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RESUMO

Giugni FR. Patogenia de envolvimento do coragdo na febre amarela: aspectos
clinicos, histopatol6gicos, imunohistoquimicos e de biologia molecular em casos de
autopsia realizados pelo Departamento de Patologia, durante a epidemia de 2017-
2019 [tese]. S&o Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de S&o Paulo; 2023.

Introducéo: a febre amarela € uma febre hemorragica viral, endémica em regides da
América do Sul e da Africa. A sua patogenia € pouco compreendida, com a maioria
dos estudos voltados especificamente para as alterac6es do figado, havendo
evidéncias escassas sobre as lesdes extra-hepaticas, incluindo a cardiaca. O objetivo
deste estudo é avaliar e descrever a patologia do coracao, associada a caracteristicas
clinicas, em casos fatais de febre amarela, autopsiados pelo Departamento de
Patologia da FMUSP, durante a epidemia de 2017-2019. Métodos: trata-se de estudo
retrospectivo de autopsia, incluindo pacientes com diagnostico confirmado de febre
amarela entre 2017 e 2019, na Regido Metropolitana de S&o Paulo. Foram realizados
revisdo de dados de prontuérios, avaliagdo macroscopica e histopatoldgica cardiaca,
microscopia eletronica, ensaios de imunohistoquimica para imunofenotipagem de
células inflamatorias e pesquisa de antigeno do virus da febre amarela in situ, RT-
gPCR para pesquisa de RNA viral no miocardio, e analise protedmica de citocinas
inflamatorias e proteinas relacionadas a lesédo endotelial por imunoensaio multiplex.
Amostras de tecido miocardico de pacientes falecidos por doencas cardiovasculares
e por sepse foram incluidas para andlise comparativa dos resultados de
imunohistoquimica e protedmica. Resultados: foram incluidos 73 pacientes com uma
mediana de idade de 48 (34-60) anos. Foram observados choque (100%), uso de
inotropicos (5,5%), taquiarritmias supraventriculares (20,5%) e bradiarritmias (6,8%).
Foram realizados eletrocardiograma em 42 (57,5%) pacientes, com 34 (81,0%)
alterados, e dosagem de troponina T em 58 (79,5%), com 54 (93,1%) casos com niveis
elevados. A macroscopia, 78,9% dos cora¢des examinados apresentaram peso acima
de 350g e 60,0% apresentaram aumento da espessura do ventriculo esquerdo. A
microscopia, foram observadas: miocardioesclerose em 68 (93,2%) pacientes,
hipertrofia de cardiomiocitos em 68 (93,2%), alteracbes endoteliais em 67 (91,8%),
necrose de fibras em 50 (68,5%), e miocardite em 14 (19,2%) casos, sendo 9 (12,3%)
de etiologia viral. A avaliacdo do sistema de conducdo elétrico mostrou alta
prevaléncia de edema e hemorragia. O infiltrado inflamatério miocardico teve
predominio de macréfagos (células CD68 positivas). Em todos os casos avaliados foi
observada a presenca de antigeno viral, localizado no citoplasma de células
inflamatorias e de células endoteliais do miocéardio. A analise de RT-qPCR resultou
positiva em 66 (95,7%) dos 69 casos avaliados. A avaliacéo protedmica mostrou maior
concentracdo de MCP-1, MIP-13, GM-CSF, IP-10, IL-6, IL-8, TNF-a, IL-183, INFy, IL-
10 e IL-4 no miocardio de casos de febre amarela em comparagéo a controles com
morte cardiovascular, e uma maior concentracdo de IP-10 em relagéo a controles



cardiovasculares e de sepse. Na avaliacdo proteOmica da funcdo endotelial, foi
identificada maior concentragédo de angiopoietina-2, endotelina-1, syndecan-1, VCAM-
1 e PAI-1 no miocardio de casos fatais de febre amarela em relacdo ao miocardio de
casos por 6bito cardiovascular, mas sem diferenca em relacdo a casos de sepse.
Concluséo: a febre amarela causa frequente lesé@o cardiaca, clinica e histopatolégica,
em casos graves. Tal injuria decorre de mecanismos multifatoriais, incluindo a acéo
direta do virus da febre amarela no tecido cardiaco, o processo inflamatério in situ e
sistémico, e a lesdo de células endoteliais.

Palavras-chave: Febre amarela. Miocardio. Miocardite. Sistema de conducao
cardiaco. Endotélio vascular. Citocinas. Quimiocinas. Autépsia. Epidemia.



ABSTRACT

Giugni FR. Pathogenesis of heart involvement in yellow fever: clinical,
histopathological, immunohistochemical and molecular biology aspects in autopsy
cases performed in the Pathology Department during the 2017-2019 epidemic [thesis].
Sé&o Paulo: “Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo”; 2023.

Introduction: yellow fever is a viral hemorrhagic fever, endemic in parts of South
America and Africa. Its pathogenesis is not well understood, with most studies focusing
on liver abnormalities, and there is scarce evidence on extrahepatic lesions, including
cardiac injury. The objective of this study is to evaluate and describe the pathology of
the heart, associated with clinical characteristics, in fatal cases of yellow fever,
autopsied by the Pathology Department of FMUSP, during the 2017-2019 epidemic.
Methods: this is a retrospective autopsy study, including patients with a confirmed
diagnosis of yellow fever between 2017 and 2019, in the Metropolitan Region of S&o
Paulo. We reviewed data from medical records, performed macroscopic and
histopathological evaluation of the heart, electron microscopy, immunohistochemical
assays for immunophenotyping of inflammatory cells and in situ assessment of yellow
fever virus antigen, RT-gPCR for evaluation of viral RNA in the myocardium, and
proteomics analysis of inflammatory cytokines and proteins related to endothelial injury
by multiplex immunoassay. Myocardial tissue samples from patients who died due to
cardiovascular diseases and sepsis were included for comparative analysis in
immunohistochemistry and proteomics assays. Results: A total of 73 patients with a
median age of 48 (34-60) years were included. We observed shock (100%), use of
inotropes (5.5%), supraventricular tachyarrhythmias (20.5%) and bradyarrhythmias
(6.8%). An electrocardiogram was performed in 42 (57.5%) patients, and 34 (81.0%)
had alterations; troponin T was measured in 58 (79.5%), and 54 (93.1%) had elevated
levels. At macroscopic assessment, 78.9% of the examined hearts weighed more than
350g and 60.0% showed increased left ventricular wall thickness. In microscopic
analysis, we observed the following abnormalities: interstitial fibrosis in 68 (93.2%)
patients, cardiomyocyte hypertrophy in 68 (93.2%), endothelial alterations in 67
(91.8%), fiber necrosis in 50 (68.5%), and myocarditis in 14 (19.2%) cases, 9 (12.3%)
of which had a viral etiology. The evaluation of the electrical conduction system showed
a high prevalence of edema and hemorrhage. The myocardial inflammatory infiltrate
had a majority of macrophages (CD68 positive cells). In all evaluated cases, viral
antigen was found, located in the cytoplasm of inflammatory cells and endothelial cells
of the myocardium. RT-gPCR analysis was positive in 66 (95.7%) of the 69 cases
evaluated. The proteomic evaluation showed a higher concentration of MCP-1, MIP-
1B, GM-CSF, IP-10, IL-6, IL-8, TNF-aq, IL-183, INFy, IL-10 and IL-4 in the myocardium
of yellow fever cases compared to controls with cardiovascular death, and a higher IP-
10 concentration compared to cardiovascular and sepsis controls. In the proteomic
evaluation of endothelial function, we found a higher concentration of angiopoietin-2,



endothelin-1, syndecan-1, VCAM-1 and PAI-1 in the myocardium of fatal cases of
yellow fever compared to the myocardium of cases of cardiovascular death, but no
difference compared to cases of sepsis. Conclusion: yellow fever frequently causes
clinical and histopathological cardiac lesions in severe cases. Such injury results from
multifactorial mechanisms, including the direct action of the yellow fever virus on
cardiac tissue, in situ and systemic inflammatory response, and endothelial cells
damage.

Keywords: Yellow fever. Myocardium. Myocarditis. Heart conduction system.
Vascular endothelium. Cytokines. Chemokines. Autopsy. Epidemic.
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1.1- Febre amarela

A febre amarela (FA) é uma doencga viral hemorragica sistémica de alta
morbimortalidade. E causada por um virus RNA de fita Gnica, considerado o proto6tipo
da familia Flaviviridae, transmitido por artrépodes.® A FA tem grande relevancia
historica. Acredita-se que tenha sido trazida para a América no século XVII com o
trafico de africanos escravizados. Desde entdo, espalhou-se pelo continente
americano, causando graves surtos e epidemias durante os séculos seguintes.
Durante a Guerra Hispano-Americana, em Cuba, estima-se que para cada soldado
morto em combate, doze soldados tenham falecido vitimas da FA. No final do século
XIX e inicio do século XX, descobertas cientificas trouxeram importantes avangos no
combate a FA, destacando-se: a teoria da transmissao pelo Aedes aegypti, do cubano
Carlos Finlay, provada em 1901 pelo americano Walter Reed; o isolamento do agente
etiolégico, o virus da FA, por Adrian Stokes, na Inglaterra, em 1927; e o
desenvolvimento da vacina pelo sul-africano Max Theiler, na década de 1930, que o
levaria a ser laureado com o Prémio Nobel de Fisiologia e Medicina em 1951. Através
da vacina e do controle do vetor, foi possivel erradicar a FA na América do Norte e na
Europa, restringindo a doenca a regides economicamente menos favorecidas.?® A
reducdo no interesse e, consequentemente, no investimento em pesquisa cientifica
por grande parte da comunidade internacional levou a FA a ser considerada como

uma das doengas tropicais negligenciadas no final do século XX.*

A FA é endémica em grande parte da Africa (27 paises) e Américas Central e
do Sul (13 paises). Estima-se que seja responsavel por cerca de 200.000 casos por
ano, com letalidade que varia de 20% na Africa Ocidental a cerca de 50% nas
Américas.®>® No Brasil, é endémica em grande parte do territério. No entanto, nas
Gltimas duas décadas, ocorreram surtos esporadicos e nao ciclicos de FA em regides
ndo-endémicas, onde a vacinacdo ndo era recomendada anteriormente.® A Figura 1
mostra as regides onde a vacinacéo para a FA é recomendada na América do Sul. De
2016 a 2019, houve uma importante epidemia no Sudeste do Brasil, em area
densamente povoada, causada por virus do genétipo Sul Americano 1, predominando,
na cidade de Sao Paulo, a clade 1I-D.” Dados do Centro de Vigilancia Epidemioldgica
do Estado de S&o Paulo mostram que, em 2017 foram confirmados 103 casos de FA
em todo o Estado, entre autéctones e importados, com 47 (47,5%) Obitos; em 2018,
532 casos e 173 (34,3%) 6bitos; em 2019, 72 casos e 12 (16,9%) 6bitos.?


https://paperpile.com/c/gbwNpv/CsRC
https://paperpile.com/c/gbwNpv/YiU4+wNj4
https://paperpile.com/c/gbwNpv/QGnM
https://paperpile.com/c/gbwNpv/wNj4+iZ6I
https://paperpile.com/c/gbwNpv/Cgby
https://paperpile.com/c/gbwNpv/EtUL
https://paperpile.com/c/gbwNpv/afjp
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Figura 1 - Mapa das regides onde a vacinacdo para febre amarela é recomendada
para viajantes na Ameérica do Sul.

. " TRINIDAD
VENEZUELA

Vacinagdo para Febre Amarela

-Recomendad_a

-Recomendada desde 2017
- Geralmente nfio recomendada
~ N#orecomendada

Mapa da América do Sul mostrando a recomendacéo de vacinacgao para febre amarela para
viajantes conforme a regido. A cidade de S&o Paulo estd na regido em vermelho, com
vacinac&o recomendada desde a epidemia de 2017. Fonte: Adaptado de CDC, 2019. °


https://paperpile.com/c/gbwNpv/VRQ8
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A transmisséo de FA no Brasil se da por mosquitos do género Haemagogus e
Sabethes, a partir de primatas ndo-humanos, no ciclo silvatico. Na Africa, também
ocorre o ciclo urbano, em que mosquitos do género Aedes transmitem o virus de
humanos para humanos. Com a urbanizagdo, e consequente aproximacao entre
cidade e floresta, especialmente nas regifes de Mata Atlantica, descreve-se também
o ciclo ecétone, em que ha participacdo de mosquitos sinantrépicos (Figura 2).510 A
vacina 17D contra febre amarela é extremamente segura e eficaz, mas, em alguns
casos, ha reacao adversa com manifestacdo clinica muito semelhante a da FA por
virus silvatico. Este quadro € denominado doenca viscerotropica aguda associada a
vacina febre amarela (DVA-VFA) e tem baixa incidéncia: emtorno de 0,4 casos a cada
100.000 vacinados.! Igualmente rara é a doenga neurolégica associada a vacina febre
amarela, que pode se manifestar com meningite, encefalite e doenca inflamatéria
desmielinizante.?

Figura 2 - Ciclos de transmisséo da febre amarela

SYLVATIC ECOSYSTEMS

URBAN ECOSYSTEMS

llustracdo mostrando ciclo silvatico da FA, com transmissdo do virus entre primatas nédo
humanos e humanos através dos mosquitos dos géneros Haemagogus e Sabethes; ciclo
urbano com transmissédo de humano para humano através de mosquitos do género Aedes;
interseccgéo entre ciclos silvatico e urbano da febre amarela, chamado de ciclo ecétone, em
que ocorre transmissdo de primatas ndo humanos a humanos através de mosquitos
sinantrépicos em regifes proximas a centros urbanos. NHP: Primatas ndo humanos (traduzido
de non-human primates). Fonte: Possas e cols., 2018 ©


https://paperpile.com/c/gbwNpv/67Xr+Cgby
https://paperpile.com/c/gbwNpv/CsRC
https://paperpile.com/c/gbwNpv/Cgby
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Ap6s um periodo de incubacédo de cerca de 3-6 dias, a FA costuma manifestar-
se inicialmente por uma fase virémica, caracterizada por sintomas inespecificos, como
febre, adinamia, cefaléia, mialgia, nduseas e vémitos, com duracdo de poucos dias.
Apébs a defervescéncia, a maioria dos pacientes apresenta remissdo dos sintomas,
enquanto cerca de 20% manifestam um periodo de intoxicacdo, causado por
replicacdo do virus dos tecidos, sobretudo no parénquima hepatico. Nesta fase,
aparecem as lesdes organicas, em especial a hepatite aguda, que pode levar a
ictericia, coagulopatia e encefalopatia. A despeito das predominantes manifestacfes
hepaticas, a FA € uma doenca sistémica, em que outros 6rgados podem ser
gravemente afetados. Destacam-se o sistema renal, com insuficiéncia renal aguda,
muitas vezes com necessidade de dialise, o hematologico, com linfopenia e
plaquetopenia, o cardiovascular, com choque e arritmias, e 0 nervoso central, com

confusdo mental, convulsdes e coma.11:12

1.2- Patologia de autopsia na febre amarela

A autdpsia foi historicamente uma ferramenta de grande importancia na
elucidacdo da patogénese de diversas doencas infecciosas. Na FA, alguns classicos
estudos de autopsia foram publicados no final do século XIX e inicio do XX. Os
trabalhos de Councilman e Rocha-Lima descreveram a caracteristica marcante da
patologia hepatica, que € a hepatite médio-zonal com corpusculos eosinofilicos, que
foram denominados corplsculos de Councilman-Rocha Lima.'®'4 Qutros autores
importantes, como Torres, Vilela e Klotz & Belt, contribuiram com trabalhos seminais
em patologia geral e hepatica da FA.*>-1” Com o advento da microscopia eletrénica,
Poon-King demonstrou virions dentro de hepatocitos saudaveis e de corpusculos de

Councilman-Rocha Lima.8

A técnica de imunohistoquimica (IHQ) permitiu alguns avangos no
conhecimento sobre a patogenia da FA. A saber, a demonstracdo de que o0s
corpusculos de Councilman-Rocha Lima sédo hepatécitos apoptéticos, por Quaresma
e cols., e que h& antigeno viral no parénquima hepético, renal e no miocardio, por de

Brito e cols.’®?0, Mais recentemente, a biologia molecular contribuiu com a


https://paperpile.com/c/gbwNpv/6sCF+P5Bs
https://paperpile.com/c/gbwNpv/aEV5+GOSh
https://paperpile.com/c/gbwNpv/q7a1+32jX+n52i
https://paperpile.com/c/gbwNpv/1wAX
https://paperpile.com/c/gbwNpv/fkiX+fKzi
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demonstracao da presenca do RNA viral em diversos tecidos obtidos em autopsias de
casos fatais de FA, através da reacdo em cadeia da polimerase via transcriptase
reversa (RT-PCR) .21-2°

