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RESUMO 

 

Diversos estudos têm demonstrado que a infecção crônica pelo          

Helicobacter (H.) pylori está associada a várias manifestações extragástricas incluindo 

doença cardíaca isquêmica, doenças neurodegenerativas, metabólicas e autoimunes, 

doenças de pele e também doenças pancreáticas, colorretais e hepatobiliares. De 

fato, o H. pylori foi detectado em amostras de bile e tecidos da vesícula e fígado de 

pacientes com colecistite crônica, colangite esclerosante, hepatite crônica, cirrose e 

carcinoma hepatocelular (CHC). Sendo assim, pesquisas verificando o papel do          

H. pylori na etiopatogenia das doenças hepatobiliares são fundamentais para sua 

melhor compreensão. Os tecidos parafinados representam uma fonte extraordinária 

para os estudos retrospectivos onde é possível correlacionar os achados moleculares 

com a terapêutica e a evolução clínica das doenças. Deste modo, o presente estudo 

teve como principal objetivo verificar a presença do H. pylori em amostras de tecido 

hepático fixado e emblocado de pacientes com CHC. Foram empregadas 86 amostras 

divididas em dois grupos. O grupo GA apresentou 57 fragmentos hepáticos de 

pacientes com cirrose e CHC. O grupo GB foi composto por 29 amostras de fígado de 

indivíduos sem doença hepática (grupo controle). O DNA foi extraído pelo método do 

fenol clorofórmio em todas as amostras e, posteriormente, foi realizada a amplificação 

do gene 16S rRNA do H. pylori. Amostras positivas para o gene 16S rRNA foram 

submetidas ao sequenciamento de DNA. A coloração imunohistoquímica e a técnica 

de microdissecção e captura a laser foram realizadas em algumas amostras para 

confirmação diagnóstica do H. pylori. O estudo da morfologia bacteriana foi realizado 

pela microscopia de transmissão eletrônica. Os resultados da amplificação do gene 

16S rRNA revelaram que 28 amostras (49,1%) foram positivas no GA e 8 amostras 

(27,6%) amplificaram o gene no GB (p=0.056). No grupo GA não foi verificada relação 

da positividade do H. pylori com os diferentes fatores de risco para o CHC: infecção 

pelo vírus da hepatite tipo B (p=1.00) e tipo C (p=0.93), consumo de álcool (p=0.14), 

hemocromatose (p=1.00), deficiência de alfa-1-antitripsina e nos pacientes cuja 

etiologia da doença hepática foi criptogênica (p=0.61). No mesmo grupo, não foram 

observadas diferenças significantes com relação à presença da bactéria e os dados 

do escore Chil-Pugh e MELD (p=0.29 e p=0.31, respectivamente). Através do 

sequenciamento, verificou-se que a sequencia do gene 16S rRNA apresentou 98% de 



similaridade com o DNA do H. pylori. A coloração imunohistoquímica confirmou a 

presença do H. pylori no fígado. Tanto na microdissecção e captura a laser quanto na 

microscopia eletrônica de transmissão, foram observados microrganismos 

semelhantes ao H. pylori, nos espaços sinusóides e, sobretudo, na forma cocóide. Os 

resultados do presente estudo demonstram que o H. pylori foi detectado em amostras 

parafinadas de fígado nos pacientes com cirrose e CHC. A presença da bactéria não 

estava associada aos fatores de risco para o CHC estudados e não apresentou 

correlação com a gravidade da doença hepática. 

 

Palavras-chave: Helicobacter pylori, Carcinoma hepatocelular, Cirrose hepática, 
Microdissecção e captura a laser, Análise de sequência de DNA.  

  



ABSTRACT 

 

Several studies have shown that chronic Helicobacter (H.) pylori infection is 

associated with extragastric manifestations including cardiovascular, metabolic,  

neurodegenerative and autoimmune conditions, skin disorders as well as pancreatic, 

colorectal and hepatobiliary diseases. In fact, H. pylori was detected in bile samples, 

gallbladder and liver tissue from patients with chronic cholecystitis, sclerosing 

cholangitis, chronic hepatitis, cirrhosis and hepatocellular carcinoma (HCC). Thus, 

studies verifying the role of H. pylori in the pathogenesis of hepatobiliary diseases are 

essential for their better understanding. The formalin-fixed paraffin embedded (FFPE) 

tissue represent an extraordinary source for retrospective studies where it is possible 

to correlate the molecular findings with the therapy and the clinical course of diseases. 

Then, the aym of this study was to verify the presence of H. pylori in FFPE liver tissue 

from patients with HCC. For this purpose, 86 samples were divided into two groups. 

The GA group presented 57 tissue specimens from patients with cirrhosis (CH) and 

HCC. The GB group consisted of 29 liver samples from individuals without liver disease 

(control group). The DNA was extracted from liver tissue by phenol chloroform method 

in all samples and the amplification of H. pylori 16S rRNA was performed. Some 

positive samples for H. pylori 16S rRNA gene were subjected to DNA sequencing. The 

immunohistochemical staining and laser capture microdissection (LCM) technique 

were performed on some samples to confirm the diagnosis of H. pylori. The study of 

bacterial morphology was carried out by transmission electron microscopy (TEM). The 

results of 16S rRNA gene amplification revealed that 28 samples (49,1%) were positive 

in GA and 8 samples (27,6%) amplified 16S rRNA gene in GB (p = 0.056). In the GA 

group, it was not verified relationship between the presence of H. pylori and the risk 

factors for HCC: infection with hepatitis virus B (p=1.00) and hepatites virus C (p=0.93), 

alcohool intake (p=0.14), hemocromatosis (p=1.00), alfa-1-antitripsin deficiency and 

those patients whose etiology for liver disease was considered criptogenic (p=0.61). In 

the same group, there were no significant differences regarding the presence of the 

bacteria and data from Chil-Pugh score and MELD (p = 0.29 p = 0.31, respectively). 

The sequencing results demonstrated that 16S rRNA sequence showed 98% similarity 

to H. pylori DNA. Immunohistochemistry staining confirmed the presence of H. pylori 

in liver. Both in LCM and TEM, microorganisms resembling H. pylori were visualized 



in the sinusoidal spaces, especially in the coccoid form. The results of this study 

demonstrate that H. pylori was detected in FFPE liver samples of patients with cirrhosis 

and HCC. The presence of bacteria was not associated with risk factors for HCC and 

showed no correlation with the severity of liver disease. 

 

Key words: Helicobacter pylori, Hepatocellular carcinoma, Liver cirrhosis, Laser 
capture microdissection, Sequence analysis, DNA. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1. Helicobacter pylori 

 1.1.1. Histórico 

Durante muitos anos, o estômago humano foi considerado um ambiente 

hostil para a maioria das bactérias infectantes devido à presença de acidez 

intraluminal1,2. Entretanto, o isolamento e o cultivo do Helicobacter (H.) pylori em 

1983 pelos pesquisadores australianos Warren e Marshall3 mudou 

significantemente os conceitos da microbiologia gástrica e permitiu que estes 

pesquisadores recebessem o prêmio Nobel de Medicina em 2005. 

Estudos europeus já haviam relatado a presença de bactérias 

semelhantes no tecido gástrico4. Entretanto, em 1979, Warren começou a 

observar o microrganismo como uma bactéria de formato curvo presente em 

amostras de tecido gástrico obtidas por biópsia e submetidas a exame 

histológico5,6,7. Porém, a comunidade científica demonstrou certo ceticismo 

diante de suas descobertas, o que fez com que Marshall infectasse a si próprio 

com a referida bactéria, comprovando assim a associação do H. pylori com o 

desenvolvimento das doenças gástricas como a gastrite, úlcera duodenal e a 

úlcera gástrica8. 

 Inicialmente, a bactéria foi incluída no gênero Campylobacter, usualmente 

composto por bactérias gram-negativas em forma de bastão curvado, oxidase e 

catalase positivas, que se locomovem através de flagelos polares. Assim, foi 

denominada “gastric Campylobacter like organism”, recebendo, posteriormente, 

as denominações Campylobacter pyloridis, Campylobacter pyloricus e 

Campylobacter pylori9.  

Entretanto, após análises da sequência do ácido nuclêico e estudos ultra-

estruturais, o microrganismo foi designado Helicobacter (forma helicoidal), 

diferenciando-se do gênero Campylobacter (bastão curvado). A espécie foi 

nomeada pylori pelo fato de ser mais frequentemente encontrada na mucosa 

antral, próxima ao piloro10. Este gênero, juntamente com Campylobacter, 
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Arcobacter e Wolinella, constitui a denominada superfamília VI de bactérias 

gram-negativas11. 

 

1.1.2. Considerações iniciais  

O H. pylori é uma bactéria que coloniza tipicamente a mucosa gástrica e 

pode ser considerada o patógeno mais comum do trato gastrointestinal 

humano12. A maioria dos indivíduos infectados não desenvolve doença e 

permanece assintomática, levando à hipótese de que algumas cepas da bactéria 

são inofensivas ou até mesmo benéficas13. Entretanto, desde o seu isolamento 

em 19833, a infecção crônica pelo organismo é considerada fator de risco para o 

desenvolvimento de gastrite, úlcera péptica, displasia, neoplasia, linfoma tipo 

MALT e adenocarcinoma gástrico14. 

A colonização gástrica pelo H. pylori afeta cerca de 50% da população 

mundial e a bactéria representa, provavelmente, o patógeno humano mais 

ubíquo e bem-sucedido15,16. Tem sido demonstrado que o H. pylori apresenta 

longo período de co-evolução com o homem, provavelmente desde a migração 

humana a partir do continente Africano há cerca de 60.000 anos atrás17,18. Além 

disso, o microrganismo exibe mecanismos de adaptação característicos que, 

através da seleção e co-evolução, foram estabelecidos para se adaptar à 

resposta imunológica humana19. 

A infecção pelo H. pylori resulta no recrutamento de neutrófilos, linfócitos 

e macrófagos para a mucosa gástrica através da indução de várias citocinas 

como o fator de necrose tumoral alfa (TNF-α), interleucina-6 (IL-6) e interleucina-

8 (IL-8)20,21,22. Assim, acredita-se que a resposta imunológica durante a infecção 

representa importante papel na sua patogênese. O sucesso no estabelecimento 

da infecção crônica pelo organismo ocorre devido ao delicado balanço entre a 

resposta imune do hospedeiro e a persistência da bactéria durante o processo 

inflamatório através do rearranjo de seus fatores de virulência16. 

Autores relatam que a infecção pelo H. pylori está diminuindo na maioria 

dos países ocidentais, provavelmente devido ao sucesso do tratamento e da 

melhoria das condições de higiene da população. Entretanto, nota-se situação 
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oposta em muitos países em desenvolvimento devido à falha no tratamento e à 

resistência aos antibióticos utilizados8,23.  

As rotas de transmissão do H. pylori ainda não estão totalmente 

esclarecidas. A transmissão pessoa-a-pessoa e a propagação familiar parecem 

ser os principais meios de transmissão24,25. As crianças são geralmente 

infectadas por uma cepa geneticamente idêntica àquela dos seus pais, 

mantendo este genótipo mesmo quando ocorre mudança para outro ambiente26. 

Adicionalmente, acredita-se que possa haver transmissão por água contaminada 

pelo microrganismo27,28. Outros possíveis veículos de transmissão seriam 

moscas, hortaliças, procedimentos diagnósticos e animais domésticos (cães, 

gatos e macacos). Todavia, apesar da intensa busca para o entendimento de 

seu ciclo epidemiológico ele continua desconhecido29,30,31,32,33,34,35,36. 

 

1.1.3. Características microbiológicas 

 O H. pylori apresenta aproximadamente 2,5 a 5,0 µm de comprimento e 

de 0,5 a 1,0 µm de largura37. De modo geral, é visualizado na forma espiralada, 

podendo aparecer como um bastão e, eventualmente, sob condições adversas 

à sua sobrevivência, pode apresentar-se numa forma esférica denominada 

cocóide.  

 O patógeno apresenta de dois a seis flagelos unipolares de 

aproximadamente 3,0 µm de comprimento, com um característico bulbo terminal. 

Tais estruturas conferem motilidade e permitem movimentos rápidos em 

soluções viscosas como o muco gástrico, favorecendo a colonização pela 

bactéria38. 

Outra característica de sua morfologia é a presença de um envoltório 

celular semelhante ao de outras bactérias gram-negativas, consistindo de uma 

membrana citoplasmática, um periplasma com peptidoglicanas e uma segunda 

membrana formada por lipídios39. 

O H. pylori é considerado um organismo microaerofílico, ou seja, 

apresenta crescimento ótimo a níveis de O2 de 2 a 5%, 5 a 10% de CO2 e alta 

umidade. Seu habitat natural é o estômago humano, com pHs menores do que 
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quatro, apesar de seu crescimento ocorrer de maneira ideal em pHs que variam 

de 5.5 a 8.0, preferencialmente no pH neutro40,41. Isto ocorre devido à produção 

de urease pelo microorganismo, que constitui enzima indispensável à sua 

colonização, pois hidrolisa a uréia presente no meio gástrico em amônia e 

dióxido de carbono. A produção de amônia promove a neutralização do ambiente 

ácido no estômago, aumentando o pH do microambiente bacteriano e permitindo 

sua sobrevivência42. 

