 4°
décadas da vida (Prates e Torres, 1965; Torres et al, 1970; Lohiya et al, 1987; Wild et
al, 1991).

Os principais factores de risco para o desenvolvimento de CHC em éreas com uma
incidéncia muito elevada deste tipo de neoplasia - como € o caso de Mogambique - sio
a infeccdo crénica por VHB e a exposigio as aflatoxinas (London, 1981; Van Rensburg
et al, 1985; Montesano et al, 1997).

Sabe-se que nas regides de prevaléncia elevada da infec¢fio por VHB a transmisséo da
infecgdo € frequentemente “vertical” (da mide para o filho) ou, em alternativa, a infecgdo
¢ adquirida precocemente, na infincia, tornando assim o hepatécito sujeito as acgdes
lesionais condicionadas pelo VHB desde muito cedo.

Em relagdo as aflatoxinas, a evidéncia da literatura sugere que o inicio da sua actuagio é
também muito precoce (Montesano et al, 1997). Wild et al (1991) demonstraram a
presenca de produtos do metabolismo de aflatoxinas no sangue de fetos cujas mdes
estiveram expostas a estas micotoxinas durante a gravidez. No mesmo trabalho, os
autores demonstraram ainda que os produtos do metabolismo das aflatoxinas no sangue
fetal eram resultantes da catabolizagiio no figado do feto e nfio derivados do sangue
materno por via transplacentéria.
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Na regido de onde provém os casos da série mogambicana (sul de Mogambique) hé
convergéncia dos dois factores. A prevaléncia da infecgdo por VHB € de 20% (Barreto
et al, 1991), tratando-se portanto de uma 4rea endémica da infec¢io por VHB e a
populagéo estd exposta a niveis muito altos de aflatoxinas, sobretudo as do tipo B1 (mais
hepatotéxicas) (Van Rensburg et al, 1985; Montesano et al, 1997). Dados sobre a
avaliagio sérica do nivel de exposi¢io das aflatoxinas B1 através da medicdo da
aflatoxina Bl-lisina, feitos em vérios paises da regiio geogrifica onde se insere
Mogambique, indicam que os teores desta substincia sdo altissimos (superiores a 40
pg/mg de albumina) comparados, por exemplo, com os niveis detectados em paises
europeus que nio excedem os 5 pg/mg de albumina (Montesano et al, 1997).

Assim, € de supor que a actuagdo dos dois factores na populagdo mogambicana se inicie
muito cedo e tenha um efeito sinérgico, aumentando o risco de desenvolvimento de
CHC. De acordo com a hipétese defendida por alguns autores (Torres et al, 1970;
Lohiya et al, 1987; Gayotto e Bogliolo, 1994) este sinergismo € favorecido pelo estado
de imunodeficiénecia condicionado pelas aflatoxinas, tornando os individuos mais
susceptiveis a infec¢do por VHB.

A série mogambicana incluia 5 doentes com idade pedidtrica, um com 12 anos, outro
com 14 anos e trés com 15 anos. Em 4 destes doentes detectou-se a presenga AgHBs €,
num deles observou-se expressdo concomitante de AgHBc (resultados ndio mostrados).
Como se sabe, a frequéncia de CHC em criangas é rara, mesmo nas zonas de elevada
incidéncia deste tipo de neoplasia (Tanaka et al, 1986; Moore et al, 1997). Em geral, o
desenvolvimento de CHC em criangas associa-se a infecgio por VHB (Hsu et al, 1987,
Moore et al, 1997). A existéncia de 5 casos de CHC desenvolvidos em doentes de idade
pediétrica na série de Mogambique, 4 dos quais (80%) com sinais de infec¢do por VHB
coaduna-se com esta verificagio. O facto de nfo termos detectado a expressdo de
antigénios do VHB, por estudo imunocitoquimico, no tecido nfio-neoplasico do doente
mais novo ndo invalida, por si s6, a possibilidade desta crianga estar ou ter estado
infectada por VHB.

O CHC e o género dos doentes

O género masculino € considerado um dos factores de risco para o desenvolvimento de
CHC (Fargion et al, 1994). De facto, o CHC € mais frequente no género masculino do
que no género feminino e a relagdo homem/mulher varia conscante as regiGes
geogrificas. Esta relagdo € mais equilibrada nas regides de baixa incidéncia e de
incidéncia intermédia do que nas regifes de alta incidéncia (Anthony, 1994). Uma
situagfio idéntica verificou-se por exemplo com os CHCs desenvolvidos na Africa do Sul,
quando se compararam as populagdes das areas urbamzadas (onde a incidéncia de CHC
¢ baixa) e as populagdes rurais (onde a incidéncia de CHC € elevada) (Kew, 1981;
Paterson ¢ Isaacson, 1982; Kew et al, 1983; Paterson et al, 1985).