A patologia hepética sempre foi o principal foco dos estudos de autdpsia, sendo
ainda importante em trabalhos contemporaneos. A lesdo hepatica pode ser descrita
como uma hepatite de predominio na zona meédia, ou zona Il de Rappaport,
preservando as zonas periportal (Ill) e centrolobular (I). As duas principais alteragbes
da célula hepética sdo a esteatose e a apoptose. Nota-se intensa esteatose macro e
microvesicular, com células de aspecto “moruliforme”, localizadas preferencialmente
na regido médio-zonal, ou em todo o lébulo hepatico.1314.16.17.20.26,30-34 A gpoptose é
o principal mecanismo de morte celular na hepatite da FA.®> Antigenos do virus da FA
séo identificados em hepatdcitos esteatoticos e apoptoticos e em células de Kupffer
pela IHQ, e a RT-PCR detecta RNA viral no tecido hepético.19-26:28.29.36-40 O infiltrado
inflamatorio no parénquima hepatico € leve, desproporcional ao grau intenso de dano
hepatocelular e as células de Kupffer apresentam hiperplasia, observando-se

fagocitose de corpos apoptoticos.”34

A patologia de outros Orgaos e sistemas na FA é menos compreendida. Na
maioria dos estudos, sdo encontradas alteracfes inespecificas como edema e
hemorragia, bem como anormalidades endoteliais. Nos rins é frequentemente descrita
necrose tubular aguda, mas ja foi encontrada também glomerulonefrite.1%2622 No
baco, encontra-se usualmente atrofia folicular com depresséo linfoide e descricdo de
hemofagocitose.?6?841 No sistema nervoso central ja foi descrita encefalite, e nos
pulmdes, lesdo pulmonar aguda.?’4?>43 Andlises de IHQ e RT-PCR detectaram
presenca de componentes virais em pulmao, rins, baco, cérebro, pele, musculo

esquelético, pancreas e testiculos.19:2122.28.29,42,44

Do ponto de vista de avancos nas metodologias de autépsia, os estudos em
FA, realizados na FMUSP durante a epidemia de 2017-2019, foram importantes para
a descricdo da autopsia minimamente invasiva guiada por ultrassom. A técnica foi
empregada pela primeira vez durante a epidemia de uma doenca infecciosa grave e
mostrou equivaléncia a autépsia convencional na capacidade em diagnosticar a causa

mortis imediata e basica. Tais estudos foram um predmbulo ao que se veria


https://paperpile.com/c/gbwNpv/e1ru+Np5i+wyS2+qIrH+JysC+jqaX+gx2V+DMaU+EqHL
https://paperpile.com/c/gbwNpv/aEV5+GOSh+CvFS+32jX+n52i+WchF+xSoB+ab79+mR6n+fKzi+jqaX
https://paperpile.com/c/gbwNpv/ZZ77
https://paperpile.com/c/gbwNpv/fKzi+fkiX+wyS2+e1ru+Np5i+k8d2+qIrH+EJ8n+9070+JysC+wNz6+wTCT+jqaX+DMaU+EqHL
https://paperpile.com/c/gbwNpv/mR6n+n52i
https://paperpile.com/c/gbwNpv/jqaX+DMaU+fkiX
https://paperpile.com/c/gbwNpv/VaaR+jqaX+DMaU
https://paperpile.com/c/gbwNpv/caDR+gx2V+Ztdk
https://paperpile.com/c/gbwNpv/fkiX+e1ru+Np5i+llf5+EqHL+DMaU+caDR
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posteriormente, com o uso dessa forma de autdpsia durante a pandemia de COVID-
19.26|45|46

1.3- O coragao nafebre amarela

Ha poucos relatos na literatura acerca do comprometimento cardiaco na FA.
Em meados do século XIX, o médico americano Jean Charles Faget descreveu uma
bradicardia relativa, com uma frequéncia cardiaca desproporcional a elevacdo da
temperatura, em pacientes com FA. Este achado propedéutico ficou conhecido como
sinal de Faget e foi descrito posteriormente em outras doencas.*’ Mais recentemente,
Paixao e cols. fizeram avaliacdo cardiolégica clinica, laboratorial e de imagem em 70
pacientes internados por FA, e encontraram alteracdes eletrocardiograficas na
maioria, bem como alteracdes ecocardiograficas morfolégicas e de funcao ventricular
em alguns casos. Ressonancia magneética cardiaca foi realizada em 5 casos e apontou
em padrao tipico de miocardite um paciente, mostrando-se inalterada nos demais.*
Uma coorte brasileira de pacientes com diagnoéstico de FA admitidos em terapia
intensiva mostrou alta prevaléncia de bradicardia (51%).*° Ho e cols. coletaram
retrospectivamente dados de pacientes internados na UTI de Moléstias Infecciosas do
HC-FMUSP em 2018, e mostraram prevaléncia de 27% de arritmias ou miocardite,
bem como elevado namero de pacientes com bradicardias e dosagem média de
troponina T discretamente elevada. Dois pacientes jovens (19 e 21 anos) previamente
higidos apresentaram disfuncdo ventricular (FE 35% e 40%) na avaliacao

ecocardiografica.>°

No ambito dos estudos experimentais, Lloyd mostrou a ocorréncia de
bradicardia, bloqueios atrioventriculares e alteracdes de repolarizacdo em primatas
ndo-humanos.>! Posteriormente, o0 mesmo autor descreveu a patologia do coracéo
desses animais, demonstrando predominancia de alteracdes degenerativas de
distribuicdo irregular, sem predilecdo focal, com degeneracdo gordurosa, granular,
hialina e vacuolar das fibras miocardicas. Em alguns casos, descreveu areas de
midlise multifocal e pequenos focos hemorragicos; em raros casos infiltrado
inflamatério predominantemente linfocitico perivascular.®®> Esses achados vdo ao
encontro do mostrado anteriormente por Cannel.>®> Outros autores descreveram
alteracdes inespecificas, em poucos animais, sendo as mais frequentes hemorragias

e edema.>*%7


https://paperpile.com/c/gbwNpv/jqaX+6lKb+WLHI
https://paperpile.com/c/gbwNpv/o7pQ
https://paperpile.com/c/gbwNpv/V12P
https://paperpile.com/c/gbwNpv/ZGpL
https://paperpile.com/c/gbwNpv/jOlB
https://paperpile.com/c/gbwNpv/aob5
https://paperpile.com/c/gbwNpv/VVwk
https://paperpile.com/c/gbwNpv/knB9
https://paperpile.com/c/gbwNpv/VcVb+EceR+Q7RM+AbvM

28

No ambito da patologia humana, estudos anteriores de autopsia demonstram
gue o coracao de pacientes com FA apresenta edema, degeneracdo gordurosa
(vacuolos de lipidios intracitoplasmaticos) e hemorragias epicardicas e
subendocérdicas.®®%® Ha algumas décadas, De Brito e cols.’® demonstraram
positividade de antigenos do virus da FA em fibras miocérdicas através da técnica de
IHQ. Este achado foi reproduzido posteriormente por DeSilva e cols..*® A positividade
para RNA viral por RT-PCR em tecido miocardico também foi descrita por diversos
autores.?%2224 Chan e cols. relataram achado de miocardite em autdpsia de paciente
com DVA-VFA; Fabro e cols. também descreveram miocardite em 2 pacientes com
FA e lesdo pulmonar aguda.??#? Paixao e cols. descreveram trés casos submetidos a
autopsia na sua coorte, dos quais dois apresentaram hemorragia epicéardica focal,
enguanto um mostrou alteragGes compativeis com miocardite aguda flngica.*®
Durante a epidemia de FA de 2018-2019 alguns avancgos foram feitos no entendimento
da patologia sisttmica da doenca, inclusive com achados particulares para o
envolvimento cardiaco. Em dois trabalhos, foi descrita a patologia cardiaca
encontrada em 20 casos fatais da doenca. Os achados foram edema intersticial,
hemorragia epicardica e subendocardica, miocardioesclerose, calcificagédo distrofica
de fibras. Dois casos tinham miocardite de padrdo misto, um dos quais com

positividade para antigenos do virus da FA em células inflamatérias. 2628

1.4- O coracdo na sepse e has arboviroses

O coracado € um dos o6rgaos frequentemente lesados na sepse, com prejuizo
nas funcdes sistélica e diastélica. A injuria miocardica induzida pela sepse esta
associada a um pior prognostico.®® A fisiopatologia é complexa e multifatorial,
destacando-se, entre 0s mecanismos patogénicos, intensa inflamacéo, disfuncdo
endotelial, isquemia tecidual, estresse oxidativo, disfuncéo mitocondrial e apoptose de
cardiomidcitos.®%-%2 Considerando a imunopatologia, diversos trabalhos mostraram a
associacdo de elevados niveis de citocinas séricas com piora da funcéo cardiaca,
especialmente IL-18 TNF-a e IL-6, mediadores inflamatérios de importancia na
resposta inflamatéria inicial.®®61.63 Um estudo com andlise multiplex mostrou a
disfuncdo miocérdica pela sepse se correlacionou o numero de determinados

mediadores inflamatérios aumentados, que se agrupam em um mesmo cluster


https://paperpile.com/c/gbwNpv/sCfF+Mnwa
https://paperpile.com/c/gbwNpv/fkiX
https://paperpile.com/c/gbwNpv/wNz6
https://paperpile.com/c/gbwNpv/e1ru+Np5i+qIrH
https://paperpile.com/c/gbwNpv/Np5i+caDR
https://paperpile.com/c/gbwNpv/V12P
https://paperpile.com/c/gbwNpv/DMaU+jqaX
https://paperpile.com/c/gbwNpv/UHfw
https://paperpile.com/c/gbwNpv/eJWb+UHfw+xRbM
https://paperpile.com/c/gbwNpv/eJWb+UHfw+Wsob
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(CD40L, IL-8, MCP-1, IL-1RA, IL-6, IL-15, TNF-a, sST2, granzima e HSP70).54 A
infiltracdo de macréfagos no tecido miocardico também esta associada a leséo

cardiaca.®® A Tabela 1 apresenta os principais marcadores de interesse para a

imunopatologia da injaria miocardica induzida pela sepse.

Tabela 1 - Marcadores de interesse para a imunopatologia do coragéo da sepse

(continua)
Componente Funcgéo geral no Sistemaimune Papel na leséo cardiaca
do sistema pela sepse
imune
Macrofagos Fagocitose, apresentacao de Producao de citocinas
antigeno, digestao lisossémica e inflamatorias (IL-1, IL-6, IFN-
liberacdo de citocinas. Sao parte y e radicais livres de
da resposta imune inata, mas oxigénio, que contribuem
também participam da resposta para diminuicdo da
adaptativa. contratilidade e morte celular
dos cardiomiocitos.
Célula NK Atividade citotoxica, producéo Papel pouco conhecido.
inicial de IFN. Parte da imunidade  Pode estar atrelada a
inata. Importante contra virus e resposta imune exacerbada
patdgenos intracelulares. como também exercer papel
regulatorio protetor.
Linfocito T Linfécitos T helper, podem maturar Producao de citocinas
CD4+ em diversas subpopula¢des, com inflamatdrias, contribuindo
funcdes variadas. Liberam para a “tempestade de
citocinas inflamatérias, que séo citocinas”. Ativacao de
importantes na diferenciacéo de macroéfagos.
linfocitos B, ativacao de linfocitos T
citotoxicos e na melhora da
atividade fagocitica de macrofagos
e neutrofilos. Sao parte da
resposta imune adaptativa.
Linfocitos T Atividade citotoxica similar & das Pouco conhecida. Producgéo
CD8+ células NK, das quais sé@o a de IFN-y.

equivalente da imunidade
adaptativa.


https://paperpile.com/c/gbwNpv/aNiG
https://paperpile.com/c/gbwNpv/Wsob

Componente
do sistema
imune

Funcéo geral no Sistemaimune
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(continuacéo)

Papel na leséo cardiaca
pela sepse

TNF-a

IFN-y

Citocina pro-inflamatdria potente
liberada na fase inicial da resposta
imune por macréfagos, linfécitos T
e células NK. Induz a producéo de
moléculas de adesao, migracao
celular, ativacdo de células imunes
efetoras e producao de proteinas
de fase aguda no figado. Inibe a
proliferacéo celular e induz
apoptose. Relacionada a resposta
Thl.

Citocina pro-inflamatoria liberada
principalmente por células NK e
linfécitos T CD4+ e CD8+, mas
também por macréfagos. E
fundamental para a ativacao dos
macréfagos na defesa contra
patdgenos intracelulares e
intravesiculares como as
micobactérias, fungos de micoses
profundas e parasitos
intracelulares como a Leishmania
e 0 Toxoplasma, entre muitos
outros. E importante na
diferenciacao dos linfécitos T
CD4+ em Thl e ativacao das
células NK. Estimula a producéo
de TNF-a. Estimula a produgao de
agentes oxidantes e proteinas do
choque térmico.

Uma das principais citocinas
associadas a lesdo cardiaca
pela sepse. Leva a inibicdo
da contratilidade e apoptose
de cardiomidcitos, além da
ativacao do sistema nervoso
simpatico.

Tem papel importante na
lesdo cardiaca pela sepse.
Estimula producédo de TNF-a
e espécies reativas de
oxigénio. Causa depressao
cardiaca.
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(continuacéo)

Componente Funcgéo geral no Sistemaimune Papel na leséo cardiaca
do sistema pela sepse
imune

IL-1B Citocina pro-inflamatoria, Fortemente associada a
relacionada a imunidade inata leséo cardiaca pela sepse.
liberada na resposta inicial a Ativa a resposta inflamatoria,
patogenos. E produzida por estimulando a producéo de
macrofagos. Estimula a producdo  citocinas deletérias aos
de TNF-a e tem papel na ativagdo cardiomidcitos e de espécies
dos linfocitos T. Também ativa reativas de oxigénio.

INOS e COX-2 Também inibe diretamente a
funcéo miocardica.

IL-6 Citocina pro-inflamatoria, liberada  Associada a leséo cardiaca
na fase inicial da resposta imune induzida pela sepse, através
por diversos tipos celulares, como da ativacdo do sistema
macroéfagos, células endoteliais e nervoso simpatico e do
musculares. Estimula a producdo  estimulo a liberacado de TNF-
de proteina C reativa e de TNF-a.  a.

Esta relacionada a resposta imune
inata e adaptativa.

IL-8 Citocina pro-inflamatoria liberada Tem alguma associacéo
na fase aguda da resposta imune  com leséo cardiaca pela
as infecgdes. E produzida por sepse, embora o seu papel
macréfagos e neutrofilos. Tem seja menos elucidado. Faz
funcdo de quimiotaxia, com parte do status hiper-
recrutamento de neutrofilos. inflamatorio relacionado a

sepse.

IL-12 Citocina pro-inflamatoria liberada Ha algumas evidéncias

na fase aguda da resposta imune
por macréfagos e células
dendriticas. Indutora da resposta
Th1, estimula a producédo de IFN-y
e a atividade citotoxica.

experimentais de associacao
com a leséo cardiaca,
potencialmente por
perpetuar a resposta
inflamatdria exacerbada Thl.
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(concluséo)

Componente Funcgéo geral no Sistemaimune Papel na leséo cardiaca
do sistema pela sepse
imune

IL-4 Citocina anti-inflamatoria, Ha poucas evidéncias do
produzida por linfécitos Th2. Atua  papel da IL-4 na lesédo
ativando linfécitos B na producao cardiaca induzida pela
de anticorpos e inibindo a sepse.
producédo de citocinas pro-
inflamatérias.

IL-10 Citocina anti-inflamatoria, Ha poucas evidéncias do
produzida por macréfagos, Treg e  seu papel na lesdo cardiaca
células dendriticas. Tem fungéo pela sepse. Tem potencial
importante na resposta imune, papel protetor.
inibindo TNF-q, IL-1 B e IL-6. Inibe
a atuacao de linfécitos T e
macroéfagos ativados.

MCP-1 ou Quimiocina relacionada ao Promove infiltrado

CCL2 recrutamento, ativacéo e inflamatorio, levando a
diferenciacdo de macréfagos. inflamacédo e morte celular

MIP-18 ou Quimiocina relacionada ao Sua relacdo com leséao

CCL4 recrutamento de linfocitos e cardiaca pela sepse é pouco
ativacao de macrofagos conhecida

IP-10 ou Quimiocina relacionada ao Ha poucas evidéncias;

CXCL10 recrutamento de linfocitos T, poderia contribuir para
macroéfagos e células NK, e a aumento do processo
producédo de outras citocinas inflamatorio
inflamatorias

GM-CSF Citocina produzida por macrofagos Pode impactar na lesao do
e linfdcitos. Estimula a producao miocérdio por neutréfilos. Ha
de neutrdfilos e mondcitos. poucas evidéncias

TNF: fator de necrose tumoral; IFN: interferon, IL: interleucina; MCP-1: monocyte

chemoattractant protein 1; MIP-1B3: macrophage inflammatory protein 1 - beta; IP-10: proteina
10 induzida por interferon gama; GM-CSF: fator estimulador de colonias de granuldcitos e

macrofagos
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Ha evidéncia de acometimento do coragao por outras arboviroses. Uma revisdo
sobre Zika e complica¢cbes cardiovasculares identificou um relato de caso publicado
de miocardite aguda, bem como uma coorte prospectiva de 9 pacientes pos infeccéo
aguda que evoluiram com arritmias, derrame pericardico e insuficiéncia cardiaca,
além de um estudo em modelo animal que mostrou presenca de RNA viral em tecido
cardiaco. %7 Na chikungunya também foi descrita miocardite, arritmia e alteracdes
cardiovasculares. ¢ Nagaratnam e cols. descreveram trés casos miopericardite em
pacientes com dengue.’® Mais recentemente, Miranda e cols. descreveram um caso
fatal com miocardite por dengue, com demonstracdo histopatolégica do infiltrado
linfomonocitico em tecido miocardico e de particulas virais no intersticio e no interior

de cardiomiécitos por microscopia eletrénica. "

A dengue também tem como importante mecanismo fisiopatologico a leséao
endotelial, com extravasamento capilar, especialmente no leito esplancnico, levando
a uma hipovolemia relativa, que explica parte da fisiopatologia do choque nesta
doenca.”? Esta lesdo tem como um de seus mecanismos a interacéo da proteina viral
NS1 com elementos do glicocdlix, levando a sua disfuncdo e consequente elevacao
de biomarcadores associados, como syndecan-1 e endocan.”>"® O glicocalix também
mostrou-se precocemente lesado em outras condi¢cdes, como apos isquemia regional
em cirurgias vasculares, que também cursou com importante elevacdo de syndecan-
1, enquanto niveis de VCAM-1 e ICAM-1 permaneceram estaveis.”® Na sepse também
foi observada elevacdo de syndecan-1 em comparacdo com controles saudaveis,
assim como de outros marcadores de lesdo endotelial, como antitrombina, PAI-1,
VCAM-1, E-selectina, endoglina e endotelina-1.”-"® A Tabela 2 apresenta marcadores

de interesse para a lesdo endotelial associada a sepse e as arboviroses.


https://paperpile.com/c/gbwNpv/HpF9+6Om2+A5Xj
https://paperpile.com/c/gbwNpv/hBbn+Azfz
https://paperpile.com/c/gbwNpv/GXkP
https://paperpile.com/c/gbwNpv/9aJC
https://paperpile.com/c/gbwNpv/7haS
https://paperpile.com/c/gbwNpv/wVC2+HgVw+HZmR
https://paperpile.com/c/gbwNpv/I6Kb
https://paperpile.com/c/gbwNpv/GnbX+8nne+iQgz
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Tabela 2 - Marcadores de interesse para a fisiopatologia da leséo endotelial do

coragdo na sepse e arboviroses

(continua)

Biomarcador

Papel na fisiologia endotelial

Comportamento na lesao
endotelial associada a
doencas infecciosas

VEGF

Endoglina

Angiopoietina-2

Endotelina

Endocan

Syndecan-1

VCAM-1

E um fator de crescimento

vascular que estimula a migracao

e proliferacdo de células

endoteliais, sendo importante na
angiogénese. Tem como subtipos

0 VEGF-C e o0 VEGF-A.

E uma proteina transmembrana
expressa por células endoteliais

com funcdes relacionadas a
angiogénese

E um fator de crescimento

vascular, produzido por células

endoteliais.