Além da enzima urease, o H. pylori também produz catalase e oxidase, 

características comumente utilizadas no seu diagnóstico. Adicionalmente é 

capaz de catabolizar a glicose, porém não outros açúcares43,44. Outras enzimas 

importantes sintetizadas pelo microrganismo são as amidases, as deamidases e 

a arginase45,46. Para combater o stress oxidativo, a bacteria expressa vários 

mecanismos de resistência, como a produção das enzimas superóxido-

dismutase, utilizando o ferro47, catalase e alquil-hidroxiperoxi-redutase48. 

Como mencionado anteriormente, o H. pylori apresenta vários fatores de 

virulência que permitem sua adaptação ao hospedeiro, favorecendo o 

desenvolvimento da resposta inflamatória e o estabelecimento de diferentes 

manifestações clínicas durante a infecção. Dois destes fatores, os flagelos e a 

enzima urease, são indispensáveis à colonização do estômago pelo patógeno.  

Após o estabelecimento da colonização, outros fatores denominados 

adesinas permitem a interação entre o H. pylori e as células da mucosa gástrica. 

Estas adesinas reconhecem receptores específicos nas células epiteliais 

gástricas e, dentre elas, a BabA (do inglês Lewis b blood group antigen-binding 

adhesin) consitui a melhor caracterizada. BabA liga-se aos antígenos do sistema 

ABO do sangue e antígenos Lewis b correspondentes (Leb) que são expressos 

nas células epiteliais gástricas49. Alguns pesquisadores sugerem uma 

associação do genótipo babA2 com o desenvolvimento de úlcera péptica49,50.  

Outra importante adesina é a SabA (do inglês sialyl Lewis x antigen-

binding adhesin); a aderência do H. pylori à mucosa gástrica é dependente de 

SabA e glicanos sialilados/fucosilados na superfície da célula hospedeira. Após 

a colonização inicial mediada por BabA, a infecção induz à expressão de Lex, 

permitindo a adesão mediada pela SabA19. A capacidade para se ligar às células 
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epiteliais glicosiladas é essencial para a persistência da infecção e a ocorrência 

das doenças gastrointestinais51,52. Verificou-se ainda que SabA está envolvida 

na ligação do H. pylori à laminina53, aos eritrócitos presentes na mucosa gástrica 

dos seres humanos e macacos Rhesus52 e aos neutrófilos; nestas células, a 

ligação pode induzir à ativação não-opsônica, à fagocitose bacteriana e à 

resposta de explosão oxidativa54. 

Outras proteínas do H. pylori envolvidas na adesão ao tecido gástrico são 

a AlpA e a AlpB51. Elas constituem lipoproteínas estreitamente relacionadas e 

codificadas no mesmo operon do genoma da bactéria51,55, podendo ligar-se à 

laminina de rato in vitro56. Adicionalmente, tais lipoproteínas podem induzir a 

produção de IL-6 e IL-8 em linhagens de células gástricas57. 

Como parte das adesinas do H. pylori encontra-se ainda a HopZ cujo 

emprego de cepas hopZ “Knock-out” apresentou redução significativa na adesão 

bacteriana às células epiteliais gástricas58. Finalmente, a proteína OipA (do 

inglês outer membrane protein) apresenta, além do seu papel na adesão59, 

reconhecida atividade proinflamatória, sendo também associada aos níveis de 

IL-8 na mucosa gástrica60.  

Existem ainda os fatores de virulência relacionados à inflamação gástrica, 

sendo o mais conhecido dentre eles a ilha de patogenicidade CagPAI. Esta ilha 

constitui uma região de 40 kb no DNA cromossômico do H. pylori que codifica 

aproximadamente 31 genes responsáveis pela formação de um sistema de 

secreção do tipo IV através do qual a proteína CagA é transportada para o 

interior das células do epitelio gástrico61. Após a adesão bacteriana às células 

epiteliais, o sistema de secreção forma um pilus que injeta CagA no citoplasma 

das células gástricas através de uma rígida estrutura semelhante a uma agulha 

coberta pela proteína CagY. A proteína CagA é o fator de virulência melhor 

caracterizado da bactéria e o marcador fenotípico da CagPAI.  

CagA também foi relacionada à desregulação da sinalização da β-

catenina62,63 e complexos de junção apical64, que constituem eventos relativos 

ao aumento da motilidade celular e transformação oncogênica em vários 

modelos de estudo65,66. Além disso, alguns pesquisadores confirmam que 

CagPAI está envolvida na indução da produção de IL-8 no estômago67. 
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Consequentemente, cepas de H. pylori CagA-positivas estão associadas aos 

níveis mais severos de inflamação e ao risco aumentado para o desenvolvimento 

de úlcera e câncer tanto no homem quanto nos modelos experimentais para a 

infecção68. 

A citotoxina vacuolizante VacA é outro importante fator de virulência 

envolvido na inflamação, pois induz a formação de vacúolos no interior das 

células do hospedeiro. É secretada pelo H. pylori como um polipeptídeo de 140 

Kd69 através de uma estrutura de autotransporte tipo V que dispensa o contato 

com as células gástricas19,70. VacA penetra o citoplasma celular via endocitose 

e forma canais seletivos de ânions nas membranas dos vacúolos, os quais 

permitem o acúmulo de ânions cloreto e outras bases fracas, resultando no 

“inchaço” osmótico71. Adicionalmente, a citotoxina está relacionada à disfunção 

das mitocôndrias e apoptose72. Foi descrito que VacA também ocasiona a 

quebra da função de barreira das células epiteliais, permitindo o extravasamento 

de nutrientes essenciais como ferro, níquel e aminoácidos que podem contribuir 

para o crescimento bacteriano73.  

 O gene promotor de úlcera duodenal do H. pylori (dupA), localizado na 

zona de plasticidade do genoma bacteriano, foi inicialmente descrito como fator 

de risco para o desenvolvimento de úlcera duodenal e fator de proteção para a 

atrofia gástrica, metaplasia intestinal e cancer gástrico74. Entretanto, sua função 

não está totalmente esclarecida. Dois importantes estudos confirmam o papel do 

dupA na úlcera duodenal75,76. Em um deles76, notou-se que a ocorrência de 

câncer gástrico foi significantemente menor em pacientes com cepas de H. pylori 

dupA positivas, sugerindo que o gene poderia ser associado como marcador 

negativo para o câncer gástrico. Pesquisadores brasileiros, entretanto, 

sugeriram a associação do dupA com o desenvolvimento do câncer gástrico, 

tanto no estágio precoce quanto avançado. O estudo revelou expressivo número 

de pacientes com adenocarcinoma gástrico e positivos para o gene dupA 

(31.46%)77.  

A proteína ativadora de neutrófilos do H. pylori (HP-NAP) é codificada pelo 

gene napA e atravessa o epitélio e o endotélio gástricos, recrutando neutrófilos 

e ativando a enzima NAPDH oxidase. Tal ativação culmina com a produção de 

espécies reativas de oxigênio através de uma cascata de ativação de eventos 
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intracelulares78,79,80. Adicionalmente, HP-NAP estimula tanto os neutrófilos 

quanto os monócitos a produzirem interleucina-12 (IL-12) e interleucina-23 (IL-

23)81,82. Estas citocinas induzem as células T a secretarem interferon-gama (INF-

) e mediarem a resposta imune celular do tipo Th181. É interessante notar que 

HP-NAP é o principal antígeno na resposta imunológica à infecção pelo H. pylori, 

constituindo a proteína de escolha para a produção de vacinas anti-H. pylori83,84. 

Alguns ensaios clínicos nesta área já foram conduzidos82,85.  

Finalmente, o gene induzido pelo contato com as células epiteliais (iceA) 

também tem sido descrito como fator de virulência do H. pylori. Estudos 

mostraram que ele apresenta duas principais variantes alélicas: iceA1 and iceA2. 

A expresssão do alelo iceA1 é regulada pelo contato do H. pylori com as células 

do epitélio gástrico86. Segundo Arents et al. (2001)87, existe associação 

significante entre iceA1 e a úlcera péptica. Pesquisadores também mencionaram 

a correlação do genótipo iceA1 com o aumento da produção de IL-8 no processo 

inflamatório agudo antral.  

   

1.1.4. Doenças extra gástricas associadas ao H. pylori 

Baseando-se nas observações de que o H. pylori induz, na fase aguda da 

infecção, a produção de diversas substâncias pró-inflamatórias, e de que existe 

importante relação entre os antígenos bacterianos e o hospedeiro, estudiosos 

têm sugerido a participação da bactéria na patogênese de diferentes 

manifestações extra gástricas88,89. Nesse contexto, admite-se que o processo 

inflamatório ocasionado pela infecção possa liberar substâncias que atuariam à 

distância, podendo ocorrer ainda a mimetização molecular cruzada entre o           

H. pylori e os antígenos do hospedeiro89.  

Deste modo, a infecção pelo H. pylori pode estar relacionada ao 

desenvolvimento de doenças reumatológicas, articulares, dermatológicas, 

cardíacas, autoimunes, hematológicas, respiratórias, metabólicas e 

neurodegenerativas, assim como doenças pancreáticas, colorretais e 

hepatobiliares89,90,91,92,93,94,95,96,97,98.  
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Dentre as doenças hematológicas, a púrpura trombocitopênica 

imunológica (PTI) e a anemia ferropriva de causa desconhecida têm merecido 

maior destaque99,100,101,102,103 e compreendem enfermidades nas quais o papel 

do H. pylori em sua patogenia é amplamente reconhecido70. Estudos sobre a 

infecção pelo H. pylori nos indivíduos com PTI demonstram que a erradicação 

do patógeno parece favorecer o prognóstico em uma porcentagem considerável 

dos pacientes104,105,106. 

Desde que as espécies de Helicobacter foram isoladas de amostras de 

fígado de vários mamíferos, pesquisadores têm reforçado que estas bactérias 

podem estar envolvidas na etiopatogenia das hepatopatias crônicas, sobretudo 

do câncer hepático107,108. Considerando os estudos que utilizaram tecido 

hepático humano, microrganismos semelhantes ao H. pylori foram inicialmente 

detectados em 1996 na mucosa da vesícula de pacientes com litíase biliar109. 

A partir de então, o papel da infecção pelo H. pylori nas doenças 

hepatobiliares foi extensamente estudado por diferentes pesquisadores. 

Helicobacter spp. foram identificadas na bile humana110,111 e vários manuscritos 

sugerem que elas podem sobreviver no suco biliar de pacientes com colelitíase, 

colangite esclerosante primária e cirrose biliar primária108,112,113,114. Em um artigo 

de revisão, Pandey e Shukla (2009)115 verificaram que dos 205 casos de 

doenças hepatobiliares incluídos em 10 estudos, 115 (56%) foram positivos para 

o H. pylori enquanto que, dos 263 indivíduos do grupo controle, 53 (20%) 

apresentaram positividade para a bactéria. Os autores concluíram que existe 

importante evidência sugerindo a participação das espécies de Helicobacter no 

câncer do trato hepatobiliar.  

Adicionalmente, outros pesquisadores concentraram seus esforços para 

verificar a possível associação entre a infecção pelo H. pylori e o 

desenvolvimento do CHC, em diferentes áreas geográficas. Alguns autores 

relataram alta prevalência de anticorpos anti-H. pylori em pacientes com cirrose, 

comparados com indivíduos não-cirróticos116,117,118. Outros estudos detectaram 

com sucesso o DNA do H. pylori em amostras de fígado de pacientes com 

CHC94,119,120,121. 
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Contudo, apesar de todos estes esforços, ainda permanecia uma questão 

importante no meio científico: estes achados correspondiam à verdadeira 

colonização pela bactéria ou a presença do DNA do H. pylori poderia resultar do 

seu transporte do estômago para o fígado? A resposta para esta pergunta foi 

solucionada quando do isolamento da bactéria em meio de cultura empregando 

amostras de fígado, reforçando a possibilidade da verdadeira colonização 

hepática pelo microrganismo90,95. 

 

1.2. Carcinoma hepatocelular 

1.2.1. Informações epidemiológicas, clínicas e fatores de risco 

O CHC é o principal tumor maligno primário do fígado, ou seja, o câncer 

derivado das principais células do fígado - os hepatócitos. Compreende uma 

doença de natureza agressiva, com altíssimo índice de óbito após o início dos 

sintomas, mais comumente icterícia e/ou ascite122. Trata-se do quinto tipo de 

câncer mais comum nos homens e o sétimo nas mulheres e, anualmente, 

estima-se que mais de meio milhão de casos são diagnosticados em todo o 

mundo. Dados mais recentes revelaram 748.300 novos casos de CHC e 695.900 

mortos associados à doença123,124. Adicionalmente, a prevalência varia de 

acordo com a localização geográfica, sexo, idade e etnia125.  