No nosso estudo a distribuigdo dos CHCs em fung@o do género dos doentes revelou-se
diferente nas duas séries. Ao contrrio do que tem sido referido da literatura,
verificimos que na série mogambicana a relagdo homem/mulher era mais equilibrada
(1,5/1) do que na série portuguesa, em que se verificou wm franco predominio de
doentes do género masculino (homemvymulher=8/1). Este contraste pode reflectir as
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limita¢Ges da amostragem (pequena dimensdo das amostras) ou, em alternativa, pode
“traduzir” um comportamento distinto dos CHCs desenvolvidos nas duas regides.

Experiéncias realizadas em ratinhos transgénicos mostraram resultados sobreponiveis aos
verificados no homem, observando-se maior incidéncia de CHCs nos animais do género
masculino do que nos animais do género feminino quando submetidos as mesmas
condi¢Bes de hepatocarcinogénese. Para além disso verificou-se que os ratinhos do
género masculino desenvolviam CHC mais rapidamente do que os do género feminino
(Jakubczak et al, 1997).

Estdo por esclarecer definitivamente as razdes do predominio de CHC no género
masculino. Num estudo prospectivo realizado em Taiwan, Yu e Chen (1993) verificaram
que os niveis elevados de testosterona constitufam uin factor de risco importante para o
desenvolvimento de CHC no género masculino. Em modelos experimentais verificou-se
que os androgénios constituem um factor de risco importante para o desenvolvimento de
CHC enquanto os estrogénios podem ter um efeito protector (Takagi et al, 1992).

Receptores de androgénios foram identificados em hepat6eitos ndo-neopldsicos e
verificou-se que a sua expressdo estd aumentada na maior parte dos CHCs (Anthony,
1994). Com base nestas observagdes aventou-se a possibilidade do CHC ser uma
neoplasia hormonodependente (Anthony, 1994). A verificagdo de que os tumores
associados & administragio de androgénios/esterdides anabolizantes regrediam apés a
suspensdo destas substancias (Anthony, 1994) d4 algum suporte a esta hipGtese.

Nio h4 evidéncia de que as hormonas sexuais sejam hepatocarcinogénicas por si s6. A
sua associagdo com o CHC parece dever-se, predominantemente, a uma acgio
promotora da proliferagdo celular. Para além das explica¢des relacionadas com a acgéio
de hormonas ndo se pode excluir a possibilidade do predominio do CHC nos individuos
do género masculino ser devido A comparticipagio de outros factores de risco de
desenvolvimento de CHC tais como o consumo de tabaco e &lcool (mais frequente
género no masculino) e a ocorréncia de cirrose hepética que é mais comum no homem
do que na mulher (Anthony, 1994).

As caracteristicas morfolégicas do CHC

O tipo histolégico mais comum de CHC € o trabecular (Ishak e Markin, 1996) e os
resultados do presente trabalho estdo de acordo com os da literatura. Porém, na série
mogambicana, a frequéncia de CHC do tipo trabecular foi ligeiramente menor (70,7%)
do que na série portuguesa (77,8%). Na série portuguesa observimos apenas um caso de
CHC de tipo anaplésico (5,5%) enquanto na série mogambicana identificamos 7 (10,8%)
casos de CHC deste tipo morfol6gico. Este resultado pode estar relacionado com o facto
dos CHCs desenvolvidos em zonas de elevada incidéncia (como Africa a Sul do Saara)
possuirem um comportamento mais agressivo quando comparados com os CHCs
desenvolvidos em doentes oriundos de 4dreas de menor incidéncia (Yoshida et al, 1994).

Observamos uma tendéncia para os CHCs da série mogambicana apresentarem grau de
diferenciagfo celular mais elevado do que na série portuguesa. Na série mogambicana, 33
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(50,8%) dos CHCs eram de grau IIl e IV e na série portuguesa, apenas 3 (17,7%) casos
pertenciam a estas categorias.

De acordo com os resultados da literatura (Nagao et al, 1995) verificdmos que os CHCs
histologicamente mais agressivos eram mais indiferenciados € a associa¢do entre o tipo
histolégico e o grau de diferenciagio celular revelou-se estatisticamente significativa em
ambas as s€ries. Na série portuguesa, assim como na mog¢ambicana, a todos os CHCs de
tipo anaplésico (8 casos) foi atribuido o grau IV de diferencia¢io celular.

As caracteristicas do figado nio-neoplisico

Avalifmos, sempre que possivel, o figado ndo-neopldsico na periferia dos CHCs.
Verificimos que a frequéncia de cirrose era mais elevada na série portuguesa (80%) do
que na série mogambicana (51,8%).

A associag@o de CHC a cirrose foi bem estabelecida em varios estudos feitos sobre esta
matéria. A prevaléncia de cirrose é varidvel, oscilando entre 60% e 80% (Colombo,
1995; Szilagyi e Alpert, 1995, Ishak e Markin, 1996; Goodman, 1997). Esta associagio
tende a ser mais forte nas zonas de incidéncia baixa de CHC do que nas zonas de
incidéncia elevada. Nas tltimas, uma percentagem considerdvel de CHCs desenvolvem-
se em figado ndo-cirrético (Kew, 1981; Paterson e Isaacson, 1982; Paterson et al,
1985;Yoshida et al, 1994). Os resultados que obtivemos, com maior prevaléncia de
cirrose na série portuguesa do que na série mogambicana, coadunam-se portanto com a
evidéncia da literatura. Estes resultados sugerem, ainda, que o papel da cirrose como
factor de risco para o desenvolvimento de CHC é menos importante em Mogambique do
que em Portugal.

