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EPIGRAFE

“Everybody's got the fever
That is somethin' you all know
Fever isn't such a new thing
Fever started a long ago”

Fever.
Eddie Cooley e John Davenport.

Fever, 1956.

“Nao livra ninguém

Todo mundo tem remela

Quando acorda as seis da matina
Teve escarlatina

Ou tem febre amarela

S0 a bailarina que nao tem”

A ciranda da bailarina.
Edu Lobo e Chico Buarque.
O grande circo mistico, 1983.
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RESUMO

Casadio LVB. Fatores prognosticos para evolugdo grave na infeccdo pelo
virus da febre amarela e recorréncia de lesao hepatica durante a epidemia
brasileira de 2018-2019 [tese]. Sdo Paulo: Faculdade de Medicina,
Universidade de Sao Paulo; 2022.

Introducdo: A febre amarela (FA) € uma doenca endémica de regides
tropicais e subtropicais do continente sul-americano e africano. E causada
pelo virus da febre amarela, flavivirus transmitido através da picada de
mosquitos. A infeccdo € prevenivel por vacina com alta eficacia disponivel
desde o inicio do século XX, mas ainda é causa de surtos em regides com
cobertura vacinal inadequada. Este estudo avaliou os fatores de risco para
Obito em pacientes com FA grave internados em leitos de terapia intensiva e
a evolucdo dos casos sobreviventes em um periodo de 6 meses apés a
infeccdo inicial. Métodos: Sessenta e dois casos de FA grave internados em
unidade de terapia intensiva no ano de 2018 foram avaliados quanto a
variaveis clinicas e laboratoriais e sua relacdo com o 0bito ou sobrevivéncia.
Os casos sobreviventes de FA em 2018 e 2019 foram acompanhados clinica
e laboratorialmente apds a alta hospitalar. Resultados: Os casos de FA grave
internados em unidade de terapia intensiva no ano de 2018 exibiram
apresentacao clinica diferente de descri¢cbes classicas da doenca pois a
ictericia ndo foi percebida inicialmente, bem como o RNA viral pode ser
detectado por semanas em sangue e urina. JA na analise de alteracGes
laboratoriais, a regressao logistica mostrou que a dosagem de fator V abaixo
de 56,5% e da lipase acima de 147,5 U/L associaram-se diretamente ao 6bito,
enquanto a média de carga viral quando relacionada com o desfecho nao foi
estatisticamente significante. Entre os casos que nédo faleceram e puderam
ser acompanhados apos a alta, em 26 deles foi caracterizada uma nova
inflamacdo no parénquima hepética, confirmada pelo incremento nas
aminotransferases e estudo histopatolégico compativel com inflamacéo
tecidual e a presenca antigenos virais imunomarcados no interior de
macrofagos hepaticos, mesmo que fora do periodo de fase aguda da doenca.
Conclusdes: A FA apresentou-se de maneira diferente do exposto
previamente, tanto na sua forma clinica quanto na deteccao viral prolongada
em sangue e urina. Ainda é uma doenca de potencial letalidade nos casos
graves que necessitam de suporte intensivo. A dosagem da lipase e fator V
discrimina os casos com maior probabilidade de o6bito onde medidas
terapéuticas podem ser instituidas precocemente. Encontramos um novo
aumento de aminotransferases ap0s a recuperacdao inicial de FA, denominada
hepatite tardia associada a febre amarela (HT-FA) com alteracdes
histopatoldgicas inflamatérias e presenca de antigenos virais com aparente
evolucdo benigna e sem fibrose hepatica posterior at¢é o momento. Os
pacientes que sobrevivem a FA inicial necessitam de monitoramento de
aminotransferases e bilirrubinas posteriormente a fase aguda inicial.

Descritores: Bidpsia; Fatores de risco; Febre amarela; Febres hemorragicas
virais; Hepatite; Recidiva.



ABSTRACT

Casadio LVB. Prognostic factors for the severe evolution in yellow fever virus
infection and recurrence of a new liver injury named late-onset relapsing
hepatitis associated with yellow fever during the 2018-2019 Brazilian epidemic
[thesis]. S&o Paulo: “Faculdade de Medicina, Universidade de S&o Paulo”;
2022.

Introduction: Yellow fever (YF) is an endemic disease in tropical and
subtropical regions of South America and Africa. It is caused by the yellow fever
virus, a flavivirus transmitted through the bite of mosquitoes. The infection has
been preventable by a highly effective vaccine available since the beginning of
the 20th century, but it is still the cause of outbreaks in regions with inadequate
vaccine coverage. This study evaluated risk factors for death in patients with
severe YF admitted to intensive care beds and the outpatient evolution of
surviving cases after the initial infection. Methods: Sixty-two cases of severe
YF were admitted to the intensive care unitin 2018. The cases were evaluated
for clinical and laboratory variables and their relationship with outcomes of death
or survival. YF surviving cases in 2018 and 2019 were clinically and laboratory
followed up after hospital discharge. Results: Cases of severe YF admitted to
the intensive care unit in 2018 exhibited a clinical presentation distinct from
classic descriptions of the disease. The jaundice was not initially withessed, and
viral RNA could be detected in blood and urine samples for several weeks. The
logistic regression made with laboratory tests findings at the YF acute phase
indicates that the dosage of factor V below 56.5% and lipase above 147.5 U/L
were directly associated with death. However, the mean viral load did not show
statistical significance related to the lethal outcome. Among the surviving cases
that could be followed up after hospital discharge, 26 showed a new
inflammation in the liver parenchyma, confirmed by the increase in
aminotransferases and liver biopsy analysis. The histopathological study on liver
samples exhibits tissue inflammation. The presence of immunolabeled viral
antigens inside hepatic macrophages was registered, even after the acute
phase of the disease. Conclusions: YF presented unusually from previously
described, both in clinical form and in the prolonged viral RNA detection in blood
and urine samples. Furthermore, YF is still a potentially lethal disease in severe
cases that require intensive care. For these cases, lipase and factor V measures
could discriminate the cases with a greater probability of death, and therapeutic
measures should be defined early. After the initial acute phase, survival subjects
require monitoring of aminotransferases and bilirubin. We found a new rebound
in aminotransferases after the recovery from the initial YF, named late-onset
relapsing hepatitis associated with yellow fever, with inflammatory
histopathological changes and the presence of viral antigens. However, this
second injury has an apparent benign evolution and no subsequent hepatic
fibrosis detected to date.

Descriptors: Biopsy; Risk factors; Yellow fever; Hemorrhagic fevers viral;
Hepatitis; Recurrence.
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1. INTRODUCAO

A febre amarela (FA) representa a descricdo original das febres
hemorragicas virais e tem como agente etioldgico o virus da febre amarela
(VFA), transmitido pela picada de mosquitos infectados V). Consiste em
doenca febril aguda, com ampla variacdo de apresentacao clinica ®. Apesar
de existir uma vacina com alta eficacia desenvolvida no inicio do século XX,
ainda € responsavel por epidemias nos dias atuais, configurando um
consideravel agravo de saude pdublica, principalmente em paises em

desenvolvimento G4,

1.1 Aspectos histéricos da febre amarela

Andlises filogenéticas remontam a origem do virus da febre amarela
(VFA) h& aproximadamente 1.500 anos no continente africano e trazido
também para as Américas através da diaspora africana a partir do século XVI
), Embora ndo seja natural do continente americano, o VFA encontrou
condicbes ideais de reservatdrios em primatas ndo humanos, vetores para
transmissdo e condi¢des ecoldgicas para sua disseminacao e perpetuacao,

sendo responsaveis por varios surtos com alta morbimortalidade ©).

O primeiro surto registrado de FA no continente americano data de
1648 na peninsula de Yucatan, México ("), onde ha relatos de doenca febril
com vOmitos enegrecidos sucedidos por ictericia expressiva em
sobreviventes. Pela perda numeérica expressiva de contingente militar e forca
de trabalho bracal, entidades governamentais financiaram linhas de pesquisa
para entendimento da FA, descoberta da transmissao por vetores artropodes,
do agente etiolégico e o futuro desenvolvimento de uma

vacina ®.


https://sciwheel.com/work/citation?ids=8069482&pre=&suf=&sa=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=7888464&pre=&suf=&sa=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=8069484,12701306&pre=&pre=&suf=&suf=&sa=0,0
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1.2 O virus da febre amarela

O VFA é o primeiro virus humano a ser descrito 19 pertence a familia
Flaviviridae, género Flavivirus, da qual também fazem parte outros virus de
transmissdo e apresentacdo clinica semelhantes, como Zika, West Nile e
dengue. O género Flavivirus possui mais de cinquenta espécies virais
diferentes, que compartilham caracteristicas comuns como forma, estrutura
genética e proteica. Alguns membros desta familia sdo denominados
“arbovirus”, acrénimo para "Arthropod-BOrne virus", pela forma de

transmissao através da picada de insetos (11.12),

O VFA é um virus com genoma de RNA fita simples de polaridade
positiva, envelopado, com material genético constituido de 10.233
nucleotideos que codificam uma Unica poliproteina. Por meio de proteases
virais e celulares, a poliproteina € clivada em 7 proteinas ndo-estruturais (NS1,
NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B e NS5) e 3 proteinas estruturais: capsideo

(C), precursor da proteina da membrana (prM) e envelope (E) (Figura 1) ¢3
14).

Figura 1 - Organizacdo do genoma dos flavivirus e processamento da
poliproteina viral de aproximadamente 11.000 pares de bases. O genoma viral
€ representado com as regides codificantes de proteinas estruturais e néo-
estruturais, junto das regides nao codificantes (RNC) 5' e 3'. Os retangulos
coloridos indicam as proteinas virais geradas

5'R_|N° cl[em [ E  [NSi|ns2a|Ns28] nss |"|s‘”‘\|"‘s‘f'3_ﬂ\Ic

, PROTEINAS ESTRUTURAIS n PROTEINAS NAO ESTRUTURAIS 3

POLIPROTEINA (~11kb)

FONTE: Adaptacao de imagem disponibilizada pelo International Committee

on Taxonomy of Viruses (ICTV) (),
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O VFA é classificado em um unico sorotipo e dividido em sete
genotipos: Oeste |, Oeste I, Leste / Central e Leste da Africa, Angola e
Ameérica do Sul | e Il sendo o gendtipo | predominante no Brasil, dividido em 5
linhagens distintas (12 16), A linhagem | E é a responsavel pelos surtos mais
recentes no Brasil e tem sua origem na regido noroeste do pais, em areas de
transicao dos biomas de matas tropicais com cerrado e progressao gradativa

para o sudeste brasileiro @7:18),

1.3 Ciclos de transmissao da febre amarela

A infeccdo pelo VFA se da atraves de picadas de fémeas de
mosquitos dos géneros Haemagogus e Sabethes na América do Sul e Aedes
na Africa. O ciclo silvestre ocorre através da contaminacdo de primatas néo
humanos (PNH) pelas picadas dos mosquitos infectados com o virus.
Entretanto, em ocasides em que seres humanos possam transitar por
ambientes silvestres, ha a possibilidade de transmissdo da doenca para estes
pela mesma via. A FA urbana acontece quando a transmisséo se d4 somente
através de humanos e mosquitos em areas de cidades, onde 0os mosquitos do
género Aedes costumam ser 0s vetores principais. Ha também participacéo
do Aedes em regides de savanas africanas, onde pode ocorrer um ciclo

intermediario entre o urbano e o silvestre (Figura 2) (14 19.20),
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Figura 2 Ciclos epidemiolégicos da febre amarela. No ciclo urbano, o vetor
consiste no mosquito Aedes aegypti. Ja no ciclo silvestre, os vetores sdo os
mosquitos Haemagogus sp. ou Sabethes sp

CICLO URBANO CICLO SILVESTRE

AR

o .

Aedes aegypli Haemagogus ou Sabethes

FONTE: Imagem cortesia cedida pelo Dr. Marcio Nastri, adaptado de (29

1.4 Historia natural, tratamento e prevencao da febre amarela

Assim como a maioria das doencas virais agudas, a FA pode
apresentar-se de forma espectral, com individuos pouco sintomaticos ou
assintomaticos até quadros catastréficos refratarios as intervencoes
terapéuticas ). A proporcdo de individuos assintomaticos e com as diversas
manifestacdes clinicas ainda ndo estd bem definida, mas estima-se que
aproximadamente metade dos infectados apresentam infeccéo assintomatica,

enquanto cerca de 12% representam os casos graves (2.
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Figura 3 - Histéria natural classica da febre amarela. A partir da picada do
mosquito infectado, tem-se inicio o periodo de incubacdo, seguido dos
periodos de infeccdo, remissao, intoxicagdo e recuperacao ou morte. Abaixo,

as curvas correspondentes ao periodo de viremia e anticorpos detectavel

picada do | INFECGAO [REMISSAO|INTOXICACAO

mosquito _
incubacgo | 3-6 dias 1 -2 dias
3.6 dias sinais gerais
inespeciTicos
de infeccao
viral (febre)

RECUPERACAO
(OU MORTE)

_ictericia
fa}enciq hepatica
aléncia renal
emorragia
ebre

transmissdo prote¢ao
potencial

FONTE: Cortesia do Dr. Marcio Nastri, adaptado de (23,

Apés a inoculacao viral pela picada do mosquito, hd um periodo de
incubacédo de 3 a 5 dias até o inicio abrupto de sintomas inespecificos como
febre, mialgia, dorsalgia, hiporexia, nduseas e mal-estar. Este € denominado
periodo de infeccdo, de duracdo de 5 dias em média, com deteccéo do virus
em corrente sanguinea (Figura 4) (12 24-26) O sinal de Faget pode estar
presente ou ndo @9, Classicamente, a FA cursa com melhora parcial dos
sintomas e até defervecéncia, apos alguns dias do inicio dos sintomas, no
chamado periodo de remissédo, com duragdo de 2 a 24 horas @. Entretanto,
em 15 a 25% dos casos, o0s sintomas podem voltar com maior intensidade no
chamado periodo de intoxicagdo, com vOmitos, dores abdominais,
manifestacbes hemorragicas, insuficiéncia renal e insuficiéncia hepatica
fulminante, com evolugdo para choque e 6ébito em 20 a 50% dos casos 8).
Embora n&o enfatizada em descri¢cdes anteriores, a pancreatite parece ser um
componente importante para a piora sistémica progressiva e evolucéo a obito

nos casos graves (2°-32),


https://sciwheel.com/work/citation?ids=9999384&pre=&suf=&sa=0&dbf=0
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Os casos que evoluem para 0bito apresentam histopatologia tipica de
acometimento hepatico viral agudo pelo VFA e vasculopatia de causa
infecciosa. Dentre as principais alteracdes post mortem, destaca-se a necrose
hemorragica macica médio-zonal, principalmente em zona 2 dos Iébulos
hepaticos com preservacdo da trama de reticulina. Ha apoptose de
hepatdcitos, provavelmente deflagrada por efeito direto viral e da resposta
imune a antigenos locais, visualizada na degeneracéo acidofila denominada
corpusculos de Councilman-Rocha Lima, associada a esteatose macro e
microvesicular ?-33), Embora o acometimento do tecido hepatico seja extenso,
notoriamente ha discreto infiltrado linfomononuclear local, com predominancia
neutrofilica proximas as areas de maior necrose ©4). O antigeno viral pode ser

visualizado em reac¢Bes por imuno-histoquimica nos macrofagos e hepatdcitos
(29, 35, 36)_

Os sobreviventes seguem para fase de convalescenca com astenia
prolongada e recuperacéo gradual da funcionalidade ©7). Apds a recuperacéo,
aparentemente ndo ha sequelas cicatriciais decorrentes das lesdes hepaticas

e renais @,

A FA ainda é considerada uma doenca tropical negligenciada e atinge
paises em desenvolvimento com poucos recursos médicos e laboratoriais 38,
Muito do que se sabe hoje foi extrapolado de outras febres hemorragicas ou
de estudos in vitro # 39 Entretanto, o entendimento da fisiopatogenia tem
sido aprimorado por estudos recentemente publicados com conhecimentos e
recursos da terapia intensiva moderna, estudo patoldgico direcionado e

avancos da biologia molecular (30 31, 37, 40-45)

Até o presente momento, ndo ha tratamento especifico para a doenca
além de suporte clinico intensivo e manejo de sintomas “%). Porém, novas
estratégias terapéuticas encontram-se em avaliacdo: transplante hepatico 47~
50), troca plasmatica @9 e o reposicionamento de medicamentos antivirais ja

utilizados para tratamento de outros flavivirus, como o sofosbuvir ¢1.52),

A FA é prevenivel por vacina de virus vivos atenuados, cultivados em

ovos embrionados de galinha ©3). A vacina de FA apresenta imunogenicidade
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de até 98% em dosagem de anticorpos neutralizantes ©%. A vacina esta
disponivel pelo Sistema Unico de Salde em todo territério nacional e
preconizada como dose Unica apds os 9 meses de idade. Gestantes e
imunodeprimidos em geral necessitam de avaliagdo individualizada sobre
risco-beneficio pela possibilidade de doenca neurotropica e viscerotropica

pelo virus vacinal ),

1.5 Fatores de risco para gravidade em febre amarela

Desde as descricdes mais antigas de epidemias de FA s&o descritas
as alteracfes clinicas e/ou laboratoriais e a relacdo destas com possiveis
desfechos. Nos ultimos anos, estudos atuais também avaliaram tais
alteracfes e outras mais de acordo com a tecnologia disponivel e tentam
relacionar com os resultados de pior evolu¢cdo. Embora as casuisticas possam
diferir entre si na estratificacdo de gravidade dos casos, ha relativo consenso
de que idade, grau de lesdo hepatica (avaliada pelas medidas de
aminotransferases e coagulopatias) e disfuncdes renais sdo marcadores de

evolucdo para 6bito na FA grave (0. 31,40, 56-59),

1.6 Diagnostico da febre amarela

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), o diagnéstico da
infeccéo pela FA é feito pelos seguintes critérios (69 61):


https://sciwheel.com/work/citation?ids=8971123&pre=&suf=&sa=0&dbf=0
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Tabela 1 - Definicdes de caso de febre amarela para vigilancia em saude
publica segundo a Organizacdo Mundial de Saude, 2010 (60, 61)

Tipo de caso

Definicao

Caso suspeito

Caso provavel

Caso confirmado

Qualquer individuo com inicio agudo de febre e
ictericia até 14 dias do inicio dos sintomas.

