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Resumo

Frassetto FP. AlteracGes neuropatoldgicas em casos de febre amarela submetidos a autopsia [tese].
Sdo Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de S&o Paulo; 2020.

INTRODUGCAO: A febre amarela (FA) é uma doenca viral hemorragica reemergente, causada pelo
virus da febre amarela. Entre 2016 e 2018 ocorreu um grande surto no Brasil, com mais de 2.000
casos confirmados, incluindo mais de 500 mortes. Poucas descricbes da neuropatologia desta
doenca sdo encontradas na literatura. METODOS: Foram coletados os encéfalos de trinta e oito
pacientes com FA que foram submetidos a autopsia, e os dados obtidos foram comparados com os
encéfalos coletados de pacientes sem FA como grupo controle. Tanto os casos de FA quanto os
controles foram subdivididos de acordo com a presenca ou auséncia de choque séptico associado,
condicdo na qual pode ocorrer a encefalopatia associada a sepse. Os dados obtidos foram
submetidos a analise estatistica. RESULTADOS: Demonstramos que todos 0s casos e controles
apresentaram, pelo menos focalmente, a maioria das alteracGes neuropatoldgicas avaliadas, como
edema, deposicdo de hemossiderina perivascular e hemorragia, infiltrado inflamatério meningeo e
parenquimatoso e hemorragias, e infiltrado inflamatorio perivascular. Este ultimo foi o Unico
parametro que apresentou diferenca estatistica em relagdo a FA, quando comparado aos controles
(p <0,0001). A avaliacdo imunohistoquimica de casos e controles selecionados demonstrou
reatividade imune predominantemente linfomononuclear, sem aspecto inequivoco de encefalite.
CONCLUSAO: Como a maioria dos pardmetros avaliados ndo apresentou diferencas
estatisticamente significativas entre casos e controles, os diversos achados podem ser atribuidos
predominantemente a alteracdes vasculares, como a endotelopatia induzida por choque, associada

a estimulacdo do sistema imunoldgico inerente aos processos infecciosos sistémicos.

Descritores: Febre Amarela; Autopsia; Encéfalo; Neuropatologia; Sepse; Choque.



Abstract

Frassetto FP. Neuropathological alterations in cases of yellow fever submitted to autopsy [thesis].
Sé&o Paulo: School of Medicine, University of Sdo Paulo; 2020.

INTRODUCTION: Yellow fever (YF) is a reemerging viral hemorrhagic disease caused by yellow
fever virus. Between 2016 and 2018 a major outbreak occurred in Brazil, with more than 2000
confirmed cases, including more than 500 deaths. Few descriptions of the neuropathology of this
disease are found in the literature. METHODS: We analyzed morphologically and
immunohistochemically the brains of thirty-eight YF patients who underwent autopsy, and the data
obtained were compared with those brains collected from patients without YF as a control group.
Both YF cases and controls were subdivided according to the presence or absence of associated
septic shock, a condition in which sepsis-associated encephalopathy may occur. The data obtained
were subjected to statistical analysis. RESULTS: We demonstrated that all cases and controls
presented, at least focally, most of the neuropathological changes evaluated, such edema,
perivascular hemosiderin deposition and hemorrhage, meningeal and parenchymal inflammatory
infiltrate and hemorrhages, and perivascular inflammatory infiltrate. The latter was the only
parameter which presented statistical difference related to YF, when compared to controls (p <
0.0001). Immunohistochemical evaluation of selected cases and controls demonstrated
predominantly lymphomononuclear immune reactivity, without unequivocal aspect of
encephalitis. CONCLUSIONS: Since most of the parameters evaluated did not show statistically
significant differences between cases and controls, the various findings can be attributed
predominantly to vascular changes, such as shock induced endotheliopathy, associated with the

stimulation of the immune system inherent to systemic infectious processes.

Keywords: Yellow Fever; Autopsy; Brain; Neuropathology; Sepsis; Shock
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INTRODUCAO



1 INTRODUCAO

A febre amarela (FA) é uma arbovirose causada por um virus RNA de fita simples da familia

Flaviviridae, o virus da FA (VFA), que tem como hospedeiro natural primatas ndo humanos, e

sobrevive em um ciclo pela disseminagdo através mosquito Aedes aegypti. A infec¢do de humanos

é ocasional, atuando entdo o ser humano como hospedeiro incidental. Entretanto, ao penetrar no

ambiente natural do virus, individuos suscetiveis (ndo vacinados, sem exposi¢do prévia ao VFA)

estdo em risco de serem infectados.

As maiores séries de casos de FA na literatura provém de epidemias na Africa'* Considerada uma

doenca reemergente®®, nos Gltimos anos foram documentadas maltiplas epidemias, no continente

africano e em diversas outras regifes do globo, incluindo o Brasil (figura 1).

Virus genotypes Denmark and France (2016-17)

® Angola 3 confirmed

@ East Africa 1death

@ South America| France, Netherlands, Switzerland,

® South Americall Great Britain, Romania (2018)
West Africa? 1 confirmed in each country
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* 1ldeath
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gh'le f(201d8) 81 conhrsr%ed
confirme:
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Figura 1 — Epidemias recentes de febre amarela ao redor do globo; Fonte: Barrett (2016)°.
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Em dezembro de 2016 (periodo sazonal, ou de transmissdo, 2016-2017), teve inicio a maior
epidemia brasileira em décadas, caracterizada como de ciclo silvestre (e ndo urbano), afetando
inicialmente os estados de Minas Gerais, Espirito Santo e S8o Paulo, com 777 casos confirmados
por RT-PCR’. Um segundo periodo de transmissdo iniciou-se no ultimo trimestre de 2017,
estendendo-se ao primeiro semestre de 2018, e teve 1378 casos confirmados, com 483 Gbitos®®.

Neste segundo periodo inserem-se 0s casos que serdo objeto do presente estudo (figuras 2 e 3).

250 4

200

150 1

100 4

Number of cases

S0 1

N pcriaescamalh —
14 7m:)lﬁl‘)}2}$.‘831)-137404146495$) 6 9 3215182124273033363042454852/2 5 8 1114172023 262032353684144475001 4
206 m7 2018 2014

Epidemiological week
Figura 2 - Distribuicdo de casos confirmados por semana epidemiol6gica no Brasil, 2016-2019; Fonte:
PAHO/WHO (2019)®

Number of eprzoolics

UL m oo .Ih....-l.il.

TN VIS T M A L5 AT 51T ST 9 11315171921 2328279N I3 NLPSTHHT T ST 0N

2016 2017 2018
EpBemI0IOG Al week

NConfirmed  ©Under nvestigation Undetermined

Figura 3 - Distribui¢do de casos no estado de S&o Paulo no periodo de 2016 a 2018; Fonte: PAHO/WHO
(2018)°.
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Essa epidemia teve forte repercussdo no ambiente médico, na salude publica e na imprensa,
sublinhando a necessidade de avaliagdo sistematica e minuciosa dos casos, incluindo os dbitos. A
autopsia, pratica cada vez mais infrequente, por razfes diversas, em instituicbes médicas de todo o
mundo®3 ¢ procedimento que permite tal avaliacdo, além de coleta de grande quantidade de
materiais bioldgicos para andlise laboratorial, razdo pela qual a Faculdade de Medicina da
Universidade de Sdo Paulo (FMUSP), por meio do servi¢o de verificacdo de ébitos central da
Universidade de S&o Paulo (SVOC-USP), realizou autdpsias detalhadas e criteriosas de casos de
FA, provenientes do complexo do hospital das clinicas (HC) da FMUSP, a partir de dezembro de

2017, estendendo-se no decorrer do primeiro semestre de 2018.

O espectro clinico da FA humana é muito amplo, podendo variar de casos oligo ou assintomaticos,
até desfechos fatais. E a mais severa das arboviroses circulantes nas Américas, e tem trés estagios
de evolucdo: infeccdo, remissdo e intoxicacdo (ou toxemia), sendo este Ultimo caracterizado por
febre alta, disfungdo hepética severa, manifesta¢cdes hemorragicas, faléncia renal, anormalidades
cardiovasculares e neuroldgicas, e choque, atingido em 15 a 20% dos casos. Os anticorpos contra
0 VFA podem ser detectados nesta fase, na qual a viremia geralmente ndo esta mais presente. A

mortalidade da toxemia varia de 20 a 60%.

Sinais e sintomas neurologicos como cefaleia, convulsdes e alteracbes do nivel de consciéncia
como parte do quadro clinico da FA ja sdo descritos ha quase um século®®. Monath e Barrett®® citam
algumas alteragdes metabdlicas, como aumento da concentracdo de sodio e da quantidade agua
extracelulares, e queda de concentracdo de potassio, como possiveis causas de alguns sinais de
encefalopatia, como estupor e coma. Tais distdrbios metabdlicos foram demonstrados em macacos-
rhesus!’, longamente utilizados como modelo animal da doenca humana®®. Hipoglicemia,
hipotensdo e acidose, bem como hiperamonemia (relacionada a deterioracdo da funcdo hepatica)
foram descritos como provaveis contribuintes. Em contrapartida, acdo direta do VFA resultando
em alteracbes neuroldgicas € considerada ndo significativa, visto que muito raramente o virus

penetra o0 SNC durante uma infecgéo?®.

A auséncia de neurotropismo ja havia sido notada em trabalhos pioneiros acerca da neuropatologia
em séries de casos fatais de FA humana. Jakob'®, em 1929, descreveu o SNC de 14 casos, citando

infiltrado inflamatorio linfomononuclear meningeo e perivascular, reatividade microglial, perda
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neuronal e gliose como principais achados. Em 1939 Stevenson?® descreveu 34 casos, sendo que
em 20 deles os encéfalos foram avaliados em sua totalidade, condi¢do que buscamos reproduzir no
presente estudo. O autor relatou a hemorragia perivascular como principal lesdo, principalmente
na substancia cinzenta profunda cerebral. Infiltrado linfocitico perivascular foi observado em 9
casos, sendo considerado leve em 8 deles. AlteracOes reacionais em micrdglia e astrocitos foram

consideradas leves, e ndo foram observados corpos de inclusdo.

Descri¢des como as de Jakob e Stevenson, entretanto, sdo excegdes. A ampla maioria dos trabalhos
acerca da neuropatologia da FA restringe-se a descricdo de raros casos humanos previamente
vacinados (cujos achados podem ndo corresponder exatamente as alterages presentes na infeccao
pelo VFA selvagem), e a modelos animais.

Ja em 1930 Theiler?!, citando observagdes de Leigret, bem como o trabalho de Lasnet®®, acerca da
importancia do SNC de portadores de FA ser testado para a presenca do virus, estabeleceu um
modelo murino, submetendo os animais a injecéo intracerebral do VFA. Apds sacrificar alguns
espécimes, o autor identificou infiltrado inflamatorio perivascular e proliferagdo endotelial como
as principais alteracdes, bem como inclusdes eosinofilicas nucleares em células “ganglionares”
(neurdnios). Sellards*®, ao injetar o VFA no encéfalo de macacos-rhesus, descreveu um quadro de
“encefalite viral”, e ocasionais inclusdes nucleares, semelhantes as visualizadas por Theiler.

Ambos 0s autores ndo descreveram alteracfes macroscopicas significativas.

Também utilizando modelos animais, Barrett e Gould?? demonstraram o neurotropismo de algumas
cepas virais - Asibi (YF-AS), vacina neurotrépica francesa, dois dos trés virus da subcadeia da
vacina 17DD (Brasil e Colémbia) e trés de seis isolados do tipo selvagem (YF-B7, YF-B12 e YF-
B 15). A cepa associada a epidemia brasileira atual € considerada moderna, ndo relacionada

diretamente as cepas previamente citadas?32°.

A cepa vacinal 17D/17DD ja foi relacionada a doenga disseminada (viscerotropica)?®%’, bem como
a casos raros de encefalite?®?® ou meningoencefalite®®3! (via disseminacdo hematogénica, com
quebra de barreira hematoencefalica®?), ou casos (mais frequentes) de distirbios do SNC

associados a fendmenos de autoimunidade - mielite transversa, sindrome de Guillain-Barré,
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encefalomielite aguda disseminada (ADEM)®, Entretanto, descri¢des dos achados patoldgicos no
contexto vacinal continuam sendo muito raros, visto que a maior parte dos casos pds-vacinais
citados na literatura ndo € fatal. O relato de autdpsia da Joint Statement of the US Public Health
Service em 1966, com presenca de infiltrado inflamatorio perivascular cerebral e medular, e
recuperagdo do virus vacinal no tecido cerebral, continua sendo referencial®®. Kengsakul e

colaboradores descrevem um caso de meningoencefalite fatal pos-vacinal em portador de HIV34,

Utilizando a cepa 17D em modelos murinos, Liu e Chambers® demonstraram a presenca de niveis
mais elevados de células T CD4+ e T CD8+ em casos de encefalite ndo fatal, enquanto os niveis
de ambas as células foram menores nas encefalites fatais, justificada em parte por menor expressao
do interferon. A acéo dos linfocitos T CD4 e CD8 na resposta contra diversos virus esta bem
estabelecida na literatura®2’. Os mesmos autores enfatizaram também a importancia da IL-1pB e do
TNF-a, ao induzirem ativagdo microglial e astrocitaria, e da acao de anticorpos, também induzida
por TNF-a, no clareamento viral. Schlesinger e colaboradores enfatizam a ac¢do de anticorpos no
combate & encefalite murina por VFA3®. Além do efeito protetor, a ativacdo do sistema imune,
referida por vezes como "tempestade de citocinas” (figura 4), relaciona-se a multiplas lesdes
viscerais®®. Associando-se a outros fatores (como a replicagdo viral), é responsavel pela evolugio

severa de parte dos casos.
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Figura 4 - Resposta imune a infeccdes virais; Fonte: Koyuncu, Hogue, Enquist (2013)%.
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Células dendriticas apresentadoras de antigenos, macrofagos e células natural killer (NK) fazem
parte da resposta celular ao VFA, e em especial as células NK produzem grande quantidade de
citocinas, como o interferon (IFN) y. Entre os linfocitos, as células T CD4+ apresentam-se em
maior numero nos tecidos infectados, expressando fator de crescimento tumoral (TGF) B, fator de
necrose tumoral (TNF) a e IFN-y*°, Interleucinas (IL) 1 e 6, TNF-a, entre outros, fazem parte da
resposta humoral, e foram detectados em niveis mais elevados em individuos com desfecho fatal*!.
Além disso, as mesmas encontram-se elevadas de 2 a 7 dias apds vacinagio (com a cepa 17D)*.
Tais dados demonstram que tanto citocinas pré6 quanto anti-inflamatdrias estdo associadas a
agressdo imunomediada na FA, em especial relacionada a dano endotelial** e coagulacéo
intravascular disseminada®*, assim como ao estabelecimento de uma resposta efetiva duradoura

nos casos nao fatais e nos vacinados.

No contexto de individuos com evolucéo severa da FA, além de se buscar entender como o virus e
0 sistema imune interagem, e como tal interacéo se relacionada a possiveis lesdes, é essencial levar
em consideracdo que as alteracbes neuroldgicas podem estar relacionadas a outras condigdes
associadas. A insuficiéncia hepatica secundaria a hepatopatia aguda relacionada ao VFA pode
resultar em alteragdes neuroldgicas, classicamente descritas como encefalopatia hepéatica (EH).
Infecgdes concomitantes, relativamente frequentes nesses casos, inclusive como causa final de
Obito?, também podem resultar em quadro neuroldgico, designado como encefalopatia associada a

sepse (do inglés sepsis associated encephalopathy, SAE).

A encefalopatia hepatica, sindrome neurologica presente em hepatopatias agudas (EH tipo A) e
crénicas (EH porto-sistémica, EH tipos B e C), é caracterizada por sonoléncia, estupor, coma e até
Obito, frequentemente associados a edema difuso e possivel herniagdo®. As alteragGes celulares
geralmente estdo restritas aos astrdcitos, que apresentam engurgitamento (descritos como células
de Alzheimer tipo Il e identificados predominantemente na substancia cinzenta cortical e nas
estruturas cinzentas centrais profundas) mais provavelmente associado a hiperamonemia*®, e que é
um componente significativo do edema que caracteriza o encéfalo na EH, principalmente em

quadros agudos. O engurgitamento é deletério, ao prejudicar a captacdo de neurotransmissores,
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reduzir o tamanho do espago extracelular levando a concentragdes idnicas extracelulares

anormalmente elevadas, e até comprometer a vascularizagdo por compressdo mecanica®.

A encefalopatia associada a sepse é entidade bem estabelecida, apesar de ser considerada um
diagndstico de exclusdo. Estudos diversos relataram que a SAE € uma causa relativamente comum
de disturbios neuroldgicos em pacientes criticos internados em UT]I e sua prevaléncia varia de 8 a
70%, dependendo dos critérios de inclusdo e exclusdo utilizados*’*°. O espectro clinico da SAE
pode variar de leve desorientacdo, agitacdo e sonoléncia, a rebaixamento do nivel de consciéncia e
coma®. O eletroencefalograma (EEG) é exame que permite a caracterizacio dos distirbios
elétricos presentes, como a reducdo da frequéncia, visualizada em casos leves, e ondas trifasicas,

supressdo da atividade elétrica, ou padréo de surto-supressdo, em casos mais severos®’.

A presenca de SAE em pacientes criticamente doentes também tem implicacdes prognosticas.
Sprung e colaboradores®, em estudo de referéncia, obtiveram uma taxa de mortalidade de 49% de
pacientes sépticos com status mental alterado, em compara¢do com uma taxa de 26% em pacientes
sépticos com sintomas e sinais ndo neuroldgicos: Maior mortalidade nestas condigcdes foi
posteriormente relatada por outros autores®. Infecgdes do trato gastrointestinal e biliar, seguidas
de infeccbes pulmonares, foram associadas a um maior risco de SAE, com Staphylococus aureus,
Enterococcus faecium e Acinetobacter spp como agentes mais comumente implicados®*. Presenca
de multiplas bactérias na hemocultura, e de Candida albicans, foram relacionadas a disfuncao

encefalica mais grave e uma maior taxa de mortalidade®.

A patogénese da SAE ainda ndo foi totalmente estabelecida, mas varios mecanismos foram
propostos (figura 5), envolvendo dano celular e tissular (isquemia, formacdo de microabscessos)
direto, disfuncdo mitocondrial e endotelial, distarbios da neurotransmissdo e distarbios da
homeostase do calcio no tecido cerebral®®>’. A resposta inflamatoria exacerbada do tipo Thl
contribui com muitas dessas disfuncdes, em especial aos danos endoteliais e consequente quebra
da barreira hematoencefalica com resultantes hemorragias, edema, disfuncdo neuronal e morte
celular*’. O TNF-a, que induz infiltragdo neutrofilica, apoptose de células neuronais e edema
cerebral parece ser um dos mediadores inflamatérios mais significativos na SAE®®. A IL-1p é

sintetizada em grande quantidade em resposta a uma ampla variedade de estimulantes, sendo o
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mais potente o lipopolissacarideo ou outros componentes da parede celular bacteriana®. Ambas as

citocinas estdo associadas ao choque séptico®.
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Figura 5 - Patogénese da encefalopatia associada & sepse; Fonte: Chaudhry, Duggal (2014)*.

Hemorragias parenquimatosas (aspecto petequial) e leptomeningeas, leucoencefalopatia multifocal
necrotizante (LMN), microabscessos, alteracfes isquémicas (infartos, morte neuronal seletiva) e
proliferacdo glial e microglial reacional foram descritas previamente em condi¢fes de choque

séptico. A expressdo de IL-1B, também parte da resposta Thl, foi associada & LMN®,

Outras condicdes de baixo fluxo sanguineo encefalico, como o choque hipovolémico (secundario
a hemorragias de grande monta) e o choque cardiogénico (secundario a infarto agudo do miocéardio,
tamponamento cardiaco, entre outros) podem apresentar sintomatologia clinica mimetizando
diversas outras condicdes, ou mesmo contribuir para alteracbes neuroldgicas em choques mistos
ou disturbios metabolicos. Na presenca de isquemia ocorre um amplo espectro de alteracdes
celulares e tissulares, como necrose neuronal seletiva, pan-necrose, ou somente alteracdes
sinapticas, podendo resultar em convulsdes, rebaixamento do nivel de consciéncia, entre outros.
Sabe-se também que, em tais condicdes, ha expressdo aumentada de citocinas como IL-1p ¢ TNF-

o®®. Em contexto de isquemia-reperfusdo global, alguns autores denominam a producdo de
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citocinas, associada a coagulopatia, de resposta inflamatdria sepse-simile (sepsis-like inflammatory

response)2-53,

O conhecimento dessas condi¢des € essencial para o entendimento das repercussdes neurolégicas
da febre amarela, de modo que o estudo neuropatolégico detalhado possa acrescentar informagdes

relevantes em um contexto bastante amplo.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

. Avaliar as alteracdes macroscopicas e histopatologicas do sistema nervoso central de individuos

com diagndstico de febre amarela, e evolugéo fatal.