Proteina vasoativa, importante na
regulacao da pressao arterial,
produzida por células endoteliais

Peptideo importante na
angiogénese.

Proteina transmembrana
presente em varios tipos
celulares, como nas células

endoteliais. Regula a interacao
entre célula e matriz extracelular.

Molécula de adeséo celular, que

media o recrutamento de

linfécitos, mondcitos, eosindéfilos e
basdfilos no endotélio vascular.

Pode estar elevado frente a
hipoxia tecidual,
contribuindo para a
permeabilidade vascular.

Pode estar aumentada na
sepse e dengue.

Pode estar elevado na
sepse e na dengue.

Pode estar elevada na
sepse e na dengue.

Estudos sugerem
associacado com disfuncéo
endotelial em diversas
patologias, como a sepse.

Pode estar elevado em
diversas situacoes de
choque, em especial na
dengue, mostrando lesao
do glicocalix.

Niveis elevados
geralmente refletem
inflamacéo e eventual
lesdo endotelial.



Biomarcador

Papel na fisiologia endotelial
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(concluséo)

Comportamento na leséo
endotelial associada a
doencas infecciosas

ICAM-1

Fator tecidual

PAI-1

Fibrinogénio

VWF-A2

Trombomodulina

Molécula de adeséo celular,
importante no recrutamento de
leucéceitos no endotélio vascular

Proteina de ativacdo da cascata
de coagulacao

Proteina que inibe a atuacao do
plasminogénio, reduzindo a
fibrindlise.

Proteina plasmatica que é
convertida em fibrina durante a
formacédo de trombos

Proteina sintetizada nas células
endoteliais e megacariocitos,

mediador da adesao plaquetaria.

Proteina de membrana das
células endoteliais, tem papel
anti-tromboético

Niveis elevados
geralmente refletem
inflamagé&o e eventual
lesdo endotelial

Pode estar elevado,
especialmente na sepse
guando ha coagulacéo
intravascular disseminada

Pode estar elevado na
sepse, contribuindo para a
hipercoagulabilidade

Pode estar elevado na
sepse e dengue graves

Aumento dos seus niveis
séricos pode estar
associado a CIVD na
sepse.

Pode estar elevada em
casos graves de sepse

VEGEF: fator de crescimento do endotélio vascular; VCAM-1: vascular cell adhesion molecule
1; ICAM-1: Intercellular adhesion molecule 1; PAI-1: inibidor de ativagdo de plasminogénio;
vWF-A2: fator de von Willebrand A2

A despeito de estudos centenarios de autépsia em FA, o acometimento do
coracao pela doenca segue pouco compreendido. Os estudos mais antigos e com
maior amostra carecem do uso de técnicas e padronizagbes modernas, enquanto
estudos mais recentes sdo quase todos restritos a relatos ou pequenas séries de
casos. Os mecanismos patoldgicos que explicariam os achados clinicos descritos na

FA permanecem em grande parte desconhecidos. A compreensdo desses



36

mecanismos em outras doencas infecciosas, como as arboviroses e a sepse, oferece
oportunidades para investigacdo da patogénese do acometimento cardiaco pela febre
amarela. A hipétese deste estudo € que haja alteracfes cardiacas relacionadas ao

virus da febre amarela no miocardio e no endotélio de casos fatais pela doenca.
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2-OBJETIVOS
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2.1- Determinar e descrever os achados da patologia do coragcdo de casos
fatais de FA, internados no Hospital das Clinicas, durante a epidemia
de 2017-2019

2.1.1- Descrever os dados demograficos, epidemioldgicos, clinicos, laboratoriais,
eletrocardiogréficos e ecocardiogréaficos dos pacientes;

2.1.2- Descrever os achados macroscopicos cardiacos, bem como as alteracfes
histopatolégicas e ultraestruturais em amostras teciduais cardiacas desses
pacientes;

2.1.3- Avaliar, com técnicas de imunohistoquimica, e comparar com controles o
imunofendtipo celular, a presenca de antigeno viral e marcadores de lesao
vascular em cortes histolégicos do coragcédo desses pacientes;

2.1.4- Avaliar, pela reagcdo em cadeia da polimerase via transcriptase reversa
guantitativa (RT-gPCR), a presenca de RNA do virus da FA no tecido
cardiaco desses pacientes;

2.1.5- Avaliar e comparar com controles a protedmica de fragmentos do coracao
desses pacientes, com enfoque no perfil de citocinas inflamatorias e de
marcadores de lesdo endotelial.

2.1.6- Descrever os achados da patologia do coracéo dos casos de DVA-VFA
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3-METODOS
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3.1- Desenho do estudo e critérios de inclusao

Foi realizado um estudo retrospectivo de autopsias de pacientes com
diagnéstico de FA. O estudo foi aprovado pela Comisséo de Etica em Pesquisa (CEP)
do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo
(HC-FMUSP); numero do processo: 4.354.375 (ANEXO A). A autopsia é um
procedimento médico. No ICHC-FMUSP h& um informe, assinado por responsaveis e
familiares do paciente falecido, para a realizacdo do estudo anatomopatolégico
(ANEXO B). Como o presente estudo é retrospectivo, ndo envolve experimentacao
direta ou entrevista com pacientes e familiares, foi dispensado o preenchimento de

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

Foram incluidos pacientes com diagnostico confirmado de FA submetidos a
autopsia no Servico de Verificacdo de Obito da Capital da Universidade de S&o Paulo
(SVOC-USP) entre 2017 e 2019. Foi utilizada a definicdo de caso suspeito
determinada pela Secretaria Estadual de Saude do Estado de Sao Paulo e Ministério
da Saude, Brasil (ANEXO C), associada a confirmacdo por meétodo sorolégico,
molecular (RT-PCR) ou imunohistoquimica tecidual. Pacientes DVA-VFA foram
incluidos. A DVA-VFA foi definida com base nos mesmos critérios diagnosticos de FA,
associado a identificacdo da cepa vacinal do virus da FA por RT-PCR e da nao

identificacdo da cepa silvatica.

Para algumas analises, foram incluidas como controles amostras de autdpsias
de pacientes falecidos por sepse e doencas cardiovasculares, obtidas nos arquivos

de autépsia do Departamento de Patologia da FMUSP.

3.2- Dados demograficos e clinicos

A coleta de dados demogréficos e clinicos foi realizada através de revisao de
prontuarios. Foram coletados sexo, idade, antecedentes clinicos, intervalos entre
inicio dos sintomas, internacgéo e 0Obito, intercorréncias cardiovasculares e infecciosas
na internagdo, intervencbes terapéuticas relevantes. Também foram revisados
exames complementares realizados durante a internacédo: eletrocardiograma (ECG),

ecocardiograma, troponina e NT-proBNP. Em relacdo aos ECG, foram coletados
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todos os tracados de 12 derivacdes, laudados de forma independente por 2
cardiologistas, comparados os laudos e resolvidas as discordancias por consenso.

3.3- Analise de macroscopia e histopatologia do coracéo

As autOpsias realizadas no Departamento de Patologia do HC-FMUSP seguem
as técnicas de Virchow (retirada, disseccdo e exame de cada 6rgao individualmente)
ou Letulle (retirada e disseccdo dos Orgdos em monobloco), ambas com
representacdo de todos os Orgdos de forma sistematica. Os coracdes foram
examinados externamente, pesados e seccionados para observagao do interior das 4
camaras cardiacas. Sistematicamente, dois cortes foram representados para cada
caso, um corte da parede lateral do ventriculo direito e outro corte da parede lateral
do ventriculo esquerdo. Todas as coronarias foram seccionadas para a observacao
de placas ateromatosas obstrutivas. Os tecidos coletados foram fixados em formalina
tamponada a 10% e processados para emblocagem em parafina. Posteriormente,
foram realizados cortes histolégicos de 4um de espessura. Mais amostras de tecidos
da parede livre do ventriculo esquerdo (VE) foram obtidas para congelacao imediata
em nitrogénio liquido e posterior armazenamento em freezers a -80°C. Os cortes
histolégicos foram rotineiramente corados pela hematoxilina-eosina. Outras
coloracdes, como Tricrémico de Masson, Acido Periédico de Schiff (PAS) e Grocott

foram realizadas em casos especificos, conforme indicacdo do patologista.

Os dados da avaliacdo macroscopica dos coracdes foram obtidos através da
revisado dos laudos da autépsia, confeccionados pelo médico patologista que realizou
o procedimento. Foram coletadas medidas, dentre as quais peso do coracao,
espessura das paredes ventriculares, diametros das valvas cardiacas, e foram
revisados achados macroscopicos em epicardio, cavidades cardiacas, valvas,

coronarias e aorta.

A histopatologia cardiaca foi revisada por um patologista especialista em
autépsia e por um cardiologista clinico, de forma sistematica. Posteriormente, as
principais alteracbes foram discutidas com um patologista especialista. Foram
avaliadas em cada caso as seguintes alteracfes: a) miocardioesclerose, definida pela
presenca de fibrose intersticial sem perda de cardiomidcitos, sendo classificada em
leve, quando a fibrose é predominantemente perivascular, em moderada, quando a

fibrose é intramiocardica multifocal, e intensa, quando a fibrose é intramiocardica
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difusa; b) hipertrofia de cardiomidcitos, definida por aumento das dimensfes do
cardiomiécitos ou aumento, hipercromia e alteracdo da posicdo do ndcleo;
c)miocardite, definida infiltrado de células inflamatérias associado a degeneracdo ou
necrose de fibras cardiaca, sendo classificada em focal, multifocal e difusa; d) necrose
de fibras miocérdicas, definida por alteracdes compativeis com morte celular, como
perda da solucdo de continuidade da membrana do cardiomidcito, calcificacdes
distréficas, perda do nucleo, alteracdo em banda de contragdo, hipereosinofilia do
cardiomidcito; e) alteraces endoteliais, definida como leve quando ha tumefacdo das
células endoteliais, como moderada em caso de necrose fibrindide, e como grave se
houver vasculite ou trombo; f) aterosclerose coronariana, definida pela presenca de
placas de ateroma na luz das artérias coronarias; g) hemorragia intersticial, definida
pela presenca de hemacias no intersticio cardiaco, fora do lumen vascular; h)
epicardite, definida pela presenca de infiltrado inflamatério no epicardio; i) outros
achados considerados relevantes. As definicbes foram adaptadas de recomendacdes

internacionais de especialistas e tratados de patologia consagrados.%-83

Foi realizada representacdo histolégica do sistema de conducéo elétrico do
coracdo em 8 casos. Para avaliacdo do no sinoatrial (NSA), foi coletada amostra de
tecido na desembocadura da veia cava superior para o atrio direito, na face lateral,
sobre o sulco terminal. O NSA localiza-se a menos de 1 mm abaixo do epicardio.
Histologicamente, o NSA é constituido por um aglomerado de células especializadas,
com morfologia de cardiomiocitos modificados, dispostas em feixes sem nenhuma
caracteristica particular, porém imersas em tecido conjuntivo denso e irrigadas pela
artéria do né sinoatrial. Para avaliacdo do no atrioventricular (NAV), do feixe de His e
de seus ramos, foi coletada amostra na regido do triangulo de Koch. Este triangulo
esta situado na transicao atrioventricular das camaras cardiacas direitas, definido a
partir de linhas tracadas pela insercdo da cuspide septal da valva tricispide e do
tendao de Todaro, sendo que, na sua base, encontram-se a abertura do seio coronario
e, ho seu apice, o septo membranoso. Na analise histoldgica, as células que compdem
o NAV agrupam-se em regido proxima do vértice do triangulo de Koch, posicionando-
se no subendocardio do atrio direito. Sdo cardiomidcitos especializados, com menor
diametro e menor quantidade de miofilamentos que os contrateis. Mais anteriormente,
0 nO compacto progressivamente se interioriza em dire¢cdo ao corpo fibroso central,

até que se torna o feixe penetrante (feixe de His), completamente circundado pelo


https://paperpile.com/c/gbwNpv/GUEU+KHZP+JqE6+yXqv
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tecido conjuntivo dessa parte do esqueleto fibroso do coragéo, atravessando a
transicdo AV em direcdo aos ventriculos. O primeiro ramo € o esquerdo, situado no
subendocérdio da face esquerda do septo ventricular, também completamente envolto
por tecido conjuntivo fibroso. O ramo direito é a continuacéo direta do feixe ramificante
apos a completa emergéncia do ramo esquerdo. Como, em geral, o feixe esté situado
mais a esquerda, o ramo direito penetra na espessura do septo, circundado por tecido
conjuntivo, emergindo no subendocérdio do ventriculo direito (VD), junto a base da
trabécula septomarginal, com trajeto no comprimento da banda moderadora.®® Os
cortes realizados foram corados por hematoxilina-eosina e tricromico de Masson.
Todos os cortes foram revisados em conjunto com um especialista em patologia

cardiaca.

3.4- Analise de imunohistoquimica

Foram pesquisados em cortes histoldgicos de tecido cardiaco os seguintes
antigenos: antigenos do virus da FA (IgM humana policlonal anti- virus da FA
fornecido pelo Instituto Pasteur-Dakar, originalmente padronizado para ensaio de
imunoabsorcéo enzimatica [ELISA] e validado na diluicdo otimizada de 1:20.000 com
controles positivos e negativos), CD68 (macrofago ativado), CD45 (leucocitos), CD4
(linfocito T helper), CD8 (linfécito T citotdxico), CD57 (linfécito NK) e angiopoietina-2.86
Foi realizado protocolo de imunohistoquimica em cortes de casos selecionados de FA,
incluindo todos os casos de miocardite viral, todos os casos de DVA-VFA, bem como
casos de FA em pacientes jovens, sem comorbidades, com injuria miocardica
clinicamente detectada (troponina T positiva). Também foram avaliados controles com
sepse e morte cardiovascular. Foi realizada andlise quantitativa para CD68, CDA45,
CD57, CD4, e CD8, com contagem de células positivas em 30 campos de grande
aumento (400x); e semi-quantitativa para a antigenos do virus da FA e angiopoietina-
2.

O protocolo de imunohistoquimica seguiu 0s passos seguintes. Os cortes foram
colocados em laminas silanizadas (Sigma Chemical Co. St. Louis, Missouri, EUA) em
suporte adequado. O processo de desparafinizagdo consistiu em colocar as laminas
em xilol quente, em estufa a 60 — 65° C, durante 15 minutos e depois em 2 banhos de

xilol frio, seguidos de dois banhos de alcool absoluto, um banho de alcool 95° e um
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banho de alcool 70°, em seguida, foram lavadas em agua corrente deionizada. A
recuperagdo dos sitios antigénicos foi realizada a 125°C em panela Pascal, alta
temperatura em CITRATO pH 6. O bloqueio da peroxidase enddgena foi feito através
da agua oxigenada 10v (3%), 4 banhos de 5 minutos cada e, para o anticorpo CD4, o
bloqueio foi feito em agua oxigenada (3%) e PBS por 10 min. Novamente as laminas
foram lavadas em agua corrente e agua destilada e imersas em tampao tris-fosfato
pH 7.4 (TBS). A incubacdo das amostras nos anticorpos primarios foi realizada
"overnight" a 4°C em camara Umida, com 0s anticorpos nas concentracées descritas
na Tabela 3. Posteriormente foram lavadas em TRIS e incubadas com o anticorpo
secundario HRP/DAB IHC micropolymer (ab 236466; ABCAM, Cambridge, UK) em
estufa 37°C, por 30 minutos. Para a revelagédo, foi utilizado como cromégeno
Diaminobenzidina (DAB), e para a contra-coloracdo, Hematoxilina de Harris (Merck,

Darmstadt, Alemanha), sendo entdo montadas com Permount.

Todas as reacgOes de IHQ foram realizadas no Laboratério de

Imunohistoquimica do Departamento de Patologia-FMUSP.