Definigdo de “caso suspeito” E um dos itens listados
abaixo:

e Presenca de anticorpos IgM especificos para FA
na auséncia de vacina de febre amarela nos
altimos 30 dias antes do inicio dos sintomas;

e Histopatologia positiva apds o 0bito;

e Vinculo epidemiolégico com caso confirmado ou
surto

Definicao de “caso provavel” E um dos itens listados
abaixo:

e Presenca de anticorpos IgM especificos para FA;
e Aumento de 4 titulos soroldgicos na dosagem de

anticorpos IgM ou IgG especificos para FA ou
ambos, entre a fase aguda e convalescenca da
doenca,;

e Deteccéo de anticorpos neutralizantes especificos

para FA.
ASSOCIADO A

e Auséncia de vacinacdo para FA nos ultimos 30

dias antes do inicio dos sintomas
ou

Definicao de “caso provavel” E um dos itens listados
abaixo:

e Deteccdo do genoma viral de FA em sangue ou

outros 6rgédos por RT-gPCR,;

e Deteccao do antigeno de FA em sangue, figado

ou outros 6rgéos por ensaio imunoldgico;

e |solamento do virus da FA

ASSOCIADO A

e Auséncia de vacinacdo para FA nos ultimos 14

dias antes do inicio dos sintomas

Em relatério publicado pela propria OMS em 2018, ha um adendo aos

critérios diagnosticos onde a viremia detectavel pelo RT-gPCR € mais
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sensivel nos primeiros 10 dias, mas em casos mais graves e/ou fatais, esta

pode ser detectavel além dos 14 dias iniciais 62,

O Ministério da Saude brasileiro utiliza uma definicdo semelhante a da
OMS e descreve como suspeita clinica de FA “individuo com exposi¢cdo em
area afetada recentemente (em surto) ou em ambientes rurais e/ou silvestres
destes, com até sete dias de quadro febril agudo (febre aferida ou relatada)
acompanhado de dois ou mais dos seguintes sinais e sintomas: cefaleia
(principalmente de localizacado supra orbital), mialgia, lombalgia, mal-estar,
calafrios, nauseas, ictericia e/ou manifestacdes hemorragicas, sendo
residente ou procedente de area de risco para FA, nos 15 dias anteriores, que
nao tenha comprovante de vacinacao de febre amarela ou que tenha recebido
a primeira dose ha menos de 30 dias”. Do ponto de vista laboratorial,
recomenda a demonstracdo de anticorpos especificos para FA em sangue
coletado apés o quinto dia de sintomas ou deteccdo de RNA de VFA por RT-
gPCR ou isolamento viral em sangue até o 5° dia de sintomas ou RT-gPCR
ou isolamento viral ou histopatologia em tecido até 24 horas ap6s o 6bito (3,
Porém, apds os recentes surtos de FA, estudos publicados demonstraram a
possibilidade de diagndéstico confirmatério por RT-gPCR em urina como
método adicional muitas vezes mais acessivel e com positividade por tempo

prolongado quando comparado com a deteccdo de RNA viral em sangue ¢4
65)

1.7 Epidemiologia da febre amarela

Até o presente momento, a FA acomete somente paises da América
Latina e Africa Subsaariana (Figura 4). Por se tratar de uma zoonose, néo é
possivel elimina-la completamente, mas seu controle pode ser realizado
através da vacinagcdo de humanos em areas de risco para doenca.
Anualmente, sdo reportados mais de 200 mil casos de FA em todo mundo,
com mais de 30 mil 6bitos, embora tais nGmeros sejam imprecisos porque Sao
notificados apenas os casos sintomaticos, que cursam com febre e ictericia ¢

54, 66), Esta caracterizacdo prejudica a contabilizacdo de casos com poucos
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sintomas e alteracdes clinicas que sejam distinguiveis de outras sindromes

infecciosas agudas 14
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Figura 4 — Paises com risco de transmisséo de febre amarela.

x*

Areas de recomendacao vacinal para febre amarela
de acordo com o risco epidemiolégico

I VACINARECOMENDADA

I VACINA RECOMENDADA DESDE 2017
VACINA GERALMENTE NAO RECOMENDADA
VACINANAO RECOMENDADA

DADOS NAO DISPONIVEIS
9 1000, ;2,000 4,000 km Fonte de dados e adaptagao de imagem: https://www.cdc.gov/yellowfever/maps/index.html
S S T S N S T - |

FONTE: adaptacéo de Center for Diseases Prevention and Control — CDC (21)
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No Brasil, a FA é uma doenca endémica e de notificacdo compulsoria
imediata 3. A maior incidéncia dos casos notificados ocorre entre dezembro
e maio, concomitantemente com as temperaturas mais quentes do verao e
maior prevaléncia de chuvas, o que favorece a proliferacdo dos mosquitos

vetores (€7,

Com a comprovacdo da transmissdao da doenca via mosquitos
contaminados, houve campanhas para erradicacdo de vetores por todo o
continente americano no inicio do século XX e desde entdo ndo ha registro de
casos de FA em regifes urbanas 8. O ultimo caso de FA urbana no Brasil foi
registrado na cidade de Sena Madureira - AC em 1942 (69, Desde entdo, casos
esporadicos foram detectados somente em pessoas que frequentam areas

silvestres de risco para FA sem imunizacéo prévia adequada "% 71,

Desde 2007, houve um aumento progressivo na deteccao de epizootias
de FA em PNH, com a migracdo destes casos para fora da bacia do Rio
Amazonas em direcdo a regido sudeste do pais, principalmente em areas
anteriormente livres de circulacdo viral e, portanto, sem recomendacao de
vacina (Figuras 5 e 6). Nestas areas se encontra a regido mais populosa e
povoada do Brasil, com grandes centros urbanos como as capitais estaduais

Belo Horizonte, Vitéria, Rio de Janeiro e Sdo Paulo (17 72-74),
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Figura 5 - Distribuicdo dos casos humanos de febre amarela registrados no Brasil, segundo a regido do local provavel de
infeccdo (LPI), amazbnica ou extra-amazonica, entre 0os periodos de monitoramento 1998/1999 e 2019/2020. Nos dados
destacados em vermelho, detec¢do de casos fora da regido amazonica.
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FONTE: Ministério da Saude, Brasil, 2021. (7
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Figura 6 - Reemergéncia da febre amarela no Brasil. Casos humanos ou epizootias, periodo de 2014 a 2020. ASRV: areas
sem recomendacdo vacinal; ACRV: areas com recomendacao vacinal.

0 500 1000 km

® 2014/2015 © 2015/2016 © 2016/2017 ASRV
© 2017/2018 © 2018/2019 ® 2019/2020 [ ACRV

FONTE: Ministério da Saude, Brasil, 2021 (75
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Entre 2014 e 2015, a transmissao aconteceu na regido norte do pais,
com posterior expansao no sentido leste e sul /9. A partir de meados de 2016
foi registrado aumento mais expressivo de casos, afetando principalmente a
regido sudeste ("), Estudos genéticos realizados entre dezembro de 2016 a
outubro de 2017 demonstraram que este surto se originou no noroeste do pais
e migrou gradativamente numa velocidade de 4,25 km/dia 17> 77-79) com

diferencas de velocidade sazonais (€9,

Publicacbes posteriores mostram que a migracdo do virus
conjuntamente com PNH continuou em curso a regido sul do Brasil, com
epizootias e novos casos humanos também em 2020 e 2021 D, Até o
presente momento, ndo ha registro de casos de febre amarela urbana, ou

seja, com transmissao por vetores e em cenarios sem exposi¢ao ao ambiente

1.8 Febre amarela no estado de Sao Paulo, 2018-2019

A partir do més de janeiro de 2018, o numero de casos e Obitos
confirmados por FA aumentou vertiginosamente, causando o maior surto
registrado no século XXI. No periodo entre julho de 2017 a junho de 2018,
foram notificados 7.518 casos humanos suspeitos de FA, com 1.376 casos
confirmados em todo Brasil. Dentre estes, 483 evoluiram para o Obito,
evidenciando uma letalidade de 35,1% ®3. A maior parte dos casos ocorre em
pacientes do sexo masculino e idade economicamente ativa, uma vez que
esses individuos se expbéem com maior frequéncia a areas e situacdes de
risco, sobretudo em decorréncia de atividades relacionadas ao trabalho (8,
Em 2019, foram notificados 1281 casos suspeitos, com 82 confirmados e 14
6bitos (17,1% de letalidade) ©4.

A ocorréncia do surto, de proporcdes sem precedentes, ainda requer
explicacbes definitivas, mas acredita-se que tenha causalidade multifatorial
(41,42, 78) A circulagdo viral em areas antes ndo afetadas e com individuos

suscetiveis, migracdo de pessoas pelo territdrio nacional, urbanizacdo de
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areas de transicao silvestre, areas de recomendacéo vacinal sem cobertura
adequada, falhas no sistema de vigilancia de epizootias e, possivelmente,
fatores ambientais e ecoldgicos sdo apontados como contribuintes para a
mudanca epidemiolégica da FA no Brasil ¥4 7% 73. 85, 86) De tais fatores, a
mudanca da densidade florestal influenciou a presenca de corredores
ecoldgicos onde primatas ndo humanos e mosquitos vetores infectados
pudessem migrar para areas antes livres de circulacdo viral. O papel de
mudancas em ecossistemas, 0 aquecimento global, a dindmica populacional
de primatas ndo humanos e seus ciclos reprodutivos, a influéncia dos vetores
e as relacdes humanas-ambientais de cada um destes fatores séo objetivo de

estudos ja publicados (80 87-89),

Apds 0 aumento expressivo do numero de casos, iniciaram-se
campanhas de vacinacdo macicas visando principalmente areas com
deteccdes recentes de epizootias (°0), Pela escassez constante de estoque de
vacina de FA em escala global e a presenca de individuos suscetiveis em
areas de risco para FA, em consonancia com as recomendacdes da OMS e
de acordo com o realizado durante a epidemia em Angola e Republica
Democratica do Congo em 2016 e, optou-se pelo inicio da vacina¢cdo com uso
de dose fracionada, 0,1 mL, ao invés de 0,5 mL da dose integral tradicional
1), No Brasil a estratégia de vacinacdo com uso de doce fracionada também

foi utilizada ©2,

Os casos encaminhados para internacao hospitalar foram direcionados
a partir do fluxo feito por especialistas e determinado em conjunto com a
Secretaria Estadual de Saude de Sao Paulo (SES-SP). Tais critérios nao
existiam antes porque o hospital nunca havia experimentado uma situacao

semelhante.

Diante da gravidade e letalidade da doenga, em associagdo ao himero
crescente de internaces no HCFMUSP, o Laboratério de Gastroenterologia
e Hepatologia Tropical — LIM 07 do Departamento de Gastroenterologia do
HCFMUSP, no contexto do projeto ja aprovado “Caracterizagédo das hepatites

agudas em centros de referéncia da cidade de Sao Paulo”, desde o dia 10 de
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janeiro de 2018 estabeleceu um fluxo para o recebimento de amostras dos
casos suspeitos de FA internados no HCFMUSP. Assim, o resultado do teste
diagnostico dessa infeccdo para a equipe médica assistente passou a ser

disponibilizado em até 24 horas ap6s o recebimento do material.

Devido a maior disponibilidade de recursos tecnolégicos, leitos de
terapia intensiva e equipe de transplante hepatico, os casos de maior
gravidade clinica e laboratorial foram referenciados ao HCFMUSP,
especificamente para as unidades de terapia intensiva das divisdes de
Moléstias Infecciosas e Parasitarias e Gastroenterologia. Ap6s a alta
hospitalar, os pacientes sobreviventes foram acompanhados no ambulatério
de Moléstias Infecciosas do HCFMUSP.

A FA é uma doenca de alta letalidade e pouco estudada a luz dos
conhecimentos atuais de biologia molecular, manejo de cuidados intensivos e
posterior acompanhamento ambulatorial dos sobreviventes. Apés a alta
hospitalar dos casos sobreviventes, foi notado em alguns pacientes um novo
aumento de aminotransferases e parte deles exibiu sintomas clinicos
associados. Até o momento, tais achados haviam sido mencionados
verbalmente por médicos do estado de Minas Gerais durante o surto de 2017
e 2018, e posteriormente publicados ©3 °. Ademais, jA constavam as

publicacdes 597 com relatos de alteracGes similares previamente.

Neste estudo, sdo descritos os aspectos clinicos, laboratoriais e
virolégicos obtidos na admisséao hospitalar dos casos graves de FA internados
nas unidades de terapia intensiva do HCFMUSP durante o ano de 2018 que
obtiveram relacéo progndéstica com desfechos fatais. Diante das observacoes
feitas nos casos sobreviventes com nova elevacdo de aminotransferases,
guestionou-se sobre este novo aspecto da doencga, que também resultou em

outro objetivo deste estudo.

Os dados utilizados nesta tese encontram-se publicados em dois

artigos anexados ao final deste manuscrito 8 99,
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2.

OBJETIVOS

2.1 Objetivos gerais

Descrever o0s aspectos clinicos e laboratoriais dos casos graves de FA
internados no HCFMUSP
Descrever o acompanhamento ambulatorial posterior dos pacientes

sobreviventes de FA

2.2 Objetivos especificos

e Avaliar a relacdo da carga viral de VFA com desfecho para oObito ou

sobrevida

Determinar marcadores associados ao desfecho fatal nos pacientes
internados nas unidades de terapia intensiva do HCFMUSP durante o
periodo de janeiro a junho de 2018.