2.2 Objetivos especificos

. Realizar a descricdo e a representacdo das diversas regides e estruturas encefélicas, através de
mapeamento extenso e sistematico.

. Avaliar, a microscopia, em termos qualitativos ou semiquantitativos, parametros histologicos
diversos.

. Realizar rea¢6es imunohistoquimicas para identificacdo de antigenos relevantes em areas e casos

selecionados, e quantificar os resultados das mesmas.

. Comparar todos os achados descritos previamente com 0s mesmos achados em controles, cujo

oObito esteja relacionado a outras doengas infecciosas, ou ndo tenha relacdo com infec¢éo.
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METODOS
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3 METODOS

3.1 Desenho do estudo

Estudo prospectivo, realizado na Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo.

3.2 Descricéo dos casos
3.2.1 Autopsia

Entre dezembro de 2017 e abril de 2018, 99 casos de FA grave foram admitidos no HC-FMUSP,
dos quais 58 morreram (taxa de letalidade de 58,6%)54. Destes 58, 38 foram submetidos, apds
autorizacao por escrito dos responsaveis legais ou parentes de primeiro grau, a autopsia no servico
de verificacdo de Obitos central (SVOC) da USP. As autdpsias seguiram preceitos técnicos
consagrados®®, e foram procedidas coletas de amostras tissulares, ja realizadas de rotina em todos
0s Obitos do complexo HC-FMUSP.

3.2.2 Pacientes

Para fins do presente estudo, os individuos foram avaliados de acordo com o0s seguintes critérios

de inclusdo e exclusao:

. Critérios de inclusao

. Confirmacao da infeccdo pelo VFA, em vida e/ou em material de autépsia, de acordo com a
definicdo de caso humano confirmado do MS®® - Todo caso suspeito que apresente pelo menos
uma das seguintes condicdes: Isolamento do virus da FA; Deteccdo do genoma viral; Deteccdo de
anticorpos da classe IgM pela técnica de MAC-ELISA em individuos ndo vacinados ou com
aumento de quatro vezes ou mais nos titulos de anticorpos pela técnica de inibicdo da

hemaglutinacdo (IH), em amostras pareadas.



27

. Obito de causa mal definida, ou seja, cuja autopsia foi considerada necessaria para esclarecimento
da causa de obito.

. Auséncia de doencas neuroldgicas primarias conhecidas, ou que tenham sido diagnosticadas

durante a atencdo médica.

. Critérios de exclusio

. Casos suspeitos de acordo com a definicio do MS®, mas cuja infecgdo pelo VFA néo tenha sido

confirmada

. Histdria suspeita ou confirmada de 6bito diretamente relacionado a agentes exdgenos/traumaticos,

cuja autopsia deve ser realizada obrigatoriamente no Instituto Médico-Legal (IML).

. Individuos cujo 6bito tenha ocorrido mais de 24 horas antes da realizagdo da autdpsia.

Sorologias foram consideradas positivas quando da deteccdo de RNA viral pela técnica do qRT-
PCR, realizada conforme descrito por Figueiredo e colaboradores®”, e/ou pela presenca de

anticorpos da classe IgM, conforme descrito na definicdo de caso confirmado do MS.

Os dados demograficos e epidemiolédgicos, antecedentes marbidos, histéria clinica do quadro que
levou o individuo a procurar atendimento médico e de sua evolugéo até o 6bito, dados soroldgicos,
eletroencefalograficos e de imagem relevantes, pesquisa de material genético viral (quando
realizada), foram levantados em prontuarios médicos, sistemas informatizados (MV, HCMED) e
relatorios anatomopatoldgicos, e organizados em tabelas (anexos A a D). Analise laboratorial no
liquido cefalorraquidiano (LCR), ou deteccdo de material viral no mesmo material (ja descrita na

literatura®®), ndo foi realizada em nenhum dos casos.
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3.2.3 Processamento dos encéfalos

Os encéfalos foram removidos da calota craniana seguindo técnicas consagradas de autopsia®®, e

submetidos a avaliacéo inicial macroscopica, sem seccao.

Foi realizada a remocao de cerca de 1,0 cm? do polo frontal direito de 33 casos, os demais 5 nio
tendo sido realizada a coleta por dificuldades técnicas ocasionais (sem prejuizo a caracterizagdo de
infeccdo pelo VFA, realizada por outros métodos). O material coletado a fresco para realizacdo de
RT-PCR foi armazenado conforme orientagdes do MS®®, para o Instituto Adolfo Lutz (1AL),
designado pelo Ministério como laboratério de referéncia regional para métodos laboratoriais de
diagnostico da FA. As amostras foram processadas conforme descrito na literatura®.

Em seguida, os encéfalos foram armazenados em solugcdo de formalina a 10%, em recipientes
adequados e suspensos por fios, evitando-se a0 maximo distor¢des estruturais. Tais condicdes
foram mantidas durante 21 dias, apds os quais os encefalos foram fotografados, avaliados
novamente quanto a alteracdes superficiais, e submetidos a sec¢des coronais seriadas de no maximo
1,0cm de espessura (figura 5). Os cortes obtidos foram avaliados macroscopicamente e, em areas
delimitadas pelo protocolo definido pelos autores (conforme descrito no quadro 1), foram
realizadas seccdes de 0,5cm de espessura, e demais medidas maximas de 3,0cm e 2,0cm (volume

de um cassete para representacédo histologica utilizado rotineiramente).
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Lobo frontal direito, giro frontal superior
Lobo frontal esquerdo, giro frontal superior
Lobo parietal direito, giro pos-central

Lobo parietal esquerdo, giro pré-central

Lobo occipital direito, cuneo

Lobo occipital esquerdo, clineo

Lobo temporal direito, giro temporal superior
Lobo temporal direito, giro temporal superior

Formacdao hipocampal direita, giro denteado

. Formag&o hipocampal esquerda, giro denteado

. Nucleos da base a direita

. Ndcleos da base a esquerda

. Talamo a direita

. Talamo a esquerda

. Verme cerebelar

. Hemisfério cerebelar direito, nivel de nicleo denteado
. Hemisfério cerebelar direito, nivel de nicleo denteado
. Mesencéfalo

. Ponte

. Bulbo

. Substancia branca cerebral (centro semioval) a direita
22.

Substancia branca cerebral (centro semioval) a esquerda

Quadro 1 - Protocolo de representacao topografica (mapeamento).
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Figura 6 - Cérebro, cerebelo (vistos parcialmente) e tronco encefalico, fixados em formalina, apds

segmentacao.

As amostras foram enviadas, em solucdo de formalina, para o Laboratério de Histotécnica da
FMUSP, onde foram confeccionados os blocos de parafina, e as laminas histoldgicas com
coloracdo por hematoxilina e eosina. Em 6 casos foram realizadas as técnicas especiais de Weil,
para avaliacdo mais detalhada da substancia branca, e Nissl com cresil violeta, para visualizacdo
neuronal. ApoOs a avaliacdo histologica dos primeiros casos, foi decidido ndo prosseguir na
realizacdo de tais técnicas, exceto se fossem detectadas alteracdes relevantes (desmielinizacéo,
perda neuronal exuberante) nos demais casos, ou controles, o que ndo ocorreu de modo
significativo. A ndo realizacdo em todos os casos, e nos controles, foi decidida levando em

consideracdo questdes financeiras e técnicas (desgaste desnecessario do bloco de parafina).
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3.3 Descricédo dos controles

Durante o ano de 2019 foram coletados, seguindo 0s mesmos protocolos dos casos, 21 encéfalos
para controle, da rede municipal de hospitais (casos da rotina do SVOC), com 0s seguintes critérios

de inclusdo e exclusao:

. Critérios de incluséo:

. Obito de causa mal definida.

. Auséncia de doencas neuroldgicas primarias conhecidas.

. Idade maior que 18 anos (idade minima dos casos) e menor que 74 anos (idade maxima dos casos).

. Critérios de exclusio:

. Suspeita ou confirmacgéo de FA, ou vacinacao para esta.

. Histdria suspeita ou confirmada de 6bito diretamente relacionado a agentes exdgenos/traumaticos,

cuja autopsia deve ser realizada no Instituto Médico-Legal (IML).

. Individuos cujo ébito tenha ocorrido mais de 24 horas antes da realizacdo da autdpsia.

Foram estabelecidos dois grupos para coleta de controles: individuos sem achados de autdpsia que
indicassem infeccdo (11 no total), e individuos com achados de autépsia compativeis com choque
séptico (10 no total). Conforme visto na Introducédo, a encefalopatia associada a sepse é um possivel

fator associado a alteracGes neuroldgicas, razdo pela qual a coleta de controles seguiu esse critério.

Para o estabelecimento do grupo de individuos com choque séptico, foram utilizados os dados
clinicos e laboratoriais, quando disponiveis, bem como o0s achados macroscépicos, para

estabelecimento de infeccdo, dentro das definicbes constantes em The Third International
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Consensus Definitions for Sepsis and Septic Shock (Sepsis-3)°, o qual e estabeleceu que a sepse é
uma disfuncdo orgénica com risco de vida causada por uma resposta desregulada do hospedeiro a
infeccdo, enquanto o choque séptico é um subconjunto de casos de sepse no qual anormalidades
circulatorias e celulares / metabdlicas subjacentes, indicadas por terapia vasopressora necessaria
para manter a pressao arterial média >65 mm Hg, e niveis séricos de lactato >2mmol/L (18 mg/dL)
na auséncia de hipovolemia’™, sdo profundas o suficiente para aumentar substancialmente a
mortalidade (avaliada em cerca de 40% dos casos). Os mesmos critérios foram utilizados para 0s
casos, quando presentes achados compativeis com choque séptico concomitantemente a evolucéo
da FA.

Os controles foram obtidos por meio de uma amostragem nao probabilistica, ou seja, entre aqueles
disponiveis para selecdo em um dado periodo de uma data especifica, escolheu-se (a0 menos) um
que se enquadrasse nos critérios de inclusao e excluséo, tivesse autoriza¢ao dos responsaveis legais
para sua realizacdo, e que pudesse ser abordado seguindo 0s mesmos preceitos técnicos rigorosos

dos casos.

O armazenamento, a documentacgdo, o processamento e a representacdo dos controles, bem como
a confeccdo de ldminas histologicas, foram realizados seguindo 0s mesmos passos e preceitos
técnicos dos casos. Em vista de ndo serem casos de FA, material encefalico a fresco para pesquisa

por PCR nao foi realizada.

Os dados demogréficos, antecedentes morbidos e os achados de necropsia foram pesquisados em
prontuarios médicos, dados de boletins de ocorréncia, informacgdes prestadas por familiares e
relatorios de necropsia, e organizados em tabela (anexo E). Importante citar que, em muitos casos,
em especial nagueles com 6bito de causa cardiovascular/hemorragica, o atendimento hospitalar foi
muito limitado ou inexistente, principalmente pela evolucdo subita do quadro — o tempo de
evolucao aproximado foi menor que 24 horas em 10 dos 11 controles. Nos quadros infecciosos, o

tempo médio foi de aproximadamente 1 semana.
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3.4 Procedimentos histologicos

Todas as amostras obtidas por meio da sec¢do regrada, com mapeamento, dos casos e dos controles,
foram emblocados em parafina, e submetidos a coloragéo por hematoxilina e eosina. Alguns casos,
conforme citado previamente, foram submetidos a técnicas especiais de Weil e Nissl. Os
procedimentos técnicos foram realizados seguindo protocolos bem estabelecidos, realizados
rotineiramente no Laboratorio de Histotécnica da FMUSP.

3.5 Procedimentos imunohistoquimicos

Foram obtidas l1&minas silanizadas, ndo coradas, no Laboratério de Histotécnica da FMUSP, de
casos selecionados. Neste material foram realizadas reagfes imunohistoquimicas com os
anticorpos anti-CD4 (SP35 rabbit monoclonal, 790-4423, Ventana Medical Systems, Tucson,
Arizona, EUA), anti-CD8 (SP57 rabbit monoclonal, 790-4460, Ventana), anti-CD20 (L26
monoclonal, 760-2531, Ventana), anti-68 (KP-1, 790-2931, Ventana), anti-IL-13 (3A6 rabbit
monoclonal, 12242S, Cell Signalling Technology, Danvers, Massachusets, EUA) e anti-TNF-a
(rabbit polyclonal, 17590 1-AP, Proteintech Group, Rosemont, Illinois, EUA) conforme as
orientagdes técnicas descritas na bula de cada um dos anticorpos, no Laboratorio de Investigacao
em Patologia Hepatica (LIM-14) da FMUSP, sob a supervisdo direta do Prof. Dr. Venancio

Avancini Ferreira Alves, responsavel pelo Laboratdrio.

Os controles tissulares utilizados nas rea¢es imunohistoquimicas sdo sabidamente positivos para
0 anticorpo em estudo, sendo efetuados neles os mesmos procedimentos realizados nas amostras

selecionadas.

3.6 Analise morfoldgica

A avaliacdo inicial macroscépica foi realizada em todos o0s casos, tanto com o encéfalo fixado
intacto quanto ap0Os as seccles seriadas, descrevendo-se, de modo qualitativo, as alteracGes
consideradas significativas no contexto da pesquisa, como hemorragia, edema e hernia¢des. Os

controles foram submetidos a mesma abordagem.
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As laminas histoldgicas obtidas, coradas em hematoxilina e eosina, dos casos e dos controles,
foram submetidas a avaliacdo detalhada de diversos parametros histopatoldgicos, 0s quais estdo
descritos no quadro 2.

Identif.  Pardmetro Presente Ausente
A Edema perivascular 1 0
B Edema parenquimatoso 1 0
C Hemorragia perivascular 1,2,3 0
D Hemorragia parenquimatosa 1 0
E Hemossiderina perivascular 1,2,3 0
F Infiltrado inflamatorio parenquimatoso 1 0
G N6dulos microgliais 1 0
H Infiltrado inflamatorio perivascular 1 0
I Hemorragia meningea 1,2,3 0
J Infiltrado inflamat6rio meningeo 1,23 0
K Infiltrado inflamatdrio periventricular 1 0
L AlteracBes neuronais eosinofilicas 1 0
M AlteracBes vasculares cronicas 1 0

Quadro 2 - Parametros histopatoldgicos avaliados. Legenda: Identif. = identificador

Alguns parametros foram avaliados apenas qualitiativamente, ou seja, ausente (0) ou presente (1),
decisdo tomada ap0s uma avaliacdo inicial de todas as amostras dos casos, pré-analitica, que
determinou, por exemplo, que alguns parametros de suficiente relevante para serem avaliados
estavam ausentes na grande maioria das amostras (itens F, I, G, K), enquanto alguns processos
difusos/pouco delimitados aos métodos de rotina, como o edema (itens A e B), ou presentes na
grande maioria das amostras, de forma difusa (itens L e M), teriam a reprodutibilidade reduzida.
Os demais parametros foram avaliados de forma qualitativa, ou seja, ausente (0), e semiquantitativa
— quando presente, avaliado de grau 1 a 3, conforme detalhado no quadro 3, e exemplificado nas

figuras 7 a 10.

A escolha pela avaliacdo de alguns dos parametros histoldgicos de modo semiquantitativo em 3
graus foi baseada na realizada por Sharshar e colaboradores®?, que, em casos de choque séptico,
descreveram de forma semiquantitativa, em graduacdo de 0 a 3, alguns parametros histoldgicos

(neste caso, os relacionados a isquemia, apoptose e reacdo glial). Em que pese serem outros
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parametros avaliados em relacdo ao presente trabalho, a metodologia mostrou-se adequada e

reprodutivel, dai nossa escolha por este método.

Nas localizagcbes em que foram coletadas amostras bilaterais (lobos frontal, parietal, occipital e

temporal, regido hipocampal, nicleos da base, tdlamo, substancia branca cerebral e hemisférios

cerebelares) a graduacéo foi estabelecida pelo maior valor obtido.

Parédmetro Grau 1 Grau 2 Grau 3
Hemorragia perivasc. Vaso Unico, Vaso Unico, Mudltiplos vasos,
200, ndo circ. 200, circ. 200, circ.
Heerrir\llzsssclderlna Vaso Unico, Vaso Unico, Mdltiplos vasos,
P ' 200, ndo circ. 200, circ. 200, circ.
:irr?i?]":sla Um foco, 200 Mudltiplos Foco ou focos,
g focos, 200 100
m;:}lg]ade%mflam. Um foco, 200 Mudltiplos Foco ou focos,
g focos, 200 100
Infiltrado inflam. Vaso Unico, Vaso Unico, Mdltiplos vasos,
perivasc. 200, ndo circ. 200, circ. 200, circ.

Quadro 3 - Parametros histopatologicos com avaliagdo semiquantitativa. Legenda: perivasc. = perivascular;
inflam. = inflamatério; 100 = campo com aumento de 100x; 200 = campo com aumento de 200x; circ. =
circunferencial; o termo ‘“foco” designa uma a&rea continua de alteragdo (hemorragia, infiltrado
inflamatdrio), que ndo ocupe todo o campo de aumento avaliado.
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Figura 7 — Hemorragia perivascular, grau 1 em A (caso 11, aumento de 200x), grau 2 em B (caso 21,
aumento de 200x) e grau 3 em C (caso 15, aumento de 200x).
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Figura 8 — Infiltrado inflamatorio perivascular, grau 1 em A (caso 11, aumento de 200x), grau 2 em B (caso
15, aumento de 200x) e grau 3 em C (caso 15, aumento de 200x). Nota-se também, em A, deposicéo de
hemossiderina perivascular, grau 1.
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Figura 9 — Hemorragia meningea, grau 1 em A (caso 11, aumento de 200x), grau 2 em B (caso 15, aumento
de 200x) e grau 3 em C (caso 29, aumento de 100x).
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Figura 10 — Infiltrado inflamatorio meningeo, grau 1 em A (caso 21, aumento de 200x), grau 2 em B (caso

15, aumento de 200x) e grau 3 em C (caso 15, aumento de 100x).
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3.7 Andlise imunohistoquimica

Foram realizadas reagdes com anticorpos anti-CD4, anti-CD-8, anti-CD20, anti-CD68, anti-IL-1p
e anti-TNF-a, nas amostras de 9 casos (total de 15 amostras) e 14 controles (total de 26 amostras).
A selecdo das amostras foi baseada na avaliacdo morfoldgica, dando-se preferéncia aquelas que
tivessem achados caracteristicos de inflamacdo (intensidade, localizacdo, tipo de célula). Sua

avaliacéo foi realizada seguindo padrdes de positividade bem estabelecidos’?, e que se encontram

ilustrados na figura 11.
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Figura 11 - Padrdo de positividade imunohistoquimica de CD4, em A (aumento de 480x), CD8, em B
(aumento de 400x), CD20, em C (aumento de 400x), CD68, em D (aumento de 400x), IL-1B, em E
(aumento de 800x) e TNF-a, em F (aumento de 400x).
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A positividade em células CD4+, CD8+, CD20+ e CD68+ foi contabilizada manualmente, com a
soma de células positivas em 10 campos consecutivos com aumento de 400x, em trés diferentes

compartimentos — perivascular, parenquimatoso e meningeo.

A positividade de citocinas IL-1p e TNF-a foi contabilizada manualmente, com a soma de células
positivas em 10 campos consecutivos com aumento de 400x, independentemente de

compartimentos.

3.8 Estatistica

Para a realizacdo de analise estatistica, foram estabelecidos 4 grupos, ditos G1, G2, G3 e G4,

conforme detalhado a seguir:

3.8.1. G1: casos sem choque séptico concomitante (n = 26).
3.8.2. G2: casos com choque séptico ou misto (séptico e cardiogénico) (n = 12).
3.8.3. G3: controles sem choque séptico concomitante (n = 11).

3.8.4. G4: controles com choque séptico ou misto (séptico e cardiogénico) (n = 10).

Conforme exposto previamente na sec¢do 3.3., 0s controles foram separados conforme a presenca
ou auséncia de choque séptico. Como parte dos casos tiveram concomitancia documentada de
infeccdo por VFA e por outros agentes, evoluindo com quadro séptico, esse dado foi incluido para

fins de comparacao estatistica, do que resultaram 0s grupos acima descritos.

