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RESUMO

Dias Junior, LB. Hepatopatias fulminantes/febres hemorragicas na
Amazonia: revisdo historica, padrbes de lesdo hepatica e diagndstico
etiologico. [tese]. Sao Paulo, Faculdade de Medicina da Universidade de Séo
Paulo, 2005. 137p.

A presente andlise das trés séries historicas, compondo um total de 42
casos de hepatopatias fulminantes da regido Amazonica, teve por objetivos
o estudo de aspectos morfoldégicos e imuno-histoquimicos no diagnostico
diferencial entre febre amarela (FA), hepatite de Labrea (HL) e de outras
entidades. Visou, ainda, aprimorar o conhecimento de aspectos da
morfogénese da morte hepatocelular, de eventual fibrose, relacionando-as
aos padroes de regeneracdo e de lesbes vasculares, conforme
recentemente descrito na génese de hepatopatias cronicas. Dentre o
extenso painel de critérios histolégicos aqui estudados, os padrbes de morte
hepatocelular e sua distribuicdo, incluindo corpos apoptéticos medio-zonais,
assim como a balonizacdo foram os achados mais caracteristicos da FA,
enquanto as células em morula foram o principal achado na HL. Dezenove
casos bem caracterizados (10 FA e 9 HL) foram entdo submetidos a estudos
imuno-histoquimicos para a deteccdo dos antigenos da FA, AgHBs e
antigeno do virus da hepatite D (VHD), sendo entdo demonstrado que, em
ambas as doencas, mas principalmente na HL, flebite, principalmente de
ramos da veia porta, foi evidente e deve ter tido participacdo na patogénese
do dano hepatico, com extensa extingdo parenquimatosa hepatica e
aproximacdo de espacos porta. O padrdo de regeneracdo também foi
marcante: nos casos de FA, um elevado indice de proliferacdo celular foi
observado enquanto que, na HL, multinucleagdes e transformacéo pseudo-
acinar, associadas a depoésitos portais de colageno do tipo | e de fibras
elasticas, foram encontrados. Concluindo, a pesquisa imuno-histoquimica de
antigenos virais permitiu a caracterizacdo etiolégica dos casos destas
importantes séries histéricas de hepatopatias fulminantes da Amazénia,
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mesmo em amostras arquivadas em parafina por até sete décadas.
Permitiu, ainda, o relato original de cinco casos de possivel superposicao de
infeccdo pelos virus da FA, VHB e/ou VHD. Dentre o0s aspectos
histopatologicos, o quadro dominante na FA fulminante incluiu apoptose
medio-zonal associada com flebite portal e um alto indice de proliferacao
celular, em pacientes sem evidéncia de dano hepéatico prévio. Por outro lado,
a HL fulminante mostrou extensa necrose litica de hepatdcitos, associada a
flebite portal e de veia hepética e a presenca de células em morula, em
pacientes com evidéncias morfolégicas de doenca hepatica cronica.

Descritores: Hepatopatias, febres hemorragicas virais, febre amarela,
hepatite D
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ABSTRACT

Dias Junior, LB. Fulminant hepatic failure/hemorrhagic fever in Amazon
Basin: historical review, hepatic damage patterns and etiological diagnosis.
[thesis]. S&do Paulo, Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo,
2004. 137p.

This study aimed at assessing morphological and immunohistochemical
aspects useful for the differential diagnosis of yellow fever (YF), Labrea
hepatitis (LH) and other entities by revisiting 42 fulminant hepatic failure
cases, from three historical series from Amazon Basin. Additional studies
were performed aiming at further understanding the morphogenesis of
hepatocelular death, in relation to regeneration and fibrosis patterns and ©
vascular lesions, as recently described in chronic hepatic diseases. Among
the extensive panel of histological criteria studied, liver cell death pattern and
distribution, including midzonal apoptotic bodies, as well as hepatocelular
ballooning degeneration were YF most characteristic findings, while morula
cells were the major hint for LH. Five cases were herein suggested as co-
infected with YF, HBV and/or HDV, a finding not previously reported.
Nineteen well characterized cases (10 YF and 9 LH) were further submitted
to immunohistochemical studies for YF antigen, HBsAg and Delta virus Ag. In
both diseases, but mainly in LH, phlebitis, mainly of portal vein branches,
was evident and closely related to the degree of hepatocellular damage, with
severe hepatic parenchymal extinction and portal tract approximation.
Regeneration pattern was also remarkable: in YF cases, a high
hepatocellular proliferative index was detected whereas in LH,
multinucleation and pseudo-acinar transformation, associated with portal type
| collagen and elastic fiber deposition were found. In conclusion,
immunohistochemical viral antigen detection yielded further etiological
characterization of these important historical cases of fulminant hepatic
failure from Amazon Basin, even in paraffin samples stored for up to seven

decades. YF morphology depicted midzonal apoptosis, portal phlebitis and a
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high hepatocellular proliferative index, in patients without evidence of
previous hepatic injury. On the other hand, fulminant LH showed extensive
lytic hepatocellular necrosis, portal and hepatic vein phlebitis and the
presence morula cells, in patients with morphological evidences of chronic

liver disease.

Keywords: Fulminant hepatic failure, viral hemorrhagic fevers, yellow fever,

delta hepatitis.
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INTRODUCAO - 2

O aparecimento de hepatites fulminantes na regido amazonica tem
sido historicamente um problema, merecendo a preocupacao de VAarios
estudiosos, tanto por se tratar de uma area de alta endemicidade para a
febre amarela (FA) (Barros et al., 1996) e para as hepatites pelos virus B e Delta
(Bensabath et al., 1987a; Fonseca e Simonetti, 1988; Fonseca et al., 1988 e
1992) como pela presenca de formas clinicas e morfoldgicas peculiares.

Em 1966, foi descrito, principalmente no Amazonas e em Ronddnia,
um tipo peculiar de hepatite fulminante, conhecido como hepatite de Labrea
(HL), cidade do estado do Amazonas, as margens do rio Purus, que cursa
com faléncia hepatica e morte em poucos dias ou semanas, afetando
principalmente criancas, adolescentes e adultos jovens (Leite et al., 1966,
De Paola et al.,, 1967, 1968). Posteriormente, Bensabath e Dias (1983),
Fonseca et al. (1985) e Bensabath et al., (1987b) associaram tais
manifestacdes clinico-patologicas a infeccdo pelos virus das hepatites B
(VHB) e Delta (VHD).

A apresentacao clinica dos quadros fulminantes de febre amarela e
de hepatite de Labrea muitas vezes € semelhante e o quadro morfoldgico
observado em materiais de viscerotomias hepaticas, apesar de apresentar

aspectos histopatolégicos muito caracteristicos em casos tipicos, pode nao



INTRODUCAO - 3

apresenta-los em outros casos, dificultando o diagnéstico diferencial entre as
duas entidades. Algumas vezes, ainda, pode haver superposicdo dos
critérios morfolégicos, tornando o diagndstico diferencial ainda mais dificil.

A avaliagdo comparativa de critérios morfolégicos, acrescida da
pesquisa, em tecido hepatico, dos antigenos de superficie do virus da
hepatite B (AgHBs), do virus da hepatite Delta (AgHD) e do virus da FA,
utilizando método Imuno-histoquimico nos materiais provenientes do Servico
de Viscerotomias do Servico Cooperativo Brasileiro de Febre Amarela
(Richard, 1937) nos pareceu uma abordagem que permitiria esclarecer a
etiologia destes casos.

Em casos entdo bem caracterizados de FA e de HL, procuramos
avaliar os padrdes de morte celular, com especial énfase na apoptose
(Quaresma et al., 2005), na presenca de dano vascular e de seu efeito no
tecido hepatico, com base na morfogénese de lesbes proposta por Wanless
(2002) em estudos de hepatites cronicas e cirroses hepéaticas, nos padrbées
de fibrose (Thung e Gerber, 1982, Andrade et al., 1997) e de regeneracéo
hepatocelular.

Além do amplo estudo morfolégico e de caracterizacdo etiologica
deste grupo de casos, que incluem os primeiros reconhecidos como hepatite
de Labrea no Brasil (Leite et al., 1966), devemos ressaltar a importancia de
ampliarmos os conhecimentos sobre a FA e a HL pois, mesmo com a
implantacdo dos programas de controle dos vetores e vacinacdo da
populacdo, que aparentemente determinaram a erradicacdo da febre

amarela urbana desde 1942, ela persiste em ciclos silvestres, mantidos entre
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primatas da selva amazonica, com a participacdo de vetores silvestres.
Evidéncias recentes comprovam, adicionalmente, que a FA vem se
expandindo para fora das regides endémicas, estendendo-se para as regioes
leste e sul do Brasil, segundo dados do Ministério da Saude (Figura 1). O
acesso do homem a floresta em diversas atividades, sejam de trabalho,
sejam de lazer, sem a prévia vacinacgao, o expde a doenca. Por outro lado, o
retorno do mosquito Aedes aegypti, conhecido vetor da FA, as cidades
brasileiras desde 1967, mantém as populacdes ndo vacinadas, especialmente
aquelas que se encontram nas areas em torno das zonas endémicas, sob

constante risco de acometimento (Ministério da Saude, 2005).

Area Endémica

Estados. 12
Populagdo: 29,327 171 hab.

. : Area de Transigio
Area Endémica Estados:  parcialmente 7

" Populagao: 22 347 837 hab.
. Area de Transigao Area Indene

Estados: 8 & parcialmente 7
Populacdo: 109.660.162 hab

Aiea de Risco Potencial

Estados:  parcialmente 3
Populagdo: 4,777,348 hab

. Area indene

Area de Risco Potencial

Figura 1l - Areade risco para febre amarela silvestre - Brasil 2003 [Fonte: Secretaria
Vigilancia em Salude / Ministério da Saude, 2005]



INTRODUCAO - 5

Em relacdo a hepatite de Labrea, o risco de infeccéo pelo VHB e pelo
VHD, persiste até hoje, uma vez que a regido amazonica se mantém,
mesmo apos significativa reducéo das taxas de prevaléncia com a vacinacdo
para o VHB, em niveis ainda consideravelmente superiores aos relatados
em outras regides do pais (Assis et al., 2004, Braga et al., 2005, Parana e

Almeida, 2005, Viana et al., 2005).
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1) Analisar trés séries de grande relevancia histérica, compreendendo
um total de 42 casos de hepatopatias fulminantes da regiao Amazonica.

2) Avaliar a possibilidade de deteccdo imuno-histoquimica de
antigenos dos virus da hepatite B, da hepatite D e da febre amarela nestas
amostras arquivadas em condi¢des habituais por até sete décadas.

3) Estudar aspectos morfolégicos e imuno-histoquimicos no
diagnéstico diferencial entre hepatite de Labrea e febre amarela.

4) Em casos bem caracterizados de hepatite de Labrea e de febre
amarela, aprimorar o conhecimento de aspectos da morfogénese da morte
hepatocelular, de eventual fibrose, relacionando-as aos padrdes de
regeneracdo e de lesdes vasculares, conforme recentemente descrito na

génese de hepatopatias cronicas.



3 REVISAO DA LITERATURA
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As hepatopatias fulminantes tém sido, ha muito tempo, problemas de
salde publica no mundo inteiro, com o primeiro relato publicado em 1824,
por Morgani (apud Gayotto e Alves, 2001). A etiologia do processo esta
relacionada diversos fatores, dentre os quais destacamos agentes toxicos e
biologicos, especialmente os virus (Arora et al., 1996), tais como os das
hepatites A (Masada et al., 1993), B (Trepo et al., 1976; Ehata et al., 1993), C
(Krawczynski et al., 1992; Kobayashi et al., 1993; Féray et al., 1993; Chu et al.,
1999), D (Rizzetto et al., 1984; Craig et al., 1986; Fonseca et al., 1988;
Fonseca et al., 1994), E (Nanda et al., 1994; Arora et al., 1996) e G (Wu et al.,
1998), além dos virus da FA (Strano, 1976b; Vasconcelos et al., 1997), da
Dengue (Subramanian et al.,, 2005), Herpesvirus hominis (Anuras e
Summers, 1976; Holdsworth et al., 1976; Moedy et al., 1981; Taylor et al.,
1981; Lachaux et al., 1986; Benador et al., 1990; Miyazaki et al., 1991;
Johnson et al., 1992; Wolfsen et al., 1993; Farr et al., 1997; Irie et al., 1998;
Chaveau et al., 1999; Velasco et al., 1999), Adenovirus (Salt et al. ,1990),

Citomegalovirus (Salt et al., 1990) e o virus Epstein-Barr (Salt et al., 1990).
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3.1 A Febre Amarela no Brasil

Segundo os relatos de Franco (1976), em seu livro Historia da Febre
Amarela no Brasil, na regido Amazodnica, tanto brasileira quanto dos paises
sul-americanos vizinhos (Colémbia, Venezuela, Bolivia, Peru, Equador e
Guiana Francesa), surtos de febres hemorragicas/ictéricas vinham sendo
descritos ha muito tempo (Bauer e Kerr, 1933). Em 1850 eclodiu, em Belém
do Pard, o primeiro surto de FA, trazido de Pernambuco por barcos com
doentes a bordo. A doenca entédo se alastrou para o interior do estado e para
o vizinho estado do Maranhdo por meio de embarcacdes. No Amazonas, 0
primeiro caso de FA foi identificado em Manaus, em 1856. Os surtos
amarilicos se estendiam, naquela época, por todo o Brasil, tanto nas cidades
portuarias quanto na zona silvestre, levando a milhares de 6&bitos e
despertando uma intensa preocupacao nos servicos publicos de saude.
Apés o reconhecimento de que a FA era transmitida por mosquitos (Reed
apud Franco, 1976), foram iniciados trabalhos com o objetivo de erradicar o
vetor urbano, Aedes aegypti, dentre outros por Emilio Ribas em Sao Paulo
(1901) e, posteriormente, por Oswaldo Cruz no Rio de Janeiro (1903) e
também em Belém do Para (1911). Apesar dos esforcos, ndo se conseguia o
controle da doenca, que também se alastrava pelo interior, nas zonas rurais.
Em 1929, estabeleceu-se entdo um convénio entre o governo brasileiro e a
Divisdo Sanitaria Internacional da Fundacdo Rockefeller, na tentativa de
organizar, em carater permanente, o combate a febre amarela. Foi
determinado que aquela Fundacdo seria responsavel pela profilaxia na

regido norte, que se definiu como se estendendo desde a Bahia até o
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Amazonas, ficando as demais areas sob o controle do Departamento
Nacional de Saude Publica. Além do combate ao mosquito transmissor, em
1932 foi instituida a prética de viscerotomias hepéaticas (Soper et al., 1934 e
Rickard, 1937), que deveria ser aplicada a todos os pacientes que fossem a
Obito com quadros febris com menos de 11 dias de evolucdo. Tais praticas ja
haviam sido instituidas na capital federal (Rio de Janeiro) desde 1930 e
também ja vinham sendo utilizadas em Sergipe desde 1928. As amostras de
tecido hepatico eram entdo enviadas ao Laboratério de Histopatologia do
Servigo de Estudos e Pesquisas sobre a febre amarela, localizado no Rio de
Janeiro, para exame histopatolégico'. Além de possibilitar o estudo
histopatolégico e a confirmacdo dos casos de FA, o acumulo de grande
namero de amostras de tecido hepético, segundo Soper et al. (1934)
possibilitaria a avaliacdo histopatolégica de outras doencas hepéticas
através de suas caracteristicas morfologicas préprias. Assim € que
Madureira-Para!, em relatério ndo publicado sobre o estudo de 208.329
amostras de figado obtidas de viscerotomias realizadas entre 1930 e 1940,
identificou 375 casos de “atrofias agudas e sub-agudas”, nome dado por
aguele autor para as hepatites agudas fulminantes. Dentre estas, cerca de
24% de casos correspondiam a hepatites por tetracloreto de carbono, sendo
os demais 76% dos casos de provavel etiologia viral, de acordo com o

esperado para aquela época (Clementino Fraga Filho apud Dias, 1981).

Madureira Pard JF. - Relatorio de estudos sobre todos os casos de Atrofia Hepatica
existentes na colecdo de amostras de tecidos do Laboratério de Histopatologia do
Servico de Estudos e Pesquisas sobre a Febre Amarela para o periodo de 1930 a 1940,
Rio de Janeiro, Brasil, 1941 [ndo publicado].
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3.2 Hepatite de Labrea

Em 1965, ao receber amostras de figado de pacientes procedentes da
cidade de Labrea, no Amazonas, obtidas a partir de casos de surto de
doenca grave, de carater endemo-epidémico, que atingia principalmente
criancas e adultos jovens, com evolucdo rapida para o Obito de quadros
febris com ictericia discreta, ao qual se acresciam vémitos “em borra de
café”, Dias (1981) identificou um quadro histopatolégico diferente daquele
gue estava habituado a ver nas hepatites até entdo descritas naquela regiao.
Com a participacdo de outros patologistas e também incluindo casos
provenientes de Rond6nia, foi entdo descrita a doenca de Labrea (Leite et al.,
1966), e seus aspectos histopatolégicos de “grave atrofia hepética, do tipo
agudo ou sub-agudo, com necrose hialina, degeneracdo gorda grave e
hidrépica, com configuracdo tipica de grandes ‘células em aranha’,
preservacao da estrutura canalicular e escasso infiltrado linfocitario” ficaram
assim definidos.