Em geral, a distribuição dos casos de CHC apresenta grande variação 

geográfica e sua maior incidência ocorre na Ásia oriental e África sub-Saariana, 

sendo maior que 20 por 100,000 indivíduos e onde a infecção pelo VHB é 

endêmica (prevalência do HbsAg é igual ou maior que 8%). Os países 

mediterrâneos como Itália, Espanha e Grécia apresentam taxas intermediárias 

de incidência, ou seja, 10-20 casos por 100,000 indivíduos, enquanto a América 

do Norte e América do Sul apresentam incidência baixa, ou seja, menor que 5 

por 100,000 indivíduos126. Entretanto, é importante ressaltar que o CHC 

relacionado ao vírus da hepatite tipo C (VHC) tornou-se causa em maior 

ascensão nos Estados Unidos, contribuindo para a crescente incidência do CHC 

no país127. Adicionalmente, nos Estados Unidos, estudiosos chamam a atenção 

para o aumento crescente da obesidade e sua possível influência no 

desenvolvimento do CHC128. 
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No Brasil, os dados clínicos e epidemiológicos sobre o CHC são escassos; 

uma pesquisa realizada em 1995 no município de São Paulo, segundo dados 

divulgados pelo Sistema Único de Saúde (SUS), demonstrou que a incidência 

do CHC foi 2,07 por 100,000 habitantes. A idade média dos doentes foi de 54,7 

anos, existindo uma relação masculino/feminino de 3,4:1. A positividade para 

HbsAg foi de 41,6%; para o anti-HVC, de 26,9%; para a presença de alcoolismo 

crônico de 37%; e da cirrose de 71,2%129.  

Posteriormente, Leão-Filho et al. (2007)130 verificaram associação do 

CHC com VHB (59%), VHC (38%) e até mesmo com o vírus da hepatite G (VHG) 

(28%) em pacientes do Nordeste Brasileiro. Os autores verificaram que a 

prevalência do VHG nos doadores de sangue da região foi 10%; entretanto, não 

consideraram a infecção exclusiva pelo VHG como fator relevante na etiologia 

do CHC. 

Paranaguá-Vezozzo et al. (2014)131 demonstraram, em seu estudo coorte 

de 10 anos, que a incidência anual do CHC nos pacientes cirróticos foi cerca de 

2,9% com uma taxa de detecção de 8,1%. Os autores relataram ainda que as 

três variáveis relacionadas ao risco para o desenvolvimento do CHC foram baixa 

albumina sérica, altas taxas de alfafetoproteína e etnia, sendo esta última uma 

comparação entre os brasileiros descendentes de asiáticos e outras misturas 

raciais.  

Gonçalves et al. (2014)132 demonstraram que o maior fator de risco 

associado ao CHC no estado do Espírito Santo é a infecção pelo VHB, seguida 

pelo alcoolismo crônico individualmente ou em associação com o VHB e VHC. 

Mais recentemente, pesquisadores demonstraram que a incidência do CHC no 

município de São Paulo foi de 3,4 por 100,000 indivíduos (McGlynn et al., 

2015)133. 

O desenvolvimento do CHC é atribuído a vários fatores, sendo que as 

infecções virais crônicas são consideradas seu principal fator de risco em 75 a 

80% dos casos134,135. Admite-se que o VHB e VHC são responsáveis por 50-55% 

e 25-30% dos casos, respectivamente136,137.  

Em 1994, a Agência Internacional de Investigação do Câncer (AIIC) 

classificou o VHB como agente carcinogênico para os humanos134. Atualmente, 



34 

 

 

estima-se que 5% da população mundial (240-350 milhões de indivíduos) 

estejam cronicamente infectados pelo vírus138. Nestes indivíduos, a carga viral é 

o principal fator de risco para o desenvolvimento do CHC139,140. Com relação ao 

genótipo do VHB, foram identificados 8 principais tipos (A a H) e vários 

subgenótipos, sendo o genótipo C mais frequentemente associado ao 

desenvolvimento do CHC quando comparado com os genótipos A2, Ba, Bj e 

D141. Estimativas sugerem que, anualmente, 780,000 indivíduos infectados 

cronicamente pelo vírus morrem devido ao CHC e doença hepática crônica, 

sendo que 35 a 87 milhões dos sujeitos atualmente infectados provavelmente 

morrerão devido ao CHC142. 

O VHC também foi considerado carcinógeno pela AIIC em 1994. O risco 

estimado para o desenvolvimento do CHC nos indivíduos infectados pelo vírus 

comparados com aqueles não infectados varia de 20 a 30 na maioria dos estudos 

epidemiológicos134. Autores relatam forte evidência da interação entre consumo 

de álcool excessivo e infecção pelo VHC como fatores de risco para o 

desenvolvimento do CHC143,144,145, assim como a co-infecção entre VHB e 

VHC146,147. Considerando que a maioria dos casos de CHC associado ao VHC 

ocorrem na presença de cirrose hepática (CH)148, a infecção pelo VHC pode 

induzir o desenvolvimento do CHC, tanto indiretamente através do dano tecidual 

mediado pelo sistema imunológico, quanto pelo processo de renovação celular 

dos hepatócitos134. 

Outro importante fator de risco para o desenvolvimento do CHC é o 

consumo excessivo de álcool, pois esta substância está relacionada ao 

surgimento da CH. É reconhecido que o álcool atua em sinergismo com as 

infecções pelo VHB e VHC, podendo acelerar o processo de fibrose e favorecer 

a progressão para a CH126. Uma recente meta-análise envolvendo 19 estudos 

prospectivos estimou um aumento de 16% no risco para o desenvolvimento do 

CHC entre os indivíduos que consumiam três ou mais doses diárias de álcool, 

sendo que, para aqueles que consumiram seis ou mais doses diárias, este risco 

foi elevado para 22%149. Outro estudo revelou que o risco para o CHC aumentou 

proporcionalmente com o consumo excessivo de álcool (60g/dia) e este risco 

era duplicado nos indivíduos infectados pelo VHC150. De maneira semelhante, 
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pacientes infectados pelo VHB apresentaram risco três vezes maior para o CHC 

devido ao consumo excessivo de álcool151. 

Os casos de CHC ocorrem, em sua maioria, devido à CH presente nas 

infecções crônicas pelo VHB e/ou VHC, consumo excessivo de álcool e doença 

hepática gordurosa não alcóolica (DHGNA)152. A incidência global de CHC nos 

indivíduos cirróticos varia de 3,4% a 5,6% e a presença de CH irá afetar o 

prognóstico e o tratamento destes pacientes153,154. Dados recentes revelaram 

que o número de mortes em decorrência da CH aumentou de 676,000 em 1980 

para mais que 1 milhão em 2010155. Independentemente de sua etiologia, a CH 

constitui um microambiente favorável à iniciação e ocorrência da carcinogênese, 

promovendo alterações genéticas e transformação celular nos 

hepatócitos156,157,158,159. Durante a CH, há acúmulo de fibras de colágeno e 

outros componentes na matriz extracelular, culminando com alterações na 

estrutura hepática caracterizadas pela fibrose160. A gravidade da fibrose está 

correlacionada com o aumento do risco para o desenvolvimento do CHC, 

especialmente nos pacientes infectados pelo VHC161,162.  

A aflatoxina é uma micotoxina produzida por espécies de Aspergillus 

(Aspergillus flavus e Aspergillus parasiticus) que contamina grãos, milho, 

amendoim e soja e tem sido associada como fator de risco para o CHC126. A 

AFB1 é a aflatoxina mais potente e a associação sinergística entre AFB1 e a 

infecção pelo VHB tem sido considerada como importante fator de risco para o 

CHC163,164. A erradicação da AFB1 dos alimentos é uma importante estratégia 

para reduzir a incidência do CHC165. Na China, por exemplo, onde o programa 

de erradicação foi implantado, observou-se notável redução nas taxas do 

CHC166. 

A DHGNA é considerada a causa mais importante das hepatopatias 

crônicas nos Estados Unidos126 e, juntamente com a esteatohepatite não 

alcoólica (EHNA), pode estar associada ao desenvolvimento do CHC. Estudos 

do tipo coorte demonstraram que o risco para o CHC em pacientes cirróticos com 

DHGNA foi menor quando comparado ao risco nos indivíduos cuja cirrose estava 

associada à hepatite viral. Ainda nestes estudos, foi demonstrado aumento de 

risco para o CHC nos pacientes com EHNA167,168,169,170,171,172. Entretanto, dois 
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estudos populacionais em indivíduos com estas enfermidades mostraram, 

respectivamente, nenhum aumento na incidência do CHC e 0,3% de risco para 

o desenvolvimento do câncer quando os pacientes foram acompanhados por 

seis anos173,174.  

Mais recentemente, a obesidade, o diabetes tipo II e a síndrome 

metabólica, relacionadas à DHGNA, têm sido associadas como fator de risco 

para o desenvolvimento do CHC e sua frequência está aumentando em todo o 

mundo133. Estudos envolvendo cada uma destas doenças isoladamente também 

indicam sua possível participação na etiopatogenia do CHC. Uma meta análise 

envolvendo 11 estudos do tipo coorte demonstrou que o risco relativo para o 

CHC foi 1.17 (95%-IC 1.02-1.34) e 1.89 (95% IC 151-2.36) quando foram 

comparados, respectivamente, indivíduos com peso ideal e obesos175. Autores 

sugerem que os efeitos da obesidade no CHC devem ser mediados, pelo menos 

em parte, pela forte associação entre o sobrepeso e o diabetes mellitus176.  

Alguns estudos do tipo meta-análise sobre o papel do diabetes no 

desenvolvimento do CHC demonstraram, consistentemente, que o risco relativo 

foi 2,0 a 2,5 entre várias populações distintas e mostrou-se independente de 

outros fatores de risco para o CHC177,178,179,180. Particularmente, o diabetes 

aumenta o risco para a DHGNA, que se caracteriza pelo aumento de gordura no 

fígado e pode ocasionar a progressão da esteatose hepática para a EHNA. A 

EHNA, por sua vez, consiste em uma condição mais agressiva e pode progredir 

para a fibrose, CH e, finalmente, para o CHC181. É interessante notar que, apesar 

da infecção pelo VHB e VHC constituir o principal fator de risco para o CHC nos 

países desenvolvidos, os riscos relativos do diabetes, obesidade e síndrome 

metabólica estão se tornando mais prevalentes nos países em desenvolvimento.  

Outros fatores de risco para o desenvolvimento do CHC e descritos menos 

comumente incluem a hemocromatose hereditária, deficiência de Alfa1-

antitripsina, doença de Wilson, microcistina, hepatite autoimune, algumas 

porfirias e fatores genéticos do hospedeiro120,126,182,183,184,185.  

A hemocromatose hereditária (HH) é uma doença autossômica recessiva 

caracterizada pela absorção excessiva do ferro e sua deposição subsequente 

nas células do parênquima do fígado, pâncreas, nas juntas e na hipófise. A 
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sobrecarga de ferro pode, ocasionalmente, induzir o desenvolvimento de cirrose 

e CHC186. Dados atuais demonstram que existe risco 20 vezes maior de 

indivíduos com HH desenvolverem o CHC, sendo este risco em 10 anos de 6% 

para os homens e 1,5% para as mulheres187.  

A alfa-1-antitripsina é a principal proteinase inibidora do soro humano e é 

codificada pelo gene AAT no cromossomo 14. A deficiência de alfa-1-antitripsina 

homozigótica (fenótipo PiZZ) é a doença genética mais comumente relacionada 

à doença hepática em crianças e, nos adultos, está relacionada ao aumento de 

risco para a cirrose e o câncer primário de fígado188,189. 

A doença de Wilson é uma enfermidade autossômica recessiva do gene 

ATP7B que resulta no metabolismo deficiente do cobre e afeta, principalmente, 

o fígado e o cérebro190. As manifestações hepáticas da doença são 

caracterizadas, histologicamente, pela esteatohepatite que poderá desencadear 

a CH. Entretanto, como a maioria dos casos da doença de Wilson é 

diagnosticada e tratada precocemente, o risco de desenvolvimento do CHC é 

considerado baixo191. Recentemente, um estudo multicêntrico europeu incluindo 

1186 pacientes com a doença, demonstrou que apenas 14 desenvolveram 

tumores malignos no trato hepatobiliar e destes, 8 apresentaram o CHC. A 

prevalência das doenças hepatobiliares foi 1,2% e a incidência foi 0,28 para 1000 

casos por ano192.  

A microcistina é uma toxina produzida na água por algas azuis do gênero 

Microcystis. Ela tem sido associada como fator promotor para o desenvolvimento 

do CHC pois induz severa hemorragia intra-hepática e necrose do fígado193. 

Estudos in vitro e in vivo envolvendo humanos e ratos mostraram que 

microcistina pode exercer efeitos hepatotóxicos e promover alterações no 

citoesqueleto194. Pesquisas epidemiológicas na China confirmaram o papel da 

toxina na incidência do CHC e, por esse motivo, o maior controle dos 

reservatórios de água tem sido realizado195. 

O CHC tem sido considerado uma complicação rara da cirrose secundária 

à hepatite autoimune (HAI). Estudando 243 pacientes com HAI, pesquisadores 

detectaram o CHC em apenas 15 deles, revelando uma taxa de incidência de 
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1,1%; neste estudo, foi verificado ainda que o CHC ocorreu na mesma proporção 

em ambos os sexos e estava frequentemente associado à cirrose196. Resultados 

semelhantes foram descritos por outros estudiosos que confirmaram o 

desenvolvimento do CHC nos pacientes com HAI e cirróticos197,198. 

A porfiria é o resultado de deficiências enzimáticas na biossíntese da 

cadeia heme. Existem dois tipos desta enfermidade que têm sido associados ao 

risco aumentado para o CHC: a porfiria cutânea tardia e a porfiria intermitente 

aguda199,200. A porfiria cutânea tardia é o tipo mais comum e também foi 

associada à infecção pelo VHC201. 