Para cada caso e cada controle foram obtidos 13 resultados de graduacéo, respeitando-se um valor

de graduacéo para cada regido amostrada, apenas o maior deles quando amostras bilaterais.

Para fins de comparacdo, foram emparelhados casos (G1 x G2), e controles (G3 x G4),

separadamente, e depois em conjunto, (G1 + G2) x (G3 + G4).

As hipdteses a ser verificadas foram:
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HO: os achados histologicos independem dos grupos (ndo ha relacéo).

H1: os achados histologicos dependem dos grupos (ha relacéo).

Para verificar a existéncia diferenca (ou relacdo) entre os grupos de casos (G1 x G2), entre os
grupos de controle (G3 x G4), e entre casos e controles (G1 + G2) x (G3 + G4), foram aplicados
0s testes estatisticos Qui-quadrado (= x?), e Exato de Fisher (= x¢?) (quando o nimero de uma
amostra, ou n, é considerado pequeno). Tais testes foram adotados pela presenca de uma variavel

qualitativa nominal (grupos) versus uma variavel qualitativa ordinal (achados histolégicos).

A andlise estatistica dos resultados das reagdes imunohistoquimicas, visto as mesmas terem sido
realizadas somente em amostras de casos e controles considerados representativos do total, foi
restrita a comparacdo de casos versus controles. Para analise dos nimeros obtidos na avaliacao das
reacOes de CD4, CD8, CD20 e CD68 foram aplicados os testes parametrico t-student (comparacao
de médias) e ndo paramétrico Mann-Whitney (comparacdo de medianas). Para os resultados as
reacoes de IL-1P e TNF-a, foi aplicado o teste exato de Fischer.

3.9 Pareceres obtidos

O estudo foi aprovado pelo Departamento de Patologia da Faculdade de Medicina da USP, bem
como pela Comissdo de ética para Analise de Projetos de Pesquisa — CAPPesq (CAAE
60307116.1.0000.0068), parecer 2.267.440, os quais se encontram no anexo F.
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RESULTADOS
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4 RESULTADOS

Os resultados obtidos das avaliagbes macroscopica, histoldgica e imunohistoquimica foram
tabulados, como os casos divididos em 2 grupos — casos com auséncia de documentacdo em
evolucdo clinica e de achados de autdpsia de choque séptico, ou choque misto com componente
infeccioso (excluindo-se, obviamente, a FA), designado G1 e composto por 26 casos (n = 26), e
casos com presenca de ao menos uma dessas condicgdes, designado G2 e composto por 12 casos (n
=12). Os controles também foram agrupados seguindo esses critérios, em G3 (auséncia de choque
séptico ou misto, n = 11) e G4 (presenca, de choque séptico ou misto, n = 10).

4.1 Casos

Os casos foram numerados de 1 a 38, de acordo com a ordem cronoldgica das autopsias.

Dos 38, 34 eram homens com idade entre 16 e 71 anos (média de 48.35 anos), e 4 eram mulheres
com idade entre 31 e 74 anos (média de 52.0 anos). Quinze individuos ndo tinham antecedentes
marbidos relevantes conhecidos, 14 faziam ou tinham feito previamente uso de alguma substancia
licita (&lcool, tabaco) ou ilicita, 11 tinham alguma afeccdo cardiovascular (hipertensdo arterial
sistémica, coarctacdo de aorta, infarto do miocardio prévio) ou metabolica (diabetes mellitus,
dislipidemia), e 2 tinham uma hepatopatia conhecida (cirrose hepatica, hepatite C). Nenhum tinha
qualquer afeccdo neuroldgica conhecida. Sete casos haviam sido vacinados para FA, variando de

1 dia a 8 anos previamente ao inicio dos sintomas.

A evolucéo clinica até o 6bito ocorreu em até 32 dias, contados a partir do inicio da sintomatologia
referida ou verificada pelo sistema de saude, sendo que a maior parte (28 casos) apresentou

evolucao de até 14 dias. O tempo médio de evolucao hospitalar foi de 7.1 dias.

Todos 0s casos tiveram como causa primaria de ébito a hepatite fulminante (citada por vezes como
insuficiéncia hepatica ou como hepatite aguda) relacionada a FA. Dois deles foram submetidos a
transplante hepatico (TH) — casos 20 e 25 (este ultimo também a retransplante). O caso 16 ndo teve

sucesso na realizacdo do TH, com o cadaver anepatico a autopsia.
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Doze casos, agrupados no G2, tiveram como causa final de dbito choque séptico, ou chogque misto
com componente infeccioso, sendo que em 9 deles foram obtidas culturas positivas para ao menos
um agente infeccioso. Os demais 26 casos (G1) tiveram como causa final hemorragias, ou choque
misto sem componente infeccioso. Apesar de ndo haver histéria nem sinais inequivocos de choque
séptico a autopsia em G1, 12 destes casos tiveram ao menos um agente infeccioso isolado em
culturas (possiveis contaminacfes). O caso 34 teve evolugdo neuroldgica descrita em prontuério

como “encefalopatia hepatica”.

AlteracOes neuroldgicas — cefaleia, sonoléncia, confusdo - antes da internacdo no complexo HC-
FMUSP foram relatadas em 25 casos. Sonoléncia, confusdo, letargia, agitacdo, rebaixamento do
nivel de consciéncia e/ou coma foram descritas em prontuario da internacdo de 31 casos. Em 3
deles (casos 3, 25 e 33) foi utilizado o termo descritivo “encefalopatia”, ndo especificado, e em
outros 3 (casos 12, 34 e 38) foi utilizada a designagdo “encefalopatia hepatica”. Episddios
convulsivos estavam presentes em 10 deles. Em 7 casos ndo foram descritas alteracfes

neurologicas detalhadas.

Foi possivel a realizacdo de ao menos um EEG em 21 casos. Em 13 deles o paciente estava em
coma (espontéaneo ou induzido por sedacdo). No caso 2, que ndo teve convulsbes relatadas
clinicamente, houve identificacdo de paroxismos epileptiformes. No caso de nimero 28 foram
descritas, em relatdrio, alteracdes sugestivas de encefalopatias toxico-metabdlicas e infecciosas
(paroxismos ocasionais de ondas agudas, de projecdo generalizada, esbocando aspecto trifasico),
apesar do mesmo néo ter descricdo detalhada de sinais e sintomas neurologicos durante a evolugéo.
Entre os 6 casos com uso do termo descritivo encefalopatia/EH, em 4 ndo foi realizado EEG, no
caso 25 houve artefatos prejudicando a analise, e no caso 34 foi detectada desorganizacéo difusa
da atividade elétrica, e periodos de agitacdo sem alteracdes eletrograficas. As alteracdes ao EEG
dos casos com choque séptico/misto com componente infeccioso foram menos relevantes ou
especificas do que naqueles do outro grupo, o qual apresentou 2 casos com padrao surto-supressao,

e 1 caso com ondas trifasicas. Os 3 casos tiveram culturas negativas para agentes infecciosos.
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A avaliacio por exames de tomografia computadorizada in vivo, realizada em 9 casos, 3 (nimeros
4, 6 e 30) apresentaram edema encefalico difuso, um deles (caso 4) apds episddio de convulsao,
outro (caso 30) apresentando, além do edema, sinais de herniacéo transforaminal. Nenhum deles
teve achados compativeis com choque séptico.

Trinta e dois casos tiveram pesquisa de material genético viral em cérebro com resultado positivo
ao RT-PCR, e um caso (nimero 30) teve resultado negativo, no qual a infec¢do pelo VFA foi
confirmada por RT-PCR e IgM positivos em amostra de sangue. Os cinco casos que n&o tiveram a
coleta de material a fresco realizada, por questdes técnicas diversas, tiveram a infeccdo pelo VFA

confirmada por RT-PCR em amostra sanguinea.

4.1.1 Achados macroscopicos

Dezessete casos apresentaram edema significativo, caracterizado por aplainamento de giros,
estreitamento de sulcos, e reducdo volumétrica do sistema ventricular. Entre esses, um caso
(ndmero 30) apresentou sinais de herniacdo transforaminal, quatro (nimeros 11, 18, 21 e 29)
apresentaram hemorragia subaracndidea, e dois (nimeros 15 e 18, este ultimo ilustrado na figura
12) apresentaram hemorragia parenquimatosa de aspecto recente. Quatro casos tiveram apenas
alteracdes vasculares cronicas — visualizadas como estado criboso — discerniveis. Os demais 17
casos nao apresentaram alteracfes consideradas significativas. Os achados macroscopicos dos

casos em sua totalidade estdo apresentados no anexo G.
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Figura 12 - Area de hemorragia em substancia cinzenta profunda/insula (caso 18, material fixado).

N&o houve relacdo evidente entre fendmenos hemorragicos e edema macroscépicos, e causa final
de Obito (hemorragia, choque séptico ou misto), sintomatologia neurolégica ou alteracfes
significativas em exames complementares, exceto as de exames de imagem em vida (4 casos, TC)

que foram confirmadas a avaliagcdo macroscopica.

As alteracdes identificadas foram confirmadas a avaliacdo microscdpica. A regidao de herniacdo do
caso 30 foi identificada como necrose de liquefacdo mesencefalica, compativel com a area de
impactacdo do parénquima herniado. Por ser um achado isolado, ndo foi necessario estabelecer

necrose como parametro a ser avaliado separadamente.

4.1.2 Achados microscopicos

Edema parenquimatoso e perivascular (parametros A e B) foi observado, ao menos focalmente, em

todos os casos (conforme exemplificado na figura 13).
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Figura 13 — Edema parenquimatoso e perivascular, em A (caso 22, aumento de 200x), edema
parenquimatoso em B (caso 11, aumento de 200x).

Hemorragia perivascular (parametro C) esteve presente, ao menos focalmente, em todos 0s casos,
sendo que 9 deles apresentaram, em a0 menos uma amostra, a graduagdo mais intensa (grau 3),

nenhum deles com acometimento de 3 ou mais amostras.

Hemorragia parenguimatosa (parametro D) foi detectada em ao menos uma amostra em 18 casos,
sendo que em apenas 2 deles (casos 6 e 15) 0 acometimento foi de 3 ou mais amostras.

No caso 15 foram identificadas hemorragias extensas, tanto macroscopicamente como quanto a
avaliacdo microscopica, por vezes associadas a fenémenos oclusivos vasculares (figura 14). Na
maioria dos casos, entretanto, focos de hemorragia foram visualizados somente

microscopicamente, devido a sua pequena extensdo (figura 15).
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Figura 14 — Areas de hemorragia parenquimatosa no caso 15, em A (aumento de 50x) e B (aumento 100x);

focalmente, nota-se a presenga de fenémenos oclusivos associados (C, aumento de 200x).
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Figura 15 - Hemorragia parenquimatosa, em A (caso 4, aumento de 100x) e B (caso 13, aumento de 100x).

Deposicdo de hemossiderina perivascular (parametro E) esteve presente em todos os casos,
predominantemente na graduacéo 1. A presenca de graduagéo 2 foi detectada somente nos 3, 22 e
28 (figura 16).

Figura 16 — Deposicdo de hemossiderina perivascular, grau 1 em A (caso 6, aumento de 100x) e grau 2 em
B (caso 28, aumento de 200x).

A presenca de infiltrado inflamat6rio parenquimatoso (parametro F) foi detectado de forma focal
em 5 casos. O caso 15 teve acometimento de 5 amostras (figura 17, A), os demais de apenas 1

amostra, caracterizando sua natureza muito limitada, sem aspecto inequivoco de encefalite.

Formagdo inequivoca de nddulo microglial (parametro G) foi detectada em 5 casos, em nenhum
deles em mais de 1 amostra (figura 17, B). O caso 15 foi o Unico que apresentou,

concomitantemente, infiltrado inflamatorio parenquimatoso e formagdo de nodulo microglial.
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Figura 17 — Infiltrado inflamatério parenquimatoso, em A (caso 5, aumento de 100x), e nédulo microglial,
em B (caso 15, aumento de 200x).

Infiltrado inflamatdrio perivascular (parametro H) esteve presente, ao menos focalmente, em todos
0s casos, e 13 deles apresentaram, em a0 menos uma amostra, 0 acometimento de toda a
circunferéncia de ao menos um vaso (graus 2 e 3), dois deles (casos 15 e 30) apresentando-se com

acometimento de 3 ou mais amostras.

Infiltrado inflamatorio meningeo (parametro J) foi detectado, ao menos focalmente, em todos os
casos, sendo de graus 2 ou 3 em ao menos uma amostra de 3 casos (nimeros 15, 29 e 33), um deles

(caso 15) com acometimento de 3 amostras.

Hemorragia meningea (parametro 1) esteve presente, ao menos focalmente, em todos os casos,
sendo a graduacdo mais elevada (grau 3) detectada em ao menos uma amostra de 3 casos (numeros

15, 18 e 29), nenhum deles com acometimento de 3 ou mais amostras.

Ventriculite/periventriculite (parametro K) foi identificada em apenas 2 casos (27 e 31), e em
ambos em apenas 1 amostra. Além da presenca muito infrequente, o infiltrado mostrou-se bastante

discreto, portanto consideramos 0 mesmo ndo significativo para fins de anélise.
Alteracdes eosinofilicas neuronais (“neurdnio vermelho”), e alteracbes vasculares de aspecto
crénico (parametros L e M, respectivamente), do espectro das doencas de pequenos vasos

encefalicos (figura 18), foram observadas em todos 0s casos e em praticamente todas as amostras.

Os achados microscopicos dos casos em sua totalidade estdo apresentados no anexo H.
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Figura 18 — Alteragdes vasculares cronicas em A (caso 29, aumento de 100x) e B (caso 15, aumento de
200x).
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4.1.3 Achados imunohistoquimicos

Os achados imunohistoquimicos dos casos, avaliados gquantitativamente, encontram-se descritos
nos anexos | (CD4, CD8, CD20 e CD68) e R (IL-1p ¢ TNF-a), e sdo exemplificados na figura 19.
Foram submetidas as reacdes 15 amostras de 9 diferentes casos.
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Figura 19 - Reagao imunohistoquimica de CD4, em A (aumento de 100x), CD8, em B (aumento de 100x),
CD20, em C (aumento de 100x), e CD68, em D (aumento de 100x), todas em caso 15. IL-1B, em E
(aumento de 400x), caso 6, e TNF-a, em F (aumento de 400x), caso 13.
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4.2 Controles

Os controles foram numerados de 1 a 21, sendo de 1 a 11 aqueles sem choque septico (G3), e de

12 a 21 aqueles com choque séptico (G4).

Dos 21, os homens perfizeram 15, com idade entre 40 e 68 anos (média de 54.7 anos) e 6 mulheres,
com idade entre 29 e 69 anos (média de 52.7 anos). 10 dos controles tiveram como causa final de
6bito um quadro séptico, associado a pneumonia, peritonite ou colangite, enquanto 9 tiveram como
causa final de 6bito infarto do miocardio, e 2 como hemorragia e choque hipovolémico (1 com
neoplasia de laringe com fistula laringo-mediastinal, e 1 com ulcera duodenal), estes ultimos 11
agrupados em controles sem sinais de sepse/choque séptico.

4.2.1 Achados macroscopicos

Entre os controles do G3, 4 apresentaram estado lacunar, 1 apresentou edema, e 0s demais 6 nao
apresentaram alteracdes significativas. No G4, 2 apresentaram edema significativo, e 1 estado
lacunar, os demais 7 ndo apresentaram alteracdes relevantes. Nao foram detectadas, entre os
controles, condi¢bes hemorragicas relevantes. Os achados macroscépicos dos controles em sua

totalidade estdo descritos no anexo J.

4.2.2 Achados microscopicos

Edema parenquimatoso e perivascular (parametros A e B) foi observado, ao menos focalmente, em

todos os controles.

Hemorragia perivascular (parametro C) foi observada, ao menos focalmente, em todos os controles,
sendo que a graduacdo mais elevada (grau 3) foi identificada em ao menos uma amostra de 12
controles, 5 de G3 (4 deles com acometimento de 3 ou mais amostras) e 7 de G4 (4 deles com

acometimento de 3 ou mais amostras).
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Hemorragia parenquimatosa (parametro D) foi detectada em menos uma amostra em 14 controles,
9 pertencentes ao G3 (2 deles apresentando acometimento de 3 ou mais amostras), e 5 ao G4 (2

deles apresentando acometimento de 3 ou mais amostras).

Deposicdo de hemossiderina perivascular (parametro E) foi detectada em todos controles, em

nenhum deles em graduagdo maior que 1.

Infiltrado inflamatdrio parenquimatoso (parametro F) foi observado focalmente nos controles 4, 6
(G3), 17 e 20 (G4). Formacdo inequivoca de nédulo microglial (item G) foi detectada apenas no
controle 8 (G3).

Infiltrado inflamatdrio perivascular (parametro H) foi detectado, ao menos focalmente, em todos
o0s controles, sendo que os graus 2 e 3 foram observados em ao menos uma amostra de 2 controles

de G3 e 2 de G4, nenhum deles com acometimento de 3 ou mais amostras.

Hemorragia meningea (parametro 1) foi observada, ao menos focalmente, em todos os controles,
sendo que a graduagdo mais elevada (grau 3) foi identificada em ao menos uma amostra de 5

controles do G3 (2 deles com acometimento de 3 ou mais amostras) e 3 do G4.

Infiltrado inflamatdrio meningeo (parametro J) foi observado, ao menos focalmente, em todos os
controles, sendo que os graus 2 e 3 foram detectados em ao menos uma amostra de 3 controles de
G3, um deles (controle 7) em 3 amostras, e 1 controle de G4. Ventriculite/periventriculite

(parametro K) ndo foi observada em nenhum dos controles.
Alteragdes eosinofilicas neuronais (“neurénio vermelho”) e alteragdes vasculares de aspecto
crénico (parametros L e M, respectivamente) foram observadas em todos os controles e em todas

as amostras.

Os achados microscopicos dos controles em sua totalidade estdo apresentados nos anexos K e L.
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4.2.3 Achados imunohistoquimicos

Os achados imunohistoquimicos dos controles, analisados quantitativamente, encontram-se
descritos nos anexos M (CD4, CD8, CD20 e CD68) e R (IL-1B ¢ TNF-a), e sdo exemplificados na
figura 20 (CD4, CD8, CD20 e CD68). Foram submetidas as rea¢des um total de 26 amostras, de
14 diferentes controles, 7 deles do grupo 3 e 7 do grupo 4.

B X - ! D |

Figura 20 - Reacdo imunohistoquimica de CD4, em A (controle 21, aumento de 100x), CD8, em B (controle
3, aumento de 100x), CD20, em C (controle 7, aumento de 100x), e CD68, em D (controle 2, aumento de
100x).
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4.3 ANALISE ESTATISTICA
4.3.1. Casos

Para comparacao entre 0s grupos de casos, ou seja, G1 x G2, foram realizados os testes estatisticos
Qui-quadrado (= x?), e Exato de Fisher (= x¢2). Os niveis descritivos (p) foram comparados com o
nivel de significancia (a) adotado de 5% (a = 5%) e quando p<a, hd uma indicacdo de relacdo

(dependéncia) entre os achados histoldgicos e os grupos.

A andlise da tabela 1 e dos graficos 1 e 2 permite afirmar que os parametros histologicos C
(hemorragia perivascular) e G (n6dulos microgliais) apresentaram p<a, entdo ha indicacdo de
relacdo (ou dependéncia) de tais parametros com os grupos G1 e G2. Portanto, obteve-se a hip6tese
H1 (os achados histologicos dependem dos grupos).
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Grupos N x2 P
Edema 1 338 _ @
perivascular 9 156
1 338
Fdema i 0,927 1,000
parenquimatoso ) 156
Hemorragia 1 338 o 0006 )
perivascular 2 156 . ,
i 1 338
Hemorragia
parenquimatosa 5 156 0,555 0,439
Hemossiderina 1 338
perivascular 5 156 1,545 0,462
Infiltrado inflam. 1 338 0,000 000
parenquimatoso 2 156 ' )
) 1 338
NQdUIOS' i 5,223 0,031 (*)
microgliais 2 156
Infiltrado inflam. 1 338
perivascular ) 156 6,122 0,106
Hemorragia 1 260 0465 -
meningea 2 120 , ,
Infiltrado inflam. 1 260
meningeo ) 120 7,552 0,056
Infiltrado inflam. 1 182
periventricular ) 8 0,930 1,000
Alt. eosinofilicas 1 312 _ @
neuronais 2 144
Alt. vasculares 1 338
cronicas ) 156 0,172 0,313

Tabela 1 — Distribuigdo dos pardmetros histologicos, casos (G1 e G2). Legenda: (a) = Pardmetros com
apenas uma categoria, impossivel de aplicar o teste estatistico; (*) = estatisticamente significante (p < 5%);
inflam. = inflamatorio; alt. = alteracGes
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Grafico 1 — Hemorragia perivascular, G1 e G2.
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Grafico 2 — Nédulos microgliais, G1 e G2.