Achados semelhantes ja haviam sido descritos por Gast-Galvis (1941
e 1945) em surtos de hepatite ocorridos na Colémbia e por Boshell @pud
Dias, 1981) que, em levantamentos epidemioldgicos com dados regressivos,
ressaltou que surtos de doenca semelhante eram bem lembrados por
ribeirinhos da regido do rio Purus desde 1927. Seguiram-se entédo diversas
publicagBes nacionais e internacionais sobre a doenca de Labrea, ambém
chamada de “febre negra” da Amaz6nia ou hepatite de Labrea, como passou
a ser chamada com a constatacdo das lesGes hepéticas que sugeriam a

natureza viral desta enfermidade (De Paola et al., 1967 e 1968; Costa, 1970;
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Rodrigues Filho et al., 1971; Dias e Moraes, 1973; Strano, 1976a; Santos, 1978;
Bensabath e Dias, 1983; Andrade et al., 1983b; Fonseca et al., 1983; Santos,
1983), com a descricdo dos aspectos clinicos, epidemioldgicos e
histopatoldgicos da doenca.

Em outros pontos do Brasil fora da regido amazoénica (Andrade et al.,
1983a e 1983b, Paiva et al.1983, Pereira et al., 1993), assim como em areas
da amazobnia fora do Brasil (Le Pelletier et al., 1968, Popper et al., 1983,
Hadler et al., 1984, Ljunggren, et al., 1985, Buitrago et al., 1986a e 1986Db)
tem sido descritos casos com quadros clinicos e alteracbes histolégicas
semelhantes as encontradas na HL.

Em 1985, Dias e Coura, na tentativa de verificar a possibilidade de uma
anterior existéncia e diversificada distribuicdo da HL, reviram as amostras de
viscerotomias hepéticas provenientes da Amazénia, acumuladas entre os anos
de 1934 e 1940 e originalmente rotuladas como atrofias hepéticas, publicando
estudo de revisdo do material de viscerotomias hepéticas do relatorio de
Madureira-Parad?, no qual identificaram 11 casos com alteracdes morfologicas
compativeis com as da HL, o mais antigo datado de 1935, provenientes da
regido amazonica brasileira, colombiana e peruana. Os autores comentaram a
associacao do antigeno de superficie da hepatite B e do antigeno Delta com a
HL e o possivel papel dos mesmos na peculiar apresentacdo morfolégica desta
doenca, concluindo que esta forma grave de hepatite certamente seria um
problema mais antigo e mais difundido na Amazonia do que se supunha. Parte

de nosso material de estudo provém destes casos.

Zid. ibid. p. 11
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Em 1973, Bensabath e Boshell j& haviam demonstrado a presenca do
antigeno “Australia”, como entdo era conhecido o AgHBs, em altos niveis
nos soros obtidos de pacientes do surto de HL de 1965, no qual Dias (1981)
havia reconhecido os aspectos histopatoldgicos da HL, assim como nos
contatos e na populacao ribeirinha do Purus, estabelecendo relacdo desta
forma de hepatite com o VHB e demonstrando sua presenca endémica na
populacdo amazénica naquela época.

Também em bases sorolégicas, a presenca do VHD foi descrita na
populacdo amazobnica, sendo nos casos de doenca fulminante o padréo
sorolégico mais frequente o de portadores cronicos do VHB com superinfeccéo

pelo VHD (Bensabath et al., 1987a, Fonseca et al., 1988 e 1992).

3.3 Identificacdo de Antigenos Virais

A identificacdo de antigenos virais em tecido hepatico com a utilizacéo
da técnica de Imuno-histoquimica é considerada de grande valor no estudo
de casos de febres hemorragicas de evolucdo fatal, com sensibilidade em
geral expressiva (Alves et al., 1980, De Brito et al, 1992, Alves et al., 1999).
Em regibes endémicas, em que a ocorréncia de casos é esporadica, 0
diagndstico etiolégico pode ser dificultado, especialmente quando héa
limitacbes na obtencdo de dados clinicos e na coleta de sangue para o
diagndstico sorolégico. Nessas regifes, as amostras de tecido hepatico
fixado em formol freqientemente s&o a Unica fonte para o esclarecimento da

etiologia (De La Monte et al., 1983).
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3.3.1 Febre amarela

A primeira publicacdo, de nosso conhecimento, sobre a identificacéo
do antigeno viral da FA por Imuno-histoquimica em tecido hepatico humano
de pacientes que morreram de febre amarela foi feita por De La Monte et al.,
1983, com a observacdo de depdsitos granulares nos citoplasmas dos
hepatocitos extensamente distribuidos nos l6bulos hepéaticos. Estes autores
relatam insucesso com a utilizacéo da técnica de Imunofluorescéncia devido
a intensa coloracao de fundo observada.

Em 1984, Schatzmayr et al. relatam a utlizacdo de técnica de
Imunofluorescéncia direta para a pesquisa de antigeno do virus da FA em
tecido hepatico fixado em formol e incluido em parafina com resultados
satisfatorios apds a digestao em tripsina.

Monath et al. (1989) descreveram a utilizacdo de técnicas de
Hibridizacdo de acidos nucléicos para a deteccdo de &cido ribonucléico
(RNA) do virus da FA e de Imuno-histoquimica para a deteccdo do antigeno
viral em figados humanos fixados em solu¢cdo de Bouin e enfatizaram a
imuno-localizacdo do RNA viral, por Hibridizacdo, em hepatdcitos medio-
zonais em processo de necrose. Antigenos virais, porém, nao puderam ser
detectados por Imuno-histoquimica nos materiais que estavam armazenados
a temperatura ambiente por 23 anos.

Hall et al., em 1991, estudando amostras de figado provenientes do
Brasil e do Peru utilizando Imuno-histoquimica demonstraram a presenca do
antigeno da FA em quase todos o0s casos com quadros clinico e

histopatoldgico tipicos, em 67% dos casos com diagndéstico clinico sugestivo
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e alteracdes histolégicas ndo totalmente caracteristicas de FA e em apenas
um dos casos com outros diagndsticos, enfatizando a seguranca do método
no diagnostico daquela doenca.

Em 1992, De Brito et al. apresentaram método Imuno-histoquimico
para a deteccdo do antigeno de FA, utilizando anticorpo desenvolvido pelo
Servico de Virologia do Instituto Adolfo Lutz, S&o Paulo e demonstraram, em
material de autdpsia, sua expressdo em hepatdcitos, em corpusculos de
Councilman, em células de Kupffer, em células epiteliais dos tubulos renais e
em fibras miocéardicas em trés pacientes com quadros clinicos fatais de FA, com
histéria de viagem recente a regiées de selva onde esta doenca é endémica.

Ricaurte et al. (1993) descreveram a utilizacdo do método Imuno-
histoquimico no diagnéstico da FA em casos ocorridos na Coldémbia entre
1934 e 1992, encontrando uma sensibilidade de 98,30% na deteccédo da
expressao do antigeno viral em tecido hepéatico. Por outro lado, a pesquisa
em amostras de figado com outras doencas, inclusive de casos de co-
infeccdo dos virus das hepatites B e Delta com evolucdo fulminante foi
negativa em todos, indicando especificidade de 100% naquela série.

Recentemente, Quaresma et al. (2003) demonstraram a expressao
Imuno-histoquimica do antigeno da FA em hepatdcitos preferencialmente
medio-zonais, em coincidéncia com a expressdo do marcador de apoptose
APOPTAG, estabelecendo um vinculo entre o antigeno viral e esse
mecanismo de morte celular, corroborando prévios achados morfoldgicos

(De Brito et al., 1992).
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3.3.2 Hepatite de Labrea

A busca de meios que permitam estabelecer o diagnéstico etioldgico
nas hepatites virais em tecido hepatico fixado em formol e processado em
parafina tem sido constante, com o desenvolvimento de métodos
progressivamente mais sensiveis, especificos, com custos viaveis e
tecnicamente aplicaveis na rotina diagnostica.

Assim é que Shikata et al. (1974) descreveram a primeira coloragao,
com a utilizacdo da orceina, planejada para a localizacdo, por método
histoquimico, do antigeno Australia (Au) em tecido hepatico em cortes
histolégicos incluidos em parafina, de pacientes com aquele antigeno
detectavel no soro, demonstrando sua localizagdo citoplasmatica em
pacientes com hepatite e cirrose hepatica. Aqueles autores comentaram que
métodos de Imunofluorescéncia e Imuno-microscopia eletrbnica j& haviam
sido utilizados com esse objetivo.

Huang (1975), apresentou método Imuno-histoquimico para a
demonstracdo do AgHBs e do antigeno do core (AgHBc) do VHB, em amostras
de figado obtidas em autdpsias, fixadas em formol e incluidas em parafina, de
dois pacientes com sorologia evidenciando anticorpos contra esses antigenos.
As expressoes citoplasmatica do AgHBs e nuclear do AgHBc foram, naquele
estudo, demonstradas e a pesquisa por Imunofluorescéncia em amostras
congeladas apresentou reatividade semelhante em hepatdcitos. A importancia
da Imuno-histoquimica no diagnostico etiol6gico das hepatites pelo virus B,
revelando a preservacéo dos sitios antigénicos do AgHBs e do AgHBc apés

fixagdo em formol e processamento em parafina, ficou entéo estabelecida.
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Rizzetto et al. (1977) descreveram um novo antigeno, que eles
denominaram Delta, detectavel por Imunofluorescéncia direta nos nucleos
de hepatdcitos, em pacientes com doenca hepatica cronica e sorologia
positiva para o AgHBs. O padrao de fluorescéncia nuclear foi semelhante ao
observado para o AgHBc e a discriminacao entre os dois s6 pbde ser feita
com a utilizacdo dos respectivos anti-soros especificos.Posteriormente o
mesmo grupo de pesquisadores identificou que tal antigeno correspondia a
proteina central de um virus RNA que passou a ser conhecido como virus da
hepatite D (Rizetto et al., 1983).

Em 1978, Sarno et al. apresentaram método Imuno-histoquimico para
a deteccdo do AgHBs em tecido hepatico fixado em formol e embebido em
parafina, com a utilizacdo do complexo peroxidase-anti-peroxidase (PAP),
comparando-0 com a pesquisa histoquimica pela orceina de Shikata e com a
Imunofluorescéncia indireta e ressaltaram que a Imuno-histoquimica
apresentava resultados claros, reprodutiveis, com a utilizacdo de microscopio
Otico e a que reacdo se mantinha por longo tempo.

Clausen e Thomsen (1978) demonstraram a presenca de AgHBs em
bidpsias hepaticas fixadas em formol e incluidas em parafina utilizando
comparativamente a técnica histoquimica pela orceina e a Imuno-peroxidase no
mesmo preparado histolégico, demonstrando a reatividade a Imuno-peroxidase
em todos 0s casos que eram positivos pela técnica da orceina, encontrando uma
sensibilidade maior da primeira para a deteccdo do AgHBs em tecido hepatico.

Alves et al. (1980) desenvolveram, de modo pioneiro no Brasil, a

deteccdo do AgHBs em tecido hepético, com todo o arsenal imunoldgico
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produzido na Secao de Imunologia do Instituto Adolfo Lutz. Aqueles autores
ressaltaram as vantagens desse método quando comparado com a
Imunofluorescéncia, pois pode ser aplicado em materiais fixados e
emblocados rotineiramente, permite a analise a microscopia 6tica ou
eletrdnica, com a visualizacdo dos detalhes morfolégicos dos tecidos com a
utilizac&o de contracorantes e a manutencao da reagao por tempo indefinido.

Govindarajan et al. (1985), estudando casos de hepatite fulminante
pelo VHD em pacientes com sorologia positiva para o AgHBs, encontraram,
a Imuno-histoquimica, AgHD em 80% dos espécimes hepéticos de
portadores cronicos do virus B, embora a pesquisa de AgHBs em tecido
hepatico ndo tivesse sido feita nesta série.

No mesmo ano de 1985, Fonseca et al. demonstraram, pela primeira
vez, a presenca simultdnea do AgHBs e do AgHD em hepatdcitos, em
amostras de figado de trés pacientes que foram a 6bito com quadros clinicos
de hepatite fulminante e com diagndstico histolégico de HL. Aqueles autores
enfatizaram a deteccdo do AgHD nos nlcleos de grande quantidade de
hepatdcitos, muitos deles com aspecto de células em morula e propuseram
que as irregularidades nucleares observadas nestas células deveriam estar
relacionadas ao efeito citopatico do VHD. Eles sugeriram ainda que a HL
poderia ser causada tanto pela co-infeccdo de VHB e VHD, quanto pela
superinfeccado do VHD sobre portadores cronicos do VHB.

Pacchioni et al. (1992) descreveram a deteccdo do RNA gendémico do
VHD por técnica de Hibridizacao in situ ndo isotopica, demonstrando sua presenca

exclusivamente no nucleo de hepatdcitos de todos os pacientes portadores de



REVISAO DA LITERATURA - 20

infecgdo crbnica pelo VHD testados. Concluiram entdo que esta técnica rapida,
sensivel e especifica, poderia ser facilmente aplicada na rotina histopatoldgica,
permitindo a correlagdo com a morfologia do nucleo dos hepatdcitos.

Mais recentemente, Simonetti et al. (2002), estudando amostras de
viscerotomias hepéticas da regido amazénica, a maioria oriunda da area da
cidade de Labrea, detectaram a expressdo de AgHBs em hepatdcitos, com a
utilizacdo da técnica de Imuno-peroxidase e nenhuma amostra positiva para
o AgHD ou para o virus da FA, estes avaliados por método de Imuno-
fluorescéncia. Aqueles autores comentaram que tais resultados poderiam
resultar de possivel menor sensibilidade destas técnicas para a deteccao

destes antigenos.

3.4 Avaliacao de Fibrose

Thung e Gerber (1983), estudando a correlacdo da quantidade de
fibras elasticas em tecido hepatico com o tempo de duracdo da doenca, em
pacientes autopsiados por necrose hepatica macica, mostraram que esta
correlagdo permite estimar a idade da leséo.

Pickering e Boughner (1991) descreveram, em modelo experimental,
a utilizacdo de combinacdo da coloracdo pelo Picrosirius vista sob luz
polarizada monocroméatica com a digitalizacdo de imagens e quantificacdo
observando que, com a evolucdo da fibrose, o nivel de cinza aumenta
progressivamente com a progressao da cicatrizagdo, permitindo determinar

a maturidade da lesao fibrosa.
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Andrade et al. (1997) estudando, também em modelo experimental,
lesBes fibréticas coletadas em diferentes tempos de evolugcédo clinica,
concluiram que, a simples determinacdo da agregacado do colageno com a
utilizacdo da coloracao pelo Picrosirius analisada sob luz polarizada, poderia
ser util na criacdo de modelos matematicos que permitissem avaliar a
evolucdo da doenca para a fibrose. Demonstraram ainda que as fibras
colagenas do tipo lll, que se apresentavam como finas fibras fracamente bi-
refringentes em verde, predominavam nos estagios iniciais da fibrose e as
fiboras do tipo |, espessas, agregadas e fortemente bi-refringentes em

vermelho ou amarelo, predominavam com a progressao da fibrose.

3.5 Dano Vascular

Estudos realizados na ultima década tém destacado a necessidade de
se avaliar mais detalhadamente o papel do dano vascular como fator
associado a lesdo hepatocelular na morfogénese de doencas crénicas como
a hepatite crbnica e a cirrose hepatica. Tais lesdes tém sido relacionadas ao
surgimento de fendmenos degenerativos, necroticos e regenerativos dos
hepatécitos. Dentre as lesdes vasculares hepaticas, parecem merecer
especial destaque os achados de obstrucdo vascular, flebite de veias portais
elou centro-lobulares, proliferacéo arterial (angiogénese), atrofia e extingao
parenquimatosas e aproximacao de estruturas portais e/ou de veias centro-
lobulares (Tanaka e Wanless, 1998; Wanless et al., 2000; Wanless, 2002;

Wanless, 2004).
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A obstrucdo vascular, segundo estes autores, na maioria dos casos
das hepatites, se daria por trombos ou hiperplasia de intima, por vezes
relacionada a prépria flebite das veias portais e/ou centro-lobulares ou por
contigliidade ao processo inflamatorio nos tecidos vizinhos a estes vasos.

Ainda, segundo o0s conceitos de Wanless, 2002, a atrofia
parenquimatosa seria reconhecida como uma regido com diminuicdo no
tamanho dos hepatdcitos, com escassa ou henhuma fibrose parenquimatosa e
seria causada pela obstrucdo do ramo da veia porta. Extingdo do parénquima
hepatico se constituiria da perda de hepatdcitos contiguos, associada a fibrose
parenquimatosa. Poderia advir da obstrugdo simultanea da veia e artéria portais
ou, mais freqientemente, de ramos da veia porta e da veia centro-lobular
conjuntamente. Tanto a atrofia, quanto a extingdo do parénquima poderiam
levar a uma aproximacao entre espacos-porta e veias centro-lobulares. Como
consequéncia da atrofia ou da extingdo parenquimatosas, ocorreria uma
hiperplasia hepatocelular secundéria, regenerativa (Wanless, 1990; Tanaka e

Wanless, 1998; Wanless et al., 2000; Wanless, 2002).