O risco de desenvolvimento de CHC varia em fungio do tipo de cirrose. Doentes com
cirrose hepética do tipo macronodular ou misto (inacro € micronodular) tém um risco
aumentado de desenvolvimento de CHC relativamente & doentes com cirrose hepética
do tipo micronodular (Bioulac-Sage, 1998). O tipo de cirrose mais comum em
Mogambique € o macronodular (Torres, 1966) o que, de acordo com Bioulac-Sage
(1998), aumenta o risco para o desenvolvimento de CHC.

No presente estudo nfio observdmos, em nenhum caso, lesdes de displasia no figado néo-
neopldsico. Ndo podemos excluir que este achado se possa dever a um défice de
amostragem. Para além disso, somos for¢ados a admitir que o caracter restritivo e
criterioso com que temos diagnosticado a displasia hepatocitdria também possa ter
contribuido para este nosso resultado negativo. Esta atitude encontra fundamento na
incerteza sobre o significado biol6gico da displasia hepatocitéria que discutiremos
adiante.

Num estudo prospectivo realizado por Borzio et al (1995) foi demonstrado que a
displasia de grandes células podia ser considerada um factor de risco independente para o
desenvolvimento de CHC em figados cirr6ticos. Porém, para alguns autores, esta
alteragfo ndo tem sensibilidade e especificidade suficientes para justificar que a mesma
seja utilizada para a avaliagdo do risco de desenvolvimento de CHC (Lee et al, 1997).
Alguns autores verificaram que altera¢des semelhantes ocorrem em quadros lesionais de
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tipo regenerativo ou degenerativo, como consequéncia de distirbios da replicagio
hepatocelular (Su et al, 1997). Destas verificagdes surgiu a proposta de que a designagio
de displasia de grandes células seja substituida pela de “alteragdo de grandes células”
(large cell change) (Bioulac-Sage, 1998). Considera¢des sobreponiveis podem ser feitas
para a displasia/“alteragdo de pequenas células” embora este tipo de lesdo reuna maior
consenso relativamente 3 sua natureza displdsica (pré-maligna), nomeadamente no
contexto de cirrose hepética (Le Bail et al, 1997; Su et al, 1997). Como argumentos a
favor da natureza verdadeiramente displdsica da displasia/alteragio de pequenas
células” tém-se apontado, para além da prépria morfologia, o indice proliferativo
relativamente elevado € a expressdo da proteina p53 que se demonstrou estar aumentada
nestas lesdes (Zhao et al, 1994, Su et al, 1997; Kang et al, 1998).

No presente estudo ndo identificAmos, igualmente, a presenca de lesdes nodulares
displésicas. Este resultado negativo pode dever-se, novamente, 2 deficiente amostragem
de figado nfo-neopldsico. Esta explicagio encontra fundamento no facto de parte dos
casos de CHC ter sido diagnosticada em bidpsias. Na literatura hi evidéncia de que as
lesGes nodulares hepatocitérias representam expansdes monoclonais de hepat6eitos
(Aihara et al, 1996). De facto, alteragdes genéticas como aneuploidia, perda de
heterozigotia € presenca de instabilidade de sequéncias microssatélites tém sido
observadas neste tipo de lesdes (Athara et al, 1996). A evidéncia a favor da natureza
pré-maligna de algumas lesdes nodulares do figado cirrtico € reforgada por estudos
prospectivos de indole epidemiol6gica , como o realizado por Kaji et al (1994) e por
estudos de andlise de ADN por citometria estética (Orsatti et al, 1993).

Infecgfio por virus da hepatite (VHB e VHC) e CHC

No presente estudo detectdmos, por imunocitoquimica, a expressdo de antigénios do
VHB (AgHBs efou AgHBc) em 22 casos (33,8%) da série mogambicana e apenas 2 de
15 casos (13,3%) da série portuguesa. A maior taxa de expressdo verificada na série
mogambicana coaduna-se com o facto de Mogambique ser uma zona endémica de
infecglio por VHB. Nio foi possivel identificar qualquer associag@io significativa entre a
expressdo de antigénios do VHB no figado nfo-neopldsico e os vérios parametros
clinico-patol6gicos analisados. N#o se identificou nenhum caso com expressio de
antigénios do VHB nas células neoplasicas do CHC.

Apesar das incertezas relativamente aos mecanismos da carcinogénese hepética associada
a infecgfio por VHB (j4 referidas na introduggio do presente trabalho), estas sdo menores
do que as (ainda) existentes relativamente aos mecanismos subjacentes a carcinogénese
associada a infecgdo por VHC.