Em relacdo a hemorragia perivascular (parametro C) notou-se maior porcentagem de amostras com
graduacdo 2 e 3 em G2, em relacdo a G1, a qual foi estatisticamente significante (p = 0,006). Em
relacdo aos nddulos microgliais (parametro G) notou-se maior porcentagem de amostras com

graduacdo 1 em G2 quando comparado com G1, a qual foi estatisticamente significante (p = 0,031).

No anexo N encontra-se, detalhadamente descrita, a saida dos resultados (variable output)
contendo as tabelas cruzadas dos parametros histologicos versus os grupos, individualmente,
apresentado as frequéncias simples e percentuais, assim como suas respectivas estatisticas e 0s

niveis descritivos.
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4.3.2 Controles

Para comparacdo entre os grupos de controles, ou seja, G3 x G4, foram realizados o0s testes
estatisticos Qui-quadrado (= x?), e Exato de Fisher (= x¢%). Os niveis descritivos (p) foram
comparados com o nivel de significancia (o) adotado de 5% (o = 5%) e quando p<a, hd uma

indicacdo de relacdo (dependéncia) entre os achados histoldgicos e 0s grupos.

A anélise da tabela 2A permite afirmar que, em todos os parametros, o p foi maior que o nivel de
significancia adotado (5%), podendo-se entdo afirmar que ndo existem indicios suficientes de
diferenca estatisticamente significante entre eles, ou seja, ha indicacdo de que os pardmetros
histolégicos independem dos grupos. Portanto, obteve-se a hipotese HO. Pela obtencdo de tal
hipoGtese, para confirmagdo da mesma foi realizado o agrupamento das categorias em alguns
parametros histoldgicos, ficando somente O (ausente) e 1 (presente), conforme detalhado na tabela
2B.

No anexo O é apresentada, detalhadamente descrita, a saida dos resultados (variable output)
contendo as tabelas cruzadas dos parametros histoldgicos versus os grupos, individualmente,
apresentado as frequéncias simples e percentuais por linha, assim como suas respectivas estatisticas

e 0S niveis descritivos.
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Grupos N X p
3 143
Edema perivascular - @)
4 130
3 143
Edema parenquimatoso - @)
4 130
Hemorragia 3 143
perivascular 4 130 7,158 0,067
Hemorragia 3 143
parenquimatosa 4 130 0,733 0,403
ideri 3 143
Her_nossmerma 0,032 0.867
perivascular 4 130
i i 3 143
Inflltrad_o inflam. 0.802 0.429
parenquimatoso 4 130
3 143
Nodulos microgliais 0,912 1,000
4 130
Infiltrado inflam. 3 143
perivascular 4 130 2,758 0,252
3 110
Hemorragia meningea 3,356 0,340
4 100
Infiltrado inflam. 3 110
meningeo 4 100 5,107 0,078
Infiltrado inflam. 3 77 _ @
periventricular 4 20
Alt. eosinofilicas 3 132 _ @
neuronais 4 120
3 143
Alt. vasculares crénicas 0,912 1,000
4 130

Tabela 2A — Distribui¢do dos parametros histoldgicos, controles (G3 e G4); Legenda: (a) = Pard@metros com
apenas uma categoria, impossivel de aplicar o teste estatistico; (*) = estatisticamente significante (p < 5%);
inflam. = inflamatorio; alt. = alteracdes.
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Grupos N X p
3 143
Edema perivascular - @
4 130
3 143
Edema parenquimatoso - @)
4 130
3 143
Hemorragia perivascular 3,636 0,065
4 130
i 3 143
Hemorragia 0,733 0,403
parenquimatosa 4 130
idari 3 143
Her_nossmerma 0,032 0,867
perivascular 4 130
i i 3 143
Inflltrad_o inflam. 0,892 0,429
parenquimatoso 4 130
3 143
Nodulos microgliais 0,912 1,000
4 130
; ; 3 143
Infl_Itrado inflam. 2716 0,117
perivascular 4 130
3 110
Hemorragia meningea 0,073 0,841
4 100
i i 3 110
Infll'Erado inflam. 2.370 0,133
meningeo 4 100
Infiltrado inflam. 3 77 i (a)
periventricular 4 70
3 132
Alt. eosinofilicas neuronais - @
4 120
3 143
Alt. vasculares crénicas 0,912 1,000
4 130

Tabela 2B — Distribuicdo dos parametros histolégicos, controles, com as categorias agrupadas; Legenda: (a)
= Parametros com apenas uma categoria, impossivel de aplicar o teste estatistico; (*) = estatisticamente
significante (p < 5%); inflam. = inflamatorio; alt. = alteracdes.
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4.3.3 Casos versus controles
4.3.3.1 Achados morfoldgicos

Para comparacao entre as amostras de grupos de casos e controles, ou seja, (amostras de G1 + G2)
versus (amostras de G3 + G4), foram realizados os testes estatisticos Qui-quadrado (= x?), e Exato
de Fisher (= xF%). Os niveis descritivos (p) foram comparados com o nivel de significancia (o)
adotado de 5% (o = 5%) e quando p<a, ha uma indicacdo de relacdo (dependéncia) entre os achados
histoldgicos e 0s grupos.

A anélise da tabela 3 e dos graficos 3 a 6 permite afirmar que houve diferenca estatisticamente
significante (p < 5%) nos parametros histolégicos C (hemorragia perivascular), D (hemorragia
parenquimatosa), H (infiltrado inflamatorio perivascular) e I (hemorragia meningea), nos quais se

obteve p < 0,0001, ou seja, a hipdtese H1.

Em relacdo a hemorragia perivascular, amostras de graus 0 ou 1 foram mais prevalentes nos casos
do que nos controles, o inverso ocorrendo quanto aos graus 2 e 3. Em relacdo a hemorragia
parenquimatosa, 0s casos tiveram maior porcentagem de amostras com auséncia (grau 0) do
parametro do que os controles, o contrario sendo observado quanto a presenga, em grau 1, do

parametro.

Em relacdo ao infiltrado inflamatorio perivascular, os casos tiveram maior porcentagem de
amostras com auséncia (grau 0) do parametro do que os controles, o contrario sendo observado
guanto a presenca, em grau 1, do parametro. Em relacdo a hemorragia meningea, foi obtida maior
porcentagem de amostras de grau 1 nos casos em relagdo aos controles, o inverso ocorrendo quanto

aos graus 2 e 3.

No anexo P encontra-se, detalnadamente descrita, a saida dos resultados (variable output)
contendo as tabelas cruzadas dos parametros histoldgicos versus os grupos, individualmente,
apresentado as frequéncias simples e percentuais por linha, assim como suas respectivas

estatisticas e os niveis descritivos.
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Grupos N X p
1+2 494
Edema perivascular - (@)
3+4 273
1+2 494
Edema 1,108 0,541
parenquimatoso 344 273
Hemorragia gk B e <0,0001*
perivascular 344 273 ' ’
Hemorragia gk B s <0,0001*
parenquimatosa 3+4 273 ' ’
Hemossiderina 1+2 494
perivascular 3+4 273 >.224 0.073
Infiltrado inflam. 1+2 494 1104 0.364
parenquimatoso 3+4 273 ’ '
1+2 494
Nodulos microgliais 2,895 0,107
3+4 273
Infiltrado inflam. 1+2 494 *
perivascular 3+4 273 30,481 <0,0001
Hemorragia gk B0 0m <0,0001*
meningea 3+4 210 ' '
Infiltrado inflam. 1+2 380
eninoee » . 2,480 0,479
Infiltrado inflam. 1+2 266 1111 0.540
periventricular 344 147 ' '
Alt. eosinofilicas 1+2 436 ) @
neuronais 3+4 252
Alt. vasculares 1+2 494
crénicas 344 273 0,534 0.660

Tabela 3 — Distribuicao dos pardmetros histologicos, casos x controles (G1 + G2 x G3 + G4); Legenda: ()
= Parametros com apenas uma categoria, impossivel de aplicar o teste estatistico; * = estatisticamente
significante (p < 5%); inflam. = inflamatorio; alt. = alteraces.
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Gréafico 3 — Hemorragia perivascular (parametro C), casos x controles.
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Gréfico 4 — Hemorragia parenquimatosa (parametro D), casos x controles.
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Gréfico 5 — Infiltrado inflamatério perivascular (parametro H), casos x controles.
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Grafico 6 — Hemorragia meningea (parametro 1), casos x controles.

4.3.3.2 Achados imunohistoquimicos

Na comparacao entre as amostras de casos e as amostras de controles pelo teste paramétrico obteve-
se, em relacdo a positividade do CD68 em parénquima, diferenca estatisticamente significante (p
= 0,049), a média sendo maior no grupo caso (me = 92,93) em relacdo ao grupo controle (me =
79,15). Também houve diferenca estatisticamente significante (p = 0,014) em relagdo a
positividade perivascular do CD8, a média sendo menor no grupo caso (me = 27,73) em relacéo ao

grupo controle (me = 39,81), e em relacéo a positividade de CD20 perivascular (p = 0,032), a média
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sendo maior no grupo caso (me = 2,87) do que no grupo controle (me = 1,77). Tais resultados séo

detalhados na tabela 4.

Os demais parametros avaliados ndo apresentaram diferencas estatisticamente significantes entre

as amostras de casos e amostras de controles.

t p Diferenca  Erropadrdo 1C (95%) da diferenca das
das médias médias
Superior Inferior
CD68
] 1,618 0,114 7,705 4,763 -1,929 17,339
Perivascular
CD68
. 2,095 0,049* 13,779 6,578 0,079 27,480
Parénquima
CD68
. 0,817 0,419 8,510 10,411 -12,547 29,568
Meninges
CD4 -
. 0,069 -6,256 3,342 -13,016 0,503
Perivascular 1,872
CD4
. 1,198 0,249 0,908 0,758 -0,706 2,521
Parénquima
CD4 -
. 0,863 -0,921 5,313 -11,667 9,825
Meninges 0,173
CD8 -
. 0,014* -12,074 4,667 -21,556 -2,593
Perivascular 2,587
CD8
. 1,565 0,139 4,554 2,909 -1,668 10,775
Parénquima
CD8
. 0,110 0,913 0,500 4,557 -8,717 9,717
Meninges
CD20
. 2,224 0,032* 1,097 0,494 0,099 2,096
Perivascular
CD20
. 0,395 0,695 0,028 0,071 -0,116 0,173
Parénquima
CD20
. 1,971 0,065 1,054 0,535 -0,072 2,180
Meninges

Tabela 4 — Analise imunohistoquimica, teste paramétrico (t-Student); Legenda: IC = intervalo de
confianga; * = estatisticamente significante (p<5%).
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Na comparacdo entre as amostras de casos e as amostras de controles pelo teste ndo paramétrico
obteve-se, em relacdo a positividade do CD68 em parénquima, diferenca estatisticamente
significante (p = 0,023), a mediana sendo maior no grupo caso (md = 99) em relagdo ao grupo
controle (md = 81,5). Também houve diferenca estatisticamente significante em relacdo a
positividade perivascular do CD20 (p = 0,043), pois, apesar das medianas terem resultado em igual
valor (2), a distribui¢do dos valores foi diferente, sendo 50% dos valores acima da mediana para o
grupo caso e 50% dos valores estdo abaixo da mediana para o controle.

Os demais parametros avaliados ndo apresentaram diferencas estatisticamente significantes entre
as amostras de casos e amostras de controles. No anexo Q encontram-se, detalhadamente descritos,

os resultados obtidos com ambos os testes, paramétrico e ndo paramétrico.

Para comparacdo de achados imunohistoquimicos nas reagdes de IL-1B e TNF-a, foi aplicado o
teste exato de Fischer, sendo que este foi considerado viavel somente quando realizados dois
agrupamentos: o de casos totalmente negativos (grupo 1), e o de casos com células positivas (grupo
2).

N&o foi obtida nenhuma diferenca estatisticamente significante entre os grupos caso e controle,
todos os niveis descritivos (p) maiores do que o nivel de significancia de 5%, conforme descrito

nas tabelas 5 e 6.

IL-1B Total
0,00 1,00
. n 18 8 26
% 43,9% 19,5% 63,4%
Grupo
) n 9 6 15
% 22,0% 14,6% 36,6%
n 27 14 41
Total
% 65,9% 34,1% 100,0%

Tabela 5 — Positividade imunohistoquimica para IL-1p, casos (grupo 1) x controles (grupo 2).



TNF-a. Total
0,00 1,00
. n 14 12 26
% 34,1% 29,3% 63,4%
Grupo
) n 8 7 15
% 19,5% 17,1% 36,6%
n 22 19 41
Total
% 53,7% 46,3% 100,0%

Tabela 6 — Positividade imunohistoquimica para TNF-a., casos (grupo 1) x controles (grupo 2).
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No anexo R encontram-se, detalhadamente descritos, os resultados obtidos, para IL-1 e TNF-a,

tanto em termos quantitativos quanto pela analise com o teste exato de Fischer.
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DISCUSSAO
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5 Discussao

Na epidemia de febre amarela, da qual trata este estudo, notou-se a presenca de sinais e sintomas
neurolégicos, incluindo alteracbes graves como convulsdes e rebaixamento de nivel de
consciéncia. Uma das questdes levantadas pela comunidade médica estava relacionada a possivel
presenca de achados neuropatoldgicos que pudessem justificar, ao menos parcialmente, tais
achados clinicos. Autdpsias permitiram a obtencdo de material para avaliacdo detalhada.

O presente estudo analisou extensamente a neuropatologia de 38 casos de Gbitos de portadores de
febre amarela, e 21 controles de 6bitos ndo relacionados a FA. Além da analise macroscépica e
histoldgica, realizaram-se analises imunohistoquimicas para detalhamento da resposta inflamatéria

secundaria a infecgao.

Tanto os casos guanto os controles foram separados em dois grupos de analise e comparagéo:
aqueles sem choque séptico (agrupados como G1 nos casos e G3 nos controles), e aqueles com
choque séptico (agrupados como G2 nos casos e G4 nos controles). A presenca relativamente
frequente dessa condigdo como fator associado a FA na casuistica, bem como entre causas de Obitos
da populacdo em geral, e sendo a encefalopatia relacionada a sepse condi¢do bem estabelecida na

literatura, justificou-se o estabelecimento dos grupos em separado.

Demais condicdes ndo foram consideradas para estabelecimento dos grupos, entre elas a

encefalopatia hepética e o estado vacinal.

Na totalidade de nossa casuistica observou-se rapida degradacdo da funcdo hepatica. Nos
prontuarios, foram descritos diversos sinais e sintomas neurolégicos, mas apenas na minoria deles
foi utilizado, em prontuario, os termos encefalopatia hepatica (ou encefalopatia). Além disso, em
nenhum de nossos casos foi possivel identificar alteracdes celulares caracteristicas (como as células
de Alzheimer tipo 1) de modo inequivoco, provavelmente pela rapidez da deterioracdo do quadro
clinico. N&o foi considerada, portanto, a presenca EH como critério para formacao de grupo a ser

avaliado separadamente.
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Pela disponibilidade de vacina efetiva para o VFA, e pela descricdo de alteragdes neuropatoldgicas
pos-vacinais (conforme descrito na Introducdo), histérico vacinal foi obtido dos casos. Visto que
apenas 7 tinham esse historico, e o estudo foi restrito a adultos, populagdo com menor nimero de
descri¢do de casos pos-vacinais, foi considerado que o status vacinal ndo interferiu no desfecho,

ndo sendo estabelecido um grupo de avaliacdo em separado.

Estabelecidos entdo os grupos de comparacdo e as hipOteses estatisticas HO (os achados
histolégicos independem dos grupos, ou seja, ndo ha relacdo), e H1 (os achados histolégicos
dependem dos grupos - ha relacdo), pdde-se analisar os resultados obtidos.

Na comparacdo entre 0s casos (G1 x G2) obteve-se a hipdtese H1 em relacdo a hemorragia
perivascular (maior porcentagem de amostras com graduacgédo 2 e 3 em G2, em relagdo a G1) e a
presenca de nodulos microgliais (maior porcentagem de amostras com nodulos microgliais -
graduacdo 1 - em G2 quando comparado com G1). Pode-se dizer entdo que, quanto a intensidade
das hemorragias perivasculares, a presenca de FA e choque séptico (ou misto) atuou de modo
sinérgico, o que pode ser justificado pela marcada coagulopatia presente na sepse, bem estabelecida
na literatura”™7°. A presenca de diferenca estatisticamente significante quanto & presenca de
nodulos microgliais nos casos com choque séptico, ou misto com componente infeccioso, em
relacdo aos casos sem essa condicdo, pode ser atribuida a ativacdo mais intensa do sistema imune

na presenca de infecgdes concomitantes.

Quando comparados 0s casos em sua totalidade (G1 + G2) com os controles (G3 + G4) obteve-se
a hipdtese H1 em relacdo as hemorragias parenquimatosa e meningea, e em relacdo ao infiltrado
inflamatdrio perivascular. Notou-se que, nos controles, hemorragia parenquimatosa esteve presente
em mais amostras, e as hemorragias dos outros compartimentos (perivascular e meningeo) foram
mais intensas. Em compensac¢do, quanto ao infiltrado inflamatoério perivascular, notou-se que 0s
casos tiveram maior porcentagem de amostras com presenca (graus 1 a 3) do parametro do que 0s
controles (maior porcentagem de amostras com auséncia do parametro, ou seja, escore 0). Os

demais parametros histoldgicos, a analise estatistica, resultaram na hipotese HO.
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Sabe-se que, em condicdes de instabilidade hemodinamica, o sistema nervoso central, em particular
o0 encéfalo, deve continuar recebendo fluxo sanguineo adequado, em detrimento a diversos outros
sistemas e Orgaos. Uma das respostas a hipoxemia € a vasodilatacdo e consequente aumento de
fluxo encefalico, enquanto for possivel manter este mecanismo compensatorio®. Em vista da nossa
observacgdo que os fenbmenos hemorréagicos foram mais intensos nos controles, e que estes muitas
vezes tiveram evolucdo muito rapida do quadro que resultou no ébito, podemos atribuir tais
fendmenos hemorrédgicos mais intensos ao aumento transitorio de perfusdo, em um ambiente
vascular alterado (caracterizado por doencas de pequenos vasos enceféalicos e a consequente
reducdo da elasticidade, frequente em condicdes cronicas como hipertensdo arterial sistémica),
resultando em menor capacidade de manejo de alteracGes pressoricas stbitas*. Favorecendo essa
hipGtese esta a auséncia de diferenca significativa na comparagcdo do parametro utilizado para
caracterizacdo de processos hemorragicos mais antigos e/ou recorrentes — hemossiderina
perivascular. Apesar dos fendmenos hemorragicos em diversos 6rgdos serem bem estabelecidos na

FA, as observacfes demonstram que, em nossa casuistica, no SNC eles tiveram menor gravidade.

A maior quantidade de amostras dos casos, em relacdo aos controles, com infiltrado inflamatorio
perivascular, predominantemente linfomononuclear, é a unica diferenca de um parametro
histolégico que podemos atribuir & FA. A presenca desse tipo de infiltrado foi confirmada pela
positividade das rea¢fes imunohistoquimicas de CD4, CD8, CD20 e, mais significativamente,
CD68. Essa diferenca estatistica pode ser atribuida a presenca de infeccdo sistémica pelo VFA,
agente infeccioso intracelular, os quais estimulam este tipo de resposta inflamatdria, em especial
do tipo Thil.

A diferenca estatisticamente significante de células parenquimatosas CD68 +, com média maior
nos casos quando comparada aos controles, pode ser atribuida a presenca de infeccao sistémica por
VFA, agente infeccioso intracelular, que estimula esse tipo de resposta inflamatoria,
principalmente do tipo Thl. A maior positividade para CD20 perivascular pode ser atribuida a
estimulacdo do sistema imune sob condi¢cdes de um ou mais agentes infecciosos atuando, como

nos casos de FA.
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A auséncia de diferenca estatistica significativa em relacdo aos demais marcadores e
compartimentos imunohistoquimicos analisados ndo é inesperada, estando presente em outras
condigBes, como a isquemia, uma resposta inflamatéria do tipo Th14. Assim, os quadros de choque
sem a presenga confirmada de agentes intracelulares também estimulam uma resposta inflamatoria,

ainda que limitada, condicdo que obtivemos em nossos controles.