Os avancos no conhecimento de aspectos histolégicos de lesdo
hepatocelular, vascular e da fibrogénese hepética revistos nesta introducéo
motivaram-nos ao presente estudo, com a perspectiva de sua avaliagdo em
trés séries historicas de casos de hepatopatias fulminantes da Amazonia,
visando especialmente a caracterizacdo etioldgica e ao aprimoramento do

conhecimento da morfogénese dessas intrigantes lesdes.



4 METODOS



METODOS - 24

4.1 Material

Foram estudados 42 casos provenientes de trés diferentes grupos de
pacientes, cujos materiais de viscerotomias foram colhidos segundo
protocolos do Servigo Cooperativo de Febre Amarela, mantido pelo Governo
Brasileiro e pela Fundacao Rockefeller a partir do ano de 1932 (Soper et al.,
1934; Richard, 1937). Segundo este protocolo, todos os casos de 6bito em
gue, na evolucao clinica prévia, fossem constatados ictericia e fendbmenos
hemorragicos, especialmente hematémese, com a duracdo do quadro
inferior a 11 dias, deveriam ser submetidos a viscerotomias e os fragmentos
hepéticos entdo obtidos encaminhados a centros nacionais de referéncia
(Franco, 1976).

O primeiro grupo compreendeu 13 casos de material de viscerotomias
hepaticas enviadas a Fundacao Instituto Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro entre

1932 e 1940 (Quadro 1).
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Quadro 1 - Casos da Fundacéo Instituto Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro -

1930 a 1940
. A Tempo de Idade
Ano Registro | Procedéncia | doenga Sexo
(dias) (s,
1932 13.700 Amazonas 3 F 14
1932 14.185 M 19
1934 43.753 Amazonas 4 F 19
1935 58.930 Amazonas 8 M 22
1936 80.325 Acre 7 M 17
1936 83.357 Colombia 9 M 42
1936 90.332 Para 4 F 1
1938 147.590 Amazonas 4 F 20
1938 147.591 Amazonas 7 F 23
1939 165.300 Labrea (AM) 6 F 2
1939 171.414 Amazonas 4 F 19
1939 172.567 Mato Grosso M 3
1940 198.348 Acre 4 M 4

F = feminino; M = masculino

O segundo grupo,

de 22 casos,

compreendeu material de

hepatopatias fulminantes enviadas ao Instituto Evandro Chagas, Belém,

Para, entre os anos de 1965 e 1972 (Quadro 2).
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Quadro 2 - Casos do Instituto Evandro Chagas, Belém - 1965 a 1972

. A e ol ldade

Ano | Registro Procedéncia doenca Sexo
(dias) (s,

1965 648 Labrea (AM) 5 F 11
1965 649 Labrea (AM) 4 F 9
1966 1.003 Labrea (AM) 4 M 12
1967 1.276 Paragominas (PA) 5 M 24
1967 1.374 Labrea (AM) 5 M 3
1968 1.553 Belém (PA) F 18
1969 1.842 Porto Velho (RO) 15 M 33
1969 1.860 Porto Velho (RO) 3 M 3
1969 1.901 Itaituba (PA) 10 M 22
1969 1.918 Porto Velho (RO) 3 M 42
1969 1.928 Porto Velho (RO) M 22
1969 1.929 Porto Velho (RO) M 13
1970 2.148 Porto Velho (RO) M 36
1970 2.312 Santarém (PA) 10 F 40
1970 2.388 Porto Velho (RO) M *
1971 2.567 Porto Velho (RO) M 8
1971 2.569 Castanhal (PA) M 13
1971 2.573 Labrea (AM) F
1971 2.585 Marabé (PA) M
1971 2.586 Braganca (PA) M
1972 2.594 M 19
1972 2.606 Transamazonica (PA) M 20

F = feminino; M = masculino
* Paciente indicado como adulto na fonte consultada

O terceiro grupo, de sete casos, de pacientes de origens diversas e,

na maioria das vezes nao referida, cujo material havia sido enviado a

Fundagéo Instituto Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro entre os anos de 1947 e

1949, sob suspeita de febre amarela (Quadro 3).
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Quadro 3 - Casos suspeitos para febre amarela da Fundagéo Instituto
Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro - 1947 a 1949

Registro Procedéncia
13.093 Série X
390.132

393.098
396.680 Bolivia
398.353

398.354
398.368 Amazonas

Todos os casos estavam sob a guarda do Doutor Leonidas Braga
Dias, do Nucleo de Patologia da Universidade Federal do Para, ja tendo sido
motivo de diversas publicacGes prévias (Leite et al. 1966; De Paola et al.,
1967; Dias e Moraes, 1973; Dias e Coura, 1985; Bensabath et al., 1987a) e
nos foram por ele cedidos para o presente estudo.

O protocolo de pesquisa foi aprovado pela Comisséo de Etica para
Andlise de Projetos de Pesquisa da Faculdade de Medicina da Universidade

de S&o Paulo em 10 de abril de 2002, sob o nimero 223/02 (Anexo A).

4.2 Métodos

Critérios de inclusdo: disponibilidade de blocos de parafina, boa
preservacdo tissular e concordancia diagndstica morfolégica entre o
orientado e o orientador nos diagnosticos de FA e de HL.

Critérios de exclusdo: autdlise, diagnéstico morfolégico de outras
doencas hepéticas que nao febre amarela e hepatite de Labrea e expresséo
simultdnea do antigeno da FA e dos antigenos AgHBs e/ou AgHD na

amostra de tecido hepatico a avaliacdo Imuno-histoquimica.
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Estabelecidos estes critérios, seguiu-se o indicado na Figura 2.

42
Casos iniciais

v

Avaliagdo morfoldgica - Critérios de exclusdo

v

Critérios . Numero de casos
Autolise 11
Hepatite por droga 2
Inconclusivos 1
Qutros diagnasticos 4
Total de casos excluidos 18

24 Casos apds avaliagao morfolagica

- Febre Amarela: 13 casos
- Hepatite de Labrea: 11 casos

v

Deteccao dos antigenos virais
por imuno-histoquimica

v

* 5 casos com
superposicio de
19 casos antigenos de
bem caracterizados febre amarela e
x hepatite de ldbrea
10 casos 9 casos
Febre Amarela Hepatite Labrea

Figura 2 - Fluxograma do trabalho
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As avaliagcbes comparativas foram entdo aplicadas neste grupo de
19 casos morfologicamente e antigenicamente bem caracterizados de FA
(10 casos) e de HL (nove casos).

De todos os casos estavam disponiveis laminas histologicas originais
e blocos de parafina, além de dados clinicos e epidemiol6gicos parciais.

Para a avaliagdo morfologica, as laminas originais foram revistas e, a
partir dos blocos disponiveis, foram realizados novos cortes, com a
preparacdo de novas laminas, que foram coradas pela hematoxilina-eosina
(HE), tricromico “chromotrope aniline blue” (CAB), reticulina de Gomori e
método de Verhoeff para fibras elasticas, segundo técnicas ja estabelecidas
(Armed Forces Institute of Pathology, 1957).

Os casos foram, antes de qualquer outro procedimento, examinados
independentemente pelo pés-graduando e pelo orientador, sem conhecimento
do grupo de origem, dos dados clinicos, epidemiolégicos e/ou dos
diagnésticos prévios e foram avaliadas as alteracdes morfologicas segundo
conceitos previamente estabelecidos na literatura mundial (Rugge et al.,

1983; Gayotto e Alves, 2001), conforme as especificacbes abaixo descritas.

4.2.1 Avaliacdo morfoldgica

Balonizagdo: aumento do volume celular do hepatocito com
empalidecimento das reacdes tintoriais do citoplasma resultante de
alterac6es funcionais da bomba de sd6dio, com retencéo citoplasmética de

agua e deste ion.
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Corpusculos acidoéfilos: correspondem a hepatécitos em apoptose,
habitualmente células isoladas, com citoplasmas retraidos, densos,
eosinofilicos e nucleos com alteracdes degenerativas, representadas por
picnose, cariorrexis e cariolise, por vezes com total desaparecimento dos

mesmos.

CorpuUsculos ocres: granulos de cor amarela ou ocre, vistos nos
citoplasmas de hepatdcitos, macréfagos e células de Kupffer por deposicéao
de pigmento ceréide, resultante da fagocitose de grandes quantidades de
restos de membranas celulares provenientes de lesdo e destruicdo intensas

de hepatdcitos (Villela, 1941).

Alteracdes citoplasméticas:

a) Esteatose - Caracterizada pela visualizacdo das imagens negativas,
vazias, deixadas pela digestdo, durante o processamento histolégico
habitual, das goticulas de gordura, predominantemente triglicerideos,
acumuladas nos citoplasmas dos hepatocitos. Pode se apresentar em dois
padrdes:

- Esteatose micro-vesicular: multiplos pequenos vacuolos de gordura
no citoplasma de cada célula hepatica, que se mostra claro, com ndcleos em
posicéo central.

- Esteatose macro-vesicular: grandes vacuolos de gordura em
geral Unicos em cada hepatdcito, que rechacam o nlcleo para a

periferia.
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b) Células em moérula: também chamadas células em aranha (Gast-
Galvis, 1945), representam hepatdcitos exibindo intensa balonizacéo, com
contornos lobulados, imagens negativas de goticulas de gordura sob a forma
micro-vesicular acima descrita, com nucleos aumentados de volume,

lobulados, por vezes com nucléolos evidentes (De Paola et al., 1967).

Necrose hepatocelular litica - Extensao: hepatécitos necréticos se
mostram tumefeitos, com fragmentacéao citoplasmatica e nuclear, geralmente
agrupados, por vezes circundados por exsudato leucocitario. E dividida,
segundo sua extensdo, em:

a) Necrose focal: acomete hepatdcitos isolados ou pequenos
grupamentos celulares.

b) “Spotty necrosis” ou ‘drop-out necrosis”: quando a necrose focal
toma aspecto litico, com desgarramento dos hepatdcitos das trabéculas.

c) Necrose confluente: areas de necrose mais extensas, com grupos
maiores de hepatécitos de diversas trabéculas necréticos, permeados por
leucécitos. Também chamada “em ponte”, quando ha confluéncia entre
areas contiguas de necrose, formando pontes que unem espacos-porta e/ou
veias centro-lobulares.

d) Necrose submacica: acomete quase toda a extensdo dos l6bulos
hepéticos examinados, deixando, porém areas preservadas nas zonas 1
(peri-portal) ou 3 (centro-lobular).

e) Necrose macica: acomete toda a extensdo dos l6bulos hepaticos.
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Necrose hepatocelular - localizagao:

a) Necrose na zona 3: necrose centro-lobular.
b) Necrose na zona 2: necrose medio-zonal.
c) Necrose na zona 1: necrose peri-portal.

d) Necrose panacinar: quando acomete as trés zonas acima.

“Spill-over”: extravasamento de linfécitos para a interface
paréngquima-mesénquima do espaco porta, ndo caracterizando a presenca

de necrose em saca-bocados.

“Necrose em saca-bocados”: hoje chamada de hepatite de
interface, corresponde a morte de hepatdcitos da interface parénquima-
mesénquima na periferia de espacgos-porta, mediante apoptose, geralmente

acompanhada de infiltrado de mononucleares.

Infiltrado inflamatério - tipo e distribuicdo: diversas células
mediadoras de inflamacdo podem ser vistas em doencas hepéticas. A
presenca ou auséncia de células inflamatérias e, quando presentes, sua
semiquantificagdo, podem fornecer informag¢des importantes quanto aos
mecanismos implicados e sua etiologia. O infiltrado leucocitario sera
discriminado de acordo com o tipo celular (linfocitos, histiécitos,
plasmacitos, neutrdfilos e eosindfilos) e com a sua distribuicdo, em portal

e/ou lobular.
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Células de Kupffer: presenca de hipertrofia e/ou de hiperplasia de

células de Kupffer.

Regeneracdo hepatocelular: é caracterizada, morfologicamente, ora
pela presenca de hepatdcitos com nucleos aumentados de volume, com
contornos irregulares, nucléolos evidentes, bi-nucleacdes, multinucleacdes
(consideramos multinucleacdo quando observados trés ou mais nudcleos por
hepatdcito), ora pela existéncia de laminas duplas de hepatdcitos, ora ainda
pela transformacdo pseudo-acinar, caracterizada por varios hepatdcitos
volumosos  concentrados, formando  estruturas pseudo-acinares
centralizadas por canaliculos pouco dilatados, localizados no interior dos
I6bulos hepéticos.

Proliferacdo ductular / Reacdo ductular: é resposta frequente a
agressao ao tecido hepatico e caracterizada pela proliferacdo de ductulos,
predominantemente na zona marginal do espaco-porta em casos de
doencas biliares e em areas de severa agressdao aos hepatdcitos,
especialmente com necrose confluente ou macica, aspecto compreendido

como “metaplasia ductal” ou como “reacao ductular” (Roskams et al., 2004).

Colestase: caracterizada pela deposicdo de pigmento bilirrubinico e
dividida em intracelular, quando no interior dos citoplasmas dos hepatdcitos
ou em forma de trombos ou cilindros biliares, quando no interior de

canaliculos dilatados.



METODOS - 34

Fibrose: a neoformacao conjuntiva obedece a padrdes diferentes em
diversas doencas hepéticas. A deposicdo de coladgeno ao redor de veia
centro-lobular pode ser vista na organizacédo dos septos passivos formados
por necrose hepatocelular e colapso reticulinico, na evolugdo das hepatites
agudas para cura ou para a cronicidade, notando-se também a producao de
coldgeno em espacos-porta. Nas hepatites crbénicas, 0s septos ativos sao
mais largos e arredondados, com restos celulares, infiltrado inflamatorio e
coladgeno em seu interior, podendo haver a formacédo de septos porta-porta
e, com o passar do tempo, também porta-centro.

No presente trabalho, para a caracterizacéo da fibrose, fizemos uma
avaliacdo semi-quantitativa da proporcao e distribuicdo do tecido conjuntivo
fibroso portal e lobular nas colorac6es pelo tricrémico de CAB e pelo método

de Verhoeff para fibras elasticas.

Semiquantificacdo das variaveis histolégicas: a semi-quantificacédo

das variaveis morfologicas foi efetuada de acordo com os seguintes critérios

aplicados aos cortes examinados (Quadro 4).

Quadro 4 - Critérios de semi-quantificacdo de variaveis histolégicas

Simbolo Interpretacéao
- Ausente

+ Exigua/Discreta: presente em pequena quantidade de células ou em
pequena area

++ Moderada: presente em um namero moderado de células ou em até
metade das superficies de corte examinadas

+++ Acentuada/Abundante: presente em numerosas células ou em mais
da metade das superficies de corte examinadas
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4.2.2 Avaliacao da matriz extracelular
4.2.2.1 Picrosirius - Hematoxilina

Para a avaliacdo de fibras colagenas foi utilizada a técnica histoquimica
pelo Método do Picrosirius com observacéo sob luz polarizada, realizada no
Laboratério de Biologia Celular da Universidade de S&do Paulo, segundo
protocolo a seguir, baseado em Montes, 1996:

SiHUS ReA® ..o, 0,29

Solucgéo saturada de &cido picrico.......... 100 ml

4.2.2.2 Procedimento

a) Os cortes histolégicos de 7 um de espessura foram distribuidos nas
laminas.

b) A desparafinizacdo dos cortes foi feita mediante incubacdo com
xilol a 60°C por 15 minutos, seguida de outra incubacdo com xilol a
temperatura ambiente por 15 minutos.

c) Hidratacdo dos cortes em concentracdes de etanol a 100% com
trés banhos de 30 segundos cada, etanol a 95%, 80% e 70% por 30
segundos, lavagem em agua corrente e agua destilada.

d) Coloragéo durante uma hora no Picrosirius a temperatura ambiente.

e) Lavagem em agua corrente por cinco minutos.

f) Coloragao pela hematoxilina de Harris por seis minutos.

g) Lavagem por 10 minutos em agua corrente.

h) Desidratagdo e montagem com laminulas.

¥ F3B200 - Mobay Chemical Co., Union, NJ, USA
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Esta metodologia nos permitiu avaliar o padréo de distribuicdo das
fibras colagenas, para a estimativa da idade das lesbes. Foi utilizado
microscopio Leica DMR com a visualizagdo dos cortes sob filtro de
polarizacdo, com captura, digitalizacdo das imagens microscoépicas e medida
da area, em micrémetros quadrados (um?) pelo Sistema Image Pro Plus
para a quantificacdo do coldgeno em espacos-porta e no I6bulo hepatico
separadamente.

Foi considerada a presenca e a quantidade de fibras colagenas em
espacos-porta e no parénquima hepatico, avaliando-se a quantidade de
fibras delgadas, fracamente birrefringentes e esverdeadas, presentes nas
lesbes mais recentes, representando colageno do tipo Ill, ou fibras mais
espessas, fortemente birrefringentes em cor vermelha ou amarela, presentes

nas lesdes mais antigas e representando colageno tipo I.

4.2.3 Avaliacdo dos vasos sangliineos hepaticos e da resposta

parenguimatosa as lesdes vasculares

Com base nos trabalhos que valorizaram as lesGes vasculares
hepéticas na patogenia das hepatites cronicas (Tanaka e Wanless, 1998;
Wanless et al., 2000; Wanless, 2002; Wanless, 2004), aplicamos os mesmos
critérios em nossos casos de Hepatopatias fulminantes.