Adicionalmente, fatores genéticos do hospedeiro podem exercer 

influência na progressão do CHC. Resultados de duas meta-análises 

demonstraram variantes do fator de necrose tumoral alfa (TNF-α) associados ao 

alto risco para o desenvolvimento da doença. Foi verificado que as variantes 

TNF-α 308 AA e AG (comparadas à variante GG) estavam associadas com 

aumento significante do risco para o CHC202,203. Outro importante estudo 

concluiu que os genótipos nulos (GSTM1 ou GSTT1) dos genes da enzima 

glutationa-S-transferase (GST) também estavam relacionados ao aumento do 

risco para a enfermidade204. 

Contudo, existem pacientes cujos fatores de risco para o CHC não são 

identificados. Estudiosos têm relatado a possível participação de bactérias no 

desenvolvimento de tumores. Nesse contexto, o H. pylori é considerado 

carcinogeno do tipo I e está associado ao carcinoma gástrico distal e ao linfoma 

gástrico do tipo MALT. Com base nesses achados, espécies de Helicobacter têm 

sido, potencialmente, consideradas como fator de risco na etiopatogenia do 

CHC. 

 

1.2.2. O papel do H. pylori como fator de risco para o CHC 

Existem vários estudos correlacionando a presença do H. pylori no fígado 

ao desenvolvimento do CHC. Avenaud et al. (2000)119 detectaram a bactéria em 

100% (8/8) dos fragmentos hepáticos estudados através da PCR. Em 2001, 

pesquisadores suecos identificaram Helicobacter spp. em pacientes com 
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colangiocarcinoma e CHC205. Estudando pacientes com hepatite crônica, CH e 

CHC, Dore et al. (2002)120 utilizaram a sorologia e a PCR para a pesquisa da 

infecção pelo H. pylori. Os resultados demonstraram que 54% dos pacientes 

apresentaram sorologia positiva para a bactéria, sendo que a prevalência da 

infecção foi maior nos pacientes com CHC (73%) quando comparada aos 

pacientes com CH (58%) e hepatite crônica (39%). O DNA de Helicobacter foi 

detectado no fígado de 17% dos pacientes cirróticos e 55% dos indivíduos com 

CHC. 

Verhoef et al. (2003)206 revelaram a presença do DNA de Helicobacter em 

45% das amostras de fígado de pacientes com CHC em contraste com 10% das 

amostras positivas no grupo controle. A análise da sequência dos fragmentos 

indicou similaridade com o DNA do H. pylori; neste estudo os autores também 

verificaram semelhança na sequência do DNA bacteriano obtido de três 

amostras gástricas dos pacientes com CHC e que apresentaram cultura positiva 

para o microrganismo, sugerindo que o fígado é colonizado pela mesma cepa de 

H. pylori existente no estômago. 

Em 2004, Pellicano et al. (2004)207 confirmaram a presença do DNA de 

Helicobacter spp. em 17 de 20 (85%) das amostras hepáticas de pacientes com 

CHC e em 33% das amostras controles. No ano seguinte, Rocha et al. (2005)94 

demonstraram que o DNA do H. pylori foi encontrado em 3,5% das amostras de 

tecido hepático de indivíduos com hepatite crônica pelo VHC não cirróticos, 68% 

das amostras de pacientes com VHC e cirrose e 61,3% das amostras de 

pacientes com VHC, CH e CHC. Observando as amostras de tecido hepático 

tumoral os autores verificaram que 90,5% foram positivas para o 16S rDNA do 

Helicobacter. 

Adicionalmente, vários manuscritos associaram o H. pylori com a 

presença do VHB no desenvolvimento do CHC. A prevalência dos anticorpos 

anti-H. pylori em pacientes infectados pelo VHB é significantemente maior 

quando comparada aos pacientes sem infecção viral117,118,208,209,210,211,212,213. 

Deste modo, acredita-se na possibilidade de que a co-infecção do H. pylori com 

o VHB ou VHC resulte na progressão da CH para o CHC, reforçando a existência 

de uma cooperação sinergística entre a bactéria e os vírus na etiopatogenia do 

CHC135.  
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O mecanismo pelo qual o H. pylori coloniza o fígado humano não está 

totalmente esclarecido. A detecção do DNA no tecido hepático pode resultar da 

translocação bacteriana do estômago para o sangue através do sistema portal, 

especialmente nos estágios mais avançados das hepatopatias crônicas, quando 

ocorre a hipertensão portal135,214,215. Além disso, a bactéria pode alcançar o 

fígado através de fagócitos e macrófagos circulantes ou por transferência 

retrógrada a partir do duodeno90. Todavia, os estudos envolvendo o cultivo do    

H. pylori a partir do fígado de pacientes com CHC reforçam a colonização pela 

bactéria descartando a possibilidade de contaminação retrógrada90,95.  

Além disso, um aspecto importante a ser considerado no sistema 

hepatobiliar é a presença de bile, que apresenta potente atividade 

antimicrobiana. Acredita-se que a adaptação de Helicobacter spp. à bile pode 

ser um fator crucial para a invasão e o estabelecimento da infecção crônica no 

sistema hepatobiliar. Admite-se que a bactéria possa ser eliminada ou 

transportada para o intestino, onde ocorreria seu contato inicial com pequena 

quantidade de bile. É sabido que os ácidos biliares conjugados com glicina e 

taurina inibem o crescimento do H. pylori in vitro216. Entretanto, estes sais biliares 

podem ser precipitados pelo ácido gástrico e, nos indivíduos que apresentam 

níveis aumentados de ácido no duodeno, tal precipitação ofereceria a 

oportunidade que o H. pylori necessita para se adaptar e invadir o novo 

ambiente135. Cabe ressaltar ainda que, apenas Helicobacter spp. e nenhuma 

outra bactéria do trato digestivo foi associada à hepatocarcinogênse 

humana217,218.  

Os modelos experimentais de camundongos infectados por H. hepaticus 

reforçam que a bactéria é capaz de induzir hepatite crônica ativa e CHC em 

diferentes cepas de animais107,219. Além disso, as espécies entéricas de 

Helicobacter são capazes de produzir toxinas que podem provocar dano 

hepatocelular in vivo220. Além das toxinas, Helicobacter spp. podem induzir a 

produção de citocinas pró-inflamatórias e quimiocinas, contribuindo para o 

desenvolvimento do câncer através do dano no DNA, estimulação do 

crescimento, aumento da sobrevivência, invasão e angiogênese no tecido do 

hospedeiro221. De modo semelhante, acredita-se que o H. pylori poderia atuar no 

fígado humano e participar do desenvolvimento do CHC. 
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Em um estudo empregando cultura de hepatócitos humanos infectados 

pelo H. pylori, Ito et. al (2008)222 demonstraram que a bactéria é capaz de se 

aderir e penetrar no interior dos hepatócitos. Os autores sugerem que o processo 

de interiorização nos hepatócitos pode ser uma estratégia do H. pylori para evitar 

a reação imunológica do hospedeiro e permanecer no fígado, resultando em 

mudanças na morfologia e fisiologia das células hepáticas. 

Além dos mecanismos de evasão do sistema imune do hospedeiro, a 

bactéria apresenta fatores de virulência que, comprovadamente, estão 

associados à carcinogênese gástrica. Dentre estes fatores, a detecção dos 

genes cagA e vacA em amostras de fígado de pacientes com CHC pode sugerir 

o seu papel na carcinogênse hepática120,212,223. 

Embora os estudos sobre o papel do H. pylori na etiopatogenia do CHC 

tenham sido mais frequentes na última década224, a maioria deles apresenta 

natureza prospectiva. Isso se deve ao fato dos estudos retrospectivos 

geralmente empregarem amostras de tecido hepático parafinado, o que muitas 

vezes é considerado um fator limitante, pois o DNA destas amostras pode não 

apresentar condições propícias para a amplificação.  

Entretanto, a escolha dos tecidos parafinados como fonte para obtenção 

de DNA tem sido uma ferramenta bastante útil na compreensão das doenças. 

Para os geneticistas este material é empregado na investigação de doenças 

hereditárias; os oncologistas utilizam os tecidos parafinados no estudo das 

mutações e na identificação das metástases, assim como os patologistas podem 

estabelecer melhor relação entre as alterações histopatológicas e a possível 

presença de agentes infecciosos225,226,227,228,229. 

Todavia, durante o processo de fixação tecidual, dependendo do tempo e 

do tipo do fixador utilizado, pode ocorrer a degradação do material genético. 

Pesquisas demonstram que os resíduos de formol podem inibir a ação da enzima 

proteinase K (PK), interferindo no processo de digestão tecidual durante a 

extração de DNA230. Adicionalmente, o processo de fixação também pode 

ocasionar a fragmentação do material genético pois, além das ligações cruzadas 

que se formam entre proteínas e o DNA no interior dos tecidos, ocorre a 
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transformação gradual do formol em ácido fórmico, resultando na hidrólise do 

material genético231,232. 

Assim, é aconselhável que sejam escolhidos fragmentos de DNA com 

menor número de pares de base (pb) para a amplificação, geralmente aqueles 

que não ultrapassem 300pb232,233,234,235. Apesar destas implicações, alguns 

pesquisadores realizaram com sucesso a detecção do H. pylori e dos seus 

fatores de virulência (genes vacA e 26 kDa) empregando amostras parafinadas 

de tecido hepático120,121,204,217,236,237 

Deste modo, os estudos sobre o papel do H. pylori no desenvolvimento 

do CHC sugerem a participação da bactéria no processo da carcinogênese 

hepática. Acredita-se que o patógeno possa atuar no CHC de modo semelhante 

ao que ocorre no câncer gástrico onde seu papel é amplamente reconhecido. 

Assim, a realização de novos estudos é fundamental para determinar se o            

H. pylori exerce seu efeito de forma isolada ou em associação com outros fatores 

de risco previamente estabelecidos para a gênese do CHC. 

 

1.3. Justificativa: 

 Considerando que 1) O carcinoma hepatocelular representa importante 

papel epidemiológico mundial; 2) O papel do Helicobacter pylori como possível 

fator de risco para o desenvolvimento do CHC tem sido descrito; 3) Os estudos 

correlacionando o papel do H. pylori no CHC e que utilizam tecido hepático 

parafinado são escassos no Brasil, a realização deste estudo foi de suma 

importância para melhor elucidar a possível participação desta bactéria na 

etiopatogenia do CHC. 
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2. OBJETIVOS 

 

2.1. Objetivo geral: 

- Amplificar e sequenciar o gene 16S rRNA do H. pylori em amostras fixadas e 

emblocadas de tecido hepático não tumoral de pacientes com CHC. 

 

2.2. Objetivos específicos: 

- Utilizar a técnica de microdissecção e captura a laser (MCL) para confirmação 

diagnóstica e padronização do sequenciamento do gene 16S rRNA do H. pylori;  

- Comparar os resultados obtidos com a pesquisa do H. pylori nos pacientes com 

CHC em fragmentos parafinados de indivíduos sem doença hepática;  

- Verificar se a presença da bactéria está relacionada à maior gravidade da 

doença hepática nos pacientes com CHC.  
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3. CASUÍSTICA E MÉTODOS 

 

3.1. Casuística: 

 

Foram utilizadas 86 amostras fixadas e emblocadas de tecido hepático de 

pacientes atendidos no Ambulatório de Lesões Focais Hepáticas, no Ambulatório 

de Transplante Hepático e no Ambulatório de Hepatopatias Crônicas da 

Disciplina de Gastroenterologia Clínica da Faculdade de Ciências Médicas/FCM 

da Universidade Estadual de Campinas-UNICAMP. Trata-se, portanto, de um 

estudo retrospectivo.  

Todas as amostras pertencem ao arquivo do Laboratório de Anatomia 

Patológica do Hospital das Clínicas da UNICAMP. Foram selecionados blocos 

de parafina incluídos entre 2008 a 2012. 

O diagnóstico do CHC foi realizado por dados clínico-laboratoriais, 

incluindo marcadores tumorais como a alfafetoproteína, exames de imagem 

(ultrassonografia abdominal, tomografia axial computadorizada e ressonância 

magnética) e estudo histopatológico. 

As amostras foram divididas em dois grupos: 

- Grupo A (GA): composto por 57 amostras de tecido hepático não 

tumoral de pacientes com CHC e CH.  

- Grupo B (GB): composto por 29 amostras de fígado parafinado de 

indivíduos sem doença hepática, constituindo o grupo controle. 

3.1.1. Critérios de inclusão: 

 - Amostras de pacientes com CH e CHC (grupo GA) independentemente 

dos fatores de risco para o desenvolvimento da doença hepática. As amostras 

foram obtidas durante o transplante hepático (fígado explantado), por 

nodulectomia ou biópsias hepáticas cirúrgicas (em cunha). 

  - Amostras de indivíduos com alterações histológicas mínimas ou dentro 

dos limites de normalidade (grupo GB), obtidas durante o transplante hepático 

(fígado de doadores no tempo zero) e realizadas por agulha. Também foram 

incluídas neste grupo, amostras de fígado histologicamente classificado como 
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reacional, obtidas por agulha nos pacientes não doadores, atendidos nos 

ambulatórios do Hospital de Clínicas da Unicamp.  

 - Os pacientes eram de ambos os gêneros e com idade igual ou superior 

a 18 anos.  

3.1.2. Critérios de exclusão: 

- Amostras de pacientes que não apresentavam cirrose, mesmo na 

presença do CHC. 

 - Amostras que haviam sido incluídas em blocos de parafina há seis anos 

ou mais, para evitar o risco de maior degradação do material genético. 