A presenca de infiltrado inflamatdrio parenquimatoso em quantidade limitada em apenas cinco
amostras de casos de FA, e a auséncia de diferenca estatisticamente significante neste parametro
entre 0s dois grupos de casos de FA, entre os dois grupos controle, e entre os casos de FA e 0s
controles, demonstram a auséncia de encefalite relacionada a FA significativa. A presenca de
positividade muito limitada para as rea¢cdes imunohistoquimicas de IL-1p e TNF-a corrobora essa
observacdo. Essa auséncia de encefalite significativa fortalece os mecanismos vasculares citados

previamente como principais responsaveis pelas alteracdes neuroldgicas observadas.

A positividade do PCR nos tecidos coletados da grande maioria dos casos pode parecer conflitante
com a aparente auséncia de alteragdes histopatologicas compativeis com infeccao viral direta do
tecido. Entretanto, encontram-se bem descritas na literatura’®"’ diversas condigdes que justificam
tal fato quando se utiliza essa técnica para diagnostico de infecgdes virais no SNC: replicacéo viral
limitada, material genético viral na luz de vasos (em leucdcitos, p. ex.) sem passagem direta para
0 tecido, ou passagem de material genética viral atraves da barreira hematoencefalica com reducao
de seletividade. A presenca de PCR positivo em amostras de outros 6rgaos de portadores de FA,
na auséncia de confirmacéo da presenca do VFA por outros métodos (imunohistoquimica, p. ex.),

também ¢ descrita e justificada pela viremia concomitante’®.

Podemos entdo afirmar que os sinais e sintomas neuroldgicos presentes em vida estdo relacionados
a multiplos achados neuropatol6gicos, os quais incluem processo inflamatério e hemorragias em
diversos compartimentos (perivascular, meningeo, parenquimatoso), edema perivascular e
parenquimatoso, e alteracdes de viabilidade principalmente dos neurénios (aspecto eosinofilico).
Muitos dos achados deste estudo estdo em consonancia com os obtidos por Jakob?® e Stevenson®,
em seus trabalhos pioneiros, incluindo-se a auséncia de encefalite significativa. Associando-se ao

fato de que evolucdo para choque esteve presente invariavelmente em nossa casuistica, podemos
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justificar os achados a partir da associacao de evidente disfuncdo do sistema vascular e estimulacao
do sistema imune pelo VFA (e outros agentes infecciosos, quando presentes).

Caso ilustrativo de achados relacionados a disfuncdo vascular, o de nimero 15, encontra-se
extensamente exemplificado por fotos, nos Métodos e nos Resultados. Sua evolucao, com 21 dias
de internacdo hospitalar (maior do que a maioria dos casos) apresentou pneumonia e choque
séptico, com hemoculturas positivas para multiplos agentes infecciosos. A avaliacdo macroscopica
do encéfalo demonstrou edema e hemorragia parenquimatosa temporo-parieto-occipital a direita.
A microscopia, notou-se que os achados estavam associados a necrose, e alguns vasos
apresentavam trombos e émbolos. Portanto, parte dos achados deveu-se provavelmente a
fendmenos isquémicos associados a alteracdes de coagulagdo, em um paciente criticamente doente

com evolucgéo relativamente protraida.

A literatura acerca de alteragcdes funcionais e estruturais dos vasos, em especial do endotélio, em
condigBes de choque de mdltiplas etiologias, vem crescendo de forma robusta®®#. A ativagio
simpatico-adrenal, com liberacdo de catecolaminas, € uma das responsaveis por dano endotelial
difuso, caracterizado por desestruturacéo do glicocalice (e consequente hipocoagubilidade), perda
de integridade das juncgdes intercelulares (tight junctions) e coagulagdo intravascular, resultando
em faléncia de multiplos 6rgdos’. Tal condicéo foi designada por Johannson e colaboradores como
endoteliopatia choque-induzida (shock induced endotheliopathy — SHINE; figura 21)2?, e pode estar

intimamente relacionada as alteracfes visualizadas em nossa casuistica.



Shock Induced Endotheliopathy

I Tnjurious bt Taurious Tojurious W Tnjurtous WA >
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Figure 1

Figura 21 - Endoteliopatia induzida pelo chogue (SHINE); Fonte: Johannson, Stensballe, Ostrowski
(2017)%,
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CONCLUSOES
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6 Conclustes

. Os casos apresentaram frequentes sintomatologia neuroldgica, alteracdes eletroencefalograficas

e, por vezes, alteragdes em exames de imagem.

. Achados neuropatoldgicos estiveram presentes em todos o0s casos e controles, em intensidades
variaveis. Na maior parte das vezes ndo houve significAncia estatistica entre os parametros
avaliados, ndo havendo, portanto, achados neuropatol6gicos que possam ser considerados

especificos da febre amarela humana em nossa casuistica.

. N&o ha foram observados achados compativeis com encefalite viral, nem com neurotropismo do
VFA (mesmo na presenca de PCR positivo). Somente a maior quantidade de amostras dos casos
com infiltrado inflamatdrio perivascular, em comparacao aos controles, pode ser atribuida a FA,

relacionando-se com o processo inflamatorio sistémico associado a doenca.

. Casos e controles apresentaram diferenca estatistica quanto aos marcadores imunohistoquimicos
somente quanto as células parenquimatosas CD68 +, e as celulas CD20+ perivasculares, podendo
esta diferenca ser atribuida a estimulacdo do sistema imune sob condi¢Bes de um ou mais agentes
infecciosos atuando, como nos casos de FA. Tais marcadores tém utilidade na explicacao de alguns

aspectos da neuropatologia, ndo sendo especificos de nenhuma das condi¢tes avaliadas.

. Choque séptico, ou misto com componente infeccioso, quando associado a FA, deve ser
considerado para analise estatistica como subgrupo, vide a presenca de diferenca estatisticamente
significante, nos casos de choque séptico ou misto, de hemorragia perivascular mais intensa (que
pode ser atribuida a coagulopatia relacionada a sepse), e de nddulos microgliais (que pode ser

atribuida a ativacdo mais intensa do sistema imune na presenca de infecgdes concomitantes).

. As alteraces vasculares, em especial a endoteliopatia presente nos vasos de pequeno calibre,
podem ser consideradas como importantes contribuintes na neuropatologia da FA, assim como no

choque de diversas etiologias.
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. As descricGes neuropatoldgicas da FA na literatura sdo muito escassas, portanto nosso protocolo
pode ser considerado como guia para futuros estudos.
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ANEXOS
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ANEXO A - DADOS CLINICOS E EPIDEMIOLOGICOS, CASOS 1-19

Identif | Sexo | Idade | Anfecedentes relevantes Prodromo | Sintomas WVacma | IH Alteragdes do SNC intra-hospitalares relevantes

1| M 33 | Cirrose hepdtica (etilismo) 15 dias sonolencia,confizdo | Nao Gdisz | ENC
21 M 63 | NDIMN 5 dias cefalela MNao 4 dizs | desomentagdo, confusfo, lentificagio, agitacSo, paroxismos epileptf. (EEG)
i|F 31 | NDN 4 dias piora do NC MNao 1diz encefalopatia (ndo especificada)
4 M 37 | HAS 30 dias NDN Nao 1 dia convulsdo, RNC, edema a TC
50 M 64 | HAS, IM prévio 2 dizs cefaleia NEo jdizz | ndo detalhada
6 M 26 | NDIMN & dizs cefalela MNao 1dia convulsdes, BNC, edema 2 TC
T M 39 | Uso prévie de "crack" Desc. cefalela MNao 4 dizz | nio detalhada
gl M 71 | HAS 6 dizs cefaleia Nao 2dizs | BNC
91 M 21 | NDN 4 dias cefaleia MNao 8 disz | comvulades, BINC

10 | M 31 | NDMN 7 dias NDIMN Sim 4 dizz | confusdo, desorientagdo, letargla, comvulsdes

1| M 36 | Asma, Dermatite atopica 1dia cefaleia, sonoléncia | Sim 6 diaz | confusdo, BNC

12 | M 47 | Consumno de leool 3 dias NDN Sim 8 diaz | encefalopatia hepdtica

13| M 55 | Tabagizmo 3 dias cefaleia Nao Tdizs | comvulsdes, EINC

4| M 60 | NDN Dezc. cefaleia Sim jdize | BNC

13 M 34 | Consumo de leool 7 diag cefalela Nao w.wmw confusdo

16 | M 43 | NDN 2 dias cefalela Nao Tdizz | comvlsdes

17| M 63 | NDN 7 dizz cefaleia Sim Mumw BNC, movimentos imvohmtarios

18 | M 30 | Consumo de glcool & tabaco | § dias cefalela MNao M.wmw confusdo, sonolencia, BNC, comvnulsdo

19 F 48 | HAS, tabagismo 6 dias DN Nao 8 disz | BNC, convulzdes

Legenda: Identif = identificador (nimero); M = masculine; F = feminino; NDIN = nada digne de nota’desconhecide; Desc. = desconhecido; HAS = hipertensio arterial sistémica; IM
= mfarte do miccardio; NC = nivel de conscidneia; RNC = rebaixamente do nivel de conscigncia; EEG = eletroencefalograma; TC = tomoprafia computadorizada; TGI = trato
gastrointestinal; epileptif. = epileptiforme.
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ANEXO A - DADOS CLINICOS E EPIDEMIOLOGICOS, CASOS 20-38

Identif | Sexo MWMM“_ Antecedentes relevantes Prodrome | Sintomas Vacina MMMW.EMQ Alteracdes do SNC intra-hospitalares relevantes
WM 25 | Tabagismo Deasc. cefalela Nao @ dias nie detalhada
21| M 66 WHMHMHEE Desc. | NDN Nio | 2diss | BNC
12|F 35 | NDN 5 dias cefaleia JOES 1dia nép detalhada
23| M 61 | Coarctagio de acrta 1 dia NDMN MNio 8 dias nio detalhada (sedado apds hematémese)
4| M 41 | NDN Desc. cefaleia Nio 13 dias RNC
25| M 16 | DM Deasc. NDM Nao 18 dias encefalopatia (nfo especificada)
26| M 47 | HAS, consume de dlcool 1dia NDN Nio 7 dias confusdo, sonolencia, convulsdo
27| F 74 | HAS Tdizs | NDN Mﬁwm diz | ndo detalhada
2| M 44 w.nwﬂ_%a consumo de 5 dias cefaleia Nio | 3diss | torpor (avaliacio 2 EEG)
29| M 63 Wﬂw%ﬁwﬁmﬁﬁ Sdias | somolenciaconfisio | Nio | 4dias | ndo detalhada
30 M 34 | NDN 3 dias convulsdes MNio 10 diaz coma; edema cerebral difuzo e simais de hermagdo transforaminal 3 TC
M 34 | Ex-tabagista e etilista 7 dias NDM Nao 4 dias confilsdo, sonolencia
I M 63 | NDN 7 dias NDN Mo 9 diaz torpor (avaliagio & EEG)
3| M 19 MHM%M dedlcool e 3 dias cefaleia Nio | 6dias | encefulopatia (ndo especificada), coma
34 | M 60 | Consumo de aleool 5 dizz NDN Sim 18 dias BINC, encefalopatia hepatica
I M 36 | NDN 3 dias cefalela MNio 7 dias coma (avaliagdo 3 EEG)
36 | M 36 | NDN 7 dizs cefalela Nio 1dia RNC
T M 58 | HAS, consumo de dlcool 3 dias cefalzia Nio 3 dias ENC
38| M 63 | HepatiteC.extabagietae | 54iac | NDN Nio | 27dias | RNC,encefalopatia hepitica

Legenda: Identif. = identificador (nomerc); M = mazculine; F = feminine; NDN = nada digno de nota’desconhecido; Desc. = desconhecido; HAS = hipertensdo arterial sistémica;
IM = infarto do miocardio; NC = nivel de conscincia; RINC = rebaixamento do nivel de consciéncia; EEG = eletroencefalograma; TC = tomografia computadorizada; TGI = trato
gastrointestinal.



ANEXO B — CAUSAS DE OBITO, CASOS 1-19
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Identificador

Causa de 6bito

Hepatite fulminante, hemorragia pulmonar

Insuficiencia hepatica, hemorragia pulmonar

Hepatite fulminante, broncoaspiracdo, pneumonia, choque septico

Hepatite fulminante, hemorragia pulmonar e de TGl

Hepatite fulminante, pneumonia, choque septico

Hepatite fulminante, hemorragias pulmonar e do TGl

Hepatite fulminante, pneumonia, choque septico

Hepatite aguda, hemorragia pulmonar

Olo|N|lo|jO|B~|lWIN]PF

Hepatite fulminante, hemorragia do TGl

(WY
o

Insuficiencia hepatica, hemorragia do TGl

(BN
(SN

Hepatite fulminante, pneumonia, choque séptico

[ERY
N

Hepatite fulminante, pneumonia, choque séptico

[ERY
w

Hepatite fulminante, hemorragia do TGl

H
o

Insuficiencia hepatica, hemorragia pulmonar

[N
a1

Hepatite fulminante, pneumonia, choque septico

[ERY
D

Hepatite fulminante (TH indicado mas ndo realizado - anepético), hemorragia do TGI

[E=Y
~

Hepatite fulminante, hemorragia do TGl

=
(00]

Hepatite fulminante, hemorragia do TGI

=
©

Hepatite fulminante, hemorragia do TGI

Legenda: TGI = trato gastrointestinal; TH = transplante hepatico



ANEXO B — CAUSAS DE OBITO, CASOS 20-38

Identif.

Causa de 6bito

20

Insuficiencia hepatica (TH), hemorragia do TGI, aspergilose oportunista - chogue
misto

21

Insuficiéncia hepética e renal, choque refratario

22

Hepatite fulminante, hemorragia do TGl

23

Hepatite fulminante, hemorragia do TGl

24

Hepatite fulminante,pancreatite necrohemorrégica, hemorragia retroperitoneal, choque

hipovolémico; pneumonia

25

Insuficiéncia hepatica (2 TH), hemorragias, pneumonia/sepse - choque misto

26

Hepatite fulminante, hemorragia do TGI, pneumonia/sepse - choque misto

27

Insuficiencia hepatica, hemorragia do TGl

28

Hepatite fulminante, hemorragia do TGl

29

Hepatite fulminante, pancreatite necrohemorragica, hemorragia retroperitoneal

30

Hepatite fulminante, hemorragia de TGI e pulmonar, pancreatite necrohemorragica

31

Hepatite aguda, pancreatite aguda hemorragica, hemorragia retroperitoneal — choque
hipovolémico; pneumonia

32

Hepatite aguda, infecgdo fungica pulmonar, chogue septico

33

Hepatite aguda fulminante, hemorragia pulmonar/TGI, pneumonia/sepse - choque
misto

34

Hepatite fulminante, hemorragia pulmonar

35

Hepatite fulminante, hemorragia do TGI

36

Hepatite fulminante, hemorragia do TGl

37

Hepatite aguda, hemorragia pulmonar e do TGl

38

Insuficiencia hepatica, pneumonia, choque septico

Legenda: Identif. = identificador (nUmero); TGI = trato gastrointestinal; TH = transplante hepatico
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ANEXO C - AGENTES INFECCIOSOS ISOLADOS EM CULTURA, CASOS 1-19

Identif | Agentes isolados Meios
1 | Staphylococcus epidermidis Sangue periférico
2 | Staphvlococcus saccharolvticus Sangue de cateter
3 | Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli Sangue de cateter
4 | Negativas
5 | Negativas
6 | Negativas
7 | Staphvlococcus haemolyticus Sangue periférico
& | N#o realizadas
9 | Negatrvas
10 | Negativas
11 | Staphvlococcus aureus sangue periférico
12 | E. cola Sangue periférico e de cateter
13 | Negativas
14 | Negativas
15 | K. pneumoniae, Acinetobacter sp, Candida krusei Sangue periférico e de cateter
16 | N&o realizadas
17 | Staphvlococcus hominis, Racultella ornithinolytica, E. coli Sangue periférico e de cateter
18 | 5. epadermidis Sangue periferico
19 | Negativas

Legenda: Identif = identificador (mimero).
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ANEXO C - AGENTES INFECCIOSOS ISOLADOS EM CULTURA. CASOS 20-38

Identif | Agentes isolados

Meios

=

5. epidermidis, 5. hominis

Material de ascite

Nio realizadas

2 (=

5. epidermidis

Sangue periférico e de cateter

E. coli, Streptococcus bovis

L

Sangue periférico

Psendomonas sp

Material de traqueia

Ln

Stenotrophomonas maltophilia, K. pneumoniae

Material de ascite

=3}

Nio realizadas

Negativas

[#.a]

Negativas

g (b2 [k | bD | a i_: [ N N T Y L

=

Negativas

30 | 5. eprdermis, Micrococcus sp sangue periferico e de cateter

31 | Negativas

32 | 8. aureus, 5. epidermidis, Pseudomonas sp, 8. hominis, K. pneumoniae | Sangue periférico e de cateter, material de traqueia
33 | Negativas

34 | Enterococcus faecium Sangue periférico

35 | Listeria monocytogenes Sangue periferico

36 | 5. aureus Sangue periférico

37 | Negativas

38 | Staphvlococcus lugdunensis, E. fascium Sangue periférico e de cateter

Legenda: Identif. = identificador (nmimero)]
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ANEXO D - ACHADOS ELETROENCEFALOGRAFICOS (RESUMO), CASOS 1-21

Identif. Descrigdo (resumo)
1 | Néo realizado
5 H..mmonmNENm_mm.u difusa e acentuada da atividade elétrica cerebral. Paroxizmos epileptiformes de ondas agudas de baixa amplitude de projegio frontal
bilateral.
5 | Nio realizado
4 Atenuvacio difusa da atividade elétrica cerebral. Auséneia de reatividade aos estimulos externos (em coma, sob midazolam e fentanil, em dialize durante o
exame)
5 | Atenvagdo difusa da atividade de base. Auséncia de reatividade aos estimulos externos (em coma, sob midazolam e fentanil)
& | Desorganizagio difusa e acentnada da atividade de base. Featividade aos estimulos externos (em coma, sob midazolam e fentanil)
7 | Nio realizado
8 | Nio realizado
8 | Nio realizado
10 | Atividade de base caracterizada pelo padrio de surto-supressdo - surtos de ondas lentas predominantemente delta (em coma, sob midazolam e fentanil)
11 | Nio realizado
12 | Nio realizado
13 | Nio realizado
14 | Atenvacdo difusa dos ritmos de base, raros surtos de ondas lentas delta. Sem reatividade aos estimulos externos (em coma, sob midazolam e fentanil)
15 | Nio realizado
16 | Nio realizado
17 | Sem alteracdes relevantes
18 | Atenvacdo difusa da atividade elétrica cerebral. Auséncia de reatividade aos estimulos externos (em coma, sob midazolam e fentanil)
19 | Nio realizado
20 | Néo realizado
21 | Néo realizado

Legenda: Identif. = identificador (mimero).




88

ANEXO D - ACHADOS ELETROENCEFALOGRAFICOS (RESUMO), CASOS 22-38

Identif. Descrigdo (resumao)

22 Supressin difisa da atividade elétrica cerebral, intercalada a surtos raros de ondas lentas trregulares delta. Auséncia de reatividade a estimulos
externos (em coma, sob fentanil e midazolam)

23 | Desorgamizacdo difuza da atividade de base, maior teor de ondas lentas irregulares teta. Reatividade aos estimulos externos (em coma, sob fentanil)

24 Desorganizacio difusa e discreta da atividade elétrica cerebral com ondas lentas irregulares teta, e raramente delta ocorrendo em surtos de projegio
generalizada

25 Grande quantidade de artefatos de eletrodo, muscular e de didlize, sem anormalidades (em vigilia, predominante durante soncléncia e sono, sob propofol e

"~ | fentanil)

26 Desorganizacio difusa e acentuada da atividade elétrica cerebral, ondas lentas irregulares teta e delta. FEeatividade aos estimulos externos (em coma, sob
midazolam e fentanil)

27 | Nao realizado

28 | Desorganizacio difuza da atividade elétrica cerebral. Paroxismos ocasionais de ondas agudas de projecdo generalizada, esbogando aspecto trifisico.