Caracterizar a recorréncia de inflamacdo hepatica da FA sob o ponto
de vista clinico, laboratorial e histopatoldégico, durante o
acompanhamento posterior dos pacientes acometidos pela doenca em

2018 e 2019.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Centro recrutador de pacientes com FA

O Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade
de Sao Paulo (HCFMUSP) é o maior hospital-escola da América Latina com
atendimento publico via Sistema Unico de Sautde - SUS. Possui 2.400 leitos
distribuidos em 8 institutos e 2 hospitais auxiliares (%9, Por dispor de
tecnologia de nivel quaternario para atencdo a saude, foi escolhido pela
Secretaria Estadual de Saude do estado de Sdo Paulo como referéncia para

os casos de FA com maior gravidade nos anos de 2018 e 2019 ©8),

Através da Central de Regulacdo de Ofertas de Servicos de Saude
(CROSS) os casos eram regulados para os servi¢os de referéncia de acordo

com critérios clinicos e laboratoriais mostrados na Figura 7.
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Figura 7 - Fluxo para atendimento e regulacao de casos suspeitos de febre amarela para servicos de referéncia no estado de

Sao Paulo, abril de 2018.

Fluxo para atendimento de pacientes com suspeita de febre amarela (abril/2018)

Definigcdao de casos suspeitos de Febre Amarela:

Febre (referida ou medida) com duragao de até 07 dias + 02 dos seguintes sinais/sintomas: cefaleia, artralgia, mialgia,
lombalgia, mal-estar, calafrios, nauseas, tontura, dor abdominal, ictericia e/ou manifestacoes hemorragicas + sem historia
de vacinagao contra a febre amarela ou que tenha sido vacinado ha menos de 30 dias

Exames complementares obrigatérios:
Hemograma, TGO (AST), TGP (ALT), bilirrubinas, ureia, creatinina, sédio, potassio, INR (TP)

Exames:

TGO/TGP> 2.500 U/L e
INR>1,5 elou

Plaquetas < 90.000/mm’ e/ou
Disfuncao renal e/ou

Sinais de gravidade **

Exames discretamente Exames :

alterados: TGO/TGP: 500 -2.500 U/L e
TGO/TGP < 500 U/L e INR<15e

INR<13e Plaquetas > 90.000/mm’ e
Plaquetas > U<75mg/dL e
100.000/mm’ e Cr<1,2mg/dL e
U<75mgl/dL e Quadro clinico estavel
Cr<1,2mg/dL e

Quadro clinico estavel

Orientacao de sinais de alarme*,
hidratagao e seguimento

co/caso Solicitar vaga de UTI na CROSS (seguir
fluxo de regulagao regional) e manter
Solicitar vaga de retaguarda local paciente em sala critica e monitorado

Reavaliagao clinica e para internagdo - enfermaria até atransferéncia.
laboratorial em Atencao: realizar gasometria e corrigir

12h. Orientar sobre os acidose metabélica.

sinais de alarme*
(nausea, vomito, dor abdominal,
sonoléncia, sangramentos) Evolugdo com sinais de
gravidade**

Notificacao imediata (SINAN) +
coleta de sorologia ou PCR para febre amarela

Obito de caso suspeito: encaminhar ao SVO

Presenga de sinais de gravidade**/alarme* com piora dos exames
laboratoriais ?

**Alteragao do nivel de consciéncia, sonoléncia, convulsao, oliguria,
hemorragias: epistaxe, gengivorragia, hemorragia digestiva alta ou baixa

COORDENADORIA DE e
REGIOES DE SAUDE  wesitd A tume s co S

FONTE: SECRETARIA DE SAUDE DO ESTADO DE SAO PAULO, 2018.

Se
disponivel
[T
Fator Ve
aménia
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3.2 Selecao de pacientes

Os casos de FA grave internados em leitos de terapia intensiva em
2018 foram selecionados para a analise de fatores progndsticos para
evolucdo grave 8. Apds esta primeira publicacdo, os individuos
sobreviventes de FA nos anos 2018 e 2019 que continuaram em
acompanhamento ambulatorial no HCFMUSP e apresentaram recorréncia de

inflamac&o hepatica foram descritos em um segundo estudo ©9,

3.2.1 Defini¢cao de caso
De acordo com o fluxograma feito pela SES-SP em conjunto com
especialistas na area (Figura 7), os casos suspeitos de FA encaminhados ao

HCFMUSP deveriam preencher os seguintes critérios:

e Procedéncia de area de risco para FA, com documentacdo de

epizootias e/ou casos humanos e;
e Febre (referida ou medida) com inicio maximo nos 7 dias anteriores e;
e Sinais e sintomas - presenca de pelo menos 2:
o Cefaleia
o Artralgia
o Mialgia
o Lombalgia
o Mal-estar
o Calafrios
o Nauseas
o Tontura
o Dor abdominal

o lctericia


https://sciwheel.com/work/citation?ids=7007292&pre=&suf=&sa=0&dbf=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=9878881&pre=&suf=&sa=0&dbf=0

Materiais e Métodos 25

o Manifestacbes hemorragicas

o Sem historia de vacinagdo prévia para FA ou vacina de FA ha

menos de 30 dias

e Infeccdo pelo VFA do tipo selvagem por reagdo de cadeia de
polimerase (RT-gPCR) em sangue e/ou urina coletados na admisséo

hospitalar.

Os patrticipantes incluidos nos estudos concordaram em participar ou
apresentavam a autorizacdo de seu responsavel legal, apés o esclarecimento
dos riscos e beneficios implicitos relacionados a participacdo na pesquisa por
meio da assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido - TCLE
(Anexo A), aprovado pela Comisséo Etico-Cientifica do Departamento de
Gastroenterologia e do Departamento de Moléstias Infecciosas e Parasitarias
da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo e pela Comisséo de
Etica para Andlise de Projetos de Pesquisa (CAPPesq) do HCFMUSP,
registrados com o nimero CAAE 74535417.3.1001.0068 (Anexo B).

3.2.2 Critérios de incluséo
Foram incluidos neste estudo todos os pacientes internados no
HCFMUSP com diagnadstico confirmado de infec¢do pelo VFA por RT-gPCR
em 2018 e 2019. Na admisséao hospitalar, os pacientes foram direcionados
para internagdo em leitos de terapia intensiva ou enfermaria de acordo com a
estratificacdo de gravidade dos casos. Apos a alta hospitalar, foram

encaminhados para acompanhamento ambulatorial.

3.2.3 Critérios de exclusao
e Resultado negativo para FA em RT-gPCR em sangue e/ou urina

e Sem internacdo no HCFMUSP durante o episodio agudo de FA

e Dados insuficientes em prontuario médico
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e Individuos submetidos a transplante hepatico por conta da hepatite
fulminante da FA. A inclusdo destes casos poderia gerar fatores
conflitivos na analise, como a influéncia da imunossupressao pos
transplante na evolucdo natural da doenca ou em caso de 0Obito, se este

poderia ser atribuido a FA ou ao procedimento cirargico.

3.3 Fatores progndsticos para evolucédo grave na febre amarela

O estudo sobre fatores progndsticos (® foi realizado somente com
pacientes submetidos aos cuidados intensivos atendidos nas unidades de
terapia intensiva da Divisdo de Gastroenterologia e da Divisdo de Moléstias
Infecciosas e Parasitarias do HCFMUSP e diagnostico de FA confirmado
durante o ano de 2018. Os casos foram estratificados segundo os critérios de

gravidade clinica e/ou laboratorial:

e Alanina aminotransferase (ALT) ou aspartato aminotransferase (AST)
> 3.000 U/L; elou

e Razédo normalizada internacional (INR) > 1,5; e/ou
e Plaquetas <90.000/mm?; e/ou

e Disfuncéo renal; e/ou

e Fenbmenos hemorragicos; e/ou

e Encefalopatia; e/ou

e Instabilidade clinica

Amostras de sangue e urina foram coletadas de todos os pacientes
para analise viroldgica e os exames laboratoriais solicitados pelas equipes
meédicas assistenciais. Os seguintes exames laboratoriais realizados na
admissao do paciente foram compilados: creatinina, aménia, lipase, bilirrubina
total, lactato, bicarbonato, AST, ALT, INR e dosagem de fator V. Os exames
foram realizados na Divisdo de Laboratério Central do HCFMUSP. O indice

Chronic Kidney Disease Epidemiology collaboration (CKD-EPI) foi utilizado
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para avaliacdo de taxa de filtracdo glomerular, baseado nos niveis séricos de
creatinina, idade, raca e sexo, previamente descritos. A relagdo de AST/ALT

também foi calculada e utilizada na analise.

3.4 Hepatite tardia associada a febre amarela (HT-FA)

Posteriormente, os pacientes sobreviventes foram acompanhados
ambulatorialmente com retornos semanais enquanto houvesse alteracbes
laboratoriais, clinicas ou enquanto fosse possivel a detec¢cdo de RNA de VFA

€m SOoro ou urina.

No acompanhamento ambulatorial dos pacientes sobreviventes, a
hepatite tardia associada a febre amarela (HT-FA) foi definida como novo
aumento de AST e/ou ALT, com ou sem sintomas associados, em até seis
meses apdés melhora ou normalizacdo de funcdo hepética, conforme
descricdo semelhante observada na hepatite A 199, Concomitantemente,
novas amostras de soro e urina foram coletadas em busca de deteccédo de
material genético viral do VFA. Quando possivel, os pacientes foram

submetidos a biopsia hepatica percutanea.

Todos os pacientes foram acompanhados ambulatorialmente, mesmo
com sintomas ou assintomaticos. ApoOs a alta hospitalar, o acompanhamento
foi realizado semanalmente caso 0 RNA de VFA fosse detectavel em soro
e/ou urina, concomitantemente com exames de bioquimica e funcéo hepatica
(ALT, AST, bilirrubinas totais e fragcdes, hemograma completo, coagulograma)
sistematicamente solicitados. Apdés o RT-gPCR para VFA apresentar-se
indetectavel, os pacientes passaram a ser acompanhados mensalmente por
até seis meses apos a internacao inicial. ApGs os seis meses iniciais, foram
reavaliados duas vezes (aos 9 e 12 meses) ou antes, caso houvesse piora

clinica no periodo.
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3.5 Assisténcia a saude durante a internacédo

Durante a internacéo, a conducao clinica dos casos de FA ficou a cargo
das equipes assistenciais e constituiu-se basicamente de suporte clinico e uso
de medicaclOes sintomaticas. Alguns pacientes destas casuisticas também
foram incluidos em ensaio clinico randomizado para avaliacdo de eficacia de

sofosbuvir na fase aguda da FA (102),

3.6 Métodos laboratoriais

3.6.1 Deteccdo e quantificagcdo do RNA do virus da febre amarela

As reacbes para deteccdo e quantificacdo do RNA viral foram
realizadas no Laboratério de Gastroenterologia e Hepatologia Tropical — LIM
07 do Departamento de Gastroenterologia do HCFMUSP.

O RNA do VFA foi isolado a partir de 250 yL de amostras de soro e
urina usando o reagente TRIzol LS seguindo as instru¢cdes do fabricante
(Invitrogen™, Thermo Fisher Scientific Brand, Carlsbad, CA, EUA) e 20 ug de
glicogénio livre de RNAse foram adicionados a fase aquosa como um
transportador de RNA. O RT-gPCR para deteccdo do VFA foi realizado
usando o sistema RT-gPCR de uma etapa SuperScript 1l com DNA
polimerase Platinum Tag (Invitrogen™, Thermo Fisher Scientific Brand,
Carlsbad, CA, EUA). A regido nao codificante do VFA 5’RNC foi amplificada

usando iniciadores e sonda especificos, como descrito anteriormente (103,

Uma curva padrdo de DNA sintético foi usada para quantificar os
genomas do VFA. Cada ensaio foi projetado para incluir controles negativos
e positivos, a curva padrao e controles de referéncia. Para gerar as curvas
padrao sintéticas, um oligonucleotideo de 95 pb do VFA 5'RNC foi sintetizado
(5 - CTGCTAATCGCT - CAACGAACGGAT - AGATAGTGTTTA -
TTGCCTAGCAAC - TCGATGATAGAT - AGCAGACCAATG -
CACCTCAATTAG - CGATAT - 3’; contendo 41,1% de GC). Dilui¢cGes seriadas
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a partir de 10%° cépias/mL foram usadas para gerar a curva de padrdo para os
ensaios de RT-qPCR. Todas as amostras foram testadas em triplicata.
Quando os pacientes referiram ter sido vacinados contra a FA nos ultimos 28
dias antes do inicio dos sintomas, e suspeitava-se de doencga viscerotrépica
com periodo de incubacéo plausivel, foi realizado o RT-gPCR com iniciadores

e sondas especificas para as cepas vacinais (194,

As reacdes foram realizadas em placas de 96 pocos e executadas no
equipamento 7500 Fast Real-Time PCR System (Applied Biosystems™,
Thermo Fisher Scientific Brand, Carlsbad, CA, EUA) sob o seguinte programa
de ciclagem térmica: 50°C por 30 minutos, 95°C por 2 minutos e, em seguida,

45 ciclos de 95°C por 15 segundos e 55°C por 1 minuto.

3.6.2 Sequenciamento e genotipagem do virus da febre amarela

Para se obter fragmentos mais longos para sequenciamento
nucleotidico, o gene do envelope (E) do VFA foi amplificado utilizando primers
descritos anteriormente (199, A RT e a primeira reacdo de PCR foram
realizadas usando o SuperScript ® Il One-Step RT- gPCR System com
Platinum Tag High Fidelity (Invitrogen™, Thermo Fisher Brand, Carlsbad,
EUA) e os primers YFV 975F e YFV 1312R. A segunda etapa de PCR foi
realizada utilizando a Platinum Tag DNA polimerase (Invitrogen™, Thermo
Fisher Brand, Carlsbad, EUA) e a mesma combinag&o de primers. Amostras
positivas foram sequenciadas pelo método de Sanger para determinar o
gendtipo viral. Os produtos de PCR (317pb) foram sequenciados em um
sequenciador de DNA ABI 3500 (Applied Biosystems™, Thermo Fisher
Scientific Brand, Carlsbad, CA).

A sequéncia obtida foi alinhada com as sequéncias de referéncia
publicadas do GenBank, utilizando o software BioEdit (v. 7.0.8) e o programa
integrado CLUSTAL W %), Uma arvore filogenética foi construida usando o
método de maxima verossimilhanca usando o tempo geral reversivel (GTR)

como modelo de substituicio e 500 repeticbes de bootstrap, usando
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sequéncias da América do Sul e Africa como referéncias dos diferentes

gendtipos (97,

3.6.3 Estudo anatomopatolégico

A andlise histolégica dos fragmentos hepéticos obtidos por bidpsia
percutanea com agulha foi realizada com as colora¢des hematoxilina-eosina,
reticulina de Weigert, Perls e picrossirius. As reacdes de imuno-histoquimica
foram realizadas no laboratério de Patologia da Faculdade de Medicina da
Universidade de Sdo Paulo conforme descritos previamente @9 e baseadas
na deteccdo de anticorpo policlonal IgM caprino contra antigeno de VFA,
fornecido pelo Instituto Pasteur-Dakar, originalmente padronizado para ELISA
e validado na diluicdo otimizada de 1:20.000 com controles positivos e
negativos. A amplificagéo da reacgéo foi realizada pelas moléculas de polimero
conjugadas a peroxidase (Reveal - Biotin-Free Polyvalent HRP DAB, Spring
Bioscience, cod. SPD-125) e cromodgeno (Dako Liquid Di-amino-benzidina
[DAB] + Substrate Cromogen System, Dako, cod. K3460).