 - Pacientes que receberam tratamento prévio para a infecção pelo              

H. pylori. 

 - Pacientes cuja CH e CHC estavam associados à hepatite autoimune. 

3.1.3. Fonte de dados: 

 Os resultados de exames e as pastas de acompanhamento dos pacientes 

foram avaliados no Serviço de Arquivo Médico (SAM) do Hospital das Clínicas 

da UNICAMP. Para verificar a relação entre a presença da bactéria e a 

severidade da doença hepática, os dados do escore Child-Pugh238 e Model for 

End Stage-Liver Disease (MELD) foram obtidos no grupo GA (CHC). 

3.1.4. Aspectos éticos:  

O presente estudo foi submetido ao Comitê de Ética em Pesquisa (CEP) 

da Faculdade de Ciências Médicas da UNICAMP e aprovado segundo o parecer 

nº 414.616 (Anexo 1). Considerando sua natureza retrospectiva, dispensou-se o 

preenchimento do “Termo de Consentimento Livre e Esclarecido” no 

desenvolvimento do estudo, de acordo com a Resolução no 347/05 do Conselho 

Nacional de Saúde.  
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3.2. Métodos: 

3.2.1. Extração de DNA: 

Inicialmente foi realizado um estudo piloto utilizando cinco diferentes 

métodos de extração. Destes métodos, quatro constituíram kits comerciais (1-

QIAamp DNA FFPE Tissue e 2- QIAamp DNA Mini Kit, ambos da Qiagen Inc., 

Chatsworth, California, USA; 3- Wizard SV Genomic DNA Purification System e 

4- ReliaPrepTM FFPE gDNA Miniprep System, ambos da Promega Corp., 

Madison, WI, USA) e foram comparados à metodologia do fenol/clorofórmio 

(Anexo 3). Os resultados demonstraram que a técnica do fenol/clorofórmio 

apresentou maior rendimento final de DNA239, sendo posteriormente empregada 

na extração das 86 amostras incluídas no presente estudo.  

Para a extração, foram obtidos de 2 a 5 cortes de tecido hepático de cada 

amostra, com 5µm de espessura, e adicionados em microtubo de 1,5 ml. Em 

seguida, os tecidos foram desparafinizados através de três banhos consecutivos 

em 1,0 ml de xilol. Posteriormente, foram rehidratados em 500µl de solução de 

etanol em concentrações decrescentes (100%, 95% e 70%). Em cada uma 

destas etapas, os cortes histológicos foram centrifugados a 12.000 rpm por cinco 

minutos. 

Após a desparafinização e rehidratação, foi realizada a extração e 

purificação do DNA pelo método do fenol/clorofórmio239. Durante a digestão 

tecidual em PK as amostras permaneceram em banho-maria úmido a 56ºC por, 

no mínimo, dezoito horas. 

 

3.2.2. Quantificação e análise da pureza do DNA: 

Para quantificar e verificar a pureza do DNA extraído, alíquotas de 1µl de 

cada amostra foram analisadas por espectrofotometria a 230nm utilizando o 

Nanodrop (NANODROP ND - 1000 Full Spectrum UV/Vis Spectrophotometer - 

Wilmington, DE 19810 - USA). O valor de referência da razão A260/280 durante 

a leitura deve estar entre 1,7 e 2,0 para que o DNA seja considerado viável para 

a amplificação240. 
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3.2.3. Amplificação do gene da betaglobina humana: 

Após a análise espectrofotométrica, foi realizada a amplificação do gene 

da betaglobina humana através da reação em cadeia da polimerase (PCR), 

visando o controle de qualidade do material extraído241. As sequências dos 

iniciadores utilizados e o tamanho do produto amplificado estão descritos na 

Tabela 1. 

Cada reação apresentou volume final de 20µl contendo 10% de tampão, 

1,5mM de cloreto de magnésio, 20 pmol de cada iniciador, 2,5 mM de cada 

dideoxinucleotídeo trifostato, 0,2µl de Platinum DNA Taq Polymerase (Invitrogen, 

Carlsbad, California, USA) e 1,0µl de amostra. Todas as reações foram 

realizadas no termociclador (PTC-100, MJ Research Inc., Watertown, MA) e 

tiveram como controle positivo DNA extraído de soro humano; para o controle 

negativo utilizou-se água bidestilada. 

 

3.2.4. Amplificação do gene 16S rRNA para detecção do H. pylori: 

Posteriormente à amplificação do gene da betaglobina, a detecção do            

H. pylori foi realizada através da PCR para o gene 16S rRNA segundo 

metodologia descrita por Pirouz et al. (2009)237, com algumas modificações. As 

sequências dos iniciadores utilizados e o tamanho do produto amplificado estão 

descritos na Tabela 1. 

Cada reação apresentou volume final de 25µl contendo 10% de tampão, 

1,5mM de cloreto de magnésio, 20 pmol de cada iniciador, 2,5 mM de cada 

dideoxinucleotídeo trifostato, 0,25µl de Platinum DNA Taq Polymerase 

(Invitrogen, Carlsbad, California, USA) e 2,0µl de amostra. Todas as reações 

foram realizadas em duplicata no termociclador (PTC-100, MJ Research Inc., 

Watertown, MA) e permaneceram por dois minutos a 94ºC para denaturação 

inicial, passando por 35 ciclos de 94ºC por trinta segundos, 55ºC por trinta 

segundos para o anelamento dos iniciadores, 72ºC por quarenta e cinco 

segundos para a extensão, seguindo dez minutos para a extensão final.  
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O controle positivo da reação constituiu uma amostra de DNA obtida de 

tecido gástrico parafinado de paciente com gastrite associada à infecção pelo            

H. pylori. Para o controle negativo foi utilizada água bidestilada. 

3.2.5. Análise dos produtos da PCR: 

 

Os produtos da PCR foram analisados por eletroforese em gel de agarose 

a 1,5% (w/vol) e corados com brometo de etídio para posterior visualização no 

transiluminador UV e digitalização das imagens. Para a amplificação do gene da 

betaglobina, as amostras foram consideradas positivas quando da obtenção de 

um produto final de 110pb. Com relação à amplificação do gene 16S rRNA, as 

amostras foram consideradas positivas quando as duas reações realizadas por 

amostra apresentaram produto final de 139pb. 

Tabela 1. Descrição dos pares de iniciadores utilizados na amplificação dos 

genes da betaglobina humana e 16S rRNA do H. pylori 

Gene/Iniciadores Sequência (5’-3’) Tamanho/Bibliografia 

Betaglobina  

PCO3 

PCO4 

 

ACACAACTGTGTTCACTAGC 

CAACTTCATCCACGTTTCAC 

 

110pb 

Saiki et al., 1988 

16S rRNA 

JW21 

JW22 

 

GCGACCTGCTGGAACATTAC 

CGTTAGCTGCATTACTGGAGA 

 

139pb 

Pirouz et al., 2009 

PCO3/PCO4 e JW21/JW22: par de iniciadores      pb= pares de bases 

 

3.2.6. Coloração imunohistoquímica (IHQ) para detecção do H. pylori: 

Considerando 1) as dificuldades relativas à padronização da PCR para 

detecção da bactéria no tecido hepático parafinado; 2) a necessidade de 

exclusão das reações falso-positivas e 3) a necessidade de obtenção de um caso 

controle positivo das amostras, foi realizada a coloração imunohistoquímica em 
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duas lâminas diferentes de uma mesma paciente cuja PCR para o gene 16S 

rRNA apresentou resultado positivo em vários fragmentos do fígado. As lâminas 

foram enviadas para a Divisão de Anatomia Patológica do Hospital das Clínicas 

da Faculdade de Medicina/USP em São Paulo, sob supervisão da Profa. Dra. 

Sheila Aparecida Coelho Siqueira. A coloração foi realizada naquele serviço 

conforme metodologia previamente padronizada. 

 

3.2.7. Sequenciamento: 

Os produtos da PCR foram recortados do gel com o auxílio de bisturi 

descartável e purificados utilizando o kit Wizard SV Gel and PCR Clean-Up 

System (Promega Corp., Madison, WI, USA).  

A reação de seqüenciamento foi realizada contendo 1,0µl do produto da 

PCR, 2,0µl de tampão Big Dye versão 3.1, 3,2 pmol de cada iniciador e 1,0µl de 

Big Dye versão 3.1 no volume final de 20µl. Os tubos de reação foram 

submetidos a 96ºC por 1 minuto, seguido por 30 ciclos de denaturação a 96ºC 

por 15 segundos, anelamento a 50ºC por 15 segundos e extensão a 65ºC por 4 

minutos. Em seguida, para a precipitação das amostras, foram adicionados 5µl 

de solução de EDTA a 0,125mM e 60µl de etanol absoluto e os tubos 

permaneceram em temperatura ambiente por 15 minutos. Então, as amostras 

foram centrifugadas a 10.000 rpm por 20 minutos e o excesso de etanol foi 

removido. Foram adicionados 60µl de etanol a 70% e os tubos foram 

centrifugados a 10.000 rpm por 15 minutos. Para finalizar, todo o etanol foi 

removido e os tubos secaram em temperatura ambiente por 10 minutos.  Para a 

denaturação, foram adicionados 13µl de formamida e os tubos permaneceram a 

95ºC por 2 minutos e foram incubados em banho de gelo por mais 2 minutos. O 

sequenciador utilizado foi o ABI 3500xL (Applied Biosystems, Foster City, CA, 

USA). Os cromatogramas foram analisados empregando-se o programa 

Chromas versão gratuita 2.33 (Technelysium Pty Ltda., 

http://www.technelysium.com.au) e o alinhamento das bases (BLAST) foi feito no 

endereço eletrônico http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST. 

 

http://www.technelysium.com.au/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST
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3.2.8. Microdissecção e Captura a Laser (MCL): 

A metodologia da MCL foi realizada segundo metodologia descrita por 

Rabelo-Gonçalves et al. (2013)121. 

A) Preparo tecidual: Seis amostras do grupo GA (CHC) e uma 

amostra do grupo GB (controle) positivas para o gene 16S rRNA do H. pylori 

foram selecionadas e dois a três cortes de 10µm de cada uma delas foram 

preparados nas lâminas especiais para a microdissecção (MembraneSlide 

0.17mm PEN, Carl Zeiss, Göttingen, Germany) e corados pelo método de carbol-

fucsina (Rocha et al., 1989, com modificações)242. 

B) Microdissecção bacteriana: as lâminas coradas foram 

visualizadas a 600X no sistema PALM Microbeam Observer Z.1 (Zeiss, 

Göttingen, Germany) para identificação das bactérias. As áreas contendo 

microrganismos foram seleciondas e microdissecadas juntamente com a 

membrana das lâminas através de emissão única de laser. As amostras foram 

ejetadas para o microtubo (AdhesiveCap 500 opaque, Carl Zeiss, Göttingen, 

Germany) e armazenadas a -80ºC até o momento da extração do DNA. 

C) Extração de DNA, PCR e sequenciamento: após a 

microdissecção, foram adicionados 100µl de tampão em cada microtubo 

contendo 0,03% de proteinase K (Promega), 10mM Tris-HCl (pH 8,0), 1mM 

EDTA e 1% de Tween 20. Após a adição do tampão, os tubos foram incubados 

em temperatura ambiente, com a posição invertida, por 30 minutos e em seguida 

foram levados ao banho-maria úmido a 55ºC por três horas para digestão celular. 

Posteriormente, foram incubados a 95ºC por cinco minutos para inativação da 

PK e o extrato bruto foi armazenado a -20ºC e utilizado diretamente na PCR e 

seqüenciamento do gene 16S rRNA conforme descrito, respectivamente, nos 

itens 3.2.4. e 3.2.7. 
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Figura 1. Imagens do sistema de microdissecção e captura a laser. (a): sistema 

completo PALM MicroBeam (www.zeiss.de). (b): caminho do feixe de laser e 

captura celular. 

 

3.2.9 Microscopia Eletrônica de Transmissão (MET): 

Duas amostras parafinadas do grupo GA e positivas para o gene               

16S rRNA foram submetidas à técnica de microscopia eletrônica de transmissão 

para visualização da morfologia bacteriana no tecido hepático. O preparo 

tecidual bem como a visualização das amostras foi realizado segundo 

metodologia utilizada no setor de Microscopia Eletrônica do Departamento de 

Anatomia Patológica da Faculdade de Ciências Médicas da UNICAMP, sob 

supervisão da Profa. Dra. Cecília Amélia F. Escanhoela.  

 

3.2.10. Estatística: 

Para a comparação das proporções foi utilizado o teste do Qui-quadrado 

ou teste exato de Fischer quando necessário. Para comparação das medidas 

numéricas entre os dois grupos foi utilizado o teste de Mann-Whitney exato. O 

programa computacional utillizado foi o SAS System for Windows (Statistical 

Analysis System), versão 9.4. SAS Institute Inc, 202-2012, Cary, NC, USA. Os 

resultados foram considerados estatisticamente significantes quando p-

valor≤0.05. O estudo estatístico dos dados foi realizado pelo setor de Estatística 

da Câmara de Pesquisa da FCM/UNICAMP. 
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4. RESULTADOS: 

 

4.1. Casuística: 

4.1.1. Grupo GA: Dos 57 pacientes incluídos no grupo GA, 49 (86.0%) 

pertenciam ao sexo masculino e 8 (14.0%) eram do sexo feminino. A média da 

idade dos pacientes foi 53,5 anos (34-73±9,1) (Tabela 2). 