No presente estudo, a infecgdo por VHC s6 foi avaliada na série portuguesa, por
serologia, em 10 casos, tendo-se detectado anticorpos anti-HCV em 6 doentes (60%).
Apesar de ndo ter sido possivel um estudo idéntico na série mogambicana, dados ndo
publicados apontam para uma prevaléncia da infecgio por VHC muito baixa (4% em
dadores de sangue). E assim de presumir que, em Mogambique, a prevaléncia da
infecgdio crénica por VHC na populagio em geral seja relativamente baixa e ndo supere a
prevaléncia da mfecgdo por VHB.
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Em estudos anteriores foi possivel detectar sinais de infec¢do por VHC (com replicagfio)
no tecido tumoral e peri-tumoral de doentes com CHC (Niu et al, 1995). As proteinas da
nucleocépside, do envélucro e/ou ndo estruturais (3 e 5) do VHC foram detectadas em
3 de 9 casos de CHCs, e em 2 destes casos, no figado no-neopldsico. Contudo, o papel
destas proteinas viricas na carcinogénese do figado hurnano nfo est4 esclarecido (Haruna
et al, 1994). A verificagfio de que a proteina p70, codificada pela regiio NS3 do genoma
do VHC, possui actividade da helicase e esta envolvida na recombinag@io do ADN sugere
que 0 VHC pode induzir instabilidade genémica através da actividade desta enzima e
assim comntribuir para o processo de carcinogénese (Kajino et al, 1995).

Recentemente, Moriya et al (1998) demonstraram a indugdo de CHC em ratinhos
transgénicos que exprimiam a protefna do “core” do VHC no tecido hepético e
sugeriram a possibilidade desta proteina poder eventualmente ter uma acgdo
carcinogénica directa.

Fot sugerido que o risco de desenvolvimento de CHC em doentes com sinais de infecgio
cronica por VHC depende do genétipo do virus, com base na verificagio de que o
genétipo 1b € o que mais frequentemente se encontra associado ao CHC (Saito et al,
1990; Niu et al, 1995; Caselmann e Alt, 1996; Bréchot et al, 1998). Porém, esta
associagfo ndo foi confirmada nos trabalhos de outros autores (Yotsuyanagi et al, 1995).
No presente trabalho nfio pudemos avangar no esclarecimento destas discrepancias ja que
ndo analisimos os gendtipos do VHC.

A expressio da proteina p53 estd aumentada no CHC

No presente estudo observdmos imunorreactividade “para” p53 em 20,3% e 52,9% dos
CHCs desenvolvidos, respectivamente, em doentes mogambicanos € portugueses.

Na literatura hd poucos estudos comparativos da expressdo imunocitoquimica da
proteina p53 entre as regides de elevada incidéncia e as de baixa incidéncia de CHC.
Porém, tendo em consideragio que as mutagdes do gene p53 sdo mais frequentes nas
areas de elevada incidéncia de CHC (Oda et al, 1992; Ojangurem et al, 1995) do que nas
de incidéncia baixa ou intermédia seria de esperar que, na série mogambicana, houvesse
maior prevaléncia de casos com expresséo da proteina p53 do que na série portuguesa.
Para além disso, 0s nossos resultados séo aparentemente surpreendentes em face dos
dados previamente publicados relativamente & associagfo entre imunoexpressdo de p53 e
infecgdo por VHB. De facto, em 4reas endémicas de infecgfio por VHB, como em Africa
e no Sudeste Asidtico (Goldblum et al, 1993; Aguilar et al, 1994), demonstrou-se
elevada taxa de imunoexpressdo da proteina p53 em CHCs. Em contrapartida, em paises
europeus com baixa prevaléncia de infecgfio crénica por VHB, a frequéncia da expressdo
da proteina p53 em CHCs € baixa (Skopelitou et al, 1996). No trabalho conduzido por
Challen et al (1992) verificou-se que um ter¢o de doentes (britdnicos) com CHC tinham
sinais de infecgio crénica por VHB e a expressdo da proteina p53 alterada s6 se
verificou em 5% dos CHCs.

Embora ndo possamos avangar explicagdes definitivas para os resultados que obtivernos,
pensamos que os resultados da série mogambicana podem estar infra-estimados por
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razdes de natureza técnica. De facto, em grande parte dos casos ¢ material estudado foi
obtido de autépsias e as condigdes de fixagdo deste material nfio foram as mais
adequadas para a preservagfo antigénica. Ojangurem et al (1996) verificaram que a
fixagdo prolongada em formol diminui a imunorreactividade “para” a proteina p53 em
virtude da alteragiio da sua antigenicidade. Por outro lado, ndo se pode excluir a
possibilidade de existéncia de alteragdes do gene p53 que ndo condicionam a acumulagio
da respectiva proteina. Para testar esta hipdtese terfamos de pesquisar mutagSes do gene
p53, por métodos de biologia molecular, que ndo foi possivel até a0 momento.

Néo encontramos associagOes significativas entre a expressdo da proteina p53 e a maior
parte das caracteristicas clinico-patolgicas dos casos, em conformidade com o
previamente verificado por Nagao et al (1995) e Ojanguren et al (1996).