Foram estudados, quanto a presenca ou auséncia:

a) Obstrucao vascular.

b) Flebite de veias portais e/ou centro-lobulares.

c) Proliferacéo arterial (angiogénese).
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d) Atrofia parenquimatosa.

e) Extingdo parenquimatosa.

f) Aproximagéao de estruturas portais e/ou de veias centro-lobulares.
Para estas avaliagbes foram utilizadas as coloragbes pela

hematoxilina-eosina, CAB e picrossirius-hematoxilina.

4.2.4 Avaliagdo Imuno-histoquimica

Paralelamente, foi instituido, no Laboratério de Imuno-histoquimica da
Divisdo de Patologia do Instituto Adolfo Lutz, Sdo Paulo, um protocolo de
reacdes Imuno-histoquimicas para a pesquisa dos seguintes antigenos,

mediante anticorpos correspondentes.

4.2.4.1 Marcadores etioldgicos

Antigeno HBs

Anti-HBs: anticorpo policlonal de coelho, produzido na Secdo de
Imunologia do Instituto Adolfo Lutz (Alves et al., 1980), em diluicdo
previamente otimizada 1/20.000, ndo tendo sido usado o sistema de

recuperacgao antigénica.

Antigeno da febre amarela

Anti-febre amarela: anticorpo policlonal de camundongo, produzido
no Servigo de Virologia da Divisdo de Biologia Médica do Instituto Adolfo
Lutz (De Brito et al., 1992) em diluicdo previamente otimizada 1/2.000. Foi

aplicado sistema de recuperacédo antigénica em panela de presséao.
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Antigeno Delta

Anti-Delta: anti-soro humano purificado por coluna de cromatografia a
partir de paciente portador de co-infec¢do VHD + VHB, gentilmente cedido
pelo Professor Mario Rizetto, Turin, Italia, em diluicdo previamente otimizada

1/2.000, ndo sendo usado sistema de recuperacao antigénica.

4.2.4.2 Marcador de regeneracao hepatocelular

“Proliferative cell nuclear antigen” (PCNA)

Anti-PCNA: anticorpo monoclonal de camundongo, clone PC10* em
diluigdo previamente otimizada 1/10.000. Foi aplicado sistema de

recuperacéo antigénica em panela de presséao.

4.2.4.3 Marcador de miofibroblastos ativados

Actina de musculo liso

Anti-Actina de musculo liso: clone 1 A4 em diluicdo previamente
otimizada 1/4.000. Foi aplicado o sistema de recuperacdo antigénica em
panela de pressao.

Utilizamos os critérios semiquantitativos constantes no Quadro 4 para
a avaliacdo da presenca e semiquantificacdo de células estreladas,

marcadas com o anticorpo 1A4, no parénquima hepatico.

4 DakoCitomation, CA, USA
5> DakoCitomation, CA, USA
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4.2.4.4 Marcador de células endoteliais
CD34

Anti-CD34: anticorpo monoclonal de imunoglobulina G de
camundongo, clone QBENd10° em diluicdo previamente otimizada 1/200.

Foi aplicado o sistema de recuperacdo antigénica em panela de presséao.

4.2.4.5 Sistemas de amplificacéo

Nas pesquisas imuno-histoquimicas de AgHBs, AgHD, CD34 e Actina
de mausculo liso, foi utilizada a amplificacdo pelo complexo Streptavidina-
biotina-peroxidase, de acordo com os principios de Hsu et al. (1981),

adaptados as condi¢Ges do Laboratério.

- Reacdo Imuno-histoquimica com amplificacdo pelo complexo

Streptavidina-biotina-peroxidase:

a) As laminas utilizadas na reacdo foram lavadas com detergente
neutro Extran’ a 1%, lavagem em agua corrente, agua destilada e secagem
em estufa. Seguiu-se o embebimento das laminas com adesivo 3-
aminopropyltriethoxysilane (APTS)® a 4% em acetona por um minuto, com
passagens em acetona antes e depois do embebimento com silano.

b) Os cortes histolégicos de 3 a 4 um de espessura foram distribuidos
nas laminas previamente tratadas com silano e colocados na estufa a 60°C
por 24 horas para melhor adeséo do corte.

c) A desparafinizagdo dos cortes foi feita mediante incubagdo com

% DakoCitomation, CA, USA
" Merck
8 SIGMA, USA
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xilol a 60°C por 15 minutos, seguida de outra incubacdo com xilol a
temperatura ambiente por 15 minutos.

d) Hidratacdo dos cortes em concentracdoes de etanol a 100% com
trés banhos de 30 segundos cada, etanol a 95%, 80% e 70% por 30
segundos, lavagem em agua corrente e agua destilada.

e) Recuperagédo antigénica, conforme o estabelecido acima para cada
anticorpo, mediante incubacao das laminas em tampé&o citrato 10 mM pH 6,0
submetidas a panela de presséo, sendo as laminas colocadas, apés a fervura
e uma vez fechada a panela, por trés minutos apos o inicio da presséo. A seguir,
a panela foi deixada debaixo de agua corrente por 10 minutos e depois de aberta
por mais 10 minutos. Lavagem das laminas em &gua corrente e agua destilada.

f) Bloqueio da peroxidase enddégena com peroxido de hidrogénio
(H202) 3% em metanol, com trés trocas de 10 minutos cada.

g) Lavagens em agua corrente e agua destilada.

h) Lavagem com solucdo salina tamponada com fosfatos (PBS -
tampao fosfato salina) 0,01M pH 7,4 por cinco minutos.

i) Incubacdo das laminas com anticorpo especifico nas diluicbes
acima referidas, em tampé&o PBS contendo BSA 1.0% e NaNs 0,1%, durante
16 a 18 horas a 4°C.

j) Lavagens com tampé&o PBS com trés trocas de 3 a 5 minutos cada.

k) Incubacdo com anticorpo secundario biotinilado (antimunoglobulina
da espécie em que foi obtido o anticorpo especifico). Anticorpo de bode
antimunoglobulina de coelho, camundongo ou bode, pronto para uso,

durante 30 minutos a 37°C.
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[) Lavagens em tampao PBS com trés trocas de 3 a 5 minutos cada.

m) Incubacdo com o complexo Streptavidina Peroxidase®, pronto para
uso, durante 30 minutos a 37°C.

n) Lavagem em tampé&o PBS com trés trocas de 3 a 5 minutos cada.

0) Revelagdo com solugdo de substrato cromogénico contendo
diaminobenzidina®® 0,6%, peréxido de hidrogénio a 0,06%, dimetilsulféxido a
1% em PBS, em banho de cinco minutos, em camara escura e a 37°C. O
produto final da reacdo apresentou coloracdo acastanhada, depositado na
regido da célula em que ocorreu a ligacdo do antigeno com o anticorpo
primario.

p) Lavagens em agua corrente e agua destilada.

g) Contra-coloracdo com hematoxilina de Harris por um minuto,
lavagem em agua corrente e agua destilada. Imersdo rapida em &gua
amoniacal (solucdo de sulfato de amoénia 0,5%) seguido de lavagens em
agua corrente e agua destilada.

r) Desidratagdo dos cortes em banhos de etanol a 80%, a 95% e
absoluto (trés trocas de um minuto cada).

s) Diafanizagcdo em banhos de xilol.

t) Montagem em Entellan® com laminulas.

Para a imunodeteccao do antigeno da FA, a amplificacdo antigénica

foi realizada com o Sistema Envision—fosfatase alcalina.

° Kit LSAB+, DakoCitomation, CA, USA, cédigo KO690
19 sigma, USA
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- Reacdo imuno-histoquimica com amplificacdo pelo Sistema

Envision—fosfatase alcalina

a) A reacdo se processou da mesma maneira que o procedimento
anterior, sendo utilizada a recuperacdo antigénica mediante incubacéo das
laminas em tampéo citrato 10 mM pH 6,0 submetidas a panela de pressao,
sendo as laminas colocadas apos a fervura e, uma vez fechada a panela,
por trés minutos apds o inicio da pressdo. A seguir, a panela foi deixada
debaixo de agua corrente por 10 minutos e depois de aberta por mais 10
minutos. Lavagem das laminas em agua corrente e a4gua destilada.

b) Incubacao das laminas com anticorpo especifico diluido 1/2.000 em
tampé&o PBS contendo BSA 1,0% e NaN30,1%, durante 16 a 18 horas a 4°C.

¢) Incubacgéo das laminas com o complexo Envision—fosfatase alcalina
(Polimero conjugado a fosfatase alcalina e imunoglobulina de bode anti-
coelho e camundongo, pronto para uso), durante uma hora a 37°C.

d) Lavagem em tampé&o PBS com trés trocas de 3 a 5 minutos cada.

e) Revelacdo com solucédo de substrato cromogénico contendo Fast
Red (3 mg) e Solucdo de naftol em Tampéo Tris (3,0 mL), por no maximo
cinco minutos a temperatura ambiente. O produto final da reacédo apresentou
coloracdo avermelhada, depositado na regidao da célula em que ocorreu a
ligacao do antigeno com o anticorpo primario.

f) Lavagens em &gua corrente e agua destilada.

g) Contra-coloracdo com hematoxilina de Harris por um minuto,
lavagem em agua corrente e agua destilada. Imersdo rapida em &gua
amoniacal (solucdo de sulfato de amoénia 0,5%) seguido de lavagens em

agua corrente e em agua destilada.
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h) Montagem com meio permanente aquoso, Ultramount', deixado
na estufa a 56°C para polimerizar e em seguida montagem em Entellan®
com laminulas.

A imunodeteccdo do PCNA foi obtida mediante amplificacdo com o

Sistema Envision—Peroxidase.

- Reacdo imuno-histoquimica com amplificacdo pelo Sistema

Envision—peroxidase

a) As laminas utilizadas na reacdo foram lavadas com detergente
neutro Extran® a 1%, lavagem em agua corrente, 4gua destilada e secagem
em estufa. Seguiu-se o embebimento das laminas com adesivo APTS a 4%
em acetona por um minuto, com passagens em acetona antes e depois do
embebimento com silano.

b) Os cortes histolégicos de 3 a 4 um de espessura foram distribuidos
nas laminas previamente tratadas com silano e colocadas na estufa a 60°C
por 24 horas para melhor adeséo do corte.

c) A desparafinizagdo dos cortes foi feita mediante incubagdo com
xilol a 60°C por 15 minutos seguido de outra incubacdo com xilol a
temperatura ambiente por 15 minutos.

d) Hidratacdo dos cortes em concentracdoes de etanol a 100% com
trés banhos de 30 segundos cada, etanol a 95%, 80% e 70% por 30
segundos, lavagem em agua corrente e agua destilada.

e) Recuperacgao antigénica, conforme o estabelecido acima para cada

anticorpo, mediante incubacgéo das laminas em tampao citrato 10 mM pH 6,0

™ DakoCitomation, CA, USA cédigo S1964
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submetidas a panela de pressdo, sendo as laminas colocadas, ap6s a
fervura e uma vez fechada a panela, por trés minutos apds o inicio da
pressao. A seguir, a panela foi deixada debaixo de agua corrente por 10
minutos e depois de aberta por mais 10 minutos. Lavagem das laminas em
agua corrente e agua destilada.

f) Bloqueio da peroxidase endégena com H,O, 3% em metanol, com
trés trocas de 10 minutos cada.

g) Lavagens em agua corrente e agua destilada.

h) Lavagem com solucdo salina tamponada com fosfatos (PBS -
tampao fosfato salina) 0,01M pH 7,4 por cinco minutos.

i) Incubagéo das laminas com o anticorpo primério anti-PCNA, clone
PC10%, diluido a 1:10.000 em diluente contendo soro-albumina bovina a
1%, (por 18 horas a 4 C°).

J) Lavagens em tampéao PBS com trés trocas de 3 a 5 minutos cada.

k) Incubagéo com o Complexo Envision Peroxidase®, por 60 minutos
a 37°C.

[) Lavagem em tampéao PBS com trés trocas de 3 a 5 minutos cada.

m) Revelagdo com solugdo de substrato cromogénico contendo
diaminobenzidina®* 0,6%, perdxido de hidrogénio a 0,06%, dimetilsulféxido a 1%
em PBS, em banho de cinco minutos, em camara escura e a 370C. O
produto final da reac&o apresentou coloracéo acastanhada, depositado na regiao

da célula em que ocorreu a ligacado do antigeno com o anticorpo primario.

12 Dako A/S, Dinamarca
13 K1491, DakoCitomation, CA, USA
14 Sigma, EUA
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n) Lavagens em agua corrente e agua destilada.

0) Contra-coloracdo com hematoxilina de Harris por um minuto,
lavagem em agua corrente e agua destilada. Imersdo rapida em &gua
amoniacal (solucdo de sulfato de amoénia 0,5%) seguido de lavagens em
agua corrente e agua destilada.

p) Desidratagcdo dos cortes em banhos de etanol a 80%, a 95% e
absoluto (trés trocas de um minuto cada).

g) Diafanizagédo em banhos de xilol.

r) Montagem em Entellan® com laminulas.

A quantificacdo da imunorreatividade para PCNA foi efetuada mediante
contagem de numero de células com nucleos reativos por mil hepatdcitos contados
em campos de grande aumento (400X) em microscopio™. Consideramos “campo”

uma area constituida s6 por parénquima hepatico, em area com menos necrose.

4.2.5 Estudo estatistico

Foi utilizado o programa Bio Estat 3.0 (Ayres et al., 2003).

Os dados isolados provenientes das avaliagcbes semiquantitativas
em cruzes foram analisados com a utilizacdo do Teste de Mann-Whitney
para a comparacdo de pares de amostras. A escolha deste teste nao
parameétrico se baseou na natureza das amostras utilizadas, que eram
independentes, de tamanhos desiguais, cujos escores foram mensurados a
nivel ordinal (-; +; ++; +++). Posteriormente, foi realizada Analise

discriminante, para a avaliagdo do diagnéstico diferencial entre FA e HL.

15 Zeiss Axiolab
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Na avaliacdo estatistica de proporcado de fibrose pelo método do
picrosirius-polarizacao, depois de obtidas as areas ocupadas por fibrose
medidas em micrémetros quadrados em espacgos porta e no parénquima
hepético, foram obtidas as médias, desvios padréo e variancias e aplicado o
Teste t de Student.

Para a avaliacdo da presenca ou auséncia de atrofia e extingao
parenquimatosas, adotamos o Teste Exato de Fisher.

O nivel de significancia adotado para todos os testes foi estabelecido

guando p < 0,05.



5 RESULTADOS
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Nas condicdes em que foi realizado este trabalho, os resultados
obtidos foram os que se seguem. Os dados brutos estdo descritos nos

Anexos de B a J.

5.1 Caracteristicas das Séries Histéricas da FA e HL

Os escassos dados epidemiolégicos disponiveis nos casos de FA e
de HL s&o mostrados a seguir:

A idade média dos pacientes com FA foi de 26 anos, variando de 14 a
40 anos, enquanto que, nos pacientes com HL, a idade média foi de 14,8

anos, variando entre 3 e 22 anos (Tabela 1).

Tabela 1 - Idades dos pacientes (em anos)

Doenca Média Minima Maxima Desconhecida Total
Febre amarela 26 14 40 7 casos 10 casos
Hepatite de Labrea 14,8 3 22 0 casos 9 casos

Quanto ao sexo, nos pacientes com FA, dentre os casos em que este
dado estava disponivel, trés eram mulheres (30%) e dois homens (20%),
nao tendo sido possivel obter o sexo em cinco casos (50%). Nos pacientes
com HL predominou o sexo feminino, com cinco dos nove casos (55%),

havendo quatro casos em homens (44%) (Tabelas 2 e 3).
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Tabela 2 - Distribuicdo dos casos de FA gquanto ao sexo dos pacientes

Sexo NUumero de casos
Feminino 3
Masculino 2
Desconhecido 5
Total 10

Tabela 3 - Distribuicdo dos casos de HL quanto ao sexo dos pacientes

Sexo NUumero de casos
Feminino 5
Masculino 4
Total 9

Quanto a procedéncia, os casos de FA foram, em sua maior parte,
provenientes da Amazonia brasileira, com trés casos do estado do Par4, trés
do estado do Amazonas, um caso da Bolivia e, em trés casos, nao foi
possivel obtermos a procedéncia (Tabela 4). Quanto aos pacientes com HL,
também predominaram os provenientes da Amazonia brasileira, com sete
casos do estado do Amazonas (7/9), seguidos dos estados do Para e Acre,

com um caso cada (Tabela 5).

Tabela 4 - Distribuicdo dos casos de FA quanto a procedéncia dos

pacientes

Procedéncia NUumero de casos
Para 3
Amazonas 3
Bolivia 1
Desconhecido 3

Total 10
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Tabela 5 - Distribuicdo dos casos de HL quanto a procedéncia dos

pacientes
Procedéncia Numero de casos
Amazonas 7
Para 1
Acre 1
Total 9

5.2 Aplicacao de Critérios Morfolégicos no Diagnéstico Microscépico
5.2.1 Morfologia da febre amarela fulminante

Dez casos tiveram o diagndstico morfolégico e imuno-histoquimico de
consenso de FA. A avaliacdo das variaveis morfolégicas dos mesmos
mostrou os achados que se seguem:

As alteracBes degenerativas em hepatécitos se caracterizaram por
balonizacdo leve (+/+++) em sete de 10 casos, sendo moderada (++/+++)
nos outros trés casos (Figura 3). Tem localizagéo preferencial nas zonas 1 e
3 do acino hepético, que exibem alteracdes degenerativas (especialmente
apoptose) em geral menos intensas. A balonizagdo mostrou-se
significativamente superior na FA em comparacéo a HL (p = 0,0114).