Com relação aos fatores de risco para o desenvolvimento do CHC, 46 

pacientes (80,7%) apresentaram infecções virais, sendo que 39 (68,4%) eram 

infectados pelo VHC, seis (10,5%) eram positivos para o VHB e um (1,75%) 

apresentou coinfecção pelo VHC e VHB. A etiologia da doença hepática também 

foi relacionada à hemocromatose em cinco pacientes (8,8%), deficiência de α-1-

antitripsina em um (3,6%), ingestão de álcool em 34 (59,6%) e foi considerada 

criptogênica em três indivíduos (5,3%) (Tabela 3 e Apêndice 1). Adicionalmente, 

vários pacientes apresentaram mais que um fator de risco para a etiologia do 

CHC (Apêndice 1). Com relação à ingestão de álcool, 8 (23,5%) pacientes 

apresentaram exclusivamente este fator de risco. Além disso, 23 pacientes 

(40,3%) tinham o consumo de álcool associado ao VHC, sendo que 10 deles 

amplificaram o gene   16S rRNA (43,5%). Houve associação do álcool com VHB 

em dois pacientes (3,5%) e com hemocromatose em um deles (1,75%). 

 

4.1.2. Grupo GB: Dos 29 pacientes incluídos no grupo GB, 12 (41,4%) 

eram masculinos e 17 (58,6%) pertenciam ao sexo feminino. A média da idade 

destes pacientes foi 40 anos (18-67±14,4) (Tabela 2). 

Comparando os dados referentes à idade e sexo entre os dois grupos 

notou-se que, no grupo GA, os pacientes apresentaram média maior de idade 

(p<0.001) e maior proporção de indivíduos do sexo masculino (p<0.001) (Tabela 

2). 

 

 



53 

 

 

Tabela 2. Características demográficas e resultado da PCR para o gene            

16S rRNA do H. pylori nos dois grupos do estudo 

 GA (CHC) GB (Controle) p-valor 

(n) 57 29  

Sexo (M/F) 49/8 12/17 <0.00011 

Idade (anos) 
53.5±9.1 

(34.0-73.0) 

40.0±14.4 

(18.0-67.0) 
<0.00012 

PCR positivo 28 (49.1%) 8 (27.6%) 0.0562 

PCR negativo 29 (50.9%) 21 (72.4%)  

1 Teste de Mann-Whitney 2Teste do Qui-quadrado  GA= grupo carcinoma hepatocelular 

(CHC); GB= grupo controle  

 

Tabela 3. Fatores de risco para o CHC no grupo GA e sua relação com a 

presença do H. pylori 

 
PCR positivo  

H. pylori 

PCR negativo  

H. pylori 
p-valor 

Fatores de risco *    

VHB (n=6) 3 (10,7%) 3 (10,7%) 1.003 

VHC (n=39) 19 (67,9%) 20 (69,0%) 0.932 

Consumo de álcool 

(n=34)  
14 (50,0%) 20 (69,0%) 0.142 

Hemocromatose (n=5) 2 (7,1%) 3 (10,3%) 1.003 

Def. α-1 antitripsina 

(n=1) 
1 (3,6%) 0 - 

Criptogênica (n=3) 2 (7,1%) 1 (3,4%) 0.613 

1 Teste de Mann-Whitney  2Teste do Qui-quadrado  3 Teste Exato de Fisher   

* alguns indivíduos apresentaram mais que um fator de risco para o CHC (Apêndice 1) 
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Tabela 4. Gravidade da doença hepática e idade no grupo GA e sua relação com 

a presença do H. pylori 

    

 
PCR positivo  

H. pylori 

PCR negativo  

H. pylori 
p-valor 

Escore Child-Pugh    

Child A (n=27) 11 (39,3%) 16 (55,2%)  

Child B (n=17) 11 (39,3%) 6 (20,7%) 0.292 

Child C (n=13) 6 (21,4%) 7 (24,1%)  

MELD (n=37) 24,4±3,1 (n=20) 22,3±4,9 (n=17) 0.311 

Idade 52,2±7,6 (n=28) 54,7±10,3 (n=29) 0.201 

1 Teste de Mann-Whitney  2Teste do Qui-quadrado   Grupo GA: CHC 

MELD: model for end-stage liver disease   n= número de pacientes 

  

4.2. Quantificação e análise da pureza do DNA: 

Os resultados da quantificação e análise da pureza do DNA obtidos nos 

dois grupos estudados estão descritos na Tabela 4. A quantidade de DNA obtida 

foi maior no grupo GA (p-valor<0.001). Com relação à pureza do material 

extraído, não houve diferença entre as amostras nos dois grupos (p-valor=0.74). 
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Tabela 5. Resultados da média da quantificação e da razão A260/280 do DNA 

extraído nos grupos GA e GB 

Grupo Quantificação média do DNA (ng/µl) Média da razão 

A260/280 

GA (CHC) 

(n=57) 
507.9 (10.6-1688.6±396.6)* 

1.9 (1.7-

2.00±0,1)** 

GB 

(controle) 

(n=29) 

128.3 (10.7-407.2±118.3)* 
1,9 (1.5-

2.3±0.1)** 

* p-valor<0.001 (Teste do Qui-quadrado)  ** p-valor=0.74 (Teste de Mann-

Whitney) 

 

4.3. Resultado da amplificação do gene da betaglobina humana: 

A PCR para o gene da betaglobina humana foi positiva em todas as 

amostras do grupo GA (57/57 - 100%) e do grupo GB (29/29 - 100%), 

demonstrando que o material genético extraído estava viável para a amplificação 

(Figura 2). 

 

4.4. Resultado da amplificação do gene 16S rRNA para a detecção do             

H. pylori: 

Considerando os 86 pacientes incluídos no estudo, o gene 16S rRNA do       

H. pylori foi detectado em 36 amostras (41.9%). No grupo GA, 49.1% das 

amostras (28/57) amplificaram o gene 16S rRNA do H. pylori. No grupo controle 

(GB), 27.6% dos pacientes (8/29) foram positivos para a bactéria (p-valor≤0.056). 

(Tabela 2). Os resultados da amplificação estão demonstrados na Figura 3.  

Quando se verificou a possível relação da presença do H. pylori com a 

idade, sexo, fatores de risco para o CHC, escore Child-Pugh e MELD no grupo 

GA, não foram observados resultados estatisticamente significantes (Tabelas 3 
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e 4). Considerando a combinação de dois ou mais fatores de risco para o CHC 

e a presença da bactéria, observou-se que, dos 23 pacientes que apresentaram 

o consumo de álcool e o VHC,10 amplificaram o gene 16S rRNA (43,5%). Houve 

apenas um paciente que apresentou ingestão de álcool associada à 

hemocromatose e PCR positiva para a bactéria. Adicionalmente, o único 

paciente que apresentou co-infecção pelo VHB e VHC também estava positivo 

para o H. pylori (Apêndice 1). 

 

         MM      1        2       3       4        5.      CP     CN 

 

Figura 2. Eletroforese em gel de agarose a 1,5% dos produtos da PCR para o 

gene da betaglobina humana (110pb). MM: marcador molecular (100-1000pb). 

Linhas 1, 2 e 3: amostras positivas do grupo GA; Linhas 4 e 5: amostras positivas 

do grupo GB. CP: controle positivo (DNA extraído de sangue humano); CN: 

controle negativo (água bi-destilada). 
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        MM        1        2          3         4          5          6         7         CP      CN 

 

Figura 3. Eletroforese em gel de agarose a 1,5% dos produtos da PCR para o 

gene 16S rRNA do H. pylori (139pb). MM: marcador molecular (100-1000pb). 

Linhas 1 e 2: amostras negativas (GA e GB respectivamente); Linhas 3, 4 e 5: 

amostras positivas do grupo GA; Linhas 6 e 7: amostras positivas do grupo GB; 

CP: controle positivo (amostra gástrica de H. pylori) e CN: controle negativo 

(água bi-destilada).  

 

4.5. Resultado da coloração imunohistoquímica: 

O resultado da coloração imunohistoquímica para detecção do H. pylori 

nas lâminas de pacientes com CHC (grupo GA) foi positivo e está representado 

na Figura 4. Este resultado confirmou os dados obtidos na PCR e 

seqüenciamento do gene 16S rRNA. 
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Figura 4. Coloração imunohistoquímica para detecção H. pylori no fígado de 

paciente com CHC (grupo GA). Note que os bacilos estão no interior das células 

de Kupffer (setas) (Aumento: 1000X). 

 

4.6. Resultado do Sequenciamento: 

O eletroferograma bem como os dados obtidos no alinhamento das bases 

(BLAST) estão representados nas Figuras 5.1 e 5.2 e demonstram que a 

seqüência do gene 16S rRNA nas amostras estudadas apresentou 98% de 

similaridade com o DNA do H. pylori (número de acesso do GeneBank 

CP003419.1). 
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Figura 5.1. Eletroferograma da sequência do gene 16S rRNA do H. pylori . 

 

Figura 5.2. Resultados do alinhamento das bases do gene 16S rRNA do H. pylori 

no BLAST (número de acesso do GeneBank CP003419.1). 

 

4.7. Resultado da Microdissecção e Captura a laser (MCL): 

Os resultados da MCL estão representados na Figura 6 e também 

confirmam os achados da PCR, sequenciamento e coloração 
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imunohistoquímica. O DNA extraído a partir desta técnica foi utilizado na PCR 

para o gene 16S rRNA, apresentando resultado positivo em 100% das amostras 

estudadas (7/7). Após a amplificação do gene, os amplicons foram submetidos 

à reação de seqüenciamento e as sequências obtidas apresentaram 98% de 

identidade com o H. pylori (Figura 5.2). 

 

Figura 6. Microscopia óptica do fígado de pacientes com CHC, corados com 

carbol-fucsina e com resultado positivo da amplificação do gene 16S rRNA do    

H. pylori. Em (A) e (B) estão representadas as bactérias (setas) antes da 

microdissecção (aumento: 610X). Em (C) e (D) as mesmas amostras após a 

microdissecção (aumento: 610X). 

 

4.8. Resultado da Microscopia de Transmissão Eletrônica (MET): 

A análise das imagens originadas na MET das amostras de fígado de 

pacientes do grupo GA com PCR positiva para o gene 16S rRNA do H. pylori 

revelou a presença de estruturas semelhantes às bactérias, sendo que a maioria 

delas se apresentou na forma cocóide (Figura 7). 

A 

B 
D 

C 
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Figura 7. Microscopia eletrônica de transmissão de amostras de tecido hepático 

de pacientes com resultado positivo para amplificação do gene 16S rRNA do        

H. pylori. As setas indicam estruturas semelhantes às células bacterianas, tanto 

na forma espiralada quanto na forma cocóide (Aumento: 12.500X). 
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5. DISCUSSÃO: 

 

A detecção do H. pylori no sistema hepatobiliar humano tem sido descrita 

por vários pesquisadores e foi associada a diferentes doenças particularmente o 

CHC. No presente estudo, a análise das características demográficas 

demonstrou que os indivíduos com CH e CHC (Grupo GA) apresentaram idade 

mais avançada e eram, em sua maioria, do sexo masculino (Tabela 2). Estes 

dados são semelhantes aos achados epidemiológicos previamente 

descritos126,133,243 e reforçam que idade avançada, duração da cirrose e sexo 

masculino são fatores importantes no processo da hepatocarcinogênse nos 

indivíduos cirróticos244,245,246. 

Considerando a amplificação do gene 16S rRNA do H. pylori, embora 

tenha sido notada maior porcentagem de casos positivos nos indivíduos com 

CHC (49,1%) em relação ao grupo controle (27,6%), os resultados não foram 

estatisticamente significantes (p=0.056) (tabela 2). Entretanto, podem sugerir a 

maior prevalência da bactéria no fígado cirrótico dos pacientes com CHC.  

Acredita-se que a realização de novos estudos que incluam maior número de 

amostras será fundamental para a confirmação destes achados.  

A detecção do H. pylori no fígado de pacientes com CHC tem sido relatada 

por vários grupos de pesquisadores, em diferentes regiões do mundo, incluindo 

o Brasil94,120,121,205,206,207,237,247,248. A análise dos resultados desses grupos, em 

conjunto com os dados aqui descritos, sugere importante variação na 

prevalência da bactéria; esta variação pode ser explicada, em parte, pelas 

diferenças geográficas e clínicas dos indivíduos incluídos ou, ainda, pelo 

desenho dos estudos, tipo de amostra e sensibilidade dos métodos para o seu 

diagnóstico.  

  Com relação ao tipo de amostra utilizado, nota-se que a maioria dos 

trabalhos existentes na literatura utilizou fragmentos de fígado fresco ou 

congelado. Os estudos retrospectivos que empregam material hepático 

parafinado, embora realizados em menor quantidade, reforçam a possibilidade 

da pesquisa do H. pylori nestas amostras. Entretanto, é importante mencionar 
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que o tipo da amostra também poderá influenciar na escolha da técnica e, 

consequentemente, no diagnóstico do microrganismo no fígado. 