Constitui excepedo, na série portuguesa, a associagdo significativa (p=0,038) entre a
expressdio da proteina p53 e a diferenciagio celular. Verificdmos que a expressdo da
proteina p53 era maior nos CHCs com grau mais elevado de diferenciag@o celular. Este
resultado estd de acordo com o obtido por outros autores, como por exemplo por Oda et
al (1992), que sugertram que as alteragdes do gene p53 ocorrem numa fase tardia do
desenvolvimento neoplésico.

Num trabalho recente, Kang et al (1998) estudaram as altera¢des do gene p53 e da
imunoexpressdo da respectiva proteina (p53) em diferentes tipos de lesdes
hepatocelulares incluindo cirrrose, nédulos displésicos de baixo grau (NDBG), nédulos
displasicos de alto grau (NDAG) e CHC. Estes autores observaram que a
imunoexpressdo da p53 ocorria em 50% dos CHCs e em 44% dos NDAG. As
alteragbes do gene p53 foram detectadas em 25% dos CHCs. Nfo se detectaram
alteragdes do gene p53 nos casos de cirrose, NDBG e NDAG. Em face destes
resultados, Kang et al (1998) sugeriram que as alterag@es do gene p53 (e da proteina por
ele codificada) ocorrem numa fase relativamente avangada da carcinogénese hepética.

No presente estudo, considerando conjuntamente as séries mogambicana e portuguesa,
verificimos uma associagdo significativa (p=0,004) entre a expressio da proteina p53 e o
indice proliferativo dos CHCs. Este resultado global foi confirmado na série
mogambicana (p=0,017) e ndo pdde ser confirmado na série portuguesa (p=0,22). E
provével que a pequena dimensdo da amostra portuguesa possa ter contribuido para este
resultado.

A associag@io entre a expressdo da proteina p53 e o indice proliferativo elevado foi
descrita em outras neoplasias tais como o carcinoma da mama (Cattoretti et al, 1988;
Barbareschi et al, 1992) e o carcinoma da bexiga (Lipponen, 1993). Em relagdo ao CHC,
Nagao et al (1995) observaram que CHCs com indice proliferativo elevado exprimiam,
com maior frequéncia, a proteina p53 (p<0,003). Os nossos resultados estdo de acordo
com esta observagio. Uma associag@o idéntica foi observada por Ojanguren et al (1996)
no estudo de CHCs com diferentes graus de diferenciagiio celular (ILIIL,IV).

Na série portuguesa observou-se que todos os CHCs com imunoexpressdo de p53 se
tinham desenvolvido em doentes do género masculino. Esta verificagdo resulta
provavelmente das caracteristicas da série portuguesa, com franco predominio de
individuos do género masculino (s6 havia dois elementos do género feminino e a
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pesquisa de p53 s6 foi possivel num dos casos). Assim, esta tendéncia € provavelimente
aparente e nfio reflecte um significado biolégico particular.

No presente estudo observamos, na série mogambicana, uma associagio estatisticamente
significativa (p=0,017) entre a expressio da proteina p53 em CHCs e as caracteristicas
do figado ndo-neopldsico. Verificdmos que a imunoexpressdo de p53 era mais elevada
nos CHCs desenvolvidos em figado no-cirrético (19,2%) do que nos CHCs enxertados
em figados com cirrose (6,9%).

O papel das aflatoxinas na indugdo de alteragSes do gene p53 foi analisado em estudos
anteriores realizados por outros autores. Entre estes salienta-se o estudo realizado por
Unsal et al (1994) que pesquisaram mutagdes do gene p53 em CHCs de doentes de
Mogambique e do Transkei (4rea rural da Africa do Sul) e verificaram que, NOSs €asos
mogambicanos, a frequéncia das alteragdes do gene p53 era mais alta do que nos casos
do Transkei Verificaram, ainda, que mais de 50% das altera¢des verificadas nos CHCs
de doentes de Mogambique consistiam numa mutagdo de tipo tranversdo G-T, afectando
a terceira base do coddo 249 do exfio 7. Esta mutagdo, considerada como “marcador”
molecular da ac¢do das aflatoxinas foi demonstrada em vérios estudos no homem e em
animais (Bressac et al, 1991; Montesano et al, 1997).

Deste modo, em face dos nossos resultados e de outros autores, julgamos as aflatoxinas
desempenham um papel fundamental na etiopatogenia dos CHCs desenvolvidos em
doentes mogambicanos.

Fica no entanto por explicar a elevada taxa de expressdo da proteina p53 nos casos da
série portuguesa, que se revelou superior a referida noutros estudos de CHCs de doentes
de zonas de incidéncia baixa ou intermédia de CHC. A possibilidade das alteragtes da
expressdo da proteina p53 poder ser secundéria & infecgdo por VHC nfio passa de uma
mera hipltese baseada no facto de se terem identificado mutagGes do gene p53
(semelhantes as induzidas por aflatoxinas ou ndio) em CHCs associados a infec¢io por
VHC (Teramoto et al, 1994). Estes resultados sugerem que a hepatocarcinogénese
associada a infec¢io por VHC pode também ser mediada por alteragSes do gene p353
(Caselmann e Alt, 1996).