Tabela 3 - Caracteristicas e concentracao dos anticorpos utilizados para as reacdes

de imunohistoquimica

Anticorpo Concentracao Marca Clone Cadigo

CD68 1:5000 Dako DGH1 M0876

CD45 1:2000 Dako PD7/26 M701

CDh4 1:150 Novocastra 4B12 NCL-CD4 368
CD8 1:400 Dako C8/144B  M7103

CD57 1:200 Dako TBO1 M7271

Ang-2 1:50 Santa Cruz F1 sc-74403

Ang-2: angiopoietina-2

3.5- Microscopia eletrénica

Foi realizada avaliagcdo por microscopia eletrénica de transmissdo em casos

selecionados de FA. Amostras de tecido cardiaco previamente fixadas em
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glutaraldeido a 3% foram processadas, conforme protocolo previamente descrito.8” Os
cortes finos foram analisados ao microscépio eletrénico de transmissao (Philips
Tecnai 10, Hillsboro, OR, EUA, 80 kV), associado ao Laboratdrio de Biologia Celular
(LIM 59) da FMUSP.

3.6- Deteccéao e quantificacdo de RNA viral

Foi realizada RT-qPCR em amostras de tecido cardiaco fresco congelado.
Fragmentos de 1cm3 foram macerados, seguido de extracdo do &cido nucleico
utilizando tiocianato de guanidina (TRIzol, Life Technologies, Carlsbad, CA, USA).
Foram entdo utilizados reagentes apropriados para RT-gPCR (AgPath-ID one-step
RT—-PCR reagentes, Ambion, Austin, TX, USA) com primers e sondas especificos
descritos anteriormente.®® As reacdes de RT-gPCR consistiram em um passo de
transcricdo reversa, a 45°C por 10 min para ativacdo enzimatica mais 95°C por 10
min, e 40 ciclos a 95°C por 15 segundos mais 60°C por 45 segundos para hibridizacao
e extensdo, com uso do equipamento ABI7500 (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA, USA).

Todas as reacfes de RT-gPCR foram realizadas no Laboratério de Evolugéao
Molecular e Bioinformatica (LEMB), do Departamento de Microbiologia do Instituto
de Ciéncias Biomédicas Il (ICB II), USP.

3.7-  Analise protedmica via imunoensaio multiplex

Foi realizada avaliacdo de fragmentos de VE para quantificacdo de proteinas
relacionadas a resposta imune (GM-CSF, IFN-y, IL-10, IL-1, IL-4, IL-6, IL-8, IL-12p70,
IP-10, MCP-1, MIP-1B, TNF-a) e a funcdo endotelial, hemostasia e trombose
(angiopoietina-2, endoglina, endotelina-1, VEGF, VEGF-A, VEGF-C, fator tecidual,
endocan, syndecan-1, trombomodulina, troponina i, VCAM-1, ICAM-1, PAI-1, VWF-
A2). Foi utilizada metodologia de imunoensaio multiplex. As reacdes de foram
realizadas no Laboratério de Medicina Laboratorial (LIM-03) da FMUSP.
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3.7.1- Extracdo das proteinas do tecido cardiaco

O tecido cardiaco congelado a fresco, armazenado em -80°C, foi cortado em
fragmentos de 10 mm? e processado de acordo com as instrucdes do kit de extracdo
(Bio-plex™ Cell Lysis Kit, Bio-rad Laboratories, Hercules, CA, USA). O fragmento de
tecido foi lavado uma vez com o tampao de lavagem celular e, em seguida, transferido
para um microtubo de 2mL onde foi adicionado 500 uL de solucao de lise celular. Ap6s
isso, as amostras foram para equipamento disruptor de células e tecidos (FastPrep-
24™5G lysis system, MP Biomedicals, Fisher Scientific, Irvine, CA, EUA) por 2 ciclos
(6,5m/s, 40 segundos, temperatura ambiente), com esferas ceramicas de 6.35mm
(MP Biomedicals) proprias para o equipamento utilizado. Finalizado o processo de lise
do tecido, as amostras foram centrifugadas a 14.000 rpm por 5 minutos, o
sobrenadante foi aliquotado em 2 microtubos de 1,5mL e o sedimento foi descartado.
As amostras foram armazenadas em freezer a -20°C para posterior dosagem das

proteinas totais e das proteinas de interesse.

A dosagem de proteinas totais foi realizada pelo método colorimétrico
automatizado, utilizando kit (TP2, Roche diagnostics GmbH, Mannheim, Alemanha) e
equipamento (COBAS C111, Roche Instrument Center, Rotkreuz, Suica) proprios,

objetivando a normatizacéo dos resultados das proteinas de interesse.

3.7.2- Quantificagdo proteica por imunoensaio multiplex

Foi realizado imunoensaio multiplex utilizando a tecnologia xMAP (Multiple
Analyte Profiling) da Luminex®, que possibilita quantificar diversos biomarcadores
simultaneamente, em uma pequena quantidade de amostra biolégica, e em ampla
diversidade de matrizes biolégicas. Essa tecnologia possui principio similar ao ELISA
sanduiche, porém utiliza microesferas coloridas fluorescentes (beads) que se ligam,
de forma covalente, aos anticorpos de captura. Os anticorpos de captura Sao
colocados diretamente contra o biomarcador desejado. Apds uma série de lavagens,
para remog¢ao de proteinas néo ligadas, anticorpos de deteccdo sdo adicionados para
criar o complexo sanduiche, e posteriormente adicdo do conjugado estreptavidina-

ficoeritrina (Figura 3).
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Figura 3 - Esquema ilustrativo do complexo sanduiche no imunoensaio multiplex

' \ Estreptavidina
Magnética % Biomarcador Ficoeritrina

Anticorpo Anticorpo
de Captura de Deteccdo

Esquemailustrativo do complexo microesfera, anticorpo de captura, biomarcador de interesse
do estudo, anticorpo de deteccao e estreptavidina-ficoeritrina no ensaio XMAP da Luminex®.
Fonte: imagem gentiimente cedida por Caroline Silvério Faria, Laboratério de Medicina
Laboratorial (LIM-03), FMUSP.

Para realizacdo do ensaio, as amostras foram descongeladas e centrifugadas

a 4500 rpm em temperatura ambiente por 5 minutos.

Para dosagem de GM-CSF, IFN-y, IL-10, IL-12p70, IL-17A, IL-1pB, IL-4, IL-6, IL-
8, IP-10, MCP-1, MIP-1B3, TNF-a e VEGF foi utilizado kit apropriado (Milliplex Map Kit
Human Cytokine/Chemokine Magnetic Bead Panel, Millipore Corp., Billerica, MA,
USA); para Angiopoietina-2, Endoglina, Endotelina-1, IL-8, VEGF-A e VEGF-C foi
utilizado outro kit (Milliplex Map Kit Human Angiogenesis/Growth Factor Magnetic
Bead Panel 1, Millipore Corp., Billerica, MA, USA), para PAI-1 foi utilizado kit
especifico (Milliplex Human Sepsis Magnetic Bead Panel 1, Millipore Corp., Billerica,
MA, USA), para VWF-A2 foi utilizado kit especifico (Milliplex Human Cardiovascular
Disease Bead Panel 4, Millipore Corp., Billerica, MA, USA), para fibrinogénio foi
utilizado kit especifico (Milliplex Map Kit Human Cardiovascular Disease Magnetic
Bead Panel 3 Acute Phase, Millipore Corp., Billerica, MA, USA), para fator tecidual,
endocan, syndecan-1, trombomodulina, troponina i, VCAM-1 e ICAM-1 foi utilizado kit
customizado (Human Luminex Discovery Assay 7 PLEX, R&D Systems, Minneapolis,
MN, USA).

Para reconstituicdo do padrao e montagem da curva, diluicbes de microesferas,
amostras, anticorpos, estreptavidina-ficoeritrina, solucdo de lavagem foram seguidas

as instrucdes da bula de cada kit, de acordo com o fabricante.

Foram pipetadas 25uL das amostras dos pacientes, controles e curva padréo,

branco, em seguida foram adicionados 25uL de microesferas coloridas revestidas com
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anticorpos de captura contra os biomarcadores de interesse em uma placa com 96
pocos e incubadas em agitador de placas (IKA MTS 2/4 digital), por 16 horas. No dia
seguinte, apoés lavagens, o anticorpo de deteccéo foi adicionado a placa, que passou
por 1 hora de incubagé&o no agitador de placas. As lavagens foram realizadas em uma
lavadora magnética (Bio-plex PRO Il Wash Station) e as microesferas permanecem
retidas na placa pela acdo de um ima. Foi adicionada, posteriormente, 25uL de
estreptavidina-ficoeritrina, que emite sinal fluorescente quando excitado por diodo
emissor de luz (LED, do inglés light emitting diode) do equipamento de leitura, e
incubada por 30 minutos. Ap6s um ultimo ciclo de lavagem para remocao dos
reagentes nao aderidos, foi adicionada aos poc¢os 150uL solucdo tampédo para
ressuspensao das microesferas e em seguida a placa foi colocada no equipamento
leitor de microesferas Magpix Milliplex (Luminex Corp, Austin, Texas, USA), onde 2
LEDs, um verde com comprimento de onda de 525nm identifica os biomarcadores, e
um LED vermelho (635nm) identifica as microesferas; e uma camera com dispositivo
de carga acoplado (CCD, do inglés charge-coupled device) captura essas imagens e
envia para o software Xponent 4.2 (Luminex Corp, Austin, Texas, USA).
Posteriormente, a analise dos dados € realizada pelo software Milliplex Analyst 5.1
(EMD Millipore). As etapas de montagem da placa e posterior analise podem ser

visualizadas na Figura 4.
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Figura 4 - Esquema ilustrativo das etapas do imunoensaio multiplex

fi
Etapas de analise
Placa com 96 pogos S50 Agitador de placas
com o anticorpo de captura % IKA MTS 2/4 digital
Incubacdo
Lavagem
Amostras de pacientes, Bio-plex Pro Il
controles e padrao > Wash Station
‘ Incubagdo -
Lavagem ' }
Anticorpo de detecgi / ("
nticorpo de detecgao ‘ ;
. ) ¢
% - LEDverde (525nm) Incubagdo :
1c, Identifica as citocinas : e
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o
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° ¢ quantifica e envia ao Lavagem
software Xponent 4.2 para %
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U l =
@ » LEDvermelho (635am)
”~ Wentfica amicroeslers | eitura no equipamento Aquisic3o dos dados pelo software Xponent 4.2
Magpix “ ¢ anilise dos dados pelo Milliplex Analyst 5.1

Esquema ilustrativo das etapas de montagem da placa até analise final dos dados obtidos no
ensaio XMAP da Luminex®. Fonte: imagem gentilmente cedida por Caroline Silvério Faria,
Laboratério de Medicina Laboratorial (LIM-03), FMUSP

As concentracdes dos biomarcadores foram determinadas com base no
ajuste da curva padrao para a intensidade média de fluorescéncia (MFI, do inglés
media fluorescence intensity) versus pg/mL. Os niveis dos biomarcadores foram

expressos em pg/mL de acordo com a curva padrao obtida no ensaio (Figura 5).
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Figura 5 - Exemplo de curva de detec¢do do imunoensaio multiplex

MCP-1
CV=078% Ri=1
RN
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Exemplo de curva de MCP-1 em 5-Plog pelo ensaio XMAP da Luminex®. Fonte: imagem
gentilmente cedida por Caroline Silvério Faria, Laboratério de Medicina Laboratorial (LIM-
03), FMUSP.

3.8- Analise estatistica

Os dados foram coletados e armazenados em planilhas (Microsoft Excel 2013).
Os dados foram descritos em numeros inteiros e propor¢cdes (dados qualitativos),
média com desvio padrdo (dados quantitativos paramétricos) e mediana com percentil
25 e 75% (dados quantitativos ndo paramétricos), quando apropriado. As
comparacdes entre dois grupos foram realizadas com o teste de Wilcoxon Rank-Sum
/ Mann-Whitney, e, entre trés grupos, utilizando teste de Kruskal-Wallis, seguido de
teste post-hoc de Dunn, quando houvesse significancia estatistica, com correcéo pelo
método de Benjamini-Hochberg. O valor de P abaixo de 0,05 foi considerado como
significante estatisticamente. A analise estatistica foi feita utilizando-se o programa R

versdo 4.1.2. Os graficos foram gerados utilizando-se o pacote ggplot2.
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4-RESULTADOS
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4.1- Caracteristicas demogréficas e clinicas dos pacientes incluidos

Entre 2017 e 2019, foram confirmados 707 casos de FA no Estado de Sao
Paulo, com 232 (32,8%) Obitos. Neste mesmo periodo, no HC-FMUSP, foram
hospitalizados 138 pacientes por diagndstico de FA, com 60 (43,5%) mortes. Destes,
56 foram encaminhados para realizacdo de autopsia. Outros 17 pacientes foram
encaminhados ao SVOC-USP de outros servicos, totalizando 73 pacientes incluidos

neste estudo. A Figura 6 ilustra o fluxograma de incluséo.

Figura 6 - Fluxograma de inclusao de pacientes

Estado de Sao Paulo, 2017-2019
Casos: n =707
Obitos: n = 232 (32,8%)

' v

Hospitalizados no HC-FMUSPF, 2017-2019 Hospitalizados em outros servigos, 2017-2019
Casos:n =138 Casos: n = 569
Obitos: n = 60 (43,5%) Obitos: n = 172 (30,2%)
Encaminhados ao SYOC-USP: n = 56 Encaminhados ao SVOC-USP: n =17
I |
]

Total de pacientes incluidos: n= 73

Dados dos casos do Estado de S&o Paulo coletados do Centro de Vigilancia Epidemiolégica
- CVE do Estado de Sdo Paulo; Dados dos casos hospitalizados no HC-FMUSP Ndcleo de
Vigilancia Epidemiolégica - NUVE do HCFMUSP; Fonte: de autoria propria.

Sessenta e dois pacientes (84,9%) eram do sexo masculino, e a mediana de
idade era de 48 (34-60) anos. Em relacdo aos antecedentes médicos, 21 (28,8%)
apresentavam hipertensao arterial sistémica, 8 (11,0%) diabetes mellitus e 5 (6,8%)
cardiopatia. As cardiopatias descritas foram infarto com insuficiéncia cardiaca com
fracdo de ejecdo reduzida, infarto prévio sem insuficiéncia cardiaca, coarctacdo de

aorta, prétese bioldgica em valva adrtica, e cardiopatia ndo especificada. Trinta e sete
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(50,7%) pacientes tinham histérico de etilismo, 27 (37,0%) de tabagismo e 11 (15,1%)
de uso de drogas ilicitas.

Os pacientes apresentaram um intervalo entre o inicio dos sintomas e o 6bito
mediano de 9 (7-11) dias e ficaram internados por uma mediana de 5 (3-6) dias. Todos
0s pacientes evoluiram com choque com necessidade do uso de vasopressores, 4
(5,5%) utilizaram inotrépicos. Dentre as intercorréncias cardiovasculares,
taquiarritmias supraventriculares ocorreram em 15 (20,5%), taquicardia ventricular em
1 (1,4%), bradiarritmias em 5 (6,8%) e o sinal de Faget (bradicardia relativa) em 8
(11,0%). Foram desconsideradas arritmias diagnosticadas no contexto de parada
cardiorrespiratoria. Todos os pacientes foram submetidos a ventilacdo mecanica, 62
(84,9%) foram submetidos a dialise e 4 (5,5%) foram submetidos a transplante

hepatico como medida terapéutica para a hepatite fulminante.

Quatorze (19,2%) pacientes receberam vacinacao para FA, dentre os quais 2
foram vacinados mais de 10 dias antes do inicio dos sintomas. Quanto a definicdo do
caso, 68 (93,2%) foram considerados FA silvatica e 5 (6,8%) DVA-VFA. A Tabela 4

resume as principais caracteristicas demograficas e clinicas dos pacientes.



54

Tabela 4 — Caracteristicas demogréficas e clinicas de casos fatais de febre amarela
durante a epidemia 2017-2019, S&o Paulo, Brasil

Caracteristica

Pacientes (n=73)

Sexo Masculino
Idade
Antecedentes
Hipertenséao arterial
Diabetes Mellitus
Cardiopatia
Asma / DPOC
Habitos
Etilismo
Tabagismo
Uso de drogas ilicitas
Intervalo (dias)
Sintomas — internacao
Sintomas — 6bito
Internacao - Obito
Intercorréncias na internacao
Choque / uso de vasopressores
Uso de inotrépicos
Taquiarritmia supraventricular
Taquiarritmia ventricular*
Bradiarritmia*
Sinal de Faget**
Dilise
Ventilacdo mecéanica
Dispositivos (de assisténcia ventricular ou
estimulacéo artificial)
Transplante hepatico
Infeccdo secundaria
Pneumonia
Infeccéo de corrente sanguinea
Status vacinal
Vacinacédo para FA
Vacinacéo >10 dias antes dos sintomas
Definicdo de caso
FA silvatica
DVA-VFA

62 (84,9%)
48 (34-60)

21 (28,8%)
8 (11,0%)
5 (6,8%)

4 (5,5%)

37 (50,7%)
27 (37,0%)
11 (15,1%)

4 (3-6)
9 (7-11)
5 (3-6)

73 (100%)
4 (5,5%)
15 (20,5%)
1 (1,4%)

5 (6,8%)

8 (11,0%)
62 (84,9%)
73 (100%)
0

4 (5,5%)

56 (76,7%)
54 (74,0%)
11 (15,1%)

14 (19,2%)
2 (2,7%)

68 (93,2%)
5 (6,8%)

*ndo foram consideradas arritmias no contexto de

parada cardiorrespiratoria.