   Considerando os estudos que utilizaram tecido parafinado para a 

pesquisa do H. pylori, Dore et. al (2002)120 encontraram 55% de amostras 

positivas para Helicobacter spp. Entretanto, para a pesquisa específica do           

H. pylori, os autores realizaram a PCR de uma região conservada do gene vacA, 

que confirmou sua presença em apenas 27,2% dos indivíduos com CHC. No 

presente estudo, foi obtida uma maior prevalência do H. pylori (49,1%) no grupo 

GA e isto pode ter ocorrido, provavelmente, devido à amplificação de uma região 

conservada do gene 16S rRNA específico para o H. pylori.  

 Estudo realizado na Suécia com amostras hepáticas parafinadas 

demonstrou que a prevalência de Helicobacter spp. foi 58% nos pacientes com 

CHC. A detecção do H. pylori foi confirmada pelo sequenciamento na maioria 

das amostras; entretanto, outros microrganismos como H. ganmani e                     

H. hepaticus também foram identificados205. Em nosso estudo, foi realizada 

exclusivamente a pesquisa do H. pylori e os dados obtidos no sequenciamento 

do gene 16S rRNA confirmam a identificação de bactéria que apresentou 98% 

de similaridade com o H. pylori (número de acesso do GeneBank CP003419.1).  

Outro aspecto importante relacionado à detecção do H. pylori no fígado 

constitui sua presença nos indivíduos sem doença hepática. O nosso estudo 

verificou que 27,6% das amostras do grupo controle foram positivas para a 

bactéria. Sabendo que parte destas amostras foram obtidas do fígado de 

doadores, a possibilidade destes órgãos constituírem reservatório em potencial 

do H. pylori deve ser avaliada. Neste contexto, cabe ressaltar o papel da forma 

cocóide da bactéria, especialmente no estágio onde ela poderia manter sua 

atividade metabólica e patogenicidade249 bem como reverter-se para a forma 

ativa e restabelecer seu crescimento250,251. Adicionalmente, é sabido que o longo 

período de latência da forma cocóide no estômago pode estar associado ao 

desenvolvimento do câncer gástrico252. 

A avaliação dos fatores etiológicos no desenvolvimento do CHC revelou 

que, na maioria dos pacientes do estudo, o CHC estava associado à infecção 

pelo VHC (39/57) e também ao alcoolismo (34/57) (Tabela 3). Entretanto, quando 
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se verificou a possível associação do H. pylori com estes fatores, os resultados 

não foram estatisticamente significantes (p=0,93 e p=0,14, respectivamente). O 

mesmo ocorreu quando da observação dos outros fatores de risco para o CHC 

incluídos no estudo (infecção pelo VHB, hemocromatose, deficiência de alfa-1-

antitripsina e criptogênica) (p=1,00, p=1,00, p=0,61, respectivamente) (Tabela 

3). Cabe ressaltar ainda que o principal fator de risco para o CHC no Brasil e, 

portanto, dos pacientes atendidos no Hospital de Clínicas da Unicamp, é a CH 

associada ao VHC133. 

Admite-se que cerca de 80% dos pacientes infectados pelo VHC 

desenvolve hepatite crônica, que pode ser representada por amplo espectro de 

lesões hepáticas, variando desde resposta inflamatória crônica discreta até o 

surgimento de CH e CHC. O curso da doença geralmente varia de um paciente 

para o outro e vários fatores como idade, duração da infecção, consumo de 

álcool, sexo masculino e, mais recentemente, esteatose, têm sido associados à 

sua progressão. Entretanto, mesmo na ausência destes fatores, esta progressão 

pode ser observada, sugerindo o papel de outros elementos que necessitam ser 

identificados. Acredita-se que fatores genéticos do hospedeiro ou fatores 

ambientais como a co-infecção com o H. pylori podem estar envolvidos253. 

Inicialmente, foram propostos vários estudos sugerindo a interação 

sinergística entre Helicobacter spp. e o VHC na patogênese do CHC. A 

prevalência de anticorpos anti-H. pylori em pacientes infectados pelo VHC é 

significantemente maior do que nos pacientes sem infecção 

viral118,209,210,211,212,213. Um estudo francês pesquisou pacientes co-infectados por 

Helicobacter spp. e VHC na presença ou ausência de CHC. O DNA de 

Helicobacter foi encontrado em 4,2% dos indivíduos no grupo controle e em 3,5% 

dos pacientes com hepatite crônica não-cirrótica. Entretanto, a detecção de 

Helicobacter spp no fígado cirrótico, na presença e ausência de CHC, foi 68% e 

61,3%, respectivamente. Os autores concluíram que, nos diferentes estágios da 

hepatopatia, pode-se notar associação entre a presença de Helicobacter e a 

severidade da doença hepática94. 

O nosso estudo não apresentou resultados significantes quando se 

avaliou a possível associação do H. pylori com o escore Child-Pugh e MELD 

(Tabela 3) (p=0.29 e p=0.31, respectivamente). Entretanto, é importante salientar 
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que todas as amostras do grupo GA apresentaram CH. Acredita-se, portanto, 

que a realização de novas pesquisas incluindo pacientes cirróticos com e sem o 

CHC, bem como indivíduos cujo CHC desenvolve-se na ausência de CH, poderia 

elucidar com maior clareza o papel do H. pylori na progressão da doença 

hepática em nossos pacientes. Cabe ressaltar ainda que não foi realizada a 

comparação da classificação METAVIR no presente estudo 

Esmat et al (2012)248 verificaram que a positividade do gene cagA do          

H. pylori foi diretamente proporcional à severidade da doença hepática quando 

estudaram pacientes com VHC na presença e ausência de CH e CHC. Esta 

positividade ocorreu em 75% dos pacientes com CH e CHC, 52,9% dos 

pacientes cirróticos sem CHC e 32% dos indivíduos com hepatite crônica. Os 

autores verificaram ainda diferença significante quando compararam a 

classificação METAVIR entre os grupos, estando o H. pylori fortemente 

associado aos estágios mais tardios da fibrose. Contudo, quando analisaram a 

positividade do H. pylori e o escore Child-Pugh, também não foram encontradas 

diferenças entre os grupos.  

 Outros estudiosos verificaram a associação do H. pylori com a fibrose e 

CH nos pacientes com hepatite crônica pelo VHC. Nos indivíduos co-infectados 

pela bactéria, a análise histopatológica exibiu nódulos cirróticos e 

comprometimento do parênquima hepático. Houve também a diminuição de 

glicogênio e proteínas totais nos hepatócitos destes pacientes. Embora não 

tenham sido incluídas amostras de CHC no estudo, os autores mencionaram a 

necessidade de avaliar a infecção pelo H. pylori nos casos de hepatite crônica 

pelo VHC sugerindo, inclusive, o tratamento da infecção pela bactéria nestes 

casos254.  

O papel do H. pylori no desenvolvimento da fibrose hepática também foi 

avaliado em estudos experimentais e in vitro. Goo et al. (2009)255 inocularam       

H. pylori em camundongos e ratos por via oral e induziram a fibrose hepática 

pela administração de tetracloreto de carbono (CCl4). Os resultados revelaram 

aumento significante no escore da fibrose em animais tratados com o CCL4 e 

positivos para a bactéria. Adicionalmente, foi verificado um aumento nos níveis 

de alfa-actina de músculo liso e fator de transformação do crescimento-beta 1 

(TGF-β1) nestes animais. Posteriormente, pesquisadores sugeriram ainda que o 
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H. pylori pode estar envolvido no aumento do risco da tumorgênese, mediado 

pelo TGF–β1256.  

Outro estudo in vitro descreveu o aumento das células de Kupffer e dos 

níveis de peróxido de hidrogênio durante a infecção pelo H. pylori, que 

possivelmente contribuem para a ativação das células hepáticas. Esta ativação 

parece estar associada ao TGF–β1 e ocasiona o aumento da resposta 

inflamatória hepática através da liberação de citocinas257,258. Estes dados, em 

conjunto, confirmam a possibilidade de que o H. pylori é capaz de estimular os 

hepatócitos e induzir a fibrose hepática. 

É importante considerar que o CHC também pode estar relacionado à 

combinação de diferentes fatores de risco, tornando-se complexa a definição do 

impacto específico de cada um destes fatores259. O consumo de álcool, por 

exemplo, é considerado um co-fator para as hepatopatias crônicas e CHC, 

especialmente quando associado ao VHB, VHC, hemocromatose e EHNA260,261. 

Neste estudo, notou-se que 23 dos indivíduos com CH e CHC tinham 

como fator de risco o VHC associado ao consumo de álcool. Em 9 destes 

pacientes, também foi detectada a infecção pelo H. pylori. Embora a comparação 

destes dados não seja significante, o possível efeito sinergístico da bactéria com 

o VHC e o álcool merece maior atenção nos estudos futuros sobre a patogênese 

do CHC.  

A detecção do H. pylori no fígado humano tem sido frequentemente 

realizada utilizando amostras de tecido fresco ou congelado. Entretanto, o 

emprego de tecido parafinado para esta finalidade pode ser útil tanto na 

caracterização das cepas e seus fatores de virulência, como também na 

correlação entre os achados moleculares e os dados histopatológicos239. Além 

disso, amostras parafinadas também apresentam como vantagem a facilidade 

de obtenção e possibilidade de estocagem por longos períodos262. 

Todavia, um fator limitante dos tecidos parafinados é a obtenção de DNA 

em condições favoráveis à amplificação. Para isso, é necessário selecionar 

métodos de extração que permitam a utilização do DNA nos diferentes métodos 

moleculares. No presente estudo, foram testados quatro kits comerciais 

(QIAamp FFPE Tissue Kit/Qiagen, QIAamp DNA Mini Kit/Qiagen, Wizard SV 

Genomic DNA Purification System/Promega e RealiaPrep FFPE gDNA Miniprep 
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System/Promega) em comparação com a metodologia do fenol/clorofórmio para 

a extração do DNA239.  

De modo geral, a utilização dos kits envolveu métodos de execução mais 

rápidos, simples e práticos, requerendo menor número de centrifugações e 

lavagens. Estas características são importantes pois os processos extensos de 

purificação do DNA podem aumentar o risco de sua contaminação em cada 

etapa231. Entretanto, como a maioria dos fragmentos hepáticos do grupo GA 

(CHC) apresentavam quantidade abundante de tecido, o método do 

fenol/clorofórmio permitiu a obtenção de maior concentração de DNA. Acredita-

se que isto ocorreu, pois, os kits apresentam colunas para a purificação das 

amostras e, na presença de maior quantidade de tecido, provavelmente ocorre 

o entupimento destas colunas, dificultando a eluição final do DNA.  

Além disso, a técnica do fenol/clorofórmio mostrou-se mais adequada 

para a detecção da bactéria, pois permitiu a amplificação do DNA alvo em 

quantidade reduzida nas amostras, o que, possivelmente, ocorre com o DNA do 

H. pylori no fígado120,223. Cabe ressaltar ainda que a extração pelo método do 

fenol/clorofórmio já havia sido descrita com sucesso na detecção e genotipagem 

do H. pylori a partir de amostras gástricas parafinadas77. 

Quando se utiliza tecidos parafinados, outro fator importante é o tamanho 

dos fragmentos de DNA amplificados que não devem ultrapassar 

300pb232,233,234,235. No presente estudo, os resultados da amplificação do gene 

da betaglobina confirmam a obtenção de DNA viável pois todas as amostras 

foram positivas para o gene. Todavia, com relação à detecção do H. pylori, 

inicialmente foram realizados testes para a amplificação de fragmentos com 

400pb e 298pb (dados não demonstrados). Como não foi possível a amplificação 

destes fragmentos, foi selecionada uma região conservada do gene 16S rRNA 

cujo produto final apresentou 139pb. Shibata (1994)225 ressaltou que os 

melhores resultados foram obtidos na amplificação de produtos entre 80 e 

170pb. 

A coloração imunohistoquímica (IHQ) realizada neste estudo revelou a 

presença do H. pylori nas amostras de pacientes com CHC e foi fundamental 

para confirmação dos resultados iniciais da PCR. Sakr et al. (2013)254 também 
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utilizaram a IHQ para detectar o H. pylori no fígado de indivíduos com hepatite 

crônica e visualizaram bactérias no interior das células de Kupffer.  

A microdissecção e captura a laser (MCL) foi o método diferencial do 

nosso estudo pois permitiu, além da confirmação diagnóstica do H. pylori no 

fígado, a padronização do sequenciamento do gene 16S rRNA. Esta técnica foi 

recentemente desenvolvida e promove a identificação de uma população celular 

específica através da visualização em microscópio óptico. Deste modo, constitui 

uma ferramenta útil para detecção de determinados alvos celulares incluindo 

microrganismos.  

Neste estudo a MCL favoreceu a identificação do H. pylori, isolando-o 

completamente do tecido hepático. Conseqüentemente, o processo de extração 

de DNA resumiu-se à simples digestão das células bacterianas, por 3 horas, em 

solução tampão preparada com PK em pequena concentração (0,03%). Isto 

permitiu a obtenção de DNA específico, puro e concentrado, pronto para ser 

empregado na PCR e sequenciamento120. Tian et al. (2008) foram os os 

primeiros autores a descreverem o uso da MCL para a detecção do H. pylori no 

tecido hepático com CHC. Entretanto, uma revisão bibliográfica recente 

demonstrou que o trabalho realizado pelo nosso grupo foi, muito provavelmente, 

o segundo na literatura internacional e o primeiro na literatura nacional, 

envolvendo o uso desta técnica na identificação do H. pylori no fígado com CH 

e CHC. 