De forma independente, o antigeno de VFA foi detectado no Instituto
Adolfo Lutz (IAL), no Laboratério Central de Saude Publica do Estado. Apds
desparafinizacdo e recuperacao de epitopo induzida por calor, um anticorpo
policlonal anti-VFA de camundongo direcionado a cepa selvagem foi
empregado (Wild, cepa SP, hiperimune, IAL - SP, Brasil), otimizado na diluicao
1:10.000 com incubacao por 18 horas a 4°C, conforme previamente validado
com controles negativos e positivos. O sinal de amplificacdo foi alcancado
pelo polimero conjugado com fosfatase alcalina (MACH 4, Biocare Medical,
cat. M4U536), revelado pelo cromégeno Fast Red (Warp Red, Biocare
Medical, WR806), que produz uma coloracao vermelho-cereja. Finalmente, as
laminas foram contrastadas com Harris-hematoxilina (Merck, Darmstadt,
Alemanha). Posteriormente, este ultimo anticorpo primério na diluicdo 1:
20.000 foi testado em amostras de figado de casos com hepatite por outras

etiologias, com resultados negativos.


https://sciwheel.com/work/citation?ids=1481499&pre=&suf=&sa=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=6982923&pre=&suf=&sa=0
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3.6.4 Deteccao molecular do VFA nos fragmentos provenientes de
bidpsias hepaticas

Amostras de biopsia hepatica foram coletadas através de amostras
percutaneas guiadas por ultrassom. Fragmentos recém-congelados foram
estabilizados em RNAlater (Ambion®, Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham,
MA, EUA) homogeneizados com tampéo de lise em tubo com pérolas de vidro
gue permitiram a disrup¢ao mecéanica do tecido. Em seguida, o isolamento de
RNA total foi realizado utilizando o mirvana™ miRNA Isolation Kit (Ambion®,
Marca Thermo Fisher, Foster City, CA, EUA). Nas amostras de tecido fixadas
em formalina e embebidas em parafina (FFPE), o RNA total foi isolado de dez
secdes de 5 ym usando o Kit de isolamento de &cido nucléico total RecoverAll
(Ambion®, Thermo Fisher Brand, Foster City, CA, EUA). Todos os protocolos
de isolamento foram realizados de acordo com as instruc¢des do fabricante. O
RNA total foi eluido em 50 pyL de solucdo de eluicdo. O RNA de VFA foi
amplificado por RT-gPCR usando iniciadores e sondas especificas, conforme

descrito anteriormente.

3.7 Anéalise estatistica

3.7.1 Fatores progndsticos para evolucao grave na febre amarela

Os dados clinicos e laboratoriais dos pacientes foram coletados e
organizados em um banco de dados para serem utilizados na analise
estatistica. Para avaliar quais variaveis eram associadas com mortalidade,
pacientes foram classificados em dois grupos: sobreviventes ou fatais durante
a hospitalizacdo. As variaveis continuas foram testadas pelo teste t (diferenca
de médias de dois grupos independentes) e as variaveis categoricas foram
testadas para associacdo com 0Obito pelo teste Qui-quadrado. Apos realizar a
analise univariada, as variaveis que apresentaram valor de p<0,20 foram
selecionadas para regressao logistica binominal pelo método backward
stepwise visando determinar quais variaveis seriam melhores preditoras de

mortalidade. Em seguida, foram combinadas com método de regresséo
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logistica usando o Wald Test para calcular o valor de p para cada coeficiente

da variavel que entrou no modelo para cada fase da regressao.

A razéo de probabilidades (Odds ratio — OR) e o intervalo de confianca
de 95% foram estimados para cada variavel incluida no processo de
regressao logistica. O teste de Hosmer e Lemeshow foi aplicado para verificar
se 0 numero de 6bitos encontrado e esperado foi significantemente diferente
em cada etapa da regressao logistica. O coeficiente de determinacédo de
Nagelkerke (R?) foi calculado para cada etapa do processo de regressdo
logistica, a fim de avaliar o grau de explicacdo da morte pela combinacao de

variaveis em cada etapa da regressao logistica.

As curvas ROC (Receiver Operating Characteristic) e as respectivas
areas sob a curva foram calculadas para variaveis que permaneceram
estatisticamente significativas na previsdo da morte na Ultima etapa do
processo de regressao logistica. As curvas de sobrevivéncia foram obtidas
pelo teste de Kaplan-Meyer (K-M) usando as mesmas variaveis
independentes selecionadas na regressao logistica em sua ultima etapa. O
teste de Breslow foi utilizado para comparacdo entre as curvas. Todas as

andlises estatisticas foram realizadas no software SPSS ™ versio 21.0.
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3.7.2 Hepatite tardia associada a febre amarela (HT-FA)
Nos pacientes com HT-FA, os dados coletados foram analisados de

maneira descritiva. Varidveis categoricas foram expressas em numeros e
porcentagens. Variaveis quantitativas foram descritas em medianas e de
variacdo interquartil. Os pacientes com HT-FA foram comparados com o
grupo de pacientes sem 0 hovo aumento de aminotransferases pelo teste t de
Student.

Para as variaveis categoricas, o teste Yates-qui-quadrado ou teste
exato de Fisher foram utilizados quando apropriados. Resultados foram
considerados significantes se p < 0,05. As analises estatisticas foram feitas

usando o software Epilnfo™ verséo 7.2.3.1.
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4. RESULTADOS

Os pacientes incluidos neste estudo ao longo dos anos de 2018 e 2019
foram agrupados em duas publicagbes diferentes. A figura 9 mostra a
alocacédo dos casos de FA em cada trabalho de acordo com os critérios de

inclusdo e exclusao.
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Figura 8 - Fluxograma de selecao de pacientes internados com febre amarela no HCFMUSP nos anos de 2018 e 2019. Quadros
verdes representam pacientes sobreviventes e quadros em vermelho os casos que foram a oObito. Os sobreviventes dos dois
anos acompanhados ambulatorialmente séo representados nos quadros azuis. As areas em cinza delimitadas pelas linhas
tracejadas mostram 0s agrupamentos de casos correspondentes aos dois artigos publicados desta tese

Casadio LVB, Salles APM, Malta F de M, Leite GF, Ho Y-L, Gomes-Gouvéa MS, et al.
Lipase and factor V (but not viral load) are prognostic factors for the evolution
of severe yellow fever cases.

Mem Inst Oswaldo Cruz. 2019 May 20;114:¢190033.
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Casadio L, Nastri AC, Malta FM, Araujo J, Silva JB, Salomao J, et al.

zéblhl Late-Onset Relafslns Hepatitis As: with Yellow Fever.
N Engl J Med. 2020 May 21;382(21):2059-61.
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4.1 Fatores prognésticos para evolugao grave na febre amarela

Em 2018, 96 casos de FA foram notificados pelo Nucleo de Vigilancia
Epidemiolégica, dos quais 94 foram internados no HCFMUSP. Destes, foram
excluidos 7 pacientes submetidos ao transplante hepatico (4 falecidos e 3
sobreviventes) e 25 individuos com dados incompletos em prontuarios (8
falecidos e 17 sobreviventes). Dos pacientes internados com FA grave em
leito de terapia intensiva, 62 apresentaram todos os dados laboratoriais
completos disponiveis. Os dados laboratoriais e demograficos dos 62

pacientes incluidos no estudo encontram-se na Tabela 2.

O RNA viral de FA foi detectado em todos os pacientes. Em 59
pacientes o RNA foi detectado em amostras de soro, e em 3 pacientes 0 RNA
foi detectado apenas em amostras de urina. Apenas um paciente havia sido
vacinado anteriormente contra a FA nos ultimos 28 dias, mas o0 RT-gPCR foi

negativo para cepa vacinal e positivo para cepa selvagem.
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Tabela 2 - Dados demograficos e laboratoriais de 62 pacientes com febre amarela grave, classificados de acordo com

o desfecho sobreviventes ou 6bito. Analise univariada.

Parametro (\r{'\zlozsl) 8b='t2i) Valor de p
Idade (anos), mediana (AlQ) 42 (27,5 —-48) 45 (35,5 - 58) 0,208
Género, n (%) masculino 16 (32%) 34(68%) 0,525
Feminino 5 (41,7%) 7 (58,3%)
Dias de sintomas *, mediana (AIQ) 6(45-7) 5@-7) 0,489
ALT (U/L), mediana (AIQ) 2,694 (1,416 — 3,642) 5,009 (3,242 — 7,734) <0,0001
AST (U/L), mediana (AIQ) 3,384 (2,333 -5,097) 11,350 (6752 — 15,820) <0,0001
AST/ALT, mediana (AIQ) 1,33 (1,16 —-1,7) 2,04 (1,67 — 2,77) <0,0001
Bilirrubinas (mg/dL), mediana (AIQ) 3,38 (1,18 — 5,58) 5,85 (4,16 — 8,09) < 0,0001
CKD- EPI (mL min-1 1,73 m-2), mediana (AIQ) 85 (65,5 —114) 11 (6 — 25) <0,0001
Amobnia (umol/L), mediana (AIQ) 53 (41,5 -62,5) 90 (62,5 — 141,5) < 0,0001
Lipase (U/L), mediana (AlQ) 66 (49 — 139,5) 531 (159 — 1560) <0,0001
Fator V (%), mediana (AIQ) 90 (62 — 121,5) 32 (11-42)5) <0,0001
INR, mediana (AIQ) 1,33 (1,15-1,51) 2,5(1,97 - 3,51) < 0,0001
Lactato (mg/dL), mediana (AIQ) 16 (11 -21,5) 39 (24,5 -61,75) <0,0001
Bicarbonato (mmol/L), mediana (AIQ) 20,7 (18,95 - 23,4) 14,7 (11,7 — 18,7) < 0,0001
Carga viral (log10 copias/mL), mediana (AlQ) 6,1 (5,47 —7,05) 6,1 (5,53 -7,22) 0,623




A mediana da carga viral foi de 6,71 logio cOpias/mL (variacdo de 3,20
a 9,93 logio copias/mL) entre os pacientes hospitalizados durante os primeiros
cinco dias de sintomas e 5,77 logio copias/mL (variagéo de 3,40 a 8,48 logio
copias/mL) entre os pacientes que foram hospitalizados com mais de 5 dias
do inicio dos primeiros sintomas (p = 0,0002, IC 95%). Por outro lado, como
mostrado na Tabela 2, as medianas da carga viral ndo foram diferentes entre

0S pacientes que sobreviveram e 0os que faleceram.

Os pacientes que receberam alta hospitalar continuaram com
acompanhamento no ambulatério e foram acompanhados por pelo menos 1
ano. Sete pacientes tiveram amostras de urina e sangue examinados
semanalmente quanto a presenca de RNA viral até o teste ser negativo. Apos
o0 inicio dos sintomas, viremia e virlria estavam presentes por um periodo

maximo de 28 e 47 dias, respectivamente.

4.1.1 Anélise univariada

ApoOs andlise univariada comparando pacientes que sobreviveram a
internacdo e aqueles que faleceram, 12 variaveis explicativas foram
selecionadas para regresséao logistica (p <0,20) como preditoras de morte:
idade, CKD-EPI, amonia, lipase, fator V, bilirrubina total, INR, AST, ALT, raz&o
AST/ALT, lactato e bicarbonato (Tabela 2).



4.1.2 Regressao logistica

A regressdo logistica binomial foi realizada usando a morte como
variavel dependente e as 12 variaveis independentes listadas acima. Apés 11
etapas, apenas 2 variaveis independentes permaneceram estatisticamente
significativas no modelo de regressao logistica: lipase (OR = 1,018; IC95% =
1,007-1,030; p = 0,002) e fator V (OR = 0,955; IC95% = 0,929-0,982; p =
0,001). Pelo modelo, a lipase combinada ao fator V explicou 77,8%
(Nagelkerke R?) da previsdo de morte por FA e classificou corretamente
88,5% dos casos de morte ou sobrevivéncia. A razdo AST/ALT foi excluida na
102 etapa do processo de regressao regressiva (OR = 3,790; IC 95% = 0,958-
14,996; p = 0,058). Os resultados completos da regressédo logistica sédo

mostrados na Tabela 3.
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Tabela 3 Resultados completos da regressao logistica binomial, métodos backward stepwise, mostrando os testes
estatisticos que avaliam a significancia dos coeficientes das variaveis e a qualidade do modelo para cada etapa do

processo
Etapa  Variaveis Coeficiente  Teste Wald para Razéo de Intervalo de Nagelkerke Hosmer &
do modelo Variavel coeficientes probabi- confianca 95% R? Lemeshow Previséo correta (%)
z p lidades e p  Obitos Vivos Total
1 Idade 0,108 1,962 0,161 1,113 0,958 — 1,294 0,914 20,677 0,004 97,5 95,2 96,7
CKD 0,050 1,207 0,272 1,051 0,962 — 1,149
Amonia 0,092 1,448 0,229 1,096 0,944 - 1,274
Lipase 0,041 4,388 0,036 1,042 1,003 — 1,082
Fator V -0,149 3,007 0,083 0,862 0,728 — 1,020
Bilirrubinas -0,295 0,167 0,683 0,744 0,181 - 3,067
INR 2,608 1,478 0,224 13,573 0,203 — 909,12
ALT -0,001 0,467 0,494 0,999 0,997 — 1,001
AST 0,00002 0,002 0,964 1,000 0,999 - 1,001
AST/ALT 3,162 1,569 0,210 23,609 0,168 — 3324,3
Lactato -0,231 3,455 0,063 0,794 0,622 — 1,013
Bicarbonato -0,582 2,204 0,138 0,559 0,259 - 1,205
2 Idade 0,108 2,196 0,138 1,115 0,966 — 1,287 0,914 20,528 0,005 97,5 95,2 96,7
CKD 0,051 1,543 0,214 1,052 0,971 -1,140
Amonia 0,093 1,527 0,217 1,097 0,947 - 1,271
Lipase 0,041 4,589 0,032 1,042 1,003 - 1,081
Fator V -0,149 3,073 0,080 0,861 0,729 -1,018
Bilirrubinas -0,292 0,166 0,683 0,747 0,183 - 3,041
INR 2,646 1,788 0,181 14,100 0,292 - 681,94
AST -0,001 2,089 0,148 0,999 0,998 — 1,000
AST/ALT 3,095 2,351 0,125 22,088 0,422 — 1154,72
Lactato -0,231 3,509 0,061 0,794 0,623 - 1,011
Bicarbonato -0,584 2,298 0,130 0,558 0,262 — 1,187
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Etapa Variaveis Coeficiente  Teste Wald para Razéo de Intervalo de Nagelkerke Hosmer &
do modelo Variavel coeficientes probabi- confianca 95% R? Lemeshow Previséo correta (%)
z p lidades e p  Obitos Vivos Total
3 Idade 0,104 2,251 0,134 1,110 0,969 - 1,271 0,913 21,527 0,003 97,5 95,2 96,7
CKD 0,052 1,566 0,211 1,053 0,971 -1,142
Amobnia 0,094 1,673 0,196 1,099 0,953 - 1,268
Lipase 0,043 4,816 0,028 1,044 1,005 - 1,084
Fator V -0,171 5,180 0,023 0,843 0,727 — 0,976
INR 2,371 1,648 0,199 10,708 0,287 — 399,97
AST -0,001 2,939 0,086 0,999 0,998 — 1,000
AST/ALT 3,398 2,919 0,088 29,916 0,606 — 1476,07
Lactato -0,252 4,401 0,036 0,777 0,614 — 0,984
Bicarbonato -0,541 2,316 0,128 0,582 0,290 - 1,169
4 Idade 0,048 0,928 0,335 1,050 0,951 - 1,158 0,899 1,416 0,994 975 90,5 95,1
Amonia 0,052 0,938 0,333 1,053 0,949 - 1,169
Lipase 0,028 4,778 0,029 1,028 1,003 - 1,054
Fator V -0,123 4,768 0,029 0,884 0,792 - 0,988
INR 2,150 1,214 0,271 8,584 0,187 — 393,1
AST -0,001 1,570 0,210 0,999 0,999 - 1,000
AST/ALT 1,973 1,722 0,189 7,191 0,378 — 136,91
Lactato -0,175 3,972 0,046 0,839 0,707 — 0,997
Bicarbonato -0,163 1,101 ,0294 0,849 0,626 — 1,152
5 Amonia 0,056 1,241 0,265 1,058 0,958 — 1,168 0,891 602 1,000 95,0 90,5 934
Lipase 0,026 5,207 0,022 1,026 1,004 — 1,049
Fator V -0,107 4,848 0,028 0,898 0,817 — 0,988
INR 1,722 0,887 0,346 5,596 0,155 - 201,715
AST -0,001 1,355 0,244 0,999 0,999 - 1,000
AST/ALT 2,645 3,844 0,050 14,087 1,001 — 198,292
Lactato -0,175 3,992 0,046 0,840 0,707 — 0,997