**pradicardia relativa. DPOC: doenca pulmonar obstrutiva crénica. FA: febre amarela. DVA-
VFA: doenga viscerotropica aguda associada a vacina da febre amarela.
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O ECG foi documentado em 42 (57,5%) pacientes no total. Dentre eles, os
principais achados presentes em pelo menos um ECG do paciente foram ritmo n&o-
sinusal (42,9%), alteracdes de repolarizacéo (29,3%) e bradicardia sinusal (26,2%). O

ECG foi considerado normal em somente 8 pacientes (19,0%).

O ecocardiograma foi documentado em 24 (32,9%) pacientes. Destes, somente
3 (12,5%) apresentaram fracdo de ejecdo reduzida (<50%). Dentre eles, 2 tinham
antecedente de infarto prévio a internacdo e o outro teve suspeita clinica de
miocardite, que nao foi confirmada na histopatologia, mas apresentava trombo em
vasos epicardicos com areas de isquemia subendocéardica. Alteracdo segmentar e
dilatacdo do ventriculo esquerdo foi descrita apenas nestes 2 pacientes com infarto

prévio.

Dosagem de troponina T ndo-ultrassensivel na internagao foi realizada em 58
(79,5%) pacientes. Destes, 54 (93,1%) apresentaram no minimo uma dosagem acima
do valor de referéncia e 26 (44,8%) apresentaram ao menos uma dosagem maior que
10 vezes o valor de referéncia. Oito pacientes apresentaram dosagens de NT-proBNP,
dos quais 4 (50%) apresentaram valores >900 pg/mL. A Tabela 5 descreve o0s
principais achados eletrocardiograficos, ecocardiograficos e de biomarcadores

séricos.



Tabela 5 — Exames complementares de casos fatais de febre amarela durante a

epidemia 2017-2019, Sao Paulo, Brasil

Alteracéo

Pacientes

Eletrocardiograma
Ritmo n&o sinusal
AlteracOes de repolarizacéo
Bradicardia sinusal
Bloqueio de ramo
Area eletricamente inativa
Bloqueio atrioventricular 1° grau
Normal
Ecocardiograma
Dilatacdo do VE
FE < 50%
Alteracédo segmentar do VE
Troponina T
Dosagem > LSN
Dosagem > 10x LSN
NT-proBNP
>900 pg/mL

n=42
18 (42,9%)
12 (29,3%)
11 (26,2%)
2 (4,8%)
10 (23,8%)
1 (2,4%)
8 (19,0%)
n=24
2 (8,3%)
3 (12,5%)
2 (8,3%)
n=58
54 (93,1%)
26 (44,8%)
n=8
4 (50%)

VE: ventriculo esquerdo; FE: fracdo de ejecdo; LSN: limite superior da normalidade;

NT-proBNP: Por¢cdo N-terminal do pré-hormonio natriurético tipo B

Para as andlises de IHQ foram incluidos 9 controles, sendo 5 falecidos por
sepse e 4 por doenca cardiovascular. Dentre os paciente com diagndéstico de
sepse, havia 3 do sexo masculino e a mediana de idade de 71 (21-85) anos; 3
pacientes faleceram por pneumonia, 1 por apendicite e 1 por isquemia com
necrose intestinal. Dos controles com morte cardiovascular, todas eram do sexo
feminino, a idade mediana era 75 (64-82) anos, todas apresentavam hipertensao
arterial e diabetes mellitus e faleceram por edema agudo de pulméo. Para as
analises de protedmica foram incluidos 12 controles, sendo 6 falecidos por sepse
e 6 por doencga cardiovascular. Dentre os primeiros, a mediana de idade era de 47

(22-83) anos, com 50% do sexo masculino, sendo 3 falecidos por pneumonia, 1
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por apendicite aguda, 2 por peritonite secundaria a abdome agudo vascular e
perfurativo. Dentre os com doencga cardiovascular, a mediana de idade era de 59
(51-71) anos, com 66,7% do sexo masculino, falecidos por: edema agudo
pulmonar, dissec¢édo aguda de aorta, aneurisma de aorta roto, tromboembolismo

pulmonar, infarto agudo do miocérdio e arritmia por disturbio hidreletrolitico.

4.2- Achados gerais de autopsia e de macroscopia cardiaca em casos fatais
de FA

As autopsias dos pacientes com FA demonstraram, em todos 0s casos, as
alteracdoes hepaticas tipicas da doenca: hepatite com predominio médio-zonal,
observando-se hepatécitos esteatdticos e apoptoticos, com pouca resposta
inflamatoria associada, e com a presenca de antigenos do virus em hepatdcitos
degenerados e em células inflamatérias, observados por meio da técnica de
imunohistoquimica. Os demais 6rgdos apresentaram congestdo e hemorragia difusa
a macroscopia, sendo necrose tubular aguda e isquemia mesentérica achados quase
universais. A principal causa mortis foi a insuficiéncia hepatica fulminante, causando
coagulopatia grave, com hemorragia visceral, principalmente no trato gastrointestinal
e pulmonar. Infeccédo secundaria foi detectada em 76,7% dos casos, principalmente
por pneumonia de padrdo micro aspirativo, polimicrobiana. Houve frequente achado

de necrose intestinal, com potencial translocacao bacteriana.

Os coracdes avaliados pesavam em média 424,3 g (£92,7), sendo que 56 dos
71 pesados (78,9%) apresentavam peso acima do 350 g, considerado limite superior
da normalidade neste servico. A espessura mediana da parede livre do VE foi 1,7 cm,
sendo que 42 dos 70 coracdes (60,0%) medidos apresentaram espessura aumentada
(>1,5cm). A espessura mediana da parede do VD foi de 0,5 cm; 16 (22,9% de 70)

pacientes apresentaram espessura aumentada (>0,5 cm).

Em relacdo ao perimetro valvar dos pacientes, as medidas foram: tricuspide
11,2 cm (10,0-12,4), mitral 9,0 cm (8,0-10,0), pulmonar 7,5 cm (6,6-8,0) e adrtica 6,5
cm (6,5-7,0). Apresentavam perimetro aumentado: 12 de 46 (26,1%) da valva
tricispide (>12 cm), 7 de 46 (15,2%) da valva mitral (>10 cm), 2 de 54 (3,7%) da valva

pulmonar (>8,5 cm), e 4 de 54 (7,4%) da valva adrtica (>7,5 cm).
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Na macroscopia, outras alteracbes frequentemente observadas foram

(31,5%) e hemorragias no epicardio em 23 (31,5%).

aterosclerose aodrtica em 54 (74,0%) pacientes, aterosclerose coronariana em 23

Os achados macroscépicos estéo representados na Tabela 6.

Tabela 6 — Achados macroscoépicos cardiacos em autopsias de casos de febre

amarela durante a epidemia 2017-2019, Séo Paulo, Brasil

Achado

Pacientes (n=73)

Peso (g)

Peso aumentado (> 350 Q)

Espessura VE (cm)

Espessura VE aumentada (> 1,5 cm)

Espessura VD (cm)

Espessura VD aumentada (> 0,5 cm)

Perimetro valvar tricuspide (cm)

Perimetro valvar tricispide aumentado (> 12 cm)
Perimetro valvar mitral (cm)

Perimetro valvar mitral aumentado (> 10 cm)
Perimetro valvar pulmonar (cm)

Perimetro valvar pulmonar aumentado (> 7,5 cm)
Perimetro valvar aortico (cm)

Perimetro valvar adrtico aumentado (> 7,5 cm)

Aterosclerose aodrtica

Hemorragia do septo interventricular (face esquerda,

porcédo basal)
Aterosclerose coronariana

Hemorragia epicardica

424,3 (+92,7)
56 / 71 (78,9%)
1,7 (1,5-1,9)
42 /70 (60,0%)
0,5 (0,4-0,5)

16 / 70 (22,9%)
11,2 (10,0-12,4)
7146 (15,2%)
9,0 (8,0-10,0)
7146 (15,2%)
7,5 (6,6-8,0)

2 /54 (3,7%)
6,5 (6,5-7,0)

4 | 54 (7,4%)
54 (74,4%)

32 (43,8%)

23 (31,5%)
23 (31,5%)

VE: ventriculo esquerdo; VD: ventriculo direito

4.3- Achados histopatolégicos

Na microscopia, 0s cortes de miocardio

ventricular mostraram

miocardioesclerose em 68 (93,2%) pacientes. A intensidade da miocardioesclerose
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variou, sendo que em 33 (45,2%) era leve, predominando no intersticio perivascular,
em 23 (31,5%) era moderada, com fibrose multifocal entre grupos de fibras
miocéardicas, e em 12 (16,4%) era grave ou difusa. Hipertrofia de cardiomiécitos foi
observada em 68 (93,2%) pacientes. Alteracdes endoteliais foram frequentemente
encontradas, em 67 casos (91,8%), sendo 51 (69,9%) com alteracOes leves, em que
havia tumefacdo das células endoteliais, 12 (16,4%) com altera¢cdes moderadas, com
necrose fibrindide de vasos, e 4 (5,5%) com alteracbes graves, na presenca vasculite
ou trombos. Também frequentemente observadas foram necrose de fibras em 50
(68,5%) pacientes, comumente necrose hialina com alteragdo em banda e presencga
de calcificacdes distroficas. Aterosclerose coronariana em 38 (52,1%), hemorragia
intersticial em 34 (46,6%) e epicardite em 27 (37,0%) também foram usualmente

observadas.

Foi encontrada miocardite em 14 (19,2%) casos. Destes, 5 tiveram outra
etiologia identificada: 3 bacterianas, 1 fungica e 1 chagasica. Nove (12,3%) foram
consideradas miocardites de etiologia viral (identificado antigeno viral da FA por IHQ
e RNA viral por RT-gPCR). Destas, 4 eram focais, 4 multifocais e 1 multifocal com
abscesso. Foi identificado infiltrado predominante de linfécitos e macréfagos a
microscopia, com presenca de polimorfonucleares em alguns casos. A avaliacdo dos

imunofendtipos celulares foi complementada com imunohistoquimica.

As alteracdes histopatologicas estdo descritas na Tabela 7. A Figura 7

apresentam fotos dos principais achados histopatoldgicos.
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Tabela 7 — Alterag@es histopatoldgicas cardiacas em autdpsias de casos de febre
amarela durante a epidemia 2017-2019, Séo Paulo, Brasil

Alteracao Pacientes (n=73)
Miocardioesclerose 68 (93,2%)
Leve 33 (45,2%)
Moderada 23 (34,5%)
Intensa 12 (16,4%)
Hipertrofia de cardiomidcitos 68 (93,2%)
AlteracOes endoteliais 67 (91,8%)
Leves 51 (69,9%)
Moderadas 12 (16,4%)
Graves 4 (5,5%)
Necrose de fibras 50 (68,5%)
Aterosclerose coronariana 38 (52,1%)
Hemorragia intersticial 34 (46,6%)
Epicardite 27 (37,0%)
Miocardite 14 (19,2%)
Secundaria 5 (6,8%)
Bacteriana 3 (4,1%)
Fungica 1 (1,4%)
Chagasica 1 (1,4%)
Viral 9 (13,2%)
Focal 4 (5,5%)
Multifocal 4 (5,5%)

Abscesso 1 (1,4%)
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Figura 7 — Aspectos microscopicos da patologia cardiaca em autopsias de casos de

febre amarela durante a epidemia 2017-2019, S&o Paulo, Brasil

A. Infiltrado inflamatério mononuclear no intersticio do miocardio, com edema associado. B.
Miocardite por infiltrado inflamatorio misto, com agresséao franca as fibras cardiacas, algumas
com calcificagdo distrofica (seta). C. Miocardite secundaria por bacilos Gram-negativos, com
necrose vascular hemorragica (seta). D. Miocardite secundaria por colénias de cocos Gram-
positivos (seta). E. Miocardite secundaria por hifomicetos com morfologia compativel com
Aspergillus spp (setas). F. Epicardite por infiltrado inflamatério misto. G. Necrose hialina, em
banda de contracdo de fibras cardiacas (seta), com midlise de fibras (inset), infiltrado
inflamatorio mononuclear e edema intersticial. H. Vaso arterial do miocardio com tumefagéo
de células endoteliais, fibrina na luz do vaso (seta), infiltrado inflamatério mononuclear
perivascular e edema. I. Vénula epicardica com necrose fibrindide do endotélio. J. Hemorragia
no subendocardio e miocéardio. Hematoxilina-Eosina. Magnificacdo: C, F, J:100x; A, B, D, G
e |: 200x; E e H: 400x. Fonte: de autoria propria

4.4- Imunohistoquimica

Vinte e quatro casos de FA foram enviados para analise de IHQ com
marcadores de imunofendtipo celular (CD68, CD45, CD57, CD4, CD8), bem como 9
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controles, com diagndsticos de sepse bacteriana e morte cardiovascular. Nos casos
de FA avaliados, a mediana da contagem de células por campo demonstrou: 14,8
CD68+; 2,8 CD45+; 0,3 CD57+; 1,4 CD4+; e 2,1 CD8+. Na comparagao entre os
grupos, houve diferenca estatistica para as contagens de células CD68+ e CD45+.
Para CD45, o grupo FA apresentou maior numero de células marcadas que 0s grupos
sepse e cardiovascular; em relagdo ao CD68, houve significAncia estatistica limitrofe
(p=0.056) no teste post hoc na comparagcdo entre os grupos FA e cardiovascular.
Dentro do grupo FA, houve diferenca estatistica na contagem de CD68, maior no
grupo com miocardite; nos demais marcadores houve uma tendéncia de maior
contagem de células no grupo com miocardite, mas sem atingir significancia

estatistica.

A analise qualitativa revelou predominio de infiltrado linfomonocitico,
especialmente macrofagos. Em alguns casos de miocardite, havia infiltrado misto com
guantidade relevante de neutréfilos. Quanto a localizacdo, os leucdcitos
predominaram em regides do intersticio perivascular, seguido pelo perimisio e, mais

raramente, endomisio miocardico.

O antigeno da FA foi avaliado de forma semiquantitativa e classificado em
negativo, + ou 2+. Todos os casos apresentaram antigeno positivo, sendo que em 5
(20,8%) houve maior positividade. O antigeno localizou-se majoritariamente no
citoplasma de células inflamatérias, especialmente macrofagos, e de células

endoteliais. Nao foi observada marcacédo de antigeno no interior de cardiomiocitos.

Angiopoietina-2 também foi avaliada de forma semiquantitativa em 19
pacientes e classificada em negativo, +, 2+ ou 3+. Casos de FA mostraram intensa
marcacao no endotélio vascular; 10 (52.6%) foram classificados como 3+; 9 (47,4%)
como 2+, and 1 (5,3%) como +. Houve diferenca estatisticamente significativa na

comparagao com 0s grupos controles (p=0.007), com maior marcagao no grupo FA.

A Tabela 8 descreve os achados de IHQ. A Figura 8 mostra imagens dos

achados de IHQ. As comparag0des estao representadas na Figura 9.
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Tabela 8 - Contagem de células marcadas por rea¢do imunohistoquimica em tecido
miocardico de autépsias de casos de febre amarela durante a epidemia 2017-2019,

Sao Paulo, Brasil

Achados Febre Amarela (n=24)
Células CD68+ 14,3 (10,6-19,5)
Células CD45+ 2,8 (2,3-5,4)
Células CD57+ 0,3 (0,1-0,5)
Células CD4+ 1,4 (0,5-1,5)
Células CD8+ 2,1(0,4-2,3)
Antigeno FA positivo 24 (100%)
Positividade 1+ 19 (79,2%)
Positividade 2+ 5 (20,8%)
Angiopoietina 2 n=19
Positividade 1+ 1 (5,3%)
Positividade 2+ 9 (47,4%)
Positividade 3+ 10 (52.6%)

Mediana (P25-P75); contagem de média de células por campo em 30 campos; FA: febre
amarela
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Figura 8 - Aspectos histolégicos e de imunohistoquimica no tecido cardiaco
examinado em autopsias de casos de febre amarela durante a epidemia 2017-2019,

Sao Paulo, Brasil
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A-G. Imunomarcacdo de antigeno do virus da febre amarela no citoplasma de células
endoteliais de vasos do miocardio (A e B, setas); células inflamatérias (c, seta vermelha) e em
células endoteliais (C, seta preta) em foco de miocardite mista, atribuida a febre amarela; em
leucdcitos circulantes, em caso com RT-PCR positiva no sangue no dia do obito (D, seta); em
células inflamatérias perivasculares no epicardio (E, seta); em células entre as fibras
cardiacas (F e G, setas). H-M. Imunofenétipo de células inflamatérias do miocardio: células
CD68+ (H); células CD45+ (I); células NK (J); células T-CD4+ (K); células T-CD8+ em caso
de febre amarela silvatica (I) e células T-CD8+ em caso de doenca viscerotropica aguda
associada a vacina da febre amarela, com miocardite (N). N. Aumento da expressao de
angiopoietina-2 em vasos venosos (seta preta) e arteriais (seta vermelha) em casos de febre
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amarela. Peroxidase. Magnificagéo: H, I, J, M, N: 100x; A, C, D, G, K, L: 200x; B, E e F: 400x.
Fonte: de autoria propria.

Figura 9 - Andlise comparativa da contagem de células marcadas por
imunohistoquimica conforme diagndstico, em tecido cardiaco de autdpsias de casos

de febre amarela durante a epidemia 2017-2019, S&o Paulo, Brasil
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@ Cardiovascular @] Febre Amarela @ Sepse

Contagem média de células por campo em 30 campos de grande aumento apds reacdo de
imunohistoquimica comparando pacientes falecidos por febre amarela (h=24) a controles
falecidos por sepse (n=5) e doenca cardiovascular (n=4). Para as comparacoes, foi utilizado
teste de Kruskal-Wallis, com valor de p descrito. Para p<0,05, realizado teste post-hoc de
Dunn com correcdo de Benjamini-Hochberg para compara¢des multiplas. * p<0,05; ns: ndo
significativo. Fonte: de autoria prépria.