29 | Desorganizacio difuza da atividade elétrica cerebral com trechos de atenuacdo difusa, evolugdo para padrio surto supressdo (zob fentanil e propofol)

30 Atenuagio difiza dos ritmos cerebrais, entremeados a surtos raros de ondas lentas irregulares delta. Auséneia de reatividade aos estimuolos (em coma, sem
zedagio)

31 Padrdo em surto-supressdo, com surtos de ondas lentas, teta e, predominantemente delta. Discreta reatividade eletrografica aos estimulos externos (sob
propofol e fentanil)

32 Surtos delta de projecdo generalizada, intermitentes. Desorganizacdo difusa com predominic de ondas delta. Atenvagdo dos ritmos cerebrais, exceto
frequéncia delta

33 | Nio realizado

4 Desorganizagao difusa da atividade elétrica cerebral por maior quantidade de ondas lentas, teta e delta. Periodos de agitacfo sem alteracdo da atividade
eletrografica

35 Desorganizacio difusa da atividade elétrica cerebral com excesso de ondas lentas irregulares teta e delta. Sem reatividade a estimulos externos (em coma,

" | =sob propofol e midazolam)

36 | Nao realizado

37 | Nio realizado

38 | Nao realizado

Legenda: Identif = identificador (mimero).
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ANEXO E — DADOS CLINICOS E EPIDEMIOLOGICOS, CONTROLES

Identif | Sexo | Idade Antecedentes relevantes Causa de dhito Evolugio aprox..
1| M 45 Infarto do miocardio = 24 horas
21 M 55 Infarto do miocardio < 24 horas
3| M 43 Infarto do miocardio < 24 horas
4| M 40 | Diabetes mellitus Infarto do miocardio = 24 horas
5| F 69 | Diabetes mellitus, HAS Infarto do miocardio < 24 horas
6| M 64 Infarto do miocardio = 24 horas
7| M 65 Ulcera duodenal, HDA <24 horas
8| M 63 | Diabetes mellitus, HAS Infarto do miocardio < 24 horas
gl M 68 Infarto do miocardio = 24 horas

10| F 48 Infarto do miocardio = 24 horas
11| M 60 | Neoplasia maligna de laringe Fistula, hemorragia 3 dias

12| M 52 | Neoplasia maligna de pincreas Isquemia mesentérica, peritonite, choque séptico 1 semana
13| M 64 | Diabetes mellitus Ulcera duodenal perfurada, peritonite, choque séptico 2 dias

14 [ M 41 Isquemia mesentérica, peritonite, choque séptico 5 dias

15| M 53 Colangite, peritonite, choque séptico 1 semana
16| M 52 | Neoplasia maligna de laringe Pneumonia, choque séptico 1 semana
17| F 61 | HAS, DPOC Pneumonia, choque séptico 15 dias
18| F 465 Pneumomnia, choque séptico 1 semana
19| F 29 Pneumonia, choque séptico 10 dias
20 M 35 Peritonite, choque séptico 1 semana
21| M 64 | LDGCE, diabetes mellitus Pneumonia, choque séptico 5 dias

Legenda: Identif = identificador (mimero); M = masculino; F = feminino; NDN = nada digno de nota/desconhecido; HAS = hipertensio arterial sistémica;
DPOC = doenga pulmonar obstrutiva crénica; HDA = hemorragia digestiva alta; LDGCB = linfoma difuso de grandes células B.



ANEXO F - PARECERES

i USP - HOSPITAL DAS
L CLINICAS DA FACULDADE DE W -
! Mo MEDICINA DA UNIVERSIDADE

Continuagdo do Parecer: 2.267.440

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

Projeto de interesse clinico, que pode trazer conhecimentos adicionais sobre achados anatomopatolégicos
da sepse no encéfalo.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:

Emenda pede dispensa de TCLE. Justificada por se tratar de analise de material guardado ha anos,
conforme carta de 10 de junho de 2017. Necessario para avaliagdo de novos casos.
Recomendagoes:

Aprovar.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagoes:

Sem pendéncias ou inadequagdes.

Consideragoes Finais a critério do CEP:

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:
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Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagao
Informagdes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_937233| 20/06/2017 Aceito
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ANEXO G - ASPECTO MACROSCOPICO, CASOS
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Identif. Alteracdes

N&o significativas

N&o significativas

N&o significativas

Edema

N&o significativas

Edema

Edema

Estado Lacunar

N&o significativas

Estado Lacunar

Edema, HSA focal em hemisfério cerebral esquerdo
N&o significativas

N&o significativas

N&o significativas

Edema, hemorragia parenquimatosa temporo-parieto-occipital direita
N&o significativas

Estado lacunar

O© 00 N O Ol & WN B~

e e el o o =
© 0w N Ulh WNRERO

Ndo significativas

Edema

Edema, HSA cerebral occipito-parietal, bilateral
Edema

Ndo significativas

Ndo significativas

Edema

Edema

Ndo significativas

Edema

Edema, HSA em convexidades cerebrais
Edema, herniagdo transforaminal discreta
Nao significativas

Estado Lacunar

Ndo significativas

Nao significativas

Edema

Nao significativas

Nao significativas

Edema

W W W W W W W W WNDNDNDNDNDNDNDNDNDDN
00 ~NO O WNNPEFP OOV NO Ol WN P O

Edema, hemorragia parenquimatosa em territorio de ACM direita, discreta HSA basal

Legenda: Identif. = identificador; HSA = hemorragia subaracnodidea; ACM = artéria cerebral média.



ANEXO H — AVALIACAO MICROSCOPICA, CASOS
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Legenda: X = ndo avaliavel na topografia.
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ANEXO H — AVALIACAO MICROSCOPICA, CASOS (CONT.)
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Legenda: X = ndo avaliavel na topografia.
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ANEXO H — AVALIACAO MICROSCOPICA, CASOS (CONT.)
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Legenda: X = ndo avaliavel na topografia.
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ANEXO H — AVALIACAO MICROSCOPICA, CASOS (CONT.)
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Legenda: X = ndo avaliavel na topografia.
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ANEXO H — AVALIACAO MICROSCOPICA, CASOS (CONT.)

Frontal (1-2)

Parietal (3-4)
Occipital (5-6)
Temporal (7-8)
Hipocampal (9-10)
Ndcl. da base (11-12)
Téalamo (13-14)
Verme (15)
Hemisférios (16-17)
Mesencéfalo (18)
Ponte (19)

Bulbo (20)

Subst. branca (21-22)

e e e e T b
L e e e e T e i = v s
P P ORFR ORFR R EREERELRREPONO|IO
OO O0OO0OO0OO0OOO0O O OO oO|g
e e e e i 1
el eolNcNeolNecNolNoNolollololNoloN |
eNeNeNelNoNe NN NeNe N N0
PP RPPRPPNRPE PP EPNPRP|T
X P PRPRORPRRPLXXEPEFRPRPRPRO|—

X P PRPORPRPRPLXXPEFRPRPPRO|“

X ©O 0O X000 o XXXX|R”

X P PRPRPRPRPRPRPPRRERRPRPRPRP|FC

PR PP PP PP PRPRPRPRERPZ

Frontal (1-2)

Parietal (3-4)
Occipital (5-6)
Temporal (7-8)
Hipocampal (9-10)
Nucl. da base (11-12)
Téalamo (13-14)
Verme (15)
Hemisférios (16-17)
Mesencéfalo (18)
Ponte (19)

Bulbo (20)

Subst. branca (21-22)

Ll e e e e e e N =l Tl S
e e a  a  a [vs
P PR R PR OWWRNEREPRRO
OO OO0 O0OO0ORr OO0 O OO o|g
B e = N el =
el eolNecNeolNeoNolNeNoNolNolNolNolNoN
ol leNeleNeNoNeNeNoNe N N2
PP RPPRPRPRPRPRPPRPRPPRPPRP|T
X O OO R R XXPEPRNERPR|—

X O OO R P XXEPEFRPRPRP P«

X © 0O X000 o XXX X|X

XPFPPRPPRPPPRPRPRPPRPPRPPRP|FC

PP PRPPPRPRPPRPPRERPRPZ

Legenda: X = ndo avaliavel na topografia.
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ANEXO H — AVALIACAO MICROSCOPICA, CASOS (CONT.)
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Legenda: X = ndo avaliavel na topografia.
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ANEXO H — AVALIACAO MICROSCOPICA, CASOS (CONT.)
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ANEXO H — AVALIACAO MICROSCOPICA, CASOS (CONT.)
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ANEXO H — AVALIACAO MICROSCOPICA, CASOS (CONT.)
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Legenda: X = ndo avaliavel na topografia.



103

ANEXO H — AVALIACAO MICROSCOPICA, CASOS (CONT.)
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Legenda: X = ndo avaliavel na topografia.
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ANEXO H — AVALIACAO MICROSCOPICA, CASOS (CONT.)
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Legenda: X = ndo avaliavel na topografia.
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ANEXO H — AVALIACAO MICROSCOPICA, CASOS (CONT.)
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Legenda: X = ndo avaliavel na topografia.
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ANEXO H — AVALIACAO MICROSCOPICA, CASOS (CONT.)

Frontal (1-2)
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Legenda: X = ndo avaliavel na topografia.
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ANEXO H — AVALIACAO MICROSCOPICA, CASOS (CONT.)

Frontal (1-2)
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Legenda: X = ndo avaliavel na topografia.
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ANEXO H — AVALIACAO MICROSCOPICA, CASOS (CONT.)

Frontal (1-2)
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Legenda: X = ndo avaliavel na topografia.
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ANEXO H — AVALIACAO MICROSCOPICA, CASOS (CONT.)

Frontal (1-2)
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Legenda: X = ndo avaliavel na topografia.
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ANEXO H — AVALIACAO MICROSCOPICA, CASOS (CONT.)

Frontal (1-2)
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Legenda: X = ndo avaliavel na topografia.
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ANEXO H — AVALIACAO MICROSCOPICA, CASOS (CONT.)

Frontal (1-2)
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Legenda: X = ndo avaliavel na topografia.
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ANEXO H — AVALIACAO MICROSCOPICA, CASOS (CONT.)
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Legenda: X = ndo avaliavel na topografia.
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ANEXOI - AVALIACAO IMUNOHISTOQUIMICA, CASOS

Idenuuf. Am. | CD 68 CD4 CD 8 CD 20

Perivasc. Pareng.  Meninge | Perivasc.  Parenq.  Meninge | Penivasc.  Pareng.  Meninge | Penivasc.  Pareng.  Meninge
3 H 44 11% 22 16 2 18 22 3 15 2 0 a
3 I 40 114 58 21 2 40 25 4 35 3 0 5
6 D 52 109 48 14 1 24 25 2 19 1 0 2
B J 37 85 36 16 2 35 35 1 35 2 0 4
13 K 63 111 0 34 4 0 35 4 0 6 0 0
13 M 80 103 0 26 4 0 29 2 0 4 0 0
15 O 51 99 90 22 12 40 35 36 38 3 0 3
13 E 62 122 0 18 4 0 27 33 0 3 0 0
15 G 90 105 92 11 1 27 39 5 24 1 0 3
19 D 47 89 80 15 1 22 21 1 22 1 0 0
20 K 62 72 0 25 2 a 22 8 a 7 1 a
29 D 73 32 6 33 1 0 23 4 2 4 0 0
29 L 34 46 0 24 2 i} 29 3 i} 2 0 i}
29 I 69 81 77 6 0 16 11 1 22 2 0 2
37 C 44 87 75 14 1 29 38 2 13 2 0 ]

Legenda: Identif. = identificador (caso); Am. = amostra; Perivasc. = perivascular; Pareng. = parénquima; cada casela refere-se ao total de células positivas em 10
campos consecutivos com aumento de 400



ANEXO J - ASPECTO MACROSCOPICO, CONTROLES

Identif. AlteracOes

Identif. AlteracOes

O© 00 NO O~ WN P

e
(N =)

Né&o significativas
N&o significativas
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Estado Lacunar
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12
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14
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17
18
19
20
21

N&o significativas
N&o significativas
N&o significativas
N&o significativas
Edema

Estado Lacunar
N&o significativas
N&o significativas
N&o significativas
Edema

Legenda: Identif. = identificador

114



115

ANEXO K — AVALIACAO MICROSCOPICA, CONTROLES (OBITOS DE CAUSAS
NAO INFECCIOSAS)

Controle 1

Frontal (1-2)

Parietal (3-4)
Occipital (5-6)
Temporal (7-8)
Hipocampal (9-10)
Ndcl. da base (11-12)
Téalamo (13-14)
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Legenda: X = ndo avaliavel na topografia.
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ANEXO K — AVALIACAO MICROSCOPICA, CONTROLES (OBITOS DE CAUSAS
NAO INFECCIOSAS) (CONT.)

Controle 3
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Legenda: X = ndo avaliavel na topografia.
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ANEXO K — AVALIACAO MICROSCOPICA, CONTROLES (OBITOS DE CAUSAS
NAO INFECCIOSAS) (CONT.)

Controle 5
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Controle 6
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X O OO0 X OO0 0o X X X X|X
L T R e e e e e e e
P PP PP RPRRPRPPRRPEPRRZ

Legenda: X = ndo avaliavel na topografia.
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ANEXO K — AVALIACAO MICROSCOPICA, CONTROLES (OBITOS DE CAUSAS
NAO INFECCIOSAS) (CONT.)

Controle 7

Frontal (1-2)

Parietal (3-4)
Occipital (5-6)
Temporal (7-8)
Hipocampal (9-10)
Ndcl. da base (11-12)
Téalamo (13-14)
Verme (15)
Hemisférios (16-17)
Mesencéfalo (18)
Ponte (19)

Bulbo (20)

Subst. branca (21-22)

e e e e e N = R S o Sy S
e e e i = = Iy s
OFRPR NWERRFPRWWWNRERFEDNO
Or OPrPr OO0 ORr P OPr Oorg
e e = i
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el eNelNeNeNeoNeNeNeNo N No210)
PP PRPPRPPRPRPRPPRPRPRPPRPPRP|T
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X © 00 Xoooo XXX X|X
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PR PP PP PR RPRPRPEPZ

Controle 8

Frontal (1-2)

Parietal (3-4)
Occipital (5-6)
Temporal (7-8)
Hipocampal (9-10)
Nucl. da base (11-12)
Téalamo (13-14)
Verme (15)
Hemisférios (16-17)
Mesencéfalo (18)
Ponte (19)

Bulbo (20)

Subst. branca (21-22)

e i T e e e e e e N L Sy S
P PR PR RPRRPRREPRPRERPD
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OO0 O0OO0OO0CO OO OoORr ooy
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O OO0 OO0 O0OORr OO O o o
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X O OO0 X OO0 0o X X X X|X
L T R e e e e e e e
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Legenda: X = ndo avaliavel na topografia.
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ANEXO K — AVALIACAO MICROSCOPICA, CONTROLES (OBITOS DE CAUSAS
NAO INFECCIOSAS) (CONT.)

Controle 9

Frontal (1-2)

Parietal (3-4)
Occipital (5-6)
Temporal (7-8)
Hipocampal (9-10)
Ndcl. da base (11-12)
Téalamo (13-14)
Verme (15)
Hemisférios (16-17)
Mesencéfalo (18)
Ponte (19)

Bulbo (20)

Subst. branca (21-22)
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PP PRPPRPPRPRPRPPRPRPRPPRPPRP|T
X P RPRPRPRERXXNDNDENDDN|—-
X P PRPRPRPRPRXXPRPPRPRPRPRP|o
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Controle 10

Frontal (1-2)

Parietal (3-4)
Occipital (5-6)
Temporal (7-8)
Hipocampal (9-10)
Nucl. da base (11-12)
Téalamo (13-14)
Verme (15)
Hemisférios (16-17)
Mesencéfalo (18)
Ponte (19)

Bulbo (20)

Subst. branca (21-22)

e i T e e e e e e N L Sy S
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X O OO0 X OO0 0o X X X X|X
L T R e e e e e e e
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Legenda: X = ndo avaliavel na topografia.
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ANEXO K — AVALIACAO MICROSCOPICA, CONTROLES (OBITOS DE CAUSAS
NAO INFECCIOSAS)

Controle 11

Frontal (1-2)

Parietal (3-4)
Occipital (5-6)
Temporal (7-8)
Hipocampal (9-10)
Ndcl. da base (11-12)
Téalamo (13-14)
Verme (15)
Hemisférios (16-17)
Mesencéfalo (18)
Ponte (19)

Bulbo (20)

Subst. branca (21-22)

e e e e e N = R S o Sy S
e e e i = = Iy s
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Legenda: X = ndo avaliavel na topografia.
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ANEXO L - AYALIAQAO MICROSCOPICA, CONTROLES (OBITO RELACIONADO
A CHOQUE SEPTICO)

Controle 12

Frontal (1-2)

Parietal (3-4)
Occipital (5-6)
Temporal (7-8)
Hipocampal (9-10)
Ndcl. da base (11-12)
Téalamo (13-14)
Verme (15)
Hemisférios (16-17)
Mesencéfalo (18)
Ponte (19)

Bulbo (20)

Subst. branca (21-22)

e e e e e N = R S o Sy S
e e e i = = Iy s
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Controle 13

Frontal (1-2)

Parietal (3-4)
Occipital (5-6)
Temporal (7-8)
Hipocampal (9-10)
Nucl. da base (11-12)
Téalamo (13-14)
Verme (15)
Hemisférios (16-17)
Mesencéfalo (18)
Ponte (19)

Bulbo (20)

Subst. branca (21-22)

P PP RPRPPRPRRERRERPRPRP>
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Legenda: X = ndo avaliavel na topografia.
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ANEXO L — AVALIACAO MICROSCOPICA, CONTROLES (OBITO RELACIONADO
A CHOQUE SEPTICO) (CONT.)

Controle 14

Frontal (1-2)

Parietal (3-4)
Occipital (5-6)
Temporal (7-8)
Hipocampal (9-10)
Ndcl. da base (11-12)
Téalamo (13-14)
Verme (15)
Hemisférios (16-17)
Mesencéfalo (18)
Ponte (19)

Bulbo (20)

Subst. branca (21-22)
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Controle 15

Frontal (1-2)

Parietal (3-4)
Occipital (5-6)
Temporal (7-8)
Hipocampal (9-10)
Nucl. da base (11-12)
Téalamo (13-14)
Verme (15)
Hemisférios (16-17)
Mesencéfalo (18)
Ponte (19)

Bulbo (20)

Subst. branca (21-22)
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Legenda: X = ndo avaliavel na topografia.
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ANEXO L — AVALIACAO MICROSCOPICA, CONTROLES (OBITO RELACIONADO
A CHOQUE SEPTICO) (CONT.)

Controle 16

Frontal (1-2)

Parietal (3-4)
Occipital (5-6)
Temporal (7-8)
Hipocampal (9-10)
Ndcl. da base (11-12)
Télamo (13-14)
Verme (15)
Hemisférios (16-17)
Mesencéfalo (18)
Ponte (19)

Bulbo (20)

Subst. branca (21-22)
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Controle 17

Frontal (1-2)

Parietal (3-4)
Occipital (5-6)
Temporal (7-8)
Hipocampal (9-10)
Nucl. da base (11-12)
Téalamo (13-14)
Verme (15)
Hemisférios (16-17)
Mesencéfalo (18)
Ponte (19)

Bulbo (20)

Subst. branca (21-22)
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Legenda: X = ndo avaliavel na topografia.
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ANEXO L — AVALIACAO MICROSCOPICA, CONTROLES (OBITO RELACIONADO
A CHOQUE SEPTICO) (CONT.)

Controle 18

Frontal (1-2)

Parietal (3-4)
Occipital (5-6)
Temporal (7-8)
Hipocampal (9-10)
Ndcl. da base (11-12)
Téalamo (13-14)
Verme (15)
Hemisférios (16-17)
Mesencéfalo (18)
Ponte (19)

Bulbo (20)

Subst. branca (21-22)
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Controle 19

Frontal (1-2)

Parietal (3-4)
Occipital (5-6)
Temporal (7-8)
Hipocampal (9-10)
Nucl. da base (11-12)
Téalamo (13-14)
Verme (15)
Hemisférios (16-17)
Mesencéfalo (18)
Ponte (19)

Bulbo (20)

Subst. branca (21-22)
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Legenda: X = ndo avaliavel na topografia.
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ANEXO L — AVALIACAO MICROSCOPICA, CONTROLES (OBITO RELACIONADO
A CHOQUE SEPTICO) (CONT.)