Bicarbonato -0,129 0,935 0,333 0,879 0,677 — 1,141
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Etapa Variaveis Coeficiente  Teste Wald para Razéo de Intervalo de Nagelkerke Hosmer &
do modelo Variavel coeficientes probabi- confianca 95% R? Lemeshow Previséo correta (%)
z p lidades e p  Obitos Vivos Total
6 Aménia 0,057 1,764 0,184 1,059 0,973 -1,151 0,878 2,544 0,960 95,0 90,5 934
Lipase 0,022 4,749 0,029 1,022 1,002 - 1,043
Fator V -0,091 5,093 0,024 0,913 0,844 - 0,988
AST 0,000191 0,396 0,529 1,000 0,999 - 1,000
AST/ALT 2,819 4,860 0,027 16,768 1,367 — 205,637
Lactato -0,146 3,775 0,052 0,864 0,746 — 1,001
Bicarbonato -0,124 1,119 0,290 0,883 0,702 - 1,112
7 Amonia 0,043 1,506 0,220 1,043 0,975 - 1,117 0,875 2,597 0,957 975 90,5 95,1
Lipase 0,019 5,791 0,016 1,019 1,004 - 1,035
Fator V -0,077 6,383 0,012 0,926 0,872 - 0,983
AST/ALT 2,675 4,415 0,036 14,516 1,197 — 176,047
Lactato -0,122 4,541 0,033 0,885 0,791 - 0,990
Bicarbonato -0,150 1,856 0,173 0,860 0,693 — 1,068
8 Lipase 0,018 5,842 0,016 1,018 1,003 - 1,034 0,859 6,691 0570 925 90,5 91,8
Fator V -0,078 7,483 0,006 0,925 0,875 -0,978
AST/ALT 2,798 4,519 0,034 16,404 1,244 — 216,353
Lactato -0,080 2,530 0,112 0,923 0,837 -1019
Bicarbonato -0,064 0,638 0,424 0,938 0,802 — 1,097
9 Lipase 0,019 6,320 0,012 1,019 1,004 - 1,034 0,854 6,840 0,554 925 85,7 90,2
Fator V -0,081 8,888 0,003 0,923 0,875 - 0,973
AST/ALT 2,254 5,360 0,021 9,523 1,413 - 64,178
Lactato -0,084 3,377 0,066 0,920 0,841 - 1,006
10 Lipase 0,013 5,964 0,015 1,013 1,003 - 1,023 0,837 2,889 0,941 925 85,7 90,2
Fator V -0,066 8,576 0,003 0,936 0,895 - 0,978
AST/ALT 1,332 3,605 0,058 3,790 0,958 — 14,996
11 Lipase 0,018 9,456 0,002 1,018 1,007 — 1,030 0,778 2,234 0,973 875 90,5 88,5
Fator V -0,046 10,243 0,001 0,955 0,929 - 0,982




Resultados 44

O valor estimado de corte de lipase que maximizou a sensibilidade e
a especificidade para a previsao da morte foi de 147,5U /L (AUC = 0,879). O
valor de corte estimado do fator V que maximizou a sensibilidade e a
especificidade para a previsédo de 6bito foi de 56,5% (AUC = 0,913). Usando
esses valores de corte para lipase e fator V, curvas K-M foram construidas
para essas variaveis. Nos dois casos, a comparacao entre as curvas pelo teste

de Breslow mostrou relevancia estatistica (p<0,001). (Figura 9).

Figura 9 - Painel a esquerda: curvas de sobrevida de Kaplan-Meyer
comparando os grupos divididos de acordo com o fator V abaixo e acima de
56,5%. Painel a direita: Curvas de sobrevida de Kaplan-Meyer comparando
grupos divididos de acordo com lipase abaixo e acima de 147,5 U/L
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4.1.3 Anadlise filogenética do gene do envelope do VFA e
genotipagem

Todas as cepas isoladas foram caracterizadas como clado sul-
americano | e subclado | E. As amostras de Sdo Paulo se agruparam com as
cepas encontradas em 2017 nos estados brasileiros de Minas Gerais e
Espirito Santo (Figura 10) (7. 18, 45,70, 82,108-111)


https://sciwheel.com/work/citation?ids=8069362,8069360,8069478,8069145,7010752,7007774,6774666,13686266,12825036&pre=&pre=&pre=&pre=&pre=&pre=&pre=&pre=&pre=&suf=&suf=&suf=&suf=&suf=&suf=&suf=&suf=&suf=&sa=0,0,0,0,0,0,0,0,0&dbf=0&dbf=0&dbf=0&dbf=0&dbf=0&dbf=0&dbf=0&dbf=0&dbf=0
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Figura 10 Genotipagem do virus da febre amarela baseada em analise
filogenética usando o método de maxima verossimilhanga usando o tempo
geral reversivel como modelo de substituicdo e 500 replica¢des bootstrap.
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4.2 Hepatite tardia associada a febre amarela

4.2.1 Descricao clinico-laboratorial

Nos anos de 2018 e 2019, dos 71 pacientes sobreviventes apos a FA
aguda, 58 foram acompanhados no ambulatério de Moléstias Infecciosas do
HCFMUSP e 26 desenvolveram HT-FA (45% - 26 de 58 pacientes). O
aumento da ALT foi percebido de 25 a 128 dias (mediana de 41 dias) apés o
inicio do quadro agudo inicial de FA. ldade, género, gravidade da doenca e
tratamento de suporte utilizado na internagédo ndo foram diferentes entre os
grupos com e sem HT-FA. A Tabela 4 apresenta os dados laboratoriais e

clinicos de ambos os grupos.
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Tabela 4 Caracteristicas dos 58 pacientes com febre amarela, de acordo

com o status em relacdo a hepatite tardia associada a febre amarela (HT-
FA)

Diferenca de

Com HT-FA  Sem HT-FA Proporgoes
om HT- em HT- o
n=26 n=32 (IC 95%) T
pontos
percentuais

Caracteristicas dos pacientes e cuidados de salde durante a
hospitalizacdo por FA

Sexo masculino — n (%) 23 (88) 25 (78) 10 (-9 a 29)
Idade (anos)
_ média (AIQ) 38 (28 — 48) 44 (29 - 51) -
indice de massa corporal
24 (22 -31 24 (22 - 28)* -
— meédia (AIQ) ¥ ( ) ( )
Pico ALT >3000 U/L
durante a fase aguda — n 6 (23) 10 (31) -8 (-30 a 14)
(%)

Tratamento de suporte — n (%)

Hospitalizagdo em

terapia intensiva 18 (69) 27(84) "15(-36 2 6)
Ventilagdo mecanica 6 (23) 4(12) 10 (-92 a 30)
Troca plasmatica 6 (23) 8 (25) 2 (-23 a 20)
Hemodidlise 5(19) 8 (25) 5(-27 a 15)
Uso de sofosbuvir 10 (38) 12 (38) 0 (-24 a 26)
Duracao de
hospitalizacao (dias) — 10 (7 — 20)** 10 (8 — 25)
meédia (AIQ)

* Dados disponiveis somente de 31 pacientes. ** Dados disponiveis somente
de 25 pacientes

Valores com o simbolo “t”: médias = desvio padrdo. ALT: alanina
aminotransferase; AlQ: amplitude interquartil; FA: febre amarela

T A diferenca é relatada para pacientes com hepatite recidivante de inicio
tardio, em comparacao com pacientes sem essa condicao.

1 Oindice de massa corporal é o peso em quilogramas dividido pelo quadrado
da altura em metros.
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Tabela 5 - Caracteristicas clinicas dos pacientes com hepatite tardia
associada a febre amarela (HT-FA)

Caracteristicas clinicas dos pacientes com hepatite tardia associada a
febre amarela

(n = 26)
Dias entre o inicio do quadro agudo de FA até o 75 %22
novo pico de ALT — média + DP
Dias entre a alta hospitalar até o novo pico de ALT — 59+19
média + DP

Pico de ALT — n (%)

<300 UL 7 (27)
300-1000 U/L 10 (38)
>1000 U/L 9 (35)

Duracao de ALT alterada (dias) — mediana (minimo e 115 (51-176)
MAaximo)

Bilirrubinas totais - n (%)

0.1-1.0 mg/dl 4 (15)
1,1-1,49 mg/dL 11 (42)
1,5-5,0 mg/dL 8 (31)
5,1-10 mg/dL 1(4)
>10 mg/dL 2 (8)
Presenca de sintomas - n (%)
Sem sintomas 15 (58)
Dor em abdome superior 8 (31)
Astenia 7 (27)
Mal-estar 5(19)
Nausea 3(12)
Gosto amargo 2 (8)
Mialgia 1(4)
Vomitos 1(4)
Dispepsia 1(4)

Valores com o simbolo “t”: médias + desvio padrdo (DP). ALT: alanina
aminotransferase
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Os sintomas referidos pelos pacientes com HT-FA foram moderados,
ou seja, interferiam na qualidade de vida diéria, mas ndo impediam atividades
rotineiras. Apenas um dos pacientes referiu reducéo da capacidade de realizar
suas atividades diarias. Onze pacientes (42%) relataram pelo menos 1
sintoma e os mais comuns foram dor no abdome superior e astenia. A tabela
5 mostra os sintomas e alteracdes laboratoriais somente nos pacientes com
HT-FA. Somente um paciente apresentou RT-qPCR detectavel em soro apos
retorno do aumento de aminotransferases. Dos 26 pacientes, 6 receberam
prednisona (dose inicial 40 mg/dia), mas o desfecho n&o foi diferente dos

demais pacientes que nao receberam corticosteroides (p = 0,95).

Na investigacdo de outras causas de lesao hepatica aguda, 20 de 26
pacientes apresentavam IgG reagente para hepatite A, todos com IgM néo
reagente; 12 pacientes com sorologia reagente somente para Anticorpo contra
o antigeno de superficie da Hepatite B (anti-HBs) e posteriormente os demais
encaminhados para adequacao vacinal para faixa etaria. Na investigacao de
causas de hepatites autoimunes, o anticorpo antimusculo liso foi reagente em
6 pacientes (titulos 1/20 a 1/40, padrao vascular e glomerular). Somente um
paciente apresentou fator antinicleo (FAN) reagente (titulo 1/80, padréo

pontilhado).
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4.2.2 Descricdo anatomopatoldgica

As 9 bidpsias hepéaticas provenientes de puncédo com agulha Gauge-16
apresentavam predominio notavel de necroinflamacéo, varios pontos de
necrose focal, apoptose e degeneracdo hidropica encontradas em todas as
zonas lobulares, mas sem a predominancia de acometimento médio-zonal
tipico da FA. A hipercelularidade e hipertrofia das células de Kupffer foram
marcantes em todos 0s casos, juntamente com namero variavel de leucocitos
mononucleares e alguns eosindfilos. Necrose confluente foi encontrada em 5
casos. Embora o edema portal e a inflamagdo moderada com
transbordamento tenham sido moderados em 3 casos e focais em outros 2
casos, hepatite de interface ou fibrose portal ndo foram evidentes em nenhum
caso. Apenas um caso, com pequena inflamacdo, apresentou esteatose
macrovesicular em 40% dos hepatdcitos (Figura 11, A-D). A pesquisa imuno-
histoquimica do antigeno VFA foi positiva em todos os casos, mas,
diferentemente da FA tipica, a principal imunomarcacgéo foi encontrada no
citoplasma das células de Kupffer e apenas em quantidades minimas nos
hepatdcitos necroapoptoéticos (Figura 11 E, F). Todos os pacientes, exceto
um, apresentavam RNA de VFA detectavel nos tecidos de amostra
analisados. As imagens da Figura 11 encontram-se em maior resolu¢cao no

Anexo C.
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Figura 11 - A. Padrao tipico de “hepatite lobular” com apoptose e necrose focal de hepatdcitos. As células de Kupffer sao
hipertréficas; B. Necrose confluente permeada por leucécitos diversos, mono e polimorfonucleares. As células de Kupffer
hipertréficas sao visualizadas em sinusdides dilatados; C. Edema portal moderado e infiltrado inflamatério misto apresentam
focos de transbordamento; D. Esteatose macrovesicular, ndo reminiscente de febre amarela aguda, foi encontrada em apenas
um caso, com inflamacg&o lobular e portal minima; E. Detec¢do imuno-histoquimica do antigeno da febre amarela (FA-AQ) quase
restrita ao citoplasma das células de Kupffer hipertréficas nesta area de inflamacgéo lobular minima. F. FA-Ag imuno-corado.
Imagens em melhor resolucédo no anexo C.
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5. DISCUSSAO

Durante os anos de 2018 e 2019, foram notificados 2.585 casos de
FA no Brasil e 571 casos no estado de Sao Paulo com 133 destes internados
no HCFMUSP (30.56.83,849) 'Em 2018, nos 62 casos de FA grave internados em
leito de terapia intensiva avaliamos os fatores progndésticos para evolucéo do
Obito e as variaveis relacionadas com o prognéstico letal. Dos casos
sobreviventes de 2018 e 2019, originou-se a segunda parte deste trabalho
com a descricdo de novo aumento de aminotransferases, acompanhado ou
ndo de sintomas, em pacientes sobreviventes ao episodio inicial de FA,

ocorréncia denominada hepatite tardia associada a FA (HT-FA).

A FA é uma doenca ainda responsavel por epidemias em regides da
América Latina e Africa subsaariana, com grande contingente populacional
em areas para risco da patologia e com cobertura vacinal variavel de acordo
com as condicbes demograficas e econdmicas dos paises em questao.
Embora seja dificil estimar a verdadeira incidéncia e mortalidade dadas as
caracteristicas espectrais da doenca, 0os casos que requerem hospitalizacao
podem evoluir ripida e gravemente para desfechos fatais, exigindo
intervencdes imediatas e de alta complexidade. Prever a probabilidade de
evolucao grave através da mensuracao das alteragdes clinicas e laboratoriais
e estratificar disfuncdes organicas auxilia a distinguir casos de gravidade

potencial para servi¢cos de referéncia.

O direcionamento de estruturas de saude e cuidados apropriados
para cada nivel de complexidade devem ser orientados de acordo com a
gravidade dos casos. Em tais locais, haveria disponibilidade de suporte
avancado de vida e leitos de terapia intensiva, bem como outras terapias de
suporte especifico como troca plasmatica, reposicdo de hemocomponentes,
ventilacdo mecanica, dialise e transplante hepatico. Estes recursos
constituem uma demanda financeira consideravel e por centros de referéncia

especializados, com atendimento terciario-quaternario. Prognosticar a
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evolucdo dos casos graves de FA possibilitaria melhor distribuicdo e uso
racional destes recursos ja entendidos como escassos nos sistemas de

saude.

A partir do momento que sao avaliados com potencial de gravidade,
0s casos de FA devem ser internados para monitorizagdo intensiva com
vigilancia ativa e sistematica de disfungbes de mudltiplos o6rgéaos,
especialmente com a execucdo de exames que avaliem a evolugdo da
coagulopatia da FA. Intervencbes para evitar a descompensacao com
fenbmenos hemorragicos podem ser um dos alvos terapéuticos promissores
nessa populacdo especifica de pacientes. Paralelamente, 0s casos
sobreviventes a fase aguda inflamatéria da doenga necessitam de
acompanhamento em servicos especializados para monitorizacdo de
possiveis sequelas decorrentes da internacao hospitalar ou da prépria doenca

em Si.

ApOs os anos de 2018 e 2019, foi possivel abordar a FA sob a 6tica
dos conhecimentos atuais em terapia intensiva, biologia molecular, anatomia
patolégica e com o monitoramento em tempo real de casos humanos e

epizootias.