4.5- Sistema de conducédo cardiaco

Foi representado histologicamente o sistema de condugédo cardiaco em 8 casos
de febre amarela. Os achados mais prevalentes foram edema intersticial; focos de
hemorragia intersticial; discreto infiltrado inflamatério perivascular e intersticial,
composto predominantemente por macrofagos ativados (CD68+) e raros leucdcitos

(CD45+) em diversos segmentos do sistema de condugéo (n6 sinoatrial, n6 compacto,



66

feixe de His, ramo esquerdo), em todos os casos. Outros achados observados foram:
fibrose do NSA em 2 pacientes; alteracao fibrindide da artéria do NSA em 2 casos;
necrose de fibras do sistema de conducdo em 1 paciente; trombo micético por
hifomiceto, com morfologia compativel com Aspergillus spp. em 1 caso. Em 4 casos,
foi detectado antigeno do virus da febre amarela no citoplasma de células endoteliais
de pequenos vasos e/ou de células inflamatoérias, préximos a algum segmento do
sistema de conducéo, de forma discreta. Os vasos proximos ao sistema de conducao
apresentaram expressao aumentada de angiopoietina-2. A Tabela 9 descreve os
achados do sistema de conducdo cardiaco e a Figura 10 demonstra as alteragées.

Tabela 9 - Alteracdes do sistema de conducéo cardiaco em autopsias de casos de

febre amarela durante a epidemia 2017-2019, Séao Paulo, Brasil

Alteracéo Pacientes (n=8)
Edema intersticial 8 (100%)
Hemorragia intersticial, focal 8 (100%)
Infiltrado inflamatorio discreto 8 (100%)
Presenca de antigeno do virus da FA 4 (50%)
Necrose fibrindide da artéria do NSA 2 (25%)
Fibrose do NSA 2 (25%)
Trombo micoético por hifomiceto 1 (12,5%)
Necrose de fibras do sistema de conducéo 1 (12,5%)

FA: febre amarela. NSA: N6 sinoatrial.
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Figura 10 — Aspectos patolégicos do sistema de conducgédo cardiaco em autdpsias de

casos de febre amarela durante a epidemia 2017-2019, Sao Paulo, Brasil

A. Macroscopia do coragdo demonstrando achado comum nos casos de febre amarela:
hemorragia subendocardica na face lateral esquerda basal do septo interventricular, em area
topografica do sistema de condugéo (ramo esquerdo). B. Artéria nutridora do nd sinoatrial
(seta) com tumefagéo endotelial, agregados de fibrina no limen vascular, edema da camada
média da parede do vaso e edema intersticial perivascular. C. Artéria proxima ao no6 sinoatrial
exibindo trombo micético por hifomiceto (setas), em caso de infeccdo secundéria por
Aspergillus spp. D. Edema e hemorragia intersticial (setas) em torno do n6é compacto
(asterisco). E. Edema e hemorragia intersticial (seta) em torno do feixe de His (asterisco). F.
Edema e hemorragia intersticial (seta) em torno da por¢édo proximal do ramo esquerdo. G.
Edema e hemorragia intersticial (seta) em torno da porcéo distal do ramo esquerdo. H-I.
Imunomarcacéo de antigeno do virus da febre amarela no citoplasma de macrofago intersticial
proximo ao no sinoatrial (h, seta e inset) e em células endoteliais de alguns vasos no miocérdio
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(i, seta), préximo ao feixe de His e ramo esquerdo. J. Aumento da expresséo de angiopoetina-
2 em vasos proximos ao no sinoatrial. K. Infiltrado inflamatério por macréfagos ativados
(CD68+) em torno da artéria nutridora do né sinoatrial. L. Imunomarcacéo para CD45 em
linfocitos intersticiais (setas), proximos ao feixe de His. Hematoxilina-Eosina: B, C, D, G;
Tricromio de Masson: E, F; Peroxidase: H-L. Magnificagdo: B, D, E, F, G: 100x; C, J, K, L:
200x; H, I: 400x. Fonte: de autoria proépria.

4.6- Microscopia eletronica

Trés casos foram avaliados por microscopia eletronica de transmisséo. Em
todos eles, foi possivel identificar alteracdes nas células endoteliais, tais como
tumefacado do citoplasma, com emisséo de pseuddpodes e degeneracédo vesicular do
reticulo endoplasmatico. Em 1 dos casos, foram identificadas particulas
arredondadas e eletrodensas, semelhantes a virions de Flavivirus, agrupadas em 2-4
particulas, medindo entre 80-150 nm, no interior das vesiculas de reticulo
endoplasmatico. Outros achados sdo: cardiomiécitos exibindo desarranjo de
sarcbmeros, mitocondriose, ruptura de cristas mitocondriais e edema no intersticio

perivascular. A Figura 11 apresenta achados de ultraestrutura dos coracoes.

Figura 11 - Aspectos ultraestruturais cardiacos em autopsias de casos de febre

amarela durante a epidemia 2017-2019, S&o Paulo, Brasil

A. Desarranjo de sarcOmeros e mitocondrias na fibra cardiaca. B. Mitocondriose e ruptura de
cristas mitocondriais. C. Fibras coldgenas dissociadas, pelo edema perivascular. D. Células
endoteliais do miocardio com citoplasma tumefeito, exibindo pseuddépodes (seta). E.
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Citoplasma de células endoteliais exibindo degeneracéo vesicular do reticulo endoplasméatico
liso (setas pretas), com algumas vesiculas exibindo particulas redondas eletrodensas,
medindo de 110-150nm (setas vermelhas). F. Citoplasma de célula endotelial exibindo
vesicula de reticulo endoplasmético, contendo duas particulas eletrodensas medindo entre
80-90 nm. Fonte: de autoria propria.

4.7- Deteccéo de RNA viral

Fragmentos de coracao de 69 pacientes foram avaliados por RT-qPCR para
deteccdo e quantificacdo de RNA do virus da FA. Em 66 (95,7%), o resultado foi
positivo, com uma média de 26,5 (+4,1) ciclos para detecc¢ao.

4.8- Avaliagdo protedmica

Os imunoensaios multiplex para citocinas inflamatérias e proteinas de
importancia na funcdo endotelial, hemostasia e trombose foram realizados em 69
casos e 12 controles, dos quais 6 falecidos por sepse e 6 por causas cardiovasculares.
Na analise de citocinas, houve maior concentracdo no grupo com FA comparado ao
grupo com morte cardiovascular nas dosagens de GM-CSF, IFN-y, IL-10, IL-1p, IL-4,
IL-6, IL-8, IP-10, MCP-1, MIP-1 B e TNF-a. Na comparacéo entre FA e sepse houve
diferenca estatisticamente significativa somente na dosagem de IP-10, maior no grupo

FA. As comparacdes estéo representadas na Figura 12.
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Figura 12 — Comparacao entre a concentracdo de citocinas inflamatérias em tecido

cardiaco de pacientes com febre amarela e de controles com sepse e morte

cardiovascular
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@ Cardiovascular @ Febre Amarela @ Sepse

Dosagem de citocinas realizadas através de imunoensaio multiplex em fragmentos de
tecido miocéardico congelado, obtido de autépsia. TNF: fator de necrose tumoral; IFN:
interferon, IL: interleucina; MCP-1: monocyte chemoattractant protein 1; MIP1-f:
macrophage inflammatory protein 1 - beta; IP-10: Interferon gamma-induced protein 10;
GM-CSF: fator estimulador de coldnias de granulécitos e macrofagos. Foi utilizado teste
de Kruskal-Wallis para as comparacdes entre os 3 grupos. Quando havia significancia
estatistica, foi utilizado teste post-hoc de Dunn com correcao de Benjamini-Hochberg para
multiplas comparagfes. * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001; **** p<0,0001; ns: ndo
significativo. Fonte: de autoria propria.
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Na comparacdo, dentro do grupo FA, entre pacientes sem miocardite e
pacientes com miocardite viral, ndo houve diferenca estatistica ha concentracdo de

nenhuma das citocinas.

Houve diferenca estatisticamente significativa entre casos de FA e morte
cardiovascular nas dosagens de VEGF-C, angiopoietina-2, endotelina-1, syndecan-1,
VCAM-1, PAI-1. O VEGF-C apresentou valores significativamente maiores no grupo
cardiovascular e as demais proteinas tiveram niveis significativamente maiores no
grupo FA. Na comparacao entre FA e sepse nao houve diferenca estatisticamente
significativa. As comparacdes estédo representadas nas Figuras 13 e 14.

Figura 13 — Comparacéo entre a concentracdo de proteinas relacionadas a funcao
endotelial em tecido cardiaco de pacientes com febre amarela e de controles com

sepse e morte cardiovascular
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Dosagem de proteinas realizadas através de imunoensaio multiplex em fragmentos de
tecido miocérdico congelado, obtido de autépsia. VEGF: fator de crescimento do endotélio
vascular; VCAM-1: vascular cell adhesion molecule 1; ICAM-1: Intercellular adhesion
molecule 1. Foi utilizado teste de Kruskal-Wallis para as comparagdes entre os 3 grupos.
Quando havia significancia estatistica, foi utilizado teste post-hoc de Dunn com corre¢éo
de Benjamini-Hochberg para multiplas comparacdes. * p<0,05; ** p<0,01; ns: néo
significativo. Fonte: de autoria propria
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Figura 14 - Comparagédo entre a concentragdo de proteinas relacionadas a trombose
e hemostasia em tecido cardiaco de pacientes com febre amarela e de controles com

sepse e morte cardiovascular
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@ Cardiovascular f_&__ Febre Amarela @ Sepse

Dosagem de citocina realizadas através de imunoensaio multiplex em fragmentos de
tecido miocéardico congelado, obtido de autépsia. PAI-1: inibidor de ativacdo de
plasminogénio; VWF-A2: fator de von Willebrand A2. Foi utilizado teste de Kruskal-Wallis
para as comparagfes entre os 3 grupos. Quando havia significancia estatistica, foi
utilizado teste post-hoc de Dunn com corre¢do de Benjamini-Hochberg para mdltiplas
comparagoes. * p<0,05; ** p<0,01; ns: ndo significativo. Fonte: de autoria propria

Na comparacéo, dentro do grupo FA, entre pacientes sem miocardite e
pacientes com miocardite viral, houve diferenca estatistica na concentracao de PAI-

1, menor no grupo com miocardite.
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4.9- Subanalise do grupo com DVA-VFA

Cinco pacientes (6,8%) foram diagnosticados com DVA-VFA, com idades de 6,
32, 37, 49 e 66 anos, sendo 3 do sexo masculino. Todos os pacientes receberam a
vacina até 5 dias antes do inicio dos sintomas. Trés pacientes apresentaram peso do
coracéo elevado, e 2 aumento da espessura do VE. A microscopia, foi observado
miocardioesclerose e hipertrofia de cardiomiécitos em 4 casos, hemorragia em 2
casos e necrose de fibras em todos os casos. Miocardite foi detectada em 4 casos, 2
focais e 2 multifocais, com caracteristicas linfociticas. Observou-se alteracfes
endoteliais em todos os casos, com necrose fibrindide de vasos em 2 e trombo em
coronarias em um. A contagem de células inflamatérias por campo através de IHQ
revelou mediana de 18,3 (15,4 - 26,2) céls CD68+; 6,8 (2,9 - 11,4) céls CD45+; 0,3
(0,1 - 1,2) céls CD57+; 4,5 (0,4 - 5,8) céls CD4+; 2,4 (1,5 - 9,4) céls CD8+.
Comparando com o grupo FA silvatica, houve maior contagem média de CD8 por
campo (2,4 vs 0,8; p=0,03). Na analise protedmica, foi observada maior concentracéo
de IFN-y no grupo com DVA-VFA em relacdo ao grupo com FA silvatica. A Tabela 10

descreve os casos com DVA-VFA.
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Tabela 10 - Caracteristicas dos casos de doenca viscerotropica aguda associada a vacina da febre amarela submetidos a

autopsia durante a epidemia 2017-2019, Séo Paulo, Brasil

N° Idade Sexo Intervalo Antecedentes Intercorréncia  Histopatologia
Caso vacina - S
sintomas cardiolégicas
57 49 5 Tabagismo, - Miocardioesclerose, hipertrofia, miocardite focal
filariose linfocitica, necrose de fibras, tumefacéo de céls
endoteliais
64 32 2 HAS, DRC Endocardite Miocardioesclerose difusa, hipertrofia, miocardite
dialitica multifocal linfocitica, necrose de fibras, necrose
fibrindide de vasos, infarto subagudo
subendocérdico
65 37 3 Etilismo, epilepsia TSV Miocardioesclerose difusa, hipertrofia, necrose de
fibras, necrose fibrindide de vasos
66 66 4 HAS, neoplasia de - Miocardioesclerose, hipertrofia, miocardite focal
mama curada linfocitica, necrose de fibras, tumefacéo de céls
endoteliais, hemorragia intersticial
73 6 1 Higida Uso de Miocardite multifocal linfocitica, trombose
inotropico coronariana aguda, hemorragia intersticial

M: masculino; F: feminino; DRC: doenca renal crénica; TSV: taquiarritmia supraventricular
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5-DISCUSSAO
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5.1- Aspectos gerais da lesdo miocardica associada a febre amarela

O presente estudo descreveu a patologia cardiaca de 73 pacientes que
faleceram por FA durante a epidemia de 2017-2019, na Regido Metropolitana de Sao
Paulo, e demonstrou alta prevaléncia de altera¢cfes. A lesdo miocardica associada a
febre amarela manifestou-se clinicamente com bradicardias, taquiarritmias,
elevevacao de troponina e choque, enquanto a histopatologia demonstrou necrose de
fibras, hemorragias, hipertrofia, miocardioesclerose, infiltrado inflamatorio com
predominio de macrofagos e alteracdes endoteliais. Também foi observada miocardite
linfocitica viral em uma menor proporcao de casos. Foi demonstrada a presenca de
antigeno viral, através de IHQ, RNA viral, através de RT-qPCR, e particulas virais, por
microscopia eletronica, no tecido miocéardico dos casos avaliados. No seu perfil
protebmico, o tecido cardiaco mostrou elevada concentragdo de citocinas

inflamatorias e de proteinas associadas a lesdo endotelial.

5.2- A FA é uma doenca sistémica grave e 0s pacientes apresentam lesao

miocardica e endotelial frequente

A FA é uma doenca sistémica, assim como outras arboviroses, ainda que o
principal érgdo acometido seja o figado. Esse aspecto foi demonstrado em estudos
anteriores, através da descricdo de alteracdes clinicas e histopatoldgicas em diversos
tecidos, bem como pela caracterizacdo de antigeno e RNA viral em multiplos
orgaos.1921.22.28229.4244 O conjunto dos achados deste estudo detalha o acometimento

do coracao pela doenca.

No aspecto clinico, todos os pacientes evoluiram com quadro de choque
distributivo, com necessidade de uso de vasopressores, refletindo faléncia
hemodindmica associada ao quadro inflamatério. Alguns receberam inotrépicos,
medicacdo que sugere a identificacdo de um componente cardiogénico no choque
pelo médico assistente. O ecocardiograma formal foi realizado em poucos pacientes,
possivelmente reflexo da alta disponibilidade de ultrassom point-of-care realizado por
médicos intensivistas a beira-leito; em poucos casos foi mostrada formalmente
disfuncao ventricular. Muitos pacientes apresentaram taquiarritmias, particularmente

supraventriculares, e a avaliacdo eletrocardiografica mostrou alta frequéncia de ritmo
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nao-sinusal, maior que o demonstrado por Paixao e cols., talvez reforcando a maior
gravidade dos pacientes incluidos neste trabalho.® Diversos pacientes apresentaram
bradicardia sinusal no ECG, bradiarritmias clinicamente detectadas ou sinal de Faget,
corroborando o que fora demonstrado em modelos animais e em coortes de pacientes
com FA. 484951 A troponina foi dosada na ampla maioria dos casos, com elevada
proporcao de pacientes com pelo menos uma medida acima do valor de referéncia.
Este achado é inédito na literatura. A elevacdo da troponina sérica reflete injaria
miocardica, como demonstrado em diversas doencas infecciosas, como a COVID-19,
onde esta associada a um pior prognéstico.®® No entanto, a elevada proporcéo de
pacientes com insuficiéncia renal aguda com necessidade de dialise (84,9%) pode ser

um fator de confuséo na avaliagéo de troponina.

A avaliagdo patologica também mostrou alta prevaléncia de alteragoes.
Hipertrofia de cardiomiocitos foi frequentemente observada na microscopia,
corroborando a alta proporcdo de casos com peso do coracdo e espessura das
paredes elevadas na macroscopia. Miocardioesclerose também foi observada na
ampla maioria dos pacientes. Tais achados costumam estar mais associados a
cardiopatias crénicas, mas os pacientes incluidos eram em média jovens, com poucas
comorbidades cardiovasculares. Deste modo, € possivel que haja contribuicdo do
guadro agudo para estes achados. Autopsias de pacientes falecidos por sepse ja
mostraram hipertrofia e fibrose intersticial no coragéo.®® Miocardite viral também foi
descrita em alguns pacientes deste estudo, a maioria com padréo linfomononuclear.
Necrose de fibras foi um achado comum, geralmente com padréo hialino e em banda,
com calcificacfes distroficas em alguns casos. Também encontramos frequentemente
hemorragia intersticial, lesdo endotelial e edema intersticial, corroborando a hipotese

de que a FA, como a dengue, causa dano endotelial importante.