Controle 20

Frontal (1-2)

Parietal (3-4)
Occipital (5-6)
Temporal (7-8)
Hipocampal (9-10)
Ndcl. da base (11-12)
Téalamo (13-14)
Verme (15)
Hemisférios (16-17)
Mesencéfalo (18)
Ponte (19)

Bulbo (20)

Subst. branca (21-22)
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Controle 21

Frontal (1-2)

Parietal (3-4)
Occipital (5-6)
Temporal (7-8)
Hipocampal (9-10)
Nucl. da base (11-12)
Téalamo (13-14)
Verme (15)
Hemisférios (16-17)
Mesencéfalo (18)
Ponte (19)

Bulbo (20)

Subst. branca (21-22)
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Legenda: X = ndo avaliavel na topografia.
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ANEXO M - AVALIACAO IMUNOHISTOQUIMICA, CONTROLES

Identif. Am. | CD 68 CD4 cD3 CD20

Perivasc. Pareng.  Meninge | Perivasc. Pareng.  Meninge | Perivase. Pareng.  Meninge | Perivasc.  Pareng. Meninge
2 c 36 62 61 36 2 52 97 4 17 0 0 1
2 G 36 g2 7 19 1 3 60 4 2 1 0 0
2 N 35 61 0 23 2 0 20 4 0 2 0 0
2 P 63 93 45 25 3 17 61 4 8 2 0 0
2 T 70 g3 20 34 1 19 76 3 47 ] 0 0
3 ] 30 58 25 11 1 21 26 4 13 ] 0 0
3 E 33 50 22 10 2 28 43 7 43 1 0 1
3 D 47 72 13 33 2 7 45 2 8 2 0 0
5 E 47 93 27 33 2 17 34 2 13 2 0 0
7 E 31 g2 8 40 2 2 34 3 12 3 0 0
8 T 69 104 31 24 2 57 37 3 32 2 0 0
g K 57 28 1035 2 3 60 35 2 0 2 0 0
10 D 42 81 64 25 3 12 42 2 Al 5 0 0
11 D 40 79 6 2 2 7 25 2 2 0 0 0
11 P 35 25 33 21 1 33 18 1 24 0 0 0
11 v 74 73 0 21 2 0 26 1 0 2 0 0
15 M 35 g8 0 27 1 0 22 2 0 3 0 0
16 o 30 g3 43 16 1 29 35 7 24 1 0 4
17 A i3 g3 18 2 3 28 47 3 7 3 1 0
15 c 44 63 61 30 2 29 47 3 26 3 0 0
19 u 32 76 0 18 0 0 32 1 0 2 0 0
19 H 34 62 33 16 1 50 20 0 28 1 0 2
20 L 45 63 0 3 1 0 27 2 0 3 0 0
21 E 72 76 64 15 1 14 21 1 22 1 0 1
21 o 45 90 30 2 1 14 14 0 6 1 0 0
21 L 38 112 0 28 2 0 21 3 0 2 0 0

Legenda: Identif. = identificador (controle); Am. = amostra; Perivasc. = perivascular; Parenq. = parénquima; cada casela refere-se ao total de células positivas em
10 campos consecutivos com aumento de 400x.



ANEXO N - ANALISE ESTATISTICA, CASOS (G1 x G2)
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I. Saida dos testes Qui quadrado e Exato de Fisher (G1 x G2), e tabelas de contingéncias com frequéncia
simples e percentual (em relag&o ao nimero — n — de casos).

Casos
Validos Pardmetro nulo Total

n % n % n %
Parametro A 494 100,0% 0 0,0% 494 100,0%
Parametro B 494 100,0% 0 0,0% 494 100,0%
Parametro C 494 100,0% 0 0,0% 494 100,0%
Parametro D 494 100,0% 0 0,0% 494 100,0%
Parametro E 494 100,0% 0 0,0% 494 100,0%
Parametro F 494 100,0% 0 0,0% 494 100,0%
Parametro G 494 100,0% 0 0,0% 494 100,0%
Parametro H 494 100,0% 0 0,0% 494 100,0%
Parametro | 380 76,9% 114 23,1% 494 100,0%
Parametro J 380 76,9% 114 23,1% 494 100,0%
Parametro K 266 53,8% 228 46,2% 494  100,0%
Parametro L 456 92,3% 38 7,7% 494 100,0%
Pardmetro M 494 100,0% 0 0,0% 494 100,0%
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I1. Pardmetro histologico A (edema perivascular)

Parametro A Total

1
n 338 338
1
% 68,4% 68,4%
Grupos
n 156 156
2
% 31,6% 31,6%
n 494 494
Total
% 100,0% 100,0%

Teste Qui-quadrado

valor

Pearson y?

Casos validos 494

-2 = constante, ndo permitindo
anélise estatistica



I11. Pardmetro Histoldgico B (edema parenquimatoso)

Parédmetro B Total
0 1
n 2 336 338
1

% 0,4% 68,0% 68,4%
Grupos

n 0 156 156

2

% 0,0% 31,6% 31,6%

n 2 492 494
Total

% 0,4% 99,6% 100,0%

Teste Qui-quadrado
Valor dif Asymp. Sig. (2-  Exact Sig. (2- Exact Sig. (1-
sided) sided) sided)

Pearson y? 0,927 1 0,336
Continuity Correction 0,040 1 0,841
Raz&o de verossimilhanga 1,522 1 0,217
Teste exato de Fischer 1,000 0,468
Associagdo linear 0,925 1 0,336
Casos vélidos 494
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IV. Pardmetro Histolégico C (hemorragia perivascular)

Parametro C Total
0 1 2 3
n 59 236 38 5 338
1
% 11,9% 47,8% 7,7% 1,0% 68,4%
Grupos
n 16 106 25 9 156
2
% 3,2% 21,5% 5,1% 1,8% 31,6%
n 75 342 63 14 494
Total
% 15,2% 69,2% 12,8% 2,8% 100,0%
Teste Qui-quadrado
Valor dif Asymp. Sig. (2-
sided)
Pearson x2 12,544 3 0,006
Razdo de verossimilhanca 12,103 3 0,007
Associagdo linear 11,499 1 0,001

Casos validos 494




V. Pardmetro Histoldgico D (hemorragia parenquimatosa)

Parametro D Total
0 1
n 318 20 338
1

% 64,4% 4,0% 68,4%
Grupos

n 144 12 156

2

% 29,1% 2,4% 31,6%

n 462 32 494
Total

% 93,5% 6,5% 100,0%

Teste Qui-quadrado
Valor dif Asymp. Sig. (2-  Exact Sig. (2- Exact Sig. (1-
sided) sided) sided)

Pearson y? 0,555 1 0,456
Continuity Correction 0,301 1 0,583
Raz&o de verossimilhanga 0,540 1 0,462
Teste exato de Fischer 0,439 0,287
Associagdo linear 0,554 1 0,457

Casos validos

494
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V1. Pardmetro Histoldgico E (hemossiderina perivascular)

Parametro E Total
0 1 2
n 31 305 2 338
1
% 6,3% 61,7% 0,4% 68,4%
Grupos
n 20 135 1 156
2
% 4,0% 27,3% 0,2% 31,6%
n 51 440 3 494
Total
% 10,3% 89,1% 0,6% 100,0%
Teste Qui-quadrado
Valor dif Asymp. Sig. (2-
sided)
Pearson x2 1,545 2 0,462
Razdo de verossimilhanca 1,495 2 0,474
Associagdo linear 1,382 1 0,240

Casos validos 494




VII. Parametro Histoldgico F (infiltrado inflamatério parenquimatoso)

Parametro F Total
0 1
n 334 4 338
1

% 67,6% 0,8% 68,4%
Grupos

n 154 2 156

2

% 31,2% 0,4% 31,6%

n 488 6 494
Total

% 98,8% 1,2% 100,0%

Teste Qui-quadrado
Valor dif Asymp. Sig. (2-  Exact Sig. (2- Exact Sig. (1-
sided) sided) sided)

Pearson y? 0,009 1 0,926
Continuity Correction 0 1 1,000
Raz&o de verossimilhanga 0,009 1 0,926
Teste exato de Fischer 1,000 0,615
Associagdo linear 0,009 1 0,926
Casos vélidos 494
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VIII. Parametro Histolégico G (nddulos microgliais)

Parametro G Total
0 1
n 335 3 338
1

% 67,8% 0,6% 68,4%
Grupos

n 150 6 156

2

% 30,4% 1,2% 31,6%

n 485 9 494
Total

% 98,2% 1,8% 100,0%

Teste Qui-quadrado
Valor dif Asymp. Sig. (2-  Exact Sig. (2- Exact Sig. (1-
sided) sided) sided)

Pearson y? 5,223 1 0,022
Continuity Correction 3,700 1 0,054
Raz&o de verossimilhanga 4,747 1 0,029
Teste exato de Fischer 0,031 0,031
Associagdo linear 5,213 1 0,022

Casos validos

494
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IX. Pardmetro Histoldgico H (infiltrado inflamatorio perivascular)
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Parametro H Total
0 1 2 3
N 318 12 0 338
1
% 1,6% 64,4% 2,4% 0,0% 68,4%
Grupos
N 148 5 2 156
2
% 0,2% 30,0% 1,0% 0,4% 31,6%
N 466 17 2 494
Total
% 1,8% 94,3% 3,4% 0,4% 100,0%
Teste Qui-quadrado
Valor dif Asymp. Sig. (2-
sided)
Pearson x2 6,122 3 0,106
Razdo de verossimilhanca 6,753 3 0,080
Associagdo linear 2,429 1 0,119
Casos validos 494
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X. Pardmetro Histoldgico | (hemorragia meningea)

Parametro | Total
0 1 2 3
n 21 201 35 3 260
1
% 5,5% 52,9% 9,2% 0,8% 68,4%
Grupos
n 10 90 19 1 120
2
% 2,6% 23,7% 5,0% 0,3% 31,6%
n 31 291 54 4 380
Total
% 8,2% 76,6% 14,2% 1,1% 100,0%
Chi-Square Tests
Valor dif Asymp. Sig. (2-
sided)
Pearson x2 0,469 3 0,926
Razdo de verossimilhanca 0,466 3 0,926
Associagdo linear 0,069 1 0,793

Casos validos 380
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XI. Pardmetro Histoldgico J (infiltrado inflamat6rio meningeo)

Parametro J Total
0 1 2 3
n 51 207 2 0 260
1
% 13,4% 54,5% 0,5% 0,0% 68,4%
Grupos
n 21 93 5 1 120
2
% 5,5% 24,5% 1,3% 0,3% 31,6%
n 72 300 7 1 380
Total
% 18,9% 78,9% 1,8% 0,3% 100,0%
Teste Qui-quadrado
Valor dif Asymp. Sig. (2-
sided)
Pearson x2 7,552 3 0,056
Razdo de verossimilhanca 7,218 3 0,065
Associagdo linear 2,211 1 0,137

Casos validos 380




XI1. Pardmetro Histoldgico K (infiltrado inflamatorio periventricular)

Parametro K Total
0 1
n 180 2 182
1

% 67,7% 0,8% 68,4%
Grupos

n 84 0 84

2

% 31,6% 0,0% 31,6%

n 264 2 266
Total

% 99,2% 0,8% 100,0%

Teste Qui-quadrado
Valor dif Asymp. Sig. (2- Exact Sig. (2- Exact Sig. (1-
sided) sided) sided)

Pearson y? 0,930 1 0,335
Continuity Correction 0,040 1 0,841
Raz&o de verossimilhanga 1,525 1 0,217
Teste exato de Fischer 1,000 0,467
Associagdo linear 0,927 1 0,336

Casos validos

266
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XII1. Pardmetro Histoldgico L (alteracfes eosinofilicas neuronais)

Parametro L Total
1
n 312 312
1
% 68,4% 68,4%
Grupos
n 144 144
2
% 31,6% 31,6%
n 456 456
Total
% 100,0% 100,0%

Teste Qui-quadrado

Value

Pearson x2 2

Casos validos 456

-2 = constante, ndo permitindo
anélise estatistica
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XIV. Parametro Histoldgico M (alteragdes vasculares crénicas)

Parametro M Total
0 1
n 4 334 338
1

% 0,8% 67,6% 68,4%
Grupos

n 0 156 156

2

% 0,0% 31,6% 31,6%

n 4 490 494
Total

% 0,8% 99,2% 100,0%

Chi-Square Tests
Valor dif Asymp. Sig. (2-  Exact Sig. (2- Exact Sig. (1-
sided) sided) sided)

Pearson y? 1,861 1 0,172
Continuity Correction 0,679 1 0,410
Raz&o de verossimilhanga 3,051 1 0,081
Teste exato de Fischer 0,313 0,218
Associagdo linear 1,857 1 0,173

Casos validos

494
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ANEXO O - ANALISE ESTATISTICA, CONTROLES (G3 x G4)

141

I. Saida dos testes Qui quadrado e Exato de Fisher (G3 x G4) e tabelas de contingéncias com frequéncia

simples e percentual, porcentagem esta em relacéo a linha.

Casos
Validos Pardmetros nulos Total

n % n % n %
Parametro A 273 100,0% 0 0,0% 273 100,0%
Parametro B 273 100,0% 0 0,0% 273 100,0%
Parametro C 273 100,0% 0 0,0% 273 100,0%
Parametro D 273 100,0% 0 0,0% 273 100,0%
Parametro E 273 100,0% 0 0,0% 273 100,0%
Parametro F 273 100,0% 0 0,0% 273 100,0%
Parametro G 273 100,0% 0 0,0% 273 100,0%
Parametro H 273 100,0% 0 0,0% 273 100,0%
Parametro | 210 76,9% 63 23,1% 273 100,0%
Parametro J 210 76,9% 63 23,1% 273 100,0%
Pardmetro K 147 53,8% 126 46,2% 273 100,0%
Parametro L 252 92,3% 21 7,7% 273 100,0%
Parametro M 273 100,0% 0 0,0% 273 100,0%
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I1. Pardmetro Histoldgico A (edema perivascular)

Parametro A Total

1
n 143 143
3
% 100,0% 100,0%
Grupos
n 130 130
4
% 100,0% 100,0%
n 273 273
Total
% 100,0% 100,0%

Teste Qui-quadrado

Value

Pearson x2 2

Casos validos 273

-2 = constante, ndo permitindo
andlise estatistica
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I11. Pardmetro Histoldgico B (edema parenquimatoso)

Parametro B Total

1
n 143 143
3
% 100,0% 100,0%
Grupos
n 130 130
4
% 100,0% 100,0%
n 273 273
Total
% 100,0% 100,0%

Teste Qui-quadrado

Value

Pearson x2 2

Casos validos 273

-2 = constante, ndo permitindo
anélise estatistica



IV. Pardmetro Histoldgico C (hemorragia perivascular)
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Parametro C Total
0 1 2 3
n 9 91 27 16 143
3
% 6,3% 63,6% 18,9% 11,2% 100,0%
Grupos
n 17 65 26 22 130
4
% 13,1% 50,0% 20,0% 16,9% 100,0%
n 26 156 53 38 273
Total
% 9,5% 57,1% 19,4% 13,9% 100,0%
Teste Qui-quadrado
Valor dif Asymp. Sig. (2-
sided)
Pearson x2 7,158 3 0,067
Razdo de verossimilhanca 7,206 3 0,066
Associagdo linear 0,325 1 0,569
Casos validos 273
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V. Pardmetro Histoldgico D (hemorragia parenquimatosa)

Parametro D Total
0 1
n 119 24 143
3

% 83,2% 16,8% 100,0%
Grupos

n 113 17 130

4

% 86,9% 13,1% 100,0%

n 232 41 273
Total

% 85,0% 15,0% 100,0%

Teste Qui-quadrado
Valor dif Asymp. Sig. (2-  Exact Sig. (2- Exact Sig. (1-
sided) sided) sided)

Pearson y? 0,733 1 0,392
Continuity Correction 0,471 1 0,492
Raz&o de verossimilhanga 0,737 1 0,391
Teste exato de Fischer 0,403 0,247
Associagdo linear 0,730 1 0,393

Casos validos 273




146

V1. Pardmetro Histoldgico E (hemossiderina perivascular)

Parametro E Total
0 1
n 22 121 143
3

% 15,4% 84,6% 100,0%
Grupos

n 19 111 130

4

% 14,6% 85,4% 100,0%

n 41 232 273
Total

% 15,0% 85,0% 100,0%

Teste Qui-quadrado
Valor dif Asymp. Sig. (2-  Exact Sig. (2- Exact Sig. (1-
sided) sided) sided)

Pearson y? 0,0322 1 0,859
Continuity Correction 0,000 1 0,994
Raz&o de verossimilhanga 0,032 1 0,859
Teste exato de Fischer 0,867 0,498
Associagdo linear 0,031 1 0,859

Casos validos 0273




VII. Parametro Histologico F (infiltrado inflamatério parenquimatoso)

Parametro F Total
0 1
n 141 2 143
3

% 98,6% 1,4% 100,0%
Grupos

n 126 4 130

4

% 96,9% 3,1% 100,0%

N 267 6 273
Total

% 97,8% 2,2% 100,0%

Teste Qui-quadrado
Valor dif Asymp. Sig. (2-  Exact Sig. (2- Exact Sig. (1-
sided) sided) sided)

Pearson y? 0,892 0,345
Continuity Correction 0,282 0,595
Raz&o de verossimilhanga 0,903 0,342
Teste exato de Fischer 0,429 0,298
Associagdo linear 0,889 0,346
Casos validos 273
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VII1. Parametro Histolégico G (nddulos microgliais)

Parametro G Total
0 1
n 142 1 143
3

% 99,3% 0,7% 100,0%
Grupos

n 130 0 130

4

% 100,0% 0,0% 100,0%

n 272 1 273
Total

% 99,6% 0,4% 100,0%

Teste Qui-quadrado
Valor dif Asymp. Sig. (2-  Exact Sig. (2- Exact Sig. (1-
sided) sided) sided)

Pearson y? 0,912 1 0,339
Continuity Correction 0,000 1 1,000
Raz&o de verossimilhanga 1,297 1 0,255
Teste exato de Fischer 1,000 0,524
Associagdo linear 0,909 1 0,340

Casos validos 273




IX. Pardmetro Histoldgico H (infiltrado inflamatorio perivascular)
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Parametro H Total
0 1 2
n 11 129 3 143
3
% 7,7% 90,2% 2,1% 100,0%
Grupos
n 18 109 3 130
4
% 13,8% 83,8% 2,3% 100,0%
n 29 238 6 273
Total
% 10,6% 87,2% 2,2% 100,0%
Teste Qui-quadrado
Valor dif Asymp. Sig. (2-
sided)
Pearson x2 2,758 0,252
Razdo de verossimilhanca 2,770 0,250
Associagdo linear 1,979 0,159
Casos validos 273
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X. Pardmetro Histoldgico | (hemorragia meningea)

Parametro | Total
0 1 2 3
n 14 65 21 10 110
3
% 12,7% 59,1% 19,1% 9,1% 100,0%
Grupos
n 14 63 20 3 100
4
% 14,0% 63,0% 20,0% 3,0% 100,0%
n 28 128 41 13 210
Total
% 13,3% 61,0% 19,5% 6,2% 100,0%
Teste Qui-quadrado
Valor dif Asymp. Sig. (2-
sided)
Pearson x2 3,356 3 0,340
Razdo de verossimilhanca 3,556 3 0,314
Associagdo linear 1,515 1 0,218

Casos validos 210




XI. Pardmetro Histoldgico J (infiltrado inflamat6rio meningeo)

Parametro J Total
0 1 2
n 19 85 6 110
3
% 17,3% 77,3% 5,5% 100,0%
Grupos
n 26 73 1 100
4
% 26,0% 73,0% 1,0% 100,0%
n 45 158 7 210
Total
% 21,4% 75,2% 3,3% 100,0%
Teste Qui-quadrado
Valor dif Asymp. Sig. (2-
sided)
Pearson x2 5,107 2 0,078
Razdo de verossimilhanca 5,492 2 0,064
Associagdo linear 4,216 1 0,040
Casos validos 210
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XI1. Pardmetro Histoldgico K (infiltrado inflamatorio periventricular)

Parametro K Total

0
n 77 77
3
% 100,0% 100,0%
Grupos
n 70 70
4
% 100,0% 100,0%
n 147 147
Total
% 100,0% 100,0%

Teste Qui-quadrado

Value

Pearson x2 2

Casos validos 147

-2 = constante, ndo permitindo
anélise estatistica
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XII1. Pardmetro Histoldgico L (alteracfes eosinofilicas neuronais)

Parametro L Total

1
n 132 132
3
% 100,0% 100,0%
Grupos
n 120 120
4
% 100,0% 100,0%
n 252 252
Total
% 100,0% 100,0%

Teste Qui-quadrado

Value

Pearson x2 2

Casos validos 252

-2 = constante, ndo permitindo
anélise estatistica



XIV. Parametro Histoldgico M (alteragdes vasculares cronicas)

Parametro M Total
0 1
n 1 142 143
3

% 0,7% 99,3% 100,0%
Grupos

n 0 130 130

4

% 0,0% 100,0% 100,0%

n 1 272 273
Total

% 0,4% 99,6% 100,0%

Teste Qui-quadrado
Valor dif Asymp. Sig. (2-  Exact Sig. (2- Exact Sig. (1-
sided) sided) sided)

Pearson y? 0,912 1 0,339
Continuity Correction 0,000 1 1,000
Raz&o de verossimilhanga 1,297 1 0,255
Teste exato de Fischer 1,000 0,524
Associagdo linear 0,909 1 0,340
Casos vélidos 273
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ANEXO P - ANALISE ESTATISTICA, CASOS (G1 + G2) x CONTROLES (G3 + G4)

155

I. Saida dos testes Qui quadrado e Exato de Fisher (casos x controles) e tabelas de contingéncias com
frequéncia simples e percentual, porcentagem esta em relagdo a linha.