A epidemia de FA nos anos de 2018 e 2019 € sem precedentes na
historia moderna brasileira. O niumero de Obitos e a populacdo exposta a
doenca sem vacinagdo prévia e a migracao da incidéncia dos casos pelo
territério brasileiro desafiou autoridades sanitarias para antecipacdo de
vacinacdo de bloqueio em locais provaveis para as proximas infeccoes.
Embora haja relatos de surtos prévios de FA no Brasil, desde o inicio do
século XX a circulacdo do virus estava restrita somente a areas da regido

amazonica até meados de 2015 (72,
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5.1 Apresentacdao clinica distinta e mortalidade em casos internados

Nos anos de 2018 e 2019, os pacientes referenciados ao Hospital
das Clinicas com diagndstico confirmado de FA apresentavam quadro clinico
e laboratorial diferentes do descrito na literatura classica 4 25 112 com
evolucdo rapida de apresentacdo oligossintomatica para sonoléncia e/ou
crises convulsivas, manifestacdes hemorragicas e choque franco, alteracbes
pouco responsivas as medidas de suporte clinico empregadas resultando em
Obito frequentemente. Este desfecho dos casos graves de FA considera-se
multifatorial: choque hemorragico pela coagulopatia, crises convulsivas com
edema cerebral, acidose metabdlica refratéria e disfuncdes de mdaltiplos
orgaos e sistemas, em concordancia com estudos semelhantes publicados na

mesma época (0. 31, 113),

Em publicacdes consagradas da fisiopatogenia da FA (14 25 112) g
doenca é dividida em fases distintas. A fase critica de intoxicacao, precedida
pela fase de remissdo, seria caracterizada por alteragcdes clinicas e
laboratoriais graves e viremia ausente. Em nossa experiéncia, a remissao nao
foi percebida e a viremia seguiu detectavel durante a fase de intoxicacéo,
diferentemente da previamente descrita detec¢éo viral em sangue limitada até
0 aproximadamente a primeira semana de sintomas. Ja a deteccdo do RNA
viral na urina, embora ja padronizada para diagnostico de FA 6% mostrou-se

prolongada conforme demonstrado em outros estudos do mesmo periodo ¢4
114, 115).

Estes fatos confrontam esta descri¢cdo consolidada da FA como uma
doenca marcadamente bifasica e com viremia de curta duracdo. Esta
percepcdo €& também consequéncia do acesso a técnicas de biologia
molecular modernas e mais sensiveis do que em periodos anteriores, onde
os casos de FA puderam ser acompanhados em tempo real com técnicas de

amplificacdo de acidos nucléicos para a deteccdo e quantificacéo viral.

A descrigéo classica da FA consiste em ictericia febril e a vigilancia

de casos suspeitos antes baseava-se na descricdo sindrémica. Desde os
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relatos antigos do periodo brasileiro colonial, aos relatos de surtos de FA no
sul dos EUA e América Latina, a ictericia € cardinal, muitas vezes
acompanhada posteriormente de vomitos enegrecidos. O préprio nome da
doenca — febre amarela — pressupde a presenca de ictericia para o
diagnastico clinico. Previamente ao periodo descrito neste trabalho, os casos
atendidos nos servigos de referéncia para doencas infecciosas em Sao Paulo
eram casos pontuais de viajantes contaminados por auséncia de vacinacao
adequada para FA ou ndo responsivos a vacinagdes prévias. Quando ocorria
a admissdo em algum servico de saude, 0s casos muitas vezes ja se
encontravam ictéricos e o periodo inicial ja havia passado. Em nossa
casuistica, a ictericia foi detectada de maneira mais tardia do que o esperado,
principalmente nos pacientes que sobreviveram aos dias iniciais da doenca e
aos desafios de uma internacdao prolongada em terapia intensiva com o0s

riscos inerentes a este cenario.

Embora a mortalidade da FA nos estudos varie consideravelmente a
depender do tipo de populacédo estudada, os casos incluidos neste trabalho
sao os de maior gravidade e, consequentemente, maior mortalidade nesta
populacdo de pacientes criticos. Entretanto, tal selecdo de pacientes
provavelmente representa uma parcela menor do total de infectados. Os
critérios para referenciamento dos casos com potencial de gravidade foram
definidos inicialmente por um conjunto de especialistas e consideravam
alteracdes laboratoriais em exames rotineiros disponiveis em locais com
recursos tecnoldgicos escassos. Assim, é provavel que haja uma parte da
populacdo no mesmo local e periodo que os pacientes incluidos, também
infectados pelo VFA e apresentaram casos mais brandos da doenca, sem

necessidade de procura por servi¢o de saude especializado.
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5.2 Fatores de risco para 6bito na FA

Determinar os fatores de risco para discriminar quais pacientes
tenderiam a evoluir para forma critica da doenca, quais seriam os sinais de
alarme para febre amarela grave e como detecta-los precocemente € um dos
objetivos deste estudo. Apesar da evolugéo para 6bito ou sobrevida possa ser
multifatorial, é possivel identificar com antecedéncia os pacientes com
potencial gravidade, através da correlacdo das variaveis clinicas e
laboratoriais com o desfecho 6bito. Na analise univariada, as variaveis
preditoras de morte — idade, CKD-EPI, aménia, lipase, fator V, bilirrubina total,
INR, AST, ALT, razdo AST/ALT, lactato e bicarbonato, apresentam
consonancia com estudos semelhantes (30 31, 37, 40, 56-58, 113) ' gnde o nivel de
alteracdo em tais exames denota alteragfes organicas ja importantes no
metabolismo do individuo. Porém, na analise multivariada, somente o fator V
e a lipase se mostraram varidveis independentes e estatisticamente
significativas para risco de 6bito. Os pontos de corte sugeridos (lipase maior
que 147,5 U/L e fator V menor que 56,5%) parecem determinantes para
identificar antecipadamente o0s casos com potencial gravidade com

possibilidade de talvez janela terapéutica para intervencoes.

Embora os resultados de fatores laboratoriais preditores de o6bito
sejam semelhantes com outros relatos, a medida de lipase e fator V parece
ser exclusiva de nossa casuistica. A analise destes dois marcadores nao foi
feita nos demais estudos pois provavelmente os demais centros nao dispéem
de facil acesso a esses exames, rotineiramente, visto custo consideravel para

sua execugao.

5.3 Envolvimento pancreatico e dosagem de lipase

A pancreatite é inflamacdo do tecido pancreatico e pode ser

diagnosticada na presenca de dor abdominal, aumento das enzimas
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pancreaticas e por alteracdes radiologicas tipicas em exames radioldgicos
abdominais 116), Quando ha acometimento pancreatico junto com a resposta
inflamatoria exacerbada e disfuncfes organicas, a mortalidade da pancreatite
por si s6 ja aumenta exponencialmente, mesmo em causas classicas nao
infecciosas (17, Tais alteracGes contribuem para o choque em
retroalimentacao positiva da piora desta inflamacao sistémica conjuntamente

com a faléncia de multiplos 6rgdos e sistemas (118 119),

A inflamacdo pancreética nos casos graves de FA internados em
unidade de terapia intensiva foi confirmada pelas alteracGes laboratoriais,
radiolégicas e histopatoldgicas. Dentre as causas infecciosas de pancreatite,
a etiologia viral ja foi relatada inclusive por outros flavivirus como Dengue (129),
West Nile 121 e Rocio (1?2, Um caso fatal de FA com envolvimento pancreatico
foi descrito em um paciente chinés que adquiriu esta infeccdo em Angola 2.
Neste relato, ha a descricdo de alteracdes pancreaticas na autépsia e de
aumento da lipase na evolucdo clinica e laboratorial. JA nas autopsias
realizadas em pacientes pos transplante hepatico por FA, foram evidenciados
edema do parénquima, hemorragias e esteatonecrose da gordura
peripancreatica. Na microscopia, houve a presenca de pancreatite isquémica
e de reperfuséo, associado com dano endotelial difuso e deteccdo de antigeno
de FA por imunohistoquimica, mas nao se percebeu infiltrado inflamatério no
parénquima e nem sinais de vasculite. Nessa amostra, a deteccao de RNA de
VFA no tecido pancreatico foi possivel em 2 pacientes %, embora o achado
de pancreatite ndo tenha sido descrita na infec¢ao pelo VFA experimental em

roedores (123,

Ha duas explicacdes para o envolvimento pancreatico na FA grave:
consequéncia direta do choque hemorragico com hipoperfusdo do
paréngquima pancreético ou até mesmo a acao viral direta do VFA neste 6rgéo.
A escassez de relatos de pancreatite como evento relevante na FA grave pode
ser consequéncia da maior restricdo de recursos diagnosticos nos surtos
anteriores de FA. No entanto, nosso achado da lipase como variavel

independente associada ao Obito reforca a importancia da pancreatite na
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fisiopatogenia das formas graves, contribuindo para a deterioracdo e

instabilidade clinica.

5.4 Insuficiéncia hepética aguda, coagulopatia e fator V

A definicdo de insuficiéncia hepatica aguda (1* é uma elevacédo de
duas a trés vezes acima do limite superior da normalidade das
aminotransferases como um marcador de lesédo hepética, associada a funcéo
hepatica prejudicada, ou seja, ictericia e coagulopatia, em um paciente sem
doenca hepatica cronica prévia. Esta descricdo clinica originou-se de
observacbes de hepatotoxicidade relacionada a medicamentos, mas €

aplicavel a outras apresentacdes de outras etiologias.

Em 1969, Dennis et al. j& haviam estudado a FA em macacos onde
descreveu a FA como "doenca febril que se apresenta de forma moderada a
fulminante, com insuficiéncia hepética, albumindria, manifestacbes
hemorragicas, coma e o0bito" 25 e a presenca de sangramentos foi
visualizada na luz de 6rgdos do trato gastrointestinal. Nos exames de
coagulacao, percebeu-se uma tendéncia a plaquetopenia com o passar dos
dias apds a inoculagédo e o alargamento de tempos de coagulacdo das vias

intrinseca e extrinseca.

A FA é uma doenca hemorragica e a causa mortis principal costuma
ser o chogue hemorragico, onde a producdo de fatores de coagulacdo
prejudicada pela lesdo hepatica ocorre conjuntamente com o consumo de
fatores de coagulacao pela disfungcéo de multiplos érgéos e sistemas. Embora
seja 0 modelo de estudo de febres hemorragicas virais, pouco se sabe sobre
quais vias da coagulacéo estariam prejudicadas nesta doenca. Um modelo in
vivo em cobaias com hepatdcitos e posteriormente infectadas com o VFA
mostrou que altos valores de D-dimero, produto da degradacdo da fibrina
demonstraria ativagao de coagulagéo intravascular disseminada (CIVD), fato
também visto na febre hemorragica causada pelo virus Ebola *29. A

coagulopatia também poderia sofrer retroalimentacdo positiva do estado
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hiper-inflamatorio, onde a infeccdo de células de Kupffer e de células
endoteliais poderia contribuir para o consumo de fatores de hemostasia. A
presenca da coagulopatia antes da necrose macica do parénquima hepatico
demonstra que tal alteracdo seria ndo s6 da diminuicdo de producdo de
fatores, mas também do consumo acelerado visto o0 aumento exacerbado de

produtos de degradacéo do fibrinogénio com a fibrinélise ativa e continua.

O fator V também é conhecido como proacelerina ou fator labil e foi
descrito por Paul Owen em 1947 (126)_ Consiste em uma glicoproteina que faz
parte da cascata de coagulacao, sintetizada pelo parénquima hepatico e pelos
megacariocitos. E uma proteina de alto peso molecular que circula no sangue
sob a forma de proé-fator para o fator V ativado, que ligara ao fator X ativado,
promovendo a ativagdo de protrombina para trombina, que por sua vez,

converte o fibrinogénio em fibrina 27,

Baixos niveis de fator V em casos de faléncia hepatica aguda séo
utilizados como indicadores de necessidade de transplante hepatico e estao
relacionados ao progndéstico de hepatites fulminantes (28 129 Possui forte
relacdo com faléncia hepatica aguda, onde a dosagem do fator V cai
rapidamente e valores abaixo de 20% apresentam boa correlacdo com
sobrevida de pacientes com insuficiéncia hepatica aguda por paracetamol ou

outras causas de faléncia hepatica aguda.

Outras patologias infecciosas que também sdo diagndsticos
diferenciais de FA como leptospirose, infeccéo pelos virus Ebola 139, dengue
(131) hepatite pelo virus delta 132 e febre maculosa brasileira (133 também
apresentam no seu espectro manifestacbes hemorragicas. Tais
manifestagbes podem ser provocadas pela inflamagdo excessiva que
contribui para a coagulopatia de consumo, explicada pelos altos valores de D-
dimero e baixos valores de fatores de coagulacdo, muitas vezes também

evoluindo para CIVD.

Ainda que os niveis baixos de fator V possam ser explicados pela
necrose macica do parénquima hepético, a FA parece ter uma via peculiar de

coagulopatia, visto que somente isso nao seria suficiente para explicar as
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discrasias hemorragicas observadas. O consumo do fator V na FA grave vista
pela queda acentuada e abrupta mostra que o consumo de fatores de
coagulacdo e sua nado reposicdo pelo figado lesado tem implicacbes
importantes para a homeostase da coagulagdo sanguinea. A insuficiéncia
hepatica aguda na FA, manifestada pela coagulopatia, culmina no choque
hemorragico e pode ser antecipada pela avaliacdo do fator V, com alta

probabilidade de 6bito quando o fator V atinge niveis abaixo de 56%.

A coagulopatia também foi percebida por Romero e Trejos na
descricao dos 157 casos de FA na epidemia do Panama e Costa Rica, quando
descreveram hematémese e melena em 41 casos dos 43 que foram a Obito
(134 A ictericia também nao foi percebida inicialmente. Solucos, convulsdes e
oliguria, proteindria e aumento de ureia também foram descritos nos casos
que evoluiram de forma fatal. A andlise da urina, ureia sanguinea, o
hemograma e especialmente a porcentagem de protrombina foram fatores

prognosticos para mortalidade (3%,

Em 1973, Borges et al. #30 publicaram uma coorte de 6 casos
atendidos com FA em Goiania-GO, onde as manifesta¢cdes hemorragicas,
principalmente digestivas, apareceram muito antes da ictericia e de outros
sinais de comprometimento hepético. Essa observagdo levou os autores a
hipotetizar que a coagulopatia fosse por consumo de fatores como descrito
por Dennis et al. em 1969 em estudos in vivo. Ressalta-se que nesta mesma
casuistica, foi observado também o comprometimento renal consideravel. Na
fase hemorragica, os achados mais relevantes de acordo com a tecnologia
disponivel na época foram a plaquetopenia, retracdo deficiente do coagulo,
hipoprotrombinemia, hipofibrinogenemia acentuada além de deficiéncia de
fatores V, Vil e IX.
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5.5 Dano hepético e arelacdo AST/ALT

As aminotransferases hepaticas encontram-se armazenadas no
citosol de hepatdcitos e em menores quantidades em outros 6rgdos, como
baco, rins, coragdo, sistema nervoso central, pancreas e musculos @39, O
aumento das aminotransferases dosadas no soro € decorrente de lesdes
hepaticas que causem perda da integridade da membrana plasmatica dos
hepatdcitos, com evolugdo ou ndo para necrose posterior 138), As causas para
a elevacdo das aminotransferases podem ser desde isquemia hepética,
toxicidade medicamentosa a agentes hepatotropicos diretos, como as
hepatites virais sendo estas Ultimas responsaveis por elevacbes mais

exacerbadas (139),

Antes do avanco dos métodos sorolégicos e moleculares para o
diagndstico preciso de hepatites agudas, em 1957, De Ritis e colaboradores
(139) tentaram estimar a etiologia e progndstico clinico de casos com lesbes
hepaticas através da razdo de AST/ALT. De maneira geral, nos casos com
ALT menor que AST, a hepatite aguda de etiologia alcodlica seria mais
plausivel. JA quando os niveis de ALT eram maiores que os de AST, a
etiologia provavel poderia ser hepatite aguda viral e quando houvesse
tendéncia a inversao desta relacdo, deveria se manter vigilancia pelo risco de
insuficiéncia hepética aguda fulminante, principalmente se AST/ALT > 2,0.
Dados sugerem que se a ALT se encontra entre 200 e 500 U/L e a relacéo
AST/ALT é acima de 1,5 ha 40 vezes mais chance de aumentos de ALT para
niveis acima de 1.000 U/L em poucos dias. Ainda sobre o progndstico da
relacdo, o intervalo de confianca de 95% para evolucéo para Obito € com a
relacdo AST/ALT entre 1,2 e 2,3 enquanto para sobreviver é de 0,2 a 0,6 49,
A relacdo AST/ALT é utilizada em diversos cenarios como fator prognéstico
para hepatopatias em geral e até mesmo para avaliar o progndstico de

pacientes com COVID-19 grave (41, 142),

Na analise univariada, a relacdo AST/ALT nao resultou como variavel

independentemente relacionada ao 6bito (p = 0,058), entretanto, a tendéncia
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a significancia estatistica € plausivel pela observacéo clinica e demonstrada
por outros estudos semelhantes. O aumento de AST esta relacionado ao
envolvimento generalizado de diferentes 6rgdos (baco, coracdo, rins,
intestinos e pancreas) além dos danos importantes no tecido hepatico. A
dosagem de aminotransferases também apresentou relagdo com desfecho
fatal na FA grave nos trabalhos de Kallas et al. ®%, Ribeiro et al. ®® e
Escosteguy et al. ¢, Tal relagdo é explicada pelo envolvimento sistémico
generalizado nos casos de FA grave, onde razdes AST/ALT mais altas talvez

possam predizer casos mais graves e maior risco de obito.