Foi demonstrada a presenca de componentes virais no tecido miocardico. A
presenca de antigeno viral observada pela técnica imunohistoquimica foi descrita pela
primeira vez por de Brito e cols., e foi observada novamente nos nossos casos.® A
distribuicdo espacial dos antigenos predominou no interior de células inflamatorias e,
em raros casos, no interior de células endoteliais. O RT-qPCR também foi capaz de
identificar RNA viral na quase totalidade dos casos, corroborando o que fora

encontrado anteriormente.?1:22:24,
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O conjunto dos achados clinicos-patoldgicos mostrados reforga a hipotese de
que o sistema cardiovascular é frequentemente lesado em casos graves de FA, com
injuria miocérdica, arritmias, choque e miocardite, tendo substrato histopatolégico que
a justifique e presenca viral no tecido miocérdico.

5.3- A inflamacéo local e sistémica é importante mecanismo de leséo
miocéardica, com alta concentracdo de citocinas, como IP-10, e miocardite

aguda viral

A inflamacéao sistémica ja foi demonstrada como um importante mecanismo de
injaria miocardica em doencas infecciosas, com associacao entre elevadas dosagens
de citocinas, infiltrado de células inflamatdrias e piora da funcéo cardiaca na sepse.5*
Neste estudo, mostramos que o perfil imunohistoquimico e protedbmico do coragéo de
paciente falecidos por FA, no tocante a inflamacéo, era semelhante ao de pacientes

falecidos por sepse bacteriana, e diferente de pacientes com morte cardiovascular.

A analise imunohistoquimica revelou elevada contagem de células
inflamatorias no tecido miocardio de pacientes com FA, em especial de macrofagos.
A infiltracdo de macroéfagos ja havia sido descrita como um fator associado a leséo
cardiaca na sepse, e parece ter contribuicdo na patogenia da lesdo miocardica da
FA.GS

Foi demonstrada maior concentracdo de quase todas as citocinas inflamatérias
nos casos de FA em relacdo aos controles cardiovasculares. Ja havia sido
previamente descrito o aumento da expressao no figado de mediadores inflamatorios
em pacientes com FA.%! Neste trabalho, citocinas pré-inflamatérias (TNF-a, IFN-y, IL-
1 beta, IL-6, IL-8, IL-12), quimiocinas (IP-10, MCP-1, MIP-1pB), fator estimulador (GM-
CSF) e até citocinas com perfil anti inflamatoério, como IL-4 e IL-10, apresentaram
niveis aumentados em relacdo aos controles cardiovasculares. A elevada
concentragéo destes biomarcadores in situ sugere um microambiente extremamente
inflamatorio, possivelmente decorrente de processo sistémico de liberacdo macica de

citocinas.

Na comparacdo com os controles falecidos por sepse bacteriana, houve

diferenca somente na concentragéo tecidual de IP-10, maior no grupo FA. A IP-10 ,
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também denominada CXCL10, é uma quimiocina que atua no recrutamento de
linfécitos, mondcitos e células NK. Estudos anteriores demonstraram que niveis de IP-
10 estdo elevados em pacientes com dengue, COVID-19, Zika, sendo inclusive
considerado um marcador de gravidade.®2-%6 IP-10 também inibiu replicacéo viral em
camundongos com miocardite por coxsackievirus B3 através do recrutamento de
células NK.°%" A despeito de sua importancia na resposta imune, postula-se que niveis
excessivos poderiam contribuir para a manutencdo da tempestade de citocinas
observada na COVID-19.%8 E possivel que, assim como em outras doencas virais, 0
IP-10 seja um marcador progndstico importante, e a elevacdo de seus niveis se

correlacione com lesdes organicas, como a injuria miocardica.

Em 19,2% dos casos, foi encontrada miocardite na avaliacao da histopatologia
dos pacientes falecidos por FA. Define-se miocardite como uma afeccéo inflamatoria
do coracao, em que haja infiltrado inflamatério associado a necrose miocéardica. Em 5
casos, foi encontrado outro agente etiologico que justificava o quadro. Em 9 casos, a
etiologia foi considerada viral pela FA. As etiologias infecciosas sdo a principal causa

de miocardite no mundo, sendo, dentre estas, as virais as mais frequentes.*

Nesses pacientes foi realizada avaliacdo por imunohistoquimica para avaliacao
do perfil de imunofendtipo celular associado a miocardite, que mostrou predominio de
infiltrado linfomonocitico, em especial macréfagos. Na maioria dos casos, o infiltrado

era discreto, em pequenos focos.

A avaliacdo por imunohistoquimica do antigeno viral nos casos de miocardite
nao mostrou positividade no interior dos cardiomidcitos, diferentemente do que havia
sido mostrado anteriormente.’® O local de predominancia da marcacdo foi o
citoplasma de células inflamatérias e, em raros caros, o citoplasma de células
endoteliais. Esses achados sugerem que o mecanismo de leséo ndo é a invasao direta
do cardiomidcito, como em alguns enterovirus, mas potencialmente um fenémeno

imuno-mediado.

N&o houve suspeita clinica de miocardite em nenhum dos casos com achado
histopatoldgico positivo. Isso pode ser explicado por multiplos fatores. O primeiro é
gue o diagndstico de miocardite é dificil; o diagnéstico definitivo requer exame invasivo
com biépsia.®® O exame de imagem que mais se aproxima da acuracia da avaliagcéo

7

histopatolégica € a ressondncia nuclear magnética do coracdo, que esti
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contraindicada em pacientes com instabilidade hemodindmica. Outro motivo € a
grande variabilidade de apresentacéo clinica e gravidade da doenca, variando desde
formas oligossintomaticas até formas fulminantes com disfungdo ventricular
importante e 6bito. Ndo é possivel estabelecer a relevancia clinica das miocardites
encontradas, ainda mais considerando que todos os pacientes evoluiram com choque
e Obito. E possivel que elas tenham contribuido para estes desfechos, dentro de um
contexto de deterioracdo clinica multifatorial, com diversas outras disfuncdes

associadas.

O achado de miocardites nesta coorte corrobora os ja descritos anteriormente.
22,424850 Chan e cols descreveram miocardite em autépsia de um paciente do sexo
masculino, australiano, de 56 anos, com quadro de DVA-VFA; Fabro e cols.
descreveram miocardite subclinica em autopsias de dois pacientes brasileiros, do
sexo masculino, de 36 e 52 anos, ndo vacinados, falecidos por FA silvestre; Paixao e
cols. descreveram suspeita de miocardite em um paciente apdés avaliacdo por
ressonancia magnética cardiaca; Ho e cols. observaram 2 casos de miocardite grave
internados na UTI. J& houve descricdo de miocardite em outras arboviroses, como
dengue, zika e chikungunya.66870.71.100 A nroporcdo de casos em que se observou

miocardite é semelhante a uma coorte de autépsia de COVID-19. 10t

5.4- Na FA grave, observa-se uma lesdo endotelial difusa no coracéo,
semelhante ao que ocorre na sepse grave. Em alguns casos, ha

evidéncias de infeccdo da célula endotelial pelo virus da FA.

A lesdo endotelial é uma caracteristica importante das arboviroses, em especial
da dengue. Foi feita a hipétese de que parte do dano cardiovascular e sistémico da
FA também pudesse ser explicado por endoteliopatia difusa. Na histopatologia, a
grande maioria dos casos apresentaram algum grau de lesdo endotelial,
predominando edema, seguido por necrose fibrindide. Raros casos apresentaram
vasculite ou trombose vascular. Foi realizada IHQ para angiopoietina-2 que mostrou
marcacédo frequente, maior que em controles. Em alguns casos, foi identificada

marcacao de antigeno viral e presenca de virions no citoplasma de células endoteliais.
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A avaliacdo protedmica de componentes do endotélio vascular, mostrou maior
concentragéo de angiopoietina-2, endotelina-1, syndecan-1 e VCAM-1 emrelag&o aos
controles de morte cardiovascular. A angiopoietina-2 € um fator de crescimento
vascular que contribui para o0 aumento da permeabilidade capilar no contexto de
sepse. Foi demonstrada associacdo do aumento de seus niveis com disfungdes
organicas e pior prognostico, inclusive maior mortalidade.'®> A endotelina-1 é um
peptideo de a¢do vasoconstrictora, importante na homeostase do tdnus vascular. Em
contexto de sepse, seus elevados niveis podem contribuir para a ativacdo de vias
inflamatérias e aumento da sintese de IL-1, TNF-a e IL-6.1931%4 Syndecan-1 é uma
proteina transmembrana componente do glicocéalix, que interage com fatores de
crescimento e quimiocinas. Niveis seéricos elevados correlacionam-se com leséo
endotelial e estdo relacionados a piora prognostico na sepse.'®® VCAM-1 é uma
molécula de adesao celular e também ha associacdo de seu elevado nivel sérico com
pior progndéstico na sepse.'®® Em relacdo aos marcadores mais relacionados a
trombose e hemostasia, houve aumento da concentracéo tecidual de PAI-1, proteina
gue inibe a fibrindlise, em comparacédo com os controles de morte cardiovascular. Este
marcador esta classicamente elevado em casos de sepse e se associa a coagulacao

intravascular disseminada. Nao houve diferenca em relacdo aos controles com sepse.

Esses resultados sugerem que a lesdo endotelial é frequente e difusa, com
aumento da concentracdo de fatores angiogénicos, vasoconstrictores e proé-
tromboticos, classicamente associados a sepse e inflamacgéo. A interacédo da proteina
NS1, caracteristica dos flavivirus, com o glicocélix pode explicar parte da lesdo. O uso
de drogas vasoativas em altas doses, por periodos prolongados, certamente contribui
para a desregulacdo microvascular. Invaséo viral direta € uma hipoétese, frente aos
achados de IHQ e microscopia eletrénica, que necessita de confirmagdo em modelos
celulares e animais. Inflamac¢do, com recrutamento de leucécitos, e expressao de
moléculas de adesao, também potencialmente participam da etiologia multifatorial da

lesdo endotelial.
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5.5- Ha& substrato histolégico no sistema de conducgao que justifique

bradicardia e sinal de Faget

Desde a descricao do sinal de Faget, a presenca de bradicardia e bradiarritmias
foi descrita multiplas vezes na FA, porém sem compreensdo adequada de seus
mecanismos. 4! Neste estudo, também mostramos elevada frequéncia de
bradicardias clinicamente ou registradas em eletrocardiograma. Representamos
histologicamente o sistema de conducéo de oito pacientes, com o objetivo de avaliar
as alteracdes histologicas que pudessem auxiliar no entendimento do processo
fisiopatolégico. Foi observada alta propor¢do de casos com edema e hemorragias
proximas a diferentes segmentos do sistema de conducdo. Também observamos
necrose fibrindide da artéria do NSA em dois casos e fibrose do NSA em outros dois.
Em um caso, foi observado infiltrado inflamatorio no sistema de conducado cardiaco.
Tais achados podem interferir tanto no automatismo do NSA, bem como na conducéo
elétrica do restante do sistema, levando a bradicardia e bloqueios. E descrita a
associacao entre hemorragia no sistema de conducéo e ocorréncia de arritmias tanto
em modelos animais quanto em pacientes.%7198 E provavel que altera¢des sistémicas
como hipotensao, hipoxia e disturbios hidroeletroliticos também contribuam para este
desfecho. Estudos de eletrofisiologia com modelos animais podem auxiliar no melhor

esclarecimento dos fendbmenos descritos.

5.6- Casos vacinais tém caracteristicas semelhantes aos silvaticos, porém

com alta prevaléncia de miocardite

Foram incluidos 5 pacientes com DVA-VFA. Todos esses pacientes foram
vacinados até 5 dias antes do inicio dos sintomas, préximo ao intervalo habitual, que
€ de 3 a 4 dias, e tiveram quadros clinicos semelhantes aos demais pacientes. Na
avaliacdo histopatologica ndo houve achados especificos para esses pacientes. No
entanto, destaca-se a alta propor¢cao de miocardites, encontrada em 4 pacientes com
DVA-VFA. As andlises de imunohistoquimica e de protedmica também foram
semelhantes aos casos silvaticos para a maioria dos marcadores; houve diferenca
estatisticamente significativa somente na contagem de células CD8+ e na

concentragéo de IFN-y, maiores no grupo vacinal.
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A DVA-VFA é uma complicagdo rara da vacina contra a FA, com incidéncia
estimada em 0,25-0,4 casos por 100.000 vacinados. H& replicagdo descontrolada do
virus vacinal nos tecidos, levando a quadro clinico e complicacdes semelhantes ao da
FA silvatica. 1°° J4 foi descrita anteriormente a patologia de pacientes falecidos por
DVA-VFA em relatos ou séries de dois casos, inclusive com descri¢cdo de miocardite
viral.21:22.25.26,39.43,110 Nos trabalhos anteriores, também foram reportados achados
histopatologicos semelhantes aos da FA silvatica nos diversos tecidos avaliados. Este
é o trabalho que retine o maior nimero de pacientes com a forma vacinal submetidos

a autopsia.

Em relacdo ao status vacinal dos pacientes diagnosticados FA pela cepa
silvatica, 14 (19,2%) relataram terem sido vacinados, entretanto somente 2 (2,7%)
foram vacinados mais de 10 dias antes do inicio dos sintomas, o que caracteriza falha
vacinal. A vacina 17D para febre amarela & extremamente segura e eficaz. O
diagnostico de DVA-VFA no contexto de um surto ou epidemia é complexo, pois exige
gue seja descartada a infeccdo por virus silvatico, ja que a identificacdo da cepa

vacinal pode representar apenas status vacinal recente do individuo.

5.7- Limitacdes do estudo
Algumas limitacdes deste estudo:

a) A coleta dos dados clinicos foi realizada de forma retrospectiva, a partir de
prontuarios médicos, cujas informacdes sdo dependentes da qualidade do
preenchimento pela equipe médica assistente. A realizacdo de exames
complementares em apenas uma parte da casuistica, conforme critério clinico,
pode caracterizar um viés, supondo-se que somente aqueles com maior
probabilidade de alteracdes cardiacas tiveram exames solicitados.

b) A realizacdo do transcriptoma das amostras cardiacas dos casos de FA nao
pdde ser realizada devido & baixa integridade do RNA (APENDICE A). Este
fenbmeno é frequente em estudos de autopsia, e deve-se ao tempo post-
mortem antes da coleta dos tecidos, associada a procedimentos de
congelamento e descongelamento.

c) As alteracOes patologicas de qualquer entidade nosoldgica humana, descritas

através de estudos de autépsias, refletem o periodo final da histéria natural de
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uma doencga. Consideracdes sobre evolucdo de processos patogénicos, nem
sempre s&o possiveis. E possivel que parte das alteragbes descritas decorram
de sepse, associada a propria FA. Infeccbes bacterianas sdo complicacbes
comuns da faléncia hepatica aguda, por bactérias provenientes principalmente
da translocagao bacteriana intestinal e por pneumonia aspirativa. No entanto,
h& evidéncias, por meio de biologia molecular e IHQ da acdo do virus da FA no
miocardio de casos de FA fatal. Estudos prospectivos, possiveis apenas
através de modelos experimentais da doenca, poderdo esclarecer quais
alteracBes cardiacas decorrem essencialmente do virus da FA e quais séo
decorrentes da acdo conjunta do arbovirus e da repercussédo sistémica da

sepse.

5.8- Impacto e perspectivas em uma doenca tropical negligenciada

Ha uma caréncia de publicacbes no tocante as doencas tropicais
negligenciadas, vitimas de subfinanciamento global a pesquisa. A FA, ainda que uma
condicao de importancia histérica, com estudos centenarios, permanece com diversas
lacunas de conhecimento. As consequéncias mais concretas sdo dificuldades no
controle do vetor, subdiagnostico e auséncia de um tratamento efetivo, levando a mais
de 30.000 mortes anualmente em decorréncia da doenca.® Surtos e epidemias em
regides ndo endémicas, como a ocorrida na cidade de Sdo Paulo em 2017-2019,
acendem o alerta para o potencial de reemergéncia da doenca em diversas
localidades e para a necessidade de uma acéo global coordenada de enfrentamento.
Ainda assim, esta epidemia resultou na oportunidade de aprofundar o conhecimento
da patologia da doenca, permitindo a realizacdo de diversos estudos, a luz de

metodologias cientificas modernas em Medicina.

O presente estudo péde confirmar a hipétese de que a FA causa acometimento
cardiaco frequente em casos fatais, descrevendo a lesdo miocardica associada e
explorando seus mecanismos. Algumas alteracBes tém carater inespecifico,
semelhante as encontradas na sepse bacteriana, sugerindo um componente de lesao
indireta, secundéria a um processo sistémico de inflamacéao e choque. J4 a presenca
de virus no tecido, com leséo endotelial, infiltrado inflamatorio e casos de miocardite

viral, sugere um componente in situ direto de lesao.
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Os achados deste estudo podem ter impacto clinico. Dada a alta prevaléncia
de alteracBes cardiacas, ressalta-se a importancia de monitoramento de parametros
cardiovasculares como sinais vitais e ritmo cardiaco, em casos graves. Sugere-se uma
avaliacdo mais detalhada, com exames complementares como eletrocardiograma,
ecocardiograma e troponina, caso haja alteracdes nesses parametros ou sintomas
sugestivos de acometimento cardiaco. Em casos suspeitos de miocardite, pode ser
considerada a avaliacdo por ressonancia nuclear magnética. O diagndstico precoce
das complica¢gbes cardiovasculares pode levar a um tratamento de suporte mais
eficaz, atuando no manejo dessas complicacdes, ainda que a terapia para o agente

etiologico permaneca indisponivel.