Casos
Validos Pardmetros nulos Total

n % n % n %
Parametro A 767  100,0% 0 0,0% 767  100,0%
Parametro B 767  100,0% 0 0,0% 767  100,0%
Parametro C 767  100,0% 0 0,0% 767  100,0%
Parametro D 767  100,0% 0 0,0% 767  100,0%
Parametro E 767  100,0% 0 0,0% 767  100,0%
Parémetro F 767 100,0% 0 0,0% 767 100,0%
Parametro G 767 100,0% 0 0,0% 767 100,0%
Pardmetro H 767 100,0% 0 0,0% 767 100,0%
Parametro | 590 76,9% 177 23,1% 767 100,0%
Parametro J 590 76,9% 177 23,1% 767 100,0%
Pardmetro K 413 53,8% 354 46,2% 767 100,0%
Parametro L 708 92,3% 59 7,7% 767 100,0%
Pardmetro M 767 100,0% 0 0,0% 767 100,0%




I1. Pardmetro Histoldgico A (edema perivascular)
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Parametro A Total
1
n 494 494
1+2
% 100,0% 100,0%
Grupos
n 273 273
3+4
% 100,0% 100,0%
n 767 767
Total
% 100,0% 100,0%
Teste Qui-quadrado
Value
Pearson x2 2
Casos validos 767

-2 = constante, ndo permitindo
anélise estatistica



I11. Pardmetro Histoldgico B (edema parenquimatoso)
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Parametro B Total
0 1
n 2 492 494
1+2

% 0,4% 99,6% 100,0%
Grupos

n 0 273 273

3+4

% 0,0% 100,0% 100,0%

n 2 765 767
Total

% 0,3% 99,7% 100,0%

Teste Qui-quadrado
Valor dif Asymp. Sig. (2-  Exact Sig. (2- Exact Sig. (1-
sided) sided) sided)

Pearson y? 1,108 1 0,292
Continuity Correction 0,098 1 0,754
Raz&o de verossimilhanga 1,763 1 0,184
Teste exato de Fischer 0,541 0,415
Associagdo linear 1,107 1 0,293
Casos validos 767
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IV. Pardmetro Histoldgico C (hemorragia perivascular)

Parametro C Total
0 1 2 3
n 75 342 63 14 494
1+2
% 152% 692% 12,8% 2,8% 100,0%
Grupos
n 26 156 53 38 273
3+4
% 95% 57,1% 19,4% 13,9% 100,0%
n 101 498 116 52 767
Total
% 132% 64,9%  15,1% 6,8% 100,0%
Teste Qui-quadrado
Valor dif Asymp. Sig. (2-
sided)
Pearson x2 45,261 3 0,000
Razdo de verossimilhanca 43,770 3 0,000
Associagdo linear 39,410 1 0,000

Casos validos 767




V. Pardmetro Histoldgico D (hemorragia parenquimatosa)
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Parametro D Total
0 1
n 462 32 494
1+2

% 93,5% 6,5% 100,0%
Grupos

n 232 41 273

3+4

% 85,0% 15,0% 100,0%

n 694 73 767
Total

% 90,5% 9,5% 100,0%

Teste Qui-quadrado
Valor dif Asymp. Sig. (2-  Exact Sig. (2- Exact Sig. (1-
sided) sided) sided)

Pearson y? 14,893 1 0,000
Continuity Correction 13,918 1 0,000
Raz&o de verossimilhanga 14,208 1 0,000
Teste exato de Fischer 0,000 0,000
Associagdo linear 14,873 1 0,000

Casos validos

767




V1. Pardmetro Histoldgico E (hemossiderina perivascular)

Parametro E Total
0 1 2
n 51 440 3 494
1+2
% 10,3% 89,1% 0,6%  100,0%
Grupos
n 41 232 0 273
3+4
% 15,0% 85,0% 0,0%  100,0%
n 92 672 3 767
Total
% 12,0% 87,6% 0,4%  100,0%
Teste Qui-quadrado
Valor dif Asymp. Sig. (2-
sided)
Pearson x2 5,224 2 ,073
Razdo de verossimilhanca 6,109 2 ,047
Associagdo linear 4,471 1 ,034
Casos validos 767
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VII. Parametro Histoldgico F (infiltrado inflamatdrio parenquimatoso)
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Parametro F Total
0 1
n 488 6 494
1+2

% 98,8% 1,2% 100,0%
Grupos

n 267 6 273

3+4

% 97,8% 2,2% 100,0%

n 755 12 767
Total

% 98,4% 1,6% 100,0%

Teste Qui-quadrado
Valor dif Asymp. Sig. (2-  Exact Sig. (2- Exact Sig. (1-
sided) sided) sided)

Pearson y? 1,104 1 0,293
Continuity Correction 0,558 1 0,455
Raz&o de verossimilhanga 1,057 1 0,304
Teste exato de Fischer 0,364 0,224
Associagdo linear 1,102 1 0,294
Casos validos 767




VIII. Parametro Histoldgico G (nddulos microgliais)
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Parametro G Total
0 1
n 485 9 494
1+2

% 98,2% 1,8% 100,0%
Grupos

n 272 1 273

3+4

% 99,6% 0,4% 100,0%

n 757 10 767
Total

% 98,7% 1,3% 100,0%

Teste Qui-quadrado
Valor dif Asymp. Sig. (2-  Exact Sig. (2- Exact Sig. (1-
sided) sided) sided)

Pearson y? 2,895 1 0,089
Continuity Correction 1,874 1 0,171
Raz&o de verossimilhanga 3,521 1 0,061
Teste exato de Fischer 0,107 0,079
Associagdo linear 2,891 1 0,089
Casos vélidos 767
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IX. Pardmetro Histoldgico H (infiltrado inflamatorio perivascular)

Pardmetro H Total
0 1 2 3
n 9 466 17 2 494
1+2
% 1,8%  94,3% 3,4% 0,4% 100,0%
Grupos
n 29 238 6 0 273
3+4
% 10,6%  87,2% 2,2% 0,0% 100,0%
n 38 704 23 2 767
Total
% 50% 91,8% 3,0% 0,3% 100,0%
Teste Qui-quadrado
Valor dif Asymp. Sig. (2-
sided)
Pearson x2 30,481 3 0,000
Raz&o de verossimilhanga 29,930 3 0,000
Associagdo linear 23,049 1 0,000
Casos validos 767
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X. Pardmetro Histoldgico | (hemorragia meningea)

Parametro | Total
0 1 2 3
n 31 291 54 4 380
1+2
% 8,2%  76,6%  14,2% 1,1% 100,0%
Grupos
n 28 128 41 13 210
3+4
% 13,3% 61,0%  19,5% 6,2% 100,0%
n 59 419 95 17 590
Total
% 10,0% 71,0%  16,1% 2,9% 100,0%
Teste Qui-quadrado
Valor dif Asymp. Sig. (2-
sided)
Pearson x2 23,036 3 0,000
Razdo de verossimilhanca 22,385 3 0,000
Associagdo linear 4,043 1 0,044

Casos validos 590
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XI. Pardmetro Histoldgico J (infiltrado inflamat6rio meningeo)

Parametro J Total
0 1 2 3
n 72 300 7 1 380
1+2
% 18,9%  78,9% 1,8% 0,3% 100,0%
Grupos
n 45 158 7 0 210
3+4
% 21,4%  752% 3,3% 0,0% 100,0%
n 117 458 14 1 590
Total
% 19,8%  77,6% 2,4% 0,2% 100,0%
Teste Qui-quadrado
Valor dif Asymp. Sig. (2-
sided)
Pearson x2 2,480 3 0,479
Razdo de verossimilhanca 2,749 3 0,432
Associagdo linear 0,156 1 0,693

Casos validos 590




XI1. Pardmetro Histoldgico K (infiltrado inflamatorio periventricular)

166

Parametro K Total
0 1
n 264 2 266
1+2

% 99,2% 0,8% 100,0%
Grupos

n 147 0 147

3+4

% 100,0% 0,0% 100,0%

n 411 2 413
Total

% 99,5% 0,5% 100,0%

Teste Qui-quadrado
Valor dif Asymp. Sig. (2- Exact Sig. (2- Exact Sig. (1-
sided) sided) sided)

Pearson y? 1,111 1 0,292
Continuity Correction 0,098 1 0,754
Raz&o de verossimilhanga 1,765 1 0,184
Teste exato de Fischer 0,540 0,414
Associagdo linear 1,108 1 0,293
Casos validos 413
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XI11. Pardmetro Histoldgico L (alteragbes eosinofilicas neuronais)

Parametro L Total

1
n 456 456
1+2
% 100,0% 100,0%
Grupos
n 252 252
3+4
% 100,0% 100,0%
n 708 708
Total
% 100,0% 100,0%
Teste Qui-quadrado
Value
Pearson x2 2
Casos validos 708

-2 = constante, ndo permitindo
anélise estatistica.



XIV. Parametro Histoldgico M (alteragdes vasculares crénicas)
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Parametro M Total
0 1
n 4 490 494
1+2

% 0,8% 99,2% 100,0%
Grupos

n 1 272 273

3+4

% 0,4% 99,6% 100,0%

n 5 762 767
Total

% 0,7% 99,3% 100,0%

Teste Qui-quadrado
Valor dif Asymp. Sig. (2-  Exact Sig. (2- Exact Sig. (1-
sided) sided) sided)

Pearson y? 0,534 1 0,465
Continuity Correction 0,069 1 0,793
Raz&o de verossimilhanga 0,585 1 0,444
Teste exato de Fischer 0,660 0,417
Associagdo linear 0,533 1 0,465
Casos validos 767
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ANEXO Q - ANALISE ESTATISTICA, ESTUDO IMUNOHISTOQUIMICO
CD4/CD8/CD20/CD68

Tabela A — Intervalos de confianca das medias, em relacdo aos marcadores imunohistoquimicos e
compartimentos com diferencas estatisticamente significantes entre casos e controles

Média Erro Padréo Intervalo de confianga (95%) da media

Minimo Maximo

Casos 92,93 5,940 80,19 105,67

CD68 Parénquima  Controles 79,15 2,826 73,33 84,97
Total 84,20 2,964 78,20 90,19

Casos 27,73 1,980 23,49 31,98

CD8 Perivascular Controles 39,81 4,226 31,10 48,51
Total 35,39 2,903 29,52 41,26

Casos 2,87 0,456 1,89 3,85

CD20 Perivascular ~ Controles 1,77 0,268 1,22 2,32

Total 2,17 0,249 1,67 2,67




Tabela B — Andlise estatistica, por compartimento e marcador imunohistoquimico

Variaveis Grupos N Minimo Maximo Mediana Média Desvio padrdo Erro padréo
Casos 15 34 90 52,00 56,67 16,577 4,280
CD68 Perivascular Controles 26 30 74 47,00 48,96 13,519 2,651
Total 41 30 90 51,00 51,78 14,984 2,340
Casos 15 46 122 99,00 92,93 23,005 5,940
CD68 Parenquima  Controles 26 50 112 81,50 79,15 14,410 2,826
Total 41 46 122 85,00 84,20 18,978 2,964
Casos 15 0 92 36,00 38,93 37,095 9,578
CD68 Meninges Controles 26 0 105 23,50 30,42 28,943 5,676
Total 41 0 105 25,00 33,54 31,975 4,994
Casos 15 6 34 18,00 19,67 7,816 2,018
CD4 Perivascular ~ Controles 26 10 56 2450 25,92 11,468 2,249
Total 41 6 56 22,00 23,63 10,625 1,659
Casos 15 0 12 2,00 2,60 2,874 0,742
CD4 Parenquima  Controles 26 0 3 2,00 1,69 0,788 0,155
Total 41 0 12 2,00 2,02 1,864 0,291
Casos 15 0 40 18,00 16,73 15,664 4,044
CD4 Meninges Controles 26 0 60 15,50 17,65 16,776 3,290
Total 41 0 60 17,00 17,32 16,186 2,528
Casos 15 11 39 27,00 27,73 7,667 1,980
CD8 Perivascular ~ Controles 26 14 97 34,50 39,81 21,548 4,226
Total 41 11 97 32,00 35,39 18,586 2,903
Casos 15 1 36 4,00 7,40 11,179 2,886
CD8 Parenquima Controles 26 0 7 2,50 2,85 1,848 0,362
Total 41 0 36 3,00 4,51 7,128 1,113
Casos 15 0 38 15,00 15,00 14,198 3,666
CD 8 Meninges Controles 26 0 47 12,50 14,50 13,972 2,740
Total 41 0 47 13,00 14,68 13,879 2,168
Casos 15 1 7 2,00 2,87 1,767 0,456
CD20 Perivascular  Controles 26 0 5 2,00 1,77 1,366 0,268
Total 41 0 7 2,00 217 1,595 0,249
Casos 15 0 1 0,00 0,07 0,258 0,067
CD20 Parenquima  Controles 26 0 1 0,00 0,04 0,196 0,038
Total 41 0 1 0,00 0,05 0,218 0,034
Casos 15 0 5 0,00 1,40 1,957 0,505
CD20 Meninges Controles 26 0 4 0,00 0,35 0,892 0,175
Total 41 0 5 0,00 0,73 1,450 0,226
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Gréfico A — Intervalos de confianca, CD68 em parénquima, casos x controles
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Gréfico C — Intervalos de confianga, CD20 perivascular, casos x controles
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Tabela C - Teste ndo paramétrico (Mann-Whitney)

Mann-Whitney ~ Wilcoxon W z Asymp. Sig. (2- Exact Sig.
U tailed) [2*(1-tailed
Sig)]
CD68 Perivascular 147,000 498,000 -1,300 0,194 0,201
CD68 Parénquima 111,000 462,000 -2,275 0,023 0,023
CD68 Meninges 179,000 530,000 -0,437 0,662 0,678
CD4 Perivascular 133,500 253,500 -1,667 0,096 0,096
CD4 Parénquima 173,000 524,000 -0,631 0,528 0,565
CD4 Meninges 189,000 309,000 -0,165 0,869 0,883
CD8 Perivascular 137,500 257,500 -1,559 0,119 0,121
CD8 Parénquima 152,000 503,000 -1,181 0,237 0,253
CD8 Meninges 194,500 545,500 -0,014 0,989 0,989
CD20 Perivascular 122,500 473,500 -2,021 0,043 0,049
CD20 Parénquima 189,500 540,500 -0,399 0,690 0,883

CD20 Meninges 144,000 495,000 -1,771 0,077

0,174
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ANEXO R - ESTUDO IMUNOHISTOQUIMICO, IL-1p e TNF-a

I — Avaliagéo quantitativa

Identif. Am. | IL-1B TNF-a Identif. Am. | IL-1B TNF-a
3 I 2 1 2 C 0 0
5 H 0 1 2 G 0 0
6 D 0 0 2 N 0 1
6 J 1 0 2 P 0 1
13 K 1 2 2 T 0 2
13 M 1 1 3 0] 0 0
15 0] 0 0 3 E 0 1
15 R 0 2 3 D 0 1
15 G 0 1 5 R 0 0
19 D 0 0 7 R 0 2
20 K 2 0 8 T 0 2
29 D 0 0 8 K 2 1
29 L 3 0 10 D 2 0
29 | 0 0 11 D 1 0
37 C 0 0 11 P 2 0
11 \Y 1 0
15 M 2 1
16 0] 0 1
17 A 4 0
18 C 2 0
19 U 0 2
19 H 0 1
20 L 0 0
21 E 0 0
21 0] 0 0
21 L 0 0

Legenda: Identif. = identificador; Am = amostra.
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Il - Distribuicdo das variaveis IL-1p e TNF-a, com suas categorias, respectivamente nas tabelas A e B

Tabela A - Distribuicéo de positividade para IL-1

Frequéncia Porcentagem Porcentagem cumulativa
0 27 65,9 65,9
1 5 12,2 78,0
2 7 17,1 95,1
3 1 2,4 97,6
4 1 2,4 100,0
Total 41 100,0

Tabela B — Distribuicdo de positividade para TNF-a

Frequéncia  Porcentagem Porcentagem cumulativa
0 22 53,7 53,7
1 13 31,7 85,4
2 6 14,6 100,0
Total 41 100,0
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Grafico A - Distribuicdo de positividade para IL-13
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Tabela C — IL-1 x grupo

177

IL-1B Total
0 1 2
n 18 2 5 0 1 26
% 43,9% 4,9% 12,2% 0,0% 2,4% 63,4%
Grupo
n 9 3 2 1 0 15
% 22,0% 7,3% 4,9% 2,4% 0,0% 36,6%
n 27 5 7 1 1 41
Total
% 65,9% 12,2% 17,1% 2,4% 2,4% 100,0%
Teste Qui-quadrado
Valor dif  Asymp. Sig. (2-
sided)
Pearson x2 3,809 0,433
Razdo de verossimilhanga 4,373 0,358
Associacao linear 0,024 0,877
Casos validos 41

Grafico C - IL-1p x grupos
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Tabela D — TNF-a X grupo

TNF-a Total
0 1 2
14 8 4 26
Grupo 34,1% 19,5% 9,8% 63,4%
8 5 2 15
19,5% 12,2% 4,9% 36,6%
22 13 6 41
Total
53,7% 31,7% 14,6% 100,0%
Teste Qui-quadrado
Valor dif Asymp. Sig. (2-
sided)
Pearson y? 0,048 2 0,977
Razdo de verossimilhanca 0,048 2 0,976
Associacao linear 0,004 1 0,949
Casos validos 41
Gréafico D — TNF-a x grupos
Bar Chart

Caunt

o=

Grupe

THF-alfa
1]
i
(= F]
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As tabelas e gréaficos C e D apresentam o cruzamento das variaveis categoricas “IL-1B” e “TNF-o” versus
grupo. Nota-se que existem muitas caselas com valores baixos dentro da tabela, prejudicando o teste
aplicado (Qui-quadrado), o qual aponta que uma das suposi¢des nao esta satisfeita — 8 caselas temon < 5.

Para aplicacdo de um teste vidvel (teste Exato de Fischer) foi feito alteracdo nas categorias das variaveis
“IL-1B” e “TNF-a”, alterando para categorias: 0 e 1, agrupando todos das categorias acima de 1 e deixando
os das categorias 0. Nota-se nas tabelas E e F que o teste Exato de Fischer esta viavel, porém nao apresentou
diferencas entre os grupos, sendo que os niveis descritivos foram acima de 5%.

Tabela E — IL-1 x grupos

IL-1B Total
0,00 1,00
n 18 8 26
. % 43,9% 19,5% 63,4%
Grupo
n 9 6 15
2 % 22,0% 14,6% 36,6%
n 27 14 41
Total
% 65,9% 34,1% 100,0%
Teste Qui-quadrado
Valor dif  Asymp. Sig. (2- Exact Sig. (2- Exact Sig.
sided) sided) (1-sided)
Pearson y? 0,360 1 0,548
Continuity Correction 0,067 1 0,796
Raz&o de verossimilhanga 0,357 1 0,550
Teste exato de Fischer 0,734 0,395
Associagdo linear 0,352 1 0,553

Casos validos 41




Gréfico E — IL-1p x grupos
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Tabela F — TNF-a X grupos
TNF-a Total
0,00 1,00
1 n 14 12 26
% 34,1% 29,3% 63,4%
Grupo
) n 8 7 15
% 19,5% 17,1% 36,6%
n 22 19 41
Total
% 53,7% 46,3% 100,0%
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Teste Qui-quadrado

Valor dif  Asymp. Sig. (2- Exact Sig. (2- Exact Sig.
sided) sided) (1-sided)
Pearson x? 0,001 1 0,975
Continuity Correction 0,000 1 1,000
Raz&o de verossimilhanca 0,001 1 0,975
Teste exato de Fischer 1,000 0,614
Associacdo linear 0,001 1 0,975
Casos validos 41
Gréafico F — TNF-a x grupos
Bar Chart
THF alfa_1
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