5.6 Carga viral do VFA

Quando avaliada nos primeiros cinco dias de sintomas referidos
comparada com a dosagem em pacientes apdés o 5° dia, a carga viral
apresentou significancia estatistica nestes dois grupos. Contudo, quando
avaliadas as médias de carga viral do VFA e os desfechos sobrevida ou 6bito,
ndo foi possivel evidenciar uma associacdo. Essas duas afirmacbes
expressam que a historia natural da doenca e a resposta do hospedeiro
produzem uma queda esperada e gradual da viremia, mas a partir de certo
ponto, a reacdo imune provocada pela infeccdo néo seria mais dependente

diretamente da quantidade de particulas virais existentes naquele momento.

A resposta imune desencadeada pela infec¢ao viral € necessaria para
contencgdo da viremia, mas também seria desencadeante para a tempestade
de citocinas e inflamacao descontrolada com prejuizo para o hospedeiro. Esta
inflamag&o se comportaria com retroalimentagéo positiva de quanto maior a
inflamacéo, maior a lesdo hepatica, mais acentuada evolui coagulopatia,
causando mais disfungbes organicas e maior gravidade, em uma espiral
descendente de cascata inflamatéria. Embora divergente da publicacdo de
Kallas et al. 9, a casuistica de ambas as coortes foi diferente na gravidade
dos casos, com a inclusdo de pacientes de diferentes perfis clinicos, inclusive

casos de enfermaria com menor gravidade.
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5.7 Reservatorios virais possiveis, deteccdo prolongada em sangue e

urina

A deteccdo de material genético viral por periodos prolongados em
sangue e urina, bem como o potencial de reservatorios virais para recorréncia
de inflamacdo hepatica é registrada em descricdes prévias (6 143, 144) ¢
também ja existem publicadas observacdes semelhantes deste fenémeno,

inclusive no periodo epidémico recente (9395, 97,110, 145)

Alguns flavivirus séo identificados no tecido renal e na urina em
modelos animais e em doenc¢a em humanos, inclusive alguns associados com
doenca renal (146.147) A presenca de RNA de VFA em tecido renal é descrita
por De Brito em 1992 (148) e confirmado posteriormente em 2018 ?? com
imunohistoquimica positiva nos tubulos renais e RT-qPCR com detec¢éo de
RNA do VFA no parénquima renal. A proteinaria também é um marcador de
gravidade desde estudos antigos, mas o mecanismo exato de lesao renal

ainda precisa ser esclarecido.

A leséo renal aguda avaliada pelo indice CKD-EPI tem importancia
para a evolucao grave e foi significativa na analise univariada. O dano renal
na FA é descrito tanto por estudos mais antigos que relacionam a presenca
de proteindria com pior evolucédo 4% como também em estudos mais recentes
(113, 146, 150) ' Os mecanismos exatos de lesdo renal na FA ainda ndo foram
totalmente esclarecidos, mas acredita-se que a lesao renal aguda evidenciada
pelo aumento de creatinina, oliguria, acidose, uremia e necessidade de terapia
de substituicdo renal possa ser deflagrado pela inflamacédo desenfreada e
outras disfungbes organicas — faléncia hepatica aguda, choque hemorragico

e toxicidade induzida por depdsitos de bilirrubinas no parénquima renal.

A presenca de material genético viral em urina é utilizada também
para diagndstico etioldgico > 151 mas a deteccdo persistente do material
genético viral em amostras de urina de alguns pacientes por até 47 dias apés
0 inicio da doenca sugere que 0 virus possa persistir no parénquima renal por

mais tempo apos a fase aguda da doenca. Esses resultados estdo de acordo
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com o relato de caso mostrando deteccao viral persistente na urina e sémen
21 dias ap6s episddio de FA 6% e a presenca de RNA viral nos rins e testiculos
(29, 110) reforca a ideia de possiveis reservatorios no trato urogenital. Os
reservatoérios poderiam ser fonte de novos virions que infectaram os novos
enxertos em caso de transplante hepatico e até de ativacdo imune posterior a
fase aguda inicial. Outros 6rgaos também poderiam servir de reservatorio,
como baco, medula Ossea, o proprio figado e células do sistema

imune/reticulo-endotelial.

A FA deve ser entendida ndo como uma doenca exclusiva do figado,
mas como uma doenca sistémica que afeta diversos 6rgaos e sistemas (3 110)
por tempo prolongado além da fase aguda descrita inicialmente. Isto pode ser
percebido pelas alteracdes laboratoriais indicativas de comprometimento
sistémico nos casos graves de FA internados em UTIl. O aumento de CPK,
DHL, leucopenia e outros marcadores como lipase, amilase, creatinina,
leucopenia e queda dos fatores de coagulagdo, sistema nervoso,
oftalmopatias séo indicativos de tal comprometimento sistémico, embora
ainda permaneca em investigagcédo se sao decorrentes de acao direta viral ou
se fazem parte da resposta imune a infeccéao viral. No caso dos pacientes
submetidos a transplante hepatico, o fato do enxerto ser infectado novamente
pelo VFA mostra que embora seja 0 6rgao mais profundamente acometido,
também néo € o Unico. Em teoria, retirado o 6rgdo em faléncia e substituido
por outro sao, haveria a plausibilidade biolégica para resolucdo ou

abrandamento da doenca se fosse restrita somente ao tecido hepatico “8-59),
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5.8 Hepatite tardia associada a FA (HT-FA)

A hepatite tardia associada a FA € uma manifestacéo recidivante de
inflamacdo do parénquima hepatico vista pelo aumento subsequente de
aminotransferases posterior a fase aguda da doenca, percebida entre 1 e 4
meses apos 0s sintomas iniciais de FA. Os pacientes podem ter aumento das
aminotransferases sem sintomas ou apresentar sintomas inespecificos, como
dor abdominal superior, mal-estar e fraqueza. Em alguns pacientes observou-
se também um aumento das bilirrubinas totais e ictericia clinica. Em nossa

amostra, o curso clinico foi benigno com recuperacéo clinica completa.

Ha poucas descrices deste fendmeno na literatura cientifica e ele
ndo é ressaltado nas publicacbes utilizadas como referéncia. Durante
epidemia de FA ocorrida na Nigéria década de 70, os casos atendidos em um
servico de referéncia foram submetidos a bidpsia hepatica durante a fase
aguda e na convalescenca, visto que o diagndstico etiolégico de FA muitas

vezes so6 era acessivel através de estudo histopatoldgico (444,

Em publicagbes mais atuais, consta o relato de dois turistas franceses
gue adquiriram FA no Brasil em 2018 que posteriormente desenvolveram um
novo aumento de aminotransferases, mas nesses 2 casos ndo foram
realizadas biopsias hepaticas ). Ainda deste periodo também ha relatos de
casos com achados semelhantes clinicos e histopatolégicos semelhantes aos

nossos e também de evolucdo aparentemente sem sequelas (93-95),

As alteracdes laboratoriais percebidas sdo majoritariamente aumento
de aminotransferases, mas alguns casos também houve aumento de
bilirrubinas. Em todos eles, a evolugdo foi benigna com recuperagéo
laboratorial e clinica dos casos, mas ndo sabemos ainda se haveria potencial
para fibrose hepatica futura e os casos devem ser acompanhados e avaliados
sobre necessidade de nova bidpsia hepatica futura. Recentemente, dois
estudos com a mesma populacao foram realizados em nossa instituicdo para
avaliar possiveis alteracdes ultrassonograficas e/ou em elastografia hepatica

nos pacientes sobreviventes de FA grave. Embora seja uma amostra reduzida
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de participantes, o acompanhamento ndo observou indicios de fibrose

hepatica até o momento apds FA grave (152 153),

Nas bidpsias hepaticas dos pacientes com HT-FA realizadas e
descritas neste estudo, foram achados no tecido hepéatico de necroinflamacéo,
apoptose, necrose focal e degeneracao hidropica dos hepatocitos em todas
as zonas lobulares, sem predominancia tipica de FA nas zonas médias.
Embora ndo seja patognomdnica da FA, a lesdo hepatica tipica da FA aguda
€ a necrose mediozonal em zona 2 dos l6bulos hepaticos, também relatada
em outras febres hemorragicas virais como a dengue 154, A preferéncia por
este tipo de lesédo especifica é atribuida ao hipofluxo hepatico durante o
choque, mas também a possibilidade de tropismo viral com ac¢do viral direta
ou até danos imunomediados 5% 156 Qutros aspectos foram também areas

de necrose confluente e hipertrofia de células de Kupffer.

Na andlise imunohistoquimica, o antigeno de VFA no citoplasma de
macréfagos apresentou maior densidade quando comparado a presenca de
antigeno de VFA nos hepatdcitos. Na FA aguda, a relacdo da localizacdo de
tais densidades € inversa, com maior intensidade antigénica no citoplasma de
hepatdcitos e em menor quantidade no interior de macrofagos e outras células
imunes que se encontram no tecido hepatico. Desta forma, a presenca do
estimulo viral em células imunes e o0 RNA de VFA detectavel por RT-gPCR
nas biopsias hepaticas poderiam ser responsaveis por iniciar uma nova

inflamacéo imunomediada pela presenca de particulas virais.

Ainda na resposta imune hepéatica apds agressodes virais agudas, as
células de Kupffer sdo os agentes responsaveis pela eliminacdo de figuras
estranhas ao microambiente hepatico e a restauracdo da homeostase local.
Estas células sao divididas em perfis denominados M1 e M2, embora hoje ja
haja a descri¢do dessa divisdo até M17, de acordo com a resposta imune que
a célula executa naquele momento e a producao de citocinas de acordo com

tais perfis.

A polarizagdo M1 versus M2, em um ambiente com suas respectivas

citocinas pré-inflamatérias (padrdo Thl - interleucina 1l-beta, TNF alfa e
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interleucina 6) versus anti-inflamatorias (padrédo Th2 - interleucina 10 e TGF
beta) sdo necessarias para o controle da infec¢do viral na fase aguda, com
gradativa transicao para M2, responsavel pela reparacéo tecidual e reducéo
da inflamacéo, diminuicdo da lesdo hepética e cicatrizagédo local. O reparo
tecidual depende da transicao do padrao de resposta imune de M1 para M2.
Esse mesmo fendmeno é visto na infeccdo pelo virus da hepatite C (157,

também pertencente a familia Flaviviridae.

Na HT-FA ainda ndo esté claro para nos se a transicdo M1 para M2 é
prejudicada ou se ha um retorno para o perfil M1, nem quais seriam os gatilhos
para que iSSO ocorresse e se 0S possiveis reservatorios teriam importancia
para esse desencadear fendmeno. Fatores imunoldgicos, genéticos,
epigenéticos (como microRNAs) e infecciosos poderiam alterar esse
processo, impedindo a transicdo de M1 para M2 ou desbalanceando o curso
natural de remissdo da doenca. Também ainda necessitam de clarificacao o
se 0 genotipo viral ou mutacbes genéticas virais poderiam determinar o
aparecimento da HT-FA, qual o papel de possiveis anticorpos prévios contra
outros flavivirus sindémicos com a FA no Brasil, como dengue e Zika % e

até onde os fatores genéticos dos hospedeiros podem interferir.

Em 6 dos 26 casos de HT-FA, foi utilizado prednisona na dose de 40
mg por dia. Apesar do aparente curso benigno do HT-FA, a prescricdo do
tratamento com corticosteroides em pacientes com aminotransferases e
niveis de bilirrubina muito elevados ou persistentemente elevados foi feita
conjuntamente com discuss@es multidisciplinares com especialistas na area.
Tendo em vista 0 aspecto inédito na pratica clinica e escassas publicacbes
prévias sobre o assunto, o objetivo do uso de corticosteroides no cenario de
uma nova agressao inflamatéria foi preservar o figado de fibrose e possiveis
lesdes sequelares. Embora a comparagéo dos grupos que fizeram uso ou nao
de prednisona ndo tenha significancia estatistica, ndo percebemos alteracdes

decorrentes de eventos adversos do uso de corticosteroides na dose utilizada.

Os corticosteroides sdo amplamente conhecidos e utilizados para

diversos cenarios de inflamacdo exacerbada de varias causas, desde


https://sciwheel.com/work/citation?ids=8069732&pre=&suf=&sa=0&dbf=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=7165876&pre=&suf=&sa=0&dbf=0

Discussao 70

patologias autoimunes até algumas infecciosas. Agem como moduladores de
tal fendbmeno, onde h& um descontrole dessa resposta ocasionando danos
locais e sistémicos. No cenario de doencas hepaticas agudas, sao utilizados
majoritariamente para o acometimento autoimune, mas também ha o uso para
insuficiéncia hepatica aguda de origem infecciosa como a hepatite B aguda.
O uso de corticosteroides para inflamacdo hepatica aguda, visa a
reversibilidade de degeneracdo de hepatocitos e impedir a necrose
irreversivel, a citélise de hepatdcitos balonizados e outros mecanismos de
apoptose celular. O aumento de aminotransferases no contexto representa a
reacdo inflamatéria com dano hepatocelular importante e a acdo dos

corticosteroides age modulando a resposta imune (159 160),

Apesar de ser uma doencga conhecida ha séculos e prevenivel por
vacina, a FA ainda surpreende com novos aspectos e descobertas acerca de
sua fisiopatogenia. Este trabalho visa também mostrar que o conhecimento
acerca de uma determinada patologia é dinamico e mutavel. A medida que o
conhecimento avanca no tema, novos aspectos sdo descritos e novas janelas

para oportunidades terapéuticas podem ser experimentadas.
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6. CONCLUSOES

6.1 Fatores progndsticos para evolucéo grave na febre amarela

e AFAéumadoencade evolugdo rapida e com alto potencial de letalidade
em pacientes com necessidade de suporte intensivo e alteracbes

laboratoriais compativeis com disfungbes orgéanicas.

e Em contraposicdo a descrigdo classica na doenca, a ictericia nao foi
frequente nos dias iniciais e ndo evidenciamos a descricdo de evolugéo

trifasica.

e A dosagem de fator V e de lipase pode antecipar o prognostico destes

casos e auxiliar na escolha de intervencdes terapéuticas.

e O acometimento pancreatico nos casos graves, mensurado pelos altos
niveis de lipase, e a coagulopatia refletida nos baixos valores de fator V

sdo variaveis independentes relacionadas com a evolucéo para obito.

e  Este foi o primeiro trabalho que relacionou a quantificagdo de carga viral
do VFA com o desfecho para 6bito nesta populacdo. A média de cargas
virais de VFA nos casos graves ndo apresentou relacdo com o desfecho
para Obito na populacdo de pacientes com necessidade de suporte

intensivo.

e O RNA viral é detectavel por tempo maior que o descrito previamente
em sangue e urina, mesmo apos a recuperacao clinica. A viremia e a
viraria prolongadas ainda necessitam de melhor avaliacdo quanto a sua
interferéncia na fisiopatologia da doenca e a possibilidade de

reservatorios virais em outros locais além do figado.
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6.2 Hepatite tardia associada a febre amarela

e A HT-FA é um aspecto pouco documentado na fisiopatogenia da FA. E
definida por um novo aumento de aminotransferases posteriormente a

recuperacéo da FA inicial com subsequente recuperacao hepatica.

e A presenca de antigenos virais em células macrofagicas hepéticas
reforca a hipdtese de lesdo hepatica imunomediada desencadeada pela

presenca de particulas virais residuais.