Proliferaciio celular e CHC

No presente estudo, a proliferagdo celular foi estudada através da expressio
imunocitoquimica de MIB-1 (anticorpo monoclonal que reconhece o antigénio Ki-67)
associado ao ciclo celular. Este estudo foi efectuado em 15 casos da série portuguesa e
61 casos da série mogambicana ou seja em 76 casos. Considerando as duas séries em
conjunto, encontrimos uma relagdo estatisticamente significativa entre o indice
proliferativo dos CHCs e a imunoexpressdo da proteina p53 (p=0,004) e as
caracteristicas do figado ndo-neoplésico (p=0,0003).

A associagdo entre o indice proliferativo ¢ a expressfo da proteina p53 foi ja discutida,
em parte, na sec¢dio dedicada a discussiio dos resultados de expressdo de p53. Tal como
anteriormente mencionado, os CHCs com positividade “para” p53 tinham um indice
proliferativo mais elevado (17,2%+3,7%) do que os que n#o exprimiam p53
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(6,8%=1,6%). Resultados sobreponiveis foram obtidos por Nagao et al (1995) numa
série de 50 CHCs (p<0,01).

Os CHCs desenvolvidos em figado sem cirrose tinham indice proliferativo médio
(15,3%+3,1%) mais elevado do que os CHCs enxertados em figados com cirrose
(4,0%+1,0%) (p=0,0005). Importa aqui salientar que a maior parte dos CHCs
desenvolvidos em figado sem cirrose pertenciam a série mogambicana.

A revisdo da escassa literatura sobre esta matéria revela resultados discrepantes. Por
exemplo, Biesterfeld € Hoffmann (1998) verificaram que o indice proliferativo era mais
alto nos figados cirréticos do que nos figados ndo-cirrticos. Estes autores observaram
ainda que o indice proliferativo na hepatite por VHB era maior que o indice
proliferativo na hepatite por VHC e na hepatite néo viral.

Tendo em consideragio estes dados, seria de esperar que nos CHCs associados a cirrose
se observasse um indice proliferativo mais elevado do que o encontrado em CHCs
enxertados em figado nd@o-cirr6tico. Tal ndo se verificou, no entanto, no material que
estuddmos. Embora nfio possamos oferecer uma explicagdo definitiva para os nossos
resultados, sentimo-nos tentados a especular que esta discordancia com os dados da
literatura pode reflectir a ac¢dio de alguns factores, nomeadamente as aflatoxinas, que
induzem CHCs nos figados ndo-cirréticos. Como se salientou anteriormente, a maior
parte dos casos sem cirrose pertenciam & série mogambicana onde um dos principais
factores etiolégicos € a exposigdo a aflatoxinas. Aceita-se que estas toxinas podem
interferir com a proliferagéo celular (através da alteragfio do gene p53) aumentando o
indice proliferativo, independentemente da presenga ou auséncia da cirrose. O facto dos
CHCs desenvolvidos em figado nfo-cirr6tico apresentarem indice proliferativo mais
elevado (15,3%%3,1%) e maior taxa de imunoexpressio de p33 (19,2%) do que os
CHCs enxertados em cirrose (4,0%+1,0% ¢ 6,9%, respectivamente) estdo de acordo
com esta interpretago.

No nosso estudo, ndo verificAmos uma associag@o significativa entre o indice
proliferativo e o tipo histolégico das neoplasias. Na série mogambicana observimos uma
assoctagdo sugestiva (p=0,095) entre 0o grau de diferenciagio celular e o indice
proliferativo dos CHCs. Nagao et al (1995) encontraram uma forte associacdio entre
estas duas caracteristicas (p<0,0001). Para além deste, vérios trabalhos referem uma
associag@o semethante (Colleoni et al, 1995), ou seja, os CHCs pouco diferenciados tém
indice proliferativo mais elevado do que os CHCs bem diferenciados. Estes resultados,
aliados aos verificados no presente trabalho, apoiam a hip6tese de que as neoplasias mais
indiferenciadas t€m prolifera¢do celular aumentada.

Nio observamos associagdo significativa entre ISM e o indice proliferativo das
neoplasias. Porém, na série mogambicana verificimos que nos CHCs com ISM o indice
proliferativo médio (14,2%+8,9%) era inferior ao indice proliferativo médio dos CHCs
sem ISM (24,0%+6,5%). Estes resultados reforcam a ideia de que a ISM nfio se
acompanha de alteragBes (importantes) da proliferagfo celular.

O indice proliferativo dos CHCs da série mogambicana revelou-se inferior ao dos CHCs

da série portuguesa. Néo € facil oferecer explicagdes para esta verificagfo, para além das
de natureza técnica, relacionadas com a ma preservagio do material dos casos

57




mogambicanos (a maior parte obtidos em autépsias) e submetidos a fixag@o prolongada.
O facto de termos verificado que o fndice proliferativo dos CHCs diagnosticados através
de pequenas biGpsias era significativamente superior (p=0,0001) ao verificado em CHCs
diagnosticados em autdpsias (resultados ndo mostrados), constitui um argumento a favor
desta explicagfio.