Como perspectivas, estudos prospectivos podem elucidar alguns achados e
hipoteses aqui descritos. Estudos in vitro e in vivo, com modelos animais da doenca,
devem ser explorados a luz das técnicas contemporaneas, observando-se de forma
simultdnea a cinética viral e as alteracbes em diferentes sistemas, incluindo o
cardiovascular. A avaliacdo multi-dmica dos tecidos também pode auxiliar a esclarecer

mecanismos patogénicos com maior precisao.
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Conclusbes sumarizadas

A FA é uma doenca sistémica que acomete o cora¢cdo, com alta prevaléncia de

manifestacdes clinicas e alteracfes histopatoldgicas cardiacas em casos fatais.

A lesdo cardiaca associada a FA é marcada por necrose de fibras, infiltrado
inflamat6rio, lesdo endotelial, hemorragia, edema e miocardite, com presenca

de antigeno e RNA viral no tecido miocardico dos pacientes.

Ha intensa inflamacdo no tecido miocardico desses pacientes, demonstrado
através da andlise protedmica e imunohistoquimica, semelhante a sepse

bacteriana, que pode contribuir para explicar parte das alteracdes observadas.

Ha miocardite viral pela FA em alguns casos, de -caracteristica
predominantemente linfomonocitica, com gravidade e relevancia clinica

incertas.

IP-10 mostrou-se um biomarcador tecidual caracteristico, que diferenciou a
injuria miocéardica associada a febre amarela da lesdo associada a sepse

bacteriana.

Ha lesdo endotelial no coracdo determinada histologicamente em grande
proporcao de casos, com elevada concentracdo de marcadores angiogénicos,
vasoconstritores e pro-tromboticos, associados a lesdes organicas e a um pior
prognostico em quadros sépticos. Ha sinais sugestivos de invasao viral direta

as células endoteliais.

Héa edema, hemorragia, alteracdes vasculares e fibrose no sistema de conducao
dos pacientes falecidos por FA, achados que podem contribuir para a ocorréncia

de bradicardia e arritmias.

Concluséao final

A FA causa frequente leséo cardiaca clinica e histopatolégica em casos
graves. Tal injuria decorre de mecanismos multifatoriais, incluindo a acéo direta
do virus da FA no tecido cardiaco, o processo inflamatério in situ e sistémico,

e a lesdo de células endoteliais.
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Anexo A — Parecer consubstanciado da CEP

X =g _ USP - HOSPITAL DAS
CLINICAS DA FACULDADE DE w
\_b_ MEDICINA DA UNIVERSIDADE
e DE SAO PAULO - HCFMUSP

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA
Titulo da Pesquisa: Patogenia do envolvimento do coragdo na febre amarela: aspectos clinicos,

histopatoldgicos, i h g i e de biolog lecular em casos de autopsias
realizadas pelo Departamento de Patologia, durante a epidemia de 2018-2018

Pesquisador: AMARO NUNES DUARTE NETO

Area Temitica:

Versdo: 1

CAAE: 38880620.4.0000.0068

Instituigdo Proponente: Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da USP
Patrocinador Principal: Financi Proprio

DADOS DO PARECER

Namero do Parecer: 4.354.375

Apresentagio do Projeto:

O estudo serd uma analise pectiva, das autdpsias de paci com FA realizadas no DP-FMUSP no
periodo de 2018-2019. Este estudo sera continuidade de estudo amplo, previamente aprovado pelo CEP do
HCFMUSP (nimero do processo: 2.860.063).

A febre amarela (FA) € uma arbovirose hemorragica, com diferentes apresentagdes clinicas e variavel

gravidade. Embora endémica na Regido Amazénica. houve recente surto na Regido Sudeste do Brasil, com
diversos 6bitos no Estado de S3o Paulo. E uma doenca sistémica que, apesar do tropismo hepatico, causa
lesdes em diversos 6rg3os. dentre eles o coragcdo. Ha alguns estudos em patologia humana e outros
experimentais em animais que descreveram padrées de acometimento cardiaco, especialmente
hemorragias e edema, porém os dados s3o escassos e n3o elucidam com maior profundidade os
mecanismos de lesdo cardiaca na FA. Diante dessas lacunas no conhecimento e considerando que durante
o surto foram realizadas autopsias de 78 casos confimados de FA pelo Departamento de Patologia. este
estudo objetiva determinar e descrever os achados clinicos, eletrocardiograficos, ecocardiograficos e
anatomo-patolégicos do coracdo dos casos fatais de febre amarela internados no Hospital das Clinicas,
durante 3 epidemia de 2018-2019, bem como determinar a expressio de RNA mensageirc em amostras de
tecido cardiaco destes pacientes. O estudo sera uma analise retrospectiva dos prontuarios e autopsias

desses

Enderego: Rua Ovidio Plres de Campos, 225 5° andar

Balrro: Cerquelra Casar CEP: [5.403-010
UF: SP Municiplo: SAOQ PAULD
Telefone: (11)2651-7585 Fax: (11)2651-7585 E-mall: cappesq.adm@hc.fm.usp.or
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Contruagio 0o Farecer: 4,354,375

pacientes. Serdo coletados dados d graficos e clini revisados cortes histolagi do coragdo,
lizados p los de imunohistoquimica para diversos antig de int: . analise por micr pi

eletrnica de casos selecionados e avaliacio de transcrip Os dados coletados sero ar ados em

planilhas do Excel e posteriormente analisados com os teste estatisticos pertinentes,

Hipotese:

-0 virus da febre amarela induz miocardite

-A analise por transcriptoma do tecido cardiaco de casos com febre amarela grave, demonstra marcadores
de desfecho desfavoravel

Critério de Inclus3o:

Serdo incluidas no estudo autdpsias de pacientes, de qualquer faixa etiria e com quaisquer outras
comorbidades, que tiveram o diagnéstico de FA, de acordo com a deﬁni;&o de caso, determinada pela
Secretaria Estadual de Salde do Estado de S3o Paulo e Ministéric da Sadde, Brasil (anexo 2). Serdo
incluidk tr: blocadas de coragdo de pacientes com dengue, sepse e iomiopatia hipertensiva

como controles, para comparagdo com os casos de febre amarela, nos estudos por imunohistoquimica e
transcriptoma.

Critério de Exclusdo:

Serdo excluidos casos que nao t&m diagndstico de febre |

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario:

3.1 Determinar e descrever os achados clinicos, eletrocardiograficos. ecocardiograficos e anatomo-
patologicos do coragio de casos fatais de fabre amarela, internados no Hospital das Clinicas, durante a
epidemia de 2018-20193.1.1 Descrever os dados demograficos,epidemiologicos. clinicos,
eletrocardiograficos e ecocardiograficos dos casos;3.1.2. Descrever os achados macroscopicos do coragdo
desses

pacientes;3.1.3. Analisar os achados histopatologicos encontrados em cortes histologicos dos casos: do
coragdo desses pacientes:3.1.4. Avaliar com técnicas de imunohistoquimica a express3o de
imunomarcadores de les3o miocardica, no tecido cardiaco de tais casos.

Objetivo Secundario:

3.2. Determinar a exp 3o do RNA ir0, em stras de tecido cardiaco de casos fatais de febre

amarela, por meio do transcriptoma.

Endsrego.  Rua Owldo Piras de Campos, 225 5° ancar
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Avaliagio dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

A pesquisa serd executada somente apds a aprovacio pelo Comité de Etica em Pesquisa do HC-FMUSP,
obedecendo as diretrizes sobre pesquisa em seres humanos.

A autdpsia & um procedimento médico. No ICHC-FMUSP ha um informe, assinado por responsaveis
familiares do cadaver, para a realiz:lg.in do estude anatomopatelogico (anexo). Come o presente estudo nao
envolve experimentagio direta ou entrevista com pacientes e familiares ndo necessitard de preenchimento
de Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

H3 risco de quebra de confidencialidade com os dados coletados: para tante os pesquisadores garantirio o
sigilo de todos os casos arrolades ne estude, ndo divulgando publicamente o neme ou gualguer ocutra
informagdo que possa identificar oz pacientes envolvidos.

O risco biologico aos pesguisadores sera minime, haja vista que o material analisado estara em forma de
laudos & de material emblocado em parafina, com seus respectives cortes histoldgicos em ldminas de vidro.
Beneficios:

A febre amarela & uma doenga com elevada morbi-mortalidade & sua recente epidemia no Estado de Sdo
Paulo teve grande impacto no Sistema de Salde. Denire de um organograma estabelecido pelo "Comité de
Crise da Febre Amarela®, organizado pela Diretoria Clinica do HCFMUSP, o Departamento de Patologia
{DAP) teve um papel especifico: realizar as autopsias de casos suspeitos ou confimados de febre amarela.
Tratava-se de uma situagdo inusitada, em que o hospital subitamente foi tomado por casos de hepatite
fulminante, com rapida Evulugﬁcl para desfecho letal. Assim, o DAP deu suporte a outros hospitais da rede,
sem servige de autdpsia. realizando o exame post mortem de casos suspeitos cu confirmados,
encaminhados ao Servigo de Verificagio de Obitas da Capital. A atuagio do DAP, através das autdpsias, foi
decizsiva para o melhor entendimento da doenga & na escolha de propostas terapéuticas por parte das
clinicas envolvidas com o cuidado direto aos pacientes, uma vez que a interagﬁn clinica-paiologia ocoreu
de forma estreita & em tempo imediato apds a realizagdo dos exames post mortem. Ao final de maio de
2018, apos dois periodos sazonais da febre amarela, foram realizadas no Departamento de Patologia da
FMUSP 85 sutdpsias, sendo T8 casos confirmados & 7 casos excluidos.

Portanto, o vasto material histopatologico obtido e analisade pelo DAP, tem a possibilidade de gerar estudos
especificos sobre a patogenia da FA. aplicando metodologias modemnas de patologia. Entendemas, pelo
que foi exposto acima, que ha lacunas e questies no conhecimenio da patologia cardiaca na doenga, e as

amostras das autdpsias podem ser bem utilizadas para

Engersgo:  Rua Cvidio Pirss de Campos, 225 5 angar
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respondé-las adequadamente. A elucidac3o de mecanismos patogénicos contribui para compreens3o do

acometimento cardiaco na febre amarela, abrindo espago para posterior desenvolvimento de estratégias

diagnosticas e terapéuticas. A analise por tr iptoma de tras de tecido cardiaco, coletadas no
periodo post mortem de pacientes com FA fatal, correlacionando-a com parametros bioquimicos. com o

aspecto morfologico das lesdes & microscopia optica & com o resultado da i ¢do de antigenos in

- .

situ, por meio de imur serd i dora na p cardiaca de doengas tropicais e permitira

esclaracer processos patogénicos associados.

C tarios e Consid oes sobre a P

Estudo bem desenhado com metodologia adequada, objetivos relevantes em relagéo a0 tema proposto.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagio obrigatoria:
Termos de apresentacdo obrigatdna presentes.

Os pesquisadores solicitam dispensa do TCLE por se tratar de analise r pectiva das autopsias de
pacientes com FA realizadas no DP-FMUSP no periodc de 2018-2018. O estudo n3o envolve
experimenlagSo direta ou entrevista com pacientes ou familiares e no ICHC-FMUSP ha um informe,
assinado por responsaveis e familiares do cadaver, para a realizagdo do

estudo anatomo-patologico. Nesse informe assinado pelos familiares consta a informagdo de que um dos
objetivos da autdpsia & contribuir com informagées para programas de salde publica, ensino e pesquisa
cientifica.

Conclusées ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

Temos de apresentagio obrigatoria presentes e adequados,

Os pesquisadores ficam dispensados do TCLE.

Sem obices éticos.

Consideragdes Finais a critério do CEP:

Em conformidade com a Resolugdo CNS n® 466/12 — cabe ao pesquisador: a) desenvolver o projeto

conforme delineado; b) elaborar e apresentar relatérios parciais e final; cjapr dados pelo
CEP, a qualquer momento; d) manter em arquive sob sua guarda, por § anos da pesquisa, contendo fichas
individuais e todos os demais documentos recomendados pelo CEP; e) encaminhar os resultados para

publicacdo, com os devidos créditos aos pesquisadores associados e ao pessoal técnico participante do

projeto; f} justificar perante ao CEP interrupgdo do projeto ou a n3o publicagdo dos resultad
Endsrego:  Rua Ovido Plres de Campos, 225 5° andar
Bairro: Cerqueira Casar CEP: 05.403-010
UF: SP Municiplo: SAQ PAULO
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Contrunzlo do Farecer: £.354.37
Este parecer foi elaborado b do nos d t b laci d:

Tipo Documento Arguivo Postagem Autar Situag3o
Informagdes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 05/10/2020 Aceito
do Projeto ROJETO 1528921.pdf 14:38:27
TCLE / Termos de  |dispensa_tcle_consideracoes_eticas.pdf| 05/10/2020 |AMARO NUNES Aceito
Assentimento / 14:38:11 DUARTE NETO
Justificativa de
Auséncia
Outros declaracaodecustos.pdf 18/09/2020 |AMARO NUNES Aceito

17:40:01 [DUARTE NETO
Outros anuenciaSVO._pdf 18/02/2020 |AMARO NUNES Aceito
17:32:26  |DUARTE NETO
Cronograma Cronograma.pdf 18/09/2020 |AMARO NUNES Aceito
17:38:55 |DUARTE NETO
Outros compromisso.pdf 18/09/2020 |AMARO NUNES Aceito
17:38:41  |DUARTE NETO
Folha de Rosto FR_AMARO_NUNES. pdf 08/09/2020 |AMARO NUNES Aceito
15:08:38 |DUARTE NETO
Projeto Detalhado / | projeto._pdf 18/03/2020 |AMARO NUNES Aceito
Brochura 23:468:49 |DUARTE NETO
Investigador
Situagdo do Parecer:
Aprovado
Necessita Apreciagdo da CONEP:
N3o
SAQ PAULQ, 22 de Outubro de 2020
Assinado por:
ALFREDO JOSE MANSUR
(Coordenador(a))
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ANEXO B - Informe aos familiares para realizagdo de autépsia

UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
SERVICO DE VERIFICACAO DE OBITOS DA CAPITAL

INFORME AOS FAMILIARES

Nimero Nome do Falecido

\'[e} !
O Servigo de Verificagio de Obitos tem como finalidade executar as autépsias nos casos de morte

natural (por doenga).
A autépsia (ou necrépsia) é um ato médico que tem os seguintes objetivos:

1 - esclarecer ou confirmar a causa de morte sempre que possivel, permitindo o preenchimento da

Declaragio de Obito;
2 - estabelecer qual a doenga béasica que fol responsdvel pelo ébito;

3 - diagnosticar as demais doengas que eventualmente estejam presentes;
4 - reunir as informagdes obtidas, nas autépsias, para contribuir no estabelecimento de programas

de saude publica, ensino e pesquisa cientifica, Gteis para a populagdo.

A autépsia consiste no exame de cada um dos principais érgdos do corpo. Antes de examinar os
orgdos, poderd ser realizado, ocasionalmente, algum exame de imagem ( tomografia, ultrassom,
raio X ou ressondncia ) com o objetivo de auxiliar na andlise desses érgaos. Como consequéncia da

autépsia, um ou mais érgdos poderdo, eventualmente, ficar retidos com os seguintes objetivos:

a) complementar o exame, numa etapa posterior, para permitir que as conclusoes obtidas, através

da autopsia, sejam as melhores possivels;

b) possibilitar a pesquisa cientifica naqueles casos em que o estudo trard beneficios paraa
populagdo em geral e, portanto, também para os parentes e amigos da pessoa autopsiada;

c) permitir o ensino para que haja uma melhoria cada vez maior do atendimento médico a
populagdo (incluindo os familiares e amigos).

Finalmente, esclarecemos que todos os procedimentos utilizados para a realizagdo da autépsia,
inclusive aqueles citados acima, s@o feitos de tal forma que ndo haja nenhuma mutilagdo externa,
ou seja, o corpo, ¢ liberado para a familia devidamente vestido sem apresentar sinal visivel de que a

autépsia tenha sido realizada.

De acordo,
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ANEXO C - Ficha de Notificacdo para FA (SINAN, MS, Brasil), com critérios de
definicdo de caso

Repilblica Federativa do Brasil SINAN
Ministerio da Saide SISTEMA DE INFORMAGAO DE AGRAVOS DE NOTIFICAGAO  N©
FICHA DE INVESTIGACAOC DE FEBRE AMARELA

CASO SUSPEITO: Individuo com quadro febril aguda (até 7 dias), de inicio sibito, acompanhado de ictericia e/ou manifestacdes hemorragicas, residente
ou procedente de drea de risco para febre amarela ou de locais com ocorréncia de epizootias em primatas ndo humanos ou isolamento de virus em
vetores, nos Ultimes 15 dias, ndo vacinados contra febre amarela ou com estado vacinal ignorado.

1 | Tipo de Notificagdo
PO g 2 - Individual |
"
. E Agravo/doenca ‘C{')digo {CID1{J]J Data da Notificacio
£l FEBRE AMARELA 2050 ol
E P UF J Municipio de Notificagio Cédigo (IBGE)
[ ]
= ‘ [ 1 1 J
@ Unidade de Satide (ou outra fonte notificadora) ‘ Codigo Data dos Primeircs Sintomas J
L 111 I
Nome do Paciente Data de Nascimento
- J L | J
= 1-H .
- (ou) Idade 2.Dis. Sexo W - Mascuino |2 st 2 2imese _3.2vTimeste O RagalCor Ul
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