° Embora de aparente evolucdo benigna, os casos de HT-FA devem
manter acompanhamento direcionado para rastreio e prevencédo de

possiveis sequelas hepaticas.
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8. ANEXOS

ANEXO A — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)

HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DA
UNIVERSIDADE DE SAO PAULO-HCFMUSP

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

DADOS SOBRE A PESQUISA

TITULO DA PESQUISA: Caracterizacdo das Hepatites Agudas em centros de referéncia da cidade de
Sao Paulo

PESQUISADOR PRINCIPAL: Michele Soares Gomes Gouvéa

DEPARTAMENTO/INSTITUTO: Gastroenterologia/Instituto de Medicina Tropical da USP

Convidamos vocé para participar da pesquisa: “Caracterizagdo das Hepatites Agudas em centros de
referéncia da cidade de Sao Paulo”.

A hepatite € uma inflamacao do figado que pode ser provocada por diversas causas incluindo
virus, medicamentos, doengas autoimunes, dentre outras. As hepatites agudas de causa viral e
medicamentosa sdo as mais frequentes. Dentre os virus causadores de hepatite destacam-se aqueles
que tem preferéncia pela infeccdo das células do figado que s&o: virus da hepatite A (HAV), virus da
hepatite B (HBV), virus da hepatite C (HCV), virus da hepatite Delta (HDV) e virus da hepatite E (HEV).

Esta pesquisa tem por objetivo 0 mapeamento das causas de hepatite aguda entre os pacientes
atendidos com esse quadro clinico em centros de referéncia da cidade de Sdo Paulo. Além disso, nos
casos de hepatite aguda causada por algum dos virus citados acima o genoma do virus detectado sera
analisado. Os resultados dessa analise nos permitirdo sugerir a origem do virus e nos ajudardo a
entender como esses virus estdo se espalhando em nosso meio, 0 que nos ajudara a propor estratégias
mais eficientes para combater o espalhamento dessas infecgdes. Em alguns pacientes a causa da
hepatite aguda nao ¢ identificada ou é associada a uso de algum medicamento especifico, nesses casos
iremos aplicar métodos modernos de biologia molecular (estudo do viroma por sequenciamento de nova
geracgdo) que permitem a identificagdo de todos os possiveis virus existentes na amostra analisada e
dessa forma sera possivel associar ou descartar a participagdo de algum virus no processo de
inflamagéo aguda do figado.

Pretendemos também identificar caracteristicas genéticas e imunolégicas individuais para avaliar
possiveis associagdes com a evolugdo do quadro clinico.

Procedimentos que serao realizados e métodos que serdao empregados: se vocé aceitar participar
deste estudo, além dos exames de rotina comumente realizados para diagnéstico na instituicdo que
vocé esta sendo atendido, seréo coletados 3 tubos de sangue (1 seco e 2 com EDTA) contendo cerca
de 4 ml de sangue cada um e uma amostra de fezes (5 ml ou 5 gramas). A coleta de sangue sera

Rubrica do sujeito de pesquisa ou responsavel

Rubrica do pesquisador
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realizada por pungéo periférica da veia do antebrago e a coleta de fezes sera realizada por vocé mesmo
em frasco coletor de boca larga e tampa rosqueavel.

Explicitagdo de possiveis desconfortos e riscos decorrentes da participagdo na pesquisa: a coleta
de sangue ndo envolve risco importante para a sua saude, no entanto, pode ocasionar desconforto em
fungédo da picada da agulha, que é levemente dolorosa. Também pode ocorrer discreto hematoma por
extravasamento de sangue sob a pele; caso isto venha a ocorrer, esse problema desaparece em poucos
dias sem nenhum cuidado especial.

Beneficios esperados para o participante: o beneficio direto para vocé sera a possibilidade de ter um
diagnéstico diferencial que envolve a realizacdo de exames que ndo sdo realizados na rotina pela
instituicdo em que vocé esta sendo atendido, como o exames para diagndstico de infecgéo pelo virus da
hepatite E ou pelo virus da hepatite Delta (nos casos com infeccao pelo virus da hepatite B). Se o seu
caso for um daqueles em que nao é possivel identificar a causa da hepatite com os exames disponiveis
para isso, vocé podera contribuir para esclarecermos se ha outros virus, além dos conhecidos,
envolvidos na causa de hepatites agudas.

No caso de cronificagéo de infecgao por virus das hepatites B ou C os exames de caracterizagdo dos
genes dos virus permitirdo a escolha de tratamento mais adequado, o que nao é realizado
rotineiramente na instituigdo em que vocé esta sendo atendido.

Esclarecimento sobre a forma de acompanhamento e assisténcia a que terdo direito os
participantes da pesquisa: em qualquer etapa do estudo, vocé tera acesso aos profissionais
responsaveis pela pesquisa para esclarecimento de eventuais duvidas. A principal investigadora é o Dra.
MICHELE SOARES GOMES GOUVEA, que pode ser encontrada no enderego Av. Dr. Enéas Carvalho
de Aguiar n° 500 prédio 2, 2° andar Telefone(s) (11) 3061-8218. Se vocé tiver alguma consideragédo ou
davida sobre a ética da pesquisa, entre em contato com o Comité de Etica em Pesquisa (CEP) — Rua
Ovidio Pires de Campos, 225 — 5° andar — tel: (11) 2661-7585, (11) 2661-1548, (11) 2661-1549; e-mail:
cappesq.adm@hc.fm.usp.br. Vocé recebera uma via deste documento para poder consultar
posteriormente as informacdes sobre o projeto e o telefone para conato.

E garantida a liberdade da retirada de consentimento a qualquer momento e deixar de participar do
estudo, sem qualquer prejuizo a continuidade de seu tratamento na Instituigéo.

Direito de confidencialidade: as informagbes obtidas serdo analisadas em conjunto com outros
pacientes, ndo sendo divulgada a identificagdo de nenhum paciente.

Direito de ser mantido atualizado sobre os resultados parciais das pesquisas: vocé tem direito de
ser mantido atualizado sobre os resultados parciais deste estudo assim que os pesquisadores tiverem
conhecimento desses resultados.

Despesas e compensagdes: ndo ha despesas pessoais para o participante em qualquer fase do
estudo, incluindo exames e consultas. Também ndo ha compensagéo financeira relacionada a sua
participagao.
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Destino do material coletado: ap6s as andlises propostas nesta pesquisa as amostras coletadas
poderdo ser armazenadas para possiveis pesquisas futuras. Se vocé autorizar esse armazenamento o
material coletado sera armazenado no laboratério de Gastroenterologia e Hepatologia Tropical - FMUSP
sob responsabilidade da Dra. Michele Soares Gomes Gouvéa e caso seja util para pesquisas futuras as
amostras somente serédo utilizadas apds aprovacdo do novo projeto pelo comité de ética e de forma
andénima. Ressaltamos que o ndo consentimento para o armazenamento desse material ndo implica em
excluséo do voluntario do estudo.

Autorizo o uso do material armazenado para o desenvolvimento de projetos futuros desde que seja feito
de maneira anénima.

( )SIM
( )NAO

Acredito ter sido suficientemente informado a respeito das informagdes que li ou que foram lidas para
mim, descrevendo o estudo ” Caracterizagdo das Hepatites Agudas em centros de referéncia da cidade
de Séo Paulo”. Eu discuti com o (a) Dr(a). sobre a minha decisédo
em participar nesse estudo. Ficaram claros para mim quais sdo os propésitos do estudo, os
procedimentos a serem realizados, seus desconfortos e riscos, as garantias de confidencialidade e de
esclarecimentos permanentes. Ficou claro também que minha participacdo é isenta de despesas e que
tenho garantia do acesso a tratamento hospitalar quando necessario. Concordo voluntariamente em
participar deste estudo e estou ciente que poderei retirar o meu consentimento a qualquer momento,
antes ou durante o mesmo, sem penalidades ou prejuizo ou perda de qualquer beneficio que eu possa
ter adquirido, ou no meu atendimento neste Servigo.

Assinatura do paciente/representante legal Data / /

Assinatura da testemunha Data / /

para casos de pacientes menores de 18 anos, analfabetos, semi-analfabetos ou portadores de

deficiéncia auditiva ou visual.

(Somente para o responsavel do projeto)

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntaria o Consentimento Livre e Esclarecido deste paciente

ou representante legal para a participagcao neste estudo.

Rubrica do sujeito de pesquisa ou responsavel

Rubrica do pesquisador.
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Assinatura do responsavel pelo estudo Data / /

DADOS DE IDENTIFICAGAO DO SUJEITO DA PESQUISA OU RESPONSAVEL LEGAL

T NOME: L e

DOCUMENTO DE IDENTIDADE N°: ..o sexo: MmO F O
DATA NASCIMENTO: ......../ foon.

ENDERECO ...
BAIRRO: ........

2. RESPONSAVEL LEGAL ..ottt ettt ettt sttt ss st
NATUREZA (grau de parentesco, tutor, CUrador €1C.) .........cciiuiriiiiiiiiiiecie et

DOCUMENTO DE IDENTIDADE :.......cccoiiiiiiiiicice, SEXOo: MO rO
DATA NASCIMENTO.: ...... oiiid...

ENDEREGCO: .......ccocvis
BAIRRO: .
CEP: ......

Ne .. APTO:

. . CIDADE: .
... TELEFONE: DDD (............ ) B
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ANEXO B — Parecer Consubstanciado do CEP

dand USP - HOSPITAL DAS
\hp CLINICAS DA FACULDADE DE Gmm
. - MEDICINA DA UNIVERSIDADE
PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DA EMENDA

Titulo da Pesquisa: Caracterizagho das Hopatites Agudas em centros de referéncia da cidade de Sio
Paulo

Pesquisador: Michele Soares Gomes Gouvda

Area Tematica: Genética Humana:
(Trata-se de pesquisa envolvendo Genética Humana que niio necessita de analise
ética por parte da CONEP;),

Verséo: 4

CAAE: 74535417.3.1001,0068

Instituigho Proponente: Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da USP
Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER
Nimero do Parecer: 3.046.518

Apresentagiio do Projeto:

Durante o primeiro atendimento serao colhidos, em questionario especifico (Anexo 2), dados demograficos,
epidemioldgicos e clinicos. Serd colhida amostra de sangue para analise laboratorial, incluindo sorologias
para HEV e HDV, detecgéo, quantificagao

e caracterizaglo (genotipagem) dos respectivos genomas virais nos casos com evidéncia sorologica de
infecgdo por de HAV, HBV, HCV, HDV ou HEV, Nessa amostra serd também realizada a pesquisa de
marcadores genéticos e imunolégicos dos pacientes para estudo de iagdo com a evolugdo clinica da
infecgdo viral @ também para avaliagio de falores de risco genéticos associados a DILL Serd também
cothida amostra de fezes

para pesquisa de HAV e HEV por PCR (reagfo em cadeia da polimerase). As de plasma e lezes
também serdo utilizadas para realizaciio de estudo da metagendmica viral nos casos definidos como
hepatite aguda de etiologia criptogénica ou com suspeita de DILI. ApSs a coleta as amostras serdo
adequada te pr das e arma das e p iormente er inhadas para o Lab grio de
Gastroenterologia e

Hepatologia Tropical para andlise. Havera um seguimentc agendado com os pacientes para conhecimento
dos resultados dos exames laboratoriais, definir o desfecho do quadro agudo @ conclusio do preenchimento
da ficha de dados. O prontudrio dos pacientes serd consultado para

Enderego: Rua Ovido Pites de Campos, 225 5° andar

Bairro: Cerqueira Cesar CEP: 05403010
UF: SP Municipio:  SAO PAULO
Telefone: (11)2661.7585 Fax: (11)2861.7585 E-mail: cappesq adm@hc fmusp be
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d USP - HOSPITAL DAS
F CLINICAS DA FACULDADE DE W
- MEDICINA DA UNIVERSIDADE

Contnuagho 0o Patecer 3048 518

ouencudmmuumnummawammwammmm
uoquimoumahmmdamtmudomo.o.mawm.
clinicos e laboratoriais serdio analisados estatisticamente. Procedimentos laboratoriais, O diagnéstico
sorolégico para identificacdo de infecgio pelos virus das hepatites sera realizado pela metodologia de
ELI&WI&mmmmmmm.Emmmduimm“mw
awwmommwirtommwmmasmmmasu
Paulo.quepmo:pmuudemmaiﬂwdowomv.WVoﬂcv.

Objetivo da Pesquisa:
Ob}oﬁwPMﬁo:CamaoﬁzaraoﬁaoﬁaduwosamemWesa
mrmdamdmmssom.oqmmumumawmdmm
agentes etiolégicos infecciosos envolvidos:
-armmruWMWMhWMnamamem
agentes;e Enheoscasossuspoﬂosdobluoaqmtumwmmommmmdo
Mmmmwmwhwomwmmmamamwm
utilizando sequenciament, de nova geraglo;* D ver os principais agentes (fdrmacos, xenobidticos,
ommdanm.wmmyommmmmmommm

dwmdmenmmmmm.m.w-w-WQ
mmrmmmawmmmmmma:mmw

Avaliagio dos Riscos ¢ Beneficios:

Riscos:O desenvolvimento deste Projeto n&o oferece riscos para os participantes. Para os profissionais
onvolvidosnommmmbupmloummminmmhmmamﬁm.
mmdmsmmimmmm.meummmmmm
diagndstico. Para eliminar ou minimizar ©55es riscos as regras de biosseguranca serdio estritamente
ummuu:wnemmmwmwmmmmm

Enderego: Rua Ovidio Pires de Campos, 225 57 andar

Bairro:  Cerqueira Cesar CEP: 05403010
UF: SP Municipio: SAO PAULO
Telefone:  (11)2651.7585 Fax: (11)2661-7588 Emall capoess om@he tmusp br
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mmMﬁwmmmqmm(«mWMMMc&am
ammogénkaemwnmmwwmamommmmm-mm
“Drug Induced Liver Disease”). Para os pacientes participantes da pesquisa o beneficio direto serd a
possibilidade de ter um diagnéstico diferencial que envolve a reakizaciio de exames qQue ndo 530 realizados
rotineiramente pelas instituicbes envolvidas, como os exames para diagnéstico de infecglio pelo virus da
hcpaunEwpdovkusdaMpaﬁoDen&Muwdeaamumwﬁmmwew
Cuemdoumﬂuﬁomm&sﬁrusmqmammmmo
Que também niio ¢ realizado rotineiramente nas instituicbes envolvidas.

Comentérios e Consideragbes sobre a Pesquisa:
Trm-seawidumdomooummm.wnmwummomm,m
descrito nas conclusdes.

Consideragdes sobre os Termos de apresentacéo obrigatéria:

Os termos de apresentaciio obrigatdria estio bem descritos e de maneira clara.

Recomendacdes:

Néo ha.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

Ciente e de acordo com a emenda solicitando a inclusdo de um brago da pesquisa que terd como
emmammmmmcwo.mmmmmammma
pos graduagio (Doutorado Direto) no programa de Ciéncias em Gastroenterologia do departamento de
GwroomotobgiadaFMUS?sobaimacaodom.JdoRmmﬂmP-moewamm
Catharina Seixas Santos Nastri. O titulo proposto para esse projeto é: “Associaglo entre viremia ¢
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ANEXO C - Bidpsias hepaticas de hepatite tardia associada a febre

amarela

Figura 14. A. Padrao tipico de “hepatite lobular” com apoptose e

necrose focal de hepatdcitos. As células de Kupffer sao hipertroficas.
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Figura 14. B. Necrose confluente permeada por leucdcitos diversos,
mono e polimorfonucleares. As células de Kupffer hipertroéficas sao
visualizadas em sinusdides dilatados
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Figura 14. C. Edema portal moderado e infiltrado inflamatério misto
apresentam focos de transbordamento;
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Figura 14. D. Esteatose macrovesicular, nao reminiscente de febre
amarela aguda, foi encontrada em apenas um caso, com inflamagao
lobular e portal minima



Figura 14. E. Detecgao imunohistoquimica do antigeno da febre
amarela (FA-Ag) quase restrita ao citoplasma das células de Kupffer
hipertroéficas nesta area de inflamagao lobular minima.




Figura 14. F. FA-Ag imuno-corado mais intensamente em um agregado
de macréfagos em um Iébulo hepatico moderadamente inflamado.
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