Instabilidade de sequéncias microssatélites e CHC

No presente estudo, a pesquisa da ISM foi efectuada com o marcador monomérfico
BAT-26 em todos os casos na série portuguesa (n=18) e em apenas 19 casos da série
mogambicana. Observou-se ISM em § (26,3%) casos da série mogambicana. Todos os
casos da série portuguesa foram negativos.

H4 poucos trabalhos publicados sobre a instabilidade de sequéncias microssatélites em
hepatocarcinomas. Destes, destaca-se o de Kazachkov et al (1998) nos EUA que, numa
série de 10 CHCs, detectaram instabilidade de ISM em 4 casos (40%).

No presente trabalho a ISM foi identificada em 5 pactentes da série mogambicana, 3
(60%) dos quais com evidéncia de infec¢Bo por VHB, avaliada por estudo
imunocitoquimico. Estes resultados, aliados aos obtidos por Salvucci et al (1996} que
observaram ISM em 60% de cirroses hepéticas associadas a infecgio VHB, sfo
compativeis com a interpretagio de que a infec¢io por VHB pode ter um papel
contributivo para a ocorréncia de ISM nos pacientes mogambicanos. No entanto, na série
portuguesa ndo se identificou nenhum CHC com ISM apesar de se terem identificado
marcadores de infec¢do por VHB em alguns casos. Em conjunto, estes resultados
sugerem a participagio de outro(s) factor(es) que (isoladamente ou em associagdo 2
infec¢iio por VHB) possa(m) ser o(s) responsavel (eis) pela ocorréncia de ISM nos
CHCs da série mogambicana. Apesar de ndo ter sido avaliado directamente o papel das
aflatoxinas, € possivel que a exposi¢do a estas toxinas possa ter desempenhado algum
papel (de magnitude desconhecida) no aparecimento de 1SM na série mogambicana.

Sinais de infec¢do por VHC, avaliados pela detecgio serolégica de anticorpos anti-HCV,
foram identificados em 6 (60%) de 10 doentes da série portuguesa. Ndo se detectou ISM
em nenhum dos CHCs desenvolvidos nestes individuos. Estes resultados estdo de acordo
com 0s obtidos previamente por Santos et al (1998) num estudo que incidiu sobre
hepatites crénicas e cirroses hepdticas secunddrias a infecgdo por VHC. Neste estudo
ndo se detectou ISM, sugerindo que a ISM nfio ocorre (pelo menos frequentemente) na
doenga hepética associada a infecgdo por VHC.

No presente trabalho ndo observimos associagfio entre a ISM e a expressdo do gene
p33 (p=0,639). Estes resultados coadunam-se com os obtidos Kazachkov et al (1998)
sugerindo que a ISM ndo afecta (pelo menos significativamente) os genes que regulam o
ciclo celular.
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6. CONCLUSOES PRINCIPAIS

No presente trabaltho verificdimos que os CHCs desenvolvidos em doentes mogambicanos
apresentam um perfil particular. Distiguem-se dos CHCs desenvolvidos numa série de
doentes portugueses relativamente a varias caracteristicas: a) E menor o predominio dos
doentes do género masculino; b) Ocorrem em individuos mais jovens; ¢) Apresentam
frequentemente padréo histolgico de tipo sélido/anaplésico, com graus de diferenciagio
celular elevados; d) Desenvolvem-se em grande parte dos casos em figado sem evidéncia
de cirrose; €) Associam-se frequentemente a sinais de infecgio por VHB; f) Apresentam,
em cerca de um tergo dos casos, instabilidade de sequéncias microssatélites a qual ndo se
associa significativarnente a sinais de infec¢éo por VHB.

Na série mogambicana verificdimos que os CHCs desenvolvidos em figado sem cirrose
apresentavam um perfil “molecular” distinto dos CHCs enxertados em figado com
cirrose, caracterizados por maior percentagem de casos com imunoexpressdo da proteina
P53 (19,2% e 6,9%, respectivamente) (p=0,017), indice proliferativo mais elevado
(16,1%=x3,4% € 2,7%=x1,1%, respectivamente) (p=0,0007) e maior taxa de ocorréncia de
ISM (40% e 0%, respectivamente) (p=0,286). Nio verificAmos diferengas significativas
entre estes sub-grupos de CHCs relativamente a idade e género dos doentes ou sinais de
infec¢io por VHB. Estes factos sugerem que a patogenia dos CHCs desenvolvidos em
figado sem cirrose ¢ diferente da dos CHCs enxertados em figado com cirrose,
eventualmente relactonada com factores etioldgicos especificos, nomeadamente
aflatoxinas (actuando isoladamente ou em associagio com o VHB).
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8. RESUMO

H4 uma grande variabilidade geogréifica na incidéncia do carcinoma hepatocelular
(CHC), a qual tem sido atribuida a prevaléncia varidvel dos diferentes factores
etiolégicos do CHC.