A presenca de corpusculos acidéfilos foi abundante (+++/+++) em
dois de 10 casos (Figura 4), moderada (++/+++) em quatro de 10 casos,
discreta (+/+++) em dois de 10 casos e nao esteve presente em dois casos
de FA, sendo também este um pardmetro morfolégico fortemente

significativo no diagndéstico diferencial com a HL (p = 0,0338).
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Figura 3 - Hepatécitos com moderada balonizagdo, além de infiltrado linfocitario
lobular (circulos) (HE; aumento original 100X)

Figura 4 - Corpusculos acidofilos abundantes (HE; aumento original 100X)
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Corpusculos ocres foram visualizados em dois casos (2/10), ndo
tendo sido vistos nos demais.

O achado de células “em moérula” ou “em aranha” foi abundante
(+++/+++) em um dos 10 casos, discreto (+/+++) em cinco casos e ausente
nos demais quatro casos.

Chamou-nos a atencdo a presenca de uma acidofilia por vezes
intensa nos citoplasmas de hepatdcitos com vacuolizacdo gordurosa,
guando comparadas com as células em mérula dos casos de hepatites de
Labrea, aspecto que denominamos de “morulas acidéfilas”, visto em trés dos
10 casos e que nao foi observado nos casos de HL (Figura 5). Estas células,
€ importante salientar, nem sempre apresentaram as alteracdes nucleares

caracteristicas de células em morula.

Figura 5 - Morula acidéfila (circulo) (HE; aumento original 100X)
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A esteatose, macro ou micro-vesicular foi moderada (++/+++) em um
caso, discreta (+/+++) em quatro de 10 casos e ausente em cinco casos.

Quanto a extensdo das alteracdes hepatocelulares degenerativas
(especialmente apoptose), nenhum dos casos de FA apresentou
acometimento de toda a extensao do |6bulo hepatico.

Quanto a distribuicdo lobular das alteracbes hepatocelulares
degenerativas (apoptose), predominou o0 comprometimento da zona 2
(medio-zonal), que foi vista em todos 0s casos, sendo mais intensa (++/+++)
em dois deles (Figuras 6, 7 e 8). A zona 1 (peri-portal) foi acometida em

guatro del0 casos e a zona 3 (centro-lobular) em seis de 10 casos, sempre

em intensidade discreta (+/+++).

Figura 6 - Apoptose predominante em zona 2 de Rappaport. Veia centro lobular
(seta). Apoptose em zona 2 (elipse) (HE; aumento original 40X)
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Figura 7 - Apoptose preservando azonalde Rappaport. (A) espaco portacom infiltrado
mononuclear; (B) hepatdcitos apoptoéticos (HE; aumento original 100X)

Figura 8 - Apoptose preservando a zona 3 de Rappaport. (A) hepatdcitos apoptéticos;
(B) veia centro lobular (HE; aumento original 100X)
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Em relagdo ao infiltrado de células inflamatorias, predominaram os
linfocitos, que estiveram presentes em todos os casos. Em trés de 10 casos,
estavam presentes tanto em espacos-porta, quanto no parénquima lobular,
em quatro de 10 casos tinham localizagdo exclusivamente portal e nos trés
de 10 restantes estavam restritos aos l6bulos hepéticos (Figura 3). O
infiltrado linfocitario portal foi moderado (++) em trés de 10 casos, discreto
(+) em quatro de 10 casos e ausente em trés de 10 casos. Quanto ao
infiltrado linfocitario lobular, foi moderado (++) em dois de 10 casos, discreto
(+) em quatro de 10 casos e ausente em quatro de 10 casos. Em nenhum
caso deixou de existir infiltrado linfocitario, pois naqueles em que ele faltou
em espacos-porta (3/10 casos), esteve presente nos lobulos e vice-versa
(4/10 casos).

Neutréfilos foram vistos em trés casos (3/10), com a formacdo de
micro-abscessos em um caso, sendo ausentes nos demais.

Histiécitos foram vistos em um caso (1/10), sendo ausentes nos
demais.

Plasmdcitos foram encontrados em dois dos 10 casos, ndo sendo
vistos nos demais.

Eosindfilos foram vistos em apenas um dos casos.

Quanto a proliferacdo/reacdo ductular, foi relevante em um dos 10
casos.

Fibrose portal n&o foi observada em cortes corados pela hematoxilina-

eosina.
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5.2.2 Morfologia da hepatite de Labrea fulminante

Nove casos tiveram o diagndstico morfolégico e imuno-histoquimico
de consenso de HL, com a seguinte distribuicdo das variaveis morfologicas:

As alteracBes degenerativas em hepatécitos se caracterizaram por
balonizacéo leve (+/+++) em quatro dos nove casos, ndo sendo observada
nos demais cinco casos.

A presenca de corpusculos aciddfilos foi discreta (+/+++) em cinco de
nove casos e eles ndo estiveram presentes nos quatro outros.

Corpusculos ocres nao foram visualizados.

Células em morula ou em aranha foram vistas em todos os casos de
HL, sendo abundantes (+++/+++) em cinco dos nove casos,em quantidade
moderada (++/+++) em outros trés casos e discreta (+/+++) em um caso
(Figura 9). Ha uma forte significancia estatistica quanto a este achado,

guando comparado com os casos de FA (p = 0,0033).

Figura 9 - Célula em morula (HE; aumento original 400X)



RESULTADOS - 57

A esteatose, macro ou micro-vesicular foi moderada (++/+++) em um
caso, discreta (+/+++) em dois de nove casos e ausente nos seis outros.

Quanto a extensao da necrose hepatocelular, observou-se padréo litico
de células isoladas, com frequéncia confluente, com aspecto macico em trés
casos, no qual comprometeu todo o I6bulo hepatico (Figura 10) e submacico
nos demais seis casos (6/9), onde se observou estreita faixa de hepatdcitos
ndo necroéticos peri-portais ou em torno de veias centro lobulares. Em trés
casos, a placa-limitante portal foi afetada (hepatite de interface), caracterizando
hepatite cronica eventualmente pré-existente. (Figura 11).

Quanto a distribuicéo lobular da necrose, predominou o comprometimento
das trés zonas simultaneamente, que foi vista em seis casos (6/9) (Figuras 10,
11 e 12). Em dois casos (2/9) houve comprometimento das zonas 2 (medio-
zonal) e 3 (centro-lobular) e em apenas um caso (1/9) observamos o

comprometimento isolado, discreto (+), exclusivamente da zona 2 (medio-zonal).

Figura 10 - Necrose submacica, comprometendo zonas 1, 2 e 3 de Rappaport (HE;
aumento original 40X)
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Figura 12 - (A) Necrose em Zona 3; (B) veia centro lobular (HE; aumento original 100X)
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Em relagdo ao infiltrado de células inflamatorias, predominaram os
linfécitos, que estiveram presentes em todos os casos. Em sete de nove
casos, estavam presentes tanto em espacos-porta, quanto no parénquima
lobular, em um de nove casos tinham localizacéo exclusivamente portal e em
um de nove casos estavam restritos aos l6bulos hepdéticos. O infiltrado
linfocitario portal foi moderado (++) em sete de nove casos, discreto (+) em
um de nove casos e ausente em um de nove casos. Quanto ao infiltrado
linfocitario lobular, foi moderado (++) em quatro de nove casos, discreto (+)
em quatro de nove casos e ausente em um de nove casos. Em nenhum caso
deixou de existir infiltrado linfocitario, pois no Unico caso em que ele faltou em
espacos-porta (1/9 casos), esteve presente nos lébulos e vice-versa (1/9
casos). Em trés casos notamos a formacgéao de foliculos linféides portais (3/9),
outra caracteristica de hepatite crbnica, possivelmente pré-existente.

Neutréfilos foram vistos em dois casos (2/9), em quantidade
abundante (+++) em um caso e moderada (++) em outro, sendo ausentes
nos demais (7/9).

Histiécitos ndo foram vistos nos casos examinados (0/9).

Plasmdécitos foram encontrados em sete dos nove casos, em pequena
guantidade (+), ndo sendo vistos nos dois casos restantes.

Eosindfilos foram vistos em quatro casos, em quantidade moderada
(++) em um deles e discreta (+) nos outros trés. Estiveram ausentes nos
cinco casos restantes.

Quanto a proliferacdo/reacdo ductular, foi vista em trés dos nove

casos, sendo intensa (+++), com agressdo ao epitélio ductular em um dos
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casos e discreta nos outros dois. Em seis casos ndo observamos
proliferacdo dos ductos.

Fibrose portal, em cortes corados pela hematoxilina-eosina, foi
observada em quatro dos nove casos, sendo intensa (+++) em um,
moderada (++) em um e discreta nos outros dois. Em cinco casos néo

observamos proliferacéo fibrosa portal.

5.3 Avaliagdo Imuno-histoquimica

A pesquisa de antigenos virais por técnica Imuno-histoquimica, foi
realizada nos 24 casos com diagnéstico morfoldgico de consenso de FA e
de HL. Cinco casos com superposicdo de antigenos da FA com AgHBs e/ou
AgHD néo foram utilizados para as andlises comparativas entre as duas

entidades, sendo expostos em separado.

5.3.1 Casos com diagnéstico morfolégico de febre amarela
A Tabela 6 mostra os resultados das pesquisas de antigenos AgHBSs,
AgHD e antigeno da FA, excluidos os trés em que houve superposicdo

antigénica, relacionados separadamente.
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Tabela 6 - Resultados da pesquisa Imuno-histoquimica de antigenos
virais nos casos de febre amarela

Caso AgHBs AgHD fﬁt;]rt;g:rggri?a
13.700 - - *
13.093 - - *
390.132 - - -
396.680 - - *
398.354 - - *
398.368 - - *
1.276 - - *
2.312 - - *
2.573 - - *
2.585 - - -

Nove dos 10 casos com diagnéstico morfolégico de FA tiveram a
expressao imuno-histoquimica do antigeno da FA (Figura 13). Em um dos 10
casos nao houve expressao de nenhum dos antigenos pesquisados, sendo

o diagndstico feito em bases puramente morfoldgicas.

Figura 13 - Expressao granular citoplasméatica do antigeno da FA em corpuUsculo
acidofilo (circulo) (ENVISION, Fosfatase alcalina; aumento original 400X)
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5.3.2 Casos com diagndéstico morfolégico de hepatite de Labrea
A Tabela 7 mostra os resultados das pesquisas de antigenos AgHBSs,
AgHD e antigeno da FA, excluidos dois casos em que houve superposicao

antigénica, relacionados separadamente.

Tabela 7 - Resultados da pesquisa Imuno-histoquimica de antigenos
virais nos casos de HL

Caso AgHBs AgHD Antigeno da febre amarela
43.753 + + -
58.930 + + -
80.325 + - -
147.591 - + -
648 + - -
649 - - -
1.003 + + -
1.374 - - -
1.553 + - -

Em trés casos dos nove houve expressdo exclusiva do antigeno

AgHBs (Figuras 14 e 15).
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Figura 14 - Expressao do antigeno AgHBs em padréo citoplasmatico, desenhando a
célula em morula (circulo) (StreptABC, Peroxidase; aumento original 400X)

Figura 15 - Expressao do antigeno AgHBs em padrdo segmentar citoplasmatico, na
célula em morula (circulo) (StreptABC, Peroxidase; aumento original 400X)
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Um caso expressou apenas o AgHD (Figura 16) e em trés casos
houve expressao simultdnea dos antigenos AgHBs e AgHD. Em dois casos
ndo se obteve expressdo de nenhum dos antigenos pesquisados, sendo o
diagnéstico feito em bases puramente morfoldgicas. Sete (77,78%) dos nove
casos, portanto, apresentaram reatividade para antigenos AgHBs e/ou

AgHD, separada ou conjuntamente.

Figura 16 - Expressao do antigeno AgHD em padrdo nuclear na célula em mérula
(circulo) (StreptABC, Peroxidase; aumento original 400X)

5.3.3 Casos com evidéncias de superposicdo de antigenos da febre

amarela, AgHBs e/ou AgHD

Em trés casos de padrdo morfolégico de FA, houve co-expressao do
antigeno AgHBs. Nos casos de padrao morfolégico de HL, houve expressao
simultanea dos antigenos AgHD e antigeno da FA em um e em um caso

houve a expressao dos trés antigenos simultaneamente (Tabela 8).
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Tabela 8 - Resultados da pesquisa Imuno-histoquimica de antigenos

virais nos casos de superposicao

Caso AgHBs AgHD Antigenoda Diagndéstico morfologico
febre amarela

171.414 + - + FA
1.901 + - + FA
2.606 + - + FA
83.357 + + HL
1.929 - + HL

FA - Febre amarela
HL - Hepatite de Labrea

Apesar de ndo terem sido utilizados nas avaliagbes comparativas
entre a FA e a HL, a apresentacdo morfolégica destes casos mostrou
aspectos superponiveis entre estas duas doencas, com discreta balonizacéo
hepatocelular em todos os casos, corpos acidéfilos ndo identificados na
maioria deles (3/5), células em moérula em quatro dos cinco casos, em dois
deles em quantidade abundante, esteatose também em quatro dos casos
(4/5). O padréo de necrose observado foi extenso, predominando o aspecto
litico, tomando todas as trés zonas do |l6bulo hepatico em todos os casos,
com aspecto sub-macico na maioria deles (3/5). Infiltrado inflamatorio
predominantemente linfocitario foi identificado em espacos porta (4/5 casos)
e em l6bulos hepéticos em todos os casos, em quantidade moderada ou
discreta. Hepatite de interface foi observada em dois dos cinco casos, assim
como a proliferacdo ductular. Fibrose portal pelo tricromico de CAB foi

observada em apenas um caso.
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5.4 Avaliacédo Morfolégica Complementar

ApGs a identificacdo imuno-histoquimica dos antigenos virais, 19 dos
24 casos (71%) apresentaram morfologia caracteristica e expressao de
antigenos virais proprios de FA (10 casos) e HL (nove casos), tendo sido
estes casos entdo submetidos a uma avaliagdo morfolégica complementar.

Comparamos os diagnésticos originais, encontrados nas fontes
consultadas (Madureira-Para, 1941'°, Dias e Coura, 1985), baseados
exclusivamente em critérios morfolégicos, com os diagnésticos de cada um
dos observadores, considerando a pesquisa imuno-histoquimica de

antigenos virais como referéncia.

5.4.1 Febre amarela

Na Tabela 9, s&o relatados os casos de FA. Em cinco dos seis casos
em que estavam disponiveis os diagndsticos originais, houve concordancia
entre todos os observadores, uma vez que, com base exclusivamente em
critérios morfolégicos, os diagnosticos originais de suspeicdo eram
fortemente indicativos de FA. Em um dos casos (398.368), o diagndstico
original era suspeito para febre amarela, no entanto tanto o pés-graduando
guanto o orientador haviam considerado os aspectos morfoldgicos
compativeis com o diagndstico de hepatite de labrea. A imuno-histoquimica,
neste caso, revelou apenas a expressao do antigeno da FA. Nos quatro
casos adicionais, em que ndo havia dados sobre o diagnéstico original,

houve concordancia diagnéstica entre o pés-graduando e o orientador em

16 id. ibid. p. 11
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trés deles, dois com diagnéstico de FA e um em que néo foi possivel uma
conclusdo morfologica diagnéstica precisa. Em um caso (2.573), o pOs-
graduando considerou o diagnéstico morfolégico de FA, enquanto que o

orientador ndo considerou o caso como sendo nem de FA, nem de HL.

Tabela 9 - Diagnosticos original e de cada observador nos casos com
expressado imuno-histoquimica do antigeno da FA

Caso Original Pés-graduando Orientador
13.700 FA FA FA
13.093 Suspeito FA FA FA
390.132 Suspeito FA FA FA
396.680 FA FA FA
398.354 Suspeito FA FA FA
398.368 Suspeito FA HL HL
1.276 FA FA
2.312 FA FA
2.573 FA Qutro
2.585 Indefinido Indefinido

FA - Febre amarela

HL - Hepatite de Labrea

Outro - Outro diagnéstico que ndo FA ou HL

Indefinido - N&o foi possivel conclusédo diagnostica morfologica precisa

5.4.2 Hepatite de Labrea

Em oito dos nove casos de hepatite de Labrea em que houve
reatividade imuno-histoquimica para os antigenos AgHBs e/ou AgHD tivemos
acesso aos diagnésticos originais. Em todos eles, o diagnéstico morfologico foi
de HL, uma vez que, em quatro deles, os diagnésticos descritivos de “atrofia
aguda genuina”, “atrofia subaguda intersticial” e “parenquimatosa”’ sdo, segundo

as descricdes de Madureira-Para'’, compativeis com os achados na HL. Em

17 id. ibid. p. 11
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um dos casos, ndo tivemos acesso ao diagnostico original, mas houve
concordancia diagnéstica entre o poés-graduando e o orientador no

diagndstico de HL (Tabela 10).