 A realização da microscopia eletrônica de transmissão (MET) permitiu a 

visualização da morfologia bacteriana e confirmou os dados da IHQ e MCL. Nas 

amostras submetidas a todas estas técnicas, notou-se a presença de 

microrganismos semelhantes ao H. pylori, geralmente visualizados em número 

reduzido nos espaços sinusóides e, sobretudo, na forma cocóide. Achados 

semelhantes foram descritos por pesquisadores chineses quando da realização 

da microscopia eletônica no fígado de pacientes com CHC95.  

 Apesar do H. pylori ter sido detectado no fígado humano, sobretudo nos 

pacientes cirróticos com CHC, é preciso determinar, com maior clareza, os 

possíveis mecanismos envolvidos na patogênese da doença hepática. 

Estudiosos relatam que o H. pylori pode exercer efeito citopático nos hepatócitos 
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e ocasionar a hepatite; este efeito foi confirmado por ensaios in vitro com cultura 

de células hepáticas e linhagens de células do CHC220,263.  

Uma das hipóteses mencionadas é que Helicobacter pode ocasionar 

injúria epitelial com posterior processo inflamatório crônico, de forma similar ao 

que ocorre com as pedras vesiculares, culminando com a proliferação das 

células do epitélio biliar264. Esta proliferação poderia levar à displasia ou 

metaplasia e posterior progressão para o câncer de modo semelhante ao que 

ocorre com o CHC na cirrose ou o carcinoma de esôfago no esôfago de Barret. 

Fox et al. (1998)108 também propuseram mecanismo semelhante de injúria 

epitelial mediado pela produção de citotoxina.  

Matsumoto et al. (1999)265 ressaltaram que a presença do H. pylori na 

cultura de células hepáticas HepG2 provavelmente estimula a produção de 

citotoxinas inflamatórias, ativando a expressão de beta-integrina-1. Sabe-se que 

esta proteína apresenta papel central na invasão e metástase das células no 

CHC. Empregando a mesma linhagem celular, outros pesquisadores 

demonstraram ainda que uma cepa cagA positiva foi capaz de induzir a 

expressão das enzimas metaloproteinases de matriz (MMP) que estão 

relacionadas à metástase e invasão celular266. 

Os fatores etiopatogênicos envolvidos nos diferentes tipos de câncer têm 

sido amplamente estudados; desta forma, notou-se que mudanças moleculares 

observadas no CHC são similares àquelas induzidas no câncer gástrico pelo             

H. pylori. Estudos in vitro demonstraram que a bactéria é capaz de induzir a 

expressão da proteína ciclina D1 em linhagens de células gástricas AGS267 e 

hepáticas HepG2268. Considerando que o aumento desta proteína está 

relacionado à recidiva no CHC, pode-se sugerir o papel da infecção pelo H. pylori 

no aumento da expressão de ciclina D1 no fígado.  

Sabendo que o CHC é um tumor altamente vascularizado e a 

angiogênese apresenta importante fator no seu desenvolvimento, o aumento da 

expressão do fator de crescimento vascular endotelial (FCVE) também poderia 

estar relacionado à progressão do CHC. Estudiosos relataram que o H. pylori foi 

capaz de induzir a expressão elevada de FCVE, sendo este efeito 

significantemente associado à expressão de VacA269. Adicionalmente, foi 



70 

 

 

descrito que VacA pode danificar os hepatócitos de pacientes infectados pela 

bactéria em conjunto com o aumento das aminotransferases270. 

As mutações no gene p53, que podem ser induzidas por aflatoxinas, pelos 

vírus das hepatites ou pelo estresse oxidativo, estão entre as mais 

frequentemente relatadas no CHC e câncer gástrico271. Os pacientes infectados 

pelo H. pylori apresentam elevados níveis de mutações no gene p53 que 

diminuem após a erradicação da bactéria; acredita-se que a presença do                

H. pylori no fígado possa desencadear estas mutações272. Além disso, as 

alterações nos genes promotores tumorais como ras, c-myc e c-fos são 

indicadores de transformações malignas no CHC e câncer gástrico. Neste último, 

a infecção pelo H. pylori está associada ao aumento da expressão de ras p21273 

e c-myc274.  

O fator de crescimento do hepatócito (FCH) é o mediador mais importante 

na regeneração hepática. Está potencialmente relacionado aos mecanismos 

moleculares da hepatocarcinogênese, contribuindo para a proliferação e 

comportamento invasivo das células tumorais. Pesquisadores demonstraram o 

aumento da expressão de FCH na mucosa gástrica dos pacientes infectados 

pelo H. pylori, sendo que esta diminuiu quando da erradicação 

bacteriana275,276,277. Acredita-se que achados semelhantes podem ser 

observados no fígado infectado pelo H. pylori. 

Finalmente, estudiosos sugeriram a possibilidade de que espécies de 

Helicobacter estejam presentes nas amostras de CHC como consequência do 

processo tumoral hepático. Considerando que o CHC pode causar colestase 

intra-hepática crônica e favorecer a persistência de microrganismos no fígado, 

estes microrganismos compreenderiam espécies entéricas de Helicobacter que 

colonizariam inicialmente o trato biliar antes de alcançar o fígado. Deste modo, 

é possível que o ambiente intra-hepático modificado pelo CHC possa criar 

condições favoráveis para a migração e colonização hepática. Assim, 

Helicobacter spp. não atuariam como agentes causadores da doença, mas 

estariam presentes como consequência do processo inflamatório previamente 

induzido pelo CHC119.  
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Diante destas informações e considerando os achados obtidos no 

presente estudo, a realização de novas pesquisas que considerem tanto os 

fatores de virulência do H. pylori como os fatores imunogenéticos do hospedeiro 

será de grande valia para a melhor compreensão da etiopatogenia do CHC. O 

esclarecimento do papel do H. pylori no CHC poderá indicar a necessidade do 

tratamento da infecção nos pacientes com hepatopatias crônicas, auxiliando na 

melhora das lesões hepáticas e até mesmo na prevenção do desenvolvimento 

do CHC. 
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6. CONCLUSÕES: 

 

A análise dos resultados obtidos neste estudo permite concluir que: 

6.1. Foi possível amplificar DNA do H. pylori em 36 (41,9%) amostras 

parafinadas de tecido hepático não tumoral empregando o método do fenol-

clorofórmio para a extração; 

6.2. . Apesar do H. pylori estar presente em 28 (49,1%) amostras de pacientes 

com CH e CHC e 8 amostras (27,6%) do grupo controle, os resultados não foram 

estatisticamente significantes; entretanto, podem sugerir a tendência da maior 

prevalência da bactéria no fígado de pacientes com CH e CHC; 

6.3.O uso da técnica de microdissecção a laser foi fundamental para a 

confirmação dos dados obtidos na PCR e para a padronização do 

sequenciamento do gene 16S rRNA do H. pylori; 

6.4. O H. pylori foi visualizado nos espaços sinusoidais do tecido hepático, 

principalmente na forma cocóide; 
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APÊNDICES 

Dados demográficos e clínicos dos pacientes do grupo GA (CHC) 

 

                                   

                                         Apêndice 1 

 

 

  

VHC VHB
consumo 

álcool
hemocromatose

deficiência 
α-1

criptogênica

785412-9 58 M 1 0 1 0 0 0 1 2 1 - 2

257924-7 51 M 1 0 1 0 0 0 1 2 1 - 2

297435-8 52 M 1 0 1 0 0 0 1 2 1 - 1

1003541-7 62 M 0 0 1 0 0 0 0 1 1 - 2

988504-7 45 M 1 0 1 0 0 0 1 2 1 - 1

720425-3 34 M 0 1 0 0 0 0 1 1 1 - 1

691761-9 67 M 1 0 0 1 0 0 2 2 1 - 2

774950-6 56 M 0 1 1 0 0 0 1 2 1 - 2

1038050-1 72 M 0 0 1 0 0 0 0 1 1 - 2

1046812-1 73 M 0 0 1 0 0 0 0 1 1 - 2

789164-2 35 M 1 0 1 0 0 0 1 2 1 - 2

962616-8 39 M 1 0 1 0 0 0 1 2 1 10 2

1037189-7 52 M 0 0 0 0 0 1 1 1 3 20 1

1025334-4 57 F 1 0 0 0 0 0 1 1 1 - 2

285403-3 65 M 1 0 0 1 0 0 2 2 2 - 2

672769-2 59 F 1 0 1 0 0 0 1 2 1 24 1

1002883-0 60 M 0 0 0 0 1 0 1 1 3 23 1

1030622-0 52 M 1 0 1 0 0 0 1 2 3 13 2

1007110-0 54 M 1 0 1 0 0 0 1 2 3 20 2

1004576-1 46 M 1 1 1 0 0 0 2 3 2 29 1

1035586-7 65 M 0 0 1 0 0 0 0 1 3 28 1

1042751-7 52 F 0 1 0 1 0 0 2 2 3 25 1

910718-8 59 F 0 0 1 0 0 0 0 1 2 24 2

671202-7 58 M 1 0 1 0 0 0 1 2 1 24 1

691818-8 48 M 1 0 0 0 0 0 1 1 1 24 1

996779-8 46 M 1 0 1 0 0 0 1 2 2 24 1

1017608-9 46 M 1 0 1 1 0 0 2 3 3 24 2

420555-7 56 M 0 0 1 0 0 0 0 1 2 20 2

977675-7 63 M 0 0 1 0 0 0 0 1 1 24 1

894935-1 56 M 1 0 0 0 0 0 1 1 2 24 1

861712-2 62 F 1 0 0 0 0 0 1 1 1 24 2

1021779-2 63 M 1 0 0 0 0 0 1 1 2 24 2

893408-1 39 M 0 1 0 0 0 0 1 1 1 24 2

724795-4 60 M 1 0 1 0 0 0 1 2 2 20 2

1057114-8 50 M 1 0 1 0 0 0 1 2 2 20 1

424863-0 35 F 0 0 0 0 0 1 1 1 2 24 2

319399-7 43 M 1 0 0 0 0 0 1 1 3 23 1

1063387-9 71 F 0 0 0 0 0 1 1 1 1 - 1

1082286-0 53 M 1 0 1 0 0 0 1 2 1 - 2

1002135-1 49 M 1 0 0 0 0 0 1 1 2 - 1

824007-4 43 M 1 0 0 0 0 0 1 1 1 29 1

904058-6 51 M 1 0 0 0 0 0 1 1 1 20 1

995659-8 50 M 1 0 1 0 0 0 1 2 2 24 1

862394-3 52 M 1 0 1 0 0 0 1 2 2 29 1

1007431-0 50 M 1 0 1 0 0 0 1 2 1 24 2

415004-5 55 M 1 0 1 0 0 0 1 2 1 29 2

697651-0 50 M 1 0 1 0 0 0 1 2 3 21 2

733445-2 58 M 0 0 1 1 0 0 1 2 2 - 1

884287-4 44 M 0 1 1 0 0 0 1 2 1 24 2

631349-9 69 F 1 0 0 0 0 0 1 1 3 24 2

910831-6 45 M 1 0 0 0 0 0 1 1 3 24 1

442441-0 46 M 1 0 0 0 0 0 1 1 3 - 2

924526-9 52 M 0 0 1 0 0 0 0 1 2 29 1

950250-8 54 M 1 0 0 0 0 0 1 1 2 20 1

1005537-6 58 M 1 0 1 0 0 0 1 2 3 30 2

701830-3 57 M 1 0 0 0 0 0 1 1 2 - 1

1015085-3 50 M 1 0 1 0 0 0 1 2 1 - 1

Escore 
Child-Pugh

MELD PCRCódigo
fatores assoc 

+ álcool
fatores 

associados
Idade Sexo

Etiologia do carcinoma hepatocelular

Etiologia do CHC e PCR 

0-Ausente; 1-Positivo; 2-Negativo 
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Dados demográficos e clínicos dos pacientes do grupo GB (Controle) 

CÓDIGO SEXO IDADE PCR 

887003-9 F 19 1 

658021-4 F 27 2 

697623-3 M 19 1 

409566-3 F 18 2 

1046172-1 F 28 2 

323763-8 F 39 2 

980803-5 F 32 2 

695472-8 M 51 2 

405538-8 M 52 2 

990496-6 M 18 1 

1007892-6 M 38 1 

998082-7 M 39 2 

808693-1 M 50 2 

1031856-0 F 37 2 

278066-4 M 62 2 

723429-5 F 59 1 

1061630-2 F 43 2 

389038-1 F 33 2 

1070700-8 F 42 2 

683370-2 F 30 2 

1092748-8 F 30 1 

              121390-7 F 38 1 

716297-8 F 67 2 

1027090-2 F 36 2 

859515-0 M 56 2 

758361-1 F 59 1 

788098-0 M 25 2 

684543-8 M 56 2 

936763-1 M 56 2 

 

 

                                                    Apêndice 2 

 

  

1- Positivo 

2- negativo 
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Letter publicada no periódico Helicobacter 18: 244-245, 2013 

 

 

 

Anexo 2 

  



106 

 

 

 

 

 

 

Anexo 2 

  



107 

 

 

Manuscrito publicado no periódico Pathology Research and Practice 210: 142-145, 
2014. 
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Lincença do periódico Helicobacter para re-uso da letter (Apêndice 1) 
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Licença do periódico Pathology Research and Practice para re-uso do 
manuscrito (Apêndice 2) 
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