Nas 4reas de incidéncia elevada (ou ‘“elevadissima”) h4 evidéncia de uma forte
associago do CHC com a infecgio crénica por virus da hepatite B (VHB) e/ou
exposicdo a aflatoxinas. Em contrapartida, nas areas de baixa incidéncia de CHC
apontam-se como factores etiolégicos a infec¢do crénica por virus da hepatite C (VHC)
e a cirrose hepética, entre outros.

As caracteristicas clinico-patolégicas dos CHCs que se desenvolvem em éareas de
incidéncia elevada sio diferentes das que se verificam nas 4reas de incidéncia baixa. Os
primeiros, ao contririo dos segundos, tendem a ocorrer em individuos relativamente
jovens e predominantemente do género masculino, possuem graus histolégicos mais
elevados e apresentam maior frequéncia de alteragSes do gene p53.

O presente estudo foi realizado com o objectivo de comparar vérias caracteristicas dos
CHCs de doentes do Sul de Mogambique (drea de incidéncia “‘elevadissima”de CHC) e
do Norte de Portugal (4rea de incidéncia intermédia de CHC).

Estudémos duas séries de CHCs, uma proveniente de Mogambique (65 casos) e outra de
Portugal (18 casos). Estuddmos algumas caracteristicas clinicas dos doentes e
histopatolégicas das neoplasias e do figado n#o-neoplasico e analisdmos a
imunoexpressdo da proteina p53, a instabilidade de microssatélites (utilizando o
marcador monomorfico BAT-26) e a proliferagiio celular (através da expressio
imunocitoquimica de MIB-1). Pesquisdmos também sinais de infec¢dio por VHB (por
mmunocitoquimica) e de infec¢do por VHC (por serologia), esta avaliada apenas na série
portuguesa.

Na série mogambicana verificimos que os CHCs ocorriam, em média, duas décadas mais
cedo (43,6+15,9 anos) do que nos doentes portugueses (64,2+8,4 anos), tendo-se
observado 5 casos de CHC em criangas.

O predominio de doentes do género masculino foi menor na série mogambicana
(H/M=1,5/1) do que na série portuguesa (H/M=8/1).

A presenga de cirrose no figado adjacente aos CHCs revelou-se menor na série
mogambicana (51,8%) do que na série portuguesa (80%).

Os CHCs desenvolvidos em doentes mogambicanos apresentavam um padrio
morfolégico mais agressivo (maior taxa de carcinomas de tipo s6lido/anaplasico e grau
de diferenciacdo celular mais elevado) do que na série portuguesa.

Detectdmos uma taxa mais elevada de infeccdo por VHB nos doentes da série

mogambicana (33,8%) do que na série portuguesa (13,3%). Num sub-grupo de doentes
orundos de Portugal detectdmos sinais de infec¢iio por VHC em 60% dos casos.
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Verifichmos que as taxas de imunoexpressio da proteina p53 e MIB-1 eram menores na
série mogambicana (20,3% e 42,6%, respectivamente) do que na sé€rie portuguesa
(52,9% e 100%, respectivamente). Estes resultados poderfio dever-se a condigBes
deficientes de preservagfo antigénica nos casos mogambicanos, em grande parte
diagnosticados em material de aut6psia, fixado em condigGes inadequadas.

Apenas detectdmos instabilidade de microssatélites em CHCs da série mog¢ambicana
(26,3%), 60% dos quais diagnosticados em doentes com sinais de infecgdo por VHB.

Na série mogambicana verificAmos que os CHCs desenvolvidos em figado sem cirrose
apresentavam um perfil “molecular” distinto dos CHCs enxertados em figado com
cirrose, caracterizados por mator percentagem de casos com imunoexpressdo da proteina
P53 (19,2% ¢ 6,9%, respectivamente} (p=0,017), indice proliferativo mais elevado
(16,1%+3,4% e 2,7%=1,1%, respectivamente) (p=0,0007) e maior taxa de ocorréncia de
ISM (40% e 0%, respectivamente) (p=0,286). Ndo verificAmos diferengas significativas
entre estes sub-grupos de CHCs relativamente 2 idade e género dos doentes ou sinais de
infecgio por VHB. Estes factos sugerem que a patogenia dos CHCs desenvolvidos em
figado sem cirrose € diferente da dos CHCs enxertados em figado com cirrose,
eventualmente relacionada com factores etiol6gicos especificos, nomeadamente
aflatoxinas (actuando isoladamente ou em associagdio com o VHB).

Em conjunto, os resultados deste estudo permitiram confirmar que o perfil clinico-
patol6gico e “molecular” dos CHCs desenvolvidos em doentes do Sul de Mogambique é
diferente do observado em CHCs de doentes do Norte de Portugal. E de supor, em face
dos resultados que obtivemos e da evidéncia da literatura, que tal facto se deve a factores
etiolégicos diferentes e tempos de actuagfo distintos nas duas populagdes estudadas.
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