Tabela 10 - Diagnosticos original e de cada observador nos casos com
expressdo imuno-histoquimica dos antigenos AgHBs e/ou

AgHD
Caso Original Pés-graduando Orientador
43.753 ASA-I HL HL
58.930 ASA-P HL HL
80.325 ASA-P HL HL
147.591 AAG HL HL
648 HL HL HL
649 HL HL HL
1.003 HL HL HL
1.374 HL HL HL
1.553 HL HL

ASA:-| - Atrofia subaguda intersticial
ASA-P - Atrofia subaguda parenquimatosa
AAG - Atrofia aguda genuina

HL - Hepatite de Labrea
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5.5 Avaliacéo de Fibras Colagenas
5.5.1 Picrossirius-hematoxilina

O exame dos 19 casos, 10 de FA e nove de HL, revelou os valores

apresentados nas Tabelas 11 e 12.

Tabela 11 - Quantificacdo da proporcao de fibras colagenas portais por
area estudada (um?)

Dado Hepatite de Labrea Febre amarela
Média 0,697875224 0,611147592
Desvio padréo 0,081719358 0,142669706
Variancia 0,0067 0,02313

Tabela 12 - Quantificacdo da proporcao de fibras colagenas lobulares

por area estudada (um?)

Dado Hepatite de Labrea Febre amarela
Média 0,549671258 0,368138555
Desvio padréo 0,108336743 0,08744003
Variancia 0,0117369 0,0063645

O Teste t de Student mostrou que, em relacédo a fibrose portal, ha
diferenga estatisticamente significativa na razao fibrose/area estudada entre
os casos de FA e HL (p = 0,001), com maiores valores encontrados nos

casos de HL, que nos de FA (Grafico 1).
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Gréfico 1 - Representacéo grafica da razéo fibrose/area estudada em
espacos porta hepéticos (Teste t de Student)
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t - Tesbe: amosiras independentes

A razdao fibrose/area total estudada no parénquima lobular também se

mostrou maior nos casos de HL do que nos de FA (p < 0,001). (Gréfico 2).

Gréfico 2 - Representacao grafica da razdo fibrose/area estudada no
parénquima lobular hepatico (Teste t de Student)
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A Figura 17 mostra aspecto encontrado em caso de HL, com marcado
alargamento portal fibroso e formacgéo de septos.
Na Figura 18, observamos, em caso de FA, alargamento portal fibroso

discreto.

Figura 17 - Hepatite de Lébrea: fibras colagenas espessas, com refringéncia vermelha
(colageno tipo 1), revelando alargamento portal e formacédo de septos porta-
porta (Picrossirius-hematoxilina sob luz polarizada; aumento original 100X)

Figura 18 - Febre amarela: fibras colagenas espessas, com refringéncia vermelha
(colageno tipo 1), revelando discreto alargamento portal fibroso (Picrossirius-
hematoxilina sob luz polarizada; aumento original 100X)
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5.5.2 Fibrose

Nos 10 casos de FA, ndo observamos proliferacao fibrosa portal na
coloracdo pelo tricromico de CAB, sendo, porém observada proliferacao
fibrosa portal em quatro dos nove casos de HL (44%) sendo, de acordo com
a Tabela 4, leve (+/+++) em dois casos, moderada (++/+++) em um deles e
intensa (+++/+++) em um caso adicional, notando-se septos incompletos em

dois deles (22%) (Figura 19).

Figura 19 - Hepatite de Labrea: fibrose portal com esbocos de septos (CAB, aumento
original 100X)

Quanto as fibras elasticas, evidenciadas na coloracao pelo método de
Verhoeff, elas se mostraram proliferadas, nos espacos-porta, em um dos 10
casos de FA (10%), de forma moderada (++/+++) e em seis dos nove casos
de HL (67%), sendo discreta (+/+++) em trés de nove casos, moderada em
dois dos nove casos e intensa (+++/+++) em um dos nove casos (Figura 20),

dado este significativo no diagnéstico diferencial entre as duas doencas
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(p = 0,0455). A deposicao de fibras elasticas no parénquima lobular nédo foi
observada nos casos de FA e em apenas um de nove casos de HL (11%),

dado estatisticamente néo significativo.

Figura 20 - Hepatite de Labrea: proliferacdo de fibras elasticas portais (elipse)
(Verhoeff, aumento original 100X)

5.5.3 Células estreladas

As células estreladas, reveladas pela expressdo imuno-histoquimica
de actina de musculo liso, marcada pela reatividade com o anticorpo 1A4,
foram observadas nos espacos de Disse em seis dos 10 casos de FA (60%),
aparecendo em pequena quantidade (+/+++) em cinco casos e em
moderada quantidade (++/+++) em um deles.

Nos casos de HL, observamos células estreladas em sete dos nove
casos (78%) aparecendo em pequena quantidade (+/+++) em seis casos e
em moderada quantidade (++/+++) em um deles.

A diferenca entre as duas doencas, neste parametro, nao foi

estatisticamente significativa (p=0,5956).
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5.6 Avaliacdo de Vasos Sangliineos Hepéaticos

Na avaliagdo dos vasos sangiineos hepéticos, ndo foi observada
obstrucao vascular em nenhum dos casos de FA ou de HL estudados.

Identificamos proliferacdo de vasos portais com paredes marcadas
pelo anticorpo 1A4 em quatro de nove casos de HL, sendo de moderada
intensidade (++/+++) em dois deles e discreta (+/+++) em outros dois casos.
Na febre amarela, dois dos 10 casos mostraram discreta (+/+++) proliferacao
de vasos portais.

Destacamos a presenca de infiltrado inflamatério de mononucleares,
predominantemente linfécitos, permeando as paredes de vasos sangiineos,
gue por vezes mostravam necrose em suas paredes, configurando um
guadro morfolégico de flebite. Nos casos de FA, este dado foi observado em
seis dos dez casos (60%) em vasos portais e em um dos dez casos (10%)

acometendo veias centro-lobulares (Figura 21).

Figura 21 - Febre amarela: veia centro lobular com necrose e infiltrado de mononucleares
permeando a parede (HE, aumento original 100X)
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Em casos de HL, dbservamos flebite portal em todos os nove casos
(100%) (Figuras 22 e 23) e flebite de veia centro-lobular em dois dos nove

casos (22%) (Figuras 24 e 25).

Figura 22 - Hepatite de Labrea: ramo venoso portal com necrose e infiltrado de
mononucleares permeando a parede (elipse) (HE, aumento original 100X)

Figura 23- Hepatite de Labrea: ramo venoso portal com necrose e infiltrado de
mononucleares permeando a parede (CAB, aumento original 100X)
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Figura 24 - Hepatite de Labrea: veia centro lobular com necrose e infiltrado de
mononucleares permeando a parede (circulo) (HE, aumento original 100X)

Figura 25 - Hepatite de Labrea: veia centro lobular com necrose e infiltrado de
mononucleares permeando a parede (CAB, aumento original 100X)

Notamos atrofia parenquimatosa em cinco dos 10 casos de FA e em

nenhum dos casos de HL (0/9) (p = 0,0662).
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A extingdo parenquimatosa nao foi observada nos casos de FA (0/10),
sendo, porém notada em todos os casos de HL (9/9), dado estatisticamente

significativo (p=0,0002) (Figuras 26 e 27).

Figura 26 - Hepatite de Labrea: extincdo parenquimatosa e aproximacdo entre
espacos porta (imagens circundadas) (CAB, aumento original 40X)

Figura 27 - Hepatite de Labrea: fibras colagenas delgadas, com refringéncia verde
(colageno tipo IlI) em disposicdo peri-celular e peri-sinusoidal no lébulo
hepatico (picrossirius-hematoxilina sob luz polarizada; aumento original 100X)
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A aproximacao entre espacos porta foi notada em cinco de dez casos
de FA e, nos casos de HL, foi observada em sete dos nove casos entre
espacos porta (Figura 28) e, em um dos casos (1/9), também notamos
aproximacao entre espacos porta e veias centro lobulares (Figura 29) e de

veias centro lobulares entre si (Figura 30).

Figura 28 - Hepatite de Labrea: extingdo parenquimatosa e aproximacao entre espacos
porta (CAB, aumento original 100X)

s - i

L

L

Figura 29 - Hepatite de Labrea: extincdo parenquimatosa e aproximacgao entre (A)
espaco porta e (B) veia centro lobular (CAB, aumento original 100X)
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Figura 30 - Hepatite de Labrea: extincdo parenquimatosa e aproximacédo entre veias
centro lobulares (elipses) (CAB, aumento original 100X)

5.7 Avaliacdo da Regeneracdo Hepatocitéaria

Com relacdo a regeneracdo hepatocitaria, observamos que a
contagem de células em proliferacdo pela imunomarcacdo com o PCNA,
mostrou, nos casos de FA, uma média de 170,3 mitoses por mil hepatdcitos
contados em campos de grande aumento (400X) e em maior quantidade na
zona 2 de Rappaport (Figuras 31 e 32). Nos pacientes com HL, esta média
foi de 35 mitoses por mil hepatdcitos contados em campos de grande
aumento (400X). Este dado se mostrou estatisticamente significativo no

diagndstico diferencial entre as duas doencas (p = 0,0486).
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Figura 31 - Febre amarela: expressdo do PCNA em padrdo nuclear em numerosos
hepatdcitos, mais evidente na zona 2 (Envision-Peroxidase, aumento original
100X)

Figura 32 - Febre amarela: expressdo do PCNA em padrdo nuclear em numerosos
hepatocitos peri-portais (Envision-Peroxidase, aumento original 400X)
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Bi-nucleacdes em hepatdcitos estiveram presentes em todos o0s
casos, tanto nos de FA, quanto nos de HL.

As multinucleac¢des foram observadas em apenas um dos 10 casos de FA
(10%), sendo, porém observadas em todos os casos de HL (100%), sendo muito
frequentes (++/+++) em um caso (Figura 33). Este dado foi estatisticamente

muito significativo na comparacao entre as duas doencas (p = 0,0008).

Figura 33 - Hepatite de Labrea: hepatécito multinucleado (elipse) (HE, aumento original
400X)

Laminas duplas de hepatdécitos nas traves ndo foram vistas nos casos
de FA, tendo sido observadas em trés dos nove casos (33,33%) de HL, dado
estatisticamente nao significativo (p > 0,05).

A transformacdo pseudo-acinar ndo foi observada nos casos de FA.
Oito dos nove casos de HL (88,89%) apresentaram esta alteracédo
regenerativa, sendo abundante (++/+++) em dois casos (22,22%) e focal
(+/+++) em seis casos (66,67%). A diferenca entre as duas entidades é

estatisticamente significativa (p = 0,0029) (Figura 34).
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Figura 34 - Hepatite de Labrea: transformagéo pseudo-acinar (HE, aumento original 400X)



6 DISCUSSAO
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Este trabalho pretendeu rever os aspectos classicamente descritos na
hepatite de Labrea e na febre amarela com base em casos de trés séries
historicas, incluindo as primeiras descricées da hepatite de Labrea (Leite et al.,
1966; De Paola et al., 1967 e 1968). Além de acrescentar a pesquisa de
antigenos virais por Imuno-histoquimica no tecido hepatico, nés também re-
avaliamos os padrbes de morte celular, regeneracgéo e fibrose, buscando o
possivel papel das lesGes vasculares, como descrito por Wanless em
doencas hepéticas crénicas (Wanless, 1999; Wanless, 2002).

A abordagem comparativa entre os aspectos histolégicos da HL e da
FA também foi importante no diagnédstico diferencial, ja que ambas as
doencas podem apresentar aspectos epidemiolégicos e clinicos
semelhantes, especialmente em casos fulminantes que ocorreram na
regido Amazonica (Strano et al., 1976a e 1976b; Bensabath et al., 1987a e

Monath, 2001).
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6.1 Aspectos Epidemioldgicos
6.1.1 Febre amarela

Em nossa casuistica, os pacientes que foram a ébito por FA tinham
uma média de idade de 26 anos, que € pouco inferior as de séries
apresentadas na literatura, como a de Vieira et al. (1983) com idade média
de 33,5 anos, a de Vasconcelos et al. (1997), cuja idade média é de 39 anos
e a de Quaresma (2003), que tem idade média de 30,3 anos.

Quanto ao sexo, em nossa série predominaram no sexo feminino
(3F/2M) Este dado ndo foi concordante aos achados em séries descritas,
onde sempre tem havido um predominio do sexo masculino (Vieira et al.,
1983; Vasconcelos et al., 1997; Quaresma, 2003). Tem sido afirmado que a
maior prevaléncia em homens adultos néo vacinados, nas formas silvestres
da doenca, é explicada pela necessidade de entrar na floresta por
atividades laborais como caca, pesca, extracdo de madeira e construcao
de estradas, ou atividades recreativas, como nas savanas africanas, entre
outras (Barros et al.,, 1996; Monath, 2001). A impossibilidade de obter
informacdo quanto ao sexo ocorreu em metade dos nossos casos (5/10), o

gue pode, a nosso Vver, justificar esta discrepancia.

6.1.2 Hepatite de Labrea

A média de idade em nossa casuistica foi de 14,8 anos. Nas diversas
séries publicadas (Rodrigues Filho et al., 1971; Dias e Moraes, 1973; Santos,
1978; Fonseca et al.,, 1983; Bensabath e Dias, 1983; Dias e Coura, 1985;
Bensabath et al., 1987a e 1987b), as médias de idades dos pacientes variaram

entre 8,7 anos (Rodrigues Filho et al., 1971) e 16,5 anos (Dias e Moraes, 1973).
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Quanto ao sexo, nos casos por nds estudados houve predominéancia
do sexo feminino sobre o masculino (5F/4M), fato s6 observado na série de
Dias e Coura (1985), da qual provém alguns dos nossos casos. Nas demais
séries (Costa, 1970; Rodrigues Filho et al., 1971; Dias e Moraes, 1973;
Santos, 1978; Fonseca et al., 1983; Bensabath e Dias, 1983; Bensabath et al.,

1987a e 1987b), predominaram os casos do sexo masculino.

6.2 Aspectos Morfoldgicos
6.2.1 Febre amarela fulminante

Se nos basearmos em critérios puramente morfologicos, a
microscopia 6tica convencional, o diagnéstico de FA é possivel com relativa
seguran¢a. Em cinco dos seis casos em que estavam disponiveis 0s
diagndsticos originais, houve concordancia entre estes e 0s propostos por
ambos o0s observadores do presente estudo. Quanto aos aspectos
morfolégicos no diagnostico desta doenca, classicamente sdo considerados
indicativos da etiologia amarilica os achados de morte celular medio-zonal
preferencial (Rocha Lima, 1912 apud Franco, 1976; Strano, 1976b), a
presenca de corpusculos acidéfilos (Councilman, 1890 e Rocha Lima, 1912
apud Franco, 1976; Strano, 1976b; Vieira et al., 1983), a esteatose (Sodré e
Couto, 1901 e Rocha Lima, 1912 apud Franco 1976; Strano, 1976b) e a
observacéao de corpusculos ocres (Villela, 1941; Vieira et al., 1983).

Dado néo tradicionalmente valorizado como caracteristico da hepatite
amarilica, a balonizacdo dos hepatécitos foi um importante achado em nosso

material, sendo encontrada em todos os casos, com localizagao preferencial



DiscussAo - 87

nas zonas 1 e 3 do &cino hepatico, que exibem menor intensidade de lesdes
mais graves, especialmente apoptose. O Teste Mann Whitney mostrou
significancia estatistica no diagnéstico diferencial com a HL (p = 0,0114).
Vieira et al.,, (1983), consideram que este dado ndo é relevante no
diagnéstico da FA e Quaresma et al. (2005) afirmam que ndo observaram
esta alteracdo nos casos por eles estudados. Nosso achado sugere que
possa haver alteracées funcionais na bomba de sddio, com retencdo de
agua e sodio intracitoplasméaticos e contribuindo para a necrose de
hepatécitos (Gayotto 2001 apud Gayotto e Alves, 2001).

Nos casos por noés estudados, as alteracdes hepatocitérias
degenerativas, com predominio de apoptose sobre a necrose litica,
acometeram preferencialmente a zona 2 do acino de Rappaport, sendo vista
em todos os casos, com 0 acometimento das demais zonas, sempre de
maneira discreta e focal, observada em alguns dos casos. Confirmando
estes aspectos, Quaresma (2003), relata que “com bastante propriedade
poderiamos afirmar que a hepatite amarilica representa um modelo de
doenca que evolui com apoptose macica, sendo este necessariamente o
principal tipo de morte celular responsavel pelo intenso acometimento do
parénquima hepético”. O acometimento preferencial da zona 2 nos parece
justificado pela postulada maior susceptibilidade dos hepatécitos desta zona
a replicacdo viral, 4rea onde se tem predominantemente demonstrado a
presenca de antigeno e de RNA do virus da FA (Monath et al., 1989;
Monath, 2001, Quaresma, 2003; Quaresma et al., 2005), sendo também o

mecanismo de hipoxia de baixo fluxo postulado, ja que a FA representa uma
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vasculopatia infecciosa (Monath, 2001; Quaresma, 2003; Quaresma et al.,
2005). Em nossos casos, encontramos alteracdes inflamatérias
caracterizadas por necrose e permeacdo linfocitaria em ramos venosos
portais (6/10 casos) e hepaticos (1/10 casos), dado que reforca a hipotese
da participacao da lesédo vascular inflamatéria no dano hepatico.

Em 80% dos casos foram observados corpusculos aciddfilos, cuja
presenca foi intensa e marcante, como tem sido classicamente descrito na
literatura consultada (Councilman, 1890 e Rocha Lima, 1912 apud Franco,
1976; Strano, 1976b; Vieira et al., 1983). Este dado foi estatisticamente
significativo no diagndéstico diferencial com a HL (p = 0,0338).

Corpusculos ocres foram notados em 20% dos casos por nés
estudados. Vieira et al., (1983) observaram a presenca constante de
pigmento cerdide em distribuicdo centro lobular e medio-zonal, paralela ao
grau de dano celular hepético e formando corpusculos ocres. Entendemos
gue, devido ao curto tempo de doenca nos casos por nés estudados (sete
dias em média naqueles em que dispusemos deste dado), sua presenca nao
foi maior pois, segundo Villela (1941), o encontro destes corpusculos se da
predominantemente nos casos de morte mais tardia.

Células similares as células em morula, consideradas proprias da HL,
foram observadas em 60% dos casos de FA por nés avaliados, chamando,
porém a atencdo o aspecto acidofilo de seus citoplasmas, visto em trés dos
casos (3/10) e n&o visto em casos de HL e a auséncia de alteragbes
nucleares de padréao regenerativo, predominando a diminuicdo de volume e

picnose nuclear, quando comparadas as células em morula tradicionalmente
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descritas nas hepatites de Labrea (Leite et al., 1966; De Paola et al., 1967;
Dias e Moraes, 1973; Dias e Coura, 1985; Bensabath et al., 1987A). Em trés
dos casos (3/10), porém foram observadas células em moérula semelhantes
as da hepatite de Labrea. Quaresma et al., 2005 observaram células tipo
morula em alguns casos por eles estudados.

A esteatose foi observada, em geral discreta, em 50% dos casos que
estudamos, mas consideramos separadamente as células esteatéticas com
multiplos micro-vacuolos citoplasmaticos, que se assemelharam a células
em morula. Quaresma et al. (2005) descrevem o achado de células tipo
moérula em alguns dos casos por eles estudados. Vieira et al. (1983)
observaram esteatose em 50% dos casos avaliados, com distribuicdo
irregular e intensidade variavel. Strano (1976b) afirma que a presenca de
lipidios nos citoplasmas dos hepatdcitos € um achado constante na FA e
recomenda que, na sua auséncia, este diagnostico ndo deva ser feito.

Quanto ao infiltrado inflamatdrio observado, predominaram linfocitos,
sempre presentes, ora em disposi¢cdo portal, ora em meio ao parénquima
lobular, em quantidade variavel, de leve a moderada, ndo sendo observados
casos de agressdo a placa limitante. A desproporcdo entre as alteracdes
degenerativo-necréticas em hepatocitos e a relativa escassez de células
inflamatérias pode ser atribuida ao abundante componente apoptético
existente, que classicamente, ndo induziria a uma resposta celular

inflamatdria (Majno e Joris, 1995; Quaresma, 2003; Quaresma et al., 2005).
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6.2.2 Hepatite de Labrea fulminante

Na primeira descri¢do histopatolégica da hepatite de Labrea (Leite et al.,
1966), aqueles autores chamam a atencdo para “grave atrofia hepatica, do
tipo agudo ou subagudo, com necrose hialina, degeneracdo gorda grave e
hidrépica, com configuracdo tipica de grandes ‘células em aranha’,
preservacao da estrutura canalicular e escasso infiltrado linfocitario”.

Nos casos por nés estudados, a necrose hepatocelular foi macica,
comprometendo todo o I6bulo hepatico, sem predilecdo por zonas em 33%
dos casos e submacica nos demais 67% dos casos, com preservacao de
estreitas faixas em torno de veias centro lobulares ou de espacgos porta,
dados consistentes com 0s apresentados por outros autores (Leite et al.,
1966; De Paola et al., 1967; Le Pelletier et al., 1968; Dias e Moraes, 1973;
Dias e Coura, 1985). Em trés casos (3/9), também observamos hepatite de
interface, o que n&o tem sido descrito em outros trabalhos. Strano (1976a)
afirma que o infiltrado mononuclear portal pode se estender aos sinusoides
(“spill over”), mas nado refere a existéncia de necrose hepatocitaria peri-
portal. Se considerarmos que, nestes casos, estava associado alargamento
portal fibroso, com formacdo de septos incompletos em dois deles e a
expressao imuno-histoquimica de AgHBs associado ao AgHD em dois casos
e do AgHBs isolado em um caso, é possivel considerar serem, pelo menos
dois destes pacientes, portadores de hepatites crbnicas pelo VHB, sobre as
quais tenha havido superinfec¢do pelo VHD, levando ao quadro fulminante.
Bensabath et al. em 1987a ja consideravam, em bases sorologicas, que

pacientes portadores crénicos do VHB superinfectados pelo VHD
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constituiam a causa isolada mais importante de hepatites fulminantes em
populacdo da Amazdnia ocidental e nosso achado corrobora esta hipotese
em bases histopatoldgicas e imuno-histoquimicas.

As células em moérula classicas estiveram presentes em todos o0s
casos por nds avaliados, sendo abundantes ou moderadamente presentes
em 89% deles, sempre se apresentando sob a classica forma de hepatécitos
tumefeitos, com microvesiculas de gordura circundando nucleos centrais
aumentados de volume, com nucléolos evidentes e eventuais binucleacgdes,
aspectos que configuram alterac6es hepatocitarias regenerativas e muitas
delas expressando o AgHD nestes nucleos alterados, permitindo diferencia-
las das células tipo moérula observadas em casos de FA. Fonseca et al.
(1985) j& haviam detectado o AgHD em um grande numero de nucleos de
hepatdcitos, muitos deles se apresentando como células em morula e
propuseram que as irregularidades nucleares observadas nestas células
deveriam estar relacionadas ao efeito citopatico do VHD. Mais
recentemente, Fonseca et al. (1992) apresentam casos de hepatites de
Labrea com diagndéstico morfolégico baseado principalmente na presenca de
células “em moérula” em pacientes acometidos de hepatites fulminantes na
Amazobnia e, em bases sorolégicas, demonstram a participacdo dos virus
das hepatites A, B, C e D isolados ou combinados. Destes casos, 63,6% nao
apresentaram evidéncias soroldgicas da infec¢cdo pelo VHD o que levou
estes autores a sugerir que a afirmacéo de que as células “em moérula” sdo
patognomoénicas da superinfeccdo pelo VHD em portadores do VHB

(Bensabath et al., 1987a) ndo se confirma. As imagens apresentadas por
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aqueles autores nos casos relacionados aos virus das hepatites A, B e C
realmente mostram hepatdcitos com esteatose micro-vesicular, mas com
diminuicAo de volume nuclear e picnose predominantes, quando
comparadas as células em morula classicas da HL, achado semelhante ao
gue observamos em seis dos nossos casos de febre amarela. Portanto, se
formos fiéis a estrita descricao de sua morfologia, a presenca de células em
morula classicas, ainda que nao patognomonica, permanece como um
achado importante na HL, permitindo sua diferenciagdo com outras
entidades, incluindo a FA (p=0,0033).

A origem dos hepatdcitos com esteatose micro-vesicular e aspecto
tipo mérula ainda precisa ser mais bem esclarecida ja que, tanto em nossa
série de casos, quanto em outros trabalhos, ela tem sido encontrada ndo s6
na HL, mas também na FA (Quaresma et. al., 2005) e nas hepatites pelos
virus A, B, C e D isolados ou em diferentes combinacdes (Fonseca et. al.,
1992). A influéncia de fatores ambientais permanece uma hipétese a ser
considerada.

Esteatose macro ou micro-vesicular, sem configurar células em
morula, foi observada em 36% dos casos, 0 que esta de acordo com a
maioria dos autores consultados (Leite et al., 1966; De Paola et al., 1967; De
Paola et al., 1968; Strano et al., 1976a; Dias e Moraes, 1973; Bensabath e
Dias, 1983; Dias e Coura, 1985).

Corpusculos aciddfilos ndo tém sido descritos na hepatite de Labrea
maioria dos trabalhos (Leite et al., 1966; De Paola et al., 1967; Strano et al.,

1976a). Dias e Moraes (1973) e Dias e Coura (1985) referem o encontro raro
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destes elementos em alguns dos casos por eles estudados, semelhante ao
gue observamos em cinco de nove por nés avaliados, sempre de maneira
discreta. Estes achados demonstram que, na HL, o mecanismo preferencial
de morte celular ndo parece ser a apoptose e sim a necrose litica de
hepatdcitos.

O infiltrado inflamatério observado em nossos casos foi
predominantemente linfocitario, em quantidade moderada a discreta, tanto
em espacos porta quanto nos lébulos hepaticos, nos sinuséides ou em torno
de hepatdcitos necrdticos, o que corresponde aos achados das séries ja
publicadas (Leite et al., 1966; De Paola et al., 1967; Le Pelletier et al., 1968;
Dias e Moraes, 1973). Andrade et al. (1983b), ao descreverem casos de
necropsias feitas em pacientes que foram a Obito por HL com diferentes
periodos de sobrevida, realizaram o estudo sequencial das alteracbes
hepéticas e observaram que, a partir do 3°. dia de doenca bem evidente, o
infiltrado inflamatério de linfécitos e macréfagos comecava a aparecer
inicialmente em localizagcéo portal e, posteriormente, nos casos de evolucéo
mais longa, estendendo-se aos I6bulos hepéaticos. A média de tempo de
doenca nos casos por nés estudados foi de 5,5 dias, variando de quatro a
oito dias, o que, portanto esta de acordo com os achados acima descritos

para 0s casos com mais de trés dias de evolugao.
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6.3 Avaliacdo Imuno-histoquimica de Antigenos Virais
6.3.1 Febre amarela

Nos pacientes que foram a 6bito por FA por nés estudados, encontramos
expressao do antigeno deste virus em 90% dos casos, ora nas células tipo
moérula, ora em células apoptéticas. A presenca do antigeno nestas células
estabelece um vinculo definitivo da acdo viral com esta forma peculiar de
necrose hepatocelular (De Brito et al.,1992). A fixacdo em formol a 10%, utilizada
em nossos casos, parece ter preservado o antigeno, tornando possivel sua
deteccdo por Imuno-histoquimica mesmo até sete décadas apds o Obito do
paciente. Monath et al. (1989), ao estudar casos fatais de FA, observou que, em
um grupo de casos fixados em solugdo de Bouin, ndo foi possivel obter reatividade
imuno-histoquimica ao antigeno viral, s6 tendo sido possivel a deteccao de
sequiéncias de genes estruturais do virus da FA por Hibridizacdo in situ RNA-
RNA, tendo a localizacao preferencial das mesmas sido na zona 2 de Rappaport.

Diversos autores tém demonstrado a importancia da utilizacdo da
pesquisa imuno-histoquimica de antigenos virais em pacientes com febres
hemorragicas de evolucdo fatal, com sensibilidades em geral expressivas
com a utilizacdo desta técnica (Alves et al., 1999). Assim é que Hall et al.
(1991) referem positividade em 95,83% dos casos tipicos a histopatologia,
em 66,67% dos casos com alteracBes histoldgicas nao tipicas e em apenas
5,56% de casos com outros diagnésticos, ressaltando que, mesmo em areas
com autdlise, a positividade ao antigeno é evidente. De Brito et al. (1992),
estudando trés casos de autépsia por FA fulminante, demonstram a
reatividade ao antigeno viral em todos eles (100%). Ricaurte et al. (1993),

mostram positividade em 98,31% dos casos.
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6.3.2 Hepatite de Labrea

Nos casos de hepatite de Labrea por nés estudados, 78% apresentaram
expressdo de AgHBs e/ou AgHD em diferentes combinagdes, sendo sua
expressdo conjunta verificada em apenas trés casos (33%). O tempo médio de
evolucdo entre o diagndstico e o Obito nestes casos foi de 5,5 dias e a idade
média dos pacientes foi 14,8 anos. Fonseca et al. (1985), no primeiro estudo
gue pretendeu avaliar a expressao de AgHBs e do AgHD em tecido hepético
em casos de HL, descrevem a expressao de ambos os antigenos em todos os
trés casos de autopsia estudados e propdem o possivel papel dos mesmos na
etiopatogenia de HL. O pequeno numero de casos por eles estudados limita a
comparagao com nossos resultados. Popper et al. (1983), estudando casos de
autépsia de doenca hepatica morfologicamente semelhante a HL em indios
Yucpa venezuelanos e com numero conhecido de dias entre o inicio dos
sintomas e a obtencdo dos espécimes, observam a expressao de AgHD em
tecido hepatico em quatro de cinco pacientes (80%), mais intensa (em
guantidade de hepatdcitos que expressaram o antigeno) nos primeiros dois a
trés dias de doenca e diminuindo com o passar do tempo, nao sendo detectavel
em pacientes que foram autopsiados quatro meses apés o inicio da doenca.
Em nenhum destes casos foram detectados AgHBs ou AgHBc em tecido
hepatico por imuno-histoquimica. Em nossa série, a expressao do AgHD em
44% dos casos pode ser explicada pelo tempo médio de evolucao até o 6bito
(5.5 dias), embora o pequeno numero de casos neste estudo limite a
comparacdo com nossos resultados. Govindarajan et al. (1985), estudando

casos de hepatite fulminante pelo HVD em pacientes sorologicamente positivos
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para o AgHBs, nao procedentes da regidao amazonica, encontraram AgHD em
guatro de cinco espécimes hepaticos de portadores crénicos do virus B (80%),
embora a pesquisa de AgHBs em tecido hepatico ndo tenha sido feita nesta
série. Simonetti et al. (2002), estudando amostras de viscerotomias hepaticas
da regido amazobnica, a maioria delas da area da cidade de Labrea, mas
incluindo casos diagnosticados como hepatite viral, febre amarela, necrose
focal e atrofia hepética, detectaram 11,4% de expresséo de AgHBs pesquisado
por imuno-peroxidase e nenhuma amostra positiva para o AgHD ou para o
virus da FA, estes avaliados por método de imuno-fluorescéncia, comentando
gue esta técnica deve ter menor sensibilidade para a deteccdo destes

antigenos.

6.3.3 Casos apresentando expressédo simultanea de antigenos da febre
amarela, AgHBs e/ou AgHD
Observamos, em nossa casuistica, a presenca associada do antigeno

de superficie do VHB em trés casos com achados morfologicos de FA.
Adicionalmente, em dois casos com caracteristicas morfoldégicas de HL e
expressao de AgHBs e/ou AgHD, houve a expressao do antigeno da FA em
hepatocitos, dado ainda néo referido nos trabalhos por nos estudados.
Ricaurte et al. (1983) referem, em trabalho de avaliagdo da utilizacdo do
método imuno-histoquimico para a deteccdo do antigeno da FA em tecido
hepético, a negatividade para este antigeno em quatro casos-controle de
pacientes com co-infeccéo por VHB e VHD. No mesmo sentido, Simonetti et al.
(2002), ao estudarem amostras de viscerotomias hepéticas com expressao

imuno-histoquimica do AgHBs provenientes da Amazobnia, a maior parte
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deles da regido de Labrea, pertencentes a colecdo de febre amarela da
Fundacgé&o Instituto Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro, ndo detectam a expresséo
de antigeno da FA nos casos estudados por método de imuno-fluorescéncia,
cuja sensibilidade para a deteccao deste antigeno, segundo eles, € mais
baixa que a da imuno-histoquimica.

O encontro de expressao imuno-histoquimica de antigenos dos virus
da FA e das hepatites B e/ou Delta em um mesmo paciente nos parece
interessante e viavel, face a alta endemicidade destas doencas encontrada
na Amazonia (Quaresma, 2003; Bensabath et al., 1987a e 1987h),
principalmente se considerarmos que NOSSOS casosS S&0 provenientes de
materiais coletados em localidades préximas a floresta amazénica, onde os
vetores da FA mantém o ciclo silvestre desta doenca e, o periodo do qual
provém estes casos, entre os anos de 1936 e 1972 precedeu, em parte, a

implantagéo dos programas nacionais de vacinagao.

6.4 Fibrose

Até onde pudemos levantar, a avaliagdo de fibrose com a tipificacdo
de fibras colagenas, presenca de depdésitos portais de fibras elasticas e
evidéncias de ativagdo de células estreladas ainda ndo foram previamente
estudadas nas hepatites fulminantes da Amazonia. Embora, nos casos de
FA, ndo tenhamos detectado significativa fibrose portal, cerca de metade dos
nossos casos de HL a apresentaram, predominantemente sob a forma de

fibras colagenas do tipo | e de fibras elasticas.
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Raramente tem sido descrito alargamento portal fibroso na HL, e,
quando esta é referida, € sempre de leve intensidade e em casos isolados
(Le Pelletier et al., 1968; Paiva et al., 1983 e Dias e Coura, 1985). Métodos
para a avaliacdo temporal da fibrose tém sido usados em estudos
experimentais através da técnica do picrosirius-polarizacdo que, quando
associada a analise quantitativa, permitem estimar a idade da lesao
(Andrade et al., 1997). Assim, baseados em nossos achados de depdsitos
portais de fibras coldgenas do tipo |, que usualmente representam
proliferacdo fibrosa antiga, como também na presenca de septos fibrosos
incompletos e de hepatite de interface nestes casos, € possivel afirmar que
estes pacientes, como por nés ja comentado, seriam portadores cronicos do
VHB, com superinfeccdo pelo VHD que levou ao quadro fulminante. A
presenca adicional de proliferacdo de fibras elasticas em espacgos-porta
nestes casos reforca esta interpretacdo, pois este achado nos da uma
indicagdo de que o tecido fibroso ndo tenha sido depositado recentemente
(Thung et al., 1982; Crawford, 2002; Ferrell et al., 2002). No I6bulo hepatico,
fibras colagenas tipo Il estiveram presentes principalmente nos casos de
HL, em padrao peri-celular ou perisinusoidal, possivelmente como resultado
do colapso parenquimatoso e da extingdo parenquimatosa em areas de
necrose hepatocelular litica confluente.

Acrescentamos ainda, no presente estudo, uma pergunta habitualmente
nao feita nos estudos de hepatites fulminantes: além das lesbes diretas de
hepatdcitos, quer por efeito citopatico viral, quer pela resposta inflamatéria

imune do hospedeiro, ha evidéncias de sofrimento do parénquima
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decorrente de lesdo vascular, a semelhanca de recentes demonstracdes de
Wanless (Wanless, 2002, 2002) em hepatopatias cronicas?

Os vasos sanglineos hepéaticos, em varios casos de hepatopatias
cronicas, apresentam flebite portal e/ou de ramos da veia hepéatica como
conseqliéncia ao processo inflamatdrio no tecido adjacente a eles
(Wanless, 2002). A consequente modificagcdo de permeabilidade vascular,
levando a alteracbes do fluxo sangiiineo, associada ao dano causado
diretamente pelos virus, poderia contribuir para a necrose de hepatdcitos.
A transposicdo desses conceitos ao estudo destas hepatites fulminantes
levou-nos a observacdo, em todos os casos de HL, de expressiva flebite
portal e, em dois casos, flebite de ramos da veia hepética, com
consequente necrose maci¢a ou submacica. Estes casos apresentavam,
no parénquima lobular, proliferacdo peri-celular e perisinusoidal de fibras
colagenas tipo |Ill, caracterizando portanto extingdo parenquimatosa
(Wanless, 2002), com conseqiente aproximacao entre espacgos porta,
entre veias centro-lobulares e veno-portal, vendo-se, em varios sitios,
ativacdo de células estreladas que passam a expressar actina de muasculo
liso. Nos casos de FA, a flebite nos pareceu ser menos extensa,
especialmente portal, com baixo fluxo medio-zonal predominante e uma de
suas consequéncias pode ser a lesdo de hepatdcitos de zona 2, talvez
mais diretamente relacionada ao proprio efeito citopatico viral, devendo tais

mecanismos ser motivo de estudos futuros.
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6.5 Regeneracdo Hepatocitéaria

E sabido que a obstru¢do ao fluxo sangiiineo em pequenos ramos
portais e, ocasionalmente, em pequenos ramos da veia hepética é associada
a hiperplasia regenerativa, secundaria a atrofia isquémica em regibes de
fluxo de sanguineo favoravel (Hall et al., 1991; Wanless, 2002). Este achado
poderia exercer um papel importante nos padrdes regenerativos
apresentados nos figados por nés estudados, com predominio de
multinucleacfes e transformacéo pseudo-acinar na HL, que ndo s6 pode
refletir a ativacdo de células progenitoras hepéticas devida a extensa
necrose hepatica, mas também pode refletir uma regeneracdo hepatica
insuficiente em figados de portadores cronicos do VHB. Por outro lado, o
elevado indice de proliferacdo celular hepatocitaria encontrado em figados
de FA parece refletir uma resposta rapida a um dano mais agudo, associado
a moderada perda de hepatécitos, em figados previamente sadios, com uma
tendéncia a reconstrucdo das traves de hepatdcitos, possivelmente levando
a restauracdo da funcdo e da arquitetura hepaticas caso os pacientes
tivessem sobrevivido. Villela (1941) afirma que as figuras de mitose sao
extremamente raras nos casos de FA por eles estudados mas que, em 2
casos as mitoses sao abundantes na zona 2, semelhante ao que

observamos em nossos casos, e nao sao vistas nas zonas 1 e 3.
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1) A pesquisa Imuno-histoquimica de antigenos virais da febre
amarela, do AgHBs e do AgHD mostrou-se valioso método para estudo
retrospectivo de febre amarela e de hepatite de Labrea, mesmo em casos
arquivados em condi¢c8es habituais por até sete décadas.

2) A reavaliacdo morfolégica e a adicdo de pesquisas imuno-
histoquimicas, além de caracterizar o diagndstico etiolégico dos casos das
séries historicas de febre amarela e dos primeiros casos descritos de
hepatite de Labrea, demonstrou situacdes de co-infec¢des virais nao
descritas anteriormente.

3) Nos casos de febre amarela, predominaram os achados de extensa
apoptose medio-zonal, balonizacdo hepatocitaria, flebite portal e intensa
regeneracdo hepatocitaria detectada pelo anticorpo anti-PCNA em figados
sem evidéncias de doenca prévia.

4) Nos casos de hepatite de Labrea, os achados mais relevantes
foram extensa necrose hepatocelular litica pan-acinar, células em mérula
como classicamente descritas, flebites portal e de veia hepatica, associados
a regeneracao hepatocelular defeituosa, sob forma de multinucleacdes e
transformacdo pseudo-acinar, proliferagcdo fibrosa portal e lobular,

possivelmente resultado do efeito citopatico viral nos hepatdcitos ao qual se
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adicionam lesdes vasculares, incidindo em figados previamente afetados por

hepatite cronica.
5) O estudo dos vasos portais e centro-lobulares permitiu, até onde
sabemos, de modo original, atribuir pelo menos parcialmente, o sofrimento

hepatocelular nestas hepatopatias fulminantes, as alteracdes vasculares,

especialmente as flebites portais.
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Anexo A - Protocolo de Pesquisa

HOSPITAL DAS CLINICAS

| LY
FACLADADE DE MEDICING DA UNWVERSICADE SAD PAULD
Cana POSTAL, 3871
S0 PALD - BRASIL

DIRETORI A CLINICA

Comisséio de Etica para Andlise de Projete de¢ Pesquisa

APROVACAO

A CemissSo Je Etica para Andlise de Projetos de
Pesquisa - CAPPesq da Diretoria Clinica ¢ Hespital das £V :as e da Faculdade
de Medicina da Universidade de S8 Paulo, em sessdo de 10.04.02, APROVOU o
Protocolo de Pesquisa n® 223/02, intitulado: "Hepatopatias fulminantes/febres
hemarrdgicas ictéricas na Amazdnia: Diagnéstico etiolégico e padries de
leséio hepatica”, do Departamento de PATOLOGIA.

Ressalta-ge a necessidade das cartas de colaboragdo

das entidades envolvidas na pesquisa,

Pesquizndor{a) Responsdvel: PROF. DR. VEMAMNCIO AVANCINI FERREIRA
ALVES

Pesquisador(a) Executante: PROF.DR. LEONIDAS BRAGA DIAS JUNIOR
CAPPesq, 10 de abril de 2002,

Pn%‘ﬁ kAfiL FILHO

Fresidente da Comissdo Etica para Andlise de
Projetos de Pesquisa

OBSERVAGCAD: Cabe ao pesguisador elaborar € gpresentar & EAPPesq, o5 relatiries parciais ¢ §i-
mal sobre o pesguisa (Resolugiie do Conselho Macional de Sadde n° 195, de
IO 10 1995 incise IX 2. letro "27).
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Anexo B — Identificacdo e dados epidemiolégicos

Cédigo | Ano | Registro Procedéncia ez Sexo Tempo de
(anos) evolucdo (dias)

1 1932 | 13700 Amazonas 14 F 3
2 1932 | 14185 19 M
3 1934 | 43753 Amazonas 19 F 4
4 1935 | 58930 Amazonas 22 M 8
5 1936 | 80325 Acre 17 M 7
6 1936 | 83357 Colémbia 42 F 9
7 1936 | 90332 Para 1 F 4
8 1938 | 147590 Amazonas 20 F 4
9 1938 | 147591 Amazonas 23 F 7
10 1939 | 165300 | Amazonas (Labrea) 2 F 6
11 1939 | 171414 Amazonas 19 F 4
12 1939 | 172567 Mato Grosso 3 M 61
13 1940 | 198348 Acre 4 M 4
14 13093
15 387378
16 389018 Para
17 390132
18 393098
19 396680 Bolivia
20 398354
21 1948 | 398368 Amazonas
22 1965 648 Amazonas (Labrea) 11 F 5
23 1965 649 Amazonas (Labrea) 9 F 4
24 1966 1003 | Amazonas (Labrea) 12 F 4
25 1967 1276 Para 24 M 9
26 1967 | 1374 | Amazonas (Labrea) 3 M 5
27 1968 | 1553 Para 18 F
28 1969 1842 Rondbnia 33 M
29 1969 1860 Rondénia 3 M
30 1969 1901 Para 22 M 10
31 1969 1918 Rondbnia
32 1969 1928 Rondbnia 22 M
33 1969 1929 Rondbnia 13 M
34 1970 | 2312 Para 40 F 10
35 1970 2388 Rondbnia adulto M
36 1971 | 2567 Rondbnia 8 M
37 1971 | 2569 13 M
38 1971 | 2573 | Amazonas (Labrea) F
39 1971 | 2585 Para M
40 1971 | 2586 Para M
41 1972 | 2594 19 M
42 1972 | 2606 Para 20 M

M - masculino; F — Feminino
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Anexo C - Aspectos morfolégicos: preservacao tissular e alteracdes

celulares
Cdbdigo Fixacao BAL CA CO CM EST

1 OK ++ +++ - ? +
2 OK + = - ? +
3 OK + + - + ++
4 OK + + - ++ +
5 OK - + - ++ +
6 autolise parcial + - - 4+ +
7 autolise extensa - + - ++ +
8 autolise extensa - + = ++ -
9 autolise extensa - + - ++ -
10 autolise parcial + + - ++ -
11 autélise parcial + +++ - +4 +
12 autolise extensa + + = + +
13 autolise parcial + + - 2 -
14 autolise parcial + +++ = + -
15 autolise total-excluido

16 autolise total-excluido

17 autdlise parcial + ++ - - -
18 OK + + - 4 -
19 autolise parcial + ++ - + -
20 autolise parcial + ++ = + +
21 autélise extensa + ++ - + -
22 autélise parcial + - = +++ -
23 autolise extensa - - - +++ -
24 autolise parcial + - - +4++ -
25 autolise parcial ++ + + - +
26 autolise extensa - - - +++ -
27 autdlise extensa - + - 4+ -
28 autolise total-excluido

29 OK + + - + +
30 OK + +++ = 2 +
31 autolise total-excluido

32 autolise extensa + = - - -
33 autolise parcial + - - ++ .
34 OK + - + +++ -
35 autolise extensa + - + +++ -
36 autolise extensa + + - T4+ +
37 autélise parcial + - ? + +
38 OK + - + ++
39 autolise parcial ++ + - - +
40 autolise total-excluido

41 autolise total-excluido

42 autolise parcial + - - 4+ +

BAL - balonizag&o; CA - corpusculo aciddfilo, CO - corpisculo ocre; CM - célula em moérula; EST - esteatose
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Anexo D - Aspectos morfoldgicos: necrose hepatocelular - extensdo e

distribuicao

Codigo | N-MAC | N-SUBMAC | N-PONTE | N-(Z3) | N-(Z2) | N(Z1) F:];ica‘?'
1 - + - + ++ + -
2 - + - + + + -
3 - + - + + + +
4 + - + + + + +
5 - + - + + + +
6 ++ - + + + + +
7 - + - + + + .
8 ++ = - + + + i
9 ++ - - + + + i
10 - + - + + _ _
11 ++ - - + " " +
12 - + - - ++ = =
13 - + - + ++ - -
14 - * = + ++ + -
15
16
17 - + - - + - -
18 - - - - | +@isol) | - i
19 - + - - + - -
20 - + - + + _ _
21 - + - + + + .
22 - + (spotty) - - i - .
23 + - - + + + i
24 - + (spotty) - + . N ]
25 - + (c. isol.) - - + i )
26 = + + + + _ _
27 - + + + + - -
28
29 - + + + + + _
30 - + (spotty) = + + + -
31
32 - i = + + - -
33 - + (spotty) + + + + -
34 - + + + + - -
35 - + + + + - -
36 + - + + + + _
37 - + (spotty) - - + - .
38 - + (spotty) - + . N ]
39 - + (focal) + - + i i
40
41
42 - S + + + + -

N-MAC - necrose maci¢a; NSUBMAC - necrose sub-macica; NPONTE - necrose em ponte; N-(Z-3) - necrose em zona 3;
N-(Z-2) - necrose em zona 2; N-(Z-1) - necrose em zona 1;
Piece-meal - hepatite de interface; c. isol. - células isoladas
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Anexo E - Aspectos morfoldgicos: infiltrado inflamatério - tipo e
distribuicao
Cédigo I-NEUT I-LINFO PO I-LLINFOLO | I-PLASMO | I-EOSI

1 + ++ ++ - -
2 + ++ ++ + +
3 ++ ++ (foliculos) + + ++
4 +++ ++ + + +
5 - ++ (foliculos) ++ - -
6 + + ++ + -
7 + + + + -
8 - + - - -
9 - ++ + + -
10 - + ++ + -
11 - + ++ + -
12 + + - - -
13 + + - - -
14 - + - - -
15

16

17 + + - - +
18 - - i = =
19 + (microabs.) + + + -
20 + ++ - - -
21 - ++ - + +
22 - ++ (foliculos) ++ + i
23 - ++ - + -
24 - ++ + + +
25 - - + - -
26 - + ++ + -
27 - - ++ - -
28

29 + ++ ++ + -
30 - + + - -
31

32 - + (agregados) - - -
33 - - + + -
34 - + ++ - -
35 - - ++ - -
36 - + + + -
37 + +++ +++ + -
38 - - i = =
39 - - + - -
40

41

42 - ++ ++ + =

I-NEUT - infiltrado de neutrdfilos; I-LINFO-PO - infiltrado de linfécitos portais

I-LINFO-LO - infiltrado de linfocitos lobulares; I-PLASMO - infiltrado de plasmacitos
I-EOSI - infiltrado de eosindfilos; microabs - microabscessos
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Caodigo

COLEST

P-DUCTULAR

1

©O© o0 ~NO O WN

36
37
38
39
40
41
42

++
+++ (agresséao)

COLEST - colestase; P-DUCTULAR - proliferagéo ductular

Anexo F - Aspectos morfolégicos: colestase e proliferacdo ductular
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Anexo H - Aspectos morfolégicos: regeneracéo hepatocelular

. . ~ . ~ Laminas Nucleos
Cdédigo | Bi-nucleac¢des | Multinucleacbes duplas TPA PCNA +
1 + - - - 60
3 + + + + 0
4 oh oh oh oh 0
5 + + + + 0
6 + + + + 190

7

9 + + - - 0
10
11 - - - - 1
12

13
14 + - - - 470
15

16
17 + - - - 470
18
19 + - - - 1
20 + - - - 430
21 + - - - 0
22 + + - + 1
23 + + - + 2
24 + + = + 310
25 + - - + 360
26 + + - + 310
27 + + - + 2
28

29
30 + + - + 580
31

32
33 + + - + 140
34 + + - - 1
35

36

37
38 + - - - 0
39 - - - - 380
40

41 .
42 + + = + 0

TPA - transformacéo pseudo-acinar;
Nucleos PCNA + - nimero de nucleos de hepatécitos que expressam o PCNA
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Anexo | — Danos vasculares e resposta parenquimatosa

o Obstrucéao | Proliferacao . Atrofia ou . ~
CEelgs vasculqar arteriaﬁ Fletoie Extin¢céo APIENITEEED
1 N N P +VCL N N
3 N N P E E-E + E-V
4 N N P E E-E
5 N N P E E-E
6
7
9 N N P E E-E
10
11
12
14 N N N A E-E
15
17 N N P N N
19 N N P N N
20 N N P A E-E
21 N N P A E-E
22 N N P E N
23 N N P +VCL E E-E
24 N N P E N
25 N N N N N
26 N N P + VCL E E-E
27 N N P E E-E
28
29
30
31
32
34 N N P A E-E
35
36
38 N N N A E-E
39 N N N N N
40
41
42

Flebite P - flebite portal; Flebite VCL - flebite de veia centro-lobular; N - ndo visualizado; E - extingéo

parenquimatosa; A - atrofia parenquimatosa; Aproximacdo E-E - aproximag&@o entre espacgos-porta;
Aproximacéo E-V - aproximacéo espago-porta - veia centro lobular
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Anexo J - Fibrose

Caodigo

Células estreladas

Fibrose portal CAB

Fibras elasticas portais

1

©O© o0 ~NO O WN

36
37
38
39
40
41
42

+

+ 4+ + + +

N

++ septos
+ + septos
+

N

+

Z:

zZ2zZz2zZ2zZ2zZ2zZ22:

+
++ septos

N - ndo visualizado
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Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas



http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1

Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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